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研究成果の概要（和文）：申請者は、植物にユニークな膜交通制御因子としてPH15を同定し、本研究課題では、
これの機能解明に取り組んだ。PH15と、PH15のホモログと考えられるPH16それぞれについて、T-DNA挿入変異体
ラインを確立し、遺伝学的相互作用解析を行ったところ、PH15は液胞輸送に、PH16は液胞輸送とは拮抗する輸送
経路においてはたらくと考えられる結果を得た。PH15とPH16は共に、分裂組織の静止中心細胞で主に発現し、細
胞膜や、核周縁のドット状構造に局在した。PH15は、植物固有型RAB5とドット状やリング状のオルガネラ膜上で
相互作用し、複数のホスフォイノシチド種との親和性を示した。

研究成果の概要（英文）：This research aimed to elucidate the molecular function of PH15 that was 
isolated as a novel regulator of plant-unique membrane traffic regulations. The genetic interaction 
analysis using ph15 and ph16 (the possible homolog of PH15) T-DNA insertion mutants established in 
this study had suggested that PH15 functions at the vacuolar traffic, while PH16 acts at the 
counteracting trafficking route. PH15 and PH16 were typically expressed at quiescent center of root 
apical meristem, and in these cells localized to the plasma membrane, and punctate structures 
surrounding the nucleus. PH15 and the plant-unique RAB5 interacted on large punctate structures 
inside the cells, and PH15 showed affinity to various types of phosphoinositides. 

研究分野：植物細胞生物学

キーワード： RAB5　RAB5エフェクター　膜交通

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物独自の膜交通制御因子が関わるシステムを明らかにする基礎的な研究である。膜交通は真核生物
に根源的な細胞内現象であることから、本研究に成果は、膜交通の進化的意義の理解を促すものである。また、
本研究の成果は、植物膜交通制御機構の体系的な理解を一層に前進させるものであり、将来的に植物を有効活用
するための技術基盤の創生を促進し、人口増加に伴う環境問題や食糧問題の解決に寄与するという植物科学の目
的に貢献できるものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
真核細胞のなかは、オルガネラと呼ばれるコンパートメントに区画化されており、オルガネラ
間では膜交通という物質輸送の仕組みを使ったタンパク質や膜脂質のやり取りが行われている。
膜交通は生命が恒常性を維持する上で必須な細胞内現象であるため、その基本的な仕組みは真
核生物共通に保存されるものと考えられてきた。低分子量 GTPaseである RAB5は、エンドソー
ムと呼ばれるオルガネラに局在し、エンドソーム膜上で、エフェクターと相互作用することで、
膜交通を制御するというモデルが知られる。しかしながら、陸上植物と一部の緑色藻類は、保存
型 RAB5に加えて、植物固有の RAB5をもち、他の真核生物におけるエフェクターのホモログの
ほとんどを持たないことから、植物が、植物のみがもつ膜交通制御因子を使って、独自の膜交通
経路を構築していることが強く示唆される。申請者は、植物固有型 RAB5が制御する膜交通の分
子制御基盤を明らかにするため、これまで、シロイヌナズナにおける植物固有型 RAB5 である
AtARA6を対象としたエフェクタースクリーニングと機能解明に取り組んできた（Ito et al., 
2018他）。その過程で、申請者は、新しい ARA6のエフェクター候補として、ホスフォイノシチ
ド結合ドメインを有する PH15タンパク質の同定に成功した。GFP融合 PH15を葉の表皮細胞で
一過的に発現させると、細胞表層付近において、微小管に沿って数珠状に局在した（図 1A）。植
物細胞では、エンドソームは、アクチン線維に沿って運動し、微小管上を横切る際に減速するこ
とが報告されているが、この仕組みや、生理的意義は不明である。申請者が取り組んだ予備的な
解析結果は、PH15と ARA6の相互作用が、微小管上でのエンドソーム動態の制御や、エンドソ
ームの機能発現において、何らかしらの役割を担うことが強く示唆し（図 1B）、申請者は、微小
管局在型 ARA6エフェクターである PH15による ARA6の機能発現機構を明らかにするため、本
研究計画を立案した。 
 

 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、微小管局在型 ARA6エフェクターである PH15による ARA6の機能発現機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は、上述の目的を達成するため、(1)遺伝学的手法による PH15 の機能解明、（２）ラ
イブセルイメージングによる PH15と ARA6間の相互作用の可視化、（３）PH15が相互作用する
ホスフォイノシチド種の生化学的解明に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
 
（１）遺伝学的手法による PH15の機能解明 
 
 ARA6の機能発現における PH15の役割を明らかにするため、ph15変異体の確立と、PH15過
剰発現体の作出を試みた。また、PH15のホモログと考えられる PH16についても、同様の解析
に取り組んだ。まず、ph15の T-DNA挿入変異体候補を Arabidopsis Biological Research 
Centerより購入し、野生型と３回戻し交雑を行った。得られた、ph15、ph16変異体候補につ



いて、PH15、PH16の遺伝子発現
がみられないことを RT-PCR法に
より確認した（図 2A）。また、シ
ーケンス解析により、それぞれの
アリルの T-DNA 挿入位置を確認
した（図 2B）。PH15過剰発現体に
ついては、GFP融合で、35Sプロ
モーター制御下で発現する形質転
換体を作出したものの、得られた
T2個体において、GFP蛍光を確認
することができなかった。 
 次に、ph15と ph16 T-DNA挿
入変異体の示す表現型を調べた。
ph15-3、ph16-2単独変異体と、
ph15-3 ph16-2二重変異体は、
特に目立った表現型を示さなかっ
たため、液胞輸送経路ではたらく
Qa-SNARE の ひ と つ で あ る
VAM3/SYP22との2重変異体を作
成した。その結果、ph16-2 変異
は、vam3-1が示す花成遅延や、葉の波打ちといった表現型を抑圧した。これに対して、ph15-
3変異は、ph16-2 vam3-1変異体の表現型を抑圧した（図 3）。過去の研究から、ARA6はエン
ドソームから細胞膜方向への、保存型 RAB5はエンドソームから液胞方向への膜交通経路を制御
し、ara6-1変異は vam3-1の表現型を抑圧し、保存型 rab5変異は vam3-1の表現型を亢進す
ることが示されている。従って、vam3-1との遺伝学的相互作用から、PH16は、エンドソーム
から細胞膜経路への、PH15は液胞への膜交通経路制御に関わる可能性が強く示された。 
 
 

 
 
 続いて、PH15と PH16が ARA6エンドソーム動態に与える影響の調査に取り組んだ。まず、
PH15と PH16の発現組織を明らかにするため、それぞれのコーディング領域の上流約 2kbpを
GUS遺伝子の上流につないだコンストラクトを作成し、これを発現する形質転換体を作出した。
得られた T2植物について GUS活性を調べたところ、PH15、PH16両者とも、根の分裂組織にお
いて発現することがわかった（図 4A）。また、PH15と PH16の発現細胞をより詳細に調べるた
め、GFP 融合 PH15 と PH16、それぞれのプロモーター領域下で発現する形質転換体を作出し、
ClearSee法による共焦点レーザー顕微鏡観察を行った。その結果、図 4Bに示すとおり、PH15
と PH16は共に静止中心細胞で発現し、細胞膜や、核膜と思われる構造上にドット状に分布する
ことがわかった。一方で、これらのコンストラクトは ph15-3 ph16-2 vam3-1の表現型を相
補しなかったことから、PH15と PH16の正確な発現領域と、細胞内局在分布を理解するために
は、より詳細なプロモーター領域の検討が必要と考えられる。これにより PH15と PH16の正確
な発現細胞がわかれば、PH15と PH16が ARA6エンドソーム動態に与える影響の詳細が明らか
になると考えられる。 
 



  
 
(2)ライブセルイメージングによる PH15と ARA6の相互作用の可視化 
 
PH15 は活性型の ARA6 の相互作用因子として単離されたものの、ARA6 はエンドソーム上に、
PH15は微小管上にと、細胞内の異なる場所に局在した。PH15と ARA6が、「いつ・どこで」相
互作用するかを明らかにするため、2 分子蛍光相関（BiFC）法による相互作用の可視化を試み
た。ベクターは、Leibniz Universituät Hannover（ドイツ）の Gehl博士らより分与い
ただいた。PH15 と ARA6 をそれぞれ、BiFC プローブに融合し、タバコの葉で一過的に発現さ
せたところ、再構成された YFPシグナルが観察された（図 5A）。また、YFPシグナルは、ドッ
ト状（図 5B矢印）、もしくはリング状（図 5B矢尻）に観察され、これらの構造体が、細胞内の
原形質流動にのって、活発に運動する様子が見られた（図 5C）。このことから、PH15 と ARA6
は、運動性の高いオルガネラ上で相互作用することが示唆された。 
 

 
(3) PH15が結合するホスフォイのシチド種の解明 
 
PH15 は、ホスフォイノシチド結合性ドメ
インである pleckstrin homology(PH)
ドメインを有する。ホスフォイノシチドは、

植物細胞内のリン脂質の1%程度を占める膜

脂質種で、一過的に産生され、速やかに代謝

されることから、膜上でのシグナル伝達の

時空間的制御に関わることが知られる。そ

こで、PH15、微小管、ARA6が会合する場に

存在しうるホスフォイノシチド種を同定す

るため、生化学的な手法による解析に取り

組んだ。まず、PH15の PH ドメインをコー
ドする領域の部分的タンパク質を GST融合



タンパク質として精製した。そして、GST-PH15(PH domain)精製タンパク質を、ホスフォイ

ノシチドを含む 15 種の膜脂質がメンブレンにスポットされた PIP ストリップにオーバーレイ

し、ウエスタンブロッティング法により、相互作用する膜脂質を検出した。その結果、PH15は
PI3P、PI4P、PI5P、PI3,5P2と相互作用することが分かった（図 6）。 
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