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研究成果の概要（和文）：中心子の普遍的な 9 回対称性構造は、中心子形成初期に出現する２

つの前駆体構造、アモルファス環とカートホイールによって規定される。本研究では、クラミ

ドモナスを用い、アモルファス環構成蛋白質の有力な候補として CRC70 を初めて同定し、そ

れが中心子構成蛋白質を集積させる活性を持つことを示した。さらに、カートホイールの中心

部分は SAS-6 という蛋白質のダイマーが 9 回対称に会合して形成されることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The centriole's nine-fold symmetry is largely determined by its two 
precursor structures, the amorphous ring and cartwheel. However, assembly mechanisms 
of these structures are totally unknown. In this study, we identified a Chlamydomonas 
protein CRC70 as a strong candidate for an amorphous ring component, and showed that 
this protein induces accumulation of centriolar component when overexpressed in 
Chlamydomonas and mouse cells. Furthermore, by functional analysis of SAS-6 based on 
its X-ray crystal structure, we showed that the central part of the cartwheel is composed of 
radially arranged nine SAS-6 dimers. 
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１．研究開始当初の背景 
 中心体の中核構造である中心子は、細胞周
期ごとに自己複製する。また、9 本のトリプ
レット微小管が回転対称に配置した構造を
持ち、繊毛・鞭毛の形成基部として機能する
際にはこれが軸糸の９＋２構造の鋳型とな
る。この特徴的な 9 回対称性構造が細胞周期
制御をうけて構築される機構は、細胞生物学

の大きな謎である。 
 これらの問題を明らかにするため、我々は
クラミドモナスの突然変異株を用いた研究
を行い、bld10、bld12 という２つの変異株の
遺伝子同定とその産物の機能の解明に成功
した。興味深いことに、これら２つの産物
（Bld10p と SAS-6）はいずれもカートホイ
ールという構造の構成蛋白質であることが
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判明した。カートホイールは中心子前駆体の
１つで、ハブと９本のスポークをもつ 9 回対
称性構造である。Bld10pはスポーク先端部、
SAS-6 は cartwheel の中心部を構成する。こ
れらが欠失すると中心子が形成されないか
または 9 回対称性構造が乱れることから、カ
ートホイールが中心子構造の決定に重要な
役割をになうことが初めて明らかになった。 
 中心子前駆体構造にはもう１つ、カートホ
イールよりも早く現れるアモルファス環と
いう構造がある。中心子の構築開始機構やカ
ートホイール形成に関与すると考えられる
重要な構造だが、これまでその構成蛋白質は
１つも同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、中心子の基本構造を規定する２
つの前駆体がどのように構築されるかを解
明することを目的とする。具体的にはカート
ホイールとアモルファス環の新規構成蛋白
質を同定し、その機能を検討する。さらに、
試験管内でそれらの構造の再構成を試みる。 
 
３．研究の方法 
 構成蛋白質を同定するには、1）Bld10p と
SAS-6 をカートホイール分画の指標として
用い、中心子からカートホイールを単離して
その成分を質量分析により網羅する；2）
SAS-6、Bld10p、Ccp201 の特異抗体を用いる
などの方法で結合蛋白質を同定する；3）他
の中心子変異株や bld10サプレッサー変異株
の解析によって新たな構成蛋白質を同定す
る；などを試みる。同定した蛋白質は、大腸
菌、昆虫細胞などで発現させて精製し、それ
らを組み合わせることで前駆体構造の試験
管内再構成を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) CRC70 の同定と機能解析 
 クラミドモナスは 1つの細胞に成熟した中
心子と未熟な中心子が 2 つずつ存在する。
我々は未熟中心子に特異的に局在し、成熟中
心子からは消失する蛋白質 CRC70 を同定した。
CRC70 は未熟中心子のアモルファス環に相当
する位置に局在した。  
 この蛋白質はヒト中心体蛋白質 Cep70 と相
同性の高いアミノ酸 50 残基ほどの短い配列
をもつ。この配列をもつ蛋白質は 9 回対称性
の中心子をもつ生物に広く存在し、蛋白質フ
ァミリー（Cep70 ファミリー）を形成してい
ることを見出した。 
 CRC70 の発現が抑制されたクラミドモナス
株では、中心子複製が阻害され、鞭毛を欠失
する。一方、CRC70 を過剰発現する株では、
細胞質に中心子蛋白質（Bld10p、SAS-6）が
異所的に集積することが明らかになった。さ
らに、CRC70 をマウス細胞に発現させたとこ

ろ、クラミドモナス細胞の場合と同様に、中
心子蛋白質が細胞質に異所的に集積し、新た
な中心子が形成された。この結果は明らかに、
CRC70 が中心子の新規形成を誘導できること
を示す。CRC70の哺乳類ホモログである Cep70
中心子形成における機能は、これまでほとん
ど研究されてこなかったが、CRC70 の結果か
ら、これらの蛋白質は中心子の形成、特に初
期過程に重要な働きを持つ保存された蛋白
質グループである可能性が強く示唆された。 
 
(2) SAS-6 の結晶構造とカートホイールにお
ける分子配置 
 我々は以前に、中心子タンパク質 SAS-6 が
カートホイールの構成タンパク質として、中
心子構築に重要な役割を担っていることを
明らかにした。本研究では、英国 MRC のグル
ープとの共同研究で SAS-6分子の結晶構造を
明らかにし、その情報をもとにクラミドモナ
ス bld12 変異株を用いた機能解析を行った。
その結果、１）SAS-6 は２つの球状の頭部と
棒状の尾部からなる、ミオシン分子のような
形状のダイマーを形成する、２）頭部を介し
てダイマーが 9 回対称に結合し、会合したそ
の形がカートホイールの中央部分と良く一
致する、３）変異を導入してダイマー間の結
合を阻害した SAS-6 は中心子形成に機能でき
ない、４）ダイマー尾部はスポーク先端に局
在する、という結果を得た。これらのことか
ら、9 個の SAS-6 会合してカートホイールを
形成していることが明らかになった。この成
果は、中心子の 9回対称性構造の構築機構の
理解を飛躍的に進めるものであり、大きな反
響を呼んだ。成果は Science 誌に掲載された。 
 
(3) SAS-6 と Bld10p の結合 
 カートホイールにおける SAS-6 の機能をさ
らに追求するため、我々が以前に同定したカ
ートホイール構成蛋白質、Bld10p との相互作
用を検討したところ、SAS-6 のコイルドコイ
ル領域を一部含む、C末端領域が Bld10p と直
接結合することを見出した。この結果は、
SAS-6 がカートホイール周辺部分に C 末端を
向けて配置し、Bld10p がその領域に局在する
こと、というこれまでの知見と良く一致する。
この結合を阻害する変異を導入した SAS-6は
中心子形成に機能できないことから、SAS-6
と Bld10p の直接結合が中心子形成に極めて
重要であることが初めて明らかになった。 
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