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研究成果の概要（和文）：液胞形成とオートファジー経路の関係を調べた。シロイヌナズナにおいて、マクロオートフ
ァジー経路が既存の液胞の拡大化に寄与していることを明らかにした。一方で、タバコ培養細胞から調製したプロトプ
ラストから液胞を取り除くと液胞が再形成されるが、その過程は、マクロオートファジーとは別のオートファジー経路
によって細胞質が分解されることによって形成されることを示した。シロイヌナズナ根の先端部の細胞では、マクロオ
ートファジー経路とは別のオートファジー経路が実際に起こっていた。

研究成果の概要（英文）：We have examined relationship between the formation and enlargement of plant vacuo
le and autophagic processes. We have shown that the macroautophagy pathway contributes to the enlargement 
of pre-existing vacuoles in Arabidopsis root cells. On the other hand, the precursor structure of the cent
ral vacuole seems to be formed through an autophagic process that is different from conventional macroauto
phagy. We have revealed that such a novel autophagic process play a role in the generation of vacuoles in 
miniprotoplasts, in which the central vacuole has been removed.
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１．研究開始当初の背景 
	
 一般に、植物の細胞は動物の細胞よりも大

きい。これは、植物細胞が液胞というオルガ

ネラを発達させ、細胞の充填材として利用し

ていることに因ると考えられる。酵母細胞に

も液胞は存在するが、酵母の液胞は細胞体積

の約 2割であり、液胞が細胞体積の 9割以上
を占める植物細胞とは状況が大きく異なる。

液胞内のタンパク質濃度は細胞質基質の約

1/100と低いため、液胞を用いた細胞成長は
植物にとって経済的である。植物は、液胞を

発達させ細胞を大きくすることで、個体とし

ても大きく成長し、より広い生存エリアを獲

得するという成長戦略をとってきたと考え

られる。これは動物や菌類にはない植物の特

徴の一つである。 
	
 植物細胞における液胞の形成とその拡大

化のメカニズムに関しては、充分に理解され

ていないが、オートファジーと呼ばれる細胞

質分解経路を通して液胞が形成されると考

えられている。 
	
 オートファジーの中で主要な経路である

マクロオートファジーは、酵母を用いた研究

でその経路が特定され、その進行に必須な遺

伝子（ATG遺伝子）が同定されている。マク
ロオートファジーではまず、細胞質の一部が

新規の膜構造によって隔離されオートファ

ゴソームというオルガネラが形成される。そ

の後、オートファゴソームがリソソーム（ま

たは液胞）と融合することでプロテアーゼな

どの加水分解酵素を獲得してオートリソソ

ームへと変換し、オートリソソーム（または

液胞）内で細胞質が分解される。 
	
 私はこれまでに、植物のオートファジーの

メカニズムとその生理的意義を調べてきた。

その中で、オートファジーが液胞の形成とそ

の拡大化と密接に関連していることを示す

以下の 3つの結果を得た。 
	
 (1)タバコ細胞から液胞を取り除いた細胞
モデル（ミニプロトプラスト）を作製できる。

このミニプロトプラストを培養すると液胞

が再形成された。この時、プロテアーゼ阻害

剤で処理すると、形成された液胞内に細胞質

未分解物が蓄積した。また、この未分解物の

蓄積はマクロオートファジーの阻害剤 3-メ
チルアデニン(3-MA)では阻害されなかった
(Yano et al. 2007a)。この結果は、ミニプロト
プラストで起こる液胞形成は細胞質の分解

を伴っており、この細胞質分解はマクロオー

トファジーによるものではないことを示し

ている。 
	
 (2)植物の根では液胞の形成・拡大が恒常的
に起こっており、オートファジーも恒常的に

起こっていた(Moriyasu et al. 2003, Inoue et al. 
2006, Yano et al. 2007b)。	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 ただ、(1)(2)の結果は、以下の不明な点を残

していた。 
	
 (1)については、3-MAがミニプロトプラト
内のマクロオートファジーを阻害している

という証明が不完全である。 
	
 (2)については、オートファジーと液胞の形
成・拡大との間の平行関係は示されたが、両

者の因果関係が証明されていない。 
 
２．研究の目的 
	
 そこで本研究では、液胞の形成（新規に液

胞が作られること）と液胞の拡大（既存の液

胞が大きくなること）を区別して解析し、以

下の 3点を明らかにすることを目的とする。 
	
 (1)マクロオートファジーが完全に阻害さ
れているにも関わらず、液胞はオートファジ

ーに伴って形成されることを明らかにする。

すなわち、液胞は新奇のオートファジーに伴

って形成されることを証明する。さらに、液

胞がどのオルガネラからどのように作られ

るかを明らかにする。 
	
 (2)ATG遺伝子破壊株が利用できるシロイ
ヌナズナの根を用いて、マクロオートファジ

ーが欠損すると液胞の拡大化が遅延するこ

とを示し、マクロオートファジーが液胞拡大

の原因になっていることを証明する。 
 
３．研究の方法 
(1)ミニプロトプラスト培養中に起こる液胞
形成過程とマクロオートファジーを蛍光顕
微鏡と電子顕微鏡で解析した。 

GFP-Atg8タンパク質の恒常的発現により
オートファゴソームを可視化したタバコ細

胞よりミニプロトプラストを調製し、3-MA
処理によりオートファゴソーム形成が阻害

されるかどうかを調べた。また、E-64存在下
では、形成される液胞に細胞質の残骸が蓄積

するが、この蓄積に 3-MAは影響を与えない
ことを確認した。さらに、液胞形成過程を電

子顕微鏡で解析した。 
液胞型H+-ATPase阻害剤コンカナマイシン

で処理して形成途中の液胞の pHを上げ、加
水分解を阻害した場合にどのようなことが

起こるかを調べた。 
 
(2)①シロイヌナズナ野生株・オートファジー
欠損株(atg5株)の根の断片を培養して液胞の
形成・拡大や根の成長を測定・比較した。 
	
 シロイヌナズナ atg5株の芽生えより根先
端を切り出して培養し、その成長を野生株と

詳しく比較した。根の細胞の大きさを顕微鏡

下で測定し、オートファジー欠損により根の

細胞が小さくなることを確認した。 
(2)②シロイヌナズナ根における液胞形成・拡
大過程を電子顕微鏡で詳しく観察した。 
 
４．研究成果 



	
 (1)タバコ BY-2細胞より調製したミニプロ
トプラスト（液胞が脱落させてプロトプラス

ト）を培養すると液胞が再形成される。電子

顕微鏡で観察すると形成される液胞内には

細胞質の未分解物と考えられる構造が見ら

れた。膜透過性システインプロテアーゼ阻害

剤 E-64dで処理して液胞内でのタンパク質分
解を阻害すると、液胞膜で囲まれた液胞の形

成それ自体は阻害されなかったが形成され

る液胞内には細胞質の未分解物の蓄積がさ

らに増加した。さらに、液胞型 H+-ATPaseを
阻害することにより形成される液胞の酸性

化を阻害し結果として液胞内の加水分解酵

素の活性を低下させるコンカナマイシンで

処理すると、形成される液胞内には、細胞質

ゾルと同様な構造が満たされていた。このよ

うな E-64dやコンカナマイシンの効果に対し
て従来用いられてきたオートファジー阻害

剤 3-MAは影響を与えなかった。オートファ
ゴソームのマーカータンパク質である

GFP-Atg8 融合タンパク質を恒常的に発現す
る BY-2 細胞より調製したミニプロトプラス
トでも液胞形成は同様に起こった。この過程

では、GFP-Atg8タンパク質が局在するオート
ファゴソームが観察され、栄養飢餓状態に置

くとその数は増加した。 ミニプロトプラス
ト内で起こるオートファゴソームの形成は

3-MA によってほぼ完全に阻害された。以上
の結果は、ミニプロトプラスト内においては

液胞は従来のオートファジーとはことなる

オートファジーによって形成されることを

示している。 
 
(2)シロイヌナズナの野生株(WT)と ATG5

遺伝子が破壊された atg5-1株、atg5-2株の芽
生えより根端 5 mmを切り取り、3%ショ糖を
含む 1/2MS培地で 23℃、1日間培養した。
WTの根は 2.9 mm伸びたのに対し、atg5-1
が 2.0 mm、atg5-2が 2.1 mmしか伸びず、
WTと atg5株の間には統計学的に有意な差が
あった。培養 1日後の根断片の細胞を明視野
顕微鏡で観察すると、atg5株はWTに比べて、
根端から約 400 µm以降の表皮細胞が小さく、
細胞の最大長も短かった。明視野観察では根

端から 400 µm以内の表皮細胞は観察が難し
かったので、ヨウ化プロピジウムで細胞壁を

蛍光染色して根冠に隠れた細胞も観察した。

すると根端から 100-300 µmの伸長領域の表
皮細胞においても atg5株はWTより細胞が
小さく、細胞伸長が遅いことが分かった。さ

らに、ショ糖を含まない培地で培養するとオ

ートファジーはさらに活性化し、ショ糖を含

む培地で培養したときよりもWTと atg5株で
細胞の大きさの差がより開いた。以上の結果

はオートファジーが根の細胞伸長に寄与す

ることを示している。 

エンドサイトーシスを介して液胞膜を染

める FM4-64で根断片の液胞を観察すると、
根端から 200 µm以内の細胞は液胞が未発達
だったが、atg5株の細胞ではWTよりもさら
に小さい液胞が多かった。しかし、根端から

約 200 µm以降の液胞が発達した細胞では液
胞の大きさに違いが見られなかった。シロイ

ヌナズナの胚軸から誘導した培養細胞にお

いても、WTよりも atg5株で小さい液泡が多
く存在した。これらの結果は、細胞伸長初期

の液胞が大きくなる過程にオートファジー

が寄与することを示唆している。 
FM4-64で根断片を染色すると、WTでは液

胞膜が染まるのと同時に液胞内に FM4-64が
顆粒状になって蓄積した。これに対して atg5
株では液胞膜のみが染まった。この結果は、

液胞が直接陥入することで液胞膜や細胞質

を液胞内に取り込むミクロオートファジー

という通常とは別のオートファジー経路が

WTに存在し、この経路に Atg5タンパク質が
関与していることを示唆している。興味深い

ことに、WTの細胞では染色 18時間後に液胞
膜が再び染色された。これは、液泡内に顆粒

状に蓄積した膜成分が液胞膜に戻る可能性

を示唆している。 
	
 以上の結果は、液胞の形成を介して細胞伸

長に寄与するというオートファジーの新し

い機能を示しており、Atg5タンパク質が通常
のオートファジー経路に加えて、ミクロオー

トファジーと呼ばれる別のオートファジー

経路に必要であることを示唆している。 
	
 マクロオートファジーに必須であると考

えられている ATG5遺伝子が破壊されたシロ
イヌナズナ atg5株と野生株の芽生えの根端
部分の細胞を電子顕微鏡で比較観察した。マ

クロオートファジー経路で特徴的な構造で

ある isolation membraneやオートファゴソー
ムと類似の構造が野生株や atg5株の分裂組
織付近の細胞に同様に観察された。 
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