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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの実生に小胞体由来の細長い構造物が出来ることを発

見し，ER ボディと名付けた．傷害により ER ボディが誘導されることから，ER ボディは虫害や

病害に対する防御のためのオルガネラであると考えられた．NAI2 と PYK10 は ER ボディに局在

するタンパク質で，ER ボディの形成に関わることが示唆されていた．そこで，本研究では新し

い ER ボディの成分を見つけるとともに，これらのタンパク質の ER ボディ形成における役割を

調べた．その結果，ER ボディには，膜タンパク質として MEB1，MEB2 が蓄積していること，NAI2

と PYK10 は ER ボディの形成に必要かつ十分であることがわかり，植物における ER ボディ形成

の巧妙な仕組みが明らかとなった． 

 

 

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) body is an ER derived structure that 
is found in the epidermal cells of Arabidopsis seedlings. ER body is involved in plant 
defense system against insect and pathogen attack, since wound treatment induced ER bodies. 
Two ER body proteins, NAI2 and PYK10 are involved in ER body formation, but its function 
was obscure. To understand the ER body formation in detail, I analyzed ER body proteins 
in Arabidopsis. I found that two ER body proteins, MEB1 and MEB2 are localized specifically 
in ER body membrane. Furthermore, I found that NAI2 and PYK10 are necessary and sufficient 
for the ER body formation. These findings unrevealed unique mechanisms for ER body 
formation in plants. 
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１．研究開始当初の背景 

 ERボディは幼植物体の表皮細胞に見られる

細長い形をした小胞体由来のオルガネラであ

る．成長した植物のロゼット葉では，ER ボデ

ィは見られなくなるが，傷害により誘導され

る．研究代表者らのグループは，ER ボディに

はβグルコシダーゼ，PYK10 が大量に蓄積す

ること，bHLH 型転写制御因子，NAI1 が PYK10
遺伝子の発現と ER ボディの形成に必要であ

ること，ER ボディの成分，NAI2 が ER ボディ

形成と PYK10 の大量蓄積に必須であることを

明らかにした．忌避物質の生産に働くと考え

られるβグルコシダーゼが大量に蓄積するこ

とから，ER ボディは病虫害に対する抵抗性を

獲得するためのオルガネラであると考えられ

た．ER ボディはアブラナ目に特徴的なオルガ

ネラであり，これらの植物が他の植物や動物

とは異なる独自の病虫害抵抗性，環境適応戦

略を発達させたことを示唆している．これら

の研究は，植物が，分泌タンパク質の合成の

場としてとらえられてきた小胞体から，全く

新しい機能，すなわち生体防御としてのタン

パク質の大量蓄積機構を誘導するという驚く

べき発見であった．どのようにして小胞体の

機能分化が発達したかを解明するために，ER

ボディ形成の詳細な分子機構の解明が期待さ

れていた． 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は，ER ボディ形成に関わる因

子の相互作用を明らかにし，ER ボディ形成の

鍵となる現象を追求した上で，ER ボディを利

用した病虫害抵抗性の発達過程を調べること

である．研究代表者は，ER ボディ形成に必要

な NAI2 遺伝子を発見した．さらに，シロイヌ

ナズナのマイクロアレイ解析やプロテオーム

解析のデータベースを利用して，ER ボディ形

成に関わると考えられる膜因子，MEMBRANE OF 

ER BODY 1 (MEB1)と MEB2 を見いだした．一般

に 小 胞 体 で 凝 集 し たタ ン パ ク 質 は ER 

associated protein degradation (ERAD)と呼

ばれるタンパク質分解機構により分解される．

ところが，ER ボディは PYK10 を凝集し大量蓄

積するために発達した．そこで，NAI2,MEB1 や

MEB2 などの ER ボディ因子がどのように，タ

ンパク質分解機構を抑え，PYK10 の大量蓄積

を実現しているかを，ER ボディ関連遺伝子の

過剰発現株やノックアウト株を用いた解析に

より調べる．これらの因子の分子間相互作用

を調べ，ER ボディ形成に関わる巧妙な仕組み

を明らかにする．ER ボディが病虫害に関与す

ることを直接示すために ER ボディ欠損変異

体の病虫害に対する抵抗性を調べる．ER ボデ

ィの形成機構，および機能の解明から ER ボデ

ィを利用した小胞体の機能分化と生体防御機

構の発達過程を明らかにすることを目指す． 

 

３．研究の方法 

(1)ERボディ膜タンパク質に注目したERボデ

ィ形成機構の解明 

①MEB1,MEB2の発現調節機構の解析 

 データベースの解析より，MEB1，MEB2が，

ERボディの膜タンパク質である可能性が考

えられた．さらにMEB1，MEB2のホモログとし

てINTEGRL MEMBRANE PROTEIN 2 (IMP2)が見

つかった．そこで，これらの遺伝子がERボデ

ィ形成に関わるNAI1によって制御されてい

るかを調べる． 

②MEB1,MEB2タンパク質の局在解析 

 MEB1,MEB2タンパク質に対する抗体を作成

し，細胞分画法を用いて局在を調べる．これ

らのタンパク質と蛍光タンパク質の融合タ

ンパク質を作成し，シロイヌナズナに発現さ

せ，局在を調べる． 

③MEB1，MEB2タンパク質の機能解析 

 MEB1，MEB2，IMP2タンパク質の機能を調べ

るため，これらの遺伝子の単独及び，二重，

三重ノックアウト株を作成し，ERボディの形

態変化を観察する．MEB1とIMP2は隣同士の遺

伝 子 で あ る た め に ， 遺 伝 子 特 異 的 な

artificial micro RNA (amiRNA)を用いたノ

ックダウン株の作成を行う．MEB1，MEB2と

NAI2との結合を免疫沈降などの方法により

調べERボディ膜形成の仕組みを明らかにす

る． 

 

(2)NAI2，PYK10のERボディ形成における機能

解析 

 NAI2とPYK10の変異によりERボディ形成が

異常になることから，これらの遺伝子がERボ

ディ形成に関わることが示唆された．そこで，

NAI2遺伝子をPYK10,MEB1, MEB2遺伝子ととも

にERボディを持たないタマネギ表皮細胞や

タバコ培養細胞に導入し，ERボディ形成を調

べる．NAI2とMEB1, MEB2，PYK10の結合を免

疫沈降で調べる． 

 

(3)ERボディ欠損変異体の病虫害抵抗性の解

析 

 ERボディの機能を調べるために，植物病理

学を専門とする研究者の協力を得つつ病原

菌や虫害に対するERボディ欠損変異体の応

答を調べる．さらに，ERボディ欠損変異体の

メタボローム解析を行いPYK10により生成さ

れる代謝産物を調べる． 

 



 

 

４．研究成果 

(1)ERボディ膜タンパク質に注目したERボデ

ィ形成機構の解明 

 ER ボディ関連遺伝子の共発現解析より，
MEB1，MEB2 遺伝子がシロイヌナズナにおける
新しい ER ボディの膜タンパク質をコードす
る遺伝子の候補として見つかった．MEB1，
MEB2 遺伝子のホモログとして，IMP2 遺伝子
を見つけた．そこで，これらの遺伝子の発現
を ERボディ形成に関わる転写制御因子，NAI1
が欠損した nai1 変異体で調べたところ，
MEB1,MEB2 遺伝子の発現は野生株と比較して
nai1 変異体で減少していることが明らかと
なった．このことから，MEB1，MEB2 は ER ボ
ディの形成や機能に関わる遺伝子であるこ
とが示唆された．一方 IMP2 遺伝子の発現は
nai1 変異によって減少しなかった． 
 MEB1，MEB2 タンパク質の局在を調べるため
に，MEB1，MEB2 と蛍光タンパク質，tdTOMATO
の融合タンパク質，tdTom-MEB1,tdTOM-MEB2
をシロイヌナズナに発現させたところ，これ
らのタンパク質は ER ボディの膜に局在し，
小胞体には局在しなかった．MEB1，MEB2 は膜
貫通ドメインをもつ．そこで， MEB1，MEB2
特異的な抗体を作成し，精製した膜画分を用
いて MEB1，MEB2 の可溶化を調べたところ，
これらのタンパク質は，塩処理やアルカリ処
理では可溶化されず，界面活性剤処理でのみ
可溶化され，膜貫通タンパク質であることが
明らかとなった．これらの結果から，MEB1，
MEB2 は ER ボディ特異的な膜タンパク質であ
ることがわかった．NAI2 抗体を用いた免疫沈
降により MEB1,MEB2 は NAI2 と結合すること
がわかった．また，nai2 変異体では MEB1,MEB2
は小胞体に分散した．このことから，NAI2 に
よって，MEB1，MEB2 の ER ボディ局在が制御
されていることが明らかとなった． 
 MEB1，MEB2 の機能を調べるために，それぞ
れの遺伝子に T-DNA が挿入された meb1,meb2
変異体を単離し，二重変異体株，meb1 meb2
を作成した．これらの変異体の ER ボディ形
成と PYK10 の蓄積を調べたところ，変異体と
野生株ではほとんど差が見られなかった．
meb1 meb2 二重変異体において IMP2 遺伝子が
冗長的に働き，表現型が現れない可能性があ
った．そこで，IMP2 遺伝子の発現を抑える
amiR を meb1 meb2 二重変異体に導入し，meb1 
meb2 imp2 三重変異体を作成した．meb1 meb2 
imp2 三重変異体の ER ボディ形成と PYK10 の
蓄積を調べたところ，三重変異体と野生株で
はほとんど変わらなかった．これらのことか
ら，MEB1，MEB2 の欠損による ER ボディ膜の
成分変化は ER ボディの形態にはほとんど影
響しないことが明らかとなった． 

 

(2)NAI2，PYK10のERボディ形成における機能

解析 

 ER ボディが形成されない nai2 変異体を単
離した(図１)．NAI2 遺伝子は，ER ボディに
局在する新規タンパク質をコードしていた．
このことから，NAI2 は ER ボディ形成の実行
因子として働くことが示唆された．nai2 変異
体において，PYK10 は小胞体全体に分散し，
蓄積量が減少した．このことから，NAI2 は
PYK10のERボディへの集積と大量蓄積に関わ
ると考えられた．NAI2，PYK10 遺伝子を，ER
ボディが形成されないタマネギ表皮細胞に
導入した．PYK10，NAI2 単独では ER ボディが
形成されなかったが，PYK10 と NAI2 を同時に
導入したところ，ER ボディが形成された．タ
バコ培養細胞を用いた実験でも同様に，NAI2
と PYK10 遺伝子を導入することで ER ボディ
が形成された．このことから，NAI2 と PYK10
は ER ボディの形成に必要かつ十分である因
子であることがわかった． 

  

(3)ERボディ欠損変異体の病虫害抵抗性の解

析 

 ER ボディの機能を調べるために，ER ボデ
ィ欠損変異体における病原菌の感染効率を
調べた．シュードモナス，フザリウム病原菌，
ピシウム病原菌の感染効率を調べたが，野生
株と変異体において大きな差は見られず，こ
れらの病原菌に対する抵抗性には ER ボディ
が関わらないと思われた． 
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