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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ培養細胞 MM2d を用いて、小胞体チューブ形成に関与

すると考えられているレティキュロン様タンパク質（AtRTN）とアトラスチン GTPase のホモロ

グである RHD3が、植物細胞においても小胞体チューブ形成に関与していることを明らかにした。

そして、RHD3が GTP に結合すること。チューブ形成条件下で、会合体を形成することを示した。

またタンパク質リン酸化によって、チューブ形成が調節される知見を得た。 

研究成果の概要（英文）：In the cultured cell of Arabidopsis, MM2d, it was shown that 
reticulon-like proteins (AtRTN) and RHD3, a homologue of atlastin GTPase, are involved 
in the tubular formation of endoplasmic reticulum (ER), as is case of yeast and animal 
cells. The RHD3 was able to bind to GTP, and form the oligomer under the conditions in 
which ER tubules were organized. Furthermore, ER tubule formation was suggested to be 
regulated by the phosphorylation.    
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１．研究開始当初の背景 

 タンパク質合成の場である小胞体は、存在

する部位によって特徴的な構造を保持して

いる。細胞表層では、チューブ状あるいは袋

状の形態をなし、それらが互いに融合して網

目状ネットワークを形成している。そしてチ

ューブ形成や維持には、細胞骨格系の関与が

示されてきた（Voeltz et al. (2002) EMBO 

reports 3; 944-950）。しかし、動物細胞や

酵母では、近年小胞体膜タンパク質であるレ

ティキュロン(RTN)やアトラスチン GTPaseが

膜の曲率を変化させることにより、チューブ

形成が起り維持されていることが明らかに

なりつつある(Voeltz et al. (2006) Cell 

124; 573-586: Hu et al. (2009) Cell 138; 

549-561)。植物細胞、特にシロイヌナズナで

は 20 種類以上のレティキュロン様タンパク

質（AtRTN）が存在しており(Nziengui et al. 

(2007) FEBS Lett. 581; 3356-3362)、アト

ラスチンのホモログである RHD3 が同定され
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ている(Hu et al. (2009) Cell 138; 549-561)。

そして、本研究者はタバコ培養細胞 BY-2 か

ら単離した小胞体に GTPを加えることによっ

て、チューブ形成が誘発される現象を見出し

ていた。また、シロイヌナズナのいくつかの

AtRTN アイソフォームと反応する抗体を作製

していた。このような背景に基づき研究を行

っていった。 

 

２．研究の目的 

シロイヌナズナ培養細胞 MM2ｄを主な実験材
料として、AtRTNや RHD3の小胞体ネットワー
ク構造、中でもチューブ形成における役割を
解明することを目的とした。特に RHD3の GTP
結合能や、チューブ形成時における挙動を解
析することによって、より詳細なチューブ形
成機構の解明を試みた。 

 

３．研究の方法 

（１）in vitro チューブ再構成系 
MM2d細胞からショ糖密度勾配超遠心により、
小胞体を単離した(Yokota et al. (2009) J. 
Exp. Bot. 60; 197-212)。これに GTP、ATP
と更に小胞体の染色剤である ER tracker 
(Invitrogen)を加え、25度で加温して 40分 
から 50分後に蛍光顕微鏡で観察を行った。
抗体や阻害剤の効果を解析する場合には、更
にこれらを添加して加温した。 
（２）GTP結合活性 
単離した小胞体を、界面活性剤を含む溶液で
抽出し、GTP-ビーズ(Sigma)と混合して結合
成分を、抗 RHD3抗体によるイムノブロット
により解析した。コントロールとして ATP-
ビーズ(Sigma)を用いた。 
（３）GFPラベルした AtRTN の細胞内発現 
AtRTNの N端に GFP を結合させたプラスミド
を、MM2d 細胞あるいは BY-2 細胞に、ポリエ
チレングリコール法により導入した。室温で
一晩インキュベートした後、蛍光顕微鏡で観
察した。 
（４）免疫染色法 
MM2d細胞を固定後、抗 AtRTN 抗体あるいは抗
RHD3抗体処理し、更に蛍光 2次抗体と反応後、
観察を行った。なお RHD3の GTP結合部位に
対する抗体は、京都大学、上田晴子博士より
供与していただいた。 
（５）化学架橋剤処理 
GTP処理あるいは未処理の単離小胞体を、化
学架橋剤 EGS（Merck-Calbiochem）と反応さ
せた。そして界面活性剤を含む溶液で可溶後、
抗 RHD3抗体を用いたイムノブロットにより
架橋された RHD3を検出した。 
 
４．研究成果 
（１）AtRTNと RHD3の細胞内局在 
用いた抗 AtRTN 抗体は、AtRTN1,3,4,5,6 と反
応する。免疫染色法により、これらの AtRTN

は細胞表層のメッシュ構造（図１、Cortical）
や細胞質糸に存在するが(図 1、Inside)、核
膜には局在しない（図１、Around nucleus の
N） 。また別のアイソフォームである AtRTN17
に対する抗体による免疫染色でも同様な局
在パターンを示し、発現させた GFP-AtRTN17
のシグナルもメッシュ構造上に存在してい
た（図１、GFP-RTN17）。このようなパターン
は、小胞体のそれと一致している。AtRTN と
同様、RHD3も免疫染色法により小胞体局在を
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．AtRTN の細胞内局在 
 
（２）抗体によるチューブ形成阻害 
MM2d 細胞から単離した小胞体に GTP を加え、
溶液の流れなどの力を加えることによって
（カバーガラスをかけることによって生じ
る溶液の流れ）、チューブ形成を誘発させる
ことができる（図２）。この系（in vitro チ
ューブ再構成系）を用いて、各成分に対する 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. in vitro で形成した小胞体チューブ 
 
抗体の効果を検討した。抗 RHD3抗体、抗 AtRTN
抗体ともにチューブ形成を阻害した。抗 RHD3
抗体に関しては、GTP 結合部位に対する抗体
はチューブ形成を阻害したが、新たに作製し
た N末端部に対する抗体では阻害は起らなか
った。以上の結果から、両成分ともに小胞体
ネットワーク構造、特にチューブ伸長に重要
な役割を担っていることが明らかになった。
AtRTNのチューブ形成における重要性は 2008
年（Tolley et al. traffic 9; 94-102）、2009
年 (Sparkes et al. Plant Cell 21; 
3937-3949）に示唆されていたが、RHD3 のチ
ューブ形成への関与を直接示したのは本研



 

 

究が最初である。 
（３）RHD3の GTP結合活性 
単離した小胞体を可溶化して、GTP－ビーズ
と混合すると、RHD3がビーズに結合した。し
かし、ATP-ビーズには結合しなかった。また
結合成分中に、AtRTN は検出されなかった。
この結果は、RHD3が GTP結合活性を有するこ
とを示す。in vitro チューブ形成において
GTP の加水分解を伴うことを既に報告してい
たが、（１）（２）の結果もふまえ、この GTP
加水分解活性は RHD3 由来であることが示唆
された。 
（４）RHD3複合体の形成 
本研究を進めている途中、動物のアトラスチ
ン GTPaseは、GTPが存在すると２量体を形成
することが報告された（Moss et al. (2011) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108; 
11133-11138）。RHD3も GTP存在下で複合体形
成が起るのかを、化学架橋剤 EGSを用いて検
証した。単離小胞体を GTP で処理後、EGS と
反応させ抗 RHD3 抗体によるイムノブロット
により分子量変化を解析した。その結果、モ
ノマーである 89-kDa 成分（図３矢じり）の
他に、約 400-kDa の成分（図３B 矢印）が検
出された。このような高分子量架橋成分は、
GTP未処理（図３A）あるいは ATP処理（図３
C）では検出されなかった。またおもしろい 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３． EGSによる RHD3化学架橋 
 
ことに、GTP 非加水分解アナログである GTP
γS で処理しても高分子量架橋成分が形成さ
れた。従って、GTP 存在下、つまりチューブ
伸長時に RHD3 は複合体を形成するが、その

形成に GTPの加水分解は必要でないことがわ
かった。そして、高分子量架橋成分の分子量
約 400-kDaは、RHD3２量体に相当する分子量
約 180-kDaとは大きく異なること。またホモ 
な３量体や４量体との分子量とも一致しな
いことから、他の成分とも複合体を形成して
いる可能性が示唆された。現在高分子量架橋
成分中に含まれるタンパク質の同定を試み
ている。 
（５）阻害剤ダイナソーの効果 
アトラスチン GTPaseはダイナミン GTPaseに
属するタンパク質であリ、ダイナミンの
GTPase 活性阻害剤としてダイナソーが知ら
れている。この阻害剤の小胞体チューブ形成
における効果を検討した。in vitro における
単離小胞体のチューブ伸長は、50 μM以上の
濃度のダイナソーにより著しく阻害された。
ダイナミン GTPase 活性の５０％阻害に必要
なダイナソー濃度は 15 μMであることから、
この濃度はそれほどかけ離れた値ではない。
また、伸長時に観察される GTP加水分解も抑
制された。そして BY-2 細胞の表層小胞体ネ
ットワーク構造は、ダイナソーで処理するこ
とによって大きな袋状構造に変化した。これ
らの結果から、ダイナソーは RHD3 活性を抑
制し、小胞体チューブ形成あるいはネットワ
ーク構造形成を阻害する可能性が示唆され
た。従ってこの阻害剤は、植物細胞における
小胞体ネットワーク形成における RHD3 の役
割を解析するためのツールとして、使用可能
であると思われる。 
（６）リン酸化を介した小胞体ネットワーク
形成の調節 
BY-2 細胞の表層小胞体ネットワーク構造は、
タマネギ燐片葉細胞のそれと同様（Quader 
(1990) Protoplasma 155; 166-175）、カルシ
ウム・カルシウムイオノフォア A23187 で処
理すると大きな袋状構造に変化する。この現
象は可逆的であり、試薬を除くことによって
ネットワーク構造は回復する。興味あること
に、回復時にキナーゼの阻害剤であるスタウ
ロスポリンや K252aが存在すると、著しくネ
ットワークの再構築が抑制されることを見
出した。そこで in vitro 小胞体チューブ形
成系を用いて、市販されているキナーゼであ
るカゼインキナーゼ II（Merck-Calbiochem） 
の効果を調べたところ、チューブ形成を促進
した。従ってリン酸化による調節機構の存在
が示唆された。小胞体チューブ形成に関与す
る成分、RTNやアトラスチン GTPase やそのホ
モログである RHD3 などの同定や機能につい
ては、本研究も含めいくつかの報告がなされ
ているが、リン酸化による調節機構の存在を
示唆したのは本研究が初めてである。現在リ
ン酸化ターゲット成分の同定を試みている
ところである。 
（７）今後の展望 



 

 

細胞内小胞体のネットワーク形成、特にチュ
ーブ構造形成や伸長は、膜タンパク質である
RTNやアトラスチン GTPase などの“Shaper”
成分と、誘起・誘発に必要な細胞骨格系が互
いに協調しながら起る現象である。in vitro
小胞体チューブ再構成系を用いた本研究に
より、Shaper 成分の調節にリン酸化が関与す
ることが示唆された。今後どのような成分が
リン酸化のターゲットであるのか、また関与
しているキナーゼを同定することによって、
より詳細な調節機構の解明が期待される。ま
た Shaper 成分と細胞骨格系がどのような機
構によってリンクされ、チューブ伸長や形成
が起っているのかを解明することは、細胞内
で起っているネットワーク形成機構を明ら
かにする上で必要不可欠である。 
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