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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナapem (aberrant peroxisome morphology) 変異体の解析を進め、ペル
オキシソームタンパク質輸送やペルオキシソーム膜脂質に関する分子機構を明らかにした。シロイヌナズナのペ
ルオキシソーム関連因子をコードする遺伝子が、ゼニゴケやギンリョウソウに存在することを明らかにした。タ
ンパク質輸送については、陸上植物で使用されているPTS (Peroxisome targeting signal) 1とPTS2輸送系が、
ゼニゴケにも存在することが明らかとなり、植物の陸上化の初期に獲得されていたことが示された。

研究成果の概要（英文）：To better understand molecular mechanism(s) on diversity and adaptation of 
plant peroxisomes, we searched for peroxisomal genes in Marchantia polymorpha genome, which were 
homologous to Arabidopsis peroxisomal genes. The results using Marchantia polymorpha showed that PTS
 (Peroxisome Targeting Signal) 1 and PTS2 pathways, which were used in vascular land plants, were 
present in Marchantia polymorpha, indicating that these pathways were acquired at the earlier 
evolutionary history for land plants. In addition, we identified some Arabidopsis APEM (Aberrant 
PEroxisome Morphology) genes, whose defects affected peroxisome biogenesis including protein 
transport, and characterized their gene-products. 
As a research tool, we generated various Gateway technology-compatible destination vectors that were
 dedicated for Marchantia polymorpha research. These vectors are provided to researchers at home and
 abroad free of cost.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： ペルオキシソーム　多様性　シロイヌナズナ　apem変異体　タンパク質輸送　ゼニゴケ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ペルオキシソーム形成や機能発現の制御機構の解析は、これまでシロイヌナズナを中心に進められてきたが、こ
のシロイヌナズナの知見が植物に共通なものなのかは明らかにされていなかった。本研究成果から、ペルオキシ
ソームタンパク質の輸送機構については共通性が高いこと、進化の過程で遺伝子重複により機能の多様性を獲得
していったことが明らかとなった。ペルオキシソームは、植物のみならず動物や酵母の細胞においても必須のオ
ルガネラであることから、本研究成果は、真核生物におけるペルオキシソーム形成や機能発現の共通原理の理解
における知見として意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ペルオキシソームは、酵母や動物、植物など真核細胞に存在するオルガネラで、脂肪酸代謝や

活性酸素の除去といった共通の機能をもつ。それら共通の機能に加え、酵母ではアルコール発酵、
動物では胆汁酸の生合成、植物では光呼吸など生物種に特化した機能が存在する。また、形成機
構においても共通性と多様性があり、例えば、ペルオキシソームへのタンパク質輸送では、共通
の Peroxin (PEX) タンパク質が関与しているものの、その使われ方は生物種によって異なって
いることが明らかとなっていた。申請者は、ペルオキシソームの形態や大きさ、数、細胞内分布、
タンパク質輸送に異常を示すシロイヌナズナ apem (aberrant peroxisome morphology) 変異体
を多数単離して、ペルオキシソーム形成機構の解析を進めてきた。これまでに、APEM1、APEM2、
APEM3、APEM4、APEM9、APEM10 遺伝子の同定とそれら遺伝子産物の機能について明らかにしてい
る。また、基部陸上植物として位置づけられている、ゼニゴケのゲノム解読が終了し、加えて、
次世代シークエンス技術の発展により、非モデル植物のペルオキシソーム遺伝子にもアプロー
チできるようになったことから、シロイヌナズナやゼニゴケといったモデル植物から得られた
知見が、他の植物にも当てはまるのか、あるいは特異性があるのかを解析できるようになった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、シロイヌナズナ apem 変異体の解析を進め、ペルオキシソームの新たな制御機構を

解明するとともに、ゼニゴケのバイオインフォマティクス解析から得られたシロイヌナズナの
ペルオキシソーム因子のホモログを同定し、それらの機能解析から共通性あるいは特異性を明
らかにすることを計画した。 
また、非モデル植物として、シロイヌナズナとは異なる生活様式をもつツツジ科の菌従属栄養

植物のギンリョウソウとハマウツボ科のオロバンキにおける、ペルオキシソーム因子の同定を
行い、植物ペルオキシソームの適応性についても検証する計画を立てた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) APEM7 遺伝子がコードするタンパク質はユビキチン結合活性をもつタンパク質と相同性を
示すことが明らかとなったため、ユビキチン結合能を in vitro ubiquitination アッセイによ
り検討した。 
 
(2) APEM7、APEM8 遺伝子がコードするタンパク質の機能解析を行うため、特異抗体を作製する
とともに、APEM7 とペルオキシソーム機能との関係を明らかにするために、ショ糖要求性、4-(2 
4-dichlorophenoxy)butyric acid 耐性との検討を行った。 
 
(3) APEM7プロモーターの下流にGUS遺伝子をつないだ融合遺伝子を導入したシロイヌナズナを
用いて、APEM7 遺伝子発現の解析を行った。 
 
(4) apem6 変異体は機能未知のタンパク質をコードしているが、3次元モデル予測から、脂質結
合タンパク質と相同性があることが示されたので、脂質結合能の検討を行った。 
 
(5) 細胞内局在をを明らかにするために、APEM6、APEM7 と GFP との融合遺伝子を作製し、パー
ティクルガンあるいは Agro-infiltration 法により、タマネギの表皮細胞あるいはタバコの細
胞で一過的に発現させた。また、APEM7 抗体を用いた免疫電子顕微鏡観察による、超微細観察を
行った。 
 
(6) ゼニゴケにおけるペルオキシソームタンパク質輸送系の知見を得るために、PTS1 あるいは
PTS2 を付加した蛍光タンパク質を導入した。また、ゼニゴケの形質転換系を構築するための
Gateway 技術による Destination vector を開発した。 
 
(7) バイオインフォマティクスにより明らかにしたゼニゴケのペルオキシソーム遺伝子のいく
つかを Crispr/Cas9 法によるゲノム編集に破壊し、その影響を検討した。 
 
(8) ギンリョウソウとオロバンキの RNA-seq 解析を行い、両植物におけるペルオキシソーム遺
伝子の同定と解析を試みた。 
 
 



４．研究成果 
(1) APEM7 遺伝子は、酵母 Peroxin 4 (PEX4)と相同性を示すタンパク質をコードしている。酵母
の PEX4 は Ubiquitin-conjugating (UBC) enzyme として機能することが報告されているが、多
細胞生物での PEX4 ホモログの同定、およびそれらの UBC 活性は報告されていない。そこで、ウ
サギ網状赤血球ライセートを用いた無細胞翻訳系による検出を行ったところ、非還元条件下で
は PEX4 の大きさに相当する約 17 kD のタンパク質に加え、ユビキチン１分子に相当する大きさ
の約 27 kD のタンパク質が検出された。この 27 kD のタンパク質は還元条件下で消失し、17 kD
タンパク質の量が増加することが明らかとなった。また、ユビキチンが結合すると想定されたシ
ステインをアラニンに置換した場合には、非還元条件下でも 27 kD タンパク質は検出されない
ことから、PEX4 がユビキチンを結合する活性を有していることが明らかとなった。 
 
(2) APEM7/PEX4 および APEM8 の部分長を大腸菌で発現させて抗原とし、ウサギを免疫して特異
抗体を作製した。両抗体とも推定分子量に相当する大きさのポリペプチドを認識した。PEX4 抗
体は、野生型では非還元条件下は 17 kD と 27 kD のポリペプチド、還元条件下では 17 kD のポ
リペプチドのみを認識したが、apem7 変異体では還元条件下においても一部の 27 kD のポリペプ
チド検出されたことから、apem7 変異体では還元剤の影響を受けないアミノ酸にユビキチンが結
合するという異常なユビキチン化が起こっていると考えられた。 
 また、apem7 のショ糖要求性と 4-(2 4-dichlorophenoxy)butyric acid (2,4-DB) 耐性を調べ
るために、ショ糖を含まない培地と 2,4-DB を含む培地での発芽試験を行ったところ、野生型に
比べるとショ糖を含まない培地での発芽は著しく低下し、2,4-DB 培地においては少し耐性を示
したことから、脂肪酸β酸化系が apem7 において低下していることが明らかとなった 
 
(3) apem7 の発現時期や発現組織を明らかにするために、PEX4 プロモーター下で GUS を発現す
る形質転換シロイヌナズナを作製し、GUS 染色実験を行った。PEX4 遺伝子は、葉や花弁の維管
束、雌しべの柱頭で発現するほか、老化が始まった古い葉で発現が高いことが明らかとなった。 
 
(4) APEM6 は、一次アミノ酸配列からは相同性のあるタンパク質の情報が得られない機能未知の
新規タンパク質をコードしているが、三次元構造の予測モデルから脂質結合能をもつタンパク
質と相同性の部位を持つことがあきらかとなった。そこで、種々の脂質がブロットされたメンブ
レンを用いた結合解析を行ったところ、実際に脂質結合活性をもつことが明らかとなった。 
 
(5) APEM6 あるいは APEM7/PEX4 と GFP との融合遺伝子を用いて一過的な発現実験を行ったとこ
ろ、APEM6 はペルオキシソームだけなくミトコンドリアや葉緑体、小胞体といった複数のオルガ
ネラに局在することが明らかとなった。APEM7/PEX4 はペルオキシソームに局在することが明ら
かとなった。また、作製した PEX4 抗体を用いた免疫電子顕微観察から、APEM7/PEX4 はペルオキ
シソームの膜に存在することが示された。 
 
(6) PTS2-Citrine-PTS1 と mRFP-PTS1 を同時に発現する形質転換ゼニゴケを作製したところ、両
蛍光がドット状の構造として観察された。免疫電子顕微鏡観察から、このドット状の構造がペル
オキシソームであることが明らかとなり、ゼニゴケに PTS1 輸送系と PTS2 輸送系が存在するこ
とが明らかとなった。 
 また、形質転換ゼニゴケの作製を簡便に行うために、40 個の R4pMpGWB ベクターと 32 個の
R4L1pMpGWBベクターを開発した。これらはGateway技術を用いたDestinationベクターであり、
R4pMpGWB シリーズは、任意のプロモーター下で任意の遺伝子とタグ／マーカー遺伝子との融合
遺伝子の作製、R4L1pMpGWB シリーズは任意のプロモーター下でのタグ／マーカー遺伝子の発現
用融合遺伝子を容易に作製できる。既に、国内・国外からの研究者の要望に応じて配布を進めて
いる。 
 
(7) バイオインフォマティクス解析により、同定したゼニゴケゲノムにおけるペルオキシソー
ム関連遺伝子のうち、まず５つについて Crispr/Cas9 法によるゲノム編集を行い、遺伝子破壊を
試みたところ、１つ (ATG2) を除いて遺伝子破壊株は得られなかった。ATG2 の破壊株は、シロ
イヌナズナの agt2 変異体で観察される著しい早老性を示した。 
 
(8) 既に行っていたギンリョウソウとオロバンキの RNA-seq 解析を進め、ギンリョウソウでは
タンパク質輸送や増殖などの形成に関わる遺伝子や脂肪酸代謝などの遺伝子は発現しているも
のの、光呼吸に関連する遺伝子は発現していないことが明らかとなった。オロバンキについては、
現在 GO解析等を進めている。 
 



以上のように、当初計画していたシロイヌナズナを用いたペルオキシソームの新規制御機構に
ついて、ユビキチン系を介したタンパク質輸送、オルガネラ間の膜脂質のリモデリングなどの知
見を得ることができ、現在論文を執筆中である。APEM8 については、今後詳細な解析を進めて行
く。他にも原因遺伝子が未同定な apem 変異体があるため、順次、原因遺伝子を明らかにしてい
きたい。 
 このシロイヌナズナで明らかにされたペルオキシソームの機能発現や形成機構については、
少なくともタンパク質輸送についてはゼニゴケにおいても保存されていることが明らかとなり、
進化過程におけるゼニゴケの位置づけを考えると、陸上化の初期の過程で既にペルオキシソー
ムへのタンパク質輸送系が獲得されていたことが示された。今後は分裂や増殖の仕組みについ
ても解析していく予定である。Crispr/Cas9 法による遺伝子破壊実験は、一部の遺伝子の破壊株
しか得られなかったが、これはゼニゴケの葉状体がハプロイドであり、細胞におけるペルオキシ
ソーム機能の重要性を考えると、遺伝子破壊された株が致死になってしまっている可能性があ
る。今後は RNAi 等の機能抑制株による解析を進めて行く必要がある。 
次世代シークエンサーの発達により非モデル植物における解析も可能となったことから、菌

従属植物のギンリョウソウと絶対寄生植物のオロバンキという生存戦略が、シロイヌナズナや
ゼニゴケと全く異なる植物におけるペルオキシソーム機能の解析を試みた。菌従属性の獲得に
より光合成を欠失したギンリョウソウでは、ペルオキシソーム機能のうち光呼吸という光合成
機能を支える代謝系の遺伝子発現が見られず、植物の生活様式に対応したペルオキシソーム機
能の存在が明らかとなった。今後はオロバンキの詳細な解析を進めて、論文としてまとめて行く
予定である。 
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