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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナには，ER ボディと名付けた小胞体由来の構造物が出

来る．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

めの構造物であると考えられた．ERボディ内には， 新規タンパク質である NAI2とβグルコシ

ダーゼである PYK10が蓄積し，ERボディ膜には膜貫通タンパク質である MEB1，MEB2 が蓄積す

る．そこで，本研究ではこれらのタンパク質の役割を調べた．その結果，NAI2 と PYK10 は ER

ボディ形成に働くこと，MEB1，MEB2は鉄・マンガンを輸送することが明らかとなった．植物の

耐病性獲得に関わる ER ボディ形成の仕組みが明らかになるとともに，ER ボディが金属イオン

ストレスに対する抵抗性に関わる可能性が示された． 

 
研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) body is an ER derived structure that 
is accumulated in Arabidopsis thaliana. ER body is involved in plant defense system 
against insect and pathogen attack, since wound treatment induced ER bodies. Two soluble 
proteins NAI2 and PYK10, and two integral membrane proteins MEB1 and MEB2 are accumulated 
specifically in ER bodies, but their functions were obscure. I found that NAI2 and PYK10 
are responsible for the ER body formation. MEB1 and MEB2 have iron/manganese transport 
activity, suggesting that ER body is involved in the metal stress resistance. These 
findings unrevealed unique mechanisms for ER body formation and function in plants. 
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１．研究開始当初の背景 

 シロイヌナズナ実生の表皮細胞に小胞体由

来の細長いオルガネラが形成されることを発

見し，ERボディと名付けた．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，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，bHLH

型転写制御因子，NAI1が PYK10遺伝子と NAI2

遺伝子の発現に必要であることを明らかにし

てきた．さらに，ER ボディの形成には NAI2

の発現で十分である．これらの研究から，植

物は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能力をもつこ
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界に先んじて報告した．一方，近年になり，

オルガネラの動態と防御応答の関連が注目さ

れつつある．研究代表者は，ERボディが病原

菌の感染とともに消費され，数が減少すると

いう現象を見いだしている．PYK10 は酸性で

活性化するという予備的な実験結果も得てお

り，PYK10 が酸性オルガネラである液胞へ選

択的に輸送されたために，ERボディが消失し

たと考えられた．このことは，固定化されて

いると思われていた植物の小胞輸送系が環境

に応じてダイナミックに変動しうることを示

していた．ERボディ形成と消失に関わる因子

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ボディ形成や機能の鍵

となる ERボディ内腔タンパク質や ER ボディ

膜タンパク質の働きを明らかにし，さらに

PYK10の再輸送に伴うと考えられる ERボディ

の消失機構を明らかにすることで，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．一般に，小胞体で凝集したタン

パク質は小胞体ストレス応答を誘導し，さら

に小胞体特異的な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，

ER ボディ形成因子である NAI2 が小胞体スト

レス応答を抑え，PYK10 の蓄積を実現してい

る可能性を調べるとともに，NAI2 と ER ボデ

ィ成分や小胞体ストレス応答因子との相互作

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．さらに，PYK10 の局在の

変化や ER ボディの消失を促す因子を同定す

ることにより，植物がもつ防御応答による物

質輸送系のダイナミックな変動を理解する．

ERボディ欠損変異体の病虫害に対する抵抗性

を調べることで ER ボディが病虫害に関与す

ることを直接示すと同時に，ERボディをもた

ない植物に ER ボディ合成に関わる遺伝子を

導入し，ERボディが実際に耐病性獲得機構と

して有効であることを示す． 

 

３．研究の方法 

 

(1)ERボディの新規膜タンパク質，MEB1，MEB2

の機能解析 

 データベースの解析より，MEMBRANE OF ER 

BODY 1 (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 AT4G27870が見

つかった．MEB1，MEB2，AT4G27870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

AT4G27870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)ERボディ形成における NAI2タンパク質の

機能解析 

パーティクルガンを用いた遺伝子導入法によ

り，ERボディを持たないタバコ(Nicotiana 
tabacum)培養細胞に NAI2遺伝子を PYK10遺伝

子とともに導入し，ERボディが形成されるか

どうかを調べる．PYK10以外にも，小胞体で

アグリゲートを形成するプロテアーゼ

(SH-EP)や貯蔵タンパク質(12Sグロブリン)と

NAI2を過剰発現し，ERボディ形成能を調べる． 

NAI2と PYK10の部分領域を発現させ，ERボデ

ィ形成に必要な領域を同定する． 

 

(3)ERボディ消失に関わる因子の単離 

 ERボディは菌の接種とともに速やかに消失

するが，植物が菌体に触れる前に ERボディが

消失する．このことから，植物は菌が放出す

る物質を認識して PYK10の輸送を変化させて

いると考えられた．この機構に迫るため，菌

側の因子をクロマトグラフィーを用いて分離，

同定する． 

 

(4)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

を形成しない nai1,nai2変異体や ERボディに

局在するβグルコシダーゼの欠損株である

pyk10変異体，ERボディ膜タンパク質の欠損

株である meb1 meb2二重変異体を用いて，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． 

 

４．研究成果 

 

(1)ERボディの新規膜タンパク質，MEB1，MEB2

の機能解析 

 データベースを用いた 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， AT4G27870 遺伝子を見つけた． 
MEB1,MEB2遺伝子の発現は ERボディが形成さ
れない nai1 変異体では野生株と比較して減
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 ボディの機能に関わ



 

 

る遺伝子であることが示唆された． 
 MEB1，MEB2タンパク質の局在を調べるため
に，蛍光タンパク質，tdTOM との融合タンパ
ク質，tdTOM-MEB1,tdTOM-MEB2 の局在を調べ
たところ，これらのタンパク質は ER ボディ
の膜に局在した(図１Ａ)．MEB1，MEB2特異的
な抗体を作成し，ERボディ画分を用いて MEB1，
MEB2の可溶化を調べたところ，これらのタン
パク質は，界面活性剤処理でのみ可溶化され，
膜貫通型タンパク質であることが明らかと
なった（図１Ｂ）．これらの結果から，MEB1，
MEB2 は ER ボディの膜貫通型タンパク質であ
ることがわかった． 
 MEB1，MEB2は酵母の鉄・マンガン輸送体で
ある CCC1 と弱い相同性がある．そこで，酵
母の ccc1 変異体を用い，MEB1，MEB2 に鉄・
マンガン輸送能があるかを調べた．ccc1変異
体は硫酸鉄を含む培地では生育できない．し
かし， MEB1または MEB2を発現させることで，
ccc1 変異体は硫酸鉄を含む培地で生育でき
るようになった(図２Ａ)．一方，ccc1変異体
は塩化マンガンを含む培地では増殖が悪い
が， MEB1または MEB2を発現させることで増
殖が向上した．(図２Ｂ)．このことから，MEB1，
MEB2 は酵母の ccc1 変異を相補することが明
らかとなり，MEB1，MEB2は鉄・マンガン輸送
能をもつことが示唆された． 
 MEB1，MEB2の植物で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．さらに，AT4G27870
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 at4g27870 三
重変異体を作成した．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．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)ERボディ形成における NAI2タンパク質の
機能 
 ERボディの成分である NAI2 や PYK10の変
異により ER ボディの形成に異常がおきるこ
とから，NAI2と PYK10が ERボディ形成の実
行因子として働くことが示唆された．そこで， 
NAI2，PYK10遺伝子を，ERボディが形成され
ないタバコ培養細胞に導入したところ，ERボ
ディが形成された．このことから，NAI2 と
PYK10は ERボディの形成に十分である因子で

図１，MEB1，MEB2は ERボディの膜貫通型タンパク

質である． 

Ａ．tdTom-MEB1，tdTom-MEB2の共焦点蛍光顕微鏡像．

ERボディを GFPで可視化した植物に tdTom-MEB1ま

たは tdTom-MEB2 を一過的に発現させた．スケール

バーは 10µm. 

Ｂ．ERボディを含む抽出液を低塩濃度，高塩濃度，

アルカリ性または界面活性剤入り緩衝液で処理し，

可溶性画分（sup）と膜画分（ppt）に分け，抗 MEB1

または抗 MEB2抗体でイムノブロットを行った． 

図２，酵母を用いた MEB1，MEB2 タンパク質の機能

解析． 

Ａ．MEB1，MEB2は酵母 ccc1変異体の鉄感受性を抑

える．上から野生株，ccc1 変異体，MEB1 を発現さ

せた ccc1変異体，MEB2を発現させた ccc1変異体を

0mMあるいは 2mMの硫酸第一鉄を含む SD固形培地で

生育させた． 

Ｂ．MEB1，MEB2は酵母 ccc1変異体のマンガン感受

性を抑える．ccc1変異体（●），MEB1を発現させた

ccc1 変異体（▲），MEB2 を発現させた ccc1 変異体

（■）を 15mMの塩化マンガンを含む SD液体培地で

生育させ，細胞増殖を 600nmの吸光度で測定した．

○は塩化マンガンを含まない液体培地で生育させ

た ccc1変異体の細胞増殖を示す． 



 

 

あることがわかった． 
 
(3)ERボディ消失に関わる因子の単離 
 GFPで ERボディを可視化した植物に病原菌
である Fusarium oxysporum の抽出液を処理
したところ，ERボディが消失した．細胞が死
んで ER ボディの蛍光が消失することが考え
られたため，ヨウ化プロピジウム染色によっ
て，細胞の生死を判定したところ，ERボディ
が消失している細胞は生きていることがわ
かった．このことから，細胞が死ぬことによ
って受動的に ER ボディが消失するのではな
く，生きている細胞で積極的に ER ボディが
消失していることが明らかとなった． 
 
(4)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，nai1，
nai2，pyk10，meb1 meb2変異体における病原
菌 の 感 染 効 率 を 調 べ た ． Altarnaria 
brassicicola，Fusarium oxysporum，Phythium 
sylvaticum ， Pseudomonas syringae pv 
glycinea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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