
 

 

 

シロイヌナズナにおける PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の機能解析 
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要旨 

ホスファチジルイノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ(PIP5K)はリン脂質であるホスファチジル

イノシトール 4,5-二リン酸[PI(4,5)P2]を産生する。PI(4,5)P2は細胞膜上でシグナル分子として

働き、植物の成長、発生、環境応答などに重要な役割を担っている。シロイヌナズナには B

タイプの PIP5K が 9 個存在し、アミノ酸配列から PIP5K1-3,PIP5K4-6 および PIP5K7-9 の 3

つのサブグループに分けられる。これらの中で PIP5K7-9 の遺伝子は陸上植物において広

く保存されているため、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は陸上植物に共通の重要な機能を

保持していると考えられる。そこで、私はシロイヌナズナの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 に

着目し、それらに重複する生物学的機能を明らかにするため研究を行った。まず、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の組織特異的な発現パターンを調べるため、これらのプロモ

ーター活性を解析した。その結果、これらのプロモーターは主に分裂組織と維管束で活性

を示した。さらに、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の細胞内での局在パターンを調べるため

に蛍光タンパク質を用いて観察した結果、これらは主根の根端分裂組織における表皮細胞

の細胞膜に局在していた。次に、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の機能欠損変異体

pip5k7,pip5k8 および pip5k9 を単離した。単離した単一変異体から多重変異体を作製し、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の発現、局在パターンを元に表現型を観察した。その結果、

通常生育条件下において単一変異体だけでなく多重変異体は顕著な表現型を示さなかっ

た。しかし、高浸透圧ストレス条件下において、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体は野生型と

比較して主根の伸長が抑制され、根端分裂組織の大きさが減少していた。さらに、

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では主根の根端分裂組織における表皮細胞での高浸透圧

ストレスによるエンドサイトーシスの促進が野生型より遅延していた。一方、主根の根端分裂

組織における表皮細胞での蛍光タンパク質を用いた観察から、PIP5K7,PIP5K8,PIP5K9 お

よび PI(4,5)P2 は高浸透圧ストレスにより細胞膜付近で粒状の局在を示した。また、

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では通常生育条件下において野生型より細胞膜に局在す

る PI(4,5)P2 が有意に少なく、高浸透圧ストレスによる細胞膜付近での PI(4,5)P2 の粒状の局

在も減少していた。これらの結果から、シロイヌナズナの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は

重複して根端分裂組織の細胞膜で PI(4,5)P2 を産生し、高浸透圧ストレスにおいてエンドサ

イトーシスを促進させることで主根の伸長に機能することが明らかとなった。また、これらの結

果は陸上植物における根の地中環境適応に意義を示すと考えられる。
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略語一覧 

ABRC Arabidopsis Biological Resource Center 

ACT2 Actin 2 

BFA brefeldin A 

CINV1 cytosolic invertase 1 

GFP green fluorescent protein 

GUS β-glucuronidase 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MORN membrane occupation and recognition nexus 

MS Murashige and Skoog 

OSIMS osmotic stress-induced membrane structures 

PAMPs pathogen-associated molecular patterns 

PIN PIN-FORMED 

PIP5K phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase 

PI4P phosphatidylinositol 4-monophosphate 

PI(4,5)P2 phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate 

RNAi RNA interference 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 

TAIR The Arabidopsis Information Resource 

WT wild type 

X-Gluc 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-glucuronide 

YFP yellow fluorescent protein
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序論 

PIP5K の機能 

植物は自然環境で生存していくために細胞内シグナル伝達や遺伝子発現制御を

介して環境に適応している。植物における典型的な細胞内シグナル伝達物質としてホ

スホイノシチドなどのリン脂質がある。ホスファチジルイノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ

(PIP5K)はリン脂質であるホスファチジルイノシトール 4-リン酸(PI4P)を基質とし、PI4P

のイノシトール環の 5 位をリン酸化することでホスファチジルイノシトール 4,5-二リン酸

[PI(4,5)P2]を産生する(Divecha et al., 1995; Rameh et al., 1997; Elge et al., 2001; 

Mueller-Roeber and Pical, 2002; Weernink et al., 2004)(図 1)。PI(4,5)P2 は真核細胞

における生体膜の構成成分であるだけでなく、特定の膜領域に局在することによって

細胞内プロセスを制御するシグナル伝達物質である(Di Paolo and De Camilli, 2006; 

Michell, 2008)。特に、PI(4,5)P2 は細胞膜またはそれの膜サブドメインに局在し、膜交

通、イオン膜輸送、細胞骨格ダイナミクスなどに関わる調節タンパク質と物理的に相互

作用することが知られている(Krauss and Haucke, 2007a; Sun et al. 2013; Kolay et al., 

2016)。PI(4,5)P2 の局在パターンは細胞の種類によって大きく異なり、基本的にはホス

ホイノシチド代謝酵素による産生と分解によって決定され、その中でも PIP5K は

PI(4,5)P2 の局在パターンの重要な決定因子である (Loijens et al., 1996; Oude 

Weernink et al., 2004; Krauss and Haucke, 2007b; van den Bout and Divecha, 2009; 

Colin and Jaillais, 2020)。高等植物ではホスホイノシチド代謝酵素遺伝子の重複性が

高いことやリン脂質代謝経路が複雑であることなどから、リン脂質シグナル伝達機構に

ついては未だに不明な点が多く残っている。 
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図1. PIP5Kの機能

細胞膜上におけるPIP5Kの機能を示した。PIP5Kを青、

PI4Pを赤、PI(4,5)P2を紫、P(リン酸)を黄色で示している。
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植物の PIP5K 

高等植物のゲノムは酵母や動物のゲノムと比較して多数の PIP5K の遺伝子をコードし

ている(Mueller-Roeber and Pical, 2002; Zhang et al., 2020)。高等植物のモデル植物

であるシロイヌナズナには PIP5K 触媒ドメインをもつタンパク質をコードする遺伝子が

11 個存在している(Mueller-Roeber and Pical, 2002)(図 2)。N 末端の membrane 

occupation and recognition nexus（MORN）モチーフの有無に基づいて、PIP5K1-9 は

B タイプ、PIP5K10 と PIP5K11 は A タイプのサブグループに分けられる(Mueller-

Roeber and Pical, 2002)( 図 2) 。 B タ イ プ の PIP5K1-9 は N 末 端 に 酵 母 の

PIP5K(ScMss4p)やヒトの PIP5K(HsPIPKIb,HsPIPKIIb)には存在しない MORN モチー

フをもち、C 末端には酵母やヒトの PIP5K に保存されている触媒ドメインをもっている

(Mikami et al., 1998)(図 2)。MORN モチーフをもつ PIP5K 以外のタンパク質はジャン

クトフィリンと呼ばれており MORN モチーフを介して細胞膜に結合することが知られて

いる(Takeshima et al., 2000)。このことから、植物の PIP5K は MORN モチーフを介して

細胞膜に結合し、細胞質側に触媒ドメインを出すことによって細胞膜直下で PI(4,5)P2

を産生していると考えられている(Mueller-Roeber and Pical, 2002)。また、B タイプの

PIP5K1-9 はアミノ酸配列の類似性から PIP5K1-3,PIP5K4-6 および PIP5K7-9 の 3 つ

のサブクループに分類される(Mueller-Roeber and Pical, 2002)(図 3)。PIP5K1 と

PIP5K2、PIP5K4 と PIP5K5、PIP5K7 と PIP5K8 はそれぞれアミノ酸配列の相同性が高

いため、比較的近い過去に遺伝子重複が起きたと考えられている(Mueller-Roeber 

and Pical, 2002)。すべての被子植物のゲノムに A タイプの PIP5K の遺伝子が含まれ

ているわけではない一方で、被子植物は B タイプの 3 つのサブグループにそれぞれ

少なくとも一つの PIP5K の遺伝子を保持している(Zhang et al., 2020)。これは B タイプ

の 3 つのサブグループが被子植物間で保存された重要な機能を保持することを示唆

している(Zhang et al., 2020)。 
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AtPIP5K1 -MSDSEE-DEEEEEASEVILSSVVQKKKKKNLRFGEEVERRDGLVLLAQSTPMVRSR--------SQGTTRRVTPTP-LVDVEKPLPNGDLYIGSFSGGFPHGSGKYLWKDGCMYEGDWK 109

AtPIP5K2 MMREPLVSEEEEEEATEVLLVEKTKLCKRRGDEE-KTEERRDDLLLLAL-TPMVRSK--------SQGTTRRVTPTPPPVDVEKPLPNGDLYMGTFSGGFPNGSGKYLWKDGCMYEGEWK 110

AtPIP5K3 -MQETVFLFTEENLNKEQSLGVKYKQSSR-------------------RVVPMTSCE--------VSDTAAEIR------IVEKVLKNGDLYNGGLSAGVPHGTGKYLWSDGCMYEGEWT 86

AtPIP5K4 MSKEQSCVLKAWEVTVRKTQQAKKRANSIFG---------------TVSVAPQTDDDATTTTEENDDETSTNRSSIGELYHAERILPNGDYYTGQWYDSFPHGHGKYLWTDGCMYIGDWY 105

AtPIP5K5 MSKDQSYVLKAWEVTVRKTQQAKKRANSVFG---------------TVSVAPHTDND--TTTDDNDDETTTNRSSLEEFYHAERVLPNGDYYTGQWYDSFPHGHGKYLWTDGCMYIGDWY 103

AtPIP5K6 -----------------------------------------------MSVAHADDAD--------DYSRPTGES-----YHAEKALPSGDFYTGQWRDNLPHGHGKYLWTDGCMYVGDWH 60

AtPIP5K7 --------------------------------------------------------------------MDMRSG--------DREFPNGDFYSGEVKGIIPNGKGKYAWSDGTIYEGDWD 44

AtPIP5K8 --------------------------------------------------------------------METRPA--------ERVFSNGDVYSGQLKGTLPHGKGKYAWPDGIIYEGDWE 44

AtPIP5K9 -MSGLDVRGAVSFAERTKSVDALTKKEILSA----------------LNSGEVSETS---------EDARFRVR--------ELVLPDGESYSGSLLGNVPEGPGKYIWSDGCVYDGEWR 86

AtPIP5K10 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

AtPIP5K11 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

ScMss4p ------------------------------------------MSVLRSQPPSVVPLHLTTSTSRKTEQEPSLLHSAIIERHQDLSVPNSNSNPDSNHRIKKDRNNHTSYHSSSNSESNME 78

HsPIPKIb ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

HsPIPKIIb ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

AtPIP5K1 RGKASGKGKFSWPSGATYEGEFKSGRMEGFGTFTGADGDTYRGTWVADRKHGHGQKR-YANGDFYEGTWRRNLQDGRGRYVWRNGNQYTG---EWRSGVISGKGLLVWPNGNRYEGLWEN 225

AtPIP5K2 RGKASGKGKFSWPSGATYEGEFKSGRMEGSGTFVGVDGDTYRGSWVADRKQGHGQKR-YANGDYYEGTWRRNLQDGRGRYVWMNGNQYTG---EWRNGVICGKGVLAWPNGNRYEGQWEN 226

AtPIP5K3 RGKASGKGRFSWPSGATYEGQFKDGRMDGEGTFIGIDGDTYRGHWLWGRKHGYGEKR-YANGDGYQGNWKANLQDGNGRYVWSDGNEYVG---EWKNGVISGKGKMTWANGNRYDGLWEN 202

AtPIP5K4 NGKTMGRGKFGWPSGATYEGEFKSGYMDGVGLYTGPSGDTYKGQWVMNLKHGHGIKR-FANGDVYDGEWRRGLQEAQGKYQWRDGSYYMG---EWKNATICGKGTFIWTDGNRYDGFWDD 221

AtPIP5K5 NGKTMGNGKFGWPSGATYEGEFKSGYMDGIGTYTGPSGDAYKGQWVMNLKHGHGVKS-FANGDAYDGEWRRGLQEGQGKYQWSDGSYYIG---EWKNGTICGKGSFVWTNGNRYDGFWDE 219

AtPIP5K6 RGKTMGKGRFSWPSGATYEGDFKNGYMDGKGTYIDSSGDLYRGSWVMNLRHGQGTKS-YVNGDCYDGEWRRGLQDGHGRYQWKNENHYIG---QWKNGLMNGNGTMIWSNGNRYDGSWED 176

AtPIP5K7 EGKISGKGKLIWSSGAKYEGDFSGGYLHGFGTMTSPDESVYSGAWRMNVRHGLGRKE-YCNSDLYDGLWKEGLQDGRGSYSWTNGNRYIG---NWKKGKMCERGVMRWENGDLYDGFWLN 160

AtPIP5K8 EGKISGRGKLMWSSGAKYEGDFSGGYLHGFGTLTSPDGSVYAGAWRMNVRHGLGRKE-YCNSDVYDGSWREGLQDGSGSYSWYNGNRFIG---NWKKGKMSGRGVMSWANGDLFNGFWLN 160

AtPIP5K9 RGMRHGIGNMRWASGASYDGEFSGGYMHGSGTYVDANKLTYKGRWRLNLKHGLGYQV-YPNGDVFEGSWIQGLGEGPGKYTWANKNVYLG---DMKGGKMSGKGTLTWVTGDSYEGSWLN 202

AtPIP5K10 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

AtPIP5K11 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

ScMss4p SPRLSDGESSTPTSIEELNPTINNSRLVKRNYSISIDPLHNNSNNNTDDDHPNTITSPRPNSTSNKEMQKYSFPEGKESKKITTPSLNSNNCLDLDNSSLVHTDSYIQDLNDDHILLNKR 198

HsPIPKIb ------------------------------------------------------------------------------------------------------------MSSAAENGEAAP 12

HsPIPKIIb ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

AtPIP5K1 GIPKGNGVFTWSDGSSCVGAWNES--NIMRSFFNGVEKND--LIVGNRKRSSVDSGAGSLGGEKVFPRICIWESDG-------EAGDITC-------------------DIIDN-VEASM 314

AtPIP5K2 GVPKGSGVFTWADGSSWIGSWNESS-NLMRNFFDGIEKNE--LIVATRKRSSVDSGAGSLTGEKIFPRICIWESDG-------EAGDITC-------------------DIVDN-VEASV 316

AtPIP5K3 GAPVGKGVLSWGEEKTSYNGWGRK----------SKKKDE--EIVQNHKLSSVET----LSANTNFPRICISELEDTGVCDHVEASPYTS-------------------ESDTSGCGEQE 287

AtPIP5K4 GFPRGNGTFKWADGSFYVGHWSNDPEEMNGTYYPSGDDGS--PEWDPKDVFT-NLSEYKICSGERVPVLPSQKK---------LSVWNSS-------------------KRVEKPRRMSV 310

AtPIP5K5 GFPRGNGTFKWDNGSFYVGHWSKDPEEMNGTYYPSGNEGN--LEWDPKDLFN-NLSEYTICSGERVPTLPSQKK---------LSVWNSS-------------------KRIEKPRRTSV 308

AtPIP5K6 GAPKGNGTFRWSDGSFYVGVWSKDPKEQNGTYYPSTSSGN--FDWQPQQVFYVDLSECVVCTCQRIPVLPSQKMPVWYGASEQSSSGNRT-------------------KNSERPRRRSV 275

AtPIP5K7 GFRHGSGVYKFADGCLYYGTWSRGLKDGKGVFYPAGTKQPSLKKWCR-SLEYDDTGKFVLSRS---ASVNVEELRS----LNTVTQSLSVKTSAG-------------ETTCDPPRDFTC 259

AtPIP5K8 GLRHGSGVYKYADGGFYFGTWSRGLKDGSGVFYPAGSKHPSLKKWHR-HFGYDDTGNFLLSHN---STINIDDLRT----SKAVSRSLSELTTTSGLTRTSERYPDDYWSTSDPPRDFMH 272

AtPIP5K9 GMMHGVGVYTWSDGGCYVGTWTRGLKDGKGSFYSAGTRVPVVQEFYLNALRKRGVLPDMRRQNQVASSVNMENLRVGVNRNKLSKGSLINLEQSRNGRVSLERR----WSLEVSIEKVIG 318

AtPIP5K10 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

AtPIP5K11 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

ScMss4p VSRRSSRISAVTATSTTIKQRRNTQDSNLPNIPFHASKHSQILPMDDSDVIKLANGDTSMKPNSATKISHSMTSLPLHPLPQPSQKSKQYHMISKS------------TTSLPPENDHYY 306

HsPIPKIb GKQNEEKTYKKTQVKN-------------------------------------------------------------------------------------------------------- 28

HsPIPKIIb ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 0

1 2

765432

7 8

MORNモチーフ

シロイヌナズナ

酵母

ヒト

図2. PIP5Kのアミノ酸配列の比較

シロイヌナズナの11個のPIP5K(AtPIP5K1-11)、酵母のPIP5K(ScMss4p)、

ヒトの2個のPIP5K(HsPIPKIb,HsPIPKIIb)のアミノ酸配列をClustalWを用

いてアライメントした。BタイプであるAtPIP5K1-9を青、Aタイプである

PIP5K10とPIP5K11は赤で示した。青緑の線で示した配列は8回繰り返さ

れたMORNモチーフである。

Bタイプ

Aタイプ
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AtPIP5K1 IYRDRIS------------------------------------VDRDGFRQFKKNP--CWFN-GEAKKPGQTISKGHKKYDLMLNLQLGIRYSVGKHASIVR-DLKQTDFDPKEKFWTRF 394

AtPIP5K2 IYRDRIS------------------------------------IDKDGFRQFRKNP--CCFS-GEAKKPGETISKGHKKYDLMLNLQHGIRYSVGKHASVVR-DLKQSDFDPSEKFWTRF 396

AtPIP5K3 WARSPLL------------------------------------LESGGAMSVQQSP--RWLDEGDVKKPGHTVTAGHKNYDLMLNLQLGIRYSVGKHASLLR-ELRHSDFDPKDKQWTRF 368

AtPIP5K4 DGRVSVGVDRAFEKMNMWGTESGEGAADIDSTTRRDLDAEMMRLEAEGFIQSLRPSPAPMRLPRAGRKQGETISKGHRNYELMLNLQLGIRHAVGKQAPVVSLDLKHSAFDPKEKVWTRF 430

AtPIP5K5 DGRVSVGVDRAFEKMNMWGNEIGEGGADMR----KELDAELMRLDAEG-LQSLKSSPVPMKLPKAGRKQGETISKGHRNYELMLNLQLGIRHSVGRQAPAASLDLKPSAFDPKDKIWRRF 423

AtPIP5K6 DGRVSNG------EMELRSNGSG-------------------YLQVDDNAESTRSSLGPLRIQPA-KKQGQTISKGHKNYELMLNLQLGIRHSVGRPAPATSLDLKASAFDPKEKLWTKF 369

AtPIP5K7 HGPVSKSARFSGSGQSEGQDKNRIVYEREYMQG---VLIRETIMSS-VDRSHKIKPPNRPREVRAR--SLMTFLRGEHNYYLMLNLQLGIRYTVGKITPVPRREVRASDFGKNARTKMFF 373

AtPIP5K8 HGPSSKSARSVDSGQSEIRDKNPIVFEREYMQG---VLIKERIMSS-IDMSHRARPLNLTKEVTVS--ACVSFLGGKWNHYLMLNLQLGIRYTVGKITPVPPREVRASDFSERARIMMFF 386

AtPIP5K9 HGYSDLSTAVLDSGSSVQYKANIPILEREYMQG---VLISELVVNNGFSRTSRRAKRKHKRLVKEAKKPGEVVIKGHRSYDLMLSLQLGIRYTVGKITPIQRRQVRTADFGPRASFWMTF 435

AtPIP5K10 -----------------------------------------------------------------------------------------------------------MELRATVENRIRY 13

AtPIP5K11 ---------------------------------------------------------------------------------------------------MFTREITAKDVKATEKNRIRY 21

ScMss4p QHISGTNHNHAANAAAVNNNTTTTTAATGLKRSESATAEIKKMRQSLLHKREMKRKRKTFLVDDDRVLIGNKVSEGHVNFIIAYNMLTGIRVAVSRCSGIMK-PLTPADFRFTKKLAFDY 425

HsPIPKIb -----------------------------------------QILSRLPKIPCTFIQAWTNTEMITLLACYYFRSVSTASSAIKGAIQLGIGYTVGNLTSKPERDVLMQDFYVVES--VFL 105

HsPIPKIIb -------------------------------------------MSSNCTSTTAVAVAPLSASKTKTKKKHFVCQKVKLFRASEPILSVLMWGVNHTINELSNVPVPVMLMPDDFKAYSKI 77

AtPIP5K1 PPEGTKTTPPHQSVDFRWKDYCPLVFRRLRELFQVDPAKYMLAICGNDALRELSSPGKSGSFFYLTQDDRFMIKTVKKSEVKVLLRMLPSYYKHVCQYEN-SLVTRFYGVHCVKPVG--- 510

AtPIP5K2 PPEGSKTTPPHLSVDFRWKDYCPLVFRRLRELFTVDPADYMLAICGNDALRELSSPGKSGSFFYLTQDDRFMIKTVKKSEVKVLLRMLPSYYKHVCQYEN-TLVTRFYGVHCIKPVG--- 512

AtPIP5K3 PPEGSKSTPPHLSAEFKWKDYCPIVFRHLRDLFAIDQADYMLAICGNESLREFASPGKSGSAFYLTQDERYMIKTMKKSEIKVLLKMLPNYYEHVSKYKN-SLVTKFFGVHCVKPVG--- 484

AtPIP5K4 PPEGTKYTPPHQSSEFKWKDYCPLVFRSLRKLFKVDPADYMLSICGNDALRELSSPGKSGSFFYLTNDDRYMIKTMKKSETKVLLRMLAAYYNHVRAFEN-TLVIRFYGLHCVKLTGPI- 548

AtPIP5K5 PREGTKYTPPHQSTEFKWKDYCPLVFRSLRKLFKVDPADYMLSICGNDALRELSSPGKSGSFFYLTNDDRYMIKTMKKSETKVLLGMLAAYYNHVRAFEN-SLVIRFFGLHCVKLNGPT- 541

AtPIP5K6 PSEGSKYTPPHQSCEFKWKDYCPVVFRTLRKLFSVDAADYMLSICGNDALRELSSPGKSGSFFYLTNDDRYMIKTMKKAETKVLIRMLPAYYNHVRACEN-TLVTKFFGLHCVKLTGTA- 487

AtPIP5K7 PRDGSNFTPPHKSVDFSWKDYCPMVFRNLRQMFKLDAAEYMMSICGDDGLTEISSPGKSGSIFYLSHDDRFVIKTLKKSELQVLLRMLPKYYEHVGDHEN-TLITKFFGVHRITLKW--- 489

AtPIP5K8 PRNGSQYTPPHKSIDFDWKDYCPMVFRNLREMFKLDAADYMMSICGDDGLREISSPGKSGSIFYLSHDDRFVIKTLKRSELKVLLRMLPRYYEHVGDYEN-TLITKFFGVHRIKLKW--- 502

AtPIP5K9 PRAGSTMTPPHHSEDFKWKDYCPMVFRNLREMFKIDAADYMMSICGNDTLRELSSPGKSGSVFFLSQDDRFMIKTLRKSEVKVLLRMLPDYHHHVKTYEN-TLITKFFGLHRIKPSS--- 551

AtPIP5K10 STKHIKHLPPGSITEFDWKDYCPVGFGLIQELEGIDHDDYLLSICTDETLKKISS-GKIGNVFHISNDNRFLIKILRKSEIKVTLEMLPRYYRHINYHRS-SLFTRIFGAHSVKPLG--- 128

AtPIP5K11 SSKHIKHLPPGTITEFEWKDYCPLGFRLIQELEDINHDEYMKSICNDETLRKLST-SKVGNMFLLSKDDRFLIKILRKSEIKVILEMLPGYFRHIHKYRS-TLLSKNYGAHSVKPIG--- 136

ScMss4p HGN---ELTPSSQYAFKFKDYCPEVFRELRALFGLDPADYLVSLTSKYILSELNSPGKSGSFFYYSRDYKYIIKTIHHSEHIHLRKHIQEYYNHVRDNPN-TLICQFYGLHRVKMPISFQ 541

HsPIPKIb PSEGSNLTPAHHYPDFRFKTYAPLAFRYFRELFGIKPDDYLYSICS-EPLIELSNPGASGSLFFVTSDDEFIIKTVQHKEAEFLQKLLPGYYMNLNQNPR-TLLPKFYGLYCMQSGG--- 220

HsPIPKIIb KVDNHLFNKENLPSRFKFKEYCPMVFRNLRERFGIDDQDYQNSVTRSAPINSDSQ-GRCGTRFLTTYDRRFVIKTVSSEDVAEMHNILKKYHQFIVECHGNTLLPQFLGMYRLTVDG--- 193

AtPIP5K1 ----GQKTRFIVMGNLFCSEYRIQRRFDLKGSSHGRSTAKPEGEIDET----TTLKDLDLN----FSFRLQRNWYQELMKQIKRDCEFLEAERIMDYSLLVGVHFRDDNTGEKMGLSPFV 618

AtPIP5K2 ----GQKTRFIVMGNLFCSEYRIQRRFDLKGSSHGRYTSKPEGEIDET----TTLKDLDLN----FAFRLQRNWYQELMTQIKRDCEFLEAERIMDYSLLVGVHFRDDNTGDKMGLSPFV 620

AtPIP5K3 ----GQKTRFIVMGNLFCSEYRIHKRFDLKGSSHGRTIDKDEGEIDET----TTLKDLDLK----YVFRLETSWFQAFINQIDLDCEFLEAERIMDYSLLIGLHFRESGMRDDISLG--- 589

AtPIP5K4 ----QKKVRFVIMGNLFCSEYSIHRRFDLKGSSLGRTTDKPESEINSN----TILKDLDLN----FIFRLQKAWYQEFIRQVDKDCEFLEQERIMDYSLLVGIHFREASVAGELIP---- 652

AtPIP5K5 ----QKKVRFVIMGNLFCSKYSVHRRFDLKGSSLGRTTDKPESEIDSN----TILKDLDLN----FIFRLQKAWYQEFIRQIDKDCEFLEQERIMDYSLLVGIHFREASVAGELIP---- 645

AtPIP5K6 ----QKKVRFVIMGNLFCTGHSIHRRFDLKGSSHGRLTTKPESEIDPN----TTLKDLDLN----FAFRLQKNWFQEFCRQVDRDCEFLEQERIMDYSLLVGLHFREAAIKDSATPT--- 592

AtPIP5K7 ----GKKVRFVVMGNMFCTELKIHRRYDLKGSTQGRFTEK--IKIQEK----TTLKDLDLA----YEFHMDKLLREALFKQIYLDCSFLESLNIIDYSLLLGLHFRAPGQLNDILEPPNA 595

AtPIP5K8 ----GKKVRFVVMGNMFCTELKIHRRYDLKGSTQGRYTEK--NKIGEK----TTLKDLDLA----YEFHMDKLLREALFKQIILDCSFLESLQILDYSLLLGLHFRAPDPLTDILEPPNE 608

AtPIP5K9 ----GQKFRFVVMGNMFFTDLRIHRRFDLKGSSLGRSADK--VEIDEN----TILKDLDLN----YSFFLETSWREGLLRQLEIDSKFLEAQNIMDYSLLLGVHHRAPQHLRSQLVRSQS 657

AtPIP5K10 ----GVKTYFAVMSNMLHSTIFVNKLYDLKGSPKGRSNKK--IEVRNT----TVLKDIDFD----FCFYVDPLARQRIIKQTKLDCELLEEEGIMDYSLLVGLQSKGSCQGSLDGLNPVY 234

AtPIP5K11 ----GVKTYFVVMSNILQSDVFMNKVYDLKGSSQGRTNKK--IKVRDK----TILKDIDLD----FCFYVDSLARHRLIKQTKLDCELLEDEGIMDYSLMLGLQVKGSCHGSIDELIPVY 242

ScMss4p NKIKHRKIYFLVMNNLFPPHLDIHITYDLKGSTWGRFTNLDKERLAKDRSYRPVMKDLNWLE-EGQKIKFGPLKKKTFLTQLKKDVELLAKLNTMDYSLLIGIHDINKAKEDDLQLADT- 659

HsPIPKIb -----INIRIVVMNNVLPRSMRMHFTYDLKGSTYKRRASRKEREKSNP-----TFKDLDFLQDMHEGLYFDTETYNALMKTLQRDCRVLESFKIMDYSLLLGIHFLDHSLKEKEEETP-- 328

HsPIPKIIb -----VETYMVVTRNVFSHRLTVHRKYDLKGSTVAREASD-KEKAKDL----PTFKDNDFLN-EGQKLHVGEESKKNFLEKLKRDVEFLAQLKIMDYSLLVGIHDVDRAEQEEMEVEER- 301

図2続き. PIP5Kのアミノ酸配列の比較

シロイヌナズナの11個のPIP5K(AtPIP5K1-11)、酵母のPIP5K(ScMss4p)、

ヒトの2個のPIP5K(HsPIPKIb,HsPIPKIIb)のアミノ酸配列をClustalWを用

いてアライメントした。
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AtPIP5K1 L--------------------------------RSGRIDSYQNEKFMRGCRFLEAELQDMDRILAGRK-PSIRLGANMPAKAERMARRSDFDQYSSGGASYPSHG--------------E 691

AtPIP5K2 L--------------------------------RSGKIESYQSEKFMRGCRFLEAELQDMDRILAGRK-PLIRLGANMPARAERMARRSDYDQYSSGGTNYQSHG--------------E 693

AtPIP5K3 ----------------------------------IGRRD--QEDKLMRGY----NSLPNMDCVTQTCNGPLMRLGESTPAKAEQVSRFEEETWEEDAIDNSNPKGT-----------RKE 658

AtPIP5K4 ----------------------------------SGARTPIGEFEDESAPRLSRADVDQL--LSDPTRWASIRLGGNMPARAERTMRRSDCEFQLVG----EPTG--------------E 718

AtPIP5K5 ----------------------------------SGARTPIGESEEESGPRLSRAEVDEL--LSDPSRWASIRLGTNMPARAERTMRKNDSELQLVG----EPTG--------------E 711

AtPIP5K6 ----------------------------------SGARTPTGNSE----TRLSRAEMDRF--LLDASKLASIKLGINMPARVERTARRSDCENQLVG----DPTG--------------E 654

AtPIP5K7 MSDQES--VSSVDVGLTQEHSIPPKGLLLVTHEPNSVNTAPGPHIRGSTLRAFSVGEQEVDLILPGTARLRVQLGVNMPAQAHHKLIEDKEESATIELF--------------------E 693

AtPIP5K8 MSDQESDSVGSVDVNLPREPSIPPKGLLMVTHEPNSVNTAPGPHIRGSTLRAFSVGEKEVDLILPGTARLRVQLGVNMPAQAHHKLGQDNEESGTVELF--------------------E 708

AtPIP5K9 ITTDALESVAEDDT-IEDDMLSYHEGLVLVPR--GSENTVTGPHIRGSRLRASAVGDEEVDLLLPGTARLQIQQGVNMPARA--ELIPGREDKEKQILH--------------------D 752

AtPIP5K10 GSFAPPSSFKSNSTKSMKTASSSPDRSSVAMYSCSPDRDSVENEMSMTIQSVTSNSAS----------SETNILATTLSDLFHNSSNINFGMKIPARARRVTR-----------ETGEEE 333

AtPIP5K11 DSFTSRGSVDSNSSKFMKTASNSPDRSSSTMYSCTPSRISVDSENSVNIQSVASISPSPAQTNASDSPYESLVSKTNLTNIFQNSSSTNFGMKIPGRARRVGRGESGSVVGKQSREGGEE 362

ScMss4p ------------------------------------ASIEEQPQTQGPIRTGTGTVVRHFFREFEGGIRASDQFN--------------------------------------------N 699

HsPIPKIb -------------------------------------QNVPDAKRTGMQKVLYSTAMESIQGPGKSGDGIITENPDTMGGIPAKSHRGE------------------------------- 380

HsPIPKIIb ------------------------------------AEDEECENDGVGGNLLCSYGTPPDSPGNLLSFPRFFGPGEFDPSVDVYAMKSHES----------------------------S 357

AtPIP5K1 MYEVVLYFGVIDILQDYDITKKIEHAYKSLQADP-ASISAVDPKLYSKRFRDFISRIFIEEG---------------------------------------------------------- 752

AtPIP5K2 VYEVVLYFGIIDILQDYDISKKIEHAYKSLQADP-ASISAVDPKLYSRRFRDFISRIFIEDG---------------------------------------------------------- 754

AtPIP5K3 AVEVILYFGVIDILQDYDITKKLEHAYKSLHADP-ASISAVDPKLYSRRFRDFINKIFIEDK---------------------------------------------------------- 719

AtPIP5K4 YYEVVMIFGIIDILQDYDISKKLEHAYKSIQYDP-TSISAVDPRLYSRRFRDFIFKVFTEDN---------------------------------------------------------- 779

AtPIP5K5 FYEVVMIFGIIDILQDYDISKKLEHAYKSIQYDP-SSISAVDPRQYSRRFRDFIFKVFTDDN---------------------------------------------------------- 772

AtPIP5K6 FYDVIVYFGIIDILQDYDISKKLEHAYKSMQYDP-TSISAVDPKQYSRRFRDFIFRVFVEDA---------------------------------------------------------- 715

AtPIP5K7 VYDVVVYMGIIDILQEYNTKKKVEHTCKSLQYDP-MTISVTEPSTYSKRFVNFLHKVFPEER---------------------------------------------------------- 754

AtPIP5K8 VYDVVVYMGIIDILQEYNMKKKVEHTCKSMKYDP-MTISAIEPTLYSKRFIDFLLKVFPEKA---------------------------------------------------------- 769

AtPIP5K9 CCDVVLYLGIIDILQEYNMTKKIEHAYKSLHFDS-LSISAVDPTFYSQRFLEFIKKVFPQNNKS-------------------------------------------------------- 815

AtPIP5K10 WYNVVLYIGIVDTFQDYGMKKRIEHCYKSIQYNS-NSISTVHPKIYSSRFQDFVSNIFLPHDDDLSSKY--------------------------------------------------- 401

AtPIP5K11 WYDVILYLGIIDIFQDYGVRKRLEHCYKSIQHSS-KTISAVHPKMYSSRFQDFVSQIFLP-DEDPSH----------------------------------------------------- 427

ScMss4p DVDLIYYVGIIDFLTNYSVMKKLETFWRSLRHDT-KLVSAIPPRDYANRFYEFIEDSVDPLPQKKTQSSYRDDPNQKNYKD--------------------------------------- 779

HsPIPKIb --KLLLFTGIIDILQSYRLMKKLEHSWKALVYDG-DTVSVHRPSFYADRFLKFMNSRVFKKIQALKASPSKKRCNSIAALKATSQEIVSSISQEWKDEKRDLLTEGQSFSSLDEEALGSR 497

HsPIPKIIb PKKEVYFMAIIDILTPYDTKKKAAHAAKTVKHGAGAEISTVNPEQYSKRFNEFMSNILT------------------------------------------------------------- 416

AtPIP5K1 ------------------------------------------- 752

AtPIP5K2 ------------------------------------------- 754

AtPIP5K3 ------------------------------------------- 719

AtPIP5K4 ------------------------------------------- 779

AtPIP5K5 ------------------------------------------- 772

AtPIP5K6 ------------------------------------------- 715

AtPIP5K7 ------------------------------------------- 754

AtPIP5K8 ------------------------------------------- 769

AtPIP5K9 ------------------------------------------- 815

AtPIP5K10 ------------------------------------------- 401

AtPIP5K11 ------------------------------------------- 427

ScMss4p ------------------------------------------- 779

HsPIPKIb HRPDLVPSTPSLFEAASLATTISSSSLYVNEHYPHDRPTLYSN 540

HsPIPKIIb ------------------------------------------- 416

触媒ドメイン

図2続き. PIP5Kのアミノ酸配列の比較

シロイヌナズナの11個のPIP5K(AtPIP5K1-11)、酵母のPIP5K(ScMss4p)、

ヒトの2個のPIP5K(HsPIPKIb,HsPIPKIIb)のアミノ酸配列をClustalWを用

いてアライメントした。橙色の線で示した配列は触媒ドメインである。
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PIP5K7

PIP5K8

PIP5K9
PIP5K6

PIP5K5PIP5K4

PIP5K1

PIP5K2

PIP5K3

100 changes

図3. シロイヌナズナにおけるBタイプのPIP5Kの分子系統樹

シロイヌナズナのBタイプのPIP5Kのアミノ酸配列に基づいて

分子系統樹を作成した。赤丸はPIP5K1-3サブグループ、青丸は

PIP5K4-6サブグループ、黄丸はPIP5K7-9サブグループを示した。

10



植物の PIP5K の機能解析 

シロイヌナズナにおける遺伝学的研究により、PIP5K や PI(4,5)P2 が植物の成長と生

存の根底にあるさまざまな細胞内プロセスにおいて重要な役割を担うことが明らかとな

った(Heilmann 2016; Gerth et al., 2017)。PIP5K1 と PIP5K2 については、pip5k1pip5k2

二重変異体は矮小化と不稔を示す(Mei et al., 2012; Ischebeck et al., 2013; Tejos et 

al., 2014; Marhava et al., 2020)。また、PIP5K1 と PIP5K2 が産生した PI(4,5)P2 はクラ

スリンを介した膜交通と細胞膜ドメインのパターン形成を促進し、PIP5K1 と PIP5K2 は

PIN-FORMED（PIN）オーキシントランスポーターの極性に関与することから、それらは

PI(4,5)P2 の機能を介して重複して極性オーキシン輸送に関与し植物の成長と発生に

機能している(Camacho et al., 2009; Mei et al., 2012; Ischebeck et al., 2013; Tejos et 

al., 2014; Marhava et al., 2020)。PIP5K3 については、pip5k3 単一変異体では根毛の

長さが短く PIP5K3 誘導的過剰発現体では根毛の長さが長くなる(Kusano et al., 2008; 

Stenzel et al., 2008)。また、蛍光タンパク質である yellow fluorescent protein(YFP)を融

合した PIP5K3 が伸長している根毛の先端と根毛のバルジ形成予定位置の細胞膜に

局在することから、PIP5K3 は根毛の先端成長の正の制御因子として働き、細胞内極

性の確立と維持に重要な役割を担っている(Kusano et al., 2008; Stenzel et al., 2008; 

Hirano et al., 2018)。PIP5K4 は光によって誘発される気孔の開口に関与し（Lee et al., 

2007）、リン欠乏条件下で pip5k3pip5k4 二重変異体の根毛伸長が抑制されることから、

PIP5K3 と PIP5K4 はリン欠乏条件下での根毛の伸長に機能している(Wada et al., 

2015)。さらに、pip5k4pip5k5 二重変異体では花粉の発芽率が低く花粉管の長さが短

いため、PIP5K4 と PIP5K5 は重複して花粉の発芽と花粉管の伸長に関与すると考えら

れている(Ischebeck et al., 2008; Sousa et al., 2008)。PIP5K6 についてはまだ機能欠

損変異体を用いた解析が行われていないが、RNA interference(RNAi)による PIP5K6

の発現抑制は花粉管伸長を抑制し(Zhao et al., 2010)、過剰発現体では花粉管が枝

分かれをする(Stenzel et al., 2012; Hempel et al., 2017)。最近の研究において、花粉

管で発現するmitogen-activated protein kinase(MAPK)MPK6がPIP5K6をリン酸化し、

in vitro で PIP5K6 の酵素活性を抑制することが示されたことから、MPK6 による PIP5K6

の非対称抑制が花粉管伸長の方向性に寄与するという仮説が導かれた(Hempel et al., 

11



2017)。これらの結果から、PIP5K4–6 サブグループの遺伝子は花粉管の先端成長に

おいて重複して機能している。また、PIP5K1-6 の遺伝子はさまざまな組織で発現し、

根系の形態形成の制御機構、根毛伸長や花粉管伸長などの先端成長の制御機構に

おいて重要な役割を担うことが示唆される。一方、A タイプの PIP5K の遺伝子である

PIP5K10 および PIP5K11 は花粉で発現し、pip5k10pip5k11 二重変異体の花粉管はア

クチン重合の阻害剤であるラトランクリン B に対して高感受性を示したため、PIP5K10

および PIP5K11 はアクチン細胞骨格の再編成を通じて花粉管の伸長に関与すると考

えられている(Ischebeck et al., 2011)。 

PIP5K7-9 サブグループの遺伝子に関しては、PIP5K9 は機能欠損変異体を用いた

解析は行われておらず、機能獲得変異体を用いて解析されている(Lou et al., 2007)。

PIP5K9 の機能獲得変異体では、PIP5K9 と cytosolic invertase 1(CINV1)との間の相互

作用による CINV1 の抑制により主根の長さが短く、糖分解酵素の活性が低下すること

から、PIP5K9 は主根の伸長を抑制的に制御し、糖シグナル伝達に関与することが示

唆された(Lou et al., 2007)。最近の研究において、PIP5K7 および PIP5K9 がポリアミン

によって引き起こされる根の PI(4,5)P2 の増加とそれに伴った K＋流出の活性化に関与

しており、pip5k7pip5k9 二重変異体の主根の伸長がポリアミンと KCl に高感受性を示

すことが報告された(Zarza et al., 2020)。これらの結果は、PIP5K7–9 サブグループの

遺伝子がストレス条件下において主根伸長の制御に関与することを示唆している。ま

た、植物における PIP5K の分子系統樹では、裸子植物（Ginkgo biloba）とコケ植物

（Physcomitrella patens）の PIP5K が PIP5K7–9 サブグループに含まれている(Zhang et 

al., 2020)。これは、PIP5K7–9 サブグループの遺伝子が陸上植物に保存される重要な

機能を持っていることを示唆している。植物の成長と生存における PIP5K7–9 サブグル

ープの機能を解明するにはそれらの遺伝子の包括的な解析が必要である。 
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PIP5K と環境ストレス 

シロイヌナズナの B タイプの PIP5K の遺伝子は環境刺激による細胞応答時の発現

から環境ストレスや植物ホルモンに対する特異的な機能をもち(Lin et al., 2004)、

PI(4,5)P2 は通常生育条件下での基本的な細胞内プロセスと同様に環境ストレスによる

細胞応答のセカンドメッセンジャーとして働くことが示唆されている(Munnik and Nielsen, 

2011; Heilmann and Heilmann, 2015; Morales et al., 2019)。シロイヌナズナのいくつか

の PIP5K の遺伝子は環境刺激に応答して転写が活性化されるが(Mikami et al., 1998; 

Lin et al., 2004)、それぞれの環境刺激にどの PIP5K が応答して PI(4,5)P2 の量を調節

しているかは不明である。最近の研究において、PIP5K6 の酵素活性は MAPK カスケ

ードを介した pathogen-associated molecular patterns（PAMPs）のシグナル伝達によっ

て抑制される(Menzel et al., 2019)ことや PI(4,5)P2 の量が少ない pip5k1pip5k2 二重変

異体では病原菌の発生が阻害されることが明らかとなった(Qin et al., 2020)。これらは

生物的ストレス応答における PIP5K の遺伝子の潜在的な役割を示唆している。 

一方で、植物の細胞での PI(4,5)P2 の量は高浸透圧ストレス、塩ストレス、高温ストレ

スなどのさまざまな非生物的ストレスに応答して調節されることも報告されている(Pical 

et al., 1999; DeWald et al., 2001; van Leeuwen et al., 2007; König et al., 2008; Darwish 

et al., 2009; Mishkind et al., 2009; Simon et al., 2014)。これらの環境ストレスの中でも、

高浸透圧ストレスにより細胞内の PI(4,5)P2 が増加することが多数報告されており、シロ

イヌナズナにおいて NaCl や sorbitol 溶液に浸した植物はストレスを受けていない植物

と比較して PI(4,5)P2 の量が数十倍増加する(Heilmann et al., 1999; Pical et al., 1999; 

DeWald et al., 2001; Heilmann et al., 2001; König et al., 2007; van Leeuwen et al., 

2007; König et al., 2008; Menzel et al., 2019)。また、最近の研究において、KCl を含

んだ培地で生育した pip5k7pip5k9 二重変異体は野生型と比較して主根の伸長が抑

制されることが報告され、PIP5K7 および PIP5K9 が高浸透圧ストレスに関与しているこ

とが示唆された(Zarza et al., 2020)。しかし、高浸透圧ストレスにおいてどの PIP5K が

PI(4,5)P2 を増加させ、どのような分子機構で高浸透圧ストレスに応答しているかは未だ

よく分かっていない。 
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高浸透圧ストレスと PIP5K によるエンドサイトーシスの促進 

植物にとって高浸透圧ストレス応答は成長と生存のために重要であり、植物が高浸

透圧ストレスに曝されると、細胞内の水の流出と細胞の膨圧の喪失が引き起こされ、そ

の直後に植物はエンドサイトーシスによって過剰な膜領域を小胞に取り込ませ細胞表

面積全体を減少させることで細胞の膨圧を回復させる(Baral et al., 2015; Zhang et al., 

2019)。そのため、植物の細胞は高浸透圧ストレスに応答して小胞の形成を増加させ、

エンドサイトーシスを促進させる(König et al., 2008; Zwiewka et al., 2015; Baral et al., 

2015; Zhang et al., 2019)。興味深いことに、高浸透圧ストレスにより小胞に存在する

PI(4,5)P2 が増加する(König et al., 2008)。これらのことから、高浸透圧ストレスにおける

PI(4,5)P2 とエンドサイトーシスとの関与が示唆されている。 

一方、通常生育条件下において pip5k1pip5k2 二重変異体では green fluorescent 

protein(GFP)を融合した PIN によってマークされた brefeldin A(BFA) body の数が減少

していたことから、PIP5K1 および PIP5K2 は PIN のエンドサイトーシスを促進することが

知られている(Mei et al., 2012; Ischebeck and Werner et al., 2013; Tejos et al., 2014)。

PIN はオーキシンの排出輸送体として機能し、表皮細胞の細胞膜上に極性を持って

局在している(Muller et al., 1998; Geisler et al., 2005)。また、PIN は細胞膜と内膜コン

パートメントの間をエンドサイトーシスによって循環していることが知られている

(Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2001; Vieten et al., 2007; Dhonukshe et al., 

2007)。PIP5K1 および PIP5K2 だけでなく、PIP5K6 もまたシロイヌナズナとタバコにお

いてクラスリンに依存したエンドサイトーシスを促進していることが報告されており、花

粉管の先端領域におけるクラスリンに依存したエンドサイトーシスに PI(4,5)P2が関与す

ることが示唆されている(Zhao et al., 2010)。これらのことから、PIP5K は PI(4,5)P2 を介

してエンドサイトーシスを制御することで植物の成長、発生、環境応答において重要な

役割を担うことが示唆された。 
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まとめ 

PIP5K はリン脂質である PI(4,5)P2 を産生し、植物の成長、発生、環境応答などに重

要な役割を担っている。植物の PIP5K の分子系統樹において、PIP5K7,PIP5K8 およ

び PIP5K9 はサブグループを構成しており、陸上植物において広く保存されているた

め PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は陸上植物が共有する重要な機能を保持している

と考えられた。 

陸上植物にとって高浸透圧ストレス応答は成長と生存のために重要であり、植物は

高浸透圧ストレスにより細胞内の PI(4,5)P2 と小胞の形成を増加させ、エンドサイトーシ

スを促進させることで高浸透圧ストレスに応答する。一方、シロイヌナズナのいくつかの

PIP5K は PI(4,5)P2 を介してエンドサイトーシスを促進している。これらのことから、高浸

透圧ストレスにおいて PIP5K が PI(4,5)P2 を介してエンドサイトーシスを促進することが

示唆されるが、どの PIP5K の遺伝子がどのような分子機構で高浸透圧ストレス応答に

寄与しているかは不明である。 

そこで、本研究において私はシロイヌナズナの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が高

浸透圧ストレスにおいて PI(4,5)P2 を介してエンドサイトーシスを促進しているのではな

いかと考え、植物の成長、発生、環境応答の観点から PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9

に重複した高浸透圧ストレス応答における分子機構の解明を目指した。
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結果 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 のプロモーター活性 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の組織特異的な発現パターンを調べるため、β-

glucuronidase(GUS)染色を用いて組織化学的にそれらの遺伝子の上流領域のプロモ

ーター活性を解析した。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の上流領域をそれぞれ GUS

レポーターベクターに導入し、作製したレポーターPIP5K7p-GUS,PIP5K8p-GUS およ

び PIP5K9p-GUS を遺伝子形質転換により野生型シロイヌナズナに導入した。それぞ

れの発芽後 5 日間の幼苗を用いて GUS 染色を行った。PIP5K7p-GUS および

PIP5K9p-GUS を有する幼苗は主に茎頂分裂組織、根端分裂組織、葉や根の維管束

組織で活性を示した(図 4a-d,i-l)。PIP5K8p-GUS を有する幼苗は同じ GUS 染色の条

件(反応時間 1 時間)を用いた場合には GUS 染色を検出できなかったが、反応時間を

長める(反応時間 24 時間)ことで PIP5K7p-GUS および PIP5K9p-GUS を有する幼苗と

似た GUS 染色パターンが観察された(図 4e-h)。しかし、根端分裂組織において、

PIP5K8 プロモーターの活性は PIP5K7 および PIP5K9 プロモーターの活性と比較して

局所的であった(図 4d,h,l)。また、5 週齢の花序を用いて GUS 染色を行った結果、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 プロモーターは花分裂組織、花弁や花糸の維管束で

活性を示し、PIP5K8 および PIP5K9 プロモーターは発達中の柱頭で活性を示した(図

5)。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は、程度は異なるが主に細胞活性の高い分裂組織

と維管束で発現していた。 

根における PIP5K8 の局所的な GUS 染色の結果は、PIP5K8 の転写レベルが

PIP5K7 および PIP5K9 の転写レベルと同等であるという以前の結果と矛盾していた

（Wada et al., 2015）。したがって、PIP5K7 および PIP5K8 に対してゲノミック融合 YFP

レポーターシステムを用いた別の遺伝子発現解析を行った。この際、上流の遺伝子間

領域とタンパク質コード配列の 3'末端までの転写領域を含むゲノミック DNA の後に

YFP コード配列がインフレーム方式となるように接続した。作製したレポーター遺伝子

PIP5K7g-YFP および PIP5K8g-YFP は野生型シロイヌナズナに導入した。植物の自家

蛍光が PIP5K8-YFP の弱い YFP 蛍光の検出を妨げたが（図 6l,v; YFP 用の励起光

60mW）、その蛍光強度は PIP5K7-YFP の蛍光強度よりも弱く（図 6b; YFP 用の励起光
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30mW）、明らかに YFP 蛍光が根端分裂領域で観察された（図 6b,g,l,v）。GUS と YFP

の２つのレポーター遺伝子の結果は PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が分裂組織およ

び維管束組織で主に発現していることを示している。また、これらの PIP5K7,PIP5K8 お

よび PIP5K9 の似た発現パターンは PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が機能重複して

いる可能性を示唆している。 
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PIP5K7p-GUS

PIP5K8p-GUS

PIP5K9p-GUS

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g) (h)

(i) (j) (k) (l)

図4. 幼苗におけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9のプロモーター活性

発芽後5日間の幼苗を用いてPIP5K7p-GUS (a–d),PIP5K8p-GUS (e–h)

およびPIP5K9p-GUS (i–l)のプロモーター活性を組織化学的に解析した。

GUS反応時間はPIP5K7p-GUSと PIP5K9p-GUS は1時間(a–d,i–l)、

PIP5K8p-GUS は24時間(e–h)で行った。幼苗(a,e,i)、頂端分裂組織(b,f,j)、

成熟領域の主根(c,g,k)、根端分裂組織(d,h,l)を示した。スケールバーは

1mm(a,e,i)、250μm(b,f,j)、100μm(c,d,g,h,k,l)である。
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PIP5K7p-GUS

PIP5K8p-GUS

PIP5K9p-GUS

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

図5. 花序におけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9のプロモーター活性

5週齢の花序を用いてPIP5K7p-GUS (a–c),PIP5K8p-GUS (d–f)および

PIP5K9p-GUS (g–i)のプロモーター活性を組織化学的に解析した。GUS

反応時間はすべて24時間で行った。花序(a,d,g)、花芽と花(b,e,h)、成熟

した花(c,f,i)を示した。スケールバーは1mm (a,d,g)、500μm(b,c,e,f,h,j)

である。
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PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の細胞内局在  

次に、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の細胞内局在パターンを調べるため、それら

の YFP 融合タンパク質を発現する形質転換植物を用いて解析した。PIP5K7 および

PIP5K8 には、それぞれ PIP5K7g-YFP および PIP5K8g-YFP を有する形質転換植物

を使用した。PIP5K9 には、上流の遺伝子間領域の後に PIP5K9-YFP のコード配列を

接続したレポーター遺伝子を構築し、野生型シロイヌナズナに導入した。それぞれの

発芽後 6 日間の幼苗を用いて根端分裂組織における YFP 蛍光を観察した。PIP5K8-

YFP および PIP5K9-YFP の観察には、PIP5K7-YFP と比較して明確な細胞内局在パ

ターンを得るために、PIP5K7-YFP（30mW）の 2 倍の強度（60mW）の励起光を使用し

他の条件は同じように設定した。すべての YFP 融合タンパク質が発現した根端分裂組

織の表皮細胞では、それらは主に細胞膜に局在し、明らかな極性はなく、細胞膜を染

色する親油性色素 FM4-64 の蛍光と共局在していた（図 6c–e,m–o,r–t）。また、

PIP5K7-YFP の蛍光強度（図 6c;YFP 用の励起光 30mW）は他よりも比較的高かった

（図 6m,r;YFP 用の励起光 60mW）。PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP の画像では

FM4-64 で染色されていない粒状の蛍光が観察されたが（図 6m–o,r–t）、PIP5K8-YFP

および PIP5K9-YFP と同じ観察条件で野生型の表皮細胞にも同様の粒状の蛍光が観

察されたことから、これらを植物の自家蛍光と見なした（図 6w–y）。 
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PIP5K9-YFP 

PIP5K8-YFP 

WT 

(f) (g) (i) (j)(h)

(q)(p)

(m) (n) (o)(l)(k)

(r) (s) (t)

WT 

(u) (v) (w) (x) (y)

PIP5K7-YFP 

(b) (d) (e)(a) (c)

図6. 主根の根端分裂組織におけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9の細胞内局在

発芽後6日間の主根の根端分裂組織におけるPIP5K7-YFP(a-e), PIP5K8-YFP(k-

o)およびPIP5K9-YFP(p-t)の局在パターンを共焦点顕微鏡を用いて観察した。

レーザー強度は30mW(b,c,g,h) と60mW(l,m,q,r,v,w)を使用した。野生型(WT)は植

物の自家蛍光の参考のために観察した(f–j,u–y)。主根を5分間2 μM FM4-64で処理

した。Bright-field(a,f,k,p,u)、YFP(緑; b,c,g,h,l,m,q,r,v,w)、FM4-64(マゼンタ; 

d,i,n,s,x)、merged (e,j,o,t,y)を示した。スケールバーは50μm (a,b,f,g,k,l,p,q,u,v)、

10μm(c–e,h–j,m–o,r–t,w–y)である。
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PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の T-DNA またはトランスポゾン挿入変異体 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の生物学的機能を遺伝学的に解析するため、

Arabidopsis Biological Resource Center（ABRC）から各遺伝子に T-DNA またはトラン

スポゾンの挿入が予想される変異体の種子を取得した。これらの変異体を用いて T-

DNA またはトランスポゾンが挿入された領域のジャンクションの配列を決定することに

より T-DNA またはトランスポゾンの挿入位置を決定した（図 7）。その結果、

SALK_151429(pip5k7-1)と SALK_107796(pip5k7-3)ではそれぞれ PIP5K7 の第 6 エキ

ソ ン と 第 9 エ キ ソ ン に T-DNA が 挿 入 さ れ て い る こ と が 分 か っ た ( 図 8a) 。

SAIL_630_B03(pip5k8-1)、SALK_040023(pip5k8-3)、SAIL_561_F09(pip5k8-4)ではそ

れぞれ PIP5K8 の第 6 イントロン、第 6 エキソン、第 3 エキソンに T-DNA が挿入され

ていることが分かった(図 8c)。WiscDsLox434B6（pip5k9-1）と SM_3_39157（pip5k9a）で

はそれぞれ PIP5K9 の第 7 イントロンに T-DNA が挿入され、第 5 エキソンにトランスポ

ゾンが挿入されていることが分かった(図 8e)。 

次に、ホモ接合体の pip5k7,pip5k8 および pip5k9 変異体を用いて、リアルタイム

reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)解析により発現量を調べた。

各遺伝子の発現量は 5'末端と 3'末端のコード領域、挿入位置を横切る部分の 3 つの

異なる部分でリアルタイム RT-PCR を行い、野生型と変異体の転写産物を相対的に比

較した（図 8a,c,e）。pip5k7-1,pip5k8-1,pip5k9-1 および pip5k9a では、挿入位置を横

切る部分の転写産物は検出されなかった（図 8b,d,f）。全ての変異体で 3'末端のコー

ド領域の発現量は野生型と比較して有意に低下したが、pip5k7-3,pip5k8-4 および

pip5k9a では 5'末端のコード領域の発現量は野生型と同等だった（図 8b,d,f）。これら

の結果に基づいて、pip5k7-1,pip5k8-1 および pip5k9-1 を機能欠損変異体と判断し、

以下の遺伝子解析ではそれぞれ pip5k7,pip5k8 および pip5k9 と呼称した。 
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(e)

(d)

(c)

(b)

AAGGAAGAGT CAGGATATAT---
3812

ATTTTTGCAT AACACATTGC---TATTAGTTGT CTAGTCAACT
2782 2797Left borderRight border

pip5k8-1

pip5k8-3

pip5k8-4

CCGCGGGAAG CACATTGCGG---GTGTTTCAGT TGACTTTAGT
1642 1652Left border Right border

Left border

PIP5K7

PIP5K8

(f)

GCCCTTTTCA CAGGCAGCAA---CAATATATCC TGCTAAAGTG
2914 2951

pip5k7-1
Left borderRight border

(a)

pip5k7-3

2628 2685Left borderRight border
TCGCTATGAC GCTTATTAAA---ATCCTGTAAC ACATTGAAAG

PIP5K9

TCCTTGGGAC CACTACAAGA---

Spm322235
pip5k9a

pip5k9-1
Left border

---TTTTGTTATTA AGTTCGGTTT 
2936

pip5k7-3pip5k7-1

pip5k8-4 pip5k8-1pip5k8-3

pip5k9a pip5k9-1

図7. pip5k7,pip5k8およびpip5k9のT-DNAまたはトランスポゾンの挿入位置と塩基配列

(a,c,e) pip5k7(a),pip5k8(c)およびpip5k9(e)におけるT-DNAまたはトランスポゾンの

挿入位置のジャンクションの配列を示した。黒と赤の文字はそれぞれゲノムとT-DNA

またはトランスポゾンの挿入に由来する配列を示した。ゲノム配列の上の数字はタン

パクのコード配列の開始位置から数えたT-DNAまたはトランスポゾンとのジャンク

ションの塩基の位置を示している。

(b,d,f) pip5k7(a),pip5k8(c)およびpip5k9(e)におけるPIP5K7(b),PIP5K8(d)および

PIP5K9(f)上のT-DNAまたはトランスポゾンの挿入位置を模式的に示した。黒四角は

エキソン、黒線はイントロンを示している。縦向きの矢印はT-DNAまたはトランスポ

ゾンの挿入位置を示している。
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図8. pip5k7,pip5k8およびpip5k9のT-DNAまたはトランスポゾンの挿入位置と発現量

(a,c,e) pip5k7,pip5k8およびpip5k9におけるPIP5K7(a),PIP5K8(b)およびPIP5K9(c)

上のT-DNAまたはトランスポゾンの挿入位置を模式的に示した。黒四角はエキソン、

黒線はイントロンを示している。縦向きの矢印はT-DNAまたはトランスポゾンの挿

入位置を示している。 5’末端、3’末端、挿入位置を挟んだ位置に記された向かい

合った矢印はリアルタイムRT-PCR (b,d,f)で使用したプライマーセットを示している。

(b,d,f) pip5k7,pip5k8およびpip5k9におけるPIP5K7(b),PIP5K8(d)およびPIP5K9(f)

の発現量をリアルタイムRT-PCR を用いて解析した。発芽後6日間の野生型(WT)と

変異体からRNAを抽出した。白四角は5’末端、黒四角は3’末端、灰四角は挿入位置で

の発現量を示している。リアルタイムRT-PCR はACT2の発現量を用いて標準化した。

pip5k7,pip5k8およびpip5k9の値(平均値±SD; n = 3)は対応するWTの転写量を1とし

て相対的な発現量を示した。n.d.は発現量が検出できないことを示している。示され

ているデータは少なくとも3回の実験において同様の結果だった。
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pip5k7,pip5k8 および pip5k9 の表現型と高浸透圧ストレス 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の生物学的機能を明らかにするため、これらの発現、

局在パターンを元に pip5k7,pip5k8 および pip5k9 単一変異体の表現型を観察した。

しかし、通常生育条件下において、これらの変異体は顕著な表現型を示さなかった

(図 9)。そこで、pip5k7,pip5k8 および pip5k9 単一変異体を交雑させることにより

pip5k7pip5k8,pip5k7pip5k9,pip5k8pip5k9 二重変異体および pip5k7pip5k8pip5k9 三

重変異体を作製し表現型を観察した。しかしながら、通常生育条件下において、二重

変異体、三重変異体も顕著な表現型を示さなかった(図 9)。これらの結果から、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が通常生育条件下において他の B タイプの PIP5K の

遺 伝 子 と 機 能 重 複 し て い る 可 能 性 を 考 え 、 通 常 生 育 条 件 下 に お け る

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体での PIP5K1-6 の遺伝子の発現量をリアルタイム RT-

PCRを用いて解析した。その結果、通常生育条件下において、pip5k7pip5k8pip5k9三

重変異体では PIP5K1-6 の遺伝子の発現量は野生型と比較してほとんど変化がなか

った(図 10)。このことから、通常生育条件下において PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9

が PIP5K1-6 の遺伝子と機能重複している可能性は低いと判断した。 

先行研究において、高浸透圧ストレスや塩ストレスにより細胞内の PI(4,5)P2 が増加

することが報告されている(Pical et al., 1999; DeWald et al., 2001; van Leeuwen et al., 

2007; König et al., 2008)。そこで、高浸透圧ストレスと塩ストレス条件下における

pip5k7,pip5k8 および pip5k9 の多重変異体の表現型を観察した。垂直に立てた

1/2MS 培地で発芽後 4 日間生育した幼苗を新しい 1/2MS 寒天培地に置きかえさらに

7 日間生育した(control)。高浸透圧ストレスと塩ストレス条件下での生育として、それぞ

れ 300mM mannitol または 100mM NaCl が含まれた新しい 1/2MS 寒天培地に置きか

えた。通常生育条件下において、単一変異体だけでなく多重変異体は野生型と比較

して主根の伸長に変化がなかった(図 11a,b)。mannitol と NaCl 処理条件下において、

野生型の主根の伸長は通常生育条件下と比較してそれぞれ約 30％と約 45％に減少

し、3 つの単一変異体および pip5k8pip5k9 二重変異体の主根の伸長は野生型と同程

度であった（図 11c–f）。しかし、これらのストレス条件下で、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変

異体では野生型と比較して主根の伸長が有意に抑制され、pip5k7pip5k8 および
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pip5k7pip5k9 二重変異体は野生型と pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の中間だった

（図 11c–f）。また、mannitol と NaCl 処理条件下における pip5k7pip5k8pip5k9 三重変

異体の高感受性の表現型は PIP5K7-YFP を発現する導入遺伝子により完全に相補さ

れ、PIP5K8-YFP と PIP5K9-YFP では部分的に相補された(図 12)。これらの結果から、

mannitol や NaCl 処理条件下において PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は重複して主

根の伸長を促進することが明らかとなった。また、これらのなかで PIP5K7 が主に機能

していることが示唆された。 

mannitol と NaCl 処理条件下における pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の高感受性

の表現型をより詳細に解析するため、高浸透圧ストレスや塩ストレスが根端分裂組織

の活性を通して主根の伸長に影響を与えることが知られていることから(West, et al., 

2004; Liu et al., 2015; Jiang et al., 2016; Cajero-Sanchez et al., 2019)、微分干渉顕

微鏡を用いて野生型と pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の主根の根端分裂組織にお

ける細胞数と根端分裂組織の長さを計測した。通常生育条件下において、皮層細胞

列 で の 根 端 分 裂 組 織 に お け る 細 胞 数 と 根 端 分 裂 組 織 の 長 さ は 野 生 型 と

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体との間に差がなかった(図 13a,b)。しかし、mannitol と

NaCl 処理条件下において、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では野生型より根端分裂

組織における細胞数と根端分裂組織の長さが大幅に減少していた(図 13c-f)。また、

mannitol と NaCl 処理条件下における pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の根端分裂組

織での大きさの減少は PIP5K7-YFP により完全に相補され、PIP5K8-YFP と PIP5K9-

YFP では部分的に相補された(図 14)。これらの結果は、mannitol や NaCl 処理条件下

において PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が重複して根端分裂組織の活性を通じて主

根の伸長を促進することを示している。 
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図9. 通常生育条件下でのpip5k7,pip5k8およびpip5k9の多重変異体の表現型

野生型(WT)、単一変異体(pip5k7,pip5k8およびpip5k9)、二重変異体

(pip5k7pip5k8,pip5k7pip5k9およびpip5k8pip5k9)、三重変異体

(pip5k7pip5k8pip5k9)は22℃の全日条件下で生育した。3週齢(a)、5週齢(b)

の植物を示した。スケールバーは2cmである。
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図10. 通常生育条件下でのpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体におけるPIP5K1-6の発現量

野生型(WT)とpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体におけるPIP5K1-6の発現量をリアル

タイムRT-PCRを用いて解析した。白四角はWT、黒四角はpip5k7pip5k8pip5k9三重

変異体での発現量を示している。リアルタイムRT-PCR はACT2の発現量を用いて標

準化した。pip5k7pip5k8pip5k9三重変異体の値(平均値±SD; n = 3)は対応するWTの

転写量を1として相対的な発現量を示した。示されているデータは少なくとも3回の

実験において同様の結果だった。

28



pip5k7 pip5k8 pip5k9 pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9

WT
0

2

4

6

8

10

In
c
re

a
s
e

d
 r

o
o

t 
le

n
g

th
(c

m
)

a a a a a
a

a a

Control(b)

(a) Control

pip5k7 pip5k8 pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9WT

pip5k7 pip5k8 pip5k9 pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9

WT
0

1

2

3

In
c
re

a
s
e

d
 r

o
o

t 
le

n
g

th
 (

c
m

)

Mannitol(d)

b

a

ab

a a a a

ab

pip5k7 pip5k8 pip5k9 pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9

WT
0

1

2

3

4

5

In
c
re

a
s
e

d
 r

o
o

t 
le

n
g

th
(c

m
)

NaCl(f)

b

a

ab

a a a a

ab

(c) Mannitol

pip5k7 pip5k8 pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9WT

(e) NaCl

pip5k7 pip5k8 pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k7

pip5k9

pip5k8

pip5k9

pip5k7

pip5k8

pip5k9WT

29



図11. 高浸透圧ストレスにおけるpip5k7,pip5k8およびpip5k9の多重変異体の表現型

(a,c,e)野生型(WT)、単一変異体(pip5k7,pip5k8およびpip5k9)、二重変異体

(pip5k7pip5k8,pip5k7pip5k9およびpip5k8pip5k9)、三重変異体

(pip5k7pip5k8pip5k9)の通常生育条件下(control)(a)、mannitol処理条件下(c)、NaCl

処理条件下(e)における主根の伸長を測定した。発芽後4日間の主根の長さが

2.5±0.1cmの幼苗を300mM mannitolまたは100mM NaClが含まれた新しい1/2MS

寒天培地に置きかえた。controlでは300mM mannitolまたは100mM NaClが含まれ

ていない新しい1/2MS寒天培地に置きかえた。その後7日間生育し、主根の長さの

測定し写真を撮影した。写真の左にある縦向きの黒線は置きかえた直後の主根の

位置を示している。

(b,d,f)撮影した写真を用いて伸長した主根の長さを測定した。control(b)、

mannitol(d)、NaCl(f)におけるそれぞれのラインの伸長した主根の長さを示した(平

均値±SD; n=6)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; ANOVA and 

Tukey’s test)。示されているデータは少なくとも3回の実験において同様の結果

だった。スケールバーは1cmである。
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図12. 高浸透圧ストレスにおける機能相補変異体の表現型

(a,c,e)野生型(WT)、三重変異体(pip5k7pip5k8pip5k9)、機能相補変異体

(PIP5K7g-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9,PIP5K8g-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9,および

PIP5K9-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9)の通常生育条件下(control)(a)、mannitol処理条件

下(c)、NaCl処理条件下(e)における主根の伸長を測定した。発芽後4日間の主根の

長さが2.5±0.1cmの幼苗を300mM mannitolまたは100mM NaClが含まれた新しい

1/2MS寒天培地に置きかえた。controlでは300mM mannitolまたは100mM NaClが

含まれていない新しい1/2MS寒天培地に置きかえた。その後7日間生育し、主根の

長さの測定し写真を撮影した。写真の左にある縦向きの黒線は置きかえた直後の

主根の位置を示している。

(b,d,f)撮影した写真を用いて伸長した主根の長さを測定した。control(b)、

mannitol(d)、NaCl(f)培地におけるそれぞれのラインの伸長した主根の長さを示し

た(平均値±SD; n=6)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; 

ANOVA and Tukey’s test)。示されているデータは少なくとも3回の実験において同

様の結果だった。スケールバーは1cmである。
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図13. 高浸透圧ストレスにおけるpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体の根端分裂組織の大きさ

(a,c,e)図11においてcontrol(a)、mannitol(c)、NaCl(e)培地に置き換えた後、7日間生育

した野生型(WT)およびpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体を微分干渉顕微鏡を用いてそれら

の主根の根端分裂組織(静止中心と伸長を開始している細胞の間の領域)における細胞数

と根端分裂組織の長さを計測した。各画像において、矢頭は皮層細胞列での伸長を開始

している細胞の下端を示し、垂直の黒い線は静止中心と伸長を開始している細胞の間の

長さを示している。

(b,d,f)撮影した写真を用いて根端分裂組織における細胞数と長さを測定した。

control(b)、mannitol(d)、NaCl(f)培地におけるそれぞれのラインの値を示した(平均値

±SD; n=6)。アスタリスクは野生型と比較した有意な違いを示している(Student’s t-test; 

P<0.001)。示されているデータは少なくとも3回の実験において同様の結果だった。ス

ケールバーは50μmである。
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図14. 高浸透圧ストレスにおける機能相補変異体の根端分裂組織の大きさ

(a,c,e)図12においてcontrol(a)、mannitol(c)、NaCl(e)培地に置き換えた後、

7日間生育した野生型(WT)、三重変異体(pip5k7pip5k8pip5k9)、機能相補変異

体(PIP5K7g-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9,PIP5K8g-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9,およ

びPIP5K9-YFP/pip5k7pip5k8pip5k9)を微分干渉顕微鏡を用いてそれらの主根

の根端分裂組織における細胞数と根端分裂組織の長さを計測した。各画像に

おいて、矢頭は皮層細胞列での伸長を開始している細胞の下端を示し、垂直

の黒い線は静止中心と伸長を開始している細胞の間の長さを示している。

(b,d,f)撮影した写真を用いて根端分裂組織における細胞数と長さを測定した。

control(b)、mannitol(d)、NaCl(f)培地におけるそれぞれのラインの値を示した

(平均値±SD; n=6)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; 

ANOVA and Tukey’s test)。示されているデータは少なくとも3回の実験におい

て同様の結果だった。スケールバーは50μmである。
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高浸透圧ストレスによる PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の発現量と局在の変化 

mannitol や NaCl 処理条件下において PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が重複して

主根の根端分裂組織の大きさに伴って主根伸長を促進することから、シロイヌナズナ

における高浸透圧ストレスによる PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の発現量と局在の変

化を解析した。まず、野生型のシロイヌナズナにおいて高浸透圧ストレスにより

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の発現量が変化するか調べた。300mM mannitol を 1

時間処理した野生型のシロイヌナズナでは control 条件下と比較して PIP5K7 は約 1.5

倍、PIP5K8 は約 2.2 倍、PIP5K9 は約 1.7 倍に発現量が増加していた(図 15)。この結

果から、シロイヌナズナは PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の発現量を増加させることで

高浸透圧ストレスに応答することが示唆された。次に、野生型のシロイヌナズナの主根

の根端分裂組織において PIP5K7-YFP,PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP の細胞内

局在が mannitol 処理によりどのように変化するか観察した。control 条件下での主根の

根端分裂組織における表皮細胞では PIP5K7-YFP の蛍光は細胞膜でのみ観察され

たが、300mM mannitol を 1 時間処理した後では細胞膜の蛍光に加えて細胞膜付近

に粒状の蛍光が観察された(図 16a,f)。また、mannitol 処理条件下における細胞膜付

近に存在するほとんどの PIP5K7-YFP の粒状の蛍光は FM4-64 の蛍光と共局在した

(図 16f)。これらのことから、mannitol 処理条件下におけるこれらの粒状の蛍光はエンド

サイトーシス経路を介して細胞膜から輸送される膜構造であると示唆された。同様に、

PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP は control 条件下で粒状の蛍光が観察されなかっ

たが、mannitol 処理条件下では粒状の蛍光が観察され FM4-64 の蛍光と共局在した

(図 16c,d,h,i)。また、各表皮細胞あたりの FM4-64 で染色された mannitol 処理による

粒状の蛍光の数は PIP5K7-YFP,PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP でほとんど同程度

だった（図 16k）。PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP の control 条件下で検出された植

物の自家蛍光と考えられる FM4-64 で染色されていない粒状の蛍光（図 16c–e; YFP

用の励起光 60mW）は mannitol 処理によりそれらの数と強度が増加し（図 16h–j; YFP

用の励起光 60mW）、それはまた mannitol 処理条件下の PIP5K7-YFP においても少

し検出された（図 16f,g; YFP 用の励起光 30mW）。これらの結果から、野生型のシロイ

ヌナズナにおける主根の根端分裂組織では、mannitol 処理により PIP5K7,PIP5K8 お
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よび PIP5K9 が細胞膜付近に粒状に局在するといった変化が生じ、これがシロイヌナ

ズナの根における高浸透圧ストレスの応答に関与していることが示唆された。 
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図15.高浸透圧ストレスにおけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9の発現量

野生型(WT)において高浸透圧ストレスによるPIP5K7,PIP5K8および

PIP5K9の発現量の変化をリアルタイムRT-PCRを用いて解析した。白

四角はcontrol、黒四角はmannitol(300mM mannitolを1時間処理)での発

現量を示している。リアルタイムRT-PCR はACT2の発現量を用いて標

準化した。mannitolの値(平均値±SD; n = 3)は対応するcontrolの転写量

を1として相対的な発現量を示した。示されているデータは少なくとも3

回の実験において同様の結果だった。
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図16. 高浸透圧ストレスにおけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9の細胞内局在

(a–j)発芽後6日間の主根の根端分裂組織におけるPIP5K7-YFP(a,f), 

PIP5K8-YFP(c,h)およびPIP5K9-YFP(d,i)の局在パターンを共焦点顕微鏡を用

いて観察した。野生型(WT)は自家蛍光の参考のために観察した(b,e,g,j)。

レーザー強度は30mW(a,b,f,g)と60mW(c-e,h-j)を使用した。それぞれの主根

を1時間2μM FM4-64(a–e)または2μM FM4-64,300mM mannitol(f–j)で処理し

た。YFP(緑)、FM4-64(マゼンタ)、mergedを示した。(f–j)で拡大した画像を

示した。(f,h,i)での矢印は代表的なFM4-64で染色された粒状の蛍光を示し、

(f)での矢頭は代表的なFM4-64で染色されていない粒状の蛍光を示した。

(k)1細胞あたりのFM4-64で染色された粒状の蛍光数を定量化した(平均値

±SD; n=50)。WTは植物の自家蛍光の参考のために定量化した。異なる文字

は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; ANOVA and Tukey’s test)。示され

ているデータは少なくとも3回の実験において同様の結果だった。スケール

バーは10μmである。
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高浸透圧ストレスでの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 のエンドサイトーシス 

高浸透圧ストレスは根端分裂組織の細胞内でのエンドサイトーシスを促進すること

が先行研究で明らかとなっているため（Zwiewka et al., 2015）、高浸透圧ストレスにお

ける野生型と pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体での BFA body の形成を解析した。BFA 

body の形成はエンドサイトーシスによる膜交通の障害によって影響を受ける。野生型

の根端分裂組織における表皮細胞では、FM4-64 で染色された BFA body の数は 30

分間 mannitol と BFA の処理の方が BFA のみでの処理よりも有意に多く観察された

（図 17a,b,g）。これは以前報告されたように、高浸透圧ストレス条件下でエンドサイトー

シスが促進されることと一致している（Zwiewka et al., 2015）。しかし、mannitol の有無

にかかわらず 30 分間処理した pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の BFA body の数は

mannitol 未処理の野生型と同程度だった（図 17d,e,g）。1 時間 mannitol と BFA で処

理した野生型のBFA body の数は 30分間の処理と同程度であったが、1時間mannitol

と BFA で処理した pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の BFA body の数は大幅に増加

し 30 分または 1 時間処理した野生型と同程度にまで達した（図 17c,f,g）。これらの結

果は、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では高浸透圧ストレスにより BFA body の形成

が遅延したことを示している。 

PIN2 は膜交通のリサイクリングによって細胞膜と内膜コンパートメントの間を移行し

(Dhonukshe et al., 2007)、高浸透圧ストレスによって PIN2 のエンドサイトーシスが促進

されることが知られている(Zwiewka et al., 2015)。そこで、高浸透圧ストレスにおいて

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が BFA body の形成に及ぼす影響を PIN2 の GFP 融

合タンパク質（PIN2-GFP）を用いて解析した。FM4-64 で観察された結果と同様に、野

生型では PIN2-GFP によってマークされた BFA body の数が 30 分間の mannitol 処理

に応じて有意に増加したが、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では 1 時間の mannitol

処理のみに応じて増加し野生型と同程度にまで達した（図 18）。これらの結果から、高

浸透圧ストレスにおいて PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 がエンドサイトーシスを促進す

ることが明らかとなった。 
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図17. 高浸透圧ストレスにおけるpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体のBFA bodyの形成

(a–f)発芽後6日間の野生型(WT; a-c)およびpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体(d–f)を

用いて、主根の根端分裂組織での表皮細胞におけるFM4-64で染色されたBFA body

の形成パターンを観察した。それぞれの主根を25μM BFA,2μM FM4-64(a,d)または

25μM BFA,2μM FM4-64,75mM mannitol(b,c,e,f)で30分間(a,b,d,e)または1時間(c,f)

処理した。矢印は代表的なFM4-64で染色されたBFA bodyを示している。

(g)1細胞あたりのFM4-64で染色された直径2.0μm以内のBFA bodyを定量化した

(平均値±SD; n=50)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; ANOVA 

and Tukey’s test)。示されているデータは少なくとも3回の実験において同様の結

果だった。スケールバーは10μmである。
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図18. 高浸透圧ストレスでのpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体のPIN2のエンドサイトーシス

(a–f)発芽後6日間のPIN2-GFPを発現している野生型(WT; a-c)および

pip5k7pip5k8pip5k9三重変異体(d–f)バックグラウンドを用いて、主根の根端分裂組織での

表皮細胞におけるGFP蛍光のBFA bodyの形成パターンを観察した。それぞれの主根を

25μM BFA,2μM FM4-64(a,d)または25μM BFA,2μM FM4-64,75mM mannitol(b,c,e,f)で30

分間(a,b,d,e)または1時間(c,f)処理した。矢印は代表的なGFP蛍光のBFA bodyを示してい

る。

(g)1細胞あたりの直径2.0μm以内のGFP蛍光のBFA bodyを定量化した(平均値±SD; 

n=50)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; ANOVA and Tukey’s test)。

示されているデータは少なくとも3回の実験において同様の結果だった。スケールバーは

10μmである。
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PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が産生する PI（4,5）P2 の局在 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が産生する PI（4,5）P2 の細胞内局在を調べるため、PI

（4,5）P2 の蛍光マーカータンパク質 P24Y（Simon et al., 2014）の細胞内局在パターン

をそれぞれ野生型と pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体のバックグラウンドで観察した。

通常生育条件下において、以前に報告されたように（Simon et al., 2014）、P24Y は野

生型の根端分裂組織での表皮細胞において細胞膜全体に局在し、特に細胞膜の頂

底に多く局在していた（図 19a,h）。一方、pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の根端分裂

組織での表皮細胞では、P24Y は主に細胞内に拡散し、細胞膜の頂底にのみ局在し

ていた（図 19d,k）。これは、根端分裂組織の表皮細胞における細胞膜上の PI（4,5）P2

が主に PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 によって産生されることを示唆している。また、

mannitol 処理は野生型の根端分裂組織での表皮細胞における P24Y の細胞膜局在

パターンを弱めた（図 19b,c,i,j）。さらに、mannitol 処理 30 分後に植物の自家蛍光とは

異なる P24Y の粒状の蛍光が現れ、1 時間後にはその数が増加した（図 19b,c,g、図

20a,b）。mannitol 処理された pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体における P24Y は細胞

膜での局在がほとんど観察されず、粒状の蛍光は時間が増加するにつれて増加する

が野生型よりも有意に少なかった（図 19e,f,g,l,m、図 20c,d）。

45



1h30min

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

P24Y/ 

WT

P24Y/ 

pip5k7

pip5k8

pip5k9

0

1

2

3

4

P24Y/

pip5k7

pip5k8

pip5k9

30
min 1 h

d

b

a

c

d

d

-Mannitol

P24Y/

WT

30
min 1 h

(i)

(ii)

(iii)
(iv)

(i)

(ii)

(iii)
(iv)

100

200

300

1 13253749617385

R
el

at
iv

e 
in

te
n

si
ty

Position

100

200

300

1 13253749617385

R
el

at
iv

e 
in

te
n

si
ty

100

200

300

1 13253749617385

R
el

at
iv

e 
in

te
n

si
ty

(i) (ii)
0

0.5

1

100

200

300

1
1

7
3

3
4

9
6

5
8

1
9

7

R
el

at
iv

e 
in

te
n

si
ty

Position(iii) (iv)
0

0.5

1

0.5

1

(i) (ii)
0

(iii) (iv)
0

0.5

1

100

200

300

1
1

7
3

3
4

9
6

5
8

1
9

7Position

100

200

300

1 12233445566778

100

200

300

1 12233445566778(i) (ii)
0

0.5

1

100

200

300

1
1

7
3

3
4

9
6

5
8

1
9

7Position(iii) (iv)
0

0.5

1

0.5

1

(i) (ii)
0

(iii) (iv)
0

0.5

1

100

200

300

1

1
6

3
1

4
6

6
1

7
6

9
1

1
06Position

100

200

300

1 12233445566778

100

200

300

1 12233445566778(i) (ii)
0

0.5

1

100

200

300

1 13253749617385Position(iii) (iv)
0

0.5

1

0.5

1

(i) (ii)
0

(iii) (iv)
0

0.5

1

(i)

(ii)

(iii)
(iv)

(i)

(ii)

(iii)
(iv)

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(i)

(ii)

(iii)
(iv)

(h)

P24Y/ 

WT

P24Y/ 

pip5k7

pip5k8

pip5k9

apicobasal

lateral

apicobasal

lateral

1h30min
(i) (j)

(k) (l) (m)

N
u
m

b
e
r 

o
f 

p
u
n
c
ta

te
 s

ig
n
a
ls

(g)

Mannitol - +Mannitol

-

Mannitol - +Mannitol

46



図19. PI(4,5)P2マーカーP24Yの細胞内局在

(a–f)発芽後6日間のPI(4,5)P2マーカーP24Yを発現している野生型

(WT; a-c)およびpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体(d–f)バックグラウンドを

用いて、主根の根端分裂組織での表皮細胞におけるP24Yの局在パター

ンを観察した。それぞれの主根をmannitol未処理(Mannitol-; a,d)または

300mM mannitolで30分間(b,e)または1時間(c,f)処理した。矢印は代表的

なP24Yの粒状の蛍光を示している。スケールバーは10μmである。

(g)1細胞あたりのP24Yの粒状の蛍光数を定量化した(平均値±SD; 

n=50)。異なる文字は統計的に有意な違いを示した(P< 0.01; ANOVA and 

Tukey’s test)。示されているデータは少なくとも3回の実験において同様

の結果だった。

(h–m)主根の根端分裂組織での表皮細胞における細胞膜上のP24Yの局

在を示した。蛍光画像(a–f)に示されている線(i)-(ii)(頂底)および(iii)-

(iv)(側方)に沿った相対的な蛍光強度をそれぞれ示した。破線は推定され

る細胞膜の位置を示している。
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図20. 高浸透圧ストレスにおける植物の自家蛍光

発芽後6日間のPI(4,5)P2マーカーP24Yを発現している野生型(WT; a)

およびpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体(c)バックグラウンドと野生型(b)お

よびpip5k7pip5k8pip5k9三重変異体(d)を1時間300mM mannitol処理し、

主根の根端分裂組織での表皮細胞における植物の自家蛍光を比較した。

スケールバーは10μmである。
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考察 

本研究では、シロイヌナズナにおける PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の生物学的機

能について包括的に解析した。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は陸上植物において

広く保存されているため、これらの遺伝子は陸上植物が共有する重要な機能を保持し

ていると考えられた。また、植物にとって高浸透圧ストレス応答は成長と生存のために

重要であり、植物は高浸透圧ストレスにおいて細胞内の PI(4,5)P2 を増加させる。した

がって、私はシロイヌナズナの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が高浸透圧ストレスに

おいて陸上植物に共通の重要な機能を保持していると仮説を立て、これらの遺伝子

の重複的な機能に着目し、植物の成長、発生、環境応答の観点から機能解析を行っ

た。 

 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の組織特異的な発現パターン 

GUS レポーター解析では、PIP5K7 および PIP5K9 の上流の遺伝子間領域はシュー

ト、根、花序の分裂組織および維管束組織で主にプロモーター活性を示した(図 4,5)。

このパターンは、基本的に以前報告された PIP5K7 および PIP5K9 の発現パターンと

一致している(Bauby et al., 2007; Lou et al., 2007; Zarza et al., 2020)。PIP5K9 の発

現パターンに関しての先行研究において(Lou et al., 2007)、PIP5K9 の上流領域は根

端分裂組織でプロモーター活性を示さなかったが、この不一致は解析に用いた上流

領域(先行研究は 1.1kb、本研究は 3.5kb)の違いに起因する可能性がある。本研究の

GUS レポーター解析に用いた PIP5K8 の 7.5kb の上流領域は PIP5K7 および PIP5K9

の上流領域よりも幼苗で弱いプロモーター活性を示した。一方、PIP5K8-YFP は根端

分裂組織において PIP5K9 プロモーターによって発現する PIP5K9-YFP と同程度の蛍

光強度を示した（図 6l,q）。しかし、これらの蛍光強度は PIP5K7-YFP の蛍光強度よりも

弱かった（図 6b,l,q）。先行研究での根における B タイプの PIP5K の遺伝子の発現量

解析結果を考慮すると(Wada et al., 2015)、PIP5K8 を含む PIP5K7,PIP5K8 および

PIP5K9 は根端分裂組織で発現しており、転写活性化のシスエレメントは PIP5K8 の転

写領域に存在する可能性があると結論付けた。 
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PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の細胞内局在パターン 

PIP5K7-YFP,PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP は主に主根の根端分裂組織にお

ける表皮細胞の細胞膜に一様に局在していた（図 6）。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9

の似た組織特異的発現パターンと細胞内局在パターンはこれらの遺伝子が機能重複

していることと相関がある。また、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が細胞膜に一様に局

在していた結果は、PIP5K1-6 が細胞内で極性をもって局在していることとは対照的で

あり(Kusano et al., 2008; Stenzel et al., 2008; Ischebeck et al., 2008; Sousa et al., 

2008; Zhao et al., 2010; Ischebeck and Werner et al., 2013; Tejos et al., 2014)、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が PIP5K1-6 とは異なる役割を持つことが示唆された。

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は細胞内に極性をもたらすのではなく、PI(4,5)P2 を常

に産生することに必要なのかもしれない。 

野生型の細胞でも観察される FM4-64 で染色されていない粒状の蛍光は植物の自

家蛍光であると考えられたが、mannitol 処理後に観察された FM4-64 で染色可能な粒

状の蛍光は野生型の細胞でははるかに少ないためほとんどが YFP 融合タンパク質の

蛍光であると考えている(図 16)。細胞膜付近に局在する FM4-64 で染色された

PIP5K7-YFP,PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP の粒状の蛍光数がほぼ同程度であっ

たことから(図 16k)、それらは細胞膜に由来する同じ膜コンパートメントに局在する可能

性がある。 

 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の機能欠損変異体 

pip5k7,pip5k8 および pip5k9 の T-DNA またはトランスポゾンの挿入位置の決定とリ

アルタイム RT-PCR によりそれらのホモ接合体の発現量解析を行った。(図 7,8)。リア

ルタイム RT-PCR による発現量解析の際、それぞれの遺伝子の 5’末端と 3’末端の領

域でプライマーを設計し部分的な転写産物の有無を解析することで、部分的かつ機

能的な転写産物が産生されるラインをなるべく排除しようとした。pip5k7-1,pip5k8-1 お

よび pip5k9-1 では全長の転写産物が産生されないことに加え、部分的なかつ機能的

な転写産物が全長タンパク質の機能を相補する可能性が最も低いと考えられたため、

これらを選択し使用した。PIP5K7–9 サブグループが陸上植物間で共有される重要な
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機能を保持していると仮定すると、これらの機能欠損変異体を使用した遺伝子解析で

少なくとも pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体では植物の成長、発生、環境刺激に対す

る応答での表現型の変化が予想された。そこで、単離した pip5k7,pip5k8 および

pip5k9 単一変異体から pip5k7pip5k8,pip5k7pip5k9 および pip5k8pip5k9 二重変異体、

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体を作製しそれらの表現型を観察した。しかし、通常生

育条件下において、これらの単一変異体も pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体を含むそ

れらの複数の多重変異体も明らかな表現型の変化を示さなかった(図 9,11a,b,13a,b)。

通常生育条件下では膜交通もまた野生型と pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体で差が

見 ら れ な か っ た ( 図 17a,d,g,18a,d,g) 。 さ ら に 、 通 常 生 育 条 件 下 に お い て

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の根端分裂組織における表皮細胞では、PI（4,5）P2

蛍光マーカータンパク質 P24Y(Simon et al., 2014)は PIP5K1 と PIP5K2 が PI（4,5）P2

を産生すると考えられている細胞膜の頂底のサブドメインでのみ局在し(Ischebeck et 

al., 2013; Tejos et al., 2014)、野生型では P24Y は細胞膜全体に局在していた(図

19a,d,h,k)。この PI（4,5）P2 の局在パターンの劇的な変化は、PIP5K7,PIP5K8 および

PIP5K9 が通常生育条件下において細胞膜上で PI(4,5)P2 を産生しており、通常生育

条件下ではそれらがなくても表現型や膜交通には影響がないことを示唆している。 

 

高浸透圧ストレスでの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の機能欠損変異体の表現型 

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体は通常生育条件下においては顕著な表現型を示

さなかったが、mannitol や NaCl 処理により pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の主根の

伸長は野生型に比べて有意に感受性が高かった(図 11)。また、mannitol や NaCl 処理

条件下での pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体における根端分裂組織の大きさの減少

は(図 13c-f)、mannitol や NaCl 処理による pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の主根伸

長抑制の原因かもしれない。mannitol は高浸透圧ストレスのみを引き起こすが、NaCl

がもつ塩ストレスは高浸透圧ストレスとイオンストレスの両方を同時に引き起こす

(Hasegawa et al., 2000; Munns and Tester, 2008)。そのため、イオンストレスに対しても

高感受性であるかどうかは不明であるが、少なくとも pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体

は高浸透圧ストレスに対しては高感受性であると考えられる。また、PIP5K や PI(4,5)P2
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は高浸透圧ストレスと塩ストレス以外に低温ストレス、高温ストレス、乾燥ストレス、アブ

シジン酸、免疫応答に関与することが知られている(Mikami et al., 1998; Lin et al., 

2004; Lou et al., 2007; Mishkind et al., 2009; Menzel et al., 2019; Qin et al., 2020)。

これらのことから、イオンストレスを含めた他のストレスにおいても PIP5K7,PIP5K8 およ

び PIP5K9 が関与している可能性が示唆される。 

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体が通常生育条件下で主根の伸長に影響を及ぼさ

なかったことを考慮すると、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は根端分裂組織での高浸

透圧ストレスへの応答に重複して役割を果たしていると考えられる。pip5k7pip5k8 およ

び pip5k7pip5k9 二 重 変 異 体 は 高 浸 透 圧 ス ト レ ス 条 件 下 に お い て 野 生 型 と

pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体との中間的な主根伸長の表現型を示したが、

pip5k8pip5k9 二重変異体は野生型と同程度であった(図 11c-f)。さらに、高浸透圧スト

レス条件下での pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の表現型は PIP5K7-YFP を発現す

る導入遺伝子によって完全に回復し、PIP5K8-YFP や PIP5K9-YFP を発現する導入

遺伝子によって部分的に回復した(図 12,14)。これらの結果は、高浸透圧ストレス条件

下での主根伸長における PIP5K7 の寄与が PIP5K8 と PIP5K9 よりも大きいことを示し

ており、PIP5K7-YFP レポーター遺伝子の発現量が PIP5K8-YFP と PIP5K9-YFP より

も高かったという事実と一致している(図 6)。 

 

高浸透圧ストレスにおける PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の役割 

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の機能重複性は主根の根端分裂組織における遺伝

子の共発現と一致している(図 4)。根端分裂組織における表皮細胞では、PIP5K7-

YFP,PIP5K8-YFP および PIP5K9-YFP は細胞膜で共通の細胞内局在をしており(図

6)、重複的な機能が細胞膜で影響を及ぼしていることを示唆している。また、これらの

YFP 融合タンパク質はすべて mannitol 処理により細胞膜付近で粒状に局在した(図

16)。真核生物において、PI(4,5)P2 は細胞膜での小胞の出芽過程に関与することが知

られている(Milosevic et al., 2005; Vicogne et al., 2006)。そのため、PIP5K7,PIP5K8 お

よび PIP5K9 は高浸透圧ストレス条件下において細胞膜付近に局在して PI(4,5)P2 を

産生することで小胞の出芽過程で働き膜交通を促進しているかもしれない。この予想
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に基づくと、高浸透圧ストレス条件下で PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が細胞膜で粒

状に局在しているのは出芽する小胞に取り込まれた可能性が考えられる。また、これら

の粒状の局在は osmotic stress-induced membrane structures（OSIMS）に似ており、

OSIMS は高浸透圧ストレス処理後に一時的に現れることが報告されており、高浸透圧

ストレスによる過剰な膜成分を表すと想定されている(Korver et al., 2020)。しかし、

OSIMS に関連するクラ スリンが見つから なかっ たた め (Korver et al., 2020) 、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の OSIMS に似た局在が以下に説明する推定の分子

機構に関連しているかどうかは不明である。 

高浸透圧ストレスはシロイヌナズナの根端分裂組織の細胞におけるクラスリンを介し

たエンドサイトーシスを促進し(Zwiewka et al., 2015)、タマネギの表皮細胞の細胞膜で

クラスリンと PI（4,5）P2 の共局在を誘導し小胞の形成を増加させることが報告されてい

る(König et al., 2008)。これらの報告と一致して、mannitol 処理条件下において細胞膜

の PI（4,5）P2 が大幅に減少している pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の根端分裂組織

での表皮細胞で BFA body の形成が遅延され、エンドサイトーシスの促進が抑制され

ていた(図 17,18,19)。また、PIP5K7-YFP,PIP5K8-YFP,PIP5K9-YFP および P24Y の

mannitol による粒状の蛍光から(図 16,19)、高浸透圧ストレスに応答するクラスリンを介

したエンドサイトーシスにおける PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 によって産生される PI

（4,5）P2 の役割が示唆された。植物の細胞は高浸透圧ストレスに応答してエンドサイト

ーシスを促進し、細胞膜の過剰な膜成分を内在化させる(Baral et al., 2015; Zhang et 

al., 2019)。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 によって産生される PI（4,5）P2 はクラスリン

を介したエンドサイトーシスを促進し、高浸透圧ストレス条件下での植物の環境適応を

向上させる可能性がある。最近の研究では、PIP5K7 と PIP5K9 によって産生された PI

（4,5）P2 が根の細胞のポリアミンへの応答中に K＋の流出を活性化することが明らかに

なり、PI（4,5）P2が細胞膜上のイオンチャネルを直接活性化するという PI（4,5）P2シグナ

ル伝達機構の別の様式が示唆されている(Zarza et al., 2020)。PI（4,5）P2 シグナル伝

達のさまざまな下流の経路は環境ストレスに応答して協調的に作用すると考えられる。 
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まとめ 

本研究において、シロイヌナズナの PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は重複して主根

の根端分裂組織における表皮細胞の細胞膜で PI(4,5)P2 を産生し、高浸透圧ストレス

においてエンドサイトーシスの促進を介して主根伸長を制御することで高浸透圧ストレ

スに応答することを解明した(図 21)。また、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は陸上植物

で保存されているにもかかわらず、通常生育条件下での植物の正常な成長と発生に

必須ではないことを明らかにした。では、なぜ PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 は通常

生育条件下においてもPI(4,5)P2を産生しているのか？私は、研究室のような栄養が豊

富な環境で pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体を生育した場合は顕著な表現型を示さな

いが、土壌のような自然環境では pip5k7pip5k8pip5k9 三重変異体の根の表現型は異

なるかもしれないと考えている。陸上植物にとって不利な地中環境に適応することは

陸上植物の成長と生存に必要不可欠な要素である。地中環境は微視的に不均一で

あり、地中の浸透圧は深さや位置によって異なる。そのため、植物の根が地中を進む

際には、成長する根端が浸透圧ストレスを含むさまざまな環境ストレスに次々と遭遇す

る。したがって、陸上植物は不利な地中環境に対して根の適応を促進する精巧な分

子機構を備えており、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が根端分裂組織で作用するその

ような分子機構に寄与している可能性がある。植物の根が地中環境を進む際、

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 が常に PI(4,5)P2 を産生することによって異なる浸透圧

ストレスに即座に応答できるよう備えているのかもしれない。また、PIP5K7,PIP5K8 およ

び PIP5K9 はそれらが発現している他の組織においても環境ストレスに対する応答に

関与している可能性がある。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の生物学的機能の全体

的な特徴を解明するにはそれらの単一変異体および多重変異体でのさまざまな環境

ストレスの影響を解析する必要がある。
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細胞膜
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図21. 高浸透圧ストレスにおけるPIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9の役割

PIP5K7,PIP5K8およびPIP5K9は重複して根端分裂組織における細胞

膜でPI(4,5)P2を産生し、高浸透圧ストレスにおいてエンドサイトーシス

の促進を介して主根伸長を制御することで高浸透圧ストレスに応答する。

これは陸上植物における根の地中環境適応に意義を示すと考えられる。
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材料と方法 

植物の生育条件と材料 

シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)の Ecotype Columbia-0 を野生型(wild type; 

WT)として使用した。植物の生育については、種子を 70%エタノールにより 5 分間表面

殺菌した後、滅菌液(5%ブリーチ-1%SDS)で 5 分間転倒混和して滅菌した。その後、滅

菌水を用いて 3 回洗浄した。種子滅菌後、4℃暗条件にて 2 日間春化処理を行った。

その後、1/2 Murashige and Skoog（MS）寒天培地［1% Agar（伊那食品工業）］

（Murashige and Skoog, 1962）に無菌的に播種した。播種後は 22℃全日条件下で生

育した。高浸透圧ストレス条件下での生育として、垂直に立てた 1/2MS 寒天培地で発

芽後 4 日間生育した幼苗を 300mM mannitol または 100mM NaCl が含まれた新しい

1/2MS 寒天培地に置きかえさらに 7 日間生育した。control では 1/2MS 寒天培地から

新しい 1/2MS 寒天培地に置きかえた。その後、写真を撮影し ImageJ を用いて主根の

長さの測定を行った。PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 それぞれに T-DNA またはトラン

ス ポ ゾ ン の 挿 入 が 予 想 さ れ る 変 異 体 の 種 子 SALK_151429(pip5k7-1) 、

SALK_107796(pip5k7-3) 、 SAIL_630_B03(pip5k8-1) 、 SALK_040023(pip5k8-3) 、

SAIL_561_F09(pip5k8-4)、WiscDsLox434B6(pip5k9-1)、SM_3_39157(pip5k9a)を ABRC

から取得した。T-DNA またはトランスポゾンの挿入が予想される領域を挟むようにそれ

ぞれプライマーを設計し、PCR によってホモ接合体を選抜した。それぞれの変異体に

用いたプライマーセットと PCR 条件を下記に示している。 
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1/2MS 寒天培地 

ムラシゲ・スクーグ培地用混合塩類（日本製薬） 1 袋 

スクロース（ナカライ）    20g 

MES（同人化学）    0.5g 

1000×B5 ビタミンストック    1ml 

1N KOH     pH5.7 に調整 

 滅菌水                

Total      2L 

 

1000×B5 ビタミンストック             

ミオイノシトール（ナカライ）   10g 

 チアミン塩酸塩 （和光純薬工業）   1g 

ピリドキシン塩酸塩（ナカライ）   0.1g   

 ニコチン酸（ナカライ）    0.1g 

 滅菌水                                                 

Total      100ml 
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目的 プライマーの配列 

pip5k7-1 の T-DNA の検出 Fw 5’- GGTACGCTTTGTAGTCATGG -3’ 

 Rv 5’- GTATCCGCTTGAAACACTGG -3’ 

 LB 5’- TGGACCGCTTGCTGCAACT -3’ 

 RB 5’- GGTTCTGTCAGTTCCAAACG -3’ 
  

pip5k7-3 の T-DNA の検出 Fw 5’- CGCTTACAATCTCTTGGAGC -3’ 

 Rv 5’- CTGACACCACGTCTTGTATC -3’ 

 LB 5’- TGGACCGCTTGCTGCAACT -3’ 
  

pip5k8-1 の T-DNA の検出 Fw 5’- TGTTGCCTAGGTACTATGAAC -3’ 

 Rv 5’- CTGCCATGTGGGAAACAAAG -3’ 

 LB 5’- ACGCCATTTCGCCTTTTCAG -3’ 

 RB 5’- GAGCTTGGATCAGATTGTCG -3’ 
  

pip5k8-3 の T-DNA の検出 Fw 5’- TGTGCTTCTCTGACAGGTAC -3’ 

 Rv 5’- CAACCGAACCAACACTATCAC -3’ 

 LB 5’- TGGACCGCTTGCTGCAACT -3’ 

 RB 5’- GGTTCTGTCAGTTCCAAACG -3’ 
  

pip5k8-4 の T-DNA の検出 Fw 5’- AACCTCCAACTCGGTATCAG -3’ 

 Rv 5’- GCAGCTTGGTTTAGTCATATC -3’ 

 LB 5’- ACGCCATTTCGCCTTTTCAG -3’ 

 RB 5’- GAGCTTGGATCAGATTGTCG -3’ 
  

pip5k9-1 の T-DNA の検出 Fw 5’- ATCGAGCTCCACAGCACTTA -3’ 

 Rv 5’- CTCTGTACTCAATTCTCTGTC -3’ 

 LB 5’- CGTCCGCAATGTGTTATTAAG -3’ 
  

pip5k9a のトランスポゾンの検出 Fw 5’- TCGCAGGATGATCGGTTCAT -3’ 

 Rv 5’- GCCAAGAAGTCTCCAAGAAG -3’ 

 Spm32 5’- AAGAGCGTCCATTTTAGAGTG -3’ 
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PCR 反応液 

DNA template（<100ng）    1μl 

10μM Primer 1    0.5μl 

10μM Primer 2    0.5μl 

2.5mM dNTPs     0.8μl 

10×Standard Buffer    1μl 

Taq DNA polymerase (BioAcademia)  0.05μl 

 滅菌水           

Total      10μl 

 

PCR サイクル 

94℃  2:00 

↓ 

94℃  0:15 

↓ 

60℃  0:30   40 サイクル 

↓ 

72℃  1:00 

↓ 

72℃  3:00 

↓ 

25℃  ∞ 
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導入遺伝子の作製と形質転換植物 

The Arabidopsis Information Resource(TAIR)とリンクしている Sequence Viewer を用い

て各遺伝子のゲノミック DNA 配列を入手した。GUS レポーター遺伝子の作製につい

ては、PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 それぞれの開始コドンの上流にある遺伝子間配

列 3491-bp,7509-bp および 3497-bp を含む DNA フラグメントを野生型のシロイヌナズ

ナのゲノミック DNA を鋳型に PCR によって増幅した。PCR には KOD-Plus-を用いた。

電気泳動により目的のバンドを確認後、アガロースゲルから切り出し、増幅 DNA フラグ

メントを精製した。それぞれの PCR フラグメントは pEYFP（Clontech, Mountain View, 

CA, USA）の Sse8387I サイトと SmaI サイトの間に導入した。作製したプラスミドは Inoue

法により大腸菌DH5α株に形質転換し、YT培地［1.5% Bacto Agar（BD）］で生育した。

クローニングした DNA フラグメントをそれぞれ pBI121（Clontech, Mountain View, CA, 

USA）の Sse8387I サイトと SmaI サイトの間に移行し、PIP5K7p-GUS,PIP5K8p-GUS お

よび PIP5K9p-GUS を構築した。YFP 融合遺伝子の作製については、PIP5K7 および

PIP5K8 の開始コドンから終止コドンまでの 4018-bp および 4044-bp を含むゲノミック

DNA フラグメントと PIP5K9 の開始コドンから終止コドンまでの 2488-bp を含む cDNA

フラグメントをそれぞれ PCR によって増幅した。それぞれの PCR フラグメントは

PIP5K7,PIP5K8 および PIP5K9 の開始コドンの上流にある遺伝子間配列を含んでいる

pEYFP の PIP5K7 および PIP5K8 は XhoI サイトと AgeI サイトの間、PIP5K9 は SmaI サ

イトと AgeI サイトの間に導入した。そのため、PIP5K のコード配列は YFP のコード配列

とインフレーム様式で融合されている。作製した YFP 融合遺伝子の DNA フラグメント

はそれぞれ PIP5K7 および PIP5K8 は pHPT121（Kusano et al., 2008）、PIP5K9 は

pBI121 の Sse8387I サイトと SacI サイトの間に移行し、PIP5K7g-YFP,PIP5K8g-YFP お

よび PIP5K9p-PIP5K9-YFP を構築した。作製したコンストラクトはエレクトロポレーショ

ン法(Dower, 1990)により Agrobacterium tumefaciens LBA4404 株に導入し、YEB 培地

［1.5% Bacto Agar（BD）］で生育した。得られた形質転換アグロバクテリウムを用いて、

減圧浸潤法（Clough and Bent, 1998）により野生型のシロイヌナズナへ導入した。得ら

れた形質転換植物 T1 世代の種子を PIP5K7p-GUS,PIP5K8p-GUS,PIP5K9p-GUS お

よび PIP5K9p-PIP5K9-YFP は 30μg/ml Kanamycin（ナカライテスク）、PIP5K7g-YFP
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および PIP5K8g-YFP は 30μg/ml Hygromycin B Gold(InvivoGen)を含む選択培地に

播種し、形質転換に用いたプラスミド由来の薬剤耐性遺伝子を有する植物を選抜した。

得られた植物体を自家受粉させて得られた T2 世代の種子を選択培地に 64 粒ずつ

播種し、約 2 週間観察して薬剤耐性を持つ個体数と薬剤感受性を持つ個体数の比率

が約 3:1 となるラインをゲノムの一ヶ所に遺伝子挿入が起きた形質転換植物体であると

判断した。薬剤耐性を持つ個体を自家受粉させて T3 世代の種子を得た。この T3 世

代の種子を再び選択培地に 64 粒ずつ播種して約 2 週間観察し、全ての個体が薬剤

耐性を持つラインを導入遺伝子のホモ接合体であると判断し解析に使用した。導入遺

伝子の作製に使用したプライマーセット、PCR 条件、ジャンクションの配列を下記に示

している。 
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コンストラクト プライマーの配列 

PIP5K7p-GUS Fw 5’- GGCCTGCAGGTGTTTTTTCGAGCTAACCGA -3’ 

 Rv 5’- CCCCCCGGGCTGGGATTAGCTTTTGGTGAT -3’ 

  

PIP5K8p-GUS Fw 5’- GGGCCTGCAGGCCACTTGTGATCTCTTCTC -3’ 

 Rv 5’- GGGCCCGGGTCTTCAACTCAGATCTTCATA -3’ 

  

PIP5K9p-GUS Fw 5’- CCCCCTGCAGGCGAAATTTCCACCTTTTGAGAAGACCTCCC -3’ 

 Rv 5’- CCCCCCGGGTAAATCTCCAAAGAAGCTAAAGCAGAAACGCTC -3’ 

  

PIP5K7g-YFP Fw 5’- AATCTGATCCTGGACGGTGT -3’ 

 Rv 5’- GGGACCGGTGCCCTTTCTTCTGGGAACACC -3’ 

  

PIP5K8g-YFP Fw 5’- TGCTGTCGGTTCTTCACATC -3’ 

 Rv 5’- GGGACCGGTGCTGCTTTTTCTGGGAATACC -3’ 

  

PIP5K9-YFP Fw 5’- CCCCCCGGGCATGTCTGGCCTTGACGTACGAGGAGC -3’ 

 Rv 5’- CCCACCGGTGATTTGTTGTTCTGTGGAAATACTTTCTTG -3’ 
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PCR 反応液 

DNA template（1～50ng）    1μl 

10μM Fw Primer    1.5μl 

10μM Rv Primer    1.5μl 

25mM MgSO4     2μl 

2mM dNTPs     5μl 

10×PCR Buffer    5μl 

KOD-Plus-（TOYOBO）    1μl 

 滅菌水           

Total      50μl 

 

PCR サイクル 

94℃  2:00 

↓ 

94℃  0:15 

↓ 

60℃  0:30     30 サイクル 

↓ 

68℃  1:00/kb 

↓ 

68℃  12:00 

↓ 

25℃  ∞ 
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コンストラクト ジャンクションの配列 

PIP5K7p-GUS 5’- TGCCTGCAGGTGTTTTTTCG -3’ (PIP5K7p の上流ジャンクション) 

 5’- CTAATCCCAGCCCGGGTGGT -3’ (PIP5K7p の下流ジャンクション) 

  

PIP5K8p-GUS 5’- TGCCTGCAGGCCACTTGTGA -3’ (PIP5K8p の上流ジャンクション) 

 5’- GAGTTGAAGACCCGGGTGGT -3’ (PIP5K8p の下流ジャンクション) 

  

PIP5K9p-GUS 5’- TGCCTGCAGGCGAAATTTCC -3’ (PIP5K9p の上流ジャンクション) 

 5’- TGGAGATTTACCCGGGTGGT -3’ (PIP5K9p の下流ジャンクション) 

  

PIP5K7g-YFP 5’- TGCCTGCAGGTGTTTTTTCG -3’ (PIP5K7p の上流ジャンクション) 

 5’- AGAAGAAAGGGCACCGGTCG -3’ (PIP5K7 と YFP のジャンクション) 

 5’- TAAAGCGGCCCTCGAATTTC -3’ (YFP の下流ジャンクション) 

  

PIP5K8g-YFP 5’- TGCCTGCAGGCCACTTGTGA -3’ (PIP5K8p の上流ジャンクション) 

 5’- AGAAAAAGCAGCACCGGTCG -3’ (PIP5K8 と YFP のジャンクション) 

 5’- TAAAGCGGCCCTCGAATTTC -3’ (YFP の下流ジャンクション) 

  

PIP5K9-YFP 5’- TGCCTGCAGGCGAAATTTCC -3’ (PIP5K9p の上流ジャンクション) 

 5’- AGATTTACCCGGGCATGTCT -3’ (PIP5K9p と PIP5K9 のジャンクション) 

 5’- CAACAAATCACCGGTCGCCA -3’ (PIP5K9 と YFP のジャンクション) 

 5’- AAATAATAGGCTCGAATTTC -3’ (YFP の下流ジャンクション) 

下線はベクターの配列を示している。 
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YT 培地 

Bacto Yeast Extract    5g 

Bacto Tryptone     10g 

NaCl      10g 

5N NaOH     pH7.0 に調整 

 滅菌水                

Total      1L 

 

YEB 培地 

Bacto Yeast Extract    1g 

Bacto Beef Extract    5g 

Peptone     5g 

Sucrose     5g 

1M MgSO4 (滅菌後に加える)   2ml 

 滅菌水                

Total      1L 
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GUS 染色 

GUS 染色は以前谷口らによって行われた方法を基に行った(Taniguchi et al., 2010)。

植物の幼苗や花を氷冷した 90%アセトンに 30 分間氷上で浸した。100mM sodium 

phosphate buffer (pH7.0)で二度洗った後、GUS 反応液に浸け 30 分間減圧処理した。

その後、37℃で 1～24 時間緩やかに振盪した。反応停止のために 70%エタノールで数

回洗い、その後観察した。調製した GUS 反応液の組成を下記に示している。 

 

GUS 反応液の組成 

100mM sodium phosphate buffer（pH7.0） (Na2HPO4・12H2O, NaH2PO4・2H2O) 

10mM EDTA-Na 

0.1% (w/v) Triton X-100 

0.5mM K3Fe (CN)6 

0.5 mM K4Fe (CN)6 

20% (v/v) methanol 

2mM X-Gluc: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-glucuronide 
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共焦点レーザー走査顕微鏡 

蛍光画像は confocal laser-scanning unit (CSU-X1, Yokogawa, Tokyo, Japan)を設置

した顕微鏡(Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)を使用して撮影し

た 。 GFP と YFP に は 488nm 、 FM4-64[N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(8-(4-

(diethyl-amino)phenyl)hexatrienyl)pyridinium dibromide] (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)には 561nm の励起光を使用した。それぞれ GFP には 505–550nm、YFP には

520–555nm、FM4-64 には 580–630nm の検出バンドを使用した。蛍光画像は ImageJ

を用いて解析した。化合物処理条件下の観察については、垂直に立てた 1/2MS 寒天

培地で発芽後 6 日間生育した幼苗を化合物(2μM FM4-64、25μM BFA、75 または

300mM mannitol)の有無が異なる 1/2MS 液体培地に浸した。FM4-64 で染色された粒

状の蛍光の定量化を行うため、ImageJ の Find Maxima プロセスを使用し 15.0 のプロミ

ネンスパラメーターで YFP と FM4-64 の画像に粒状の蛍光の位置をマークした。 YFP

と FM4-64 の両方の画像に現れ、対応する位置が 0.5μm 以内にマージした粒状の

蛍光をカウントした。 BFA body 形成の定量化の方法は以前加藤らが行ったように

(Kato et al., 2019)、 ImageJ を使用して蛍光画像の蛍光強度レベルを 0 から 255 まで

の間で 100 を閾値強度として設定することによって概略化し、主軸の長さが 2.0μm を

超える BFA body を各細胞においてカウントした。P24Y の粒状の蛍光は ImageJ の

Find Maxima プロセスを使用し 15.0 のプロミネンスパラメーターでカウントした。 
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定量的リアルタイム RT-PCR 

total RNA の抽出は、発芽後 6 日間の幼苗を液体窒素で凍結させ、1.5ml のエッペン

ドルフチューブにサンプルと直径 3mm のステンレス製ビーズ 3 粒を入れビーズ細胞破

砕装置 Shake_Master NEO(バイオメディカルサイエンス)にセットして 1000rpm で 1 分

間破砕した後、ISOGEN(Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて付属のマニュアルに従

って行った。抽出した 2μg の total RNA から SuperScriptⅢ First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)と付属の Oligo dT 

primer を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 い cDNA を 合 成 し た 。 合 成 し た cDNA は

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo, Osaka, Japan)を用いて定量的リアルタイム

RT-PCR に使用した。発現量の比較はΔΔCt 法を用いて行った。Actin 2(ACT2)を

internal control として相対定量を行った。リアルタイム RT-PCR の用いたプライマーセ

ットと PCR 条件は下記に示している。 
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目的 プライマーの配列 

PIP5K7 の 5’末端の転写産物の検出 Fw 5’- GGATATGAGGTCTGGAGATAG -3’ 

 Rv 5’- GTTCCATCTGACCATGCATAC -3’ 

  

PIP5K7 の 3’末端の転写産物の検出 Fw 5’- TGGTTGTGTACATGGGAATCA -3’ 

 Rv 5’- AGTAGAAGGTTCGGTCACAG -3’ 

  

pip5k7-1 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- TATGGACAAGCTGTTACGGG -3’ 

 Rv 5’- TGTAGTCAATGATGTTCAGCG -3’ 

  

pip5k7-3 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- CAAGGCTGCGGGTACAATTA -3’ 

 Rv 5’- TGATTCCCATGTACACAACCA -3’ 

  

PIP5K8 の 5’末端の転写産物の検出 Fw 5’- CCTGCAGAGAGAGTATTCTC -3’ 

 Rv 5’- CCCTCATAAATGATACCATCAGG -3’ 

  

PIP5K8 の 3’末端の転写産物の検出 Fw 5’- TAGTGTTGGTTCGGTTGACG -3’ 

 Rv 5’- TGCTTCCTCTGATGTGAGGA -3’ 

  

pip5k8-1 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- ATATGGACAAGCTGCTGCGA -3’ 

 Rv 5’- GACATTTCATTGGGAGGCTC -3’ 

  

pip5k8-3 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- GCTTTGTGGTCATGGGGAAT -3’ 

 Rv 5’- TCGCAGCAGCTTGTCCATAT -3’ 

  

pip5k8-4 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- GCTTGTGTGAGCTTTCTAGG -3’ 

 Rv 5’- TCTGGCTCTTTCACTAAAGTC -3’ 

  

PIP5K9 の 5’末端の転写産物の検出 Fw 5’- GGAGCAGTTTCTTTTGCTGAAAG -3’ 

 Rv 5’- CTAGCATCCTCAGAAGTTTCG -3’ 

  

PIP5K9 の 3’末端の転写産物の検出 Fw 5’- GAGTACAACATGACCAAGAAG -3’ 

 Rv 5’- GAATGTTGGATCAACGGCTG -3’ 
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pip5k9-1 の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- ATCAGAGGCAGCAGATTACG -3’ 

 Rv 5’- ACTCCTTGCTGTATCTGCAG -3’ 

  

pip5k9a の挿入領域の転写産物の検出 Fw 5’- ACAGATCTAAGAATCCATCGG -3’ 

 Rv 5’- TCGTGTTCTCGTCTATCTCG -3’ 

  

ACT2 の転写産物の検出 Fw 5’- TCCCTCAGCACATTCCAGCAGATG -3’ 

 Rv 5’- AACGATTCCTGGACCTGCCTCATC -3’ 
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PCR 反応液 

cDNA template     0.5μl 

10μM Fw Primer    0.4μl 

10μM Rv Primer    0.4μl 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix   5μl 

 滅菌水           

Total      10μl 

 

PCR サイクル 

95℃  1:00 

↓ 

95℃  0:15 

↓     40 サイクル 

60℃  0:45 

↓ 

95℃  0:15 

↓ 

55℃  0:15 

↓ 

95℃  0:15 
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根端分裂組織における細胞数と長さの測定 

根端分裂組織(静止中心と伸長を開始している細胞の間の領域)における細胞数と

根端分裂組織の長さの測定には、垂直に立てた 1/2MS 寒天培地で発芽後 4 日間生

育した幼苗を 300mM mannitol または 100mM NaCl が含まれた新しい 1/2MS 寒天培

地(control では mannitol または NaCl を含まない)に置きかえ、さらに 7 日間生育し使

用した。植物体の主根の根端分裂組織における細胞数と根端分裂組織の長さを測定

するため、80g 抱水クロラールと 10ml グリセロール、30ml 滅菌水の混合液を用いて微

分干渉顕微鏡(Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)で植物体を観察

し写真を撮影した。撮影した写真上の根端分裂組織における細胞数と長さは ImageJ

を使用してそれぞれの皮層細胞列において測定した。 
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