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研究成果の概要（和文）：植物は太陽光に由来する紫外線B (UVB) や強度の強い可視光による障害に常に晒され
ており、本研究では、光障害時のオルガネラ除去・分解に寄与する植物オートファジー経路の同定とその機能因
子群の解明に取り組んだ。そしてUVB障害時にはミトコンドリアとペルオキシソームがオートファジーによって
積極的に分解されることを見出した。特にミトコンドリア・オートファジーに焦点を当てた解析を行い、マイト
ファジーが損傷ミトコンドリアを除去する品質管理機構として機能していることを示した。

研究成果の概要（英文）：Plants are exposed to damages caused by sunlight. Ultraviolet-B (UVB) and 
High visible light (HL) are harmful factors in sunlight. We previously reported that autophagic 
degradation of chloroplasts, termed chlorophagy, selectively eliminates photodamaged chloroplasts. 
Autophagy refers to the process in which cytoplasmic components are transported to lysosomes or the 
vacuole for degradation in eukaryotes. This study examined if autophagy is involved in the turnover 
of the other organelles damaged by UVB in leaf mesophyll cells. Live-cell organelle imaging 
indicated that autophagy contributed to the removal of mitochondria and peroxisomes in UVB-damaged 
leaves. We further found that dysfunctional mitochondria accumulated in autophagy-deficient mutants 
exposed to UVB damage. Therefore, this study established a mitochondrion-targeting autophagy 
(mitophagy) process for the quality control of leaf mitochondria.

研究分野：植物細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光障害は光合成機能の低下だけでなく、活性酸素種の過剰蓄積や細胞機能の破綻にもつながるため、光障害を受
けた細胞内成分を適切に除去・修復することは、植物の生存や作物の生産能力に関わる重要な機構である。本研
究では、光障害時の細胞内品質管理機構として機能するオルガネラ・オートファジー経路の同定に成功した。こ
の経路について、さらにその制御機構を解明する研究が発展していくことで、植物における細胞内品質管理能力
を高め、作物の生産性・ストレス耐性の向上を図るための応用研究が創出されることが期待できる。

※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 
真核生物の細胞内では、ミトコンドリアなどのオルガネラがエネルギー生産など多様な代謝
反応を担っている。各種ストレスによりオルガネラが故障した場合には、速やかに除去し、二次
的な障害拡散を防ぐ必要があり、「オートファジー」と呼ばれる細胞内自己分解系がその役割を
担うことが、酵母や哺乳類細胞を中心に明らかにされてきた。このような「壊れたオルガネラ」
を認識し、オートファゴソームと呼ばれる輸送体を介して、液胞あるいはリソソームへと輸送・
分解する経路は特に「選択的オートファジー」と呼ばれている。酵母では、ミトコンドリア、ペ
ルオキシソーム、小胞体 (ER)、核など様々なオルガネラが、オートファジーによる分解を介し
て品質管理されている。オートファゴソーム形成に必要な 15 種類のオートファジー関連因子群
はコア ATG 遺伝子と呼ばれ、その遺伝子と機能は出芽酵母から植物まで同様の仕組みが保存さ
れていることが分かってきたが、植物細胞における「選択的オートファジー」に関しては、経路
自体が同定されていないものが多く、選択的オートファジーが植物オルガネラの品質管理にど
の程度寄与するかは、未解明の点が多かった。 
植物は太陽光を利用して成長する一方で、太陽光に含まれる紫外線 B (UVB; 波長 280-315 nm) 
や、光合成に有効な可視光 (波長 400-700 nm) の過剰エネルギー (強光) を主要因とする光障
害に常に晒されている。申請者らはこれまでに、光合成オルガネラである葉緑体の挙動に着目し、
光障害によって損傷した葉緑体がオートファジーによって除去される「選択的クロロファジー
経路」を明らかにしてきた。ただし、UVB あるいは強光を個別に付与すると、どちらの条件でも
同程度のクロロファジーが起きるが、オートファジー欠損変異体は UVB 障害時により顕著な生
育阻害を示すため、特に UVB に起因する障害では、葉緑体以外のオルガネラの除去にまでオート
ファジーが寄与している可能性が考えられた。以上を踏まえ本研究では、植物の光障害耐性機構
としてのオートファジーの役割の全容を明らかにすることを目指し、新奇オートファジー経路
の同定とそれらに関わる機能因子群の解明に取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光障害耐性機構として植物オートファジーが担う役割の全容解明を目指し、研究
開始当初は植物では明確に定義されていなかったミトコンドリア分解「マイトファジー」を含む
植物の新奇オルガネラ・オートファジー経路を同定し、ストレス応答としての重要性を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) 各種オルガネラ可視化系統を用いた細胞内観察 
まず、各種オルガネラ (核、ミトコンドリア、ペルオキシソーム、小胞体、ゴルジ体) を緑色蛍
光タンパク質（GFP)で可視化した形質転換体を用いて、UVB 障害 (1.5 W m-2、1 h) あるいは強
光障害 (2,000 µmol m-2 s-1、2 h) を付与したのち、共焦点レーザー顕微鏡を用いたライブセル
イメージングによりオルガネラ形態観察を行った。野生型およびオートファジー欠損株背景で
それぞれ評価し、光障害後にオートファジー依存的に数およびサイズが変化するオルガネラが
ないか検証した。解析はすべて、モデル植物シロイヌナズナを用いて行った。 
ミトコンドリアなど細胞内を素早く移動し続けているオルガネラの 3D 構造を正確に捉えるた
め、生体内深部観察と高時間分解能での画像取得の両立が可能な顕微鏡システム「多点走査型二
光子励起顕微鏡」を使用した。3D画像におけるオルガネラの数、サイズの定量については、3D・
4D 画像解析ソフト Imaris を使用した。 
 
(2) オートファゴソームマーカーATG8 との局在解析 
オートファジーの誘導に広く必要とされるコア ATG タンパク質群のうち、ユビキチン様タンパ
ク質 ATG8 は、膜脂質 phosphatidylethanolamine (PE) と結合すること、液胞あるいはリソソー
ム内へと輸送・分解される時点までオートファゴソーム膜上に局在していることから、オートフ
ァゴソームマーカーとして用いられている。上記 (1) で見出したオートファジーによって分解
されている可能性の高いオルガネラについて、確かにオートファゴソームの積み荷となってい
るかを調べるため、ATG8 との二重蛍光発現系統を作出し、局在解析を行った。例えば、ミトコ
ンドリアの分解評価においては、ミトコンドリアを GFP で、ATG8 を赤色蛍光タンパク質 (RFP) 
で可視化した系統 (あるいはその逆の組み合わせ) を作出し、紫外線障害時に共局在するかど
うかを観察した。 
哺乳類細胞では ATP 産生に必要な膜電位 (ΔΨ) が消失したミトコンドリアがマイトファジ
ーで選択的に除去されることが知られている。本解析では、膜電位を保持して機能するミトコン
ドリアだけを染色する Tetramethylrhodamine ethyl ester (TMRE) 試薬を用いて、膜電位が低
下したミトコンドリアがオートファジー欠損株で蓄積するかを検証した。 
 
(3)光障害時の選択的オートファジーに必要な鍵因子の絞り込み 
選択的オートファジーに関する研究は、酵母や哺乳類で特に進展し、分解対象を認識する高度な



制御機構が明らかになっている。例えば酵母では、酸化したミトコンドリアが ATG32 という特異
的な「レセプタータンパク質」によって認識されることで、オートファゴソーム上の ATG8 と結
合し、選択的に除去される。この例の他にも、選択的オートファジーでは損傷したオルガネラを
分解対象として認識するための「レセプタータンパク質」と ATG8 との相互作用が見られている。
植物の選択的オートファジーにおいてもこのようなレセプターが機能することを想定し、その
実体を同定するため、上記 (2) で使用した GFP (RFP)-ATG8 可視化系統を用いて、UVB 照射前お
よび照射後のサンプルを GFP (RFP) 抗体による共免疫沈降法でレセプタータンパク質の濃縮・
精製を試みた。しかしながらこの実験条件は、このような生化学的なアプローチに適さなかった
ことから、複数の障害条件に晒したサンプルの遺伝子発現を網羅的に解析・比較する RNA-seq 解
析によって、光障害時のオートファジーに関わる鍵因子を絞り込むこととした。 
 
４．研究成果 
まず、光障害 (UVB・強光) 時において、GFP により可視化した各種オルガネラの数・サイズの
変化を定量評価した。特に、UVB 障害付与後にミトコンドリアの数が減っている一方で、オート
ファジー欠損株ではその数が増え、野生株と比較すると、個々のサイズが小さいものが増加して
いた。また、ペルオキシソームについては、野生株と比べて、UVB 障害前からオートファジー欠
損株で数が多く、UVB 障害後にはさらに増加することを見出した。よってオートファジーは UVB
障害時にミトコンドリアとペルオキシソームを積極的に分解していることが示された。他の植
物オルガネラ (小胞体、ゴルジ体、トランスゴルジネットワークなど) についても光障害時の
変化を調べるために、複数の蛍光波長の蛍光タンパク質による可視化マーカーなどの材料を整
備した。これらのオルガネラは、本解析の実験条件下では光障害に対しての目立った変化は確認
されなかった。これらの蛍光タンパク質によるオルガネライメージング解析に加えて、蛍光タン
パク質を用いない、蛍光プローブによるオルガネラ形態観察法の構築にも取り組んだ。  
次に、オートファゴソームマーカーATG8 との共局在を解析し、緑色蛍光タンパク質あるいは
赤色蛍光タンパク質で可視化した ATG8 とミトコンドリアが、UVB 障害付与後に隣接あるいは共
局在している様子が観察された。TMRE 染色をした結果、UVB 障害に晒されたオートファジー欠損
株では脱分極した損傷ミトコンドリアが細胞質に多く蓄積していることが分かった。これらの
結果から、UVB 障害を受けたミトコンドリアの除去にオートファジーが機能していることが示さ
れた。 
 光障害時に機能するオルガネラ選択的オートファジーに必要な因子を同定するため、特にオ
ートファゴソーム上のタンパク質 ATG8 の相互作用タンパク質を共免疫沈降法により同定するこ
とを目指したが、損傷を受けたミトコンドリアは短時間で液胞内へと輸送・分解されるように観
察されること、また、紫外線障害時には細胞死が頻繁に起きることから、生化学的な手法で、目
的とするオートファジー関連因子を濃縮することは困難であると判断した。そこで代替のアプ
ローチとして、複数のタイプの光障害後の植物サンプルの遺伝子発現解析を組み合わせること
で、関連する遺伝子群を絞り込むこととし、そのための多検体 RNAseq 解析を行った。多検体を
対象とした RNAseq 解析から得られた結果のデータ分析、比較解析を進めることで、そのような
ストレス条件下で機能する候補遺伝子群を絞り込み、それらの機能を評価するための変異体系
統の整備を行った。 
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