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研究成果の概要（和文）：  
 液胞膜上のサブ領域様構造 bulb について，その分子的基盤や機能の解明を目指し，遺伝学
的な解析を中心に研究を行った．逆遺伝学的な解析で，bulb が減る表現型を示す変異体を探索
し，自食（オートファジー）の変異体で bulb が漸減していることを明らかにした．順遺伝学
的に，顕微鏡スクリーニングにより bulb の数が減る変異体の単離を試みた．Bulb の形成と維
持にはオートファジーが一部関与することが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
I have previously identified and reported a “bulb”, a complex and mobile structure on the 
continuous vacuolar membrane at 2002.  To get a clue its biological significance and 
function, I searched mutants that show abnormalities in bulbs.  By a reverse genetical 
approach, I found that the frequency of the appearance of bulbs were reduced in autophagy 
mutants.  I further tried to isolate mutants that have abnormal bulbs by forward genetical 
approach. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は，液胞膜上で複雑に折り畳まれ
た球状の構造 bulbを見出し 2002年に報告し
た．Bulb ではタンパク質の選択的濃縮や排
除が起こっている可能性も示唆された．その
後の研究で，bulb は，他のマーカーでも可視

化できること，急激に成長しつつある様々な組織
で広く存在することがわかり（Saito et al. in 
press），bulb の存在の一般性が確認されつつある．
本研究開始当初までに，bulb の出現頻度が著しく
低下している２つの変異体を見出していた（Saito 
et al. in press）．Bulb の機能の手がかりを得るた
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めには，さらなる遺伝学的なアプローチによ
って，bulb の数や形態に異常をきたす変異体
を多数取得し，それらを解析することが必要
であると考えられた． 
 
２．研究の目的 
そこで，以下のことを具体的な目標にして研
究を行った．逆遺伝学，順遺伝学のアプロー
チにより，bulb の数や形態に異常を生じる変
異体を得る．その原因遺伝子や bulb 以外の
表現型から，これまで知られていなかった
bulb の新たな機能を探る．また，これまで得
られてきた変異体と野生型での表現型を詳
細に比較することによって，bulb の形成過程
を類推する． 
 
３．研究の方法 
様々な組織・器官で bulbを可視化すること
ができる ProVAM3:GFP:VAM3 / vam3-1 のライ
ンを標準ラインに用い，①EMS処理で得た変
異体プールから，順遺伝学的に顕微鏡スクリ
ーニングにより，bulbに異常をきたす変異体
の単離を試みた．②既知の変異体と掛け合わ
せて，逆遺伝学的に bulbの数が減るものを
探した．③bulb が激減する２つの変異体で，
細胞のサイズを測定し野生型と比較した． 
 
４．研究成果 
①順遺伝学： 
発芽後３日目の芽生え合計 2200 個体以上を
観察し，bulb や液胞の形態に異常がある候補
株を 200 個体選抜した．そのうち，120 個体
については次世代種子を回収できた．特に注
目した候補株#64 は，矮性で，葉身，葉柄，
花器官，花柄など多くの組織で組織の伸長異
常が見られた．不稔なのでヘテロ接合体で維
持する必要があった．Bulbは完全になくなる
わけではないが，異常な形態を示し，数も減
っているようだった．既知のブラシノステロ
イド関連の変異体に形態が似ていることか
ら，リアルタイム PCRによりブラシノステロ
イドの情報伝達系の遺伝子の発現量を調べ
たところ，複数のマーカー遺伝子の発現が低
下していた． 
②逆遺伝学： 
bulbの三次元的な形態を考察すると，ミクロ
オートファジーの結果生じる可能性が考え
られた．そこで，自食の変異体(atg mutant)
内で bulbがどうなるかを調べた．その結果，
複数の自食の変異体 atg2, atg5, vti12 にお
いて，bulb は観察された．しかしながら定量
的な解析を行ったところ，およそ半減してい
ることが明らかとなった．このことは，オー
トファジーは，bulb の形成に必ずしも必須な
経路ではないが，一部関与していることが示
唆された（Saito et al. 投稿論文準備中）． 
また，これまで見つけていた bulb が激減す
る２つの変異体（zig-1/sgr4-1, sgr2-1）で

は，前者は原形質糸（transvacuolar strand）が
ほとんど形成されず，後者は形成されていること
から，bulb の形成過程には，原形質糸の形成とオ
ーバーラップする過程と，独立の過程があること
が示唆された（Saito et al. 論文改訂中）． 
③その他：bulb の機能の手がかりを得るため，
bulbが激減する２つの変異体で，細胞のサイズを
測定し野生型と比較した，zig-1/sgr4-1, sgr2-1
ではコントロールの標準株に比べ，細胞の大きさ
がおよそ 20%減少していた．このことは，bulb が
細胞伸張に何らかの寄与をすることを示唆してい
る（Saito et al. 論文改訂中）．  
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