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〈要 約〉

　植物において細胞の形態や機能は細胞壁に大きく依存しているが，細胞壁のパターンをつくりだす分子機構は明らかにされていない．筆者らは，特徴的なパターンの細胞壁を沈着する木部道管をモデルとして細胞壁のパターンをつくりだす分子機構を解析した．その結果，Rhoタイプの低分子量GTPaseであるROP11がROPGEF4およびROPGAP3により局所的に活性化され，微小管の脱重合を促進するタンパク質MIDD1と結合することにより，細胞壁の合成においてレールとなる表層微小管の脱重合を促進していることがわかった．一方，表層微小管はMIDD1を介し活性型ROP11の細胞膜ドメインの拡散を抑制していた．この表層微小管と活性型ROP11との排他的な相互作用が木部道管における特徴的な細胞壁パターンをつくりだしているものと考えられた．MIDD1はほかの細胞でも発現していることから，同様の分子機構がほかの細胞においてもはたらいている可能性が考えられた．
はじめに

　植物において細胞はセルロース微繊維をおもな成分とする細胞壁によりおおわれている．これが“たが”となって細胞の成長を制限するため，セルロース微繊維の位置と方向が細胞のかたちを決定しているものと考えられている．セルロース微繊維は細胞膜に埋め込まれたセルロース合成酵素複合体が表層微小管にそって移動することにより合成される．そのため，表層微小管の配向にしたがってセルロース微繊維が形成され，そのセルロース微繊維に依存して細胞壁のパターンが形成される．表層微小管は重合，脱重合，束化，切断などの制御をうけている1)．
　筆者らは，表層微小管の配向を制御し細胞壁のパターンをつくりだす分子機構を明らかにするため，特徴的なパターンの細胞壁をつくる木部道管に着目し研究を行った．木部道管の細胞は強固で疎水的な二次細胞壁を沈着し，そののち，プログラム細胞死を起こすことにより中空の管となる．木部道管は，らせん，網目，孔紋様など，特徴的な二次細胞壁パターンをもつ2)．孔紋様のパターンでは二次細胞壁の沈着しない孔状の構造（壁孔）が散在する（図1）．これまでに，筆者らは，シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の培養細胞を用いて，孔紋様のパターンをもつ二次細胞壁を沈着する木部道管の高頻度かつ同調的な分化誘導系を確立した3)．そして，この実験系を用いたマイクロアレイ解析4) と細胞内局在の網羅的な解析により，新規の微小管付随タンパク質MIDD1を見い出した．MIDD1は未知の細胞膜ドメインにアンカーされ，表層微小管の脱重合を局所的に促進することにより壁孔の形成を誘導していた3)．MIDD1は植物に特異的なRhoタイプの低分子量GTPaseであるROP GTPaseの活性型とC末端の近傍にあるモチーフを介し結合することから5)，ROP GTPaseがMIDD1を細胞膜ドメインにアンカーしている可能性が考えられた．そこで，今回の研究では，ROP GTPaseに着目し二次細胞壁パターンを確立する分子機構を解析した．
1．局所的なROP11の活性化がMIDD1を介し壁孔の形成を誘導する

　まず，MIDD1とともにはたらくROP GTPaseを探索した．シロイヌナズナには11種のROP GTPaseの遺伝子が存在する．このうち，どのROP GTPaseが壁孔の形成に関与しているかを木部道管における特異的な発現と細胞内局在から探索した．その結果，ROP11が木部道管の壁孔において繊維状の構造に顕著に蓄積することが明らかになった．さらなる解析から，MIDD1とROP11とが壁孔の表層微小管において共局在していることがわかった．つぎに，MIDD1とROP11とが壁孔において直接に相互作用しているかどうかを，BiFC（bimolecular fluorescence complementation，二分子蛍光相補性）法およびFRET（fluorescence resonance energy transfer，蛍光共鳴エネルギー移動）法により検証した．その結果，ROP11は壁孔において活性型として細胞膜ドメインに局在し，MIDD1と相互作用していることが示唆された．恒常的な活性型のROP11を発現させると細胞の細胞壁の全体にMIDD1が分布し，二次細胞壁も細胞の全体に形成され壁孔の形成は起こらなかった．この結果は，局所的なROP11の活性化がMIDD1を介した壁孔の形成に必須であることを示唆した．
2．ROPGEF4とROPGAP3が壁孔における局所的なROP11活性化を制御する

　ROP GTPaseはROPGEF（GEF：guanine nucleotide exchange factor，グアニンヌクレオチド交換因子）により活性型（GTP結合型）に，ROPGAP（GAP：GTPase-activating protein，GTPase活性化タンパク質）により不活性型（GDP結合型）に変換される．そこで，壁孔においてROP11の局所的な活性化にはたらくROPGEFとROPGAPを探索した．木部道管において発現するROPGEFおよびROPGAPのなかから壁孔に局在するものを調べたところ，ROPGAP3が壁孔の細胞膜に局在していた．植物のROPGEFは，保存されたGEF活性ドメインであるPRONEと，N末端およびC末端の可変領域からなり，可変領域はそれ自体のGEF活性を抑制することが報告されている6)．そこでPRONEの細胞内局在を観察した．その結果，ROPGEF4のPRONE（ROPGEF4PRONE）が壁孔の細胞膜に局在することを見い出した．興味深いことに，ROPGEF4PRONEは壁孔の中央付近に，ROPGAP3はROPGEF4PRONEの局在する領域を含め壁孔の全体に局在していた．このようなROPGEF4PRONEの局在は二次細胞壁の形成にさきだち観察されたことから，ROPGEF4が壁孔の形成を誘導するROP11の局所的な活性化を担っている可能性が考えられた．ROPGEF4のT-DNA挿入変異体であるropgef4-1変異体，および，RNAiによる発現抑制体であるropgef4-KD変異体において，根の木部道管では壁孔の密度が著しく低下していた．これらの結果は，ROPGEF4は壁孔の形成に必要であり，ROP11の局所的な活性化を介し壁孔の形成を誘導している可能性を示唆した（図1）．
3．局所的なROP11活性化の再構築

　局所的にROP11が活性化されるしくみを明らかにするため再構築実験を試みた．道管に分化しないシロイヌナズナ培養細胞株に，エストロゲンによる発現誘導系7) を用いてROP11，ROPGAP3，ROPGEF4PRONEをすべて共発現させた．その結果，ROPGEF4PRONEは壁孔に似たパッチ状の局在を示した．このパッチ状に局在したROPGEF4PRONEが局所的にROP11を活性化しているかどうかを調べた．活性型ROP11はMIDD1をリクルートすることから，MIDD1を共発現させその局在を調べた．その結果，MIDD1はROPGEF4PRONEの周囲に局在していた．さらに，ROPGEF4PRONEの周囲において表層微小管は消失し，道管においてみられるような表層微小管のパターンが形成されていた．これらの結果は，ROPGEF4PRONEとROPGAP3が局所的なROP11の活性化を誘導し，MIDD1による表層微小管の脱重合をひき起こすのに十分であることを示していた．同様に，遺伝子導入の容易なタバコ（Nicotiana benthamiana）の葉の表皮を用いて定量的な解析を行った．その結果も，局所的なROP11の活性化にはROPGEF4PRONE，ROPGAP3，ROP11がすべて必要であり，ROP11のGTP/GDPサイクリングがROP11の局所的な活性化に必須であることを証明した．また，細胞骨格の構築に対する阻害剤を用いることにより，この現象は微小管およびアクチン繊維を必要としないことがわかった．これらの結果から，ROPGEF4PRONEとROPGAP3によるROP11のGTP/GDPサイクリングにより，自発的に局所的なROP11の活性化がひき起こされているものと考えられた（図2）．
4．表層微小管はMIDD1を介し活性型ROP11の細胞膜ドメインを局在化する

　一方で，表層微小管が活性型ROP11の細胞膜ドメインを制御していることが明らかになった．微小管を安定化するタキソールを投与したところ，細胞膜ドメインの形態が細長くなり，網目状の二次細胞壁パターンが形成された．一方，微小管の重合阻害剤であるオリザリンを投与した場合には，活性型ROP11の細胞膜ドメインは拡散し消失した．そこで，表層微小管と活性型ROP11の細胞膜ドメインの局在との関係を，表層微小管の密度の低い成熟したタバコの葉の表皮を用いて調査した．さきと同様の再構築系を用いて解析したところ，表層微小管にかこまれた多角形の領域に活性型ROP11の細胞膜ドメインが閉じ込められていることが明らかになった．薬剤処理により微小管を破壊すると細胞膜ドメインは円形になった．微小管結合領域を除いたMIDD1とROP11をタバコの葉の表皮に共発現させたところ，ROP11がMIDD1に依存的に表層微小管の近傍から排除された．以上の結果から，表層微小管はMIDD1を介し活性型ROP11の細胞膜ドメインを制限していることが示された（図2）．
おわりに

　今回の研究により，ROP11のGTP/GDPサイクリングにより自発的に局所的なROP11の活性化が誘導されること，このROP11の活性化がMIDD1による表層微小管の脱重合をひき起こすのに十分であることが明らかになった．ROP11が局所的に活性化するしくみの詳細は未解明だが，ROPGEF4をアクチベーター，ROPGAP3をインヒビターとして考えれば，Turingの反応拡散モデル8) により説明できるかもしれない．この反応拡散モデルにより説明するには正のフィードバックが必要であるが，出芽酵母ではスカフォールドタンパク質がRhoとGEFとのあいだの正のフィードバックを仲介することが報告されており9)，壁孔の形成でも類似した現象が起こっているのかもしれない．今回の研究では，活性型ROP11の細胞膜ドメインがMIDD1を介し表層微小管の脱重合を促進するだけでなく，表層微小管もまたMIDD1を介し活性型ROP11の細胞膜ドメインの拡散を制限することにより，表層微小管と活性型ROP11の細胞膜ドメインとが相互に排他的な作用をしていることが明らかになった（図2）．この相互作用をつうじ二次細胞壁のパターンをつくりだしているものと考えられた．興味深いことに，MIDD1は道管のほかの細胞にも発現しており，表層微小管とROP GTPaseとの相互作用を仲介することにより道管のほかでも細胞壁のパターン形成にかかわっている可能性が示唆された．
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〈図説明〉
図1　木部道管の分化における孔紋様の二次細胞壁パターンの形成過程

はじめに，ROPGEF4の周囲においてROP11が活性化し，活性化したROP11によりMIDD1が細胞膜にアンカーされる．ROPGAP3はROPGEF4の周囲においてROP11を不活性化しているものと考えられる．つぎに，MIDD1が局所的に表層微小管の脱重合を促進することにより，表層微小管の消失した領域に壁孔が形成される．
図2　ROP GTPaseと表層微小管による二次細胞壁パターンの構築モデル

ROPGEF4とROPGAP3によるROP11のGTP/GDPサイクリングから自発的に活性型ROP11の細胞膜ドメインが形成される．活性型ROP11はMIDD1を介し表層微小管の脱重合を促進し，表層微小管はMIDD1を介し活性型ROP11の局在を制限することにより，表層微小管と活性型ROP11の細胞膜ドメインとが排他的に相互作用する．
