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研究成果の概要： 
 
 動物は微小管形成の制御装置として中心体を持つが、植物は中心体なしで微小管形成を行っ
ている。本研究では、微小管の重合開始に必要なγチューブリン分子とγチューブリンが作る
微小管端のキャップ構造に注目して、植物特有の微小管形成システムは何かを調べた。その結
果、被子植物ではキャップ構造が不安定なことが示唆できた。また、コケ・シダ・裸子植物で
保存され、被子植物で変化するγチューブリン分子表面に存在する十数個のアミノ酸が見つか
った。キャップ構造の安定性とγチューブリン構造の変化との関係は今後の課題となった。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 18,300,000 5,490,000 23,790,000 

２００６年度 9,700,000 2,910,000 12,610,000 

２００７年度 9,100,000 2,730,000 11,830,000 

２００８年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

  年度    

総 計 39,600,000 11,880,000 51,480,000 

 
 
研究分野：生物学、植物形態学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・形態構造 
キーワード：(1) 植物 (2) ナノマシン  (3) 細胞・組織  (4) 生体分子  (5) ガンマチュー
ブリン (6)  微小管形成中心 (7) 電子線トモグラフィー 
 
１．研究開始当初の背景 
 なぜ植物は中心体を持たないのに細胞分
裂が正常に行われるのか？この古典的な細
胞学の問題は未解決である。動物の中心体に
は、中心粒の周りに微小管形成の核になるγ
チューブリン・リング複合体が多数存在し、
微小管のマイナス端はγチューブリン・リン
グ複合体でキャップされている。植物でもγ
チューブリンが微小管形成中心(microtubule 

organizing center: MTOC)として機能して
いると考えられているが、詳細は不明である。
我々は加圧凍結法で組織を瞬時に凍結し、凍
結置換・樹脂包埋後、電子線トモグラフィー
法でナノレベルで立体的に観察し、高等植物
の微小管端にγチューブリン・リング複合体
と思われるキャップ構造を観察した。これは、
高等植物でもγチューブリン・リング複合体
が MTOC として働いていることを示唆して
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いる。動物やカビの MTOC は１点に集中し
ているが高等植物では MTOC は分散して存
在する。コケの仲間では、中心体を持つ動物
型の MTOC から高等植物型の分散した
MTOCまで、様々なMTOCが知られている
が、これらの MTOC と思われる場所には、
常にγチューブリンが局在している。そのた
め、陸上植物の進化過程で見られる MTOC
をγチューブリに注目して調べることで、高
等植物特有の微小管形成システムはどのよ
うなものか、また、どのように作られて来た
かのヒントが得られる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ライブイメージング法と加圧
凍結・電子線トモグラフィー法を併用した微
小管端の解析と、γチューブリン分子に注目
した構造、機能解析を通じて “なぜ陸上植
物は中心体なしの微小管形成システムを構
築するようになったのか”という疑問に答え
るヒントを得ることを目的とする。具体的に
は、(1)高等植物特有の微小管形成の仕組みは
どのようなものか、(2)陸上植物の進化の過程
でγチューブリンの構造と進化がどのよう
に変化して来たかを明らかにすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノレベルの構造解析：加圧凍結装置で
組織を瞬時に凍結し、凍結置換後 Spurr樹脂
に包埋、250 nm厚の切片を作製、コロラド
大学と大阪大学の超高圧電子顕微鏡あるい
は加速電圧 300kV の電子顕微鏡を使って、
+60 度から－60 度まで試料を傾けながら連続
画像を取得し、IMODソフトでトモグラムを
作製、解析した。 
 
(2) ライブイメージング：微小管および関連
分子のダイナミクスの観察には、共焦点レー
ザー顕微鏡システム（C1, Nikon）と TIRF
光学系システム（Nikon）を一つの倒立顕微
鏡に装備した顕微鏡を使用した。対物レンズ
は N.A.1.2, x60の水浸、あるいは N.A.1.49, 
x100の油浸レンズを使用した。 
 
(3) γチューブリンの構造の解析：裸子植物
（イチョウ、ソテツ、スギ、マオウ）、シダ
植物（ホウライシダ）、緑藻（オオシャジク
モ）のγチューブリン cDNA からアミノ酸配
列を決定しした。材料の提供などで二村典宏、
篠原健司（森林総合研）、岡田岳人、関田節
子（徳島文理大）、新免輝男（兵県大）、嶋村
正樹（広島大）、紅朋浩（名大）、三村敏郎（神
大）、和田正三（九大）博士から協力を頂い
た。 
 
(4) γチューブリンの機能の解析：植物γチ

ューブリンが分裂酵母γチューブリンの機
能をどの程度相補できるかを調べるため、分
裂酵母のγチューブリン遺伝子を破壊し、プ
ラスミドでγチューブリン遺伝子を発現さ
せた分裂酵母株を用い、分裂酵母γチューブ
リンの代わりにシロイヌナズナ、イチョウ、
オオシャジクモγチューブリンを発現する
株を作製し、成長速度と細胞形態を観察した。
また、これらの株には、あらかじめ GFP を
tubulin遺伝子に導入しておき、GFPの蛍光
で微小管の分布を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 電子線トモグラフィー法による微小管
端のキャップ構造の解析：蛍光ラベルした分
子のライブイメージングの研究から、動物の
中心体に存在する微小管端は比較的安定な
のに対し、高等植物の間期表層微小管では、
新しく重合した微小管のマイナス端は不安
定で、すぐに重合・脱重合を開始することが
報告されていた。そこでまず、加圧凍結した
タマネギ子葉表皮を用い、電子線トモグラフ
ィー法で比較的大きな領域の細胞表層がナ
ノレベルで立体観察できるトモグラムを作
製した（図１）。これにより、一つのトモグ
ラムで 30~50 個の微小管端の構造を区別で
きるようになった。これを使ってタマネギ子
葉表皮の微小管端の構造を定量解析した結
果、微小管端がγチューブリン・リング複合
体と思われる構造でキャップされているも
のは、間期表層微小管で 10%弱であった。こ
れは、植物微小管は両端で重合・脱重合しな
がら移動するという考えと一致していた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. トモグラムからの微小管端の検出方法 

 (A) のトモグラムの切片像（A 右）の矢印の部分を拡

大し、(B)に示す方法で立体的に回転して微小管端のキ

ャップ構造を検出できる（B右）。A右図は 1 pixel が 

1 nm で、2000 pixel x 2000 pixel の画像。 



 

 

 (2) 緑色植物γチュ－ブリンの構造と機能
の比較：陸上植物、特に、進化の過程で中心
体が消失する時期に当たる裸子植物に注目
して、γチューブリンの構造変化が陸上植物
の微小管構築システムの変遷と関連あるの
かどうか調べた。その結果、中心体のない植
物（スギ、マオウ）も中心体のある植物（イ
チョウ、ソテツ）も、γチューブリンのアミ
ノ酸配列ではともに被子植物よりもシダ・コ
ケ植物に近いことが分かった。コケ・シダ・
裸子植物で保存され、被子植物で変化するγ
チューブリンのアミノ酸残基が十数個あっ
た。これらのアミノ酸残基は分子表面に存在
するため、これらのアミノ酸の変化がγチュ
ーブリン・リング複合体（キャップ構造）の
安定性に影響を与える可能性が考えられた。
一方、分裂酵母のγチューブリン遺伝子を高
等植物シロイヌナズナのγチューブリン遺
伝子と入れ換えた形質転換分裂酵母を作製
すると、温度条件によってその生育速度と形
態が変化し、高等植物γチューブリンは完全
には分裂酵母γチューブリンの機能を相補
することができないことが分かっている（図
２左）。そこで、この手法を用いて、注目し
ているアミノ酸の変化から考えて、被子植物
と構造が異なっていると予想できる裸子植
物イチョウと緑藻シャジクモのγチューブ
リンが分裂酵母γチューブリンの機能を相
補できるかどうか調べた。その結果、分裂酵
母のγチューブリン機能の一部が、陸上植物
の進化の過程で徐々に失われて来たことが
分かった（図２）。 
 

 
 
図２. 植物γチューブリンを発現させた分裂酵母微

小管 左から、シロイヌナズナ、イチョウ、オオシャジ

クモ、分裂酵母のγチーブリンを発現させた株。上段は

発現株の間期微小管の様子を示す。分裂酵母の間期微小

管は数本の束となって存在するが、左端の株では１本の

太い束になり、先端成長が異常になり、細胞の形も変形

する。下等植物になるほど、徐々にこの異常が少なくな

る。 

 

(3) ライブイメージング法の検討： 微小管
のダイナミクスを観察する目的で、共焦点レ
ーザー顕微鏡と TIRF光学系システムを一つ
のソフトで制御するシステムの構築を試み
た。その過程で、二つの光学系にズームレン
ズ等を組み込むことで、約５倍の大きさの異
なる像を得られることが分かった。これらの
像を交互に撮影して観察することを試みた
が、実用化できる形にするには、更なる改良
が必要なことが判明した。そこで、新たに本
計画とは別のプロジェクトを立ち上げ、昨年
度後半から開発を開始した。 
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