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研究成果の概要（和文）：植物細胞の増殖と組織における形づくりは微小管構造変化による正確な細胞分裂の制
御に委ねられている。微小管形成装置と微小管切断装置が重要と考えられるが、分裂中に機能を阻害することが
できないためこれまで解析されてこなかった。本研究では、ライブイメージング中のタンパク質機能阻害技術の
確立に挑戦した。低い温度でタンパク質を分解できるlt-degronを利用することで、微小管形成因子を消失させ
ることに成功した。この技術をライブイメージングと組み合わせることで、これまで困難であった時期特異的な
タンパク質の機能を解析することが可能になる。

研究成果の概要（英文）：The regulation of cell division, primarily regulated by microtubules, is 
crucial for the plant growth and development. The mechanism underlying the assembly and disassembly 
of microtubule structures in plant cells remains unknown. In this research, we attempted to 
establish a technique to impede protein function during live cell imaging. Through the utilization 
of the lt-degron system, which facilitates protein degradation at low temperatures, we successfully 
diminished microtubule nucleating factors. This innovative integration of technology with live cell 
imaging provides a promising tool for analyzing the spatiotemporal function of proteins.

研究分野： 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
機能欠損株が致死であったり、複数の工程で利用されているタンパク質の時期特異的な機能を解析することは、
従来の遺伝学的手法では困難であった。今回、我々は誘導的なタンパク質分解システムを利用することでライブ
セルイメージング中に狙った時間と場所でタンパク質を不活化させる技術確立を目指した。低温でタンパク質分
解が誘導されるlt-degronを利用することで、比較的植物体に影響が少ない状態でタンパク質分解が誘導でき
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 

 細胞骨格の一つである微小管は細胞周期に応じてその構造を変化させ、細胞分裂や細胞

分化など生物の生存に必須な活動に寄与している。微小管はα,βチューブリンからなる極

性を持ったタンパク質のポリマーであり、中心体から放射状に形成される微小管は多く研

究されその説明は進んでいるが、中心体のような微小管形成中心に依存しない微小管構造

がどのように構築されるかは未だ謎が多い。植物細胞には中心体がなく間期、分裂期ともに

微小管形成中心非依存的に、表層微小管・分裂準備帯・紡錘体・隔膜形成体といったその特

徴的な構造を構築する (図１)。細胞周期に沿って、微小管構造体は移り変わり再配置され

機能しているが、その推移の

詳細な分子メカニズムはよ

くわかっていない。例えば、

どのように微小管はその構

造体を紡錘体から隔膜形成

体に変化していくのか？植

物細胞の分裂過程において

重要な機構であるにもかか

わらず詳細は理解されてい

ない。 
 
 
２．研究の目的 

 近年の研究から、微小管形成に関わるγチューブリン複合体と微小管を切断するカタニ

ンがそれぞれ細胞分裂に重要であり、細胞分裂中の各微小管構造体に局在していることが

報告されている。興味深いことにγチューブリン複合体とカタニンは細胞分裂後期の紡錘

体極側への集中した局在も確認されている。微小管形成と微小管切断の物理的・機能的相互

作用が細胞分裂の微小管構造体構築に重要と考えられるが、局在は確認され重要性は理解

できるものの、紡錘体や隔膜形成体の形成過程や各構造体への移り変わりに微小管形成と

切断がどのように関わっているかは研究されていない。これまで解析が困難であった理由

は二つ考えられる。一つは、シロイヌナズナの微小管形成因子である GCP2 の機能欠損変異

株や NEDD1 機能欠損変異株、GIP1 機能欠損変異株が致死であることが挙げられる。このた

め、微小管形成因子の機能異常が細胞や個体レベルでどのような影響を与えるかを解析す

ることが困難であった。二つ目は、 カタニンによる微小管切断機構は細胞周期を通してあ

らゆる微小管構造で時間的空間的に制御され利用されているため、それぞれでの機能をカ

タニンの機能が常に欠損した変異体を解析し理解することは不可能であることである。こ

の問題を乗り越えるためには、狙った時間と場所でタンパク質を不活化させる必要がある。

そこで本研究では、γチューブリン複合体とカタニンの時間的空間的な機能を理解するこ

とを目的とし、γチューブリン複合体やカタニンの相互作用因子の探索、植物細胞での生体

イメージング中のタンパク質不活化技術の確立に挑戦した。 
 

３．研究の方法 

 細胞分裂期における微小管構造体の構築や、一つの構造から次の構造への再配向におけ



る微小管形成と微小管切断の機能を明らかにするため、時間的空間的なタンパク質機能阻

害技術の確立を目指した。標的タンパク質を迅速かつ条件的に不活化する方法に、N末端に

熱誘導性 degron を付加する方法が知られている (Sanchez-Diaz et al., 2004)。近年、

Faden らのグループから、熱誘導性の N末端ルール経路を改良した低温度でコントロールで

きる N末端タンパク質分解シグナル (lt-degron) が報告された (Faden et al., 2016)。

植物の生存可能な温度（29℃）でタンパク質分解が誘導できる lt-degron を利用し、目的の

タンパク質の分解を試みた。また、γチューブリン複合体とカタニンの相互作用因子の機能

解析を行い、微小管形成と微小管切断の機能的関係性の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 

 低い温度でタンパク質分解を誘導できる lt-degron を、微小管形成因子である NEDD1 と

GIP1a、微小管切断因子であるカタニン p60 サブユニット(KTN1)に付加した。局在性を確認

するために、蛍光タンパク質 GFP が挿入されている。植物形質転換用プラスミド(lt-degron-

GFP-NEDD1, lt-degron-GFP-KTN1, lt-degron-GFP-GIP1a)を作成し、シロイヌナズナに導入

した。NEDD1 及び KTN1 は局在が確認できず、機能的な lt-degron-GFP-NEDD1 や ltdegron-

GFP-KTN1 を持つ植物体は作出できなかったが、lt-degron-GFP-GIP1a は、これまでに確認さ

れているものと同様に、根の分

裂細胞で微小管構造に局在して

いた。さらに、植物体を 29℃に

30 分置くことにより、植物の根

の先端に観察されていた分裂期

の微小管構造体が消失すること

が明らかとなった (図２)。致死

性を示す gip1agip1b 二重変異体

に lt-degraon-GFP-GIP1a を導入

し、ライブイメージング中に分

解を誘導することにより、時期

特異的な微小管形成因子の機能

を解析することが可能となる。 

 微小管形成・切断の制御機構を理解するため、微小管形成因子や切断因子の相互作用因子

の解析を行った。WDR8 と MSD1 がγチューブリン複合体に相互作用する複合体として同定さ

れ、局在性・遺伝学的解析から、γチューブリン複合体が形成する微小管のマイナス端を形

成部位に安定化するアンカー機能を有していた。さらに、形成された微小管を形成部位から

切り離すため、微小管切断因子カタニンを形成部位にリクルートする役割も有していた

（Yagi et al., 2021）。 
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