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研究成果の概要： 

小胞体は分泌経路の最初のオルガネラであり、高次構造形成に失敗した異常タンパク質を留め、

修復・分解する品質管理機能をもっている。本研究では植物の発生・分化に対する小胞体品質

管理の役割の解明を目指し、シロイヌナズナを用いて GFP 融合タンパク質を用いた小胞体品質

管理解析系を構築するとともに、小胞体品質管理において中心的な役割をはたしている分子シ

ャペロン Hsp70 システムの変異株の解析を行った。 

 
 

交付額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００４年度 21,200,000  0  21,200,000  

２００５年度 21,200,000  0  21,200,000  

２００６年度 21,200,000  0  21,200,000  

２００７年度 17,000,000  0  17,000,000  

２００８年度 15,300,000  0  15,300,000  

総 計 95,900,000  0  95,900,000  
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１．研究開始当初の背景 

小胞体は分泌経路の最初のオルガネラであ
り、分泌経路におけるタンパク質合成の場と
なっている。また、小胞体には合成されたタ
ンパク質の高次構造形成を監視し、高次構造
形成に失敗した異常タンパク質を修復・除去
する品質管理の機能ももっている。小胞体品
質管理の解析は、出芽酵母や動物細胞などを
用いて行われ、この過程に関与する分子装置
の同定も行われていた。シロイヌナズナでも、
ゲノム配列の解析からこのような小胞体品

質管理にあずかる因子のホモログが存在す
ることが示されていた。また、植物細胞にお
いて小胞体由来の様々なコンパートメント
が同定され、これが様々な機能を持つこと
が明らかになってきた。小胞体機能の分化
は貯蔵タンパク質形成などの環境適応に重
要であり、また、小胞体品質管理は植物の
発生・分化の正常な進行に必須であること
が予想されていた。 
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２．研究の目的 

小胞体の Hsp70である BiPは、小胞体品質管
理において中心的な役割をはたしている分
子シャペロンである。本研究では、BiP およ
び BiPとともに小胞体品質管理に機能する因
子に関するシロイヌナズナ変異株の解析と、
植物細胞における小胞体品質管理解析系の
構築によって、小胞体におけるタンパク質の
品質管理機構の観点から、小胞体由来コンパ
ートメントの形成や植物の発生・分化の制御
機構を明らかにしていくことを目的とする。 
 

３．研究の方法 

（1）植物細胞における小胞体品質管理機構
解析の構築：小胞体に蓄積した異常タンパク
質は、小胞体関連分解（ERAD）とよばれる
機構で分解される。出芽酵母の代表的な
ERAD 基質である CPY*は、液胞のカルボキ
シペプチダーゼ Y（CPY）の変異体である。
そこで、シロイヌナズナの CPY ホモログ
AtCPY を元に、CPY*と同様の変異を導入し
たタンパク質 AtCPY*を構築し、その分解機
構の解析を行った。 

 

（2）シロイヌナズナ BiP の機能解析：シロ
イヌナズナにおける BiPの機能解析を、次の
2種類のアプローチで行った。 

①花粉特異的プロモーターを用いた BiP変異
体の発現系を構築、花粉の発芽・伸長に対す
る BiP変異体の発現の影響を解析する。 

②シロイヌナズナは、BiP1、BiP2、BiP3とい
う 3 種類の BiP 遺伝子を持つ。このうちの
BiP1と BiP2は、アミノ酸配列で 99％が同一
であり、植物体全体で発現している。一方
BiP3はやや相同性が低く、小胞体に異常タン
パク質が蓄積した小胞体ストレス下でのみ
発現が誘導される。これら 3つの BiP遺伝子
に関する T-DNA 挿入変異体を構築し、その
表現型の解析を行う。 

 

（3）シロイヌナズナ小胞体 Jタンパク質の同
定と機能解析：小胞体の J タンパク質は BiP

の制御因子として機能する。シロイヌナズナ
の小胞体 J タンパク質を同定するとともに、
その T-DNA 挿入変異体を構築と機能解析に
よって、シロイヌナズナの発生・分化におけ
る役割を明らかにする。 

 

（4）オルガネラ可視化植物の構築：植物オ
ルガネラデータベース構築の一環として、植
物オルガネラを可視化する形質転換植物を
作製する。花粉管を中心として、オルガネラ
形態の写真や、オルガネラ動態のムービーを
作成する。 

 

４．研究成果 

（1）植物細胞における小胞体品質管理機構

解析系の構築： 

 シロイヌナズナ培養細胞を用いた一過的
発現実験によって AtCPY-GFP が液胞まで輸
送されることを示した。次に、CPY*と同様の
変異を AtCPY-GFP に導入して AtCPY*-GFP

を構築し、これをシロイヌナズナ培養細胞で
一過的に発現したところ、小胞体に留まるこ
とが示された。また、AtCPY*-GFP はプロテ
アソームと Cdc48p依存に ERAD で分解され
ることが示された。 

 酵母では、小胞体-ゴルジ体間輸送を阻害す
ると CPY*の ERAD が抑制される。一方、
AtCPY*-GFP のシロイヌナズナ培養細胞にお
ける ERAD は、小胞体-ゴルジ体間輸送を阻
害しても抑制されなかった。これに対して、
酵母細胞における AtCPY*−GFP の ERAD は
小胞体-ゴルジ体間輸送の阻害によって抑制
されることを見いだした。この結果は、小胞
体-ゴルジ体間輸送依存の ERAD は酵母特異
的であることを示している。糖タンパク質の
ERADにはN結合型糖鎖がERADシグナルと
して機能する。しかし、AtCPY*−GFPは N結
合型糖鎖をひとつ持つが、これは AtCPY*−
GFPのERADには必要がないことが示された。 
 今回構築した AtCPY*−GFPは、ユビキチン
-プロテアソーム系で分解される ERAD 基質
として、シロイヌナズナのタンパク質に変異
を導入して作製した初めての例である。今後、
植物体において AtCPY*−GFP をすることで、
小胞体品質管理にあずかる因子の変異株の
解析などが可能となると考えられる。 

 

（2）シロイヌナズナ BiPの機能解析： 

①花粉特的プロモーターの利用 

 出芽酵母では、BiP に関する様々な変異体
が取得されている。その中には、その発現に
よって小胞体膜透過が阻害される優性欠損
変異体や、温度感受性の変異体が含まれる。
これら変異体は、酵母から動植物まで広く保
存されている残基の変異なので、同様の変異
をシロイヌナズナ BiP遺伝子に導入可能であ
る。 

 そこで、酵母変異体の情報を元にして、こ
れに対応する変異を導入したシロイヌナズ
ナ BiP1 変異体を 7 種類作製した。これらを
花粉特異的プロモーターであるトマト
LAT52 プロモーターを用いて発現する形質
転換体を構築した。花粉由来の変異遺伝子伝
達効率の測定の結果、酵母 BiPの優性欠損変
異体に対応する変異体の発現によって花粉
機能が欠損することが示された。また、花粉
伸長アッセイの結果、花粉の機能欠損は花粉
の発芽・伸長における欠損ではなく、花粉管
が雌しべ内を通過する過程の欠損であるこ
とが示された。 

 一方、花粉機能の欠損を引き起こさないこ
とが示された 3種類の BiP1変異体について、



BiP1 プロモーターを用いた発現系を構築し
た。この内のひとつの変異体は、シロイヌナ
ズナ BiP欠損株の致死性を相補した。しかし、
この変異体は 30℃以上での発芽率の顕著な
低下、29℃で栽培した際の不稔といった、温
度感受性の欠損を示すことが明らかとなっ
た。本研究によって、BiP に関するシロイヌ
ナズナの温度感受性変異株を初めて作り出
すことに成功した。この変異株では小胞体品
質管理が特異的に欠損していることが予想
される。今後の、植物の発生・分化における
小胞体品質管理の役割の解明にとって有用
なツールとなることが期待される。 

②BiPに関する T-DNA挿入変異体の解析 

 まず、3 種類の BiP 遺伝子の単独の欠損株
を作製したところ、これらはすべて生育可能
であり、発生・生育における欠損は観察され
なかった。そこで 2重変異株を作製したとこ
ろ、BiP3と BiP1または BiP2との 2重欠損は
目立った欠損を示さなかった。一方、BiP1と
BiP2 をともに欠損する株は得られず、BiP1

と BiP2 はシロイヌナズナの生育において重
複した必須の機能をもつことが示された。 

 詳細な解析の結果、BiP1 と BiP2 をともに
欠損した際の致死性は、雌性配偶体致死とな
るためであることが示された。そして、BiP1

と BiP2 をともに欠損する雌性配偶体の解析
によって、BiP1 と BiP2 の機能は雌性配偶体
形成時の極核融合の核膜に必要であること
が示された。BiP は出芽酵母接合時の核融合
に必要であることが報告されており、この結
果は核膜融合における BiPの機能が種を超え
て保存されていることを示している。 

 BiP1 と BiP2 を欠損した雌性配偶体は、極
核融合のみに特異的な欠損を示すが。雌性配
偶体形成の他の過程や受精過程には欠損を
示さない。しかし、BiP1 と BiP2 を欠損した
雌性配偶体を野生株の花粉で受精して生じ
る種子中では、胚発生が途中で停止する。解
析の結果、これは胚乳中での核分裂の異常に
よるためであることが明らかとなり、極核融
合は胚乳核の分裂制御に必要であることが
明らかとなった。この研究によって、植物の
生殖における極核融合の意義が初めて明ら
かとなった。今後は、極核の融合による胚乳
核の分裂・増殖の制御機構の解析を行ってい
きたい。 

 BiP1と BiP2をともに欠損しても、花粉（雄
性配偶体）は致死とはならない。そこで、BiP1、
BiP2とBiP3の 3重変異体を作製したところ、
3 重変異によって花粉形成過程で花粉致死と
なることが示された。また、GUS遺伝子をレ
ポーターとして用いた解析によって、BiP3は
花粉で発現していることが示された。以上の
結果は、花粉において BiP3 は BiP1 と BiP2

のバックアップとして機能していることを
示し、植物体における BiP3 の機能を明らか

にした最初の例であるといえる。 

 

（3）シロイヌナズナ小胞体 Jタンパク質の同
定と機能解析 

 BiP の制御因子として機能する小胞体の J 

タンパク質に関しては、出芽酵母では、Sec63p、
Jem1p、Scj1pという 3種類が存在し、Sec63p

はタンパク質の小胞体膜透過、Jem1pと Scj1p

は小胞体品質管理という、BiP の機能する異
なる過程に機能する。また、Jem1p は酵母接
合時の核融合においても機能する。これらの
酵母小胞体 J タンパク質のシロイヌナズナホ
モログの検索の結果、2種類の Sec63pホモロ
グ（AtERdj2A と AtERdj2B）、2 種類の Scj1p

ホモログ（AtERdj3Aと AtERdj3B）と、Jem1p
ホモログを 1 つ（AtP58

IPK）同定し、これら
がすべてシロイヌナズナ小胞体に局在する
ことを示した。この結果は、シロイヌナズナ
には出芽酵母と同様のセットのHsp70システ
ムが存在することを示している。 

 同定したシロイヌナズナ小胞体 J タンパク
質に関する変異株を作製したところ、
AtERdj2A の欠損は致死となることが示され
た。そして、AtERdj2A の欠損によって花粉
機能（花粉の発芽・花粉管伸長）の異常が生
じることが示された。一方、そのほかの小胞
体 J タンパク質に関する単独の欠損株は致死
とはならなかった。 

 単独の欠損株の中で致死とはならなかっ
たもののうち、AtERdj3Bの変異株では、29℃
での稔性の顕著な低下が観察され、温度感受
性不稔となることが示された。そして変異株
の花器官の解析によって、これは雄しべ柱頭
への花粉接着能の低下によることが示され
た。 

 小胞体 Jタンパク質に関する 2重変異株の
解析によって、極核融合過程において、BiP

の制御因子として機能する J タンパク質の同
定を試みた。この結果、AtERdj3Aと AtP58

IPK

の 2重欠損株の雌性配偶体は極核融合に欠損
を示すことが明らかとなり、これら 2 つの J

タンパク質が BiPとともに極核の核膜融合に
機能していることが明らかとなった。この結
果、植物においても BiPが小胞体 Jタンパク
質とともに核膜融合に機能していることが
初めて明らかとなった。酵母では、BiP は小
胞体 J タンパク質を使い分けることで、核外
膜と核内膜という異なる膜の融合に機能し
ていることが示されている。今後、他の小胞
体 J タンパク質についても極核融合への関与
を調べ、極核融合においても BiP が小胞体 J

タンパク質を使い分けることで複数の過程
に機能しているのかを明らかにしていく。 

 

（4）オルガネラ可視化植物の構築：LAT52

プロモーターによって、小胞体、ゴルジ体、
エンドソーム、液胞、ミトコンドリア、葉緑



体の各オルガネラ局在型 GFP を発現する形
質転換植物を作製した。これら形質転換植物
の花粉を用いて in vitroで花粉伸長を行い、各
オルガネラの形態の写真を撮影するととも
に、タイムラプス観察によってオルガネラの
動きをムービーとして作成した。このうちの
小胞体、ミトコンドリア、葉緑体の写真とム
ービーについて、特定領域で作成した Plant 

Organelles Databaseに登録した。 
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