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研究成果の概要（和文）：植物細胞の極性形成機構を明らかにするために，細胞において偏在化するPINタンパク質の
細胞膜における局在様式を解析した．その結果，PINタンパク質は細胞膜上でドット状のクラスター構造を作るととも
に，その構造は移動・拡散しない安定な構造であることが明らかになった．さらにはその構造は細胞壁および分子機能
未知タンパク質MAB4により形成されることを明らかにした．また，PINの局在制御機構の更なる理解にむけ，葉脈パタ
ーンが異常になるvan変異体の解析を行った結果，PINの極性局在には生体膜の脂質成分の適切な合成が必須であること
が明らかになった．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of cell polarity establishment in plants, I 
analyzed the detailed distribution of PIN proteins at plasma membranes (PM)s. I identified that PIN 
proteins formed dot-like clusters at PMs and they are stable cellular compartments that do not diffuse 
across PMs. I also identified that PIN clusters are established or maintained by the cell wall components 
as well as the unknown function protein MAB4. Furthermore, I analyzed the van2, van5 and van6 mutants 
that are defective in vein development，related to polar auxin transport. Based on whole genome sequence 
analysis, I identified several candidates of responsible genes for van2, van5 and van6 mutants. Within 
them, I identified that responsible gene of van5 mutants is involved in sterol biosynthesis, which 
further confirms that appropriate lipid compositions of membranes are critical to establish cell 
polarity.
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１．研究開始当初の背景 
 
オーキシンの極性輸送は植物個体の発生・形
態形成において重要な役割を果たすことが
しられている．オーキシンの極性輸送はオー
キシン排出担体 PIN の細胞における偏在化
(極性局在)により制御されていることがこれ
までに明らかにされている．これまでに植物
細胞における PIN の極性局在において小胞
輸送が重要な役割を果たすことが知られて
おり，PINの局在化における研究は小胞輸送
に注目したものが中心であった．一方で，私
は最近，Kleine-vehnらとの共同研究により，
小胞輸送に加え，細胞膜上での PINの拡散性
(側方拡散)制御が PINの偏在化において，重
要な役割を果たすことを数理モデルにより
明らかにした．さらには，私は PIN2が細胞
膜上で多量体様のドット構造(以下，PIN2)ク
ラスターを形成することを見出した． 
 
２．研究の目的 
 
本研究は，植物個体の形態形成の基盤となる，
植物細胞の極性形成機構を明らかにするこ
とを目的としている．特に，細胞膜における
PIN クラスター形成と PIN タンパク質の拡
散性を制御する機構の関連に注目した解析
を行う．さらには，PINの局在化機構の理解
を促進すべく，新規の極性制御因子の単離・
同定を行う． 
 
３．研究の方法 
	
(1)PIN が形成する細胞膜ドメインの挙動と
形成機構の解析	
	
PIN2-GFP 発現体の根の表皮細胞・および
根冠の細胞を超解像顕微鏡を用いて詳細
に観察する．なお，この際には，タイムラ
プス観察および，細胞骨格等の阻害剤処理
を行う．また免疫沈降法を用いて，PIN2
クラスターを構成するタンパク質複合体
の単離を行う．	

	
(2)細胞壁関連タンパク質による PIN の極性
局在制御機構の解析	
	
細胞壁修飾酵素 PMEI 発現体や細胞壁の阻
害剤処理を行い，PIN2-GFP の細胞膜にお
ける局在様式・挙動を詳細に観察する．	

	
(3)PIN と類似した局在パターンを示す MAB4
と PIN の分子的関係性の解析	
	
PIN と MAB4 の共局在解析や，mab4 変異体
における PIN の局在様式を細胞生物学的
に解析する．	

	
(4)葉脈パターンが異常になる van 変異体を
用いた新規極性制御因子の単離と機能解析	

葉脈パターンはオーキシン極性輸送によ
り制御されることがしられている．これま
でに私が有する葉脈パターンが異常にな
る van 変異体の原因遺伝子の同定．機能解
析を行うことで，新規の PIN の偏在化制御
機構の理解をすすめる．	

	
４．研究成果	
	
(1)PIN が形成する細胞膜ドメインの挙動と
形成機構の解析	
	
PIN2 クラスターは細胞膜上で 4 時間にわ
たって，拡散移動せず，静的な構造体であ
ることが明らかになった．またアクチン，
微小管の細胞骨格阻害剤添加下では，PIN2
クラスターの配向は影響をうけないこと
が明らかになった．さらには，PIN2-GFP
の免疫沈降を行う系を確立した．現在，PIN
クラスター構成複合タンパク質の同定に
向けた解析を行っており，予備実験ながら
複数の候補タンパク質を得ることに成功
した．	

	
(2)細胞壁関連タンパク質による PIN の極性
局在制御機構の解析	
	
PMEI過剰発現体ではPIN2の発現量が低下
し，PIN2 クラスターが減少することが明
らかになった．また様々な細胞壁合成阻害
剤を添加し，細胞壁成分のペクチンが PIN
の局在化に重要な役割を果たすことが示
唆された．	

	
(3)PIN と類似した局在パターンを示す MAB4
と PIN の分子的関係性の解析	
	
mab4変異体ではPIN2クラスターが消失す
ることが明らかになるとともに，PIN2 と
MAB4 は共局在することが明らかになった．
現在，相互作用の有無を検証すべく，実験
条件の検討を行っている．	

	
(4)葉脈パターンが異常になる van 変異体を
用いた新規極性制御因子の単離と機能解析	
	
van2,van5,	van6 変異体の原因遺伝子同定
にむけ，次世代シーケンス解析により，候
補突然変異を複数見出した．それらの突然
変異体の T-DNA 挿入変異体の原因遺伝子
の表現型解析を行い，van2,5,6 との類似
性を比較した結果，van5 はステロール合
成遺伝子に変異が生じていることが確認
でき，実際に相補性試験にも成功した．一
方，他変異体においては，類似の表現型を
示す変異は同定できなかった．現在，van2,	
van6 変異体の原因遺伝子同定にむけ，本
解析を継続中である．	
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