
 A study of vesicle transport system governing vascular continuity
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(b) pVAN3::VAN3-VENUS 形質転換体の根における細胞内局在 
播種後 4 日目の植物体の根を観察した。根の分裂組織から伸長領域にかけて 
VAN3-VENUS が細胞膜に局在することが明らかとなった。表皮細胞付近で
VAN3-VENUS は明確な極性をもって細胞膜に局在していた (A, 矢印 )。また、皮層細
胞において VAN3-VENUS の極性をもった細胞膜への局在以外に、dot 状の構造が観
察された (B, 矢印 )。維管束細胞においても極性を持った細胞膜への局在 (C, 矢印 )、
及び dot 状の構造が確認された (C, 矢頭 )。 pVAN3::VAN3-VENUS 形質転換体を 
100mM マン二トール処理により原形質分離を誘導した。原形質分離した細胞の上部
および下部の両方に VAN3-VENUS が局在する (D, 矢印 ) ことから VAN3-VENUS は
細胞の頂端部側及び基部側の両方に局在することが明らかとなった。
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図 8. (a) pVAN3::VAN3-VENUS 形質転換体の幼葉におけ
る細胞内局在
ゴルジ体のトランス側のマーカーである ST-GFP(A)、エンドソ
ームのマーカーである GFP-ARA7(B) とは VAN3-VENUS は共
局在しなかった。また、内膜系のマーカーである ARF1-GFP(C)
 とも VAN3-VENUS は共局在しなかった。しかしながら、TGN 
のマーカーである GFP-SYP41(D,H) とは共局在性が観察され
た。培養細胞を用いた解析と同様に VAN3-VENUS は TGN の
一部分の集団に局在していた。GFP-SYP41 と VAN3-VENUS 
が共局在したものを矢頭、VAN3-VENUS が存在しない TGN 
を矢印で示している (E,F,G)。また、TGN に局在しない 
VAN3-VENUS も存在した (H, 矢印 )。TGN に存在する
VAN3-VENUS は GFP-SYP41 と完全には重なり合わず空間的
にずれて存在するものが多く観察され (D)、 このことは 
VAN3-VENUS は TGN 上でドメイン構造を形成することを示
唆している。オルガネラマーカーを緑色、VAN3-VENUS を赤
色で示している。
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図 10. van3 及び van4 突然変異体における AUX1, PIN1 の細胞内局在
オーキシンフローを制御する AUX1, PIN1 の細胞内局在を調べた。(A,E,I) は
AUX1 の局在、(B,F,J) は PIN1 の局在、(C,G,K) は 50µM BFA 90min 処理
した際の PIN1 の局在、(D,H,L) は 50µM BFA + 10µM NAA 90min 処理し
た際の PIN1 の局在を示す。また、(A,B,C,D) は WT、(E,F,G,H) は van3 変異
体、(I,J,K,L) は van4 変異体を示している。いずれも播種後 4 日目の植物体の
根において観察した。 van3 及び van4 変異体において AUX1, PIN1 の局在位
置に関する異常は検出されなかった。
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図 9. TGN の機能分化及び VAN3 の小胞輸送制御に関するモデル
(a): VAN3 は TGN の一部の集団に局在する。このことは TGN の性質は均一ではなく、
機能的に分化していることを示している。これまでに積み荷の選別は TGN においてな
されると考えられてきたが、それ以前のオルガネラ (例えばゴルジ体等 ) で既に積み荷
の選別が行われている可能性が考えられる。
(b): (a) の * の領域を拡大したイメージ図。GFP-SYP41 により標識される TGN の領域
と VAN3-VENUS により標識される TGN の領域は部分的にしか重なり合わない 。
このことから TGN において VAN3 と SYP41 がそれぞれドメイン状の構造をなしてい
る可能性が考えられる。
(c): 維管束細胞において TGN に加え、 VAN3-VENUS は細胞膜上で極性を持って存在
する。従って VAN3  は細胞膜への極性を持ったエキソサイトーシス (左 ) あるいは
細胞膜から細胞内部への極性をもったエンドサートーシス (右 ) を制御すると考える
ことができる。
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図 11. pVAN4::VAN4-3xmyc 形質転換体を用いた VAN4 の細胞内局在
播種後 4 日目の植物体の根における抗体染色を行った。ゴルジ体のマーカーで
ある ST-GFP(A)、TGN のマーカーである GFP-SYP41(B) とは VAN4-myc 
は共局在しなかった。しかしながら、エンドソームのマーカーである 
ARA6-GFP とは共局在が観察された (D,E,F)。また BFA 処理により、より詳細
な局在解析を行ったところ、ST-GFP とは共局在が観察されなかった (G,H,I) が、
GN-GFP とは部分的な共局在性が観察された (C,J,K,L)。以上の結果から VAN4 
はエンドソームに局在すると考えられる。
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図 12. pVAN4::VAN4-3xmyc 形質転換体を用いた膜の可溶化実験
図 11 と同様の実験を行った。Urea, Na2CO3 により VAN4-3xmyc は可溶化
したことから、 VAN4 は膜表在性のタンパク質であることが分かる。
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葉脈形成には (a) GNOM ARF-GEF を介した、オーキシンの極性輸送という長距離シグナル
伝達により、葉脈全体のパターンが決定される機構及び (b) VAN3 ARF-GAP を介した、
維管束分化誘導因子の局在化による近距離シグナル伝達により、維管束の連続性が構築され
る機構が存在すると考えられる。VAN4 はオーキシンの極性輸送に関与しないことから、 
(b) の機構に関与する可能性が考えられる。

図 13. 葉脈形成に関するモデル図


