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研究成果の概要（和文）：本研究では＜チューブリンアイソタイプの違いが微小管動態の多様性に寄与する＞と
いう『マルチ-チューブリン仮説』を、線虫C. elegansをモデル系として検証した。C. elegansのすべてのチュ
ーブリンアイソタイプ（α：9種類；β：6種類）のノックアウト株とGFP標識株を作製し、発現パターンと表現
型を網羅的に解析した。その結果、多くのアイソタイプが特定の細胞集団で特異的に発現されていることが示さ
れた。さらに、異所発現実験によりチューブリンアイソタイプの組成が微小管動態の多様性に寄与していること
が示された。以上の結果から『マルチ-チューブリン仮説』が実証された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested the "multi-tubulin hypothesis" in which multiple 
tubulin isotypes contribute to the diversity of microtubule dynamics, using the nematode C. elegans 
as a model system. Using genome editing, all tubulin isotype genes (9 alpha and 6 beta genes) were 
systematically knocked out and tagged with GFP, and their expression patterns and loss-of-function 
phenotypes were analyzed. Each isotypes were expressed in specific cell types, and ectopic 
expression experiments proved that composition of tubulin isotypes contribute to the diversity of 
microtubule dynamics.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 微小管はα-およびβ-チューブリンからなる
ヘテロダイマーを構成単位として形成され
る中空の管状の構造であり、重合・脱重合に
よりその構造をダイナミックに変化させる
ことで細胞分裂、細胞内輸送、細胞形態の変
化・維持などの多様な細胞内現象に関与して
いる。 
	 ゲノム配列解析から、多くの生物種はそれ
ぞれ複数のα-およびβ-チューブリンアイソタ
イプを持つ。微小管の微細構造に多様性が存
在することは古くから知られており、＜異な
るチューブリンアイソタイプによって構築
される特徴的な微小管構造が微小管の多彩
な機能の発揮に寄与している＞という『マル
チ-チューブリン仮説』が約 40 年前に提唱さ
れた（Fulton & Simpson, 1976）。しかしながら，
この仮説を厳密に検証できる実験系が存在
しなかったため、その正否についてはいまだ
確固たる結論が出ていない。 
 
２．研究の目的 
	 線虫 C. elegansには 9種類の α-チューブリ
ンアイソタイプと 6種類の β-チューブリンア
イソタイプが存在する（図 1）。本研究では、
線虫 C. elegansの α-および β-チューブリンの
アイソタイプすべて（それぞれ 9 種および 6
種）の発現時期・発現組織・機能阻害表現型
を網羅的に解析し、さらに各アイソタイプ間
の互換性解析を行うことにより、『マルチ-チ
ューブリン仮説』の検証を行うことを目的と
した。 

 
	 具体的には、以下の実験を行う。 
(1) 線虫 α-、β-チューブリンアイソタイプの
網羅的な発現・機能解析	  
	 線虫の α-チューブリンアイソタイプ 9 種、
β-チューブリンアイソタイプ 6 種すべてにつ
いて、CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いて
GFP 標識および遺伝子破壊を行い、発現時
期・発現組織・機能破壊表現型の解析を網羅
的に行う。 
(2) 線虫チューブリンアイソタイプ間の互換
性解析による『マルチ-チューブリン仮説』の
検証	  
	 CRISPR/Cas9システムを用いて、線虫ゲノ
ム上の各チューブリンアイソタイプ ORF 部
分のみを入れ替えて表現型を観察すること
によりアイソタイプ間の機能互換性につい

て調べ、それぞれのアイソタイプが特異的な
機能を担っているか否かを検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 線虫 α-、β-チューブリンアイソタイプの
網羅的な発現・機能解析 
	 本研究では Dickinson ら（2015）の手法を
改変し、CRISPR/Cas9 システムを用いて、α-
チューブリンアイソタイプ 9 種、β-チューブ
リンアイソタイプ 6種すべてについて以下の
実験を行った。 
① 各チューブリンアイソタイプの網羅的な
遺伝子破壊線虫株の作製	  
	 各チューブリンアイソタイプ遺伝子につ
いて、CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いて
ORF 領域の上流に GFP 遺伝子と選択マーカ
ー遺伝子カセットを挿入した（図 2）。この株
では、各アイソタイプ遺伝子のプロモーター
から GFPが発現されるが、アイソタイプ ORF
は翻訳されず、遺伝子破壊株となる。 
	 得られた遺伝子破壊株について、胚発生・
孵化後発生・運動能力に着目して表現型解析
を行う。発生過程については微分干渉顕微鏡
観察により、細胞数・細胞運命決定・細胞形
態などの異常について調べた。 
② 各チューブリンアイソタイプの網羅的な
GFP標識株の作製 
	 ①で作成した遺伝子破壊株に対してヒー
トショック処理をすることで、Cre/loxP シス
テムにより、選択マーカーを切除した（図 2）。
その結果、GFP と ORF が連結され、N 末端
に GFP 標識されたチューブリンアイソタイ
プが発現することとなる。 
	 得られた GFP標識株を用いて、各チューブ
リンアイソタイプの発現時期・発現組織・細
胞内局在を高分解能スピニングディスク型
共焦点顕微鏡によって解析した。 

 
(2) 線虫チューブリンアイソタイプ間の互換
性解析による『マルチ-チューブリン仮説』の
検証	  
① 同一組織で発現しているチューブリンア
イソタイプが形成する微小管の特徴の解析 
	 これまでの解析から、α-チューブリンアイ
ソタイプ TBA-1と TBA-2、β-チューブリンア
イソタイプ TBB-1 と TBB-2 は初期胚で発現



していることが明らかになっている。 
	 TBB-1とTBB-2の特性の違いを解析するた
めに、TBB-1の ORF領域が TBB-2をコード
するように 14 箇所の点変異を CRISPR/Cas9
法により導入した。逆に TBB-2 の ORF 領域
が TBB-1 をコードするように 14 箇所の点変
異導入した株も作製した。これらの株を用い
て、紡錘体の挙動、および、GFP::EBP-2（微
小管プラス端マーカー）のトラッキング用い
て微小管動態の解析を行った。 
②	異所発現によるチューブリンアイソタイ
プの機能特異性の検討 
	 特定の神経特異的に発現しているチュー
ブリンアイソタイプ（TBB-4, MEC-7)を、初
期胚で強制発現するためのトランスジーン
をminiMos法でゲノムの特定の部位に挿入し
た。コントロールとして、初期胚で発現して
いる TBB-1, TBB-2 も同様のトランスジーン
を作製しゲノムに挿入した。各株における微
小管動態を GFP::EBP-2 のトラッキングを用
いて解析した。 
	
４．研究成果	
(1) 線虫 α-、β-チューブリンアイソタイプの
網羅的な発現・機能解析 
	 CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いて、α-
チューブリンアイソタイプ 9 種、β-チューブ
リンアイソタイプ 6 種すべての遺伝子破壊
株・GFP標識株を作製した。 
	 GFP 標識株を用いて各チューブリンアイ
ソタイプの発現時期・発現組織・細胞内局在
を高分解能スピニングディスク型共焦点顕
微鏡によって解析した結果、ユニバーサルか
つ大量に発現しているアイソタイプ（TBA-1, 
TBA-2, TBB-1, TBB-2）と、組織・細胞種特異
的に少量発現しているアイソタイプが存在
することが明らかになった。とくに、TBA-5, 
TBA-6, TBA-9, TBB-4は繊毛神経細胞のサブ
セットに特異的に発現していた。TBA-5, 
TBA-6, TBA-9 の 3 種の α-チューブリンアイ
ソタイプを発現している繊毛神経細胞には
重なりはなく（図 3）、各アイソタイプの組織
特異性は厳密に区別されていることが示さ
れた。 

	
	 遺伝子破壊株が致死性を示したのは
TBA-2変異のみであった。神経特異的に発現
しているアイソタイプの一部は、行動異常な
どの表現型が観察された。 
	 これらの結果から、それぞれの細胞は、ユ
ニバーサルかつ大量に発現しているアイソ
タイプと、少量発現している組織・細胞種特

異的アイソタイプを含んでおり、それらが協
調的に微小管を形成していると考えられる。
以上より、発現しているチューブリンアイソ
タイプの組成の違いが細胞種特異的な微小
管動態の多様性に寄与しているという仮説
を提唱した。 
 
(2) 線虫チューブリンアイソタイプ間の互換
性解析による『マルチ-チューブリン仮説』の
検証	  
① 同一組織で発現しているチューブリンア
イソタイプが形成する微小管の特徴の解析 
	 初期胚では TBB-1と TBB-2の 2種類の β-
チューブリンアイソタイプが発現している。
TBB-1 の ORF に変異を導入して"TBB-2 化"
した株、逆に TBB-2 の ORF に変異を導入し
て"TBB-1 化"した株を作製した。それぞれの
株では、TBB-2のみ、あるいは TBB-1のみが
発現していることになる。この株を用いて微
小管の伸長速度と安定性を測定した結果、
TBB-2が形成する微小管のほうが顕著に安定
性が高いことが示された。 
	 さらに、TBA-1（α）と TBB-1（β）が形成
する微小管と、TBA-2（α）と TBB-1（β）が
形成する微小管を比較すると、後者は顕著に
伸長速度が遅いことが明らかとなった。した
がって、それぞれの αβ-ヘテロダイマーごと
に、微小管動態に及ぼす影響は異なることが
示唆された。 
② 異所発現によるチューブリンアイソタイ
プの機能特異性の検討 
	 ユニバーサルに発現している β-チューブ
リンアイソタイプ TBB-1 および TBB-2 と、
特定の神経細胞に発現しているアイソタイ
プ TBB-4 および MEC-7 が微小管動態におよ
ぼす影響について、初期胚での異所発現実験
によって検証した。このとき、異所発現させ
た量は、野生型株で通常発現している β-チュ
ーブリン総量の 1/10程度である。 
	 初期胚（TBB-1と TBB-2を発現）で各アイ
ソタイプを異所的に発現させた結果、MEC-7
の発現により安定な微小管が形成されるこ
とが示された。また、TBB-4は紡錘体微小管
に取り込まれにくく、プラス末端結合タンパ
ク質 EB1 との相互作用も弱くなる傾向があ
ることが示された。 
	 以上より、組織・細胞種特異的微小管が付
加的に少量（1/10程度）発現するだけで、微



小管動態に顕著な影響を与えうることが示
された。 
 
	 本研究の結果から、以下のようなモデルを
提唱する（図 5）。チューブリンアイソタイプ
にはユニバーサルに発現しているものと、組
織・細胞種特異的に発現しているものがあり、
それぞれの細胞種ごとに異なるチューブリ
ンアイソタイプ組成を持っている。初期胚で
はユニバーサル型のみ発現しているが、細胞
分化により付加的に細胞種特異的アイソタ
イプが発現され、細胞種固有のアイソタイプ
組成を持つようになる。その組成によって、
細胞種ごとの微小管動態が作り出される。以
上より、40年前に提唱された「マルチチュー
ブリン仮説」が妥当であることが in vivoでは
じめて証明された。 
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