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スプライシングにより生じるキネシン
KIF１Bの多様性とその機能

１． は じ め に

キネシンは微小管上を移動しさまざまな物質を輸送する

モータータンパク質である．現在，キネシンは哺乳類にお

いて約４５種類のファミリー遺伝子が同定されている．こ

の多様なタンパク質群はキネシンスーパーファミリーとも

呼ばれ，共通する構造として球状のモータードメインを持

つ．このドメインが微小管との結合と ATP加水分解に

よって移動する活性を持っている．モータードメイン以外

の領域は比較的多様性に富んでおり，カーゴ（積荷）の選

択性やモーター活性の制御などに関与している．

２． KIF１Bのスプライシングアイソフォーム

KIF１Bは哺乳類のキネシンスーパーファミリーの一つ

である．KIF１Bとアミノ酸配列上相同性の高い KIF１サブ

ファミリーには KIF１A，KIF１B，KIF１Cが属し，線虫ホモ

ログは UNC１０４である．KIF１サブファミリーは，一般的

に二量体である他のキネシンとは異なり，微小管に結合し

ていない状態では単量体として存在すると考えられてい

る１）．この興味深い特徴のため，微小管上を移動する際の

メカニズムに関して，単量体あるいは二量体として機能す

るかを含めて多くの研究がなされている．

KIF１Bは１１５０アミノ酸，１３０kDaのタンパク質として

報告された（図１A，KIF１Bα）２）．その後の研究により，
１７７０アミノ酸，２００kDaのアイソフォームの存在が発見さ

れた（KIF１Bβ）３，４）．両者はアミノ末端側６６０アミノ酸につ
いて全く同一であり，選択的スプライシングによって生じ

るアイソフォームである．初出の報告では KIF１Bαはミト
コンドリアを，KIF１Bβはシナプス小胞を輸送すると報告
され，カルボキシル末端側の違いが積荷の選択性を決定し

ている．また，この大きな配列上の変化に加えて，モー

タードメインの中およびその近傍に，特定のエクソンの挿

入による，６アミノ酸と４０アミノ酸の２箇所の挿入配列

が生じることが mRNAの解析を行った複数のグループに

図１ KIF１Bのスプライシングアイソフォーム
（A）KIF１Bのスプライシングアイソフォームの模式図．
KIF１Bのアイソフォームは α型と β型のカルボキシル末端を持つ２種類に大別され，さらに挿入配列の有無による違いが
ある．
（B）臓器・細胞における KIF１Bの発現（汎 KIF１B抗体による検出）．
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より報告された（図１A，矢印 aと b）３，５）．我々は４０アミ

ノ酸の挿入配列（図１，矢印 b）に対する抗体と汎 KIF１B

抗体を作成し組織での発現を検討した５）．その結果，挿入

配 列 を 持 つ 約２０４kDaの KIF１Bβア イ ソ フ ォ ー ム
（KIF１Bβ２）が脳や神経細胞で発現していることが明らか
になった（図１A）．また，非神経細胞において発現してい

る KIF１Bβアイソフォームは約１９０kDaであり（図１B），

挿入配列を持たない型であることがわかった．しかしこの

非神経細胞型アイソフォームは２箇所の挿入配列を持たな

いとしても計算上の分子量からは約１０kDaほど小さく，

異なるアイソフォームであることが示唆された．そこで解

析を行った結果，β型のカルボキシル末端側領域に，選択
的スプライシングにより生じる８３アミノ酸の欠失がある

ことがわかった（図１A，矢印 c）．そこで，この非神経型

アイソフォーム（１６８７アミノ酸）を他と区別するために

KIF１Bβ３と名付けた６）．

KIF１B以外のキネシンにおいてもスプライシングアイ

ソフォームの存在が網羅的解析によって明らかになってい

る．しかし，KIF１Bは多様なアイソフォームを持つ点で

特徴的である．また，こうしたスプライシングによる多様

性の生理的意義やモーター活性との関連性が明らかになっ

ている例は少ない７，８）．

３． KIF１Bの細胞内での機能

KIF１Bαと KIF１Bβはカーゴ結合領域と考えられている
カルボキシル末端側の領域が全く異なるため，運ぶ対象は

全く異なる．前述したように KIF１Bαは神経細胞における
ミトコンドリアの輸送に関わることが報告されている２）．

また，KIF１Bαはそのカルボキシル末端に PDZ（postsynap-

tic―density９５／disc―large／zona occludens）ドメイン結合モ

チーフを持ち，この部分を介して PSD-９５などシナプス後

膜に存在する PDZタンパク質と結合する９）．この結果か

ら，KIF１Bαはミトコンドリア以外にも PDZタンパク質

が局在する小胞も輸送していると考えられる．一方，

KIF１Bβは神経細胞においてはシナプス小胞に局在するこ
とが示され，我々も KIF１Bβ２が同様の局在を示すことを
報告している５，１０）．さらに，KIF１B遺伝子の変異がシャル

コー・マリー・トゥース病や多発性硬化症と関連するとい

う報告があり，神経における小胞輸送機能の異常が何らか

の形で疾患に関連する可能性がある１０，１１）．

非神経細胞にはシナプス小胞は存在せず，非神経型アイ

ソフォーム KIF１Bβ３の機能は不明であった．我々は汎
KIF１B抗体による免疫染色の結果，一部がリソソームと

共局在することを見出した６）．また，KIF１Bβ３を過剰発現
した場合，放射状に広がる微小管ネットワークの最辺縁部

に集積することがわかった（図２A）．この細胞においては

通常，微小管形成中心（マイナス端側）から辺縁部（プラ

ス端側）へ，またその逆方向へ向かうリソソームの運動が

バランスよく行われている．しかし KIF１Bβ３を過剰発現
させた場合には，中心方向への動きは見られなくなった．

多数の KIF１Bβ３タンパク質が存在することで，微小管の
プラス端側へのリソソーム輸送が亢進し，辺縁部へ蓄積し

たと思われる．これらの結果から KIF１Bβ３はリソソーム
の辺縁部方向への輸送に関与していると考えられる．しか

し，リソソーム輸送にはほかのキネシン分子の関与も報告

されている１２）．微小管依存リソソーム輸送の全体理解には

多種のキネシンの使い分けやそれぞれの制御機構の解明が

必要であろう．

４． スプライシングとモーター活性

KIF１Bと近縁のキネシンには，球状ドメインである

モータードメインの中に Kループと呼ばれるリジン残基

に富んだ突出領域がある．１個目の挿入配列はこのループ

領域に存在する．Kループ領域は微小管を構成するチュー

ブリンタンパク質上の負電荷に富んだ領域と相互作用し，

微小管との結合を安定させると考えられる．２個目の挿入

配列は球状のモータードメインの近傍にあり，比喩的に，

モータードメインをヘッド（頭）とするとこの近傍領域は

ネック（首）領域と呼ばれる．挿入配列はネック領域を構

成する２本の αへリックス領域の間の「ヒンジ」にある．
このネック領域は線虫ホモログ UNC１０４ではダイマー化

に関与する領域と報告されている１３，１４）．このようにスプラ

イシングによる多様性が生じる部位は，モーターとしての

性質を考える上で興味深い場所である．

我々はこれらの挿入配列の有無とモーター活性との関連

性を検討するため，モータードメインとネック領域を含む

組換えタンパク質を発現・精製し活性測定を行った１５）．そ

の結果，挿入配列を２箇所持つものは，持たないものに比

較して高い微小管依存 ATPase活性を持つことがわかった

（図３A）．つまり，挿入配列は活性上昇に寄与している．

また２箇所の挿入配列のうち，１個のみを持つタンパク質

では中間的な活性を示すことも明らかとなり，活性上昇へ

の寄与は相加的であると考えられる．

さらに，Kループの挿入配列（６アミノ酸残基）に変異

を導入し，解析を行った．Kループの特徴であるリジン残

基は，挿入配列が無い状態で５個存在し，挿入配列によっ
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てさらに１個追加される．この残基をアラニンに変異させ

ても，挿入配列の効果はほぼ変化が無く，正電荷残基の増

加は挿入配列による活性上昇の直接の原因では無いことが

明らかになった．そこで，挿入配列によるループの延長が

重要である可能性を検討するために，挿入配列の長さを変

えると，より長い配列で高い活性を示す傾向が明らかに

なった．アラニンのみで構成された挿入配列を導入した場

合も，長い挿入を持つ場合はより高い活性を示した．しか

しアラニンのみで構成された挿入配列の場合は，チューブ

リンに対する K１／２（MT）（チューブリンを基質としてミカエリ

ス―メンテン式に当てはめた場合のミカエリス―メンテン定

数）から導かれる微小管との親和性は大幅に低下しており，

単純に長さだけが重要な訳ではない．Kループの挿入配列

は球状ドメインから微小管に伸びる「腕」の長さや動きや

すさを変えることで微小管との相互作用の強弱を微調整

し，結果として ATPase活性を上昇させていると考えられ

る．

さらに，我々はリポソームを微小管上で移動させる速度

を測定した（図３B）．その結果，挿入配列の有無によって

移動する速度に大きな違いは見られなかった．微小管との

親和性の変化から，速度ではなく，一度に連続・安定的に

移動できる距離等に変化が出ることも考えられる．今後は

より生理的な条件に近い系で，挿入配列の効果を測定する

必要があるだろう．

図２ KIF１Bβ３過剰発現の効果
（A）発現された KIF１Bβ３-EGFPタンパク質（左）は微小管ネットワーク（右）の最端部（矢印）に
集積する．
（B）蛍光デキストランにより，細胞内でのリソソームを可視化し，移動の軌跡を描画した．KIF１Bβ３
の過剰発現により，微小管形成中心から辺縁部の間での往復運動が見られなくなり，辺縁部に集積し
ている．
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５． お わ り に

我々は Na＋／H＋交換輸送タンパク質の制御因子であるカ

ルシニューリン様タンパク質（CHP）に結合するタンパク

質を探索する過程で，機能のわからない挿入配列を持った

KIF１Bを見出した５）．今のところ CHPと KIF１Bの結合の

機能的意義は不明である．一方，見つかった挿入配列に着

目して研究を進めた結果，KIF１Bはスプライシングに

よって非常に多彩な機能・性質を獲得していることがわ

かってきた．これはもともと遺伝子の数が多く多様なキネ

シンに，組織や細胞種依存的に mRNA／タンパク質レベル

で更なる多様性を与えているという点で興味深く，高等動

物におけるスプライシングの重要性を示す一例でもあろ

う．しかし，神経細胞内とその他の細胞内での輸送能力に

差があるのかどうかなど，生理的な側面からの理解はまだ

まだ途上であり，今後発展していくと考えられる．

本研究に関して御助言下さった石渡信一教授（早稲田大

学）および石渡研究室の皆様，ならびに井上明男准教授（大

阪大学）に深く感謝致します．
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Gタンパク質共役型受容体（GPCR）のユ
ビキチン化を介したエンドサイトーシス機
構

１． は じ め に

Gタンパク質共役型受容体（GPCR）は７回膜貫通型の

細胞膜タンパク質であり，ヒトゲノムにおいて約９００種類

からなるファミリーを形成している．これら GPCRは細

胞の増殖，形態変化をはじめ，血圧の調節，味覚，嗅覚，

光感覚など様々な生体現象において必要とされている．最

近の研究において，幾つかの GPCRががん細胞に過剰発

現し，異常なシグナルを伝えることにより，細胞のがん化

に関わっていることが報告されている１）．また，GPCRの

多くは生理活性物質をリガンドとし，このため GPCRは

創薬の重要な標的タンパク質となっている．現在まで開発

された医薬品の中で５０％程度は GPCRに作用する薬剤で

あり，これらのことから GPCRシグナルの調節機構を明

らかにすることは，がんやその他の病気の効果的な治療薬

の開発にとって非常に重要である．

出芽酵母の接合フェロモン受容体である Ste２pは GPCR

の一種であり，GPCRのシグナル伝達，修飾，ダウンレ

ギュレーションの分子機構を調べるモデル受容体として研

究されてきた．特に，GPCRシグナルとエンドサイトーシ

スの関係や GPCRのユビキチン化についての先駆的な研

究は Ste２pを用いて行われている２，３）．また，出芽酵母はエ

ンドサイトーシス研究の非常に優れたモデル生物でもあ

る４，５）．本稿では GPCRのユビキチンを介したエンドサイ

トーシス機構について，最近の出芽酵母を用いた研究に

よって明らかにされた知見を概説する．

２． リガンド結合による GPCRの修飾

GPCRの脱感作とそれに引き続くエンドサイトーシスに

よる細胞内への取り込みは，GPCRシグナルのダウンレ

ギュレーションにおいて中心的な役割を果たしている．

図１に示すように，多くの GPCRはリガンドと結合する

ことにより三量体 Gタンパク質を活性化し，細胞内へと

シグナルを伝達する．その後，GPCRは細胞内領域がリン

酸化，ユビキチン化され，クラスリン小胞によりエンドサ

イトーシスされる．細胞内に取り込まれた GPCRはエン

ドソームにおいてリガンドと解離し，リソソームに輸送さ

れて分解されるか，もしくは細胞膜へとリサイクリングさ

れる．

GPCRのリン酸化は主に細胞内ドメインの Serもしくは

Thr残基に起こる．GPCRのリン酸化を行う酵素としては

GPCRキナーゼ（GRK）やカゼインキナーゼなどが報告さ

れており，多くの GPCRはリン酸化されることによりア

レスチン（arrestin）タンパク質に結合し，エンドサイトー

シスされる．また，これまでの研究から，GPCRの多くが

リン酸化に加えて，ユビキチン化されていることが報告さ

れている．しかしながら，GPCRのユビキチン化がエンド

サイトーシスにおいて果たす役割についてはまだよく分

かっていない．例えば，トロンビンにより活性化される
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みにれびゆう


