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研究成果の概要（和文）：in vitro構造解析では、心筋細胞圧負荷刺激への関与が示されている微小管、微小管
結合蛋白質MAP4、微小管モーターKinesinの三者複合体のクライオ電子顕微鏡構造解析を行い、MAP4による微小
管安定化とKinesinの運動阻害の分子機構を解明した。
in cell構造解析では、iPS心筋細胞を用いて、グリッド上での細胞培養、高圧凍結、凍結置換処理、電子顕微鏡
観察のルーチン化に取り組み、サルコメアなど種々のオルガネラを高分解能で描出することに成功した。さら
に、目的分子の高分解能立体構造を取得するため、FIB-SEMによる細胞切削、クライオ電子線トモグラフィー撮
影、立体構築手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：In vitro cryo-EM structural analysis of kinesin-MAP4-microtubule complex 
revealed the molecular mechanism of the microtubule stabilization by MAP4 as well as the inhibition 
mechanism of kinesin motility by MAP4.
We have also performed in cell structural analysis using electron tomography. Freeze substitution of
 iPS cardiomyocytes clearly visualized several organelles including the sarcomere. Cryo-electron 
tomography of iPS cardiomyocytes provided higher resolution structures of large molecular complexes 
in cell, including the lamin network lining the inside of nuclear envelope.  

研究分野： 解剖学、組織学、細胞生物学、構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微小管結合タンパク質MAP4はタウファミリータンパク質の一つであり、こららによる微小管の安定化制御が破綻
すると、心不全や認知症などさまざまな病態が引き起こされる。そのため、今回の高分解能構造解析の知見は、
心不全や認知症など細胞の変形を伴う疾患の病態解明や、新たな治療薬の開発につながる成果である。また、細
胞レベルのクライオ電子線トモグラフィー解析は、様々な生理動態・病態を、細胞内の分子構造の変化として捉
えることができる唯一の手法である。ゆえに本研究により、細胞内で起こっている現象を分子レベルで可視化す
ることが可能となり、細胞生物学・分子病理学などの大きなブレークスルーにつながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 心筋組織は常に心臓内圧変化を感知して循環血液量の調節を行っている。しかし、心臓内圧の
過度な持続的上昇は、心筋細胞の機械的伸展を介して交感神経系および内分泌系を賦活化し、心
筋組織を代償性病理応答へと導く。この現象を心筋の「リモデリング」と呼び、心筋細胞は肥大
化して弾性を失い、求心性心肥大による不可逆性の心室拡張不全を来たし、次いで慢性炎症の機
転により間質の繊維化・血管新生が進み、終末期には心室収縮不全に陥る。心筋細胞のリモデリ
ングは高血圧性心筋症、弁膜症、心房細動、心筋梗塞後、肥大型・拡張型心筋症など様々な心疾
患の予後をも左右する重要な病理応答であるが、それを完全に制御できる治療法はなく、心筋細
胞リモデリングの分子機構解明および新規治療法開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、最先端のクライオ電子顕微鏡構造解析技術を駆使して、リモデリング心筋細胞の

原子から細胞レベルにおけるシームレスな構造解析を行い、心筋細胞リモデリングの分子病理
機構解明を目的とする。まずは圧負荷（伸展）刺激への関与が示されている微小管、微小管結合
蛋白質 MAP4、微小管モーターKinesin を主要な役者とし、リモデリング時に誘導される微小管
を中心とした病理応答機構を構造生物学的に解明し、さらにリモデリング責任分子の原子分解
能構造解明による新規創薬に向けたシーズ創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
Ａ. in vitro 構造解析（クライオ電子顕微鏡単粒子解析） 

微小管-Kinesin-MAP4 複合体の高分解能構造解析を行い、MAP4 による微小管安定化と Kinesin
の運動阻害の分子機構を解明する。 

Ｂ.	 	 in cell 構造解析（電子線トモグラフィー） 
iPS 心筋細胞にストレッチ（伸展）刺激を負荷した際の、細胞内の微小管を中心とした構造・
立体構築の変化を電子線トモグラフィーにより解明する。ストレッチ刺激時間を変化させ(0-
24 時間)、形態・構造の変化を時系列で追跡し、リモデリングの病理構造基盤を明らかにする。
まずは細胞内を広く俯瞰する目的で凍結置換法によるサンプル調整を行い、その後クライオ
電子線トモグラフィー解析に向けてサンプル調整・データ取得に進む。 

 
４．研究成果 
Ａ. in vitro 構造解析（クライオ電子顕微鏡単粒子解析） 
我々はクライオ電子顕微鏡の単粒子解析法により、一本の微小管に MAP4 と Kinesin を結合し

た複合体の高分解能 立体構造解析に成功した。これによると、MAP4 は微小管の長軸方向に沿っ
て結合し、tubulin 同士の縦の結合を安定化することにより微小管の脱重合を抑制して いるこ
とがわかった。また、MAP4 と Kinesin が同時に微小管に結合すると、MAP4 は Kinesin を微小管
上にトラップすることにより Kinesin の微小管上の運動を阻害 し、その結果、細胞内物質輸送
を阻害することが明らかとなった。 
 

 
 
 
 
 
 

図 1：微小管–Kinesin–MAP4 複

合体のクライオ電子顕微鏡構造 

図 2：微小管–Kinesin–MAP4 複合体の詳細構造

および MAP4 による Kinesin 運動阻害のモデル 



Ｂ.	 	 in cell 構造解析（電子線トモグラフィー） 
健常者由来の iPS 心筋細胞を用いて、電子顕微鏡グリッド上での培養、高圧凍結、凍結置換処

理、電子顕微鏡観察、電子線トモグラフィー撮影・立体構築のルーチン化に取り組み、サルコメ
アや種々のオルガネラ、核膜周囲の構造などを俯瞰するとともに、高分解能で立体構築すること
に成功した。さらにこれらを、より高分解能な立体構造として描出するために、クライオ電子線
トモグラフィー法の確立を行った。そのためには、急速凍結処理をした心筋細胞を、クライオ条
件(-180℃)に保ったまま、200-300 nm の厚さに削る必要がある。そのために FIB-SEM(収束イオ
ンビーム走査型電子顕微鏡)による細胞切削技術を導入した。健常者由来の iPS 心筋細胞を用い
て、FIB-SEM(収束イオンビーム走査型電子顕微鏡)による切削条件を確立し、クライオ電子線ト
モグラフィーにより撮影、立体構築を行った。その結果、ラミンネットワークなどの立体構造を
高分解能で可視化することに成功した。一方で、クライオ電子線トモグラフィー用試料作製の効
率化、特に、目的の場所を効率的に見つけるために、クライオ蛍光顕微鏡との併用を検討するこ
と、また、クライオ電子顕微鏡像のコントラストを上げるための技術開発、さらには、得られた
画像の迅速な処理方法の開発など、様々な課題が浮かび上がってきており、今後の研究で一つ一
つ克服・解決していく必要がある。 
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