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研究成果の概要（和文）： 
植物細胞に発現させた外来蛋白質の蓄積と分解の機構について研究を進め、以下の成果を得た。蛍
光変換蛋白質を用いて、新生蛋白質と既存蛋白質を区別して解析する方法を開発した。蛋白質凝集
体の栄養飢餓により誘導されるオートファジーによる分解の情報伝達機構は、リン飢餓と糖や窒素飢
餓で異なり、リン飢餓の情報は亜リン酸により特異的に阻害される事を見出した。また、凝集体以外の
蛋白質の分解においては亜リン酸で阻害されないものも存在することも見出した。 
研究成果の概要（英文）： 
Based on the study on the mechanism of accumulation and degradation of foreign 
protein expressed in plant cells, we got the following results.  Using color conversible 
fluorescenct protein fluorescence conversion, we have developed a method to distinguish 
between pre-existed and nascent proteins.  Using this system we found that induction 
of the degradation of intracellular protein aggregates by autophagy by phosphate 
starvation was specifically inhibited by phosphite and this inhibition was not observed 
in nitrogen and sugar starvation conditions. We also found that phosphite dependent 
inhibition of the degradation under phosphate-limitation condition depends on proteins.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 5,800,000 1,740,000 7,540,000 

２０１０年度 4,600,000 1,380,000 5,980,000 

２０１１年度 4,200,000 1,260,000 5,460,000 

年度  

  年度  

総 計 14,600,000 4,380,000 18,980,000 

 
研究分野：応用分子細胞生物学・植物分子生物学 
科研費の分科・細目：境界農学・応用分子細胞生物学 
キーワード：オートファジー，栄養欠乏、分解、遺伝子組換植物、蛋白質生産、 
      亜リン酸、情報伝達、蛍光変換蛋白質 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 植物を宿主とする有用物質の組換え生産は、
その生育に要するコストが動物、微生物と比
較して安価なこと、植物は移動せず収穫も容
易であること等から、今後普及する技術とし

て注目されている。特に、近年の再生医療技
術の開発に必須である増殖因子や、ミサイル
療法のために用いられるヒト型抗体等の、有
用蛋白質の安価な供給が求められ,これらを
ターゲットとした植物での生産系の開発が進
行中である１。これらの蛋白質の殆どは、小胞
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体上での生合成と小胞輸送系での輸送の過程
で、糖鎖修飾等の各種の修飾を受けながら細
胞外へと分泌される。また、植物の代謝系を
改変して有用な新規化合物を作らせる試みも
始まっているが、これらの場合は、目的とす
る代謝産物を合成する場、例えばチトクロー
ムP450やチトクローム b5ドメインを持つ蛋
白質の場合は小胞体に局在させる必要がある。
更に、ワクチン用の蛋白質としての細菌毒素
やウイルス表面蛋白質の合成を行う場合は、
効率良く細胞内に蓄積させることが必要であ
る。 
 この目的で各種の蛋白質の植物中の生産が
試みられているが、かなりの蛋白質は殆ど植
物細胞で蓄積しないなど、蛋白質によってそ
の植物細胞での安定性が異なっている 1。同様
に我々は、基礎及び応用を目的として各種の
蛋白質を植物体や植物培養細胞で発現させて
きているが、その中で目的の蛋白質が予想さ
れる部位に発現・局在する頻度は、余り高く
ないとの経験を持つ。例えば、動物由来の有
用蛋白質への植物型糖鎖付加を解析する目的
で、付加モチーフを持つ複数の蛋白質を緑色
蛍光蛋白質との融合体として植物分泌系に発
現させ、分泌生産することを試みているが、
これらの過程で約 3 割の蛋白質は液胞へと輸
送され分解され、また、膜輸送体の局在解析
のために緑色蛍光蛋白質等との融合蛋白質を
発現させた場合には、かなりの頻度で発現産
物による蛍光が観察されないという結果を得
ている。また、チトクローム b5 と赤色蛍光蛋
白質の融合蛋白質を発現させると細胞内にこ
の蛋白質の凝集体が生じて蓄積する。一方、
分泌蛋白質と単量体赤色蛍光蛋白質の融合体
を発現させた場合や、mRFP を分泌系に導入
した場合は、これらの融合蛋白質が分泌され
ること無く液胞へと輸送され分解される。 
 これらの分解や蓄積は、植物中での蛋白質
の安定化と分解機構の性質を反映していると
考えられるが、動物や酵母での研究とは異な
り、植物細胞における蛋白質の安定化と分解
の機構に関して、系統的な研究は乏しい。す
なわち、どのような蛋白質がどのような機構
で細胞内や、細胞内小器官やの分泌系などの
輸送系において安定に蓄積するか，またどの
ような刺激によりどのような情報伝達経路を
経て蛋白質の分解が誘導されるかについての
知見は蓄積しておらず、間接的に関連する機
構の研究として、バルクの分解に関与するオ
ルガネラである液胞への分泌系からの仕分け
機構、オートファジーによる分解機構、エン
ドサイト−シスやエキソサイトーシス等につ
いて、タバコ培養細胞やシロイヌナズナを材
料に研究は進みつつあるに過ぎなかった。 
 
２．研究の目的 
 

 本研究では、植物細胞に発現させた外来蛋
白質の細胞質への凝集体としての蓄積の機
構と、分泌系に導入した外来蛋白質の液胞へ
の輸送による分解機構について、蛍光蛋白質
をレポーターとして用いて生細胞の可視化
技術を利用しながら解析することにより、植
物細胞での蛋白質の蓄積と分解の機構につ
いて新規な知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 以前から見出していた、４量体赤色蛍光蛋
白質とチトクローム b５の融合体が凝集大を
細胞内で形成すること、この凝集体は細胞を
栄養飢餓にさらすと分解される事を基本に、
研究をすすめた。まず、植物細胞において、
蛋白質の合成と分解を区別して解析するた
めの実験系を、蛍光変換蛋白質を利用するこ
とにより開発した。次いで、このシステムを
用いて、凝集体の分解誘導と蛋白質合成の関
係、及びその制御機構について解析を進めた。
また併せて、これ以外の蛍光標識した蛋白質
を発現している細胞を用いて、凝集体の分解
誘導条件における細胞内の他の構造体の生
合成、細胞内輸送、分解についても解析を進
めた。 
 また、分泌系に導入した蛍光蛋白質の安定
化機構を探るために、液胞に輸送されて分解
されない蛍光蛋白質の作製を試みた。 
 
４．研究成果 
 
 液胞に輸送されて分解されない蛍光蛋白
質の作製については、各種の変異導入で試み
たが、目的のものは得られなかった。一方、
蛍光変換タンパク質等を用いた分解系等の
解析については、以下の結果を得ることが出
来た。 
 まず、４両体の蛍光変換タンパク質とチト
クローム b５の融合蛋白質をタバコ培養細胞
で発現させた。その結果、細胞内に緑色蛍光
を発する凝集体が観察された（次ページ図
左）。そこで、この細胞の懸濁培養に紫色の
光を照射する装置を作製し、その装置を用い
て 100ml以上の懸濁培養された細胞中の蛍光
変換タンパク質の蛍光色を一括して変換す
る方法を開発した。その結果、凝集体の発す
る蛍光を、数時間の紫光照射で全て赤に変換
する条件を決定した（次ページ図中）。次い
で、この蛍光変換後の蛋白質凝集体を持つ細
胞を、２４時間培養した所、緑色、黄色、オ
レンジ色、赤色等の異なった色を示す凝集体
を細胞が蓄積していた（次ページ図右）。 
 そこで、この蛍光変換後に細胞を窒素、リ
ン酸又は糖といった植物細胞培養の際の主
要なの栄養分を欠落させた培地に移して培
養した所，赤色蛍光蛋白質の分解と共に、緑 



 

 

色蛍光蛋白質の分解も認められた。このこと
は、細胞を栄養飢餓状態にさらしても、蛋白
質の合成は継続的に起っており、合成と共に
蛋白質の分解が同時に進行している事を示
していた。 

  
次いで、リン酸関連のシグナル伝達について
阻害効果を示す亜リン酸を、この栄養欠乏条
件に加えた所、リン酸欠乏に依存した分解が
特異的に抑えられた。そこで、この亜リン酸
の効果は凝集体に特異的かを検討したとこ
ろ、検討したもののうち多くの蛋白質の分解
は亜リン酸により抑制されるが、一部の蛋白
質の分解は亜リン酸により抑制されない事
を見出した。このことから、植物細胞におい
て、リン酸欠乏に依存した蛋白質の分解系と
して、亜リン酸により阻害されるものと、阻
害されないものの少なくとも２種の経路が
存在していると結論付けた。 
 これと平行して、蛍光蛋白質で標識した各
種の蛋白質の栄養欠乏による分解の検討を
進めた。その結果、ある種の SNARE 蛋白質が
局在している、ある分泌系オルガネラに認め
られる部分構造が、特異的にある種の栄養欠
乏により分解される事を見出した。この分解
は、その SNARE のみならず、そこに局在する
別の膜蛋白質でも認められたので、この分解
は SNARE 分子特異的なものではなく、その構
造体の分解が起っていると結論した。 
 またこれらの解析と共に、上記の我々が確
立した蛍光変換蛋白質を用いた実験手法を
応用し、植物細胞や植物組織における、各種
の蛋白質や細胞内構造体の生合成機構、安定
化と分解の機構の解析を進めた。その結果と
して、プロリン水酸化酵素とゴルジ装置の動
態、アラビノガラクタン蛋白質の動態、豆科
植物に感染する根粒菌の動態等に関する新
規な知見を得る事ができた。 
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