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研究成果の概要（和文）：主要な植物バイオマスとして、ペクチン等の細胞壁多糖が知られる。これらは、細胞
内においてゴルジ装置で合成され、トランスゴルジネットワーク（TGN）等の小胞輸送系構造体を経て細胞外に
輸送されるが、その詳細とそれらの機能が栄養により制御されるかは明らかでなかった。
　そこでゴルジ装置の機能解析を、糖蛋白質の修飾を中心に検討すると共に、TGNの糖欠乏による構造変換機構
の解析を進めた。また、TGN以降の小胞輸送系の一つである分泌小胞塊に存在すると推定された蛋白質の局在と
膜配向性の解析を進めた。これらの解析により、植物のゴルジ装置の機能とその制御に関する知見の集積を深化
させた。

研究成果の概要（英文）：　Cell wall polysaccharides such as pectin are known as major plant biomass.
 These are synthesized at the Golgi apparatus in the cell and are transported outside the cell via a
 vesicular transport system structure such as trans Golgi network (TGN).However the functional 
details and whether their function is controlled by nutrition had not been clarified. 
　Therefore, functional analysis of the Golgi apparatus was conducted mainly about the modification 
of glycoprotein. Analysis of structural transformation mechanism by TGN  under sugar deficiency was 
also promoted. We also analyzed the localization and membrane orientation of proteins found in 
isolated fraction enriched with secretory vesicle cluster, which is one of the vesicular transport 
systems after TGN. These analyzes have deepened the accumulation of knowledge concerning the 
functions and control of the Golgi apparatus in plant cells.

研究分野： 分子細胞生物学、応用植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 非食糧系の主要植物バイオマスとして、ヘ
ミセルロース、ペクチン、セルロース等の細
胞壁多糖が知られる。これらバイオマス多糖
の合成は、植物細胞の生長分化に密接に関わ
っている。機能分化した細胞の形は細胞壁に
より規定され、細胞壁形成には小胞輸送系細
胞内小器官の一つであるゴルジ装置におけ
るヘミセルロースやペクチンの合成（図１）
と、細胞膜上でのセルロースの合成が必須で
ある。 
 従って、細胞の増殖や分化の過程において、
ゴルジ装置及びそれ以降の小胞輸送系構造
体の質が変化すると共に量・数も細胞増殖に
呼応して増減すると考えられるが、それらの
機構に関しては、我々のゴルジ装置の増殖に
関する報告など、限られた報告があるに過ぎ
ない。また、これらの小胞輸送系が細胞外環
境や栄養条件の変化にどのように呼応して
制御されているかを始めとして、植物の後期
分泌系に関しては未解明の点が多い（図１）。
更に、栄養制限による植物の生長抑制は良く
知られる現象ではあるが、その過程での細胞
壁合成系制御については解析されていない。
またゴルジ装置からの細胞壁への小胞によ
る輸送に関しては、ペクチンの輸送装置とし
て代表者らが報告した分泌小胞塊（SVC）及
びセルロース合成酵素を輸送する構造であ
る MASC 以外には同定されておらず、その全
体像の理解は未だ程遠い状況にあった。 

 

 
 
 
２．研究の目的 
 
 植物の後期小胞輸送系のうち、我々が 2009
年に同定した分泌小胞塊（SVC）の機能解析、
ゴルジ装置の栄養状権威に応じた機能変換
を始めとした植物ゴルジ装置に関する研究
を進めることで、植物の小胞輸送系の理解を
深める。また、SVC 関与の小胞輸送系を増強
することで、植物バイオマス増大が認められ
るかについて検討を進める。具体的には、次
の4項目についてそれぞれ表記の目標を定め
て研究を遂行することで、植物の小胞輸送系
の理解の深化と機能増強による影響の理解
を深めることを目的とした。 

 
(1) 細胞栄養環境によるゴルジ装置及びポ
ストゴルジ系の構造機能変換 
 タバコ培養細胞を栄養欠乏に曝した際の
ゴルジ装置の機能について、多糖の合成・分
泌、液胞への蛋白質仕分け等を指標に解析す
ると共に、その際のゴルジ装置・TGN 及び SVC
の細胞内存在量や、微細構造を解析し、植物
細胞における後期小胞輸送系機能の栄養に
よる変換機構の理解を深める。併せて、ゴル
ジ装置における植物特異的な糖蛋白質の糖
鎖修飾の機能と、その栄養制御についても解
析を進めることで、植物ゴルジ装置の機能の
理解を深める。 
 
(2) SCAMP2の植物形態形成に果たす役割の解
析 
 シロイヌナズナの NtSCAMP2 オルソログと
YFP の融合体を発現している植物における植
物体増大に関しての解析を、形態学的及び生
化学的に進める。またこの遺伝子の破壊株等
の表現型の解析を進めることで、SCAMP2/SVC
系の植物生長に果たす役割の理解を深める。 
 
(3) タバコ SCAMP1 関連輸送小胞の同定 
 タバコの SCAMP1 と蛍光蛋白質の融合体が
局在する細胞内構造体について、超解像蛍光
顕微鏡を用いて可視化を図ると共に、細胞分
画により単離することで、SVC と異なる輸送
小胞を同定し、植物の後期小胞輸送系におい
て存在が想定される複数の輸送系路の解明
を進める。 
 
(4) SVC 含有蛋白質の解析を通じた SVC 機能
の理解 
 既に細胞分画法によりSVCに富む画分を調
製し、その画分に含まれる、ヘミセルロース
合成に関与する等の機能の推定が為されて
いる複数の蛋白質を見出している。そこでそ
れらがSVCに存在するかについての解析を進
めることで、SVC の機能の理解を深める。 
 
３．研究の方法 
 

(1) 細胞栄養環境によるゴルジ装置及びポ
ストゴルジ系の構造機能変換 
 タバコ細胞において、ショ糖欠乏条件にお
いて見出している NtSUT2-GFP の減少と同様
な減少が、他の TGN 局在蛋白質にも認められ
るかを検討するため、既に TGN と SVC に局在
することを見出しているSYP41-YFPについて
NtSUT2-GFP と同様の検討を行う。減少が認め
られた場合には、それが分解の促進によるも
のかを、蛍光変換蛋白質を用いて解析する。
併せて、内在性の NtSUT2、SYP41 もこの欠乏
状態において減少するかを確認するために、
これらに対しての特異抗体を作製し、ショ糖
欠乏条件下での存在量の変化についての解
析を進める。 



 ゴルジ装置で合成され、細胞壁に蓄積する
多糖であるペクチン及びヘミセルロースは、
細胞の懸濁培養細胞系においては培地中に
分泌される。そこでタバコ培養細胞を、ショ
糖欠乏等の条件に曝し、培地中に分泌される
多糖量について解析する。 

 ゴルジ装置における植物特異的な糖鎖修
飾機能については、プロリン水酸化酵素の解
析をシロイヌナズナ等で進めると共に、アラ
ビノガラクタン蛋白質（AGP）を材料とし、
またコントロールとして AGP と同様に GPI-
アンカーが付加されるCobra蛋白質も用いな
がら、タバコ培養細胞とミヤコグサを用いて
解析を進め、その経路がほぼ明らかとなった
後に、飢餓による影響の解析を行う。 

 

(2) SCAMP2の植物形態形成に果たす役割の解
析  
 シロイヌナズナの NtSCAMP2 オルソログで
ある At1g32050 と YFP の融合体を発現させた
シロイヌナズナ植物のうち解析を行った１
系統について、茎の太さや重量等の解析から、
植物個体が大きくなるという結果を得てい
る）。また、この系統と共に獲得した複数の
形質転換体においても、ロゼットの大きさが
非形質転換体に比べて大きいという結果を
得ている。そこでこれらにおいても、茎の太
さや植物体の重量等の複数のパラメーター
の検討を進めることと、この解析のためのコ
ントロール植物であるYFPの単独発現系統を
作成し解析することで、At1g32050-YFP の過
剰発現が植物の増大を引き起こすかについ
て解析を行う。 
 この植物体の増大が、At1g32050 の発現増大
に依存していることを確認するため、この蛋
白質を単独で構成的なプロモーター下に発
現させた形質転換植物体を作成する。また、
At1g32050 の遺伝子破壊株の形質についても
検討するため、その破壊株の種子を公共種子
バンクから入手し、その植物についても、表
現型の解析を進める。 
 
(3) タバコSCAMP１関連輸送小胞の同定 
 既に、NtSCAMP2 とは構造が異なるタバコの
SCAMP として、NtSCAMP1 と NtSCAMP3 と名付
けた２種の蛋白質に対する cDNA を単離して
いる。また、タバコ細胞中で、このうち
NtSCAMP1 と赤色蛍光蛋白質（RFP）との融合
体（NtSCAMP1-RFP）を発現させた場合の蛍光
は NtSCAMP2 のものと異なり、共焦点顕微鏡
による観察において、細胞膜と細胞質中に不
明瞭なシグナルとして検出される。 
 NtSCAMP1 は膜貫通蛋白質であることから、
この細胞質中の不明瞭なシグナルは、
NtSCAMP1-RFP が通常の蛍光顕微鏡の分解能
である 200-300 nm より小さい細胞内構造に
存在していることを示唆している。そこで分

解能が一般的な輸送小胞の大きさより小さ
い 50 nm であり、ライブイメージングが可能
な超解像蛍光顕微鏡(Leica TCS-SP8 STED)を
用い、この構造体の可視化を図る。 
 
(4) SVC 含有蛋白質の解析を通じた SVC 機能
の理解 
 タバコ培養細胞から、SCV に富む画分を調
製することで SVC存在蛋白質の候補を複数同
定している。そのうち UDP-アラビノース合成
酵素であり、ヘミセルロース合成に関与する
可能性が考えられる、UP-グルクロン酸デカ
ルボキシラーゼ３（UDP-GD3）について現在
解析を進めており、この蛋白質と RFP の融合
体をタバコ細胞で発現させると蛍光が細胞
内で点状の分布を示すことを見出している。
そこでゴルジ装置の異なる領域に分布する
蛍光蛋白質融合体や SVC以外の小胞輸送系構
造体に分布する蛍光蛋白質融合体、及び特異
抗体を用いた局在の解析により、UDP-GD3 が
SVC に存在するかを解析する。同時に、この
蛋白質以外の SVC画分に見出された蛋白質に
ついても同様の解析を行う。 
 
４．研究成果 
 

(1) 細胞栄養環境によるゴルジ装置及びポ
ストゴルジ系の構造機能変換 
 SYP41-YFP についても、NtSUT2-GFP と同様
にショ糖飢餓の際に減少することを見いだ
した。次いで蛍光変換蛋白質mKikGRとSYP41t
との融合体 SYP41-mKikGR を用い、蛍光変換
後ショ糖飢餓に曝すことでこの減少が分解
の促進によるものかを解析した。その結果、
ショ糖飢餓条件で分解が促進されることを
見いだした。 
 また、ペクチンの簡易定量系を確立し、そ
れを用いて飢餓状態でのペクチンの分泌に
ついて解析した。その結果、ショ糖飢餓によ
りペクチンの分泌が抑えられることを見い
だした。一方、分泌性蛋白質の分泌は、ショ
糖飢餓条件でも抑えられないことを見いだ
した。 
 糖鎖付加関連の解析においては、シロイヌ
ナズナのプロリン水酸化酵素の役割とイソ
フォーム間の関係について論文発表をおこ
なった。また、GPI-アンカーの付加が効率的
な糖鎖付加に必要であると考えられる結果
を得た。 
 
(2) SCAMP2の植物形態形成に果たす役割の解
析 
 複数の At1g32050-YFP 発現系統が、野生型
に比べて大きくなることを確認した。一方、
コントロールとして作成した、YFP 単独発現
系 統 も 野 生 型 よ り 大 き く な っ た が 、
At1g32050 単独の発現系統では増大は認めら
れず、At1g32050 遺伝子破壊株でも大きさに
変化は認められなかった。従って、YFP の発
現が何らかの理由でシロイヌナズナの増大



を引き起こしたと考えられた。 
 
(3) タバコSCAMP１関連輸送小胞の同定 
 超解像顕微鏡を用いて NtSCAMP1 の存在す
る小胞の同定を試みたが、蛍光が微弱過ぎて、
小胞を観察することが出来なかった。そこで、
緑色蛍光を発する低分子膜プローブを細胞
に取り込ませて輸送小胞の同定を試みた。そ
の結果、ノイズの倍程度のシグナルが膜プロ
ーブを取り込ませた細胞において観察され
たが、ノイズとシグナルを明確に区別する条
件を見いだす迄には至らなかった。 
 
(4) SVC 含有蛋白質の解析を通じた SVC 機能
の理解 
 UDP-GD3 と、SVC 画分に検出されたメチル
化酵素の１種（GLMT1 と命名）の局在解析を
進めた。蛍光蛋白質融合体は共にゴルジ装置
に蛍光が見いだされた。次いで内在性のこれ
ら蛋白質を検出する目的で、特異抗体の調製
を進めた。抗体が順調に作成された GLMT1 に
ついて、局在や膜配向性を検討した結果、内
在性蛋白質もゴルジ装置に局在すること、ま
たメチル化転移酵素ドメインが細胞質側に
向いている、これ迄知られたメチル転移酵素
と異なる配向性の蛋白質であることをみい
だし、これらをまとめて論文として発表した。 
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