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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは植物の呼吸を担う大切な細胞小器官である。ミトコンドリアの呼吸機能は
内膜に組み込まれた呼吸鎖膜タンパク質複合体によって支配されることが分かっている。一方、内膜はホスファチジル
エタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロール、カルジオリピンなどのリン脂質を含んでい
るが、特に、ホスファチジルエタノールアミンは脂質二重膜構造を不安定化するにもかかわらず、内膜に大量に含まれ
ている。本研究では、シロイヌナズナのホスファチジルエタノールアミン生合成変異株pect1-4を用いて、ホスファチ
ジルエタノールアミンが内膜のシトクロムオキシダーゼ活性維持に必要であることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria are important organelles for respiratory activity in plants. In this 
study, the role of phosphatidylethanolamine, which is the major non-bilayer phospholipid of mitochondrial 
inner membrane, is investigated using Arabidopsis pect1-4 mutants, which exhibit one fourth of the 
CTP:phosphorylethanolamine cytidylyltransferase activity. We found that the leaf respiratory activity 
increases with rosette leaf development in the wild type, but it did not increase in pect1-4 mutants 
under prolonged short-day growth conditions. Cytochrome oxidase activity was selectively inhibited in 
pect1-4 mutants, with no change in COXII protein levels. In pect1-4 mutants, PE levels decreased in 
isolated mitochondria compared with that in wild-type mitochondrial. These results suggested that a 
shortage of phosphatidylethanolamine in the mitochondrial inner membrane causes a partial inhibition of 
COX activity.

研究分野：植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
植物の呼吸はシアン感受性のチトクロムオ
キシダーゼ経路（ Cytochorome oxidase 
pathway; COP）とシアン耐性のオルタナティ
ブオキシダーゼ経路（Alternative oxidase 
pathway; AOP）が知られており、それぞれ異
なる生理的役割を果たすと考えられている。
これら呼吸経路はミトコンドリアの内膜に
局在し、内膜のリン脂質組成の影響を受ける
と考えられるが、内膜リン脂質と呼吸活性 
の関係を分子生理学的に検証する実験系が
確立していなかった。 
 ミトコンドリア内膜は４つのリン脂質ク
ラスを含む。これらはホスファチジルコリン
（PC）、ホスファチジルエタノールアミン
（PE）、ホスファチジルグリセロール（PG）
およびカルジオリピン（CL）である。PC と
PE は主要なリン脂質で、ミトコンドリア膜
全体の〜80%を占める。また、PE は、ミトコ
ンドリア内膜では 50%にも達する(Douce, R. 
1985, Mitochondria in Higher Plants, 
Academic Press)。非二重膜形成リン脂質で
ある PE をこのように高い割合で含む生体膜
はミトコンドリア内膜以外には知られてい
ない。従って、PE はミトコンドリア内膜に
おいて何らかの重要な役割を果たすと考え
られる。 
 西田研究室では、PE 生合成の律速酵素で
ある CDP-エタノールアミン合成酵素（PECT1）
の活性が野生型の 1/4 となったシロイヌナ
ズナ変異株 pect1-4 株を単離している。
pect1-4 株は野生型に較べ常温での生育が
若干悪く、その実生は８℃で著しい生育阻害
を起こす。pect1-4 株の PE レベルは、野生
型に較べ、ロゼット葉で 8%低下するのに対し、
黄化実生、根および花では、それぞれ 20%、
25.7％および 39%低下する。変異株の非緑色
組織でミトコンドリア内膜の最も多いリン
脂質である PE レベルが大きく低下すること
は、これらの組織で呼吸活性が大きく低下す
るかも知れないと考え、ロゼット葉の呼吸活
性を調べた。その結果、pect1-4 株のロゼッ
ト葉では野生型に較べ、全呼吸活性および
COP 活性がそれぞれ 25%および 38%低下する
ことを見いだしていた。 
 
２．研究の目的 
ホスファチジルエタノールアミン（PE）生合
成の律速酵素 CDP-エタノールアミン合成酵
素（PECT1）の活性が野生型の 1/4 となった
シロイヌナズナ変異株 pect1-4 株は、ロゼッ
ト葉の呼吸低下と低温感受性を示す。この
pect1-4 株について、 
(1) 葉の呼吸低下の原因は、ミトコンドリア
呼吸鎖のチトクロムオキシダーゼ経路（COP）
活性低下によることを証明する。また、COP
活性低下は、シトクロムオキシダーゼ遺伝子
COXII の発現レベルの低下によるのではなく、
ミトコンドリア内膜の PE レベル低下による
COX 活性阻害に起因することを証明する。 

(2) 低温感受性について、低温における COP
活性とオルタナティブオキシダーゼ経路
（AOP）活性との関係を選択的呼吸阻害剤を
用いて検証する。 
(3)野生株と pect1-4 株で、呼吸鎖タンパク
質複合体の高次構造形成を比較し、PE の役割
を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリアの呼吸活性比較：pect1-4
植物のロゼット葉は、野生型ロゼット葉より
も全呼吸活性およびCOP活性ともに低かった
ので、ミトコンドリアを単離し、全呼吸活性、
COP 活性および AOP 活性を比較する。 COP 活
性低下は、 シトクロムオキシダーゼ遺伝子
COXII の発現レベルの低下によるのではなく、
COX 活性低下に起因することを証明するため、 
抗 COXII および抗 AOX抗体を用いたイムノブ
ロット解析を行う。 
(2)ミトコンドリア膜脂質組成の比較：COP 活
性低下は、 COXII 遺伝子の発現レベルの低下
によるのではなく、ミトコンドリア内膜の PE
レベル低下によるCOX活性低下に起因するこ
とを検証するため、ガスクロマトグラフによ
る単離ミトコンドリアのリン脂質分析を行
う。 
(3)呼吸鎖タンパク質複合体の高次構造解
析：pect1-4 変異株における COX 活性阻害に
ついて、PE の役割を明らかにするために、単
離ミトコンドリア膜のタンパク質複合体を
BlueNative PAGE で解析し、COX タンパク質
複合体の高次複合体形成について検討する。 
(4)ロゼット葉および単離ミトコンドリアの
呼吸活性に対する低温の影響：pect1-4 実生
の低温感受性について、低温におけるミトコ
ンドリア呼吸阻害によるものかどうかを検
証するため、ロゼット葉および単離ミトコン
ドリアの呼吸活性を低温室に設置した酸素
電極を循環冷却器で温度制御しながら経時
的に測定し、pect1-4 特異的な活性阻害が起
こる温度領域があるかどうかを検証する。ま
た、COP と AOP のいずれの活性が影響を受け
やすいか、選択的呼吸阻害剤(KCN および 
SHAM)を用いて検証する。 
(5) 蛍光染色法による植物組織の過酸化ス
トレスレベルの比較：pect1-4 による呼吸阻
害が、植物体内に過酸化ストレスを及ぼすか
どうかを検証するために、過酸化脂質由来の
マロンジアルデヒド(MDA)のレベルを、チオ
バルビツール酸(TBA)を用いて蛍光染色し、
共焦点レーザー顕微鏡下で比較する。特に、
低温処理前後についても染色の度合いを比
較する。 
  
４．研究成果 
(1)ミトコンドリアの呼吸活性比較：pect1-4
植物のロゼット葉は、野生型ロゼット葉より
も全呼吸活性およびCOP活性ともに低かった
ので、ミトコンドリアを単離し、全呼吸活性、
COP 活性および AOP 活性を比較した。その結



果、COP 活性低下は、シトクロムオキシダー
ゼ遺伝子COXIIの発現レベルの低下によるの
ではなく、COX 活性低下に起因することを、
抗 COXII および抗 AOX抗体を用いたイムノブ
ロット解析によりあきらかにした。 
(2)ミトコンドリア膜脂質組成の比較：COP 活
性低下は、 COXII 遺伝子の発現レベルの低下
によるのではなく、ミトコンドリア内膜の PE
レベル低下によることをあきらかにした。す
なわち、野生型および変異株ともに、３週間
から５週間にかけて、COX タンパク質レベル
が倍増するにも関わらす、野生型では PE レ
ベルが増加し、変異株では PE レベルが低下
した。 
(3)蛍光染色法による植物組織の過酸化スト
レスレベルの比較：pect1-4 による呼吸阻害
が、植物体内に過酸化ストレスを及ぼすかど
うかを検証するために、過酸化水素レベルを 
DBA 染色法で調べた。その結果、pect1-4 株
は野生型に較べてDBA染色の程度が高いこと
をあきらかにした。 
(4) 小胞体の油脂生合成を促進する因子 
AtABCA9 について国際共同研究を実施し、小
胞体への脂肪酸基質輸送をその機能として
提唱した。 
(5)種子貯蔵タンパク質の遺伝子破壊が種子
中の油脂含量の増加をもたらすほかに、植物
体あたりの種子数の増加をもたらすことを
あきらかにした。 
(6) 野生型ロゼット葉の AOP 活性は、低温処
理後一時的に低下するが、pect1-4 ロゼット
葉では、低温処理後の回復がおこらないこと
を見いだした。そこで、aox1a 変異株を入手
し、aox1a pect1-4 二重変異株の作出を開始
した。 
(7)pect1-4 株は早期花成を示すが、野生型遺
伝子導入復帰株ライン２および６（pect1-4 
transPECT1）を作出したところ、ライン６は
呼吸活性が回復するが、早期花成は回復しな
かった。一方、ライン２は早期花成が回復し
た。以上の結果は、pect1-4 変異株の早期花
成は、呼吸活性の低下とは無関係であること
が明らかとなった。 
(8)呼吸鎖高次タンパク質複合体に対する
pect1-4 変異の影響は、野生型の電気泳動条
件が整わず、今後の課題とした。 
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