
中央大学・理工学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６４１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

Ｘ線繊維回折法による微小管動態の高速追跡

Dynamic changes of tubulin dimer configuration on a scale of sub-second revealed
 by high-flux X-ray fiber diffraction analysis

９０１７７５８５研究者番号：

上村　慎治（Kamimura, Shinji）

研究期間：

１６Ｋ０７３２８

年 月 日現在  元   ６ ２４

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：　微小管内には、チューブリン二量体が結晶格子の様に高い規則性で配置されてい
る。従って、チューブリン分子の形状変化やゆらぎは、微小管構造の安定性に直接影響を与えると予想される
が、このような構造特性を定量的に記述することは難しかった。本研究では、SPring-8の高輝度ビーム
（BL40XU）を使い、流動配向させた微小管のＸ線繊維回折のパターンの経時変化を詳しく分析した。その結果、
微小管安定化剤として知られるタキソールによって、微小管は0.2秒で軸方向へ急速な伸長、および構造上の柔
軟性が増加することが明らかとなった。しかし、別の微小管安定化剤であるラウリマリドでは、非常に対照的な
観察結果が得られた。

研究成果の概要（英文）： Microtubules are assembled from tubulin dimers that are arranged in a 
semi-crystal lattice with high regularity. Dynamics of tubulin dimer within microtubules is thus 
expected to be directly affecting the stability of microtubules, however, it has been difficult to 
quantitatively describe such properties. By analyzing the time course of pattern changes in X-ray 
fiber diffractions from aligned microtubules with a high-flux synchrotron beam of BL40XU (SPring-8),
 we found microtubules showed rapid elongation in the axial tubulin repeat and the concomitant 
increase of structural flexibility with a time constant of about 0.2 s after applying paclitaxel, 
microtubule-stabilizer. Contrasting effects were found for laulimalide, another type of microtubules
 stabilizer.

研究分野： 生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　従来は、電子顕微鏡でしか、微小管構造変化を追跡することしかできなかった。例えば、クライオ電顕で秒単
位の変化を調べることで、タキソールの効果が30秒ほどの時間経過で現れること、それが主にプロトフィラメン
ト数の減少で説明できることなどがわかっていただけである。Ｘ線繊維回折法の特徴は、凍結したり化学固定す
ることなく、溶液中での構造変化を、サブ秒単位の高速で追跡できる点である。その実例を微小管の4 nm周期変
化やゆらぎ幅の増減として捉えることに世界で初めて成功した。生体試料の流動配向法、繊維回折法、薬理効果
の現れる速度を記述する新手法としての展開が今後期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
微小管は、真核生物の細胞分裂に必須の細胞内繊維構造である。チューブリンダイマーが管

状の構造に会合して作られる。細胞分裂の他にも、細胞の形状維持に必須の構造である。特に
神経細胞の軸索内部にある微小管が崩壊すると、神経繊維構造が維持できずに神経活動の維持
に重篤な影響を及ぼす。これは乳がんの治療用に使われるパクリタクセルの副作用としても知
られている症状であるが、適切な時期、適切な濃度で微小管安定化剤を使用することで、がん
細胞の増殖を効果的に抑える薬剤ともなる。微小管安定化剤の適切な投与方法、および、他の
タキソール誘導体のなかで、より治療薬として望ましい特性を持つものを発掘することを主た
る目的とした、より長期的な構造解析プロジェクトの 1 つとして本研究は実施された。 
本研究では、微小管の構造に対するパクリタクセル等の構造安定剤の効果を溶液中、37℃の

緩衝液中で調べることを目的にしていた。2016 年までの予備実験により、チューブリン濃度に
対して、十分な濃度のパクリタクセルがあれば、30 秒以内に構造変化を引き起こすことが明ら
かとなっていた（Kamimura et al., 2016）が、実際の構造変化速度を調べた研究報告はなかった。
クライオ電子顕微鏡法で、秒単位で追跡した研究（Diaz et al., 1998）からも、パクリタクセル
の化学的な結合速度（Diaz et al., 2006）ほどの早い現象は観察できていない。そこで、秒単位、
あるいは、サブ秒単位で構造変化を追跡することを目標にした。 

 
２．研究の目的 
 微小管は、整然とチューブリンダイマー分子が会合して形成される。微小管の管の壁となる
部分は、チューブリンダイマーが格子状に結晶のように並んだ電子顕微鏡象が観察され、高輝
度Ｘ線を照射すると縦方向の明確な周期構造を反映した回折信号を得ることができる。2016 ま
での申請者の研究から、この周期はチューブリンダイマー分子の縦方向の平均長を反映してい
るものと解釈でき、さらに、パクリタクセル添加によって、生理的な溶液中で約 3%の伸張が
起こることが明確になっていたので、その変化速度を解析する実験を企画した。 
構造変化は、刻々と変化する回折信号の強度や位置から推測することが可能であるが、すで

に報告のある蛍光パクリタクセルを使った結合速度解析から、1/1000 秒～30 秒のいずれかの範
囲で起こるものと予測された。それを正確に求めることを目指した。 

 
３．研究の方法 
 回折信号は、申請者が用いてきた SPring-8 のビームライン、BL45XU（3.6×1012 photons/s）で
は、最短でも 10-20 秒の露光が必要であることが明らかとなっていた（Kamimura et al., 2016）。
そこで、波長精度は劣るが、より輝度の高い BL40XU（1×1015 photons/s）を用いることにした。
実験上の問題点は、そのような高い輝度の微小管に与えるダメージが不明であった点、さらに、
Ｘ線繊維回折の信号を記録しながら、同時にパクリタクセルなどの薬剤を試料に均等に添加す
るという実験技術上の課題であった。 
 Sugiyama らが 2009 年に開発し、Kamimura らが 2016 年に微小管に応用した流動配向装置を、
本研究では、上の目的にあった改良を行ってもちいた。具体的には、流動配向に用いたモータ
ーと周辺部品の改善により、より安定した剪断流を維持できるようにした点、試料開口部を設
けて、そこに遠隔操作可能な電動ピペットを用いて 1-5μLの薬剤を添加できるようにした点で
ある。 
 
４．研究成果 
 これまでわかっていなかった以下の 3 つの重要な発見があった。1 つ目は、パクリタクセル
の結合後の微小管構造変化、特に、長さ方向へのチューブリンダイマー分子の伸張が 0.2 秒程
度で起こりうることである。これは、チューブリン分子が、整然と結晶の様に詰め込まれた微
小管の構造を考えると、予想以上に早い現象であった。もちろん、結合そのものは Diaz の計測
通りに、より早く 1/1000 秒単位で起こっていると想像できるが、一斉にチューブリンダイマー
の構造変化が起こる様子がうかがわれる。飽和結合濃度に達しない時、あるいは、低温条件時
の変化を調べる研究は、微小管の構造特性を深く理解する上でも、今後、行われるべき研究と
考えられる。2 つ目は、パクリタクセルが微小管径を変化させないという点である。これは、
微小管安定化作用が、プロトフィラメント間結合を高めるためと考えるならば、不思議な現象
である。チューブリンダイマー分子の側面での相互作用には、見かけ上、構造変化は生じすこ
となく、結合力のみが増加することになるが、この解釈の是非は、今後、綿密な解析が必要と
なるであろう。3 つ目は、用いたもう一つの微小管安定化剤であるラウリマライド（京都薬科
大学の上西潤一先生より寄贈）が、パクリタクセルとは全く異なる構造変化を引き起こすとい
う発見である。長軸方向への変化はほとんどなく、微小管径が、約 3 秒ほどの時間経過で増加
する点である。 
手法上、微小管安定化剤の効果を様々な観点で評価できる点で、流動配向法とＸ線繊維回折

を組み合わせる研究は有効であることが上の結果からもわかったが、平行して行っている、単
一アイソマーチューブリンを用いる構造研究、他のタキソール誘導体や微小管結合タンパク質
（Shima et a., 2018）の微小管構造変化へ与える影響を探る研究の成果が期待できる。 
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