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研究成果の概要（和文）：本研究では葉緑体の選択的オートファジーに関わる分子機構についての解明を目的と
して解析を進め、以下の成果を得た。（1）既知のATG8相互作用因子であるNBR1、ATG11およびATI1/2のRCB
（Rubisco-containing body）経路ならびにクロロファジー（葉緑体の全分解経路）における役割について明ら
かにした。（2）RCB経路に異常をきたす新奇突然変異体を順遺伝学により単離した。（3）葉緑体オートファジ
ーに関わる新奇レセプター候補を共免疫沈降とLC-MS/MS解析により探索した。

研究成果の概要（英文）：We aimed to reveal molecular mechanisms of selective autophagy of 
chloroplasts and obtained following results. (1) We revealed roles of known ATG8-interacting 
proteins, NBR1, ATG11, and ATI1/2 on the RCB (Rubisco-containing body) pathway and chlorophagy 
(whole-chloroplast autophagy). (2) We isolated novel mutants having abnormality on the RCB pathway. 
(3) We searched novel autophagy receptors which may act for chloroplast by co-immunoprecipitation 
and LC-MS/MS analysis.

研究分野： 植物栄養生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物に特有のオルガネラである葉緑体に注目することで、選択的オートファジーのメカニズムについて酵母や動
物では得られない基礎的知見を提供した。オートファジーによる葉緑体のリサイクルや品質管理機構は、必須栄
養素の体内転流、光合成、バイオマスや有用物質生産などと密接にかかわっている。その分子機構の一端を解明
したことは、今後の作物の生産性や品質の向上を目指す農学研究の展開に向けても意義深い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物は光独立栄養生物であり、吸収した無機栄養素及び二酸化炭素を光合成によるエネルギー
で同化・利用して成長する。そのため植物の成長は、自らを取り巻く環境とその変動に強く支
配されている。植物は様々な環境下に適応し生存・成長する術を発達させてきた。それらには、
「栄養素の細胞内・個体内リサイクル」や「タンパク質・オルガネラの品質管理」の分子機構
が含まれる。植物の体内栄養リサイクルにおいては、葉緑体や光合成系タンパク質が基質とし
て特に重要である。それは植物がエネルギー獲得のため窒素などのタンパク質骨格を構成する
栄養素の多くを、個体の中では葉に、葉の中では葉緑体に、そして葉緑体の中では光合成機能
タンパク質に分配しているためである。また葉緑体は集光電子伝達反応の場であり、強光や酸
化ストレス下では生成した活性酸素により障害を受ける。障害を受けた葉緑体はさらなる活性
酸素の発生源となり細胞を死に至らしめるため、すみやかに修復・除去される必要がある。そ
して、これら葉緑体の分解にはオートファジーが重要な役割を果たすことがこれまでに明らか
にされた。 
 
２．研究の目的 
オートファジーとは栄養飢餓などのストレス条件下で細胞質基質を消化オルガネラ（液胞やリ
ソソーム）に輸送して分解する細胞内システムの総称であり、真核生物に普遍的に存在する。
オートファジーにはマクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在性オート
ファジーと呼ばれる主に 3 タイプが存在するが、植物ではマクロオートファジーとミクロオー
トファジーが確認されている。マクロオートファジーでは、細胞質の一部が隔離膜によって取
り囲まれオートファゴソームが形成される。オートファゴソームは液胞（動物ではリソソーム）
と融合し、その内容物は加水分解酵素により分解される。一方、ミクロオートファジーでは、
液胞膜の陥入や伸長によって細胞成分が液胞ルーメン内に直接取り込まれる。葉緑体はオート
ファジーにより「部分的に」（RCB 経路で）あるいは「丸ごと」（クロロファジー経路で）液胞
に運ばれ分解されるが、その詳細な分子機構はいまだに不明である。本研究では、葉緑体オー
トファジーにおける基質選択性に関わる分子実態について明らかにするとともに、それらの機
構が植物の成長や環境応答性、ストレス耐性に果たす役割について検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）葉緑体オートファジーにおける既知のオートファジーレセプターホモログの役割の解析 
酵母や動物でこれまでに同定された重要因子の植物ホモログと葉緑体オートファジーとの関係
について解析した。酵母では、ATG11 が選択的オートファジーに特異なアダプターとして重要
な役割を果たしている。ATG11 はオートファゴソーム膜に局在する ATG8 との相互作用領域
（AIM; ATG8-interacting motif）を持つ。マイトファジー及びペキソファジーにそれぞれ特異な
レセプターATG32 及び ATG30 は、ATG11 との相互作用によりオルガネラを隔離膜へと誘導す
る。NBR1 は動物にみられるユビキチン化されたタンパク質やオルガネラに対するレセプター
である。ここではシロイヌナズナの ATG11（At4g30790）及び NBR1（At4g24690）の T-DNA 挿
入欠損変異体（atg11, nbr1）を用いて、これら遺伝子の欠損が RCB 及びクロロファジーの進行
に与える影響について解析した。具体的には、atg11 及び nbr1 変異体に葉緑体ストロマにター
ゲットされる GFP（Cp-GFP）や Rubisco-GFP を発現させ、クロロファジーおよび RCB 経路の
進行を共焦点レーザー顕微鏡でとらえ、それらの進行度合いを数値化し野生型との比較をおこ
なった。これらと並行して植物で同定され葉緑体オートファジーとの関連性も示唆されている
レセプターである ATI1 および ATI2（ATG8-interacting protein 1/2）についても同様に検討した。 
 
（2）葉緑体オートファジーに関わる新奇突然変異体の単離と解析 
葉緑体オートファジーの中で特に RCB 経路について順遺伝学的な解析を行った。葉緑体ストロ
マにターゲットされる GFP（Cp-GFP）を発現する形質転換体の種子を EMS（エチルメタンス
ルホン酸）処理して点変異を導入し、変異体集団（M2 種子）を得た。M2 植物を蛍光顕微鏡下
で観察し、RCB 経路に変異があるものについてスクリーニングを行い、マップベースクローニ
ング法により原因変異の同定を行った。 
 
（3）葉緑体オートファジーに関わる新奇レセプターの探索 
オートファゴソームに局在しレセプターと相互作用する ATG8 をマーカーに用いて、共免疫沈
降法を中心に葉緑体オートファジーに関わる新奇レセプターの探索を行った。GFP-ATG8 や
YFP-ATG8 を発現する形質転換体を作成した。これらの植物体から総タンパク質を調製し、抗
GFP（YFP）抗体結合ビーズと反応させ、ATG8 と相互作用する因子を回収した。回収されたタ
ンパク質を SDS-PAGE により分離後、タンパク質をゲル内でトリプシン消化した。生じたペプ
チドを回収し、LC-MS/MS 解析に供した。 
 
４．研究成果 
（1）葉緑体オートファジーにおける既知のオートファジーレセプターホモログの役割の解析 
NBR1、ATG11、および ATI1/2 がノックアウトまたはノックダウンされた T-DNA 挿入欠損変異
体（atg11, nbr1, ati1/2）を単離した。これらの変異体に Cp-GFP および Rubisco-GFP を交配導入



し、葉緑体オートファジーをモニターした。nbr1 変異体では RCB 経路ならびにクロロファジ
ーの進行が野生体と同程度に起こっていることから、NBR1 はこれら 2 つの葉緑体オートファ
ジー経路には必須または重要ではないことが示唆された。一方、atg11 変異体では RCB 経路が
顕著に抑制されていることから、ATG11 は RCB 経路において重要な役割を果たす因子である
ことが示唆された。また興味深いことに atg11 変異体ではクロロファジーは野生型と同程度に
起こっていた。ATG11 は酵母ではマクロオートファジーには重要であるが、ミクロオートファ
ジーには関与していない。シロイヌナズナでは、膜の動態解析から RCB 経路はマクロオートフ
ァジーであり、クロロファジーはミクロオートファジーであることが示唆されている。よって、
今回の atg11 変異体の解析結果は、酵母と植物におけるオートファジーの基本的な分子機構の
共通性を示すものであった。ATI1/2 については、両者が機能重複の関係にあることから、ATI1
が T-DNA 挿入によりノックアウトされ、ATI2 が RNAi により発現が野生型の 10％以下にノッ
クダウンされた 2 重変異体（ati1/2）を解析した。その結果、atg1/2 変異体では RCB 経路なら
びにクロロファジーの進行が野生体と同程度に起こっていることから、ATI1/2 はこれら 2 つの
葉緑体オートファジー経路には必須または重要ではないことが示唆された。 
 
（2）葉緑体オートファジーに関わる新奇突然変異体の単離と解析 
RCB 経路に異常をきたす変異体を複数種単離した。その中で、RCB が細胞質に蓄積する新奇変
異体に焦点を当て、マップベースクローニングならびに相補試験により、この新規変異体の原
因遺伝子を特定した。原因遺伝子は GREEN FLUORESCENT SEED 9/TRANSPARENT TESTA 9 
(GFS9/TT9)であった。この gfs9/tt9 変異体に、オートファジーに必須の因子である ATG5 の欠損
変異（atg5）を導入すると、オートファゴソームや RCB の蓄積が見られなくなることを確認し
た。 
 
（3）葉緑体オートファジーに関わる新奇レセプターの探索 
共免疫沈降法による ATG8 と相互作用する因子のスクリーニングを行った。国際共同研究強化
の支援と合わせて、共免疫沈降されたタンパク質について LC-MS/MS 解析により網羅的に同定
した。同定されたタンパク質の中でオートファジーレセプターの特徴である推定
ATG8-interacting motif や推定 intrinsically disordered protein region (IDPR)のを持つものを予測プ
ログラムにより絞り込んだ。その中には葉緑体包膜に局在するタンパク質がいくつか含まれて
いた。それらをコードする遺伝子のノックアウトまたはノックダウン変異体を取り寄せ、遺伝
子型の同定を行った。また ATG8-interacting motif を持つタンパク質の中には、mRNA の翻訳制
御因子やタンパク質のフォールディングに関わる分子シャペロンが多数含まれており、オート
ファジーが成熟タンパク質の分解のみならず、タンパク質の翻訳段階での抑制制御にも深く関
わっている可能性が示唆された。 
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