
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 植物の液胞形成初期過程を微細構造レベルで明らかにすることを目

的に、液胞膜タンパク質 V-PPase を指標として、シロイヌナズナとタバコの根端組織を透過電

子顕微鏡で観察した。小さい液胞が融合して巨大化する様子が見られた一方、前形成層の細胞

では V-PPase が高密度で局在するリング状膜構造体が存在し、均一な粒子を含む液胞に融合し

ていた。根端組織のうち、前形成層では、他の細胞層と液胞の形成過程が異なることが示唆さ

れた。 
 
研究成果の概要（英文）： To investigate how plant vacuoles are generated, I examined 
Arabidopsis and Tobacco root tip tissues by electron microscopy. The anti-vacuolar 
H+-pyrophosphatase (V-PPase) antibody was used for immunogold labeling, and positive 
signals in the vacuolar membrane and a ring-like structure were detected especially in 
the procambium. Some ring-like structures fused with vacuoles that containing homogenous 
particle. Vacuole genesis of the procambium may different from other cell layer of root. 
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１．研究開始当初の背景 
 液胞は、植物細胞の体積の 90％を占め、タ
ンパク質の貯蔵や分解だけでなく、細胞の伸
長などの形態形成に重要な働きを担ってい
る。透過電子顕微鏡（TEM）による形態観察
により、液胞は、ゴルジ体や小胞体の一部が
分化して形成されると言われているが、その

形成の仕組みは未だ明らかでない部分が多
い。 
 本研究の先行研究において、Vacuolar 
H+-Pyrophosphatase（液胞型プロトンピロホ
スファターゼ; V-PPase）を認識する抗体を
用いてシロイヌナズナとタバコ根端組織の
免疫電顕を行った際、液胞膜の他に V-PPase
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が高密度で局在するリング状構造体が見出
された。この構造体は、通常の電顕構造観察
では目立たない。しかし、抗 V-PPase 抗体が
特異的に反応するため、免疫電顕法により他
のオルガネラと明らかに区別できる。
V-PPase は、細胞質やオルガネラを取り囲む
リング状構造体の、膜上に局在していた。ま
た互いに融合して小さい液胞に変換してい
るような部分や、大きな液胞に融合しつつあ
る様子も見られた。このような構造体に液胞
膜タンパク質が局在する例は、これまでに報
告がなかった。V-PPase が液胞膜タンパク質
であることから、この新奇構造体は、形成途
中の液胞であると推測された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、V-PPase が植物液胞形成、特
に形成の初期段階で重要であると推定し、こ
の新奇構造体の形態解析を通して、液胞の由
来や液胞形成の仕組みを明らかにすること
を目的とした。さらに V-PPase が形態形成に
果たす役割について、形態学的視点からの解
明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナもしくはタバコ芽生えの
根端を高圧凍結装置で凍結固定した。凍結置
換固定液として、免疫電顕法の場合は 1%グル
タルアルデヒド・1%四酸化オスミウム／アセ
トン溶液を使用し、オスミウムを加えること
で、膜構造のコントラストを高めた。抗体染
色の際には、固定に四酸化オスミウムを用い
ていることから、事前に切片のエッチング処
理を行った。構造観察法の場合は 2%オスミウ
ム／アセトン溶液を使用した。 
 
（１）根端組織におけるリング状構造体の分
布 
 タバコの根端組織について、V-PPase の免
疫電顕および微細構造観察を組織全体にわ
たって行い、どこにリング状構造体が存在す
るかを確認した。 
 
（２）リング状構造体の 3次元構造の把握 
 V-PPase が局在するリング状構造体の超微
細構造を立体的に把握するため、タバコの根
端組織について、連続切片法による立体構築
を試みた。 
 
（３）他の液胞膜タンパク質と V-PPase との
局在比較 
 リング状構造体を構成する膜タンパク質
を明らかにするため、V-PPase 以外の ATPase
や水チャンネルなどの液胞膜タンパク質に
対する抗体を用いて、免疫電顕を行った。 
 
 

４．研究成果 
 シロイヌナズナとタバコの根端の両方に
ついて試料を作製したが、電顕観察の結果、
タバコ根端細胞におけるリング状構造の方
がより複雑で明瞭な形態をしていた。そこで
本研究では、以降タバコ根端に注目して解析
を行った。 
 
（１）根端組織でのリング状構造体の分布 
 抗 V-PPase抗体による免疫電顕観察と通常
の微細構造観察を行った。リング状構造体は
中心柱に存在しており、特に前形成層に多く
分布していた。根端組織全体を、広範囲にわ
たって見ることで、リング状構造体の分布特
異性を明らかにできた。 
 リング状構造体が融合している液胞内部
は、密度の均質な粒子が詰まっており、分解
途中と考えられる小胞や膜が含まれていた。
前形成層以外の根端細胞で、このような液胞
はほとんど観察されなかった。 
 また、吸水後 3日目、9日目、11 日目、20
日目のいずれの根端においてもリング状構
造体は観察され、その組織内分布は吸水後の
日数によって変わらなかった。 
 
（２）リング状構造体の 3次元構造の把握 
 連続切片の観察により、単一切片で二次元
ではリング状に見える構造体が、実際には数
100 μm にわたって連続するシート状の膜構
造体であることが明らかとなった。 
 
（３）他の液胞膜タンパク質と V-PPase との
局在比較 
 リング状構造体とオートファジーの関連
が考えられたことから、オートファジー関連
タンパク質の一つ、ATG8 の抗体を用いて免疫
電顕法を行った。また ATPase や水チャンネ
ルタンパク質についても免疫電顕法を行っ
たが、現在までにリング状構造体への局在を
示すポジティブな結果は得られていない。 
 
 当初、V-PPase が高密度で局在するリング
状構造に関しては、静止中心から始まる根端
細胞の分化に伴う、液胞の発達初期過程と推
測していた。しかし、本研究の結果から、リ
ング状構造は全ての細胞系列で見られる訳
ではないことが明らかとなった。つまり、リ
ング状構造体は液胞に普遍的な形成初期状
態というよりも、前形成層特異的に発達した、
液胞膜の一状態である可能性が考えられる。
根端組織において、前形成層では、他の細胞
層と液胞の形成過程が異なることが示唆さ
れた。 
 本研究は、日本植物生理学会と日本顕微鏡
学会で発表するとともに、非公開ミーティン
グ等で報告した。現在、本研究に関する論文
をまとめている。 
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