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研究成果の概要（和文）： 
チラコイド膜を構成するグリセロ糖脂質やグリセロリン脂質と、オイルボディに溜まる貯蔵脂質

（トリアシルグリセロール）は、どちらもプラスチドで合成された脂肪酸がホスファチジン酸へ

と取り込まれた後、各経路に振り分けられて合成されるが、その経路転換の仕組みは明らかでは

ない。本研究は、葉と貯蔵組織で全く異なる、脂質合成の振り分け制御機構を解明することによ

り、それぞれの器官の分化・発達機構を明らかにすることを大きな目的として研究を行った。そ

の結果、phosphatidate phosphohydrolase (PAH) 1/2の葉でのTAG合成における役割を明らかに

すると共に、根における葉緑体膜発達の抑制に異常をきたした変異体を取得した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  Both membrane and storage lipids are mainly composed of glycerolipids in many living 
organisms, which commonly contain two or three fatty acid moieties attached to a glycerol 
backbone. In case of higher plants, all of the fatty acids are synthesized in plastids, 
whereas the major sites for the membrane and storage lipid biosyntheses are spatially 
separated in a cell. Since each plant organ contain different ratio of the two types of the 
glycerolipids and the ratio itself is one of a major feature of each organ identity, it is of 
interest how plants control the partitioning of the two different biosynthetic pathways for 
the membrane and storage glycerolipids. In this project, we studied on the strict control 
system for the partitioning of two different pathways of membrane and storage glycerolipid 
biosyntheses in each plant organ. In the course of this study, we found several nutrient 
deficient conditions strongly enhanced TAG synthesis even in leaves, and clarified the 
importance of phosphatidate phosphohydrolase (PAH1/2) in the leaf TAG synthesis. 
Moreover, we identified novel mutants which lack suppression of chloroplast membrane 
biogenesis in roots.   
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体チラコイド膜を構成する膜脂質は、

モノガラクトシルジアシルグリセロール

(MGDG)やジガラクトシルジアシルグリセロ

ール(DGDG)と呼ばれる糖脂質により主に構

成されている。特に MGDG はそのバイオマ

スとしての膨大さから地球上で最も多量に

存在する膜脂質であるといわれており、その

合成酵素(MGD1)の欠損はチラコイド膜の構

築や光合成に決定的な損傷をもたらすこと

をすでに申請者らが明らかにしている

（Kobayashi et al PNAS 2007）。実際葉の細

胞を観察すると、チラコイド膜を発達させた

葉緑体がびっしりと詰まっており、合成され

た脂肪酸の大部分が糖脂質に取り込まれる。

一方、貯蔵器官である登熟種子では、合成さ

れた脂肪酸の大部分がトリアシルグリセロ

ール（TAG）合成に用いられ、糖脂質合成に

用いられる割合はきわめて低い。植物細胞に

おいて脂肪酸合成はすべてプラスチドで行

われ、合成された脂肪酸がグリセロール骨格

に取り込まれてホスファチジン酸（PA）が合

成されるまでの経路は、貯蔵脂質合成と膜脂

質合成共に ER の経路を主に用いている。し

かし、ER で合成された PA が、どのような制

御によって各脂質合成経路に振り分けられ

ているかは全く分かっていない。 

本研究の開始当初、申請者らは葉緑体の膜

脂質合成経路が通常条件とリン欠乏条件で

異なっており、その経路の転換に、脂質合成

のカギとなるリン脂質 PA の代謝酵素、PA ホ

スファターゼ（PAH1, PAH2）が大きく寄与

し て い る こ と を 明 ら か に し て い た

（Nakamura et al PNAS 2009）。この酵素

PAH1, PAH2 の両遺伝子を欠損した植物は、

通常条件では野生株と比べて大きな生育の

違いを示さないが、リン欠乏条件で著しい生

育阻害を示す。そこで，申請者らは、この

PAH1, PAH2 の機能を以下のように考えた。 

(1) PAH1, PAH2 はサイトゾルに存在し、葉

のリン欠乏条件で ER の主要リン脂質ホ

スファチジルコリン（PC）などから生

じた PA を分解。そこで生成したリン酸

（Pi）を他の代謝経路にリサイクルする

と同時に、もう一方の生成物であるジア

シルグリセロール（DAG）を葉緑体での

糖脂質合成に提供する。 

(2) 種子では、同じ PAH1, PAH2 が、脂質合

成経路によって合成された PC から生じ

た PA を分解して DAG を生成する反応

に関与し、TAG 合成に提供する。 

同じ可溶性の PA ホスファターゼが、葉と種

子でそれぞれ葉緑体の糖脂質合成、貯蔵脂質

合成に関与することは、PAH1, PAH2 によっ

て生成する DAG が、葉と種子で違う経路に

振り分けられる機構が存在することを示し

ている。このような同じ酵素による代謝経路

の転換が起こる可能性として、器官によって

PAH1, PAH2 の局在部位が変わる可能性、

PAH1, PAH2 によって生成する DAG の輸送

経路が異なる可能性などが考えられる。つま

り、この制御機構を明らかにすることは、葉

と種子という異なる器官で、何故それぞれ葉

緑体の形成とオイルボディの形成という全

く異なるオルガネラの発達が起こるかを明

らかにする上で極めて重要な知見を与える

と期待される。 

 
２．研究の目的 

そこで、本研究では、油糧種子であり、脂質



合成経路に関する膨大な知見の蓄積してい

るシロイヌナズナを用いて、（１）葉に貯蔵

脂質（TAG）を蓄積する変異体や、種子で糖

脂質合成酵素遺伝子が高発現する変異体を

単離し、葉と種子での脂質合成の振り分け機

構に異常をもつ変異体を取得するとともに、

その原因遺伝子を明らかにし、（２）PAH 自

身の機能制御が、脂質合成経路の振り分けに

関与している可能性を検証する。また PAH1, 

PAH2の欠損によっても種子でのTAG合成が

完全には消失しないことは、TAG 合成に関わ

る他の経路が存在することを示しているの

で、（３）PAH1, PAH2 以外の TAG 合成経路

に関わる遺伝子の候補を見出し、その機能解

明など種子の TAG 合成経路の全容を明らか

にすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) リン十分条件、リン欠乏条件で葉に貯蔵

脂質（TAG）を蓄積する変異体、一方、

種子で糖脂質合成酵素遺伝子が高発現

している変異体をそれぞれ単離し、葉と

種子での脂質合成の振り分け機構に異

常をもつ変異体を取得するとともに、そ

の原因遺伝子を明らかにする。 

(2) PA ホスファターゼ（PAH）の機能制御

が、脂質合成経路の振り分けに関与して

いる可能性を検証する。PAH1, PAH2 の

細胞内局在を、抗体、GFP などの蛍光

タンパク質等を用いた手法で明らかに

する。また、相互作用タンパク質の存在

による局在変化の可能性を調べる。 

(3) PAH1, PAH2 以外に存在することが予

想される TAG 合成に関わる未知の経路

の候補を解析する。また、PA 供給に関

わるホスホリパーゼ D の同定など、貯

蔵脂質合成において未解明であった代

謝経路の全容を解明する。 

 

４．研究成果 

（１）脂質合成経路の振り分けに関わる変異

体の単離 

上記のとおり，植物の緑色組織では糖脂質

が合成され，葉緑体チラコイド膜が発達する。

一方，非緑色組織では糖脂質の合成は抑制さ

れ，特に種子では貯蔵脂質が合成される。こ

のことから，非緑色組織には糖脂質合成を抑

制する仕組みが存在すると考えられた。緑色

組織での糖脂質合成には，主要な MGDG 合

成酵素である MGD1 が機能していることが

我々の解析から明らかとなっている。そこで，

MGD1 遺伝子のプロモーターにレポーター

遺伝子を融合した配列を導入した株を作成

し，その株を変異原処理したうえで，チラコ

イド膜の発達しない非緑色組織で発現が見

られる変異体をスクリーニングした。研究の

当初は，種子での発現を抑制する因子を探索

するため，MGD1 のプロモーターにレポータ

ーとして赤色蛍光タンパク質（RFP）を融合

した遺伝子を導入した株を作成することを

計画していた。RFP を種子で発現させると，

緑色光をあてることで，比較的容易に遺伝子

導入株を選別することができる。実際，RFP

との融合遺伝子を導入した植物を単離した

が，コントロールとなる緑色組織での発現が

確認できず，変異原処理によって非緑色組織

で発現する株の単離が難しいと考えられた。 

そこで，種子と同様に非緑色組織である根

に着目した。根では葉緑体は発達しておらず，

色素体として白色体が存在する。つまり，

MGD1 の発現は低く抑えられている。実際，

RT-PCR による解析から，根での MGD1 の発

現は低いことがわかっていた。このことから，

根での MGD1 遺伝子の発現が強くなってい

る株を単離することで，非緑色組織での糖脂



質合成を抑制している因子を単離できると

期待された。 

変異株の単離には，レポーター遺伝子とし

てβ-グルクロニダーゼ（GUS）遺伝子を用い

た。MGD1 の推定される転写開始点から上流

1,357 bp を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

（pCAMBIA0381）に挿入し，GUS 遺伝子と

融合させた。このベクターを用いて，目的の

融合遺伝子をシロイヌナズナに導入し，形質

転換体を単離後，T2 世代の株を用いてスクリ

ーニングを行った。なお，用いた T2 株は，

相反交雑および分離比の解析から，導入遺伝

子がホモ接合体となっていることを確認し

ている。 

エチルメタンスルホン酸によって変異原

処理した株を播種し，得られた M2 種子を用

いてスクリーニングを行った。スクリーニン

グには，非破壊の GUS 染色を行い，得られ

た変異株をそのままポットに植え替え，種子

を取得することとした。解析の結果，8 ライ

ンの変異株を単離することに成功した。得ら

れた変異株は，コントロールと比べ，特に根

端での GUS 染色がみられたものの，全体的

に強い染色は見られなかった。興味深いこと

に，これらの株は共通して葯の開裂異常を示

した。葯の開裂には植物ホルモンの一種，ジ

ャスモン酸が関与していることが知られて

いる。そこで，開裂しない葯を持つ花房をジ

ャスモン酸溶液に浸したところ，葯の開裂が

見られ，受粉することがわかった。受粉に成

功した株は種子を結実し，その種子を用いた

次世代株の解析でも同様の表現型が見られ

た。このことから，得られた変異株の表現型

が変異原処理や GUS 染色による一時的な影

響ではないことがわかった。これまで，糖脂

質合成にジャスモン酸が関与している報告

はなく，もしジャスモン酸が糖脂質合成の抑

制に関与しているとすれば，未知の機構が働

いている可能性が高い。今後，得られた変異

株の原因遺伝子を同定することで，緑色組織

と非緑色組織での脂質合成スイッチング機

構が解明できると期待される。 

 

（２）栄養飢餓条件における葉でのTAG蓄積と

PAHの機能解明 

リン欠乏における膜脂質転換に関わる２つ

の新規ホスファターゼPAH1, PAH2の葉での

TAG蓄積における機能について本研究で詳し

く調べ、これらがリン欠乏時に果たす役割を

考察した。リン欠乏時における葉での脂質変

化を詳しく調べたところ、葉で膜脂質の変化

に加えて葉には通常見られないTAGが著しく

蓄積していることを見出した。このことはリ

ン欠乏条件が膜脂質と貯蔵脂質との2つの代

謝経路のスイッチング機構を解明する上で優

れた系であることを示している。リン濃度依

存性を詳しく調べたところ、培地中のリン濃

度が33µM以下の条件で顕著な蓄積が見られ

た。また、この脂質蓄積は光強度が高い条件

でより顕著であった。栄養欠乏時においては

デンプンの蓄積が起こることが知られている

ため、デンプン合成が欠損した変異体pgm1

においてリン欠乏時のTAG蓄積を調べたとこ

ろ、通常条件でもTAGの蓄積が見られたが、

リン欠乏時にその蓄積がさらに促進された。

さらに、PAH1, PAH2２重変異体において、

栄養欠乏時におけるTAG蓄積を調べた。野生

型に比べ、PAH1, PAH2２重変異体でもリン

欠乏時のTAG蓄積は認められたが、デンプン

合成変異体pgm1との３重変異体を作成し、リ

ン欠乏時におけるTAG蓄積を調べたところ、3

重変異体ではリン欠乏時におけるTAG蓄積が

著しく阻害された。またこの際リン脂質の異

常な蓄積が認められた。このことはデンプン

合成欠損時などによるリン脂質合成経路を介

したTAG蓄積の促進にPAH1/2が寄与してい



ることを示している。現在PAH1, PAH2と相

互作用する因子の単離をツーハイブリッド法、

プルダウン法などによって進めている。幾つ

かの候補タンパク質を取得しており、本基盤

研究終了後も引き続き解析を進める予定であ

る。 

 

（３）PAH1, PAH2以外の未知の TAG 合成経路 

（２）の結果から特にデンプン欠損時などの

TAG 合成の促進に PAH が寄与していること

が明らかになったが、リン欠乏時における

TAG 蓄積そのものには影響が見られなかっ

た。このため、PAH1/2 以外に葉の TAG 蓄積

に関わる未知のホスファチジン酸ホスファ

ターゼが存在すると考えられるが、現在まで

のところその因子を見つけ出すことは出来

ていない。今後のさらなる研究が必要である。 
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