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研究成果の概要（和文）：PINの局在制御機構の理解にむけ，PINクラスターとMAB4，細胞壁の関係，ならびに
PINクラスター化の分子機構の解析を行った．その結果，MAB4はPINと細胞膜において共局在することが明らかに
なり，MAB4がPINのクラスター形成に直接作用することが示唆された．一方，細胞壁については，細胞壁が直接
PINクラスター形成を制御することを明確に示す結果を得ることはできなかった．また，化学遺伝学的解析から
は，PINのクラスターは，生体膜の脂質成分の適切な合成や，細胞内のATP依存的に形成されることが明らかにな
った．また，PINクラスター形成に関与する新規突然変異体を1つ単離することにも成功した．

研究成果の概要（英文）：My previous research identified the formation of dot-like clusters of PIN 
proteins at PMs. It also identified that PIN clusters are established or maintained by the cell wall
 components and the unknown function protein MAB4. Here I analyzed the role of MAB4 and cell wall in
 PIN cluster formation. I also performed forward genetic and chemical genetic screening to further 
elucidate the mechanism of PIN cluster formation.
I identified that MAB4 and PIN proteins both formed cluster-like structures at PMs. I also 
identified that they are largely colocalized. These findings suggested that MAB4 directly regulate 
PIN cluster formation. In contrast, I could not get clear evidence that demonstrate the direct 
involvement of cell wall in PIN cluster formation. Regarding the screening, I identified that 
phospholipids composition as well as the ATP biosynthesis play important roles for PIN cluster 
formation. I also succeeded to isolate one mutant that display defects in PIN cluster formation.

研究分野： 植物細胞生物学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オーキシンの極性輸送の減少はダーウィン親子により140年前に見出されていたが，その分子機構は未だ未知な
ままである．本研究の成果は長らく未知とされてきたオーキシンの極性輸送の分子機構を明らかにするものであ
り，生物学上重要な研究課題である．また，オーキシンは単為結果や除草剤に利用されていることから，本研究
の進展は将来的な農業利用の方策の礎となるものである．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物個体の発生・形態形成においてオーキシンの極性輸送は重要な役割を果たす．オーキシン
の極性輸送はオーキシン排出担体 PIN の細胞における偏在化(極性局在)により制御されている
ことがこれまでに明らかにされている．これまでに植物細胞における PIN の極性局在において
小胞輸送が重要な役割を果たすことが広く知られており，PIN の局在化における研究の焦点は
小胞輸送を基盤としたものが中心であった．一方で，私は PIN2 が細胞膜上で多量体様のドッ
ト構造(以下，PIN2)クラスターを形成することを見出すとともに，この構造体は細胞膜上で移
送しない構造体であることを見出した．そのため，PIN の偏在化において，小胞輸送に加え，
細胞膜上で PIN を側方拡散しないように制御する機構が存在する可能性を見出した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究は，植物個体の形態形成の基盤となる，植物細胞の極性形成機構を明らかにすることを
目的として，PIN の極性局在化機構を明らかにすることを目指している．特に，新規構造体
PIN クラスターの PIN の極性局在化における役割，ならびに，PIN クラスターの形成機構の
解明を目指した実験を行う． 
 
 
３．研究の方法 
(1)PIN の局在化における MAB4 の役割および MAB4 と PIN の分子的関係の解析 

PIN2-mCherry と MAB4-GFP 共発現体を用いて，根の表皮細胞における両者の共局在性
を共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析する．なお，この際には，両者が一過的に相互
作用する可能性を考え，タイムラプス解析も行う．また，MAB4 が PIN クラスター形成
を介して，PIN の拡散性を制御する可能性を検証するために，FRAP の手法を用いて，
mab4 変異体における PIN の細胞膜中の拡散速度の変化を解析する． 

 
 
(2)細胞壁による PIN の局在化・クラスター化制御機構の解析 

細胞壁成分のペクチンを修飾する酵素 PMEI の過剰発現体における PIN タンパク質の
挙動を茎頂・根端分裂組織において解析し，ペクチンメチル化が細胞極性形成へ与え
る影響を解析する．具体的には，共焦点レーザー顕微鏡を用い，PIN クラスターの形
成が正常かどうかを観察する．また，PIN クラスターの細胞膜上の動態を FRAP 解析を
行うことで，細胞膜上での PIN タンパク質の動態・流動性に関して解析する． 

 
 
(3)PIN クラスター構成タンパク質複合体の単離およびその後の機能解析 

native PAGE を行うことで，PIN はそれぞれ多量体を形成するかどうかを検証する．
また，PIN クラスターを形成する分子実態を明らかにするために，特異抗体を用いた
免疫沈降を行い，その後の質量分析により，複合体構成因子を同定する． 
 

(4)PIN の極性局在・クラスター化を制御する因子の探索・同定 
遺伝学・化学遺伝学的手法を用い，PIN クラスター形成・局在化に関わる因子の探索
を行う． 

 
 
４．研究成果 
(1)PIN の局在化における MAB4 の役割および MAB4 と PIN の分子的関係の解析 

PIN2-mCherry と MAB4-GFP 共発現体では，両者は良く共局在することが明らかになっ
た．また，MAB4-GFP は一過的に PIN2-mCherry と共局在することも明らかになった．
両者は物理的に相互作用する可能性が考えられることから，今後検証を行うべく，
PIN2-Venus および MEL1(MAB4 のホモログ)-CFP 共発現体を作成した．今後 FRET 解析
により両者の相互作用の検証を行う予定である． 
また，MAB4/MEL が PIN クラスター形成を介して，PIN の拡散性を制御する可能性の
検証を行った．その結果，MAB4/MEL 過剰発現体では，PIN の細胞膜中の側方拡散の速
度が著しく低下することが明らかになった．一方，mel4 重変異体では，PIN の細胞膜
中の拡散速度は，若干の上昇傾向にあるものの，顕著な差は見られなかった．今後，
さらなる解析を行う． 

 
(2)細胞壁による PIN の局在化・クラスター化制御機構の解析 

PMEI の過剰発現体では，PIN クラスターの形成が阻害されることが示唆された．また
FRAP 解析により，PIN クラスターの細胞膜上の動態の解析を行った．茎頂分裂組織を
用いて観察を行ったが，植物個体毎の差が大きく，実験条件の検討が要求される結果
となった．さらには，PMEI の細胞内輸送経路を解析するために，PMEI-GFP 発現体の



作成を行った.しかしながら，PMEI-GFP の発現量は弱く観察することは困難であった．
今後，プロモーターの検討を行う． 

 
(3)PIN クラスター構成タンパク質複合体の単離およびその後の機能解析 

native PAGE の結果，PIN は多量体を形成する可能性が示唆された．また，特異抗体
を用いた免疫沈降を行い，PIN クラスターを形成する分子の探索を行った．しかしな
がら，免疫沈降がうまくいかず，PIN クラスター構成タンパク質複合体の単離にはい
たらなかった．今後，さらなる条件検討を行う． 
 

(4)PIN の極性局在・クラスター化を制御する因子の探索・同定 
化学遺伝学的手法を用い，PIN クラスター形成・局在化に関わる因子の探索を行った
結果，脂質の合成酵素阻害剤添加下では，PIN クラスターが顕著に減少することが明
らかになった．また，ATP 依存的なエネルギーの合成を阻害した条件でも，PIN クラ
スターが消失することが明らかになった．また，遺伝学的解析の結果，PIN クラスタ
ーが異常になる突然変異体を 1つ単離することに成功した． 
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