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研究成果の概要： 

高圧凍結技法と免疫電顕法を組み合わせ、液胞の由来やその形成機構を明らかにすることを目

的とした。液胞膜タンパク質 PPase は分化している細胞内で、ゴルジ体由来の小胞、その小胞

のクラスター、リング状の構造体、液胞膜に局在することが明らかとなり、分化の終わった細

胞ではゴルジ体と液胞膜のみに存在することがわかった。さらに、PPase 変異体、オートファ

ジー機能欠損株を用いた電顕解析により、PPase が存在するリング構造は形態形成に必須ある

ことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

液胞は、植物細胞の体積の90％を占め、

タンパク質の貯蔵や分解だけでなく、細

胞の伸長などの形態形成に重要な働き

を担っている。電子顕微鏡による形態観

察により、液胞は、ゴルジ体や小胞体の

一部が分化して形成されると言われて

いるが、その形成機構は未だ明らかにな

っていない。 

 

２．研究の目的 

高圧凍結技法と免疫電顕法を組み合わせる



ことで、この新奇リング状構造体の解析を通

して、液胞の由来やその形成機構を明らかに

することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

シロイヌナズナまたはタバコ培養細胞を材

料として、高圧凍結技法によりサンプルを調

製し、Vacuolar H+-PPaseや各オルガネラに対

する抗体を用いて、ImmunoGold法により液胞

の存在しない細胞から存在する細胞への形

態的変化を詳細に追った。さらに、GFP等の

蛍光タンパク質を結合させた液胞膜タンパ

ク質や膜系オルガネラタンパク質の蛍光を

時系的に追うことにより液胞の由来および

その形成機構を解析した。また液胞膜に存在

する既知のタンパク質またはオートファジ

ー関連タンパク質の遺伝子欠損株を用いて

解析を行った。 

 

４．研究成果 

液胞形成過程を詳細に追うためには、膜構造

が保存され、かつ、高い抗原性を残して固

定・包埋することが重要である。そこで、高

圧凍結装置および凍結置換装置を用いてシ

ロイヌナズナ根端を固定・置換する際、オス

ミウムやグルタルアルデヒド等の固定液の

濃度および固定時間等の条件を検討し、良好

な条件を決定した。さらに、液胞が存在しな

い細胞から存在する細胞へ分化している細

胞の位置を決定し、抗Vacuolar H+-PPaseウサ

ギ抗体による免疫電顕により、分化している

細胞中のリング状の構造体、その前駆体、液

胞の形を把握した。免疫 2重染色を行うため

に、Vacuolar H+-PPaseの合成ペプチドを用い

て、ラットおよびマウス抗体を作製した。抗

Vacuolar H+-PPase (以下、PPase)ウサギ抗体

による免疫電顕により、PPaseは分化してい

る細胞内で、ゴルジ体由来の小胞、その小胞

のクラスター、リング状の構造体、そして、

液胞膜に局在することが明らかとなり、分化

の終わった細胞ではゴルジ体と液胞膜のみ

に存在することがわかった。また、PPaseラ

ット抗体を用いて、他の液胞膜タンパク質と

免疫２重染色を行なった結果、それぞれ異な

る小さな液胞に局在する場合があることが

わかった。さらに、PPase変異体の電顕観察

を行い、リング構造がないことを確認し、オ

ートファジー機能欠損株を用いた免疫電顕

解析により、PPaseが存在するリング構造は

オートファジー機構とは独立した分解機構

であることを明らかにした。以上、PPaseの

細胞内局在を明らかにし、PPaseが存在する

リング構造が液胞形成に重要な働きを担っ

ていることを明らかにした。本研究結果は、

第 50回日本植物生理学会および第 65回日本

顕微鏡学会で発表した。 
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