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研究成果の概要（和文）：スプライソソームを構成する SAP130 の機能に着目して、植物形態
形成の分子メカニズムを解析した。SAP130 発現抑制植物は特定時期の花粉形態形成に異常を
示した。その時期が SAP130のプロモーター活性の高い時期と一致することから、SAP130は
花粉形成に不可欠であると判明した。さらに SAP130のターゲットには選択性がある可能性が
示唆された。一方 SAP130と結合する CSN1の部分相補変異植物にも、同様の花粉形態形成異
常があることが解り、SAP130と CSNが協調的に制御する分子機構が存在すると考えている。 
 
研究成果の概要（英文）：We aim to reveal the molecular function of SAP130 in plant 
morphogenesis. In Arabidopsis, the promoter activity of SAP130 was detected at a specific 
stage of pollen development. Coincidently, pollen from AtSAP130 RNAi plants showed low 
viability and developmental defects at this stage. We then analyzed plants partially 
complementing csn1 mutant with CSN1, to find that they also exhibited pollen 
developmental defect in similar manners. Here we hypothesize that CSN and SAP130 
coordinately regulate mechanisms required for pollen development. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 我々は、環境に応答する形態形成制御と
して、光情報伝達下流で働く転写因子群がタ
ンパク質分解を介して制御されるメカニズ
ムを解明してきた。この制御機構は CSN
（COP9シグナロソーム）とよばれる動植物
に保存される核内タンパク質複合体に依存
し、CSNの機能欠損変異体が致死形質を示す

ことから、その機能が生存に不可欠であるこ
とが判明した。 
一方我々は、スプライソソーム前駆体を形

成する SF3b の構成因子である SAP130 が、
CSNと直接結合することを見出し、その機能
解析を進めてきた。生化学的解析の結果、ヒ
トの SAP130 は複数の CRL 型 E3 の
NEDD8/Rub1 修飾を受けた Cul サブユニッ
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トと結合して、ポリユビキチン化活性を調節
することが判明し、この結合は CSN と
CAND1 で競争的に調節されることを明らか
にした。 
 
(2) しかし、SAP130 が担う生体内の機能は
依然不明であるため、シロイヌナズナを用い
て研究を進めた。その結果、シロイヌナズナ
には SAP130遺伝子が２コピーあり、相同な
タンパク質をコードすることが判明した。こ
れら遺伝子の mRNA は、調べられた全器官
に一様に蓄積しており、両遺伝子が生体内で
相補的機能を果たす可能性が示された。一方、
逆遺伝学的手法を用いて各遺伝子の機能欠
損変異体を探索した結果、それぞれの遺伝子
発現が減少した機能欠損変異体を得ること
ができなかった。 
そこで、RNAi法を用いて SAP130の機能

抑制変異体を作製して解析した結果、植物地
上部の矮小化と種子形成の異常が複数の独
立ラインで認められた。また、SAP130のプ
ロモーター活性を解析すると、根の一部と花
粉に高い活性が認められた。本課題では、こ
れら個体レベルの最新結果を基盤とし、これ
まで未知であったSAP130の機能の解明を目
指した。 
 
２．研究の目的 

SAP130は、SF3aや U2 snRNPとともに
スプライソソームの前駆体を形成する SF3b
構成因子であるほか、STAGAや TFTCなど
の遺伝子転写制御に関わるタンパク質複合
体でも同定されている（研究の方法・図参照）。
さらに SAP130が CRL型 E3や CSNとも結
合することを我々は示している。しかし、こ
れらの複合体におけるSAP130の分子機能や、
複合体間の動態は解っていない。一方、ユビ
キチン・プロテアソーム系タンパク質分解に
関わる因子群が、遺伝子転写調節に関わる報
告があるが、その分子機構は不明である。
我々は、SAP130が核の中の『mRNA代謝制
御』と『タンパク分解制御』とをつなぐ鍵因
子であると考えて研究を進めている。本研究
では、SAP130が正常な植物形態形成に不可
欠であることを踏まえ、SAP130が担う制御
機構とその制御ターゲットとなる遺伝子群
を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
本課題では、正常な植物形態形成に

SAP130機能が不可欠であることを踏まえ、
SAP130の発現量・発現場所・タンパク質構
造を改変した形質転換植物と、SAP130のス
プライシング機能・結合ターゲット・核内動
態を解析する生化学的機能解析とを組み合
わせて、植物形態形成で SAP130が担う制御
機構とその制御ターゲットとなる遺伝子群

を明らかにする。 
さらに、SAP130が複数の複合体と、必要

に応じて結合して（下図）、機能『モード』
を使い分けていると考え、SAP130の機能分
担メカニズムの解明を目指す。以下の３点に
焦点を絞った研究を進める。 

 
(1) SAP130の in planta機能解析：形質転換
植物の詳細解析と SAP130の動態 
シロイヌナズナに 2コピーある SAP130遺

伝子は重複した機能をもつと考えられる。各
SAP130遺伝子のプロモーターの活性解析の
結果、ともに根と花の器官の特定の部位で高
い活性を示したので、この部位に集中して発
生学的手法、形態学的手法、解剖学的手法を
用いた解析を計画する。一方、RNAi 法を用
いた植物を解析した結果、植物地上部の矮小
化および種子形成に異常な表現型を示すの
で、解剖学的な解析を通じてその原因の特定
を進めている。特にプロモーター活性解析の
結果を考慮し、花粉の形態形成などを詳細に
解析して種子形成の異常との相関を解明す
る。また、SAP130に蛍光標識をつけたタン
パク質を発現するコンストラクトを構築し
て、その動態とその機能『モード』における
制御機構を解析する。 
 
(2) SAP130 制御の分子メカニズム：mRNA
代謝制御とタンパク質分解制御 

SAP130制御系の分子メカニズムを明らか
にするために、前記プロモーター活性や機能
欠損変異体の異常形質の場所と時期の特定
結果を踏まえ、ターゲットとなりうる遺伝子
群を選定し、sap130 機能抑制植物、sap130
機能欠損誘導植物、SAP130過剰発現植物な
どの間でそれらの発現解析を行なう。この時、
mRNA 代謝やタンパク質のポリユビキチン
化解析を組み合わせて行なう。また、CSN1
と SAP130 が直接結合するので、CSN の発
現レベルが異なる変異体や形質転換植物と
組み合わせた解析を計画する。 
 
(3) SAP130制御機構における CSNの役割：
SAP130-CSN1結合部位の詳細なマッピング 

SAP130は、DDB1、CPSF160と高い相同
性を示す。DDB1は既に、７枚の翼をもつ３
つのプロペラから構成されることが判明し



ているので、この構造を参考にして SAP130
の部分タンパク質を発現するコンストラク
トを構築し、SAP130-CSN1結合部位の決定
を生化学的に進める。また、理化学研究所バ
イオ解析チームと共同研究のもと、両タンパ
ク質の結晶構造解析を進める計画である。
SAP130とCSN1の結合に特異的に関わるア
ミノ酸を同定し、植物個体でそのアミノ酸に
権威をもつタンパク質を発現させる。 

SAP130-CSN1結合に特異的な変異をもつ
植物の解析は、SAP130 機能のうち CSN を
介して制御される SAP130機能の『モード』
の解明につながる。同様の手法を SAP130結
合タンパク質に順次適応し、SAP130の機能
とその使い分け方の全貌を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) SAP130 そのものの機能を解明する目的
で、植物を材料にその機能を詳細に解析した。
その結果、シロイヌナズナに 2コピー存在す
る SAP130遺伝子の各 mRNAが全器官で蓄
積し、そのプロモーター活性は特に花粉、タ
ペートと一部雌性配偶体において高いこと
が判明した。また、SAP130発現抑制植物は
花粉形成が異常となり、不稔形質を示した
（下図）。 

 
(2) 花粉形態形成における SAP130の機能モ
ードの解明を目指して、SAP130発現抑制植
物における形質異常時期を解剖学的に解析
した結果、microspore形成後 bicellular形成
までの時期に形態学的異常が認められた。こ
の時期の形態形成に機能をもつと考えられ
る遺伝子群を解析した結果、QRT1と QRT3
の転写産物がSAP130発現抑制植物で野生型
植物に比べて低いことが判明した（下図）。 

 
(3) SAP130と結合する CSN1の部分相補変
異植物が、不稔形質を示すものがあることが
前年度判明したので、その原因を詳細に解析

した。まず、CSN1の部分相補変異植物の花
粉は生存率、発芽率がともに低いことが判明
した。つぎに、この植物では花粉形態形成の
microspore期から bicellular期への移行期に
形態形成異常があることが明らかとなった。
これらの花粉における異常は、形態的にも異
常が発生する時期的にもSAP130発現抑制植
物のそれと一致する（左図）。これらの結果
から SAP130と CSNとが協調的に制御する
共通メカニズムが存在すると考えている。 
 
(4) CSNが担うタンパク質分解制御機構の解
析を進め、その脱 NEDD8化活性には CSN6
の MPN-ドメインの寄与はなく、CSN5 の
MPN ドメインが担うことを動物、植物、酵
母の各モデル生物の比較を通じて解明した。 
 
(5) 花粉から全 mRNA を抽出して定量的に
転写産物量発を解析する系を確立したので、
これを用いてSAP130のターゲット候補因子
群の解析を進めている。また SAP130 と
CSN1とを安定して産生する in vitro系を確
立し、その結合部位が CSN1 の coiled-coil
よりさらに N 末端の領域にあることを初め
て見出した。これらの知見をもとに、
SAP130-CSN1結合部位の詳細な決定を目指
した共同研究が進行中である。 
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