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研究成果の概要（和文）：微小管は、細胞分裂・細胞極性・形態形成など、多様な役割を果たす。本研究では、
線虫C. elegansの生殖腺における微小管ネットワークの構築原理を理解するため、γ-チューブリン複合体 (γ
-TuC)の新規構成因子で生殖腺特異的な役割をもつGTAP-1の解析を行った。その結果、gtap-1変異体は若い成虫
では異常は少ないが、加齢とともに表現型が悪化し、GTAP-1は生殖腺の微小管構造の維持に働いていることが分
かった。GTAP-1および-2は生殖腺膜上へのγ-チューブリンのリクルートに同程度に寄与するが、GTAP-1のみが
さらにγ-TuCの活性化制御に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Microtubule (MT) plays various roles in cellular functions such as 
cytokinesis, establishment of cell polarity and morphogenesis. The γ-tubulin complex (γTuC) is a 
major nucleation factor of MTs. We identified GTAP-1 and GTAP-2 as a novel component of C. elegans 
γ-tubulin complex (γTuC) for the efficient recruitment of γTuC to the centrosomes. To 
characterize the role of GTAP-1 and GTAP-2 in germline, we constructed the strain expressing 
fluorescent-tagged marker protein and observed with wild-type, gtap-1 and gtap-2 background. The 
gtap-1 mutant showed abnormal germline morphology and abnormal laid eggs in age-dependent manner. 
Even though both GTAP-1 and GTAP-2 involved in the efficient recruitment of the γ-tubulin onto 
plasma membrane of germline, only GTAP-1 might be involved the regulation of γTuC. These results 
indicate that GTAP-1 and GTAP-2 has different roles in the non-centrosomal MTOC in the specific 
tissues.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 微小管　gamma-tubulin complex　C.elegans

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、γ-チューブリン複合体（γTuC）構成因子であるGTAP-1とGTAP-2の生殖腺膜上の微小管形成中心に
おける役割が明確に異なることが分かった。さらにγ-チューブリンの局在量と微小管の表現型とが一致しない
ことから、局在化とγTuCの制御機構を分けられることを強く示唆する。
この結果は、線虫のみならず、他の動物種における組織特異的なγTuCによる微小管形成能の制御機構と組織形
成に関与する微小管ネットワーク構造の構築原理の理解する上で重要な知見となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

動物は、1 細胞の受精卵から、特定の時期に決まった配向に細胞分裂を繰り返し、個々の細

胞が組織特異的に分化して様々な器官をもつ個体となる。細胞骨格である微小管は、細胞分裂時

に紡錘体を形成するとともに、分化した細胞においては、神経細胞の軸索形成や細胞極性の確立、

繊毛形成など、組織・細胞種特異的に非常に多様なネットワーク構造を構築することで、分化し

た細胞の機能獲得と形態形成に必須の働きをする。しかし、分裂期の紡錘体微小管に比べて、時

期および組織特異的にノックダウンすることの難しさや個体内で実際に組織・器官の発生と分

子の動きを高い時間空間分解能でリアルタイムに観察することの難しさから、分化した細胞に

おける微小管動態制御の研究は立ち遅れている。 

微小管の重要な制御因子の一つが、マイナス端に結合する g-チューブリン複合体である。

g-チューブリン複合体は、微小管形成中心に局在すると、形成の鋳型となって微小管形成を促進

するとともに、そのまま微小管のマイナス端に結合し、微小管形成中心へのアンカーの役割を果

たす。申請者らは、線虫 C. elegans の g-チューブリン複合体の新規構成因子 GTAP-1, GTAP-2 を

同定し、中心体への g-チューブリンのリクルートに関与していることを明らかにしていた。 

さらに gtap-1 変異体において、雌雄同体成虫に産卵数が減少するとともに、生殖腺内の微

小管の配向が撹乱し、核配置および細胞膜の形成異常を見出していた。一方、gtap-2 変異体では、

生殖腺の形態や産卵数は野生型と同程度であったため、GTAP-1 には、生殖腺特異的な役割が強

く示唆されていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、線虫生殖腺をモデルに組織特異的な微小管ダイナミクスの制御機構を明らか

にすることを目指し、GTAP-1 の線虫生殖腺膜上の組織特異的な微小管形成中心(MTOC: 
Microtubule Organizing Center)における役割とγ-チューブリンの生殖腺膜上 MTOC への局在化

機構を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 生殖腺特異的に蛍光融合タンパク質を発現する線虫株を作製し、共焦点顕微鏡を用いて 4D
ライブイメージング観察を行った。野生型とともに、gtap-1, gtap-2 変異型バックグランドにおけ

るマーカータンパク質の局在解析および表現型観察を行った。 

 

４．研究成果 

(1) gtap-1 変異体は、加齢依存的に表現型が強くなる 

gtap-1 変異体は、雌雄同体成虫の生殖腺に異常が生じ、産卵数の低下が観察されていた。これら

の異常が発生のどの時期からおこるかを mCherry::TBB-2(微小管)、mCherry::γ-チューブリン、

GFP::PH ドメイン (生殖腺膜)のライブイメージングで追跡した。その結果、生殖腺が発達をは

じめる L4 期では大きな異常は確認できず、１日目の成虫の生殖腺内の生殖細胞の形態は、比較

的、野生型に近い形態が保たれていたが、2日目以降、著しい微小管の撹乱や細胞核の異常な配

置が確認できた。また、1 日目成虫の産卵数および胚性致死率は野生型と同程度であったが、2
日目以降に産卵数が著しく現象し、卵のサイズがばらつくとともに胚性致死率が上昇しており、

生殖腺の形態異常の推移と一致していた。このことから、GTAP-1 が、生殖腺膜上の MTOC から

の微小管ネットワーク構造の維持に関与していることが強く示唆された (Haruta, et.al., 2023) 。 

 (2) GTAP-1 と GTAP-2 の線虫生殖腺膜上MTOC へのg-チューブリン局在化の定量 



 

 

GTAP-1 と GTAP-2 の生殖腺膜上の g-チューブ

リンの局在化への影響を定量的に調べるため

に、mCherry::ヒストンと mCherry::γ-チューブリ

ンを生殖腺で同時に発現する線虫株を作製し、

gtap-1 および gtap-2 変異体とかけあわせた株を

樹立した。ヒストン量を内部コントロールとし

て、生殖腺膜上のg-チューブリンの局在量を定

量解析を行った結果、gtap-1 変異体では、野生

型の 50 %程度に、gtap-2 変異体においても 60 %
程度にまでg-チューブリンの膜上の局在量が減

少しており、GTAP-1 と GTAP-2 が、生殖腺膜上へ

のg-チューブリンのリクルートに寄与していることを定量的に示した(図 1, Haruta, et.al., 2023)。
gtap-2 変異体では、gtap-1 変異体と同程度のg-チューブリン局在量の低下はみられるものの、そ

の他の表現型は野生型とほとんど変わらない。このことから、GTAP-1 の役割は、g-チューブリ

ンのリクルートのみならず、g-チューブリン複合体の微小管形成能を活性化させるといった制

御段階にも関与していることが推測された。 

 (3)改良型 AID法（標的タンパク質分解法）の線虫株の作製 
AID法は、標的タンパク質に AID タグを導入し、Arabidopsis由来の TIR タンパク質を発現させ

た株とかけ合わせることで、オーキシン依存的に AID タグ化標的タンパク質を分解することが

可能となる。改良型 TIR を導入した線虫株を用いてオーキシン類似化合物を添加し、AID タグ

化標的タンパク質を効率よく分解することを確かめた（Negishi, et.al., 2022）。さらにこの手法を

元に、標的タンパク質の分解とその影響をリアルタイムで追跡できるように、ヒストンや微小管

などの蛍光マーカータンパク質を TIR と同時に発言させる線虫株を作製した。gtap-1; gtap-2 二
重変異体は、様々な表現型が生じる一方で、どの段階で影響が出ているのか定かではない。その

ため、今後は、gtap-2 変異体下で GFP::AID::GTAP-1 時期特異的にノックダウンし、ライブイメ

ージングで追跡することで、各発生段階における微小管や各配置の影響を調べる。 

 (4)タンパク質近接ラベル化法によるg-チューブリン複合体の生殖腺膜上 MTOC への局在化因

子の探索 

g-チューブリン複合体の生殖腺膜 MTOC への局在化機構と微小管ネットワーク構造の構築機構

を明らかにするために、局在化因子のの探索を、タンパク質近接ラベル化法 (TurboID) 法を用

いて行った。生殖腺膜上に局在化し g-チューブリン複合体の活性化に関与する可能性が示唆さ

れている NOCA-1 タンパク質にビオチン化酵素を融合させて生殖腺特異的に発現させ、ビオチ

ン化したタンパク質を精製してマス解析を行った。その後、候補遺伝子を RNAi でノックダウン

して表現型解析を行った結果、生殖腺内の微小管に大きな影響を与える因子としてカゼイン用

キナーゼとチューブリンのシャペロニンタンパク質を絞り込んだ。これらのタンパク質因子と

g-チューブリン複合体との関係性については今後の課題である。 
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