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研究成果の概要（和文）：微小管関連因子が細胞分裂と細胞伸長という異なる細胞内現象に作用するメカニズム
を明らかにするために、ヒメツリガネゴケの分子モータータンパク質キネシンKINID1をモデルに細胞質分裂装置
および先端成長制御装置へ移動するメカニズムを解析した。変異型KINID1の発現解析、光変換蛍光タンパク質を
融合させたKINID1の動態解析、細胞骨格破壊を用いた生理学的解析により、KINID1は細胞質分裂装置にはタンパ
ク質レベルで移動し、分裂装置内を移動しながら機能すること、また、先端成長制御装置にはmRNAレベルで移動
する可能性があり、またタンパク質は装置内で数時間内に入れ換わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To understand molecular mechanisms for dual roles of microtubule-associated 
proteins on cell division and elongation, we investigated targeting systems of a microtubule-based 
motor protein (kinesin), KINID1, to a division apparatus and a tip growth machinery in the moss 
Physcomitrella patens. The expression analysis of the truncated KINID1 as well as the KINID1 fused 
with a photo-convertible fluorescent protein suggested that the KINID1 was recruited to the division
 apparatus, such as spindles and phragmoplasts, in a protein-dependent manner, and moved along the 
equatorial part of the phragmoplast during its expansion. On the contrary, the KINID1 was possibly 
targeted to the tip growth machinery in an mRNA-dependent manner. The turnover of the KINID1 was 
estimated within a few hours in the machinery in contrast to the longer maintenance of the 
machinery. Moreover, the correct targeting of KINID1 to the machinery is also dependent on both 
microtubules and actin filaments.

研究分野： 植物細胞生理学、植物分子遺伝学

キーワード： 微小管関連因子　キネシン　タンパク質動態　細胞分裂　先端成長　微小管　アクチン繊維
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質が細胞内で異なる場所に同時に局在するメカニズムに関しては、これまでほとんど知見がなかった。
微小管関連因子KINID1はタンパク質レベルで細胞質分裂装置に、またmRNAレベルで先端成長制御装置に移動する
ことが示唆されたことから、KINIDは2つの方法を使い分けて異なる場所に局在すると考えられる。このようなタ
ンパク質移動の使い分けは、異なる場所にタンパク質を局在化させるメカニズムとして新しい知見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物の形態は、細胞の分裂と伸長のバランスによって決定される。植物細胞の分裂と伸長が

適切に進行するためには、細胞骨格、とりわけ微小管を介した調節が不可欠である。従って、
植物の体がどのように作られるかを理解する上で、細胞伸長と細胞分裂を調節する微小管制御
のしくみを解き明かすことが必須となる。 
 従来までに、細胞伸長や細胞分裂を調節する微小管制御系については、数多くの微小管制御
因子が同定され、微小管のオーガナイゼーションやダイナミクスとともにその役割が報告され
ている。植物細胞の分裂は細胞内部で、伸長は細胞膜近傍で起こるように、これらの現象は細
胞内部の異なる場所で生じる。従って、分裂と伸長のバランスをとるためには、分裂と伸長を
協調的に調節する微小管制御因子が、伸長や分裂が起こる場所に移動し機能しなければならな
い。しかしながら、被子植物の微小管制御因子は機能分化が進んでいるため、分裂と伸長の微
小管制御の両方に作用する因子はほとんど同定されていない。従って、微小管制御因子が分裂
と伸長という異なる機能の場へどのようにリクルーティングされ、適切に作用しているのかは
不明のままである。 
コケ植物ヒメツリガネゴケは、胞子発芽後、原糸体と呼ばれる糸状の組織を発達させる。原

糸体の先端には、1 個の幹細胞が存在し、この細胞が先端成長しながら分裂を繰り返すことに
より、原糸体組織が形成される。研究代表者は、頂端幹細胞の細胞分裂制御機構を研究し、モ
ータータンパク質キネシン KINID1a と KINID1b（以下、KINID1）が、細胞質分裂装置フラグモ
プラストの微小管重合端を架橋することで、細胞質分裂の進行を制御することを明らかにした
[1]。加えて、2014 年にこれらのキネシンが先端成長制御装置 MT foci の微小管重合端を架橋
することで、伸長速度と方向性を制御することを示した[2]。つまり、KINID1 は細胞質分裂と
先端成長を同時に調節する微小管制御因子であり、細胞の異なる場所で作られる細胞質分裂装
置と先端成長制御装置へリクルートされ、微小管を同じ作用機作で制御することがわかった。
このことから、研究代表者は、KINID1 が細胞質分裂装置と先端成長制御装置へどのような分子
システムでリクルートされるのかを明らかにすれば、細胞分裂と細胞伸長を同時に調節する微
小管制御系解明の重要な端緒となると考え、本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
細胞の異なる場所に形成される細胞質分裂装置と先端成長制御装置に、KINID1 がいつ、どの

ようにリクルートされるかを明らかにすることにより、異所的な現象を同時に制御するシステ
ムの分子的基盤を明らかにする。さらに、細胞分裂と細胞伸長という異なる形質を制御する
KINID1 微小管制御系をモデルに、細胞新奇形質進化における分子システムの流用（co-option）
メカニズムについて検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) KINID1 の細胞質分裂装置と先端成長制御装置への移動解析 
タンパク質依存的な移動を調べるために、KINID1a 遺伝子の Coding region と緑色蛍光タン

パク質GFP遺伝子のCoding regionを連結したKINID1a-GFP融合遺伝子を細胞内で発現させた。
一方、mRNA 依存的な移動を調べるために、KINID1 遺伝子座に GFP 遺伝子をノックインし、非翻
訳領域（UTR）を含む KINID1a-GFP 融合遺伝子を細胞内で発現させた。このような遺伝子発現か
ら翻訳される KINID1a-GFP 融合タンパク質の局在を共焦点レーザー走査型顕微鏡で解析した。
またタンパク質依存的な移動に関与するドメインを同定するために、KINID1a のモータードメ
インや Coiled coil ドメインなどを部分的に欠失させた変異型タンパク質に緑色蛍光タンパク
質 GFP を融合し発現させた。これらの変異型 KINID1a-GFP 融合タンパク質の局在を共焦点レー
ザー走査型顕微鏡で観察した。 
 

(2)KINID1 の細胞質分裂装置と先端成長制御装置内での移動解析 
KINID1 のターンオーバーを明らかにするために，光変換蛍光タンパク質 Dendra2 を用いた解

析を行った[3]。KINID1a-Dendra2 融合タンパク質を発現する安定形質転換系統を作出した。こ
の系統を用いて、細胞質分裂装置、先端成長制御装置での KINID1a-Dendra2 融合タンパク質の
ターンオーバー解析を行った。細胞骨格による KINID1 の局在制御を明らかにするために、微小
管の脱重合剤 Oryzalin 処理を細胞に行い、微小管を破壊した。また、アクチン繊維の脱重合剤
Latrunculin B 処理を細胞に行い、アクチン繊維を破壊した。それぞれの細胞骨格を破壊した
条件下で、KINID1a-GFP 融合タンパク質の局在を共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察した。
KINID1a と EB1 のタンパク質相互作用は、LexA-VP16 に基づく酵母 2−ハイブリッド系で検討し
た。 
 

(3) 細胞質分裂装置と先端成長制御装置へ移動する微小管関連因子の解析 
ヒメツリガネゴケのゲノムデータベースを用いて微小管関連因子を選抜し、黄色蛍光タンパ

ク質 Citrine 遺伝子をノックインして Citrine 融合タンパク質を発現させた。融合タンパク質
の局在を共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察した。また細胞質分裂装置および先端成長制御装
置に局在するタンパク質はエストロジェン誘導的遺伝子ノックダウン法[4]を用いて、因子の機
能解析を行った。 



 
４．研究成果 
(1) KINID1 の細胞質分裂装置と先端成長制御装置への移動解析 
KINID1a遺伝子座にGFP遺伝子をノックインして発現させたKINID1a-GFP融合タンパク質は、

細胞質分裂装置および先端成長制御装置に局在した。一方、KINID1a 遺伝子および GFP 遺伝子
の Coding region のみを連絡させた融合遺伝子を発現させた場合には、KINID1a-GFP 融合タン
パク質は細胞質分裂装置に局在したが、先端成長制御装置には局在しなかった。これらの結果
から、先端成長制御装置への KINID1a の局在は、KINID1a 遺伝子の非翻訳領域（UTR）が必要で
あることがわかった。特に、3’UTR を欠くが、5’UTR を連結している KINID1a-GFP 融合遺伝子
を発現させたところ、先端成長制御装置に融合タンパク質が局在したことから、先端成長制御
装置の移動には、KINID1a 遺伝子の 5’UTR が機能していることが示唆された。KINID1a mRNA
移動の関わるシスエレメントが 5'UTR に存在する可能性がある。 
タンパク質のドメインを欠失させた KINID1a を発現させたところ、モータードメインおよび

核移行シグナル（NLS）を欠失させた変異型 KINID1a-GFP 融合タンパク質は細胞質分裂装置に局
在せず、coiled-coil ドメインをもつ変異型 KINID1a-GFP 融合タンパク質のみが細胞質分裂装
置に蓄積することがわかった。従って、この Coiled-coil 領域が KINID1a の分裂装置への移動
に機能することが示唆されたため、細胞質分裂装置に対する KINID1a の移動は、KINID1a のタ
ンパク質自体が移動することが示された。Coiled coil ドメインはタンパク質多量体形成に関
わるため、KINID1a が Coiled coil ドメインを介して何らかのタンパク質と複合体になり、細
胞質分裂装置に移動するメカニズムが示唆される。 
 

(2)KINID1 の細胞質分裂装置と先端成長制御装置内での移動解析 
KINID1a-Dendra2 融合タンパク質を光変換させ、ライブイメージングにより KINID1a-Dendra2

融合タンパク質の動態を解析した。細胞質分裂では、細胞質分裂装置（フラグモプラスト微小
管）が細胞中央部から周縁部に拡大する。光変換した KINID1a-Dendra2 融合タンパク質は、フ
ラグモプラスト微小管の拡大に伴い細胞周縁部へ移動することが観察された。この結果は、
KINID1a がタンパク質レベルで細胞質分裂装置内を移動し、繰り返し利用されることを示唆し
ている。また、光変換したタンパク質は細胞質分裂装置のみに蓄積し、先端成長制御装置には
蓄積しないことがわかった。この結果は、KINID1a がタンパク質レベルで細胞質分裂装置に移
動することを支持している。 
先端成長では、先端成長制御装置の微小管束が 2-3 分の寿命で周期的に形成される。光変換

した KINID1-Dendra2 融合タンパク質は、伸長領域に 1 時間以上検出された。従って、
KINID1-Dendra2 融合タンパク質は、形成と消失を繰り返す微小管束よりも安定に存在し、微小
管束の形成に繰り返し機能することが示唆される。しかしながら、光変換された
KINID1a-Dendra2 融合タンパク質が 2-3 時間程度で消失すること、さらに新たに合成された
KINID1a-Dendra2 融合タンパク質が同様に 2-3 時間で蓄積することから、KINID1a は新たに合成
された KINID1a と数時間で入れ換わることが示唆された。KINID1a は mRNA として先端成長制御
装置へ移動する可能性を考慮すると、常に KINID1a mRNA が先端成長制御装置に運ばれ、そこで
局所的な翻訳が起こり、KINID1 がタンパク質として機能するメカニズムが考えられる。 
先端成長制御装置の微小管束への移動メカニズムについては、KINID1-Dendra2 融合タンパク

質と微小管重合端制御因子 EB1 が共局在することから、EB1 とともに移動する可能性が考えら
れた。KINID1a のアミノ酸配列には EB1 結合モチーフが認められるため、KINID1a が EB1 と相互
作用するか調べた。酵母 2ハイブリット系を用いて EB1 と KINID1a のタンパク質相互作用を検
討したが、この系では相互作用が検出されなかった。 
先端成長制御装置における KINID1 の局在制御を明らかにするために、微小管脱重合剤処理に

より微小管を破壊したところ、先端成長制御装置の微小管束に KINID1a は蓄積しなくなり、伸
長領域全体に広がった。このことは、KINID1a の局在は微小管に依存的であることを示してい
る。さらにアクチン繊維の脱重合剤処理によりアクチン繊維を破壊したところ、先端成長制御
装置に対する KINID1a の蓄積が消失し、KINID1a は細胞先端の細胞膜に沿うように広がった。
この結果から、KINID1a の局在は微小管のみならずアクチン繊維でも制御されていると考えら
れる。先端成長制御装置の細胞骨格に対する KINID1 の役割を明らかにするために、KINID1a お
よび KINID1b の二重遺伝子破壊を行った。その結果、微小管束の局在が不安定化するとともに
アクチン繊維束の局在も不安定化した。以上の結果から、KINID1 は微小管およびアクチン繊維
に依存して伸長領域中央の微小管束に蓄積すること、さらに KINID1 は微小管束の維持に機能す
るとともに，KINID1 がアクチン繊維束の局在も制御していることが示された[5]。 
 

(3) 細胞質分裂装置と先端成長制御装置へ移動する微小管関連因子の解析 
ゲノム情報を用いて選抜された因子の局在解析から、微小管生成複合体因子 augmin 8（AUG8）

が細胞質分裂装置および先端成長制御装置に局在することがわかった。AUG8 は 4つのパラログ
が存在するが、これらのパラログの機能をすべて阻害したところ、細胞質分裂装置の微小管量
が減少することがわかった。さらに、先端成長制御装置の微小管量が減少するとともに微小管
のダイナミクスが異常になることわかった。以上の結果から、AUG8 も KINID1 と同様に細胞質
分裂装置と先端成長制御装置の移動し、微小管生成に機能することがわかった。 
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