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研究成果の概要（和文）： 

本研究では植物の生存戦略として重要な細胞内分解システム、オートファジー、による葉緑
体タンパク質の分解のメカニズムや生理的意義について解析した。そして、（１）葉緑体ストロ
マタンパク質を含む小胞 RCB の形成がオートファジーに依存したものであること、（２）RCB

形成は葉の炭水化物の飢餓と密接に関わっていること、（３）オートファジーはサリチル酸シグ
ナリングの減衰や活性酸素種の消去を介して葉の老化を負に制御していること、を明らかにし
た。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We studied mechanisms and physiological functions of a degradation of chloroplast proteins by 

autophagy as a strategy of plant survival. It was revealed that (i) the production of RCBs which 

contain stromal proteins of chloroplasts is dependent on autophagy; (ii) the RCB production is 

closely related to leaf carbon status; (iii) autophagy negatively regulates leaf senescence by 

controlling salicylic acid signaling and the production of reactive oxygen species.  
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１．研究開始当初の背景 

 

動物とは異なり、植物は大地に根を張り光
合成による独立栄養を営む。よって植物の生
長は、自らがおかれた環境に強く支配されて
いる。そのため植物は様々な環境に適応・応
答する術を発達させてきた。その中でも、本
研究で特に対象とするのは、栄養や光が制限
される環境下での生存に重要な「細胞内タン

パク質の分解と窒素・炭素のリサイクル」の
分子機構である。植物の葉では、全窒素の約
80%もが葉緑体に分配され、タンパク質とし
て主に光合成を担っている。中でも光合成の
律速因子の 1つである CO2固定酵素、Rubisco

は単一タンパク質として全窒素の約 30％を
占めるなど、そこには植物におけるエネルギ
ーの獲得と栄養素利用の特異性が見て取れ
る。葉の自然老化（aging）、あるいは窒素飢
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餓や光合成が行えない暗条件で誘導される
老化時には、細胞内タンパク質の大部分を占
める葉緑体タンパク質が盛んに分解され、窒
素や炭素が再利用されることで、細胞機能や
個体生長の恒常性が維持される。 

 また葉緑体では光合成電子伝達反応が進
行する際、生体にとって強い毒性を持つ活性
酸素種（ROS）が不可避的に発生する。さら
に集光色素であるクロロフィルはそれ自体
が強力な光感光剤であり、結合タンパク質か
ら遊離した状態で光を受けると ROS を発生
し、生体高分子の損傷や細胞死を引き起こす。
よって葉緑体構成成分の秩序ある代謝は、栄
養素リサイクルにとどまらず、個体の生存に
とって極めて重要な意味を持つ。 

  

２．研究の目的 

 

研究代表者と研究分担者らの先行研究に
より、葉緑体の一部分が本体から切り離され、
内 容 タ ン パ ク 質 が 小 胞 RCB

（Rubisco-containing body）として、オートフ
ァジーの機構により液胞に輸送される経路
（RCB 経路）の存在が示唆された。オートフ
ァジーは出芽酵母の栄養飢餓時に誘導され
る、細胞内のバルクなタンパク質分解を担う
経路であり、近年、動物や植物においても盛
んに研究が展開されている。植物ではモデル
植物シロイヌナズナを材料に、オートファジ
ーに必須な遺伝子群 ATGs のホモログの同定、
オートファジー欠損（atg）変異体の単離、蛍
光タンパク質をレポーターに用いたオート
ファジーの in vivoでの可視化系の構築等が進
み、植物においても酵母と同様なオートファ
ジーのシステムが機能していることが分子
レベルで明らかにされた。さらに atg 変異体
の表現型として栄養十分の条件であっても
葉の早期老化や細胞死の助長が観察される
ことから、オートファジーが葉緑体成分の恒
常的な代謝に重要な機能を果たしているこ
とが示唆されていた。 

オートファジーでは生物種を問わず、ミト
コンドリアやペルオキシゾームなどのオル
ガネラは「丸ごと」分解されると理解されて
いる。植物固有のオルガネラである光合成を
行う葉緑体が、オートファジー/RCBにより、
本体は維持されつつ内容物の効率的なバル
ク分解、リサイクルがなされる、という機構
は、植物の生存や柔軟な環境応答性を支える
重要な基盤となっている可能性が極めて高
いと考えられた。そこで、本研究ではこれま
での研究をさらに発展させ、植物オートファ
ジー及び RCB 経路のメカニズムや生理的意
義について分子レベルで明らかにしていく
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

上記の目的を達成するため、本研究では主に
以下の 3 項目について解析を進めた。 

 

（1）RCB 形成不能変異体の単離 

RCB が、液胞の分解活性を抑制する阻害剤、
コンカナマイシン A の存在下でも液胞に蓄
積しない変異体の単離を検討した。葉緑体移
行 GFP を発現する形質転換体の種子を EMS

で処理し、化学的突然変異を誘起させた。次
世代（M2）の種子を MS 培地下、暗所で 5

日間置いて得られる芽生えの胚軸を材料と
し、RCB の可視化が出来るか検討した。 

 

（2）RCB 形成要因の解析 

 これまでに構築された葉緑体移行 GFP な
らびにオートファジーマーカーGFP-ATG8 を
発現する形質転換体を材料に、様々な環境や
栄養の条件が RCB ならびにオートファゴソ
ームの形成に及ぼす影響について定量解析
した。 

 

（3）オートファジー不能（atg）植物におい
て老化や細胞死が促進される要因の解析 

atg 変異体において早期老化、細胞死が誘
導される要因について解析するため、変異体
と野生体における植物ホルモンや ROS の蓄
積度合いの比較、老化や細胞死関連遺伝子の
発現解析を行った。さらに atg 変異体と各種
植物ホルモンの合成系やシグナリング系遺
伝子の変異体や、葉の老化（クロロフィル分
解）の進行が遅延する stay-green 変異体を交
配し多重変異体を得て、それらの表現型につ
いて精査した。                        

 

 

４．研究成果 

 

（1）RCB 形成不能変異体の単離 

暗所で 5 日間育てた芽生えを、シュクロー
スを含まない MS 培地にコンカナマイシン A

を加え暗所で 2 日間置くと、胚軸の細胞にお
いても RCB が形成されることがわかった。
また蛍光顕微鏡下でスクリーニングされた
変異体を明所に戻し、植物体の再生・次世代
種子の獲得ができる条件についても検討し、
RCB に関わる変異体の効率的な選抜が十分
に可能であることを確認した。EMS 変異処理
をした M2 植物、約 6000個体から蛍光顕微鏡
下のスクリーニングにより RCB 形成不能と
なる変異体を 5 個体単離した。そのうちの 3

個体（rcb1, 2, 3）について原因遺伝子の同定
を試みた。rcb1 については ATG7、rcb3 には
ATG10 にそれぞれ点変異が確認され、RCBが
オートファジーに依存した構造体であるこ
とが正遺伝学的にも証明された。rcb2に関し
てはシロイヌナズナにシングルコピーで存



 

 

在する ATG 遺伝子群には変異は見つからな
かった。 

 

（2）RCB 形成要因の解析 

RCB 形成に及ぼす栄養（窒素、炭水化物）
や環境（光）の要因について解析し、RCB 形
成が炭水化物の飢餓と密接に関わっている
ことを明らかにした。また様々な条件下で、
葉緑体ストロマを含有する RCB と葉緑体以
外の細胞質成分を含有するオートファゴソ
ームの形成は必ずしも一致しているわけで
はなく、植物オートファジーにも基質選択性
が存在する可能性が示唆された。 

 

（3）オートファジー不能（atg）植物の老化
促進表現型について 

オートファジー不能植物の老化促進表現
型が過剰なサリチル酸シグナリングによる
ものであることを明らかにした。また、その
サリチル酸シグナルによってオートファジ
ーが誘導されることも見出し、オートファジ
ーによるサリチル酸シグナリングのネガテ
ィブフィードバック機構の存在を明らかに
した。 

さらにオートファジー不能植物では活性
酸素種（ROS）が高蓄積していることを見出
した。これは通常の生育条件下で老化ととも
に ROS の蓄積が観察され、サリチル酸量を低
下させたオートファジー不能植物でもまだ
なお蓄積が観察された。したがって、オート
ファジー不能植物では ROS の発生源を分解
できないために老化が進行してしまうので
はないかという可能性が考えられた。 

クロロフィル代謝中間体の過剰蓄積がオ
ートファジー不能植物の老化促進表現型に
影響を及ぼしているかを調べるため、クロロ
フィル分解が起こりにくい変異体とオート
ファジー不能植物との二重変異体を作製す
べく、掛け合わせを行った。今後、葉の老化
におけるオートファジーの機能を解析して
いく上で有用な材料を得た。 
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