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研究成果の概要（和文）：植物の形態形成は細胞壁による個々の細胞の形態制御に大きく依存しています。本研究課題
では壁孔を伴って二次細胞壁を沈着する木部道管をモデルとして、ROP GTPaseおよび表層微小管の相互作用が細胞壁の
沈着を空間的に制御する仕組みを明らかにしようとしました。その結果MIDD1がKinesin-13AやBDR1を介して表層微小管
と排他的に作用していること、表層微小管がVETH-COG2複合体を介して細胞壁成分を輸送している可能性が示されまし
た。これらの因子のファミリーは道管以外の組織でも発現しており、植物の形態形成の理解にも貢献すると期待されま
す。

研究成果の概要（英文）：Plant development largely depends on well-organized cell walls which determines 
the shape of each plant cell. I focused on how plant cortical microtubules and ROP GTPases spatially 
interact each other to determine the deposition pattern of cell walls in xylem vessels cells. I revealed 
that ROP GTPases mutually inhibit cortical microtubules through MIDD1-Kinesin-13A complex and possibly 
through BDR1, a novel protein of unknown function. I also found that VETH1 may mediate membrane 
trafficking of cell wall components along cortical microtubules. These findings may contribute to our 
further understanding of plant and plant cell morphogenesis.

研究分野：植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

植物の体は細胞壁で覆われた細胞が積み重
なるようにして作られています。個々の細胞
の形は細胞壁に大きく依存しており、個々の
細胞の形態制御が植物の体全体の形を決め
る上で重要です。植物細胞は吸水により膨張
するように成長しますが、細胞壁の主成分で
あるセルロース微繊維が細胞の“タガ“とな
って細胞伸張を抑制し、細胞が決まった形に
なります。このセルロース微繊維の沈着を制
御するのが細胞膜直下に並ぶ表層微小管で
すが、表層微小管の並び方を時空間的に制御
する分子的な仕組みはほとんど分かってい
ませんでした。先行研究では低分子量 GTPase

である ROP GTPase が局所的に細胞骨格や細
胞膜輸送経路を制御すること、また表層微小
管が様々な微小管付随タンパク質により制
御されていること、表層微小管同士の相互作
用により微小管の並びがある程度制御され
ていることなどが報告されていました。しか
しながら表層微小管の並び方や ROP GTPase

の活性化が、細胞形態形成の最も初期の段階
でどのようにして細胞内で時間的、空間的に
制御され、細胞の形態を決定してゆくのかと
いう問題はほとんど明らかになっていませ
んでした。研究代表者は木部道管分化におい
て局所的に ROP GTPase が活性化し、微小管
付随タンパク質 MIDD1 を介して表層微小管
と排他的に作用することにより、二次細胞壁
の沈着パターンを自発的に決定しているこ
とを明らかにしました  (Oda and Fukuda, 

2012)。この現象を詳しく解析することにより、
ROP GTPase と表層微小管がどのようにして
細胞壁、さらには植物の形態を制御している
のか明らかにできると考えられました。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、木部道管分化で働く ROP 

GTPase や MIDD1 といった細胞骨格制御因子
に着目し、細胞が自律的に形態形成を実現す
る仕組みを明らかにすることを目的としま
した。特に、MIDD1 がどのようにして表層微
小管に作用するのか、表層微小管がどのよう
にして ROP GTPase シグナルに影響するのか、
どのようにして ROP GTPase と表層微小管が
排他的に相互作用するのかという問題にフ
ォーカスし、さらにこの仕組みがどのように
植物全体の形作りに寄与しているのか明ら
かにすることを目指しました。 

 

３．研究の方法 

主な手法として、研究代表者が開発した in 

vitro での道管分化誘導系（Oda et al. 2010）を
用いました。この実験系はシロイヌナズナの
培養細胞に転写因子VND6を一過的に発現さ
せることにより、全ての細胞を強制的に道管
細胞へと分化させる実験系です。この実験系
を用いたトランスクリプトーム解析より、道
管分化に特異的な新規の遺伝子群を同定し、
その中から MIDD1 や ROP GTPase と関連の

ある遺伝子を探索しました。候補となった遺
伝子は培養細胞を用いて細胞内の局在を調
べるとともに RNAi 法を用いてその機能を検
証しました。ROP GTPase や MIDD1 とそのタ
ンパク質間相互作用には BiFC 法、および
FRET 法を用いました。これには培養細胞に
加え、一過的な遺伝子発現が容易なタバコ(N. 

benthamiana)も用いました。さらに、植物で
の機能を明らかにするためにシロイヌナズ
ナ(A. thaliana)Col-0 系統を用いて、RNAi 法に
よる遺伝子発現抑制、T-DNA 挿入変異体によ
る遺伝子破壊、過剰発現による形質変化を調
べました。冗長性があると考えられた遺伝子
に関しては多重変異系統を作出することに
より、その機能を調べました。 

 
４．研究成果 
MIDD1 の微小管に対する作用を明らかにする
ために、MIDD1 と道管細胞内で共局在するタ
ンパク質を探索した結果、Kinesin-13A を同
定しました。Kinesin-13AはMIDD1と同様に、
壁孔（二次細胞壁が沈着しない領域）内の表
層微小管にのみ局在し、微小管の先端部に顕
著に蓄積していました。BiFC 法によって
MIDD1 との相互作用を検証した結果、
Kinesin-13A と壁孔において局所的に MIDD1
と相互作用している様子が観察されました。
Kinesin-13A の役割を明らかにするために培
養細胞に kinesin-13A の RNAi を導入した結
果、壁孔が顕著に小さくなりました。
Kinesin-13A のシロイヌナズナ T-DNA 挿入変
異体を入手して観察したところ、培養細胞と
同様に壁孔が小さくなっており、逆に
Kinesin-13A を過剰発現すると壁孔が大きく
なりました。これらのことから Kinesin-13A
は MIDD1とともに壁孔の形成に寄与すること
が分かりました。微小管に対する作用を明ら
かにするために GST を付加したリコンビナン
トタンパク質を精製し、in vitro で微小管と
反応させました。その結果、ATP 依存的に微
小管を脱重合する活性があることがわかり
ました。一方、MIDD1 にはそのような活性は
ありませんでした。MIDD1 と Kinesin-13A と
の関連をより詳細に明らかにするために、培
養細胞にこれらの遺伝子を単独あるいは共
発現させました。その結果、Kinesin-13A は
MIDD1 に依存的に表層微小管にアクセスし、
表層微小管を脱重合していることが分かり
ました (Oda and Fukuda 2013)。 
 Kinesin-13A の探索をしている間に、微小管
の先端に局在する新規のタンパク質 VETH1お
よび VETH2 を発見しました。これらのタンパ
ク質は小胞様の丸い構造に局在し、表層微小
管の先端部に局在するだけでなく、表層微小
管上を移動している様子も観察されました。
相互作用データベースを用いて相互作用因
子 を 探 索 し た と こ ろ 、 COG2(Conserved 
Oligomeric Golgi2)タンパク質が候補因子と
して見つかりました。BiFC 法により COG2 が
VETH1 および VETH2 と相互作用することが分



 

 

かりました。さらに、これらのタンパク質は
細胞膜輸送経路を制御する exocyst 複合体の
サブユニット Exo70A1 と共局在することがわ
かりました。重要なことに Exo70A1 は VETH
および COG2 に依存して表層微小管に局在す
ることが分かりました。Exo70A1 の変異体を
調べたところ壁孔が小さく、異常な形態にな
っていたことから、VETH1、VETH2 および COG2
は Exo70A を介して表層微小管に沿って細胞
壁成分を運ぶ膜輸送経路を制御している可
能性が示唆されました(Oda et al. 2015)。 
  木部道管細胞において ROP GTPase と関
連する因子を探索した結果、壁孔に局在する
機能未知遺伝子 BDR1 を候補として同定しま
した。BiFC 法により BDR1 が活性型の ROP 
GTPase と相互作用する ROP エフェクタータ
ンパク質であることが示されました。興味深
いことに BDR1 は壁孔の縁に顕著に局在して
いました。このことから、BDR1 は活性型 ROP11
と表層微小管の境界領域に局在し、両者の排
他的な相互作用を媒介している可能性が考
えられました。 
 これらの新規因子の解析に加え、局所的な
ROP GTPase の活性化を ROP エフェクターを
用いて観測しました。その結果、道管分化時
に de novo に ROP GTPase の活性化領域が出
現することを見出しました。ROP GTPase は道
管以外でも様々な細胞で局所的に活性化し、
表層微小管を制御していると考えられてい
ます。また、MIDD1 や Kinesin-13A、VETH1, 
BDR1 あるいはそのファミリーの遺伝子は木
部道管以外の組織でも発現していることか
ら、本研究で得られた知見は道管分化のみな
らず、植物全体でどのように ROP GTPase の
活性化が制御され、表層微小管と相互作用し
ているかを考える重要な手がかりとなり、植
物の形態形成の理解に貢献すると期待され
ます。 
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