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研究成果の概要（和文）：木部道管の二次細胞壁パターンの制御機構を明らかにするために、細

胞膜と表層微小管に相互作用するタンパク質 MIDD1 の機能に着目して研究を行いました。そ

の結果、局所的に活性化した ROP GTPase が MIDD1 を細胞膜にアンカーし、MIDD1 が表層

微小管の脱重合を促進することによって壁孔が形成されることが判明しました。さらに、

MIDD1 を介して ROP GTPase と表層微小管が排他的に相互作用することによって、二次細胞

壁のパターンが調節されることが明らかになりました。 
 
研究成果の概要（英文）：To analyze the regulatory mechanism of patterned deposition of 
secondary cell walls in xylem vessels, I focused on the function of MIDD1, which interacts 
with both plasma membrane and cortical microtubules. I found that ROP GTPase is locally 
activated to recruit MIDD1 at the plasma membrane, which results in disassembly of 
cortical microtubules for formation of secondary cell wall pits. I also found that a mutual 
inhibitory interaction between ROP GTPase and cortical microtubules via MIDD1 induces 
the distinct pattern of secondary cell walls. 
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞は分化過程において適した形態に変形
し、新たな機能を獲得します。植物細胞は硬
い細胞壁に包まれているため、分化する過程
において細胞壁の性質を厳密に制御する必
要があります。細胞壁の主成分であるセルロ
ース微繊維は、細胞膜中を移動するセルロー
ス合成酵素複合体よって合成されますが、セ

ルロース合成酵素複合体の軌道は、細胞膜直
下に局在する表層微小管によって制御され
るため、表層微小管の配向を適切に制御する
ことが細胞の形態形成に必須です。 
 表層微小管はチューブリンの重合・脱重合
による伸長・収縮および表層微小管同士の相
互作用により自己組織化されると考えられ
るようになりました。しかし、これまでの知
見では細胞分化において見られる多様な表
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層微小管の配向を説明するには不十分です。
このような現状を打開するために、細胞分化
における多様な表層微小管の制御機構を解
明する必要があります。 
 木部道管の分化過程では表層微小管が

高度に組織化されることにより、特徴的なパ
ターンに二次細胞壁が沈着されます。このよ
うなパターンが形成されるメカニズムを解
明することによって、植物細胞が表層微小管
の配向を制御し、さまざまな細胞形態を作り
出すメカニズムの解明につながると考えら
れます。 
 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者はこれまでにシロイヌナズ

ナ培養細胞を用いた高頻度・同調的な木部道
管の分化誘導系を開発し、二次細胞壁のパタ
ーンを制御する分子機構を解析してきまし
た。その結果、MIDD1(Microtubule Depletion 
Domain1)と名付けた新規微小管付随タンパ
ク質が局所的に表層微小管の脱重合を促進
することで壁孔を作り出していることを明
らかにしました（図 1）。MIDD1 は 2 つのコイ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ルﾄﾞコイルドメインを持ち、N 末側のコイル
ドコイルドメインを含む領域で表層微小管
に結合し、C 末側のコイルドコイルドメイン
を含む領域が細胞膜ドメインにアンカーさ
れます。本研究では MIDD1 を細胞膜にアンカ
ーする細胞膜ドメインの分子実体を明らか
にすることを目指しました。 
 
 
３．研究の方法 
 
主な材料として研究代表者が新規に開発し
たシロイヌナズナ培養細胞の木部道管分化
誘導系を用いました。この実験系では、道管
分化のマスター転写因子 VND6 を発現させる
ことで、80％もの細胞を後生木部道管へ同調

的に分化させることが可能です。さらに、ア
グロバクテリウムによる遺伝子導入法を改
善し、複数の外来遺伝子を高頻度で発現させ
ることも可能になりました。 
MIDD1 が ROP GTPase と相互作用することが

判明したため、本研究では ROP GTPase の木
部道管分化における細胞内局在とダイナミ
クス、および MIDD1 との相互作用を検証しま
した。 
 
 
４．研究成果 
 
ROP GTPase は植物に特異的に存在する Rho タ
イプの small GTPase です。シロイヌナズナ
のゲノムには 11 の ROP GTPase がコードされ
ており、それらは花粉管や根毛、表皮細胞の
局所的な生長において重要な役割を果たし
ています。しかしながら木部道管の二次細胞
壁形成においてどのような役割を果たして
いるのかはほとんど明らかになっていませ
んでした。 
ROP GTPaseの木部道管における局所的な二

次細胞壁の形成との関わりを検証するため
に、木部道管において発現している４つの
ROP GTPase を選び、それぞれ GFP と融合させ
たものを、シロイヌナズナ培養細胞に導入し、
木部道管への分化過程における ROP GTPase
の局在を観察しました。その結果、４つの ROP 
GTPase すべてが細胞膜に均一に局在しまし
た。しかしながら詳細な観察を続けたところ、
４つの ROP GTPase のうちの１つ ROP11 が壁
孔の内部において微小管様の繊維構造にも
局在していることがわかりました(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ROP11 のダイナミクスを観察したところ、脱
重合している微小管様構造の先端に顕著に
局在していることがわかりました。このよう
な局在は MIDD1の局在に極めて類似していま
した。 
tagRFP-MIDD1 と GFP-ROP GTPase を同時に

発現させると、両者は壁孔内の微小管に沿っ
て共局在しました(図 3)。MIDD1 と ROP GTPase
が直接結合しているかどうかを明らかにす
るために、微小管結合ドメインを削除した
MIDD1(以後 MIDD1ΔN)と ROP11 を用いて
bi-molecular fluorescent 

 

図 2.道管細胞における ROP11 の局在。やじ
りは微小管様の構造を示す。WGA は二次細
胞壁を示す。 

 
 
図 1.MIDD1 による局所的な表層微小管の脱
重合と壁孔形成の模式図。 



 

 

complementation(BiFC) 法 お よ び
fluorescence resonance energy transfer 
(FRET)法によって検証しました。なお FRET
は acceptor photo-bleaching 法によって検
出しました。タバコ(Nicotiana benthamiana)
の葉の表皮にアグロバクテリウムインフィ
ルトレーション法を用いてROP11とMIDD1ΔN
を一過的に発現させた結果、どちらの方法に
おいても ROP11 と MIDD1 が相互作用している
ことがわかりました。恒常的活性型および恒
常的不活性型に変換した ROP11をもちいて同
様の実験を行った結果、MIDD1 は活性型の
ROP11 と相互作用し、不活性型の ROP11 とは
相互作用しないことが分かりました。次に活
性型の ROP11 が MIDD1 を細胞膜にアンカーす
ることができるかどうか検証するために、野
生型、恒常的活性型、および不活性型 ROP11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
とともに GFP-MIDD1ΔN をタバコの表皮に発
現させました。その結果、野生型あるいは恒
常的活性型の ROP11 を共発現させた場合に
MIDD1ΔN が細胞膜に局在し、不活性型の ROP 
GTPase を共発現させた場合には細胞質に局
在しました。この結果は活性型の ROP11 が
MIDD1 を細胞膜にアンカーすることを示して
います。 
 次に、ROP11 と MIDD1ΔN の相互作用を、木
部道管に分化しているシロイヌナズナ培養
細胞において検証しました。その結果、BiFC
法においても FRET 法においても、ROP11 と
MIDD1 が壁孔内の細胞膜において相互作用し
ていることが示されました(図 4)。これらの
結果は細胞膜において局所的に ROP11が活性
化し、活性化 ROP11 が MIDD1 をリクルートす
ることにより、MIDD1 が局所的に表層微小管
に作用できる可能性を示唆しています。そこ
で、木部道管に分化しているシロイヌナズナ
培養細胞に恒常的活性型の ROP11 を発現させ
たところ、MIDD1 が均一に局在し、二次細胞
壁も壁孔を失った均一なものが形成されま
した(図 4)。シロイヌナズナの根において同
様の実験を行った結果、後生木部道管の二次
細胞壁の壁孔が失われました。これらの結果
は局所的な ROP GTPase の活性化が二次細胞

壁のパターン形成において決定的な役割を
果たしていることを強く示唆しています。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これまでの結果から、ROP11 の局所的な活
性化によって二次細胞壁のパターンが決定
されることが示唆されました。しかしながら、
微小管安定化剤 taxolを用いて分化している
木部道管の微小管を安定化したところ、ROP 
GTPase が活性化した細胞膜ドメインが表層
微小管の影響を受けて通常よりも細長くな
ることを見出しました。一方、微小管重合阻
害剤である oryzalin を用いて微小管を破壊
したところ、MIDD1ΔN がアンカーされる細胞
膜ドメインが消失しました。oryzalin を加え
た直後の細胞を詳細に観察した結果、細胞膜
ドメインにアンカーされていた MIDD1ΔN が
拡散するようにして消失してゆく様子が観
察されました。これらの結果は活性化 ROP 
GTPase の細胞膜ドメインが一方的に二次細
胞壁のパターンを決定しているのではなく、
表層微小管と細胞膜ドメインの間に排他的
な相互作用が存在する可能性を示唆してい
ます。この可能性を確かめるために、
CFP-MIDD1ΔNにROP11の細胞膜アンカードメ
インを結合し、MIDD1ΔN を恒常的に細胞膜に
ターゲットしました。その結果、細胞膜にア
ンカーされた MIDD1ΔN は表層微小管から排
除されることが判明しました。 
 今後は ROP GTPase を局所的に活性化する
仕組みと、表層微小管が MIDD1 を排除する仕
組みを解析することで、二次細胞壁のパター
ンと表層微小管の配向を制御するメカニズ
ムに迫ることができると考えられます。 
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図 4. ROP11 と MIDD1ΔN の BiFC アッセイ。
BiFCのシグナルは主に壁孔の細胞膜で観察
される。WGA は二次細胞壁を示す。グラフ
はやじり間の蛍光輝度プロファイル。 

 

図 3. ROP11 と MIDD1 の細胞内局在。両者が
微小管に沿って共局在している。 
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