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研究成果の概要（和文）：高等植物の発生や成長において、さまざまな機能性蛋白質が細胞膜上で偏って分布し、重要
な働きを担っている。クチクラの形成に関わる PEL1蛋白質は細胞膜上で外側の面に偏って局在しているが、その非対
称局在に関わる制御因子は同定されていない。本研究ではPEL1蛋白質の局在制御に関わるメカニズムに関する知見を得
ることを目標とし、PEL1-GFP 融合蛋白質を発現するシロイヌナズナを変異原処理し、変異体のスクリーニングを行っ
た。その結果、クチクラの形成に異常を示し、かつPEL1-GFP の分布が野生型と異なる変異体を単離した。今後、得ら
れた変異体を解析することで新規の制御因子が見つかると期待される。

研究成果の概要（英文）：During plant growth and development, various functional proteins exhibit asymmetri
c localization at the plasma membrane and play critical roles in regulating cellular communications and ce
ll function. PEL1 protein asymmetrically localizes preferentially at the outer sides of shoot epidermal ce
lls and is involved in cuticle formation. However, very little is known about the regulatory mechanisms un
derlying the polar localization. We aimed to reveal the regulatory mechanism underlying this process and p
erformed a forward genetic mutant screen using an EMS-mutagenized PEL1-GFP population. We have identified 
several candidate mutants, which were defective in cuticle-related defect. We expect that, by characterizi
ng PEL1-GFP localization in these mutants, novel mutants with epidermal polarity defect might be identifie
d. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の分子遺伝学的研究により、高等植物の

種々の細胞のアイデンティティーや、器官の

形成などに関わる遺伝子が同定されてきて

いる。また、植物の発生制御や細胞機能にと

ってトランスポーターなどの膜タンパク質

が、適切に配置することも重要であることが

明らかになりつつある。異なる膜タンパク質

を細胞膜の異なる領域に配置するためには、

何らかの位置情報に従って、異なる膜タンパ

ク質を選別し、選択的に特定の細胞膜領域に

輸送したり、あるいは特定の細胞膜領域から

排除するような分子機構が必要であると想

像される。しかしながら、そのような位置情

報や、	
 機能分子の選択的輸送制御機構は十

分に理解されていないのが現状である。	
 

高等植物のクチクラは地上部の器官の最外

部に形成され、水分の保持や外敵に対する防

御、器官の形態形成などにとって重要な機能

を持つ。植物のクチクラは脂肪酸派生物であ

るクチンやワックスを成分としており、クチ

クラ形成に関わる多数の合成酵素がこれま

でに同定されている。脂肪酸の合成はプラス

チドで行われると考えられており、クチクラ

の形成に関わる脂肪酸伸長反応は小胞体で

行われると考えられている。実際に、脂肪酸

伸長酵素は小胞体に局在することも明らか

になっている。ワックスの成分や、クチンの

前駆体は、ある段階で細胞の外に排出され、

細胞壁の最外部を覆うように配置される必

要がある。しかし、クチクラを個体の‘最外

部’に形成させるための分子メカニズムにつ

いての知見はほとんどない。	
 

クチクラの形成に異常を示す変異体として

我々が単離した	
 permeable	
 leaves1	
 (pel1)	
 

変異体では、クチクラの形成が阻害されてお

り、水溶性の色素であるトルイジンブルーが

葉の表面を透過しやすいことがわかってい

る。また、pel1	
 変異体では、クチクラの欠

損に伴い、高頻度に地上部の器官が張り付き

（合着）、稔性はなくなることがわかってい

る。pel1	
 変異体の原因遺伝子は	
 ABC トラン

スポーターをコードすることも明らかにさ

れている。興味深いことに、PEL1-GFP	
 融合

蛋白質は、表皮細胞の外界側の細胞膜に多く

分布する傾向が見られた。PEL1	
 をこのよう

に外側の細胞膜に偏って局在させる分子機

構については不明であり、この局在様式を阻

害する薬剤や、遺伝子変異についての情報も

皆無であった。	
 

 

 

２．研究の目的 

PEL1	
 のような外界側に偏った非対称局在を

するタンパク質が、どのような分子メカニズ

ムにより細胞膜上に配置されているのかに

ついては知見が得られていなかった。また、

細胞の極性や、細胞レベルのタンパク質の非

対称局在が、クチクラ形成に与える影響につ

いても、それを解析する実験材料が整ってい

ない状況であった。本研究では、クチクラの

形成と PEL1-GFP	
 の局在を指標として、阻害

剤と変異体のスクリーニングを行い、表皮細

胞が認識する位置情報や、表皮細胞に置ける

機能分子の選択的輸送機構に関わる新規の

因子を同定するための研究基盤を整備する

ことを目指した。	
 

 

３．研究の方法 

(1)	
 PEL1	
 の局在に異常を示す変異体の順遺

伝学的スクリーニング	
 

変異体のスクリーニングのために、アルキル

化剤であるエチルメタンスルホン酸	
 (EMS)	
 

により	
 PEL1-GFP	
 を持つ形質転換シロイヌ

ナズナ系統を変異原処理し、M2	
 種子を得た。

PEL1	
 の機能が阻害されると植物は不稔にな

るため、不稔の変異体でも維持できるように、

数個体の	
 M1	
 植物ごとに別々に	
 M2	
 種子を

収穫した。約 1000 プールの	
 M2	
 集団を確立

し、以下のスクリーニングに用いた。	
 

PEL1	
 の機能はクチクラの形成に必須である

ので、PEL1	
 の局在に異常を示す変異体では

クチクラの機能に異常が生じる可能性があ

る。そこで、変異集団の	
 M2	
 種子をマルチウ

ェルプレートで発芽させ、実生をトルイジン

ブルー水溶液	
 (0.05%)	
 に浸すことによりク

チクラの透過性の異常を調べ（トルイジンブ

ルー法）、１次スクリーニングを行った。ク

チクラの透過性に異常が見られたプールに

ついて、PEL1-GFP	
 の局在を蛍光顕微鏡で解

析した。	
 

	
 

(2)	
 クチクラの形成に関わる輸送制御因子

の逆遺伝学的探索	
 

膜輸送因子の変異体と、表皮分化に異常を示

す変異体に、掛け合せと形質転換により、

PEL1-GFP	
 遺伝子を導入した。	
 

表皮で優先的に発現する輸送関連因子は、公

開されているマイクロアレイデータを参考

に探索し、T-DNA	
 挿入系統を単離した。	
 



	
 

(3)クチクラの形成を阻害する化合物のスク

リーニング	
 

クチクラの形成を阻害する化合物を同定す

るために、野生型シロイヌナズナ（エコタイ

プ	
 Col-0）の種子を２日間、低温処理し、21

度の育成室で３日間、発芽・生育させた。こ

の実生をそれぞれの薬剤で２日間処理し、ト

ルイジンブルー法により染色した。コントロ

ールとしては、薬剤を溶かす溶媒として用い

た	
 DMSO	
 を含む培地を用いて、それと比較し

て染色度合いを強める薬剤を選抜した。	
 

	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 PEL1	
 の局在に異常を示す変異体の順遺

伝学的スクリーニング	
 

PEL1-GFP	
 を発現する形質転換シロイヌナズ

ナを用いて作製した	
 EMS	
 変異集団の	
 M2	
 世

代の約 9600 個体の実生をトルイジンブルー

法によりスクリーニングした。その結果、239

プールからトルイジンブルーに染まる個体

が出現した（図１）。	
 

	
 

	
 

図１.	
 １次スクリーニングで得られた変異

体の候補.	
 数字はプールの番号を示す.黄色

い矢印で示した個体がトルイジンブルーで

良く染まっている.	
 

	
 

	
 

１次スクリーニングにおいてトルイジンブ

ルーで染まる個体が出現したプールのうち

の	
 92	
 プールについて、PEL1-GFP	
 のパター

ンを蛍光顕微鏡観察により解析した。その結

果、6 個のプールからは、GFP	
 シグナルが弱

く、本葉が張り付いた個体が出現した。本葉

が張り付く表現型は、クチクラ形成に強い異

常を持つ変異体の典型的な表現型である。こ

のことから、トルイジンブルーを用いた今回

の１次スクリーニングにより、クチクラ不全

変異体を適切に濃縮できていると考えられ

た。また、12 個のプールからは細胞内にドッ

ト状の	
 GFP	
 シグナルがある個体が出現した。

これらの植物では、PEL1	
 の細胞内輸送がう

まくいかず、それによりクチクラの形成に異

常が生じている可能性が考えられる。	
 

これらについて今後、遺伝様式を確認し、表

現型の解析を進める。変異の原因遺伝子のク

ローニングを進めることで、PEL1	
 の局在制

御に関わる新規の因子が同定できると期待

される。	
 

	
 

(2)	
 クチクラの形成に関わる輸送制御因子

の逆遺伝学的探索	
 

ARF	
 GEF	
 をコードする	
 BEN1	
 と、Sec1/Munc18	
 

タンパク質	
 をコードする	
 BEN2	
 、および	
 

ARF	
 ファミリーの低分子 Gタンパク質をコー

ドする	
 BEX1	
 は、PIN1	
 などの膜蛋白質の細

胞内輸送に関わることが示唆されていた。こ

れらの因子の変異体はもともと	
 PIN1-GFP	
 

融合蛋白質をコードするトランスジーンを

持っていたため、遺伝的な掛け合せにより	
 

PIN1-GFP	
 を取り除き、PEL1-GFP	
 を導入し、

変異体を確立した。bex1	
 変異は	
 ARF1	
 のア

ミノ酸置換	
 (L34F)を引き起こす優性変異で

あったため、その変異を持つ変異型	
 arf1	
 遺

伝子を野生型植物に導入し、強い形態異常を

示すことを確認した。また、表皮の分化に異

常を示す	
 abnormal	
 leaf	
 shape1	
 (ale1)	
 変

異体、ale2	
 変異体、(arabidopsis	
 crinkly4)	
 

acr4	
 変異体に、PEL1-GFP	
 を形質転換により

導入した。今後、これらの変異体における	
 

PEL1-GFP	
 の局在様式を解析予定である。	
 

表皮で優先的に発現する遺伝子の候補の中

から、低分子 Gタンパク質や、膜輸送関連の

ドメインを持つタンパク質を計６個選定し、

T-DNA	
 挿入変異体を単離した。今後、これら

の変異体がクチクラの形成に異常を示すか

を調べ、興味深い物があれば	
 PEL1-GFP	
 の局

在解析を進めることで、新規の制御因子が見

つかると期待される。	
 

	
 

	
 



(3)	
 クチクラの形成を阻害する化合物のス

クリーニング	
 

クチクラの形成を阻害する新規の阻害剤を

単離するために、シロイヌナズナの実生に投

与した場合にクチクラの透過性を上昇させ

る薬剤のスクリーニングを行った。

ChemBridge	
 社の多様性化合物ライブラリー

をスクリーニングし、39	
 個の化合物がトル

イジンブルーによる植物の染色度合いを強

めることが明らかになった。今後、これらの

化合物が、PEL1-GFP	
 の局在にどのような影

響を与えるかを調べることにより、細胞極性

に関わる新規の阻害剤が得られると期待さ

れる。	
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