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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアを介したオルガネラ間相互作用は、植物のさまざまな

生理機能にとって必要不可欠である。本研究では、カルボキシル化および脱炭酸反応のコファ

クターであり、胚発生など植物の発生過程に必須の因子であるビオチンの生合成に、ミトコン

ドリアとペルオキシソームにわたる代謝反応が必要であり、それが植物と菌類で進化的に保存

されていることを明らかにした。また、植物細胞において、ミトコンドリアと他のオルガネラ

との物理的近接の役割を明らかにするため、ミトコンドリア動態制御因子 MIRO1 に対する人
工マイクロ RNA を発現させることで、ミトコンドリアの細胞内分布を変化させた形質転換植
物の作成を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：Interactions between mitochondria and the other organelles play 
vital roles in developmental and physiological functions in plants. Biotin, an essential 
cofactor for carboxylation and decarboxylation reactions, is required for various 
developmental processes including embryogenesis in plants. In this study, we revealed that 
biosynthesis of biotin requires the metabolic interaction between mitochondria and 
peroxisomes, which is evolutionarily conserved in plants and fungi. We have also 
investigated the role of physical contact between mitochondria and the other organelles in 
plants. MIRO1 is a mitochondrial GTPase involved in the regulation of mitochondrial 
morphology and distribution. We generated transgenic lines exhibiting abnormal 
intracellular distribution of mitochondria by expressing the artificial micro RNA targeting 
the MIRO1 sequence. 
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１．研究開始当初の背景  
	
 ミトコンドリアは他のオルガネラと相互
作用し、光呼吸・種子発芽時の脂肪酸代謝に
おいて大きく寄与することが知られている。
またミトコンドリアは非常に動的なオルガ
ネラであり、しばしば他のオルガネラと物理

的に近接することが知られている。しかし、
ミトコンドリアを介したオルガネラ間相互
作用のその他の生理的役割や、その際のミト
コンドリアの動態の意義については、これま
でほとんど明らかになっていない。 
	
 ビオチンはビタミンの一種であり、脂肪
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酸・アミノ酸代謝に必要なカルボキシル化反
応・脱炭酸反応におけるコファクターとして
生体にとって必要不可欠な因子である。植物
においてビオチンの欠乏は、胚性致死などの
重篤な障害をもたらすことが知られている。
従来、ビオチンの生合成は主にミトコンドリ
アと細胞質で行われるとされ、このうち生合
成 の 一 段 階 を 担 う 7-keto-8-amino-	
 
pelargonic acid (KAPA) 合成酵素は細胞質
に存在するとされてきた。しかし、我々の研
究から、KAPA合成酵素には進化的に保存さ
れたペルオキシソーム局在化シグナル 
(PTS) が存在することが明らかとなり、ビオ
チン生合成におけるペルオキシソームの関
与が予想された。 
	
 また、オルガネラ間相互作用において、ミ
トコンドリアの動態がどのように寄与して
いるかは明らかになっていない。その理由の
ひとつとして、植物のミトコンドリアの動態
を制御するメカニズムそのものがほとんど
明らかにされていないことが挙げられる。
我々はこれまで、進化的に保存されたミトコ
ンドリア局在型 GTPaseであるMIRO1がミ
トコンドリアの形態と細胞内分布の制御に
寄与し、シロイヌナズナ Arabidopsis 
thaliana の胚発生と花粉管伸張に必要であ
ることを明らかにした (Yamaoka & Leaver, 
Plant Cell 2008; Yamaoka et al. Plant Cell 
Rep. 2011)。本研究ではこれらの研究に基づ
いて、ミトコンドリアの細胞内分布を変化さ
せた植物の作成を試みた。 
 
２．研究の目的  
	
 本研究では、（１）KAPA 合成酵素の細胞
内局在性を明らかにし、ビオチン生合成にお
けるミトコンドリアを介したオルガネラ間
相互作用の役割を明らかにする。（２）また
MIRO1 遺伝子の発現を抑制した（ノックダ
ウン）植物を作成することで、ミトコンドリ
アと他のオルガネラとの物理的近接の生理
的意義の解明の端緒を開く。 
 
３．研究の方法  
（１）ビオチン生合成におけるミトコンドリ
アを介したオルガネラ間相互作用の役割の
解明：シロイヌナズナおよびニホンコウジカ
ビ Aspergillus oryzae の KAPA 合成酵素
BioF（AtBioFおよび AoBioF）における PTS
配列を同定し、植物・菌類における同酵素の
局在を明らかにする。またニホンコウジカビ
においてAoBioFおよびPTS受容体遺伝子の
破壊株を作成し、これらの遺伝子のビオチン
生合成における寄与を明らかにする。さらに
植物における BioF 遺伝子の系統関係を明ら
かにし、ミトコンドリア—ペルオキシソーム
間相互作用の普遍性について明らかにする。 
（２）MIRO1 遺伝子発現抑制によるミトコ

ンドリア細胞内分布異常株の作成：MIRO1
に対する人工マイクロ RNA 配列を過剰発現
する形質転換植物を作成し、MIRO1 遺伝子
のノックダウンを行う。同時に蛍光タンパク
質によるミトコンドリアの可視化を行い、
MIRO1 ノックダウンによるミトコンドリア
の動態異常を明らかにする。 
 
４．研究成果	
 
（１）ビオチン生合成におけるミトコン
ドリアを介したオルガネラ間相互作用の
役割の解明  
	
 ペルオキシソーム局在化シグナルのひと
つ PTS1 は(S/A)(K/R)(L/M)の３アミノ酸残
基からなることが知られている。シロイヌナ
ズナおよびニホンコウジカビの BioFの C末
端には、PKL, ARLという配列の PTS1が保
存されていた。シロイヌナズナ AtBioF 全長
の N末端側に GFPを付与した融合タンパク
質（GFP-AtBioF）はペルオキシソームに局
在し、PTS1 を欠失した変異タンパク質
（GFP-AtBioFΔPKL）は細胞質に蓄積した。
また従来の報告にあるように AtBioF 全長の
C 末端側に GFP を付与した融合タンパク質
（AtBioF-GFP）は細胞質に局在したが、こ
れは GFP が PTS1 をマスクしている可能性
が考えられた（図１）。同様の結果はニホン
コウジカビ AoBioFにおいても得られた。こ
れらのことから、植物および菌類の BioF の
局在は、従来の報告にあるように細胞質では
なく、ペルオキシソームであることを明らか
にした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１	
 シロイヌナズナ KAPA 合成酵素 AtBioF は PTS1

依存的にペルオキシソームに局在する。バーは 5	
 µm。

（発表論文２より改変）	
 



	
 次に、ニホンコウジカビにおいて AoBioF
の PTS1 を欠損させた変異株、および PTS1
受容体の欠損株を作成したところ、いずれの
株も最少培地における生育が著しく抑制さ
れた。これらの株におけるビオチン要求性を
調べたところ、ビオチンとその生合成前駆物
質の添加により生育が回復した。これらのこ
とから、BioFのペルオキシソーム局在が、ビ
オチン生合成に必要であることを明らかに
した。 
	
 ビオチンの生合成はβ酸化にはじまり、
BioF によって pimeloyl-CoA から KAPA が
合成され、これがミトコンドリアに輸送され
たのち、複数の反応を経て完了するとされて
いる（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により、BioFのペルオキシソーム局在
の必要性が示されたことから、ビオチン生合
成はミトコンドリア—ペルオキシソーム間の
相互作用を必要とすることが明らかとなっ
た。ビオチンは植物の胚発生に必須であり、
また BioF の PTS1 配列はほぼ全ての陸上植
物で保持されている（図３）ことから、本研
究により、ミトコンドリア—ペルオキシソー
ム間相互作用が植物界において重要な生理
的意義を持つことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）MIRO1 遺伝子発現抑制によるミト
コンドリア細胞内分布異常株の作成  
	
 我々はこれまで、MIRO1遺伝子の欠失（ノ
ックアウト）がミトコンドリアの異常な肥大
化を引き起こし、胚性致死をもたらすことを
明らかにした。このことから MIRO1はミト
コンドリア動態制御の重要な因子のひとつ
と考えられるが、一方でノックアウト株では
植物胚発生後の MIRO1の機能解析ひいては
これを用いたオルガネラ間相互作用の解析
が不可能であった。 
	
 そこで本研究では、人工マイクロ RNA 法
により、MIRO1 のノックダウン株を作成し
た。人工マイクロ RNA 配列を導入した複数
の系統を得たところ、その多くが T1 世代で
枯死したが、一部は継代が可能であった。こ
れらの株では植物体の矮小化、組織の縮れ、
早期の黄化などの表現型が見られた（図４A）。
またこれらの継代可能株にミトコンドリア
局在型蛍光タンパク質を導入したところ、ミ
トコンドリアの異常な肥大化が見られた（図
４B）。こうしたことから、MIRO1 のノック
ダウンにより、胚発生後の発生の諸過程およ
びミトコンドリアの形態に重篤な障害がも
たらされることが示唆された。本研究におけ
る MIRO1ノックダウン系統の確立は、今後
の植物オルガネラ間相互作用の研究に大き
く貢献すると期待される。 
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図２	
 ビオチン生合成経路とミトコンドリアおよび

ペルオキシソームにおける代謝産物と酵素の局在性
（発表論文１より改変）	
 

図３	
 植物界におけるKAPA合成酵素(BioF)の進化系統

樹。各植物種名の下にペルオキシソーム局在シグナル

PTS1 のアミノ酸配列を示す（発表論文１より改変）	
 

図４	
 シロイヌナズナ MIRO1 遺伝子ノックダウン株の
作成。MIRO1 ノックダウン株は植物体が矮小化し(A)、

ミトコンドリアの異常な肥大化が見られた(B)。バーは
10	
 µm。	
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