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研究成果の概要（和文）：植物細胞は微小管という微細繊維を細胞内に構築し、その並び方を巧み制御することで細胞
の伸びる方向を決定している。微小管を構成する最小単位であるチューブリンタンパク質に変異をもつシロイヌナズナ
植物では微小管の並びが斜めになり、結果として細胞の伸びる方向が変わり、葉や茎、根といった植物の器官の形態が
ねじれてしまう。本研究では、異常チューブリンが微小管となる際になぜ正しい方向に並ばないのかを明らかにするた
めに、植物からチューブリンだけを取り出す方法を確立した。取り出されたチューブリンが微小管となる様子を顕微鏡
で観察することにより、植物の微小管は動物のものより活発に伸び縮みすることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Microtubules (MTs) are polymerized from tubulin dimers and play an essential role 
in the regulation of polarized cell elongation in plants. Tubulin mutations alter the orientation of MTs 
by unknown mechanisms, which results in organ-twisting phenotype in Arabidopsis. To unveil the molecular 
mechanisms, it would be important to reconstitute MTs in vitro using mutant version of tubulin. To this 
end, I established an easy method to purify particular tubulin isotypes from Arabidopsis culture cells. 
Engineered tubulin with internal 6xHis-tag was purified with tubulin purification column (TOG) and 
subsequent Ni column. Purified tubulin was polymerized under microscope and polymerization dynamics were 
measured. It was found that plant MTs are highly dynamic and unstable compared to those polymerized from 
pig brain tubulin. It is now feasible to purify mutated version of Arabidopsis tubulin and analyze the 
polymerization dynamics and ultrastructure of the MTs containing mutant tubulin.

研究分野：植物科学
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１．研究開始当初の背景 
 微小管はαβチューブリンの重合体で、植
物の生長に必須の細胞骨格である。植物細胞
の細胞膜直下に形成される表層微小管はセ
ルロース微繊維の配向方向を規定すること
で結果的に細胞の伸長方向を決定づける。シ
ロイヌナズナのαβチューブリンの一アミ
ノ酸置換・欠失変異は表層微小管の配向方向
を変え、その結果細胞の伸長軸が傾くことで
器官のねじれとして顕在化する。しかしなが
らここでチューブリン分子の変異が微小管
配向に異常をもたらす原理・分子メカニズム
は明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 植物材料からチューブリンを簡便に精製
する方法を確立し、これを用いて植物の変異
型チューブリンが微小管の重合動態や構造
にどのような異常をもたらすのかを明らか
にする。特に微小管を構成する原繊維の数に
着目し、通常 13 本の原繊維からなる微小管
が非 13 本型となることで微小管それ自身が
歪みねじれた構造をとる、とする「ねじれ植
物のねじれ微小管」仮説の証明を試みる。 
 
３．研究の方法 
 変異型チューブリンの微小管重合や構造
を調べるために、まず植物細胞からチューブ
リンを精製する方法を確立する。続いて精製
チューブリンを蛍光標識し全反射照明蛍光 
（TIRF）顕微鏡下で重合させることで、その
重合動態を経時的に観察する。最終的に重合
した変異チューブリンを含む微小管をクラ
イオ電子顕微鏡で観察することにより微小
管を構成する原繊維の数を推定する。  
 
(1) 植物チューブリン精製法の確立 
 植物チューブリンの精製は最近報告され
たチューブリンカラム（TOG カラム、参考文
献 1）を植物試料に最適化し実施する。TOG
カラムは出芽酵母の Stu2 タンパク質のチュ
ーブリン結合ドメイン TOG1/2 を GST 融合タ
ンパク質として大腸菌において発現・精製し
たものを担体上に固定化したアフィニティ
精製カラムである。この TOG カラムを用いシ
ロイヌナズナのチューブリン変異体から変
異チューブリンを精製する。 
 
(2) TIRF顕微鏡を用いた微小管重合動態解析 
 微小管を蛍光観察するため精製した植物
チューブリンに蛍光標識を導入する。また、
これとは異なる蛍光波長の標識を行ったチ
ューブリンをGTPの非加水分解アナログであ
る GMPCPP 存在下で重合させることで安定な
微小管の種として用いる。これをカバーガラ
ス上に貼り付けたうえ、未重合のチューブリ
ンをGTPとともに系に加え、重合を開始する。
以後の過程を TIRF 顕微鏡を用いて経時的に
観察・撮影し、得られたデータから微小管の
動的不安定性のパラメータを定量化する。 

 
(3) 電子顕微鏡を用いた微小管原繊維数解
析 
 正しい微小管は 13 本の原繊維から構成さ
れ、このとき微小管はねじれを持たない直線
構造をとる。13 本以外のいかなる原繊維数の
微小管も直線構造をとることはなく、すべて
原繊維が螺旋状に配向したねじれ構造をと
る。このねじれ構造は電子顕微鏡で観察しう
る。そこで、変異チューブリンを含む精製シ
ロイヌナズナチューブリンを in vitro で重
合させ、これをクライオ電子顕微鏡で観察す
る。 
  
４．研究成果 
 従来、植物材料からチューブリンを精製す
るには長時間に渡る操作が必要で、この操作
についても習熟を要した。本研究により、植
物培養細胞を材料にTOGカラムを用いて植物
チューブリンを迅速かつ簡単に精製する方
法を確立した。さらにαチューブリンに
6xHis タグを挿入することにより精製チュー
ブリンの中から変異体など特定のチューブ
リン分子を選択的に取り出す方法を確立す
ることができた。精製植物チューブリンを用
いた微小管動態解析により、シロイヌナズナ
培養細胞のチューブリンは従来よく用いら
れてきたブタ脳由来のチューブリンと比べ
て極めて活発に重合脱重合を行う（動的かつ
不安定である）ことが明らかとなった。本研
究の成果により、今後の植物チューブリンを
用いた in vitro 実験の実施にあたり、植物
由来のチューブリンを用いることが十分現
実的な選択肢となったといえる。 
 ただし、これらの技術論の確立に予想以上
の時間を要したため、当初計画していたシロ
イヌナズナの変異型チューブリンが正常な
チューブリンに比していかなる重合動態お
よび微小管構造の違いを示すのかについて
は解析には至らなかった。技術的課題は既に
解決をみており、今後早期に当初計画した実
験の実施が可能である。  
 
(1) 植物チューブリン精製法の確立 
 TOG カラムを用いた植物チューブリン精製
の予備実験段階で、培養細胞を用いることで
シロイヌナズナ植物体を用いるよりもはる
かに高い収率・収量でチューブリン精製が可
能であることが明らかとなった。シロイヌナ
ズナ MM2d、T87、タバコ BY-2 といった培養細
胞がチューブリン精製の材料として適して
いることがわかった。また、対数増殖期にあ
る細胞のほうが定常期のものよりチューブ
リンの収率が良いこともわかった。シロイヌ
ナズナ MM2d 細胞や T87 細胞の場合、継代後 4
日目の懸濁液 200~300 ml から 0.7 mg 程度の
チューブリンが回収された。カラム作業は極
めて簡便であり、精製の正否は実験者の習熟
度に依存しないと考えられる。また一連の作
業に要する時間は 4~5 時間程度で（タンパク



質抽出・カラム操作・脱塩に２時間半、濃縮
に１時間半）、精製チューブリンサンプルを
電気泳動しても一日で全ての操作を終える
ことができた。このように、本チューブリン
精製法は簡便、迅速に大量のチューブリンが
精製できる大変優れた方法であるといえる。
また精製した植物チューブリンが重合能を
有することも確認され、以降の実験に有用で
あることが確かめられた（図 1）。  
 
(2) 特定のチューブリンアイソタイプの選
択的精製法の確立  
 TOG カラムの有用性が確かめられたので、
続いて培養細胞に変異型チューブリンを過
剰発現させ、これを材料に変異チューブリン
を含む全チューブリンを精製し、これをもっ
て変異チューブリンサンプルとして用いる
ことを計画した。当初用いたシロイヌナズナ
MM2d 培養細胞ではアグロバクテリアを用い
た形質転換が成功せず、T87 培養細胞に変更
することでこの問題を解決した。内在性チュ
ーブリンと区別するため、変異型チューブリ
ンにc-mycタグを導入したものを過剰発現プ
ロモーター（カリフラワーモザイクウィルス
35S プロモーター）を用いて発現させたが、
精製チューブリン中に含まれるc-mycタグ付
きチューブリンの量は極めて少なく、概算で
1~3%程度に留まることがわかった。このこと
から、このサンプルを変異チューブリンサン
プルと称して用いることを断念した。 
 そこで全チューブリンを精製した後、二段
階目の精製を行うことでそこから特定のチ
ューブリン分子（この場合は変異型チューブ
リン）だけを選抜することを検討した。この
目的のため、最近酵母で報告された方法に倣
い、シロイヌナズナのαチューブリン(TUA6)
分子の表面に露出した保存性の低いループ
領域に 6xHis タグを挿入し、精製二段階目の
タグとして用いることにした（図 2A, 参考文

献2）。これをT87培養細胞にて過剰発現させ、
TOG カラムを用いて全チューブリンを精製し
たうえで引き続きニッケルカラムでHisタグ
つきのチューブリンを選抜した（図 2B）。得
られたチューブリンサンプルには確かに His
タグつきチューブリンが含まれることがウ
ェスタンブロットで示された（図 2C）。また
内在性チューブリンの混入量を定量化する
ため等電点電気泳動と SDS-PAGE の二次元電
気泳動を行い、αチューブリンをタグの有無
で分離したところ、最終フラクションへの内
在性チューブリンの混入は検出限界未満で
あることがわかった（図 2D）。  
 このようにHisタグ挿入と組み合わせた二
段階精製法により特定のαチューブリン分
子（を有するαβチューブリンダイマー）が
精製できたことから、今後 His タグ付き変異
型チューブリンの二段階精製を行うことで
当初計画した変異チューブリンを用いた２
つの実験（TIRF 顕微鏡を用いた重合動態解析
と電子顕微鏡を用いた微細構造解析）の実施
の目処が立った。 



(3) TIRF顕微鏡を用いた微小管重合動態解析 
 上述の特定のチューブリン分子の選抜法
の確立に時間を要する見込みとなったため、
並行して重合動態解析の予備実験に着手す
ることとした。 
 ここではひとまず二段階精製チューブリ
ンではなくTOGカラムのみを用いた全チュー
ブリンを MM2d 培養細胞より精製するととも
に、従来便宜上使われてきたブタの脳を材料
にTOGカラムを用いてチューブリンを精製し、
これを対照実験として植物チューブリンの
重合動態を解析することにした。 GMPCPP 存
在下でブタ脳チューブリン（HiLyte 488 標識
＝緑色蛍光およびビオチン標識チューブリ
ンを含む）を重合させ安定な微小管の種とし
た。これを Neutravidin を介してシラン化コ
ートしたカバーガラスに貼り付け、そこにロ
ーダミン標識＝赤色蛍光のブタ脳あるいは
シロイヌナズナMM2dチューブリンを加えGTP
存在下で重合させ、その動態を TIRF で経時
的に観察した。その結果ブタ脳チューブリン
と比べて、シロイヌナズナのチューブリンは
高頻度に重合と脱重合を繰り返す、すなわち
より動的で不安定であることがわかった（図
3）。 

 前項で述べた方法で変異型チューブリン
を調製することが可能となったので、今後変
異型チューブリンを一定割合含む植物チュ
ーブリンサンプルを用いて同様の重合動態
の解析が実施可能である。また同様に変異型
チューブリンを一定割合含むチューブリン
を in vitro で重合させ、できた微小管の電
子顕微鏡観察も実施可能となった。これによ
り、チューブリンの変異が微小管重合動態や
微小管の構造、特に原繊維の構成にどのよう
な影響をもたらすのかが間もなく明らかに
なるだろう。 
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