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審 査 の 結 果 の 要

氏 名 上 野 仁 之

本 研 究は キネ シ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー タ ン パ ク 質群の

一

つ で あ る マ ウ ス の

K I F 1 6 B の ク ロ
ー ニ ン グお よ び そ の 機 能解析 を行 っ た も の で あり

､ 下記 の 結果

を得 て い る ｡

1 . す で に サブ ク ロ
ー ニ ン グされ て い た K i n 6 b 遺伝 子 の モ ー タ ー ドメ イ ン の

配列 をプ ロ
ー ブと して 用 い c D N A ラ イ ブ ラ リ ー よ り Ki

'

n 6 b 遺伝子 の 全長

c D N A をク ロ
ー

ニ ン グ した の ちそ の 塩基配列 を決定 した ｡ そ の 塩基配列 より

予想 され るア ミ ノ 酸配列 を用 い
､ K I F 1 6 B に 3 つ の 機能 ドメ イ ン ( キ ネ シ ン

モ
ー タ ー

ドメ イ ン
､

F H A ドメ イ ン
､ P X ドメ イ ン) が 存在す る こ と を発見 し

た ｡

2 . K I F 1 6 B の 全長 に H is
･

T a g を つ けた も の を B a c u l o v i r u s に組 み 込 み
､

昆 虫

細胞 H i 5 で発現 し
､

ニ ッ ケ ル カ ラム で 精製 した も の を抗原 と し て 用 い て ウサ

ギで ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体 a n ti

- K I F 1 6 B を作成 した ｡ K I F 1 6 B が欠損 した 細胞

と発現 して い る細胞 を W e s t e r n b l otti n g お よ び蛍光抗体法に 用 い て観察 した

と こ ろ ､
い ずれ の 場 合も K I F 1 6 B が 発現 して い る細胞 で の み ､

シ グナ ル が 観

測 で き た ｡ こ の こ と に よ り こ の 抗体 が 特異的 に K I F 1 6 B を認識す る こ とが 示

され た ｡

3 . K I F 1 6 B の 細 胞 内 で の 局在 を み る た め に 遠 心 分 画 法 を行 っ た と こ ろ
､

K I F 1 6 B は 比 較的重 い 分画 に存在 して い る こ とが判 っ た ｡ さら に界面活性剤

存在下
､
非存在下に お い て N y c o d e n z に よ る 且o a ti n g a s s a y を行 っ た と こ ろ ､

界面活性剤非存在下 で の み 比 重 の 軽 い 分画 に く る こ と が判 っ た ｡ こ の こ と に

よ り K IF 1 6 B は膜小胞や膜 小器 官に局在 して い る こ と が示唆され た ｡

4 . K I F 1 6 B の 微小管 - の 結合能を A M P - P N P ( A T P の 加 水分解 しな い ア ナ ロ

グ) と A T P の 存在下で調 べ た と こ ろ ､
A M P - P N P の存在下 で 微小管に 強く結

合 し
､

A T P 存在 下 で 微小 管か ら解離す る こ とが 示 され た ｡
こ の こ と よ り



K I F 1 6 B は微 小管の 上 を A T P 依存的 に 滑走す る こ とが 示 唆され た ｡

5 . K I F 1 6 B の P X ドメ イ ン に G S T を つ けた も の を発現 させ各種 の イ ノ シ ト ー

ル リ ン 脂質で ド ッ トプ ロ ッ トを行 っ た と こ ろ
､

K I F 1 6 B は 血 vl
'

t T O で 特異的

に PI( 3) p
,
P I( 5) p

,
P I( 3

,
4) P

,
PI( 3 , 5) p に結合す る こ と が 示された ｡ また P I 3 K

の 阻害剤 で ある W o rt m a n n i n をか けた H e L a 細胞 で K I F 1 6 B が膜 小胞か ら

解離す る か を調 べ た と こ ろ
､

コ ン トロ ー ル に 用 い た E E A -

1 は 膜小胞 か ら解離

した が
､

K I F 1 6 B は膜小胞 に結合 したままで あ っ た ｡
こ の こ と より K IF 1 6 B

は PI 3 K 非依存的 に膜小胞 に結合 して い る こ と が 示され ､
K I F 1 6 B が 膜小胞

に 結合す るた め に は他 に も結合因子 が あ る こ と が 示唆され た ｡

6 . K I F 1 6 B に直接結合す る タ ン パ ク 質を探索す る た め に Y e a s t T w o
- H y b rid

をお こ な っ た と こ ろ ､ R a b 1 4 が K I F 1 6 B に直接 結合す る こ と が示 され た ｡. ま

た H e L a 細胞 に活性型 R a b 1 4 ( R a b 1 4 Q 7 0 L) と不活性型 R a b 1 4 ( R a b 1 4 S 2 5 N)

を発現 させ て K I F 1 6 B と共免疫沈 降をさせ た と こ ろ活性型 R a b 1 4 の 場合で

の み K I F 1 6 B と共免疫沈降をす る こ とが 示 され た ｡
こ の こ と に より K I F 1 6 B

は R a b 1 4 が活性型 で あ る時 の み 結合す る こ とが 示された ｡

以 上
､ 本論 文は マ ウ ス の K I F 1 6 B の 全長 の ク ロ

ー

ニ ン グ と機 能解析 が行 われ
､

い ま ま で 明ら か に され て い なか っ た K I F 1 6 B の 基本 的な機能 に つ い て 明 らか

に した ｡ 本研 究は こ れま で 知 られ て い なか っ た
､

K I F 1 6 B と R a b 1 4 の a c tiv e

f o r m が 直接結合す る こ と を判 明 し
､

G ol gi
-

t o
･

e n d o s o m e s の 輸送 に 関わ っ て

い る こ と が 示唆され た ｡ また キネ シ ン ス ー パ ー

フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質と カ ー

ゴ と の 結合が脂 質と タ ン パ ク 質の 両方に よ っ て 行 われ て い る こ と を初め て 示

唆す る研 究 で あり ､ 細胞 内で の 物 質輸送 の 制御 の 解明に重 要 な貢献 をなす と

考え られ ､ 学位 を授 与す る に値す る も の と考え られ る ｡




