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研究成果の概要（和文）：細胞間コミュニケーションは、個体を統制する上で重要であり、植物では原形質連絡がその
役割を担っている。しかし、その制御については、まだよくわかっていない。
申請者らは、ヒメツリガネゴケの原糸体に着目し、光変換型蛍光タンパク質Dendra2を用い、細胞間コミュニケーショ
ンを定量解析する方法を開発し、研究を進めた。その結果、ストレスホルモンであるアブシジン酸の存在に依存してDe
ndra2の細胞間移動が抑制され、その制御に重要なABAシグナル伝達系の制御因子を２種類同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Cell-cell communication via plasmodesmata is important to control growth and 
environmental response in plants. However, the molecular mechanism is largely unknown.
We developed a quantitative method to analyze cell-cell communication by using a photoconvertible 
fluorescence protein, Dendra2 in protonemata of the moss, Physcomitrella patens, and studied a regulation 
of Dendra2 movement. We found two factors that are involved in abscisic acid signaling play a key role to 
control abscisic acid-dependent suppression of Dendra2 movement.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
多細胞生物において、細胞どうしのコミュニ
ケーションは、細胞の運命制御や環境応答な 
ど 、個体を統制する上でさまざまな局面で
非常に重要である。動物では隣り合った細胞
間のコミュニケーションはギャップ結合な
どにより制御されている。一方、植物では構
造の全く異なる連絡通路が存在し、原形質連
絡とよばれている。  
	 原形質連絡は細胞壁を貫く数十ナノメー
ターの小さなチャンネルであり、植物独自の
細胞間コ ミュニケーション手段であり、イ
オンなどの低分子からタンパク質や mRNA 
などの情報高分子が、このチャンネルを介し
て移動している(Lucas and Lee, 2004)。近年、
原形質連絡を介した情報 のやり取りが受動
的で一定なものでなく、ダイナミックに変化
していることがわかってきた。原形質連絡は、
発生段階あるいは周囲の環境変化に応じて、
数や形を変化させ、通過できる分子のサイズ
やタイミグを制御していることが明らかに
なってきた(Maule, 2008; Lucas et al. 2009)。
しかし、どの因子が原形質連絡の数や形の変
化を制御するのか、あるいはそれらを制御す 
るシグナル因子はわかっておらず、原形質連
絡を取り巻く分子制御機構の大部分は現在
でも謎である(Burch-Smith & Zambryski, 
2012)。  
	 申請者らはコケ植物(ヒメツリガネゴケ)の
原糸体は細胞が直鎖状につながっているた
め、細胞間コミュニケーションの研究に非常
に優れた実験系となることに気づき、光変換
型蛍光タンパク質に着目した細胞間コミュ
ニケーションの定量解析法を開発してきた
(Kitagawa and Fujita, 2013)。この過程で、
アブシジン酸(ABA)が蛍光タンパク質の細胞
間移動を 1時間以内に抑制することを見出し
た。さらにこの制御には ABA シグナル伝達
因子の Abscisic Acid Insensitive3(ABI3)は
関与せず、ABI1が関わることも見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、細胞間コミュニケーションを制御
するホルモンとして ABA が重要であること
を指摘し、それには ABI1 を経由したシグナ
ル伝達系が重要であることを示す。さらにこ
のシグナル伝達系のターゲットに着目する
こと等により、原形質連絡の制御に直接関わ
る因子を明らかにし、未だ謎だらけの原形質
連絡の分子制御系を世界に先駆け解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ABA による原形質連絡の制御に
ABI1(PP2C フォスファターゼ )が関わるこ
とを示す。	 	 
	 ヒメツリガネゴケの abi1 遺伝子破壊株は
ABA に対して高感受性を示すことが報告され
ている	 (Komatsu	 et	 al.	 2009)。そこでこの
株を入手し、Dendra を構成的に発現する abi1

遺伝子破壊株	 (abi1KO/Dendra 株)を作成し、
ABA 添加時の Dendra の細胞間移動を調べる。
野生型に比べて、ていのうどの ABA でも
Dendra の移動度の抑制がかんさつできるは
ずでる。このようにして ABA に非感受性のド
ミナントネガティブ変異型 abi1-1/Dendra 株
により得られた結果と合わせることにより、
ABAによる原形質連絡の制御にABI1が関わる
ことを示す。	 	 
	 
（２）ABA 以外の環境ストレスも ABI1 を介し
た原形質連絡の制御に関わるのか。	 	 
	 Dendra を構成的に発現する abi1-1/Dendra
株や abi1	 KO/Dendra 株に、ABA 以外のストレ
ス処理(塩、	 浸透圧、低温、乾燥、重金属な
ど)を施し、Dendra の移動度の変化を調べる。
これによりどのようなストレスが、ABI1 を介
した原形質連絡の制御に関わっているのか
明らかにする。	 	 
	 
（３）ABA による原形質連絡の変化は、どの
ような微細構造変化に起因しているのか。	 
	 ABA による Dendra の細胞間移動の停止は、
１時間以内で観察できたことから、このよう
な制御は、原形質連絡の数の減少によるもの
とは考えにくく、原形質連絡の精微な構造変
化によるものだと考えられる。そこで透過型
電子顕微鏡により、ABA の有無に応じた微細
構造の変化を調べる。微細構造の変化を正確
に観察するため、化学固定法、（加圧）急速
凍結置換法などを検討し、最適の観察条件を
決定し、微細構造の変化を調べる。また微細
構造の顕著な変化（原形質連絡のネック部分
の閉鎖など）とともに、カロースの蓄積が原
形質連絡の開口度を調整している可能性も
考えられ（Roberts,	 2005）、免疫電顕等によ
りこの可能性を検討する。	 
	 
（４）ABA による原形質連絡の制御に ABA 受
容体 PYR や SnRK2 キナーゼも関わるのか。	 
	 ABI1 が関わる ABA のシグナル伝達系は PYR
受容体と SnRK2 キナーゼとの複合体により制
御されていることが近年明らかにされてき
た（Umezawa	 et	 al.	 2010）。それぞれのコン
ポーネントはヒメツリガネゴケでもよく保
存されており、ABA による原形質連絡の開閉
制御が ABI1 とともに PYR 受容体、SnRK2 キナ
ーゼを介している可能性は十分高い。そこで
このことを明らかにするため、Dendra 発現株
からプロトプラストを調整し、PYR や SnRK2
の機能抑制型（RNAi コンストラクト）や過剰
発現型あるいは機能亢進型（キナーゼの恒常
活性型コンストクト）を一過的に導入し、再
生個体（２０細胞程度の再生原糸体）におい
て ABA による Dendra の細胞間移動の変化を
調べる。このように一過的遺伝子導入系を利
用することにより、遺伝子の機能解析を効率
的かつ迅速に実施できる点は、本研究の利点
であり、ABA による原形質連絡の制御が
PYR/ABI1/SnRK2 を介したものであるかどう



 

 

かを明らかにする。	 
（５）ABA による原形質連絡の開閉制御に直
接関わる因子（直接制御因子）候補の選抜。	 
	 これまでの研究により、①原形質連絡に局
在するものや、原形質連絡の制御に関与する
因子がいくつか同定あるいは推定されてい
る(Burch-Smith	 &	 Zambryski,	 2012)。一方、
②PYR/ABI1/SnRK2 の下流で働くいくつかの
因子も明らかになりつつある	 (Hauser	 et	 al.	 
2011)。そこでこれら因子の機能に対する阻
害剤等（例えば、アクチン重合阻害剤、活性
酸素除去剤、カロース合成阻害剤など）の影
響を Dendra ラインで調べ、どの因子が ABA
依存的な原形質連絡の開閉制御に関わる可
能性が高いのかを検討する。①および②で共
通の因子が見出せれば、それが原形質連絡を
直接制御する有望な候補因子となる。それぞ
れの因子の遺伝子発現制御（ABA 応答性）や
タンパク質のドメイン構造の情報（細胞膜表
層や原形質連絡に局在する可能性）なども総
合的に調査し候補因子を選抜し、解析の優先
順位を決定する。	 
	 
（６）ABA による原形質連絡制御を司る直接
制御因子を特定する。	 
	 （５）でリストアップした候補遺伝子に対
して順次（４）と同様の方法で、候補遺伝子
の機能抑制コンストラクトや過剰発現コン
ストラクトを Dendra 発現株から調整したプ
ロトプラストに一過的に導入し、ABA 依存的
な Dendra の移動度の変化を調べ、この制御
に関わるものを同定する。	 
	 
（７）ABA による原形質連絡制御に直接制御
因子は必要十分か、どのように機能するのか。	 
	 （６）で同定した直接制御因子の機能喪失
と機能獲得の表現型を調べる。具体的には誘
導的 RNAi や遺伝子破壊あるいは誘導的過剰
発現を Dendra 発現株に対して作成し、ABA 依
存的な Dendra の移動の変化を定量的に調べ
る。さらに Dendra の移動制御に必要なドメ
インやアミノ酸残基などを予測し、それらの
変異体を作成し解析する。必要に応じて生化
学的手法などを導入し機能解析を行う。	 
	 
（８）直接制御因子と ABI1、SnRK2 の関係を
明らかにする。	 
	 直接制御因子の機能抑制コンストラクト
や過剰発現コンストラクトを前年度までに
作 成 済 み の abi1	 KO/Dendra 株 や
abi1-1/Dendra 株から調整したプロトプラス
トに一過的に導入し、ABA 依存的な Dendra の
移動の変化を調べ、直接制御因子と ABI1 の
遺伝学的関係を明らかにする。同様な手法に
より SnRK2 と直接制御因子の関係も調べる。
ABI1、SnRK2 はそれぞれフォスファターゼ、
キナーゼであることから、直接制御因子がこ
れらの基質となっている可能性についても
生化学的手法を導入するなど、検討する。	 
	 

（９）ABA による迅速な原形質連絡制御に関
わる分子機構について論文発表する。	 
	 ストレスや ABA が、ABI1 などを介したシグ
ナル伝達経路により、どのように原形質連絡
を制御し細胞間コミュニケーションを制御
しているのか、その分子機構を考察し、論文
発表する。	 
	 
４．研究成果	 
（１）ABA による原形質連絡の制御に ABI1 が
関わることをヒメツリガネゴケの abi1 遺伝
子破壊株、および abi1-1 ドミナントネガテ
ィブ株のそれぞれに Dendra を構成的に発現
するコンストラクトを導入し、Dendra の細胞
間移動を調べた。その結果、実験ごとのばら
つきが大きく、ABA1 が ABA 依存的な原形質連
絡の制御に関っているとは、統計的にはいえ
ないことがわかった。このように abi1 の変
異株で、細胞間コミュニケーションが非常に
不安定になる現象は、非常に興味深く、今後
この理由を追跡しても良いのではないかと
考えられた。	 	 
	 
（２）ABA 以外のストレス処理として、塩、	 浸
透圧などを施し、Dendra の移動度の変化を現
在も継続して調べている。	 
	 
（３）ABA による Dendra の細胞間移動の停止
は、１時間以内で観察できたことから、この
ような制御は、原形質連絡の数の減少による
ものとは考えにくく、原形質連絡の精微な構
造変化によるものだと考えられた。そこで透
過型電子顕微鏡により、ABA の有無に応じた
微細構造の変化を化学固定法により調べた。
また、カロースの蓄積が原形質連絡の開口度
を調整している可能性も考えられこの可能
性をアニリンブルー染色により検討した。こ
れまでのところいずれの手法からも明確な
結果を得ることはできていない。	 
	 
（４）ABA による原形質連絡の制御に ABI1 以
外の因子が関わる可能性を検討した。その結
果、ABA のシグナル伝達系因子のうち、SnRK2
キナーゼおよび ABI3 転写因子が関わってい
る可能性を示唆するデータを得ることがで
きた。引き続き、両者の ABA 依存的な原形質
連絡制御における遺伝学的関係を調査する。	 
	 
（５）ABA による原形質連絡の開閉制御に関
わる制御系に関するヒントを得るため、各種
阻害剤、例えば、アクチン重合阻害剤、活性
酸素除去剤、カロース合成阻害剤などの影響
をまずは、Dendra ラインで調べた。しかし、
明瞭な結果を得ることが現在までのところ
できていない。	 
	 
（６）ABA による原形質連絡制御の抑制を報
告した総説を発表した。に関わる分子機構に
ついて論文発表する(Kitagawa	 and	 Fujita,	 
2015)。	 
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