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研究成果の概要（和文）：原形質流動は植物の細胞内運動であるが，その分子機構については不明な点が多い．われわ
れは「小胞体運動が原形質流動の原動力である」という仮説を立て，小胞体運動において全く未知である小胞体側の機
構を解明することを目的とし，小胞体膜タンパク質RHD3 (Root Hair Defective3) に着目して解析を行ってきた．本研
究では，RHD3が小胞体の膜融合を担うことを明らかにした．また，rhd3変異体では，かさ高い小胞体ネットワークの運
動は抑制されるものの，断片化した小胞体は流動できることを見出した．RHD3の小胞体膜融合能と運動性の関係を明ら
かにすることが，今後の課題である．

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER) is the organelle with the largest membrane surface 
area in eukaryotic cells. The ER membrane is physically continuous and extends throughout the cytoplasm. 
A striking feature of the plant ER is the active streaming driven by plant-specific class XI myosins. We 
found that the ER streaming was suppressed in root hair defective (rhd3) mutants. RHD3 is a 
membrane-associated dynamin-like GTPase. A deficiency of RHD3 caused a defect in the interconnection of 
the membranes, resulting in the occurrence of many ER fragments in the rhd3 cells. In addition, the ER 
network is RHD3-dependently reconstituted from the cytosol and microsome fraction of tobacco cultured 
cells by exogenously adding GTP, ATP, and F-actin. These results indicate that RHD3 functions as an ER 
membrane fusogen in plants. The fusogenic activity of RHD3 may contribute to the smooth movement of the 
ER.

研究分野： 植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
原形質流動は 200年以上前から知られる

植物に特徴的な現象で，アクチン-ミオシンを
駆動力とするオルガネラ運動によって生じ
る．しかし，あらゆるオルガネラが活発に動
くため，どのオルガネラが原動力であるかは
はっきりしなかった．われわれは，最大表面
積を持つ小胞体の絶え間ない流動の様子か
ら，「小胞体運動が原形質流動の原動力であ
る」という仮説を立て，検証を進めてきた．
これまでの小胞体運動を駆動するミオシン
の解析では，仮説を支持する知見を得ている． 
小胞体を駆動するモーターについては情

報が得られたが，運動を支える小胞体側の機
構は全く未知である．そこで，小胞体運動に
異常を示す変異体を探索した結果，小胞体膜
に局在するタンパク質 ROOT HAIR 
DEFECTIVE 3 (RHD3) の変異体で運動が顕
著に抑制されることを見出した．rhd3は根毛
形成不全変異体として知られ，1997年に原因
遺伝子が同定されたものの，その分子機能は
不明なままであった． 

２．研究の目的 

われわれは，RHD3が小胞体膜に局在する
GTP結合タンパク質であることを明らかに
した．rhd3変異体の小胞体は，運動性のみな
らず形態にも異常を示した．興味深いことに，
小胞体が細胞内で大きな凝集体を形成し，他
のオルガネラもこの凝集体中に巻き込まれ
て動きが抑制されている様子が観察された．
以上の知見から，小胞体の異常によって他の
オルガネラの運動性も影響を受けることが
強く示唆される．そこで本研究では，RHD3
の機能解析を中心として，小胞体膜に局在す
る因子がどのように小胞体運動に寄与する
かを解明することを目的とした． 

３．研究の方法 

本研究では，シロイヌナズナおよびタバコ
培養細胞を用いて，下記の方法で研究を進め
た． 
１）タバコ培養細胞を用いた小胞体ネットワ
ーク in vitro再構成系，およびシロイヌナズナ
rhd3変異体の表現型解析から，RHD3の分子
機能を明らかにする． 
２）RHD3相互作用因子を探索し，局在解析
や変異体における小胞体の表現型などから
その機能を検証する． 

４．研究成果 

１）RHD3の分子機能解析 
単離した小胞体を用いたネットワーク in 
vitro再構成系では，小胞の融合による肥大化
→アクチン・ミオシン依存的なチューブ伸長→
チューブ同士の融合を経て，ネットワークが形

成されていく様子を観察できる．rhd3変異体は
ネットワーク構造にも異常を示したため，in 
vitro再構成系を利用してRHD3が関与するス
テップを解析した．その結果，RHD3の機能
を阻害すると小胞の肥大化が起こらなかっ
たため（図１），RHD3が小胞体膜融合に関わ
ることが明らかとなった． 

一方，rhd3変異体における小胞体運動の
詳細な観察から，細胞内全体で流動する典型
的な小胞体運動は抑制されているものの，局
所的に原形質流動に匹敵する速度で素早く
運動する小胞体ドメインが存在することを
見出した．このドメインを Fluorescence 
Recovery after Photobleaching (FRAP) により
解析したところ，褪色した蛍光シグナルが復
活せず，ネットワークから物理的に切り離さ
れた小胞体断片であることがわかった（図
２）．従って，rhd3変異体でも小胞体運動を
担うアクチン・ミオシンの装置は維持されて
おり，断片化した小胞体なら駆動することが
できるが，大きな小胞体ネットワークの流動
性が低下していると考えられた． 

 
２）RHD3相互作用因子の探索と解析 

RHD3免疫沈降画分のプロテオーム解析
から，RHD3と相互作用する候補タンパク質



 

 

を見出した．この中から「小胞体局在」かつ
「膜貫通ドメイン」を持つことが予測される
機能未知のタンパク質ファミリーに焦点を
当てて解析を進めた．蛍光タンパク質との融
合タンパク質を発現させて細胞内局在の解
析を行った結果，これらのタンパク質は小胞
体膜上に局在することが確認された．そこで，
これらタンパク質の欠損変異体を確立し，小
胞体を可視化して運動性と形態・分布を解析
した．その結果，二重および三重変異体にお
ける運動性には異常が認められなかったが，
アミノ酸配列に高い相同性をもつホモログ
同士の二重変異体では，小胞体ネットワーク
の形態と分布に異常を示すことが明らかと
なった．メンバー間でアミノ酸配列の相同性
が非常に高く，冗長性が高いことが考えられ
るため，今後全てのメンバーを欠損した変異
体で解析を行い，小胞体運動性への関与を検
証する必要がある． 
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