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研究成果の概要（和文）：植物細胞の生理機能を支える細胞内低分子環境のうち、無機イオンと
してのH+、リン酸、Na+、Ca2+、Znなどに注目し、外部環境の変化に対して、イオン濃度がどの
ように制御されているかを、特に液胞および液胞小胞系の機能との関連で解析した。その結果、
１．高塩環境下における液胞への塩蓄積機構と液胞構造のダイナミックな変化、２．イノシト
ールリン酸の代謝と液胞への蓄積機構、３．Ca2+ホメオスタシスの分子機構、４．亜鉛集積と
液胞ダイナミズム、５．液胞膜H+輸送ピロホスファターゼの機能の詳細を明らかにすることに
成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内低分子環境は、無機イオンや代謝物
質の濃度・分布として、細胞内で生じるあら
ゆる生理機能の基盤的要素である。植物は、
オルガネラや細胞の機能や形態を様々に分
化させることで、外部環境の変化に柔軟に適
応しているが、この環境適応能の理解におい
て、細胞内低分子環境が外部環境の変化に応
じてどのように維持されているかを知るこ
とは基本的に重要である。細胞内低分子環境
の維持には、オルガネラの膜輸送系やオルガ

ネラ内空間が重要な役割を果たしているが、
実際の分子機構の詳細はその多くが不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この細胞内環境の維持に働く
オルガネラの内、特に液胞および液胞小胞に
注目し、塩ストレス・栄養塩ストレスなどの
環境変化に対して、液胞・液胞小胞系におけ
る低分子輸送機構がどのように分化し、どの
ように制御されているかを明らかにしてい



くことで、植物細胞の環境適応能を支える細
胞質低分子環境制御の分子機構の全体像を
描き出すことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 実験材料として、主にモデル植物として知
られるシロイヌナズナの植物体と培養細胞
を用いた。また、実験に応じてニチニチソウ
培養細胞やダイコンなども使用した。 
 シロイヌナズナは、ゲノム構造が明らかに
なっており、通常の分子生物学的解析に使用
した。シロイヌナズナやニチニチソウ培養細
胞からインタクト液胞を単離する技術を確
立している。この単離液胞を用いて、物質輸
送や集積機構の解析を進めた。 

 
図１：高塩処理によるシロイヌナズナ根細胞
における液胞構造の変化（左：コントロール、
右：高塩処理時） 
 
２．イノシトールリン酸代謝とイノシトール
リン酸化合物の液胞への蓄積機構  イオン輸送系に関与する遺伝子を単離す

るとともに、タンパク質の細胞内分布を GFP
融合タンパク質や蛍光抗体を用いた顕微鏡
観察を行った。またオルガネラ膜のプロテオ
ーム解析を行った。 

 ニチニチソウ培養細胞、シロイヌナズナ培
養細胞を用いて、イノシトールリン酸が液胞
に蓄積する実験系を開発することに成功し
た。この実験系を用いてイノシトールリン酸
の液胞への蓄積が、共存する金属イオンによ
って変化することを見出した。また、イノシ
トールリン酸生合成に関与する複数の酵素
について細胞内局在をGFP融合タンパク質で
確認し、細胞質基質での局在を確認した。こ
のうち、MIPS、IPK2、Ins(1,3,4)P3kinaseに
ついて、免疫沈降実験を行い可溶性画分への
局在を確認した。 

 低分子化合物の分析には、イオンクロマト
グラム、蛍光標識物質、あるいは ICP 分析装
置などを使用した。 
 
４．研究成果 
 本研究は、細胞内で営まれる生理機能の基
盤的要素である細胞内低分子環境の維持に
働くオルガネラ、特に液胞および液胞小胞系
に注目し、塩や栄養塩のストレスなどの環境
変化に対して、液胞・液胞小胞系における低
分子輸送機構がどのように分化し、制御され
ているかを明らかにすることで、植物細胞の
環境適応能を支える細胞質低分子環境制御
の分子機構の全体像を描き出すことを目的
とし、以下の成果を得た。 

 
３．カルシウムホメオスタシスの分子機構 
カルシウム動態については、多数のCa2+/H+交
換輸送体（CAX）アイソフォームの中でも
CAX1aが液胞へのカルシウム集積の主要な機
能を担っていること、分子毎に発現組織に特
徴がみられること、CAX1aにおけるカルシウ
ムイオン識別機構等を明らかにした。膜を貫
通せず途中でUターンするモチーフ構造にイ
オン識別機能があることを、実験データをも
とに提案した。研究の過程で新規なカルシウ
ム結合タンパク質PCaP1、PCaP2 を見出した。
このいずれもN末端に結合したミリストイル
基を介して細胞膜に安定して結合し、情報伝
達脂質成分であるホスファチジルイノシト
ールリン酸を結合する能力をもつこと、
Ca2+・カルモジュリンを介して情報処理に寄
与している可能性を明らかにした。 

  

１．高塩環境下における液胞への塩蓄積機構 
 シロイヌナズナ植物体および培養細胞を
用いて、高塩処理時に出現する小胞系の動態
とイオン輸送に関与する膜タンパク質のオ
ルガネラ膜上での動態を調べ、（1）塩処理時
に中心液胞周囲にNa+を蓄積する小胞が出現
し、それが中心液胞に融合することで液胞に
塩を隔離する新しい塩蓄積機構が存在する
こと、また、その小胞膜にNa+/H+対向輸送体
が存在することを見出した。（２）高塩処理
時に液胞膜SNAREタンパク質の一種である
AtVam3 の発現量が増え、AtVam3 のノックア
ウト変異体は、地上部での塩蓄積量が減少す
ることを見出した。（３）単離したintact液
胞を、V type-H+-ATPase、H+-PPaseの抗体で
処理し、それぞれのタンパク質が膜上で偏っ
た分布をすることと、液胞膜にラフト構造が
存在することを明らかにした。 

 
４．亜鉛集積と液胞ダイナミズムの解明 
亜鉛輸送体については、シロイヌナズナの液
胞のZn2+/H+交換輸送体（MTP1）が過剰亜鉛の
障害回避と必須元素としての亜鉛の集積貯
蔵に大きな役割を担っていることを明らか
にした。さらに、MTP1 の亜鉛濃度チェック機
能を担う分子構造を明らかにし、また、細胞
内で亜鉛を集積する小胞を見出した。そして、
野生株とMTP1 機能欠失株を通して、高濃度亜
鉛が他の元素組成にも大きく影響すること

 
 
 



を解明した。これは、金属ホメオスタシスは
複数の金属イオンの調節を通して維持され
ていることを示唆している。クロスホメオス
タシスとして極めて受容な発見である。 
図２：液胞膜亜鉛輸送体 AtMTP1 の分子構造 
 
５．液胞膜H+輸送ピロホスファターゼの機能
解析 
 液胞膜における金属輸送系をエネルギー
的に支える液胞膜H+輸送ピロホスファターゼ
について、その機能を支える分子構造と生理
的役割の重要性を明らかにした。 
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