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研究成果の概要（和文）：陸上植物の進化の過程で著しく多様化したエンドサイトーシス・エキソサイトーシス
関連分子の機能解析を通して，細胞膜機能の発現を支える膜交通経路の分子機構の解明と，その多様化の歴史の
再構成を試みた．その結果，クラスリンアダプターであるPICALMファミリーの機能が進化の過程で多様化し，異
なるタンパク質のエンドサイトーシスに関わることで，有性生殖や栄養生長など植物の様々な発生段階で重要な
役割を担っていることが示された．また，RAB11とRAB8が分泌経路でカスケードを構成して機能する可能性が示
された．

研究成果の概要（英文）：Through functional analyses of endocytosis- and exocytosis-related molecules
 that have significantly diversified during land plant evolution, we attempted to elucidate the 
molecular mechanisms of membrane trafficking underpinning the plasma membrane function and 
reconstruct the evolutionary path of diversification of exocytic and endocytic trafficking. We found
 that the functions of the PICALM family, which act as clathrin adapters, have diversified during 
land plant evolution to play important roles in various developmental stages of plants, such as 
sexual reproduction and vegetative growth by being involved in endocytosis of distinct sets of 
proteins. We also found that RAB11 and RAB8, both of which are expected to act in the secretory 
pathway, may function by forming a cascade in a late step of secretion.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： エンドサイトーシス　エキソサイトーシス　クラスリン　ANTHドメイン　シロイヌナズナ　ゼニゴケ　R
AB GTPase
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の内側から外側へ，あるいは外側から内側へと物質を輸送する仕組みは，生命を維持するために欠かせない
ものです．この仕組みは進化の過程でそれぞれの生物ごとに変化し，洗練されてきました．この研究では，この
進化の過程を植物を用いて明らかにすることで，現在の植物細胞内の物質輸送の仕組みがどのように出来上がっ
てきたのかを明らかにしました．

※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 
植物細胞を特徴付ける細胞構造に，細胞壁がある．この細胞壁の構築や，細胞壁を介した細胞

間コミュニケーションにおいては，細胞膜上の分子が重要な役割を担う．さらに，植物細胞が細
胞板を構築することによって細胞質分裂を実行すること，先端成長が生殖や水の吸収など，生存
に必須の役割を担うこと，植物が細胞膜上の受容体を介して外敵の攻撃に対処していることな
どから，細胞膜を中心とした物質輸送の仕組みとその生理的意義を理解することは，植物の有り
様を理解する上で極めて重要である．このような植物の細胞膜機能の構築と維持の仕組みを明
らかにするため，申請者を含む多くの研究グループによりシロイヌナズナをモデルとした研究
が行われ，植物の分泌経路が他の生物と比較し独自の多様化を果たしていることが明らかとな
りつつあった．一方で，真核生物に普遍的に存在する分泌やエンドサイトーシスの鍵因子群をど
のように再編成し，使い分けることによって，植物特有の細胞構造や細胞機能の獲得に至ったの
かについては，ほとんど未解明であった． 
 
２．研究の目的 
植物の細胞膜構築の基盤となる膜交通イベントの分子機構を明らかにするとともに，それを獲

得するに至った進化の過程を再構築する．分泌の最終段階である分泌小胞と細胞膜の融合，およ
びエンドサイトーシスの初期段階である細胞膜からのエンドサイトーシス小胞の形成で機能す
る分子の中で，被子植物で著しい多様化が見られる分子群に注目し，そのシロイヌナズナにおけ
る機能を明らかにする．さらに，ゼニゴケにおける相同分子の機能解析を進め，ゼニゴケとシロ
イヌナズナで共通する機能を明らかにすることで，祖先的な機能の推定を行う． また，ゲノム
情報を活用してそれらの因子の緑色植物の進化における多様化の歴史を再構築するとともに，
膜交通関連因子の多様化と植物の形質の進化との関連を推定する． 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナとゼニゴケにおいて，分泌経路及びエンドサイトーシス経路において機能す
る分子の機能解析を行った．ANTHドメインを含むPICALMファミリータンパク質については，
それぞれの遺伝子の発現パターンを調べるとともに，自身のプロモーター制御下で蛍光タンパ
ク質を融合したタンパク質を発現させ，細胞内局在を調べた．並行して，分泌経路で機能する膜
融合実行因子である VAMP72 と相互作用する分子を共免疫沈降産物の質量分析により解析し， 
PICALM1 を同定した．そこで，PICALM1 について VAMP72 やクラスリンとの相互作用を検証
するとともに，機能欠失変異が植物の生長や VAMP72 の輸送に及ぼす影響を調べた．  
 シロイヌナズナの PICALM5 についても，さらなる機能解析を進めた．PICALM5 が ANXUR
のリサイクリングに関わることを研究開始時に明らかにしていたが，花粉管で機能する他のレ
セプターとの関連についても，そのリサイクリングに対する関与を細胞生物学的手法を用いて
解析した． 
 ゼニゴケの PICALM メンバーについて，発現パターンと細胞内局在を蛍光タンパク質を融合
したタンパク質を観察することにより調べた．また，キナーゼドメインを有する特徴的な構造を
もつ PICALM-k については，変異体を作製しその影響を調べた． 
 RAB11 と RAB8 が分泌経路で果たす役割を調べるため，共焦点顕微鏡，全反射顕微鏡によるそ
れぞれのタンパク質が局在する構造の詳細な観察も行った． 
 
４．研究成果 
シロイヌナズナの PICALM1a および PICALM1b の機能解析を進めた．これらのタンパク質は

シロイヌナズナの全身で発現しており，主に細胞膜への局在が観察された．これらの単独変異体
では異常な表現形は見られなかったが，二重変異体を作出したところ半矮性の表現形を示した
ことから，PICALM1 グループがシロイヌナズナの正常な発生に必要であることが示された．ま
た，蛍光タンパク質を連結した PICALM1a がクラスリンと相互作用することを，共免疫沈降法
により確認した．さらに，VAMP72 が PICALM1 と相互作用することも突き止めた．VAMP72 は
主に分泌小胞に局在する R-SNARE で，細胞膜上の Q-SNARE と複合体を形成することにより分
泌小胞と細胞膜の融合を実行する分子である．野生型では，膜融合の実行後 VAMP72 は速やか
に細胞膜から回収され，トランスゴルジネットワーク（TGN）や分泌小胞へと運ばれるが，picalm1
二重変異体では，VAMP72 が細胞膜に蓄積する様子が観察された．これらの結果から，PICLAM1
が VAMP72 を細胞膜から回収する際，クラスリン被覆小胞への積み込みを担うアダプターとし
て機能することが明らかになった． 
 PICALM5 についてもさらなる解析を進めた．PICALM5 が ANXUR のリサイクリングを介し
て持続的な花粉管の伸長に関わることを既に突き止めていたが，花粉管ではたらく他の受容体
キナーゼのリサイクリングへの寄与は不明であった．そこで，花粉管の誘引物質受容体である
PRK6 の局在を picalm1 二重変異体で調べたところ，PRK6 の局在は picalm1 二重変異により影響
を受けなかった．また，誘引物質 LURE に対する花粉管の応答性も，picalm1 二重変異により影



響を受けなかった．このことから，PICALM5 による受容体キナーゼのリサイクリングに積み荷
特異性があることが示された． 
ゼニゴケゲノムにコードされる３つの ANTH ドメインタンパク質についても解析もおこなっ

た．そのうち PICALM-A は，葉状体のメリステム付近の細胞では細胞膜と TGN に局在し，さら
に細胞板にも強く局在した．さらに油体細胞においては，油体膜に強く局在することから，油体
膜が細胞膜と同様にクラスリン介在型エンドサイトーシスの場であることが示された．一方，キ
ナーゼドメインを有する PICLAM-k は有性生殖器で主に発現し，鞭毛の基部に局在することを
見いだした．また，picalm-k 変異体では鞭毛運動に異常がある可能性も見いだされた．これらの
ことは，PICALM-k がエンドサイトーシスとは異なる現象に関与することを示していると考えら
れる． 
シロイヌナズナの分泌経路において，RAB11-RAB8 カスケードで機能すると考えられる SCD 複

合体の解析も進めた．共免疫沈降に続く質量分析解析により，SCD 複合体と協調して機能する
分子の候補を単離し，現在機能解析を進めている． 
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