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研究成果の概要（和文）：植物細胞の分裂、伸長の方向は細胞表層の微小管の並びの向きによって決定される。
従来、微小管の並びの向きは細胞の縁の微小管安定化作用によって決まるとされてきた。微小管の並びの向きを
制御する研究の過程で、微小管の並び方向は細胞の縁により制御されるのではなく、細胞の形状そのものに影響
されることを明らかにした。さらに、細胞全周3Dタイムラプスイメージングにより、細胞分裂後に微小管が並ぶ
過程の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Orientation of plant cell growth and division is determined by microtubule 
arrays along the plasma membrane. The widely accepted idea is that stabilization of microtubules at 
the corners of the cell determine orientation of microtubules in a whole cell. During experiments 
for controlling microtubule orientation, I found that microtubule orientation is not controlled by 
the cell corners but by the cell shape. Furthermore, I demonstrated course of microtubule 
organization after cell division by whole cell 3D timelapse imaging.

研究分野： 植物細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の個体では個々の細胞が細胞壁によって繋がっているため、個々の細胞の分裂と伸長がどの方向で起こるか
は、個体全体の形を決める重要な因子である。本研究の成果により、細胞の伸長、分裂方向の決定機構の基本原
理を根本的に見直す必要があることがわかった。本研究の成果は植物の形がどのように決まるかを理解すること
につながる。将来、観賞用の植物や工業材料としての木材の性質のデザインを行う上で必要な基礎研究である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物の細胞質分裂は細胞板が細胞を２つに仕切る過程で、細胞表層におけるシグナルの形成と、

細胞板がシグナルに向かって伸長する過程に分けられる。どちらの過程にも微小管が大きく関
わっている。細胞表層におけるシグナルは分裂開始前にプレプロフェーズバンド（ＰＰＢ）と
呼ばれる微小管の帯により形成される。ＰＰＢは細胞膜上にシグナル分子を残す。染色体分離
の後に出現する細胞板はシグナル分子に誘導されて伸長する（Smertenko et al. 2017）。この
誘導メカニズムは不明だが、細胞板側から伸びる微小管が細胞膜側に存在するモータータンパ
ク質（キネシン）と相互作用することにより細胞板ガイダンスは起こるとのモデルが提唱され
ている。しかしながら、細胞板ガイダンスにおける微小管の役割はシロイヌナズナ突然変異体
の形質とタンパク質局在からの推測であり、証明はできていない。 
プレプロフェーズバンドの形成位置は間期の細胞質表層微小管の配列に依存する。間期の細胞

質表層微小管はどのようにして並ぶのだろうか？ 研究開始当初、細胞の縁の微小管安定性
の違いにより表層微小管の並びが決まると考えられていた。微小管が細胞の縁を越えて伸長
する時、微小管の脱重合が誘導されると、縁に直角な微小管は減少する。一方、縁を通過する
微小管が安定化されると縁に直角な微小管が増加する。微小管安定性を持つ縁の作用が細胞全
体に伝わり、結果として細胞全体の微小管の並び向きが決まると考えられていた。実際、コン
ピュータシミュレーションで縁を通過する微小管の通過率を制御すると、細胞全体の微小管配
列が変わった（Ambrose et al. 2011, Eren et al. 2010）。そのため、細胞の縁の微小管安定性
を制御すれば間期の微小管配列が変わり、結果としてプレプロフェーズバンドの向きが変わる
と考えた。 
そこで、オプトジェネティクスにより微小管の安定性を制御し、プレプロフェーズバンドの位

置や向きを改変する研究を考案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的は、植物の細胞板ガイダンスの分子機構の基礎的知見を得ることである。

このために、細胞板の伸長方向の人為的制御を行う。まず、微小管の安定性を改変する分子ツ
ールを作製し、開発したツールで間期の表層微小管の配列を制御することにより分裂面を人為
的に制御する。また、微小管の切断を誘導するツールも開発し、細胞板のガイダンス過程で微
小管を切断することにより分裂面の直接制御も目指す。 
 
３．研究の方法 
微小管は１３本のプロトフィラメントからなる中空の管で、それぞれのプロトフィラメントは

αβチューブリンへテロダイマーからなる。微小管が脱重合する時はプロトフィラメント間の
相互作用が失われて微小管末端が開裂し、ヘテロダイマーが解離する。細胞内で発現する微小
管結合タンパク質の多くは複数の微小管結合ドメインを持ち、微小管を表面で架橋することに
より微小管末端の開裂を防いで安定化する。このため、微小管結合タンパク質による架橋を人
為的に起こせば、微小管が安定化できると考えられる。 
人為的な架橋の方法として、改変 Lov ドメインと ePDZ の青色光依存的結合を利用した TULIPs

システム(Strickland et al. Nat. Methods 9:379-384, 2012)に着目した。植物微小管の蛍光
イメージングに使われる GFP-MAP4 は単一の微小管結合ドメインを持つ。このコンストラクトの
蛍光標識を緑色光で励起できる ｍCherry に変更し、末端に青色光照射で架橋する改変 LOV ド
メインを接続する（mCherry-MAP4-Lov）。この Lov ドメインに結合するペプチド配列（ePDZ）と
MAP4 を接続した ePDZ-MAP4 を発現させ、MAP4２つが微小管表面を架橋することにより微小管を
安定化する。 
微小管の安定性を変化させる実験と並行して、実験に使用するタバコ培養細胞の細胞隅部の微

小管配列を可視化する。これまで、タバコ培養細胞の微小管配列を３D で詳細に解析した報告
はなかった。そこで、ABiS の支援により北海道大学の２光子共焦点スピニングディスク顕微鏡
を用いて表層微小管配列の３D解析を行う。 
もう一つの実験として、微小管切断タンパク質カタニンと ePDZ を接続した改変カタニンを発

現させ、光誘導でカタニンを微小管上に局在させて微小管を人為的に切断することを目指す。 
 
４．研究成果 
(1)光照射により微小管上に GFP を局在させ
ることに成功した 
研究の第一段階として、mCherry-MAP4-Lov

を発現する細胞に ePDZ-GFP を発現させ、青
色光照射により GFPが微小管に結合するかを
調べた。GFP イメージング用の 488nm 照射を
行うと照射時間に応じて微小管上に GFPが蓄
積する様子が観察された（図１）。これは、
TULIPs システムが植物細胞でも働くことを
示した初めての結果である。 
しかしながら、mCherry-MAP4-Lov 発現量の

 

図１ 青色光照射による GFP の微小管上
への誘導。 



多い細胞では細胞形状が異常になったことから、使用した MAP4 配列は微小管結合ドメインを１
つしか持たないにも関わらず、微小管の安定性に影響を及ぼすと推測された。また、
mCherry-MAP4-Lov を１回目の形質転換で導入し、ePDZ-GFP を２回目の形質転換で行ったため、
mCherry-MAP4-Lov の発現が不安定であった。そこで、プロモータを P35s から Pnos に変更し、
ePDZ と Lov を１つの分子中に持つ ePDZ-mCherry-MAP4-Lov を発現させた。しかし、この融合タ
ンパク質を発現する細胞では、光依存的な mCherry の微小管上への結合は見られなかった。ま
た、隔膜形成体を持つ細胞に青色光照射しても細胞質分裂の速度に影響はなかった。発現系の
更なる検討が必要と考えられた。 
 
(2)細胞隅部の微小管並びは細胞全域に伝わらなかった 
 (1)の実験と並行して、タバコ培養細胞の間期の微小管を２光子スピニングディスク共焦点顕
微鏡により細胞全体を撮影して３D 再構築した。驚いたことに、円筒状の細胞の大部分は円周
に沿った微小管配列が見られるが、細胞の上下隅近傍は縁を通過する微小管が多数を占めてい
た。さらに、細胞縁で微小管を安定化させる因子である CLASP の局在を確認したところ、CLASP
は縁の微小管上に局在していた（図２）。これらの観察結果は、タバコ培養細胞の細胞縁は微小
管を安定化させる性質を持っているにも関わらず、縁の微小管安定化効果は細胞全域に伝わら
ないことを意味する。 
 上記の観察結果は従来の常識を覆す新
発見であり、微小管の配列メカニズムの解
明は細胞板ガイダンスの分子機構の基礎
的知見につながるので、どのようにして微
小管が円周に沿って並ぶのかを更に解析
した。植物の表層微小管は細胞分裂に伴っ
て消失し、分裂終了後に再構築されるため、
この過程を２光子スピニングディスク共
焦点顕微鏡で３D タイムラプス解析した
（村田 2018）。細胞分裂が終了すると細胞
核の表面から微小管が表層に到達した。核
の位置は細胞隅部から離れた円筒部であ
った。微小管は円筒部の表面に到達すると
表層中で伸長を続け、最終的に細胞全域に
広がった。円筒部の微小管は徐々に配列を
変化させ、円周方向に並んだ。隅部におい
ては微小管は隅を直角に通過し、そのまま残って隅に直角な微小管となった。これらの結果は、
円筒部の微小管は隅部と独立に自己組織化し、ひとたび配列が完成すれば隣接する隅部の影響
を受けないことで説明できる。この研究成果を日本植物学会第 81 回大会シンポジウムにて学
会発表した。 
 
(3)微小管切断タンパク質カタニンの可視化に成功した 
切断タンパク質カタニンを局在させて微小管を切断するため、カタニン融合タンパク質の局

在を検討した。まず、カタニン（KTN）cDNA の３‘端に蛍光タンパク質 mCitrine 遺伝子配列を
接続して KTN-mCitrine を構成的プロモー
ターで発現させたところ、細胞内の微小管
配列が網目状になり、細胞形態が異常にな
った。これは、発現させた KTN-mCitrine
が内生のカタニンに対してドミナントネ
ガティブ効果を持ったためと考えられる。
そこで、カタニンのプロモーターとコード
領域を含む約 10Kb のゲノム DNA のクロー
ニングを行い、コード配列先頭に mClover3
遺伝子を挿入して細胞形態と融合タンパ
ク質の局在を調べた。細胞形態は正常で、
既に報告のある通り mClover3 の蛍光は隔
膜形成体の細胞板から離れた側に検出さ
れた（図３）。しかしながら、mClover3 の蛍光は微弱だったため、mScarlet で微小管を標識し
た細胞では mClover3 蛍光が mScarlet 蛍光に隠されてしまい検出することができなかった。今
後、光誘導で局在を制御する前に、発現量を増やす工夫が必要と考えられる。 
 
まとめ 
 本研究では、研究開始時に信じられていた「細胞隅部の微小管安定性が細胞全域の微小管並
びを決める」との仮定が誤りであることがわかったため、隅部の微小管の安定性を制御するこ
とによる細胞分裂面の制御を行うことはできなかった。しかしながら、隅部が細胞全域の微小
管並びに決定的な役割を持たないという発見は、プレプロフェーズバンドの方向を決める機構

 

図２ タバコ CLASP は細胞縁に局在するが
微小管は円周に沿って並んだ。 
マゼンタ：微小管 緑：CLASP 

 

図３ タバコ培養細胞におけるカタニンの
可視化。隔膜形成体上に蛍光が検出された。 



の理解にとって非常に重要と思われる。本研究の最終的な目的に沿った研究を遂行できたと考
えられる。 
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