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研究成果の概要（和文）：植物ペルオキシソーム形成機構を明らかにするために、ペルオキシソ

ームの数が減少するシロイヌナズナの apem1、apem3 変異体の機能解析を中心に研究を進めた。

ペルオキシソーム形成過程において APEM3 は APEM1 よりも早い段階で機能すること、APEM3 は

様々な部位で発現していることが明らかとなった。また、apem9 の解析より植物特異的な APEM9

の機能を明らかするとともに、apem5、apem6 についても解析を進めた。 

 

研究成果の概要（英文）：We have studied the molecular mechanism of peroxisome biogenesis 

in plants using Arabidopsis apem mutants, especially, apem1 and apem3. From our analyses, 
it is revealed that APEM3 acts earlier than APEM1 in the process of peroxisome biogenesis, 

and that APEM3 expresses in various tissues. In addition, we identified the function of 
APEM9 that is a plant-specific factor, and examined apem5 and apem6. 
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１．研究開始当初の背景 

 高等植物におけるペルオキシソームの機

能や形成の研究では、-酸化系や光呼吸とい

ったペルオキシソーム機能に基づいたスク

リーニングにより単離された変異体を用い

るか、酵母や動物のペルオキシソーム遺伝子

の情報を元にした逆遺伝学的なアプローチ

が行われていた。我々は、ペルオキシソーム

が GFP で可視化された形質転換シロイヌナズ

ナ (GFP-PTS1) を親株として変異処理を行

い、GFP の蛍光を指標にペルオキシソームの

形態、大きさ、数、細胞内分布、タンパク質

輸送の異常を示すペルオキシソーム形成変

異 体  (apem : aberrant peroxisome 
morphology) を多数単離して解析を進め、

APEM1、APEM2、APEM4 遺伝子の機能について

明らかにしていた。 

 ペルオキシソーム形成遺伝子の T-DNA 挿入

株の多くは胚発生致死あるいは表現型が出

ない状況にあった。また、RNAi による解析も

行われていたが、これも動物細胞や酵母から

の情報を基に相同性のある遺伝子を解析し
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ている状況にあった。本研究では、可視化し

たペルオキシソーム変異体から解析を加え

るという点で、これまでとはスクリーニング

法も解析方法も性質を異にしており、ゲノム

情報からは推測できない因子も同定できる

と期待できた。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、種々の apem 変異体の解析から

ペルオキシソーム形成に関わる因子群を同

定し、それらの調節機構を明らかにすること

により、分子レベルにおけるペルオキシソー

ム形成の制御機構を明らかにすることを目

的とした。単離した apem 変異体のうち、ペ

ルオキシソームが長くなる apem1、ペルオキ

シソームが巨大化する apem3 と apem6、細胞

内のペルオキシソーム分布が異常になる

apem5 変異体を主な材料として、ペルオキシ

ソーム形成の中でも分裂、増殖に焦点を絞っ

て研究を進めると共に、他の apem 変異体に

関しても原因遺伝子の同定を行う計画をた

てた。 

 また、異なる蛍光タンパク質を用いた複数

のオルガネラの同時多重染色、Bimolecular 

complementation による in vivo でのペルオ

キシソームタンパク質群の相互作用の検出

など、イメージング技術の応用も図る予定で

あった。 

 

３．研究の方法 

(1) apem変異体におけるオルガネラの超微細

構造を明らかにするために、電子顕微鏡観察

やオルガネラ特異色素を用いた染色、各オル

ガネラが可視化された形質転換シロイヌナ

ズナと掛け合わせを行った。 

 

(2) apem1apem6、apem3apem6 二重変異体を作

製 す る と と も に 、 先 行 し て 作 製 し た

apem1apem3 二重変異体の解析を行った。 

 

(3) APEM3 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、APEM3 遺伝子発現の解析を

行った。 

 

(4) ヌクレオチド輸送体と相同性がある

APEM3 の輸送活性測定のため、大腸菌 C43 株

を用いて細胞膜に APEM3タンパク質を局在化

させ、放射性標識したヌクレオチドの取り込

み実験を行った。また、APEM3 と相同性のあ

るタンパク質をコードする遺伝子を欠損さ

せた酵母における相補性実験を行った。 

 

(5) APEM5、APEM6 と GFP との融合遺伝子を植

物細胞で発現させ、各 APEM タンパク質の細

胞内局在性を検討した。 

 

(6) apem6 変異体は優性変異を示す。APEM6

タンパク質が欠損した場合の影響を検討す

るために、APEM6 遺伝子に T-DNA が挿入され

たシロイヌナズナにおけるペルオキシソー

ムの可視化を試みた。 

 

(7) apem5 変異の結果、他のどのような遺伝

子発現に影響を与えるか、マイクロアレイ解

析を行った。 

 

(8) 他の apem 変異体同士を掛け合わせて

allelism 解析を行い、異なる apem 変異体に

関して原因遺伝子の同定を進めた。 

 
４．研究成果 

(1) APEM3 遺伝子はペルオキシソーム膜に局

在する PMP38 をコードしている。PMP38 プロ

モーターと GUSとの融合遺伝子を発現させた

形質転換シロイヌナズナの解析から、PMP38
遺伝子は様々な組織やステージで発現して

おり、特に花器官で顕著であることを明らか

にした。この PMP38 遺伝子の発現時期や発現

部位は、apem3 変異体で巨大なペルオキシソ

ームが観察される時期や部位と一致してお

り、緑葉では表皮細胞では顕著であるが葉肉

細胞では表現型を示さないこと、電子顕微鏡

観察から巨大化したペルオキシソームの電

子密度は野生型に比べ低くなっていること

明らかとなった。 

 

(2) PMP38 はミトコンドリアキャリアーファ

ミ リ ー  (MCF) の サ ブグ ル ー プ で あ る

ATP/ADP 輸送体であると考えられたため、

PMP38 と相同性を示す酵母の ScAnt1p 欠損株

における相補性実験を行ったところ、

ScAnt1p 欠損を相補できなかった。また、大

腸菌の原形質膜に PMP38 を発現させ、ATP、

ADP、GTP の取り込み実験を行ったが、これら

3 種類のヌクレオチドの輸送活性を検出する

ことはできなかった。本研究部門において、

プロテオーム解析から MCFに属する別のペル

オキシソーム局在型 ATP/ADP 輸送体遺伝子が

2 種類同定された (PNC1, PNC2)。それらは

ATP/ADP 輸送活性を示し、また、それらの欠

損変異体は apem3変異体と異なり著しい成長

抑制を示す。このことから APEM3/PMP38 は、

PNC1、PNC2 とは異なる機能をもつことが予想

された。 

 



 

 

(3) apem1 および apem3 変異体は、共にペル

オキシソームの数が減少するものの形態は

異なっており、apem1 のペルオキシソームは

長いが apem3 では球状となる。apem1apem3 二

重変異体では、apem3 変異体で見られる球状

のペルオキシソームが優先的に観察される

ものの、根の differential zone では apem1
様の長いペルオキシソームが観察された。こ

れらの結果は、細胞のステージや組織に応じ

たペルオキシソームの分裂機構が存在する

ことを示している。また、apem1apem6、
apem3apem6 二重変異体も単離することに成

功したが、それらの解析は本研究期間内に行

うことはできなかった。 

 

(4) BiFC 法による APEM1、APEM38 のタンパク

質の相互作用について検討したところ、

APEM1、APEM3 共にホモオリゴマーを形成する

ものの、お互いは相互作用しないことが明ら

かとなった。 

 

(5) 他のペルオキシソーム形成因子である

FIS1A の T-DNA 挿入株と apem1 および apem3
変異体と掛け合わせを行い、二重変異体の作

出を行った。また、apem3 変異体の巨大なペ

ルオキシソームには DRP3A が相互作用できる

か検討するために、DRP3A-GFP を DRP3A プロ

モーター下で制御した形質転換体と掛け合

わせを行ったところ、ドット状の GFP 蛍光が

巨大化したペルオキシソーム上で観察され

たことから、APEM1/DRP3A は巨大化したペル

オキシソームに導入されること、および、

APEM3/PMP38 とは異なる段階で機能すること

が明らかとなった。 

 

(6) APEM5 プロモーター下で APEM5 と GFP と

の融合遺伝子を発現する形質転換植物を作

製した。GFP の蛍光観察を行ったところ、繊

維状の構造が観察された。 

 

(7) APEM6 遺伝子に T-DNA が挿入された植物

体におけるペルオキシソームの動態を観察

したが、野生型と顕著な違いを観察できなか

った。APEM6 と類似の機能をもつホモログが

他にもあることから、今後はそれらも同時に

欠損させた植物体を用いて解析していく必

要がある。 

 

(8) apem5 変異体における遺伝子発現パター

ンを網羅的に調べるため、マイクロアレイ解

析を行った。 

 

(9) 別の変異体である apem9 について解析を

進めた。APEM9 がこれまでに報告されている

PEROXIN (PEX) とはほとんどアミノ酸配列の

相同性をもたない植物特異的な PEROXIN であ

ること、その機能は PEX1-PEX6 複合体をペル

オキシソーム膜に繋ぎ止めることを明らか

にした。また、APEM9 の欠損は生殖機構にも

影響を与えることが分かった。 

 

以上のように、当初計画していた apem 変異

体のうち、特に apem1、apem3 変異体につい

て研究成果を出すことができた。apem5、
apem6 変異体については、今後、分子レベル

での解析を進めて行く予定である。 

 APEM9 という動物や酵母の分子とは全く相

同性のない植物特異的な因子の同定と機能

を明らかにすることができ、ペルオキシソー

ムを可視化させた変異体を扱うという本研

究の特色を発揮できた。他にもまだ未同定な

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。 

 また、APEM3 遺伝子発現が花器官で高いこ

と、APEM9 欠損が生殖機構に影響を与えるこ

とから、生殖過程におけるペルオキシソーム

機能や形成の重要性が示唆され、これまで重

点的に研究されてきた発芽時や緑葉におけ

るペルオキシソーム機能に加え、配偶子形成

や受精時における認識機構におけるペルオ

キシソームの関与など新たな展開へ繋がる

ことが期待される。 
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