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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物細胞の中で、葉緑体が、特定の環境条件の下で特定の分布パターンを
保つことにより、受光量やCO2吸収量を調節し、光合成反応を最適な状態に維持する現象に注目している。葉緑
体の分布パターンの維持に、アクチン細胞骨格が関与することを明らかにしており、アクチン細胞骨格の構築変
化に働くCa2+感受性のアクチン結合蛋白質であるビリン（VLN）について解析した。モデル植物シロイヌナズナ
が持つ5つのビリンのうち、AtVLN2が、葉緑体上に局在し、Ca2+濃度の変化に応じてアクチン細胞骨格の構築を
変化させ、柵状組織葉肉細胞の表層細胞質における葉緑体のアンカー状態を制御していることが強く示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In photosynthesizing plant cells, chloroplasts maintain their specific 
intracellular distribution patterns under specific environmental conditions, which contributes to 
the operation of optimal photosynthesis under fluctuating environment.  Since the actin cytoskeleton
 has been known to play some roles in the maintenance of chloroplast distribution patterns, we 
ascertained a possible involvement of a Ca2+-sensitive actin-binding protein villin (VLN).  One of 
the five villin molecular species of the model plant Arabidopsis thaliana, AtVLN2 is localized on 
chloroplasts.  AtVLN2 functions in the actin reorganization around the chloroplasts induced by a 
change in Ca2+ concentration, so may be involved in the regulation of chloroplast anchoring in the 
cortical cytoplasm of leaf palisade cells.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： 葉緑体アンカー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
葉緑体は環境の変化に応じて細胞内での

存在場所を変え、細胞・個葉レベルでの光合
成を最適化するような分布をとる（Kasahara 
et al. 2002, Tholen et al. 2008）。葉緑体が特定の
場所に位置するとき、葉緑体はその場所で積
極的にアンカーされていると考えられる。環
境の変化に応じた分布パターンの変化は、葉
緑体のアンカー解除（= 脱アンカー）、移動、
再アンカーを経てもたらされる。葉緑体の運
動装置については九州大学・和田正三教授グ
ループが先導的な研究を展開しているが
（Kong and Wada 2011）、葉緑体アンカーを担
う実体や脱アンカー・再アンカーの制御機構
については未解明の問題が多く残っている
（Takagi et al. 2009）。 
葉緑体の運動や分布変化にアクチン細胞

骨格が関与することを示唆する報告が多く
ある（Takagi 2003）。また、葉緑体の分布が
異常になるシロイヌナズナ突然変異株から
葉緑体外包膜に局在するアクチン結合蛋白
質 CHUP1 が同定され（Oikawa et al. 2003, 
2008）、外包膜からのアクチン重合を介して
細胞膜との相互作用に機能する可能性が報
告されている（Kadota et al. 2009, Kong et al. 
2013）。一方、光によって Ca2+動員が起こる
こと（Harada and Shimazaki 2007）、光に依存
した葉緑体の分布変化にCa2+が関与する可能
性が示唆されているが（Banas et al. 2012）、
Ca2+動員からアクチン細胞骨格の制御に至る
過程で働く因子については不明である。 
我々は、プロトプラストや単離葉緑体の調

製が容易なホウレンソウ緑葉を材料に、葉緑
体のアンカー機構を解析してきた。弱光下の
葉肉細胞では葉緑体を取り囲む細いアクチ
ン繊維束が観察されるが、青色強光照射や 2
価カチオノフォア存在下でのCa2+処理により、
これらのアクチン繊維束は消失した。青色強
光およびCa2+処理の効果はカルモデュリン拮
抗剤によって抑制された。 
そこで、葉肉細胞プロトプラストから表層

細胞質を露出させた細胞膜ゴーストを調製
し、アクチン細胞骨格と葉緑体アンカーとの
関連を解析した。弱光下で調製した細胞膜ゴ
ーストには多数の葉緑体が付着しており、各
葉緑体の近傍、特に細胞膜側にアクチンのシ
グナルが濃縮していた。アクチン脱重合剤や
Ca2+処理によってアクチンシグナルは大きく
減少し、葉緑体が細胞膜ゴーストから脱落し
た。Ca2+処理の効果はカルモデュリン拮抗剤
や内在カルモデュリンの除去によって抑制
された（Takamatsu and Takagi 2011）。以上の
結果は、青色強光による Ca2+動員の後、Ca2+-
カルモデュリンによる調節系を介してアク
チン繊維の切断・脱重合が起こり、葉緑体の
脱アンカーが誘導されることを強く示唆す
る。 
光によるCa2+動員の下流でアクチン細胞骨

格制御に働く因子としてビリンに注目した。
ビリンは小腸微絨毛のアクチン繊維束化蛋

白質として発見されたが（Bretscher et al. 
1978）、束化だけでなく、アクチン繊維の切
断・脱重合、プラス端キャッピング、重合核
形成など多様な活性を持つことがわかって
きた。それらの活性が Ca2+、リン脂質、リン
酸化などの制御を受け、同時に蛋白質自身の
局在も変化する多機能蛋白質である（Khurana 
and George 2008）。植物では、テッポウユリ花
粉管から P-135-ABP（Vidali et al. 1999）、
P-115-ABP（Yokota et al. 2003）の 2 種類のビ
リンが同定され、低 Ca2+条件下ではアクチン
繊維を束化し、高 Ca2+とカルモデュリン存在
下では切断することなどが明らかにされて
いる（Yokota et al. 2003, 2005）。 

G-アクチンと強固に結合する DNaseI をリ
ガンドとするアフィニティカラム（Bretscher 
and Weber 1980）によりホウレンソウ葉から
調製したCa2+感受性アクチン結合蛋白質の粗
画分には、テッポウユリビリンである
P-135-ABP に対する抗体により認識される
135-kDa 成分、同じく P-115-ABP 抗体により
認識される 120-kDa 成分が含まれていた。質
量分析により、135-kDa 成分はシロイヌナズ
ナのビリン AtVLN2,3 と、120-kDa 成分は
AtVLN4 と最も高いスコアを示し、これらは
ホウレンソウのビリンであると考えられた。
葉肉細胞、細胞膜ゴースト、単離葉緑体の間
接蛍光抗体法染色像から、135-kDa 成分が葉
緑体外包膜に、120-kDa 成分が細胞膜近傍に
局在する可能性が示唆された（Takamatsu Dr 
Thesis 2012）。 
さらに、これらユリビリン抗体が細胞膜ゴ

ーストからの葉緑体の脱落を誘導したこと
から、葉緑体におけるアクチン構築について
調べた。単離葉緑体に骨格筋 G-アクチンを加
えると、葉緑体上の蛍光ファロイジンによる
染色シグナルが増加する。この効果は
P-135-ABP 抗体もしくは Ca2+処理によって抑
制された。一方、G-アクチンの添加により蛍
光ファロイジンシグナルが増加した単離葉
緑体を各抗体もしくは Ca2+で処理すると、い
ずれの処理もシグナルの減少を誘導した（森
井 修士論文 2013）。 
 
２．研究の目的 
以上の結果を総合して、「葉緑体外包膜お

よび細胞膜近傍に異なるビリン分子種が局
在し、低 Ca2+条件下では束化によってアクチ
ン繊維を安定化して葉緑体アンカーに寄与
し、高 Ca2+条件下ではアクチン繊維の切断・
脱重合によって脱アンカーを誘導する」とい
う仮説を導いた。しかし、ビリン分子種間の
役割分担、それらの制御機構を追究するには
ホウレンソウでは限界があると考え、シロイ
ヌナズナを実験材料として導入した。 
シロイヌナズナの持つ 5 つのビリン分子種

のうち、AtVLN2,3,4 が葉に発現していること
を DNaseI カラムクロマトグラフィと質量分
析により確認した。各々の遺伝子破壊株を用
いた細胞膜ゴーストアッセイの結果、



AtVLN2 欠損株では Ca2+処理による葉緑体の
脱落が起こりにくく、AtVLN4 欠損株では細
胞膜ゴースト調製時に既に脱落が認められ
た（貴傳名 修士論文 2011）。本研究では、
AtVLN2 が Ca2+に依存した葉緑体脱アンカー
に働く可能性について検証した。 
 
３．研究の方法 
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana 

ecotype Columbia）の野生株、AtVLN2 欠損株
（SALK 114508）を材料とした。 
野生株ロゼット葉のゲノム DNA から

AtVLN2 のプロモータ領域を、cDNA から遺
伝子領域をクローニングし、ゲートウェイベ
クターを用いて黄色蛍光蛋白質（YFP）との
融合遺伝子を構築した。これを AtVLN2 欠損
株に導入し、AtVLN2 可視化株を作製した。 

Takamatsu and Takagi（2011）に従って、葉
肉細胞プロトプラストから、細胞膜直下の表
層細胞質を露出させた細胞膜ゴーストを調
製し、葉緑体のアンカー状態を見積もった。 
無傷葉緑体は、ロゼット葉をミキサーで破

砕後、パーコール遠心法により単離した。骨
格筋 G-アクチン溶液を加え、一定時間後に遠
心分離し、葉緑体を蛍光ファロイジンで染色
することにより、アクチン繊維を可視化した。
共焦点顕微鏡画像から、葉緑体外包膜におけ
るアクチン重合量を半定量化した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞膜ゴーストアッセイにおいて、
AtVLN2 欠損株では Ca2+処理による葉緑体の
脱落が起こりにくかったことから、青色強光
によって誘導される葉緑体逃避運動につい
て解析した。AtVLN2 欠損株では、葉緑体の
移動開始時、葉緑体の運動が頻繁に停止し、
スムーズに移動が始まらないことが分かっ
た。また、クロロフィル蛍光測定により、
AtVLN2 欠損株は、強光暴露下で光化学系 II
の量子効率が野生株よりも減少しやすい傾
向を示し（岡山大学、坂本亘博士・加藤裕介
博士との共同研究）、葉緑体の運動やアンカ
ー状態の異常が、高次の細胞機能に影響を与
えることが示唆された。 
(2) 本研究で作製した AtVLN2 可視化株の細
胞膜ゴーストアッセイにおいて、AtVLN2 欠
損株でみられた、Ca2+処理による葉緑体の脱
落が起こりにくい傾向が回復していること
を確認した。 

AtVLN2-YFP の蛍光シグナルは、細胞膜ゴ
ーストの葉緑体上に検出された。塩、アルカ
リ、リン脂質などの処理によって葉緑体上の
蛍光シグナルが減少したことから、AtVLN2
の葉緑体局在には、蛋白質や脂質との相互作
用が関与している可能性が示唆された。 

AtVLN2 可視化株の柵状組織葉肉細胞にお
ける蛍光シグナルを解析したところ、
AtVLN2-YFP は、弱光下では葉緑体上に、強
光下では細胞質中に繊維状に局在し、光条件
の変化に従って AtVLN2 の細胞内局在が変化

する可能性が示唆された。 
 
(3) ロゼット葉から単離した無傷葉緑体と骨
格筋 G-アクチンとを用いて、葉緑体外包膜に
おけるアクチン構築を半定量化した。単離葉
緑体に骨格筋 G-アクチンを加えると、葉緑体
上の蛍光ファロイジンによる染色シグナル
が増加した。この増加は、アクチン脱重合剤
の存在下や、単離葉緑体をプロテアーゼで前
処理した場合には、有意に抑制され、葉緑体
外包膜におけるアクチン重合を検出してい
ると判断した。 

Ca2+非存在下での重合については、野生株
と AtVLN2 欠損株との間に違いは無かったが、
Ca2+存在下では、野生株において重合が抑制
され、AtVLN2 欠損株においてその Ca2+感受
性が失われており、AtVLN2 可視化株におい
て Ca2+感受性が回復していた。いったん重合
させたアクチン繊維のCa2+添加による脱重合
については、野生株では起こるが、AtVLN2
欠損株では起こらなかった。 
 以上の結果より、AtVLN2 が葉緑体外包膜
に局在し、低 Ca2+濃度下では束化を介してア
クチン繊維を安定化、高 Ca2+濃度下ではアク
チン繊維の切断・脱重合をもたらすことによ
り、葉緑体アンカーの制御に関与している可
能性が強く示唆された。 
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http://www.bio.sci.osaka-u.ac.jp/bio_web/ 
lab_page/takagi/index.html 
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