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研究成果の概要（和文）：繊毛由来のダブレット微小管の立体構造をクライオ電子顕微鏡を用いて高分解能で明
らかにすることで、その内部の微小管内タンパク質の構造の詳細を明らかにした。微小管内タンパク質を一部失
ったチューブリン格子と比較することで、微小管内タンパク質がチューブリン格子を安定な伸長型の構造に固定
することがわかった。また、プロトフィラメント間の角度を変化させることもわかった。質量分析によってこれ
らの構造に対応するタンパク質についても複数同定し、そのX線結晶構造についても得た。また、チューブリン
との共重合の結果から、微小管内タンパク質が内側からチューブリン格子構造の構築に与える影響について明ら
かにすることができた。

研究成果の概要（英文）：By obtaining high resolution structures of the doublet microtubule from 
cilia, detailed binding schemes of the microtubule inner proteins (MIPs) to the tubulin lattice have
 been revealed. By comparing the tubulin lattice with intact MIPs with the one with some MIPs 
missing, it was shown that the MIPs fix the tubulin lattice length into the stable elongated 
conformation. MIPs were also shown to change the angles between the protofilaments. Some of the 
protein identities of these MIPs were identified by mass spectrometry and X-ray crystal structures 
were obtained. Co-polymerization experiments of the MIP proteins and tubulins were also performed 
and the effects of the MIPs on the tubulin lattice formation from the inside have also been 
revealed. 

研究分野：構造生命科学・生物物理学

キーワード： 繊毛　ダブレット微小管　微小管内タンパク質　クライオ電子顕微鏡　X線結晶構造解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
繊毛はヒトの体内においても多彩な機能を担う重要な構造体である。気管の上皮でウイルスなどの異物を除去す
るなど重要な機能を担っている。繊毛は１秒間に数十回波打つために安定かつしなやかな性質をもつが、繊毛が
どのようにしてこのような特性を得ているかはわかっていなかった。本研究では、繊毛内のダブレット微小管が
どのようにして安定化されるかを初めて示すことができた。これは、ヒトの繊毛病の病態が引き起こされる機構
の理解や、将来的にはその治療にも応用できる可能性のある重要な知見である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
真核生物の繊毛は、細胞外の水流を発生させたり、細胞外のシグナルを細胞内へと伝えるアン

テナとしての役割を担う重要なオルガネラである。運動能をもつ繊毛の内部構造は、中心対複合
体を 9 本のダブレット微小管が取り囲んだ構造をとっている。ダブレット微小管は A 小管と B 小
管からなる微小管構造であり、繊毛に機械的強度を与えていると考えられている。ダブレット微
小管は安定な微小管構造であるが、その安定化機構は十分解明されていなかった。繊毛のダブレ
ット微小管の構造は主にクライオ電子線トモグラフィー法を用いて約 30-40 Å程度の分解能で
得られてきた(Bui et al., 2012, JCB; Oda et al., 2014, Science)。これらの結果から、ダ
ブレット微小管のチューブリン格子内には、微小管内タンパク質 (Microtubule Inner Proteins, 
MIPs)が結合していることが明らかになった。私は、繊毛虫テトラヒメナ由来のダブレット微小
管の分解能を先行研究から大幅に向上し、MIPs を含むダブレット微小管の構造を 8.6 Åのサブ
ナノメートルの分解能で初めて得た(Ichikawa et al., 2017, Nature Communications)。この
結果から、ダブレット微小管内にこれまで見出されていたよりも多くの MIPs 構造が存在するこ
とが明らかになった。ダブレット微小管は MIPs 構造を持たないシングレット微小管と比較して
非常に安定であるため、これらの MIPs 構造のネットワークがチューブリン格子構造を内側から
安定化していると考えられた。また、ダブレット微小管のチューブリン格子構造は、均一なシン
グレット微小管とは異なり、歪んだ不均一な構造をとっている。これらの結果は、MIPs の結合
がチューブリン格子構造の構築に内側から影響していることを示唆した。しかしながら、MIPs に
よるチューブリン格子構造の構築への影響の詳細を明らかにするためにはさらに高分解能で構
造解析を行うことが必要であった。また、MIPs 構造のタンパク質実体、そして個々の MIP タン
パク質の機能の理解は不十分であった。 
 

 

２．研究の目的 

 

以下のように研究を行うことで、MIP タンパク質のチューブリン格子への結合様式と、その安
定性・構築への影響を解明することを目的とした。 
(1) ダブレット微小管の構造を高分解能で得ることで、MIPs がチューブリンにどのように結合
しているかの詳細を明らかにする。 
(2) MIPs によるダブレット微小管の安定化機構についても示唆を得る。 
(3) 各 MIP タンパク質の候補を同定し、ダブレット微小管構造内での各 MIP タンパク質の位置
同定を行う。 
(4) 同定した各 MIP タンパク質のチューブリン格子構築への影響を調べるとともに、高分解能
の立体構造を得る。 
 

 

３．研究の方法 

 
(1) ダブレット微小管全体の構造については、テトラヒメナ繊毛からダブレット微小管を単離
し、クライオ電子顕微鏡法による単粒子解析を用いて構造解析を行うことでその高分解能の立
体構造を得る。 
(2) ダブレット微小管を、超音波破砕または界面活性剤(0.2% Sarkosyl)で処理し、これらの処
理がダブレット微小管に与える影響から MIPs によるチューブリン格子構造の安定化機構につい
ての示唆を得る。 
(3) 単離したダブレット微小管を質量分析法によって解析を行うことで、MIP タンパク質の候補
を同定し、クライオ電子顕微鏡構造内で構造をモデリングすることでその構造モデルを得る。 
(4) 得られた MIP タンパク質の候補については大腸菌で発現・精製し、チューブリンとの共重合
を行う。また、精製したタンパク質の結晶化を行い、X 線結晶構造を得る。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 繊毛虫テトラヒメナから繊毛を精製し、さらにダブレット微小管を単離した。単離したダブ
レット微小管がランダムな配向をとるように超音波破砕で細断した上で氷包埋した。氷包埋し
たクライオグリッドをクライオ電子顕微鏡で撮像し、構造解析用の電顕像を 7,838 枚分撮像し
た。得られた電顕像からダブレット微小管を切り出し、SPIDER, Frealign, Relion などの構造
解析ソフトを用いた構造解析を行った。これにより、これまで得られていたダブレット微小管の



 

 

構造から分解能をさらに向上し、ダブレット微小管のチューブリン格子及びその内部の MIPs 構
造を、4.7 Åという高分解能で立体構造を得ることができた(図 1A)。得られた構造を注意深く
調べたところ、微小管内タンパク質は、チューブリン格子内で複雑なネットワークを形成してい
た(図１B)。A 小管と B 小管を比較したところ、A 小管の方が B 小管に比べてより多くの MIPs 構
造が存在していた。さらに、ダブレット微小管のプロトフィラメント間の角度を測定したところ、
非常に大きな角度分布を示した。また、ダブレット微小管のチューブリンダイマー間の長軸方向
の長さは、シングレット微小管の GTP 加水分解前の伸長型に近い値を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

(2) ダブレット微小管の細断化の際にソニケーション処理をした際、物理的刺激によって B 小

管側が壊れた A 小管のみの構造体も得られていた(図 2)。また、0.2%の界面活性剤 Sarkosyl で

処理した場合でも、B 小管側が先に壊れ始め、A 小管のみの構造体が得られた。A 小管の方が B

小管に比較してより複雑な MIPs 構造のネットワークを有していた結果と合わせて考察すると、

MIPs 構造のネットワークの存在がチューブリン格子構造を内側から裏打ちして安定化している

と考えられる。 
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図１. ダブレット微小管のクライオ電子顕微鏡構造. 
A. ダブレット微小管の全体構造. 
B. MIPs 領域の構造. 

図 2. A 小管のみのクライオ電子顕微鏡構造. 
A. 超音波破砕後のダブレット微小管(赤矢頭)及び A小管(オレンジの矢頭)のクライオ
電顕像及び、構造解析で得た超音波破砕後の A 小管の立体構造. 
B. 0.2% Sarkosyl処理で得た A小管の電顕像(オレンジの矢頭)及び構造解析で得た立
体構造. 青矢頭の部分の MIPs 構造が失われていた。 
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これらの二種類の方法で得た A 小管のクライオ電顕像を用いて構造解析を行い、二種類の異な

る A 小管の立体構造を得た。当初予想しなかった副次的な結果として、Sarkosyl 処理で得た A

小管では、いくつかの MIPs 構造が失われていた(図 2B)。これらの MIPs が失われていた領域で

は、隣接するプロトフィラメント間の角度がダブレット微小管と比較して有意に変化している

ことがわかった。超音波処理で得た MIPs を保持した A 小管では、このようなプロトフィラメン

トの角度変化は起きていなかった。また、長軸方向のチューブリン間距離を比較したところ、

MIPs を保持していた A 小管では、インタクトなダブレット微小管に近い伸長型の構造を取って

いたのに対し、Sarkosyl 処理したいくつかの MIPs 構造を失ったダブレット微小管では、GTP 加

水分解後の GDP 状態に近い短縮型の距離をとっていた。短縮型のチューブリン格子は、不安定な

微小管構造に対応しているため、MIPs を失ったチューブリン格子構造は不安定になっていると

考えられる。これらの結果から、MIPs はチューブリン格子構造の構築を内側から制御しており、

さらに、チューブリン格子構造を安定な伸長型の構造に固定することで、先端からのチューブリ

ンの脱重合を防いでいると示すことができた。ここまでの内容を投稿論文として発表した。これ

らの結果は MIPs によるチューブリンの格子構造を直接内側から制御していることを世界に先駆

けて示したものであり、当該分野に大きなインパクトを与えるものである。 

 

(3) MIPs タンパク質の候補を同定するため、繊毛の微小管画分を質量分析で解析を試みた。テ
トラヒメナの繊毛を用いて質量分析を行おうとしたところ、ムコシスト(粘液胞)由来のタンパ
ク質のコンタミネーションが多かったため、クラミドモナスの鞭毛を pH ショック法によって得
た。得られた鞭毛を脱膜して泳動し、全タンパク質を一つのバンドとして切り出し、質量分析で
解析した。得られた微小管画分は、ダブレット微小管由来のタンパク質と、中心対複合体由来の
タンパク質の両方を含んでいたため、中心対複合体を持たないクラミドモナス変異株の微小管
画分の質量分析の結果と比較することで、ダブレット微小管由来のタンパク質候補を絞り込ん
だ。また、クラミドモナス由来のダブレット微小管についても氷包埋し、クライオ電子顕微鏡法
による単粒子解析で構造解析を行うことで、ダブレット微小管の B 小管が閉じる領域(インナー
ジャンクション領域)の構造を 3.9 Åの分解能で得た。クライオ電子顕微鏡法で得た高分解能の
タンパク質構造と質量分析によって得たタンパク質候補を比較することで、高分解能のインナ
ージャンクション領域内で各タンパク質をモデリングしていき、インナージャンクション領域
の原子モデルを構築した(図 3)。これらの結果について投稿論文として報告した。チューブリン
の翻訳後修飾が MIPs の結合に関与するという新たな知見についても得ることができた。今後、
これらの翻訳後修飾と MIPs 結合の関係についても新たな研究を発展することが可能であろう。
また、当初は予想していなかった副次的な結果として、中心対複合体をもつ野生株クラミドモナ
スの質量分析の結果と、中心対複合体を持たない変異株クラミドモナスの質量分析の結果を比
較することで、新たな中心対複合体タンパク質を複数同定することができた。これらの結果につ
いても、別の投稿論文として報告した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 上記の質量分析の結果同定した MIPs タンパク質のうちいくつかを大腸菌で発現し精製を行
った。精製したタンパク質をチューブリンと共重合し、電子顕微鏡で観察することで、そのチュ
ーブリン格子構築への影響を調べた。これらの内容について学会発表を行った。また、MIPs タ
ンパク質の結晶化を試みた。このうち、PACRG の X 線結晶構造が MEIG1 タンパク質との共結晶と
して得られ、2.1 Å分解能という高分解能でその立体構造を得ることができた。蛍光観察による
結果と合わせて、PACRG-MEIG1 がチューブリンをリクルートする機構について明らかにし、これ
らの内容について投稿論文として報告した。これは、ダブレット微小管の構築機構に踏み込んだ
結果であり、大きな意義があると考える。 

 

図 3.インナージャンクション領域の構造モデル. 
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