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要旨  

 

	 微小管はチューブリンタンパク質で構成された繊維状の細胞内ポリマーであ

る。動的に重合・脱重合する微小管は細胞分裂期の紡錘体形成や細胞極性など、

真核生物の様々な細胞内現象に重要な役割を担っている。それらの役割におい

ては、伸長と短縮を繰り返す動的な微小管が必須であることが知られている。

生体内において、動的な微小管を形成するには複数の微小管関連タンパク質に

よる制御が必要であり、環境や細胞周期などにより時空間的な制御があること

も知られている。基本的な動態として、他の細胞内構造に結合していない細胞

質中の微小管は伸長、短縮、停止（ポーズ）という状態を繰り返している。し

かし、これまで、既知の微小管関連因子を用いた試験管内（in vitro）反応にお

いて３状態をランダムに遷移する微小管重合・脱重合サイクルの再現に成功し

ておらず、分子レベルで如何にこの微小管動態が生み出され、時空間的に調節

されているかは明らかとなっていない。本研究では、キイロショウジョウバエ

培養細胞である S2細胞およびショウジョウバエタンパク質を用いて、細胞内の

微小管動態の再現を目指した。 

	 ショウジョウバエの微小管制御タンパク質を用いた先行研究において、EB1、

Sentin、XMAP215Mspsの 3 因子が in vitro において動的な微小管を生み出すこと

が示された。しかし、これら 3 因子を様々な濃度で混合しても、細胞内で観察

される伸長、短縮、停止（ポーズ）という 3 状態のサイクルを再現することは

できなかった。そこで、本研究では、in vitroで細胞内の微小管動態をより忠実

に再現することを目指した。そのために、これまでの再構成系では不足してい

る因子があると仮説を立て、構成要素を拡張した。 

	 不足している因子としては、細胞において微小管動態に重要であることが知

られ、他生物種において in vitro で微小管動態への活性が示されている

kinesin-13Klp10Aおよび CLASPMast/Orbitを候補とし、最終的にチューブリンおよび 5

つのタンパク質 (EB1、XMAP215Msps、Sentin、kinesin-13Klp10A、CLASPMast/Orbit) を

混合することにより、3状態全てを含む動的な微小管プラス端の振る舞いを再構

成した。 

	 まず、加える 2 つのタンパク質 (kinesin-13Klp10A、CLASPMast/Orbit) をそれぞれ

単独でチューブリンと混合し、その分子活性を調べた。kinesin-13 はツメガエル
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およびヒトホモログで詳細な解析がされており、ショウジョウバエホモログ

Klp10Aにおいても同様に微小管脱重合活性を示した。次に、CLASPMast/Orbitは微

小管のカタストロフを強く抑制し、伸長速度を低下させた。カタストロフ抑制

活性については分裂酵母ホモログと同様であったが、伸長抑制活性は報告され

ておらず、酵母と昆虫の CLASPでは活性が少し異なる可能性が示唆された。ま

た、この実験条件ではカタストロフがほぼ完全に抑制され、レスキュー活性は

検証できなかった。これら 2 因子を加え、チューブリンおよび 5 つのタンパク

質 (EB1、XMAP215Msps、Sentin、kinesin-13Klp10A、CLASPMast/Orbit) を混合するこ

とにより、3状態全てを含む動的な微小管プラス端の振る舞いを再現することに

成功した。この時、これまで in vitroでは再現されていなかったポーズ状態と頻

繁なレスキューが観察された。CLASPMast/Orbit を除くと、ポーズもレスキューも

ほとんど観察されないことから、4 因子の存在下では CLASPMast/Orbitがポーズと

レスキューを引き起こすことが示唆された。 

	 さらに、動態の再現から一歩進み、微小管動態の細胞周期制御についての解

析を試みた。細胞周期の間期から分裂期に移行する際に、微小管はより動的に

なることが以前より知られているが、その分子機構は不明なままだった。そこ

で、分裂期特異的なタンパク質リン酸化酵素（キナーゼ）が微小管動態を制御

しているのではないかと仮説を立てた。分裂期への移行に際して複数のキナー

ゼが活性化されることが知られているが、その中で、Plk1Poloキナーゼが in vitro

において CLASPMast/Orbit と kinesin-13Klp10Aをリン酸化修飾し、その活性を調節し

て微小管の動的不安定性を増加させることが示された。また、Plk1Polo キナーゼ

阻害剤による実験により、細胞内においても分裂期微小管の動態に Plk1Poloキナ

ーゼが寄与していることが示された。これらの結果から、進化上保存された上

記 5 つのタンパク質が、細胞内で動的な微小管を形成するための中心的な因子

であり、Plk1Polo によるリン酸化が間期から分裂期への微小管動態の転換に重要

なイベントであることが示唆された。 
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序論  

 
in vitro再構成の意義	
	 遺伝学的解析により同定された因子を使って細胞内のプロセスを in vitroで再

構成することは、細胞内プロセスを分子レベルで理解する上で必須である。これ

によりその効果が直接的にその因子によるものであると決定し、プロセスを遂行

するための最小の構成要素を特定することが可能である。 

	 これまで、再構成的手法により、アクチンフィラメント依存的な細菌の運動や

分裂期染色体構築、DNA 複製開始など、幅広い現象において理解を深める重要

な解析が行われてきた (Garner et al., 2007、Loisel et al., 1999、Shintomi et al., 2015、

Yeeles et al., 2015) 。アクチンフィラメント依存的な細菌の運動についての解析

では、この運動がモータータンパク質などに依らず単純なアクチン重合により再

現可能であることが示された (Garner et al., 2007) 。分裂期染色体についての解析

では、凝縮の階層とそれに必要な因子が同定された (Shintomi et al., 2015) 。 

	 これらの解析は遺伝学的解析による知見を確認するとともに、複雑な細胞内の

プロセスにおける DNAや細胞骨格などの構成要素の物理化学的な性質の寄与な

ど、細胞内で発見の難しい知見を得ることも多い。しかし、in vitro再構成は遺伝

学的解析により蓄積された知見に基づいて行われるべきであり、in vitro再構成に

より得られた知見はさらに遺伝学的解析により確認される必要がある。 

 

微小管	

	 動的な微小管はチューブリンタンパク質で構成されており、分裂期紡錘体形成

や細胞極性等の真核細胞の様々な細胞内プロセスに必須の役割を担っている。そ

れらの役割においては、伸長と短縮を繰り返す動的な微小管が必須である。微小

管は重合することで伸長し、脱重合することで短縮する。微小管には極性 (プラ

ス端とマイナス端) があり、２つの先端のうち、プラス端の方が動的である。ま

た、プラス端では様々なタンパク質により重合・脱重合が制御されていることが

知られている (Akhmanova and Steinmetz, 2008、Howard and Hyman, 2007) 。チュ

ーブリンタンパク質は in vitroにおいて特定の濃度で自律的かつ確率的に重合と

脱重合を繰り返し、これは微小管の動的不安定性と呼ばれている (Horio and 

Hotani, 1986、Mitchison and Kirschner, 1984、Walker et al., 1988) 。 
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	 細胞内において、間期細胞質中の微小管プラス端は伸長、短縮、停止（ポーズ）

を確率的に繰り返す (Rogers et al., 2002、Shelden and Wadsworth, 1993) 。伸長／

ポーズから短縮への転換をカタストロフ、短縮から伸長／ポーズへの転換をレス

キューと呼ぶ (図 1A) (カタストロフおよびレスキューの定義は研究者により異

なる場合があり、本研究ではLi et al., 2011およびLi et al., 2012の定義に従った) 。

微小管の構成要素である α/β-チューブリンダイマーは α/β それぞれに GTP 

(guanosine triphosphate) 結合部位および GTPase活性を持つ。このうち、β-チュ

ーブリンの GTP 結合部位は未重合の状態では表面に露出しており、GDP 

(guanosine diphosphate) に加水分解後、溶液中の GTPと再結合することでヌクレ

オチドの結合状態がサイクルする。α/β-チューブリンは重合して微小管に組み込

まれると GTPase活性が上昇し、短時間で GDP結合型になる。これにより重合し

て間もない先端部分にのみ GTP結合型チューブリンが存在するが、これは GTP

キャップと呼ばれ、伸長中の微小管先端の特徴的な構造になっている。伸長中は

この GTPキャップが微小管を安定化しているが、加水分解や、脱重合により GTP

キャップが失われることで、カタストロフが引き起こされると考えられている 

(図 1B) (Bayley, 1990、Howard and Hyman, 2009、Kueh and Mitchison, 2009、

Menendez et al., 1998、Nogales, 1999、Nogales et al., 1998) 。また、この GTPキャ

ップを認識して伸長中の微小管先端に局在するタンパク質も存在する (Drechsel 

and Kirschner, 1994、Hayashi and Ikura, 2003、Maurer et al., 2011、Maurer et al., 2012、

Slep and Vale, 2007、Vandecandelaere et al., 1999、Zanic et al., 2009) 。 

 
微小管動態の in vitro再構成 
	 複数のタンパク質が細胞内の微小管動態を制御しており、これらのタンパク

質を発現抑制すると微小管動態が変わり、結果として繊毛や分裂期紡錘体のよ

うな微小管を構成要素とする高次構造の長さの変化を引き起こす (Akhmanova 

and Steinmetz, 2008、Goshima and Scholey, 2010、Howard and Hyman, 2007、Hu et al., 

2015) 。 

	 全てではないが、多くのこれらのタンパク質はin vitroにおいて独立に微小管

動態を調節する。特に、プラス端には多くの微小管制御タンパク質が集積し、

様々な動態制御がなされている (図2A) (Akhmanova and Steinmetz, 2008、Howard 

and Hyman, 2007) 。 XMAP215は5つのTOG ( Tumor Overexpressed Gene) ドメイ

ンを介してチューブリンダイマーに結合し、連続的にチューブリンを微小管先
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端に付加することができる (図2B) (Brouhard et al., 2008、Kerssemakers et al., 

2006) 。モータータンパク質kinesin-13は微小管上を歩行するkinesinスーパーフ

ァミリーの1つであるが、長距離歩行はせず、XMAP215とは対照的に微小管の脱

重合を促進する (図2C) (Desai et al., 1999、Moore and Wordeman, 2004、Rogers et 

al., 2004) 。EB (end-binding) タンパク質は伸長中の微小管プラス端に集積し、カ

ルボキシル末端領域を介してSxIPやEEY/Eといったアミノ酸配列を認識し、様々

な積み荷となるモータータンパク質等を微小管先端へ局在させている (図2D) 

(Akhmanova and Steinmetz, 2008、Dragestein et al., 2008、Honnappa et al., 2009、

Honnappa et al., 2006、Slep, 2010、Weisbrich et al., 2007) 。最近の研究により、EB

タンパク質は、アミノ末端領域のCHドメイン (calponin homology domain) で微

小管のヌクレオチド状態による構造の違いを認識することで伸長中の微小管先

端に結合していると考えられており、GTPキャップの領域の大きさや、微小管先

端の構造変化など、微小管自体の動態や構造の研究にも重要な役割を果たして

いる (Drechsel and Kirschner, 1994、Hayashi and Ikura, 2003、Maurer et al., 2011、

Maurer et al., 2012、Slep and Vale, 2007、Vandecandelaere et al., 1999、Zanic et al., 

2009) 。CLASP (CLIP (cytoplasmic linker protein) associated protein) はTOG様ドメ

インと言われるXMAP215のTOGドメインに類似しているが少し構造の異なる

ドメインを持ち、活性も異なることが知られている。また、分裂酵母ホモログ

Cls1pでは微小管のレスキュー頻度を増加させ、カタストロフ頻度を減少させる

という報告がされている (図2E) (Al-Bassam et al., 2010、Leano et al., 2013) 。た

だし、他のCLASPホモログについては詳細な生化学的活性が解析されていない。

また近年、Sentin (ショウジョウバエ) やSLAIN1/2 (ヒト、マウス)といった、こ

れらの因子を複合体としてまとめるハブのような機能を持った因子も発見され

ている (図1F) (Li et al., 2011、Li et al., 2012、van der Vaart et al., 2011) 。 

	 2つ、あるいはそれ以上の因子をチューブリンと混合した場合には、動的な微

小管の振る舞いはより良く再現されている (Kinoshita et al., 2001、Li et al., 2012、

Zanic et al., 2013) 。しかし、伸張、短縮、ポーズの3つの状態全てを含む細胞内

の微小管動態のin vitroでの再構成にはこれまで成功していない。また、これま

で同定された微小管動態を制御するタンパク質だけで本当に細胞内の微小管動

態が再現されうるのかといった疑問については答えを得られていなかった。 

	 さらに、微小管は細胞周期や細胞内の場所など、時空間的に制御されている 

(Akhmanova et al., 2001、Belmont et al., 1990、Kumar et al., 2009、Rusan et al., 2001、
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Trogden and Rogers, 2015) 。細胞表層付近や細胞運動においては、膜との結合に

関わる因子あるいは微小管制御因子の翻訳後修飾により細胞質中とは異なる制

御を受ける (Akhmanova et al., 2001、Kumar et al., 2009、Trogden and Rogers, 2015) 。

分裂期への移行に際しては、星状体微小管の伸長速度とカタストロフ頻度が上

昇し、レスキューとポーズが抑制されて微小管はより動的になることが以前よ

り知られていた (図3)  (Belmont et al., 1990、Rusan et al., 2001) 。また、細胞周

期を制御し、分裂期を誘導する活性型Cdk1 (Cyclin – dependent kinase) を間期の

カエル卵抽出液に加えると間期から分裂期に移行する際に観察されるような微

小管動態の転換が引き起こされることが示されている (Verde et al., 1990) 。しか

しながら、こうした微小管動態の時空間的な制御の分子機構は不明であった。 

 

ショウジョウバエ S2細胞の有用性と主要な微小管動態調節因子 
	 ショウジョウバエ S2 細胞は微小管プラス端動態の再構成を目指すのに有望な

モデルシステムである。複数のグループの先行研究により、蛍光標識による生細

胞観察によって間期および分裂期の微小管動態パラメータが得られている 

(Brittle and Ohkura, 2005、Li et al., 2011、Rogers et al., 2002、Sousa et al., 2007、

Trogden and Rogers, 2015) 。 

	 この細胞ラインを使った大スケールの機能的ゲノムスクリーニングを含む複

数の機能解析研究を通して、微小管の動態制御に必要ないくつかのタンパク質が

同定された (Goshima et al., 2007、Hughes et al., 2008、Moutinho-Pereira et al., 2013) 。

例えば、保存された 3つの微小管プラス端局在タンパク質であるMsps (ショウジ

ョウバエの XMAP215/ch-TOG オルソログ。以降、単純に XMAP215 あるいは

XMAP215Mspsと表記する) 、EB1 (EBタンパク質ファミリー) 、および Sentin (哺

乳類の SLAIN1/2 の機能的ホモログ) の発現抑制では、微小管による高次構造で

ある分裂期紡錘体が短くなる表現型を示した (Goshima et al., 2007、Goshima et al., 

2005) 。その後の解析によってこれら 3因子の発現抑制により、微小管伸長速度

が減少し、ポーズが劇的に増加することで微小管の動的性質を減少させることが

示された (Brittle and Ohkura, 2005、Li et al., 2011、Rogers et al., 2002) 。 

	 S2細胞において、EB1、Sentinは伸長する微小管先端に局在する。Sentinはカ

ルボキシル末端側に EB1と結合する SxIPモチーフを有し、EB1依存的に伸長中

の微小管先端に局在する。また、内在性の EB1 および Sentin を発現抑制した細

胞で、EB1カルボカルボキシル末端の積荷タンパク質結合領域を Sentinに置換し
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た融合タンパク質を発現させると、微小管動態や分裂期紡錘体の長さが回復する

ことから、ショウジョウバエ S2 細胞の微小管動態については、Sentin が主要な

EB1結合因子であることが示唆されている (Li et al., 2011) 。一方、XMAP215Msps

は伸長中の微小管先端および微小管側面に局在するが、Sentinの発現抑制により、

微小管先端への局在が消失する  (Li et al., 2011) 。EB1、Sentin、および

XMAP215Mspsの精製タンパク質を用いて in vitroにおいても解析がなされ、Sentin

のアミノ酸末端領域 (231-440a.a) が XMAP215Mspsの伸長中微小管への局在に重

要であることが示された (Li et al., 2012) 。 

	 微小管プラス端の重合動態についても、これらの因子の効果が in vitroで解析

された。EB1は分裂酵母および哺乳類ホモログ	 (Bieling et al., 2007、Komarova et 

al., 2009、Vitre et al., 2008) と同様に単体で微小管の伸長速度 (約 1.2倍) とカタ

ストロフ頻度 (約 1.5 倍) を上昇させた。XMAP215Msps もツメガエルホモログ 

(Brouhard et al., 2008) と同様に伸長速度 (約 2倍) を上昇させた。しかし、Senitn

を加えるとさらに顕著に伸長速度とカタストロフ頻度が上昇した (EB1 と比べ

て伸長速度が約 1.3 倍、カタストロフ頻度が約 1.7 倍； EB1 と XMAP215Mspsの

２因子と比較して、伸長速度が約 1.6 倍、カタストロフ頻度は条件により 1.6~5

倍程度) 。チューブリンのみ、あるいはこれらのうち 1つを加えて生み出された

微小管に比べ、3 つ全てのタンパク質を加えた場合には顕著に速く伸長 (チュー

ブリンのみと比較して 3.9 倍) し、より頻繁にカタストロフ (チューブリンのみ

と比較して、2倍程度) が起こった。つまり、これら 3因子は複合体を形成する

ことで相乗的に微小管をより動的にした (図 2F) (Li et al., 2011) 。 

	 上記の結果はこれらの因子を細胞で発現抑制した場合の表現型と一致する 

(Brittle and Ohkura, 2005、Li et al., 2011、Li et al., 2012、Rogers et al., 2002) 。しか

し、in vitro再構成系でこれらのタンパク質を様々な濃度や組み合わせで混合して

in vivoの微小管動態にもっとも近づけた条件においても、ポーズ状態やレスキュ

ー (短縮から伸長、あるいは短縮からポーズへの転換) は細胞内に比べ未だに極

めて低頻度であった (Li et al., 2012) 。 

 

本研究について	

	 私は、微小管の 3状態の再構成ができていない原因として、in vitroでの反応に

おける構成因子の不足の可能性を考えた。本研究では、S2 細胞での RNAi 発現

抑制で微小管動態および分裂期紡錘体の大きさに影響が出ることから、不足して
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いる構成因子の候補として kinesin-13 (ショウジョウバエホモログ Klp10A。以降、

単純に kinesin-13、あるいは kinesin-13Klp10Aと表記する) と CLASP (ショウジョ

ウバエでは Mast／Orbit。以降、単純に CLASP あるいは CLASPMast/Orbitと表記す

る) を検討した (Goshima et al., 2005、Mennella et al., 2005、Sousa et al., 2007) 。

実際、これらのタンパク質は他の生物種のオルソログでは in vitroで微小管動態

を調節することが示されていた (図 2E) (Al-Bassam et al., 2010、Mennella et al., 

2005) 。加えて、近年に確立された手法 (Widlund et al., 2012) により S2細胞か

らチューブリンタンパク質を精製することが可能となり、これまで用いられてき

たブタ脳由来のチューブリンタンパク質を S２細胞由来のチューブリンに置き

換えた。in vitroでの反応において、これらの 5つの因子と S2由来のチューブリ

ンを混合することで、in vivoの微小管動態を定性的に、そして幾つかの点につい

ては定量的に再現することができた。さらに、分裂期キナーゼである Polo (哺乳

類では Plk1、以降、Plk1Poloと表記する) によるリン酸化が微小管動態を分裂期の

様式に転換させる様子が観察された。 
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結果  

 

CLASPMast/Orbitは微小管の伸長とカタストロフを抑制する 
	 始めに、GTPアナログである GMPCPPを用いて安定な微小管 (微小管シード) 

を用い、シード先端から動的な微小管を伸長させる微小管プラス端重合実験 

(Bieling et al., 2007) において S2チューブリンの活性を同定した (図 4) 。予想通

り、ブタチューブリンの場合と同様に S２チューブリンからなる微小管も伸長と

短縮を繰り返したが、動態パラメータは異なっていた (図 5A、C、D) 。S2チュ

ーブリンはブタチューブリンに比べ、伸長が速く、カタストロフが少なかった。

これにより、全体として伸長しやすい微小管を形成した。ただし、ブタチュー

ブリンと S２チューブリンでは精製スケールや手法が異なっており、本来の性質

の違いを表しているかはまだ明らかではない。ただ、細胞モデルとして S2細胞

を用いており、比較する上で S2 チューブリンを用いる方が適切であると考え、

以降の再構成実験では主にこの S2由来のチューブリンを用いた。また、ブタチ

ューブリンは脳から精製している。神経細胞の微小管は高度に安定化されてお

り、チューブリンの翻訳後修飾も他の細胞種とは異なる。 

	 全長 kinesin-13Klp10Aタンパク質は大腸菌 E.coliから精製した。これも他生物種

の相同タンパク質の結果から予想通り (Mennella et al., 2005、Rogers et al., 2004) 、

シード微小管を両端から脱重合させる活性を示した（図 5E）。 

	 GFP融合型CLASPタンパク質は分子量が大きく大腸菌では発現が難しかった

ため Sf21昆虫細胞から精製した (図 5A) 。その際に、ゲル濾過クロマトグラフ

ィーによりこのタンパク質が凝集を形成していないことを確認した (図 5B) 。S

２チューブリンおよび微小管シードと混合すると、CLASPタンパク質はシード

および S２チューブリンからなる動的な微小管に沿って局在し、微小管の伸長速

度とカタストロフ頻度を劇的に減少させる様子が観察された (図 6A-C) 。チュ

ーブリン結合に重要な TOG2および TOG３ドメイン内の４つのアミノ酸残基を

置換した変異型 CLASPでは上記の活性は観察されず、微小管への結合も減少し

た (Al-Bassam and Chang, 2011、Al-Bassam et al., 2010、Leano et al., 2013) (図

6A-C) 。すなわち、観察された伸長とカタストロフの抑制活性は CLASPによる

ものであり、Sf21細胞由来の混入タンパク質によるものではなかった。加えて、

この結果から微小管重合速度とカタストロフにおける GFP−CLASP の効果にチ
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ューブリンか微小管またはその両方への結合が必要であることが示された。 

	 これまでの RNAi実験から CLASPは微小管のポーズを誘導することが示唆さ

れている (Sousa et al., 2007、Trogden and Rogers, 2015) が、精製された分裂酵母

CLASPCls1ではレスキュー（短縮から伸長への転換）誘導活性を持つことが示さ

れている (Al-Bassam et al., 2010) 。しかしながら、CLASPのみをチューブリン

と混合した実験では微小管はごく低速度で伸長し続け、ポーズを判定すること

はできなかった。また短縮が観察されず、ショウジョウバエ CLASPのレスキュ

ー活性についても検討することはできなかった (図 6A) 。 

	 CLASP は EB1 結合の SxIP モチーフを有し、細胞内で伸長中の微小管先端に

集積する (Honnappa et al., 2009、Sousa et al., 2007) 。そこで、EB1タンパク質を

反応液に加え、CLASPの伸長するプラス端での振る舞いを再構成した (図 6D) 。

EB1 はそれ自身がわずかに微小管伸長速度とカタストロフ頻度を上昇させる 

(Li et al., 2012) 。しかしながら、伸長速度に対する CLASPの効果に変化はなく、

加えてカタストロフも EB1 の有無に関わらず観察されなかった（図 6E）。これ

らの結果はEB1依存的なプラス端への集積がCLASPによるプラス端への２つの

活性に必須ではない事を示唆している。ただし、この実験においても短縮は観

察されなかったため、伸長速度以外のパラメータへの影響については検証でき

なかった。 

 

5因子による 3状態を含む微小管動態の再構成 
	 次に、S2由来のチューブリンを用いた反応に全 5つの因子 (EB1、XMAP215Msps、

Sentin、kinesin-13Klp10A、CLASPMast/Orbit) を混合した (図 5A) 。興味深いことに、

微小管が頻繁なレスキューとポーズ状態を伴って伸長・短縮のサイクルを繰り返

す様子が観察された。CLASP の濃度を変化させると、微小管動態も顕著に変化

し、カタストロフの減少とポーズの増加により安定化された (図 7、表 1) 。この

実験において、それぞれの動態パラメータの数値は対応する細胞内での値の範囲

内にあり、全体としての確率的振る舞いは S2 細胞内の細胞間期の微小管動態を

連想させた (図 8) 。 

	 in vitro と in vivo のダイナミクスの類似性を検証するために、反応液から

kinesin-13Klp10A、Sentin または、CLASPMast/Orbitを取り除き、in vivo の RNAi の結

果と比較した。S2細胞内では、kinesin-13Klp10Aノックダウンはカタストロフ頻度

を減少させる (Mennella et al., 2005) 。Sentinノックダウンは特にポーズ状態の割
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合を増加させ、伸長速度、短縮速度、カタストロフ頻度を減少させることで、微

小管の動的な性質を抑制する (Li et al., 2011) 。S2細胞での CLASPMast/Orbitノック

ダウンは伸長速度と短縮速度を上昇させるが、ポーズ状態は減少させる (Sousa 

et al., 2007、Trogden and Rogers, 2015) 。興味深いことに、kinesin-13Klp10A、Sentin、

CLASPMast/Orbit、をそれぞれ取り除いた in vitro実験で、これらの in vivoの傾向が

おおむね再現された。kinesin-13Klp10A を取り除いた場合には、カタストロフが劇

的に抑制され、観察領域がおびただしい数の微小管で埋め尽くされた (図 9A、 

413 分の間に 7 回しかカタストロフが観察されなかった)  。CLASP を除去した

場合、全７つのパラメータの変化は定性的に細胞での結果に一致した (図 7C-G

の 0 nM CLASPが CLASP除去の条件。図 10A-Eで先行研究における細胞での結

果と比較) 。ただし、レスキューの減少の大きさについては、細胞内より顕著で

あった。同様に Sentin を除去した場合、７つのうち６つのパラメータが in vivo

と in vitroで同様の結果になった (図.9C-G、図 10F-J、表 2) 。 

 

微小管側面に結合した CLASPが短縮する微小管にポーズを誘導する 
	 CLASP非存在下ではポーズはほとんど観察されなかったため、CLASPの集積

とポーズの誘導に相関がある可能性を予想し、これを検証した。CLASP は多く

の場合、伸長する微小管先端に集積しているため、解析は短縮する微小管に絞っ

て行った。まず、短縮する微小管側面に沿った GFP-CLASPのシグナルの分布を

調べたところ、画像ピクセルのうち 24%が GFPの強いシグナルを含んでいた (図

11A 微小管数n＝21) 。この結果は、ランダムにポーズが誘導される場合でも24%

の確率でGFP-CLASPの集積点で起こる可能性があることを示す。しかしながら、

短縮からポーズへの遷移は 51%  (n=51) で GFP-CLASP の集積点で確認された 

(図 11B、Cの赤い部分) 。さらに、GFP-CLASPの少ない点でポーズが誘導され

ていた 25 のイベントのうち、9 つのイベントでも、微小管は短縮中から既に強

い GFP のシグナルを持っていた (図 11B、C の緑の部分) 。故に、GFP-CLASP

の集積とポーズの誘導には完全ではないものの、十分に相関があった。 

	 ここで、微小管側面の CLASPが他の因子を局在化させているか調べるため、

微小管シードと TagRFP-CLASP、GFP-Sentinを混合し、微小管上への局在を観察

した。Sentinはそれ自体では微小管側面に局在しない (Li et al., 2012) が、CLASP

と XMASP215 Msps を架橋しているというモデルが提案されている (Trogden and 

Rogers, 2015) 。この考えに従うと、CLASP依存的に Sentinおよび結合パートナ
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ーである XMASP215 Mspsが微小管側面に局在しうることになり、CLASP と共に

集積した Sentinや Sentin-XMASP215 Msps複合体がポーズ状態に関与する可能性が

ある。TagRFP-CLASP 存在下でも GFP-Sentin の微小管側面局在が観察されなか

ったことから、Sentinおよび Sentin-XMAP215複合体が事前に微小管側面に局在

していることがポーズの誘導に必要ではない事が示唆された (図 12) 。 

	 ポーズについてと同様の解析を短縮から再伸長する場合についても行った 

(図 11B、D) 。この場合、相関はポーズの場合に比べ低かったが、それでもラン

ダムに起こる場合に比べて高い確率だった。33% のイベントが GFPシグナルが

強い点で起こっていた [n = 63] 。この時、シグナルが強いピクセルの割合は 15% 

だった [n = 31] 。この結果は、CLASPの集積とレスキューイベントが完全に相

関している分裂酵母 CLASPCls1の結果 (Al-Bassam et al., 2010) と異なり、少数の

CLASP でも短縮から伸長へのレスキューイベントを引き起こしうる事を示して

いる。ただ、この時に使用した顕微鏡の感度では弱い GFP-CLASPの集積を検出

できなかった可能性は排除できていない。 

	 以上の結果はショウジョウバエの CLASPが他の４因子の存在下で有力なポー

ズ／レスキュー誘導因子であることを示唆している。 

 

Plk1による微小管動的性質の亢進 
	 微小管動態は分裂期の制御を受けることが知られている。分裂期になると、星

状体微小管の伸長速度およびカタストロフ頻度が上昇する一方で、レスキュー頻

度は低下する (Belmont et al., 1990、Rusan et al., 2001) 。活性型 Cdk1を間期のカ

エル卵抽出液に加えると間期−分裂期における微小管動態の転換が引き起こされ

ることが示されている (Verde et al., 1990) 。しかしながら、Cdk1の下流にどの

ような分子機構があるのかは未だ明らかになっていない。 

	 そこで、私はCdk1がこれまでに用いた５つの因子やチューブリン自体を直接、

リン酸化することで微小管動態を制御しているのではないかという仮説を立て

た。まず、リン酸化を確認するためにオートラジオグラフィー実験を行った結

果、kinesin-13Klp10AおよびXMAP215MspsがリコンビナントCdk1-cyclin B複合体に

よりリン酸化されることが検出された (図13A) 。次に、5つのタンパク質および

チューブリンをCdk1-cyclin B複合体と共に混合反応させ、微小管重合実験を行っ

た。しかし、4回のCdk1効果比較実験において微小管の動態パラメータに有意な、

あるいは再現性のある変化は観察されなかった (図13B-F、表3) 。上記の実験結
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果から、完全には否定されていないものの、Cdk1による直接のリン酸化により

これらのタンパク質の活性が調節されているという考えに疑問が持たれた。そ

のため、私は直接的にはCdk1ではなく他の因子が分裂期における微小管の動的

性質の亢進に寄与している可能性を考えた。 

	 Polo-like kinase 1 (Plk1) は分裂期への移行に際する複雑な制御系の因子の一

つである  (Lindqvist et al., 2009、Zitouni et al., 2014) 。そこで、次に私はPlk1 が

微小管動態の変化の原因ではないかと考えた。興味深いことに、5つの因子およ

びチューブリンとリコンビナントPlk1Polo (図5A) を混合反応させたところ、再現

性良く微小管の動態パラメータに影響があった。伸長速度とカタストロフ頻度

が上昇した一方、レスキューとポーズは減少し、微小管はより動的になった (図

14B、C、表4) 。そこで、タンパク質のリン酸化を調べるため、Phos-tag (リン酸

化検出試薬) およびオートラジオグラフィーにより解析を行った。Phos-tagはリ

ン酸化タンパク質と相互作用し、SDS-PAGEにおいて移動度を減少させる  

(Kinoshita et al., 2006) 。EB1、XMAP215Msps、S2細胞由来チューブリンについて

はPhos-tagゲル解析でバンドシフトが観察されずリン酸化が検出できなかった

が、kinesin-13Klp10A、Sentinではバンドシフトが検出され、Plk1によりリン酸化さ

れることが明らかとなった。また、CLASPMast/OrbitついてはATP –P32を用いたオー

トラジオグラフィーにより解析し、Plk1によりリン酸化されることが示された 

(図14A) 。 

	 GFP-CLASPMast/Orbitを単独でチューブリンと混合したところ、Plk1存在下では

微小管側面へのCLASP局在の減少が観察された (図14D、E) 。微小管側面に結

合したCLASPは頻繁にポーズを引き起こすことから、この結果はPlk1による微

小管の動的性質の亢進と一致する (図14C) 。野生型と同様の方法で精製したキ

ナーゼ不活性型Plk1Poloでは効果が弱いことからこの効果は少なくとも部分的に

はリン酸化依存的である (図14D、E) 。 

	 一方、活性型Plk1PoloをCLASP以外の４つの因子およびチューブリンと混合反

応させた時には、急速な微小管シードの脱重合が観察された (図14F、G) 。こ

の微小管シードの脱重合はPlk1Poloによりkinesin-13Klp10が活性化されたことを示

唆している。すなわち、Plk1Poloによるリン酸化はCLASPMast/Orbitとkinesin-13Klp10A

の活性に影響を与えていた。ただ、kinesin-13Klp10Aと同様にカタストロフ誘導活

性があるSentin (Li et al., 2012) がPlk1Poloの重要な基質であるかは今後、調べてい

く必要が残っている。 
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	 最後に、細胞内の微小管動態への Plk1Poloの関与を調べるために、Plk1Polo阻害

剤BI2536の存在下／非存在下でのショウジョウバエS2細胞内の分裂期の星状体

微小管の伸長速度を測定した (伸長する微小管にのみ局在する EB1-GFP を測定

マーカーとして用いた) 。S2細胞は中心体異数性を持つため、それが星状体微小

管の動態パラメータを変える可能性がある。そこで、分裂期スピンドルの二極性

に重要なkinesin-5Klp61FをRNAiにより発現抑制することで誘導される単極性スピ

ンドルの星状体微小管動態を測定した(図 15A) 。興味深いことに、BI2536 処理

により分裂期の EB1-GFPの輝点の移動速度が 40%低下し、間期と同等の速度に

なった (図 15B) 。間期に同様の処理を行っても微小管の伸長速度に影響しない

ことから、この速度低下は BI2536 によるチューブリンへの非特異的な効果によ

るものとは考え難い。さらに、同じデータを用い、伸長時間を比較した。分裂期

の S2 細胞においてポーズ状態は稀であるため、分裂期の星状体微小管での

EB1-GFP シグナルの消失はほぼカタストロフによるものと考えられる。BI2536

存在下では EB1-GFPの追跡時間は 56%長くなり、間期の値に近くなったが、こ

れは Plk1Poloが分裂期細胞内でカタストロフ頻度を上昇させていることを示唆し

ている (図 15C) 。 
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考察  

 

	 本研究では先行研究より忠実な in vitroでの細胞内の微小管動態の再現を目指

した。この目的を達成するために、再構成系の材料を先行研究 (Li et al., 2012) の

ブタ脳由来のチューブリンおよび３つのショウジョウバエタンパク質から、S2

細胞由来のチューブリンとリン酸化酵素を含む７つの精製タンパク質に拡張し

た。知る限りにおいて、本研究は最も複雑な微小管重合動態の再構成である。

XMAP215Msps、EB1、Sentin、kinesin-13Klp10A、および CLASPMast/Orbit の全 5 つの

因子の存在下では、伸長、短縮およびポーズ状態が偶発的に繰り返される、細胞

内の基本的な微小管の振る舞いが再現された。これまでの細胞での機能欠損解析

と今回の in vitro実験から、これら５つのタンパク質が S2細胞質内の微小管動態

の中核的な制御機構を構成していることが示唆された (図 16左) 。CLASPMast/Orbit、

Sentin、kinesin-13Klp10A非存在下での微小管動態の変化はこのモデルを支持してい

る。すなわち、in vitroでの各因子の除去により微小管動態が無処理の S2細胞質

中の動態からかけ離れ、RNAiによる各因子の発現抑制で観察される様子に近く

なった。さらに、分裂期キナーゼ Plk1Poloによるリン酸化で微小管はより動的に

なるが、これは間期から分裂期への転換の際に起こる変化を想起させる (図 16

右) 。 

 

CLASPはポーズを誘導する  
	 酵母のCLASPCls1を用いた先行研究ではレスキュー誘導およびカタストロフ抑

制活性が同定されているが、ポーズ誘導や伸長抑制活性は確認されていなかった 

(Al-Bassam et al., 2010) 。本研究において特に興味深かったことは、他の４つの

因子と共に CLASPMast/Orbitを加えた場合にポーズが観察されたことである。これ

は複数因子による再構成の有用性を示すと共に、微小管の重合・脱重合と

CLASPMast/Orbit の活性の均衡がこのような状態を生み出していることを示唆して

いる。このような活性は他の因子との物理的な相互作用によるものである可能性

もある。例えば、最近の研究で S2細胞において XMAP215Mspsが Sentinを介して

CLASPMast/Orbit と相互作用していることが示されている (Trogden and Rogers, 

2015) 。また、間期の S2細胞では、RNAiによる EB1、Sentin、および XMAP215Msps

の発現抑制でポーズの割合が増加するが、この表現型は今まで容易に説明できな
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かった  (Brittle and Ohkura, 2005、Li et al., 2011、Rogers et al., 2002) 。本研究の

in vitroの結果から考えると、この表現型は EB1、Sentin、あるいは XMAP215を

発現抑制した場合、CLASPMast/Orbit が微小管プラス端で支配的になり他の因子と

共にポーズを誘導している、と解釈できるかもしれない。 

 

Plk1は微小管をより動的にする  
	 本研究のもう一つの発見は Plk1Poloによって微小管動態がより動的に変化した

ことである。Plk1Poloの関与はカエル卵抽出液における Cdk１が微小管の動的性質

の上昇を引き起こすという古典的な解析とは一見異なる (Verde et al., 1990) 。し

かし、近年 Cdk1と Plk1は複雑なシグナルネットワークを形成していることが明

らかとなっており、Cdk1を卵抽出液に加えることにより Plk1キナーゼが活性化

されているかもしれない。S2細胞を用いた実験においては、in vitroのデータに

一致して、前中期細胞を Plk1Polo阻害剤により処理することで、微小管動態が分

裂期から間期の様式に戻る様子が観察された。また、in vitroでのキナーゼ実験で

Sentin、kinesin-13Klp10A、および CLASPMast/Orbitが Plk1Poloの基質である事が示され

た (図 14A) 。電気泳動ゲルに複数バンドが検出されることは、複数のアミノ酸

残基が Plk1Poloによりリン酸化されうることを示している。しかし、本研究では

Plk1Polo による他のタンパク質のリン酸化が細胞内での微小管動態の変化に影響

を与えている可能性を排除できていない。とはいえ、本研究で明らかになった

Sentin、kinesin-13Klp10A、および CLASPMast/Orbitのリン酸化について、in vivo にお

いてリン酸化により微小管動態に影響を与える基質アミノ酸残基を特定するこ

とは今後の重要な研究対象になるだろう。 

 

in vitroと in vivoの結果の比較 
	 本研究でこれまでで最も in vivo に近い再構成に成功したと考えているが、未

だ厳密な意味で S2 細胞内の微小管動態の再現に成功したわけではない。まず、

細胞内では他の因子も微小管動態に寄与している可能性がある。RNAiによる発

現抑制では本研究で用いた 5 因子を除去した時ほど劇的な表現型を示さないも

のの、S2 細胞は今回用いた因子の他にも、D-TPX2 やさらなる２つの kinesin-13

ファミリータンパク質 (Klp59Cと Klp59D) といった、in vitroで微小管動態を調

節する能力のある因子を発現している。(Goshima, 2011、Goshima and Vale, 2003、

Mennella et al., 2005) 。 
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	 次に、本研究の微小管動態のデータは基本的に細胞質中のフリーな微小管に限

られている。細胞の表層あるいは辺縁の微小管のような他のタイプの微小管には

多くの場合、それぞれ異なる種類のタンパク質や細胞膜に関係する構造などが結

合しており、異なる微小管動態を見せる。例えば、細胞表層付近においてはヒト

CLASP の発現抑制によりレスキューと共にカタストロフが減少するが、これは

本研究の in vitroで観察された結果と完全には一致しない (Mimori-Kiyosue et al., 

2005) 。これについては、GSK3 キナーゼが CLASP をリン酸化し、それにより

辺縁部の微小管動態を調節することが知られている (Kumar et al., 2009、Trogden 

and Rogers, 2015) 。また、分裂中期の動原体微小管には今回用いたタンパク質の

他にも多くのタンパク質が結合するが、その状態の再現には至っていない。ただ

し、この点については本研究で試した特定の条件下で、部分的には動原体微小管

動態の主要な特徴を再現できている可能性がある。細胞内では、CLASPMast/Orbit

は分裂中期には動原体外表に集積しており、それが動原体微小管の重合に必須で

ある (Maiato et al., 2005) 。動原体微小管のような低速だが持続的な伸長は、高

濃度の CLASPMast/Orbit と他の４因子を混合した条件で観察された (図 7、45 nM 

CLASPMast/Orbitの条件) 。この結果は、動原体外表には今回用いた因子の他にも複

数の微小管調節タンパク質が存在するけれど、CLASPMast/Orbit の集積が動原体微

小管を特徴付ける主要なイベントであるように思わせる。 

	 最後に、本研究の実験系と in vivo の条件の間には「環境」とタンパク質濃度

の違いがある。本研究では標準的な粘性の高くないバッファーを用いたが、これ

は、粘性が高く、多数の様々な分子を含んだ細胞質とは異なる。さらに、概算に

よると細胞内のCLASPMast/Orbitと kinesin-13Klp10Aは in vitroで用いた濃度より 45-80

倍も高く、現在のタンパク質精製法で到達できない濃度だった (図 17) 。この相

違に対する解釈の１つとして、細胞内のタンパク質は空間的あるいは翻訳後に制

御され、実際に微小管に作用するものは限られているという可能性がある。ある

いは、カタストロフにおいては CLASPMast/Orbitと kinesin-13Klp10Aは拮抗的な活性

を持っており、この２つのタンパク質のそれぞれの絶対量というより存在比が重

要なのかもしれない。実際、CLASPMast/Orbitと kinesin-13Klp10Aの比は in vitro (1:6.7) 

と in vivo (1:3.7) の条件で同等だった。いずれにせよ、本研究の再構成は定性的

なものにとどまり、in vivoの動態パラメータとの定量的な比較は未だ困難である。

動態パラメータとタンパク質濃度を in vivo の値に近づけることは、今後の微小

管動態の再構成において重要な課題であろう。また、他の複雑な細胞現象の再構
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成においても同様の課題があるだろう (Shintomi et al., 2015) 。 

 

哺乳類の微小管動態の再構成に向けて 
	 本研究で得られたデータはおおむね哺乳類細胞にも適用できる可能性がある。

アミノ酸配列は保存されていないものの、Sentinと哺乳類の SLAIN2は共に EB1

と XMAP215Msps に結合し両者を架橋して相乗的に微小管伸長を加速するため、

機能的ホモログと見られている (Li et al., 2011、van der Vaart et al., 2011) 。さら

に、Plk1依存的な kinesin-13の活性化は哺乳類でも in vitroで示されている (Jang 

et al., 2009、Zhang et al., 2011) 。CLASP (1/2)、EB (1/2/3)、 SLAIN (1/2)、kinesin-13 

(Kif2a/Kif2b/MCAK) には複数のパラログ／ホモログ遺伝子が同定されているこ

とから、哺乳類細胞ではショウジョウバエに比べてさらなる複雑性を持っている

のかもしれない。実際、ヒトでは CLASP1 と CLASP2 があり、複数のアイソフ

ォームを発現しているが、最近、CLASP2の一つのアイソフォームは異なる活性

も有していることが示された (Yu et al., 2016) 。複雑性は予想されるものの、本

研究で用いた５つのタンパク質の哺乳類ホモログを精製して in vitroで混合して

みることは、哺乳類の微小管動態の再構成に向けて最初の試みとして有力である

と考える。 

  



 19 

材料と手法  

 
プラスミド作製 
	 全長 CLASPMast/OrbitはプライマーCACCATGGCCTATCGGAAGCCCAGCGAC 

CTGG／TGACGACGATGCCGCGGAGGAGTTCTTGG を用いて PCR により増幅

した。増幅した DNAは pENTR-D/TOPOベクターにクローニングし、NotⅠ／Asc

Ⅰ制限酵素処理により切り出し、平滑末端処理をした後、pFastBac-His-mGFPベ

クターにクローニングした。His-CLASPMast/Orbit は Gateway クローニングにより

pDest10 ベクターにクローニングした。 Kinesin-13Klp10A はプライマー

CACCATGGACATGATTACGGTGGGGCA／  CTAACGCTTGCCATTCGGCGAA

を用いて PCRにより増幅した。増幅した DNAは pENTR-D/TOPOベクターにク

ローニングした後、Gateway クローニングにより pDEST17 ベクターにクローニ

ングした。Plk1PoloはプライマーTTGCGGCCGCCACCATGGCCGCGAAGCCCGA 

GG／TTGGCGCGCCTTATGTGAACATCTTCTCCAGCを用いて PCRにより増幅

した。増幅した DNA は NotⅠ／AscⅠ制限酵素処理により切り出した後に

pENTR-D/TOPOベクターにクローニングした。その後、Gatewayクローニングに

より pDEST10ベクターにクローニングした。 

 
タンパク質精製とクロマトグラフィー 
	 S2細胞由来チューブリンは(Widlund et al., 2012)GSTタグ融合 TOG1ドメイン 

(S. cerevisiae Stu2、1–306 a.a.) は大腸菌 Escherichia coli BL21を 2Lの Terrific Broth

培地で培養し、0.2 mM IPTGにより 25℃で 18時間培養し、発現誘導した (TOG1

ドメインのプラスミドは Per Widlund [MPI-Dresden] から頂いた) 。回収した大腸

菌は 120mlの 500U benzonase (Novagen) とプロテアーゼ阻害剤 (0.5 mM PMSF 、

ペプチドカクテル [1 µg/mL leupeptin、pepstatin、chymostatin、aprotinin]) を加え

た 2×PBS (5.4 mM KCl、3 mM KH2PO4、16.2 mM Na2HPO4、274 mM NaCl) に再

懸濁し、超音波破砕装置 Advanced Digital Sonifier D450 (Branson)	 により破砕し

た。破砕抽出液は 5 ml GSTrapカラム (GE Healthcare) に 4℃で１時間、繰り返し

通した。洗いの後、GST-TOG1を 20 mM 還元型グルタチオンを含む 2×PBS (pH 

8.0)により溶出し、PD-10脱塩カラム (GE Healthcare)により 3.5 mL カップリング

バッファー (100 mM NaHCO3、100 mM NaCl、pH 8.2) に置換した。バッファー
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置換後、80 mM MgCl2を加えた。GST-TOG1を担体に架橋するため、GST-TOG1

タンパク質溶液を 1 ml HiTrap NHS-activated HP columns (GE Healthcare、1 mM 

HClで事前に活性化済み) に室温、1.5 ml/minで 20分間循環させた。このカラム

は 50 % グリセロールを含む 1×PBSでバッファー置換し、-20 ℃で保存した。

700 ml培養分の S2細胞を 125U benzonase (Novagen) を加えた 7 mL MRB80バッ

ファー (80 mM K-PIPES [pH 6.8]、4 mM MgCl2、1 mM EGTA) に再懸濁し、ダウ

ンス型ホモジナイザーにより破砕した。破砕抽出液は 9400×g および 135000×

で遠心分離し、上清を上述の 1 mL TOG1カラムに通した。チューブリンは溶出

バッファー (MRB80、0.5 M (NH4) 2SO4、10 µM GTP) により溶出し、PD-10脱塩

カラム (GE Healthcare) を用いて MRB80 にバッファー置換した。このタンパク

質溶液を Amicon Ultra-4 MWCO 30Kで 40 µM以上に濃縮した。濃縮液は液体窒

素により瞬間凍結し、-80℃で保存した。EB1 は以前のプロトコルに従って大腸

菌 E. coliを用いて精製した (Li et al., 2011、Li et al., 2012) 。GST-EB1は大腸菌

BL21-AIにおいて 0.2 %のアラビノースを加えて 25℃で 16時間培養し、発現誘

導した。回収した大腸菌はプロテアーゼ阻害剤 (0.5 mM PMSFと上述のペプチド

カクテル) を加えた抽出バッファー (25 mM Tris-HCl、1 mM EGTA、150 mM NaCl、

1 mM DTT) に再懸濁し、超音波破砕装置 Advanced Digital Sonifier D450 (Branson) 

より破砕した。抽出液をグルタチオン架橋セファロースビーズと 4℃で１時間混

合した後、GSTタグを HRV 3Cプロテアーゼ (Thermo) により切断し、ゲル濾過

クロマトグラフィー (バッファー : MRB80、100 mM KCl、1 mM DTT) によりさ

らに精製した。His-kinesin-13Klp10Aは EB1 と同様に大腸菌を用い、同様のバッフ

ァーに 1 mM ATPを加えて用い、標準的な Ni-NTA精製を行った。His-Sentin、

His-GFP-Sentin、および XMAP215Msps-HAHis は昆虫細胞 Sf21 を用い、基本的に

以前の研究と同様に行った (Li et al., 2012) 。エルレンマイヤーフラスコ中の

Sf21細胞 (1.5 × 106 /ml) をバキュロウイルスで処理し、27℃、120 rpmで 3日間

培養した。50ml培養分の細胞を抽出バッファー (50 mM K-Hepes、100 mM KCl、

1 mM MgCl2, 1 mM EGTA、1 mM DTT、30 mM imidazole、1% Triton X-100、pH 7.6、

プロテアーゼ阻害剤) で破砕した。抽出液を 0.5 mlのニッケルコートしたビーズ

と 4℃で１時間混合し、250 µLの溶出バッファー (抽出バッファーから 1% Triton 

X-100 を除き 200 mM イミダゾールを加えたもの) で複数回溶出した。その後、

PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare) を用いてバッファーを 1× MRB80 100 mM KCl 

1 mM DTT に置換した。His-GFP-CLASPMast/Orbit (野生型および TOG 変異型 
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[W334E、K421A、W852E、K940A、これらは TOG2 および TOG3 ドメインの重

要アミノ酸残基]) 、His-CLASPMast/Orbit、TagRFP-CLASPMast/Orbit、および His-Plk1Polo 

(野生型およびキナーゼ不活性型 K54A) は Sentin と同様の方法で精製したが、

CLASPの場合は抽出バッファーに 100 mM KClと 0.1–0.2% Tween-20を加えてお

り、Plk1Poloの場合には細胞回収の 1時間前に 100 nM オカダ酸で処理した。精製

した S2 チューブリン、EB1、kinesin-13Klp10A、および Plk1Poloは液体窒素により

瞬間凍結し、-80℃で保存した (EB1 には 20% グリセロール、kinesin-13Klp10Aと

Plk1Poloには 20% スクロースを加えている) が、他のタンパク質については、精

製後 48時間以内に実験に使用した。リコンビナント Cdk1-cyclin B複合体は New 

England Biolabから購入した。GFP-CLASPMast/Orbitのゲル濾過クロマトグラフィー

には Superdex 200 increase 10/300 GL (ゲル濾過バッファー : 80 mM K-Pipes, pH 

6.8, 100 mM KCl, 4 mM MgCl2, 1 mM EGTA, and 1 mM DTT) を使用した。 

 

in vitro微小管重合実験 
	 in vitro微小管重合実験は基本的に (Bieling et al., 2010、Gell et al., 2010) を参考

とした (Li et al., 2012) の方法に従った。フローチャンバー (22 mm [通路長] × 1 

mm [通路幅] × 0.15 mm [深さ])はカバースリップと洗浄したスライドガラスを２

本の両面テープで接着して作製した。カバースリップは純水に界面活性剤SCAT 

20-Xを加えたものに3日以上浸し、純水で洗浄後にメタノールで表面のゴミを燃

やしてからシラン化処理を行った。シラン化カバースリップは抗ビオチン抗体 

(1× MRB80中に1–5%、Invitrogen) でコートし非特異的表面付着をPluronic F127 

(1x MRB80中に1%、Invitrogen)	 でブロックした。ビオチン化チューブリンと抗

ビオチン抗体の結合により、ビオチン化した微小管シード (50–100 µM チュー

ブリン中に10% ビオチン化ブタチューブリンと10% Alexa568標識ブタチューブ

リンを含み、1 mM GMPCPPにより重合したもの) は特異的にカバースリップ表

面に固定された。チャンバーを1× MRB80で洗った後、未重合チューブリン 

(3.3% Alexa568標識ブタチューブリンを含む) と、条件により、EB1 (400 nM)、

Sentin (200 nM)、GFP- CLASPMast/Orbit (0–45 nM)、kinesin-13Klp10A (100 nM、1 mM 

ATPも共に加える)、 XMAP215Msps-HA (100 nM) を実験バッファー (1x MRB80、

75 mM KCl、1 mM GTP、0.5 mg/mL k-カゼイン、0.1% メチルセルロース)、およ

び oxygen scavenger system (50 mM グルコース、400 µg/mL グルコースオキシダ

ーゼ、200 µg/mL カタラーゼ、4 mM DTT) の混合液により微小管を重合させた。
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サンプルチャンバーは蝋により封をした。本研究ではEB1、Sentin、XMAP215Msps

は特定の濃度でのみ使用したが、これは先行研究において3因子による効果が示

された濃度に従った (Li et al., 2012) 。Kinesin-13Klp10Aは濃度を上げすぎると微小

管シードまで脱重合させてしまうため、観察可能な条件として100 nMで用いた。

概算した細胞内のチューブリン濃度に合わせて (図15) 、４因子および５因子の

微小管調節因子を含む主要な再構成実験には15 µM S2 チューブリンを用いた 

(図5と7) 。しかし、S2由来チューブリンの収量がブタ脳チューブリンに比べ少

ないため、幾らかの実験には10 µM S2チューブリンを用いた (図4A-C and 12B、

D) 。試料をCdk1-cyclinBあるいはPlk1Poloにより処理する場合にはそれぞれ5 nM、

100 nMのリコンビナントキナーゼタンパク質を2 mM ATPとともに反応液に加

えた。実験の際には、試料の温度は27℃に保ち、全反射蛍光顕微鏡 (Tiシステム 

(Nikon)、EMCCDカメラ (Roper のEvolve)、100× (1.49 NA) レンズ、488/561-nm 

励起レーザー、顕微鏡制御はMicromanagerを使用) により3秒ごとに20分間撮影

した。 

 

データ解析 
	 in vitroの微小管プラス端の動態パラメータはポーズを除き、(Li et al., 2012)の

方法に従った。要約すると、観察領域のすべての微小管に対してプラス端の追

跡可能な10本程度の微小管を無作為に選択し、カイモグラフを作成した。この

カイモグラフ上で伸長／短縮の始点／終点を決定した。各状態の継続時間およ

び微小管長変化を測定し、変化率を始点と終点の間の伸長／短縮速度として算

出した。カタストロフ頻度は短縮イベントの数を伸長およびポーズ状態時間の

総和で割って算出した。短縮から伸長／ポーズへの転換をレスキューとして、

短縮状態時間に対するレスキューの頻度を算出した。微小管が5フレーム (15秒) 

間、2ピクセル (~0.35 µm) 伸長／短縮しなかった場合、この区間をポーズとし

て定義した。この定義は先行研究でのin vivoのポーズを測定する際に用いたもの

と同様である (Li et al., 2011) 。図4での解析では微小管が低速かつ継続的に伸長

したためにポーズ状態の始点／終点を特定することができず、この状態をまと

めて伸長状態とし、ポーズ状態を含めなかった。kinesin-13Klp10A非存在下でのカ

タストロフ頻度は、微小管が観察領域を埋め尽くし、カイモグラフの作成が困

難だったので、直接的に微小管プラス端を追跡して測定した。 
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データの表示 
データの表示は (Li et al., 2012) に従った。要約すると、タンパク質の精製バッ

チの違いによるものか、実験日によって微小管の振る舞いに幾らかばらつきが

観察された。このばらつきを調整するために、多くのグラフは同実験日の対照

データに対するそれぞれの相対値で作成した。一方、それぞれの絶対値の平均

についてはテーブルにまとめた。例えば、チューブリンのみの条件で、a1、a2、

a3 (µm/min) という値を３回の独立の実験で得たとし、CLASPMast/Orbitを加えた条

件で、b1、b2、b3 (µm/min) という値を得たとした時、図中での相対値は灰色で

示したそれぞれb1/a1、b2/a2、b3/a3と、黒で示した平均値 (b1/a1 + b2/a2 + b3/a3)/3 と

なる。一方、テーブルでは、平均値 (a1+a2+a3)/3 と (b1+b2+b3)/3 をそれぞれ標

準偏差を付けて示した。すべてのパラメータについて、3-4回の実験に対する独

立両側スチューデントt検定によるp値をテーブルに示した。しかし、統計的有意

差については、そもそも検定を適切行うためのデータ分布の正規性を検討する

のにはサンプル数が少なすぎ、議論できない。そのため取り扱いには注意が必

要であるが、参考として表示する。伸長／短縮速度については、十分に大きい

数の計測データが取得できたため、１回の実験それぞれについてMann-Whitney 

U検定によるp値を追加で示した。 

 

細胞の培養と観察 
	 EB1-GFPとmCherry-チューブリンを発現させた S2細胞の培養と RNAiについ

ては先行研究に従った (Bettencourt-Dias and Goshima, 2009、Goshima et al., 2007) 。

細胞培養においてはシュナイダー培地 (Gibco) に 10% ウシ胎児血清と抗生物質

を加えて用いた。観察の際は、細胞を 5 µLの 0.5 mg/mL concanavalin-A溶液でコ

ートしたガラスボトム 96 穴プレートに蒔き、24℃で１時間静置した。Klp61F 

RNAiの際には5ʹ UTR領域を標的とした２重鎖RNA (dsRNA) で72時間処理後、

観察プレートに蒔いた。 dsRNA 作製のための PCR プライマー配列は

TATTTGCGCATTATTTTAAAATTG と CATATTGATCAATTGAAAC (Goshima 

and Vale, 2005) にT7プロモーター配列 (TAATACGACTCACTATAGGG) を加え

て用いた。in vitro転写反応では、上記の PCR産物を T7 RNAポリメラーゼと 7.5 

mM	 rNTPsを混合して、37℃で一晩 (〜16時間) 反応させた。dsRNAを完全に

アニーリングさせるため、反応液はヒートブロックを用いて 95℃で 5 分間加熱

した後、ブロックごと室温で徐々に冷ました。その後、24 穴プラスチックプレ
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ートの S2細胞を無血清培地に混合した 5 µg dsRNAで 50分間処理した後、血清

を加えて培養した。EB1-GFPの生細胞観察は 23-25℃でスピニングディスク型共

焦点顕微鏡 (TE／Tiシステム (Nikon) 、EMCCDカメラ ImagEM (Hamamatsu)、

100× 1.40 NA あるいは 100× 1.45 NA 対物レンズ、CSU-X1 共焦点ユニット

(Yokogawa)、顕微鏡制御には Micromanager を使用) を用いて 3 秒ごとに撮影し

た。アクチン骨格が物理的に微小管伸長を阻害する可能性 (Li et al., 2011) を排

除するため、細胞観察の前にアクチン阻害剤 latrunculin A 2.5 µM を加えた。

Plk1Polo阻害実験の際には、細胞を溶媒である DMSOあるいは S2細胞に効果的で

あることが示されている 1 µM BI 2536 で処理した (Januschke et al., 2013、

Kachaner et al., 2014) 。 

 

Phos-tag SDS-PAGE、オートラジオグラフィー、イムノブロッティング 
	 精製タンパク質の Plk1Polo によるリン酸化は CLASPMast/Orbit を除いて Pho-tag 

SDS-PAGEを用いて検出した (Kinoshita et al., 2006) 。phos-tag分子はリン酸化さ

れた分子と相互作用し、SDS-PAGEにおいて、移動度を小さくする。タンパク質

のバンドの上方向へのシフトにより、リン酸化を検出する。反応液には 1mM ATP

を加えた。EB1 には 8% アクリルアミドゲル、チューブリン、Sentin、

kinesin-13Klp10Aには 5% ゲルを用いた。XMAP215Mspsの場合には、3% アクリル

アミドとゲルの強度を補うための 0.5％ アガロースを混合したものを用いた。ア

クリルアミドに結合した Phos-tag 分子は最終濃度 20 µM で用いた。原因は不明

だが、GFP-CLASPMast/Orbit の場合にはゲルを調節しても明瞭なバンドを検出する

ことはできなかった。そのため、CLASPMast/Orbit のリン酸化はオートラジオグラ

フィーにより検出した。113 nM Plk1Polo (野生型あるいはキナーゼ不活性型)、と 1 

µM His-CLASPMast/Orbit をリン酸化バッファー(MRB80/DTT、100 mM KCl、0.1 mM 

ATP (110 nM ATP-P32を含む) 、80 mM  β-glycerophosphate) 中で混合し、24-25℃

で 30分間反応後、SDS-PAGEし、クマシー染色を行った。Cdk1によるリン酸化

はオートラジオグラフィーを用いて行ったリン酸化反応では、27 nM リコンビナ

ント Cdk1-cyclin Bを 2.1 µM EB1、1.6 µMチューブリン、1.7 µM Sentin、1.8 µM 

kinesin-13Klp10A、1.2 µM CLASPMast/Orbit、2.2 µM XMAP215Mspsと混合した。S2細胞

抽出液のイムノブロッティングは以下の抗体、抗-α-チューブリン  (DM1A; 

Sigma; 1:1000、マウス), 抗-CLASPMast/Orbit (1:300、ウサギ; Dr. Helder Maiato 

[University of Porto] より頂いた)、抗-EB1 (1:1000、ウサギ; Dr. Stephen Rogers 
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[University of North Carolina] より頂いた)、抗-Klp10A (1:300、ウサギ; Dr. David 

Sharp [Albert Einstein College of Medicine] から頂いた)、 抗-Sentin (1:1000、ウサ

ギ; (Li et al., 2011)で使用)、抗- XMAP215Msps (1:500、ウサギ; Dr. Hiroyuki Ohkura 

[University of Edinburgh] から頂いた) を用いた。  
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表  

 

表 1. 5因子による in vitro微小管動態再構成の動態パラメータ  (グラフは図

5を参照) 
 

条件 

 

CLASP 

濃度 

N 伸長速度 短縮速度 カタストロフ 

頻度 

 

レスキュー頻度 

 (nM)  (µm/min) (µm/min) (×10-3s-1) (×10-3s-1) 

       

- 

(チューブリン

のみ) 

0 3 1.6 ± 0.1 (60) 37.9 ± 8.2 (30) 0.9 ± 0.2 (31) 10.5 ± 6.1 (6) 

       

+EB1/Sentin/

Msps/Klp10A/

CLASP 

0 3 5.8 ± 2.2 (88) 19.0 ± 3.6 (86) 17.7 ± 2.0 (86) 5.3 ± 5.8 (7) 

15 3 4.2 ± 1.3 (260) 9.1 ± 2.5 (219) 13.9 ± 3.6 (217) 81.6 ± 11.2 (211) 

45 3 3.0 ± 1.0 (166) 5.6 ± 0.9 (88) 5.7 ± 3.9 (86) 86.1 ± 23.9 (87) 

       

P値 

(CLASP 45 nM 

vs. 0 nM) 

  0.116 (n = 3) 0.003 (n = 3) 0.009 (n = 3) 0.005 (n = 3) 

  0.002 (実験1) 

<10-4 (実験2) 

<10-4 (実験 3) 

<10-4 (実験1) 

<10-4 (実験2) 

<10-4 (実験 3) 

  

       

平均値 ± 標準偏差	 (N、n:実験数、それ以外はイベント数) 
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表 2. ±Sentin での in vitro微小管動態パラメータ(グラフは図 7を参照) 

 

条件 N 伸長速度 短縮速度 カタストロフ頻度 レスキュー頻度 

  (µm/min) (µm/min) (×10-3s-1) (×10-3s-1) 

      

+Sentin 3 4.7 ± 0.8 (283) 8.0 ± 1.7 (239) 24.0 ± 10.2 (227) 85.7 ± 32.9 (232) 

      

-Sentin 3 2.0 ± 0.4 (179) 6.1 ± 1.5 (92) 4.4 ± 2.3 (85) 95.0 ± 26.1 (86) 

      

P値  0.006 (n = 3) 0.227 (n = 3) 0.032 (n = 3) 0.719 (n = 3) 

  <10-4 (実験1) 

<10-4 (実験2) 

<10-4 (実験 3) 

0.062 (実験1) 

0.001 (実験2) 

0.040 (実験 3) 

  

      

平均値 ± 標準偏差	 (N、n:実験数、それ以外はイベント数) 
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表 3. ±Cdk1 での in vitro微小管動態パラメータ(グラフは図 11を参照) 
 
条件 N 伸長速度 短縮速度 カタストロフ頻度 レスキュー頻度 

  (µm/min) (µm/min) (×10-3s-1) (×10-3s-1) 

      

-Cdk1 3 4.7 ± 2.0 (181) 4.9 ± 0.7 (135) 9.7 ± 4.6 (120) 74.8 ± 18.4 (135) 

      

+Cdk1 4 5.0 ± 1.8 (251) 6.2 ± 1.1 (184) 12.4 ± 6.9 (161) 57.8 ± 17.6 (184) 

      

P値  0.73 (n = 3, 4) 0.13 (n = 3, 4) 0.63 (n = 3, 4) 0.38 (n = 3, 4) 

  <10-4 (実験1) 

0.085* (実験2) 

0.011 (実験 3) 

0.307# (実験1) 

0.007 (実験2) 

0.625 (実験 3) 

  

  0.102 (実験4) 0.001 (実験4)   

      

平均値 ± 標準偏差	 (N、n:実験数、それ以外はイベント数) 

*この実験では Cdk1処理により伸長速度が低下した。 
#この実験では Cdk1処理により短縮速度が低下した。 
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表 4. ±Plk1Polo での in vitro微小管動態パラメータ(グラフは図 12を参照) 

 
条件 N 伸長速度 短縮速度 カタストロフ頻度 レスキュー頻度 

  (µm/min) (µm/min) (×10-3s-1) (×10-3s-1) 

      

-Polo 3 3.1 ± 0.2 (314) 5.5 ± 0.1 (289) 19.6 ± 5.9 (241) 45.8 ± 9.3 (290) 

      

+Polo 3 4.2 ± 0.5 (191) 6.7 ± 0.6 (190) 36.0 ± 8.0 (86) 27.1 ± 15.5 (186) 

      

P値  0.032 (n = 3) 0.027 (n = 3) 0.046 (n = 3) 0.147 (n = 3) 

  0.001 (実験1) 

<10-4 (実験2) 

0.093 (実験 3) 

0.016 (実験1) 

0.002 (実験2) 

0.127 (実験 3) 

  

      

平均値 ± 標準偏差	 (N、n:実験数、それ以外はイベント数) 
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