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研究成果の概要（和文）： 

 

植物細胞の極性形成機構の解明を目的として，小胞輸送制御因子である GNOM と VAN3 の詳細な
細胞内局在解析およびシロイヌナズナ突然変異体を用いた新規極性制御因子の探索を行った．そ
の結果，GNOM と VAN3 は細胞膜上で共局在するのに対し，細胞内で独立の挙動を示し，GNOM は
エンドソームとは異なるオルガネラに局在することを見出した．また，次世代シーケンスによる
突然変異体のゲノム解析を行うことで，複数の新規極性形成遺伝子候補を見出すことに成功した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To elucidate the mechanism of plant cell polarity establishment, subcellular localization 

analysis of GNOM and VAN3, vesicle transport regulators, and genetic analysis using 

arabidopsis mutants were performed. Whereas GNOM and VAN3 colocalized at PMs, they 

showed differential localization intracellularly. Interestingly, GNOM localization at 

non-endosomal compartments was also observed. Additionally, some mutation that 

supposed to be involved in cell polarity establishment was identified by next generation 

sequencing. 
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１．研究開始当初の背景 

 

植物ホルモンであるオーキシンは，植物体内
を極性輸送され，特定の流路や濃度勾配を形
成することで，個体軸を形成する作用を持つ．

極性輸送の方向は，オーキシン排出トランス
ポーターである PIN が，特定の細胞膜領域へ
局在することにより規定される．PIN の細胞
内局在の制御には，エンドソーム-細胞膜間
における極性を持った小胞輸送が重要な役
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割を果たすことが知られている． 
 しかしながら，この小胞輸送機構は未解明
な点が多く残されている．極性形成における
重要性から最も注目されている，輸送小胞の
形成と積み荷の選別を制御する ARF-GEF をコ
ードする GNOM ですら，遺伝学的証拠や生理
学的実験から，PIN 1 の細胞基部側へのリサ
イクリングを担うという知見が得られてい
るのみであり，実際にどの ARF GTPase や
ARF-GAP と共同して作用するか等の分子的作
用機序は不明であり，さらには，既知のエン
ドソームタンパク質と GNOM が共局在しない
ことから，GNOM が局在し，細胞極性形成に重
要な役割を果たすと考えられる，リサイクリ
ングエンドソームの存在についてすら，未だ
想定の域を出ていなかった． 
 
２．研究の目的 

 

本研究は，植物個体の形態形成の基盤となる，
植物細胞の極性形成機構を明らかにすること
を目的にしている．この機構に重要な役割を
果たすと報告されている，小胞輸送制御因子
GNOM ARF-GEF と VAN3 ARF-GAP に着目し，詳
細な細胞生物学的解析を行うことで，これら
がどのようにして，協調的に働き，細胞極性
形成に寄与するのかを明らかにしたい．さら
に，この解析を通して，GNOMが局在すると言
われるものの，実態がこれまで不明な，リサ
イクリングエンドソームについて，明確な細
胞生物学的知見を得たい．一方で，PINの細胞
内局在に異常を来すvan2，5，6変異体の原因
遺伝子の同定と機能解析を行い，新規の極性
制御因子を明らかにしたい．以上の二つのア
プローチを通して，新しい細胞極性形成機構
の概念を提唱したい 
 
３．研究の方法 

 

植物細胞の極性形成機構の解明へ向け，以下
のアプローチを行った． 
 
(1) 高解像度共焦点レーザー顕微鏡を用いた 

GNOM の細胞内局在解析 
GNOM が生体内で機能，局在する細胞内小
器官を明らかにするために，様々なオル
ガネラマーカーとの二重染色観察を行う．
なお，この際には，理化学研究所中野生
体膜研究室が開発した超解像共焦点レー
ザー顕微鏡を用い，詳細な観察を行う． 
 

(2) 抗 GNOM 抗体作成および免疫染色 
GNOM の生体内局在解析を証明するため
には，抗体を用いた局在解析が重要であ
ると考えられる．そこで抗 GNOM 抗体の
作成に着手する．抗 GNOM 抗体作成が完

了後，共焦点レーザー顕微鏡および電子
顕微鏡レベルで免疫局在解析を行う． 
 

(3) 次世代シーケンサーを用いた van2, 
van5, van6 変異体のゲノム解析 
これまでに van2, van5, van6 変異体に
関しては，ラフマッピングがなされてい
るのみで，原因遺伝子の同定はなされて
いなかった．近年，次世代シーケンスが
開発され，様々な生物の全ゲノムを短時
間で解析可能となっている．そこでこの
技術を用いて，van2,van5, van6 変異体
の全ゲノム解析を行い，原因遺伝子の同
定を試みる． 
 

(4) 全反射顕微鏡による VAN3 と GNOM の

観察 

これまでに，申請者は，GNOM と VAN3 は

細胞膜でエンドサイトーシスを制御する

ことを明らかにした  (Naramoto et 

al.,2010)．しかしながら，①エンドサイ

トーシスの際，GNOM と VAN3 は時空間的

にどのようなタイミングで機能し合うの

か？②異なるタイミングで機能する場合，

GNOM，VAN3 と PIN の三者はどのように協

調して働きエンドサイトーシスに関わる

のか？等の重要な課題が残っている．こ

の点を解明するため，細胞膜近傍を詳細

に観察することができる全反射顕微鏡を

用いて，細胞膜上の三者の挙動を観察す

る．加えて，クラスリン，ダイナミンな

どのエンドサイトーシスで機能する因子

との関係も観察により明らかにする 

 
４．研究成果 
 
(1) 高解像度共焦点レーザー顕微鏡を用いた 

GNOM の細胞内局在解析 
GNOM-GFP と様々なオルガネラマーカー
RFP タンパク質の二重染色観察を行った
ところ，GNOM はエンドソームには局在
せずに，主にゴルジ体に局在することが
明らかになった．また，GNOM は主に，
ゴルジ体の cis cisternae に局在する
ことが明らかになった．一方，GNOM の
ホモログである GNL1 も同様の解析を
行った所,GNL1 も cis cisternae に局
在することが明らかになった．興味深い
ことに GNOM と GNL1 は両者とも cis 
Golgi cisternae に局在しているにも関
わらず，両者は cis Golgi cisternae の
異なる領域に局在することが明らかに
なった．これまでに 
GNOM はリサイクリングエンドソームに
局在すると広く認知されていたのに対
して，本研究は一石を投じることになる



 

 

と予想される．本研究は植物生理学，細
胞生物学・発生学の幅広い研究者に対し
て多大なるインパクトを与えるｋと予
想される． 
 

(2) 抗 GNOM 抗体作成および免疫染色 
GNOM の生体内局在に関して決定的情報
を得るために，抗 GNOM 抗体の作成に着
手した．合計 8 個のペプチド抗体を作成
した．Western blot 解析を行った所，二
つのものについては，GNOM タンパク質を
特異的に認識することが明らかになった．
しかしながら，共焦点レーザー顕微鏡を
用いて，免疫染色を行った所，無処理の
状況では，顕著なシグナルを得ることが
出来なかった．一方，BFA 処理後にはこ
れまでに GNOM-GFP を用いた解析と同様
に，TGN と共局在することを見出した．
現在，BFA 無処理の条件での，GNOM の細
胞内局在を明らかにすべく，免疫染色の
条件検討を行っている段階である． 
  

(3) 次世代シーケンサーを用いた van2, 
van5, van6 変異体のゲノム解析 
熊本大学・澤進一郎教授との共同研究に
より，van 2, van5, van6 変異体の次世
代シーケンス解析を行った．それぞれ候
補変異が 10 数個見出された．現在，そ
れらの候補変異に相当する T-DNA 挿入
変異体の単離・解析を行って原因遺伝子
の同定を試みている．これまでに，それ
らのうちで，van5 変異体に関しては，
有望な変異が見出されている．具体的に
は，van5 変異体では，ステロール合成
の遺伝子に変異があることが見出され
たが，実際にこの遺伝子に TDNA 挿入が
導入された植物体の表現型を解析した
ところ，van5 変異体と類似の表現型が
見出されている．現在，アレリズムテス
トを行い，van5 変異体の原因遺伝子が
ステロール合成関連遺伝子であるかど
うかを検証している．これまでに，植物
細胞の極性形成に関与する遺伝子とし
て知られているものは，あまり多くは無
かった．van2, van5, van6 変異いずれ
も，これまでに知られている極性形成に
関与する遺伝子には変異は見出されな
かったことから，これらの原因遺伝子は
新規極性制御因子である可能性が高く，
今後の研究の進展が待たれる． 
 

(4) 全反射顕微鏡による VAN3 と GNOM 観

察 

全反射顕微鏡を用いて VAN3-ARF-GAP と 
GNOM-ARF-GEF の細胞膜近傍における動
態を詳細に解析した．VAN3 は素速く動く
小さいドット状の局在様式を示し，一定

の頻度でクラスリンと共局在することを
見出した．一方 GNOMは，リング状の構造
体およびクラスリン様のドット状構造に
局在することを見出した．ドット状構造
は，静止しており，クラスリンと高頻度
で共局在することも明らかになった．ま
た，リング状の構造体は原形質流動にの
り移動していることも明らかになった．2 
重染色の結果，このリング状構造体は，
ゴルジ体であることが明らかになった．
この結果は，上記の私自身の研究結果と
良く合致するものである． 
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