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緒　言

　真核細胞の分裂期には，微小管を主体とする分裂装置･スピンドルが形成され，染色体の姉妹細胞への均等な分配に
必須の機能を果たす．スピンドルを構成する微小管の形成異常は染色体分配エラーを引き起こし，これが癌や初期流
産，一部の脳疾患の要因であるとされている．ヒトを含む動物の体細胞においては，一般に，スピンドル微小管は主に
中心体で生成されるとされてきた．しかし近年，スピンドルの内部において中心体には依存せず，既存の微小管に依存
して微小管が生成されることが見出され，この過程に必須の微小管結合タンパク質複合体･オーグミンが発見された 1,2)

（図 1）．オーグミン機能が欠損した細胞では微小管重合因子 γ-tubulin の局在異常，スピンドル微小管数の減少が認め
られ，分裂期における染色体の分配に欠損が生じた．すなわち，微小管依存性の微小管生成経路が，細胞分裂に必須の
役割を果たしていることが明らかになった．元々中心体を有さない陸上植物のヒメツリガネゴケにおいても，オーグミ
ン依存的な微小管生成がスピンドル形成に必須であることも示された 3)．一方，線虫では中心体が，酵母では SPB

（Spindle Pole Body: 菌類における中心体に相当する構造体）が発達しており，スピンドル形成，染色体分配，細胞質
分裂において，十分な数の微小管が中心体および SPB から生成されるので，オーグミン依存的な微小管生成機構は必
要ないと考えられる．実際，これらの生物種のゲノム配列の検索からは，オーグミンを構成するサブユニットと相同性
のある遺伝子が見つかっていない．また酵母における電子線トモグラフィーによる解析から，全てのスピンドル微小管
は SPB から生成することが示されている 4)．
　しかしながら，酵母と同様に SPB（中心体様構造体）が発達している糸状菌においては，オーグミン複合体の構成
因子 Aug6 と相同な遺伝子が見出された 5)．本研究では，糸状菌 Aspergillus nidulans の Aug6 遺伝子の解析をするこ
とを通じて，進化上保存されたオーグミンの機能の解明を目指した．さらに，動物個体発生におけるオーグミン機能は
不明な点が多かったため，哺乳類個体におけるオーグミンの機能も追究した．

方法、結果および考察

１．糸状菌 Aspergillus nidulans におけるオーグミン複合体の同定
　糸状菌 A. nidulans を用いた細胞生物学実験を行った．
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図 1． スピンドル内部におけるオーグミン依存的な微小管生成.
A) オーグミン複合体．動植物では保存された Aug1–Aug8 の８つのサブユニットよりなる．Aug8 サブユニッ
トには微小管結合能が報告されている．B) 中心体を有する動物体細胞のスピンドルにおけるオーグミン依存的
な微小管生成機構．オーグミン複合体（黄）がスピンドル内部の既存の微小管（緑）上に結合し，微小管重合核
形成因子 γ-tubulin 複合体（γTuRC: 赤）を局在化することで，スピンドル内部に新たな微小管が形成される．
図は文献 1) より転載．

　まず，Aug6 は分裂期特異的に SPB に強く局在し，さらにスピンドルの微小管上に弱く局在することを見出した（図
２ B）．次に，微小管との共沈降実験により，Aug6 が直接，若しくは間接的に微小管と結合しうることを確認した．
さらに，ゲルろ過クロマトグラフィーにより，Aug6 がストークス半径 8.5 nm 以上の巨大な複合体に含まれているこ
とが示唆された．そこで，A. nidulans において Aug6 と相互作用する因子を免疫沈降･質量分析により探索した．する
と，PSI−BLAST による検索で，Aug1 (AN3724)，Aug2 (AN6003)，Aug3 (AN5826)，Aug4 (AN10254) と弱い相同性
を持つタンパク質が同定された（図２ A）．これらはいずれも Aug6 との共局在が観察された（図２ B）．
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図 2． 糸状菌におけるオーグミン複合体同定.
A) 新たに同定された糸状菌 A. nidulans の Aug1，Aug2，Aug3，Aug4 相同遺伝子．A. nidulans の Aug6 様タ
ンパク質を免疫沈降後，共沈物を質量分析により同定した．B) Aug1−Aug4 およびもうひとつの新規 Aug6 相
互作用因子 AN0286 はいずれも SPB 近傍で Aug6 と共局在した．画像はいずれも分裂中期のものである．
Scale bar: 2µm．図は文献 6) より転載．

　さらに，共沈降することがわかった新規の AN0286 タンパク質についても，オーグミンのいずれのサブユニットと
も相同性を見出すことができなかったが，Aug6 と共局在することが観察された．これらの結果から，A. nidulans に
もオーグミン複合体が存在することが強く示唆された．
　A. nidulans におけるオーグミンの機能を解析するため，相同組換えを利用して，Aug6，Aug3，AN0286 遺伝子を
破壊した．いずれの破壊株も得られることができ，野生型の生長速度と差異はなかった．さらに，Aug6 破壊株におい
て γ-tubulin の分裂期 SPB への局在化に異常がないかを調べた．抗 γ-tubulin 抗体で免疫染色し，分裂期 SPB におけ
る γ-tubulin のシグナル強度を測定したところ，野生株と破壊株で有意差はなかった（図３ A, B）．
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図 3． 糸状菌においては γ-tubulin の局在はオーグミンに依存しない.
A, B) Aug6 遺伝子を破壊した株を作製，γ-tubulin の局在を調べたが，野生株と比べて SPB への局在量に変化
はなかった．スピンドルの形態や細胞分裂期の進行にも影響はなかった．Scale bar: 2µm．エラーバーは標準
偏差を表す．図は文献 6) より転載．

　このことは ，Aug6 が分裂期 SPB への γ-tubulin の局在に必要でないことを示し，オーグミンが A. nidulans にお
いて γ-tubulin の局在化以外の機能を有することが示唆された 6)．今後，オーグミン遺伝子破壊株の生育に影響が出る
遺伝的背景や培養条件を見つけ出すことができれば，オーグミンの新機能の発見につながるかもしれない．

２．オーグミンの哺乳類における生理的役割の発見
　ショウジョウバエの S2 培養細胞，ヒトの HeLa 細胞における RNAi ノックダウン実験では，オーグミンが細胞の増
殖に必要であるとの知見が得られたが，一方，ショウジョウバエ個体やゼブラフィッシュの変異体解析からは，オーグ
ミンがなくても動物の個体発生は起こりうることが示唆されている 7,8)．哺乳類におけるオーグミンの生理的意義を調
べるため，常法に従い，オーグミン遺伝子に対するノックアウトマウスを作出した．遺伝子破壊ホモの個体は初期発生
時に致死となったが，共焦点顕微鏡でスピンドル（GFP-tubulin および EB1-GFP で可視化）をライブ観察したところ，
興味深いことに，微小管形成中心が３つ以上存在するスピンドルが蓄積していた．この欠損が γ-tubulin 局在化異常が
原因となって引き起こされたものなのか，あるいはオーグミンが従来知られている機能とは別に，微小管形成中心を２
つに集約する機能を有しているのか，現時点では不明である．今後，部分欠損オーグミン変異体によるレスキュー実験
等を通して，この点を明らかにし，哺乳類発生過程におけるオーグミンの機能について結論を出したい．

　以上，本研究を通じ，細胞分裂制御因子･オーグミンの進化上の保存性や機能についての知見が得られた．
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