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研究成果の概要（和文）：中心子は９本のトリプレット微小管からなる円筒構造のオルガネラで、この形はほとんどの
真核生物に共通する。我々は以前に、カートホイールという9回対称性の車輪状構造が中心子の形が決まる上で重要な
働きをすることを明らかにした。本研究では、6回対称性のカートホイールを作るように改変したカートホイール蛋白
質を細胞に発現させてその影響を調べた。その結果、微小管の環状配置そのものにも微小管を9本にする機構が備わっ
ており、それがカートホイールとのダイナミックな相互作用を通して、中心子微小管の数を厳密に9本に決めているこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Centrioles are organelles with a cylindrical shape consisting of nine triplet 
microtubules. This 9-fold symmetrical structure is highly conserved among centrioles of most eukaryotic 
organisms. We previously reported that the cartwheel, a subcentriolar structure with 9-fold symmetry, 
largely contributes to establishment of the 9-fold symmetry of the centriole. In this study, we produced 
a cartwheel protein that assembles in vitro into cartwheel-like structures with 6-fold symmetry, and 
expressed it in Chlamydomonas cells. Observations of the centrioles and cartwheels in the cells suggested 
that a cartwheel-independent mechanism exists in the circular arrangement of the centriolar microtubules, 
and that a dynamic interaction between the mechanism and the cartwheel precisely determines the number of 
the triplets in the centriole.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞骨格・運動　微小管　基底小体　繊毛

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 中心子（centriole）は、中心体の中核構造
と繊毛の形成基部という２つの機能を担う、
細胞内微小管構造形成の司令塔として働く
オルガネラである。中心子は９本のトリプレ
ットが回転対称に配置した円筒構造をもち、
これが繊毛の内部構造（軸糸）のパターン（９
＋２構造）を規定している。この「９」とい
う数を基本とする中心子・軸糸の構造パター
ンは、生物種を超えて高く保存されているが、
この普遍的構造の構築機構はまだよくわか
っていない（Hirono, 2014）。 
 この問題を解明するため、我々は中心子構
造に異常をもつクラミドモナスの突然変異
株を２株（bld10, bld12）単離し、それぞれ
が欠失する蛋白質（Bld10p, SAS-6）を同定
した（Hiraki et a., 2007; Matsuura et al., 
2004; Nakazawa et al., 2007）。興味深いこ
とに、これらはいずれもカートホイールとい
う構造に関連する蛋白質であった。カートホ
イールは環状構造（ハブ）から 9 本の繊維（ス
ポーク）が放射状に配置した構造で、中心子
構築の初期に現れる。２つの蛋白質の機能解
析の結果、主に以下の 2点が明らかになった。 
 １）Bld10p はスポーク先端と微小管をつ
なぐ蛋白質で、アミノ酸配列の末端を一部欠
失させるとスポークが短くなり、8 回対称性
の中心子が形成される。 
 ２）SAS-6 はカートホイールの中央を構成
し、これを欠失した bld12 変異株ではスポー
クが放射状に配置されないために、中心子微
小管の本数が 8-11 本に揺らぐ。 
 これらの結果から、中心子構造の構築には
カートホイール依存的な機構が働き、中心子
構造の回転対称性を 9回に限定していること
が初めて実験的に示された。 
 さらに、我々は、英国 MRC のグループと
の共同研究により SAS-6 の X 線結晶構造を
明らかにし、カートホイールの中央部分は
SAS-6ダイマーが 9個会合することにより構
築されているというモデルをたて、それが正
しいことを bld12変異株を用いた解析により
明らかにした（van Breugel et a., 2011）。 
 この一連の我々の研究によって、中心子が
もつ普遍的構造の構築機構の一端が初めて
明らかになった。しかし、ここで我々が注目
している事実は、カートホイールの放射状構
造を欠失する bld12 変異株でも、中心子の多
くは 9 回対称性を保持していることである。
このことはカートホイールだけが中心子の 9
回対称性を決定しているわけではないこと
を示す。従って、カートホイール依存的な「9
に固定する機構」とは別に、カートホイール
非依存的な「およそ 9 前後に限定する機構」
が存在すると考えられる。このような複数の
機構が存在するからこそ、中心子の 9 回対称
性が多様な生物種の間で厳密に保持されて
いるのかもしれない。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、中心子 9 回対称性構造の構築に
おいて、カートホイール依存的機構と非依存
的機構がどのように協調し、どちらが優位な
のか、非依存的機構を担う実体は何か、を明
らかにすることを目的とする。 
 このため、人為的操作によってカートホイ
ールの回転対称性を変化させたときの中心
子構造を検討することにした。これにより、
カートホイールの構造が中心子構造に及ぼ
す影響がわかるのと同時に、カートホイール
非依存的機構の影響がどの程度なのか、非依
存的機構が中心子構造のどの部分に存在す
るのか、などの手がかりが得られると考えた。 
 
３．研究の方法 
 変 異 SAS− ６ の 作 製 は ス イ ス Paul 
Scherrer 研究所の Michel Steinmetz 博士ら
との共同研究で行った。SAS-6 は、試験管内
で会合してカートホイール様の構造を形成
する。クラミドモナス SAS-6 遺伝子の会合面
に相当するアミノ酸配列を改変し、大腸菌を
用いて組換え変異 SAS-6 を 28 種類作製した。
それらを試験管内で会合させ、その会合性体
の構造を原子間力顕微鏡で観察した。会合体
の回転対称性が様々に変化した変異 SAS-6
を得た。 
 会合性が変化した変異 SAS-6 を３種類
（NN2, NN15, NN24）選択し、それらに導
入した変異と同じ変異をクラミドモナス
SAS-6 遺伝子（ゲノムクローン）に導入し、
さらにコード領域のC末端にhemagglutinin 
(HA)タグを挿入したコンストラクトを作製
した。これらを SAS-6 欠失クラミドモナス突
然変異株 bld12 に導入して発現させた。クラ
ミドモナスでは遺伝子を導入したクローン
の数％しかその遺伝子を発現しないため、形
質転換後に得られたクローンを100-600株単
離して、それらを抗-HA 抗体を用いたウェス
タブロットによってスクリーニングした。 
 Bld10p の機能抑制の影響を調べるため、N
末端、またはC末端を大きく欠失したBld10p
（ΔN3, ΔC2）と NN24 を同時に発現する株
を樹立した。まず、株の交配により BLD10
遺伝子を欠失する突然変異株 bld10 と bld12
変異株の二重変異株を作成した。これと
bld12::NN24 株 を 交 配 し て
bld10bld12::NN24 を樹立し、これに ΔN3 ま
た は ΔC2 遺 伝 子 を 導 入 し て
bld10bld12::NN24ΔN3 、
bld10bld12::NN24ΔC2 を作製した。 
 樹立した各種の変異遺伝子発現株と、コン
トールとして野生型 SAS-6 を発現する株か
ら、中心子を含む細胞骨格複合体を単離して、
中心子とカートホイールを電子顕微鏡で観
察した。 
 
４．研究成果 
(1)変異 SAS-6 の作製と会合性 
 SAS-6 ダイマーは球状の頭部が２つ、棒状
の尾部が１つという形状の分子で、カートホ



イールでは、9 個のダイマーが球状頭部を環
状に会合させ、尾部を放射状に配置させてい
る（van Breugel et a., 2011）。この頭部間の
会合面に、結合を強化するような変異を導入
したものを 28 種類作製し、それぞれを組換
えタンパク質として大腸菌に発現させた。そ
れぞれを試験管内で会合させたものを原子
間力顕微鏡で観察し、実際に会合性が変化し
た変異SAS-6を3種類選んで詳しく解析した。
NN2, NN15, NN24 と名付けたそれぞれの変
異 SAS-6 は、以下の割合で会合体を形成した。
（以下、回転対称次数／％） 
NN2: ７回／28％、8 回／40％、9 回／38％ 
NN15：8 回／47％、9 回／46％、10 回／7％ 
NN24：5 回／20％、6 回／65％、7 回／16％ 
 
(2)クラミドモナス細胞における変異 SAS-6
機能の検討 
 NN2, NN15, NN24 と同一の配列改変をし
た SAS-6 遺伝子をクラミドモナス突然変異
株 bld12 に導入し、各変異蛋白質をクラミド
モナス細胞に発現させた。対照実験として、
変異を導入していない、野生型 SAS-6 の発現
株も同様に樹立した。これらの発現により、
bld12 の鞭毛形成能は大きく回復した。さら
に、発現した蛋白質の局在を調べたところ鞭
毛の根元、つまり中心子に局在した。これら
のことから変異 SAS-6 は細胞内で中心子形
成に機能していることがわかった。 
 
(3)変異 SAS-6 発現株における中心子とカー
トホイールの構造 
 次に、これらの発現株細胞における中心子
を電子顕微鏡で観察し、変異 SAS-6 の発現が
中心子構造に及ぼす影響を検討した。bld12
の中心子は、微小管数が 7-11 本に揺らぐが、
野生型 SAS-6 を発現させると、100％の中心
子が 9 本の微小管をもつようになる
（Nakazawa et al., 2007）。しかし、NN2 ま
たは NN15 を発現させた場合は、9 本微小管
の中心子に加えて、8 本微小管のものが数％
ずつ含まれるようになり、NN24 を発現させ
た場合は 33％含まれるようになった。この結
果はカートホイールが中心子の 9回対称性に
大きく寄与していることを示すものの、その
役割は限定的であり、カートホイールに依存
しない機構の存在を改めて示すものと考え
られる。 
 これまでの知見から、カートホイールの回
転対称性構造は SAS-6 の会合性に基づくと
推察される。そこで主に 6 回対称性の会合体
を形成し、中心子構造に対する影響ももっと
も大きい NN24 を発現する株において、カー
トホイールを観察した。その結果、意外なこ
とに、ほとんどのカートホイールのスポーク
が 9 本であった。この事実は、中心子の 9 回
対称性構造の構築に働くカートホイールと
は独立の機構が、カートホイール構造にも影
響を及ぼしていることを示唆する。 
 

(4)Bld10p機能抑制の変異SAS-6機能発現へ
の影響 
 我々はカートホイール構造に影響を及ぼ
す要因として、最も可能性が高いのは、その
周りに環状配置された微小管（微小管壁）で
はないかと推察した。その理由は、前述の通
り、カートホイールを欠失する bld12 変異株
においても微小管 9本の中心子が高頻度で形
成されるからである（Nakazawa et al., 
2007）。そこで微小管とカートホイールの相
互作用を弱めた時、カートホイール構造がど
のようになるかを検討することにした。推測
が正しければ、変異 SAS-6 の会合性をより反
映したカートホイールが形成されるはずで
ある。 
 前述の通り、我々は以前に中心子形成に必
須なタンパク質として Bld10p を同定した。
この蛋白質はカートホイールと微小管の境
界部分に局在し、N 末端または C 末端を大き
く欠損させた Bld10p（ΔN3、ΔC2）を発現さ
せると、カートホイールと微小管の結合が一
部解離する（Hiraki et a., 2007）。これらの
結果から、Bld10p はカートホイールと微小
管を繋ぐ役割を担っていると考えられる。そ
こで ΔN3 または ΔC2 を NN24 と同時に発現
させ、スポークと微小管の相互作用を弱め、
その時のカートホイール構造を観察した。 
 その結果、NN24 単独で発現させた時とは
異なる中心子・カートホイール像が観察され
た。ΔC2 と NN24 を発現させた株の中心子を
観察した時、中心子の微小管数とカートホイ
ールのスポーク数の両方が識別できる像が
13 例観察された。それらの微小管数は 7-9 本
で、スポーク数は 6-8 本であった。つまり、
想定したとおり、微小管とカートホイールの
結合性が弱まった結果、微小管とスポークの
数にずれが生じた。そして、カートホイール
のスポーク数は、NN24 の会合性をより反映
したものとなった。この結果より、カートホ
イールの回転対称性に影響を及ぼすのは周
り微小管壁であることが強く示唆された。 
 
(5)中心子の 9 回対称性確立機構の新しいモ
デル 
 以上の結果は、現在広まっている考え、す
なわち「中心子の構築過程では、SAS-6 が会
合して先にカートホイールが形成され、それ
が足場となって微小管数が決定される」とい
う考えとは矛盾する。我々は中心子の 9 回対
称性構造の構築機構について、これまでとは
異なる以下のモデルを提唱する（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図．中心子 9 回対称性の確立機構モデル。中心子



形成過程の初期に、微小管壁（上段）とカートホ
イール（下段）が独立に形成・消失を繰り返す。
それぞれの 9 回対称性にはある程度の揺らぎがあ
るが,微小管数とスポーク数,微小管壁の内径とカ
ートホイールの直径が一致したものが成熟した中
心子へと構築される。 
 
 このモデルでは、中心子の構築過程で、微
小管壁とカートホイールは、それぞれが独立
に形成と消失を繰り返しつつ、両者の間では
ダイナミックな相互作用が行われていると
考える。その結果、微小管壁の微小管数とカ
ートホイールのスポーク数、および微小管壁
の内径とカートホイールの外径などが一致
した場合のみ安定化されて、中心子へと構築
される。従って、NN24 変異をもつ SAS-6
がスポーク 6本のカートホイールを形成して
も、微小管壁と形が合致しないため安定化さ
れないが、わずかに形成されるスポーク 9 本
のカートホイールは安定化されるため、その
ようなカートホイールを内包する中心子が
高頻度で形成されると推察される。 
 このモデルは、中心子の普遍的な 9 回対称
性構造が蛋白質集合の過程が順に起こって
決定されるのではなく、カートホイールと微
小管の相互作用というダイナミックな過程
を経て決定されるという、まったく新しい考
え方に基づく（Hilbert et a., 2016）。 
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