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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では老化葉で起こる葉緑体のオートファジーによる分解について、膜動態と関連
する遺伝子について解析した。得られた結果は、（1）葉緑体は、RCB小胞とは異なり、液
胞膜の陥入によって液胞内に取り込まれること、（2）葉緑体オートファジーにはオートフ
ァジー関連遺伝子（ATG）4 に加えて ATG2, 5, 7, 10が関与していること、が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
I studied membrane dynamics and related genes among chloroplast autophagy that occurs in 

senescent leaves. Results suggested that (i) unlike RCBs, chloroplasts are transferred into the 

vacuolar lumen by invagination of tonoplasts; (ii) in addition to ATG4, ATG2, 5, 7, and 10 are 

required for the chloroplast autophagy. 
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１．研究開始当初の背景 

 葉緑体には葉の全窒素の実に 75－80%が
分配され、その大部分がタンパク質として主
に光合成機能を担っている。葉緑体は葉の形
成・展開に伴い盛んに分裂・伸長を繰り返し、
細胞あたりの数・サイズを増加させていく。
葉の展開が止まり老化過程に入ると、その分
裂・伸長は停止し、細胞あたりの葉緑体の
数・サイズは徐々に減少していく。この間、
CO2固定酵素、Rubiscoに代表される葉緑体タ
ンパク質は分解され、それらを構成していた

窒素は生長部位へ転流し再利用され、最終的
には子実に蓄えられ次世代へと引き継がれ
る。また炭素骨格は呼吸基質として再利用さ
れる。植物にとって葉緑体及びその構成成分
の分解は、土壌に不足しがちな窒素を体内で
リサイクルし、生長の恒常性や環境応答性を
確保するという生理的意義がある。しかし、
葉緑体機能の衰退は必然的に光合成能力の
低下、ひいては乾物生産、子実収量の減少に
つながる。したがって葉の老化に伴う葉緑体
の消長メカニズムを明らかにすることは、植
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物の基礎生理の探求から生産性向上を目指
す応用研究の展開まで、極めて重要な意味を
持つ。研究代表者らは、葉緑体の一部分が本
体から切り離され、内容タンパク質が小胞
RCB（Rubisco-containing body）として、オー
トファジーの機構により中心液胞に輸送・分
解される経路（RCB経路）の存在を明らかに
した。オートファジーは真核生物が普遍的に
持つ細胞内のバルクなタンパク質分解を担
う経路である。さらに、オートファジー能を
欠損する変異体植物では、野生体で見られる
葉の老化時の葉緑体数・サイズの減少が抑制
されること、野生体では老化が進むと RCB

小胞に加えて縮小した葉緑体本体も液胞に
移行することを明らかにした。以上から、葉
緑体の液胞への輸送・分解経路には、小胞
RCBを介した部分的なものと、縮小した葉緑
体全体が消失する 2つの経路が存在し、それ
ぞれの経路が葉緑体のサイズと細胞あたり
の数の減少を引き起こす主な要因になって
いることが示唆されていた。 

 

２．研究の目的 

 オートファジーにはマクロオートファジ
ーとミクロオートファジーと呼ばれる 2つの
膜動態が大きく異なる様式の存在が知られ
ている。マクロオートファジーでは輸送・分
解基質となる細胞質成分が 2重膜構造体、オ
ートファゴソームにより取り囲まれた後、オ
ートファゴソームの外膜が液胞膜と融合し、
内膜に包まれた内容物が液胞内腔に放出さ
れる。一方、ミクロオートファジーでは液胞
膜が伸長や陥入により直接基質を取り囲み
内腔へと輸送する。意外にも酵母におけるこ
れら2つの経路に必要な遺伝子ATG群は酵母
では大部分が重複していることが知られる。
葉緑体のオートファジーに関しては、これま
での研究から、RCB小胞はオートファゴソー
ムを介したマクロオートファジーにより液
胞に輸送されることが明らかとなった。しか
し、葉緑体本体については膜動態や進行に必
要な遺伝子群など基本的なメカニズムが全
く不明のままである。そこで本研究では、葉
緑体本体のオートファジーに焦点を絞り、
（1）液胞内腔に至るまでの輸送形態（膜動
態）、（2）輸送に必須な遺伝子群について明
らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 上記の目的を達成するため、本研究では主
に以下の 2項目を中心に解析を進めた。 

（1）葉緑体の液胞への移行様式の解析 

葉緑体本体がマクロオートファジーとミク
ロオートファジーのどちらの様式で液胞に
取り込まれているかについて、ライブセル蛍
光イメージングを中心に解析した。オートフ
ァゴソームのマーカーとしては GFP-ATG8、

液胞膜のマーカーとしては GFP-γTIPを用い
た。さらにそれらの 2重蛍光観察を行うため
RFP-ATG8及び RFP-γTIPの発現コンストラ
クトや形質転換体の作成を進めた。 

（2）葉緑体本体のオートファジーに必須な
遺伝子群の特定 

これまでに酵母とシロイヌナズナでのゲノ
ム配列の比較から、マクロオートファジーに
必須の遺伝子 ATG群 32種のうち、16種につ
いて植物ホモログ遺伝子 AtATG群が同定さ
れている。これらの遺伝子を欠損する変異体
における葉緑体数の減少をモニターするこ
とで、葉緑体オートファジーに必須な AtATG

遺伝子群を特定することを試みた。 

 

４．研究成果 

（1）ライブセル蛍光イメージングによる葉
緑体の液胞への移行様式の解析 

GFP-ATG8 及び GFP-γTIP を用いて膜動態の
観察を重ねた結果、RCB小胞とは異なり、葉
緑体本体は、液胞膜の陥入、すなわちミクロ
オートファジーの様式で液胞内部に取り込
まれていることが強く示唆された。この膜動
態についてさらに検証するため液胞膜とオ
ートファゴソーム膜を同時に蛍光で可視化
する形質転換体を用いて明らかにすること
を試みた。具体的には、 GFP-ATG8 と
RFP-γ-TIP を共発現する形質転換体の作出と
選抜を進めたが、共発現体において葉緑体の
液胞への移行を明確にとらえるまでには至
らなかった。 

 

（2）葉緑体本体のオートファジーに必須な
遺伝子群の特定 

各種の ATG を欠損する T-DNA 挿入変異体を
用いて、変異体の葉の老化過程における葉緑
体数の減少をモニターした。その結果、これ
までに明らかにされていた ATG4 に加え、
ATG2, 5, 7, 10 についても葉緑体本体のオー
トファジーに関与していることが示唆され
た。 
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