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論文内容の要旨

運動タンパク質キネシンは、微小管 (microtubule ; MT) との相互作用により細胞分裂や細胞内物質輸送を担う生

体分子モーターのーっとして知られている。これまで truncation によって調製された単量体キネシンの「ネックリン

カー」とよばれる保存性の高いエレメントが、ヌクレオチド依存的にその flexibility を変化させるという実験結果か

ら、このエレメントの flexibility switch がふたつのモータードメインを相互に変位させキネシン分子の processivity

(連続滑り能)を生み出していると考えられてきた (Hand-over-hand model)。本研究では実際に二量体キネシンを

用いて、 SDSL-ESR (Site-;Qirected Spin Labeling .E.lectron Spin Resonance) により、ネックリンカーの flexibility

と 2 つのネックリンカ一間の相互距離を測定することによって、キネシン運動モデルの検証ならびにキネシン動作原

理を解明することを試みた。

大腸菌系で発現させた二量体キネシン (mouse KIF5A) ネックリンカー上 (S332C) の SH 基に、マレイミド系ス

ピンラベル (4-maleimido-tempo ; MSL) を高い効率 (>80%) で特異的に導入することに成功した。 ESR スベク

トルを fitting simulation 解析したところ、回転相関時間 (τr) の異なる二つの成分が共存していた。微小管結合時

に 3 種類のヌクレオチド (ADP，ATP-like ;+AMPPNP/ATP- γS & No Nucleotide ;+apyrase) の共存状態をっく

り各 ESR スベクトルを比較したところ、ヌクレオチド非依存的に flexibility の制限を受けた状態、すなわち ordered

form をとることがわかった。この結果は、従来のネックリンカーによるヌクレオチド依存的 flexibility switch 説を

否定するものである。

またネックリンカーの空間的挙動をより詳細に捉えるため、ネックリンカー間の距離測定を行った。得られた距離

分布は 15-20Aならびに>20A となり、ネックリンカーがダイナミックな構造を有していることを示した。微小管非

結合の条件下では、スピン間距離はヌクレオチドの種類に依らず 20A以上となった。一方、微小管結合時には、 >20

Aの距離に加えて、印刷20Aの聞にもヌクレオチド依存的な距離分布が現れた。すなわち、ヌクレオチドフリー状態

では、 18.5Aにピークをもっブロードな距離分布を示した。 ADP および ATP-like 状態では 15Aにピークもつ距離分

布を示したが、前者が比較的広い分布なのに対し、後者は極めてシャープな距離分布を示した。この結果からヌクレ

オチドフリー状態と ATP 結合状態では 2 つのネックリンカーの相互間隔が異なること、 ADP 結合状態ではヌクレオ

向
。
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チドフリー状態と ATP 結合状態の transient/mixture 構造をとることが考えられる。以上を総合して考えると、キネ

シンが ATP加水分解サイクルに伴い 2 つのネックリンカ一間の間隔を変える歩行模型が示唆される。

本研究では ESR によるモータータンパク質の距離測定実験に世界で初めて成功し、ネックリンカーのスピン間距

離変化はヌクレオチド依存的であることを発見した。二量体キネシンは ATP 加水分解サイクルに伴い 2 つのネック

リンカーの相互位置をコントロールし、微小管上の processivity を生み出しているものと推定される。

論文審査の結果の要旨

学位申請者に対して、平成 16 年 2 月 3 日(開催場所理学部 B144 室)において、関係教官出席のもとに公開研究

業績報告会を開き、論文内容及びこれに関連する事項について試問を行い、審査委員全員の協議の結果、合格と判定

した。

以上の結果、学位申請者 菅田和法は、博士(理学)の学位を授与される資格があると認める。

学位申請者から提出された博士論文の審査とその内容についての口頭発表を審査した。研究は微小管』駆動モーター

たんぱく質キネシンのネックリンカーとよばれるエレメントの動きに関するもので、 2 つの頭部の各ネックリンカー

に遺伝子工学的に導入したシステイン変異部位にスヒ。ンラベルを結合させ、スピン間(ネック)の距離を ESR 測定

した新規性の高い内容で、あった。同時にネックリンカーの flexibility-switch 模型を検討するため、スピンラベルの運

動性も測定し、予想外にヌクレノオチド非依存であることを示した点も意義がある。注目すべき発見は、ネック間距

離がヌクレオチド依存的に変化することであり、 ATP 分解と共役して 2 つのネックリンカーが脚のように動く運動模

型について枠組みを与えるものである。
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