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研究成果の概要（和文）：非緑色プラスチドにおいては、ストロミュールの高度な発達が観察される。本研究代
表者は、葉表皮においてストロミュールが過剰に形成するシロイヌナズナ変異体subaを2種取得した。これらの
変異体を材料として実施した本研究では、(i) SUBA1が植物全体において広汎にストロミュール制御に関与して
いること、(ii) SUBA2とMinD/Eとの新規相互作用の可能性、(iii) suba変異は花粉および花粉管のプラスチド形
態・運動にも影響を及ぼすこと、等の知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Generally, non-green plastids tend to possess highly developed stromule(s). 
In our previous study, the author obtained two mutants of Arabiodopsis in which overformation of 
stromules were observed in leaf epidermis. Using these mutants, the author studied the regulation of
 stromule formation and obtained some insights as follows: (i) SUBA1 is involved in the regulation 
of stromule formation globally over various tissues, (ii) SUBA2 might interact with MinD/E, (iii) 
suba mutations affect plastid morphology and/or movement in pollen grains and tubes.

研究分野：植物細胞生物学

キーワード： プラスチド

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 プラスチド（色素体）は植物細胞特有のオ
ルガネラであり，特に光合成機能を発達させ
た緑色のプラスチドは葉緑体と称される．高
等植物においては，主要な光合成の場は葉の
葉肉組織であり，各々の葉肉細胞は 1細胞あ
たり概ね一定数の葉緑体を含んでいる．これ
らの葉緑体の形態は一様かつ単純な球形〜
楕円形であり，そのサイズは直径 3〜6 μm
でほぼ均一である．このような葉緑体の形
態・サイズの一様性・均一性は，葉緑体が既
存の葉緑体の均等分裂によって増殖するこ
とに起因する．申請者らは，原核生物由来の
葉緑体タンパク質MinE1が葉緑体分裂の均等
性を担う主要因子であることを発見し 
(Itoh et al. 2001, Itoh & Yoshida 2001)，
MinE1 とその相互作用因子 MinD1 が協働して
葉緑体分裂位置を制御していることを解明
してきた (Fujiwara, Itoh et al. 2004, 2008, 
2009a, 2009b, Kojo, Itoh et al. 2009)． 
 一方，高等植物のプラスチドは組織や環境
に応じて可逆的に分化する性質（可塑性）を
有しており，植物個体全体の機能を理解する
上で，葉緑体のみならず非緑色（非光合成）
プラスチドの形成機構を解明することは不
可欠である．非緑色プラスチドには，デンプ
ンを蓄積するアミロプラスト，赤や黄の色素
を蓄積するクロモプラストなど，組織の役割
に応じた様々な分化型が存在し，これらの分
化型（葉緑体を含む）は全て，分裂組織に含
まれる未分化なプロプラスチド（原色素体）
から派生している．顕微鏡イメージング技術
の進歩によって，これらの非緑色プラスチド
は，葉緑体とは全く異なる複雑かつ不均一な
形態をとり，ダイナミックな時間変化を見せ
ることが明らかにされてきた (Fujiwara, 
Itoh et al. 2010, 2012 他)． 
 非緑色プラスチドにおいて最も顕著な形
態形質は，プラスチド本体から伸びる細管状
構造「ストロミュール」の高度な発達である．
ストロミュールは，プラスチドの 2枚の包膜
で仕切られたストロマ含有構造であり，直径
は 0.3〜0.8 μm，長さは数μm から最長 220 
μm にまで及ぶ．ストロミュールは極めてダ
イナミックな構造であり，伸長，収縮，分枝，
分離など，様々な挙動を示すが，その分子機
構は不明である．また，ストロミュールの形
成頻度や伸長度は，細胞の分化状態，発生段
階，プラスチド密度，生育温度，栄養状態，
植物ホルモン（特に ABA），ウイルス感染など
の諸要因に依存する．一般的傾向として，非
緑色プラスチドでは発達したストロミュー
ルが高頻度で見られるのに対し，葉肉細胞の
葉緑体では長いストロミュールは殆ど見ら
れない．申請者らは，呼吸阻害剤の一種であ
るアンチマイシン Aが，根のプラスチド（白
色体）でストロミュールの過剰形成を誘起す
るという現象を発見した (Itoh et al. 2010, 
Itoh & Fujiwara 2010)．これらの研究は，
ストロミュールの形成・伸長が，ある種の「細

胞内環境」を感知して起こる反応であること
を示すものであるが，プラスチドが如何にし
て環境情報を感知し，形態変化を誘起するか
は未解明である． 
 申請者は，ストロミュール形成の制御機構
を解明すべく，本葉の表皮細胞においてスト
ロミュールの形成・伸長が過剰なシロイヌナ
ズナ（Arabidopsis thaliana）の変異体
（stromule biogenesis altered [suba] 変
異体）を 2 種取得し（未発表），その原因遺
伝子（SUBA1, 2）の同定を進めた．このうち，
SUBA2 の候補遺伝子の一つとして，葉緑体分
裂位置決定因子として MinE1, MinD1 ととも
に働く既知のタンパク質,PARC6 をコードす
る遺伝子が浮上した． 
 
２．研究の目的 
 上記の研究背景に基づき，本研究は，SUBA1
および SUBA2/PARC6の機能解析を通してスト
ロミュール形成の制御機構を解明すること
を目指した．具体的には，以下のような研究
を実施した． 
(1) suba1 および suba2 変異体の原因遺伝子
を最終確定する． 
(2) 本葉表皮以外の様々な組織において，蛍
光および電子顕微鏡を用いてsuba1変異体と
野生型のプラスチド形態を比較観察し，
SUBA1 の影響が及ぶ組織の範囲を明らかにす
る． 
(3) suba2 minE1，suba2 minD1, minE1 minD1
の各 2重変異体，および 3重変異体を作出し，
それらの非緑色プラスチドを観察すること
により，ストロミュール形成における
SUBA2/PARC6, MinE1, MinD1 の遺伝的相互作
用を解明する．これにより，葉緑体分裂位置
決定システム（cpMin system）がストロミュ
ール形成において果たす役割についての新
たなモデルを構築する． 
 
３．研究の方法 
 上記の目的(1)〜(3)に対応して，主として
以下の方法で研究を進めた． 
(1) 本研究開始当初,suba1およびsuba2変異
体それぞれについて，染色体マッピングなど
の結果から,２ないし３の原因遺伝子候補が
存在していた.そこで,以下の①〜③の方法
を用いて,各 suba変異体の原因遺伝子の確定
を試みた. 
① 既存の入手可能なシロイヌナズナ変異
体（T-DNA 挿入変異体,トランスポゾン（Ds）
挿入変異体,など）と suba 変異体との人工交
配（アレリズムテスト） 
② 上記の既存変異体へのプラスチド移行
型蛍光蛋白質発現ベクター導入による非緑
色プラスチドの可視化と形態観察（suba 変異
体と同様のプラスチド形態表現型（ストロミ
ュール過剰形成・過剰伸長）が見られるか否
かの確認のため） 
③ 候補遺伝子の野生型アリルを,ネイティ
ブプロモーターで発現するベクターを構築



し,それらを各suba変異体へ導入することに
よる遺伝子相補試験（genetic complementa- 
tion assay） 
(2) 本葉表皮以外の非緑色組織として,特に
花粉に着目した.suba 変異体のプラスチドは
カリフラワーモザイクウイルス35Sプロモー
ター制御下で構成的に強発現する CFP（シア
ン色蛍光タンパク質）で標識されているが,
花粉細胞内では35Sプロモーターによる外来
CFP 遺伝子の発現（蛍光）はほとんど検出で
きない.そこで,花粉細胞内で強く発現する
遺伝子のプロモーターにプラスチド移行配
列融合型CFP遺伝子を接続した発現ベクター
を構築し,これをsuba変異体に導入すること
により, suba変異体の花粉細胞内におけるプ
ラスチドの形態を蛍光顕微鏡で観察した.さ
らに,寒天培地上での in vitro（および semi 
in vitro）花粉管伸長系を利用することによ
り,両 suba変異体の花粉管伸長時における花
粉管内プラスチドの形態およびダイナミク
スのタイプラプス観察を実施した. 
(3) suba2 minE1，suba2 minD1, minE1 minD1
の各二重変異体，および三重変異体を人工交
配により作出し，それらの非緑色プラスチド
を蛍光顕微鏡で観察することにより，ストロ
ミュール形成における SUBA2/PARC6, MinE1, 
MinD1 の遺伝的相互作用の解明を目指した．
さ ら に , 出 芽 酵 母 （ Saccharomyces 
cerevisiae）を用いたツーハイブリッド法に
より，酵母細胞内でのこれら 3種のタンパク
質の物理的相互作用についても併せて検討
した． 
 
４．研究成果 
(1) suba2 変異体の原因遺伝子の最終確定 
 suba1変異体については,3つの原因遺伝子
候補が存在していた.このうち,研究当初,原
因遺伝子と考えていた遺伝子につい
て,T-DNA 挿入変異体,トランスポゾン（Ds）
挿入変異体とsuba1変異体とのアレリズムテ
ストを実施したところ,交配第一世代の表現
型は野生型となった.また既存変異体のプラ
スチドを蛍光蛋白質遺伝子導入により可視
化したところ,プラスチド形態は野生型と同
様であった.更に,野生型アリルのsuba1変異
体への導入の結果,表現型の回復は見られな
かった.以上の結果から,この候補遺伝子
は,3 遺伝子中ただ一つ葉緑体局在性タンパ
ク質をコードしているものであることが実
験的に確認されたものの,原因遺伝子から除
外された.第 2の候補として,核内転写因子を
コードする遺伝子についても,上記の実験を
進めた.アレリズムテスト,プラスチド形態
の観察結果は共にネガティブなものであっ
た.遺伝子相補試験は本研究期間内に未了と
なった.第 3の候補として,核内複合体のサブ
ユニットをコードする遺伝子については,既
存変異体の生育上の問題から「研究の方法」
①および②は実施できなかった.遺伝子相補
試験は本研究期間内に未了となった.現時点

では,（消去法により）第 3 の候補遺伝子が
suba1 原因遺伝子の最有力候補と考えてい
る. 
 suba2変異体については,2つの原因遺伝子
候補が存在していたが,これまでの葉緑体形
態研究の知見から,2つのうちPARC6遺伝子が
原因遺伝子である可能性が極めて高いと考
えられた.そこで「研究の方法」①,②,③を
PARC6 遺伝子について実施し,そのすべてに
おいて suba2 が PARC6 の新規アリルであるこ
とを示す結果を得ることができた.この結果
から,suba2の原因遺伝子はPARC6であると結
論した.PARC6 タンパク質は葉緑体分裂因子
の一つであり,特に葉緑体分裂位置決定に重
要な役割を果たすことが知られている.この
結果から,葉緑体の分裂位置決定システム
（cpMin system）が,非緑色細胞のプラスチ
ドにおいてはストロミュール形成制御に関
与している可能性が示唆された. 
 
(2) suba 変異体の花粉・花粉管プラスチドの
観察 
 suba1,suba2 両変異体の花粉細胞内のプラ
スチドを,上記「研究の方法」により蛍光標
識・可視化し,観察をおこなった.suba1 変異
体では,花粉プラスチドにおいてもストロミ
ュールの過剰形成・過剰伸長が観察された.
葉表皮細胞と花粉という,まったく異なる細
胞内で同様のプラスチド形態表現型が観察
されたことから,SUBA1 遺伝子の変異による
プラスチド形態の変化は間接的なものでは
なく,SUBA1 遺伝子がストロミュール形成制
御（抑制）に対して直接的かつ特異的な関与
をしていることが推定された.一方,suba2 変
異体では,花粉プラスチドの巨大化,不均一
化,凝集（クラスター形成）などが観察され
た.これらの表現型は,プラスチドの分裂阻
害,不完全分裂,分裂位置異常を示唆するも
のであり,SUBA2（PARC6）が植物の様々な組
織においてグローバルにプラスチドの分裂
制御に関与していることを示唆している. 
 両変異体の花粉管伸長時のプラスチドの
リアルタイム観察も実施した.プラスチド形
態そのものは,花粉細胞（花粉粒）内のもの
と同様であったが,花粉管細胞質中のプラス
チドの運動については,suba2 変異体におい
て,巨大化や凝集によるものと思われる運動
停滞が観察された.いっぽう suba1 変異体に
おける花粉管細胞質中のプラスチド運動は
野生型と同様であった.花粉管伸長時のプラ
スチド運動の生物学的意義は不明であ
る.suba2 変異体で観察されたようなプラス
チド運動遅滞はこれまで報告が無かったた
め,本変異体は,花粉管伸長時のプラスチド
運動の意義について研究する上で有用な材
料になると思われる.なお,このようなプラ
スチド運動遅滞にもかかわらず,suba2 変異
体の花粉管伸長速度や稔性（種子形成）など
の諸性質は野生型と同等であった.このこと
から,正常なプラスチド運動は花粉管の伸長



や受精などには必ずしも必要ではないとい
う,植物の生殖過程に関する新たな知見を得
ることができた. 
 
(3) SUBA2/PARC6, MinE1, MinD1 の遺伝的相
互作用 
 これらの3遺伝子の突然変異体間で人工交
配を行うことにより,可能な組み合わせすべ
ての多重（二重,三重）変異体を作出し,その
本葉表皮の細胞におけるプラスチド形態を
蛍光顕微鏡を用いて観察した.さらに,画像
解析ソフトウェア ImageJ を用いてそのサイ
ズ,細胞内分布の均一性,形態複雑性などの
形態的指標を定量化し,ライン間での比較検
討をおこなった.その結果,本葉表皮の非緑
色プラスチドの形態に関しては,三者間で従
来知られていなかった相互作用が存在する
可能性が示唆された.酵母を用いたツーハイ
ブリッド解析もこの結果の一部を支持する
ものであった.これらの結果から,非緑色プ
ラスチドにおけるストロミュール形成制御
システムと葉緑体分裂位置決定システム
（cpMin system）との間で,共通の構成要素
（タンパク質）が働いている可能性が考えら
れた. 
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