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研究成果の概要（和文）：細胞膜は、植物細胞が外界からのシグナルを受容し、細胞内の応答を誘引する場であ
る。脂質二重膜で構成される細胞膜上には受容体等の様々なタンパク質が存在するが、それらは膜上に均一に配
置されているのではなく、スフィンゴ脂質とステロールを主要構成成分とする「脂質ラフト」と呼ばれるマイク
ロドメインに局在し、シグナル伝達の場を構成している。本研究では、モデル植物であるシロイヌナズナを研究
対象として、マイクロドメインを構成する脂質の合成経路の解明を行った。また、それらの因子の機能欠損変異
体の解析により、植物マイクロドメインの機能が植物の低温応答に必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plasma membrane is the place where plant cells receive signals from the 
outside and elicit intracellular responses. Various proteins such as receptors and channels are 
reported to localize on the cell membrane. The sphingolipid- and sterol- enriched functional 
microdomains, known as lipid raft, is a universal organization principle for cellular membranes in 
plants. To elucidate the biological function of plant microdomains in environmental stress 
responses, we analyzed the sphingolipid synthetic pathway of Arabidopsis thaliana, a model plant. 
Studies on T-DNA insertion mutants for sphingolipid-related genes demonstrated that desaturation of 
sphingolipids is essential for the cold response of Arabidopsis.

研究分野： 植物細胞分子生物学

キーワード： スフィンゴ脂質　シロイヌナズナ　不飽和化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物では、脂質ラフトの異常と疾患との関係性が早くより示され、国内外で盛んに研究が進められてきたのに対
し、植物の脂質ラフトに関する知見は乏しい。動物のラフトは主にスフィンゴミエリンとコレステロール等の脂
質成分から構成される。しかし、植物にはこれらの脂質成分がほとんど存在せず、その構造や機能は不明であっ
た。本研究では、モデル植物であるシロイヌナズナを用い、植物の脂質ラフトを構成するスフィンゴ脂質の合成
系と、その機能の一端を明らかにした。また、本研究により、脂質ラフトの機能が植物の低温応答に必要である
ことが示さた。これらの結果は、今後、低温耐性を有する作物の分子育種の基盤となる知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物の細胞膜は、細胞の外と内を物理的に区画化し、外的なシグナルを受容して細胞応答を引

き起こす場である。細胞膜上には、様々な環境シグナルを受容するための受容体タンパク質、イ
オンの流入に寄与するポンプやチャネル、シグナル伝達のためのキナーゼ等の機能タンパク質
が多数存在することが知られているが、これらは、膜上にランダムに配置されているのではなく、
機能単位毎に集合したユニットを構成していると近年考えられるようになった。これが生体膜
マイクロドメインであり、種々の機能タンパク質をスフィンゴ脂質とステロールがパッキング
した「脂質ラフト」と呼ばれる構造である。植物の環境ストレス応答は、作物の成長や収量に大
きな影響を及ぼす要因である。しかしながら、環境ストレスの受容から細胞応答のシグナル伝達
に至る分子メカニズムの詳細は不明である。 
我々のこれまでの研究から、植物における過酸化水素やメナジオンなどの活性酸素薬剤によ

るストレス誘導性細胞死の制御において、小胞体膜タンパク質である Bax Inihibitor-1 (BI-1)
が、酸化ストレス応答に関与することを明らかにした。BI-1 を植物細胞で高発現させると、過
酸化水素やメナジオン、サリチル酸などの酸化ストレス薬剤に対し、耐性を付与する(Kawai-
Yamada et al. PNAS, 2001; Matsumura et al. Plant J, 2003; Kawai-Yamada et al. Plant 
Cell, 2004)。また、小胞体膜上で BI-1 がカルシウムシグナル伝達因子であるカルモジュリン
と相互作用し(Ihara-Ohori et al.Plant Phys, 2007)、電子伝達因子であるシトクロム b5(Cb5)
を介して脂肪酸ヒドロキシル化酵素である FAH (fatty acid hydroxylase)の制御をおこなう
(Nagano et al. Plant J, 2009; Nagano et al. Plant Phys, 2012)など、BI-1 を介した細胞応
答の機構を動植物を通して初めて見出した。また、その後、FAH に加えて脂肪酸伸長酵素である
ELO (elongase)、スフィンゴ脂質不飽和化酵素 SLD (desaturase)についても、Cb5 との相互作用
を介して、BI-1 による活性制御を受ける可能性が示されており、BI-1 は酸化ストレス応答性の
脂質代謝制御因子として小胞体膜上でこれら酵素の活性を制御している可能性があると考えた。 
FAH や ELO の産物である超長鎖ヒドロキシ脂肪酸は、スフィンゴ脂質を構成する。 
スフィンゴ脂質は細胞膜上で脂質ラフトを構成する機能を持つ他、細胞死変異体の原因遺伝

子がスフィンゴ脂質の代謝酵素であることや、FAH の機能が低下したイネで、いもち病抵抗性が
変化する（Nagano et al. Plant Cell, 2016）など、植物のストレス応答機構において重要な役
割を果していると考えられる。このような学術的背景を基に本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
細胞膜は、植物細胞が外界からのシグナルを受容し、細胞の応答を誘引する場である。脂質二

重膜で構成される細胞膜上には受容体等の様々なタンパク質が存在するが、それらは膜上に均
一に配置されているのではなく、スフィンゴ脂質とステロールを主要構成成分とする「脂質ラフ
ト」と呼ばれるマイクロドメインに局在し、シグナル伝達の場を構成していることが分かってき
た。酸化ストレス薬剤を用いた脂質ラフトのリピドミクス解析やプロテオーム解析から、環境ス
トレス応答において、細胞膜マイクロドメインが植物の応答を決定する重要な場となっている
ことが強く示唆されている。しかしながら、環境ストレスの受容と脂質ラフトの組換え、引き続
くシグナル伝達の分子機構の詳細は不明である。本研究では、植物細胞膜マイクロドメインの構
造と環境ストレス応答における役割を解明することを目的として研究を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では、環境ストレス応答時の細胞膜マイクロドメインの再構築におけるスフィンゴ脂

質代謝系の役割と、ストレス応答におけるマイクロドメインの機能を解明する。先行研究により、
複数のスフィンゴ脂質代謝に関与する因子(FAH, SLD, ELO)の単離が行われ、それらの遺伝子破
壊／高発現系統の整備が行われ、これらがメチルビオロゲン等の酸化ストレス薬剤やエリシタ
ーに対する感受性が変化している事が示された。本研究では、これらの遺伝子破壊／高発現系統
を用いて表現型解を行った。また、スフィンゴ脂質不飽和化酵素として、本研究では新たに ADS
に注目し、この T-DNA 挿入変異体を入手・整備し、研究に用いた。さらに、これらと他のスフィ
ンゴ脂質不飽和化酵素との二重変異体も作出し、研究に使用した。また、生化学的解析として、
脂肪酸分析には GC-MS を、スフィンゴ脂質分子種の解析には LC-MS/MS を用いた。 
 

４．研究成果 
(1)スフィンゴ脂質改変植物系統の作出 
スフィンゴ脂質はマイクロドメインを構成する成分であり、膜機能を調整する上で非常に重要
な役割を果たしている。マイクロドメインを構成するスフィンゴ脂質のうち、植物特異的な LCB
Δ8 位 cis 型不飽和結合の生物学的意義を明らかにするため、cis 型を多く含むイネを研究対象
とし、内在性 SLD の機能破壊による cis 型構造の欠損を試みた。まず OsSLD をコードする遺伝
子のコード領域内の 2 か所をターゲットとしたゲノム編集を試みた。アグロバクテリウムを介
したイネカルスの形質転換、選抜及び再分化の結果、複数の形質転換体種子を得ることができた。
この中からターゲット配列に変異が導入された個体を探した結果、ヘテロ接合型に変異が生じ



ている個体が得られた。そこで、この系統の後代でホモ接合体を探索したが、OsSLD 欠損固体は
得ることができなかった。このため、OsSLD への変異導入は、後代へ安定に受け継がれないもの
と考えられた。 
 一方、異性体比の改変によりイネの LCB Δ8 位 cis 異性体を減少させる試みとして、不飽和
結合を多く持つシロイヌナズナの SLD (AtSLD1)をトウモロコシ Ubi-1 プロモーター下に高発現
するコンストラクトをイネ野生型に導入し、それぞれ 2 系統のホモ導入系統を確立した。そこ
で、既に作成されていたイネ SLD（OsSLD）の高発現系統と AtSLD1 高発現系統を用いて以降の解
析を行うこととした。 
 まず、SLD 高発現系統における LCB 組成の変化を調べるため、各系統から総 LCB を調整し、LC-
MS/MS を用いて分子組成を解析した。その結果、9種類の構造の異なる LCB 分子がそれぞれ検出
された。総 LCB に対する各分子種の割合を求めた結果、野生型に対して OsSLD の高発現体では
t18:0 が減少し、t18:1 が増加した。この結果から、OsSLD の高発現によりイネ内生の飽和型 LCB
である t18:0 のΔ8位不飽和化が促進されたことが示された。一方、AtSLD を高発現系統した系
統では、t18:0 の大部分が t18:1 へと不飽和され、t18:1 は全 LCB の 64%とコントール系統の約
3倍に増加した。このことから、AtSLD は OsSLD より高い t18:0 Δ8位不飽和化活性を持つと考
えられた。また、Δ8不飽和結合の cic/trans 異性体比を求めた結果、本来 cis 型が優性である
イネの LCB Δ8 位の不飽和化を trans 型優性型に変化させていることが示された。 
 
(2) ストレス反応における細胞膜マイクロドメインの役割の解明 
(1)で得られたスフィンゴ脂質 LCB Δ8不飽和化の cis/trans 比を変化させたイネ系統におけ

る細胞膜マイクロドメインの変化を、総スフィンゴ脂質のリピドミクスと細胞膜流動性解析に
より評価した。 
まず、LC-MS/MS により植物の主要クラスである GlcCer と GIPC の全分子種を定量し、検出さ

れた分子種を LCB の構造ごとに分類した。その結果、SLD 高発現体では GIPC の t18:0 が t18:1
に変換されているが、その変化は AtSLD1 高発現系統の方が大きいことがわかった。一方で、
GlcCer 総量および LCB 組成には大きな影響は認められなかった。これらの結果から、総 LCB 分
析で示された不飽和型 LCB の増加は、イネで本来不飽和度の高い GlcCer ではなく、GIPC に含ま
れる飽和型 t18:0 の t18:1 への変化を引き起こしていると考えられた。また、AtSLD1 高発現に
おける d18:3 の cic/trans 比の変化は、GlcCer において起こっていると考えられた。このよう
なスフィンゴ脂質の変化がストレス応答に重要とされる膜の流動性に影響を与えるかを調べる
ため、di-4ANEPPDHQ を用いたイメージング手法により解析を行った。その結果、cic 型が増加し
た OsSLD 高発現系統と trans 型が増加した AtSLD 高発現系統の両方においてコントロール系統
よりも高い細胞膜流動性が検出された。また、LCB Δ8 位の不飽和化の細胞膜流動性への寄与度
は trans 型よりも cis 型の方が大きいことが示唆された。そこで、これらの変化がストレス応答
性に変化を与えるかを調べるため、アルミニウム耐性を調べた。根を 50μM 塩化アルミニウムで
24 時間処理し、根の伸長度によって評価した結果、OsSLD 高発現系統ではコントロールと同程度
の感受性を示したのに対し、AtSLD 高発現系統ではより高いアルミニウム感受性を示した。アル
ミニウム応答遺伝子の発現解析、低温耐性試験の結果などを総合すると、スフィンゴ脂質 LCB8
位の不飽和化は、アルミニウム耐性に影響を与えたが、膜の流動性とストレス耐性は単純な相関
関係にはなく、その他の要因も加わり、総合的に植物のストレス応答性が決定されていることが
示された。 
 
(3)マイクロドメイン構築の分子機構の解明 
外的シグナルに応答したマイクロドメイン構築の分子機構の主要因子に迫るため、関連酵素

の変異体や高発現系統が揃っているシロイヌナズナで研究を行った。シロイヌナズナでは SLD1
が大部分の LCB 不飽和化を担っており、その欠損変異体 sld1 では、低温下で葉のアントシアニ
ン蓄積が低下し、長期の低温処理によって白化にいたることを示した。 
一方、セラミドの脂肪酸 n-9 位を不飽和化する酵素として ADS が同定されている。そこで、

SLD1 と ADS2 の二重変異体変異体(sld1ads2)を作成し、低温応答性を調べた結果、これら 2つの
不飽和化酵素を同時に欠損した sld1ads2 変異体では、低温に応答したアントシアニンの蓄積や
低温耐性が著しく低下することが明らかになった。一般的に膜脂質の不飽和結合は生体膜の流
動性を高め低温耐性に寄与することが知られているが、スフィンゴ脂質セラミド骨格の不飽和
結合がどのような機構で低温耐性に寄与するかはわかっていない。そこで、sld1ads2 変異体の
低温馴化応答を調べた。植物体を無菌播種し、22℃で 2週間育てた後、低温馴化処理として 4℃
で 1週間おいた。その後、凍結ストレスを与え、低温馴化処理の有無の効果を調べた。その結果、
低温馴化を行わずに凍結処理を行った際には、野生型、sld1sld2、sld1ads2 は同等にダメージ
を受けていたが、低温馴化処理を行った場合には、野生型と sld1sld2 に比べ、sld1ads2 二重変
異体ではより凍結耐性が低下しており、低温馴化過程で既にある程度の損傷を受けている可能
性が考えられた。そこで代表的な低温馴化反応である適合溶質の蓄積が sld1ads2 で変化してい
るかを解析した。その結果、典型的な低温代謝応答は二重変異体でもほぼ正常に起きていること
が示され、これらとは異なる部分で差異が生じていることが示された。 
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