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研究成果の概要（和文）：植物小胞体膜融合の機構を解明するため、アトラスチンGTPaseの植物ホモログであるRHD3に
着目して研究を行った。シロイヌナズナ植物体や培養細胞から単離した小胞体膜の融合や、その結果生じるチューブ構
造形成の解析、RHD3欠損株の小胞体形態や融合の観察結果などから、GTPに依存した小胞体膜融合にRHD3が寄与してい
ることが明らかになった。また、化学架橋剤を用いた解析により、GTP結合によるRHD3のオリゴマー形成を介して小胞
体膜融合が進行することも示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of RHD3, a plant homologue of atlastin GTPase, on the 
membrane fusion of endoplasmic reticulum. Based on analyses of the membrane fusion and the tubular 
formation in vitro of endoplasmic reticulum isolated from Arabidopsis seedling or cultured cell, RHD3 was 
revealed to be involved in GTP-dependent membrane fusion of endoplasmic reticulum. Furthermore, the 
biochemical approach with the chemical cross-linkers showed that the membrane fusion of endoplasmic 
reticulum was progressed through the formation of RHD3 oligomer by the association with GTP.

研究分野： 植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
小胞体は細胞質全体に広がる巨大な構造

であり、ダイナミックに変化する。表層には
チューブや小嚢からなる網目構造があり、た
えず構造変化が起こっている。そして原形質
内質や原形質糸内には、活発に流動している
ストランド小胞体が存在する。また細胞分裂
時にはフラグモプラストに集積して、原形質
連絡の前駆体を形成する。小胞体の運動や輸
送は、多くの場合植物特異的なミオシン XI
によって行われている(Ueda et al. 2010. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107; 6894-6899)。
しかし、小胞体の形態形成、特にチューブ形
成や融合の機構はわかっていない。動物細胞
や酵母では、小胞体膜タンパク質であり膜に
曲率を与えることによりチューブ構造形成
に関与するレティキュロンタンパク質や
(Yang and Strittmatter. 2007. Genome Biol. 
8; 234)、GTP 依存的な小胞体膜融合に関与す
るダイナミン GTPase に属するアトラスチン
やSey1p (Hu et al. 2009. Cell 138; 549-561) 
が同定されている。植物にもレティキュロン
様タンパク質が存在しており、その変異体や
細胞内局在などの解析により、小胞体のチュ
ーブ状構造形成に関与していることが示唆
されていた(Nziengui and Schoefs. 2009. 
Cell Mol. Life Sci. 66; 584-595)。またア
トラスチンのホモログであるRHD3（root hair 
defective 3）が存在するため(Wang et al. 
2009. Genes Dev. 11; 799-811: Hu et al. 
2009. Cell)、 GTP に依存した膜融合への関
与が示唆されていた。しかし、RHD3 が小胞体
膜融合に寄与している証明はなされていな
かった。我々の研究グループは、タバコ培養
細胞 BY-2 から単離した小胞体が、GTP 依存的
に融合して、外部から流れなどの力を加える
ことにより、チューブ状構造を形成すること
を見出していた(Yokota et al. 2011. Plant 
Physiol. 156; 129-143)。しかし、この現象
に関与している成分、特に GTP が作用する成
分の同定には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、動物や酵母で既に報告されてい

るアトラスチンやSey1pの植物ホモログであ
る RHD3 の小胞体の形態形成や分化における
役割、特に GTP に依存した膜融合やチューブ
形成における関与を検討するとともに、RHD3
と相互作用する因子を同定することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
RHD3 欠損変異株は、連携研究者である京都

大学西村いくこ教授の研究グループから供
与して頂いた。 
RHD3 に対する抗体は、GTP 結合部位に対す

る抗体(抗 RHD3G 抗体)は、西村いくこ教授の
研究グループから供与していただき、N 末端
15アミノ酸残基(抗RHD3N抗体)あるいはC末
端 15アミノ酸残基に対する抗体(抗 RHD3C 抗

体)は、それぞれの合成ペプチドをマウスに
免疫することにより作製した。なおペプチド
合成と KLH とのコンジュゲイションは、オペ
ロンバイオテクノロジー社に外注した。 
シロイヌナズナ植物体や培養細胞 MM2d の

小胞体は、Yokota らの方法(Yokota et al. 
(2011) Plant Physiol.)に従い、ショ糖密度
勾配遠心法によって単離した。小胞体膜融合
は、次の方法により評価した。エクオリンの
発光強度変化をルミノメーターで測定する
Hu らの方法(Hu et al. 2009. Cell)。ER ト
ラッカーにより小胞体膜を染色し、構造変化
を蛍光顕微鏡により観察する Yokota らの方
法(Yokota et al. 2011. Plant Physiol.)。
また、流れを起こすことにより誘発される小
胞体チューブ状構造の形成も、膜融合の指標
とした。 
RHD3 の状態変化は、MM2d 細胞から単離し

た小胞体膜を様々なヌクレオチドで処理後、
更 に 化 学 架 橋 剤 で あ る EGS 
(ethyleneglycol-bis(succinimidylsuccina
te)) あ る い は DSP(33,-dithio-bis- 
(sulfosuccinimidyl)propionate)で処理し、
抗RHD3G抗体によるイムノブロットにより解
析した。また RHD3 と相互作用している成分
は、DSP 処理した小胞体を SDS-ゲル電気泳動
にかけ、架橋産物のバンドをゲルから切り出
し質量分析により同定した。質量分析は日本
プロテオミクスに依頼した。 
 阻害剤などを用いた薬理学的解析には、
GFP でラベルされた小胞体を発現しているタ
バコ培養細胞 BY-2(Mitsuhashi et al. 2000. 
Plant Cell Physiol. 41; 203-212)を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)エクオリン発光強度測定法による小胞体
膜融合解析 
 小胞体膜融合過程や程度は、融合時に放出
されるカルシウムイオンをエクオリンの発
光により検出する方法によって定量的に評
価した。MM2d 細胞から単離した小胞体は、GTP
を加えることによって融合し、大きな袋状構
造に変化する。この時、エクオリンの蛍光強
度は上昇した。この上昇は、ATP や GTP の非
加水分解化合物であるGTPγSでは起こらず、
袋状の構造も観察されないことから、発光強
度変化は小胞体膜融合を反映した現象であ
ることが示された。 
(2)RHD3 の小胞体膜融合における役割 
 まず、GFP でラベルされた小胞体が発現し
ているRHD3欠損株の小胞体形態を観察した。
既に報告されていたように(Stefano et al. 
2012. Plant J.)野生株とは異なり、枝分か
れが非常に少ない太い小胞体ストランドが
観察され、それと同時に断片化された小胞体
チューブ状の構造も多数観察された。そして
これらの構造の輸送や運動速度、表層小胞体
ネットワークにおけるチューブ融合頻度は、
野生種と比較し 2/3 以下に減少していた。し
かし、小胞体膜融合が完全に阻害されていた



わけではない。 
 次に小胞体膜融合に及ぼす RHD3 に対する
抗体の効果を検討した。抗 RHD3N 抗体あるい
は抗 RHD3C 抗体は、GTP 依存的な小胞体膜融
合や、流れによるチューブ構造形成は阻害し
なかった。一方GTP結合部位に対する抗RHD3G
抗体は融合を阻害し、更にチューブ構造の形
成も抑制した。 
そしてRHD3欠損株から単離した小胞体は、

野生種から単離した小胞体と異なり、GTP 依
存的なチューブ形成能が失われていた。 
これらの結果は、RHD3 が GTP 依存的な小胞

体膜融合に寄与していること。そして GTP 分
解活性がその過程に必要であることを示し
ている。また RHD3 変異体の小胞体膜融合頻
度の解析結果から、全ての小胞体膜融合が
RHD3 により起こっているわけではない、つま
り別の機構が存在する可能性を示唆してい
る。 
 アトラスチンの活性は、ダイナミン GTPase
の阻害剤であるダイナソーにより阻害され
ることが報告されている(Muriel et al. 2009. 
J. Neurochem. 110; 1607-1616)。タバコあ
るいはシロイヌナズナ培養細胞から単離し
た小胞体の膜融合やチューブ構造形成も、こ
の阻害剤により抑制された。また阻害効果、
あるいは 50%阻害に必要な濃度もアトラスチ
ンと同程度であった。この結果も植物の小胞
体膜融合には RHD3 が寄与しており、アトラ
スチンと類似した反応機構によって融合が
起こることを示唆している。 
(3)GTP による RHD3 の状態変化と相互作用成
分の同定 
 GTPによりアトラスチンと同じようにRHD3
も会合体を形成するのかどうか、化学架橋剤
EGS あるいは DPS を用いて検討した。小胞体
膜融合が誘発される条件、GTP 存在下で架橋
剤処理すると、RHD3 はオリゴマーを形成し 
分子量約 240kDa の架橋産物が検出された。
おもしろいことに、GTPγS存在下では小胞体
膜融合が誘発されないにもかかわらず、RHD3
のオリゴマー形成が起こった。このことはア
トラスチン同様(Morin-Leisk et al. 2011. J. 
Cell Biol. 195; 605-615)、RHD3 も GTP ある
いは GTPγS が結合しただけで、別の膜に存
在している RHD3 と連結して会合体は形成す
るが、GTPγSの場合加水分解によるエネルギ
ー供給が生じないため RHD3 の構造変化が起
こらず、融合することが不可能であることを
示唆している。 
 RHD3 単量体の分子量は約 90kDa であり、架
橋産物、つまりオリゴマーの分子量は約
240kDa である。従って、単純に RHD3 だけで
３量体などのオリゴマーを形成している可
能性は低い。そこでこのオリゴマーに含まれ
る成分、つまり RHD3 と相互作用する成分の
同定を試みた。GTP 存在下で単離小胞体を化
学架橋剤 DSP で処理し、電気泳動後架橋産物
のバンドを切り出し、質量分析によりバンド
に含まれる成分を解析した。その結果、RHD3

の他に、スコア―は低いが HSP90 が検出され
た。そこでこの成分の小胞体膜融合や形態形
成における役割を、ゲラダマイシンなどの阻
害剤を用いた薬理学的解析により調べた。阻
害剤存在下でもGTPに依存した単離小胞体膜
の融合やチューブ構造形成は起こり、また細
胞内の小胞体の形態、特に表層小胞体ネット
ワークの形態に変化は見られなかった。今後
別の方法により、本当に HSP90 が RHD3 と相
互作用し、その機能に関与しているのか検討
する必要がある。 
(４)まとめと今後の課題 
 本研究により、GTP に依存した植物小胞体
膜の融合に、アトラスチンのホモログである
RHD3 が関与していることが明らかになった。
そして化学架橋実験などから、GTP 結合によ
る RHD3 オリゴマー形成、その後の GTP 加水
分解による RHD3 構造変化といった過程を通
して、小胞体膜融合が起こることも示唆され
た。今後、細胞内における小胞体膜融合の調
節機構を理解するためにも、本研究で明らか
にできなかった RHD3 と相互作用する成分の
同定を行っていく必要がある。 
 RHD3 欠損株において、小胞体膜融合は完全
には抑制されていなかった。また表層の小胞
体ネットワークも、不完全ではあるが残って
いた。これらの観察は、RHD3 以外の成分が関
与する小胞体膜融合機構の存在を示唆して
いる。RHD3 の他に２種の RHD3 様タンパク質
の存在が知られており、組織や器官によりそ
れらが RHD3 と相補的に機能することも報告
されている(Lee et al. 2012. New Phytol. 
197; 481-489: Zhang et al. 2013. Front. 
Plant Sci. 4; 514)。従って本研究で用いた
RHD3 欠損株においても、それらのタンパク質
が小胞体膜融合に寄与した可能性が考えら
れる。また酵母ではスネアタンパク質の小胞
体膜融合への関与が報告されている(Anwar 
et al. 2012. J. Cell Biol. 197; 209-217)。
植物においても RHD3 あるいは類似因子によ
るGTPに依存した小胞体膜の融合機構だけで
はなく、他の機構の存在も十分考えられる。 
そして RHD3 欠損株の小胞体の流動や運動

速度は、野生種と比較すると大きく減少して
いた。この結果から膜融合を介した柔軟性、
フレキシビリティが流動されやすさに関与
しているように思われる。また in vitro で
の単離小胞体からのチューブ形成は流れな
どの力を加えることで誘発させたが、細胞内
ではアクチン-ミオシン系、特にミオシン XI
によりチューブ伸長や形成が起こっている
と考えられている(Yokota et al. 2011. 
Plant Physiol.)。そしてシロイヌナズナで
は、小胞体の輸送や運動に主にミオシン XI-K
が関与することが報告されている(Ueda et 
al. 2010. Proc. Natl. Acad. Sci. USA)。
本研究において、西村いくこ教授の研究グル
ープが作製した各ミオシン XI アイソフォー
ム欠損株から調製した小胞体画分を用いて、
小胞体ネットワーク形成を解析することに



より、この現象に関与するミオシン XI アイ
ソフォームの同定を試みた。しかしはっきり
とした結果が得られなかった。今後植物小胞
体の形態形成を明らかにするためには、融合
に関与する機構の解明だけではなく、その輸
送や運動そしてチューブ伸長に寄与するア
クチン系細胞骨格の役割にも着目する必要
がある。  
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