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研究成果の概要： 
植物細胞においては、微小管の秩序だった構築は細胞の伸びる方向の制御や細胞分裂におけ

る細胞板形成に働く。微小管は中心体から生じると考えられているが植物細胞は中心体を持た

ないので、どのようにして微小管を構築するのかは謎だった。私は 2005 年に植物細胞の微小

管が既存の微小管の上から枝状に伸び出すことを見いだし、本研究を開始した。本研究では細

胞板形成における微小管の形成機構とその役割を調べ、微小管の枝分かれが細胞板の発達に働

くことを明らかにした。また、その後の微小管の再構築に働く遺伝子を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
中心体を持たない植物細胞がどのように

して微小管を作るのかは長年の謎であった。
我々は、表層微小管列の微小管は既存の微小
管から斜め４０°の枝分かれ状に伸び出す
こ と に より 生 じる こと を 見い だ した
（Murata et al. 2005, Nature Cell Biology）。
この微小管の枝分かれ形成においては、微小
管重合核として知られているγチューブリ
ンが微小管に結合し、新たな微小管を作るこ
とがわかっている。 

細胞内で微小管の並ぶ方向は環境要因や
内的因子により変わる。それでは、枝分かれ
による微小管の供給は微小管の再編成にど
のように関与しているのだろうか。また、微
小管の供給が微小管の再編成に関与してい
るなら、γチューブリンの微小管への結合は
どのようにして制御されているのだろうか。
本研究計画においては、１）微小管の再構築
が起こる時の微小管およびγチューブリン
の挙動を解析し、２）γチューブリン結合タ
ンパク質の同定と解析を行うことにより、植
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物微小管の構築機構の全貌に迫る。 
 
２．研究の目的 
(1) 微小管再構築時の微小管枝分かれの解析 

細胞板構築を解析系として微小管枝分か
れを基盤とした微小管再構築の全体像を明
らかにする。細胞板は隔膜形成体と呼ばれる
構造体の内部で作られる。隔膜形成体は微小
管を大量に含み、微小管依存の輸送が細胞板
構築に必須である。隔膜形成体中の微小管の
再構築機構を微小管の枝分かれに注目して
解析する。 
 
(2) γチューブリン複合体の微小管結合に必
要な因子の同定 

タグ付きγチューブリン複合体タンパク
質を発現させた形質転換シロイヌナズナ培
養細胞を用い、細胞質抽出液からγチューブ
リン複合体を単離し、結合タンパク質を解析
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞板形成における微小管の形成とその

後の再構築の分子機構の解析 
① タバコ培養細胞を用いたイメージング

解析 
タバコ培養細胞 BY-2 は細胞同調が可能で

あり、GFP 発現細胞を用いて顕微鏡下での微
小管の詳細な観察が可能であることから、イ
メージング解析には好適な材料と考えられ
る。既存の GFP チューブリン発現細胞に加
え、微小管プラス端マーカーGFP-EB1 発現
細胞を作成し、細胞板構築時の微小管の挙動
を詳細に解析する。また、マイクロインジェ
クション法を用いて抗γチューブリン抗体
を注入し、微小管枝分かれを阻害したときの
微小管の挙動を調べる。 
 
② ヒメツリガネゴケを用いた微小管安定

性を制御する因子の解析 
連携研究者の日渡はヒメツリガネゴケの

細胞板に局在する新規キネシン（KINIDs）、
新規ユビキチン様タンパク質（UBLs）をす
でに発見している。これらの遺伝子の解析を
通して形成後の微小管の再構築機構を明ら
かにする。 
 
(2) γチューブリン結合タンパク質の同定 

シロイヌナズナ培養細胞の細胞質抽出液
調整法を確立し、抗γチューブリン抗体を用
いた免疫沈降法によりγチューブリン結合
タンパク質を同定する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞板形成における微小管の形成とその

後の再構築の分子機構の解析 

① タバコ培養細胞を用いたイメージング
解析 
細胞質分裂における隔膜形成体発達時の

微小管とγチューブリンの挙動を解析した。
タバコ培養細胞から隔膜形成体を単離し、γ
チューブリンの局在と微小管の枝分かれを
電子顕微鏡で調べたところ、隔膜形成体は微
小管枝分かれ構造を含み、枝分かれの場所に
はγチューブリンが局在していることがわ
かった。マイクロインジェクション法を用い、
タバコ培養細胞に抗γチューブリン抗体を
注入することに成功した。抗γチューブリン
抗体は細胞板の拡大を阻害した。伸長中の微
小管先端のマーカーである GFP-AtEB1b を
用いて、抗γチューブリン抗体の微小管伸長
に対する効果を調べたところ、抗γチューブ
リン抗体は伸長中の微小管の数を大きく減
らすことがわかった。これらの解析により微
小管枝分かれ形成が隔膜形成体の発達を介
して細胞板の発達に働くことが示された。 
 枝分かれにより形成された微小管がその
後どのように再配置され、細胞板の拡大に働
くかを解析した。GFP チューブリンのライブ
イメージングにより、隔膜形成体を構築する
微小管の側面から微小管が伸び出す様子が
捉えられた。伸び出した微小管は互いに架橋
し、隔膜形成体の表面に取り込まれた。
GFP-AtEB1b で標識される微小管は隔膜形
成体内を様々な方向に伸長していた。微小管
の安定性を GFP の退色を利用して調べたと
ころ、隔膜形成体の外縁の微小管は他の微小
管に比べて安定なことがわかった。隔膜形成
体の外縁の微小管が内部に比べて安定なこ
と、隔膜形成体の微小管が微小管依存で形成
されることの２つから、隔膜形成体の微小管
が微小管の重合・脱重合に伴って隔膜形成体
外側に集積することが考えられた。 
 GFP-AtEB1b 発現株の作成は東京大学大
学院新領域創成科学科の佐野敏夫助教、馳澤
盛一郎教授、マイクロインジェクションは名
古屋大学大学院理学研究科の東山哲也教授、
微小管先端の追跡と微小管安定性の解析は
基礎生物学研究所の野中茂紀准教授との共
同研究により行った。 

 
② ヒメツリガネゴケを用いた微小管安定

性を制御する因子の解析 
電子顕微鏡観察により、ヒメツリガネゴケ

の隔膜形成体は赤道面に微小管架橋が多数
存在することがわかった。微小管架橋部には
KINIDs の局在が見られ、遺伝子破壊株では
約 2 割の細胞が多核となった。KINIDs は微
小管の架橋を介して細胞板の正常な発達に
働くものと考えられる。興味深いことに、シ
ロイヌナズナのオーソログ遺伝子 PAKRP2
では API1 遺伝子破壊株を相補できないこと
がわかった。この結果を含め、Plant Cell 誌



 

 

に研究成果を発表した（Hiwatashi et al. 
2008）。 

UBLs(Ubiquitin-like proteins)はヒメツリ
ガネゴケの細胞板領域に局在するタンパク
質である。遺伝子破壊株を作成すると多核の
細胞が増加するため、細胞質分裂の進行に役
割を担っているものと考えられた。遺伝子破
壊株の微小管を GFP チューブリンを用いて
詳細に解析したところ、UBL 遺伝子破壊株は
隔膜形成体内部の微小管架橋の解除が阻害
されていることがわかった。遺伝子破壊株の
細胞板は厚くなったことから、UBL 遺伝子産
物は細胞板の形成を介して細胞質分裂の進
行に働くのでなく、隔膜形成体の架橋微小管
に直接作用し、架橋の解除を誘導するものと
考えられた。 
 
(2) γチューブリン結合タンパク質の同定 

形質転換可能なシロイヌナズナ培養細胞
（系統名 Alex）を用い、細胞質抽出液調製の
予備実験を行った。Alex からプロトプラスト
を調製し、脱液胞化処理してミニプロトプラ
ストを単離することに成功した。一方、従来
用いていたタバコγチューブリンに対する
抗体はシロイヌナズナγチューブリンに反
応しないことがわかった。そこで、シロイヌ
ナズナγチューブリンに対する抗ペプチド
抗体を作成することにし、ウサギに免疫を行
った。しかし、γチューブリンに特異的に反
応する抗体は得られなかった。Alex の安定的
維持も難しく、培養中に細胞が細胞塊を形成
するようになったため、研究方針を変更して
(1)の研究に集中することにした。 
 
(3) 総括 
 本研究において、これまでほとんど不明で
あった細胞板形成時の微小管挙動を明らか
にすることができた。また、微小管の枝分か
れが細胞内で実際に大きな役割を担ってい
ることを示すことができた。植物の細胞質分
裂の進行に関与する因子はいくつか同定さ
れているが、その具体的な役割はわかってい
ない。今回得られた知見をもとにして因子の
解析を行うことにより、細胞質分裂の分子機
構が明らかになることが期待される。 
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