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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞骨格の一種である微小管を研究対象として、その伸長と短縮のメカニズ
ムを明らかにすることを目的とした。10のマイナス14乗リットル桁の極小容積をもつ円筒形容器が多数並んだ樹
脂製デバイスの中に微小管の単量体を閉じ込め、光学顕微鏡を用いて重合・脱重合反応の観察を行った。その結
果、伸長が進み両端が壁に接触すると、壁に沿うように湾曲して重合を続けることがわかった。このとき重合速
度は微小管の湾曲度合いに従って徐々に低下した。この結果から、微小管は外力による歪みに応じて重合速度を
低下させ、所々穴が空いた不完全な重合形態をとることによりやわらかい性質を獲得するようになると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to elucidate the mechanism of dynamic 
instability of microtubules through investigation of their behaviors inside femtoliter chambers. 
Tubulins were encapsulated in the arrays of cylindrical microchambers patterned on PDMS devices, and
 polymerization and depolymerization reactions were observed under the optical microscope. The rate 
of polymerization in this confined space was apparently higher than that in the space that is 1000 
times larger in volume. After reaching to the barrier of PDMS walls, flexible microtubules grew in 
curved shape along the wall supposedly incorporating lattice defects in the structure. In this 
phase, the rate of polymerization decreased depending on the curvature of the microtubule. These 
results seem to be consistent with conformational plasticity model of microtubules.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内には、球状のタンパク質が連なってできたポリマーである微小管が存在する。微小管は伸長と短縮を繰り
返す動的不安定性と呼ばれる性質を有するが、その調節メカニズムは未だ不明である。そこで本研究では細胞を
模倣した極小体積の溶液中における微小管のふるまいを調べた。一般に人工合成ポリマーは安定性が高く短縮が
起こりにくいが、微小管の短縮開始のメカニズムが解明されれば、安定性と不安定性を併せ持つ新規ポリマー材
料の開発に道が拓ける可能性がある。また細胞内微小管の重合制御に関連する疾病の解明につながり、将来医療
や創薬に貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
微小管は神経細胞の軸索輸送の足場や細胞分裂における紡錘体の骨格として重要な役割を果

たすことが知られている。α, βサブユニットからなるチューブリンのヘテロ二量体は GTP 結合
状態のとき主に微小管のプラス端に依存的に重合することから線維状の構造が伸長するが、微
小管上での GTP 加水分解により脱重合が開始され、短縮に転じる。このようにして繰り返さ
れる重合・脱重合は微小管の特徴的な性質であり、動的不安定性と呼ばれる。これらの挙動は
in vitro で再現され、光学顕微鏡による観察が行われてきた (Mitchison 1984, Horio 1986)。 

 
Mitchison らは、微小管の伸長中は GTP 結合型チューブリンがプラス端に存在して脱重合を

防ぐキャップの役割を果たすが、溶液中の GTP 結合型チューブリンが枯渇して重合が起こら
ず微小管上の先端までGTP加水分解が追い付くとGDP結合型チューブリンが先端に露出して
GTP キャップが消失し、脱重合が開始されるというモデルを唱えた。しかし、微小管上で GTP, 
GDP,リン酸がどのような分布をとるのかははっきりしておらず、重合・脱重合の分子機構とヌ
クレオチド結合状態の関係も未解明である。 

 
さらに近年は革新的なモデルとして構造可塑性モデルが提唱されている。このモデルによる

と、ヌクレオチド結合分布の変化に依存しない微小管の構造変化が脱重合開始のきっかけにな
るとされている。GDP 結合型チューブリンヘテロダイマーは重合前には曲がった構造が安定で
あり、直線状に重合する微小管ではある程度の長さになると重合による安定化を上回る不安定
化が起こり、それによって脱重合が誘導されるという説もある。構造可塑性モデルの検証には、
微小管の直線性や歪みなどの構造状態と重合・脱重合速度の関係を調べることが必要であると
考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、微小管の伸長と短縮の間の遷移は必ずしも GTP の加水分解過程に共役せ

ず構造に依存する、という構造可塑性モデルの正否に決着をつけることである。 
そのため、まず微小管の構造状態に制約を加えることができると予想される狭小な空間を有

するフェムトリットル体積のマイクロチャンバーアレイデバイスを用意し、その中で微小管を
重合させて強制された構造状態を光学顕微鏡下で観察し、重合・脱重合速度の測定を行うこと
にした。 
この実験系は、チャンバーの体積が数十フェムトリットルと極小であるため、細胞内にみら

れるタンパク質が混みあった環境や局所的な濃度の急激な変化も再現できることから、これら
の要因が微小管の動的不安定性に与える影響を調べることも可能になると考えた。 

 
さらに、蛍光性 GTP, GDP を重合に使用する実験を行うことにより、ゆくゆくはチャンバー

内のガラス基板上で微小管のヌクレオチド分布をマッピングしながら重合観察を行うことや、
微小管上のリン酸の有無を可視化する実験を光学顕微鏡下で行う実験系に道を拓く技術の開発
を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 

MEMS 技術により製作されたマイクロチャンバーアレイ形状の突起を多数有する鋳型に
PDMS 樹脂を流し込んで熱して固め、極小体積の円柱(64 fL)または三角柱(67 fL)の空間が多数
配列したマイクロチャンバーアレイデバイスを作製した。この樹脂とガラス基板の間に、ブタ
脳から抽出し精製後に蛍光標識されたチューブリンと GTP 再生系の酵素類、基質 GTP を含む
水溶液を封入して、ガラス基板近傍にある微小管を全反射蛍光顕微鏡により観察した。この新
規の実験と並行して、従来から行われている対照実験として 2 枚の薄いガラス基板の間にスペ
ーサーを入れたフローセルにチューブリンを封入してマイクロリットル体積の制約のない空間
における微小管重合を観察する実験も行った。 

 
これら微小管の重合、脱重合は顕微鏡に接続した高感度カメラを用いて連続的に撮影し、そ

の映像をもとに画像解析ソフトウェア Image J を用いて重合速度と脱重合速度、それぞれの事
象の持続時間や発生頻度の解析を行った。さらに、チャンバー内で微小管が壁面に到達する前
の段階と壁に接触してゆがみながら重合する段階に場合分けをしつつ重合速度の解析を行い、
湾曲した微小管については曲率の測定も行った。重合途中で末端以外の位置から開裂する微小
管や極端に柔軟性のある微小管など、観察頻度は低いものの特徴的な性質を示す微小管につい
ても着目して解析を行った。 

 



蛍光性 GTP を用いた微小管の重合観察については、従来から用いられてきた蛍光性の分子
種は用いず、GTP が微小管上で GDP とリン酸に加水分解され、リン酸が解離するときにその
挙動が蛍光強度から追跡できると考えられる分子種を用いて重合観察を試みた。この実験と並
行して、微小管によるこの蛍光性 GTP の GTP 加水分解が起こるのかどうかについて、生化学
的な実験を行った。GTP と微小管を混合し、薄層クロマトグラフィーで分離することにより、
加水分解の有無を定性的に調査した。 
 
 これらの実験により、微小管の動的不安定性に狭小空間や障壁が与える影響を調べ、また蛍
光性 GTP によるヌクレオチド分布の可視化への準備を進めた。 
 
 
４．研究成果 
 
フローセル中のガラス基板上での重合観察と比較して、マイクロチャンバー内での微小管の

重合にはいくつかの相違点があった。マイクロチャンバー内では微小管シードを確実にチャン
バー内に封入するため、ピペッティングによりシードを短くすることが重要であった。また、
とくに細長い直方体のチャンバーに封入するのは同様の理由により困難であることがわかった
ため、シードがどの方向を向いていても以後の重合に影響が少ない円筒形のチャンバーを用い
て封入実験を行うことで重合の観察率が上がった。また、微小管が壁に到達した後の壁の角度
による効果の違いを調べるため、三角柱チャンバーでの観察も追加して行うことにした。 
チャンバー内では微小管はガラス基板に固定されず溶液中に浮遊した状態で重合したが、チ

ャンバーの低い天井でブラウン運動の高さ方向の範囲を抑えることができ、水中の微小管でも
全反射の照明範囲で重合観察が可能であることが判明した。また、PDMS 樹脂は水分を透過する
ため、樹脂の上に緩衝液を含ませたペーパータオルを載せ、乾燥を防いだうえで、37℃条件下
において重合を行うことが肝要であることがわかった。 
 
これら技術的な問題の克服によりチャンバー内での重合の観察系が確立したところで、マイ

クロリットル体積のフローセル内との重合速度の比較を行った。反応初期の短い直線状の微小
管は、円柱、三角柱にかかわらずチャンバー内ではフローセルよりも有意に重合速度が高いこ
とがわかった。ガラス面からの解放によるチューブリンのアクセスの向上が原因である可能性
は否定できないものの、チャンバーの極小空間内では数字上同濃度でもチューブリンの実効的
な濃度が増加し、重合速度が増加したという可能性も考えられる。 
 
次に、両端が円柱と三角柱のチャンバーの内壁に到達すると微小管は曲線状に重合を始める

ことがわかった。障壁に触れず直線状の重合が起こる段階と比較して全般的に重合速度の低下
がみられたことから、壁面との接触や微小管構造の湾曲が重合に影響をもたらすと考えられる。
さらに、三角柱においては微小管の両端が頂点に到達後、三角形の 2辺にほぼ完全に沿う形ま
で微小管が伸長した段階では 13 本の完全なプロトフィラメントをもつ微小管の持続長に照ら
して不可能なほどの曲率が実現していたため、このときには微小管には格子欠陥が生じて持続
長は変化していると推察される。 
 
これらの結果から、極小空間における微小管の重合速度は、チューブリンの実効的な濃度、

チューブリンの微小管末端へのアクセシビリティ、さらに微小管の曲率に影響を受けると考え
られる。微小管がチャンバー内で瞬間的に折れた現象については、微小管が負荷によって不安
定になることを示唆すると考える。負荷が持続的にかかるチャンバー内では、欠陥を導入する
重合様式をとることで微小管が柔軟になって安定性が増し、曲率の高い場合において速度低下
はあるものの重合を持続することができるようになると考えられる。本研究において構造状態
と重合速度、微小管の安定性に関係があることを明確に示したことで、構造可塑性モデルの検
証に貢献することができたと考える。 
 
次に新規蛍光性 GTP について、無標識の GTP と混合して重合観察に使用することにより、微

小管と推察される像が観察された。一方、薄層クロマトグラフィー法を用いた微小管による蛍
光性 GTP の加水分解測定については、分解を示す積極的な結果は得られなかった。このことか
ら、本研究で用いた蛍光性 GTP は重合には寄与するが加水分解による脱重合は引き起こさない
可能性が考えられる。 
 
今後、これまでの成果をさらに発展させ、チャンバー内での微小管重合をヌクレオチド結合

状態と同時に観察し、湾曲部や重合末端のヌクレオチド分布を明らかにしていく必要がある。
また、今回示唆された格子欠陥についても電子顕微鏡による構造解析などにより直接的に検証
する方法を検討していきたい。 
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