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研究成果の概要（和文）：RNA顆粒とはmRNAの輸送、翻訳抑制、分解、低分子RNAの機能発現などの転写後制御を行う構
造物であり、RNAとタンパク質からなる細胞質の超巨大複合体である。本研究では植物の細胞質RNA顆粒であるストレス
顆粒とP-bodyの免疫電子顕微鏡観察を行った。その結果、RNA顆粒はおおよそ100から300 nm程度の直径であり、顆粒内
部には繊維状構造が確認された。また顆粒内部では電子顕微鏡で容易に観察できるリボソーム顆粒が排除されているこ
とを明らかにした。本研究は未知であった植物RNA 顆粒の形態を明らかにし、今後の植物RNA顆粒研究の礎を提供した
。

研究成果の概要（英文）：RNA granules, which composed of various RNAs and proteins, are cytoplasmic 
granules to participate in post-transcriptional regulations including mRNA transport, translation 
repression, RNA degradation, small RNA functions and so on. We focused on representative RNA granules, 
stress granules and P-bodies, and investigated the morphologies of RNA granules by electron microscopy. 
Our analyses revealed that RNA granules are about from 100 to 300 nm in diameter and have a filamentous 
pattern in granules. In addition, we also found that ribosomes are not observed in RNA granules. Our 
research figured out the morphology of RNA granules in plant cells and provided a base for future plant 
RNA granules researches.

研究分野： 植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 RNA 顆粒は RNA とタンパク質から構成され
る細胞質の超巨大複合体であり、真核生物に
おいて mRNA の輸送、翻訳抑制、分解、低分
子 RNA の機能発現など様々な役割を果たして
いる。植物において、これら RNA 顆粒の構成
因子の欠失変異体の多くは致死となり、発生
や成長、分化に必須であることが知られてい
る。これらの植物 RNA 顆粒の存在は確実であ
るにも関わらず、研究開始当初は電子顕微鏡
で同定・観察された例がなかった。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究ではストレス顆粒や Processing	 
body	 (P-body)に代表される植物の RNA 顆粒
が電子顕微鏡でどのように観察をされるか
を免疫電子顕微鏡観察（免疫電顕）により明
らかにする。本研究により電子顕微鏡観察で
正体不明とされていた構造を RNA 顆粒である
と断言でき、植物の形態・構造分野への貢献
を目的とする。また植物 RNA 顆粒研究を発展
させるための、研究基盤を確立することも目
的としている。	 
 
３．研究の方法 
	 本研究ではストレス顆粒マーカーとして、
翻訳開始因子でありストレス顆粒構成因子
して我々が同定した eIF4A2 を採用し、GFP を
融合させた eIF4A2-GFP を発現させた植物体
を実験に用いた。また Processing	 body	 
(P-body)マーカーとして P-body 構成因子で
ある DCP1 を採用し、GFP を融合させた
DCP1-GFP を発現させた植物体(Motomura	 et	 
al.	 2012	 RNA	 Biol.9:644-652)を実験に用い
た。	 
	 サンプルの固定は生きた状態に最も近い
と言われる電顕の固定法である高圧凍結固
定法を用いた。植物個体からメリステム領域
を含む胚軸部分を切り出し、高圧凍結装置	 
EM	 PACT	 (Leica	 Microsystems)	 で凍結固定
した。凍結後すぐに、-80℃に冷やした凍結
置換液（0.25%グルタルアルデヒド／0.1%酢
酸ウラン	 in	 アセトン）にサンプルを入れ、
-80℃で 72 時間凍結置換を行った。その後、
約 2 日間かけて 4℃まで温度上昇させた後、
サンプルをアセトンで洗い、メタノールで置
換した。続いて LR	 White 樹脂で置換し（メ
タノール：LRW	 =	 3:1,	 1:1,	 1:3,	 100%LRW	 x	 
2 回）、ビームカプセルに包埋して、紫外線で
72 時間重合した。樹脂包埋したサンプルから
厚さ 60-80nm の超薄切片をウルトラミクロト
ーム	 EM	 UC7	 (Leica	 Microsystems)	 で作製
し、ホルムバール支持膜を張ったニッケルグ
リッドに載せた。免疫染色には抗 GFP 抗体	 
（Invitrogen	 A11122）と金コロイド付き抗
ウサギ IgG 抗体（Jackson	 Immuno	 Research）
を用い、4%酢酸ウランで電子染色後に透過電
子顕微鏡 JEM-1400	 (JEOL)	 で観察した。	 
	 
	 

４．研究成果	 
	 コンフォーカル顕微鏡による蛍光観察に
より、ストレス顆粒は通常の生育条件（22℃）
では細胞質 RNA 顆粒を形成せず、高温条件
（37℃）で顆粒を形成することが知られてい
る。また長時間の高温処理を続けると、スト
レス顆粒が高温処理時間依存的に大きくな
ることが知られている。また P-body はコン
フォーカル顕微鏡による蛍光観察により、通



 

 

常の生育条件でも細胞質 RNA 顆粒を形成して
おり、37℃では顆粒の数と大きさが増加する
ことが知られている(Motomura	 et	 al.	 2015	 
Plant	 Cell	 Physiol.	 56:107-115)。そこで
我々は 22℃のサンプル、37℃・15 分の高温
処理サンプル、37℃・60 分の高温処理サンプ
ルを用意し、実験を行った。	 
	 
	 免疫電顕観察において、22℃で処理した植
物体において、ストレス顆粒マーカーである
eIF4A2-GFP の局在を示す金コロイドは細胞
質全体に拡散して分布し、特定の構造に局在
しなかった（図１A）。一方、37℃で処理した
植物体では、eIF4A2-GFP の局在を示す金コロ
イドの大半は、繊維状構造を持つ顆粒構造に
局在した（図１B）。この顆粒構造を囲むよう
な膜構造は観察されなかった。またリボソー
ム顆粒が顆粒内では見られないことが明ら
かとなった。	 
	 
	 一方、22℃で顆粒を形成している P-body で
は、22℃でも 38℃でも繊維状構造の顆粒に局
在しており、その構造はストレス顆粒と同様
で膜には囲まれておらず、リボソーム顆粒が
顆粒内では見られなかった（22℃：図２A、
38℃：図２B）。	 
	 
	 次に我々はストレス顆粒と P-body の顆粒
サイズ測定を行った。その結果、ストレス顆
粒は 38℃・15 分の高温ストレス処理で直径
約 200	 nm の顆粒サイズになり、38℃・60 分
では約 300	 nm に増大することを明らかにし
た。P-body の顆粒サイズは、22℃では直径約
130	 nm、38℃・15 分の高温ストレス処理では
約 170	 nm、38℃・60 分の高温ストレス処理
では約 180	 nm であった。これまでに RNA 顆
粒サイズの増大はコンフォーカル顕微鏡に
よる蛍光観察で確認されていたが、実際にど
のくらいのサイズ変化が起きているかは同
定されていなかった。本研究により、平常時
と高温ストレス時の RNA 顆粒サイズが同定で
きたことにより、今後の RNA 顆粒の蛍光観察
では RNA 顆粒が 200	 nm 程度の小さな構造物
であることに留意して研究を行うことが可
能である。	 
	 
	 そこで本研究では RNA	 顆粒が 200	 nm 程度
の小さな構造物であることに留意し、異なる
RNA 顆粒であるストレス顆粒、P-body、AGO1
顆粒の局在比較解析を行った。実験には高感
度のコンフォーカル顕微鏡観察が可能なス
ピニングディスク型コンフォーカル顕微鏡
を用いた。その結果、これら３者の極少量の
シグナルはほぼ全ての顆粒で観察されたが、
その存在比は大きく違った。また免疫電顕観
察で RNA 顆粒にはリボソーム顆粒が観察され
ないことを明らかにしたが、更なる詳細な観
察により、リボソームが排除されているにも
関わらず金コロイドでラベルされない領域
がある RNA	 顆粒も存在することを確認した。

これらの結果より、ストレス顆粒、P-body、
AGO1 顆粒は高温ストレス時には同一の顆粒
として存在するが、各顆粒は混じり合ってい
るのではなく隣り合って存在する可能性が
高いと考えられる。	 
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