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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナを含むアブラナ目の植物には，ERボディと名付けた小胞体由来の構造物が出
来る．ERボディには， 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，ERボディの形成と機能に関して新しい知見を得た．NAI2とPYK10がERボディ形成に必
要かつ十分であること，PYK10はグルコシノレートを基質とするミロシナーゼであり，ダンゴムシの食害を防ぐために
働くことが明らかとなった．これらのことより，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ことが示唆
された．

研究成果の概要（英文）：ER bodies are organelles derived from the endoplasmic reticulum in plants of the 
Brassicales order, including Arabidopsis thaliana. A unique protein NAI2 and a β-glucosidase PYK10 are 
accumulated in ER bodies in A. thaliana. In this study, we investigated the role of these proteins and 
obtained new information for the ER body formation and function. We found that NAI2 and PYK10 were 
necessary and sufficient for the ER body formation. PYK10 was a myrosinase to hydrolyze glucosinolates, 
and it prevented the feeding damage by woodlice. These findings suggest that ER bodies are responsible 
for the protection against pests and pathogens.

研究分野： 植物分子生物学
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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，このオルガネラを ER ボディと名
付けた．ER ボディには抗菌物質を生産するβ
グルコシダーゼ，PYK10 が蓄積することから，
病虫害に対する抵抗性を獲得するためのオ
ルガネラであると考えられた．ER ボディはシ
ロイヌナズナを含むアブラナ目以外の植物
には存在せず，アブラナ目の植物が特異的に
発展させた防御機構と思われた．研究開始当
初は，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，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や膜タ
ンパク質，MEB1,MEB2 が ER ボディ特異的に蓄
積することが明らかとなっていた．さらに，
ER ボディが病原菌の感染とともに減少する
という現象を見いだしていた．PYK10 が液胞
へ輸送されたために，ER ボディが消失したと
考えられた．ER ボディの形成と機能を調べる
ことは，植物の柔軟かつ斬新な小胞体の機能
分化機構を明らかにすることにつながると
考えられた． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，ER ボディ形成の理解を通
して植物特異的な小胞体の分化機構を解明
するとともに ER ボディを利用した小胞体の
植物特異的な新規機能を調べることである．
ERボディはPYK10を大量蓄積するために発達
した．そこで，ER ボディ形成に関わる巧妙な
仕組みを調べる．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 ボディ形成による糖化合物の代謝
の変動を理解する． 
 
３．研究の方法 
(１)ER ボディ形成における NAI2 タンパク質
の機能解析 
 ER ボディを作らないタマネギ(Allium 
cepa)に NAI2 と PYK10 を発現し ER ボディ形
成を調べる．PYK10 以外に，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を発現
し，ER ボディ形成能を調べ，アグリゲートと
ER ボディ形成の関係を調べる．免疫沈降によ
って NAI2 と PYK10 の結合を調べ，ER ボディ
の形成時に両者の複合体が形成されるか調
べる． 
 
(２)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．この機構に迫るため，菌側の因子の

同定を試みる． 
 
(３)ER ボディ形成不全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，ER ボディ
を形成しない nai1変異体や ERボディのβグ
ルコシダーゼを欠損している pyk10 bglu21
二重変異体を用い，病原菌や虫害に対する応
答を調べる． 
 
(４)ER ボディをもたない植物への ER ボディ
関連遺伝子の導入による影響 
 ER ボディをもたないタバコ培養細胞
(BY-2)に NAI2 と PYK10 を導入し ERボディを
形成させる．さらに，PYK10 の基質を導入し，
ER ボディ形成が基質の代謝にどのように影
響するかを調べる． 
 
４．研究成果 
(１)ER ボディ形成における NAI2 タンパク質
の機能解析 
 NAI2はERボディに局在するERボディの形
成因子であり，シロイヌナズナの nai2 変異
体では実生や根のERボディが形成されない．
NAI2 のホモログはシロイヌナズナを含むア
ブラナ目に属する植物のみにみられるため，
これらの植物が特異的に NAI2 遺伝子を獲得
し，ER ボディの形成を発達させたと考えられ
た．そこで，まず NAI2 の ER ボディ形成にお
ける働きを調べるため，NAI2 を ER ボディの
主要な成分であるPYK10とともにタマネギ表
皮細胞に発現させた．その結果，NAI2 または

図１．PYK10 と NAI2 の共発現による ER ボディの形
成． 
(A) PYK10 (上段)，NAI2 (中段)，PYK10 と NAI2 の
両方(下段) を小胞体マーカー，GFP-HDEL と共にタ
マネギ表皮細胞に導入した．スケールバーは 50 µm. 
(B) シロイヌナズナの内在性の ER ボディ(左) とタ
マネギに作らせた ER ボディ(右)の拡大写真．スケー
ルバーは 10 µm. 



PYK10のみを発現させた場合はERボディが形
成されないのに対し，NAI2 と PYK10 を共発現
させた場合はタマネギ表皮細胞に ER ボディ
が形成されることを見いだした(図１)．これ
らのことから ER ボディの形成には NAI2 と
PYK10 が必要かつ十分であることが示された．
この結果より，NAI2 と PYK10 が複合体を形成
し ER ボディを形成している可能性が考えら
れた．そこで，NAI2 と PYK10 を共発現してい
るタバコ培養細胞の抽出液を用い免疫沈降
により NAI2 と PYK10 の結合を調べた．その
結果，NAI2 と PYK10 は複合体を形成している
ことが明らかとなった．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た．その結果，こ
れらのタンパク質は NAI2 と共発現させても
ER ボディを形成しないことがわかった．  
 
 (２)ER ボディ消失に関わる因子の単離 
 ER ボディ消失に関わる菌の因子を調べる
ためフザリウム病菌 Fusarium oxysporum の
抽出液をシロイヌナズナに処理し，ER ボディ
を観察した．その結果 ER ボディを消失させ
るフザリウム病菌の因子は10kDa以下の熱に
強い分子であることがわかった．このことか
ら，熱に強い低分子化合物である T2-toxin
などの毒素が関与する可能性が考えられた． 
 
(３)ER ボディ形成不全変異体の病虫害抵抗
性の解析 
 ERボディを形成しない nai1変異体やERボ
ディのβグルコシダーゼを欠損している
pyk10 bglu21 二重変異体を用い，ER ボディ
の欠損が病虫害の抵抗性にどのように関わ

るかを調べた．子葉は地面に近いところに位
置するため，地を這う虫が良いと考え，ダン
ゴムシ(Armadillidium vulgare)を用い食害
実験を行った(図２)．ダンゴムシは腐食食性
でありシロイヌナズナの実生をほとんど食
さない．ところが nai1変異体や pyk10 bglu21
二重変異体はダンゴムシの食害を受けるこ
とが明らかとなり，ER ボディは食害防御に働
くことが示された．アブラナ科の植物にはグ
ルコシノレートと呼ばれる含硫配糖体が存
在し，これらは生体防御に効くことが知られ
ている．そこでグルコシノレートを合成でき
ない myb28 myb29 cyp79b2 cyp79b3四重変異
体 （qKO）を食害実験に供したところ，qKO
変異体はダンゴムシの食害を受けることが
明らかとなり，グルコシノレートが実生の食
害防御に働くことが示された．また，実生を
用いたメタボローム解析より pyk10 bglu21
二重変異体ではグルコシノレートの分解が
野生株より低いことがわかった．これらのこ
とより ER ボディのβグルコシダーゼがグル
コシノレートを基質とする酵素，すなわちミ
ロシナーゼであり，グルコシノレートを用い
た生体防御に働くこと示唆された．  
 
(４)ER ボディをもたない植物への ER ボディ
関連遺伝子の導入による影響 
 タバコ培養細胞(BY-2)に PYK10と緑色蛍光
タ ン パ ク 質 (GFP) の 融 合 タ ン パ ク 質 , 
PYK10-GFP や NAI2 を導入した．PYK10-GFP の
みを発現させたタバコ培養細胞は ER ボディ
を形成せず，PYK10-GFP は小胞体と液胞に蓄
積した．NAI2 と PYK10-GFP の両方を発現させ
たタバコ培養細胞では，ERボディが形成され，
PYK10-GFP は ER ボディのみに蓄積した．これ
らのことから，ER ボディが形成されない場合
には PYK10 は液胞に漏れることが示された．
青色蛍光をもつ糖化合物，スコポリンはβグ
ルコシダーゼにより脱糖されてスコポレチ
ンに変換する．タバコ培養細胞にスコポレチ
ンを与えたところ，これらの物質はスコポリ
ンとして液胞に蓄積した．そこで，PYK10-GFP
を発現させたタバコ培養細胞にスコポレチ
ンを与えたところ，液胞にはスコポリンとと
もにスコポレチンも蓄積し，液胞に漏れ出た
PYK10-GFP によりスコポリンが脱糖されてい
ることがわかった．NAI2 と PYK10-GFP を発現
させ，ER ボディを形成しているタバコ培養細
胞では，液胞に蓄積しているスコポリンは脱
糖されなかった．これらのことより，ERボデ
ィが形成されない場合には，PYK10 が液胞へ
漏れ出ることにより糖化合物の蓄積と代謝
に異常が起きることが示唆された． 
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