
博士（生命科学）河野高徳

学 位 論 文 題 名

Alcadeincvによるkinesin―1活性化機構の解析

学位論文内容の要旨

【序論】
  神経細胞は軸索を経て標的細胞とシナプスを形成することで個体内における情報伝達を
担っている。神経細胞では細胞体で作られた必要なタンパク質を遠く離れた神経末端まで
運ぶ必要がある。また、軸索を介して他の細胞からシグナル分子などを受け取ることも必
要である。そのため、長距離にわたる軸策中での効率的な小胞輸送、すなわち軸索輸送が
神 経細胞の生 存や機能維 持において きわめて重 要な役割を 果たしている。
  軸策輸送において細胞体から神経末端方向への順行性輸送をkinesinというモータータ
ンバク質が担っており、これを動カとして、また、微小管をレールとしてオルガネラや小
胞の輸送を行っている。
  軸索輸送における順行性輸送を担う主なkinesinとしてkinesin-lがある。kinesin-lは、
二つのKinesin Heavy Chain (KHC)とニつのKinesin Light Chain (KLC)で構成されるへ
テロ四量体である。kinesin-lがKLCのTetratricopeptiderepeat (TPR)ドメインを介し
て膜夕ンバク質などのカーゴに結合することで小胞輸送が行われる。しかし、kinesin-lは、
通常、KLCとKHCのみで存在するとき、微小管とは結合できないモーターとして不活性
な状態であることが知られており、小胞輸送を行うためには、この不活性な状態からモー
ターとして活性をもつ状態にならなければならないが、どのような機構で活性化されるの
かなど不明な点は多い。
  当研究室で単離・同定されたA)_cadeinq(Alca)はI型の膜夕ンパク質であり、KLCと直
接結合し、kinesin．1と輸送体を形成するカーゴである。Alca-EGFPを用いた細胞内の輸
送小胞の観察からAlca小胞の輸送速度が約1.3I.Lm/sであることが分かっている。また、
EGFP-KHCを細胞に単独発現させると輸送小胞が観察され、KLCと共発現させると細胞
全体に遍在するようになり、さらにAlcaを発現させるとEGFP-KHCの輸送小胞が観察さ
れるようになること、この現象が他のkinesin-lのカーゴ分子を共発現させても観察されな
いことから、この現象はKLCの過剰発現で不活性状態となったkinesin-lをAlcaが活性化
していることを示している。本研究では、Alcaによってどのようにしてkinesin-lが活性化
されるのか明かでないことから、Alcaによるkinesin-l活性化機構を解明することを目的に
実験を行った。

【実験結果】
  まず、AlcocのKLC結合部位が明らかでないことからその同定を行った。Alca細胞質ドヌ
インくICD)の欠失変異体をGST融合蛋白質として精製し、精製したKLC1との結合実験を
行った結果、KLC結合部位は細胞質ドヌインにニか所存在し、アミノ酸配列が非常に類似
していたことからWD~motifと名付けた。また、同様な結合実験からWD-motifがKLC結
合部位として十分であることを明らかとした。
  次に、WD-motifが実際の細胞内輸送に必要であるのかを検討するため、AlcocのWD-motif
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を欠失させC末端にEGFPを付加したコンストラクトを作成し、神経系の培養細胞である
CAD細胞に強制発現させて全反射顕微鏡を用いて神経突起における輸送を観察した。その
結果、WD-motif欠失変異体では輸送される小胞数がほとんど観察されず、WD-motifが
Alca小胞の輸送に重要であることが明らかとなった。
  さらに、WD-motifが実際の細胞内輸送でkinesin-lのカーゴとして十分に機能できるの
かを検討するため人工的な膜夕ンパク質にEGFP、WD-motifを付加したコンストラクトを
作成し、CAD細胞に強制発現させ神経突起の輸送を観察した。その結果、WD-motifを付
加したコンストラクトの速度はAlca小胞と同様であったことから、WD-motifはkineisn-l
のカーゴとして十分に機能できることが明らかとなった。
  次にWD-motifがkinesin-lを活性化する機能部位であるかを検討するため、
EGFP-KLC1及びEGFP-KHC、KLC1とWD-motifを付加した人工的な膜夕ンパク質を
CAD細胞に強制発現させ神経突起の輸送を観察した。その結果、WD-motifを付加したコ
ンストラクトではEGFP-KLC1の輸送の様子が観察された。また、EGFP-KHC、KLC1と
WD-motifを付加したコンストラクトの共発現ではEGFP-KHCの輸送が観察された。よっ
て、Alcaによるkinesin-l活性化の機能部位はWD-motifであることが明らかとなった。
  次に、Alcaのkinesin-l活性化機構を解析するために、kinesin-l活性化に必要なKLC
の領域を同定することにした。KLC1のTPR欠失変異体コンストラクトとEGFP-KHC、
Alcaをのゅ細胞に共発現させて神経突起の観察を行った。その結果、KLC1の2-5番目の
TPRドメインがあれば多数の順行性の輸送小胞が観察され、この領域がkinesin-lのAlca
依存的活性化には必要十分であることが明らかとなった。
  次に、AlcaのWD-motifが2カ所で非常に類似したアミノ酸であったことから、様々な
kinesin-lカーゴの中の少なくとも一部にWD-motifが含まれ、kinesin-l活性化モチーフ
として利用されているのではないかと考えた。そこで、Blast searchを用いてWD-motif
を持つタンバク質を検索した結果、Toll-like receptor4(TLR4)などにもWD-motif様の配
列が認められた。そこで、TLR4のWD-motifを付加した人工的な膜夕ンバク質を作成し、
EGFP-KHC、KLCとCAD細胞に強制発現させ神経突起の観察を行った。その結果、TLR4
のWD-motifがあれば多数の順行性の輸送小胞が観察され、TLR4のWD-motifにkinesin~l
活性化機能があることが明らかとなった。よって、TLR4がkinesin-l活性化機能を有する
可能性が示唆された。

【まとめ】
1． AlcaのKLC結合サイトは細胞質ドメインにニか所存在し、アミノ酸配列が非常に類似し
ていることからWD-motifと名付けた。
2． WD-motifはkinesin-lによる小胞輸送に十分機能でき、またAlcaのkinesin-l活性化機
能部位であった。
3． Alcaのkinesin-l活性化においてKLCの2-5番目のTPRドヌインが必要十分な領域で
あった。
4． WD-motifをもつTLR4も新規なkinesin-l活性化夕ンパク質である可能性が示唆された。

  これらの結果は、kinesin-l活性化に関与する最小機能単位を始めて明らかにしたもので
あり、その制御機構を解析していく上で重要な知見を提供しうるものであると考えている。
また、WD-motifはkinesin-l活性化機能部位として広く用いられている可能性が示唆され、
今 後 未知 のkinesin-lカーゴ の同定にも 大いに役立 っものと考 えられる。
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Alcadeincvによるkinesin－1活性化機構の解析

  Alcadein (Alc)は、神 経ネ 田胞に 特徴的 に発現 する I墾膜タンパク質であり、独立した遺伝子がコードす

る Alca、 Alcp、 心 剛の 3分 子 が ファ ミ リ ー を 形成 し て い る 。本研 究室で 見い だした Alcは 、これ までキ

ネシ ン‾1モー ターに より微 小管上 をJl厮 諦節墓 される 膜小胞カーゴ受容体であることが判明していた。さ

らに Alcは 、単に キネシ ン．1に接 続して 輸送 される 受容体ではなく、キネシン‐1を活性化する台旨動的な

機能を持つ初めてのカーゴ受容体であることが判明していた。しかしながら、Alcのキネシン‾1活‾陞イ匕機

構 の詳 細 は 全 く 解 析さ れ て い な かっ た 。著者 は、Alcaの細胞 質ドメ イン の詳細 な解析 を行い 、KLCに結

合す るドメ インと して、 新しい 酉己 歹IJを見 いだし WDモチ ーフと 命名し た。 WDモチー フは、 キネシン‾1

で輸 送され る他の 膜タン パク質 やウ イルス タンパ ク質に も見 られ、 キネシ ン‐1結合 モチー フとしての普

遍 性 が 示 唆 さ れ た 。 キ ネ シ ン ‐ 1は 、 通 常 2分 子 の KLCと 2分 子 の KHCが 4量 体 を 形 成 し て い る が 、

KHCの テ ー ル ドメ イ ン が モ ータ ー ド メ インに 相互作 用した 構造 をとり 自己不 活陸状 態とし て微 小管に 結

合 し な い 状 態 で 存 在 し て い る。 著 者 は Alcの WDモ チー フ と KLCの 結 合 が キネ シ ン ― 1の活 陸 化 を 引 き

起 こし 、 膜 小 胞 の 順行 輸 送 を 行 うこ と を 神 経 系培 養 細 胞 にKLCおよ びAlcの各 種変異 体を発 現させ 、そ

の機 能を全 反射顕 微鏡-C*fjj6P-る 実験 より明 らかに した。 さらに 詳細 な解析 により 、WDモ チーフだけで

キ ネシ ン ‐ 1を活 性化で きる ことを 実証し 、加え てWDモ チーフ がキネ シン ‐1を 活性 化する モチー フとし

て 普遍 的 に 働 いて いる可 能性を 示唆し た。 また、 KLC側 のAlcによる 活性化 に必 要な領 域の同 定も行 い、

KLC1の 6つ の ′ IPRド メ イ ン の 内、 2番 目 か ら5番 目 に 至 る配 列 が WDモ チ ー フ に よ るキ ネ シ ン ． 1の 活

‾陸化に必要な領域であることを実証した。

  本 論 文 の 成 果 は 、 （ 1） Alcの KLC結 合 領 域 と し て 新 規WDモ チ ーフ を 同 定 し た 。（ 2） WDモ チ ー フ

のKLCへの 結合は 、キネ シンー 1の 自己不 活陸 状態を 解除し キネシ ン・1モー ターを 活性 化させ ることを初

め て 明 ら か に した 。 （ 3） さら に 、 WDモチ ー フ に よ るキ ネ シ ン ― 1活 性 化 に 必 要な 部 位 と し てKLC1の

TPRド メ イ ン の2番目か ら5番目に いた る愼曦 を決定 した。 本研究 は、 H莫川 ヽ胞 カーゴ 受容体 タンパ ク質

がキ ネシン ‐1を活性 化する 機構を 世界で 初め て実証 した先 端的な 研究 である 。すな わち、 本研究の成果

によ り、カ ーゴ受 容体は 、単な るモ ーター へのっ なぎ手 であ るだけ でなく 、モーター活性を能動的に制御

する 分子で あるこ とが初 めて示 され 、細胞 生物学 に新た な概 念を提 示し、 その進歩に大きな貢献をした。

よ っ て 著 者 は 、 北 海 道 大 学 博 士 （ 生 命 科 学 ） の 学 位 を 授 与 さ れ る 資 格 が あ る も の と 認 め る 。
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