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研究成果の概要（和文）： 

植物細胞は移動することができないため、細胞の分裂・伸長・分化の方向や極性が厳密に
制御されることで、葉や根などの器官が作られる。本研究では、シロイヌナズナの NIMA
関連キナーゼが微小管の制御を介して植物細胞の分裂・伸長の方向を調節し、器官形成に
関わることを示した。また、連続的で方向性のある木部分化に必要な糖タンパク質 xylogen
の輸送機構、xylogen ファミリーの発現パターンを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cell polarity is fundamental to plant development. However, its precise mechanisms 
are largely unknown. This study revealed that Arabidopsis NIMA-related kinases 
regulate the polarity of cell division and elongation via microtubule organization. 
In addition, we have characterized the mechanism of xylogen transport and the 
expression pattern of xylogen family. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞が極性を獲得し、非対称な成長と分化

を行うしくみは、多細胞生物の発生に不可欠

である。動物の発生過程では、タンパク質リ

ン酸化を介した情報伝達系が極性制御に重

要であるが、植物細胞の極性を制御する機構

はほとんどわかっていない。 

 申請者は、植物の細胞極性を制御する新た

な因子を同定するため、表皮細胞が異常な伸

長を行い、異所的な突起を形成するシロイヌ

ナズナ ibo1 変異体を単離した。ibo1 は

NIMA-related kinase 6 (NEK6)の機能欠損変

異体で、NEK6 が異所的な伸長を抑制して細胞

の伸長方向を制御することがわかった。また、

NEK6 はアルマジロリピート型キネシン(ARK1

〜ARK3)と結合して働く (Sakai et al.2008)。



これらのことから、NEK と ARK の複合体が植

物細胞の伸長極性の制御に重要であると考

えられる。また、申請者の研究から、NEK6 が

細胞分裂過程でも機能していることが示唆

されている。本研究では、シロイヌナズナの

7 つの NEK 遺伝子の機能を明らかにし、細胞

分裂と細胞伸長における方向制御、および分

裂と伸長の協調機構を解明する。 

  Xylogen は維管束分化を促進し、維管束

の連続的な分化に関与する。これまでの研究

から、xylogen は細胞の片側に極性輸送され、

隣接した細胞の分化を促進すると考えられ

る。Xylogen は脂質輸送ドメインを持つプロ

テオグリカンであり、アラビノガラクタンに

よる糖修飾を受ける。また、糖脂質の

glycosyl phosphatidylinositol(GPI)アンカ

ーが C末端に付加され、細胞膜の表面に局在

した後、GPI アンカーの分解により細胞外に

放出されると考えられる。申請者の研究から、

GPI アンカー付加が xylogen の輸送に重要で

あることが示唆されている。本研究では、

xylogen の輸送過程や作用機構を解析し、組

織分化における方向性制御と細胞間での協

調機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
  生物の発生過程では、細胞が方向性を持

って分裂・伸長・分化することが不可欠であ

る。植物細胞は細胞壁という外殻を持ち、運

動性を失っているため、動物細胞とは異なる

独自の機構を発達させていると考えられる

が、植物の細胞極性制御については不明な点

が多い。本研究では、植物細胞の極性の確立

と維持の機構を明らかにするため、細胞分裂

と細胞伸長の極性を制御する NIMA 関連キナ

ーゼ(NEK)の機能解析を行う。また、細胞分

化における極性制御を明らかにするため、維

管束分化を促進し、方向性のある組織分化を

実現する xylogenの作用と輸送の研究を行う。 

１)シロイヌナズナの７つの NEK 遺伝子の機

能解析 

 最も解析が進んでいる NEK6 について、そ

の下流因子や相互作用するタンパク質を同

定し、分子機能を明らかにする。また、NEK

キナーゼファミリーの変異体の解析から、植

物における NEKの機能と役割分担を明らかに

する。 

２) Xylogen を主軸とした GPI アンカー型タ

ンパク質の機能解析 

 xylogen の作用や極性輸送についての研究

を主軸として、GPI アンカー型タンパク質の

解析を進め、新奇な形態形成の機構を明らか

にする。 
 
３．研究の方法 
 NEK6-GFP, NEK6-GUS融合タンパク質を発現

するシロイヌナズナを作出し、共焦点顕微鏡

観察と発現解析を行った。nek6 変異体に

GFP-TUB6 を導入し、表層微小管の観察を行っ

た。酵母２ハイブリッド法と免疫沈降法によ

り NEK6 と相互作用するタンパク質を同定し

た。大腸菌で発現させた NEK6 をチューブリ

ンや微小管と混合し、リン酸化アッセイや結

合実験を行った。NEK ファミリーのプロモー

ターGUS ライン、多重変異体を作成し、発現

パターンや表現型の解析を行った。NEK ファ

ミリーの細胞内局在を調べるため、GFP 融合

NEK を発現する系を開発した。 

 シロイヌナズナのxylogenタンパク質XYP1, 

XYP2 に GFP を融合した XYP1-GFP, XYP2-GFP

を発現する植物の観察を行った。XYP1-GFP, 

XYP2-GFP を免疫沈降する方法を開発した。シ

ロイヌナズナの xylogenファミリーについて、

プロモーターGUS ラインを作成して発現パタ

ーンを解析した。植物の xylogen ファミリー

をゲノムデータベースから同定し、構造の比

較と系統樹解析を行った。GPI 生合成変異体

の単離と解析を行った。 
 
４．研究成果 

１)シロイヌナズナ NEK の機能解析 

  NEK6-GFP, NEK6-GUS 融合タンパク質を

NEK6プロモーター下で発現するシロイヌナズ

ナを作出した。NEK6-GFP, NEK6-GUSは、

nek6/ibo1変異体の表現型を回復させるため、

機能的な融合タンパク質であることを示した。

NEK6-GFPは微小管上の顆粒状構造に局在し、

このNEK6顆粒は微小管上でダイナミックに移

動し、衝突や融合を繰り返すことがわかった。 

  nek6変異体における微小管動態を観察し

たところ、nek6変異体では表層微小管が安定

化しており、渦巻き状の異常な構造をとるこ

とがわかった。この渦巻き状微小管がある領

域から、突起が形成された。nek6変異体の突

起形成の表現型は、微小管脱重合剤により回

復し、微小管安定化剤により促進された。従

って、NEK6は微小管を不安定化し、細胞伸長

の極性を制御することがわかった。 

  NEK6によりリン酸化されるタンパク質を



試験管内リン酸化アッセイにより探索したと

ころ、NEK6がbeta-チューブリンをリン酸化す

ることがわかった。また、NEK6タンパク質は

試験管内で微小管に直接結合した。このこと

から、NEK6はbeta-チューブリンのリン酸化を

介して、微小管を不安定化すると考えられる。 

  次に、酵母２ハイブリッド法により、NEK6

と相互作用するタンパク質を探索したところ、

NEK6がNEK6自身と結合すること、他のNEKメン

バーであるNEK4, NEK5と結合することがわか

った。nek4 nek6, nek5 nek6 二重変異体では

突起形成の表現型が抑圧されることから、

NEK6の機能はNEK4,5を介していると考えられ

る。実際に、NEK6は微小管上でNEK4,5と共局

在することが明らかになり、NEK6-NEK4,5の複

合体が微小管の調節に関わると考えられる。 

  NEK6-GUSの発現パターンから、NEK6が伸

長中の器官や分裂組織で発現することがわか

った。他のNEKファミリーについてもプロモー

ターGUSラインを観察したところ、分裂組織や

維管束など分裂や伸長の盛んな組織で発現し

ていた。また、NEKファミリーの多重変異体で

は分裂面や細胞列の形成が乱れていた。従っ

て、NEKファミリーは細胞の分裂パターンの制

御に関わることが示された。 

  植物のNEKの機能についてはほとんどわ

かっておらず、申請者の研究により初めて細

胞伸長と細胞分裂の両方を制御することがわ

かった。また、これらの機能はチューブリン

のリン酸化を介していることを突き止めた。

今後は、NEKがどのような状況でどの部位をリ

ン酸化しているのか解析することで、NEKによ

る分裂・伸長の制御機構を明らかにしたい。

また、免疫沈降法などにより、NEKが様々なタ

ンパク質と相互作用することを見出しており、

その機能的意義についても解析を進める。 

 

２) Xylogen を主とした GPI アンカー型タン

パク質の解析 

  シロイヌナズナのxylogenタンパク質で

あるXYP1, XYP2にGFPを融合したXYP1-GFP, 

XYP2-GFPを発現する植物の観察を行った。GPI

合成を抑制した場合、XYP1-GFP, XYP2-GFPの

蓄積が低下することが示唆された。また、各

種輸送阻害剤を投与したところ、XYP1-GFP, 

XYP2-GFPの分泌が阻害された。特に、

Brefeldin A (BFA)投与ではxylogenがエンド

ソームにとどまることから、BFA感受性因子が

輸送に関わることがわかった。また、XYP1-GFP, 

XYP2-GFPの輸送と局在が異常な変異体候補を

単離することができ、これらを解析すること

でxylogenの輸送機構を明らかにしたい。 

  XYP1-GFP, XYP2-GFPを免疫沈降し、相互

作用する因子を探索した。免疫沈降の際の回

収率が低いことが判明し、緩衝液の組成や出

発材料の調整などを検討した。現在、改良し

た方法を用いてxylogenと相互作用する因子

を探索している。 

  Xylogenと類似したタンパク質をコード

する遺伝子をシロイヌナズナやイネ、コケな

どのゲノムデータベースから同定した。これ

らxylogenファミリーはいずれもアラビノガ

ラクタン付加部位、GPIアンカー付加配列、脂

質輸送ドメインを持ち、よく知られている塩

基性脂質輸送タンパク質とは構造が異なって

いた。また、シロイヌナズナのxylogenファミ

リーについて、プロモーターGUSラインを作成

して発現パターンを解析したところ、維管束

や分裂組織、内皮や内鞘、葯や花粉などで特

異的な発現パターンを示した。これらのこと

から、xylogenファミリーは多様な機能を果た

していると考えられる。 

  XylogenなどのGPIアンカー型タンパク質

は２５０種以上存在しているが、その機能は

わかっていない。我々は、ほぼ全てのGPIアン

カー型タンパク質の機能が欠損するGPIアン

カー生合成変異体をシロイヌナズナから単離

し、解析を行った。これらの変異体では顕著

な矮性と生長の遅延、トリコームや根毛の形

態異常が見られた。また、セルロース含量が

低下していた。これらのことは、GPIアンカー

生合成およびGPIアンカー型タンパク質が、セ

ルロースの合成に必要であることを示してい

る。 

  本研究から、これまで不明であった

xyloogenの輸送と作用の分子機構について手

がかりを得ることができた。また、xylogen

ファミリーの構造と発現の多様性を明らかに

した。更に、GPI生合成変異体の解析から、GPI

アンカー型タンパク質のセルロース合成・細

胞壁形成における役割が示された。今後も

xylogenファミリーを主軸として、GPIアンカ

ー型タンパク質の機能解析を進めることによ

り、詳細な機能が明らかになることが期待さ

れる。 
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