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研究成果の概要（和文）：細胞極性は、生体の諸組織・各器官形成の基盤であり、その破綻は細胞の癌化や老化
を引き起こす要因となる。細胞極性の形成には、アクチンと微小管の構築が重要であり、細胞増殖と連動した細
胞骨格形成の制御機構の存在が示唆されている。しかしその制御機構については不明な点が多い。本研究では、
研究代表者がこれまでに明らかにした、当該制御機構に重要な分子経路（MOR経路）について、MOR経路の新規機
能として示唆された、微小管制御機構の解析を行った。その結果、MOR経路が細胞周期に依存した微小管の形成
制御に重要であることを明らかにした。さらにその分子機構の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Cell polarity control is essential for organization of cells and formation 
of various tissues and organs in eukaryotes. Actin and microtubule play imporatant roles in 
establish and maitenance of cell polarity during cell growth but coordination mechanisms between 
organization of cytoskeletons and cell growth remain elusive. Here we focused on a conserved 
signaling network, the MOR, which is essential for the establishment of cell polarity and the 
control of actin-based polarized growth during interphase and analysed the roles of the MOR in 
microtubue organization during the cell cycle. We found that the MOR is crucial for cytoplasmic 
microtubule organization, and contributes to reorganization of the microtubule cytoskeletons during 
the cell cycle.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で注目しているMOR経路は酵母からヒトまで高度に保存された分子経路であり、高等生物では神経細胞や
腸上皮細胞などの多様な細胞の極性制御と細胞増殖制御に重要である。本研究成果は、高等生物におけるMOR経
路が関わる新規生命現象の理解に貢献することが期待される。またヒトにおいて、MOR経路は腫瘍形成や遺伝性
癌症候群の原因分子の制御に関わることが報告されている。それゆえ本研究により得られた知見は、MOR経路の
破綻が原因となり引き起こされる細胞癌化や遺伝疾患の分子機構の理解、生理活性物質探索系の開発に資する研
究につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞極性は、生体の諸組織・各器官形成の基盤であり、その破綻は細胞の癌化や老化を引
き起こす要因となる。細胞極性の形成には、アクチンと微小管が適切に構築され、機能する
ことが重要であり、細胞増殖と連動した細胞極性制御機構の存在が示唆されている。しかし
当該制御機構の実体については不明な点が多い。 
 研究代表者は、当該制御機構の全容解明を目指し、これまでに酵母を真核生物のモデル系
として用いて研究を行ってきた。そして細胞増殖と連動する分子経路の一つとして、進化上
高度に保存された細胞極性形成ネットワーク（以下、MOR 経路）を発見した。MOR 経路
は、細胞の極性成長時のアクチンの局在制御に重要である。さらにMOR経路は、高等生物
において、細胞極性や細胞増殖（癌化）に関わることが報告されており、MOR経路が関わ
る生命現象の全容解明は、細胞癌化の理解に貢献しうる重要な研究課題である。研究代表者
は、MOR 経路の新規機能として、MOR 経路が微小管制御に関わることを見出した。つま
り、MOR経路はアクチンに加え、微小管の制御にも関わる重要な分子経路であることが示
唆された。これまでにMOR経路の構成因子の機能やMOR経路とクロストークするその他
の分子経路について明らかにされてきたが、MOR 経路による細胞骨格制御機構について、
その全体像やMOR経路のターゲット分子については未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、進化上高度に保存された分子経路であるMOR経路について、これまでの研
究代表者の解析から見出した、MOR 経路の新規機能（MOR 経路による微小管制御）の分
子メカニズムの解明および当該制御の細胞極性および細胞増殖における役割を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 MOR 経路による新規微小管制御の分子メカニズムの解明および当該制御の細胞極性及
び細胞増殖の役割を理解するために、以下の具体的な研究計画を実施した。 
(１) MOR経路変異体の微小管構造の定量的解析とMOR経路による微小管制御機構の細胞
極性及び細胞増殖における役割の検証 
 MOR経路変異体が示す微小管構造の異常の特徴を特定するために、ライブセルイメージ
ングを用いて定量的に解析を行った。また MOR 経路変異体が示す微小管構造の異常が細
胞増殖の悪化をもたらす原因究明のための解析を行った。さらに細胞極性制御との関連性
についての解析も行った。 
(２) MOR経路と微小管制御とをつなぐ因子の同定と機能解析 
 MOR 経路と微小管制御とをつなぐ因子を同定するために、研究代表者はこれまでに、
MOR 経路変異体を用い、MOR 経路変異体が微小管重合阻害剤存在下で示す増殖悪化を抑
圧する変異体（以下、sup変異体とよぶ）の取得に成功した。取得した sup変異体の原因遺
伝子を同定し、機能解析を行った。 
(３) MOR経路による微小管制御の分子メカニズムの解析 
 上記（２）の解析に加え、既知の微小管関連因子の中から、MOR経路による微小管制御に
おけるMOR経路のターゲット分子を探索し、MOR経路による制御の分子メカニズムにつ
いての解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１) MOR経路変異体の微小管構造の定量的解析と MOR経路による微小管制御機構の細
胞極性及び細胞増殖における役割の検証 
 MOR 経路変異体の微小管の異常について詳細を明らかにするために、チューブリンに
GFP を連結した株を用いて、MOR 経路変異体の微小管構造をライブセルイメージングに
より観察した。その結果、細胞周期間期に形成される細胞質微小管の本数が、野生株と比較
して顕著に増加していた。次に、微小管のマイナス端にドット状で局在し微小管形成に関わ
る因子の細胞内局在を観察したところ、MOR経路変異体では、微小管の本数と同様、野生
株よりもドットの数が顕著に増加していた。つまり、MOR経路変異体では、細胞質微小管
の形成が促進され、本数が増加していることがわかった。 
 一方、分裂期の細胞では、野生株と同様、ほとんどの細胞において、細胞質微小管が消失
し核内で染色体分配に重要な核内スピンドルの形成が観察された。しかし、MOR経路変異
体では 10-15%の細胞において、核内スピンドル形成時に、細胞質微小管が 1-2本程度残存
した異常な微小管構造が観察された。この異常な微小管構造をもつ分裂期細胞の核内スピ
ンドルの蛍光強度について調べたところ、正常な分裂期の細胞よりも蛍光強度が有意に低
下していることがわかった。したがって、MOR経路変異体では、間期において細胞質微小
管の形成が促進されるため、間期から分裂期の移行時における微小管の再構成に異常を示
すことが示唆された。その結果、染色体分配に重要な核内スピンドルの十分な強度を確保す
ることができず、染色体分配異常の頻度が上がることが予想された。実際、MOR経路変異
体が示す細胞質微小管の増加を抑圧する二重変異体では、染色体分配異常の増加が抑圧さ
れた。さらに二重変異体では、微小管重合阻害剤存在下でも染色体分配異常が野生株程度に



まで抑えられ、MOR 経路単独変異体が示す増殖悪化を顕著に抑圧した。以上のことから、
MOR経路は細胞周期に依存した微小管の構成・再構成に重要であることが示唆された。そ
してMOR経路の破綻は、細胞周期と連動した微小管形成に異常をもたらし、染色体分配異
常を引き起こすリスクを上昇させると考えられる。 
 なお、MOR経路による微小管制御と細胞極性の関係についても検証を行ったところ、細
胞質微小管の増加とMOR経路変異体が示す細胞極性異常との相関はみられなかった。 
 
(２) MOR経路と微小管制御とをつなぐ因子の同定と機能解析 
 MOR 経路変異体が示す微小管重合阻害剤存在下での増殖悪化を抑圧する sup 変異体の
原因遺伝子の同定を行った。sup変異体（sup1〜sup6変異体）は、相補性試験の結果、微
小管構成因子であるαチューブリンとβチューブリンを含む 6つの遺伝子座に分類された。
未同定の 4つの sup変異体について、原因遺伝子のクローニングを行ったところ、sup5変
異体の原因遺伝子の同定に成功した。sup5 変異は、核外輸送に重要な Exportin をコード
する crm1+であった。sup5 / crm1変異体は核外輸送に異常を示し、微小管重合阻害剤存在
下でMOR経路変異体が示す増殖悪化を顕著に抑圧した。さらに sup5 変異とMOR経路変
異の二重変異体の微小管構造を観察したところ、MOR経路単独変異体が示す細胞質微小管
の増加を抑圧し、野生株と同程度まで本数を減少させた。以上より、MOR経路変異による
細胞質微小管の本数の増加および微小管重合阻害剤存在下での増殖悪化は、核-細胞質間の
輸送と関連することが示唆された。 
 核-細胞質間の輸送と微小管制御との関係にせまるため、sup5単独変異体の解析を進めた。
sup5変異体の微小管構造を観察したところ、細胞周期間期の細胞質微小管の本数が野生株
よりも顕著に減少し、核内で微小管が形成された細胞がみられた。通常、間期の野生株の細
胞では、細胞質でのみ細胞質微小管が形成され、核内では微小管は形成されない。つまり
sup5変異による核外輸送の破綻が、細胞周期と連動した微小管形成能に異常をもたらし、
核内での微小管形成を促進したと考えられた。次に sup5変異による間期での核内微小管の
形成に関わる因子を探索したところ、核内輸送に関わる Importinαをコードする Imp1と
微小管形成に重要な微小管ポリメラーゼの Alp14（TOG / XMAP215）と微小管の安定化に
重要なMal3（EB1ホモログ）を同定した。これまでに、Alp14は細胞周期に依存した微小
管形成に関わることが報告されており、間期では細胞質に局在して細胞質微小管の形成に、
分裂期では核内に集積して核内スピンドルの形成を促進する。sup5 変異体では、間期の細
胞において Alp14 の核内蓄積が観察されたことから、sup5 変異体での核内微小管の形成
は Alp14 の核内蓄積が原因であることが示唆された。そこで野生株において、Alp14 に核
移行シグナルを連結し、強制的に核内に局在させると、間期にも関わらず、核内微小管を形
成することがわかった。したがって、細胞周期に依存した微小管形成には、微小管形成に関
わる因子が、核-細胞質間の輸送によりその局在を時空間的に適切に制御される必要がある
ことがわかった。 
  
(３) MOR経路による微小管制御の分子メカニズムの解析 
 MOR 経路による微小管制御の分子メカニズムを解明するために、MOR 経路の下流で微
小管制御に関わるMOR経路のターゲット分子を探索し、MOR経路との機能的関係を調べ
た。既知の微小管関連因子の中から、MOR経路変異体が示す細胞質微小管の本数の顕著な
増加に関わるものをスクリーニングしたところ、Alp14 を含む微小管形成に関わる因子を
複数同定した。選抜した遺伝子に GFPを連結した株を構築し、野生株とMOR経路変異体
での細胞内局在を調べたところ、MOR経路変異により、局在量が増加する因子が複数存在
することがわかった。次に選抜した微小管関連因子が、MOR経路の最下流で機能するタン
パク質リン酸化酵素・Orb6によりリン酸化される可能性を検証した。その結果、微小管の
マイナス端に局在し、微小管形成に重要な 2つ微小管関連因子が Orb6によってリン酸化さ
れる可能性が示唆された。これらの因子が Orb6により直接リン酸化されることを確認する
ために、大腸菌を用いて精製できた 1つの微小管関連因子について、in vitroでキナーゼア
ッセイを行った。その結果、Orb6が直接リン酸化することを確認した。さらにリン酸化プ
ロテミクスにより Orb6がリン酸化するサイトを探索したところ、5箇所のサイトを同定し
た。当該サイトの非リン酸化型変異体構築し、微小管構造を観察した結果、MOR経路変異
体と同様、細胞質微小管が増加した。このことから Orb6が選抜した微小管関連因子をリン
酸化することにより細胞質微小管の本数を適切に制御するというモデルが示唆された（論
文投稿準備中）。 
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