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研究成果の概要（和文）：  

CRLタンパク質は色素体へのタンパク質輸送やストレス応答などに関与するタンパク質と

相互作用し、これらを介して植物の形態形成に関与する可能性が示唆された。crl変異体で

は色素体分裂に必要なタンパク質量の減少によって色素体分裂が阻害されていることが示

唆された。CRLが局在する小胞は色素体外包膜を含む一重膜構造体である事が示唆され、小

胞への局在にはアミノ末端領域が必要であった。また、CRL はミトコンドリアにも局在し

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
CRL protein interacts with a protein involved in plastid-protein import and also with 

one involved in stress response. This suggests that CRL could be involved in plant 

morphogenesis through functions of these proteins. CRL containing vesicle is 

suggested to be a single membrane structure containing outer envelope of plastids. 

The amino terminal portion of CRL is required for vesicle localization of CRL. Beside 

vesicles and plastids, CRL localizes in mitochondria. 
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１．研究開始当初の背景 

 色素体は植物の生存を支える様々な

物質合成に重要なオルガネラである。し

かし近年、色素体は、物質合成以外の

様々な局面において重要な働きをして

いることが明らかとなってきている。た

とえば、色素体は植物の形態形成に関与

し、葉緑体シグナルとよばれる仮想的な

シグナル分子を介して、核ゲノムの遺伝

子発現調節を行う。さらに、色素体への
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タンパク質輸送に関しても新たな知見

が得られてきている。すなわち、色素体

を囲む膜（包膜）に存在するタンパク質

輸送装置（Toc, Tic 複合体）を経由する

経路以外に、ゴルジ体を経由した小胞輸

送による、色素体へタンパク質輸送系が

存在することが報告されている。しかし、

植物形態形成における色素体の役割や、

葉緑体シグナル、色素体への小胞輸送に

関しては未解明な点が多い。 
 我々が解析を行っているシロイヌナ

ズナの CRUMPLED LEAF (CRL)は、

コケ・シダを含む多細胞高等植物に保存

されており、主に色素体外包膜に局在す

る新規タンパク質をコードする核ゲノ

ム遺伝子である。これまでの解析から、

CRL 遺伝子は色素体分裂、植物の全器

官の形態形成に関与することが明らか

となっており、さらに、われわれの最近

の研究から、色素体と核との間の小胞輸

送に関与する可能性が示唆されている。

また、シロイヌナズナにおいては、細

胞あたりの葉緑体数によらず細胞に占

める葉緑体の割合（葉緑体／細胞比）

はほぼ一定に保たれている。このこと

から細胞の中に葉緑体が占める割合を

検知し、葉緑体の割合を調節する機構

が存在する事が示唆されている。我々

は CRL 遺伝子がこの現象にも関与し

ていることを明らかとした。さらに、

CRL 遺伝子はある種の活性酸素によ

って発生する葉緑体シグナルの伝達に

関与することが示唆されている。 
 

２．研究の目的 
本研究は CRL 遺伝子の解析を通じて、

以下の点を解明することを主たる目

的として行われた。 
(1)色素体は如何にして植物の形態形成

に関与するのか？ 

(2)色素体/細胞体積比は如何にして一

定に保たれるのか？  

(3)色素体と他のオルガネラとの間に小

胞を介した物質輸送系が存在するの

か？ 

あわせて、(4)CRL 遺伝子は如何にして色

素体分裂に関与するのかを解明する。 

 
３．研究の方法 

(1)Yeast two-hybrid スクリーニング 

(Y2H)法および、二次元電気泳動と質量

分析を用いてCRLと相互作用するタンパ

ク質(CRL Interacting Proteins, CRIPs)

をシロイヌナズナ cDNA ライブラリー、

植物体よりそれぞれ単離、同定する。得

られたCRIPsについて、in vitro、in vivo

でのCRLとの相互作用を調べる。さらに、

CRIPs の発現組織、細胞内局在、遺伝子

変異体の表現型解析を行う。 

(2)変異体のサプレッサー、エンハンサ

ー変異体のスクリーニングは、crl 変異

体を変異原処理し、葉の形態を指標とし

て行う。 

(3)GFP 融合 CRL タンパク質発現植物体

を用いて、CRL の細胞内局在のライブイ

メージを解析する。 

(4)Y2H 法などを用いて、CRL タンパク質

と既知の色素体分裂制御タンパク質と

の相互作用を調べる。CRL と相互作用す

るタンパク質があれば、in vitro、in 

vivo での CRL との相互作用を調べる。 

 
４．研究成果 

 crl変異を相補することができる、

CRL-GFPタンパク質をゲノム上にもつ、形

質転換シロイヌナズナから、不溶性タンパ

ク質を調製し、抗GFP抗体を用いてCRLタン

パク質と相互作用するタンパク質を精製

した。その結果、色素体へのタンパク質輸

送に関与する色素体外包膜タンパク質

Toc75-III、ストレス応答などに関与する

Prohibitin(PHB)タンパク質などが、CRL

と相互作用するタンパク質候補として得

られた。crl変異体では、色素体へのタン

パク質輸送に一部欠損が見られ、さらに、

phb遺伝子変異体と類似した表現型が観察

された。これらの事から、Toc75-IIIとPHB

タンパク質が実際にCRLと相互作用してい

る可能性が高いと考えられた。今後、PHB

遺伝子、Toc75遺伝子との相互作用を通じ

て、CRLが植物の形態形成に関与する可能

性を検討する必要がある。 



 

 

 crl変異体においては、葉緑体分裂面に

リング状に局在する、FtsZタンパク質の局

在が変化し、葉緑体内部に多重リングを形

成したり、ドット状の局在を示したりして

いた。さらに、crl変異体ではFtsZ1-1, 

FtsZ2-1タンパク質量が野生型の7割に減

少していた。これから、crl変異体ではFtsZ

タンパク質量の減少によって、葉量体分裂

が阻害されている可能性が考えられた。ま

た、名古屋大学遺伝子実験施設との共同研

究によって、ヒメツリガネゴケのCRL相同

遺伝子PpCR1, PpCRL2の2重破壊株を解析

し、CRL遺伝子の機能がコケ植物である、

ヒメツリガネゴケにおいても部分的に保

存されていることを明らかとした。 

 シロイヌナズナCRL遺伝子プロモーター

で 転 写 さ れ る CRL-YFP 遺 伝 子

(PCRL-CRL-YFP)発現植物を作製し、CRL-YFP

が葉緑体包膜以外にも、核周縁部、細胞質

内の小胞、小さなドットの構造体に存在す

る事を確認した。さらに、色素体外包膜タ

ンパク質であるToc75に対する抗体、およ

び、色素体内包膜タンパク質であるTic110

に対する抗体を用いて、in situ免疫染色

をおこない、CRLが局在する核周縁部の構

造体、細胞質内の小胞にはToc75は存在す

るが、Tic110は存在しないことを明らかと

した。この結果から、CRLを含む核周縁部

の構造と小胞は一重膜構造を持つことが

示唆された。 

 色素体と他のオルガネラとの間に膜輸

送系が存在するかに関しては、明確な結論

を得るに至らなかったが、CRLタンパク質

の細胞内局在に関して以下の結果を得た。 

 CRL-YFP融合タンパク質と、各種オルガ

ネラ局在蛍光タンパク質との細胞内共局

在を解析した結果、CRLタンパク質が局在

する、細胞質の小さなドット状の構造体が

ミトコンドリアであることが明らかとな

った。さらに、様々な領域を欠失したCRL

と、GFPあるいはYFPとの融合タンパク質遺

伝子を作製し、植物細胞内で発現して、CRL

タンパク質の細胞内局在に必要な領域を

解析した。その結果、CRLタンパク質が、

葉緑体包膜および、小胞、ドット状の構造

体に局在するためには、アミノ末端側の

133アミノ酸残基が必要である事が明らか

となった。さらに、ミトコンドリアと色素

体への局在シグナルが、CRLタンパク質のN

末端よりにある短い疎水性領域であるこ

とを明らかにした。この疎水性領域内のグ

リシン残基のアスパラギン酸への置換に

よって、色素体へのタンパク質輸送のみが

阻害されたことから、疎水性領域内にある

グリシン残基が、タンパク質の色素体輸送

には重要であるが、ミトコンドリアへのタ

ンパク質輸送には関与しない可能性が示

唆された。ミトコンドリア局在蛍光タンパ

ク質を発現している植物体を用いて、野生

型とcrl変異体とで、ミトコンドリアの数

と形態を観察したが、両者の間に顕著な差

はなかった。 

 CRLタンパク質はオルガネラ膜にタンパ

ク質の一部が埋め込まれた、膜アンカー型

タンパク質の１つである。オルガネラ膜ア

ンカー型タンパク質の輸送にはankyrin 

repeat-containing protein 2A, 2B (AKR2A, 

2B)が関与することがすでに報告されてい

る。酵母ツーハイブリッドスクリーニング

によって、CRLと相互作用するタンパク質

として、これらAKR2A, AKR2Bが得られた。

これらのタンパク質とGFPとを融合して、

植物細胞内で一過的に発現させたところ、

AKR2Aタンパク質は細胞質に共在した。さ

らに、ツーハイブリッド系を用いた解析か

ら、AKR2Aタンパク質がCRLの色素体とミト

コンドリア輸送シグナルである短い疎水

性領域に結合することが明らかとなった。

これらの結果から、AKR2タンパク質によっ

てCRLタンパク質は色素体とミトコンドリ

アへ輸送されることが示唆された。 

 自家受粉可能な crl 変異体の弱い対立遺

伝子をホモにもつ系統の種子を EMS 処理し、

crl 変異体の表現型が亢進された、crl 変異

の enhancer 候補を多数単離した。 
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