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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのリン脂質合成変異株 cct1、cct2、cct1 cct2 を用い

て、CCT 活性と低温における根の表皮細胞の内膜発達との相関関係を調べた。CCT 活性は、

野生型 WS、cct2、cct1、cct1 cct2 の順に低下したが、低温での内膜の発達は、同じ順番で低

下した。cct1 cct2 は低温で著しい伸長阻害を示した。sGFP-CCT1 および sGFP-CCT2 は ER
様の膜構造と共局在した。低温での内膜の発達には、CCT 活性が必要であることがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： WS, cct2, cct1-1 and cct1-1 cct2 plants exhibited CCT activity 
in descending order. cct1-1 cct2 seedlings were unable to elongate roots at 2C. Root 
epidermal cells showed ER-Tracker fluorescence comparably in WS, cct2 and cct1-1 
seedlings at ambient temperature and expandedly at 2C or under salt stresses. In contrast, 
endomembrane structures developed less expensively in cct1-1 cct2 seedlings at ambient 
temperature and disappeared in cold- or salt-stressed seedlings. sGFP-CCT1 and sGFP-CCT2 
fluorescence was associated with ER-Tracker fluorescence in transgenic Arabidopsis roots. 
These results suggest that functional CCTs are required for stress-induced ER development 
and cell elongation in Arabidopsis roots.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)植物には、低温に弱い種と低温に強い種

が知られている。寒冷地に生育する植物は、
一般に低温に耐性を示す。これらの植物は、
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低温で生体膜の動きを活発化させ増殖させ、
自らを生理的に低温環境により適したから
だに作りかえることができる。低温における
このような植物の性質を理解することは、低
温に弱い植物に対して低温に強い性質を付
与するためには不可欠である。 
 
(2)ホスファチジルコリン(PC)およびホスフ
ァチジルエタノールアミン(PE)は、植物の生
体膜を構成する主要なリン脂質である。従っ
て、低温における生体膜形成に必要なリン脂
質の主成分である。低温におけるこれらリン
脂質を合成するしくみ（生合成調節機構）や、
低温で膜が発達してリン脂質が増える理由
（膜発達の生理的意義）についてはよくわか
っていない。 
 
(3)低温におけるリン脂質の役割を調べるた
めには、リン脂質を合成する酵素の遺伝子を
破壊した変異株を単離し、その性質を調べる
手法が考えられる（逆遺伝学的手法）。PC は
CDP-コリン経路で合成され、その律速酵素は
CDP-コリン合成酵素 (CCT)である。シロイヌ
ナズナには２つのイソ遺伝子 CCT1 および
CCT2 が存在する。PE は CDP-エタノールアミ
ン経路で合成され、その律速酵素は CDP-エ
タノールアミン合成酵素(PECT)である。シロ
イヌナズナには遺伝子 PECT1 が存在する。PS
は塩基置換経路と CDP-DG 経路で合成される
が、シロイヌナズナには塩基置換経路を司る
と推定される PS 合成酵素 PSS1 が存在した。
本研究では、これらの遺伝子の変異株を用い
るて研究を進めることとした。 
 
(4) pect1-4 変異株は PECT 活性が野生型の
26%しか示さない変異株で、多様な変異表現
型を示す。なかでも、低温特異的に生育の阻
害を示すことは興味ある知見であった。 
 
(5)低温における植物リン脂質生合成のしく
みは、これまで脂質合成酵素の遺伝子発現と
活性変化を追跡することにより研究されて
きたが、リン脂質合成関連酵素の細胞内局在
変化や、低温で形成される膜構造の形態に関
して、膜脂質生合成を細胞生物学的に可視化
して研究した例はなかった。 

２．研究の目的 
(1)本研究では、シロイヌナズナの根を材料
として、低温で形成される生体膜の形態を共
焦点レーザー顕微鏡下で詳細に観察すると
ともに、脂質合成酵素の細胞内局在を明らか
にする。 
 
(2)低温におけるリン脂質生合成のしくみと
意義に関して新たな知見を得ることを目的
とする。具体的には、PC 合成の律速酵素であ
る CCT1 および CCT2 について、低温における

活性化のしくみをあきらかにする。また、
CCT1 および CCT2 の細胞内の局在性について
明らかにする。 
 
(3)低温特異的な生育阻害を示す PE生合成変
異株 pect1-4の低温感受性の原因を究明する。 
 
(4)研究の過程で、 PC, PE の生合成変異株の
他にも、PS の生合成変異株も根の伸長阻害を
おこすことを見いだした。そこで、根の伸長
阻害の原因を、細胞内膜系の構築と膜動態の
視点から比較することとした。 

３．研究の方法 
(1) 低温による CCT 活性変動の解析 
 cct１およ cct2 破壊株について、 CCT 活性
測定し、CCT 発現レベルをイムノブロット法
で解析した（Inatsugi et al. 2009）。 
 
(2)CCT 細胞内局在の解析 
 sGFP-CCT および sGFP-CCT2 を発現したシ
ロイヌナズナを作出し、共焦点レーザー顕微
鏡下で局在を解析した。 
 
(3)細胞内膜系の観察 
 細胞内膜系である ER 膜の染色は、 ER ト
ラッカー染色およびヘキシルローダミン染
色で組織を染色し、共焦点レーザー顕微鏡下
で構造を観察した。表皮細胞の細胞膜直下の
ER膜の観察は、高圧凍結SEMを用いて行った。 
 
(4) 根の伸長解析 
 cct1、cct2、cct1 cct2、pect1、pss1 変異
体の種子を無菌プレート培養し、根の伸長を
観察した。また、 (2)の染色試薬で組織を染
色し、表皮細胞の内膜系形成を蛍光顕微鏡技
法で観察した。 
 
(5) 膜脂質分析 
 cct1、cct2、cct1 cct2、pect1、pss1 変異
体の低温応答に伴う脂質変化を二次元薄層
クロマトグラフィーとガスクロマトグラフ
ィー（Inatsugi et al. 2009）で解析した。 

４．研究成果 
(1)低温におけるシロイヌナズナの根の表皮
の内膜系の発達は CCT 活性に依存する 
 シロイヌナズナの野生型 WSおよび cct1-1, 
cct2 および cct1-1 cct2 植物の実生を 2℃で
3〜7日処理したのち、根を切り取り、氷上で
各種膜染色試薬（ER Tracker、MitoTracker 
Orange）に浸した。低温で洗浄後に共焦点レ
ーザー顕微鏡下で観察したところ、 cct 変異
がひどくなるに従い表皮の内膜（エンドメン
ブレン）の形成が阻害された。また、埼玉大
学・教育学部・金子康子教授と共同で、低温
凍結 SEM により、野生株と変異株の根の表皮
の内膜構造を直接観察し、二重変異株では細



 

 

胞膜直下の内膜構造形成が低下することを
明らかにした。以上の結果は、低温での CDP-
コリン合成の活性低下が、内膜形成を阻害す
ることを示している。以上の成果を、国際学
会（第３回アジア植物脂質シンポジウム）で
口頭発表した。 
 ER 構造をより鮮明に観察するために、ER
局在 Bip タンパク質に GFP を融合した 
Bip-GFP を発現するシロイヌナズナをバック
に、 cct1 cct2 変異株を作成することが望ま
しい。しかし、われわれの入手した T-DNA 挿
入破壊株はホメオティックな変異を起こし
やすく、また、他に適当な挿入変異株は得ら
れなかった。結果的に、cct1 cct2 変異株は
２代目以降不稔性を示した（早川ら 2010,第
51回植物生理学会年会; Nishida 2010, KSBMB 
Annual Meeting）が、cct1/CCT1 Bip-GFP 植
物と cct2 BipGFP 植物を掛け合わせ、１代目
の種子を回収することにより問題が解決さ
れると予想した。現在、cct1/CCT1 Bip-GFP
植物と cct2 BipGFP 植物の作出を完了した段
階であり、今後、研究を継続することにより 
CCT 活性の低下と低温における膜形成の相関
関係について論文発表する予定である。 
 
(2)CCT１と CCT2 の低温における活性化のし
くみが異なる 
 cct１およ cct2 破壊株について、 CCT 活性
測定したところ、予想に反して、 CCT1 活性
は低温においても主要な CCTとしてはたらく
ことがわかった。さらに、cct2 破壊株では、
低温処理により CCT 活性が増大することが
わかった。一方、これまでの研究から CCT1
の mRNA レベルは低温処理で変わらないこと
がわかっていたので、cct2 破壊株における 
CCT 活性の低温応答は、 CCT1 の翻訳後調節
によることが明らかとなった。すなわち、
CCT1 は低温で遺伝子発現上昇を伴わずに活
性化するのに対し、CCT2 は低温で遺伝子発現
量が増加することにより活性を増大するこ
とがわかった。この成果を Plant Cell 
Physiol 誌（Inatsugi et al. 2009）に論文
発表した。 
 
(3)sGFP-CCT１と sGFP-CCT2 は核膜と ER膜に
局在するが、低温下では ER で異なる挙動を
示す 
 sGFP-CCT1 および sGFP-CCT2 を発現する形
質転換シロイヌナズナでは、いずれの蛍光も
核膜と ER 膜に局在した。一方、低温にする
と、表皮細胞の ER 膜発達にともない
sGFP-CCT1 および sGFP-CCT2 の蛍光は強化さ
れたが、両者は ER 膜に対して結合の強度が
異なるように観察された。今後は、異なる蛍
光タンパク質に結合させた CCT を発現させ、
イソタンパク質の局在に違いについてさら
に研究する必要がある。 

 
(4)cct1 cct2二重変異株は低温特異的にスフ
ィンゴ脂質誘導体を蓄積し、根の伸長を停止
する 
 cct1 cct2 二重変異株を低温処理すると、
根の伸長が停止したが、このとき cct1 cct2
二重変異株の根の極性脂質画分に未同定の
脂質が蓄積することを見いだした。この脂質
の構造について、埼玉大学・理学部基礎化学
科・長谷川登志夫准教授と共同で、 各種 NMR
法により推定構造を決定し、スフィンゴ脂質
関連脂質であることを見いだしている。MS ス
ペクトル分析により、分子構造を確認した後、
論文投稿予定である。この脂質類縁体は市販
されているので、これをシロイヌナズナ実生
の生育培地に添加することにより、脂質蓄積
と根の伸長阻害との関係を検証する予定で
ある。 
 
(5)pect1-4 植物は呼吸活性に異常がある 
 多様な変異表現型を示す pect1-4 植物に
ついて、葉の呼吸活性に違いを検討した。
23 ℃ 短 日 条 件 で で ２ 週 間 生 育 さ せ た 
pect1-4 植物の葉の呼吸は、野生型と較べ低
いものの有意な差はなかった。しかし、５週
間後の pect1-4 植物の葉では、野生型に較べ
呼吸活性が有意に低下していた。今後は、ミ
トコンドリアを単離し、チトクロム経路と 
Alternative Oxidase 経路のいずれに原因が
あるのかを明らかにする。呼吸活性の低下と
ミトコンドリアの膜脂質組成との関係を第
４回アジア植物脂質シンポジウムで口頭発
表した。pect1-4 は、野生型に較べ根の伸長
が阻害された。今後は、pect1-4 変異体の根
の成長阻害と表皮内膜系の構造との関係を、 
cct 変異株にならって観察する必要がある。 
 
(6)pss1 変異株は部分的に花粉成熟に異常を
示す 
 ホスファチジルセリン(PS)は比較的存在
量の低い酸性リン脂質であるが、花や根には
その他の器官に較べて多い。 PS 合成を司る
PSS1 のヌル変異株 pss1 を解析し、花粉成熟
が部分的に阻害されることを明らかにし、 
Plant J 誌(Yamaoka et al. 2011)に発表した。  
 
(6)pss1 変異株は根の伸長阻害をおこすが、
膜輸送系の異常と関連があるらしい 
 pss1 変異株は胚性致死となることが多い
が、まれに pss1 ヌル変異株が単離される。
pss1 変異株の根の伸長が阻害されることを
見いだした。根の伸長阻害は、細胞の伸長阻
害が原因で、その結果、見かけ上根毛形成が
促進した表現型を示した。PS を生体内で認識
する sGFP-LactC2 を発現したシロイヌナズ
ナを用いて、PS は小胞体膜、核膜に局在する
ことを明らかにした。また、 FM4-64 を用い



 

 

た細胞内膜系の染色は、膜輸送系の異常を示
唆していた（投稿準備中）。 
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