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研究成果の概要（和文）：植物の輸送体が根の細胞において土壌/中心方向の細胞膜へ偏在するメカニズムの解
明と応用を目指した。研究代表者らは本研究開始前に、ホウ酸チャネルNIP5;1とホウ酸トランスポーターBOR1の
偏在性は連続的な小胞輸送 (エンドサイトーシスとエキソサイトーシス) により形成・維持されることを見出し
ていた。本研究ではこれを確定とするとともに、複数の制御因子を同定した。主たる成果としては、ホウ酸トラ
ンスポーターBOR1のC末端領域のリン酸化と脱リン酸化が偏在性に重要であることを示し、BOR1の相互作用タン
パク質である脱リン酸化酵素がBOR1の極性輸送に寄与する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of study was understanding of the mechanisms underlying the polar 
localization of nutrient transporters in plant cells. We have previously shown that continuous 
endocytosis and exocytosis are required for the maintenance of the polar localization of a boric 
acid channel NIP5;1 and a borate exporter BOR1 toward the soil- and stele-side plasma membrane 
domains, respectively, in root cells. In this study, we further investigated the mechanisms 
utilizing genetics and proteomics approaches. As a major finding, we identified the importance of 
both phosphorylation and dephosphorylation of BOR1 C-terminal region in the regulation of the polar 
trafficking. 

研究分野： 植物栄養学

キーワード： 輸送体　細胞内局在　小胞輸送　極性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではホウ酸チャネルNIP5;1とトランスポーターBOR1をモデルとし植物の膜タンパク質の土壌/中心側細胞
膜への偏在メカニズムの一端を明らかにした。これは植物細胞における栄養輸送と膜交通の理解を進めるだけで
なく細胞極性の形成という発生学の根本に迫るものである。本研究ではまた、多様な輸送体の偏在性を人為的に
制御する技術の開発を目指した。いまだ開発途上であるが、輸送体の局在改変技術は、植物のみならず微生物等
様々な生物由来の輸送体を植物の生産性、機能性向上のために活用する基盤技術となるものと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物は根で栄養素を吸収し体内の必要部位に送って利用している。これら吸収・移行を司るタ

ンパク質が輸送体であり、各細胞における輸送体の細胞内局在が輸送の方向性を決定する。シロ
イヌナズナにおいて細胞へのホウ酸吸収を促進するホウ酸チャネル NIP5;1 とホウ酸排出を促進
するトランスポーターBOR1 は、根の表皮細胞や内皮細胞において土壌側と中心側の細胞膜にそ
れぞれ偏って局在する。このような偏在性はホウ素をはじめとし鉄、マンガン、硝酸、ケイ素な
ど様々な栄養輸送体について報告され、植物において栄養の輸送方向を決定する普遍的な性質
と理解された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、輸送体が根の細胞において土壌/中心方向の細胞膜へ偏在するメカニズムの解明

を目的とした。ほとんどの植物細胞の細胞膜には仕切りがないにもかかわらず、輸送体の偏った
局在が形成されて維持される。研究代表者らは研究開始前までに連続的な細胞内小胞輸送 (エ
ンドサイトーシスとエキソサイトーシス) が植物の栄養輸送体の偏在性を形成・維持すること
を見出していたが、これを確定するとともに、小胞輸送の方向を決定するメカニズムの解明を目
指した。また、輸送体へ偏在性を人為的に付与する方法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
1, ホウ酸トランスポーターBOR1 の偏在の順遺伝学的解析  
BOR1 が根の各細胞において中心側細胞膜へ偏在するメカニズムを解明するため、BOR1-GFP の細
胞内局在を指標とした順遺伝学的解析を行った。 
2, BOR1 と NIP5;1 における偏在性に重要なアミノ酸配列の同定 
NIP5;1の N末端領域およびBOR1の C末端領域のうち偏在性に必要なアミノ酸配列をアラニンス
キャンニング法により解析した。 
3, ホウ酸輸送体のリン酸化に依存した相互作用タンパク質の同定と解析 
GST プルダウンと LC-MS/MS 質量分析 (北海道大学 高須賀博士らによる) により結合タンパク
質を探索し、候補タンパク質の機能を逆遺伝学的に解析した。 
4, 小胞輸送の制御因子の極性輸送における役割の解析  
偏在性を規定しうる因子として、輸送小胞への積荷タンパク質（輸送体など）の選別に重要なク
ラスリン（コートタンパク質）アダプタータンパク質複合体 (AP) 1-4 が挙げられる。研究代表
者らは AP2 複合体が NIP5;1 のエンドサイトーシスと偏在性維持に重要であることを報告してい
たが (Wang ら 2017 Plant Cell)、本研究では BOR1 の偏在性への寄与について解析した。また、
トランスゴルジネットワーク (TGN) において積荷タンパク質の選別に働くことが示唆されてい
る AP1 と AP4 や、リサイクリング系の制御因子 GNOM (ARF-GEF)に着目し、BOR1 の細胞内輸送に
おける役割を解析した。 
5, 他の輸送体への偏在性付与  
NIP5;1 の配列を付加することにより、異種の膜タンパク質へ土壌側偏在性を付与する試験を進
めた。改変タンパク質は、形質転換によりシロイヌナズナの根の表皮細胞に発現させた。 
 
４．研究成果 
1, ホウ酸トランスポーターBOR1 の偏在の順遺伝学的解析  
EMS 変異株のスクリーニングにより BOR1-GFP の偏在性が弱い変異株を得たが、種子を取得でき
ず、その後の解析を断念した。変異株の矮性な形態から偏在性への植物ホルモンの寄与を想定し、
検証したが、寄与を支持する結果は得られなかった。 
2, BOR1 と NIP5;1 における偏在性に重要なアミノ酸配列の同定  
NIP5;1の N末端領域およびBOR1の C末端領域のうち偏在性に必要なアミノ酸配列をアラニンス
キャンニング法により同定した。BOR1 については、リン酸化される複数のセリンおよびスレオ
ニン残基が重要であった。アラニン(非リン酸化型)置換/アスパラギン酸 (リン酸化ミミック型)
置換の両方で偏在性が低下したため、リン酸化と脱リン酸化の両方が偏在性に重要であると考
えられた。 
3, ホウ酸輸送体のリン酸化に依存した相互作用タンパク質の同定と解析  
NIP5;1 の N 末端領域と BOR1 の C 末端領域の野生型およびアラニン/アスパラギン酸置換型を大
腸菌で合成し、GST プルダウンと LC-MS/MS 質量分析により相互作用タンパク質を探索した。特
にホウ酸輸送体 BOR1 の結合タンパク質候補して得られた脱リン酸化酵素について解析を進め、
特定の二重変異株がホウ素欠乏感受性であることを見出した。上記 2 の結果と合わせ、リン酸
化と脱リン酸化による BOR1 の極性輸送の制御機構が推定された。 
4, 小胞輸送の制御因子の極性輸送における役割の解析  
輸送小胞への積荷タンパク質の選別に重要なクラスリンアダプタータンパク質 (AP) 複合体の
うち AP2 複合体について解析を進めた。その結果、BOR1 と結合し恒常的なエンドサイトーシ



スを促進することで、偏在性の維持において重要な役割を果たすことを明らかにして論文発表
した (Yoshinari et al. Plant Physiology 2019)。AP4 複合体については、BOR1 の偏在性ではな
く液胞輸送系に重要であることを明らかにした。高ホウ素処理時に BOR1 は TGN の一部で AP4
と共局在することを超解像顕微鏡により確認した (お茶の水女子大学 植村博士との共同研究)。 
また、小胞輸送の制御因子である ARF-GEF の一つ GNOM の機能について、BrefeldinA 耐性
GNOM を発現させ BrefeldinA を処理する実験によって解析した。その結果、GNOM に依存し
たエンドサイトーシスがホウ酸トランスポーターBOR1 の偏在性に寄与することを明らかにし、
論文発表した (Yoshinari et al. Biology of the Cell 2021)。 
その他、BOR1 のホウ素に応答した分解がホウ酸輸送に伴う構造変化に依存することを示した
研究において、構造変化が偏在性にも影響することを示した (Yoshinari et al. Plant Cell 2021)。 
5, 他の輸送体への偏在性付与  
NIP5;1 の配列により異種の膜タンパク質へ土壌側偏在性を付与する試験を進めた。上記２の解
析で重要性を見出した NIP5;1 のリン酸化領域を含む 41 アミノ酸を NIP1;2 および水チャネル
PIP2;1 の N 末端領域に付加/挿入したキメラタンパク質を発現させたが、偏在性を付与するこ
とはできなかった。続いて、NIP5;1 の N 末端領域全体を酵母やモエジマシダの亜ヒ酸輸送体の
N 末端領域に付加/挿入したキメラタンパク質を発現させ、細胞内局在を解析した。本来液胞膜
に局在する亜ヒ酸輸送体の局在を細胞膜に変化させたが、偏在性については明らかでなくさら
なる解析が必要である。本形質転換シロイヌナズナにおいては、表皮細胞からの亜ヒ酸排出が期
待される。 
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