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研究成果の概要（和文）：微小管は細胞分裂、細胞運動など、さまざまな細胞機能に必須の役割

を果たす。我々は、動物培養細胞を用いた実験を通じて、分裂期の微小管を増幅するために必

須のタンパク質複合体「オーグミン」を同定した。オーグミンの機能解析により、微小管増幅

が染色体の整列、分配のみならず、細胞質分裂の完了に必要であることが明らかになった。さ

らに、生成した微小管を十分な長さにまで重合するのに必要な新規遺伝子「センティン」を発

見した。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：	
 	
 Microtubules are dynamic polymers made from α/β-tubulin dimers, 
and are crucial for various cellular events such as cell division, motility or organelle transport.  
Since the discovery of γ-tubulin, attention has been focused upon its role as a microtubule 
nucleator at the centrosome.  However, recent observations revealed that spindle microtubules 
can also be generated by non-centrosomal pathways.  A prior RNAi screen in Drosophila S2 
cells identified 8 novel genes (Dgt2-9) that are required for localizing γ-tubulin to spindle 
microtubules.  We showed that the Dgt proteins interact, forming a stable complex, which we 
named “augmin”.  Reduced spindle microtubule generation after augmin RNAi, particularly 
in the absence of functional centrosomes, has dramatic consequence on mitotic spindle 
formation and function, causing reduced kinetochore-fiber formation, chromosome 
misalignment, and spindle bipolarity defects.  We also identified the human augmin complex 
of 8 subunits and showed that it interacts with the γ-tubulin ring complex (γ-TuRC).  A link 
between augmin and γ-TuRC is likely critical for these functions, since mutants of augmin or 
γ-TuRC that attenuate their interaction did not restore function in vivo.  Our results suggested 
that γ-tubulin’s most important mitotic function may lie within the spindle, where augmin and 
γ-tubulin function cooperatively to amplify the number of microtubules.  In human cells, we 
also showed that augmin-dependent de novo microtubule generation in the interchromosomal 
region during anaphase is important for central spindle formation.  Generation of 
interchromosomal microtubules and subsequent formation of the central spindle occurred 
independently of pre-anaphase microtubules or centrosomal microtubule nucleation.  Based 
upon these results, a new model for central spindle assembly was proposed.  Finally, we 
identified a novel protein “Sentin” that is localized at the growing end of microtubules via 
binding to EB1 protein.  Sentin depletion in Drosophila S2 cells, similar to EB1 depletion, 
resulted in the increase in microtubule pausing and led to the formation of shorter spindles, 
without displacing EB1 from growing microtubules.  We demonstrated that Sentin’s 
association with EB1 is critical for its plus-end localisation and function; furthermore, the EB1 
phenotype was rescued by expressing an EBN-Sentin fusion protein in which the C-terminal 
cargo-binding region of EB1 was replaced with Sentin.  These results indicated that EB1 
promotes dynamic microtubule behavior by recruiting the cargo protein Sentin to the 
microtubule tip.	
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１．研究開始当初の背景	
 

ヒトを含む高等動物細胞においては、一般に

微小管は主に中心体より生成される。一方で

近年、中心体非依存的に、既存の微小管に依

存して新たな微小管が生成されることが酵

母、植物、動物細胞で報告された。この場合、

微小管生成の核となる因子「γチューブリン」

複合体が既存の微小管上に局在し、ここで新

たな微小管を生成する核として働くという

モデルが立てられていた。この機構の動物細

胞分裂での重要性は示唆されたが、詳細は明

らかではなかった。また、γチューブリンを微

小管上に局在化させる分子メカニズムは何

ら明らかにされていなかった。我々は、ショ

ウジョウバエ培養細胞を用いて全ゲノム

RNAi スクリーニングを行い、分裂期スピンド

ルの形態異常を引き起こす遺伝子を網羅的

に 205 同定した（Goshima	
 et	
 al.	
 2007）。そ

の中で、γチューブリンのスピンドルへの局在

化に異常を引き起こす８つの新規遺伝子

「Dgt2̶Dgt9」を発見した。Dgt 遺伝子の１つ

には明確なヒトホモログが存在した。Dgt 遺

伝子の網羅的機能解析を通じて、微小管依存

的微小管生成機構の分子メカニズム、さらに

その細胞あるいは個体内での役割を明らか

できると考えた。	
 

	
 
２．研究の目的	
 

微小管はチューブリンの重合により生まれ

る重合体であり、細胞分裂、細胞内輸送、細

胞極性化、細胞運動など、さまざまな細胞機

能に必須の役割を果たす。最近、動物細胞分

裂期のスピンドル微小管が生まれるのに３

つの異なる経路	
 ̶中心体、染色体、および

微小管依存性のもの̶	
 が存在することを明

らかになった。しかしながらいずれの経路も

分子レベルの理解には至っていない。特に

「微小管依存性微小管生成機構」に関わる

Dgt2-Dgt9 遺伝子は最近、我々が発見し、命

名した。そこで、高解像度イメージング、機

能アッセイおよび生化学的解析をもとに、

Dgt の分子機能および生体における役割の理

解を目指した。これらの研究により、細胞内

でいかにして微小管が生成されるのかとい

う細胞生物学上の根本的な疑問の解明に貢

献できるのではないかと考えた。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

本研究で用いた細胞生物学的、生化学的方法

を列挙する。	
 

・ ショウジョウバエ S2 培養細胞を用いた

RNAi、免疫染色、スピンイングディスク型

共焦点顕微鏡を用いた生細胞イメージン

グ、免疫沈降	
 

・ ヒト HeLa 培養細胞を用いた RNAi、免疫染

色、生細胞イメージング、免疫沈降	
 

・ 大腸菌、バキュロウイルス感染昆虫細胞に

おけるタンパク質発現とアフィニティー



精製	
 

・ 免疫沈降物同定のための質量分析法

（LC/MS/MS）	
 

・ 全反射顕微鏡を用いた in	
 vitro 微小管重

合アッセイ	
 

	
 
４．研究成果	
 

高解像度イメージング、機能アッセイをもと

に、Dgt 遺伝子の生体における役割の理解を

目指した。まず、Dgt2-9 タンパク質が安定し

た複合体（「オーグミン」と命名した）とし

て分裂期の微小管増幅、染色体整列などに必

須の役割を果たしていることを見出した。ま

た、ヒト Dgt6 遺伝子を同定し、ヒト培養細

胞において同様の機能を果たしていること

を明らかにした（Goshima	
 et	
 al.	
 2008）。次

に、ヒト Dgt 遺伝子の生化学的同定、機能解

析をさらに進め、８つの Dgt タンパク質によ

り構成されるヒトのオーグミン複合体の同

定にも成功した。また、ヒトのオーグミンが

分裂期に、γチューブリン複合体と相互作用

するという知見も得られた。これらの結果に

基づき我々は、オーグミンとγチューブリン

が協調して分裂期微小管の増幅を担うとい

うモデルを提唱した（Uehara	
 et	
 al.	
 2009）。	
 

	
 我々はまた、ヒト培養細胞においては、オ

ーグミンを欠損させると細胞質分裂に顕著

な異常が出ることを見つけた。そこで、この

細胞質分裂異常の原因を調べるべく、細胞生

物学的研究を展開した。微小管脱重合・再重

合アッセイ、微小管先端のライブイメージン

グ実験および定量的解析により、我々は、１）

オーグミン複合体およびハープと呼ばれる

タンパク質が、分裂後期に分配途上の染色体

近傍で新たに微小管を生み出すのに必要で

あること、２）この後期に新たに生まれた微

小管が中央スピンドルと呼ばれる構造体の

構築に重要な貢献を果たすこと、３）一方、

中心体微小管の寄与は限定的であること、を

見出した。従来、中央スピンドルの構築過程

において、染色体近傍で新たに微小管が生成

されるということはほとんど想定されてお

らず、我々の発見は、細胞分裂後期の重要イ

ベントに新たな知見をもたらした（Uehara	
 

and	
 Goshima,2010）。以上のように、オーグ

ミンの機能解析を通じて、細胞内でいかにし

て微小管が生成されるのかという細胞生物

学上の根本的な疑問の解明に貢献できたと

考える。	
 

	
 次に我々は、生成した微小管を十分な長さ

にまで重合するのに必要な新規遺伝子に着

目して研究を進めた。ショウジョウバエの培

養細胞でこの遺伝子産物の細胞内局在を調

べたところ、細胞周期を通じて、伸長する微

小管の先端（プラス端）に局在していた（こ

の因子を「センティン」と命名した）。セン

ティンをノックダウンすると微小管のプラ

ス端ダイナミクスは劇的に抑制された。細胞

内での免疫沈降実験や精製タンパク質を用

いた試験管内結合実験により、センティンが

微小管の先端重合・脱重合のマスターレギュ

レーターである EB1タンパク質と直接相互作

用することを見出し、また、この結合がセン

ティンの機能に重要であることをキメラ遺

伝子を用いた実験で明らかにした。EB1 はこ

れまで、微小管ダイナミクス制御の中心プレ

イヤーであることがわかっていたが、EB1 自

体に強い微小管重合・脱重合活性は見出され

ておらず、実際にどのようなメカニズムで微

小管の制御をしているかは不明であった。

我々の研究結果は、EB1 がセンティンという

これまで未発見だったタンパク質を微小管

先端にリクルートすることで微小管の制御

を行っていることを示している。これらの結

果から、微小管ダイナミクスの制御機構につ

いて新しい知見をもたらしたと考えている

（Li	
 et	
 al.	
 論文印刷中）。	
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