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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、シロイヌナズナの SH3Ps タンパク質の細胞内局在と機能解析を行った。その結果、
根における SH3P1-GFPは細胞膜や分裂細胞の細胞板に局在し、細胞板や細胞表面付近では輸送
小胞と思われるドット状の局在パターンを示した。一方、SH3P1 のオルソログである SH3P3-GFP
はコルメラ細胞で特異的に発現し、細胞膜の特定の部位に局在するが、その局在は重力刺激を
与えると変化した。以上の結果から、SH3Ps は根の重力屈性において何らかの役割を果たして
いることが考えられる。 
 

研究成果の概要（英文）： 
In this study, we investigated the function and subcellular localization of SH3Ps using T-DNA insertion 

or RNAi knockdown mutants and transgenic plants expressing GFP-fusion proteins. We demonstrated 

that SH3P1-GFP was localized to various organelles including the plasma membrane, transport vesicles 

as well as the cell plate of dividing cells. In particular, SH3P1-GFP showed polar localization similar to 

the localization of PIN2 in epidermal cells, and an actin polymerization inhibitor, latrunculinB, a PI3P 

kinase inhibitor, wortmannin affected the polarized localization SH3P1. This result indicates that the 

polar localization of SH3P1-GFP depended on actin cytoskeleton and the endocytotic pathway.  
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１．研究開始当初の背景 

 細胞の先端成長とは、細胞の一部が特異的
に細長く伸長成長する現象で、酵母の接合時
における接合突起の形成、菌類における菌糸
の伸長、シダ原糸体の伸長、神経細胞の軸索
の伸長など、様々な多細胞生物細胞の形態形
成において、非常に重要な役割を果たしてい

る。特に高等植物においては、根毛や花粉管
の伸長などの形態形成現象に細胞の先端成
長が重要な働きを担っていることが知られ
ている。細胞の先端成長には、細胞内での細
胞質成分や細胞膜タンパク質等の物質の偏
った配置、すなわち、細胞極性が確立するこ
とが重要である。細胞極性の確立には、細胞
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膜上あるいは細胞外へのタンパク質等の極
性輸送が重要な働きをしていることが知ら
れており、高等植物においては、根毛や花粉
管の先端成長をモデル系として精力的に研
究が進められ、植物細胞の先端成長時の極性
確立には、カルシウム濃度勾配、アクチン等
の細胞骨格、小胞輸送関連因子などが重要な
働きをしていることが分かっている。しかし
ながら現在の先端成長に関するモデルでは、
カルシウムシグナリングによる細胞骨格系
の制御とタンパク質の極性輸送の間の関係
等、それぞれの分子間の関連性に不明な点が
多い。 
 一方、申請者は、モデル植物シロイヌナズ
ナを用いて、細胞内小胞輸送における
SNARE の機能および細胞内局在の解析を行
ってきた。その結果、液胞膜 SNARE, 
AtVam3 の単離および解析、GFP-AtVam3
発現植物を用いた液胞の動的構造の解析、シ
ロイヌナズナのSNAREの細胞内局在マップ
の作成、自己プロモーター制御下で GFP 融
合型細胞膜SNAREを発現する形質転換植物
を用いた細胞膜SNAREの発現および細胞膜
上での局在解析などの成果を得てきた。これ
らの成果より、(1)細胞膜上には、他のオルガ
ネラ膜系よりはるかに多くのSNARE分子が
存在する。(2)細胞膜上の Qa-SNARE は、そ
れぞれ特異的な組織特異的発現パターンを
示し、発達の過程において SNARE を使い分
け て い る 。 (3) 根 毛 細 胞 で は 細 胞 膜
Qa-SNARE、SYP123 が、また花粉の発達時
には、SYP124, SYP125 がそれぞれ特異的に
発現している。(4) SYP123 は根毛の先端、
SYP124,SYP125 は花粉管の先端に強く局在
化している。(5)SYP123 の発現を抑制すると
根毛の長さが短くなる。などの事実が明らか
となった。これらのことから、植物細胞の先
端成長、例えば、根毛の伸長過程においては、
SYP123 が、花粉管の伸長過程においては、
SYP124, SYP125 がそれぞれ機能している
ことが明らかとなった。これらの分子は、申
請者によって、高等植物において始めて発見
された先端成長に関与するSNARE分子であ
り、先端成長における極性輸送を理解する上
において欠かせない分子である。 
 私は、現在までに、根毛の伸長過程におけ
る根毛特異的 SNARE, SYP123 および全細
胞で普遍的に発現しているSYP132について
の機能解析を進め、SYP123,SYP132 の根毛
伸長時における小胞輸送機能分担に関して、
以下のような仮説を提唱した。すなわち、
SYP123 は、アクチン繊維依存的に、根毛の
先 端 に 集 中 し 、 輸 送 小 胞 に 存 在 す る
R-SNARE の一種、AtVAMP721 と SNARE
複合体を形成し、更に、主にブレフェルディ
ン A(BFA)感受性のリサイクリング経路に関
与する。一方、SYP132 は、細胞膜全体に均
一に存在し、AtVAMP722 と SNARE 複合体
を形成して、BFA 非感受性の新規タンパク質
のエキソサイトーシスに関与しているとい
う仮説である。つまり、根毛の伸長成長時に

は、新規に合成されたタンパク質が、SYP132
が関与する分泌経路によって、細胞膜全体に
輸送される。その後、いったん輸送されたタ
ンパク質は、SYP123 が関与するリサイクリ
ング経路によって、根毛の先端部分に濃縮さ
れ、根毛の伸長成長がおこる。 

 上記より根毛の先端成長には、二種類の異
なった小胞輸送経路が存在するというモデ
ルを提唱するに至った。 

 

２．研究の目的 

細胞内におけるタンパク質の極性輸送は、細
胞の先端成長など高等植物細胞の形態形成
を考える上で非常に重要な現象である。本研
究では、小胞輸送に関係する分子、SNARE

タンパク質を中心として、SNARE が極性輸
送に果たす役割および極性輸送および細胞
の先端成長に関与するSNAREと相互作用す
るタンパク質、特に小胞輸送系および細胞骨
格系のタンパク質との関連性を根毛の先端
成長をモデル系として分子生物学的、細胞生
物学的アプローチにより解析し、細胞内極性
輸送のメカニズムを詳細に解析することを
目的としている。 

３．研究の方法 

(1)局在解析－自己プロモーターまたはカリ
フラワーモザイクウイルス 35Sプロモーター
制御下で GFP融合 SH3Ps（SH3P1,SH3P2,SH3P3）
を発現する遺伝子組換え植物を作成し、各組
織における局在を観察する。また、細胞内局
在を明確にするために各オルガネラマーカ
ーを用いて共局在の有無を調べる。また、
SH3P1 については抗体を用いて抗体染色を行
い、GFP融合 SH3P1が GFPによって局在に異
常が現れないかを確認する。 
(2)組織別発現解析－各組織の RNAを抽出し、
cDNAを合成後、real time PCR を用いて発現
量を調べる。また、詳細な組織別発現を見る
ために、プロモーターに GUS レポーターを融
合させた遺伝子組み換え植物を作成し、GUS
染色によって、各組織での詳細な発現場所を
特定する。 
(3)阻害剤実験－上記で作成した植物体を用
いて、アクチン重合阻害剤や、エキソサイト
ーシス阻害剤など、様々な輸送経路阻害剤を
処理し、どの輸送経路に関わっているかを見
る。とくに、細胞骨格系の阻害剤、
Latrunculin B（アクチン重合阻害剤）やオ
リザリン（微少管阻害剤）を処理して、SH3Ps
と細胞骨格との関係を調べる。また、浸透圧
や塩ストレスを与え、輸送系を刺激した場合
に局在の変化が現れるかを観察する。 
(4)機能解析－SH3Ps の機能を調べるために、
過剰発現株と機能欠損株を作成する。ただし、
SH3P1と SH3P2、SH3P3 の三種類は 40％近く
アミノ酸配列が似ているため、各変異体では
表現型が現れない可能性があるため、二重変
異体や三重変異体の準備も進める。また、表



現型が現れた場合、即座に変異体に GFP融合
型遺伝子を導入し、表現型が回復するかどう
か調べるといった相補実験の準備を進める。
過剰発現体・機能欠損株ともに、生育状態や
環境応答（重力屈性やストレス応答）の観察
をしていく。 
(5)相互作用解析－SH3P1 は SYP123の複合体
解析で見つかったが、そのホモログである
SH3P2や SH3P3が SYP123と相互作用するかは
分かっていない。これらが SYP123と相 互
作用するかどうかや、他の SNARE と相互作用
するかどうかを調べる。また、他の SYP123
相互作用因子の候補についても split 
luciferase complementation assay（植物細
胞内で相互作用の有無を検出できる実験系）
を用いて相互作用を再度検討する。  
 
４．研究成果 
(1) SH3P1 と SYP123 は共局在する。 
 シロイヌナズナにおいて根毛特異的に発
現する Qa-SNAREである SYP123の質量解析法
を用いた複合体解析から、SH3P1が SYP123の
相互作用候補として単離されたため、まず、
SYP123と SH3P1 が相互作用するか、および共
局在するかについての解析を行った。Pull 
down 法を用いて直接的な相互作用の有無を
調べた結果、直接的な相互作用は見られなか
った。一方、酵母 two-hybrid 法 を用いて
相互作用の有無を調べたところ、僅かだが、
ネガティブコントロールに比べて酵母が育
成した(図 1)。以上のことから SYP123 と
SH3P1 の弱い相互作用が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.酵母 two-hybrid法による相互作用解析 
 P.C. ポジティブコントロール 
 N.C. ネガティブコントロール 
 
また、根毛細胞中で SYP123 と SH3P1 が共局
在しているかどうかを調べるために、SYP123
プロモーター制御下に tagRFP を融合させた
SYP123 を発現するトランスジェニック植物
体を作成し、さらに、SH3P1 プロモーター制
御下で SH3P1-GFPを発現するトランスジェニ
ック植物体を交配させ、両遺伝子を有する植
物体を得た。その後、このトランスジェニッ
ク植物の発芽後 5 日目の芽生えを観察した。
その結果、根毛の先端の細胞膜において、
SH3P1 と SYP123 は共局在した。また、
Brefeldin-A(BFA)を処理した場合も SYP123
と SH3P1 は BFA 処理によって、BFA ボディー

に共局在した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.SYP123 と SH3P1 の根毛における共局在
性 
 

(2) SH3Ps の発現と局在パターン 

 先端成長に関わる SYP123 の相互作用候補
として SH3P1 が挙げられたが、SH3P1 には
SH2P2、SH3P3 という２種類のオルソログが存
在する。そこで、これら 3つの SH3Psの発現
を調べるために、各組織から抽出した RNA
を用いて、組織別 RT-PCRを行った。結果、
全ての組織で発現が確認された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３.RT-PCR 法による SH3P1-3 の組織別発現
パターンの解析 
 
 次に、細胞内局在を調べるために、自己プ
ロモーター制御下で発現する GFP融合型 SH3P
のコンストラクトを作成し、アグロバクテリ
ウム法を用いて、トランスジェニック植物を
作成した。タンパク質の N末側に GFPを付け
た場合と、C 末側に付けた場合のトランスジ
ェニックを作成した。また、自己プロモータ
ーの代わりにカリフラワーモザイクウイル
ス 35Sプロモーター（CaMV 35S）で過剰発現
させるラインも作成した。複数の形質転換ラ
インを観察した結果、SH3P1p::SH3P1-GFP は
5 日目シードリングにおいて、根や胚軸、子
葉で発現が見られた。さらに、細胞内局在を
観察したところ、根の分裂領域において細胞
分裂を行っている細胞の細胞板に強く局在
し、細胞板付近や細胞膜付近でドット状の局
在パターンが見られた。根の表皮細胞では、
細胞膜の上面に極性を持って局在していた
（図４）。 
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図４.SH3P1-GFP 各組織における細胞内局在
解析 
 
 また、SH3P3-GFP の局在がコルメラ細胞の
細胞膜の重力方向に極性をもって配向して
いることから、重力刺激を与えた。重力刺激
を与えて観察すると、新たな重力方向へ配向
が変わることが分かった。この挙動は根の重
力屈性に関与するオーキシン輸送体 PIN7 や
PIN3と酷似しており、重力の感知・応答に関
わっていることが示唆される（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．コルメラ細胞での GFP-SH3P3の細胞内
局在性 
 
（３）sh3p1 変異体の機能解析 
sh3p1変異体は SALKから T-DNA挿入変異体を
取得し、Genotyping を行い、ホモ変異体を得
た。SH3P1 抗体を用いてウエスタンブロット
を行ったところ、発現量が低下したノックダ
ウンであることが分かった。1/2MS 培地にて
育成させた 5日目シードリングのプレートを
90°回転させ、10 時間後、24 時間後の根の
重力屈性を測定した。sh3p3-2は 24時間後に
おいても WT と比べて、根の重力屈性が遅延
した。一方、ノックダウン変異体である
sh3p1-3 と SH3P2AmiRNA は 24 時間後では WT
とほとんど差がみられないが、10 時間後では
WT と比較して重力屈性が遅延していること
が分かった。また、この重力屈性の遅延度は
発現量と相関していた（図６）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６. sh3p1 における重力屈性遅延の表現
形 
（A）定量的 PCR による各変異体の発現量の
解析 （B）SH３P１抗体を用いたウェスタン
ブロット解析（C）重力屈性試験。ヒストグ
ラムで根の屈曲度別を示している。（D）主根
の長さ 
 
（４）考察及び今後の課題 
 SH3P ファミリータンパク質の局在解析に
ついてはさらに詳細に調べるともに、今回十
分に検討できなかった阻害剤実験について
も行う。これらの実験から、SH3Pがどのよう
なメカニズムで局在しているのか解明でき
る。特に、SH3P1 と SH3P3 は極性のある局在
をとることから、重力屈性との関わりが強く
考えられるため、PIN の配向やオーキシンの
分布を解析する。すでにサンプルは準備でき
ているので、順次解析を進めて行く。また、
コルメラ細胞に局在する SH3P3-GFPに関して
は垂直ステージ共焦点顕微鏡を用いて重力
刺激を与えたときの局在変化を詳細に観察
する。 
 発現・局在解析から、SH3P1 と SH3P2 は一
部同じ箇所で働いていると考えられるため、
二重変異体を作成し、表現形を詳しく調べて
行く。SH3P1 と SH3P3 の二重変異体はホモ・
ホモ個体が、かなりストレスに弱い状態で、
培地から土へと植え替えを行うとすぐに枯
死してしまう。まだ 2個体しか見られておら
ず、確証を得るため、ホモ・ヘテロの次世代
を育成しており、表現型を同定する予定であ
る。この実験によって、SH3Ps の機能が一部
重複しているかどうか、判断できると考えて
いる。 
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