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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの根毛形成過程では、バルジ形成のための平面内極性の確立において
ROP2やPIP5K3などのシグナル因子がフィードフォワードループを形成することが予想される。本研究では、その
分子機構を解明するために、in silicoにおけるフィードフォワードループモデルのシミュレーションととも
に、in plantaにおける構成的検証実験を行なった。蛍光タンパク質と融合したROP2およびPIP5K3を根表皮の非
根毛細胞で共発現させたところ、両者間の局在性における相互作用は見られなかった。一方、ROP2とPI(4,5)P2
の相互作用については、それらの細胞膜上での共局在性を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：During root hair development of Arabidopsis thaliana, signaling factors 
including ROP2 and PIP5K3 are assumed to be involved in the mechanism that establishes the planar 
polarity for bulge formation. In this study, to elucidate the molecular basis of the mechanism, we 
performed in silico simulation of a model, in which ROP2, PIP5K3 and PI(4,5)P2 constitute a 
feedforward loop, and in planta constructive experiments for its validation. We expressed 
fluorescence protein-fused ROP2 and PIP5K3 using the GL2 promoter, which is active specifically in 
atrichoblasts. When they were expressed separately, they did not show local accumulation patterns 
like that observed in trichoblasts. Moreover, their co-expression did not influence their 
localization patterns to each other. As for interaction between ROP2 and  PI(4,5)P2, co-localization
 of the ROP2 fusion protein with PI(4,5)P2 on the plasma membrane was suggested.

研究分野： 植物分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　根毛や花粉管、コケ類の原糸体や仮根などの細胞先端成長においては、伸長極性の確立・維持機構として
Localization Enhancing Network Self-sustaining (LENS)というものが提唱されている。根毛バルジ形成のた
めに確立された平面内極性は先端成長極性として維持されることから、本研究は細胞先端成長の基盤となるLENS
の実態解明につながるものと期待される。また、本研究のフィードフォワードループモデルにおけるPI(4,5)P2
の直接的または間接的なROPのリクルートの可能性は、動物細胞系における同様の作業仮説の設定において有用
な情報であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物は自然界において様々な造形を現す。それらは植物体の構成要素である細胞の集合状態
だけではなく、それら細胞の形態によっても規定されている。また、個々の細胞に関しても、
葉や花器官の表皮細胞のように、それぞれが果たす細胞機能を反映した複雑かつ精緻な形態を
もつものが多い。このような植物細胞の形態形成過程はどのように制御されているのであろう
か。細胞壁で囲まれた植物細胞の形態形成過程は不可逆的に進行することから、常に厳密な制
御が必要とされる。中でも細胞極性の確立は植物細胞の多様な形態を生み出すために欠かせな
い過程であり、その厳密な制御が複雑かつ精緻な細胞形態へとつながっていると考えられる。 
 このような植物細胞形態形成のモデル系として、シロイヌナズナの根毛形成過程が集中的に
研究されてきた。シロイヌナ
ズナは遺伝学的な研究資源
が整備されており、ほとんど
の遺伝子に対して変異体の
入手が可能であり、すでにそ
の表現型解析が行われてい
るものも多い。また、根毛細
胞を含む根の表皮細胞は蛍
光顕微鏡や共焦点レーザー
顕微鏡による観察に適して
おり、長時間の連続観察中も
正常な細胞分化過程を継続
させることができる。さらに、
シロイヌナズナの根の表皮
では根毛細胞と非根毛細胞
がそれぞれ細胞列を成し、細
胞列の根端から基部へと細
胞分化過程の進行に沿った
段階の細胞が並ぶことから
(図１参照)、時系列的解析が
容易に行える。 
 根毛は根の表皮細胞の表面の一部が先端成長することにより生み出される構造体である。そ
の発生過程では最初にバルジと呼ばれる突起が形成されるが、そのバルジ形成の位置は表皮細
胞外表面上の根端側の縁から少し手前に定まっている(図１参照)。根表皮ではオーキシンの極
性輸送により根端をピークとするオーキシンの濃度勾配が形成されており、バルジ形成の表皮
細胞上の位置もその勾配に依存するこ
とが知られている。しかし、オーキシン
の濃度は一細胞の範囲では緩やかな勾
配を形成しているだけであり、バルジ形
成の位置をピンポイントで定めるため
の位置情報としては不十分と考えられ
る。そこで、緩やかなオーキシン濃度の
勾配から尖頂なシグナル強度分布を生
み出すために、自律的でかつ頑強な平面
内極性確立機構が存在すると考えた(図
２参照)。 
 これまでの研究から、バルジ形成以前
にその予定位置付近には、植物 Rho ファ
ミリーGタンパク質(ROP)のROP2およ
び ROP4、ホスファチジルイノシトール
4,5二リン酸(PI(4,5)P2) 生成酵素である
ホスファチジルイノシトール 4 リン酸 5
キナーゼ(PIP5K)の PIP5K3、NADPH
オキシダーゼの一種である RHD2 など
のシグナル因子が集積することが知ら
れている。申請者らの研究グループでは、それらシグナル因子の中で ROP2 と PIP5K3 に関し
て、それらの過剰発現が一つの表皮細胞から複数のバルジを形成するなど共通の表現型を示す
ことを見出している。さらに、in vitro 系において PIP5K3 と ROP2 が特異的に結合すること、
それらは伸長中の根毛において先端の細胞膜上で共局在すること、それらの高発現は根毛の伸
長を促進することなどの知見を得ている。以上から、ROP、PIP5K、および PI(4,5)P2 がバル
ジ形成位置を決定するための平面内極性確立機構の構成因子として働くという着想を得た。 
  根毛や花粉管、およびコケ類の原糸体や仮根などの先端成長においては、共通性の高い伸
長極性の確立・維持機構として Localization Enhancing Network Self-sustaining (LENS)と
いうものが提唱されている。しかし、先端成長過程には小胞輸送や細胞膜や細胞壁の合成など



の複雑な物質循環が伴うため、LENS の実態も複雑でありその解析も困難であることが予想さ
れる。それに対してバルジ形成以前の平面内極性の確立過程ではシグナル因子以外の物質移動
は少ないと想定され、比較的単純化した解析が可能であると考えられた。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、モデル植物シロイヌナズナの根毛形成過程の初期において根毛細胞外表面で起
こる平面内極性の確立という比較的単純化できる現象に焦点を当て、その分子機構の中心とし
て働く細胞膜上のシグナル因子間の相互作用を明らかにすることにより、真核細胞に共通する
頑強な形態形成過程の基盤原理の理解を目指す。また、根毛バルジ形成のために確立された平
面内極性は先端成長極性として維持されることから、それら確立と維持の機構の間には共通性
があると考えられており、細胞先端成長の基盤となる LENS の実態の解明にもつなげる。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では ROP、PIP5K、PI(4,5)P2 が中心となるフィードフォワードループが平面内
極性確立機構において中心的な役割を果たすという作業仮説を立てる。そして、まずその機構
が緩やかなオーキシン濃度の勾配から尖頂な平面内極性を確立できることをコンピュータ(in 
silico)によるシミュレーションで検証する。次に、シロイヌナズナの形質転換植物系の利点を
活かして、生長中の植物の根表皮(in planta)で構成的検証実験を行う。さらに、検証実験の結
果を踏まえてフィードフォワードループモデルの改訂および最適化を行う。これによりバルジ
形成における平面内極性確立機構の概容を明らかにする。具体的には、ROP による PIP5K の
直接的なリクルート、PI(4,5)P2による直接的または間接的な ROP のリクルートなどの可能性
の検証を試みる。 
 
４．研究成果 
 
(1) in silico シミュレーション 
 まず ROP、PIP5K、PI(4,5)P2

を中心とするフィードフォワ
ードループのモデルを構築し
た(図３参照)。さらに、このモ
デルでは以下の条件が想定さ
れた。1) 新規に合成された
ROPはGTP型として緩やかな
オーキシン濃度勾配に従って
細胞膜上に分布する、2) GTP
型 ROP は一定の速度で GDP
型となる、3) GTP 型および
GDP 型 ROP は細胞膜上で拡
散する、4) GTP 型のみ、または GTP 型と GDP 型の両方の ROP は PIP5K を細胞質からリク
ルートする、5) GTP 型 ROP は PIP5K を活性化する、6) GDP 型 ROP は ROP-GDI の作用に
より細胞質へと移動する、7) PIP5K は細胞膜上に豊富に存在する PI4Pを基質として PI(4,5)P2

を生成する、8) PI(4,5)P2 は ROP よりも速く細胞膜上で拡散する、9) PI(4,5)P2は一定の速度
で分解される、10) PI(4,5)P2は直接的または間接的に細胞質から ROP を GTP 型として細胞膜
上にリクルートする。 
 次 に in 
silico で平
面内極性確
立における
フィードフ
ォワードル
ープモデル
のシミュレ
ーションを
上 記 1) 〜
10) の 条 件
を当てはめ
て行った。細胞膜平面を基部−根端の一次元に簡略化した結果を図４に示す。適当なパラメータ
を用いて GTP 結合型 ROP、PIP5K、PI(4,5)P2の局在をシミュレートした結果、フィードフォ
ワードループを働かせた後に根端近くに尖頂なピークをもつパターンが出現した。二次元の系
を用いたシミュレーションにおいても同様の結果が得られた。このことから、バルジ形成
における平面内極性の確立機構として、ROP、PIP5K、および PI(4,5)P2 を中心とするフィ
ードフォワードループが機能する可能性が示された。 
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(2) in planta 構成的検証実験 
 図３に示した平面内極性確立のためのフィード
フォワードループモデルを検証するため、シロイ
ヌナズナの根表皮において構成的実験を行った。
図１に示すようにシロイヌナズナの根表皮には根
毛細胞列と非根毛細胞列がある。非根毛細胞列に
おいては転写因子 GL2 が特異的に発現し、根毛形
成に必要な遺伝子群の転写を抑制するために根毛
が発生しない。そこで、非根毛細胞列において、
根毛形成に関与する PIP5K および ROPを異所的
に発現させ、フィードフォワードループが形成さ
れることによりそれらのタンパク質の局所的な集
積が起こるかを調べることとした。PIP5K3 およ
びROP2のそれぞれを蛍光タンパク質で標識した
PIP5K3-YFPおよびmCherry-ROP2をGL2遺伝
子プロモーターにより発現する組換え遺伝子を作
製し、それぞれを野生型シロイヌナズナへと導入
し、それら形質転換植物の根端の表皮細胞を観察
した。 
 まず、PIP5K3-YFP および mCherry-ROP2 を
それぞれ単独で発現させた場合の細胞内局在パタ
ーンを図５に示す。PIP5K3-YFP は一部が細胞膜
上に見られるものの、主に核および細胞質に局在
した。一方、mCherry-ROP2 は主に細胞膜上に見
られ、特に頂端側および根端側の細胞膜に強く局
在した。根表皮細胞の頂端側および根端側の細胞
膜には PIP5K1 および PIP5K2 によって生成され
る PI(4,5)P2 が高い密度で存在することが知られ
ており、PI(4,5)P2と ROP2 の共局在性が示唆され
た。 
 次 に 、 こ れ ら PIP5K3-YFP お よ び
mCherry-ROP2 を発現する植物体を掛け合わせ
ることにより両方の融合タンパク質を共発現する
形質転換植物体を作製し、根表皮細胞における
PIP5K3-YFP と mCherry-ROP2 の細胞内局在性
を観察した。その結果を図６に示す。共発現され
た両蛍光タンパク質の細胞内局在パターンはそれ
ぞれを単独で発現させたときのものと有意には変
わらず、お互いの局在性への影響も見られなかっ
た。図６では根端の細胞増殖領域の表皮細胞での
結果を示すが、細胞伸長領域および細胞分化領域
の 表 皮 細 胞 に お い て も 、 PIP5K3-YFP と
mCherry-ROP2 お互いの局在性への影響は見ら
れなかった。 
 mCherry-ROP2 が細胞膜に PIP5K3-YFP が細
胞質に存在するにも拘らず、PIP5K3-YFP が細胞
膜にリクルートされなかった理由として、1) ROP
の GTP 型のみが PIP5K をリクルートできるのに
対して、異所的に発現された mCherry-ROP2 は
主に GDP 型であった、2) PIP5K3-YFP が他の因子に強くトラップされて細胞膜にリクルート
されなかった、などの可能性が考えられる。これらの問題を解消するためには、1) ROP-GDI
や ROP-GEF も同時に共発現させる、2) GL2 遺伝子以外のプロモーターを用いて別の細胞種
での共発現を行うなどの試みが必要である。一方、mCherry-ROP2 については PI(4,5)P2との
共局在性を示唆する結果が得られた。このことは、PI(4,5)P2は直接的または間接的に細胞質か
ら ROP を細胞膜上にリクルートするというフィードフォワードループモデルと一致する。今
後、植物細胞内における PI(4,5)P2結合タンパク質との競合実験などを行い、PI(4,5)P2による
ROP2 のリクルートについてさらに検証する必要がある。 
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