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研究成果の概要（和文）：　イメージング解析および免疫電子顕微鏡法によって、ゼニゴケにおけるPTS1 
(Peroxisome targeting signal 1) およびPTS2輸送の存在を明らかにした。インフォマティクス解析により、ゼ
ニゴケペルオキシソーム因子を同定し、シロイヌナズナではファミリーを形成している遺伝子群がゼニゴケでは
少ないことが明らかとなった。
　シロイヌナズナのapem (aberrant peroxisome morphology) 変異体の解析から、ペルオキシソームタンパク質
輸送にユビキチン系を介したシグナリングが必要であり、この欠損により脂肪酸代謝や光呼吸が異常となること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：From imaging analysis using transgenic Marchantia polymorpha expressing PTS1
 (Peroxisome targeting signal 1)- or PTS2-Citrine and immunoelectron microscopic analysis revealed 
the presence of PTS1- and PTS2-dependent protein transport in M. polymorpha. Bioinformatics analysis
 identified the orthologous genes in M. polymporpha genome. Using this information, we succeeded in 
generation of some mutants whose peroxisomal genes were disrupted by the CRISPR/Cas9 method. In 
addition, we generated the Gateway technology-compatible binary vectors, and these vectors 
functioned in M. polymorpha cells.
From the analysis of one of Arabidopsis apem (aberrant peroxisome morphology), the ubiquitin 
signaling pathway is involved in protein transport to peroxisomes, and that the defective of 
ubiquitin-dependent protein transport causes normal peroxisome functions, such as lipid metabolism 
and photorespiration.

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 
 真核細胞に存在するペルオキシソームは、
脂肪酸代謝や活性酸素除去、光呼吸など様々
な機能をもっている。ペルオキシソームは独
自のゲノムをもたないため、全てのペルオキ
シソームタンパク質は核遺伝子にコードさ
れており、それら遺伝子産物のペルオキシソ
ームへの正確な輸送が、様々なペルオキシソ
ーム機能を支えている。しかしながら、その
タンパク質輸送の分子機構は、関与する因子
の同定も含め十分には理解されていない状
況であった。 
 申請者は、ペルオキシソームが緑色蛍光タ
ンパク質 (GFP) で可視化された形質転換シ
ロイヌナズナを親株として変異処理を行い、
GFP の蛍光を指標にペルオキシソームの形
態や大きさ、数、タンパク質輸送に異常を示
す apem (aberrant peroxisome morphology) 
変異体や、ペルオキシソームと葉緑体の位置
関 係 が 異 常 と な る peup (peroxisome 
unusual positioning) 変異体を多数単離し
て、ペルオキシソーム形成機構の解析を進め
ていた。 
 また、シロイヌナズナ以外の植物における
ペルオキシソーム輸送と形成機構の解明を
目的として、基部陸上植物のゼニゴケにおけ
るペルオキシソーム遺伝子の同定と機能解
析を開始した。 
 
２．研究の目的 
 ペルオキシソーム機能の発現は、遺伝子発
現やタンパク質輸送、オートファジーによる
ペルオキシソーム分解など様々な段階で調
節されているが、本研究ではタンパク質輸送
に焦点を絞って解析を進めた。シロイヌナズ
ナ apem変異体のうち、ペルオキシソームへ
のタンパク質輸送に異常を示す変異体を材
料として、ペルオキシソーム遺伝子産物の機
能解析を行う計画をたてた。特に、ペルオキ
シソーム膜上に存在するタンパク質輸送装
置を介した、ペルオキシソーム内部へのタン
パク質輸送、輸送後に起こると予想されてい
るペルオキシソームからサイトソルへのレ
セプターの輸送に、ユビキチンを介したシグ
ナリングが必要であるという予備データを
得ているので、その解明を明らかにしたいと
考えた。 
 加えて、新たなモデル植物となりつつあっ
たゼニゴケを用いた解析から、ペルオキシソ
ームタンパク質輸送の分子機構の一般性、あ
るいは種特異性についての知見を得ること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規ペルオキシソーム変異体の原因遺伝
子の同定 
 未同定の apem変異体および peup変異体の
原因遺伝子の同定を試みた。マッピングのた
めのバッククロスおよび他の accession との
掛け合わせを行い、ラフマッピングによる座

乗染色体を決定後、次世代シークエンサーを
用いて迅速に塩基置換を検出した。 
 
(2) ユビキチン系に依存したタンパク質輸送
の解析 
 これまでの apem 変異体の解析から、ユビ
キチン系において E2 酵素として働く
Ubiquitin conjugating enzyme (UBC) 活性をも
つタンパク質、およびは E3 酵素として働く
RING finger 部位をもつタンパク質を同定し
ている。酵母と動物細胞では、輸送レセプタ
ーである PEX5が、ペルオキシソームからサ
イトソルへリサイクルする際に、モノユビキ
チン化されることが報告されている。植物に
おけるペルオキシソーム膜上でのユビキチ
ン化の調節機構は明らかにされておらず、ユ
ビキチン化された PEX5も検出されていない。
そこで、ユビキチン再構成系を用いて、ユビ
キチン化の調節機構の解明を試みた。 
 また、ユビキチン系に依存したペルオキシ
ソームタンパク質輸送系が、いつ、どこで必
要とされるのかも明らかにされていない。ペ
ルオキシソームの機能は、組織や成長段階で
異なるため、これらユビキチン関連遺伝子発
現パターンの解析を行った。 
 
(3) 植物個体への影響の評価 
 apem変異体におけるショ糖要求性、光呼吸
活性などのペルオキシソーム機能と共に、個
体への影響を調べる。また、電子顕微鏡観察
により、ペルオキシソームを含む細胞内の構
造物の超微細構造の解明を試みた。 
 
(4) ゼニゴケにおけるペルオキシソームタン
パク質輸送系の解明 
 ゼニゴケにPTS1およびPTS2輸送経路があ
るのか明らかにするために、PTS1と PTS2を
融合させた蛍光タンパク質を発現する形質
転換ゼニゴケの作製を試みた。 
 
(5) ゼニゴケにおけるペルオキシソーム機能
の解析 
 ゼニゴケのペルオキシソームにどのよう
な機能が存在するか、これまでに報告されて
いる代謝系酵素の検出を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 原因遺伝子が未同定な peup変異体の一つ
を用いて、次世代シークエンサーでゲノム配
列の解析を行ったところ、オートファジー関
連遺伝子に塩基置換を検出した。 
 
(2) E2酵素をコードする APEM遺伝子の発現
解析を行うために、GUS遺伝子の上流にプロ
モーターをつなげた融合遺伝子を作製し、そ
れを導入した形質転換シロイヌナズナを用
いて GUS 染色を行ったところ、この APEM
遺伝子は植物個体全体で発現しており、組織
レベルでは維管束系において強いことが明
らかとなった。また、成長が進み老化した組



織においても遺伝子発現が高くなることが
明らかとなった。 
 この遺伝子の活性中心と考えられるシス
テインに変異を導入し、E2酵素としての機能
を欠損したシロイヌナズナを作製したとこ
ろ、apem変異体と同様の表現型を示したこと
から、この E2 酵素としての活性がペルオキ
シソームタンパク質輸送に必須であること
が明らかとなった。 
 
(3) E2 酵素の機能が低下した apem変異体で
は、当研究室において報告した ped1 
(peroxisome defective 1) や ped2ほど著しくな
いものの、ペルオキシソーム機能の一つであ
る脂肪酸代謝系の活性、及び光呼吸活性が低
下していることが明らかとなった。 
 
(4) 蛍光タンパク質の Citrine および mRFP1
に PTS1 との融合遺伝子を、恒常的プロモー
ターの下流につなげた融合遺伝子を用いて、
ゼニゴケを形質転換した。シロイヌナズナと
同様に、粒状の構造物が観察されたため、そ
れらがペルオキシソームか検証するために、
ペルオキシソーム酵素のカタラーゼと蛍光
タンパク質の抗体を用いた二重免疫電子顕
微鏡観察を行ったところ、Citrine および
mRFP1 で可視化された粒状の構造物はペル
オキシソームであることが明らかとなった。 
 また、形質転換ゼニゴケを作製するにあた
り、Gateway 技術を用いたゼニゴケ用のバイ
ナリーベクターを作製した。任意のプロモー
ターと cDNAおよびレポーター遺伝子を一度
の LR 反応で融合させる R4pMpGWB シリー
ズのベクターを 44 個、プロモーター解析用
の R4pMpGWBシリーズを 32個作製し、それ
らがゼニゴケ細胞で機能することを明らか
にした。 
 
(5) ゼニゴケより抽出した総タンパク質に対
して、様々なペルオキシソーム抗体を用いた
イムノブロット解析を行ったところ、脂肪酸
β 酸化、グリオキシル酸回路、光呼吸系、過
酸化水素除去系の酵素が存在することが明
らかとなった。 
 また、シロイヌナズナにおいて、これまで
同定した約 300個のペルオキシソーム関連遺
伝子を使って、ゼニゴケゲノムに対して相同
遺伝子の検索を行ったところ、シロイヌナズ
ナでは複数存在する遺伝子が、ゼニゴケでは
少ないことが明らかとなった。 
 
 以上のように、本研究課題をとおして、シ
ロイヌナズナにおけるペルオキシソームタ
ンパク質輸送におけるユビキチンシグナリ
ングについての知見を得ることができた（現
在、論文作成中）。また、これまでにタンパ
ク質輸送に異常を示す apem 変異体のいくつ
かが、生殖過程にも影響を及ぼすことを見い
だし、特に脂肪酸代謝系と活性酸素の濃度制
御を、花粉および花粉管のペルオキシソーム

が担っていることが予想されていたが、過酸
化水素濃度をモニターする系を構築し、実際
に apem 変異体では、濃度が低下しているこ
とを検証できた。 
 ゼニゴケについては、ペルオキシソームの
可視化に成功し、PTS1、PTS2 輸送経路が共
通して存在することが示された。インフォマ
ティクス解析より、シロイヌナズナではファ
ミリーを形成している遺伝子が、ゼニゴケで
はほとんど１つしか存在しないことが明ら
かとなった。この結果は、コケから被子植物
への進化の過程で、遺伝子重複などにより遺
伝子数が増え、それらが新たな機能を獲得し
ていったものと予測された。現在、可視化さ
れた形質転換体を親株として、インフォマテ
ィクス解析により得られた候補遺伝子の機
能解析を進めている。 
 このゼニゴケを用いた研究のために、
Gateway 法を導入した新たなバイナリーベク
ターを合計 76 個作製し、ゼニゴケ研究者に
配付を開始している。このベクターについて
は、論文を投稿中である。 
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