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要旨 
 

	 生命体が自身を構築し、恒常性を保つためには、細胞分裂が正確に行われる必要があ

る。この過程において、微小管は分裂期スピンドル (紡錘体) を構成し、染色体を正確に
娘細胞に分配するために必須の役割を果たす。また、適切な核の配置は様々な細胞種の

機能において非常に重要である。植物細胞では、actinと myosinが核の配置に重要である
ことが示されてきた。一方、動物や酵母においては、一般的に微小管依存的なメカニズ

ムが用いられている。細胞分裂機構や核の配置機構における普遍的な原理を知るために

は、動植物の相違点を比較検討していく必要がある。しかし、動物細胞に比べ、植物細

胞の分裂の分子的基盤に関する知見の蓄積は少なく、比較検討の下地はいまだ十分に用

意されていない。私は不明な点が多い植物の細胞分裂機構、核の配置機構を解明するた

め、ヒメツリガネゴケ (Physcomitrella patens、P. patens) を用いた細胞生物学的研究を行
った。 
	 具体的には、細胞分裂機構や核の配置機構を分子レベルで解明することを目標に、ま

ず、細胞分裂、核の配置の様子を高解像度でライブ観察し、定量的な解析を行った。次

に、微小管結合モーターである kinesin に着目し、2 種類のスクリーニング (局在スクリ
ーニング、RNAiスクリーニング) を通して分裂期に関わる因子の局在、機能を調べた。 
	 まず、α-tubulinを GFP、histoneH2B を mRFPで標識したヒメツリガネゴケのカウロネ
マ細胞の細胞分裂を高解像度でタイムラプス観察した。その結果、核膜崩壊前に核膜の

周りにある微小管が先端側に多く配置され、核膜崩壊後、単極性状態のスピンドルが分

裂前中期に両極性に転換されることを見出した。三次元解析により、核膜崩壊前は微小

管が投網のような形で核を覆っており、核膜崩壊後 1-3 分の間で微小管の増幅が起こっ
ている様子が観察された。同様に、微小管の増幅は染色体の分離後、フラグモプラスト

が形成される際にも観察された。また、阻害剤を用いた実験から分裂直後の核の動きは

actin 依存的ではなく、微小管依存的なメカニズムによって引き起こされることが示唆さ
れた。 
	 Kinesinはすべての真核生物に存在する微小管に力を及ぼすモータータンパク質である。
興味深いことに陸上植物は 60 以上の kinesin をもち、これは酵母や動物で知られている
よりもずっと多い。しかし、植物のもつ多くの kinesinは、性状が明らかにされておらず、
細胞内での働きもよくわかっていない。本研究では、内在性の kinesin遺伝子に蛍光タン
パク質を融合することにより、ヒメツリガネゴケの kinesinの分裂期での局在を包括的に
決定し (局在スクリーニング)、43 の kinesin が細胞分裂装置 (キネトコア、スピンドル、
フラグモプラストなど) に局在することを見出した。驚くべきことに、43 のうち 1 つだ
けが動物のホモログと同一の局在パターンを示し、残りの多くは想定外のところに局在

した。RNAiスクリーニングでは、いくつかの遺伝子で分裂異常や核の配置異常などの表
現型が認められた。本研究では、2つのファミリー (kinesin-5、kinesin-ARK) について詳
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細な解析を進めた。 
	 動物や酵母では、kinesin-5 はスピンドル中央で反平行な微小管をスライドさせる機能
を持ち、その欠損によって中期スピンドルの単極化が起こることが知られている。しか

し、ヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞で kinesin-5 を RNAi ノックダウンしてもスピン
ドルの単極化は見られず、かわりに分裂期後期に姉妹染色分体の分配異常やフラグモプ

ラスト微小管の配向異常が見出された。反平行な微小管の多いスピンドル・フラグモプ

ラストのミッドゾーンに kinesin-5の局在がほとんど認められず、平行な微小管が多い領
域に強く局在した。これらの結果から、ヒメツリガネゴケにおいては kinesin-5は反平行
ではなく、平行な微小管を架橋することにより正確な細胞分裂を保障している可能性が

考えられた。 
	 また、armadillo repeat-containing kinesin (kinesin-ARK) という植物特異的なモータータ
ンパク質が核の配置に必要であることを見出した。先端成長するカウロネマ細胞におい

て、細胞分裂の後、核は微小管依存的に細胞の中央に配置される。Kinesin-ARKの RNAi
ノックダウンでは、中央へ向かう初期の核移動は通常通り起こるが、中央に達する前に

元の分裂面の位置に戻ってしまう。コントロールの細胞では、動いている核の周りに

kinesin-ARK と共局在する微小管の束化が頻繁に観察されるが、kinesin-ARK のノックダ
ウンした細胞では見られない。In vitroの微小管 gliding assayでは、kinesin-ARKが微小管
のプラス端方向へ向かうモータータンパク質であることを示した。これらの結果は動物

や菌類と同様に、コケのカウロネマ細胞においても微小管と微小管依存的なモータータ

ンパク質が核の移動を引き起こしていることを示唆している。 
	 本研究によって、ヒメツリガネゴケの細胞分裂装置に関係する微小管モータータンパ

ク質の一覧を提供することになった。多くの kinesinは植物で保存されているため、モデ
ル植物としてよく用いられるシロイヌナズナといった種でさらなる研究がなされること

が期待されるとともに、酵母や動物で行われてきた研究に基づいた分裂期 kinesinの一般
化に一石を投じることなることが期待される。 
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序論 
 

細胞分裂 
 
	 生物は細胞を増殖、分化させるために細胞分裂を行う。細胞分裂はすべての生物に必

須のプロセスである。一般に細胞分裂期 (体細胞分裂期) は以下の 6つの時期に分けられ
る (Gadde and Heald 2004; McIntosh et al. 2002; Mitchison and Salmon 2001; Rieder and 
Khodjakov 2003; Scholey et al. 2003)。 
前期  複製の終わった染色体が凝縮する  
前中期  核膜の崩壊がおこる  
中期  染色体がスピンドルの赤道面に整列する  
後期  2つの姉妹染色分体が分離され両極に向かって移動する  
終期  染色体が脱凝縮し娘核が形成される  
細胞質分裂 細胞質が 2つに分かれることにより、2細胞となる 
また、後期は 2種類からなり、それぞれ  
後期 A  動原体微小管が短くなり、染色体が極に向かう  
後期 B  2つの紡錘体極が遠ざかる  
と呼ばれる。 
	 動物細胞に比べ、植物細胞の体細胞分裂に関する知見の蓄積は圧倒的に少ない。動物

細胞と植物細胞において細胞分裂の様式には明らかな違いが存在する (Inoue and Sato 
1967)。両者の重要な違いとして以下の二点が挙げられる (図 1)。体細胞分裂では、動物
には微小管を生み出す中心となる中心体があるが植物には存在しない (Marshall 2009; 
Murata et al. 2007)。細胞質分裂において動物細胞では収縮環によって娘細胞がくびり切れ
るのに対し、植物では細胞板による区分けがおこる (Lambert and Bajer 1972; Otegui et al. 
2005)。この細胞板を形成するために、植物はフラグモプラストと呼ばれる、主に微小管
からなる構造体を染色体分離後に形成する (図 1右上)。 
 
 
 
核の配置 
 
	 真核生物の細胞は遺伝物質を包み込み、遺伝子発現の制御を担う核を持つ。多くの細

胞種において、細胞の中での核はランダムに配置されない (Gundersen and Worman 2013)。
例えば、棒状の細胞である分裂酵母では、核は細胞の中央に配置され、その結果、分裂

装置であるスピンドル、収縮環 (コントラクタイルリング) は中央に形成される。これら
のメカニズムによって、等分裂を保障している (Tran et al. 2001)。対照的に、上皮細胞や
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神経細胞などの多くの分化した動物の細胞では、核は非対称に配置され、そしてそれは、

生理学的に重要であるようである (Gundersen and Worman 2013)。植物の細胞においても、
核の配置は制御されている。例えば、シロイヌナズナの葉の細胞では青色光依存的に核

の配置が行われることが示されている (Iwabuchi et al. 2010; Iwabuchi et al. 2007)。 
	 現在までの報告によると、動物や酵母の多くでは核膜と結びついた微小管が核の細胞

内配置に重要な役割を担う。核膜と結びついた微小管は 2 つのメカニズムで核を動かす
ことができる。1つめは、微小管のプラス端が細胞表層と結びつき、pushing forceもしく
は pulling forceを生み出すことによって、核を配置するメカニズムである。分裂酵母では、
細胞先端の微小管による pushing forceによって、核が中央に配置される (Tran et al. 2001)。
一方、出芽酵母では、微小管のマイナス端方向に歩くモータータンパク質、細胞質 dynein
が集まる細胞表層で生じる微小管の pulling force によって核は bud neck に移動する 
(Adames and Cooper 2000)。2つめは、核膜と微小管をつなぐモータータンパク質によっ
て核が微小管上を輸送されるメカニズムである。例えば、動物受精卵の雌性前核の動き

は、精子由来の中心体微小管に沿って歩く dyneinによって引き起こされる (Reinsch and 
Gonczy 1998)。プラス端方向に歩くプロセッシブなモータータンパク質、kinesin-1 と
kinesin-3 もまた、核の動きに必要であることが示されている。核膜表面にある特異的な
タンパク質がこれらのモータータンパク質を集めてくる (Fridolfsson and Starr 2010; Tsai 
et al. 2010)。一方、植物では多くの細胞種で、actinとモータータンパク質・myosin (例え
ば、myosin XI-i) が核の位置を制御している (Chytilova et al. 2000; Iwabuchi et al. 2010; 
Tamura et al. 2013)。それにも関わらず、核膜上で細胞骨格モーターと核をつなぐアダプ
タータンパク質 (SUN-KASH 複合体) は酵母、動物、植物で保存されている (Gundersen 
and Worman 2013; Tamura et al. 2013)。陸上植物において、kinesin依存的な核の配置機構
は報告されていない (陸上植物は細胞質 dyneinをもたない)。 
 
 
 
微小管 (microtubule) 
 
	 微小管は細胞分裂をはじめ、細胞の成長、移動、核の配置などにおいて重要な因子で

ある (Desai and Mitchison 1997)。微小管は α/β-tubulinヘテロダイマーの最小構成単位から
なり、その tubulinヘテロダイマーが重合した、極性のある繊維状の構造体である (Desai 
and Mitchison 1997)。新たな tubulinヘテロダイマーが微小管に断続的に重合している状態
をグロース (伸長、growth)、脱重合している状態をシュリンク (短縮、shrinkage)、見か
け上、伸長も短縮もしていない状態をポーズ (休止、pause) と呼ぶ。また、伸長から短
縮への転換をカタストロフ (崩壊、catastrophe)、逆に短縮から伸長への転換をレスキュー 
(救済、rescue) と呼ぶ。各状態への転換は偶発的に起き、この現象はダイナミックインス
タビリティ (動的不安定性、dynamic instability) と呼ばれる。微小管のプラス端はマイナ
ス端に比べて動的である (Horio and Hotani 1986; Kinoshita et al. 2001; Mitchison and 
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Kirschner 1984)。 
 
 
 
キネシン (kinesin) 
 
	 哺乳類の kinesin は配列の類似性から 14 のサブファミリー (kinesin-1̶kinesin-14) に分
類されている (Lawrence et al. 2004; Miki et al. 2005)。Kinesinのいくつかは細胞分裂期に
おいて非常に重要な役割をもつ。スピンドルの両極性の確立、中期分裂面からの染色体

の分離、スピンドルのサイズ決定、細胞質分裂などには kinesin-4、-5、-6、-7、-8、-10、
-12、-13、-14のファミリーの kinesinが協同的に働くことにより確実に行われる。これら
の分裂期 kinesinは様々な種での機能解析や局在解析により同定されてきた。例えば、GFP
融合タンパク質を発現する株を作成することで、出芽酵母のもつ 6個の kinesinのうち 4
個がキネトコアに局在することが明らかになった (Tytell and Sorger 2006)。また、網羅的
な RNAiスクリーニングによりショウジョウバエ S2細胞では、25個のうち 8個が細胞分
裂に必須の機能を果たしていることが示された (Goshima and Vale 2003)。ヒトでは、数
種の細胞株において RNA 干渉 (RNA interference、RNAi) 解析と局在解析がなされ、45
個の kinesinのうち、20個ほどが分裂期 kinesinとして同定された (Maliga et al. 2013; Miki 
et al. 2005; Zhu et al. 2005)。多くの kinesinは微小管や染色体に力を及ぼす。そのため、細
胞分裂装置に局在する kinesinを同定することは、スピンドルの両極性の確立、スピンド
ルの伸長、染色体の動態など、ダイナミックな動態の分子メカニズムを理解するために

必須の知見を提供する (Goshima and Kimura 2010; Scholey et al. 2003; Walczak and Heald 
2008)。 
	 興味深いことに、最近の全ゲノム解析により陸上植物は動物よりも多くの kinesinを有
することが明らかになった。シロイヌナズナは 61個の kinesinをもつが、従来の 14のサ
ブファミリーに属さないものがいくつか存在する (Miki et al. 2005; Reddy and Day 2001; 
Vale 2003)。なぜ、陸上植物がそれほど多くの kinesinを持つのかは未解決の問題であり、
実験なしでは解決できない。しかしながら、シロイヌナズナでは 60以上存在する kinesin
を網羅的に解析することは困難であり、今日まで、植物のもつ個々の kinesinの役割や各
ファミリーの役割の理解は限られている。 
 
 
 
ヒメツリガネゴケ (Physcomitrella patens; P. patens) 
 
	 ヒメツリガネゴケは様々な分子生物学的なツールが使える比較的新しいモデル陸上植

物である (Bezanilla et al. 2003; Bezanilla et al. 2005; Cove 2005; Hiwatashi et al. 2008; 
Nakaoka et al. 2012; Prigge and Bezanilla 2010; Rensing et al. 2008; Senger et al. 2005; Vidali et 
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al. 2009a; Vidali et al. 2009b)。27本の染色体をもち、ゲノム配列は 2008年に解読されデー
タベースは整備されている (Rensing et al. 2008)。ヒメツリガネゴケの大きな特徴のひと
つとして、相同組換え効率が非常に高いことが挙げられる。この高い相同組換え効率を

利用し、GFP などの蛍光タンパク質をコードする遺伝子を内在性遺伝子に付加すること
ができるため、蛍光タンパク質を融合したタンパク質は本来の染色体上にある本来のプ

ロモーター下で発現される。加えて、ヒメツリガネゴケは生活環の多くを一倍体で過ご

すため、融合タンパク質は内在性のタンパク質に完全に置き換わって存在することにな

る (Nakaoka et al. 2012; Prigge and Bezanilla 2010)。そのため、これらの置き換わった蛍光
タンパク質の局在は本来の内在性のタンパク質の局在を正確に表す可能性が高い。また、

この高い相同組換え効率を利用し、ノックアウト株の作成も容易に行える。さらに、ヒ

メツリガネゴケでは RNAiが働くことが報告されている (Bezanilla et al. 2003; Bezanilla et 
al. 2005)。所属研究室では、最近、新たに誘導型の RNAiシステムを構築した (Nakaoka et 
al. 2012)。この誘導型 RNAi系を用いれば、分裂に必須な遺伝子を比較的簡便かつ網羅的
にノックダウンすることができるため、植物細胞での網羅的な遺伝子機能解析が可能と

なった (Kosetsu et al. 2013; Nakaoka et al. 2012)。 
	 もうひとつのヒメツリガネゴケを用いる利点は、カウロネマ細胞と呼ばれる細胞でラ

イブ観察が容易に行える点である。胞子から発芽した糸状の原糸体とよばれる組織には

クロロネマ細胞とカウロネマ細胞の 2種類の細胞が存在する (Menand et al. 2007)。クロ
ロネマ細胞は大きな葉緑体をもち、光合成により盛んにエネルギーを産生している。一

方、カウロネマ細胞はクロロネマ細胞に比べて、細胞周期が短く	 (5~6時間ごとに分裂
する)、細胞の伸長速度が速い	 (Menand et al. 2007; Nakaoka et al. 2012; Prigge and Bezanilla 
2010)。加えて、カウロネマ細胞は葉緑体が小さいため自家蛍光が少ない。そのため、細
胞分裂期において、GFPや RFPなどの蛍光タンパク質をライブ観察するのに適している 
(Hiwatashi et al. 2008; Kosetsu et al. 2013; Nakaoka et al. 2012)。現在までの研究において、
GFP-tubulin (微小管のマーカー)、histoneH2B-mRFP (染色体のマーカー)、MAP65-GFP (反
平行微小管の束化マーカー)、EB1-GFP (微小管のプラス端マーカー) を使用することで、
カウロネマ細胞でのスピンドル、フラグモプラストの形成過程の動態が一部明らかにさ

れた (Hiwatashi et al. 2008; Kosetsu et al. 2013; Nakaoka et al. 2012)。すなわち、機能阻害と
顕微鏡を使ったライブ観察を組み合わせることで、細胞分裂に関わるダイナミックな細

胞内プロセスの分子メカニズムや遺伝子の機能など、新たな見識が得られてきた。 
	 カウロネマ細胞は多くの陸上植物の細胞と同様に、中心体等の微小管重合中心をもた

ない。かわりに、分裂期においては、主としてオーグミンと呼ばれるタンパク質複合体

によって微小管の増幅が行われている (Doonan et al. 1985; Nakaoka et al. 2012)。しかし、
他の陸上植物の多くの細胞とは異なり、カウロネマ細胞は preprophase band (PPB、分裂準
備帯とも呼ばれる。主に微小管からなり、細胞分裂初期に一時的に現れ、将来の分裂面

を決定する構造体である。(Bannigan et al. 2008; Lloyd and Chan 2006; Muller et al. 2009)) を
形成しない。そのため、カウロネマ細胞を用いれば、スピンドルやフラグモプラストが

中心体や PPBに依存せず、自己組織化によって構築されるメカニズムを明らかにできる

8



 

と思われる。また、その成果は中心体を持たない一部の動物細胞のスピンドル形成の理

解にも重要な示唆を与えると考えられる (Goshima and Scholey 2010; Walczak and Heald 
2008)。 
 
 
	 本研究では、細胞分裂や核の配置のメカニズムを明らかにするため、ヒメツリガネゴ

ケを用いて細胞生物学的な解析を行った。まず、カウロネマ細胞の細胞分裂、分裂後の

核の配置の様子を高解像度で観察し、詳細に記載した。次に、78種類ある kinesinの全蛍
光タンパク質融合株の作成を試み、kinesinの分裂期局在スクリーニングを行うことで 43
個もの kinesin が分裂期において細胞分裂装置に局在することを明らかにした。さらに、
450以上の kinesin RNAi株をライブ観察することで、kinesin-5と kinesin-ARKファミリー
の細胞内での新しい機能を見出した。これらの結果をふまえて、動物と植物の kinesinの
相違点、細胞分裂や核の配置の分子機構について考察する。 
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結果 第 1部; カウロネマ細胞の観察 
 

ヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞の細胞分裂 
 
	 まず、ヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞の細胞分裂過程を知るため、α-tubulinをGFP、
histoneH2B を mRFP で標識したヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞を spinning-disc 型共
焦点蛍光顕微鏡で観察し、スピンドルの長さ、分裂期の時間 (核膜崩壊から染色体の分
離が始まるまでの時間) を測定した (図 2、3、4、5、動画 1)。それぞれ、12.1 ± 1.5 µm (n 
= 11、平均 ± 標準偏差)、10.6 ± 1.0 分 (n = 10、平均 ± 標準偏差) であった。 
	 微小管は分裂前期に核膜の周りに集まっており(図 2、－1 min)、スピンドルが形成され
た後、姉妹染色分体の分離がおこる。染色体の分離が始まると、スピンドルのミッドゾ

ーン付近での微小管のシグナルが減少したが (図 2、11-12 min)、染色体分離の途中から
は再び微小管シグナルの増加が見られた (図 2、12-15 min)。興味深いことに、核膜崩壊
直前の微小管シグナルは細胞先端側で強く、反対側で弱い、非対称なパターンを示した 
(図 3A)。三次元で解析してみると、核の細胞先端側で動物細胞の中心体のような微小管
形成中心 (Schuh and Ellenberg 2007) は観察できなかったが、核は投網のような形で微小
管に覆われていた (図 4、NEBD (nuclear envelope breakdown、核膜崩壊))。 
	 核膜崩壊後 3 分までは微小管はまだ先端側に多く、まず単極性状態のスピンドルが形
成された (図 3B、1.8 min)。この過程において、時間経過とともに微小管のシグナル強度
が増大した。やがて微小管の分布が非対称な単極性状態のスピンドルから迅速に対称的

になり、核膜崩壊後 10分以内に両極性のスピンドルが完成した (図 3B)。 
	  
 
 
細胞分裂後、核は微小管依存的に中央に配置される 
 
	 Doonanらの研究によると、ヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞を微小管脱重合剤クレ
マートで 1時間以上処理すると、頂端細胞では先端成長が抑制される (Doonan et al. 1988)。
この表現型から先端成長において、微小管が重要であることが示されている。本研究で

は、現在最もよく使われる微小管脱重合剤オリザリン (Finka et al. 2007; Hiwatashi et al. 
2014) と、GFP-tubulinと histoneH2B-mRFPを発現する細胞 (Nakaoka et al. 2012) を用い
てタイムラプス観察による追試実験を行った。先端成長が抑制されることを確認し (動
画 2、Hiwatashi et al. 2014)、想定していたように、分裂期においてスピンドルが形成され
ないこともわかった。 
	 一方、興味深いことに、分裂直後の核の動きにオリザリンが影響を与えることを見出

した。コントロールである DMSOを加えた細胞では、分裂直後、娘核は細胞の中央に向
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かって動いた。その後、先端成長に伴い核も移動し、核は娘細胞の中央付近に維持され

た  (図 6)。しかし、分裂終期の細胞にオリザリンを加えると、コントロールのように核
は細胞中央に向かって動かず、その場所にとどまった (図 7A、B、D、動画 3)。これは先
端成長が抑制されたことによる影響ではない。なぜなら、先端成長を止めることが知ら

れている actin重合阻害剤のラトランキュリン B、もしくはサイトカラシン B (Finka et al. 
2007; Harries et al. 2005; Sato et al. 2001; Vidali et al. 2009a; Wu and Bezanilla 2014) を使用
しても、分裂直後の核の動きには明らかな影響が見られなかったからである (図 7A、C、
D、動画 3)。これらの結果は、頂端細胞の分裂直後の核の動きは微小管に依存している
ことを示唆している。 
	 オリザリンを用いた実験により、カウロネマ細胞では微小管は少なくとも 3 つの役割 
(細胞分裂、先端成長、核の配置) を担っていることが示唆された。これらの過程にはモ
ータータンパク質により発生する力が関わっている可能性が考えられる。そこで、次に

微小管モータータンパク質 kinesin に着目し、局在スクリーニング、RNAi スクリーニン
グから、これらの過程に働く因子の探索を試みた。 
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結果 第 2部; 局在スクリーニング 
 
ヒメツリガネゴケ kinesinの分類 
 
	 本研究では、kinesinの名称は Shen et al. の命名法に従った (Shenらはヒメツリガネゴ
ケのゲノム配列から kinesinを探索し、それぞれの kinesinを Lawrence et al. に従い分類、
命名した (Lawrence et al. 2004; Shen et al. 2012))。私自身の BLASTサーチで得られた結果
は基本的に Shen et al. と同じであり、kinesin-1、-3、-6、-10、-11はヒメツリガネゴケの
ゲノムには見当たらなかったが、Shen et al. でリストされなかった 2個の kinesinを見出
した (kinesin 12-Ip、12-IIdと名付けた)。合計で、ヒメツリガネゴケの kinesinはゲノム中
に 78 個存在することを確認した。69 個を 15 のファミリーに分類し (kinesin-1̶14 と
kinesin-ARK)、残りの 9つの kinesinはどのファミリーにも属さないため、’orphan’とした 
(表 1、2、Shen et al. 2012)。 
 
 
 
局在スクリーニング (細胞分裂期での内在性 kinesinの局在) 
 
	 78個の kinesinのカルボキシ末端側にCitrine (GFPバリアント (Griesbeck et al. 2001)) 遺
伝子を in-frameで挿入することを試みた (図 8A、B)。アミノ末端側でのタグの付加は技
術的に困難であるため、kinesin のカルボキシ末端側でのタグ付けを選択した。この方法
の注意点として、カルボキシ末端側へのタグの付加によって kinesinの構造が正しく取ら
れず、そのために間違った局在を示す可能性が挙げられる。そのような問題があるが、

このアプローチによって、植物 kinesinの局在を網羅的に解析することが可能になり、全
貌を明らかにするひとつの手がかりになると考えた。実際、kinesin のカルボキシ末端側
へのタグの付加は様々な生物種の kinesinの多くでうまくいっていることが報告されてお
り (Garcia et al. 2002; Goshima and Vale 2005; Maliga et al. 2013; Tytell and Sorger 2006; 
West et al. 2001)、機能的な蛍光タンパク質融合 kinesinが発現する可能性が高い。PCRに
より、相同組換えによる適切な置換が起きたことを 69の kinesinで確認し (図 8C)、2つ
の独立した株を使ってカウロネマ細胞で分裂期局在解析を行った。用意したそれぞれの

PCRプライマーが働かなかったために、3つの kinesin (kinesin 4-Id、12-Ij、12-IIb) ではタ
グの付加が確認できなかった。そのため、これらの遺伝子については、10-13個の独立し
た株を未確認のまま観察した。Citrine の発現が顕微鏡下で確かめられたものについて、
シグナルが目的の融合タンパク質由来であることを確かめるため、ウエスタンブロッテ

ィングを行った (図 8C)。合計 72種類の Citrine融合 kinesin株をタイムラプス観察した。
データベースからカルボキシ末端が判別できなかったため、6個の遺伝子についてはタグ
を付加するためのコンストラクトを用意することはできなかった。 
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	 分裂期でのそれぞれの kinesinの局在を動画で示した (動画 4では分裂期で局在が見ら
れたものすべてを、動画 5－14ではそれぞれのファミリーの局在をより高解像で示してい
る)。結果は、図 9、10、表 3 にまとめた。まとめると、8 つのサブファミリーに属する
40個と orphanの 3個が分裂期のいずれかの時期で分裂装置 (スピンドルやフラグモプラ
ストなど) に局在した (図 10、局在分布を記述するため、本論文では便宜的に図 10左の
ように、スピンドル、フラグモプラストは midzone/equator (ミッドゾーン/赤道面)、
intra-spindle/intra-phragmoplast、polar regionに細分化した)。分裂期局在が見られた kinesin
の多くは、分裂期前期に細胞質にも拡散している様子が観察された。しかし、葉緑体由

来の自家蛍光が強く、その時期での正確な局在を決定することは困難であった。最も頻

繁に観察された場所はスピンドル微小管、フラグモプラスト微小管が反平行に集まるミ

ッドゾーンであった。分裂後期や終期ではその場所に約 30 の kinesin が局在した。ミッ
ドゾーン以外の場所にも局在するものも見られ (例えば、kinesin 7-IV)、中には、スピン
ドル、フラグモプラスト微小管全体に局在するものもあった (例えば、kinesin-13)。一方
で、染色体に局在するものは少数であった。4 つの kinesin だけが、染色体やキネトコア
に局在した。Kinesin-2と kinesin-9はカウロネマ細胞での発現は認められなかった。以下
に、それぞれの kinesinサブファミリーごとの現在までの知見と、ヒメツリガネゴケでの
観察結果を記す。Kinesin-5 と kinesin-ARK に関しては、詳細な研究を進めたため、この
パートでの記載は省き、第 4部 (kinesin-5)、第 5部 (kinesin-ARK) で記述している。 
 
Kinesin-4 
	 ハエのKlp3Aと哺乳類のKIF4を含む動物の kinesin-4/chromokinesinは分裂期において、
後期までは染色体に局在し、染色体の整列に必須の役割を果たす (Mazumdar et al. 2004; 
Stumpff et al. 2012; Vernos et al. 1995; Wang and Adler 1995; Williams et al. 1995)。染色体分
離が開始すると、それらの kinesinはスピンドルのミッドゾーンに局在場所を変え、微小
管のプラス端のダイナミクスを制御する (Hu et al. 2011; Mazumdar et al. 2004)。 
	 ヒメツリガネゴケには 8個の kinesin-4が存在し、カウロネマ細胞においてそのうちの
ひとつ (kinesin 4-Ic) が動物の KIF4と同様の局在を示した。つまり、分裂前中期から中
期にかけて凝縮した染色体上に局在し、後期、細胞質分裂ではミッドゾーンに移動した 
 (図 10、動画 5)。この結果は kinesin 4-Icが動物の chromokinesinのオルソログであるこ
とを強く示唆している。Kinesin 4-Iaは細胞質分裂期においてフラグモプラストで観察さ
れるが、前期から後期にかけては局在が見られない (図 10、動画 5)。他の 4つの kinesin-4
で Citrineシグナルは観察されたが、分裂装置に局在しなかった。これらの non-mitoticな
kinesin がヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞で何かしらの機能を果たしていることが示
唆される。 
 
Kinesin-7 
	 このサブファミリーで一番良く研究されているのは、長いアミノ酸配列をもち、二量

体を形成することが知られている哺乳類の CENP-Eである。CENP-Eは分裂前期から後期
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まではキネトコアに局在し、後期以降はミッドゾーンに局在を変える (Yen et al. 1991)。
また、分裂前中期での染色体の整列に重要な kinesinである (Schaar et al. 1997; Wood et al. 
1997)。植物の NACK も kinesin-7 に分類される。それらはフラグモプラストの赤道面に
集積し、MAP kinase カスケードを活性化することにより、細胞質分裂を制御する 
(Nishihama et al. 2002; Strompen et al. 2002; Tanaka et al. 2004)。 
	 ヒメツリガネゴケには 7個の kinesin-7が存在し、4つのグループに分けられる (Shen et 
al. 2012)。私はそのうちの 3つのグループ (5遺伝子) が異なった分裂期局在を示すこと
を見出した (図 10、動画 7)。Kinesin 7-IIIはキネトコア様の点状のシグナルを示し、これ
はキネトコアタンパク質の Mis12 と共局在することを確かめた (図 11、Goshima et al. 
2003)。点状のシグナルは分裂前期から後期にかけて見られた。この局在パターンは哺乳
類の CENP-Eを想起させる。しかしながら、CENP-Eとは異なり、後期以降にミッドゾー
ンに局在を変える様子は見られなかった。かわりに、3 つの NACK 様の kinesin である
kinesin 7-IIa、IIb、IIcが分裂中期から細胞質分裂が完了するまでミッドゾーンに局在した 
(図 10、動画 7)。一方、kinesin 7-IVは特徴的な局在パターンを示した。中期ではスピン
ドル微小管上全体にあるが、後期では polar regionに強く集まっている様子が見られ、か
すかにミッドゾーンにも局在した。細胞質分裂期においてもフラグモプラストの polar 
regionにより強く局在した (図 10、動画 7)。 
 
Kinesin-8 
	 Kinesin-8 は動物から酵母まで広く保存されている (出芽酵母の Kip3、分裂酵母の
Klp5/6、ショウジョウバエの Klp67A、哺乳類の KIF18、KIF19がある (Su et al. 2012))。
Kip3 と KIF18A は微小管上をプラス端の方向に歩き、微小管を脱重合もしくは安定化さ
せている (Du et al. 2010; Gupta et al. 2006; Mayr et al. 2007; Varga et al. 2006)。Kip3、Klp5/6、 
Klp67A、KIF18A は分裂期においてキネトコアに局在し、染色体の整列に重要なタンパ
ク質である(Garcia et al. 2002; Goshima and Vale 2005; Stumpff et al. 2008; Su et al. 2012; 
Wargacki et al. 2010)。一方で、哺乳類の kinesin-8である KIF19は繊毛の微小管長を調節
する役割をもつことが知られている (Niwa et al. 2012)。 
	 ヒメツリガネゴケは 3つの kinesin-8をもつ。Kinesin 8-Iaと Ibは後期スピンドルとフラ
グモプラストのミッドゾーンで弱いシグナルを示したが、中期まではスピンドル上の局

在は観察されなかった (図 10、動画 8)。Kinesin 8-IIは中期から細胞質分裂期にかけてス
ピンドルとフラグモプラストのミッドゾーンに集積した (図 10、動画 8)。興味深いこと
に、ヒメツリガネゴケがもつ 3つの kinesin-8はどれもキネトコア局在を示さなかった。 
 
Kinesin-12 
	 ヒトの kinesin-12 である KIF15/Hklp2 は kinesin-5 と協調的に働き、スピンドルの両極
性を確立し、維持する (Tanenbaum et al. 2009; Vanneste et al. 2009)。KIF15/Hklp2は微小管
結合タンパク質 TPX2 依存的にスピンドル微小管に局在する。シロイヌナズナの
kinesin-12はPOK (phragmoplast-orienting kinesin) タイプとPAKRP (phragmoplast-associated 
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kinesin-related protein) タイプの 2つに分けられる。POK1/2の二重変異体ではフラグモプ
ラストでの微小管の並びに異常が生じ、結果として、細胞壁の配置に異常をきたす 
(Muller et al. 2006)。PAKRP1と PAKRP1Lはフラグモプラストの赤道面に局在し、細胞質
分裂期においてフラグモプラスト微小管の組織化に重要な役割を果たす (Lee et al. 2007)。 
	 ヒメツリガネゴケにおいて kinesin-12は最も大きなファミリーを形成し、シロイヌナズ
ナと同様にアミノ酸配列によって 2 つのグループに分けられる。数が多い方のグループ
はシロイヌナズナの POK に近い。発現レベルの違いはあるが、分裂期局在が見られた
kinesin-12 の多くはフラグモプラストの赤道面に局在した (図 10、動画 9、10)。中には
kinesin 12-Ie、Ih、Ii のように分裂前中期からミッドゾーンに局在した kinesin もあった。
一方、現在まで知られていない特徴的な局在を示す kinesinも少数だが存在した。ヒメツ
リガネゴケの 3つの kinesin 12-I (12-Ia、12-Id、12-Ie) はフラグモプラストが拡大する先
の細胞の表層に点状の局在を示した (図 9黄矢尻、図 10、動画 9)。Kinesin 12-Ibは分裂
中期から後期において、スピンドルの polar regionに局在したが、細胞質分裂期ではミッ
ドゾーンに局在しなかった (図 10、動画 9)。6つの kinesin-12は分裂期局在を示さなかっ
たが、細胞質中や細胞膜に沿って分布していた。 
 
Kinesin-13 
	 Kinesin-13は微小管脱重合活性をもち、細胞周期を通じて微小管のダイナミクスを制御
する (ショウジョウバエの Klp10A、ヒトの MCAK/KIF2C、KIF2A などがある)。分裂期
では中心体、スピンドル極、キネトコアに局在する (Ganem and Compton 2004; Goshima 
and Vale 2005; Manning et al. 2007; Rogers et al. 2004; Wordeman and Mitchison 1995)。スピン
ドル極では微小管のマイナス端を脱重合し、スピンドル微小管の flux に寄与し、キネト
コアでは微小管の結合を制御している (Ganem et al. 2005; Rogers et al. 2004)。 
	 ヒメツリガネゴケのすべての kinesin-13はカウロネマ細胞で発現していた。Kinesin 13-b
と 13-cはスピンドル、フラグモプラスト微小管に局在し、ミッドゾーンではより強くシ
グナルが観察された。Kinesin 13-aのシグナルは弱いが同様の局在パターンであった (図
10、動画 11)。しかしながら、どの kinesin-13もキネトコアやスピンドル極に強く局在し
なかった。 
 
Kinesin-14 
	 他の kinesin とは異なり、kinesin-14 はカルボキシ末端側にモータードメインをもち、
微小管のマイナス方向へと動く (McDonald et al. 1990; Walker et al. 1990)。動物や酵母は
kinesin-14 をひとつ、もしくは少数しかもたない。もっともよく研究されている kinesin
はショウジョウバエの Ncdである。この non-processiveな (一歩しか歩く活性をもたない) 
kinesinはスピンドル微小管上に均一に局在し、伸長中の微小管先端にも局在する。また、
Ncdはスピンドルの極収束に重要な役割も果たす (Endow et al. 1994; Goshima et al. 2005)。
同様の働きは脊椎動物の kinesin-14 においても示唆されている (Manning and Compton 
2007; Walczak et al. 1998)。シロイヌナズナは 20以上の kinesin-14をもち、そのうちの 3
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つ  (KatA/ATK1、ATK5、KCBP) は分裂期 kinesin であることが同定されている。
KatA/ATK1と ATK5はスピンドルとフラグモプラストに局在し、変異体ではスピンドル
極が収束しない表現型が観察されている (Ambrose and Cyr 2007; Ambrose et al. 2005; 
Chen et al. 2002; Liu et al. 1996)。KCBPはスピンドルとフラグモプラストに局在し、機能
を阻害すると分裂遅延が見られている (Bowser and Reddy 1997; Vos et al. 2000)。 
	 ヒメツリガネゴケには 15の kinesin-14が存在し、アミノ酸配列から 6つのグループに
分けられる。Kinesin 14-I は KatA/ATK1 と ATK5 に近く、また、KCBP は kinesin 14-VI
に近い。3つのグループに属する 6つの kinesin-14で分裂期局在が観察された (図 10、動
画 12)。核内に集積していた kinesin 14-Iaと Ibは核膜崩壊後、スピンドル微小管、とりわ
け、ミッドゾーンにより強く集まり、後期まで続いた。細胞質分裂の間は、フラグモプ

ラストの赤道面には局在せず、中央付近  (intra-phragmoplast) により強く局在する。
Kinesin 14-IIIaと IIIbの局在パターンは kinesin 14-Ia、Ibに似ていた。対照的に、kinesin 
14-IIaと IIcはスピンドル、フラグモプラスト微小管上に均一に局在した。 
 
Orphan kinesins (‘kinesin-Orph’) 
	 ヒメツリガネゴケには、15のサブファミリーのどれにも属さない kinesinが 9個存在す
る。この orphan kinesinのうち、3つが分裂期局在を示した。そのうちの 2つ、KINID1a
と KINID1bは内在性 Citrine株、ノックアウト株を用いた研究から機能が同定されている 
(Hiwatashi et al. 2008)。私もこれらがスピンドルとフラグモプラストの赤道面に局在する
こと確かめた (図 10、動画 14)。Kinesin Orph-IVcもかなり弱くだがフラグモプラストの
赤道面に局在した。 
 
 
 
アミノ酸配列の相同性と局在の相似性の関係 
 
	 網羅的な kinesinの局在解析により、分裂期局在の相似性とタンパク質の相同性の相関
を調べることが可能となった。ファミリー内のそれぞれの kinesinペアについて相関を解
析した。全長、モータードメイン、非モータードメインを比較対照に用いた (図 12A、
B)。この結果から局在の相似性とタンパク質の相同性が一般的によく相関があることが
示された。例えば、4 つの kinesin-5 は分裂期を通して、全く同じ局在を示し、また、お
互いの配列は他のファミリーのペアよりも高い相同性を示した。6 個の kinesin-7 におけ
る 15ペアでは、局在パターンは 2つのグループに分けられた。似たような局在パターン
を示すペアと、まったく異なるペアであり、これはアミノ酸配列の相同性に一致した。

例外は kinesin-12であり、アミノ酸配列の相同性と局在の相似性の相関は小さかった (図
12B)。  
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結果 第 3部; RNAiスクリーニング 
 
Kinesin RNAiスクリーニング 
(仁科桃子氏と共同で行った) 
 
	 RNAiスクリーニングをはじめるにあたり、全 78種類それぞれの kinesin遺伝子につき
2つの RNAiコンストラクトの設計を試みた。cDNAから 700 bpほどの断片を PCRで増
幅し、誘導型 RNAiシステムの pGG626ベクターに組み込んだ。pGG626からなる RNAi
コンストラクトは GFP-tubulin/histoneH2B-mRFP 発現株に形質転換し、RNAi の指標であ
る histone-mRFP の蛍光強度に基づいて、それぞれのコンストラクトから作られた株、5
株ほどをRNAi候補株として選抜した (mRFPの蛍光強度は標的遺伝子のノックダウンと
ともに減少することが想定される (Nakaoka et al. 2012))。合計で、61遺伝子を標的とする
450 以上の RNAi 株を選抜した (残りの 17 遺伝子については株を取得することができな
かった。取得できなかったものの多くは PCRによる遺伝子増幅ができなかったことによ
る)。二重鎖 RNA (dsRNA) は β-エストラジオールの添加によりプロモーターをオンにす
ることで発現される。β-エストラジオールの添加後、5－6日後に、3分ごとのタイムラプ
ス観察 (6時間以上) を行い、その後、動画を解析することで表現型を評価した (図 13)。
動画 15にスクリーニングの一例を示す。3000を越える動画の解析から、いくつかの遺伝
子 (例えば、kinesin7-II (Naito and Goshima 2015)) で分裂期などでの異常が確認された。
以下に示すように、kinesin-5では分裂期の異常、kinesin-ARKでは核の配置の異常が観察
された。その他の kinesinの表現型は本論文では示していない。 
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結果 第 4部; Kinesin-5の研究 
 
Kinesin-5 はスピンドルとフラグモプラストのミッドゾーンに局在し
ない 
 
	 局在スクリーニング、RNAi スクリーニングの結果をふまえ、いくつかの kinesin でさ
らなる解析を試みた。ここでは、特徴的な局在を示した kinesin-5について、より詳細な
解析を行うことにした。Kinesin-5はホモ 4量体の構造をとり、動物、菌類、シロイヌナ
ズナでは、スピンドルの両極性に重要な役割をもつことが示されている (Bannigan et al. 
2007; Hagan and Yanagida 1990; Sawin et al. 1992)。しかしながら、このタンパク質の局在
はそれぞれの生物によって少し異なる。カエルの kinesin-5である Eg5は dynein依存的な
輸送によりスピンドル極に多く集積する (Uteng et al. 2008)。一方で、ハエの kinesin-5で
あるKlp61Fは S2細胞や胚において、スピンドル微小管に一様に局在する (Cheerambathur 
et al. 2008; Goshima and Vale 2005)。シロイヌナズナのもつ 4つの kinesin-5のうちのひと
つ、AtKRP125c (At kinesin 5-c) やタバコの TKRP125は細胞周期を通じて微小管に強く局
在する (Asada et al. 1997; Bannigan et al. 2007)。このように局在パターンが様々であるに
もかかわらず、kinesin-5 の機能として一番よく考えられているものは、スピンドルのミ
ッドゾーンで反平行の微小管を互いに滑らせるという機能である (Kapitein et al. 2005; 
Kashina et al. 1996; Sharp et al. 1999)。このモデルだと kinesin-5の欠如による表現型である
単極性のスピンドル形成を一番良く説明できる。 
	 ヒメツリガネゴケは 4 つの kinesin-5 をもち、それらはお互いに高い相同性をもつ (図
14、15)。原糸体細胞抽出液 (カウロネマ細胞とクロロネマ細胞を含む) を用いたウエス
タンブロッティングの結果によると、kinesin 5-dが最も多く発現しており、5-aの発現量
は最も少ない (図 16A)。30 秒ごとのライブ観察によると、シグナルの強さは様々だが、
5-aから 5-dの局在パターンは同じであった (動画 6、図 10、図 16B)。間期、及び分裂期
前期においては、シグナルは核の周りを囲む微小管も含めた細胞質微小管に局在した。

核膜崩壊後はスピンドル微小管、フラグモプラスト微小管に局在した。驚くべきことに、

シグナル強度は分裂期を通じてスピンドル、フラグモプラストのミッドゾーンで一番弱

いことがわかった  (図 16C)。この部分は反平行微小管が重なる部分に一致する 
(Hiwatashi et al. 2008; Kosetsu et al. 2013)。次に、より短い間隔 (3秒ごと) で分裂終期の細
胞を撮影した。Kinesin 5-c のシグナルはミッドゾーンから除かれていることが確認でき
た。さらに、このシグナルが極に向かって動く様子も観察された (図 16D)。Kinesin-5が
反平行微小管の多いスピンドル、フラグモプラストのミッドゾーンには局在せず、むし

ろ、平行微小管の多い領域に多く局在すると結論づけた。 
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Kinesin-5は細胞分裂後期以降のスピンドル、フラグモプラストの組織
化と染色体の分配に必須である 
 
	 ヒメツリガネゴケの分裂期での kinesin-5 の機能を調べるため、RNAi スクリーニング
で用いたコンストラクトの他、4 つの kinesin-5 をターゲットする配列をつないだ 4 重の
RNAiコンストラクトを用意した (図 17A)。4つの kinesin-5の遺伝子はお互いによく似て
いるため、いずれの RNAi コンストラクトも同時に全 kinesin-5 をノックダウンできると
期待された (Kosetsu et al. 2013; Nakaoka et al. 2012; Vidali et al. 2007)。定量 RT-PCR 
(quantitative real-time RT-PCR) によって、実際にそれぞれのコンストラクトで多重 RNAi
ノックダウンがかかっていることを確かめた (図 17B)。 
	 β-エストラジオールを加えた培地で、長時間のライブ観察を行ったところ、複数の
RNAi 株で多核の細胞が見られたが、コントロールでは一度も見られなかった (図 18: 
RNAi株では 3 回から 5 回の実験で計 47 から 140 個の細胞を、コントロールでは計 200
個以上の細胞を観察した)。染色体のライブ観察の結果、多核は分裂後期か細胞質分裂期 
(もしくはその両方) でラギング染色体が生み出されたことに起因することが示された 
(図 19A、動画 16)。この結果は、spinning-disc型共焦点顕微鏡を用いた観察でも確認され
た (ライブ撮影は内藤晴子氏と共同で行った)。すなわち、分裂後期から細胞質分裂期に
かけてスピンドル、フラグモプラストの形状の異常や染色体分配の異常が現れた (図 19B、
動画 17)。さらに、中期スピンドル長は通常よりも長く、時々だが整列していない染色体
も存在した。最も多く観察された表現型は、分裂後期でスピンドル微小管が弛み、それ

に伴ってラギング染色体が出現するものであった (図 19B)。また、他のケースでは、フ
ラグモプラスト微小管が適切に整列せず、細胞質分裂が不完全に終わる表現型が見られ

た (図 19B)。しかし、いずれの時期においても単極性スピンドルの形成は見られなかっ
た。 
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結果 第 5部; Kinesin-ARKの研究 
 
Kinesin-ARKは核の配置に関わる 
 
	 Kinesin-ARKは植物特異的な kinesinであり、ヒメツリガネゴケには 4つの遺伝子が存
在する (kinesin ARK-a̶d) (図 20、21A)。Kinesin-ARKのメンバーは、アミノ末端側にモ
ータードメインを持ち、テール部分には armadilloリピートモチーフを持つ (図 21B)。シ
ロイヌナズナにおいて、kinesin-ARK (ARK1、ARK2、ARK3と呼ばれる) の欠損株では、
根毛細胞で微小管量が増え、細胞の形態が異常になることが報告されている (Jones et al. 
2006; Sakai et al. 2008; Yang et al. 2007)。局在スクリーニングから、kinesin ARK-aと-bは
カウロネマ細胞で同じくらい強く発現し、-c、-d は全く発現していないか、わずかにし
か発現していないことがわかった (図 10)。また、分裂期において、kinesin ARK-a と-b
はスピンドルとフラグモプラストの微小管に局在していることが示された (図 10、動画
13)。Kinesin ARK-a と-b はお互いに DNA レベルにおいて高い相同性をもっている (図
22A)。このことは、冗長的な機能を持っていること、1つをターゲットする RNAiコンス
トラクトで同時にノックダウンがかかる可能性があることを示唆している。Kinesin 
ARK-a と-bにおいて 2つのオーバーラップしない部分を含む 3つのコンストラクト (図
22A) からなる独立した 6つの RNAi株を取得した。定量 RT-PCRによって、実際にそれ
ぞれのコンストラクトで kinesin ARK-a と-b が同時にノックダウンされていることを確
かめた (図 22B)。 
	 取得した kinesin-ARKの 6つの RNAi株において、タイムラプス観察から細胞の先端成
長や細胞分裂に要する時間などには影響を与えないこと (図 23A、B)、また、茎葉体 (茎
と葉が区別できる植物体) の形態にも影響を与えないことがわかった (図 23C)。一方で、
カウロネマ細胞において特徴的な表現型が観察された (図 24、動画 18)。Kinesin-ARK 
RNAi細胞では、コントロールと同じように細胞分裂は進行した。しかし、先端細胞側の
娘核が分裂直後に分裂面にまで戻り、分裂面近くでとどまる様子が高い割合で観察され

た (図 24)。核が分裂面にまで戻る速度は 0.34 ± 0.15 µm/分 (平均 ± 標準偏差、図 24Bの
54 minから 81 minの間) であり、コントロールでは同じ時期に 0.31 ± 0.02 µm/分 (平均 ± 
標準偏差) の速度で細胞の中央に向かった。 
	 この分裂面にまで戻る動きが微小管、もしくは actin によるものなのかを調べるため、
薬剤処理、RNAi 処理、タイムラプス観察を組み合わせて実験を行った。染色体分離後、
20-21分後に actin阻害剤ラトランキュリン Bを加えたところ、kinesin-ARK RNAi細胞で
は頂端細胞の核は分裂面にまで戻り、コントロールでは通常通りの動きを見せた (図 25A、
B、E、動画 19)。これらは薬剤を加えていない実験と同様の動きである (図 24)。一方で、
微小管阻害剤を加えたところ、コントロール細胞と kinesin-ARK RNAiの両方ともで核は
その場所にとどまる様子が観察された (図 25C、D、E、動画 19)。この結果から核が分裂
面に戻る動きは微小管依存的なメカニズムによるものであり、actin は関係しないことが
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示された。 
	 Kinesin-ARK RNAiでは、核は分裂面の近くで数時間とどまったが、次の分裂前 92 ± 34 
分 (平均 ± 標準偏差、n = 5) で再び細胞の中央に向かって動きだした (0.58 ± 0.45 µm/
分の速度 (動画 15; 白の矢印で示された細胞の 5:45あたり)。しかしながら、この動きで
は核の位置は完全には元の状態には戻らず、kinesin-ARK RNAi細胞の分裂期スピンドル
はコントロールに比べて分裂面側にずれて位置することを見出した (図 26)。これらの結
果から、植物特異的な kinesin-ARK と細胞骨格である微小管が、染色体分離後における
核の中央への配置に必要であると結論づけた。 
 
 
 
Kinesin-ARKは移動する核の周りにある微小管束に集積している 
 
	 共焦点顕微鏡による高解像度の観察を行ったところ、コントロールの細胞では中央へ

向かって動く核の周りに束化された微小管が見られた (観察した 5 細胞のうち 4 細胞で
見られた)。しかしながら、RNAi の細胞ではそのような束化した微小管は観察されなか
った (観察した 4細胞でどの細胞においても見られなかった) (図 27A、動画 20)。このこ
とから、kinesin-ARKタンパク質が微小管と核をつなぐリンカーとして働いていることが
示唆された。 
	 次に、核が動く時期における kinesin ARK-aの局在を決定した。mCherry-tubulinと Citrine
を融合した kinesin ARK-aを同時に観察することで、染色体分配後に核の周りにある微小
管と kinesin ARK-a-Citrineが共局在することを確認した (図 27B、動画 21)。 
	 最近、GFPを融合したシロイヌナズナの ARK1が伸長中の微小管の先端に局在するこ
と、ARK1 変異体の細胞では微小管の伸長が遅くなり、根毛細胞においては伸長から短
縮への転換頻度も減少することが報告された (Eng and Wasteneys 2014)。また、シロイヌ
ナズナの現在までの報告では、細胞質での微小管が異常に増加することにより根毛細胞

の成長に影響を与えることが示されており (Sakai et al. 2008; Yoo et al. 2008)、ARKの変
異体 (ARK1̶3) でのその他の表現型もいくつか報告されている (Jones et al. 2006; Sakai 
et al. 2008; Yang et al. 2007; Yoo and Blancaflor 2013; Yoo et al. 2008)。しかしながら、これ
らの変異が核の移動に影響を及ぼすかどうかは評価されていない。シロイヌナズナでの

結果がヒメツリガネゴケの kinesin-ARK にも当てはまるのかを調べるため、ヒメツリガ
ネゴケの kinesin-ARK-Citrine の局在を斜光照明顕微鏡 (oblique illumination fluorescence 
microscopy) を用いて間期の細胞で観察した。斜光照明顕微鏡ではバックグラウンドのシ
グナルを低減させることで、細胞表層の 1 本 1 本の微小管を鮮明に観察することが可能
である (Konopka and Bednarek 2008; Nakaoka et al. 2015; Tokunaga et al. 2008)。この方法に
より、kinesin ARK-b-Citrineが細胞表層付近の細胞質中で伸長中、短縮中のどちらの微小
管にも局在し、伸長中の微小管先端の局在に限定されないことを確認した (図 28、動画
22)。また、Citrineシグナルが微小管に沿って動いている様子は観察されなかった。次に、
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GFP-tubulinの共焦点顕微鏡を用いたタイムラプス観察から細胞表層付近の微小管伸長速
度を定量した。Kinesin-ARK RNAi細胞では、シロイヌナズナの変異体で見られたような
伸長速度の低下は確認できなかった (図 29A)。また、微小管を免疫染色し、細胞質中の
微小管量を測定したが、微小管の量が増加するという結果は得られなかった (図 29B)。
これらの結果から、ヒメツリガネゴケの kinesin-ARK はカウロネマ細胞において微小管
のダイナミクスにはほとんど影響を与えないことが示唆された。これは、RNAiによる不
完全なノックダウンや細胞種の違いによるものであるかもしれない。あるいは、シロイ

ヌナズナの ARKが進化の過程で新たな機能を獲得した可能性もある。 
 
 
 
Kinesin-ARKはプラス方向へのモーター活性を持つ 
 
	 現在までのところ、kinesin-ARKファミリーにおいてモーター活性は明らかにされてい
ない。ヒメツリガネゴケの kinesin-ARK がモーター活性を持つのか、そして、もしモー
ター活性を持つのであれば、それは微小管のプラスかマイナスのどちらの向きへ動くの

かを調べるため、以下の実験を行った。モータードメインと 2 量体化するためのドメイ
ンをもつ kinesin ARK-a の断片に GFP を融合したリコンビナントタンパク質を大腸菌か
ら精製し、in vitro微小管 gliding assayを行った (図 30A、B、kinesin ARK-a の 64-482 aa
を使用した。この部分は kinesin ARK-aから-dまで高度に保存されている)。この実験で
は、抗 GFP 抗体を介することで GFP 融合 kinesin モーターをガラスに張り付け、蛍光ラ
ベルした微小管をその上におき、その微小管の動きを全反射蛍光顕微鏡で観察すること

でモーター活性の有無を判断する。ATP存在下では、微小管は動き、その gliding速度は
11.7 ± 7.1 µm/分であったが (図 30C、平均 ± 標準偏差、~200 nm/秒)、加水分解されな
い、ATPのアナログである AMP-PNP存在下では、微小管が glidingする様子は観察され
なかった。次にモーターの方向性を評価するため、極性を示す微小管を用いた微小管

gliding assayを行った。その結果、微小管がマイナス方向へと動く様子が観察された (図
30D、E、動画 23、マイナス方向への微小管の動きは、kinesinがプラス方向への動きを持
つことを意味する)。これらの実験から、kinesin ARK-aは微小管のプラス方向への動きを
もったモータータンパク質であると結論づけた。 
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考察 
 
他の中心体をもたない細胞との比較とこれからの展開 
 
	 細胞分裂の様子を高解像度で観察したことによって、スピンドルの形成において、カ

ウロネマ細胞は他の中心体を持たない生物とは異なっていることが明らかになった。例

えば、分裂前中期に両極性への転換のような、動的な微小管が再構築されるにもかかわ

らず、速く、確実にスピンドルは構築されるという際立った特徴をもつ。核膜崩壊前の

微小管の非対称性は、他の中心体をもたない動物のシステムでは微小管がランダムに分

布するのと対照的である (Mahoney et al. 2006; Schuh and Ellenberg 2007)。27本の染色体が
適切に微小管と結合しなければならないが、核膜崩壊から分裂後期が始まるまでにたっ

た 10分しかかからない (図 2)。他の中心体のない生物の例を挙げると、タバコ培養細胞 
(BY-2細胞) では核膜崩壊から分裂中期までに約 45分 (Kurihara et al. 2008)、マウスの卵
母細胞では数時間 (Kitajima et al. 2011)、アフリカツメガエルの卵抽出液では 30分以上 
(Petry et al. 2011)、中心体をなくしたショウジョウバエの S2細胞では約 30分と、カウロ
ネマ細胞に比べるとかなり長い。そのため、カウロネマ細胞は他のメカニズム、例えば、

まだ同定されていない γ-tubulin 複合体を制御する因子を使って、これらの過程を確実に
しているのではないかと考えられる。ヒメツリガネゴケでは、基本的な分子生物学、細

胞生物学のツールが使えるので (Bezanilla et al. 2003; Bezanilla et al. 2005; Cove et al. 2006; 
Prigge and Bezanilla 2010)、微小管生成に関する新たな因子の探索は興味深い実験である。
そして、そのような因子が見つかることがあれば、細胞分裂や微小管の生成において、

動植物の相違点を比較検討していくことが可能になっていくであろう。 
 
 
 
分裂期における植物 kinesinの内在性局在解析 
 
	 本研究では、植物の分裂期において網羅的に kinesinの局在を解析した。ゲノム上の内
因性プロモーター下で誘導される遺伝子発現を多細胞の野生株で行ったことは非常に希

少であり、価値のあるものと考える。 
	 本研究において、分裂装置であるスピンドル、フラグモプラスト等に局在する kinesin
を 43個同定した。これはカウロネマ細胞で発現している 60個の kinesinの 72%にあたる 
(図 10)。植物は分裂期において重要な働きをする中心体や、他の微小管モータータンパ
ク質 dyneinに頼ることなく染色体分配を正確に行うため、分裂期に働く kinesinを増やし
てきたのかもしれない。また、多くのファミリーで高い相同性をもったものが分裂期を

通じて同じ局在を示すことから、冗長的な kinesinの存在も考えられる。この仮説を証明
するためにはそれぞれの kinesinのノックアウトによる解析が必要である。 
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	 シロイヌナズナやタバコなどの他の植物で調べられてきた kinesinはヒメツリガネゴケ
でも似たような局在を示した (例えば、kinesin 7-II (Nishihama et al. 2002; Strompen et al. 
2002)、kinesin 12-II (Lee et al. 2001)、kinesin 14-I (Ambrose and Cyr 2007; Ambrose et al. 2005; 
Chen et al. 2002))。シロイヌナズナの kinesin (61個) は構造が簡単なヒメツリガネゴケの
kinesin (78個) よりも少ないが (表 2)、これは、系統樹の比較から、kinesin 12-Iをヒメツ
リガネゴケが多く持っていることに起因する (ヒメツリガネゴケでは 18個、シロイヌナ
ズナでは 3個 (Shen et al. 2012; Zhu and Dixit 2011))。本研究において、ヒメツリガネゴケ
がもつ多くの kinesin 12-Iはスピンドル、フラグモプラストの分裂面で働くことが示唆さ
れた。種子植物ではスピンドルの両極性を助けるであろう PPBや分裂前期の polar capが
ヒメツリガネゴケにはないため (Bannigan et al. 2008; Lloyd and Chan 2006)、スピンドルの
両極性を確実にするためには、反平行微小管をクロスリンクするモータータンパク質が

必要となったのではないかと推測する。3つの kinesin 12-I (12-Ia、12-Id、12-Ie) が示した
特徴的な局在は (図 9、10)、PPBと細胞表層で分裂面を調節するシロイヌナズナの kinesin 
12-Iである POK1、POK2を想起させる (Muller et al. 2006)。 
	 Kinesin 12-I以外では、ヒメツリガネゴケとシロイヌナズナで kinesinの個数にあまり違
いがない。しかし、顕著に違う点があり、それはヒメツリガネゴケ kinesinには同じサブ
ファミリー内でかなり高い相同性をもつホモログが存在する点である。例えば、ヒメツ

リガネゴケもシロイヌナズナも kinesin-5 を 4 つもつが、At kinesin 5-c と 5-d の相同性 
(69%) をのぞくと、他の相同性は 39̶45%とヒメツリガネゴケのものよりも相同性が低い 
(ヒメツリガネゴケでは 72̶79%) (図 15B)。これは、シロイヌナズナの kinesin-5の機能が
より多様性をもっていることを示唆している (Bannigan et al. 2008)。実際、シロイヌナズ
ナでは、ひとつの kinesin-5 (AtKRP125) の変異だけで劇的な分裂期スピンドルの形成異
常が見られている (Bannigan et al. 2007)。 
	 網羅的な解析により、他にも興味深い知見を得た。Kinesin 4-Icを除き、残りの 42個の
kinesin のなかには、動物で研究されてきた局在とまったく同じ局在パターンを示すもの
は存在しなかった。例えば、動物細胞でキネトコアに局在する kinesin のホモログ 
(kinesin-8と kinesin-13) はヒメツリガネゴケでキネトコア局在を示さなかった。また、ヒ
メツリガネゴケの kinesin-5は、動物と酵母で働く場所として最も重要だと考えられてい
るスピンドルのミッドゾーンには局在しなかった (Banningan et al. の報告では微小管と
の共染色のデータはないが、シロイヌナズナの AtKRP125c はヒメツリガネゴケの
kinesin-5と似たような局在パターンかもしれない (Bannigan et al. 2007))。もちろん、ヒメ
ツリガネゴケのキネトコアやスピンドルミッドゾーンが存在しないというわけではなく、

kinesin-7-IIIや kinesin-13、kinesin-14等の局在がそれらの部位の存在を明白に示している。
これらの生物種間の違いは、アミノ酸配列の違いに起因するのかもしれない。他のケー

スでは、kinesin 12-Ia、12-Ib、7-IVが分裂後期のスピンドルで極付近に多く局在し、9個
の kinesinが分裂中期のスピンドルのミッドゾーンに多く局在しているが、このような局
在パターンも動物では報告されていない。これまでは動物での知見が一般化されてきた

が、植物と動物の細胞分裂における各 kinesinの機能と局在の保存性については再考する
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必要があるだろう。植物の kinesinは新たな細胞内機能を獲得して進化してきた可能性も
ある。あるいは、動物で保存されている機能は、冗長性などの理由によって、見落とさ

れてきたのかもしれない。多くの kinesinは植物で保存されているので、モデル植物とし
てよく用いられるシロイヌナズナといった種でさらなる研究がなされることが期待され

る。 
 
 
 
細胞分裂における kinesin-5の役割 
 
	 本研究では誘導型 RNAi系を用いて kinesin-5の機能を調べた。この系を用いると 3ヶ
月という短期間で複数のパラログを同時にノックダウンすることで表現型の評価が行う

ことができ、生存に必須な遺伝子にも対応できる (遺伝子ノックアウト法では生存に必
須な遺伝子は扱えない。また、複数のパラログを持つ場合、ノックアウト株を取得する

までに長い時間を要する)。Kinesin-5の RNAi株では、分裂後期以降での染色体分配の失
敗、スピンドル、フラグモプラストの形成異常、細胞質分裂の失敗という表現型が観察

された (図 19)。シロイヌナズナの根の細胞を含む (Bannigan et al. 2007)、他の多くの生
物種においては、kinesin-5 のノックダウン・変異体では、分裂前中期もしくは分裂中期
でスピンドルの崩壊が見られるため、ヒメツリガネゴケでの結果は予想外であった。哺

乳類の細胞で kinesin-5の阻害剤を使用した最近の報告によると、分裂後期特異的な阻害
ではスピンドルの伸長に異常が見られるが、スピンドルの形態には影響を与えない 
(Collins et al. 2013)。そのため、ヒメツリガネゴケの kinesin-5は新しい機能を獲得した可
能性が考えられる。しかしながら、シロイヌナズナの kinesin-5の変異株では分裂後期以
前に表現型が見られるため、分裂後期以降の表現型が見逃されている可能性を考慮する

と、種子植物でも同様の分裂後期での機能をもっている可能性は否定できない。一方で、

私の系では不完全な RNAiノックダウンにより、単極性のスピンドルが見られなかった、
すなわち、ヒメツリガネゴケの kinesin-5も分裂前中期におけるスピンドルの両極性に必
要だが、今回の RNAi を用いた解析では顕在化しなかったのかもしれない。他の可能性
として、このカウロネマ細胞において kinesin-5はスピンドルの両極性に必須ではないと
いうことも考えられる。というのも、哺乳類で kinesin-5と冗長的な働きをもつと考えら
れている kinesin-12のファミリー (Tanenbaum et al. 2009; Vanneste et al. 2009) を含む、16
個の kinesinがカウロネマ細胞においてスピンドルのミッドゾーンに局在しているからで
ある (図 10)。将来、kinesin-5のノックアウト株を作ることでこの点が明らかになると期
待される。 
	 本研究では分裂期後期以降の適切なスピンドルとフラグモプラストの形成に kinesin-5
が必要であることが示された。分裂後期以前の染色体整列異常や後期以降のラギング染

色体は、kinesin-5 の減少によりキネトコアと微小管が適切に結びつかなかったために生
じたものと考えられる。さらに、フラグモプラストが 2 つに裂かれた表現型も現れたこ
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とから (図 19)、kinesin-5は近接した平行な微小管を束ねることでフラグモプラストを形
成している可能性が考えられた。考えられるモデルを図 31に示した。平行な微小管を束
ねることはフラグモプラストの拡大に重要なメカニズムであることが最近提案されてい

る (Murata et al. 2013)。 
	  
 
 
核の配置における微小管と kinesin-ARKの役割 
 
	 本研究では、細胞分裂だけではなく、一般的に植物では actin依存的なメカニズムによ
ると考えられている核の配置にも焦点を当てた (Chytilova et al. 2000; Iwabuchi et al. 2010; 
Tamura et al. 2013)。ヒメツリガネゴケの先端成長するカウロネマ細胞において、微小管
と微小管モータータンパク質である kinesin-ARK ファミリーが染色体分離後の適切な核
の配置に必要であることを示した (図 32)。この結論を強くサポートするデータとして、
微小管重合阻害剤や kinesin-ARKのRNAiで分裂直後の核の配置に異常が見られたことが
挙げられる。しかし、これらの結果は actin や myosin がこれらの細胞で核の配置に関わ
っているという可能性は排除していない。実際、細胞周期の他のステージで核の配置の

メカニズムはよくわかっていない。たとえば、先端成長する間、核が先端成長する速度

と同じ速度で動き、細胞の中央に配置されるメカニズムなどはわかっていない。この過

程や他の過程において、actin-myosin依存的な力の発生が必要となってくる可能性は残さ
れている。 
	 Kinesin-ARK はどのようにして核を配置させているのだろうか？ ひとつの可能性は
kinesin-ARKが間接的に働いているということである。シロイヌナズナの ARKは in vitro
において NIMA-related kinaseと結合すること (Sakai et al. 2008)、遺伝学的に class I ADP 
ribosylation factor GTPase-activating protein (ARF-GAP) の AGD1と相互作用することが知
られている (Yoo and Blancaflor 2013; Yoo et al. 2008)。このことから未知のメカニズムを
介して、これらのシグナリング因子が核の配置を制御している可能性がある。あるいは、

kinesin-ARK が微小管ダイナミクスを制御し、それによって、細胞板に与える微小管の
pushing/pullingの力を変えているとの可能性も考えられる。しかし、今回の実験からヒメ
ツリガネゴケの kinesin-ARK RNAiで細胞分裂や、先端成長、微小管の量やダイナミクス
の異常は観察されなかった (図 23、29)。したがって、これらの可能性は排除できないが、
おそらく最もありそうなモデルは次の通りである。動物細胞で kinesinや dyneinが、また、
シロイヌナズナで myosin XIが行っているように、kinesin-ARKが核を積み荷として輸送
しているというモデルである。Kinesin-ARK が微小管のプラス端方向へのモーター活性
をもつこと、先端細胞での微小管ネットワークに極性があることはこのモデルを支持す

る。先端のカウロネマ細胞では、微小管は細胞質中で長軸方向に並ぶ (Doonan et al. 1985)。
微小管のプラス端をライブ観察した最近の報告によると、ヒメツリガネゴケの先端細胞

の頂端側では、先端に向かって微小管が伸び、一方で先端細胞の基部側 (核より基部側) 
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では極性は混ざり合っていることが示されている (Hiwatashi et al. 2014)。そのため、核を
先端側へ輸送する効率的な方法のひとつとして、一定の方向性をもった微小管上でプラ

ス方向への動きをもつ kinesin を使う方法は考えられるモデルである (図 33)。実際、先
端へと向かう核の周りには微小管が存在し、kinesin-ARKはこの微小管上に局在している。
このモデルを立証するためには、核膜と kinesin-ARK をつなぐアダプタータンパク質を
同定することが必要である。SUN-KASHタンパク質複合体はひとつの候補である (Zhou 
et al. 2014)。 
	 In vitroにおいて、精製した kinesin-ARKモーターは微小管 gliding活性を有しているこ
とを示した (図 30)。一方で、細胞内では kinesin-ARK-Citrineシグナルは微小管には局在
するが、プラス端方向への動きは観察されなかった (図 28、動画 22)。細胞表層付近で動
きが見えなかった原因として、kinesin-ARK が non-processive なモーターであることが考
えられる (kinesin が一歩しか歩くことができない)。あるいは、細胞表層で見られた
kinesin-ARKは不活性型の構造をとっており、積み荷が結合しない限り、動く様子は見ら
れないということも考えられる。実際、kinesin ファミリーの中には積み荷との結合で活
性型になる kinesinがいくつか存在することが知られている (Verhey and Hammond 2009)。
もし、核が kinesin-ARK の積み荷であるのならば、核は細胞表層よりずっと細胞の内側
にあるため、細胞表層付近で kinesin-ARK-Citrine の動きが見られなかったのは理にかな
っていると考える。なお、シロイヌナズナの ARK1のカルボキシ末端に GFPを融合した
ものは機能的であることは示されているが、本研究では Citrine を融合することで
kinesin-ARKの機能が失われた可能性は排除できていない。 
	 本研究において、kinesin ARK-aと-bでそれぞれ独自の機能を決定することはできてい
ない。1つのRNAiコンストラクトが同時に両方ともをノックダウンしているからである。
これら 2 つのタンパク質がかなり高い相同性を持っていること (アミノ酸レベルで
89.8% (ClustalW2 による))、細胞内局在において違いが見られなかったことを考えると、
それら 2つは冗長的な機能を果たしている可能性が高いであろう。 
	 本研究結果は、頂端細胞において核を動かす 4 つのメカニズムが存在することを示唆
している。1 つめは、分裂周期に核が新たな細胞の中央に向かう動きである (図 24B の
3–21 min、図 32の phase I)。この動きはオリザリンによって阻害されることから微小管依
存的な移動であると考えられる。2つめは、核が分裂面の方向に少し戻る動きである (図
24Bの 24–51 min、図 32の phase II)。これもまた微小管依存的であり、actinには非依存
的である (図 25)。頂端細胞での微小管の配向を考慮すると (Hiwatashi et al. 2014)、微小
管のマイナス方向への動きをもった kinesinによって核が輸送されているという可能性が
考えられる。3つめは、微小管と kinesin-ARKの働きにより (おそらくは核を積み荷とし
て)、核が細胞中央へと向かう動きである (図 24Bの 54–81 min、図 32の phase III)。もし
kinesin-ARK が核を積み荷として運ぶというモデルが正しければ、in vitro で見られた
kinesin-ARK モーターの微小管 gliding 速度よりも核の移動速度が遅い理由として、
kinesin-ARKと反対方向へと動くモーターや微小管結合タンパク質、また、細胞質中の粘
弾性などによる影響が考えられる。最後は、kinesin-ARK RNAi下で分裂面にとどまった
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核が次の分裂期に向けて、細胞の中央に向かう動きである (動画 15、図 32の phase IV)。
この移動のため、分裂面は完全ではないが、ある程度は回復する (図 26)。まだ同定され
ていない微小管のプラス端方向への動きをもった kinesinや全体的な微小管の再構築など
のメカニズムがこのタイプの核の動きに関係しているのかもしれない。 
	 本研究では、植物細胞での核の配置についての新たなメカニズムを発見した。つまり、

核が微小管、および kinesin依存的なメカニズムによって移動しているということである。
この発見により、微小管、および kinesin依存的な核の動きは、菌類、動物、植物で広く
保存されていることが示唆された。どのメカニズムを優先的に使うかは細胞種により異

なるのであろう。実際、actin-myosinの系も動物細胞において、核の動きに重要であると
の報告がある (Gundersen and Worman 2013; Norden et al. 2009)。種子植物で同様の微小管
および kinesin依存的なメカニズムが存在するのかはわかっていないが、興味深いことに、
マメ科植物の根毛細胞では微小管は actin依存的な核の動きを防ぐのに必要であることが
示されている (Lloyd et al. 1987)。種子植物において、kinesin-ARKが核の配置に関わって
いることを調べるのは興味深いことであろう。 
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材料と方法 
 
 
ヒメツリガネゴケの培養と形質転換  
	 形質転換は標準的な PEG法に従った (Nishiyama et al. 2000)。ヒメツリガネゴケの培養
には BCDAT培地を用いた。培養条件は 25 ℃、4000ルクスの明条件で行った。 
 
 
プラスミド  
	 本研究で用いたプラスミド、PCRプライマーを表 4、5に示す。局在スクリーニングで
用いた mCherryと α-tubulinは PCRによって遺伝子増幅し、イネ actinプロモーター、rbcS
ターミネーター、薬剤耐性マーカーaph4カセット、ヒメツリガネゴケのゲノム配列 PIG1
を含んだベクターにクローニングした。カルボキシ末端に Citrineをつないだ kinesinのプ
ラスミドは、kinesin遺伝子のカルボキシ末端約 1 kbと 3′-UTR 約 1 kbを PCRで増幅し、
citrine遺伝子、nopaline synthase polyadenylation signal (nos-ter)、 薬剤耐性マーカーnptII
カセットを含んだベクターにクローニングした。citrine 遺伝子の開始コドンである ATG
は TTGに変えてある。RNAiスクリーニングでは、cDNAから 700 bpほどの断片を PCR
で増やし、誘導型 RNAiシステムの pGG626ベクター (Nakaoka et al. 2012) に Gateway LR 
systemを用いて組み込んだ。 
 
 
顕微鏡観察、薬剤処理、免疫染色  
	 観察用のプレートには 35 mm ガラスボトムディッシュ (MatTek) もしくは、6 穴ガラ
スボトムプレート (IWAKI) を使用した。このディッシュに BCD培地を 3 ml加え、固め
た後、中央のガラス部分の寒天を切り取り、約 50 µlの BCD培地を薄く塗り広げた。BCD
培地を薄く塗った部分にヒメツリガネゴケ原糸体を置き、25 ℃、4000ルクスの明条件で
4-5日培養したものを観察に使用した。RNAi株の観察には BCD培地に β-estradiolを 1 µM
になるように加え、5-6 日培養したものを観察した。高解像度の観察には顕微鏡 TE2000 
(Nikon)、100倍レンズ (1.40-NA)、60倍レンズ (1.40-NA)、40倍レンズ (1.30-NA)、共焦
点スキャナユニット CSU-X1 (Yokogawa)、EMCCDカメラ ImagEM  (Hamamatsu) を使用
した。画像は 10秒、30秒、もしくは 1分ごとに撮影した。微小管のダイナミクスの観察
には 1.5倍の中間変倍と 100倍レンズを用いて、3秒ごとに撮影した。低倍での観察には
顕微鏡 Ti (Nikon)、20倍レンズ (0.75-NA)、10倍レンズ (0.45-NAか 0.40-NA)、EMCCD
カメラ Evolve (Roper)、iXon3 (Andor) を使用した。画像は 1分、もしくは 3分ごとに撮
影した。細胞内での斜光照明顕微鏡、微小管 gliding assayの全反射蛍光顕微鏡にによる観
察には、顕微鏡 Ti (Nikon)、100倍レンズ (1.49-NA)、EMCCDカメラ Evolve (Roper) を使
用した。細胞内での観察にはさらに 2.5 倍の変倍レンズを用いた。画像は細胞内では 3
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秒ごと、微小管 gliding assayでは 1秒ごとに撮影した。これらの顕微鏡は Micro-Manager
により制御した (Edelstein et al. 2010)。画像解析には ImageJを使用した。 
	 RNAiスクリーニングでは 6穴ガラスボトムプレートを使用し、観察中に培地が乾燥す
るのを防ぐため、観察の 1時間以上前に約 1 mLの水を加えた。薬剤処理の実験では、観
察の直前に余分な培地を切り取り 1.5 mLの水を加えて観察を始め、分裂後期の始まりか
ら 5－6分後、もしくは 20－21分後に 0.5 mLの薬剤を含んだ水を加えた。薬剤のストック
濃度は、20 mM オリザリン (AccuStandard) in DMSO、25 mM ラトランキュリン B 
(AdipoGen) in DMSO、20 mM サイトカラシン B (Wako) in DMSOである。薬剤処理の最
終濃度は 10 µM オリザリン (0.05% DMSO)、25 µM ラトランキュリン B (0.1% DMSO)、
200 µM サイトカラシン B (1.0% DMSO) であり、コントロールには 0.5%、もしくは 1.0% 
DMSOを使用した。微小管の免疫染色は基本的に Nakaoka et al.に従った (Nakaoka et al. 
2012)。35 mm ガラスボトムディッシュで 6 日間培養したカウロネマの微小管を DM1A
抗体を用いて染色した。 
 
 
ウエスタンブロッティング  
	 液体窒素で凍らせた原糸体 (カウロネマ細胞とクロロネマ細胞を含む) を乳鉢、乳棒を
用いて凍結破砕し、SDS を含むバッファーを用いて細胞抽出液を作製。SDS-PAGE、ト
ランスファー後、一次抗体として抗 GFP抗体 (JL8, 1:1000) を、二次抗体として抗マウス
HRP抗体 (1:1000) を使用した。 
 
 
PCRによるジェノタイピング  
	 ジェノタイピングに用いたゲノム DNAは以下のように用意した。まず、BCDAT培地
で 1-2週間培養した原糸体細胞 (カウロネマ細胞とクロロネマ細胞を含む) を液体窒素に
より凍らせ、10× PCR buffer (160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris·HCl, 0.1% Tween-20, pH 8.8) 
を加え、ピペットマンのチップで破砕した。65 ℃で 10 分温めた後、遠心によって上清
を集めた。PCR による遺伝子の増幅は KOD FX neo (TOYOBO) を使用した。
Kinesin-Citrine ラインの取得に関して、PCR によるジェノタイピングはひとつの kinesin
遺伝子に対し 15株で行った。 
 
 
定量的 RT-PCR 
	 原糸体細胞 (カウロネマ細胞とクロロネマ細胞を含む) から全 RNA を RNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen) を用いて精製し、DNase 処理を行った。この RNA から PrimeScript II 
first-strand cDNA Synthesis Kit (TAKARA) を用いて一重鎖 cDNA を合成した。定量的
RT-PCR (Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR)) は Power SYBR Green PCR Master Mix
と 7500 Real-Time PCR system (model 7500; Applied Biosystems) を用いて行った。TUA1 
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(α-tubulin) 遺伝子を内在スタンダードとして用いて解析を行った (Nakaoka et al. 2012)。
定量的 RT-PCRに用いたプライマーは表 6に示す。 
 
 
アミノ酸配列を用いた解析  
	 MAFFT ver. 7.043を用いて (Katoh et al. 2002; Katoh and Standley 2013)、それぞれのアミ
ノ酸配列を並べ、その配列を MacClade ver. 4.08を用いて、手作業でギャップを削除し並
べ直した。その後、JTT (Jones-Taylor-Thornton) モデルに従い (Jones et al. 1992)、MEGA5
を用いて、近隣結合法による系統樹 (neighbor-joining tree) を作成した (Tamura et al. 
2011)。図 10 では 66 遺伝子の相対的進化距離を求めるため、189 アミノ酸残基を使用し
た (図 15Aでは 9遺伝子で 989アミノ酸残基を、図 21Aでは 9遺伝子で 641アミノ酸残
基を使用した)。分岐のブートストラップ確率は 1000回の繰り返し計算によって求めた。 
 
 
遺伝子 ID 
	 The Arabidopsis Information Resource (http://www.arabidopsis.org) と Phytozome 
(http://www.phytozome.net) のデータベースからヒメツリガネゴケ、シロイヌナズナ、イ
ヌカタヒバの配列を取得した。ゼニゴケの kinesin-5 の配列は河内博士、西浜博士 (とも
に京都大学) に頂いた。使用したシロイヌナズナの遺伝子 IDは At ARK-1 (AT3G54870)、
At ARK-2 (AT1G01950)、At ARK-3 (AT1G12430)、At kinesin 5-a (AT2G37420, AtKRP125a)、
At kinesin 5-b (AT2G36200, AtKRP125b)、At kinesin 5-c (AT2G28620, AtKRP125c)、At 
kinesin 5-d (AT3G45850) である。シロイヌナズナの kinesin-5の遺伝子名は Zhu and Dixit 
に従った (Zhu and Dixit 2011)。ヒメツリガネゴケの遺伝子 IDは表 1、4、5に示す。 
 
 
タンパク質精製  
	 Kinesin ARK-aのモータードメインと 2量化ドメイン、mGFPは大腸菌発現用コンスト
ラクト (pET23a (Novagen)) にクローニングした。表 7に示したプライマーを用いて PCR
を行った。まず、HindIII/XhoI による切断でコンストラクト pTM475 (mGFP-6×His) を作
成 し 、 続 い て NdeI/NotI に よ る 切 断 で コ ン ス ト ラ ク ト pGG886 
(Kinesin-ARK-a-motor-mGFP-6×His) を作成した。リコンビナントタンパク質は pGG886
を大腸菌 SoluBL21株 (Genlantis) に形質転換し、0.2 mM IPTG、18℃の条件で誘導を行い
発現させた。250 mL の培養から得られた大腸菌ペレットは溶解バッファー (50 mM 
NaPO4、pH 8.0、250 mM NaCl、2 mM MgCl2、20 mM imidazole、10 mM 2-mercaptoethanol、
1 mM ATP、 protease inhibitors) 液中でホモジェナイズし  (ホモジェナイザーは
Branson-Emerson Sonifier 250D-Advanced  (BRANSON) を用いた )、遠心後、上清を
Ni-NTAビーズに結合させ、洗浄バッファー (50 mM NaPO4、pH 6.0、250 mM NaCl、1 mM 
MgCl2、60 mM imidazole、10 mM 2-mercaptoethanol、0.1 mM ATP) で洗浄した。その後、
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目的タンパク質を溶出バッファー (50 mM NaPO4、pH 7.2、250 mM NaCl、1 mM MgCl2、
500 mM imidazole、10 mM 2-mercaptoethanol、0.1 mM ATP) で溶出した。バッファーは PD 
MiniTrap G-25 (GE Healthcare) を用いて、10 mM 2-mercaptoethanolと 0.1 mM ATPを含ん
だ BRB80 (80 mM K-PIPES、pH 6.8、2 mM MgCl2、1 mM EGTA) に置換した。さらにリ
コンビナントタンパク質はタキソールで安定化した微小管と 1 mM AMP-PNP を用いて
アフィニティー精製を行い、混合物は 80,000 g、15分、25 ̊Cの超遠心後、5 mM ATPを
加えてリリースした。微小管 gliding assayにはこのように精製した直後のリコンビナント
タンパク質を用いた。 
 
 
微小管 gliding assay 
	 従来よく使われている微小管 gliding assay (Woehlke et al. 1997) に少しの改良を加えて
実験を行った。フローチャンバーは両面テープを用いてスライドガラスとシラン化した

カバーガラスを重ねて作成した。カバーガラスは抗 GFP抗体 (rabbit polyclonal、アフィ
ニティー精製済) で表面をコートした。フローチャンバーを BRB80で洗い流した後、精
製した GFP融合タンパク質 (kinesin ARK-a-motor-mGFP-6×His) を流し込んだ。そして、
0.5 mg/ml k-casein を含んだ BRB80 で洗い流した後、motility バッファー (BRB80、 
GMP-CPP で安定化し、蛍光色素 Alexa 568 でラベルした微小管、2 mM ATP もしくは
AMP-PNP、0.5 mg/ml k-casein、0.1% methylcellulose、20 µM taxol、oxygen scavenger system 
(50 mM glucose、400 µg/ml glucose-oxidase、200 µg/ml catalase、4 mM DTT (Li et al. 2012))) 
をフローチャンバーに流し込み、全反射蛍光顕微鏡によって観察を行った。極性を示す

微小管 (polarity-marked microtubules) は、まず、蛍光色素を多く含む明るい微小管を重合
し (bright MTs seed (80% ラベルしていない tubulin: 20% Alexa 568でラベルした tubulin))、
続いて蛍光色素を少なくした暗い微小管を重合した (dim MTs (67% ラベルしていない
tubulin: 2% Alexa 568でラベルした tubulin: 31% NEM (N-ethylmaleimide)-tubulin))。Gliding 
速度は ImageJを用いて作成したキモグラフにより解析した。 
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表 1  ヒメツリガネゴケの kinesin superfamily 

Subfamily 
Physcomitrella patens 

Gene name (accession number/Phypa_#) 

Homologues in other species 

(selected) 
Kinesin-1 - HsKIF5, DmKHC 
Kinesin-2 2 (425592) HsKIF17 
Kinesin-3 - HsKIF1A, CeUNC-104 

Kinesin-4 

4-1a (437833) 

AtFRA1, HsKIF4, DmKlp3A 

4-1b (438737) 
4-1c (432365) 
4-1d (453193) 
4-1e (441211) 
4-2a (447296) 
4-2b (433281) 
4-2c (446183) 

Kinesin-5 
5-a (457162) 

AtKRP125c, HsEg5, DmKlp61F, 
AnBimC, ScCin8, SpCut7 

5-b (447260) 
5-c (425536) 
5-d (423604) 

Kinesin-6 - HsMKLP1 

Kinesin-7 

7-1a (447411) 

AtNACK1/AtHIK, HsCENP-E 

7-1b (437231) 
7-2a (458197) 
7-2b (432536) 
7-2c (454208) 
7-3 (426030) 
7-4 (452429) 

Kinesin-8 
8-1a (453903) HsKIF18, MmKIF19, DmKlp67A, 

ScKip3, SpKlp5/6 8-1b (424121) 
8-2 (458481) 

Kinesin-9 
9-1a (458410) 

HsKIF9 9-1b (425498) 
9-1c (428375) 

Kinesin-10 - HsKid, DmNod 
Kinesin-11 - HsKIF26A 

Kinesin-12 

12-1a (444072) 

AtPOK1, AtPAKRP1, 
HsKIF15/HsXklp2 

12-1b (440218) 
12-1c (442090) 
12-1d (437562) 
12-1e (434464) 
12-1f (432190) 
12-1g (432169) 
12-1h (454564) 
12-1i (432906) 
12-1j (445541) 
12-1k (422406) 
12-1l (431567) 

12-1m (453302) 
12-1n (426336) 
12-1o (437642) 
12-1p (455320) 
12-2a (422514) 
12-2b (422285) 
12-2c (440124) 
12-2d (428714) 

Kinesin-13 
13-1a (427794) AtKinesin13A, HsMCAK, HsKIF2A, 

DmKlp10A 13-1b (438664) 
13-1c (456175) 
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Kinesin-14 

14-1a (439730) 

AtATK1, AtATK5, AtKAC1/AtKCA1, 
AtKCBP, HsHSET, DmNcd 

14-1b (438782) 
14-2a (430601) 
14-2b (439319) 
14-2c (436987) 
14-2d (441550) 
14-3a (459874) 
14-3b (424496) 
14-4 (435249) 

14-5a / KAC1 (437825) 
14-5b / KAC2 (435597) 

14-6a (439249) 
14-6b (450599) 
14-6c (428061) 
14-6d (458819) 

Kinesin-ARK 

ARK-a (455498) 

AtARK1 
ARK-b (453488) 
ARK-c (425827) 
ARK-d (427907) 

ARK-like (446331) 

Orphan Kinesin 

Orph-1a (457477) 

 

Orph-1b (453299) 
Orph-2a / KINID1b (436446) 
Orph-2b / KINID1a (430757) 

Orph-3 (441202) 
Orph-4a (431083) 
Orph-4b (451243) 
Orph-4c (437822) 
Orph-4d (453297) 

 

用いた略語を次に示す。An (Aspergillus nidulans、糸状菌)、At (Arabidopsis thaliana、

シロイヌナズナ)、Ce (Caenorhabditis elegans、線虫)、Dm (Drosophila melanogaster、

ショウジョウバエ)、Hs (Homo sapiens、ヒト)、Mm (Mus musculus、マウス)、Sc 

(Saccharomyces cerevisiae、出芽酵母)、Sp (Schizosaccharomyces pombe、分裂酵母)。 
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表 2  ヒメツリガネゴケとシロイヌナズナの kinesin遺伝子数の比較  

Subfamily P. patens A. thaliana 
Kinesin-1 - 1 
Kinesin-2 1 - 
Kinesin-3 - - 
Kinesin-4 8 3 
Kinesin-5 4 4 
Kinesin-6 - 1 
Kinesin-7 7 15 
Kinesin-8 3 2 
Kinesin-9 3 - 
Kinesin-10 - 3 
Kinesin-11 - - 
Kinesin-12 20 6 
Kinesin-13 3 2 
Kinesin-14 15 21 

Kinesin-ARK 5 3 
Orphan Kinesin 9 - 

Total 78 61 
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表 3  細胞分裂期での kinesinの局在のまとめ  

Phase Location Kinesin Total 

Prophase 

Nucleus 4-Ic, 12-IId, 14-Ia, b, Orph-IIa, b 6 

Nucleolus 4-Ic, 12-If, g 3 

Kinetochore 7-III 1 

MTs 5-a, b, c, d, ARK-a, b 6 

Prometaphase 

Chromosome 4-Ic, 12-If, g 3 

Kinetochore 7-III 1 

MTs 

(midzone) 

8-II, 12-Ie, h, i, 13-b, c, 14-Ia, b, 14-IIa, c, 14-IIIa, 

b 

ARK-a, b, d, Orph-IIa, b 

17 

MTs 

(intra-spindle) 
5-a, b, c, d, 7-IV, 14-Ia, b, 14-IIa, c, ARK-a, b, d 12 

MTs 

(polar region) 

5-a, b, c, d, 7-IV 

12-Ib, 14-IIa, c, ARK-a, b, d 
11 

Metaphase 

Chromosome 4-Ic, 12-If, g 3 

Kinetochore 7-III 1 

MTs 

(midzone) 

7-IIa, b, c, 8-II, 12-Ie, h, i 

13-a, b, c, 14-Ia, b, 14-IIIa, b, Orph-IIa, b 
16 

MTs 

(intra-spindle) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 13-a, b, c 

14-Ia, b, 14-IIa, c, 14-IIIa, b, ARK-a, b, d 
17 

MTs 

(polar region) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 12-Ib 

13-a, b, c, 14-IIa, c, ARK-a, b, d 
14 

Anaphase 

Chromosome 4-Ic 1 

Kinetochore 7-III 1 

MTs 

(midzone) 

4-Ic, 7-IIa, b, c, 7-IV, 8-Ia, b, 8-II, 12-Id, e, f, g, h, 

i, k, o, p 

12-IIc, 13-a, b, c, 14-Ia, b, 14-IIIa, b, ARK-a, b, d, 

Orph-IIa, b 

30 

MTs 

(intra-spindle) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 12-IIc, 13-a, b, c 

14-Ia, b, 14-IIIa, b, ARK-a, b, d 
16 
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MTs 

(polar region) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 12-Ia, b, 12-IIc, 13-a, b, c 

14-Ia, b, 14-IIa, c, 14-IIIb, ARK-a, b, d 
19 

Cytokinesis 

Phragmoplast 

equator 

4-Ia, c, 7-IIa, b, c, 8-Ia, b, 8-II, 12-Ib, e, k, f, g, h, i, 

o, p 

12-IIa, c, d, 13-a, b, c, Orph-IIa, b, Orph-IVc 

26 

MTs 

(intra-phragmoplast) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 13-a, b, c 

14-Ia, b, 14-IIIa, b, ARK-a, b, d 
15 

MTs 

(polar region) 

5-a, b, c, d, 7-IV, 13-a, b, c 

14-Ia, b, 14-IIa, c, 14-IIIb, ARK-a, b, d 
16 

Phragmoplast edge 12-Ia, d, e 3 

 

細胞分裂期それぞれの時期での kinesin の局在を表にまとめた。一番右の段はそ

の時期と場所で検出された kinesinの数を表す。 
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表 5  Kinesin RNAiコンストラクトに用いた PCR primerの配列  

Kinesin 
name 

Kinesin RNAi 
forward primer 
(5’!3’) 

Kinesin RNAi 
reverse primer 
(5’!3’) 

Accession 
number 
(Phypa #) 

Locus name Plasmid Note 

4-1a 
CACCgcggccgcGACA

ACGATCTGTCCATG

GAGG 

ATAggcgcgccTGGGT

TACAAGATTGAAC

GTGG 

437833 Pp1s74_30V6|
Pp1s74_30V6.
1 

pMN374  

4-1a 
CACCgcggccgcCAGG

GATTGACGCCCTGA

GCAC 

ATAggcgcgccGTCAC

AGATTCCTTCTTTC

TGG 

437833 Pp1s74_30V6|
Pp1s74_30V6.
1 

pMN464  

4-1b 
CACCgcggccgcTGAT

GGAACTAAGACTA

CAAGC 

ATAggcgcgccGGTGC

TGTGAGTCAGTGC

TAG 

438737 Pp1s80_21V6|
Pp1s80_21V6.
1 

pMN376  

4-1c 
CACCgcggccgcCTCA

TGTTTGGTGTCGCA

TCC 

ATAggcgcgccTCACC

GCGATTTGCACAT

CG 

432365 Pp1s42_71V6|
Pp1s42_71V6.
1 

pMN356  

4-1d 
CACCgcggccgcGGAA

ATTCACGATCTTCT

GG 

ATAggcgcgccTGCCC

TTGCACATACAAG

CTC 

453193 Pp1s237_18V
6|Pp1s237_18
V6.1 

pMN330  

4-1d 
CACCgcggccgcGGTT

GCCTGGCTTGAAGC

TAGC 

ATAggcgcgccGACCT

CGTGCTGCACATA

CG 

453193 Pp1s237_18V
6|Pp1s237_18
V6.1 

pMN425  

4-1e 
CACCgcggccgcACAA

ACATGAATTCTCAC

TCC 

ATAggcgcgccGTCAA

GCCCATCATCAAG

TTCC 

441211 Pp1s98_189V
6|Pp1s98_189
V6.1 

pMN388  

4-1e 
CACCgcggccgcAGAC

GGATAATATGTTGA

AAG 

ATAggcgcgccGCTAA

ATTTAAAAGAGGT

TTG 

441211 Pp1s98_189V
6|Pp1s98_189
V6.1 

pMN474  

4-2a 
CACCgcggccgcGTCG

CATCTATCCGAGAC

C 

ATAggcgcgccATGGG

TCTCATGTACTTTT

GG 

447296 Pp1s158_177
V6|Pp1s158_1
77V6.1 

pMN414  

4-2b 
CACCgcggccgcGAAA

CTTACACGAATGCT

AC 

ATAggcgcgccGGTTA

CCCAGTCAGTCAT

AGG 

433281 Pp1s47_261V
6|Pp1s47_261
V6.1 

pMN359  

4-2c 
CACCgcggccgcAGGA

AGATGTCTACACCA

ACTG 

ATAggcgcgccGACTC

CCTGTACGGTACA

TGC 

446183 Pp1s146_76V
6|Pp1s146_76
V6.1 

pMN310  

5-a 
CACCgcggccgcGGAC

TAATCTTGTTCATA

CTCG 

ATAggcgcgccAGTCT

AACAGGTCCACCG

ACG 

457162 Pp1s315_14V
6|Pp1s315_14
V6.1 

pMN437  

5-b 
CACCgcggccgcTGCC

CTTGTCGAACATCT

AGGG 

ATAggcgcgccGAGC

GATTTCTGGGTTTC

ATTC 

447260 Pp1s158_7V6|
Pp1s158_7V6.
1 

pMN316 図 17Aの 2nd 
construct 

5-b 
CACCgcggccgcGGTT

CACACAGCTGTGC

ATGC 

ATAggcgcgccGGAGT

GGGACTTCACTAC

ATCG 

447260 Pp1s158_7V6|
Pp1s158_7V6.
1 

pMN415 図 17Aの 3rd 
construct 

5-c 
CACCgcggccgcTTTG

TAATTACAAATCAG

AG 

ATAggcgcgccGTGCT

CTTGGAAGCTAGC

AGC 

425536 Pp1s13_177V
6|Pp1s13_177
V6.1 

pMN305 図 17Aの 4th 
construct 

5-d 
CACCgcggccgcCATT

TGAACGAAACAAC

AGAG 

ATAggcgcgccGGAG

CTGGGCATGATCT

TTCC 

423604 Pp1s6_143V6|
Pp1s6_143V6.
1 

pMN363 図 17Aの 5th 
construct 
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5-d 
CACCgcggccgcCAAT

CTTATTCAAACGTC

TGTC 

ATAggcgcgccCATCG

GAACCGCCGATAA

CAC 

423604 Pp1s6_143V6|
Pp1s6_143V6.
1 

pMN454 図 17Aの 6th 
construct 

7-1a 
CACCgcggccgcGTGG

AGATCAACGAGCT

ACGTG 

ATAggcgcgccTCGAC

TAGATACAGTATT

CTC 

447411 Pp1s160_43V
6|Pp1s160_43
V6.1 

pMN317  

7-1a 
CACCgcggccgcAAAG

TTGAAGAAGGAAA

AAG 

ATAggcgcgccGGTCA

CAATTTGCTGATA

GATC 

447411 Pp1s160_43V
6|Pp1s160_43
V6.1 

pMN416  

7-1b 
CACCgcggccgcAGCG

GATCAAGTCTGCG

GTC 

ATAggcgcgccTGGAG

CAAATCATTTTGC 

437231 Pp1s70_159V
6|Pp1s70_159
V6.1 

pMN369  

7-1b 
CACCgcggccgcAGAG

AAAGAGGCATCAC

TTC 

ATAggcgcgccAGGA

GTTACTTTCAAAG

GAGG 

437231 Pp1s70_159V
6|Pp1s70_159
V6.1 

pMN459  

7-2a 
CACCgcggccgcATTC

GCAACTAGGGCGA

AGG 

ATAggcgcgccGTGGC

GCGAAGGCTGTGC

ATTG 

458197 Pp1s343_28V
6|Pp1s343_28
V6.1 

pMN346  

7-2a 
CACCgcggccgcCAAA

TCCGACCTTAATTC

AAGC 

ATAggcgcgccGATCC

TCGCTACCACTTCA

GC 

458197 Pp1s343_28V
6|Pp1s343_28
V6.1 

pMN441  

7-2b 
CACCgcggccgcGTAA

CACCCTTGCATTTG

C 

ATAggcgcgccGCTGT

GGCACGAAGGTTG

TGC 

432536 Pp1s43_22V6|
Pp1s43_22V6.
1 

pMN357  

7-2b 
CACCgcggccgcGGAC

ATCACAAGCAAGT

AGCTTC 

ATAggcgcgccGCTTG

TAGATGAGCTGGA

GCC 

432536 Pp1s43_22V6|
Pp1s43_22V6.
1 

pMN449  

7-2c 
CACCgcggccgcTAAT

CAAAATTTGCGAA

GC 

ATAggcgcgccACCTC

TTCTTCCTCCAGC 

454208 Pp1s255_53V
6|Pp1s255_53
V6.1 

pMN336  

7-3 
CACCgcggccgcGGCT

GAAATTGAGAGTT

CTTC 

ATAggcgcgccTGCTT

CTTGCACCATCCTG

TTC 

426030 Pp1s14_442V
6|Pp1s14_442
V6.1 

pMN309  

8-1a 
CACCgcggccgcCTTC

AAAATCGAGCAGA

GC 

ATAggcgcgccTTCTT

CAAATCTAGACAT

ATCG 

453903 Pp1s249_44V
6|Pp1s249_44
V6.1 

pMN335  

8-1a 
CACCgcggccgcTCAA

GCCGGGCCCCGTGT

C 

ATAggcgcgccGCTCT

CGGCTGCGTTTGTC

TTG 

453903 Pp1s249_44V
6|Pp1s249_44
V6.1 

pMN430  

8-1b 
CACCgcggccgcTGCT

CATTAATGACCTCT

GCTG 

ATAggcgcgccAGATC

TTTGAGAATGACC

ACC 

424121 Pp1s7_82V6|P
p1s7_82V6.1 

pMN368 形質転換体

得られず 

8-1b 
CACCgcggccgcGGAT

GGAGATGTAGTGT

CCTCG 

ATAggcgcgccGTGCT

GACCACTGAACTG

TTATC 

424121 Pp1s7_82V6|P
p1s7_82V6.1 

pMN458  

8-2 
CACCgcggccgcTTGT

CCTCAGAGAGGAT

TCC 

ATAggcgcgccGTGAC

GGTGTTGTCATTGC

TG 

458481 Pp1s353_36V
6|Pp1s353_36
V6.1 

pMN348  

12-1c 
CACCgcggccgcGTTG

ATGGAGAGCGTTTT

CGAG 

ATAggcgcgccACGA

GCGATTCAACTTCT

TCC 

442090 Pp1s105_205
V6|Pp1s105_2
05V6.1 

pMN302  

12-1d 
CACCgcggccgcGATG

AAATTCTTGAAGCA

CAG 

ATAggcgcgccGGACT

GCTTCCGGCTGAT

CTCTTC 

437562 Pp1s72_7V6|P
p1s72_7V6.1 

pMN461  
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12-1e 
CACCgcggccgcGAAG

AGAGCGCACGACA

TGTCAGC 

ATAggcgcgccGCTGC

TCAGTAAGAGCAC

TAAG 

434464 Pp1s54_20V6|
Pp1s54_20V6.
1 

pMN361  

12-1e 
CACCgcggccgcGGAA

AAGGATGAAGGAG

TAGAG 

ATAggcgcgccACCGA

AAACGCCCTTCAT

AGG 

434464 Pp1s54_20V6|
Pp1s54_20V6.
1 

pMN452  

12-1f 
CACCgcggccgcCGAC

TCTGAGTCTCAATG

GAG 

ATAggcgcgccATGTG

ATCGCAACTGATC

TACA 

432190 Pp1s41_285V
6|Pp1s41_285
V6.1 

pMN355  

12-1f 
CACCgcggccgcGAGT

TGGAAAGCGAAAT

GCAC 

ATAggcgcgccAATTC

TCGGAGTGCTTCC

ATGG 

432190 Pp1s41_285V
6|Pp1s41_285
V6.1 

pMN447  

12-1g 
CACCgcggccgcAGAA

CTTCAAGTTGAGCA

ATCC 

ATAggcgcgccTTTTC

TCCCGATATTCTTG

C 

432269 Pp1s41_148V
6|Pp1s41_148
V6.1 

pMN446  

12-1h 
CACCgcggccgcGGTA

GCAGTTTCCAAACT

TCAGG 

ATAggcgcgccGCTCT

TGGGCAGAGCGCT

CAGCA 

454564 Pp1s262_54V
6|Pp1s262_54
V6.1 

pMN338  

12-1h 
CACCgcggccgcGGAG

TTACTTGGAGTGAA

GTTGG 

ATAggcgcgccATCTT

AGACTTGAATTTA

ACG 

454564 Pp1s262_54V
6|Pp1s262_54
V6.1 

pMN433  

12-1i 
CACCgcggccgcGATG

CTGGTGAAGCAGC

AGTTCG 

ATAggcgcgccGCATC

CATCCTCGCAATG

TCC 

432906 Pp1s45_257V
6|Pp1s45_257
V6.1 

pMN358  

12-1i 
CACCgcggccgcTGAA

GAAATTCAGCACA

AC 

ATAggcgcgccGGAC

ATCTACTGCTAGC

CTCTG 

432906 Pp1s45_257V
6|Pp1s45_257
V6.1 

pMN450  

12-1k 
CACCgcggccgcGCTG

AGGAAATGGAAGC

GGAGC 

ATAggcgcgccGCTGC

TCTTTGAAGTAGG

TCG 

422406 Pp1s2_320V6|
Pp1s2_320V6.
1 

pMN418  

12-1l 
CACCgcggccgcCAGT

GACAGCTGAGTTGT

CAGC 

ATAggcgcgccGGACT

GCAGCCCCACAAC

CTGAG 

431567 Pp1s38_275V
6|Pp1s38_275
V6.1 

pMN352  

12-1l 
CACCgcggccgcTCGT

GACGAATTTGAGA

TGG 

ATAggcgcgccTTGAA

TTGTTGCACCTCAT

C 

431567 Pp1s38_275V
6|Pp1s38_275
V6.1 

pMN444  

12-1m 
CACCgcggccgcAGTG

ATGAAGAAGGCAC

CAC 

ATAggcgcgccGCTTG

TGTTGTTCTTCCTT

TCG 

453302 Pp1s239_28V
6|Pp1s239_28
V6.1 

pMN331  

12-1m 
CACCgcggccgcAGCT

AGAATATGTTTGCA

GG 

ATAggcgcgccAGGA

CTTGATGAAGTAT

TCAAG 

453302 Pp1s239_28V
6|Pp1s239_28
V6.1 

pMN426  

12-1n 
CACCgcggccgcGAGA

TCCATAACGAGCAT

ATCAC 

ATAggcgcgccGATAC

ATTCTGGCATTTCA

GG 

426336 Pp1s15_488V
6|Pp1s15_488
V6.1 

pMN313  

12-1n 
CACCgcggccgcACTT

GCAAATCATCGAA

GACTTG 

ATAggcgcgccGAACT

ACATCTGAGATTC

TCAGG 

426336 Pp1s15_488V
6|Pp1s15_488
V6.2 

pMN314  

12-1n 
CACCgcggccgcTTCC

ATTGGAGAATGAT

CACC 

ATAggcgcgccGCATC

CCACTGGTTGGGT

CTTG 

426336 Pp1s15_488V
6|Pp1s15_488
V6.1 

pMN413  

12-1o 
CACCgcggccgcAGCC

ACCCAAACGATGG

AAGG 

ATAggcgcgccGCTCC

AGCTCTTCAACCC

GTCC 

437642 Pp1s72_20V6|
Pp1s72_20V6.
1 

pMN370  
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12-1o 
CACCgcggccgcGAGG

CTGTGCGCCAGAA

AGTGC 

ATAggcgcgccGCTTG

CCACGTCTCCGTCT

TG 

437642 Pp1s72_20V6|
Pp1s72_20V6.
1 

pMN460  

12-1p 
CACCgcggccgcGGAA

CAACTCCGAGGATT

TC 

ATAggcgcgccTCAAA

CTCTGACTCCAAA

C 

455320 Pp1s276_79V
6|Pp1s276_79
V6.1 

pMN339  

12-1p 
CACCgcggccgcGTGC

GTCAGAGAGTAGC

TGC 

ATAggcgcgccGACTT

AAGGCTCTCTTCA

G 

455320 Pp1s276_79V
6|Pp1s276_79
V6.1 

pMN434  

12-2c 
CACCgcggccgcGATG

CGCTTCAATTGGCA

ATGG 

ATAggcgcgccGTCAA

TGTCTAGATTATCT

AGG 

440124 Pp1s90_66V6|
Pp1s90_66V6.
1 

pMN473  

12-2d 
CACCgcggccgcGGTT

GTAAGACTATGTTG

CCAG 

ATAggcgcgccTCCAT

CAGCGTGAGCCAT

TCG 

428714 Pp1s26_172V
6|Pp1s26_172
V6.1 

pMN337  

13-a 
CACCgcggccgcATCA

CTATAAACGATGTG

GAGAG 

ATAggcgcgccTGAGC

GTGTTCAGTGTGT

GTTC 

437794 Pp1s21_208V
6|Pp1s21_208
V6.1 

pMN326  

13-b 
CACCgcggccgcAACT

CAAAGAGGGATAT

TAGC 

ATAggcgcgccTCTAT

CCTTGACTGAGTG

AGAG 

438664 Pp1s79_31V6|
Pp1s79_31V6.
1 

pMN465  

13-c 
CACCgcggccgcGTCA

CAATTAGCGATAC

GGAC 

ATAggcgcgccTGCAT

TTGGGGAAATACA

TGAG 

456175 Pp1s293_5V6|
Pp1s293_5V6.
1 

pMN341  

14-1a 
CACCgcggccgcTACT

AAGGCCAGCTTAC

AGG 

ATAggcgcgccGCAA

ATATGCAGACCTT

ATATCC 

439730 Pp1s87_179V
6|Pp1s87_179
V6.1 

pMN381  

14-1b 
CACCgcggccgcCACC

GCCAAGGCGACCT

TAC 

ATAggcgcgccGACCC

GGTCTGTCCATAC

GC 

438782 Pp1s80_62V6|
Pp1s80_62V6.
1 

pMN377  

14-1b 
CACCgcggccgcGATG

CTGGGAAATCCAG

AGATACC 

ATAggcgcgccGAGC

GGACGCTCAGAGA

AGTTTGG 

438782 Pp1s80_62V6|
Pp1s80_62V6.
1 

pMN467  

14-2a 
CACCgcggccgcACTG

ATCTGGAATCAGG

AGC 

ATAggcgcgccGCAG

GAGAGCATGCTGA

AGAGG 

430601 Pp1s34_101V
6|Pp1s34_101
V6.1 

pMN344  

14-2a 
CACCgcggccgcGAAC

AATGTAGACGAGA

AGC 

ATAggcgcgccGCAAC

TGCTCCAAGAGAA

GC 

430601 Pp1s34_101V
6|Pp1s34_101
V6.1 

pMN439  

14-2b 
CACCgcggccgcCGAG

AATGTTCGAAACTT

TTTGG 

ATAggcgcgccTGTTT

CCTTTGAGTAAGA

AG 

439319 Pp1s84_53V6|
Pp1s84_53V6.
1 

pMN379  

14-2b 
CACCgcggccgcGGAA

TCTGGAGCTATTTT

AAGG 

ATAggcgcgccGCTCC

GTAGGAGAATTCG

TTGG 

439319 Pp1s84_53V6|
Pp1s84_53V6.
1 

pMN380  

14-2b 
CACCgcggccgcACTT

GACATGAAAGAGC

CTC 

ATAggcgcgccGGTCC

ATACTGATATCTA

CAGG 

439319 Pp1s84_53V6|
Pp1s84_53V6.
1 

pMN469  

14-2c 
CACCgcggccgcGGAG

ATTAAGTACACTTG

ACTAC 

ATAggcgcgccGAGCT

TCCTTCAATCTATC

ACC 

436987 Pp1s68_75V6|
Pp1s68_75V6.
1 

pMN367  

14-2c 
CACCgcggccgcCTAG

TCAACCAAAGTCCC

CTC 

ATAggcgcgccGACA

GATAAGAACAACA

TACC 

436987 Pp1s68_75V6|
Pp1s68_75V6.
1 

pMN457  
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14-3a 
CACCgcggccgcGGTC

ATCTCAGAATTGGA

CGTG 

ATAggcgcgccGCTTT

CGTTCGTAGCTTTC

G 

459874 Pp1s403_54V
6|Pp1s403_54
V6.1 

pMN353  

14-3a 
CACCgcggccgcGGTT

CAGGTTCGCATGCA

ATAG 

ATAggcgcgccGGAA

GAGCCTGCGCCTT

AACAGG 

459874 Pp1s403_54V
6|Pp1s403_54
V6.1 

pMN445  

14-3b 
CACCgcggccgcTGCA

GGCCACTGAGTCCT

G 

ATAggcgcgccGCTTC

CTTGAGACGATCA

CCTTG 

424496 Pp1s9_137V6|
Pp1s9_137V6.
1 

pMN382  

14-4 
CACCgcggccgcGATG

CTGCCCAGAGATA

CTTC 

ATAggcgcgccGAAC

ACGAATCGCTTTG

TGG 

435249 Pp1s58_144V
6|Pp1s58_144
V6.1 

pMN453  

14-5a 
CACCgcggccgcGTCG

TCATGACACAATTA

TC 

ATAggcgcgccGATTC

TCCAGATTGCGTA

TGAAGG 

437825 Pp1s74_159V
6|Pp1s74_159
V6.1 

pMN373  

14-5a 
CACCgcggccgcGATT

AAAGATGGATATG

ACTATC 

ATAggcgcgccTTCCT

TCGGGAGCATCCT

TGC 

437825 Pp1s74_159V
6|Pp1s74_159
V6.1 

pMN463  

14-5b 
CACCgcggccgcAACG

GCTGCGTGAAGAA

ACC 

ATAggcgcgccGATGA

GCAGGCGATCTCT

GG 

435597 Pp1s60_159V
6|Pp1s60_159
V6.1 

pMN364  

14-5b 
CACCgcggccgcGAAA

GATGATGCTACCTC

ACC 

ATAggcgcgccGTTTC

CTCAAGCTCCTCC

ACG 

435597 Pp1s60_159V
6|Pp1s60_159
V6.1 

pMN455  

14-6a 
CACCgcggccgcTACG

TTCATTACCGTATG

G 

ATAggcgcgccAGGC

GCTACTCTTCTAGG

TG 

439249 Pp1s83_25V6|
Pp1s83_25V6.
1 

pMN378  

14-6a 
CACCgcggccgcAAAG

CAGTCTAATGGAG

C 

ATAggcgcgccTTGTG

AACAATAGCTTGC

AGC 

439249 Pp1s83_25V6|
Pp1s83_25V6.
1 

pMN468  

14-6b 
CACCgcggccgcTTGC

GGTCATTGCCGTAC

G 

ATAggcgcgccAGGC

GCTACTCTTCTAGG 

450599 Pp1s199_47V
6|Pp1s199_47
V6.1 

pMN320  

14-6b 
CACCgcggccgcGTTT

GCTCTGAAGGTTTA

CATG 

ATAggcgcgccGCAGT

TTTGATTCCACGAT

CATC 

450599 Pp1s199_47V
6|Pp1s199_47
V6.1 

pMN417 形質転換体

得られず 

14-6c 
CACCgcggccgcGAGA

GGGCTGGAACATC

AG 

ATAggcgcgccTAACA

TGTACACCTGCAA

AGAG 

428061 Pp1s22_70V6|
Pp1s22_70V6.
1 

pMN328  

14-6c 
CACCgcggccgcAGGA

CACTCTTATTGACT

TGC 

ATAggcgcgccGCTGA

TTTCGAGGGACGC

TCG 

428061 Pp1s22_70V6|
Pp1s22_70V6.
1 

pMN423  

14-6d 
CACCgcggccgcCCTA

TTGGATTGCTGCCA

GG 

ATAggcgcgccGATTT

TCGAGAGTGCGGA

TCTG 

458819 Pp1s364_50V
6|Pp1s364_50
V6.1 

pMN351  

14-6d 
CACCgcggccgcGAAA

TTCGTGCGGAGGTA

AGG 

ATAggcgcgccGGTAA

GCCCAGGATTGCT

ATTGG 

458819 Pp1s364_50V
6|Pp1s364_50
V6.1 

pMN443  

ARK-a 
CACCgcggccgcATTG

CTAGAGTCCGAGG

ACG 

ATAggcgcgccTCAAT

TCTACTTGAAAAG

TGC 

455498 Pp1s280_66V
6|Pp1s280_66
V6.1 

pMN435 図 22Aの 3rd 
construct  

ARK-b 
CACCgcggccgcAGAA

TCTCTGGAAAGTCG 

ATAggcgcgccGCTTA

GCAATGGTGGCTC

TCTGG 

453488 Pp1s242_11V
6|Pp1s242_11
V6.1 

pMN334 図 22A の 1st 
construct  
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ARK-b 
CACCgcggccgcTGGA

ATCTGAGGACGTTG 

ATAggcgcgccTCAAT

TCTACTTGGAAAG

TGC 

453488 Pp1s242_11V
6|Pp1s242_11
V6.1 

pMN429 図 22Aの 2nd 
construct 

ARK-c 
CACCgcggccgcGAAC

GGGAAGTGTCCGA

ATTG 

ATAggcgcgccGGATT

TCCTCCTCCATTCT

TTCCC 

425827 Pp1s14_211V
6|Pp1s14_211
V6.1 

pMN308  

ARK-c 
CACCgcggccgcGCAA

CCATTGCCAAGCTC

TTTG 

ATAggcgcgccGGAG

GCGCCTTAATTCA

ACTTG 

425827 Pp1s14_211V
6|Pp1s14_211
V6.1 

pMN408  

ARK-d 
CACCgcggccgcTGCT

AATACGAAGCTCA

ATAC 

ATAggcgcgccGCACT

CGGCCTCTAGTTGT

AG 

427907 Pp1s22_256V
6|Pp1s22_256
V6.1 

pMN327  

ARK-d 
CACCgcggccgcGTTC

AGTTGGATCTGAA

AGTCTC 

ATAggcgcgccGAACC

AATTCCCAAAGGG

CACC 

427907 Pp1s22_256V
6|Pp1s22_256
V6.1 

pMN422  

orph-2a 
CACCgcggccgcTTCG

AATTCCGCTAGTCT

ACTAC 

ATAggcgcgccAAATT

CAAGAGCACTGGC

TC 

346446 Pp1s65_79V6|
Pp1s65_79V6.
1 

pMN366  

orph-2a 
CACCgcggccgcTCAT

ACGGATCTCAGCAT

TTCG 

ATAggcgcgccGAGTT

GAGTTGACGATAT

GTGC 

346446 Pp1s65_79V6|
Pp1s65_79V6.
1 

pMN456  

orph-2b 
CACCgcggccgcAGGA

AATCTGTGACGCCT

CC 

ATAggcgcgccGAACT

GTTGAGACCCATA

CG 

430757 Pp1s34_181V
6|Pp1s34_181
V6.1 

pMN345  

orph-2b 
CACCgcggccgcGGAA

AACCAGCTGGATC

AATCC 

ATAggcgcgccGAGTA

GAGTTGACAATGT

GTG 

430757 Pp1s34_181V
6|Pp1s34_181
V6.1 

pMN440  

orph-4b 
CACCgcggccgcAATT

CTAGAACAGCTCTT

C 

ATAggcgcgccAATAA

TGTTCCTAACCTTA

G 

451243 Pp1s209_68V
6|Pp1s209_68
V6.1 

pMN324  

orph-4b 
CACCgcggccgcGAGT

CCCTTCAAGCATCT

GG 

ATAggcgcgccGGTAT

ACTCGCCTGGAGA

ATC 

451243 Pp1s209_68V
6|Pp1s209_68
V6.2 

pMN325  

orph-4c 
CACCgcggccgcTTGT

GTTGTCGGTTTAAG

C 

ATAggcgcgccATCCT

TTCATACTGTCTCC 

437822 Pp1s74_146V
6|Pp1s74_146
V6.1 

pMN372  

orph-4c 
CACCgcggccgcGTTG

AGTACAAAGTGGA

AATCG 

ATAggcgcgccGGCA

GTGATGGAACCTT

GGAGG 

437822 Pp1s74_146V
6|Pp1s74_146
V6.1 

pMN462  

Quadruple 
(5-a) 

CACCtctagaGAGAAA

AGATCACACTCAA

CTAT 

AAgctagcGGCAGTG

TGGGACGTCACTA

GATGGTTTAC 

457162 Pp1s315_14V
6|Pp1s315_14
V6.1 

pTM175 図 17Aの 1st 
construct 

Quadruple 
(5-b) 

CACCtctagaCACAGC

TGTGCATGCTCACG

AGGC 

AAgctagcCTCTTCAT

CATGGTTGGCACT

GCAG 

447260 Pp1s158_7V6|
Pp1s158_7V6.
1 

pTM175 図 17Aの 1st 
construct 

Quadruple 
(5-c)  

CACCtctagaTGATCG

TACACAAAAAACA

CTTGAG 

AAgctagcGACACCA

ACTCCTGAAACCA

CG 

425536 Pp1s13_177V
6|Pp1s13_177
V6.1 

pTM175 図 17Aの 1st 
construct 

Quadruple 
(5-d) 

CACCtctagaCCTGGA

GGGCTTACAAGCG

AACG 

AAgctagcCGTTGCA

CTTCAATAGGTCTT

CTCCTG 

423604 Pp1s6_143V6|
Pp1s6_143V6.
1 

pTM175 図 17Aの 1st 
construct 
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表 6  定量的 RT-PCRに用いた primerの配列   

Name Forward primer (5’!3’) Reverse primer (5’!3’) Note 

5-a TGATGGCTGCTCGATCAGAA TGCAACGAAGCAGGACTTGT  
5-b CCGGTTTCTTTTTAGACTGTTGATC AGCCTCAGACGTCAAGTGCAA  
5-c CACCTCCAACTTCTCATTAAAATCC CGCGCCAGCTTTAGACAAG  
5-d CGCGCGCGGGAAA GTTATCACACGTCCAAGCGTAAGT  
ARK-a CGGATGGAGAACGACGAAGA TCCATCACAAGCTGACGACTTT  

ARK-b TCGTCCTCCACCACATCCA GCCGTCATGTGATTGTCTGGTA  

TUA1 CGTAGGAGGGACCAGTTTGG TGCATTCATCCCCGAGTCA Nakaoka et al., 

2012 

 

 

 

 

 

 

表 7  Kinesin ARK-a motor-mGFP-6xHisコンストラクトに用いた PCR 

primerの配列  

Name Forward primer (5’!3’) Reverse primer (5’!3’) Plasmid 

mGFP TTTaagcttGCGGCCGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC AAActcgagCTTGTACAGCTCGTCCATGC pTM475 

ARK-a CACCcatatgGGATCTGCCCGGCAATC TTTgcggccgcACCCTCCGCCATCATAGATTGAAGC pGG886 

 
小文字はクローニングに用いた制限酵素サイトを示す。 
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動画の説明文 
 
 
動画 1	 高解像度観察によるヒメツリガネゴケの細胞分裂  
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞の
高解像度タイムラプス観察像。動画は spinning-disc型共焦点顕微鏡で 30秒ごとに撮影し
た。0 secは核膜崩壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 2	 微小管脱重合剤オリザリンのカウロネマ細胞への影響  
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞の
タイムラプス観察像。動画は wide-field型蛍光顕微鏡で 3分ごとに撮影した。00:00 (時間:
分) はオリザリン (10 µM) 添加時を示す。分裂期に進行した細胞はスピンドルを形成で
きないため、染色体は細胞質中に散り散りになっている。スケールバーは 100 µm。本実
験は私自身も行ったが、この動画は中岡由貴氏が独立に撮影したものを使わせていただ

いた。 
 
動画 3	 カウロネマ頂端細胞において、細胞分裂直後の核は微小管依存的に細胞の
中央に配置される  
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を発現しているカウロネマ細胞の wide-field
型蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス観察。微小管脱重合剤オリザリン、actin 重合阻害剤
ラトランキュリン B、コントロールとして DMSOを分裂終期の細胞 (5－6 min) に加えた。
画像は 1分ごとに撮影した。スケールバーは 100 µm。 
 
動画 4	 細胞分裂期における kinesinの局在  
緑は kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulinを表す。kinesinの遺
伝子名はそれぞれの画像の左上に示す。左上の画像は mCherry-α-tubulin のみを発現して
いる細胞を示す (親株)。0 minは核膜崩壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 5	 Kinesin-4サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulin を表す)。kinesin の遺伝
子名はそれぞれの画像の左上に示す。上の画像は mCherry-α-tubulin のみを発現している
細胞を示す (親株)。0 minは核膜崩壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 6	 Kinesin-5サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
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壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 7	 Kinesin-7サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 8	 Kinesin-8サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 9	 Kinesin 12-Iサブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 10	 Kinesin 12-I、12-IIサブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 11	 Kinesin-13サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 12	 Kinesin-14サブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 13	 Kinesin-ARKサブファミリーの分裂期局在  
緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 14	 Orphan kinesinの分裂期局在  
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緑は kinesin-Citrine と葉緑体による自家蛍光、赤は mCherry-α-tubulin を表す (中央は
kinesin-Citrineと葉緑体による自家蛍光、右は mCherry-α-tubulinを表す)。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 15	 タイムラプス観察による kinesin RNAiスクリーニング  
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞の
タイムラプス観察によるスクリーニングの一例。動画は wide-field型蛍光顕微鏡で 3分ご
とに撮影した。ここに挙げた例では (kinesin-ARK RNAi)、核の移動に異常が見られた (青
矢印)。しかしながら、次の分裂期の直前には核は細胞の中央に向かって動く様子が見ら
れた (白矢印、5:33 から 6:03 のところ (時間:分))。コントロール細胞の通常の核の動き
も示してある (黄矢印)。スケールバーは 100 µm。 
 
動画 16	 Kinesin-5 RNAiノックダウンによる分裂後期以降の異常  (低解像度 ) 
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞のタ
イムラプス観察。動画は wide-field型蛍光顕微鏡で 3分ごとに撮影した。0 minは核膜崩
壊時を示す。スケールバーは 100 µm。 
 
動画 17	 Kinesin-5 RNAiノックダウンによる分裂後期以降の異常  (高解像度 ) 
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞の
タイムラプス観察。動画は spinning-disc型共焦点顕微鏡で 30秒ごとに撮影した。上と中
央の像では染色体分配開始時を 0 minとし、下の像では任意の時期を 0 minとした。スケ
ールバーは 10 µm。 
 
動画 18	  Kinesin-ARKは細胞分裂直後の核の配置に必要である  (低解像度 ) 
(A) GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を発現している細胞の wide-field型蛍光
顕微鏡を用いたタイムラプス観察。動画は 3分ごとに撮影した。染色体分配開始時を 0 min
とした。横のスケールバーは 100 µm。 
 
動画 19	 Kinesin-ARK 非存在下での分裂面に戻る核の動きは actin 依存的ではなく、
微小管依存的である  
GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を恒常的に発現しているカウロネマ細胞の
wide-field型蛍光顕微鏡を用いたタイムラプス観察。Actin重合阻害剤ラトランキュリン B、
微小管脱重合剤オリザリンは染色体分離後 20-21 minで加えた。動画は 1分ごとに撮影し
た。スケールバーは 100 µm。 
 
動画 20	  Kinesin-ARKは細胞分裂直後の核の配置に必要である  (高解像度 ) 
(A) GFP-α-tubulin (緑) と histoneH2B-mRFP (赤) を発現している細胞の spinning-disc型共
焦点顕微鏡を用いたタイムラプス観察。動画は 1 分ごとに撮影した。染色体分配開始時
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を 0 minとした。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 21	 細胞分裂直後には、kinesin ARK-a-Citrineは微小管上にある  
Kinesin ARK-a-Citrine (緑 )と mCherry-α-tubulin (赤 ) を発現している細胞  (上 ) と
mCherry-α-tubulin のみを発現している細胞 (下) の spinning-disc 型共焦点顕微鏡を用いた
タイムラプス観察。画像は 1分ごとに撮影した。染色体分離開始時を 0 minとした。スケ
ールバーは 10 µm。 
 
動画 22	 微小管が伸長、短縮する間の kinesin-ARK-Citrineの局在  
Kinesin ARK-b-Citrine が微小管上に局在する様子を斜光照明顕微鏡 (oblique illumination 
fluorescence microscopy) を用いて撮影した (3秒ごと)。スケールバーは 10 µm。 
 
動画 23	 In vitroにおける kinesin-ARKの活性  
ATP、AMP-PNP存在下でのリコンビナントタンパク質 kinesin ARK-a モーターの in vitro

微小管 gliding assay。動画は 3回繰り返している。スケールバーは 10 µm。 
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