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研究成果の概要（和文）：細胞の形づくり、細胞骨格の微小管ネットワークがどのように形成されるのかに依存
する。γ-tubulin複合体が中心体を形成して、微小管ネットワーク形成を誘導することが知られていたが、中心
体とは関係なく重合する非中心体性微小管の重要性が明らかになってきている。我々は、微小管マイナス端結合
タンパク質CAMSAP2が微小管の重合核形成を促進し、星状体様微小管ネットワークを誘導することを発見した。
この過程は、液―液相分離を介して行われ、重合中心では多数のリングやシート状の微小管重合の中間体が形成
される。そして溶液中の遊離CAMSAP2が、重合中心からの微小管放射状伸長を支持し、星状体が形成される。

研究成果の概要（英文）：Cell polarity formation depends on how the microtubule network of the 
cytoskeleton distributes. The γ-tubulin ring complex forms centrosome, inducing microtubule network
 formation. However, the importance of non-centrosomal microtubules, which polymerize independently 
of centrosomes, is becoming clear. We found that the microtubule minus-end-associated protein 
CAMSAP2 promotes microtubule nucleation and polymerization. CASAP2 induces a stellate-like 
microtubule network, the Cam2-aster. This process is mediated by liquid-liquid phase separation 
(LLPS), forming numerous rings and sheets of microtubule polymerization intermediates at the 
polymerization centers. Free CAMSAP2 in solution then supports the radial elongation of microtubules
 from the polymerization center, forming the Cam2-aster.

研究分野： 構造生物学・細胞生物学

キーワード： 細胞骨格　非中心体性微小管　極性形成　CAMSAP　クライオ電子顕微鏡　TIRF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CAMSAPファミリータンパク質群が非中心体微小管ネットワークの形成を誘導することができるという発見は、神
経細胞、上皮細胞、 筋細胞、線維芽細胞など、高度な極性を持つ細胞における形づくりの基本的なメカニズム
を理解する上で、画期的な発見である。この知見は、神経科学、細胞生物学、発生生物学、構造生物学など、
様々な分野の研究の進展に大きく貢献するものである。また、微小管形成過程における多くの中間体の観察に成
功し、チューブリンから微小管への重合過程の分子機構の理解に大きく貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
中心体に依存しない非中心体性微小管ネットワークは、生体内の様々な細胞における形態・極

性形成を牽引する。この非中心体性微小管ネットワーク形成に重要な微小管結合タンパク質と
して、CAMSAP ファミリータンパク質と Tau ファミリータンパク質が知られている。前者は、
非中心体性微小管のマイナス端に結合し、その安定化と局在に関連することが報告されていた。
後者については Tau や MAP4 などが知られ、微小管を安定化し、また微小管同士を架橋して平
行に整列させ、またその過剰発現や過度なリン酸化は病態に直結することも知られている。 
 
２．研究の目的 
 
非中心体性微小管ネットワーク形成の構造基盤を明らかにし、細胞の極性形成を制御する分

子機構を解明する。そのために、1. 微小管重合開始の起点形成、2. 微小管重合〜重合後の安定
化・微小管ネットワーク形成の 2 つの過程に分けて構造解析を行う。1.は CAMSAP ファミリー
タンパク質、2.は Tau ファミリータンパク質により主に制御される。本研究ではまず、各々に関
わるタンパク質群を in vitro で再構築し、高分解能構造をクライオ電子顕微鏡法や X 線結晶解
析法を用いて解析する。CAMSAP が微小管の重合核を形成し、微小管の伸長方向を規定する過
程、微小管重合後に MAP4 が微小管を安定化し、複数の微小管を束ねて平行に整然と配列させ
る過程を、原子レベルの立体構造から明らかにする。これによりあらゆる細胞に通じる形態・極
性形成の制御機構を解明するとともに、その結果をモデル細胞を用いて in vivo で検証し、様々
な細胞における特異的な機能の制御を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
当初の予定では、Tau ファミリーと CAMSAP ファミリーを同時並行に進める予定であった

が、微小管ネットワーク形成に対する CAMSAP ファミリーの重要な機能がわかってきたため、
以下の通り CAMSAP ファミリーの解析に特化して研究を推進することとした。 

 
1. 生化学的解析：CAMSAP2 による微小管の重合活性を評価する。 

2. 蛍光を用いた生物物理学的・細胞生物学的解析：蛍光顕微鏡、全反射照明蛍光顕微鏡(TIRF)、
共焦点蛍光顕微鏡により、in vitro で CAMSAP が tubulin、微小管へどのような作用を及ぼす
のか、また HeLa 細胞内における微小管形成時の CAMSAP の局在や作用を評価する。 

3. 電子顕微鏡解析：電子顕微鏡、クライオ電子顕微鏡を用いて、CAMSAP の作用を分子レベル
で可視化し、CAMSAP の機能を評価する。 

 
４．研究成果 
 
微小管マイナス端結合活性を有するタンパク質群 CAMSAP ファミリータンパク質は、すでに

できあがった微小管のマイナス端を安定化し、細胞局所に繋留するタンパク質群として報告さ
れていた。しかし、本研究により CAMSAP は、微小管重合・微小管ネットワーク形成の初期段
階から制御に関わることが明らかになった。CAMSAP ファミリータンパク質は、中心体に依存
せずに微小管重合を制御し、中心体以外で唯一の MTOC となり得ることを証明し、非中心体性
微小管ネットワーク形成の中心分子として、その重要性が明らかとなった(Imasaki et al., 
bioRxiv, 2021)。 

1. 生化学的解析：CAMSAP2 は、細胞内と同等の濃度の α-,β-tubulin と共存することにより、
微小管の重合核形成を著しく促進（=重合核形成因子 nucleator）する。 

2. 蛍光を用いた生物物理学的・細胞生物学的解析： CAMSAP2 が単独で液―液相分離（LLPS）
を作ること、LLPS 内部に tubulin を効率よく取り込むこと、LLPS 内で tubulin が濃縮され多
数の微小管重合の中間体（tubulin リング、tubulin シート）を形成され充満すること、遊離
CAMSAP2 存在下では LLPS から放射状に微小管が伸長し、星状体様構造 Cam2-aster が形成
されることを示した。 

3. 電子顕微鏡解析：ネガティブ染色およびクライオ電子顕微鏡法を用いて、まずは Cam2-aster
が同様に観察できることを確認し、aster 中央（LLPS）から放射状に微小管が伸び出し、隣り同
士の Cam2-aster が密な微小管ネットワークを形成していることを確認した。さらに、aster の
形成過程をタイムラプス的に観察することにより、LLPS 内では tubulin リング、シートが多数
形成され、時間経過とともに微小管へ重合していくことも確認された。 
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