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植物細胞 において、細胞表層 にある微小管(表 層微 小管)は その配 向 を厳 密 に規 定 す

ることで、細胞の伸長方向の決定や形態の維持に働いている。この微小管の配 向は、

様々な微小管付随タンパ ク質(MAPs)に よ って直接 制御 されてい る。シ ロイヌナズナの

SPIRAL2(SPR2)は 植 物特有の ㎜ であ り、SPR2の 欠損 変異株(sρr2)は、表層微 小管

の配 向が傾い たため に様々な器官で細胞の伸長方向が傾 き、ね じれるという形質を示

した。本論文では、植物特有のMAPsに よる表層微 小管 の制御機 構 を解 明するため、

SPR2に ついて解析 した。

SPR2に は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ゲ ノ ム 内 に 非 常 に相 同 性 の 高 い ホ モ ロ グ 、

SPR2-〕KE(SP2L)が 存在 す る。SP2LのT-DNA挿 入 変異株(sρ21)の 表現 型 は野生型 と

変わ らないが、sρr2sρ21二 重変異株 はsρr2変 異形 質 を強調 し、SP2Lを 過剰発現 させ

る とsρr2の 変異形 質 を相補 した。以上の こ とからSPR2とSP2Lは 機能 重複性 があ る

と考 え られ た。SPR2及 びSP2Lの 局 在性 を調べ るために、SPR2及 びSP2LのC末 端

にGFPを 融合 し 自身の プ ロモー ター制御 下で発現 させたSPR2-GFP及 びSP2L-GFP

形質転換系統 を作成 した。SPR2-GFPは 植 物体全体 で、またSP2L-GFPは 根毛 な どの

限 られ た組織で のみ シグナルが検 出された。さらにSPR2-GFP系 統 を用 いてSPR2

の細胞 内での局在 と動 態 を調べ た ところ、SPR2-GFPは 表層微 小管上 に ドッ ト状 に局

在 し、移動 しているものと停止 しているものが同時に存在 していた。特 に孔辺細胞 に

おいて、微小管プラス端集積タンパク質であるEND-BINDINGPROTEIN1(EBI)と 似 た

動態 を示 したこ とか ら、SPR2の 少な くとも一部 は微 小管 プラス端 に集積すると判断 し

た。

次に、SPR2の 微 小管 動態への影響 を調 べ るために、sρr2変 異株 とSPR2の 過剰 発

現系統 に微 小管 を蛍光標 識 するGFP-TUB6マ ーカー を導入 し、微 小管動態へ の影響 を

調べた。その結果、sρr2変 異株 で は過剰発現 系統 に比べ、微小管 プラス端において伸

長や収縮が止まる 「静止」という現象の起 きる時間が増加 していた。さ らにSρr2変 異

株 に微 小管 プラス端 を標 識 す るGFP-EB1マ ー カー を導入 し、 プラス端 にお けるEBI

動態へ の影響 を調 べ た とこ ろ、EB1の 蛍光 が一 時的 に止 まる とい う現象が観察され、

SPR2は プラス端 の伸長方 向を制御 す る機能があることが考えられた。

以上の結果 より、SPR2フ ァ ミリーのMAPsは 微 小管 プラス端 の正常 な動態 を保つ

ことにより、表層微小管構築を助 けてい ると結論付けた。最終的な微小管配向が形成

される際には微小管同士の相互作用が重要 とされるが、植物特有の制御因子の働 きに

より、配向形成 プロセスが厳密 に制御されていると考え られる。
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聞期植物細胞 の微小管は細胞膜内側 に張 り付いて表層微小管 を形成 し、セルロース

微繊維の並び方を制御することにより、細胞の伸長方向を規定 していると考えられて

いる。表層微小管は細胞 タイプや内外の環境刺激により配向を変化させるが、その再

構築には微小管付随タンパク質(MAP)が 重要な働 きを果 たす こ とが想像 される。近

年、植物細胞で働 くMAPが 次々 に同定 されて きて い る。これ らのMAPに は動物 や酵

母 で知 られてい るMAPと 同 じ種類の もの もあれ ば、植物 特異的なMAPも 存在 す る。

特 に、植物 特異的 なMAPに つ いては、それ らが どの よ うに微小管機能を制御 し、 ど

のように微小管パター ン形成に影響 を与えているかはほ とんどわかっていない。

本論文では遺伝学的手法によ り同定された植物特異的なMAPで あ るSPIRAL2

(SPR2)と そのホモ ログSP2Lに ついて、遺伝 学的、細胞生 物学的、生化学的な解析

を行い、 また微小管標識マーカーを用いた動態解析 によ り、 これ らのMAPが 微 小管

プラス端 の静止状態 を抑制 することによ り、スムーズな微小管動態を保障 し、正常な

表層微小管パター ンを形成す るのに貢献 しているこ とを明 らかにしている。植物 の

MAPの 機能 が.加ViVOと 血 亘ぴoの 両方 において詳細 に解析 され、その主要機能が明

らかとなったのは本論文が最初である。また、微小管 プラス端の機能制御 は最近注 目

されてお り、本論文で明 らかと成 った知見は他の微小管プラス端集積因子の研究に大

きな影響を与えると考えられる。

本論文では、まず両遺伝子の発現 レベル と発現パター ンを解析 し、spr2変 異株、sρ21

変異株 、その2重 変異株 の表現形 を観察 し、SP2Lを 写ρ12で 強 制発現 させ る実験 によ

り、SPR2とSP2Lが 同様 の分子機 能 を持 ってお り、 その発現 レベルの違いによ り、

変異株の表現形の強弱が異なることを示 している。次に、SPR2の 細胞 内局在性 を詳

細 な動態観察 に より解析 し、SPR2分 子の一 部が微小管 プラス端 に局 在することを見

出 した。さらに、変異株 における微小管動態の解析か ら、SPR2は 通 常は動的 な表層

微 小管 が一過 的 に静止するポーズ状態を抑制することによ り、微小管が曲がった軌跡

をとることを防いでいることを明 らかにした。最後 に、斑 ガ加oに おいてSPR2とSP2L

単独分子 が微小管 動態 に与 え る影響 を解析 し、inぼ γoで 見 られ たポーズ抑制現 象が

SPR2とSP2Lに よる直接 の効 果であ るこ とを強 く示唆する実験結果を得ている。

以上のように、本論文は植物に特異的な微小管制御 タンパク質の機能をinvivOとill

Vitro両 方 にお け る詳細 な実験 ・観察 に よ り研究 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(バ イオ サイエ ンス)

の学位論文 として価値 あ るもの と認めた。


