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研究成果の概要（和文）：体軸形成は、生物の形態形成を支える現象である。植物の体軸は、オーキシン排出担
体PINの細胞における偏在によって規定される。PINの偏在化機構としては、PINが特定部位へ小胞輸送され続け
るモデルが提唱されてきた。一方、私は、PINが細胞膜上で拡散や小胞輸送されない多量体様のクラスターを形
成することを見出した。また、クラスター形成因子MAB4を同定した。そこで本研究では、PINとMAB4について詳
細な解析を行った。その結果、（1）両者が相互作用すること、（2）クラスター形成がPINの偏在化に重要な役
割を果たすこと、（3）PINのクラスター形成は、陸上植物間で保存されていること、などを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Body axis formation is a phenomenon that underlies morphogenesis in living 
organisms. The body axis of a plant is defined by the polar localization of the auxin efflux carrier
 PIN in the cell, and a model in which PIN is continuously transported in vesicles to a specific 
site has been proposed. On the other hand, I found that PIN forms multimeric clusters which do not 
undergo diffusion or endocytosis. I have also identified a MAB4 protein that is responsible for the 
formation of PIN clusters. In this study, I performed a detailed analysis of PIN and MAB4 proteins. 
I discovered that PIN and MAB4 can interact with each other. I also found that PIN clustering plays 
an important role in the polar localization of PIN. Finally, I also found that PIN cluster formation
 is conserved phenomenon among land plants.

研究分野： 植物発生細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体軸形成は、生物の形態形成を支える現象のひとつである。植物では、オーキシンの極性輸送により体軸が形成
されるが、その輸送方向は、オーキシン排出担体PINの細胞における偏在によって規定されている。そのため、
本研究によりPINの局在化機構を解明することは、植物の形態形成を理解する上で重要である。とりわけ、植物
の多様な形態がどのように進化してきたかを明らかにすることにも繋がることから、学術上極めて重要である。
また、本研究により得られる知見は、オーキシンの流路制御などの方策をもたらしうることから、植物形態のデ
ザイン化などの農業利用の方策の礎となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
体軸形成は、生物の形態形成を支える現象のひとつである。植物では、オーキシンの極性輸送に
より体軸が形成されるが、その輸送方向は、オーキシン排出トランスポーターPIN の細胞にお
ける偏在（以下、極性局在）によって規定されている。そのため、PINの局在化機構を解明する
ことは、植物の形態形成を理解する上で、重要である。 
これまで PINの局在化機構としては、「小胞輸送制御因子 GNOMが PINをリサイクリングエ
ンドソームから細胞膜特定部位へリサイクルする」というモデルが提唱されてきた。申請者を含
む国内外のグループから、PIN の小胞輸送に関わる因子が多数報告されるとともに、重力屈性
などの環境応答時に、PIN の局在が小胞輸送依存的に動的に変化することなどが見いだされ、
このモデルは広く支持されてきた。 
一方、申請者は GNOMに関して詳細な解析を行うことで、GNOMはこれまで報告されてきた
リサイクリングエンドソームではなく、ゴルジ体と細胞膜に局在することを見出した。そして、
従来のリサイクリングのモデルとは異なり、PIN の局在化機構の要点はむしろ、細胞膜上の小
胞輸送制御にあることを示唆する結果を得た。さらには、申請者は、Kleine-vehnらとの共同研
究により、PIN の極性局在の確立に必要とされる因子について数理モデルを用いて検討するこ
とで、PIN の極性局在は小胞輸送系だけでは成立せず、細胞膜において「PIN の流動性を制限
する機構」が必須であることを示唆する結果を得た。実際に、PINが細胞膜上で拡散しない多量
体様のクラスター構造を形成することを見出すとともに、クラスター形成を制御する因子とし
て、NPH3様タンパク質MAB4を同定した。これまで PINの局在機構の研究では、小胞輸送以
外の機構については、あまり進展がみられてこなかったが、本発見から、小胞輸送とは異なる新
しい PINの局在化機構が存在することが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は、PINの細胞膜上の流動性性制御という、申請者が独自に見出した新奇の PINの局在
制御機構について、分子レベルで理解をすすめることを目的とする。また、ゼニゴケなどの他植
物種における本機構の存在を検証することで、オーキシン極性輸送の分子的普遍性と多様性に
ついて明らかにすることも目的とする。本研究は、小胞輸送機構を中心に据えたこれまでの PIN
の局在制御モデルを大きく書き換え、植物細胞の極性形成機構の新しいモデルを提示するもの
である。 
 
３．研究の方法 
（1）PINは細胞膜上でクラスター構造を形成する。しかしながら、PINクラスターがどのような
複合体を形成するのかについては明らかになっていない。これまでに、PIN と MAB4 の両者は細
胞表層において、多量体様のクラスター構造を形成する。また、両者は表層微小管とは排他的に
共局在することを見いだしている。そこで、PIN クラスターの分子実態を明らかにするために、
PINと MAB4の共局在解析、相互作用解析を行った。また、PINと相互作用する因子として、これ
までにリン酸化酵素 D6PKなどが報告されており、この因子との関連も調べた。これらについて
は、イメージングを主体とした細胞生物学的解析や生化学的解析を行った。 
 
（2）PINは発生・環境応答時に局在を変化させる。重力屈性や細胞分裂の過程では、PINの極性
局在の形成、崩壊、再構築が見られる。PINクラスター形成は、これらの過程で動的に制御され
る可能性が考えられる。そこで本仮説を検証するために、細胞分裂や重力屈性過程における PIN
クラスター、および PINクラスター形成因子 MAB4のイメージング解析を行った。 
 
（3）オーキシン極性輸送に関わるメカニズムの分子的普遍性と進化的多様性を明らかにするた
めに、ゼニゴケにおける PINタンパク質の局在解析を行った。ゼニゴケ PIN-GFP発現体の作成や
抗 PIN1 抗体の作成に着手した。また、シロイヌナズナでオーキシン極性輸送制御に関与する因
子のホロモグについて、CrisprCas9の手法を用いて突然変異体の作成を行った。 
 
４．研究成果 
（1）PIN2-mCherryと MAB4-GFP発現体を作出し、それらの細胞内局在解析を行った。その結果、
PIN2と MAB4の多くは、細胞表層において共局在することが明らかになった。つづいて PIN2と
MAB4が相互作用する可能性について検討した。PIN2-eYFPと MEL1(MAB4 ホモログ)-eCFP発現体
を作成し、acceptor bleachingによる FRET解析を行った。その結果、両者は直接相互作用する
ことが示唆された。また、生化学的解析から PIN2と MAB4、ならびに PIN2と D6PKが直接相互作
用することも示唆された。本研究成果の一部は、Curr Biol 誌（Glanc et al.,2021）にて形成
された。 
 
（2）細胞分裂過程と重力屈性過程の PINクラスターの挙動の解析を行った。その結果、細胞板



が形成され、母細胞壁に融合する一連の過程では、PINは細胞板上に集積することが明らかにな
った。一方、クラスター形成因子である MAB4は、細胞板が母細胞壁に融合した直後は未だ細胞
板に局在しておらず、細胞分裂後しばらくすること細胞膜に局在するようになることが明らか
になった。これらのことから、細胞分裂の一連の過程では PINは未だクラスター形成をしていな
いことが示唆された。なお、これら一連の過程では、分裂面に局在していた PINは、未だ極性局
在をしておらず、細胞分裂が完了後、次第に PIN の局在が再構築されることが報告されている
（Men et al., 2008）。私は、細胞分裂後の PINの極性局在の再構築において、PINクラスター
形成がどのような役割を果たしているのかを明らかにすべく、細胞分裂の一連の過程について
PIN および MAB4 のライブイメージング解析を行った。しかしながら、通常の共焦点レーザー顕
微鏡では、解像度が十分ではなく、PINの極性局在の再構築過程や、クラスターの形成過程につ
いては、詳細な観察はできなかった。今後、超解像顕微鏡の観察などを行うことで、この問題に
対処していきたい。 
根の重力屈性過程では、PIN2タンパク質の動的なエンドサイトーシス制御が起こることが知ら
れている（Abas et al., 2006）。MAB4は PINタンパク質のエンドサイトーシスを抑制する機能
があることが知られており（Furutani et al.,2011）、重力屈性の過程において、PINクラスタ
ー形成が動的に制御される可能性が考えられる。そこで、重力刺激直後からの PIN2クラスター
の変化を計時観察を行った。しかしながら、レーザー照射に伴う蛍光の退色の影響が大きく、明
確な結果は得られなかった。この研究で用いた共焦点レーザー顕微鏡は旧式のものであり、スキ
ャンスピードや感度の点において、最新の共焦点レーザー顕微鏡とは性能的に大きく劣ってい
る。今後、最新の共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析を行うことで、この問題に対処していきた
い。 
 
（3）ゼニゴケにおいて PIN1 ホモログは一つ存在する。まず最初に、ゼニゴケ pin1変異体（Mppin1
変異体）を Crispr/Cas9 法により作出したところ、Mppin1 変異体は、顕著な表現型を示すこと
が明らかになった。また、オーキシン極性輸送阻害剤 NPA の処理により、Mppin1 変異体と類似
した形態形成が引き起こされることも明らかになった。これらのことから、ゼニゴケにおいても、
PIN1 を介したオーキシンの極性輸送が発生・成長において重要な役割を果たすことが明らかに
なった。つづいて、MpPIN1の局在解析に着手した。まず、Mppin1変異体に MpPIN1-GFPのプラミ
スドを形質転換し、MpPIN1-GFP コンストラクトの機能性について調べた。その結果、Mppin1変
異体の表現型の大部分が野生型と同様に回復した MpPIN1-GFP発現体を単離することに成功した。
この機能的な MpPIN1-GFPの局在解析を行ったところ、維管束植物とは異なり、ほとんどの細胞
では極性局在を示さないことが明らかになった。しかしながら、維管束植物と同様にクラスター
様の構造を形成することが明らかになった。実際、ゼニゴケにおいて、MAB4 ホモログが存在す
ることもゲノム解析から明らかになった。これらのことから、PINを介したオーキシンの輸送や
クラスター形成は、維管束植物とコケ植物の共通祖先の段階で既に獲得されていたことが示唆
された。一方で、コケ植物において PINは明確な極性局在を示さなかったことから、極性局在の
メカニズムは、コケ植物と維管束植物が進化の過程で分岐した後に獲得されたものであること
が示唆された。シロイヌナズナにおいてオーキシン極性輸送の制御に関わる因子が複数知られ
ている。今後、これらの因子についても、突然変異体を用いた機能解析や局在解析を行うことで、
この仮説について検証していきたい。 
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