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In most of dicotyledonous plants, vascular tissues in the leaf present a

reticulate venation patterno  We have isolated and characterized an

Иrabゴ dOpsls mutant defective in vascular network defective mutants, yan3.

yanθ mutants shOwed discontinuOus vascular pattern, and the 144い β encodes

an ARF GAP protein regulating the membrane trafficking in the trans Golgi

network. To elucidate the molecular natures controlling vein patterning

process  through membrane  trafficking,  we  searched VAN3-lnteracting

proteins. by using a yeast two hybrid system. As a result, we isolated the

plant dynamin, DRPlA as a VAN3 interacting proteino Spatial and temporal

expression pattern by DRPlA::GUS and VAN3::GUS were similar to each other.

Subcellular 10calizatiOn of VAN3 is completely overlapped to that Of the

DRPlA.  drpla shOwed disconnected vascular network, and drpla mutation



enhanced the phenotype of vascular discontinuity of the yanθ  mutant in the

drρla  yanθ  double mutant.  Furthermore,  the  drpl mutation enhanced

discontinuous vascular pattern of the gnο m mutant, which is the same effect

as that of yanθ  mutation. These results indicated that ,RPI modulates the

ツ:4ハリ function in vesicle budding from TGN, regulating vascular formation

in スrabゴ dopsls.

[本文 ]

研究 目的

植物の"体 "は動物の"体"に比べて比較的単純だが、植物種によってはユニークな

器官を形成 した り、様々な他生物 と様々な形でコニュミケーションも行ってい

る。「種の多様性」は生物学者にとって大きな魅力のある研究テーマの一つだと

考えられ るが、その起源を進化的にとらえることも可能になるだろうし、形態

学的、生理科学的に自然のファインアー トのタッチを探 ることもできる。 この

大きなテーマに対する第一歩 として、私は形態形成機構の基本原理を解明する

ことを第一の目標にしている。

植物における形態形成機構の基本原理を解明する上で、空間認識機構の解析

は大きな命題 となる。植物は、器官を切除 して培養することや、分化全能性を

ひきだす ことが容易であることか ら、いかにも各器官、組織、細胞が自律分散

的に生きているように見える。 しかし、中枢神経系を持つ動物のような中央管

理型の生命形態ではないにもかかわらず、各器官 (細胞)の間では確実に情報

のや りとりを行つていて、個体 としての統一性を保つている。それでは、どの

ようにして各器官 (細胞)の間で情報のや りとりを行つているのか。また、各

細胞は、細胞 自身の位置情報や、環境、発生プログラムをどのように認識 して

自分 自身を分化 させ "個体 "を形作っているのか。現在までに動物の空間認識に

は拡散性の物質がモルフォゲンとして重要な機能を持つことがよくしられてい



る。 しか し、植物ではモルフォゲンは同定されてお らず、唯一の候補 としてオ

ーキシンがあがっているのみである。本研究では、モルフォゲンを念頭に置き、

しか し、それだけにとらわれず植物の空間認識機構にはどのような分子機構が

存在するのかとい う大きな命題に近づくことを目的としている。

研究経過

空間認識機構の解析には最 も分子遺伝学的解析の基盤が整っているシロイヌナ

ズナの葉脈パターン形成機構を材料系 とした。葉脈パターンは種 ごとに特徴的

なパターンを示すことから、葉脈パターン形成は、各植物種に応 じて遺伝的に

高度に制御 されてお り、2次元空間認識機構の解明のための材料 としては極め

て適切であると考えられる。まず、葉脈パターン形成に異常を示す突然変異体

として、vanl―van7を単離 した。その うち、ポジショナルクローニングによっ

て、vanl,3,4,7の 原因遺伝子を特定 した。VANl遺伝子は、一回膜貫通型の機

能未知の蛋白質を、VAN3遺伝子は ARF―GAP蛋 白質を、VAN4遺伝子はエン ドソ

ームに局在するような機能未知の蛋白質を、最後に、VAN7は ARF―GEFを コー ド

している CIINOMと アレリックであることを確認 した。このように、van突然変異

体で現在単離できた全ての遺伝子産物が、細胞内膜系における輸送機構に関与

することが示唆 された。VAN3蛋 白質のさらなる解析により、VAN3蛋 白質はた

しかに、ARF一GAP活性を持つこと、BARドメインを介 してホモダイマーを形成

しうること、PHドメインを介 して脂質 と結合することが明らかとなつた。また、

GFP等 の蛍光蛋白質を融合させることにより、VAN3蛋 白質は TGNに局在するこ

とが示唆 された。 さらに、VA_N3を 用いた yeast two hybrid screeningの 結果、

ダイナ ミン (DRPlA)が 単離 された。DRPlA単独の突然変異体では際だった表現

型を示 さないが、van3と の二重突然変異体では葉脈がほどんど形成 されなくな

るなどの遺伝学的相互作用が認められた。 さらに、V鰤3と DRPlAの空間的発現

パターンをプロモーターGUS形質転換体を作成することにより確認すると、お

互い区別できないほどその発現パターンが酷似 していた。また、細胞内局在を

GFP及び YFP蛍光蛋白質を融合 させ、同一の細胞において強制的に発現 させる

と同じ細胞内オルガネラ上に存在することが明 らかとな り、組織 レベルでも細

胞 レベルでも共局在することを示 した。

考察



これ らの解析から、VAN遺伝子は全て細胞内膜系の輸送に関与する蛋白質であ

ることが示唆 された。また、とくに VAN3に関してはダイナ ミンである DRPlA

と協調的に機能 し、葉脈パターン形成に寄与することが示唆 された。今後は VAN3

を含めた VAN蛋 白質群がどのような蛋白質の輸送を担っているのか、そのカー

ゴ蛋白質を特定することで、葉脈パターン形成に必要な空間認識機構に関わる

重要な因子を特定することができると考えている。
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