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要旨  

 
細胞骨格である微小管は細胞の伸長方向の制御や先端成長、細胞内の物質輸

送、細胞分裂などに必須の役割を果たしている。細胞内において微小管の動態

は非常にダイナミックであり、生成や消失を繰り返している。微小管生成に関

わる因子の欠損は多くの場合致死性の表現型を示すが、微小管生成様式は細胞

型や生物種により異なることが知られている。100年以上前に中心体が発見され

て以来、長い間中心体が微小管を中心的に形成している考えられてきた。しか

しながら、最近の研究から、中心体非依存的に生成される微小管の重要性が明

らかになりつつある。にもかかわらず、その解析は一部の細胞型に限定されて

いる。 

そこで、進化の過程で中心体を失ったと考えられている陸上植物における微

小管生成機構の解明を目指した。そのためには、①微小管生成に関わることが

予想される因子の機能阻害、②微小管生成過程の詳細な観察、の 2 つのアプロ

ーチを併用することが必要であると考えた。そこでまず、高解像度での生細胞

観察が比較的容易なヒメツリガネゴケに着目し、誘導型 RNA 干渉  (RNA 

interference; RNAi) 系を確立した。 

次に、確立した系を用いていくつかの微小管関連因子の発現を抑制し、細胞

分裂期の微小管生成に与える影響を調べた。3 次元でのタイムラプス観察から、

オーグミンタンパク質複合体および微小管重合核形成因子である !-tubulin 複合

体 (!-tubulin ring complex; !-TuRC) サブユニットのノックダウンにより、スピン

ドルおよびフラグモプラストの微小管増加がほぼ完全に抑制された。また、オ

ーグミンのノックダウンにより !-tubulinのスピンドル局在が減少したことから、

分裂期において新規に生成される大部分の微小管は、オーグミンが !-TuRCを既

存の微小管上にリクルートして生成されることが示唆された。 

さらに、間期における微小管生成機構を調べた。微小管一本一本の動態を観

察できる斜光照明蛍光顕微鏡法を導入し、細胞表層付近で微小管が生成される

過程を観察したところ、分裂期とは異なり、既知の微小管上からの生成だけで

はなく細胞質内のさまざまな場所からも生成されることがわかった。微小管が

生成される際、大部分の微小管は !-tubulin の微小管末端への局在が確認できた

が、興味深いことに、一部の微小管については !-tubulin との共局在が認められ
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なかった。また、!-tubulinをノックダウンした細胞においても、全体の微小管量

や生成頻度に差は認められなかったことから、間期には !-tubulin 以外の何らか

の微小管生成機構が存在することも示唆された。本研究から、ヒメツリガネゴ

ケ原糸体細胞では分裂期と間期で異なった機構により微小管を生成することで、

適切な場所で適切な量の微小管を形成している可能性が示唆された。 
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序論  

微小管  

 細胞骨格微小管(microtubule)は細胞内で様々な機能を担っており、細胞分裂や

細胞の成長、細胞内の物質輸送などに必須の役割を果たす。微小管は真核生物

で広く保存されており、細胞周期を通じて分布や動態が制御されている。微小

管は "/#-tubulin へテロダイマーを最小構成単位としたタンパク質重合体である

(図 0-1A)。細胞内では神経の機械受容器などを除き、大部分の微小管は 13本の

プロトフィラメントからなる、直径約 25 nm の筒状の繊維を形成している

(Chalfie and Thomson, 1979; Tilney et al., 1973)。ヘテロダイマーが規則的に並んだ

構造をとっているため、微小管は極性を持つ。#-Tubulinが外側の方をプラス端、

"-tubulin が外側の方をマイナス端と呼ぶ(図 0-1A)。プラス端はマイナス端にく

らべて動的であり、微小管の動態は微小管結合タンパク質(microtubule-associated 

protein; MAP)などにより制御されている。 

 
 
細胞分裂について  

細胞分裂は細胞の数や種類の増加を担っており、これにより発生や個体の成

長、生命体の維持が可能となる。細胞分裂では複製された DNAを 2つの娘細胞

に均等に分配することで、遺伝情報が正確に娘細胞に伝達される。細胞分裂は

核分裂と細胞質分裂(cytokinesis)に分けられる。核分裂は前期(prophase)、前中期

(prometaphase)、中期(metaphase)、後期(anaphase)および終期(telophase)からなる。

ヒメツリガネゴケ原糸体細胞における細胞分裂の様子を図 0-2に示した。前期で

は、DNA の凝縮により染色体が形成される。前中期では、核膜崩壊(nuclear 

envelop break down; NEBD)が起こり、微小管が染色体の周りに集積し、分裂期ス

ピンドル(以下スピンドル)が形成される。中期ではすべての染色体が微小管と正

確に結合することで、染色体が赤道面に整列し、樽型の中期スピンドルが形成

される。後期には中央に整列した姉妹染色分体が両極側へ分離し、終期に核膜

が再び形成され、2つの娘核となる。細胞質分裂では分離した染色体の中央領域

にフラグモプラスト(phragmoplast)という細胞質分裂装置が形成される(詳細は

図 2-5参照、(Lambert and Bajer, 1972))。フラグモプラストは微小管を主要な構成

成分としており、中央領域に細胞板が形成されることで新たな細胞壁が形成さ
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れる。フラグモプラストは細胞の中央から遠心状に拡張し、上下の親細胞壁に

到達する。 

細胞分裂において動物と植物には 2つの大きな違いが存在する。1つ目は中心

体(centrosome)の有無である。スピンドル形成において、動物は中心体を主要な

微小管形成中心(microtubule organizing center; MTOC)として使用するが、陸上植

物にはそのような構造体は存在せず、中心体に依存しない機構によりすべての

微小管を形成する(Murata and Hasebe, 2007)。しかしながら、植物細胞における

スピンドル微小管生成機構の理解はそれほど進んでいない。2つ目は細胞壁の有

無による細胞質分裂の様式の違いである。動物細胞には細胞壁が存在しないた

め、アクチン繊維から構成された収縮環が細胞膜をくびり切ることにより細胞

質分裂を完了させる。その際、セントラルスピンドルと呼ばれる主に微小管か

ら構成された構造が分配された娘核の間に形成され、正確な細胞質分裂を可能

にする。一方、植物細胞には細胞壁が存在するため、細胞板が親細胞壁に到達

することにより細胞質分裂を完了する。その際、分配された娘核の間にフラグ

モプラストが形成され、細胞板形成を確実にする。フラグモプラストとセント

ラルスピンドルの微小管が同じ機構により生成されているかは興味深い問題で

ある。 

 

 

微小管生成機構について  

微小管は細胞周期を通してダイナミックに、生成と消失を繰り返す(図 0-1A)。

微小管は試験管内においては高濃度の "/#-tubulin へテロダイマーを混合するだ

けで生成されることが知られているが(Sui and Downing, 2010; Zheng et al., 1995)、

細胞内では一般にMTOCから形成される(Luders and Stearns, 2007)。中心体は動

物細胞における主要な MTOC であり、1 対の中心小体と中心小体を取り巻く周

辺物質(pericentriolar material; PCM)からなる。中心小体は 9回転対称の円筒状の

構造体であり、中心体内では 2 つの中心小体が垂直に配置された L 字型の構造

をとっている。中心小体の構築に必須の遺伝子の欠損は中心体の欠損を引き起

こすことが知られている(Marshall and Rosenbaum, 1999)。中心体は 100年以上前

に発見されて以来、主要なMTOCであることから、細胞分裂や細胞小器官の配

置、細胞内輸送や細胞の極性の確立に重要な役割を果たすと考えられてきた

(Kellogg et al., 1994)。実際に、C. elegansでは中心体を欠損させると胚性致死の
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表現型を示す(O'Connell et al., 2001)。しかしながら、驚くべきことに中心体を欠

損させたショウジョウバエは成体まで生育する(Basto et al., 2006)。中心体を欠損

させた細胞において分裂が正常に起こることは、中心体非依存的な機構で微小

管が形成されることを意味する。中心体非依存的な微小管形成機構は、動植物

の様々な種類の細胞で細胞分裂や極性化といった細胞機能に必須の役割を果た

すことが明らかになってきた(Bartolini and Gundersen, 2006; Goshima and Kimura, 

2010)。しかしながら、その生成様式の理解は一部の生物種にとどまっている。

陸上植物は進化の過程で中心体を失っており、中心体非依存的にすべての微小

管を生成する。このことは、陸上植物が中心体非依存的な微小管生成機構の研

究に適したモデルシステムになりうることを示している。 

 

 

!-Tubulinについて  

!-Tubulinは現在、細胞内において微小管重合核形成因子(microtubule nucleator)

であることが確実に示されている唯一のタンパク質である。!-Tubulin は糸状菌

(Aspergillus nidulans)の遺伝子スクリーニングから #-tubulin変異体のサプレッサ

ーとして同定された(Oakley and Oakley, 1989)。!-Tubulinは中心体を含む数々の

MTOCに局在し、染色体からの微小管形成機構(Mishra et al., 2010)や中心体を持

たない植物細胞での微小管生成機構(Murata et al., 2005)も含めて、現在知られて

いる微小管生成機構のほとんどに必要である。 

!-Tubulinは細胞内において !-tubulin複合体を構成している。!-Tubulin複合体

は !-tubulin、GCP2、GCP3からなる !-tubulin small complex (!-TuSC)と !-TuSCお

よびGCP4、GCP5、GCP6からなる !-tubulin ring complex (!-TuRC)に分けられる(図

0-1A (Kollman et al., 2011))。NEDD1/GCP-WDは !-TuRCの補助タンパク質であ

り、活性化や局在に影響を与える(Haren et al., 2006; Luders et al., 2006)。電子顕微

鏡を用いた研究から、!-TuRC がリング構造を形成することが示された(Kollman 

et al., 2010; Zheng et al., 1995)。このとき、!-tubulinは 13個で 1回転する構造を

とっており、微小管の構造と一致する。それゆえに、!-TuRCは微小管が伸びる

鋳型を提供することで微小管重合核として機能するというテンプレートモデル

が支持されている(Kollman et al., 2015; Kollman et al., 2010)。 
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分裂期における中心体非依存的な微小管生成機構  

中心体を用いないスピンドルの形成は、動物細胞では卵母細胞の減数分裂期

やマウスの初期胚において観察される。しかしながら、中心体の存在しないこ

れらのシステムでは高解像度での顕微鏡観察と遺伝子機能阻害を組み合わせた

細胞生物学的解析が難しいため、中心体非依存的なスピンドル形成機構の理解

はそれほど進んでいない。そのため、中心体のないスピンドル形成に対する現

在の知見は、主に Xenopus laevisの卵から得られた細胞抽出液や人工的に中心体

を欠損させた動物の体細胞から得られている(Goshima et al., 2008; Walczak and 

Heald, 2008)。これらのシステムを用いた研究により、Ran–GTPやオーロラ Bキ

ナーゼに依存した染色体からの微小管形成機構やオーグミン複合体による微小

管依存的な微小管生成機構が明らかになった(Goshima et al., 2008; Heald et al., 

1996)。 

オーグミンは近年同定された 8 サブユニット(Aug1–8)からなるタンパク質複

合体であり、中心体を持つハエやヒトの体細胞において微小管重合核形成因子

である !-TuRC のスピンドル微小管上への局在と分裂期スピンドル内での微小

管依存的な微小管生成に必要である(図 0-1B (Goshima et al., 2008; Uehara and 

Goshima, 2009))。現在、脊椎動物、ハエ(Drosophila melanogaster)、植物(Arabidopsis 

thaliana、Physcomitrella patens)、糸状菌(Aspergillus nidulans)において、オーグミ

ン複合体の存在が報告されており、すべての種で 8 サブユニットからなる複合

体であることが報告されている(糸状菌では現在 6つのサブユニットしか見つか

っていないが、ゲル濾過クロマトグラフィーから得られた結果は植物と同程度

の大きさの複合体を形成していることが示唆されており、まだ同定されていな

い 2つのサブユニットが存在すると考えられる(Edzuka et al., 2014; Goshima et al., 

2008; Hotta et al., 2012; Lawo et al., 2009; Uehara et al., 2009))。 

中心体を持つ細胞においてオーグミンをノックダウンすると、染色体の整列

異常やスピンドルの単極化、多極化、セントラルスピンドル微小管数の減少と

それに伴う細胞質分裂の失敗など様々な分裂異常がもたらされる(Goshima et al., 

2008; Lawo et al., 2009; Uehara et al., 2009)。オーグミンノックダウンの表現型は

中心体の欠損により更に重篤になることがハエ培養細胞で報告されている

(Goshima et al., 2008)。これはハエ培養細胞では中心体依存的な機構と中心体非

依存的かつ、オーグミン依存的な機構の両方がスピンドル形成に協働して働い

ていることを意味する。一方、中心体を持たないハエの卵の減数第一分裂にお
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いて、オーグミン変異体では染色体整列には異常が見られるが、スピンドル微

小管形成には異常が見られないと報告された(Meireles et al., 2009)。さらに、シロ

イヌナズナ(Arabidopsis thaliana)のオーグミン変異体では、スピンドル形成異常

やフラグモプラスト形成異常が報告されたが(Ho et al., 2011; Hotta et al., 2012)、

動物の体細胞のように微小管生成機能の欠損かどうかは明らかになっていない。

オーグミンが中心体を持たない植物細胞において微小管生成に寄与しているの

かは興味深い問題である。 

 

 

細胞小器官からの微小管生成  

中心体を持たない陸上植物だけでなく、中心体を持つ動物細胞においても中

心体非依存的な微小管形成機構により微小管が生成されることが分かってきた。

間期に観察される中心体非依存的な微小管形成機構の一つに、細胞小器官から

の微小管形成機構が知られている。これまでにゴルジ体(Chabin-Brion et al., 2001)、

ペルオキシソーム(Zekert et al., 2010)、核(Shimamura et al., 2004)、色素体、ミト

コンドリア(Noguchi et al., 2011)がMTOCとして報告されている。ゴルジ体から

の微小管生成は最も注目されている中心体非依存的な微小管形成機構の一つで

ある(Chabin-brion, 2001)。この機構は !-TuRC依存的な機構であり、微小管のプ

ラス端結合タンパク質である CLASP および中心体とゴルジ体に局在する

AKAP450が必要である(Efimov et al., 2007; Rivero et al., 2009)。神経細胞では中心

体非依存的な機構により微小管が生成されており、ゴルジ体がMTOCとして機

能していることが示された(Ori-McKenney et al., 2012)。他の細胞小器官にも

!-tubulinが局在することは知られているが、その詳細な局在化機構は不明である。 

 

 

間期植物細胞での微小管形成機構  

陸上植物においてこれまで最も研究されてきた間期微小管形成機構は、顕花

植物であるシロイヌナズナやタバコ(Nicotiana tabacum)培養細胞(bright yellow-2 

cell; BY-2細胞)での表層微小管(cortical microtubule)の形成機構である。表層微小

管は、セルロース合成酵素の進行方向を制御しており、細胞膜に結合して細胞

の伸長方向に対して垂直に配向されている(Dixit and Cyr, 2004)。表層付近で生成

され、平行に束化されることで微小管の配向が形成、維持されている(Lloyd and 
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Chan, 2008)。生細胞観察や変異体の解析、数理モデルにより、この過程の詳細

な機構が明らかにされてきた(Fishel and Dixit, 2013; Lindeboom et al., 2013a; 

Murata et al., 2005; Nakamura et al., 2010; Nakamura and Hashimoto, 2009; Wasteneys 

and Ambrose, 2009)。この機構は大きく 2つに分けられる。一つは微小管依存的

な微小管生成(microtubule-dependent microtubule nucleation; branching nucleation)で

ある。Branching nucleationは表層微小管の主要な微小管生成モードであり、新し

い微小管(娘微小管)は既存の微小管(母微小管)の側面から生成される。この反応

には !-TuRCが必要であり、微小管の側面に一時的に局在する。表層微小管ネッ

トワークでは、娘微小管は母微小管に対し 40°もしくは 0°の角度で正確に形成さ

れることから、微小管の平行な配向を維持する機構が存在することを示してい

る。鋭角に微小管を形成することにより、積極的に平行に近い微小管を生み出

し、配向を維持しているのかもしれない。鋭角の branching nucleation には脱リ

ン酸化酵素である TONNEAU2/FASS (TON2)のような調節因子が必要である。

TON2のシロイヌナズナ変異体では 40°の branchingが減少し、0°の branchingが

増加する(Kirik et al., 2012)。さらに、最近、オーグミンが間期の表層細胞におい

て !-tubulinを表層微小管上にリクルートすることで branching nucleationに関わ

っていることが示された(Liu et al., 2014)。 

二つ目はカタニン依存的な微小管の切断である。カタニンは ATP依存的に微

小管を側面から切断する(McNally and Vale, 1993)。カタニンは酵素活性を持つ

p60サブユニットと補助サブユニットであるp80サブユニットから構成されてい

る。シロイヌナズナにおいて生細胞観察によりカタニンが交差した微小管を優

先的に切断し、切断により生じた新しいプラス端の 15–20%が再び伸長すること

が示された(Lindeboom et al., 2013b; Zhang et al., 2013)。Branching nucleationによ

り生成された娘微小管はカタニンに切断されることで母微小管から切り離され

る(Nakamura et al., 2010)。このように、カタニンは微小管の増幅だけでなく、微

小管の配向にも重要な役割を果たす。 

これまで間期の微小管形成機構の研究には表層微小管が用いられてきたが、

陸上植物の内胚乳、花粉管、根毛などの細胞では典型的な表層微小管とは異な

った微小管ネットワークを形成している(Brown et al., 1994; Wasteneys and 

Ambrose, 2009; Wasteneys and Galway, 2003)。微小管の免疫染色と生細胞観察か

らこれらの細胞が典型的な表層微小管ではなく「endoplasmic 微小管」を細胞質

中に形成することが示された。Endoplasmic微小管は間期において形成される微
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小管であり、3 次元的に細胞内に存在する。Endoplasmic 微小管はコケ原糸体細

胞の伸長に決定的な役割を果たすが(Doonan et al., 1985; Doonan et al., 1988; 

Hiwatashi et al., 2014)、その生成機構は不明である。 

 

 

ヒメツリガネゴケについて  

本研究を始めるにあたり、ヒメツリガネゴケ(Physcomitrella patens)が理想的な

細胞生物学のモデルシステムになり得ると考えた。ヒメツリガネゴケには以下

の細胞生物学的に有用な特徴を持つ。一つ目は遺伝子配列が解読され、データ

ベース化されていることである(Rensing et al., 2008)。ヒメツリガネゴケは 27本

の染色体を持ち、ゲノムサイズは 500 Mbほどである。二つ目はその生涯のほと

んどを一倍体で過ごし、相同組換え効率が高いことである。そのため、遺伝子

のノックアウトや内在性遺伝子への蛍光タンパク質タグの付加により、直接的

にタンパク質の機能や局在を調べることが容易である。さらに、RNA干渉(RNA 

interference; RNAi)も働くことが報告され、原糸体細胞の生育に必須な遺伝子の

機能解析も可能となった(Bezanilla et al., 2003; Bezanilla et al., 2005; Cove et al., 

2006; Prigge and Bezanilla, 2010)。ヒメツリガネゴケの胞子は出芽後、原糸体と呼

ばれる繊維状の構造をとる。原糸体細胞はクロロネマ細胞とカウロネマ細胞の 2

種類に分けられる。このうちカウロネマ細胞は少数の小さな葉緑体を持つため、

自家蛍光による影響が少なく、蛍光タンパク質を付加した融合タンパク質の生

細胞観察に適している(Vidali et al., 2009a; Vidali et al., 2009b)。また、分裂周期も

5–8 時間ほどと短いため、細胞分裂のタイムラプス観察にも適している

(Hiwatashi et al., 2008)。一方で、クロロネマ細胞は大きな多数の葉緑体を持ち、

細胞分裂周期が 24時間ほどと長い(Cove, 2005)。さらに、原糸体は頂端細胞の先

端成長により伸長するが(Menand et al., 2007)、クロロネマ細胞はカウロネマ細胞

に比べて伸長速度が遅い。また、原糸体細胞は先端細胞の細胞分裂と先端から

数細胞基部側の細胞の分裂(分枝)により 2次元的に成長する。分枝により生じる

細胞の大部分はクロロネマ細胞であるが、数%は葉、茎からなる茎葉体や仮根を

形成する幹細胞(芽、bud)となる。 

ヒメツリガネゴケにおける従来の RNAi解析は、恒常的に発現するプロモータ

ーの下流に発現後二本鎖 RNA(double-strand RNA; dsRNA)を形成する配列を組み

込んだプラスミドを一過的にプロトプラストに導入することにより行われる。
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この系を用いて、アクチン制御因子がプロトプラストの再生過程の初期段階に

現れるクロロネマ細胞の先端成長に関わることが示された(Augustine et al., 

2008; Vidali et al., 2007; Vidali et al., 2009b)。しかしながら、クロロネマ細胞にお

ける分裂周期は長く(24時間に 1回程度)、RNAiと生細胞観察を組み合わせるこ

とによる細胞分裂の観察には成功していない。また、生育に必須の遺伝子では

dsRNAが恒常的に発現する形質転換体は得られない可能性が高い。同じ理由で、

一倍体で多くの時を過ごすコケ植物では相同組換えによる遺伝子欠損を用いる

方法は生育に必須の遺伝子には適用できない。そのため、ヒメツリガネゴケに

おいて RNAiを誘導的に引き起こす系の確立が必要だと考えた。 

 

 

本研究では、まず、ヒメツリガネゴケにおいて誘導型 RNAi系を確立した。こ

れによりカウロネマ細胞において高解像度での生細胞観察と遺伝子の発現抑制

を組み合わせることが可能となった。次に、確立した系を用いて細胞分裂期の

微小管形成に関わる因子を同定し、オーグミン複合体が分裂前中期から細胞質

分裂にかけてスピンドル微小管生成に重要であることを示した。さらに、間期

の原糸体細胞において、微小管一本一本の動態を観察することが可能な、斜光

照明蛍光顕微鏡法を用いて微小管生成ダイナミクスを観察、定量化した。その

結果、これまで報告された顕花植物の表層微小管とは異なり、endoplasmic 微小

管では branching nucleationと、既存の微小管に依存しない細胞質からの生成の 2

つが主要な微小管生成機構であった。どちらの機構も大部分は !-tubulin 依存的

であったが、意外なことに通常の培養条件で培養した細胞では !-tubulin の発現

を抑制しても微小管の配向や生成頻度に明らかな違いは認められなかった。こ

のことから !-tubulinに依存しない未知の微小管生成機構の存在も示唆された。
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言葉の定義  

本論文では、区別しにくい言葉について以下のように定義した。 

 

微小管の組織化 

細胞内において多数の微小管がまとまった構造をとること。例えば、植物細胞

の表層微小管は細胞膜直下に成長軸に対して垂直に配向された構造をとってい

る。また、ハエの培養細胞では、間期の微小管は細胞の中央付近から放射状に

配向された構造をとっている。 

 

微小管の配向 

任意の物に対する微小管の方向性や微小管同士の並び方。例えば、表層微小管

は成長軸に対して垂直に配向されている。微小管は極性を持つため、2本の微小

管が並んだ場合には平行または逆平行の並び方となる。 

 

微小管形成と微小管生成 

微小管が生じること、増幅されることを微小管形成という。多くの場合、微小

管は微小管形成中心から形成される。本論文では、!-tubulinからの微小管形成や

微小管がない場所からの微小管形成を特に微小管生成と呼ぶ。 
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結果  

第一章 ヒメツリガネゴケにおける誘導型 RNAi系の確立 

長時間イメージングによるヒメツリガネゴケ原糸体細胞の細胞分裂の観

察  

 

まず、多数の分裂する細胞を観察するために、10 $対物レンズを用いて多点で

3分ごとに長時間(~15時間)のタイムラプス観察を行った(図 1-1A; 動画 1)。観察

には GFP-tubulin/ヒストン H2B-mRFP発現株を用いた。カウロネマ細胞の細胞周

期は 6から 8時間と報告されていたため(Cove, 2005)、長時間のイメージングに

より 2 回以上の細胞分裂が観察されることを期待した。実際に、この観察条件

では約 5 時間で分裂するカウロネマ細胞も存在し、観察中に 1 から 3 回分裂を

行った。コントロール細胞の分裂は正確に一定の時間内で完了した。分裂中期

に凝縮した染色体が赤道面に並ぶと、すぐに染色体分離が起こり、引き続き分

離した染色体の間にフラグモプラスト形成が起こった。核膜崩壊から後期開始

(染色体分離開始)までの時間は 9.5分 (n = 103)であった(表 1)。 

原糸体細胞の細胞分裂の各過程に要する時間は野生型では細胞間のばらつき

が極めて小さかった(三木智博修士論文)。スピンドルの形成や染色体の整列に異

常が起こった場合には、チェックポイント依存的な分裂遅延が起こる。そのた

め、この特徴は RNAiスクリーニングの際に分裂異常を検出する上で大きな利点

になると考えられた。 

 

 

ヒメツリガネゴケ原糸体細胞に対して微小管重合阻害剤 cremartが及ぼす

効果  

 

次に、微小管重合阻害剤である cremart (Doonan et al., 1988) の存在下で同様の

観察を行った。Cremart 処理により、先端成長はほぼ完全に停止した(図 1-1B)。

この結果は先端成長が微小管依存的であることを示している。また、スピンド

ルが分裂期に形成されず、凝縮した染色体が長時間(最大 3時間程度)細胞内を散

乱する様子が観察された(図 1-1B、+ cremart 552分、642分)。その後染色体の脱
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凝縮が起こり、染色体分配に失敗した異常な核が形成された(図 1-1B、+ cremart 

714 分)。これは分裂中期でチェックポイントが働き、後期への進行が抑制され

たが、チェックポイントが 3 時間程度しか機能しないために起こったと考えら

れる。 

 

 

RNAiの有効性の確認  

 

Bezanilaらにより、ヒメツリガネゴケにおいて RNAiの有効性が示され、クロ

ロネマ細胞の先端成長にアクチン制御因子が必須であることが示された

(Bezanilla et al., 2003)。微小管重合阻害剤である cremartを用いた実験から、微小

管も原糸体の先端成長に重要であることが分かった(図 1-1B)。すでに確立され

ている一過的な RNAi 法により微小管制御因子が原糸体の成長に与える影響を

評価できるか確かめるために、微小管ポリメラーゼ XMAP215/Dis1/MOR1 

(Brouhard et al., 2008; Kinoshita et al., 2002)のノックダウンを行った(図 1-2)。ヒメ

ツリガネゴケには XMAP215のホモログが 2つ存在する(XMAP215-a、-b)。用い

た dsRNA 配列が標的以外の他の遺伝子発現を抑制する影響(オフターゲット)を

排除するため、異なる領域を標的とした 2つの RNAiコンストラクトを用いて独

立に RNAiノックダウンを行った(図 1-2A)。RNAiコンストラクトと遺伝子の配

列の類似性は XMAP215-a、-bに対してコンストラクト 1が 100%、89.5%、コン

ストラクト 2 が 89.8%、100%である。植物体の成長速度を比較するために、葉

緑体の自家蛍光から推定される細胞の輪郭を用いて植物体の大きさを測定した

(図 1-2B)。アクチン制御因子(ここではプロフィリンを使用した(Vidali et al., 

2007))の RNAi や微小管重合阻害剤である cremart を加えた場合と同様に、

XMAP215のノックダウンによりクロロネマ細胞の成長が抑制された(図 1-2Bと

C、RFP RNAiはコントロールとして用いた)。このことは、ヒメツリガネゴケに

おいて微小管制御因子を標的とした RNAiも可能であることに加えて、微小管制

御因子が先端成長に関わっていることを示す。 
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誘導型 RNAiスクリーニング系の確立  

 

細胞分裂はクロロネマ細胞においては 22 から 26 時間に一度しか起こらない

ため、前述の一過的に dsRNA を発現した細胞では観察が困難である。そこで、

dsRNA を誘導的に発現できる細胞株を樹立し、細胞分裂の頻度が高いカウロネ

マ細胞での観察を試みた。シロイヌナズナですでに確立されていた XVEエスト

ロゲン誘導系を導入することで誘導型RNAi系の確立に成功した(図 1-3 (Kubo et 

al., 2013; Zuo et al., 2000))。この系では、#-エストラジオールにより標的遺伝子と

RFP遺伝子の両方を標的とした dsRNAの転写が促進される。dsRNAは相補的な

配列を持つ標的の mRNAを分解し、その結果、RFP融合タンパク質と標的タン

パク質の両方の発現が抑制される(図 1-3B)。このコンストラクトを GFP-tubulin、

ヒストンH2B-mRFPを恒常的に発現している株に組み込んだ(この実験は五島剛

太教授、富岡亜希子氏と共同で行った)。コンストラクトの挿入数や挿入位置は

確認していないため、複数コピー組み込まれた株の存在が予想される。そこで、

それぞれの形質転換体株において RNAi の効率を見積もるために、RFP 蛍光強

度を当研究室で開発したコンピューターアルゴリズムを用いて定量した(藤岡竜

太卒業論文)。ヒストンは安定なタンパク質であるため(Djondjurov et al., 1983)、

RFP RNAi を誘導してから数日の間にヒストン H2B-mRFP の蛍光は完全には消

失しないと考えた。そのため、標的タンパク質に対して RNAiが有効である期間

(3–7日)も、残存するヒストン H2B-mRFPのシグナルをもとに染色体の動きをと

らえられることを期待した。 

誘導型 RNAi系の有効性を評価するために、ヒメツリガネゴケですでに機能が

報告されている 2つの遺伝子(FtsZ (Strepp et al., 1998)とプロフィリン(Vidali et al., 

2007))を標的とする RNAiコンストラクトを作製した。PEG法による形質転換に

続き薬剤耐性による株の選抜を行った結果、前述の遺伝子に対してそれぞれ 12、

14株の RNAi候補株が得られ、各 5株において RFP蛍光強度の減少が検出され

た(表 2; 図 1-4A、1-5A)。定量的リアルタイム逆転写-PCR (qRT-PCR)解析により、

得られた FtsZ RNAi株において #-エストラジオール依存的な mRNA量の減少が

確認された(図 1-4B)。表現型の観察から、FtsZ、プロフィリン RNAi株において

期待通りの表現型が現れることを確認した(図 1-4Cと D、FtsZ: 葉緑体の分裂失

敗による巨大な葉緑体の形成、図 1-5、プロフィリン: 先端成長の抑制による短

い細胞の形成)。RFP蛍光強度の平均とRNAiの表現型には相関があり、FtsZ RNAi
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ラインでは観察した 12 株中 12 株、プロフィリン RNAi ラインでは観察した 7

株中 7株で相関が見られた(図 1-4A、1-5A)。 

次に、動物細胞においてノックダウンにより分裂異常を起こすことが報告さ

れている 5 つの遺伝子ファミリー(XMAP215、!-tubulin、GCP4/Grip75、Mis12、

Aug3)を標的として RNAiコンストラクトを作製した(図 1-6)。XMAP215は微小

管ポリメラーゼであり、!-tubulinとGCP4は微小管重合核形成因子である !-TuRC

のサブユニットである(図 0-1A (Moritz and Agard, 2001))。Mis12は真核生物に広

く保存されたキネトコアタンパク質である(Goshima et al., 2003)。Aug3はオーグ

ミン複合体のサブユニットである(図 0-1B)。ヒメツリガネゴケには !-tubulin と

XMAP215遺伝子が 2つずつあり、それぞれのパラログ間で配列が良く似ている

ことから、重複して機能している可能性がある。そこで両方の遺伝子をノック

ダウンできる可能性が高いと予測される、相同性の高い領域を用いて dsRNA配

列を設計した。RNAi コンストラクトのオフターゲットによる影響を除くため、

遺伝子の異なる領域を標的とした RNAi コンストラクトを GCP4、Aug3 につい

て作製した(図 1-6)。 

形質転換と薬剤耐性による選抜の結果、前述の遺伝子に対して 17 から 42 の

RNAi候補株が得られ、2から 10株においてRFP蛍光強度の減少が検出された(表

2)。GCP4の RNAi株において前述のように RFP蛍光強度の平均と表現型の強度

(分裂時間の延長、後述)の相関を調べ、11株中 9株で相関があった(図 2-1C)。さ

らに、免疫ブロットにより 61 から 81%のタンパク質量の減少または qRT-PCR

により 58から 90%の mRNA量の減少が確認された(図 1-7、1-8)。#-エストラジ

オール非存在下でのタンパク質/mRNA 量の減少もいくつかの株で観察された

(例えば !-tubulin RNAi のコンストラクト 1、ライン#10)。これらの株では #-

エストラジオールがない条件でも一定量の dsRNAが発現していることが示唆さ

れた。しかしながら、これらの株においても分裂異常は #-エストラジオール添

加後にのみ検出された。分裂頻度の高い頂端のカウロネマ細胞では #-エストラ

ジオール処理により、さらにタンパク質が減少し、より重篤な分裂異常を示す

が、植物体全体を用いた免疫ブロットや qPT-PCRではその差が検出できなかっ

たと考えられる。 

これまでに合計 9 遺伝子を試し、それぞれについて 2 株以上の独立の形質転

換体株を得た(表 2)。すべての遺伝子についてタンパク質/mRNA量の減少を直接

的(8 遺伝子に対して免疫ブロットまたは qRT-PCR)または間接的(プロフィリン
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遺伝子について期待された表現型の有無)に確かめた。選択した遺伝子が RNAi

によるノックダウンを受けやすい遺伝子だった可能性もあるが、ここで観察さ

れた高い成功率はさらに大規模な RNAi スクリーニングが可能であることを示

している。 
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第二章 ヒメツリガネゴケ原糸体細胞における分裂期微小

管形成因子の機能解析 
 

スピンドル微小管およびフラグモプラスト微小管生成におけるオーグミ

ン・!-tubulinの機能  

 

確立した誘導型RNAi系を用いてオーグミンおよび !-TuRCのコケ原糸体細胞

における役割を調べた。Aug3、!-tubulin、GCP4をそれぞれノックダウンした株

において、長時間の生細胞観察により分裂遅延が検出された(図 2-1; 動画 2)。

!-Tubulin RNAi株はノックダウン効率の異なる 2つのライン(コンストラクト 1、 

ライン#10とコンストラクト 2 、ライン#24)について観察を行った。#10株はタ

ンパク質、mRNA ともに誘導前から減少していたが(図 1-7B、1-8A)、分裂の表

現型は誘導後にのみ顕著に観察された。#24は誘導後にタンパク質、mRNAが減

少した株であった(図 1-7B、1-8A)。しかしながら、RNAi 誘導後の mRNA 量は

#24 では#10 と比較して多く、これと一致して#10 は#24 に比べてより顕著な表

現型が観察された。そのため、長時間イメージングの解析は#10株を用いて行っ

た。 

コントロール株では核膜崩壊後すぐに両極性のスピンドルが形成され、続い

て染色体分離、フラグモプラスト形成が起こった(図 2-1Aと B; 表 1; 動画 2)。

核膜崩壊から染色体分離までにかかる時間は 10分程度であり、細胞間で大きな

ばらつきは見られなかった。一方、Aug3をノックダウンした株では、9%の細胞

で両極性が維持されず、長時間(2時間以上)凝縮した染色体が細胞中に散乱した。

5%の細胞では前中期での染色体整列異常および分裂遅延が観察され、染色体分

離は起こるがフラグモプラスト形成が完全でなく、いったん分かれた染色体が

元に戻り、細胞質分裂が失敗した様子が観察された。65%の細胞では前中期で分

裂遅延(44 ± 29分)が観察されるが、その後染色体分離、フラグモプラスト形成

が起こり分裂が完了した。これらの分裂異常が 2つの重なりのない RNAiコンス

トラクトで観察された。 

!-Tubulin を RNAi ノックダウンした株でも 28%で両極性スピンドルが維持さ

れず、スピンドルの崩壊および染色体の散乱が、6%でフラグモプラスト形成異

常が、38%で前中期での分裂遅延(45 ± 27分)が観察された(図 2-1Aと B; 表 1; 動

画 2)。GCP4をノックダウンした場合にも、3つの異なる RNAiコンストラクト

で同様の表現型が観察された(図 2-1; 表 1; 動画 2)。!-Tubulin RNAi株において #-
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エストラジオール非存在下ではそのような分裂異常は見られず、RNAi 耐性の

!-tubulin-b遺伝子(dsRNAの標的配列をアミノ酸配列が変わらないように変えた)

を !-tubulin RNAi株で強制発現することにより、表現型が部分的にレスキューさ

れた(図 2-2; 表 1)。これらの結果は観察された表現型が RNAiのオフターゲット

によるものではなく、!-tubulinのノックダウンにより起こったことを示している。

また、!-tubulinと GCP4のノックダウンで同様の表現型が得られたことは、ヒメ

ツリガネゴケのカウロネマ細胞の細胞分裂では !-tubulinが GCP4を含む !-TuRC

として専ら機能している可能性を示している。これは !-tubulin は含むが GCP4

は含まない !-TuSC が機能を持つショウジョウバエとは異なる(Verollet et al., 

2006)。さらに、Aug3と !-TuRCサブユニットのノックダウンで同様の表現型が

得られたことは、オーグミンと !-TuRCが同じ経路でスピンドル形成に寄与して

いることを示している(詳細は後述する)。 

次に、スピニングディスク型共焦点蛍光顕微鏡を用いて三次元での生細胞観

察を行った(三木智博氏と共同で行った; 図 2-3; 動画 3)。分裂前期から核膜崩壊

直前にかけて、コントロール、Aug3 RNAi株の両方において、微小管は核膜周

辺に徐々に集積した。核膜崩壊直後では、コントロール細胞において微小管の

非対称性が観察された(図 2-3A、NEBD)。最初の 3分では、スピンドル微小管は

原糸体の先端側に多かった(図 2-3A)。染色体は最初投網のような形の微小管ネ

ットワークに包まれ、その後微小管の分布は徐々に均等になり、核膜崩壊後 10

分以内に両極性のスピンドルが形成された(図 2-3A; 三木智博修士論文)。このス

ピンドルの形態変化はAug3のノックダウン細胞においても観察された(図 2-3B)。

しかしながら、分裂前中期の初期段階(0–4分)において、Aug3をノックダウンし

た細胞ではコントロール細胞で観察された微小管の蛍光強度の急激な増加が観

察されなかった(図 2-3B、NEBD–4分)。核膜崩壊から 8分後では、コントロール

細胞では観察した 5 細胞すべてにおいて染色体は赤道面上に整列していた。一

方、Aug3 を RNAiした細胞では観察した 7細胞中 6細胞において染色体の整列

異常が確認された(図 2-3B、矢尻)。さらに、両極性の中期スピンドルの長さは

50%長くなっていた(表 1; 撮影および解析は三木智博氏が行った)。GCP4をノッ

クダウンした株でも Aug3 RNAiと同様に核膜崩壊後に微小管蛍光強度が増加せ

ず、染色体の整列異常と長いスピンドルが観察された(図 2-3C; 表 1)。実際に、

中期スピンドルにおいて微小管の蛍光強度を測定したところ、Aug3 RNAi、GCP4 

RNAi 細胞ではコントロール細胞に比べて微小管蛍光強度が低かった(図 2-3D)。
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しかしながら、Aug3 RNAiの場合とは異なり、GCP4を RNAiした細胞では核膜

崩壊前の核周辺の微小管蛍光強度がコントロールに比べて低かった。このこと

は、!-TuRCが間期や分裂前期におけるオーグミン非依存的な微小管生成に必要

であることを示している(図 2-3A–C)。 

微小管生成におけるオーグミンの必要性を調べるために、オーグミンノック

ダウン細胞において !-tubulinの免疫染色を行った。Aug3 RNAi細胞ではスピン

ドル微小管上への !-tubulinの局在が減少した(図 2-4)。これらの結果は分裂前中

期でオーグミンが !-tubulinのスピンドル上へのリクルートに関わっていること、

!-tubulinを介したスピンドル微小管生成に重要であることを示している。 

 

 

オーグミン依存的な機構は主にフラグモプラスト微小管生成に寄与して

いる  

 

コントロール細胞では核膜崩壊後約 10分で姉妹染色分体の分離が起こり、そ

の後キネトコア微小管の脱重合により中央領域の微小管の蛍光強度は減少した

(図 2-5A、0–2 分; 動画 4)。しかし、すぐに分離した染色体の中間にフラグモプ

ラスト微小管が現れ、細胞板の形成を伴ってリング型の構造が拡張する様子が

観察された(図 2-5A、9–27分; 動画 5)。これに対し、Aug3を RNAiした細胞で

は細胞質分裂初期の中央領域を除き、細胞質分裂を通して微小管蛍光強度が減

少した(図 2-5B、5–19 分)。分裂後期開始前から微小管が少なかったことが原因

の一つとして考えられる。コントロール細胞のフラグモプラスト形成過程で微

小管の蛍光強度が増加した(図 2-5A、1–9分)ことは、この段階で新たな微小管生

成が起こっており、この過程にオーグミンが中心的に働いていることを示唆す

る。この解釈と一致して、Aug3 RNAi細胞ではフラグモプラスト微小管の蛍光

強度はフラグモプラストが側面の細胞壁に到達する前に減少し(図 2-5B、19–29

分; 動画 4)、その後消失した。Aug3のノックダウン細胞におけるフラグモプラ

スト微小管の増加異常はスピンドルの両極性が維持されたまま後期に進行した

12 細胞中 8 細胞で観察された。分裂後期に進行した細胞は分裂後期以前にスピ

ンドル崩壊を起こした細胞よりも RNAi 後の残存するオーグミン量が多かった

と仮定すれば、このデータはフラグモプラスト微小管の形成はオーグミン量の

影響を強く受けることを示唆している。このことからオーグミンが細胞分裂後
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期以降の微小管生成にきわめて重要な役割を果たしていると結論づけた。 

!-Tubulinノックダウン細胞においてもAug3 RNAiと同様の表現型が観察され

た(図 2-5C)。姉妹染色分体の分離後、中央領域においてフラグモプラスト微小

管の顕著な増加は起こらなかった。フラグモプラストの拡張も起こらず、フラ

グモプラスト微小管は徐々に減少し、最終的に消失した(図 2-5C; 動画 4)。

!-Tubulin と Aug3 のノックダウンにより同じ表現型が得られたことは、フラグ

モプラスト形成においてオーグミンと !-TuRC が同じ経路で働いている可能性

を強く示唆している。 

 

 

オーグミンと !-TuRCの分裂期の局在  

 

分裂期における !-TuRCとオーグミンの機能を調べるために、局在解析を行っ

た。!-Tubulin とオーグミン複合体サブユニット Aug2/CEP27 に対する抗体を用

いた免疫染色により、!-TuRCとオーグミンの局在を調べたところ、分裂期スピ

ンドル全体に点状のシグナルが検出された(図 2-6)。さらに、分裂後期では

!-tubulinが染色体分離後の中間領域へ局在し、その後の細胞質分裂の段階でフラ

グモプラスト全体への局在が観察された。次に、ヒメツリガネゴケの高い相同

組換え効率を利用し、内在性のタンパク質の局在を生細胞観察により調べた。

!-Tubulin-b (TubG2)とオーグミン複合体サブユニット Aug4/C14orf94のカルボキ

シル末端に Citrine を付加した(図 2-7A)。相同組換えが正しく行われていること

はサザンブロットと免疫ブロットにより確認した(図 2-7B と C)。免疫染色から

得られた結果と同様に、分裂期スピンドルおよびフラグモプラスト全体への局

在が観察された(図 2-8; 撮影は三木智博氏が行った)。後期の初期には染色体が

分離した後の中央領域への強い局在も認められた。この局在パターンは !-tubulin

やオーグミンが極付近に多く局在するヒト体細胞や、オーグミンが極に集中す

るハエの減数分裂期とは異なっていた(Lecland and Luders, 2014; Meireles et al., 

2009; Uehara et al., 2009)。Aug3 RNAiでスピンドル上の !-tubulinが減少していた

ことと合わせると、オーグミンと !-TuRCが前中期から細胞質分裂の完了までの

間、スピンドルおよびフラグモプラスト内において分裂期微小管の生成に協働

して働いている可能性が示唆された。 
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第三章 ヒメツリガネゴケにおける間期微小管形成機構 

ヒメツリガネゴケ原糸体細胞の endoplasmic 微小管では 3 種類の微小管形

成機構が観察される  

 

間期における微小管形成機構を調べるために、まずスピニングディスク型共

焦点蛍光顕微鏡を用いて原糸体細胞の endoplasmic微小管を観察した。共焦点蛍

光顕微鏡による観察は顕花植物を用いた微小管生成の可視化に中心的に用いら

れてきた方法である(Lindeboom et al., 2013b; Murata et al., 2005; Nakamura and 

Hashimoto, 2009; Zhang et al., 2013)。しかしながら、自家蛍光によるバックグラ

ウンドが高いため、鮮明な画像が得られなかった。そこで、斜光照明蛍光顕微

鏡法(oblique illumination fluorescence microscopy)という、傾けた薄層状の光を細

胞の限られた領域に照射することで背景光を抑え、鮮明な画像を得ることがで

きる方法を取り入れた(Konopka and Bednarek, 2008; Tokunaga et al., 2008)。全反射

蛍光顕微鏡法(total internal reflection fluorescence microscopy; TIRFM)では光を全

反射させた際に生じるエバネッセント光を用いる。エバネッセント光の強さは

ガラス面から指数関数的に減少するためガラス面から 300 nm以下の狭い範囲の

観察に適している。これに対し、斜光照明蛍光顕微鏡法は全反射しない条件で

行うため、細胞壁があるために原形質がガラス面から遠い植物細胞の観察に適

している。斜光照明蛍光顕微鏡法を用いることことにより、1 本 1 本の

endoplasmic 微小管のダイナミクスを鮮明に可視化することが可能となった(図

3-1; 動画 6)。 

次に、微小管生成過程における !-tubulin の局在を調べるために、内在性の

!-tubulinに Citrineを付加した株を作成した(図 3-2)。微小管の局在を同時に観察

するために、mCherry-"-tubulin を発現した株を親株とし、相同組換えにより

!-tubulin-b (TubG2)のカルボキシル末端に Citrineを付加し、!-tubulin-b-Citrine株

を得た。さらに、得られた株を親株とし、!-tubulin-a (TubG1)を相同組換えによ

り欠損させた。これにより、細胞内のすべての !-tubulinタンパク質が Citrineで

標識されていることになる。免疫ブロットにより、発現しているすべての

!-tubulin に Citrine が付加されていることを確認した(図 3-2C)。取得した

mCherry-"-tubulin/!-tubulin-b-Citrine/!-tubulin-a% 株の原糸体および茎葉体が野生

型と遜色なく生育したことは、少なくともこの培養条件では Citrine を付加した
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!-tubulinは機能的であることを示している(図 3-2D)。 

3 秒ごとに 10–12 分間撮影した 28 以上の細胞を観察し、3 種類の微小管形成

モードを同定した。①微小管の切断、②微小管の側面からの微小管生成(branching 

nucleation)、③細胞質からの微小管生成(cytoplasmic nucleation)である。以下にそ

れぞれの微小管形成モードについて記述する。 

 

①カタニン依存的な微小管切断 

一つ目は微小管の切断(severing)である。1 本の微小管が側面から切断され、2

本の微小管になる様子が観察された(図 3-3A; 動画 7)。微小管切断により生じた

マイナス端のうち 76%は安定化されるかゆっくりと脱重合(<1.5 &m/分、n = 47)

し、残りの 24%のマイナス端は速い速度で脱重合した(>1.5 &m/分、n = 15)。時

にはトレッドミル(プラス端の伸長とマイナス端の短縮が同時に起こり、見た目

上微小管が移動しているように見える状態)をする微小管も観察された。一方で、

切断された微小管プラス端の大部分はまず脱重合した。22%の確率で短縮から伸

長への転換(rescue)が起こり、再び伸長が起こる様子が観察された。残りの 78%

の微小管のうち、大部分は観察範囲もしくは観察面から消え、一部は観察範囲

内で完全に脱重合した。このことは、限定的ながら、微小管切断が微小管増幅

に寄与することを示唆する。 

しかし、微小管の切断は後述する他の微小管形成モードに比べて観察される

頻度が低かった(28細胞中 63イベント)。カタニンは表層微小管において、微小

管切断を行う主要なタンパク質であることから(Lindeboom et al., 2013b; Zhang et 

al., 2013)、ヒメツリガネゴケで観察された微小管切断にもカタニンが関わってい

ると推測した。そこでカタニン p60サブユニットの 2つのパラログ遺伝子(p60-a、

-b)の欠損株を作製した(図 3-3B–D)。得られたカタニン p60二重欠損株の原糸体

細胞 10細胞を観察した限りでは、微小管の切断は観察されなかった。この結果

は、野生型で観察された微小管切断がカタニン依存的であることを示している。

次に、カタニン p60 の欠損がカウロネマ先端細胞の分裂と先端成長に与える影

響を調べた。この 2 つのイベントには微小管が必要であり、微小管阻害剤や微

小管のダイナミクスに関わる遺伝子の欠損により異常をきたすことがこれまで

の観察から明らかとなっている(Doonan et al., 1985; Doonan et al., 1988; Hiwatashi 

et al., 2014)。観察の結果、分裂前中期–分裂中期の時間が少し長くなっているこ

と(核膜崩壊から分裂後期開始までの時間が、コントロールでは 8.0分［n = 10］
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だったのに対し、カタニン p60二重欠損株では 10.7分［n = 10］)、先端成長の

速度が若干低下していること(図 3-4A)が分かった。しかしながら、免疫染色か

らは微小管の配向にカタニン p60 欠損の影響は認められなかった(図 3-5)。これ

らの結果は、原糸体細胞ではカタニン依存的な微小管切断は微小管増加に対し

て限定的にしか貢献していないという仮説と一致している。 

一方で、茎葉体の形態には重篤な異常が認められた。カタニン p60-bのみを欠

損させた場合には野生型と差は認められなかったが、カタニン p60 二重欠損株

では茎葉体の葉は小さくなり、個々の細胞は異常に膨らんだ形であった(図

3-4B–D)。カタニン p60の欠損による微小管への影響を調べるために、茎葉体で

発現する GFP-tubulin (EF1-" プロモーターにより発現させた)を組み込んだ新た

な形質転換体を取得し、スピニングディスク型共焦点蛍光顕微鏡を用いて茎葉

体の微小管を観察した。GFP-tubulin の z-スタックの最高輝度プロジェクション

画像において、コントロールの細胞では長軸方向に対して垂直に配向された微

小管が観察されたのに対し、p60を欠損した細胞では微小管の配向は無秩序であ

った(図 3-4D)。この結果はシロイヌナズナのカタニン p60 変異体で観察された

表現型と一致している(Burk et al., 2001)。さらに、茎葉体で微小管切断が起こっ

ているかを斜光照明蛍光顕微鏡法により評価した。コントロール株では、6つの

茎葉体細胞で 34の微小管切断イベントが観察されたが、カタニン p60を欠損し

た茎葉体細胞では、8細胞を観察しても微小管切断は 1ヵ所しか観察されなかっ

た(データは示さない)。この結果は、茎葉体においてカタニン依存的な微小管切

断が活発に起こっていることを示唆している。 

これらの結果に基づき、カタニン依存的な微小管切断がコケ植物における微

小管形成に機能していることが結論づけられた。しかしながら、カタニンの寄

与の度合いは原糸体細胞(比較的少ない)と茎葉体細胞(大きい)で異なるようであ

る。 

 

②Branching nucleation 

二つ目は、branching nucleation (microtubule-dependent microtubule nucleation)と

呼ばれる、既存の微小管の側面から新たな微小管が生成されるモードである(図

3-6A; 動画 8; 28細胞中 182イベント)。!-Tubulin-Citrineはほとんどの場合にお

いて微小管生成箇所と共局在した(図 3-6E)。シロイヌナズナやタバコの表層微小

管において、微小管の branching nucleationは 0°または 40°にピークを持って観察
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される(Fishel and Dixit, 2013; Lindeboom et al., 2013a; Murata et al., 2005; Nakamura 

et al., 2010; Nakamura and Hashimoto, 2009; Wasteneys and Ambrose, 2009)。ヒメツ

リガネゴケ原糸体細胞でも同じ様式で形成されているかを調べるために、母微

小管と娘微小管の間の角度を 2 次元で計測した。表層微小管と同様に、0°の

branching nucleation(平行な生成: 11%)や 20°–60°の角度の branching nucleation 

(36%)が観察された(図 3-6A、C、D)。一方で、90°以上を含む様々な角度の branching 

nucleationも観察された(図 3-6D; 2本の微小管の交差と branchingを明確に区別す

ることが難しいため、0°、180°、90°付近の branchingの割合は低く見積もられて

いる可能性がある)。この結果は、原糸体細胞の母微小管と娘微小管の間の角度

は表層微小管に比べて多様であることを示している。 

まれに branching した微小管の branching 部位が固定されておらず、娘微小管

が母微小管に沿って動く様子が観察された(9.3%、n = 182 branchingイベント; 図

3-6B; 動画 8)。Branching部位は 2.6 &m/分 (n = 17)の速度で移動した。母微小管

の極性が同定できた 14 例中 13 例において、娘微小管は母微小管をマイナス端

方向へと移動した。このことはマイナス端方向モータータンパク質による娘微

小管の輸送を示唆している。この動きはヒトのスピンドルや植物のフラグモプ

ラストで観察された娘微小管のマイナス端に結合した !-tubulin の母微小管に沿

ったスピンドル極方向への移動を思い起こさせる(図 3-7 (Lecland and Luders, 

2014; Murata et al., 2013))。興味深いことに、マイナス端方向に移動した 13例中

11例では移動後に娘微小管と母微小管の角度が小さくなった(図 3-7)。このこと

は娘微小管の輸送が微小管の配向を平行に近づけるメカニズムの一つである可

能性を示唆する。このような娘微小管の動きは表層微小管では報告されていな

い。 

表層微小管の branching nucleation では、娘微小管はマイナス端付近がカタニ

ンに切断されることで母微小管から離れる(Nakamura et al., 2010)。原糸体細胞に

おいて娘微小管の母微小管からの切り離し機構と、カタニンがこの過程に関わ

っているかを調べた。!-Tubulin-b-Citrine/mCherry-"-tubulin 株を用い、33 の娘微

小管の状態を生成から最大 12 分間追跡した。生成後の娘微小管の振る舞いは 3

種類に分類された(図 3-6E)。21 例では娘微小管は母微小管の脱重合により細胞

質へと切り離された(上段)。12 例では母微小管が残っている状態で、娘微小管

は完全に脱重合した(中段)。残りの 3例では娘微小管は母微小管が残っている状

態で切り離された。しかしながら、この切り離しの過程で、明確な微小管切断
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は認められなかった。むしろ、娘微小管全体が !-tubulinと同時に nucleation部位

から離れた(下段; 動画 9、78 秒; 微小管の解離と同時に !-tubulin シグナルが移

動した)。同様にカタニン p60二重欠損株において娘微小管の振る舞いを観察し

た。追跡した 30例の娘微小管のうち、20例は母微小管の脱重合により切り離さ

れ、9例では娘微小管は切り離されることなく完全に脱重合した。母微小管から

の娘微小管の解離は 1 例のみ観察された。この組換え体では !-tubulin は可視化

していないが、総合的に見ると娘微小管の解離にカタニンの関与はほとんどな

く、仮にあったとしてもごく僅かであることが強く示唆された。これらの結果

は、ヒメツリガネゴケの原糸体細胞では娘微小管の切り離しは主に母微小管の

脱重合によって起こっていることを示している。 

以上の結果は、ヒメツリガネゴケの原糸体細胞では顕花植物の表層微小管と

は異なった様式の branching nucleationを起こしていることを示している。 

 

③Cytoplasmic nucleation 

三つ目のモードとして、細胞質の微小管がない様々な場所から新たな微小管

が現れる様子を観察した(図 3-8; 28 細胞で 310 イベント)。これを「cytoplasmic 

nucleation (細胞質からの微小管生成)」と名付けた。このモードでは、まず点状

の GFP-tubulinシグナルが現れ、1本の微小管へと伸長した(図 3-8; 動画 10)。一

つの可能性として、観察された点状の GFP-tubulinが焦点面の外側から現れた伸

長中の微小管のプラス端であると解釈することもできる。本研究では、図 3-9

で示した基準を用いて微小管生成イベントを判断した。点状の GFP-tubulinが観

察された時、観察されたシグナルが焦点面外から伸長した微小管のプラス端で

はないかに特に注意した。次の条件を満たした時に、焦点面で生成した微小管

断片であると判断した。①点状のシグナルが 2 次元に拡散する動きを示した時

は(図 3-9A)、長い微小管のプラス端ではこのような動きは認められないため(図

3-9B)、微小管生成だと判断した。②拡散的な動きが認められなかった場合でも、

微小管断片の両端の GFP蛍光強度が急激に減少していた場合は、新しく生成さ

れた短い微小管断片であると判断した(図 3-9A)。一方で、短い微小管断片の GFP

蛍光強度の低下が片側のみ緩やかだった場合は、焦点面の外側から伸長した微

小管のプラス端だと判断した(図 3-9B)。この基準と一致して、!-tubulinと微小管

を同時に観察した場合、!-tubulin が局在する mCherry-"-tubulin の短い微小管断

片の両側の蛍光強度は急激に減少していた(図 3-9C)。 
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!-Tubulin-b-Citrine/mCherry-"-tubulin株において、cytoplasmic nucleationの 96%

は !-tubulin-b-Citrine の点から起こった(図 3-8B)。!-Tubulin-b-Citrine のシグナル

のうち 51%は微小管が完全に脱重合するまで継続して微小管末端に観察された

(n = 33; 図 3-8B、上段)。残りの 49%では、!-tubulinは微小管生成から平均 2分

後に微小管のマイナス端から解離した(n = 32)。!-Tubulinの解離後、47%のマイ

ナス端は脱重合し(下段)、53%のマイナス端は安定化もしくはゆっくりと脱重合

した(中段)。 

 

 

微小管形成可視化アッセイの確立  

 

通常培養した細胞(微小管重合阻害剤未処理)の endoplasmic 微小管は量が非常

に多く、すべての微小管形成イベントを同定できないため、各微小管形成モー

ドの頻度を正確に決定することは困難であった。そこで、すべての微小管形成

イベントを検出し、微小管ダイナミクスのパラメーターを定量するため、薬剤

により微小管を完全に脱重合させた後に薬剤除去を行う微小管脱重合-再形成

(regrowth)アッセイ(以下 regrowth アッセイ)を用いて微小管形成過程を評価した

(図 3-10)。 

この実験では微小管を完全に脱重合する必要がある。以前のタバコ BY-2細胞

やシロイヌナズナを用いた研究では、高濃度の微小管重合阻害剤(20 &M oryzalin)

で処理し、GFP-tubulin シグナルが消失した後も微小管の「seed」が残っている

ことが示唆されている(Lindeboom et al., 2013a)。そこで、seedを残さず、完全に

微小管を脱重合できる薬剤を決定するために 3 種類の微小管重合阻害剤、

propyzamide、cremart、oryzalin を用いて微小管 regrowth アッセイを行った。す

べての薬剤において、GFP-tubulinシグナルの消失が確認された(図 3-11A)。しか

しながら、Citrineを付加した微小管ポリメラーゼ XMAP215 (微小管の端と側面

に結合)を観察したところ、propyzamide処理後に XMAP215-a-Citrineの鮮明な点

状のシグナルが観察された。わずかだが cremart処理後にも観察された(図 3-11A)。

一方で、oryzalin処理の場合には XMAP215-a-Citrineシグナルは完全に消失した

(図 3-11A)。この結果は、propyzamideや cremart処理後には、微小管の「seed」

が残っているが、oryzalin処理後には完全に消失したと解釈できる。Propyzamide

処理では薬剤除去後の微小管再形成が oryzalin 処理の場合よりも早期に起こっ
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た(propyzamide処理では 1–2分だったのに対し、oryzalin処理後は 4–6分だった)

ことは、この解釈と一致している(図 3-11B)。 

この予備実験の結果を踏まえ、GFP-tubulin を発現する原糸体細胞を高濃度の

oryzalinで処理し、微小管の消失を確認した後、培地を薬剤が入っていないもの

に交換することにより oryzalinを除去し、微小管の再形成過程を斜光照明蛍光顕

微鏡法により観察した(図 3-10A)。サンプルの作製法は図 3-12に記載した。薬剤

除去後 4–6分で微小管が再び現れた(図 3-10B; 動画 11)。微小管重合阻害剤未処

理の細胞と同様に、明るい GFPの点状のシグナルが最初に現れ、続いて 1本の

微小管へと伸長した。薬剤除去開始から 7 分後までは新たな微小管の大部分は

cytoplasmic nucleationにより生成され (87%; 28細胞、121イベント)、branching 

nucleationによる生成は少なかった(13%)。さらに、in vitro実験でのオーグミン

依存的な微小管の増幅において観察されたような、扇形の微小管増幅はほとん

ど観察されなかった(Petry et al., 2013)。まれに、oryzalin除去後も安定化された

微小管が残っていることがあった。しかしながら、これらの場合でも cytoplasmic 

nucleationは残存する微小管からの branching nucleationより高い割合で観察され

た(図 3-10C; 動画 12)。微小管の切断は微小管再形成の初期段階では全く観察さ

れなかった。これらの結果から、この実験系では cytoplasmic nucleationが最初の

微小管形成の主要なモードであると結論づけた。 

Regrowth アッセイにより微小管再形成ダイナミクスを評価できるか確かめる

ために、低濃度の微小管重合阻害剤を含む培地を用いて高濃度の微小管重合阻

害剤の除去を行った。低濃度の微小管重合阻害剤は脱重合を促進し、微小管形

成を抑制することが期待される。2 &M oryzalin 入りの培地を用いて 20 &M 

oryzalin を除去したところ、微小管再形成に遅延が認められた(図 3-10D)。これ

により、この系を用いた微小管生成に関わる因子の探索が可能であることが確

かめられた。 

 

 

微小管は特定の細胞小器官から生成されているわけではない  

 

ゴルジ体やミトコンドリア、葉緑体がMTOCとして機能することが知られて

いる。そこで、観察された細胞質からの微小管生成が実際には特定の細胞小器

官から起こっている可能性を調べるために、GFP-tubulinとmCherry (または RFP)
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を付加した細胞小器官マーカー(ペルオキシソーム、ミトコンドリア、ゴルジ体、

ER)を発現した形質転換体を作製した。得られた株を用いて regrowthアッセイを

行ったところ、細胞小器官の近くから生成された微小管もあったが、細胞小器

官から離れた位置からの生成イベントも多く観察された(図 3-13; 動画 13)。これ

らのデータは微小管の生成は特定の細胞小器官から起こるわけではないことを

示している。 

 

 

!-Tubulinは効率的な微小管生成に必要である  

 

微小管生成に関わる可能性のある因子の能力を評価するために、いくつかの

RNAi株や遺伝子欠損株に対して regrowthアッセイを行った(図 3-15)。!-Tubulin

は他のサブユニットとともに大きな複合体(!-TuRC)を形成しており、すべての細

胞型、細胞周期において主要な微小管重合核形成因子として働いている(Moritz 

and Agard, 2001)。オーグミンは !-tubulinをスピンドルやフラグモプラストの微

小管上にリクルートすることで、微小管生成に関わる。ヒメツリガネゴケの原

糸体細胞では、オーグミン–!-tubulinの機構はスピンドルやフラグモプラスト微

小管の生成に主要な役割を果たしている(図 2-2、2-3)。XMAP215 は主要な微小

管ポリメラーゼであり、少なくとも in vitro では微小管の形成中心として働く

(Popov et al., 2002)。オーグミン、!-tubulin、XMAP215の機能は第一章、第二章

で作製した RNAi株を、カタニンの機能は前述のカタニン p60二重変異体を用い

て評価した。 

RNAiは12–17日間誘導し、RNAiノックダウンの効率は細胞の成長(XMAP215)

やスピンドルの長さ(!-tubulinと Aug3)で評価した。RNAiが効いていることを確

認したサンプルについて oryzalinを用いた regrowthアッセイを行った。薬剤除去

後 1分ごとに微小管数を定量したところ、微小管再形成は !-tubulin RNAiにより

著しく遅れたが、他の因子のノックダウンでは変化しなかった(図 3-14)。コント

ロールと同様に、各 RNAi 株における最初の微小管生成の大部分は cytoplasmic 

nucleation であった。この結果から原糸体細胞では !-tubulin は cytoplasmic 

nucleationの主要な因子であるが、カタニンによる微小管の切断は微小管の増幅

にほとんど関わっていないと結論づけた。また、間期の微小管増幅の機能には

残存するタンパク質量で十分な可能性もあるが、オーグミンや XMAP215は原糸
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体細胞でのゼロからの微小管生成に重要ではない可能性が強く示唆された。 

 

 

!-Tubulinは大部分の微小管生成箇所に局在する  

 

!-Tubulinのシグナルは大部分の微小管生成箇所に認められた。しかしながら、

通常の培養条件で観察した細胞(微小管重合阻害剤未処理)では微小管量が多く、

すべての微小管生成イベントの同定が困難である。また、微小管がない状態で

の !-tubulin の局在解析も行えない。そこでまず、 oryzalin 存在下で

!-tubulin-b-Citrine の局在観察を行った(動画 14)。興味深いことに、点状の

!-tubulin-Citrine シグナルは撮影範囲全体に観察され、大部分の点状シグナルの

蛍光強度は同程度だった。これはマウスの卵で観察されるMTOCやヒトの上皮

細胞で観察されるゴルジ体からの微小管生成とは異なる(Efimov et al., 2007; 

Schuh and Ellenberg, 2007)。短い間隔(~0.2秒)で撮影したところ、細胞質中を拡散

していると考えられる動くシグナルや(図 3-15A、黒矢尻)、何かの構造体に固定

されていると考えられる 20 秒以上にわたって動かないシグナルが観察された

(図 3-15A、青矢尻; 動画 14)。 

続いて、oryzalinを除去し 3秒ごとに微小管の再形成過程を撮影した(図 3-15B; 

動画 15)。予想通り、mCherry-"-tubulin で標識された微小管が cytoplasmic 

nucleationにより生成された。12分間の撮影の間、大部分の cytoplasmic nucleation

は !-tubulin-Citrineシグナルとの共局在が観察されたが(82%、n = 148)、すべての

!-tubulin-Citrine シグナルが mCherry-tubulin のシグナルと共局在するわけではな

かった。一方で、全体の微小管生成イベントのうち 18%は !-tubulin-Citrineシグ

ナルが検出できなかった(図 3-15B 右)。Branching nucleation については、

!-tubulin-Citrineシグナルは 18例中 17例で共局在しており、ほとんどの branching 

nucleationも !-tubulin依存的であることを示唆している。  

 

 

数理モデルによると regrowth アッセイにおける微小管ダイナミクスの再

現には 3種類の微小管形成モードで十分である  

 

次に、数理モデルを用いて、観察された 3 つの微小管形成モードが regrowth
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アッセイで測定した微小管の増加を説明できるかを調べた。このために、3種の

微小管形成モードを含む 11個の固定されていないパラメーターを用いて微小管

再形成の変化を示す数理モデルを構築した(図 3-16A; 表 3、4; 数理モデルの構

築および解析は木村暁博士が行った。実験データは申請者が解析した)。次に、

微小管再形成の結果をよく模倣するパラメーターセットの探索を行った(パラメ

ーターセットの探索は木村暁博士が行った)。微小管 regrowthアッセイの結果を

再現する 31セットのパラメーターを独立に得(図 3-16B)、これら 31セット中 9

セットのパラメーターにおいて、cytoplasmic nucleationが他の 2つの形成モード

と比較して主要な微小管形成モードであった(図 3-16B)。細胞内では cytoplasmic 

nucleationが主要な微小管形成モードであるため、これら 9セットを選んでこれ

以降の解析に使用した(図 3-17A)。 

得られたパラメーターの妥当性を評価するために、9セットのパラメーターを

用いて微小管の伸長・短縮速度の平均値を予測した(図 3-17B; パラメーター値の

推定は木村暁博士が行った)。実験的に測定した伸長速度は 0.093 &m/秒 [n = 30]、

短縮速度は 0.39 &m/秒 [n = 30]であり、推定されたパラメータ値のオーダーと一

致した(図 3-17B、赤棒: 実験データ、円: 予測されたパラメータ値、黒棒: 予測

されたパラメータ値の平均; 表 5)。In vivoの結果と数理モデルで得られた値が近

かったことは、3つの微小管形成モードが微小管再形成のデータを説明するのに

十分であることを示唆している。 

 

 

通常の状態の細胞における微小管生成には !-tubulin やオーグミンは必要

ではない可能性がある  

 

微小管 regrowth アッセイは人工的な実験系であり、通常の培養条件の原糸体

細胞の状態(微小管重合阻害剤未処理)を表しているわけではない。そこで、

!-tubulin やオーグミンのノックダウンが微小管生成と微小管切断に与える影響

を微小管重合阻害剤未処理の細胞で調べた。意外なことに、!-tubulinやオーグミ

ンをノックダウンしても微小管形成モードや頻度に明らかな影響は認められな

かった(表 6、7)。Branchingの角度の分布にも明らかな違いは認められなかった

(図 3-18; p値は 0.2以上、Mann-Whitney U-test)。RNAiが誘導されていることは、

実験前に同じサンプルで紡錘体の形態異常の有無を観察することにより確認し
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た。この結果は、免疫染色により頂端細胞において endoplasmic 微小管の微小管

量の減少や配向異常が検出されなかった結果(図 3-5B と C)と一致している。微

小管 regrowth アッセイの結果と合わせて考えると、!-tubulin は効率的に微小管

を生成するため、存在した時には !-tubulin 依存的に大部分の微小管が生成され

るものの、!-tubulin非依存的な微小管生成機構も存在するため、!-tubulin依存的

な微小管生成は endoplasmic微小管の生成に必須なわけではないことを示唆して

いる。 
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考察  

本研究はヒメツリガネゴケの原糸体細胞を用いて、分裂装置を構成する微小

管および間期の endoplasmic微小管の微小管生成機構を明らかにすることを目的

とした。まずヒメツリガネゴケにおいて誘導型 RNAi系を確立し、高解像度での

生細胞観察と遺伝子の発現抑制を組み合わせた実験を行った。次に、確立した

誘導型 RNAi系を用いて、分裂期のスピンドルおよびフラグモプラストの微小管

形成に !-tubulin とオーグミンが重要な役割を果たしていることを明らかにし、

オーグミンが !-tubulin のスピンドル上への局在化に必要であることを示した。

さらに、間期の原糸体細胞の endoplasmic微小管の形成には 3種類の微小管形成

モードが関わっていることを示し、!-tubulinは微小管生成に中心的な役割を果た

すが、!-tubulin以外の未知の機構が存在する可能性も示唆された。確立した RNAi

系の有効性とヒメツリガネゴケ原糸体細胞での分裂期および間期の微小管生成

機構を他のシステムと比較しながら考察する。 

 

 

第一章 ヒメツリガネゴケにおける誘導型 RNAi系の確立 

誘導型 RNAi系の有用性  

 

本研究で確立された誘導型 RNAi 系はヒメツリガネゴケにおける細胞分裂や

微小管生成を制御する分子の同定に利用可能であり、植物細胞と動物細胞にお

ける細胞分裂機構や微小管形成機構の共通性や独自性の理解につながると期待

される。また、誘導型 RNAi系は誘導型 RNAiコンストラクトが作成できれば、

一般的な安定株の選抜手順により6週間ほどでRNAi候補株を得ることができる。

一度株を得ることができれば、培地に #-エストラジオールを添加するだけで容

易に dsRNAを誘導できる。それゆえ、この系は高解像度イメージングや生化学

的な実験にも利用可能である。さらに、重複した遺伝子が存在する場合も、

dsRNA の標的配列を相同性の高い領域に設計するか、各パラログ遺伝子の部分

配列を結合した dsRNAを作成することで同時にノックダウンできるため、重複

した遺伝子の解析にも適している。実際に、この誘導型 RNAi系を用いて kinesin

ファミリーの RNAiスクリーニングが行われた(Miki et al., 2015)。この研究では
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ヒメツリガネゴケの全 kinesin、78遺伝子のうち、61遺伝子について RNAiコン

ストラクトを作成し、RNAi株を得た。長時間イメージングにより、いくつかの

遺伝子で興味深い表現型が得られている。このような大規模スクリーニングを

短期間で行うことは他の植物システムでは困難である。さらに、遺伝子が 4 つ

存在する kinesin-5や 3つ存在する kinesin 7-II、5つのうち 3つが主として原糸体

細胞で発現しているMAP65についても有効であった(Kosetsu et al., 2013; Miki et 

al., 2014; Naito and Goshima, 2015)。この点で、この系は細胞生物学的に一般的な

動物培養細胞と同様に扱いやすいと言える。 

本研究では得られた RNAi 株のプラスミドの挿入数や挿入位置を確認してい

ないため、一部の株では複数コピーのプラスミドが相同組換えにより組み込ま

れていると予想される。本研究で使用した XVEエストロゲンプロモーターは #-

エストラジオール非存在下でもわずかではあるが転写が起こる(Kubo et al., 

2013)。その結果、複数のプラスミドが挿入された形質転換体では #-エストラジ

オール非存在下でも dsRNAが発現したと考えられる。FtsZ RNAi #11株におい

て、#-エストラジオールを添加しない条件でも mRNA 量の減少と葉緑体の表現

型が認められた結果はこの仮定と一致する(図 1-4Bと C)。一方で、!-tubulin RNAi 

#10では #-エストラジオール非存在下で mRNA量やタンパク質量の減少が認め

られたにも関わらず、分裂異常は #-エストラジオール添加後にのみ顕著に認め

られた。これは、#-エストラジオール非存在下で分裂異常を示す株は成長が遅く、

形質転換体の選抜段階で見逃されたが、生育に必須でない FtsZ 遺伝子の RNAi

株は成長速度に影響がなく、選抜されたためと考えられる。 
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第二章 ヒメツリガネゴケ原糸体細胞における分裂期微小

管形成因子の機能解析 
 

オーグミンはヒメツリガネゴケにおいて中期スピンドル微小管生成に重

要である  

 

高解像度での 3次元イメージングの結果、オーグミンおよび !-TuRCサブユニ

ットの RNAiノックダウンにより、中期スピンドルの微小管蛍光強度の低下と染

色体の整列異常が観察された(図 2-3B–D)。このことから、オーグミンおよび

!-TuRCが分裂期スピンドル微小管の形成に重要であることが示された。この結

果はスピンドル形成において、オーグミン依存的な微小管形成機構が、中心体

を用いずにスピンドルを形成する多くの細胞で保存されている可能性を示して

いる。実際、中心体非依存的にスピンドルを形成する Xenopus の卵抽出液にお

いてもオーグミンの免疫除去により微小管量は減少する(Petry et al., 2011)。

!-TuRCは真核生物において主要な微小管重合核形成因子であるが、ヒメツリガ

ネゴケにおいても同様であり、特に分裂期の微小管形成に重要であると考えら

れる。!-Tubulin の免疫染色の結果、分裂後期に分配された姉妹染色分体の中間

領域への点状の局在が観察されたが(図 2-6A)、同様の局在が内在性の !-tubulin

に Citrineを融合したタンパク質の生細胞観察により確認された(図 2-8)。この局

在の生理的な意味は分かっていないが、フラグモプラスト形成における微小管

の増幅に関わっている可能性がある。オーグミンも !-tubulin と同様の局在を示

したこと(図 2-8)、オーグミンの RNAi により分裂期スピンドルに局在する

!-tubulin が減少したことから(図 2-4)、分裂期においてオーグミン複合体が

!-TuRCをスピンドル上にリクルートすることで、新たな微小管形成が起こって

いると推測される。この結果は中心体の存在する動物体細胞や Xenopus の卵抽

出液を用いた in vitroでの研究から得られた結果と一致している(Goshima et al., 

2008; Lawo et al., 2009; Petry et al., 2011; Uehara et al., 2009)。また、動物の体細胞

ではスピンドル微小管に結合したオーグミンが !-TuRC の活性化にも関わって

いる(Uehara et al., 2009)。動植物において間期の微小管は分裂期の前に壊れ、分

裂期に再構成されることが知られている。この再構成の過程において、動物で

は最初の微小管を増やすための足場となる微小管は中心体と核膜崩壊後に染色

体から形成される微小管だとの仮説がある(Petry et al., 2011)。しかしながら、ヒ

メツリガネゴケでの生細胞観察の結果は核膜崩壊前に核膜を取り巻く微小管が
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主要な足場となりうることを示唆する(図 2-3)。実際に、オーグミンのノックダ

ウンでは核膜周辺の微小管量の減少は認められなかったことから、この核膜周

辺の微小管形成はオーグミン依存的ではないと考えられる(図 2-3B)。脊椎動物

の細胞では、オーグミンは分裂前中期にポロ様キナーゼによって活性化される

(Johmura et al., 2011)。ゲノムにポロ様キナーゼを持たない陸上植物において同様

の活性化機構があるかを調べる必要がある。また、光退色後蛍光回復法(FRAP)

により微小管やオーグミンの動態を調べることで、微小管の形成速度やタンパ

ク質の結合の安定性を推測できる。ヒメツリガネゴケでは FRAPが行えるため、

誘導型 RNAi 系や内在性タンパク質の蛍光タンパク質による可視化と組み合わ

せてさらに詳細な機能解析が可能である(三木智博修士論文)。 

動物細胞およびシロイヌナズナにおいてオーグミンの阻害により多極や単極

のスピンドルがしばしば認められることから、スピンドルの極形成におけるオ

ーグミンの機能がこれらの生物種で提唱された(Goshima et al., 2008; Ho et al., 

2011; Petry et al., 2011)。ヒメツリガネゴケにおいてもまれに両極性のスピンドル

の崩壊が観察されたことは、カウロネマ細胞においてもオーグミンが極の維持

に必要であることを示唆している。しかしながら、スピンドルの崩壊は分裂前

中期で長い分裂遅延が起こった後に検出されている。それゆえに、ヒメツリガ

ネゴケにおけるオーグミンの主な役割はスピンドルにおいて十分量の微小管を

供給することであり、観察された極形成の異常は微小管の数が減少した結果で

ある可能性が高い。実際に、極の崩壊は単に極での微小管同士を束化するタン

パク質が機能しないことはもちろん、キネトコアと微小管の結合や(Manning and 

Compton, 2007)、微小管プラス端のダイナミクス(Goshima et al., 2005)のような、

他の経路の欠失でも起こることが示されている。 

 

 

オーグミンは分裂後期以降の微小管生成に必須である  

 

近年の FRAP解析を用いた研究から、タバコ BY-2細胞ではフラグモプラスト

微小管は絶えず生成されていることが示唆された(Murata et al., 2013; Smertenko 

et al., 2011)。しかしながら、分裂後期以降の微小管形成に関わる分子は同定され

ていなかった。本研究からコケ原糸体細胞のフラグモプラストの形成と拡張の

過程において微小管生成が絶えず起こっており、大部分がオーグミンと !-tubulin
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依存的であることが示唆された(図 2-5; 動画 4)。この結果は、コケにおいてオー

グミンがフラグモプラスト微小管形成の主要な因子であり、分裂期の !-TuRCの

活性化に関わっていることを強く示唆している。分裂中期からの微小管の持ち

込み(すなわちキネトコア微小管以外の微小管)が分裂後期以降のオーグミン

–!-TuRCによる新たな微小管形成の足場となっているのかもしれない。 

オーグミン依存的な機構が分裂後期以降の微小管形成の主要機構であること

は、これまで植物細胞では示されていない。シロイヌナズナでオーグミンや

!-TuRCを欠損後に固定した細胞の観察や表現型の弱い !-tubulin変異体の生細胞

観察による報告では微小管の組織化の欠陥は示されたが(Binarova et al., 2006; 

Ho et al., 2011; Kong et al., 2010; Pastuglia et al., 2006)、微小管形成異常は報告され

ていない。この相違は生物種や細胞型の違いによるものかもしれない。あるい

は、シロイヌナズナで観察された微小管の組織化の異常も微小管形成異常と関

係している可能性もある。実際に、任意の時点で Aug3や !-tubulinを RNAiノッ

クダウンした細胞のスピンドルの構造を観察すると、シロイヌナズナの変異体

で観察されたような長い微小管の束化を伴った組織化の崩壊が認められた。長

い微小管が現れたことは微小管の生成箇所が減少すると個々の微小管が長くな

るという数理モデルと一致している(Goshima and Kimura, 2010)。 

動物の体細胞では生物種で異なった結果が報告されている。ショウジョウバ

エを用いた研究からはオーグミンノックダウンによるセントラルスピンドル微

小管の減少は報告されていないが(Goshima et al., 2008; Meireles et al., 2009; 

Wainman et al., 2009)、ヒトの HeLa細胞では、セントラルスピンドル微小管の

60–70%がオーグミン依存的に生成されることが示された(Uehara and Goshima, 

2010; Uehara et al., 2009)。しかしながら、HeLa細胞においても、約 40%の微小

管はオーグミン非依存的な機構により生成される。中心体がない場合のセント

ラルスピンドル形成におけるオーグミンの寄与は動物ではまだ研究されていな

いが、陸上植物における中心体の欠失はオーグミン依存的な機構を強化するこ

とで補償されたと推測される。このように、種によるオーグミンノックダウン

の表現型の違いは、オーグミンノックダウン効率だけでなく、MTOC や微小管

形成機構の比重の違いによるものだと解釈できる。実際に、分裂期において

MTOC として中心体を使用しているハエ培養細胞では中心体の欠損によりオー

グミンの表現型は重篤になる(Goshima et al., 2008)。ヒメツリガネゴケにおいて、

分裂中期の表現型が顕著に現れなかったのは、分裂前期に核膜周辺に形成され
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る微小管量が比較的多いためかもしれない。 

 

オーグミンはスピンドル微小管の配向に関わっている可能性がある  

 

スピンドルやフラグモプラストにおいて、微小管は平行に配向されている。

配向を維持するためには、スピンドルやフラグモプラスト微小管上で生成され

る微小管依存的な微小管生成においても狭い角度で微小管を生成する必要があ

る。電子顕微鏡や Xenopus の卵抽出液を用いた実験から、オーグミン依存的な

機構では微小管はスピドル内において 20°以下の角度で生成されることが分か

ってきた(Kamasaki et al., 2013; Petry et al., 2013)。植物細胞においては BY-2細胞

を用いたフラグモプラスト微小管の観察から、フラグモプラストにおいて微小

管は安定な束化された微小管上に局在する !-tubulin から生成されていることが

示唆された(Murata et al., 2013)。この過程にオーグミンが関与しているかどうか

は報告されていないが、本研究の結果と合わせると、植物細胞においてもオー

グミンが平行な微小管生成に関与していると推測される。 

 

 

オーグミン以外の !-TuRC活性化因子が存在する可能性  

 

ヒメツリガネゴケにおいてオーグミン以外の因子もスピンドル形成に関わっ

ているかもしれない。カウロネマ細胞においてオーグミンが減少した状態でも

スピンドルの両極性は確立され、大部分の染色体は短時間で中央に整列した(図

2-3B)。オーグミンのノックダウン効率を上げることによりスピンドル微小管が

完全に消失する可能性もあるが、カウロネマ細胞には !-TuRCの活性化に関わる

ような、スピンドル微小管や分裂前期の微小管を形成する異なる機構があると

仮定される(Choi et al., 2010; Samejima et al., 2008)。しかしながら、動物細胞で報

告されているような !-TuRC の活性化に関わるタンパク質(例えば CDK5RAP)の

ホモログは植物では見つかっておらず、植物において未同定のタンパク質が

!-TuRC依存的な微小管形成を誘導していることが示唆される。興味深いことに、

オーグミンや染色体、中心体に依存しない微小管形成経路は動物細胞において

も示唆されており、これまで調べられたすべての中心体を持たないシステムに

おいて、染色体から離れた位置の微小管はオーグミンがない状態でも形成され
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る(Goshima et al., 2008; Meireles et al., 2009; Petry et al., 2011)。基本的な分子生物

学的、細胞生物学的手法が行えるようになったので、ヒメツリガネゴケにおい

て新たな微小管生成に関わる因子の探索は興味深い。最近、弱い結合や一過的

にしか結合しないタンパク質を免疫沈降により同定する方法が報告された。

(Firat-Karalar et al., 2014)。この手法を用いて !-TuRCの免疫沈降を行うことで、

今まで結合が一過的であるために同定できなかった活性化タンパク質を検出で

きる可能性がある。 

 

 

中心体を持たない細胞での細胞分裂を研究するための新しいモデルシス

テム  

 

カウロネマ細胞の細胞分裂過程を観察したことにより、これまで他の生物種

で研究されてきた中心体を用いないスピンドル形成とは異なる見解が生じた。

カウロネマ細胞の細胞分裂での目立った特徴は、分裂前中期の間に単極性から

両極性のスピンドルへの転換(三木智博修士論文)のように非常にダイナミック

な微小管の再構成が起こるにもかかわらず、スピンドル形成にかかる時間が他

の生物種に比べて非常に短く、野生株ではほとんどすべての細胞で正確な細胞

分裂が起こる点である(99%以上)。27本の染色体が正確に微小管と結合する必要

があるが、核膜崩壊から後期開始までは 10分しかかからず、この時間はたばこ

BY-2 細胞(中期まで 45 分)やマウスの卵母細胞(数時間(Kitajima et al., 2011))、

Xenopusの卵抽出液(30分以上(Petry et al., 2011))、中心体を欠損させた Drosophila 

S2 細胞(~30 分)といった他の中心体を持たない系にくらべ、非常に短い。オー

グミンをノックダウンした細胞では特に分裂前中期において分裂遅延が起こる

ことから、オーグミン依存的な微小管生成が短時間でスピンドル形成を行うた

めに必要であることが分かる。しかしながら、オーグミン量が減少したカウロ

ネマ細胞においても、多くの場合両極性のスピンドルが形成され、染色体の赤

道面への整列が起こる。このことから、ヒメツリガネゴケのカウロネマ細胞に

はこのような過程を確実にする他の機構も働いていると予想され、それにはま

だ同定されていない分裂制御因子が関わっている可能性がある。 
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第三章 ヒメツリガネゴケにおける間期微小管形成機構 

Cytoplasmic nucleationのメカニズム  

 

Cytoplasmic nucleation は表層微小管では滅多に観察されないが(表層微小管で

は全体の生成イベントの 1から 2% (Nakamura et al., 2010))、ヒメツリガネゴケの

原糸体細胞では最も高頻度で起こっていた(60%以上; 表 6)。微小管形成因子の

発現抑制や観察を通して、ヒメツリガネゴケ原糸体細胞での cytoplasmic 

nucleationに関して 4つの結論を得た。 

一つ目は、cytoplasmic nucleationは主に !-tubulin依存的ということである。各

!-tubulin-Citrine シグナルは同程度の蛍光強度であり(図 3-15A)、1 つのシグナル

から複数の微小管が生成される様子はほとんど観察されなかったことから、こ

れらのシグナルが 13–17の !-tubulinサブユニットを含む 1つの !-TuRC (Choi et 

al., 2010; Erlemann et al., 2012; Kollman et al., 2010)に対応していると思われる。ま

れに、複数の微小管が生成される !-tubulin-Citrine のシグナルも観察されたが、

そのシグナル強度はは微小管が 1 本しか生成されないシグナルと比較して顕著

に明るかった。そこで、私は 1つの !-TuRCが様々な場所で 1本の微小管を生成

できるというモデルを提唱する(図 3-19)。この生成機構は in vitro において

!-TuRCと tubulinを反応させた時に観察されている(Choi et al., 2010; Zheng et al., 

1995)。しかしながら、これは中心体やマウスの卵母細胞で観察される中心体非

依存的なMTOCとは異なっている(Schuh and Ellenberg, 2007)。単一の !-TuRCか

らの微小管生成は可視化技術の制約によりこれまでの研究では見過ごされてき

た可能性がある。本研究で示したように斜光照明蛍光顕微鏡法と薬剤処理を組

み合わせることで、植物や動物の様々な細胞型における個々の生成イベントの

可視化が可能になるかもしれない。今後この技術を用いてどの程度この生成機

構が保存されているかを解明する必要がある。 

二つ目は、cytoplasmic nucleationはダイナミックなイベントであり、ランダム

な場所で起こりその後もランダムな方向に伸長しているように見えることであ

る。20 秒以上動かない !-tubulin-Citrine シグナルもあり(図 3-15A)、これらは細

胞表層や細胞小器官の表面といった、ほとんど変化しない構造体に結合してい

ることを示唆している。しかしながら、動かない !-tubulin だけでなく、動的な

!-tubulin も同様に微小管を生成した。!-Tubulin の動態により生成効率が異なる
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かは分からないが、生成核は細胞質内のランダムな場所に分布して微小管を生

成しているのかもしれない。この仮説は最近行われたタバコ培養細胞での表層

微小管形成の観察結果とは異なる(Lindeboom et al., 2013a)。この先行研究による

と、細胞分裂中にもパターン化された微小管が細胞質に残っており、細胞分裂

後新たな微小管生成の足場となることで、効率的に表層微小管の配向を確立で

きるとしている。 

三つ目は、cytoplasmic nucleationは、ある程度細胞周期で調節されているよう

に見えることである。Cytoplasmic nucleationは間期において頻繁に観察され、こ

のステージでの大部分の微小管生成を説明することができるが(図 3-16B)、分裂

期微小管の大部分はオーグミン依存的な branching nucleation により生成される

(図 2-3、2-5)。この結果から、cytoplasmic nucleationの間期特異的な活性化機構

もしくは分裂期特異的な不活性化機構が存在している可能性がある。この調節

機構を明らかにするためには更なる生化学的な研究が必要である。 

四つ目は、!-tubulin-Citrine が検出できない微小管生成が観察されたことであ

る(図 3-15A)。私は顕微鏡とカメラの感度の問題で、弱い !-tubulin-b-Citrineのシ

グナルが検出されなかったことが原因ではないと考えている。蛍光タグをして

いない !-tubulin-a存在下では観察される !-tubulin- Citrineシグナルの蛍光強度は

弱くなるが、検出可能であったからである。他の可能性として、一部の微小管

は !-tubulin非依存的に生成したか、もしくは !-tubulinは微小管が検出限界以下

の時に一瞬局在したというものである。通常培養した細胞(微小管重合阻害剤未

処理)において !-tubulinのノックダウンは微小管生成に影響しなかったこと(表 6、

7)、!-tubulin-Citrineシグナルは微小管が生成してから平均 2分間存在し続けたこ

とから(図 3-8B)、私は !-tubulin に依存しない微小管生成機構が存在する可能性

が高いと考えている。明らかなことは、どちらの場合でも、!-tubulin-Citrine に

キャップされていない微小管のマイナス端は他のタンパク質により脱重合から

守られなければならないということである。近年、動物において

CAMSAP/Patronin/Nezha ファミリーが微小管マイナス端の安定化を行っている

ことが示された(Goodwin and Vale, 2010; Meng et al., 2008)。現在のところ植物で

は CAMSAPのホモログは見つかっていない。しかしながら、一部の !-tubulinが

キャップしていない微小管のマイナス端は安定であったことから(図 3-8B)、同

様の機能を持つタンパク質は存在するかもしれない。!-Tubulin と結合していな

い微小管のマイナス端がどのように生成され、安定化されているかは興味深い
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研究課題である。微小管の安定化機構を調べる手がかりとして、切断された微

小管や !-tubulin がはずれた微小管のマイナス端を詳細に観察する必要があると

考える。超解像や電子顕微鏡、斜光照明蛍光顕微鏡法により得られた画像を重

ね合わせ、!-tubulinが結合しているマイナス端と比較することにより、構造の違

いや安定化タンパク質の存在が予測できるかもしれない。 

 

 

Branching nucleationのメカニズム  

 

Branching nucleation は本研究において高い頻度で観察されたもう一つの機構

であり、私はこのモードが中心体を持たないシステムにおいて微小管増幅に一

般的に用いられる微小管生成モードであるという考えを支持する(Goshima and 

Kimura, 2010; Murata et al., 2005)。しかしながら、他の場合とは異なり、原糸体

細胞での branchingの角度は多様であった(図 3-6Cと D)。さらに、分裂期におい

て狭い角度の branching に必要なオーグミンをノックダウンしても間期の

branchingの角度分布に影響はなかった(図 3-18)。特定の角度の branchingによる

微小管生成は微小管を増やすだけでなく、極性のある微小管ネットワークを形

成するための有効な手段だと考えられる(Janson et al., 2005; Kamasaki et al., 2013; 

Murata et al., 2005; Petry et al., 2013)。表層微小管において、特定のタンパク質の

変異により branching の角度が変わることが知られている。脱リン酸化酵素 2A

の B”サブユニットである TON2の変異体では、微小管の生成頻度には影響は見

られないが、40°付近の branchingが有意に減少し、0°の branchingが増加する。

TON2の変異で branchingの角度がランダムにはならないことは、表層微小管に

は TON2以外にも branchingの角度を決める調節因子やアダプタータンパク質が

存在することを示唆する。ヒメツリガネゴケは branchingの角度が多様であるこ

とから、調節因子が存在しない可能性やアダプタータンパク質の性質が異なる

可能性がある。本研究の結果は、原糸体細胞ではこの機構を単に微小管数を増

やすために利用していることを示唆している。Endoplasmic微小管の長軸方向へ

の配向は、微小管生成後に別の手段を通して起こっているのかもしれない。 

!-Tubulinシグナルはほとんどの branching部位に検出された。表層微小管では、

!-TuRCは新たな微小管を生成する際に細胞膜に直接結合するのではなく、微小

管上に効率的にリクルートされて微小管を生成していることから、このシステ
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ムにおいて、微小管上に !-TuRCのアダプターもしくは活性化タンパク質が存在

することが示唆されている(Nakamura et al., 2010)。最近、シロイヌナズナにおい

てオーグミンやNEDD1/GCP-WDの欠損により !-TuRCのリクルートやbranching 

nucleation頻度が著しく損なわれたことから、オーグミンと NEDD1/GCP-WDが

アダプターの候補として提唱されている(Liu et al., 2014; Walia et al., 2014)。しか

しながら、ヒメツリガネゴケにおいてオーグミンの RNAi 後に branching 

nucleationの頻度に差は認められなかったこと(表 6、7)から、原糸体細胞はオー

グミンとは異なった種類のアダプター・活性化タンパク質を利用しているのか

もしれない。 

約 10%の娘微小管は生成後母微小管に沿って移動する様子が観察された(図

3-6B)。14 例中 13 例で娘微小管はマイナス端方向に移動したことから、この移

動にはマイナス端方向モータータンパク質が関わっていると考えられる。植物

はマイナス端方向モーターである cytoplasmic dyneinを持たないため、この移動

はもう一つのマイナス端方向モーターである kinesin-14 が行っていると考えら

れる(Endow and Waligora, 1998)。ヒメツリガネゴケでは 15遺伝子が kinesin-14

ファミリーに属している(Miki et al., 2014)。局在解析や遺伝子の発現抑制による

表現型解析から、娘微小管の移動の意義や制御する分子が同定できると考えら

れる。 

 

 

カタニンによる微小管切断の役割  

 

本研究はコケ植物で初めてカタニンの機能欠損の表現型を調べた。p60二重欠

損株において茎葉体が小さくなり、微小管の配向も乱れたことから、カタニン

依存的な微小管切断が茎葉体の表層微小管の組織化に重要であることが示され

た(図 3-4B–D)。しかしながら、原糸体細胞ではカタニン p60 の微小管の切断と

増幅への寄与は小さいことが確認された(図 3-4A)。これは endoplasmic微小管の

形成モードが表層微小管とは異なっているという考えを裏付けている。カタニ

ンは青色光やオーキシン依存的な微小管の再配向に必要であることが報告され

ている(Chen et al., 2014; Lindeboom et al., 2013b)。この過程では交差した微小管の

うち、新しい微小管が選択的に切断されることにより、効率的に微小管再配向

が起きると考えられている(Lindeboom et al., 2013b)。原糸体細胞においてもカタ
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ニンは機能していることから、微小管の再配向の過程に役割を果たしている可

能性がある。微小管重合阻害剤除去後、微小管が再配向される過程の観察や微

小管の再配向を促す処理を確立することにより、検証が可能である。 

 

 

Endoplasmic微小管における微小管配向機構について  

 

ヒメツリガネゴケ原糸体の頂端細胞では endoplasmic微小管は細胞の伸長方向

に配向されている(Doonan et al., 1985; Hiwatashi et al., 2014)。しかしながら、微小

管は細胞内のランダムな場所で起こる cytoplasmic nucleationと、90°以上を含む

様々な角度の branching nucleation により生成される(図 3-6、3-8)。このことは、

頂端細胞では微小管生成以外の機構により微小管の配向を形成、維持している

ことを示している。実際、頂端細胞の先端部分において、植物特異的な kinesin、

KINID1 が微小管の束化に関わっていることが報告されており(Hiwatashi et al., 

2014)、また、本研究において XMAP215 RNAiにより微小管の長さが短くなり、

微小管の配向が乱れることが示された (図 3-5)。これらのことから、微小管のダ

イナミクスや束化が微小管の配向に関わっている可能性が考えられる。さらに、

一部の娘微小管の角度は娘微小管の移動により変化した。この時、娘微小管と

母微小管の間の角度は平行に近くなる方向へと変化した(図 3-7A)。この結果は

娘微小管の角度は生成後にも変化しうることを示している。微小管の束化やダ

イナミクス、輸送による角度の変化を通して微小管の配向を決定しているのか

もしれない。 

 

 

!-Tubulinがない状態での endoplasmic微小管形成機構  

 

すべての真核細胞において !-tubulin は微小管生成に主要な役割を果たしてい

ること、微小管 regrowthアッセイの早い段階(図 3-15)や分裂期(図 2-3、2-5)には

!-tubulin の RNAi により明らかな異常が観察されたことを考えると、!-tubulin 

RNAi 細胞において間期の微小管生成頻度に劇的な欠陥が認められなかったこ

とは(表 6)、意外な結果であった。RNAi後に残存する !-tubulin (25%以下)が間期

の微小管生成には十分である可能性も排除できない。しかしながら、未知の機
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構が !-tubulinがない状況で微小管生成を促進したという可能性もある。実際に、

!-tubulin 存在下においても、18%の微小管生成が !-tubulin 非依存的であった(図

3-15B)。さらに、regrowthアッセイにおいて !-tubulin RNAiによって微小管生成

は遅れたが、最終的には微小管生成が起こりコントロールと遜色ないレベルま

で回復した(図 3-14A)。!-Tubulin非依存的な機構は !-tubulinに比べて微小管の生

成に時間を要するのかもしれない。!-Tubulin存在下において !-tubulin非依存的

な機構が観察されたことから、!-tubulin 非依存的な機構は !-tubulin 存在下でも

活性化されており、!-tubulin依存的な機構と独立に機能しているのかもしれない。

興味深いことに Drosophila S2細胞において同様の結果が報告されている。S2細

胞は間期には中心体非依存的な機構により微小管を生成する(Rogers et al., 2008)。

この実験では、RNAiにより免疫ブロットで検出できないレベルまで !-tubulinを

ノックダウンした状態で regrowth アッセイを行っており、その結果、微小管再

形成は遅れ、また、細胞分裂異常は認められたが、間期の微小管量に変化はな

かった(Rogers et al., 2008)。C. elegansでも星状体微小管の一部は !-tubulinに依存

せず、オーロラ A キナーゼが関わる未知の機構により生成されることが知られ

ている(Motegi et al., 2006; Toya et al., 2011)。ヒメツリガネゴケは !-TuRCのノッ

クダウン後も間期の微小管生成頻度が低下しない上に、間期の微小管一本一本

の生成の様子を可視化できるという特徴がある。ヒメツリガネゴケを用いるこ

とで !-tubulin に依存しない未知の微小管生成機構の解明が可能になるかもしれ

ない。 

微小管は細胞の生育に必須であるにも関わらず、現在知られている微小管生

成機構の大部分は !-TuRC依存的である。しかしながら、微小管の重要性を考え

ると、予備の機構が存在しても不思議ではない。Xenopus卵抽出液を用いた研究

から、オーロラ A キナーゼや XMAP215 を付着させたビーズは微小管形成能力

を持つことが報告された(Popov et al., 2002; Tsai and Zheng, 2005)。特に XMAP215

を付着させたビーズはオーロラ Aキナーゼの場合と比較して !-tubulinを免疫除

去した後にも高い割合で微小管を形成した(Tsai and Zheng, 2005)。XMAP215は

遊離 tubulinに結合する能力があるため(Ayaz et al., 2012; Widlund et al., 2011)、空

間内の遊離 tubulin濃度を高めることで微小管を生成しているのかもしれない。

また、オーロラ Aキナーゼが付着したビーズも !-tubulinの免疫除去により微小

管生成能が低下したが、完全にはなくならなかったこと、C. elegans において

!-tubulin に依存しないかつオーロラ A キナーゼ依存的に微小管生成機構が存在
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することを合わせると、オーロラ A キナーゼ依存的、!-tubulin 非依存的な微小

管生成機構は他の種でも保存されている可能性がある。また、ゴルジ体からの

微小管生成にはCLASPによる微小管 seedの安定化が必要であることが報告され

ている(Efimov et al., 2007)。CLASPは微小管を安定化することで、偶然微小管核

が形成された時に、微小管核を壊れにくくすることによって微小管を生成して

いるのかもしれない。!-Tubulinとこれらの遺伝子の欠損を組み合わせることで、

微小管の生成は劇的に阻害されるかもしれない。 
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材料と方法  

コケの培養と形質転換  

通常の培養は BCDAT寒天培地を用い、白色蛍光灯下、25℃で行った。観察時

の原糸体細胞は以下の条件で 3–7日間培養して使用した。35 mmガラスボトム

ディッシュに BCD寒天培地を 3 mL入れて固め、中心のガラス部分にある寒天

培地を取り除き、約 50 &Lの BCD寒天培地で薄くコートし、コケを置いて 25℃

白色蛍光灯下で培養した。RNAi の表現型の観察には、BCD 寒天培地に #-エス

トラジオール(最終濃度 1 &M)を加え、同様に 3–7日間培養した。斜光照明蛍光

顕微鏡法を用いた実験にはセロハンを敷いたBCD寒天培地上で培養した原糸体

細胞を用いた。RNAiの表現型を観察するため、1 &M #-エストラジオール存在

下で原糸体細胞を 12-17日培養した。 

形質転換は一般的なポリエチレングリコール(PEG)を用いた方法に従った

(Nishiyama et al., 2000)。株の選抜において、成長障害や形態的欠陥を示していな

いこと、倍数体ではないことを確認した。 

 

使用した株  

7113プロモーター(Mitsuhara et al., 1996)にヒトのヒストン H2B-mRFP融合遺

伝子を直接結合し、GFP-tubulin株、GTU14 (Hiwatashi et al.,2008)に組み込んだ。

形質転換株には成長障害や形態的欠陥は検出されなかった。 

本研究で使用したヒメツリガネゴケの形質転換体を表 8 に記した。RNAi は

GFP-tubulin/ヒストン H2B-mRFP、Citrineタグの付加は mCherry-tubulin発現株に

対して行った。!-Tubulin-a は !-tubulin-b-Citrine 発現株において相同組換えによ

り欠損させた。2 つのカタニン p60 遺伝子(p60-a と p60-b)の欠損は GFP-tubulin

株に対して行った。 

 

プラスミド  

誘導型 RNAi プラスミドは以下のように作製した。pENTR/D-TOPO ベクター

に 300–1000 bpの標的遺伝子の配列を挿入した。使用可能な場合には、PCRのテ

ンプレートに cDNAを使用し、そうでない場合はゲノムDNAを使用した。次に、

Gatewayシステム(Invitrogen)を用いて組換えカセット配列を持つ誘導型 RNAiベ

クター(pGG626)に組み込み、誘導型 RNAiコンストラクトを作製した。pGG626
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の大まかなマップを図 1-3A に示した。RNAi コンストラクト作製に用いたプラ

イマー配列を表 9 に示した。!-Tubulin のレスキューに使用したプラスミドは

dsRNAと異なる配列へとコドンを変えた !-tubulin-b遺伝子を合成して作製した。 

Citrineタグの付加には内在性の !-tubulin-bと XMAP215-a遺伝子のカルボキシ

ル末端と 3’UTR の約 1 kb を含んだプラスミドを使用した。ベクター

(pCTRN-nptII)に制限酵素サイトを用いて組み込んだ。使用したプライマーを表

11にまとめた。 

 

RNAi株の選択とレスキュー実験  

RNAi プラスミドは制限酵素処理(PmeI)後、GFP-tubulin/ヒストン H2B-mRFP

発現株のプロトプラストに PEG法により導入した。使用したプラスミドはゲノ

ム上の PIG1遺伝子座に導入されるようにデザインされているが、ヒメツリガネ

ゴケは相同組換え効率が非常に高いために、それぞれの RNAi株には異なったコ

ピー数の RNAiカセットが挿入されていると予測される。PIG1サイトは遺伝子

をコードしていない領域であり、コケの生存に不要であることが知られている

(Okano et al., 2009)。RNAi株の選抜はコンストラクトの挿入位置および挿入数を

確認せずに行った。そのため、いくつかの株では予想外の位置に RNAiプラスミ

ドが挿入されている可能性がある。しかしながら、2 つ以上の重複領域のない

RNAi配列が利用可能であり、各コンストラクトに対して 2株以上の株を得てい

るため、表現型の評価には十分に有効である(図 1-3、1-4; 表 2)。異常なプラス

ミドの挿入の結果、#-エストラジオール添加後に dsRNAが発現されない場合も

あると考えられる。レスキュー実験では、RNAi 耐性を持つ !-tubulin-b 遺伝子、

またはプロモーターと薬剤耐性カセットのみを持つコントロールベクターを

!-tubulin RNAi株 #10に形質転換し、それぞれ 5、7株の安定な株を得た。これ

らの株を #-エストラジオール存在下で培養し、10 $対物レンズを用いた多点での

タイムラプス観察を行った。 

 

RNAiの評価  

形質転換後得られた株はヒストン H2B-mRFP 蛍光強度により RNAi の効率を

評価した。蛍光強度の低下が確認された株について長時間タイムラプス観察を

行い、表現型を調べた。表現型が認められた株に対し、免疫ブロットまたは

qRT-PCRによりタンパク質量または mRNA量が減少していることを確認した。 
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生化学  

RNAi細胞の抽出液を用いて以下のように SDS-PAGEを行った。まず、#-エス

トラジオールを含まない BCDAT プレート上で原糸体の培養を行った。次に #-

エストラジオール存在下で 5–6 日ごとにガラスビーズを用いて原糸体の破砕を

行いながら培養した。#-エストラジオール添加後 9–11日で原糸体を液体窒素を

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した。原

糸体の破砕と培養を繰り返すことで、多くの細胞が成長過程に維持されること

を期待した。免疫ブロットは抗 !-tubulin 抗体(G9、1:5000 (日本体育大学の堀尾

哲也博士、名古屋大学の紅朋浩博士に頂いた))、GFP 抗体(JL8)、アフィニティ

ー精製した XMAP215抗体(ウサギ(#2)ポリクローナル、1:100)、Mis12抗体(ウサ

ギ(#1)ポリクローナル、1:100)を用いて行った。qRT-PCRは原糸体から抽出した

RNAと Power SYBR Green PCR Master Mix、7500 Real-Time PCRシステム(モデ

ル 7500；Applied Biosystems)を用いて行った。得られた結果を TUA1 ("-tubulin)

の結果で標準化した。表 10にプライマー配列を記した。 

 

顕微鏡  

長時間イメージング 

広域撮影顕微鏡 TE2000 (Nikon)に自動ステージと冷却 CCD カメラ Micromax 

(Roper)が取り付けられた顕微鏡を長時間イメージングに使用した(10 $ 0.30 NA

対物レンズ)。画像は多点で 3分ごとに、FITC用と TRITC用の 2つのフィルタ

ーを用いて撮影した。一部の観察は画像撮影中、500 lxの白色光をつけ、光合成

が行えるようにした。 

分裂期の高解像度イメージング 

TE2000 (Nikon)に自動ステージとスピニングディスクユニット CSU-X 

(Yokogawa)、冷却 CCDカメラ ImageEM (Hamamatsu)が取り付けられた顕微鏡を

使用した。 

斜光照明蛍光顕微鏡法での微小管イメージング 

原糸体細胞は BCD 培地上で 5－7 日間成長させた物を用いた。細胞は破砕後、

2枚のセロハン(フタムラ科学工業から頂いた)で挟み、BCD寒天培地で 5－7日間

培養した。2枚のセロハンで挟むことにより、細胞が平たく成長するため、薬剤

処理やイメージングに適している。培地交換のためのチャンバーの組み立ては
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図 3-12に示した。原糸体細胞は 1 &Lの BCDATG培地とともに 2つの穴を空け

たスライドガラスの上に置き、両面テープを用いてカバーガラスと接着させた。

薬剤有りまたは無しの培地は Harvard Apparatus Pump 11 Elite Syringe Pumpを用

いて 50 &L/分の速度で流した。撮影には、全反射蛍光顕微鏡(TIRFM、Ti, 100$ 1.39 

NA レンズ、Nikon)に EMCCDカメラ Evolve (Roper)又は iXON (DU888E; Andor)

を取り付けた物を斜光照明条件で用いた。撮影は 24–25℃で行った。最もカバー

ガラスに近いクロロネマ細胞(まれに頂端細胞)の原形質に焦点を当てた。顕微鏡

はMicromanager softwareもしくは NIS-Elements (Nikon)で制御した。 

 

画像解析  

得られた画像は ImageJと IMODソフトウェアパッケージ(Kremer et al., 1996)

の中の 3DMOD プログラムを用いて行った。プログラムでは、個々の微小管の

数や長さの情報を得た (撮影範囲より外へ伸びている微小管もあったため、実際

の微小管の長さは測定した物より長いはずである)。面積、branchingの角度、伸

長・短縮速度は ImageJにより測定した。娘微小管の末端が既存の微小管上に検

出された時にのみ branching nucleation と判断した。それ以外の場合は微小管の

クロスリンクであると判断した。ダイナミックな微小管の端の大部分はプラス

端だと予測されるので、母微小管の極性はダイナミックな先端が検出できた時

にのみ決定した。ダイナミックな先端が検出できない時は角度の定量は行わな

かった。 

 

免疫染色  

!-Tubulin と CEP27 の免疫染色は以下のように行った。GFP-tubulin/ヒストン

H2B-mRFP発現株を薄く BCD寒天培地(RNAi株の場合は 1 &M #-エストラジオ

ールを添加)を塗り広げたガラスボトムディッシュ上で培養する。細胞を 8% PFA、

0.01% NP-40、50 mM EGTA を含む PME で 30 分固定した。その後の操作は

Hiwatashi et al. (2008)に従った。この方法を用いることにより、すべての細胞が

染色される訳ではないが、一部のカウロネマ細胞では分裂装置の観察可能であ

る。染色には抗 !-tubulin抗体(G9抗体、マウス、1:1000)、CEP27抗体(ウサギポ

リクローナル、1:200)を用いた。DNAは DAPI (1 mg/mLを 1:1000に希釈)で染色

した。 
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サザンブロット  

相同組換えの確認のためのサザンブロットは以下のように行った。NucleoSpin 

Plant II Midiキットを用いて精製したゲノムDNA 1.5–2.0 &gを制限酵素処理した

（12時間以上）。制限酵素処理は 100–300 &Lの容量で行った。反応後 1–5 &Lを

泳動し、完全に消化されていることを確認した。制限酵素処理した DNAを精製

し、0.8%のアガロースゲルで泳動した。泳動後、アガロースゲルを 0.25N HCl

で 10–15分間処理した後、0.4 M NaOHおよび 1.5 M NaClを含む溶液で１時間処

理した。ナイロンメンブレン(Amersham Hybond-N+)に転写後 AlkPhos Direct 

Labelling and Detection Systemおよび CDP-Starを用いて検出した。 

 

免疫沈降  

破砕培養(ソニケーション)した原糸体細胞、プレート 2枚分を液体窒素存在下

で乳鉢および乳棒を用いて凍結破砕し、1.7 mLの HB100 (50 mM HEPES-KOH 

(pH 7.6)、100 mM NaCl、1 mM MgCl2、1 mM EGTA、1 mM DTT、1% NP-40、1 $

プロテアーゼインヒビター、1 mM PMSF)に溶解した。22,000 gで 30分間 4℃で

遠心後、上清を GFP抗体を結合したアガロースビーズ(10 &L、MBL)と混合し、

4時間 4℃で反応させた。ビーズを 4 mLの HB100 (DTTおよび NP-40は含まな

い)で洗浄し、100 &Lの SDSを含む溶液でボイルした。その後、免疫ブロットに

よりタンパク質の結合を確認した。 

 

系統樹の作製  

操作は基本的にMiki et al., (2014)に従った。推定したアミノ酸配列をMAFFT 

ver. 7.157b (Katoh et al., 2002; Katoh and Standley, 2013) を用いて並べ、MacClade 

ver. 4.08 OSX.を用いて手動で修正した。図 3-3Bは 473アミノ酸残基を 5遺伝子

の進化的距離の計算に使用た。計算は Jones-Taylor-Thornton (JTT)モデル(Jones et 

al., 1992)により行い、MEGA5ソフト(Tamura et al., 2011)を用いて系統樹を作成

した。 

 

遺伝子 ID 

本研究に用いたヒメツリガネゴケの遺伝子を表 14に記した。ヒメツリガネゴ

ケの遺伝子配列は遺伝子 ID を「キーワード」に入力することにより phytozome

で検索できる。
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表 1.  コントロールと RNAi 細胞における細胞分裂所要時間とスピンドルの長
さ 

 

細胞ライン 

核膜崩壊–後
期開始(分) *1 

(n) 

中期スピンドルの
長さ (!m) 

(n) 

コントロール 
9.5 ± 1.7 

(103) 
12.3 ± 1.0 
(8) *2 

  12.1 ± 1.5 
(11) *3 

!-Tubulin RNAi 
69 ±55 

(53)  
16.3 ± 3.1 
(5) 

GCP4 RNAi 
27 ± 41 

(38) 
17.0 ± 2.4 
(13) 

Aug3 RNAi 
48 ± 46 

(66) 
18.5 ± 4.0 
(14) 

!-Tubulin RNAi 

 + コントロールベク
ター 

56 ± 23 

(7ライン, 各 

>13細胞) 

n.d. 

!-Tubulin RNAi 

 + !-tubulinレスキュー
プラスミド 

17 ± 5  

(5ライン, 各 

>9細胞) 

n.d. 

平均 ± SD   

*1 3分ごとの長時間のイメージングにより得られたデータを基に算出した。     

*2 コントロール RNAiベクターを形質転換した GFP-tubulin/ヒストン 

  H2B-mRFP株を用いて得られたデータを基に算出した。 

*3 GFP-tubulin/ヒストン H2B-mRFP 株を用いて得られたデータを基に算出した。 
中期スピンドル長は三木智博氏が撮影、解析を行った。 

n.d.は測定していないことを意味する。 
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表 2.  RNAi形質転換体選択のまとめ 
 

遺伝子 
パラログ
(相同性) 

RNAi コン
ストラクト 

RFP蛍光強
度の測定(株) 

RFP蛍光強
度の減少*1 

イメー
ジング 

検出された
表現型*2 

(ベクター) - - 11 3 3 0 

FtsZ 2 1st 12 5 5 5 

Profilin 3 1st 14 5 5 4 

XMAP215 2 (91%) 1st 17 10 6 3*3 

1st 18 6 2 1*4 
!-Tubulin 2 (99%) 

2nd 23 6 6 4 

1st 21 7 2 2 

2nd 25 8 5 3 GCP4 1 

3rd# 42 11 10 3 

Mis12 1 1st# 19 8 6 0*5 

1st 32 11 6 4 
Aug3 1 

2nd# 23 4 4 3 

*1 ほとんどの場合、コントロールと比較して 60%以上減少している株を選択し 

  た。  

*2 まず、RFP蛍光強度が減少していた株に対して RNAi誘導後 3–4日で表現型 

  の観察を行った。分裂に関する表現型が観察されなかった場合、誘導後 6–7 

 日でイメージングを行った。6–7日間の誘導により 1株以上が分裂期異常を 

 示した場合、他の株については表現型の評価を行わなかった。したがって、 

 長期間 RNAiを行えば、表に示した株よりも多くの株が表現型を示す可能性が 

 ある。6–7日間誘導を行ったコンストラクトに#を記した。FtsZとプロフィリ 

 ン RNAiは誘導後 5日で観察した。 

*3 細胞成長の表現型がもう一つの RNAiコンストラクト(図 1-2A、コンストラク 

  ト 2)を一過的にプロトプラストに発現させた場合に観察された。 
*4 1ラインしか得られていないが、レスキュー実験により表現型が!-tubulinのノ 

  ックダウンにより起こっていることを確認した。 

*5 この結果はカウロネマ細胞において Mis12は染色体分離に必要ないか、RNAi 

  後に残っている Mis12が機能に十分であることを示している。 
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表 3. パラメータフィッティングに用いた regrowthアッセイの定量データ 

 

 薬剤除去後の時間 [分] 値 ["10-2] 
微小管の数 [/µm2] 3 1.5 
 4 3.1 
 5 5.9 
 6 7.1 
 8 7.7 
 10 8.7 
 12 8.4 
伸長中の微小管の数 [/µm2] 3 1.5 
 5 4.7 
 12 6.0 
短縮中の微小管の数 [/µm2] 5 1.3 
 12 2.5 
微小管の長さの合計 [µm/µm2] 4 8.2 
 6 22 
 12 47 
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表 4. シミュレーションに用いたパラメーター 

 

 記号  探索範囲 

Tubulin濃度 

 TubTot 単位面積あたりの tubulin ダイマーの数* (1 

unit = 0.25 µm の微小管) 

3,000-10,00

0 

シミュレーションに特異的なパラメーター 

 NucTot 単位面積あたりの潜在的な生成核の数 200-400 

Cytoplasmic nucleation 

 NucRate 0 - 1 

 NucAlpha 

Cytoplasmic nucleationの頻度 [/s area] は次
のように定義した。 NucTot " NucRate " 
(FreeTub/TubTot)NucAlpha. FreeTub [unit] = 

TubTot [unit] – 微小管の全長 [unit]. 

0 - 10 

Branching nucleation 

 MDMNRate 0 - 0.1 

 MDMNAlpha 

Branching nucleationの頻度 [/s µm of MT] は
次のように定義した。  MDMNRate " 
(FreeTub/TubTot)MDMNAlpha " 4.  

0 - 10 

微小管切断 

 SevRate 切断(severing)の頻度[/s µm of MT] は次のよ
うに定義した。 SevRate " 4. 

0 - 0.1 

微小管の動的不安定性 

 FreqCat Catastrophe 頻度 [/s] 0 - 1 

 FreqRes Rescue 頻度 [/s] 0 - 1 

 Kgrowth 微小管の伸長速度 [µm/s]は次のように定義し
た。 Kgrowth " (FreeTub/TubTot) " 0.25. 

0 - 2 

 Kshrink 微小管の短縮速度[µm/s] は次のように定義し
た。 Kshrink " 0.25. 

0 - 2 

シミュレーションに用いた単位面積は 1,120 µm2 

MTは微小管を意味する。 

この実験は木村暁博士によって行われた。 
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表 5. 数理モデルにより予測された微小管生成頻度と動的不安定性の値 

 

 Mean (1!-range)*1 

MT growth velocity [µm/s] *1 0.079 (0.058 – 0.11) 

MT shrinkage velocity [µm/s] 0.11 (0.065 – 0.19) 

Catastrophe frequency [/s] 0.041 (0.0097 – 0.17) 

Rescue frequency [/s] 0.071 (0.011 – 0.47) 

Cytoplasmic nucleation ["10-4 /s µm2]*2 3.2 (2.1 – 5.0) 

Branching nucleation ["10-4 /s µm2]*3 0.49 (0.074 – 3.3) 

Severing ["10-4 /s µm2]*3 1.4 (0.57 – 3.4) 

n = 9 

*1 1!は標準偏差を意味する。平均および標準偏差は対数を用いて計算した。  

*2 遊離 tubulinの濃度が最も高いシミュレーション開始時の値。 

*3 微小管の長さが最も長い、シミュレーション終了時（薬剤除去後 12分に相当） 
  の値。 

この実験は木村暁博士によって行われた。 
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表 6. 通常の細胞(微小管重合阻害剤未処理)での 3種の微小管形成モードの頻度 

(1 !m2あたり) 

 

頻度 ("10-4/s !m2) 

(p-値) 
 

Cytoplasmic 

nucleation 

Branching 

nucleation 
切断 

N 

解析した
面積 

(!m2) 

0.33 ± 0.19 0.21 ± 0.18 0.12 ± 0.19 21細胞 コントロー
ル 0.34 ± 0.16 0.20 ± 0.12 0.11 ± 0.10 6回の実験 

11223 

0.24 ± 0.19 

(0.12) 

0.15 ± 0.16 

(0.24) 

0.10 ± 0.12 

(0.76) 
21細胞 

#-Tubulin 

RNAi 0.26 ± 0.19 

(0.47) 

0.19 ± 0.19 

(0.92) 

0.08 ± 0.04 

(0.58) 
4回の実験 

9421 

0.29 ± 0.19 

(0.59) 

0.22 ± 0.16 

(0.95) 

0.05 ± 0.09 

(0.26) 
12細胞 

Aug3 RNAi 
0.30 ± 0.19 

(0.76) 

0.24 ± 0.06 

(0.64) 

0.04 ± 0.01 

(0.29) 
3回の実験 

4583 

値 = 平均 ± SD。 SD は細胞間 (上段) または実験ごと(下段)のばらつきを示
す。 
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表 7. 通常の細胞(微小管重合阻害剤未処理)での branching nucleation と切断
の起こる頻度(微小管 1-!m あたり) 

 

頻度("10-4/s !m) *1 

(p-値)  

Branching nucleation 切断 

N 
微小管の
全長 (!m) 

0.22 ± 0.18 0.14 ± 0.22 21細胞 コントロー
ル 0.21 ± 0.12 0.12 ± 0.10 6回の実験 

9705 

0.15 ± 0.14 

(0.17) 

0.10 ± 0.11 

(0.53) 
21細胞 

#-Tubulin 

RNAi 0.19 ± 0.17 

(0.85) 

0.08 ± 0.05 

(0.54) 
4回の実験 

8956 

0.28 ± 0.21 

(0.42) 

0.06 ± 0.08 

(0.25) 
12細胞 

Aug3 RNAi 
0.31 ± 0.07 

(0.21) 

0.05 ± 0.01 

(0.33) 
3回の実験 

3269 

値 = 平均 ± SD。 SD は細胞間 (上段) または実験ごと(下段)のばらつきを示
す。 

*1 撮影開始時(0分)と撮影終了時(12分)のフレームを用いて微小管の長さを測り、 
  その平均値を計算に用いた。 
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表 8. 本研究で用いた形質転換体株の一覧 

 

遺伝子 
ライン 

# 

親株 
情報源 

XMAP215 RNAi #7 This study 

!-Tubulin RNAi #12 This study 

Aug3 RNAi #12 

GFP-tubulin/H2B-mRFP 

This study 

Katanin p60 deletion #36 GFP-tubulin This study 

!-Tubulin-b (TubG2) 

-Citrine/!-tubulin-a 

(TubG1) " 

#1 This study 

XMAP215 -a-Citrine #7 

mCherry-tubulin 

This study 

Mitochondrion-mRFP 

(tagged to !ATPase) 
#1 (Uchida et al., 2011) 

ER-mCherry #21 
Gift of Shu-Zon Wu and 

Magdalena Bezanilla 

Golgi-mRFP (tagged 

to P. patens Man1’s 

N-terminus) 

#3 

Constructed in this study, 

referring to (Furt et al., 

2012)  

Peroxisome-mCherry 

(mCherry-SKL 

expression) 

#2 

GFP-tubulin 

This study 
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表 9.  RNAiコンストラクト作製に用いたプライマー配列   

 

遺伝子 5$ プライマー 3$ プライマー 

RFP CACCCAGACCGCCAAGC 
TGCTGCTAGCTCGTCCATGCCG

CCGGT 

FtsZ CACCAATAATTGCGGGTGTG CCCTATGCCCATCAAAGATG 

Profilin*1 CACCGGCTGTTTTTGGGAGGAGC ATTGGCACATCGCACATGG 

CACCGGAAAATGCGGATCGCACA

TC 

CTGAAGGTTGAGATCGATGTAG 

XMAP215 

CACCAGGTGAACTTTTTATGAGCT GAATACTCGAATAAGCTCCAAT 

CACCTATTTTTTCGCAGGGAGAG TGGCGCTCTACAGTAAGTGGC 

#-Tubulin CACCTACAGGTGGGACAATGCGG

GAAC 

CTAGCTGACATAACGGTAGACA

C 

CACCATGTTGCACGAGCTGTTGC

TG 

ATGACATTTAGCATGTAGCAG 

CACCGGAGCTGCAAGCTTGCATG ACCACCAACTTCCATAGATG GCP4 

CACCCATATGGACCTCATTGGGC

ACCTG 

CTTGGTGGAACCGAGCAAGC 

Mis12 
CACCATGGAAGTTGATACGCGCG

AC 

GAGTGCATCGCTTGTATCAGC 

CACCAGTTTATAGGCTTTTTGG AGGTCATTGATGCACTTATG 

Aug3 
CACCAAGCATGTACTAAAGTTC 

GGATCCGCTGTGAGATGTAGTA

TTCCTGC 

TATAgcggccgcAAAAAAggatccGCT

CTGGAAGCTGATGAGAAGC 

TATAgcggccgcAAAAAAggatccGGA

GATGAGCTTGTACGTCATC 

ATATggcgcgccAAAAAAAGATCTC

CTCACTCATTGCATCTGAGC 

ATATggcgcgccAAAAAAAGATCT

GCACTGGCAGGAAAGTTTCC 
CLASP*2 

TATAgcggccgcAAAAAAggatccGAG

ACTCATCTATTCCTTCTGC 

TATAgcggccgcAAAAAAggatccCTG

ACGGAGTTCTCTCATGCC 

ATATggcgcgccAAAAAAAGATCT

GTCTCTGGCTGATTGTAAAAGC 

ATATggcgcgccAAAAAAAGATCTC

GAGGACGATCCCATTCTTGC 

*1 (Vidali et al., 2007) 
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*2 CLASPは 2つのパラログを持つため、2つの遺伝子の標的配列を制限酵素で 

  つなげることで、確実に両方の遺伝子を標的とするコンストラクトを作成し 

  た。 

制限酵素サイトを小文字で示した。 
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表 10.  qRT-PCRに使用したプライマー配列   

 

遺伝子 5$ プライマー 3$ プライマー 

TUA1 

(コントロ
ール) # 

CGTAGGAGGGACCAGTTTGG TGCATTCATCCCCGAGTCA 

FtsZ GGGCGGGAATCCAGAAATA CGCGTAGGGCTTCTTCCA 

TubG2 

( !-tubulin) 
GTCGTACGCAAGAACAAAGGAA CTTCGCCCTGAATGATGTTGA 

Aug3 TAGCGAGTGGTTCTCCAAACAA GGCACATTTCGATTTTCCTTCT 

GCP4 GACCGCGATGACACTGCTAAT CCGGACACGCCACATAGG 
# (Hiwatashi et al., 2008) 
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表 11. プラスミド作製に用いた PCRプライマー配列 

 

Gene 5’ primer 3’ primer 

AAAggtaccCCTCAGGTGCGAAG

CTTGTGC 

AAAatcgatATACTCTGAACCCC

CGCCAGC XMAP215 

-a-Citrine AAAggatccCCACCTGAAGACGA

TAATCATTTGC 

AAAtctagaAGCCCTGGAACGT

CCTAGGGACTG 

AAActcgagCCAACCACCAAGTG

AGTGAGACTTC 

AAAgatatcCTTGGTCGCGCTTT

CTTCAGACC 
#-Tubulin-a 

(TubG1) 

knockout 
AAAggatccCAATGCGAATGGAG

GTTGCAGG 

AAAccgcggCGTGCTCAGACCA

GATGTGTG 

PpMan1-RFP 
ATAgcggccgcCCCCTTCACCAT

GGCAATTCAGAGTCGAAGATC 

TATggcgcgccCACCCTTATTAT

GGCGATCCCATAGGAAG 

Peroxisome- 

mCherry 

ATAgcggccgcCCCCTTCACCAT

GGTTTCTAAAGGAGAAGAAGA

CAATATG 

TATggcgcgccCACCCTTTTACA

ACTTAGATTTATACAATTCAT

CCATTCCTCCAG 

GGggtaccGATTCTCACTCACGC

CATCACG 

CCGctcgagACTGTTCTCGTCC

CGCAATCAC Katanin p60-a 

knockout CGggatccGCTTCTGATGTAAAC

GATGGAGC 

TCCccgcggACTTCGCATGTGA

GAGCCACC 

GGggtaccGCCATTCAAGCCATT

CGAGAATGG 

CCGctcgagGCTGTCCTCCTCG

TCCCGCAAC Katanin p60-b 

knockout CGggatccGATCAGGATGTAAAT

GATGCATCTGG 

TCCccgcggGCACATGAACTTA

CATAAGTGGTGC 

制限酵素サイトを小文字で示した 
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表 12. 相同組換えの確認に使用したプライマー配列 

 

遺伝子 5$ プライマー 3$ プライマー 

#-Tubulin-a 

(TubG1) 

knockout 

CAGCCTTGACATGTGGAGATAG

TTG 

ATGCTTGGCAGCAGTGGAGAA

GCTC 

#-Tubulin-b 

(TubG2) 

-Citrine 

GGTTGGGAATAGGTTCACAAAA

GTC 

TAATACATGGTCTTTTTAAATTT

CATC 

XMAP215 

-a-Citrine 

GCTGCAGTGTTCAAGAAGATCG

GTG 

GCAGAGCAGGAGCCCATCAGC

GAG 

Katanin 

p60-a 

knockout 

CATCGAGTTCTTGTCCTTGACAC

ATACTC 

GAGGTTGATATCTAAGAGATGA

TCAAAGCAC 
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表 13.  本研究で用いたオーグミンおよび "-TuRC サブユニットの一覧   

 

遺伝子名 タンパク質複合体 オーソログ 

Aug2 CEP27/HAUS2 (Hs) 

Aug3 
Aug3 (At), Dgt3 (Dm), hDgt3/C4orf15/HAUS3 

(Hs) 

Aug4 

Augmin 

Aug4 (At), C14orf94/HAUS4 (Hs) 

"-Tubulin-a/TubG1 #-Tubulin (Hs, At, Dm) 

"-Tubulin-b/TubG2 #-Tubulin (Hs, At, Dm) 

GCP4 

#-TuRC 

GCP4 (Hs, At), Dgrip75 (Dm) 

Hs; ヒト(Homo sapiens), At; シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana), Dm; キイ
ロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster) 
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表 14. 本研究で使用した遺伝子の遺伝子 ID 

 

遺伝子名 遺伝子 ID 

"-Tubulin-a/TubG1 Pp1s234_17 

"-Tubulin-b/TubG2 Pp1s266_15 

Aug2 Pp1s14_257 

Aug3 Pp1s9_108 

Aug4 Pp1s105_58 

XMAP215/MOR1-a Pp1s66_170 

Katanin p60-a Pp1s213_118 

Katanin p60-b Pp1s99_113 

PpMan1 Pp1s387_34 

CLASP-a Pp1s16_248 

CLASP-b Pp1s212_83 

CLASP-c Pp1s55_289 

FtsZ Pp1s80_60 

Profilin (PRFa) Pp1s3_19 

GCP4 Pp1s34_188 
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動画の説明  

動画 1 ヒメツリガネゴケ原糸体細胞の長時間タイムラプス観察画像  

GFP-tubulin (緑)/ヒストン H2B-mRFP (赤)発現株を 3分ごとに観察した。撮影開始を 0

分とした。10 !対物レンズを使用した。スケールバーは 100 "m。 

 

動画 2 オーグミン(Aug3サブユニット)、!-TuRC (!-tubulin、GCP4サブユニット)

のノックダウンにより、分裂の遅延、異常なスピンドルの形成、細胞質分裂の失

敗が起こる  

10 !対物レンズを用いてGFP-tubulin (緑)/ヒストンH2B-mRFP (赤)を 3分ごとに観察し

た。激しい表現型を示す細胞(上段)と弱い表現型を示す細胞(下段)が確認された。0

分は核膜崩壊を示す。スケールバーは 20 "m。 

 

動画 3 核膜崩壊から分裂後期開始までのタイムラプス観察  

コントロール、Aug3 RNAi、#-tubulin RNAi細胞においてスピニングディスク型共焦点

蛍光顕微鏡により GFP-tubulin (緑)/ヒストン H2B-mRFP (赤)を 1分ごとに観察した。1 

"m ごとに撮影した 13 枚の z スタック画像を最高輝度プロジェクションした。左側に細

胞の先端を配置した。0 分は核膜崩壊を示す。撮影は三木智博氏と共同で行った。ス

ケールバーは 10 "m。 

 

動画 4 分裂後期開始から細胞質分裂期までのタイムラプス観察  

コントロール、Aug3 RNAi、#-tubulin RNAi細胞においてスピニングディスク型共焦点

蛍光顕微鏡により GFP-tubulin (緑)/ヒストン H2B-mRFP (赤)を 1分ごとに観察した。1 

"m ごとに撮影した 13 枚の z スタック画像を最高輝度プロジェクションした。左側に細

胞の先端を配置した。染色体分離が起こったフレームを 0 分とした。撮影は三木智博

氏と共同で行った。スケールバーは 10 "m。 

 

動画 5 フラグモプラスト微小管の 3次元構築像  

図 2-5Aの 27分、図 2-5Bの 29分、図 2-5Cの 28分の時点のフラグモプラストを 3次

元構築した。コントロール細胞では細胞幅は 13 "m以上あるため、この撮影条件では

フラグモプラストのリングの一部しか観察できていない。撮影は三木智博氏と共同で行

った。 
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動画 6 Endoplasmic微小管の動態  

斜光照明蛍光顕微鏡法を用いて 3 秒ごとに GFP-tubulin を観察した。撮影開始を 0

秒とした。スケールバーは 5 "m。 

 

動画 7 微小管の切断  

3秒ごとに原糸体細胞のGFP-tubulinを観察した。0秒で微小管が切断された。スケー

ルバーは 2 "m。 

 

動画 8 Branching nucleation 

代表的な branching nucleationを示した。3秒ごとに原糸体細胞のGFP-tubulinを観察

した。Branching部位を矢尻で示した。多様な角度の branching nucleationが観察され

た。一番右の例では娘微小管は母微小管に沿って移動した。母微小管のプラス端を

右側に配置した。Branching nucleationが起こったフレームを 0秒とした。スケールバー

は 2 "m。 

 

動画 9 娘微小管の母微小管からの切り離し  

図 3-6E下段の branching nucleationを示した。3秒ごとに #-tubulin-Citrine (マゼンダ)

および mCherry-$-tubulin (緑)を観察した。Branching nucleationが起こったフレームを

0 秒とした。78 秒で娘微小管の切り離しが起こった。母微小管のプラス端を右側に配

置した。スケールバーは 2 "m。 

 

動画 10 Cytoplasmic nucleation 

代表的な cytoplasmic nucleationを示した。3秒ごとに原糸体細胞の GFP-tubulinを観

察した。細胞質から微小管が生成された。Cytoplasmic nucleation が起こったフレーム

を 0秒とした。スケールバーは 2 "m。 

 

動画 11 微小管 regrowth アッセイ  

GFP-tubulin 発現株において oryzalin 処理により微小管をすべて脱重合させた後

oryzalinを除去し、微小管再形成過程を 3秒ごとに観察した。0秒で oryzalinの除去を

開始した。大部分の微小管は cytoplasmic nucleation (赤 )で、一部は braching 

nucleation (黄)により生成された。スケールバーは 5 "m。 
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動画 12 安定な微小管が存在した状態での regrowth アッセイ  

GFP-tubulin発現株において oryzalin処理により微小管を脱重合させた後 oryzalin を

除去し、微小管再形成過程を 3 秒ごとに観察した。0 秒で薬剤の除去を開始した。安

定な微小管が存在する場合でも大部分の微小管は cytoplasmic nucleation (赤)により

生成され、branching nucleation (黄)による生成はほとんど観察されなかった。スケール

バーは 5 "m。 

 

動画 13 細胞小器官以外の場所からの微小管生成  

細胞小器官（マゼンダ）に mCherry または RFP を付加した形質転換体において

regrowthアッセイを行った。葉緑体は自家蛍光を撮影した。緑はGFP-tubulinを示す。

0秒で oryzalinの除去を開始した。スケールバーは 5 "m。 

 

動画 14 微小管重合阻害剤 oryzalin存在下での !-tubulinの動態  

Oryzalin存在下で #-tubulinの動態を 0.2秒ごとに 20秒間撮影した。動く点(赤と黒)と

動かない点(青)が観察された。スケールバーは 5 "m。 

 

動画 15 !-Tubulin依存的な微小管生成  

#-Tubulin-b-Citrine (マゼンダ)/mCherry-$-tubulin (緑)発現株での微小管再形成の様

子。微小管が生成した #-tubulin の-Citrine シグナルを矢印で示した。0 秒で oryzalin

の除去を開始した。スケールバーは 5 "m。 
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