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間期の植物紬胞では､微小管は膜内面に密着して､特徴的な表層微小管を構成

している｡伸長する細胞においては伸長軸方向に対して直角に表層微小管束と最内層

紬胞壁のｾﾙﾛ-ｽ微繊推が配向していることから､表層微小管がｾﾙﾛ-ｽ微繊維

の配向を制御して細胞の伸長方向を決定していると考えられている｡表層微小管の配

向化には個々の微小管の動きが重要である｡器官が左巻きにねじれるIejiy変異株は､

αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝに変異が起きており､根の表層微小管束の配向ﾊﾟﾀ-ﾝを調べると野

生型と比ﾍﾟて右巻きに配向する傾向が見られたoこのことから､ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝの変異

が微小管機能に変化を引き起こし､微小管配向ﾊﾟﾀ-ﾝに影響を与えることが示唆さ

れたoそこで､申請者は改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを発現させたｱﾗﾋﾞﾄﾞﾌﾟｼｽ形質転換植物

体を用いて,微小管ﾀﾞｲﾅﾐｸｽの変化と配向ﾊﾟﾀ-ﾝ形成との関連を明らかした｡

αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ6又はβﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ6のN末端あるいはC末端にGFPやへ

ﾏｸﾞﾙﾁﾆﾝやmycｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟﾀｸﾞを付加した改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ発現質転換植物体を

作出したo αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのN末を改変した形質転換体においてのみ花弁や葉柄や根

が右巻きにねじれる形質がみられた｡これらの形質転換体における表層微小管では､

改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝが取り込まれており､更に左巻きの配向が観察された｡次に､ N末

改変αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを取り込んだ表層微小管の動態を測定し､微小管の安定性を評価

したところ､ｺﾝﾄﾛ-ﾙと比べN末改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを発現させた紬胞の微小管は

収縮頻度が低下しており､伸長しやすい微小管が形成されていると考えられた｡そこ

で､伸長している微小管のﾌﾟﾗｽ端の構造を特異的に藷識し局在するEnd Bindingl

(EBl)ﾀﾝﾊﾟｸ質の局在性を確かめたところ､ N末改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを発現させた細

胞では､ｺﾝﾄﾛ-ﾙの植物体に比ﾍﾞEBlが共局在している微小管の数が増え､更に

EBlの局在部位が拡大していたoこれらの結果から､ N末改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝが取り込ま

れた微小管はより伸長しやすい性質を持つと結論した｡

微小管に取り込まれた､ βﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝに結合しているGTPは加水分解を受

け､微小管ﾌﾟﾗｽ端のGTPｷｬｯﾌﾟが消失すると微小管は収縮する｡このGTp加水

分解が起こる際にαﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのある葡域がGTP加水分解促進活性(GAP括性)を

持つことが知られているoこの額域がαﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのN末端近傍に存在しているこ

とから､ αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのN末端に余分なｱﾐﾉ酸を付加することでGAP括性が阻

害されると推測した｡GAP括性に重要なｱﾐﾉ酸残基を変異させたαﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを

発現させた植物では､上記のN末改変αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ発現植物と同様の微小管動態と

配向､更に右巻きねじれ表現塑を示した｡
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莫核生物で高度に保存された微小管は細胞分裂､極性､細胞内輸送などさまざま

な細胞機能に利用されるが､生物種により特徴のある構造や機能も見られる｡植物間

期細胞に見られる表層微小管束も､その配向をﾀﾞｲﾅﾐｯｸに制御することで細胞の

伸長方向を決定すると考えられる｡近年､細胞の伸長方向に異常が見られるｱﾗﾋﾞﾄﾞ

ﾌﾟｼｽ変異株の解析から､微小管と細胞伸長の密接な関係が改めて示唆され､またﾁｭ-

ﾌﾞﾘﾝ変異が細胞のねじれ伸長を引き起こすことが示された｡この飯小管と細胞伸長の関係

をさらに深く理解するためには､個々の微小管の動態がどのように特徴ある微小管束構造

の形成に反映されるのかを明らかにする必要がある｡

申請者は生きた植物細胞における微小管の可視化に用いられるGFP (green

fLuorescent protein)-αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ発現ｱﾗﾋﾞﾄﾞﾌﾟｼｽ植物体が右巻きねじれ表現

形をもつことに注目し､研究をｽﾀ-ﾄさせた｡まず､申請者は種々の改変ﾁｭ-ﾌﾞ

ﾘﾝ発現形質転換体を作製し､どのような改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝを発現させた場合に植物

細胞が右にねじれて伸長するのかを調べた｡その結果､ αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのN末端に短

いﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖を付加した場合にのみ､表層微小管束は浅い左巻き-ﾘｯｸｽに配向し､

細胞は右巻きにねじれて伸長することが明らかにした｡さらに､申請者はN末改変α

ﾁｭ-ﾌﾟﾘﾝが取り込まれた微小管は収縮が起こりにくくなり､より伸長しやすい性

質をもつことを明らかにした｡

申請者は以上の実験結果と微小管の三次元構造の知見などを基に､ N末改変αﾁ

ｭ-ﾌﾞﾘﾝがどのような機構で微小管の動態を変化させたかを推察している｡このﾓ

ﾃﾞﾙによれば､ αﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝのN末端に付加された余分なﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞは近傍に位置し

ているGTP加水分解促進活性(GAP活性)を持つ領域の機能を阻害する｡結果とし

てより長いGTPｷｬｯﾌﾟが形成され､微小管の安定性が増大する｡この微小管の安定

化が表層微小管束を左巻き-ﾘｯｸｽに配向化する要因であるとしている｡

また､本研究により機能を阻害せずに微小管をGFP標識するには､ βﾁｭ-ﾌﾞﾘ

ﾝのN末端側にGFPを付加するのが最良であることが判明した｡

本研究により､植物細胞微小管の動態解析により微小管機能がより効果的に評価

できることを示し､微小管機能と微小管束の配向化の関係をより明確にすることに成

功した｡更には､最適な微小管可視化方法を提示し､今後の細胞骨格研究に大きく貢

献すると期待される｡

以上のように､本論文は改変ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ発現ｱﾗﾋﾞﾄﾞﾌﾟｼｽ植物体を羊おけるねじ

れ機構を分子生物学的および細胞生物学的に解析したもので､学術上､応用上貢献す

るところが少なくない｡よって審査委員一同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｪﾝｽ)

の学位論文として価値あるものと認めた｡


