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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、植物RAB5の新奇エフェクターとして単離同定されたSWAP70がその下
流でRho of Plant (Rop)の機能制御を担うと考え、SWAP70が相互作用するROPの同定とその機能制御機構の解明
を試みた。相互作用解析の結果、シロイヌナズナSWAP70はROP7と相互作用することがわかった。ROP7は定常状態
では細胞膜、核、核小体様構造に局在したが、SWAP70や植物RAB5との共発現によりエンドソームに局在化した。
ROP7は組織特異的な発現様式を示す。以上から、RAB5はSWAP70を介してROP7とカスケードを構築することにより
組織特異的な機能制御を実行すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：I have identified SWAP70 as a novel effector protein of plant RAB5 GTPases. 
Since SWAP70 is known as a Rac activation factor in other eukaryotic systems, I hypothesized that 
RAB5 and Rho of Plant GTPases (ROP; counterpart of Rho in plants) constitute a signaling cascade via
 SWAP70. To test this hypothesis, I cloned Rop members, and tested their interaction with SWAP70. As
 a result, ROP7 was the only member capable for binding to SWAP70. Next, I examined the effect of 
SWAP70 and RAB5 members on the subcellular localization of ROP7. ROP7 mainly localized to the plasma
 membrane, nucleus and nucleolus-like structures in tobacco leaf epidermal cells. When SWAP70 or 
RAB5s were co-expressed with ROP7, subpopulation of ROP7 shifted to localize to the endosomes. ROP7 
is known to show tissue-specific expression patterns. Thus, my results suggest that plant RAB5s 
trigger tissue-specific phenomena by regulating the subcellular functions of ROP7 through SWAP70.

研究分野：植物細胞生物学

キーワード： RAB GTPases　Rho GTPases　Rho of Plant (Rop)
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１．研究開始当初の背景 
  生命の基本単位である細胞のなかは、生体
膜によりさまざまな役割をもったコンパー
トメントに区画化されており、これらはオル
ガネラと総称される。オルガネラ間では「膜
交通」により活発に物質や情報のやりとりが
行われており、これは生命が恒常性を維持す
るうえで重要な仕組みである。低分子量
GTPaseである RAB5は、不活性型と活性型
をサイクルし、活性型時にエフェクターとよ
ばれる機能実行因子群と相互作用すること
により分子スイッチとして機能する。RAB5
は真核生物に広く保存されているが、陸上植
物と一部の緑色藻類は「保存型 RAB5」に加
え、ユニークな一時構造をもつ「植物固有型
RAB5」を有する。 
 我々はこれまで、この２種類の RAB5が拮
抗する輸送経路を制御することにより植物
固有の現象制御に関わることを明らかにし、
報告してきた。このような RAB5の機能はエ
フェクターとの相互作用を介して発現して
いると考えられるが、動物や酵母における
RAB5エフェクターのホモログのほとんどは
植物に存在しないため、その分子基盤には未
解明な点が多い。 
 そこで、申請者は植物固有型 RAB5を対象
としたエフェクタースクリーニングを行い、
その結果、シロイヌナズナ SWAP70 の単離
に成功した。SWAP70は、シグナル伝達や細
胞骨格制御に関わるRac GTPaseの活性因子
であることから植物では RAB5が Rop（植物
における Rho ファミリーのカウンターパー
ト）の活性化因子と相互作用することにより
RAB5-Rac/Ropカスケードを構築し、細胞内
シグナリングを制御するという仮説が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、植物において RAB5 が
Ropの活性化を制御することによりカスケー
ドを構築し、細胞内シグナリングを制御する
可能性の検証とその分子機構の解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 RAB5によるRopの機能制御の分子機構と
細胞内シグナリングにおける役割を明らか
にするため、３つの研究を計画した。研究計
画１では、SWAP70 の基質となる Rop の同
定を試みた。研究計画２では、RAB5が Rop
の機能発現に与える影響を明らかにした。研
究計画３では、RAB5-Ropカスケードが細胞
内シグナリングにおいて果たす役割を評価
した。 
 
４．研究成果 
 本研究課題では、SWAP70 の基質となる
Ropの探索を行った。シロイヌナズナには 11
個の Rop GTPaseが存在し、それぞれが異な
る細胞内シグナル制御に関わる。そこで全て

の ROPについて cDNAをクローニングし、
相互作用解析を行った。SWAP70 が Rop 活
性化因子である場合、不活性型 Ropとより強
く相互作用することが予想されたため、全て
の ROPについて、PCR法により不活性型固
定型もしくは活性型固定型となる点突然変
異を導入し、相互作用解析に用いた。これら
のコンストラクトを用いて、酵母２ハイブリ
ッド法による相互作用解析を行った結果、
SWAP70 は予想に反してどの不活性型 Rop
とも相互作用を示さず、ROP7の野生型と活
性型と相互作用することがわかった。（図１）
この結果は、SWAP70 が Rop の活性化因子
ではなく、ROP7の下流で機能するエフェク
ターである可能性を示唆する。 

 
図１：酵母２ハイブリッド法による SWAP70
と Ropの相互作用解析。CA:活性型固定変異
導入 Rop、DN:不活性型固定変異導入 Rop  
 
 次に、研究計画２を実施した。研究計画１
で SWAP70の相互作用因子が ROP7である
ことが明らかになったため、SWAP70 や
RAB5がROP7の細胞内局在に与える影響を
調査した。まず、ROP7 に蛍光タンパク質
（mRFP）を融合し、ROP7の細胞内局在を 

図２：ROP７の細胞内局在。（上）ROP7 は
細胞膜と核、核小体様の構造に局在する。
（下）ROP7は、SWAP70の過剰発現により
エンドソームに局在化する。Bars = 20 μm 
 



共焦点レーザー顕微鏡により観察したとこ
ろ、ROP7は細胞膜と核、核内の核小体様構
造に局在することがわかった（図２上）。つ
づいて、mRFP-ROP7を発現する細胞に対し
て、GFP-SWAP70を過剰発現させたところ、
ROP7 が SWAP70 の局在するエンドソーム
へ局在化する様子が観察された（図２下）。
活性型固定および不活性型固定 ROP7 変異
タンパク質についても同様の解析を行った。
両者とも野生型と同様の細胞内局在パター
ンを示したが、不活性型 ROP7 は SWAP70
による影響を受けず、細胞内局在パターンに
変化は生じなかったが、活性型 ROP7は野生
型 ROP7と同様に SWAP70の共発現により
エンドソームに局在化する様子が観察され
た（図３）。このような局在変化は、SWAP70
との相互作用を示さなかったROP1やROP2
には起こらなかった。また、ROP7のエンド
ソームへの局在化は、エンドソーム局在タン
パク質であるVAMP727の共発現では起こら
なかった。 

 
図３：活性型および不活性型 ROP7の細胞内
局在に対する SWAP70 の影響 CA:活性型
ROP7、DN：不活性型 ROP7 Bars = 20μm 
 
 ここまでの結果から、SWAP70 は ROP7
のエフェクターとして ROP7 の細胞内局在
制御をすると考えられる。SWAP70は、RAB5
のエフェクターでもあり、我々は、SWAP70
が保存型RAB5と植物固有型RAB5の両方と
結合することを明らかにしている。そこで、
RAB5が SWAP70の上流で ROP7の細胞内
局在制御を担う可能性を調べるため、RAB5
の共発現が ROP7 の細胞内局在に与える影
響を調べた。その結果、ROP7は保存型 RAB5
と植物固有型 RAB5の共発現により、エンド
ソームに局在化することがわかった（図４）。
このような ROP7 の局在変化は、RAB11 の
共発現では生じなかった。 
 
 
 

図４：ROP7の細胞内局在に対する RAB5の
影響 Bars = 20μm 
 
 最後に、研究計画３を実行した。研究１に
よりSWAP70がRop7特異的に相互作用する
こ と が 明 ら か に な っ た こ と か ら 、
Arabidopsis Biological Resource Centerよ
り rop7 T-DNA挿入変異体を購入した。野生
型植物と３回戻し交雑を行ったのち、表現型
解析を行ったが、rop7は目立った表現型を示
さなかった。そこで現在、RAB5の活性化因
子であるVPS9aの変異体と rop7との二重変
異体の作出を試みている。ここまでの結果か
ら、ROP7は SWAP70を介して RAB5の下
流で機能すると考えられるため、rop7変異は
vps9a-2 変異体の表現型を亢進する可能性が
考えられる。また、vps9a 変異体において
ROP7が過剰発現する形質転換体の作出にも
着手しており、ROP7 の過剰発現が vps9a-2
変異体の表現型を回復させる効果をもつか
の調査も必要である。 
 
 本研究では、RAB5 が SWAP70 を介して
ROP7の機能を制御する可能性を初めて示し
た。ROP7は、維管束組織や気孔など組織特
異的な発現パターンを示すことが報告され
ている一方で（Brembu et al., 2005; Wang et 
al., 2017）、RAB5の組織特異的な機能発現機
構は明らかでない。本研究により、組織特異
的に発現する RAB5 の下流因子を発見した
ことで、今後、維管束形成過程や維管束を介
した長距離シグナリング、気孔開閉機構など
における RAB5 の役割が明らかになること
が期待される。 
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