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研究成果の概要（和文）：　細胞壁の構築と機能発現に膜交通がいかに関わるのかを，様々な側面から調べた．
セルロース合成酵素複合体（CSC）の動態を超解像顕微鏡を用いて観察し，CSCのダイナミン依存的エンドサイト
ーシスを可視化した．さらに，PI3KおよびPI4KがCSCの輸送の異なる過程に関与することを明らかにした．植物
―微生物間相互作用については，フラジェリン受容体FLS2の動態解析で成果があった．さらに，液胞輸送経路の
損傷により細胞壁が影響を受けること，植物の液胞輸送経路が他の生物と異なる仕組みにより制御されているこ
とを突き止めた．ゼニゴケを用いた進化細胞生物学的解析では，膜交通の多様化の歴史の再構築が進行中であ
る．

研究成果の概要（英文）：　We analyzed mechanisms of cell wall construction and cell wall functions 
with various techniques, including super-resolution microscopy, biochemistry, and genetics. We 
succeeded in fine-resolution imaging of transport of the cellulose synthase complex, which is 
distinctly dependent on PI3K and PI4K. We also analyzed RABA/RAB11 functions in endocytosis of FLS2 
to demonstrate functional diversification of RABA/RAB11 members. Furthermore, we demonstrated that 
the plant vacuolar transport pathway is distinctly regulated from yeasts and animals, which plays a 
pivotal role in cell wall integrity. Evolutionary cell biological analyses of the membrane 
trafficking system using the liverwort, Marchantia polymorpha, is also currently underway.

研究分野： 植物分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞内の単膜系オルガネラ間の物質
輸送システムは，道路や乗り物を介した交通
システムになぞらえ“膜交通”（メンブレン
トラフィック）と呼ばれる．植物特有の細胞
外情報処理システムを構成する細胞壁の新
規構築や刺激に応じた再構築においては，
様々なオルガネラや膜交通が高度に協調し
てはたらく必要があり，そこでは植物が進化
の過程で独自に獲得したオルガネラのはた
らきや膜交通の仕組みが機能していると推
測されていた．また，植物特異的膜交通経路
を含む膜交通の損傷が細胞壁の構造や細胞
接着に大きな影響を与えることが，申請者ら
を含む複数のグループにより見いだされて
いた．しかしながら，細胞壁の構築や再編成
における膜交通の役割とその分子機構の大
部分は未解明であった．例えば，セルロース
合成装置複合体が，どのような仕組みにより
輸送されているのかについては，ほとんど明
らかにされていなかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では，植物の細胞外情報処理シ
ステムである細胞壁の新規構築や再構築，さ
らにその機能発現に必要な因子群の正しい
時空間的配置と膜交通との関連を，世界最高
水準の技術とノウハウを有するイメージン
グを駆使して解明することを目的とした．そ
こでまず，細胞壁成分の合成酵素の動態を詳
細に明らかにするとともに，それらの輸送に
関わる膜交通関連因子の挙動を詳細に観察
することとした．特にセルロース合成装置複
合体については，その集合過程や輸送過程を
観察するとともに，細胞膜からのエンドサイ
トーシスによる回収がどのような仕組みに
よっておこり，そこにいかなる制御機構が介
在するのかを明らかにすることを目指した． 
 また，我々がこれまでに単離した植物特異
的膜交通経路の変異体を含む様々な膜交通
関連変異シロイヌナズナにおいて，細胞壁関
連分子群の動態観察や細胞壁成分の生化学
的解析を行い，膜交通と細胞壁の関連を新た
に探り出すことを目指した．また，細胞外情
報処理における変異の影響を，病原菌との相
互作用などを指標にして明らかにすること
も試みた．一方，膜交通の進化と細胞壁の進
化がどのように関連しているのかを調べる
ため，基部陸上植物（ゼニゴケ）のゲノム情
報をもとに膜交通の多様化の歴史を再構築
することを試みた．  
 
３．研究の方法 
（１）セルロース合成装置複合体の動態解析 
 巨大複合体であるセルロース合成酵素複
合体が，どのような局在化制御を受けている
のかについてはほとんど明らかになってい
なかった．そこで，蛍光タンパク質で可視化
したセルロース合成酵素複合体の局在化機
構を，共焦点顕微鏡および超解像顕微鏡を用

いて精査した．続いて，他の輸送関連因子と
の多重蛍光観察や，薬理学的処理によるイノ
シトールリン脂質の関与などを調べた．さら
に，複合体に含まれる二つのサブユニットを
異なる蛍光タンパク質で標識し，超解像顕微
鏡による観察も行った． 
 
（２）膜交通に損傷を持つ変異体における細
胞壁の異常の解析 
 膜交通に損傷を持つ変異体における細胞
壁の異常の解析を行った．VPS9aの変異体は，
細胞接着が異常となる．そこで，vps9a-2 変異
体の細胞壁の糖組成を，筑波大学の佐藤・岩
井グループとの共同研究により解析した．ま
た，VPS9a が制御する液胞輸送経路の仕組み
を明らかにするべく，液胞輸送経路で機能す
る分子の単離と解析を，特に RAB GTPase に
注目して進めた．変異体の解析，蛍光タンパ
ク質との融合産物を用いた局在解析，生化学
的手法を用いたタンパク質の活性測定など
を行った．さらに，細胞膜における膜融合の
実行因子である SYP132 についても，その変
異体でカロースが異常蓄積することを見い
だした．そこで，SYP132 の可視化ラインを
用いたカロース蓄積との関連の解析を，共焦
点顕微鏡を用いたイメージング解析を中心
に進めた．様々な分泌関連分子との二重可視
化により，カロース合成と分泌経路の関連を
探った． 
 
（３）細胞壁を介した生物間相互作用の解析 
 細胞壁を介した生物間相互作用の仕組み
を明らかにするため，flagellin レセプターで
ある FLS2 の flagellin 感受後の動態を，タバ
コの葉における一過的発現系を用いて解析
した．さらに，FLS2 の輸送に植物特異的な
多様化を果たした RABA/RAB11 のファミリ
ーがどのように関わるのかを，優性阻害型変
異を導入した RABA/RAB11 を共発現させる
ことにより調べた．また，うどんこ病菌やべ
と病菌感染時に，植物と病原菌とのインター
フェイスとして機能する吸器嚢膜の性質を
明らかにするべく，各種オルガネラマーカー
の吸器嚢膜の局在を調べるとともに，吸器嚢
膜に局在することが分かった RAB5 について
は，その優性阻害型または恒常活性型変異タ
ンパク質の発現が，病原菌の増殖にどのよう
に影響するかを接種実験により解析した． 
  
（４）細胞壁構築と膜交通の進化細胞生物学
的解析 
 膜交通の進化と細胞壁の進化がどのよう
に関連しているのかを明らかにする基盤と
するため，基部陸上植物ゼニゴケの RAB 
GTPaseと SNAREをコードする遺伝子を網羅
的に単離し，蛍光タンパク質との融合タンパ
ク質を発現する形質転換植物を作成した．続
いて，それらの植物を共焦点顕微鏡で観察し，
RAB GTPase と SNARE の局在を網羅的に解
析した．一部の遺伝子については，ゲノム配



列に蛍光タンパク質の cDNA を挿入し，発現
パターンについても同時に解析した． 
 
４．研究成果 
（１）セルロース合成装置複合体の動態解析 
 セルロース合成酵素複合体（CSC）の動
態を超解像顕微鏡を用いて観察し，CSC が
ダイナミン依存的にエンドサイトーシスさ
れる様子の可視化に成功した（投稿中）．さ
らに，二種のフォスファチジルイノシトー
ルキナーゼ（PI3K および PI4K）の阻害剤
が CSC の輸送の異なる過程に影響するこ
とを明らかにし，複数のイノシトールリン
脂質による CSC の輸送制御の仕組みの一
端が明らかとなった（Fujimoto et al., 2015）．
続いて，CESA3 と CESA6 を異なる蛍光タ
ンパク質で標識し，同時可視化を行うこと
により，両者が必ずしも同じ CSC に含まれ
ていない可能性を示した（未発表）． 
 
（２）膜交通に損傷を持つ変異体における細
胞壁の異常の解析 
 VPS9a の機能が低下した変異体（vps9a-2）
は細胞接着に異常を示すことから，VPS9a 変
異体が機能する液胞輸送経路が，細胞壁の健
全性の維持に関わっている可能性が示唆さ
れた．そこで変異体の細胞壁の分析を行った
が，糖の組成に大きな変化は見られなかった．
そこで，液胞輸送経路の分子機構をさらに明
らかにするため，VPS9a の基質である RAB5
とそのエフェクター分子の解析を進めた．そ
の結果，植物の液胞輸送経路では，動物には
無いユニークな RAB5 のエフェクター分子が
機能することが明らかとなった（Sakurai et al., 
2016）．また，植物の液胞輸送には複数の輸
送経路が存在していること，それぞれの輸送
経路で異なるタンパク質が輸送されている
ことも示した（Ebine et al., 2014）． 
 また，syp132 変異体においてカロースの異
常蓄積が見られることを見いだした．さらに，
SYP132 が浸透圧の変化に応じて細胞膜から
粒状の構造へと局在を変化させること，この
粒状の構造には，分泌経路で機能する膜交通
関連分子が一部共局在していることも明ら
かにした（未発表）．これらのことから，カ
ロースの蓄積には，SYP132 が機能する特異
的な分泌経路が関与することが示唆された． 
 
（３）細胞壁を介した生物間相互作用の解析 
 細胞壁及び細胞膜を介した植物—微生物
間相互作用に注目し，フラジェリン受容体
FLS2 の動態とその分子機構の解析を進め
た．植物で多様化している RAB11 の各サ
ブグループが，FLS2 の輸送の異なるステッ
プを制御していることを示すとともに，
FLS2 のエンドサイトーシス経路とそこで
機能する分子群を明らかにした（Choi et al., 
2013; Mbengue et al., 2016）. 
 うどんこ病菌，べと病菌の感染時におけ
るオルガネラや細胞構造の変化の解析も行

った．その結果，これらの病原菌が植物か
ら栄養を収奪するための装置である吸器を
取り囲む吸器嚢膜に，RAB5 を始めとする
一部のエンドソームタンパク質が局在して
いることを見いだした（Inada et al., 2016）．
吸器嚢膜には RAB5 の活性化因子である
VPS9a は局在しないことから，吸器嚢膜が
エンドソームと類似しながらも通常は存在
しない特殊な状態に維持されていることが
示唆された．また，植物特異的 RAB5 の活
性化が，うどんこ病菌の増殖を抑制するこ
とも明らかにした（投稿中）． 
  
（４）細胞壁構築と膜交通の進化細胞生物学
的解析 
 陸上植物における細胞壁と膜交通との進
化的関連を探るため，ゼニゴケの膜交通経路
網の全体像を捉えることとした．ゼニゴケゲ
ノムにコードされる RAB GTPase と SNARE
を網羅的に単離し，その細胞内局在を解析し
た．その結果，いずれのグループについても，
陸上植物に共通して含まれる基本的な遺伝
子セットがゼニゴケに存在するものの，その
冗長性は著しく低いことが明らかとなった．
一方で，ゼニゴケには存在するがシロイヌナ
ズナには存在しない RAB GTPase や，苔類の
みに特異的に存在するオルガネラに局在す
る SNARE が見いだされ，ゼニゴケの膜交通
経路が独自の多様化を果たしていることが
明らかになった（Kanazawa et al., 2016; 
Bowman et al., 投稿中）． 
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