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研究成果の概要（和文）：本申請課題では、LjSYP132sのスプライスバリアントに着目し、それぞれの細胞内局
在性と機能相補性を調べ、選択的スプライシングに重要なシス領域を決定 することで未だその制御機構が不明
な選択的スプライシングの実体についてその全容を解明することを目的とした。 LjSYP132ｂLORE1変異体を利用
して解析した結果、LjSYP132bの発現が減少するとLjSYP132aの発現が増加することが明らかとなった。また
FLAG-タグを付加した細 胞内局在性を確認した結果LjSYP132aもLjSYP132bも局在は変化しないことが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：In this project, we focused on the splice variants of LjSYP132s and 
investigated their subcellular localization and functional complementation, and determined the cis 
region important for selective splicing, aiming to elucidate the whole picture of selective 
splicing, whose regulatory mechanism is still unknown. The results of the analysis using the 
LjSYP132bLORE1 mutant showed that the expression of LjSYP132a increased when the expression of 
LjSYP132b decreased. The localization of LjSYP132a and LjSYP132b in FLAG-tagged cells was also 
confirmed, indicating that neither LjSYP132a nor LjSYP132b changes localization.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請課題では、LjSYP132sのスプライスバリアントに着目し、それぞれの細胞内局在性と機能相補性を調べ、
選択的スプライシングに重要なシス領域を決定することで未だその制御機構が不明な選択的スプライシングの実
体についてその全容を解明することを目標としている。根粒形成と花粉管伸長の共通性が明らかになれば、根粒
形成メカニズムの進化のルーツを解き明かすことができると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) 
タンパク質は小胞輸送における受容タンパク質であり、植物の成長やシグナル伝達におい
て重要な働きをしている。SNARE は保存されているアミノ酸配列から Q-SNARE と R-SNARE に
分類され、オルガネラ膜側の Q(Qa, Qb, Qc)-SNARE と相対する輸送小胞側の R-SNARE が 2つ
の膜上で複合体を形成し, これが形成されることで小胞側とオルガネラ膜が互いに引き寄
せられ膜融合が起き、分泌タンパク質がオルガネラ内に特異的に輸送される。本研究では、
マメ科植物ミヤコグサの根粒形成に関わる SNARE タンパク質を明らかにするために、Qa-
SNAREであるLjSyp132について、発現解析や毛状根形質転換体を用いた機能解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 
申請課題は、根粒菌とマメ科植物の共生窒素固定における重要な役割を持つ LjSYP132s 遺
伝子のスプライスバリアント（LjSYP132a および LjSYP132b）の機能と選択的スプライシン
グの制御機構を解明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
LjSYP132a および LjSYP132b の細胞内局在性の解析 
FLAG-Tag を用いた細胞内局在性の解析 
LjSYP132a の根粒形成における役割の解明と変異体を用いた解析 
 
４．研究成果 
（１）発現解析 
根粒形成に関与する Q-SNARE を検索
した。マイクロアレー解析から Q-SNARE
の LjSYP132 が根粒で強く発現している
ことが明らかとなった。LjSYP132 のゲ
ノム解析結果から１つの遺伝子から２
つの遺伝子が合成されるスプライスバ
リアントが起きていることが予測され
た。それぞれを LjSTP132a と LjSYP132b
と名付けた。特異的プライマーを作成
し、それぞれの遺伝子発現を確認した結
果、LjSYP132a は根粒で発現が誘導し、
LjSYP132b は根粒を含むどの器官でも
恒常的に発現しているが根粒菌感染初
期の根ではその発現が誘導することが
明らかとなった。両者の遺伝子は第 13
エキソンのみ異なっていた。13 エキソ
ンの領域で特異的ペプチド抗体を作成
したが残念ながら互いに認識すること
はできなかったが、共通配列のペプチド抗体を作成し、イムノブロット解析を行った結果、
LjSYP132 はシンビオゾーム膜に局在することが明らかとなった。 
 
(2)変異体を用いた表現型解析 
遺伝子発現を抑制した RNAi-LjSYP132a と RNAi-LjSYP132b の形質転換体の作成を行った。
その結果、RNAi-LjSYP132a は成熟できない小さな根粒を形成した。このことから LjSYP132a
は根粒が成熟するのに必要な物質輸送に関与しているのではないかと推測した。一方、
LjSYP132b は未成熟の根粒すら確認できなかった。蛍光顕微鏡で観察した結果、RNAi-
LjSYP132b の根毛では感染糸形成が確認できたが、それに続く根の皮層細胞での感染糸ある
いはシンビオゾーム膜形成が抑制されていた。この結果から LjSYP132b は根の皮層細胞に
おける感染糸あるいはシンビオゾーム膜形成の段階で必要な Q-SNARE として機能している
と推測した。 
 



（３）種子形成における LjSYP132 解析 
さらに RNAi-LjSYP132b は、種子形
成が阻害された。RNAi-LjSYP132b の
花は野生株と同程度咲いたため開花
直後の花を採取し経時的に花粉管の
伸長を観察すると、著しく抑制され
ていた。 
 
（４）細胞内局在性解析 
FLAG タグを用いて細胞内局在性を調
べた結果、LjSYP132a, LjSYP132b い
ずれも同じ局在を示すことが明らか
となった。  
 
（５）LORE１変異体を用いた表現型
解析 
LjSYP132b の発現レベルによって
LjSYP132a の発現を制御しているの
ではないかと考え、LjSYP132b の変異
体（lo1322）を用いて検証することと
した。lo1322 は LjSYP132 の第 13 エ
キ ソ ン に LORE1 （ Lotus 
Retrotransposon 1）が挿入された変
異体である。lo1322 の各器官におけ
る発現を調べた結果、LjSYP132b の発
現量は野生型と比較して lo1322 の根
と根粒において有意に減少したが、
LjSYP132a の発現量は lo1322 の根に
おいて有意に増加していた。一方で、
野生型の根粒において強く発現して
いたLjSYP132aの発現量は、lo1322の
根粒においても変化が見られなかっ
た。これらの結果から、選択的スプラ
イシングにより LjSYP132b が減少す
ると LjSYP132a の発現が増加するこ
とが明らかとなった。また、LjSYP132a
の発現最大量はコントロールされて
おり、ある値以上の増加はないこと
が明らかとなった。さらに、ゲノムデ
ータの結果から、第 14 エキソンのア
ンチセンス鎖に lncRNA（lncRNA132 と
命名）が存在することが明らかとな
った。そこで、lncRNA132 による
LjSYP132 の選択的スプライシングへ
の可能性を検討した。発現解析の結
果、根において lncRNA132 の発現量は
感染後 3 日目に増加してその後減少
した。この結果は、LjSYP132b の発現
パターンと一致した。このことから、
lncRNA132 は LjSYP132 のスプライス
バリアントの発現様式をコントロー
ルしていることが示唆された。今後
は、lncRNA132 の過剰発現および RNAi
毛 状 根形質転換体を作製し、
LjSYP132s の発現解析行う必要がある。 
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