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１． 研究計画の概要 (1) 紡錘体微小管・中心体を可視化するため

の蛍光融合蛋白質マーカー発現株の作出   本研究では線虫 C. elegans の胚発生をモデ
ル系として、RNAi による遺伝子機能破壊と
個体レベルのライブイメージングを統合的
に用いることにより、個体発生における細胞
骨格の動態を制御する遺伝子ネットワーク
を明らかにすることをめざす。 

 線虫初期胚で蛍光融合蛋白質を発現させる

ためのベクターを開発するとともに、線虫の

形質転換法を最適化し、形質転換株の作成効

率を向上させた。確立した系を用いて、初期

胚における紡錘体微小管・中心体の動態を可

視化するための蛍光融合蛋白質マーカーを発

現する線虫株を作製した。  

(1)個体レベルの細胞骨格の動態解析に必要
な技術開発 
①C. elegans胚発生期における細胞骨格動
態を可視化するための蛍光融合蛋白質マ
ーカー発現株の作出 

(2) 初期胚における紡錘体微小管・中心体の

動態の4次元イメージング解析法の確立 

C. elegans初期胚における紡錘体微小管

および中心体の3次元空間における動態を追

跡するため、中心体・微小管・核膜・細

胞膜・染色体等の細胞内構造を同時に2
種類あるいは3種類可視化して3次元ラ

イブイメージング（＝多色4次元イメー

ジング）を行うシステムを構築した。 

②胚発生過程における細胞骨格の動態を
解析するための多色 4次元イメージング技
術の確立 
③得られた 4次元画像データの定量的解析
法の確立 

(2)胚発生期の細胞骨格の動態に影響を及ぼ
す遺伝子群の同定と機能解析 
①定量的 4 次元イメージング解析を用い
た、細胞骨格の動態に影響を及ぼす遺伝子
群の RNAi スクリーニング 

(3) 中心体動態の4次元定量的解析法の確立 

 上記の４次元イメージングシステムを用い

て、野生型および細胞極性関連因子RNAi
胚において、受精直後から第二分裂まで

の中心体と細胞膜の4次元イメージデー

タを取得し、その動態を定量的に解析し

た。その結果、PAR蛋白質経路に依存して、

星状体微小管と細胞膜との相互作用が前極側

と後極側で異なることが見いだされた。 

②同定した遺伝子産物の生体内における
局在および分子機能解析 

(3)胚発生期における細胞骨格の動態を制御
する遺伝子ネットワークモデルの構築と検
証  
①スクリーニングで同定した遺伝子群と
既知の細胞骨格関連遺伝子群の相互作用
解析による遺伝子ネットワークモデルの
構築 

(4) γ -チューブリンとAurora Aキナー

ゼがそれぞれ独立に寄与する微小管合

成経路の解析  ②分裂酵母や培養細胞を用いた、構築した
遺伝子ネットワークの普遍性の検証 

 われわれは以前の研究から、線虫初期
胚にγ -チューブリンと Aurora A キナー
ゼがそれぞれ独立に寄与する微小管合

 
２．研究の進捗状況 



成経路が存在することを見いだしてい
る。本研究により、Aurora A が関与す
る経路は、細胞分裂期に凝縮した染色体
周辺で形成される微小管合成に必須で
あることを見いだした。この染色体依存
的微小管形成にはγ -チューブリンは関
与していない。この結果より、これらの
二つの微小管合成経路が時空間的に協
調することが紡錘体形成に重要である
と推測される。 
 さらに、変異型 Aurora A を用いた in vivo
解析により、Aurora A のキナーゼ活性は微小
管合成に必要ではない可能性が示唆された。
また、免疫沈降と質量分析による Aurora A
およびγ-チューブリン結合蛋白質の網羅的
同定をすすめている。その結果、線虫におけ
るγ-チューブリン複合体をはじめて同定し、
その構成成分を明らかにした。その他の結合
蛋白質についても解析をすすめている。 
 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している 
（理由） 
 研究開始当初の３つの研究目標のうち、(1) 
については既に目標を達成し、多色 4次元ラ
イブイメージング技術と多様な蛍光マーカ
ー発現株を構築した。確立した手法について
は現在論文を執筆中である。この成果を活用
し、研究目標(2)および(3)が順調に進行中で
ある。中心体の 4次元動態に関しては、デー
タをほぼ習得し、画像定量解析法もほぼ確立
した。また、γ -チューブリンと Aurora A
キナーゼが関わる微小管形成経路につ
いては、当初の計画にはなかった生化学
的解析や変異型酵素発現系の確立も成
功しており、二つの微小管形成経路につ
いての知見が順調に得られている。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 22 年度中に、1) 多色 4 次元イメージング
方法論、2) 中心体動態の 4次元定量的解析、
3) γ -チューブリンと Aurora A キナー
ゼが関わる微小管形成経路についての
論文を発表する。Aurora A キナーゼが関
与する微小管形成経路については、関連

候補因子をすでに同定しているので、こ
れらが関わる遺伝子ネットワークの解
明をすすめる。  
 上記テーマの進行状況を勘案しなが
ら、細胞極性確立機構や表皮細胞形態変
化に関わる遺伝子ネットワークの解析
にも着手する。 
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