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題目 

 

タバコにおけるペルオキシダーゼの小胞輸送機構 

【背景および目的】 
 遺伝子操作技術の進歩に伴い、有用遺伝子を植物で発現させることが可能になった。遺

伝子発現を行う際、転写、翻訳レベルでの調節が必要であるのはもちろんのこと、生産し

たタンパク質の細胞内局在を制御する技術も重要である。特に、活性の発現において真核

生物特有の N-結合型糖鎖の付加などの翻訳後修飾が必要であるタンパク質は、小胞輸送経

路を用いて発現させることが必要である。西洋ワサビペルオキシダーゼアイソザイム

C(HRP C)は、ウェスタン解析や ELISA 法を初め様々な検出反応に汎用される有用酵素であ

る。当研究室では、HRP C をコードする遺伝子; prxC1a を単離した。prxC1a の推定アミノ

酸配列は Welinder らが報告した HRP C のアミノ酸配列に一致した。また N 末端(N-terminal 
propeptide; NTPP)と C 末端(CTPP)に翻訳後に切除されるプロペプチドが存在することが明

らかになったが、これらのプロペプチドの機能は明らかにされていない。本研究では、こ

れらのプロペプチドが HRP C1a の細胞内局在性および、酵素成熟において果たす役割を調

べた。 
【結果】 
 第一章では、各プロペプチドが細胞内局在、酵素成熟において果たす役割を調べた。ま

ず、緑色蛍光タンパク質 EGFP をレポーターとした局在解析を行った。NTPP を融合した

N-G, NTPP および CTPP を融合した N-G-C 遺伝子を作製し、CaMV 35S プロモーターに連

結した。アグロバクテリウム法により各融合遺伝子をタバコ培養細胞 BY2(Nicotiana 
tabacum cv. BY2) に導入した。得られた形質転換体における蛍光観察を行ったところ、コン

トロールの EGFP 導入株では核および細胞質に蛍光シグナルが観察された。N-G 導入細胞

では、核周辺の小胞体と思われる領域に蛍光が見られ、また細胞外への EGFP タンパク質

の分泌が確認された。N-G-C 導入細胞では、小胞体および細胞の大部分を占める液胞内に

蛍光が見られた。このことから、NTPP は小胞体へのタンパク質移行のためのシグナルペ

プチド、CTPP は液胞局在化シグナルであることが明らかになった。つぎに、プロペプチド

領域を欠いた HRP C1a 遺伝子を作製した。NTPP, CTPP 両方を有する N-C1a-C, NTPP のみ

を有する N-C1a, CTPP のみを有する C1a-C および成熟型領域のみをコードする mC1a を

BY2 細胞に導入した。N-C1a-C 導入細胞において、液胞に活性型 HRP C1a が蓄積し、N-C1a
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導入細胞では細胞外への HRP C1a の分泌が確認された。一方、C1a-C および mC1a 導入細

胞では活性型 HRP C1a の蓄積は認められなかった。一方で、異種タンパク質(β-D-glucan 
exohydrolase および 38 kDa peroxidase)由来のシグナルペプチドを成熟型 HRP C1a コード

領域に融合した場合、活性型 HRP C1a の分泌が確認され、シグナルペプチドにより小胞輸

送経路に送り込まれることが HRP C1a の酵素成熟に必要であることがわかった。また、翻

訳エンハンサーを利用して、HRP C1a の高蓄積を試みた。タバコ由来アルコール脱水素酵

素遺伝子の 5’非翻訳領域(NtADH 5’UTR) をシグナルペプチド置換型 HRP C1a に連結して

BY2 細胞に導入した。NtADH 5’UTR を付加した系統は付加しない系統よりも HRP C1a を
高蓄積する傾向が見られた。また、NtADH 5’UTR の付加によって mRNA 蓄積量あたりの

HRP C1a 蓄積量は、10 倍程度まで上昇した。プロペプチドの機能解析、シグナルペプチド

の置換、NtADH 5’UTR の評価はタバコ植物体を宿主としても行い、BY2 細胞と同様の結果

が得られた。 
 第二章では、CTPP による液胞輸送機構に関する解析を行った。植物細胞には機能や形態

の異なる液胞が少なくとも二種類(lytic vacuole; LV および protein storage vacuole; PSV)存在

する。LV への輸送シグナルの研究は進んでおり、プロペプチド中の Asn-Pro-Ile-Arg モチー

フを受容体が認識して仕分けが行われることが知られている。一方、PSV への輸送はタン

パク質の C 末端プロペプチドがシグナルとして機能することが知られているが、その制御

機構は未知の部分が多い。C 末端プロペプチドが液胞局在化シグナルとして機能するという

報告例は多数あるが、そのアミノ酸の長さは数アミノ酸から 30 アミノ酸と多様であり、ま

たコンセンサスモチーフも見つかっていない。HRP C1a の CTPP は PSV への輸送シグナル

であることが予想され、第一章で構築した HRP C1a 発現系を利用して、液胞局在化シグナ

ルとして機能するためのCTPPのアミノ酸配列および構造の法則性を調べた。まず、HRP C1a
の PSV 局在性を確認した。BY2 細胞では LV と PSV の区別が不明瞭であるため、免疫電顕

法により西洋ワサビ組織における局在解析を行い、HRP C1a は PSV に局在することを確認

した。さらに、BY2 細胞において CTPP の機能領域解析を行った。植物の PSV 局在性タン

パク質は一般に 15 アミノ酸程度の CTPP を有しているが、C 末端数アミノ酸の配列が比較

的似ていることがわかった。そこで、HRP C1a CTPP15 アミノ酸(C15 配列)のうち C 末端側

6 アミノ酸（C6 配列）を HRP C1a の C 末端に融合し、BY2 細胞へ導入した。その結果、C6
配列だけでも液胞輸送能が確認され、一方 N 末端側の 10 アミノ酸(N10 配列)のみでは液胞

輸送能は認められなかった。また既知の PSV 輸送シグナルはその C 末端に Gly 残基を付

加することで、液胞輸送能が損なわれることが知られているが、C6 配列の液胞輸送活性は

Gly 2 残基を付加することで損なわれた。一方で、全長 CTPP の C 末端に Gly2 残基を付加

しても液胞輸送能は損なわれなかった。全長 CTPP は両親媒性α-ヘリックス構造をとる可

能性があり、この二次構造が重要である可能性が考えられた。そこで、両親媒性α-ヘリッ

クス構造をとることが知られているマウス由来カルボキシペプチダーゼ E の C 末端プロペ

プチド領域を HRP C1a に融合して BY2 細胞に導入したところ、液胞輸送が見られた。これ

らの結果から、C6 配列に加えて、C15 配列から構成される二次構造が HRP C1a CTPP によ

る液胞局在化において重要であると考えられる。 
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略 語 

 
BA   6-benzyladenine 
bp   base pair 
BSA   bovine serum albumin 
BY2   Bright Yellow 2 
CaMV 35S  cauliflower mosaic virus 35S 
2,4-D   2,4-dichlorophenoxy acetic acid 
DNA   deoxyribonucleic acid 
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 
HRP   horseradish peroxidase 
IEF   isoelectric focusing 
kDa   kilodalton 
LS   Linsmaire and Skoog 
MOPS   2-(N-morpholio) propanesulfonic acid 
mRNA   messenger RNA 
MS   Murashige and Skoog 
NAA   α-naphthaleneacetic acid 
NPT-II   neomycin phosphotransferase-II 
PCR   polymerase chain reaction 
pI   isoelectric point 
PMSF   phenylmethylsulfonyl fluorid 
PRX   ClassIII peroxidase 
RNA   ribonucleic acid 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
SSC   sodium chloride-sodium citrate buffer 
Tris   tris(hydroxymethyl) methylglycine 
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緒 論 
 
今日の遺伝子組換え技術の進歩に伴い、基本的にはどのような植物種にも目

的の遺伝子を導入することができ、代謝経路の改変や有用タンパク質の高蓄積

が試みられている。除草剤耐性作物(Shah et al., 1986)、昆虫の食害に強い植物、

長寿命のトマト(Hamilton et al., 1995)やオレイン酸含量の増加したダイズ(Kinney, 

1996)、デカフェコーヒー(Ogita et al., 2003)や青いバラなど、従来の育種方法では

作出が困難、不可能であった植物が作出され、それらのうちいくつかはすでに

市場に出回っている。植物は工業生産の場としても注目されており、アミノ酸

やプラスチックを植物に生産させる時代が来ると考えられる。生産コスト面で

も、植物を用いた原料合成は化学合成よりも安価になる可能性がある。植物は

太陽光、二酸化炭素および少しの無機塩類があれば生育することができる。ま

た一度作製した遺伝子組換え植物（植物工場）は種の形で保存、輸送し生産規

模の拡大を容易に行うことが可能である。また近年、植物を用いた環境浄化、

ファイトレメディエーションも注目されている。植物の働きにより土壌、水系

の環境汚染物質を分解または吸収し、汚染環境の修復を図るという方法である。

高濃度の汚染地域では土壌の入れ替えや化学的な中和が有効であるが、特に広

範囲に低濃度の汚染がある場合は、時間はかかるものの、植物による汚染除去

が有効な手段になる。 

しかしながら、遺伝子組換え植物に目的の形質をうまく発現させることは依

然容易ではない。良い遺伝子を選択し導入することはもちろんのこと、導入遺

伝子の機能を最大限発揮させるための技術（転写・翻訳・細胞内局在化の制御

技術）が必要となる。まず転写段階においては、最適なプロモーターの選択が

重要である。最もよく使用されているのは、カリフラワーモザイクウィルス 35S 

RNA 遺伝子のプロモーターであり、多くの植物種において構成的に高発現する

ことが報告されている。しかしながら導入遺伝子に応じて、器官・組織特異的、

発達段階特異的、塩ストレスなどの外部刺激応答性プロモーターを選択して用

いなければならない場合もある(Yoshida and Shinmyo, 2000)。また、転写後の翻

訳レベルを制御することも重要な課題である。5’非翻訳領域などの翻訳効率調節

エレメントを使い分けることにより mRNA あたりのペプチド翻訳量を調節す

ることが可能である。導入遺伝子から生産されるタンパク質自体の高蓄積が望

まれる場合（医薬品としての抗体やワクチンなど）は翻訳量を最大限上昇させ
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ることが必要であり、一方で代謝経路の改変のために酵素遺伝子を導入するよ

うな場合は、目的酵素の翻訳量を適正な範囲に抑え、代謝撹乱による生育阻害

が起きないように調節しなければならない。 

植物における外来遺伝子発現において、転写、翻訳の制御を行うと同時に翻

訳後のタンパク質の局在を制御することも重要なファクターである。一つのタ

ーゲットオルガネラとして葉緑体が挙げられる(Daniell, 1999)。葉緑体には多く

の二次代謝経路が存在し、代謝改変のターゲットとして重要である。葉緑体ゲ

ノムへ遺伝子導入すると、多コピーの環状 DNA から転写されるため、一般に高

レベルの mRNA 生成が期待でき、さらに葉緑体は花粉細胞には取り込まれない

ため、野外栽培における遺伝子拡散を抑える上でも有効である。また葉緑体は

外来タンパク質の蓄積許容量が非常に多いことが知られている。しかし一方で、

タンパク質の機能発現において糖鎖付加などの翻訳後修飾が必要となる場合は、

生産タンパク質を小胞輸送経路へと送り込むことも重要な有効手段となる。 

真核生物の小胞体へのタンパク質輸送は、N 末端に存在するシグナルペプチ

ドによって仲介される(reviewed by Nicchitta, 2002)。シグナルペプチドは細胞質

において受容体と結合し、翻訳複合体が粗面小胞体に移行する。ペプチド鎖は

翻訳伸長反応に伴って、トランスロコンから小胞体内腔にとりこまれ、フォー

ルディングが行われる。これまでに、ワクチン、抗体やその他の有用酵素など

が、植物小胞輸送経路を用いて生産可能であることが報告されている(reviwed by 

Conrad and Fiedler, 1998)。また、局在化シグナルを用いて輸送先の制御を行うこ

とも重要である。植物細胞において、一旦小胞体に入ったタンパク質のデフォ

ルト輸送経路は細胞外分泌である(Denecke et al., 1990)。つまり、小胞体、ゴルジ

体、液胞などへの特別な局在化シグナルを持たないタンパク質は細胞外へ分泌

される。一般に、小胞体残留シグナル(-KDEL, -HDEL 配列)の利用により、組換

えタンパク質の生産量が増加するといわれている(Schouten et al., 1996; Stöger et 

al., 2000; Haq et al., 1995)。小胞体は植物細胞内に縦横に張り巡らされており、タ

ンパク質の貯蔵能力の高い細胞内小器官である。同時に組換えタンパク質の量

だけではなく質の上昇、つまり抗体であれば抗原に対する結合能力を有する抗

体の割合が上昇することが報告されている。小胞体内にはタンパク質のフォー

ルディングに関与するシャペロンタンパク質が存在する。抗体などの複雑な三

次元構造を有するタンパク質は、翻訳後に正しく折りたたまれることが機能発

現において重要であるが、小胞体に残留することで正しい折りたたみが促進さ
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れ、その結果活性型タンパク質の割合が上昇すると考えられている(reviwed by 

Conrad and Fiedler, 1998)。 

また、液胞は毒性タンパク質を蓄積する区画として適していると考えられる。

アビジンは細胞質で発現させると毒性を示し、アビジンを蓄積する形質転換体

は得られないが、小胞輸送を制御して液胞へ送り込むことで、植物体内に蓄積

させることに成功した例がある(Murray et al., 2002)。液胞へのタンパク質輸送法

としては、可溶性タンパク質に液胞局在化シグナルを付加する以外にも膜アン

カーの利用が報告されている(Jiang and Sun, 2002)。 

 遺伝子組換え植物による環境浄化（ファイトレメディエーション）におい

ても、導入酵素タンパク質の局在化制御が重要である。これまでに水銀耐性細

菌由来の水銀代謝酵素 merA および merB 遺伝子を共発現させることで、水銀

耐性の強いシロイヌナズナ植物体が作出されている(Bizily et al., 2000)。また

MerB タンパク質を小胞輸送経路に送り込み、小胞体残留型および細胞壁型の

MerB 形質転換体を作出した結果、細胞質型の場合と比べ MerB 比活性が 10～

70 倍に上昇した(Bizily et al., 2003)。有機水銀はイオン化しているため、細胞壁・

細胞膜が障害となり細胞内へ取り込まれにくく、MerB を細胞外や細胞膜系に局

在化させることが効果的であったと考えられる。 

本研究では、西洋ワサビペルオキシダーゼアイソザイム C1(HRP C )の小胞輸

送に関する解析を行った。HRP C はウェスタン解析や ELISA 法を始め、様々な

検出反応に汎用される有用酵素である。また比較的安価で入手可能であるため、

植物ペルオキシダーゼの生理作用を知るためのモデル酵素として試験管内実験

に汎用され、リグニン、スベリンやオーキシンなど様々な植物由来の化合物を

酸化することが明らかにされている。当研究室では、HRP C をコードする遺伝

子を単離しており、その推定アミノ酸配列の解析結果から HRP C は N 末端およ

び C 末端に翻訳後に切除されるプロペプチドを有することが明らかになってい

る(Fujiyama et al., 1988, 1990)。植物ペルオキシダーゼは小胞輸送経路の一区画で

ある、アポプラストもしくは液胞に存在することが知られているが、各プロペ

プチドの小胞輸送制御における機能は未知である。そこで第一章では、前駆体

型HRP C1a に存在するN末端プロペプチド(N-terminal propeptide; NTPP) および 

C 末端プロペプチド(CTPP)が細胞内局在性において果たす役割を解析した。そ

の結果、NTPP は小胞体移行のためのシグナルペプチド、CTPP は液胞局在化シ

グナルとして機能することを示した。また、活性型 HRP C1a が生成するために
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は、シグナルペプチドにより小胞輸送経路へ送り込まれることが必要であるこ

とがわかった。さらに、翻訳エンハンサーを用いることで HRP C1a の蓄積量を

増加させられることがわかった。第二章では、CTPP による液胞輸送機構につい

て解析した。現在、多くのタンパク質の C 末端プロペプチドが液胞局在化シグ

ナルとして機能することが報告されているが、シグナルとして機能するための

アミノ酸配列の法則や、そのシグナルと相互作用する因子の有無については明

らかにされていない。そこで、第一章で構築した HRP C1a 発現系を利用して液

胞局在化シグナルとして機能するための CTPP のアミノ酸配列、構造の必要条件

について調べた。その結果、CTPP の 15 アミノ酸のうち、C 末端の 6 アミノ酸

だけでも液胞輸送能を示した。一方で、全長 CTPP の二次構造（両親媒性α-ヘ

リックス構造）が重要であることを示唆する結果も得られた。 

本研究で明らかにした知見をもとに、植物細胞における HRP C の大量生産系

を構築することが可能である。シグナルペプチドや液胞局在化シグナルは、他

の有用タンパク質の細胞外分泌生産や液胞高蓄積系に応用可能であり、有用遺

伝子組み換え植物の作出に役立つと考えられる。また、細胞内局在性という観

点から植物ペルオキシダーゼの生理作用を考える上で重要な知見を得ることが

できた。 
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第 1 章 HRP C1a に存在するプロペプチドの機能解析 
1.1 序 論 

 
ペルオキシダーゼは過酸化水素を還元すると同時に他の基質を酸化する酵素

の総称である。その研究の歴史は 19 世紀にまで遡り、1855 年 Schönbein は過酸

化水素を用いてグアイヤコールなどの基質を酸化する酵素を発見した。また

1898 年に Linossier が膿からこの酵素を単離した際、初めて’peroxidase’という名

称を用いた(reviewed by Azedevo et al., 2003)。現在では、ペルオキシダーゼは動

物、植物、微生物に広く分布することがわかっている。植物ペルオキシダーゼ

は三つのクラスに分類されており、ClassI;アスコルビン酸ペルオキシダーゼ

(APX, EC 1.11.1.11)、ClassII; マンガンペルオキシダーゼ(EC 1.11.1.13) および

ClassIII;グアイヤコールペルオキシダーゼ（PRX, EC 1.11.1.7）が存在する。PRX
は大きな遺伝子ファミリーを形成しており、ゲノム解読の結果、シロイヌナズ

ナには 73、イネには 138 の遺伝子が存在することが明らかになっている。PRX
は植物体内において、二次細胞壁でのリグニンやスベリンの重合（Espelie et al., 
1985; Whetten et al., 1998）、オーキシンの代謝（Lagrimini et al., 1997）、病原菌抵

抗性（Hilaire et al., 2001; Takahama and Hirota, 2000）、アルカロイドの重合

(Sottomayor and Barcelo, 2003)や耐塩性（Amaya et al., 1999）、エチレン合成など

(Acosta et al., 1991)、様々な生理作用に関与すると考えられている。PRX のなか

で、西洋ワサビペルオキシダーゼアイソザイム C(HRP C)が最もよく研究されて

いる。HRP C は非常に安定で、反応の比活性が非常に高いことから、ウェスタ

ン解析や ELISA 法を初め様々な検出反応に古くから用いられている。また、比

較的安価で入手可能であるため、PRX の生理作用を知るためのモデル酵素とし

て試験管内実験に汎用されている。近年では、HRP C がオーキシンを酸化する

際に細胞毒性を示す活性酸素種が生成されることを利用して、癌治療に用いる

試みが始まっている(Greco et al., 2001)。さらに、HRP C は基質特性が低く、様々

なフェノール系化合物を酸化重合、分解することから、環境ホルモンを初めと

した環境汚染物質浄化への利用も試みられている(Coyle et al., 1999; Sakuyama et 
al., 2003)。1979 年には Welinder が HRP C の精製酵素を用いて、アミノ酸の一次

配列を決定した(Welinder, 1979)。X 線構造解析から HRP C の立体構造も明らか

にされており、主としてα-ヘリックスから構成されている(Gajehede et al., 1997)。
HRP C の活性アミノ酸部位も詳細に調べられ、ヘム結合部位、カルシウム結合

部位や基質結合部位などが明らかになっている(Gajhede et al., 1997; Henriksen et 
al., 1998)。当研究室において、西洋ワサビ PRX の cDNA (prxC1a, prxC2, prxC1c) 
およびゲノム DNA (prxC1a, prxC1b, prxC1c, prxC2, prxC3) が単離された

(Fujiyama et al., 1988, 1990)。これらのうち、prxC1a の推定アミノ酸配列が
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Welinder らによって報告された HRP C のアミノ酸配列と一致した。また N 末

端と C 末端に翻訳後に切除されるプロペプチド領域(N-terminal propeptide; NTPP 
および CTPP と表記する)が存在することが明らかになったが、これらプロペプ

チドの機能は明らかにされていない。 
植物細胞には、小胞体から始まる小胞輸送経路が存在し、タンパク質や脂質

の輸送が行われている。小胞体は細胞内で最大の表面積を占めるオルガネラで

あり、分泌タンパク質の輸送以外にもストレス抵抗性やエチレンシグナル伝達

など様々な生理作用を担っている(Matsushima et al., 2002; Gao et al., 2003)。タン

パク質に疎水性アミノ酸クラスター(シグナルペプチド)が存在すると、受容体に

認識され翻訳複合体は小胞体膜上へターゲティングされる。粗面小胞体で合成

されたタンパク質は、正しく折りたたまれた後、ゴルジ体へ輸送され、細胞外

（アポプラスト）もしくは液胞へ輸送される。また、種子貯蔵タンパク質など、

小胞体から直接液胞へ輸送される経路も知られている(Hara-Nishimura et al., 
1998)。植物を含む真核生物において、可溶性タンパク質のデフォルト小胞輸送

経路は細胞外分泌である(Denecke et al., 1990)。小胞体に送り込まれたタンパク質

が小胞体やゴルジ体に残留するためや、液胞へ輸送されるためには特別な局在

化シグナルが必要となる。小胞体残留シグナルとして、タンパク質の C 末端に

存在する-KDEL もしくは –HDEL 配列が知られている。ほ乳類細胞において、

植物液胞に相当するリソソームへのタンパク質輸送には N-結合型糖鎖がシグナ

ルとして機能することが知られている(Helenius and Aebi, 2001)。しかし植物液胞

への輸送の場合は、N-結合型糖鎖がシグナルとして機能するという報告はなく、

前駆体タンパク質のプロペプチド領域により輸送が仲介される。HRP C1a は小

胞体特有の翻訳後修飾である N-結合型糖鎖をもつタンパク質であるため、小胞

輸送経路を経由していることが予想される。しかし、実際の HRP C1a の細胞内

局在性やその輸送経路は明らかにされていない。また NTPP および CTPP の、

HRP C1a 局在化制御における機能は未知である。 
そこで本章では、各プロペプチドが HRP C1a の局在化および酵素成熟におい

て果たす役割を調べた。その結果、NTPP は小胞体移行のためのシグナルペプチ

ド、CTPP は小胞輸送経路に入ったタンパク質を液胞へ輸送するための局在化シ

グナルであることがわかった。また、HRP C1a の酵素成熟(活性化)において、

シグナルペプチドの働きにより小胞輸送経路に送り込まれることが重要である

ことも明らかになった。さらに、翻訳エンハンサーの利用により、HRP C1a の
蓄積量を増加させることができた。本研究で明らかにした知見をもとに、植物

細胞における HRP C の大量生産系を構築することが可能である。シグナルペプ

チドや液胞局在化シグナルは、他の有用タンパク質の細胞外分泌生産や液胞高

蓄積系に応用可能であり、有用遺伝子組換え植物の作出に役立つと考えられる。 
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1.2 材料と方法 

 
1.2.1 使用植物 
 研究材料は、タバコ培養細胞 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (BY2)) 
とタバコ植物体 (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Habana SR1) を用いた。 
 
1.2.2 使用菌株とプラスミド 
 遺伝子構築の際の大腸菌宿主として、Escherichia coli DH5α (deoR, endA1, 
gyrA96, hsdR17(rk

-mk
+), recA1, relA1, supE44, thi-1) を使用した。 

 アグロバクテリウムは、Agrobacterium tumefacience EHA105 (Hood et al., 1993) 
を用いた。 
 遺伝子構築を行うためのベクターとして、pBluescriptII SK- (Strategene 社) お
よび pUC19 (Messing, 1983)、pUC118(宝酒造)を用いた。EGFP 融合遺伝子作製

のために、pEGFP (Clontech 社)を用いた。形質転換タバコ植物および形質転換

タバコ培養細胞作製のためのバイナリーベクターとして、pMSH1, 2 (Kawasaki et 
al., 1999) からハイグロマイシン耐性遺伝子を除いた pMS1, 2 を用いた。 
 
1.2.3 培地および培養条件 
 タバコ培養細胞は、Nagata らの方法(Nagata et al., 1992) に従って培養した。

培地は LS 培地(Linsmaire and Skoog, 1965) 中の KH2PO4 を 370 mg/l、thiamine 
HCl を 1 mg/l に改変し、sucrose (3%) および 2,4-D を 0.2 mg/l 添加した改変 LS 
培地を用いた。培養は 27°C で、130 rpm の撹拌速度、暗所下で行った(BR-3000, 
TAITEC 社)。平板培地には、3 g/l のゲランガムを加えた。 
 タバコ植物体の培養は、MS 無機塩 (Murashige and Skoog, 1962) にビタミン 
(Myo-inositol 100 mg/l, thiamine-HCl 10 mg/l, prydoxal hydrochloride 1.0 mg/l, 
Nicotinic acid 1.0 mg/l) および sucrose(3%)を添加して用いた。平板培地には、3 g/l 
のゲランガムを加えた。栽培は、25°Cで 16時間暗期および 8時間明期で行った。 
 大腸菌の培養は、LB 培地(Bacto-tryptone 10 g/l, Bacto-yeast extract 5 g/l, NaCl 19 
g/l) を使用し、37°C で行った。平板培地には、15 g/l の精製寒天末を加え、オー

トクレーブ後、必要に応じてろ過滅菌した抗生物質(アンピシリン 100 mg/l、カ

ナマイシン 50 mg/l) を添加した。 
 アグロバクテリウムの培養は、LB 培地を使用し、28°C で行った。また平板

培地には、15 g/l の精製寒天末を加え、オートクレーブ後必要に応じて、濾過滅

菌したカナマイシン(50 mg/l)を添加した。 
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1.2.4 大腸菌の形質転換 
 Inoue らの方法(Inoue et al., 1990)に従い行った。大腸菌のシングルコロニーを

白金耳を用いて 5 ml の LB 培地に植菌し、37°C で一晩培養した。この培養液を

坂口フラスコに入れた 200 ml の SOB 培地(Bacto-triptone 20 g/l, Bacto-yeast extract 
5 g/l, NaCl 0.58 g/l, KCl 0.19 g/l, オートクレーブ後濾過滅菌した 1M MgSO4, 1M 
MgCl2 を 1l に対して 10 ml ずつ添加) に植菌し、660 nm における濁度が 0.4-0.8
になるまで 25°C 、200 rpm で振盪培養した。培養液を氷中で 5 分間冷却後、遠

心分離（3,000 rpm, 10 分, 4ºC; BECKMAN JLA-10,500 ローター）により集菌し

た。氷冷しておいた TB buffer(10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 55 mM 
MnCl2, pH 6.7)を 67 ml 加えて、ピペットで穏やかに懸濁した後、10 分間氷冷し

た。遠心分離（3,000 rpm, 10 分, 4°C; BECKMAN JLA-10,500 ローター）により

集菌し、氷冷した TB buffer を 16 ml 加えて穏やかに懸濁した。1.2 ml の DMSO
をゆっくり添加し、混和した後 10 分間氷冷した。1.5 ml 微小遠心管に 100 µl ず
つ分注し、ただちに液体窒素で凍結させ、-80°C で保存した。 
 コンピテントセルを氷中で融解後、DNA 溶液(1-20 µl)を加え、30 分間氷中に

静置した。42°C 、30 秒間の熱処理を行い、氷中に２分間静置した後 400 µl の
SOC 培地(glucose 20 mM を含む SOB 培地)を加え、37°C で一時間培養した。菌

体を適当な抗生物質を含む LB 寒天培地に広げ、37°C で一晩、静置培養した。 
 
1.2.5 プラスミド DNA の少量調製 
 プラスミド調製用キット、Mag Extractor(TOYOBO)を用い、添付のプロトコー

ルに従い調製を行った。 
 
1.2.6 アグロバクテリウムの形質転換 
アグロバクテリウム単一コロニーを 5 mlのYEB培地(Bacto-peptone 5 g/l, Beaf 

extract 5 g/l, Yeast extract 1 g/l, sucrose 5 g/l, MgSO4・7H2O 0.5 g/l)に植菌し、28°C で

1 晩振盪培養した。この培養液を、500 ml の YEP 培地に植菌し、600 nm におけ

る濁度が 0.5 になるまで 28°C で振盪培養した。培養液を遠心分離 (5000 rpm, 10
分, 4 °C ;BECKMAN JLA-10,500 ローター)により集菌して上清を捨て、菌体を洗

浄するため 500 ml の滅菌水を加えて懸濁し、再度遠心分離 (5000 rpm, 10 分, 
4°C; BECKMAN JLA-10,500 ローター) により集菌して上清を捨てた。この操作

を 2 回繰り返した後、沈殿に 20 ml の冷却した滅菌 10% glycerol を加えて懸濁

した。ナルゲンチューブに移し遠心分離 (5000 rpm, 10 min, 4˚C BECKMAN 
JLA-10,500 ローター) により集菌して上清を捨てた。沈殿に 3 ml の冷却した滅

菌 10% Glycerol を加えて懸濁し、40 µl ずつ 1.5 ml 微小遠心管に分注して、液体

窒素で凍結させてから -80°C で保存した。 
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 コンピテントセルを氷中で解凍後、1～2 µl の DNA 溶液を加え、氷令した 2 mm
キュベットに移した。エレクトロポレーター（BIO RAD、Gene Pulser）により

電気パルス（2.5 KV、25 µF、400 Ω）を与え、DNA を導入した。1 ml の SOC 培

地を加え、28°C で 1 時間振盪培養した後、スピンダウンして上清を大部分除き、

残った培地に菌体を懸濁して適当な抗生物質を含む LB 寒天培地上に広げ、

30°C で 2 晩培養した。 
 

1.2.7 タバコ培養細胞の形質転換 
BY2 細胞の形質転換は、An (An,1985)の方法に従って行った。カナマイシン 100 

mg/l を含む 5 ml の LB 培地で 28°C、2 晩培養したアグロバテリウム培養液 100 µl
と、培養 4 日目のタバコ培養細胞懸濁液 5～10 ml をシャーレに入れてよく混ぜ、

25°Cで 2 晩、暗所下で静置して共存培養した。アグロバクテリウムを除くため、

シャーレの中の培養液を 15 ml の遠心管に移して遠心(1000 rpm, 5 分, 4°C; 
BECKMAN GS-6KR centrifuge)し、上清を取り除いた。新しい改変 LS 培地を入

れて遠心分離 (1000 rpm, 5 分, 4°C; BECKMAN GS-6KR centrifuge)し、細胞を洗浄

した。この操作を 4 回繰り返し、アグロバクテリウムを除いた培養細胞をカナ

マイシン 100 mg/l の入った改変 LS 寒天培地にまき、25°C で暗黒下に静置して

培養した。約 2-3 週間後にカルス化した細胞を新しいプレートに移植し、増殖し

ているクローンを選択した。カナマイシン 100 mg/l を加えた改変 LS 培地 30 ml
に移し、継代培養を行った。 
 

1.2.8 タバコ植物体の形質転換 
 形質転換タバコの作成は Rogers らの方法 (Rogers et al., 1986)により行った。

無菌タバコの葉部を、葉脈を含まないように 1×1 cm 程度の大きさに切り取り、

滅菌水が入ったシャーレに葉の裏面が上になるように置き、100 mg/l のカナマイ

シンを含むLB培地で 2晩培養したアグロバクテリウム懸濁液をシャーレに注い

で 3~5 分間浸した。葉片を取り出し、余分な菌液を滅菌キムタオルで拭き取り、

カルス形成培地に置床して 25°C で培養した。2～3 日後、アグロバクテリウムが

培地上で見ることができるようになったら、葉片を 50 ml チューブに移し、滅菌

水で 5 回洗浄した後、カルス形成培地 (カナマイシン 100 mg/l 、カルベニシリ

ン 250 mg/l を含む)に置床し、1～2 週間 25°C で培養した。葉片が最初に比べて

丸まり、表面に凹凸が生じたら、シュート形成培地 (カナマイシン 100 mg/l、カ

ルベニシリン 250 mg/l を含む)に移した。さらに 4～6 週間後、茎葉部の発達した

シュートを切り取ってルート形成培地 (カナマイシン 100 mg/l、カルベニシリン

250 mg/l を含む)に移し、発根が見られるまで 25°C で培養した。植物体がある程

度の大きさに成長したものを鉢植えにした。 
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1.2.9 ノザン解析 
ATA 法による RNA の抽出 
 細胞を液体窒素で冷しながら乳鉢で摩砕し、1.3 ml の抽出緩衝液(50 mM 
Tris-HCl pH8.0, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% SDS, 2 mM ATA, 2% TINS, 12.8 
mM 2-メルカプトエタノール)の入った 2 ml 容の微小遠心管に入れた。よく懸濁

した後、3 mM KCl を 182 µl 加えて混合した。氷上に 15 分放置した後、遠心分

離(8000 rpm, 5 分, 4°C)し、上清を新しい 2 ml 容の微小遠心管に移し、600 µl の
10 M LiCl を加え、氷上で 30 min 以上放置した。遠心分離(15000 rpm, 20 分, 4°C)
し、沈殿を 390 µl の滅菌水に溶解し、フェノールクロロホルム抽出を 2 回、ク

ロロホルム抽出を 1 回行った。イソプロパノール沈殿を行い、沈殿を 8 µl の滅

菌水で溶解した。 
 
ホルマリンアガロース RNA 変性ゲル電気泳動 
 79 ml の無菌水に 1.5 gのアガロース、5 mlの 20×MOPS buffer(0.4 M MOPS, 100 
mM Sodium acetate, 10 mM EDTA pH 7.0)を加え、ゲルを溶解した後、16 ml のホ

ルマリンを加えて混合しゲルを作製した。20 µg の RNA を使用し、1 µl の

20×MOPS、3 µl のホルマリン、10 µl のホルムアミド、1 µl のエチジウムブロマ

イド(500 mg/ml)を混合し、65°C で 15 分間熱処理し、氷中で急冷した。1/5 量の

Gel-Loading buffer を加えた後、1×MOPS buffer 中、46 V で 1 時間、その後 92 V
で 2 時間、定電圧で電気泳動した。 
   
ブロッティング 
 20×SSC(3 M NaCl, 0.3 M tri-Sodium citrate dihydrate)を満たしたブロッティング

装置をセットし、電気泳動で分離した RNA をナイロンメンブレン 
(HybondTM-N+; Amersham) にトランスファーした。ブロッティングは約 16 時間

行い、終了後軽く風乾してから紫外線照射によって DNA を固定した(GS Gene 
LinkerTM UV Chamber; BIO-RAD)。 
 
プローブの調製 
 タバコ細胞内での 導入遺伝子の発現を検討するノザン解析には、prxC1a 遺伝

子の全長約 1100 bp、EGFP 遺伝子の全長約 740 bp をプローブとして用いた。ま

た、対照プローブとして、タバコの ACT1 遺伝子を用いた。プローブのラベリ

ングは、TaKaRa 社の Bca BESTTM Labeling Kit を用いて行った。まず、1.5 mL
遠心管に鋳型 DNA 25 ng および Random Plimer 液 1 µl を加えた後、滅菌水を加

えて 7 µl にした反応液を調製し、95°C、3 分間加熱後、氷中で急冷した。これに
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10×buffer, dNTPs を各 1.25 µl、(α-32 P) dCTP (1.85 MBq, 50 mCi)を 2.5 µl 加えた

後、滅菌水を加えて 12.5 µl にし、Bca BESTTM DNA Polymerase を 1 µl 加え、55℃
で 10 分間保温した後、95°C で 10 分間加熱し、氷中で急冷してハイブリダイゼ

ーションプローブ溶液とした。 
 
ハイブリダイゼーション 
 メンブレンをいれたフィルムバックに、メンブレン 1cm2 あたり 150 µl のハイ

ブリダイゼーション緩衝液(250 mM NaCL, 1 mM EDTA, 1% w/v BSA, 50% v/v 
formamide, 7% w/v SDS, 250 mM Na2HPO4 pH 7.2)を入れた。これに調整したプロ

ーブ溶液を加え、65°C で一晩ハイブリダイゼーションを行った。 
 
洗浄と感光 
 ハイブリダイゼーション終了後、ハイブリバックからメンブレンを出し洗浄

用のトレイに移した。0.1% SDS を含む 2×SSC(300 mM NaCl, 30 mM tri-Sodium 
citrate dihydrate)を用いて、室温で 15 分間洗浄後、65°C で 15 分間メンブレンを

洗浄した。約 48 時間オートラジオグラフィーを行い、シグナルを検出した。 

 
1.2.10 細胞からのタンパク質調製 
タバコ細胞からのタンパク質の抽出 
 BY2 細胞および、タバコ植物体を、液体窒素で冷やしながら乳鉢で粉末状に

し、等量のタンパク抽出緩衝液(1 mM PMSF, 1 mM DTT, 137 mM NaCl, 8.10 mM 
Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, pH 7.4)に懸濁した。30 秒間ボルテック

スした後、氷上に 30 秒間静置を 5 回繰り返し、細胞懸濁液をよく撹拌した。2,000 
rpm, 4°C で 10 分間遠心し、細胞壁画分を沈殿させ、上清を回収した。次に、15,000 
rpm、4°C で 20 分間遠心した。上清を可溶性タンパク質画分とした。また、沈殿

を適当量のタンパク抽出緩衝液に懸濁し、膜タンパク質画分とした。 
 
硫安沈澱 
 乳鉢ですりつぶして粉末状にした硫酸アンモニウムを、氷で冷やしながら、

前述の細胞内可溶性タンパク質画分に少しずつ加え、60%飽和になるようにした 
(サンプル溶液 10 ml あたり 3.9 g)。氷上で数時間静置した後、12,000rpm、4°C
で 30 分間遠心した(BECKMAN JA-20 ローター)。沈澱に適当量の 5 mM Tris-HCl (pH 
7.0 at 4°C)を加えタンパク質を溶解した後、5 mM Tris-HCl (pH 7.0 at 4°C)に対し

て透析を行い、これを 60%飽和画分とした。さらに、上清に 80%飽和になるよ

うに硫酸アンモニウム(サンプル溶液 10 ml あたり 1.43 g)を加えた後同様の操作

を行い、80%飽和画分（80% saturation fraction）を得た。また、BY-2 細胞をろ過
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して除いた液体培地に、80%飽和の硫酸アンモニウム(培地 10 ml あたり 5.61 g)
を加え、硫安沈澱を行い培地中の分泌タンパク質を回収した。 

 
タンパク質濃度の定量 

Bradford の方法(Bradford, 1976)に従った。適当量の水で希釈したタンパク質溶

液 10 µl とタンパク質定量試薬 500 µl を 48 ウェルプレートに入れてよく混合し、

Abs 595 nm を測定した。Bovine Serum Albumin（BSA）を用いて検量線を作成し、

これよりサンプルのタンパク質濃度を求めた。 
  タンパク質定量試薬: Coomassie Brilliant Blue 50 mg, 95% Ethanol 25 ml, 85% 

(w/v) Phospholic acid 50 ml を滅菌蒸留水で 500 ml にメスアップした後、濾紙

で二回濾過した。また、使用直前に必要量のみ再度濾過した。 
 
1.2.11 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE） 
 SDS-PAGE は、Laemmli の方法(Laemmli, 1970)に従った。下記の分離ゲル(189 
mM Tris-HCl (pH8.8), 0.1% SDS, 10% (w/v) Acrylamide, 0.267% (w/v) bis- 
acrylamide を適当量の APS と TEMED で重合)と濃縮ゲル(125 mM Tris-HCl 
(pH6.8), 0.1% SDS, 3.75% (w/v) Acrylamide, 0.1% (w/v)bis- acrylamide を適当量の

APS と TEMED で重合)を用いてゲルを作製した。試料に等量の SDS-sample 
buffer(4% (w/v) SDS, 20% (w/v) glycerol, 0.05%(w/v) bromophenol blue, 300 mM 
β-mercaptoethanol, 125 mM Tris-HCl, pH 6.8)を加え、95°C で 2 分間熱変性させた

試料をゲルにアプライした。電気泳動は恒温式ミニゲルスラブ電気泳動装置（日

本エイドー社）を用い、SDS-running buffer(25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS)
中で行った。BPB が濃縮ゲル内にあるときはゲル一枚あたり 10 mA で、色素が

分離ゲルに入ってからは 25 mA で、定電流で電気泳動した。 
 
1.2.13 等電点電気泳動 
 BIO-RAD のモデル 111 ミニセルを用いて行った。PAGE ゲルサポートフィル

ムの疎水面をガラスプレートに密着させた後、キャスティングプレートにのせ

た。モノマー - アンフォライト溶液 (2.75 ml dH2O, 1.0 ml 24.25%(w/v) 
acrylamide-0.75% (w/v) bis, 1.0 ml 25% glycerol, 0.25 ml 40% Bio-Lyte 3/10 
Ampholyte(BIO-RAD, catalog No. 163-1112))および触媒溶液(27.5 µl 10%(w/v) 
ammonium persulfate, 25 µl 0.1% (w/v) riboflavin-5’-phosphate, 1.5 µl TEMED)を混

合し、サポートフィルムとキャスティングプレートのすき間に流し込み、蛍光

灯の下 45 分間重合させた。作製したゲルに試料および、IEF スタンダード

(BIO-RAD, catalog No. 161-0310)を塗布した。泳動槽の電極を蒸留水で湿らせ、

ゲル面を下にしてセットした。定電圧で、100 V-10 分間、200 V-10 分間、450 V-40
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分間泳動した。 
 
1.2.14 4-chloro-1-naphthol によるペルオキシダーゼ活性染色 
 染色用 A 液(50 mM Tris-HCl(pH7.5), 150 mM NaCl)と染色用 B 液(0.3% (w/v) 
4-chloro-1-naphthol, 0.1% (w/v) H2O2, 85% (v/v) methanol)を 4:1 の割合で混合し活

性染色溶液とした。等電点電気泳動後のゲルを活性染色液に浸し、室温で軽く

振とうした。バンドを確認後、蒸留水ですすぎ、乾燥させた。 
 
1.2.15 化学発光によるペルオキシダーゼの検出 
 Amersham 社の enhanced chemiluminescence (ECL) plus western blotting detection 
system を用いて HRP C1a を検出した。化学発光用試薬に等電点電気泳動ゲルを

浸した後、X 線フィルムに感光させるか、もしくはルミノイメージアナライザ

ー(LAS-3000, Fujifilm 社)を用いてシグナルを検出した。HRP C1a を定量する場

合は、HRP C (SIGMA 社, T ype IV) の希釈系列を作製し、サンプルと共に等電

点電気泳動ゲルで分離した。スタンダード HRP C1a のシグナル強度をもとに作

成した検量線を用いて、サンプル中の HRP C1a 量を算出した。 
 
1.2.16 アポプラスト液の回収 
 西洋ワサビの葉柄もしくは、タバコ形質転換体の葉を約 0.5 cm2 に切り分け、

蒸留水で切り口を洗った。50 ml 遠心管にタンパク質抽出緩衝液(25 mM KH2PO4 
pH 6.0 at 20°C)と植物体片を入れ、減圧処理によって緩衝液をアポプラストへ浸

透させた。植物片の余分な水分を除去した後、50 ml 遠心管にセットしたロート

(核酸精製用カラム QIAGEN-tip 500 Cat No.10063 のイオン交換樹脂を取り除い

たものをロートとして用いた)にのせ、20°C、2000×g で５分間遠心し、アポプラ

スト液を回収した。 
 細胞質および葉緑体に存在する酵素、グルコース-6-リン酸脱水素酵素の活性

測定を行い、回収したアポプラスト液への細胞内サンプルの混入を評価した。A
液(50 mM glucose-6-phosphate)を 200 µl, B 液(5 mM NADP )を 200 µl, C 液(50 mM 
MgCl2, 100 mM Hepes pH 7.6)を 400 µl およびタンパク質サンプルを 200 µl 混和

し、反応を開始した。分光光度計(U-3210, HITACHI 社)を用いて、340 nm にお

ける吸光度変化を測定した。 
 
1.2.17 プロトプラストの調製 
BY2 細胞からのプロトプラスト調製 
 培養４日目の BY2 細胞を 50 ml 遠心管に移し、1,000 rpm, 室温で５分間遠心

し、細胞を回収した。培地を捨て、50 ml の 0.4 M mannitol を加え、1,000 rpm, 室
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温で 5 分間遠心し、細胞を洗浄した。上清を捨て、プロトプラスト用酵素液[0.1% 
pectlyase Y23(Kikkoman 社), 4% cellulase RS(Yakult Honsha), 0.4 M mannitol pH 5.5 
を 0.45 µm フィルター(MILLEX HA filter unit, MILLIPORE社)で濾過滅菌]を加え

た。25°C のウォーターバス内で 2～3 時間、軽く振盪した。顕微鏡下で細胞がプ

ロトプラスト化されていることを確認した後、800 rpm、室温で 3 分間遠心し、

上清を捨てた。0.4 M mannitol を加え、800 rpm、室温で 3 分間遠心し、プロト

プラストを洗浄した。 
 
タバコ植物体からのプロトプラストの調製 
 タバコ植物体の葉を回収し、0.5～1 cm 角に切り分けた。プロトプラスト用酵

素液[1% cellulase RS(Yakult Honsha), 0.25% Macerozyme R-10(Yakult Honsha), 0.4 
M mannitol, 8 mM CaCl2, 5 mM MES-KOH pH 5.6]を加え、25°C で 2～3 時間、軽

く振盪した。顕微鏡下で細胞がプロトプラスト化されていることを確認した後、

ナイロンメッシュ(40 µm Cell strainer, BD Falcon 社)400 rpm、室温で 3 分間遠心し、

上清を捨てた。0.4 M mannitol を加え、400 rpm、室温で 3 分間遠心し、プロト

プラストを洗浄した。 
 
1.2.18 液胞の調製 
 遠心管内に Ficoll 溶液 A(15% Ficoll, 0.6 M mannitol, 20 mM Hepes, pH 7.7)、
Ficoll 溶液 B(12% Ficoll, 0.6 M mannitol, 20 mM Hepes, pH 7.7) をおよび 0.4 M 
mannitol に懸濁されたプロトプラスト液を重層した。28,000 rpm、4°C で 2 時間

遠心した(BECKMAN SW28 ローター)。Ficoll 溶液 B と 0.4 M mannitol の境界に

存在する液胞を回収した。単離した液胞を顕微鏡を用いて確認した。また、液

胞マーカー酵素である、α-mannosidase 活性を測定した。タンパク質サンプル 800 
µl に、200 µl の基質溶液(2 mM p-nitrophenyl-α-D-mannopyranoside, 200 mM 
sodium acetate, pH 4.6) を添加し、400 nm における吸光度変化をモニターした。 
 
1.2.19 遺伝子構築 
EGFP と各プロペプチド融合遺伝子の作製 
 NTPP, CTPP に加えてそれぞれ 10 アミノ酸を余分に含む領域(N 末領域：Met1
～Ser40、C 末領域：Leu329～Met353)を EGFP に融合した(Fig.1-2B)。プライマ

ーとして、C1a-F と C1a-NTPP-R 、C1a-CTPP-F と C1a-R を用いて PCR を行い、

それぞれ N 末領域、C 末領域をコードする DNA 断片を増幅した(Table 1-1)。N
末領域の Ser40 のコドン、 tca を tcc に置換して NcoI 部位を導入し、

pEGFP(Clontech 社)の KpnI-NcoI のギャップに導入した。C 末領域の Leu329 の
コドン、 ttg を ctt に置換し、HindIII 部位を導入した。また、EGFP-F と
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EGFP-HindIII-R プライマーを用いて PCR を行い、EGFP の停止コドンを削除す

ると同時に HindIII 部位を付加し、この断片を C 末端領域の断片と融合した。N
末領域およびC末領域をEGFPに融合したN-G-C、N末領域のみを融合したN-G、

C 末領域のみを融合した G-C を作製した。これらの断片を、バイナリーベクタ

ーpMS(Fig.1-2A)(Kawasaki らによって作製された pMSH のハイグロマイシン耐

性遺伝子を除去；Kawasaki et al., 1999)の KpnI-SpeI ギャップにサブクローニング

し、CaMV 35S プロモーターに連結した。 
 
プロペプチドを欠失した HRP C1a 遺伝子の作製 

N-C1a-C、N-C1a、C1a−C および mC1a(Fig.1-2C)をコードする DNA 断片を、

それぞれに必要な組み合わせのプライマーを用いて PCR で作製した(Table 1-1, 
Fig. 2A)。PCR 産物を pUC118 にクローニングし、シークエンスを確認した。KpnI
および SpeI で断片を切り出し、pMS の KpnI-SpeI ギャップにサブクローニング

し、CaMV 35S プロモーターに連結した。 
 
シグナルペプチド置換型 HRP C1a 遺伝子の作製 

Nicotiana tabacum beta-D-glucan exohydrolase (ACCESSION:AB017502)および N. 
tabacum cationic peroxidase isozyme 38kのシグナルペプチドをコードするDNAは、

タバコゲノム DNA を鋳型として PCR により増幅した。それぞれのプライマー

セット(β-D SP-F×β-D SP-R および 38 k SP-F×38 k SP-R)を用い、5’側に KpnI 部位、

3’側に HincII 部位を付加した。また、C1a-HincII-F および mC1a-R プライマーを

用いて PCR を行い、C1a 成熟領域の 5’側に HincII 部位を付加した。HincII 部位

を用いてシグナルペプチド領域と C1a 成熟領域を連結した後、pMS にサブクロ

ーニングし、CaMV 35S プロモーターに連結した(Fig.1-2C)。 
 
NtADH 5’UTR の付加 

NtADH 5’UTR-F プライマーと NtADH 5’UTR-R プライマーを用い、ADH NF ベ

クター(Sato et al., 2004)を鋳型として PCR を行い、NtADH 5’UTR 断片を増幅した。

また、β-D-NsiI-F プライマーもしくは 38 k-NsiI-F プライマーと mC1a-R プライマ

ー、を用いて PCR を行い、シグナルペプチド置換型 HRP C1a 遺伝子の 5’側に

NsiI 部位を導入した。NtADH 5’UTR とシグナルペプチド改変型 C1a を、NsiI 部
位を用いて連結した後 pMS にサブクローニングし、CaMV 35S プロモーターに

連結した(Fig.1-2C)。 
 
NtADH-38 kSP-C1a-C の構築 

N-C1a-C と 38 k SP-C1a を、C1a の成熟領域中にある SphI 部位を用いて組み
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換えた。NtADH 5’UTR に連結した後、バイナリーベクターpMS の CaMV 35S プ
ロモーターの下流にサブクローニングした(Fig.1-2C)。 
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1.3 結 果 

 

1.3.1 EGFP をレポーターとした NTPP、CTPP の機能解析 
 HRP C1a は N 末端および C 末端に翻訳後に切除されるプロペプチドが存在す

る(Fig. 1-1A; Fujiyama et al., 1988)。HRP C1a は N-結合型糖鎖を持つが(Fig 1-1A; 
Welinder, 1979)、糖鎖付加は小胞体において行われる。真核生物において小胞体

内へのタンパク質移行は N 末端のシグナルペプチドによって仲介される。NTPP 
は疎水性アミノ酸のクラスターを形成し(Fig. 1-1B)、またタンパク質の局在予測

ソフト(PSORT, http://psort.nibb.ac.jp/)による解析では、小胞体移行のためのシグ

ナルペプチドとして機能するという予測結果が得られた。一方、CTPP は液胞局

在化シグナルである可能性が高い。植物細胞のペルオキシダーゼ(PRX)には、液

胞型アイソザイムおよびアポプラスト型アイソザイムが存在する。前者は NTPP 
および CTPP を有する前駆体タンパク質として遺伝子にコードされているのに

対して、後者の遺伝子は NTPP のみを有する(Hiraga et al., 2001)。 
 まず初めに、EGFP (enhanced green fluorescent protein) をレポーターとして、

HRP C1a のプロペプチドが細胞内局在性において果たす役割を調べた。NTPP、
CTPP を EGFP に融合した N-G-C、N-G および G-C をコードする遺伝子を作製し 
(Fig.1-2B)、それぞれをバイナリーベクターpMS(Fig. 1-2A)へサブクローニングし、

CaMV 35S プロモーターの支配下に連結した。アグロバクテリウム法によって、

タバコ培養細胞 BY2(Nicotiana tabacum cv. BY2)に導入した。薬剤耐性で選抜し

た各 5 クローンからノザン解析によって 2 クローンずつ EGFP 遺伝子の mRNA
を高蓄積するクローンを選抜し、液体培地に移した(Fig.1-3)。またコントロール

として、当研究室で用いられていた EGFP 導入 BY2 株を参照した。各クローン

の細胞を共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。プロペプチドを付加しない

EGFP/BY2 では、核および細胞質に蛍光が観察された (Fig.1-4A)。N-G/BY2 では、

核周辺の小胞体と思われる領域に蛍光が観察された(Fig.1-4E)。N-G-C/BY2 では

小胞体および細胞の大部分を占める液胞に強い蛍光が観察され(Fig.1-4C)、単離

した液胞中にも蛍光が観察された(Fig.1-5)。また抗 GFP 抗体を用いたウェスタン

解析を行った結果、細胞画分に EGFP, N-G-C および N-G 導入 BY2 において

EGFP の蓄積が認められ、培地画分では N-G 導入 BY2 においてのみ EGFP が
検出された(データ非掲載)。CTPP のみを付加した G-C を導入した BY2 では、

mRNA の蓄積は認められたが、EGFP 蛍光およびウェスタン解析による EGFP タ

ンパク質の蓄積は認められなかった(データ非掲載)。以上の結果より、NTPP は

小胞体移行のためのシグナルペプチド、CTPP は小胞輸送経路に入ったタンパク

質を液胞へ局在化させるためのシグナルであることがわかった。 
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1.3.2 BY2 におけるプロペプチド欠失型 HRP C1a の発現 
プロペプチドを欠失することによる、HRP C1a の局在の変化、酵素成熟に対

する影響を調べるため、プロペプチドを欠失した HRP C1a 遺伝子を作製した

(Fig. 1-2C)。N-C1a-C、N-C1a、C1a-C および mC1a をコードする遺伝子を CaMV 
35S プロモーターにそれぞれ連結し、BY2 細胞へ導入した。カナマイシン耐性

を有する各 4 クローンから、ノザン解析によって導入遺伝子の mRNA を高蓄積

するクローンを選抜し(N-C1a-C #2, #3: N-C1a #2, #3: C1a-C #3, #4: mC1a #2, #3)、
液体培地で継代培養を行った(Fig. 1-6A)。各クローンの細胞（細胞壁を含む）可

溶性タンパク質を調製し（以後、細胞内画分と記述）、等電点電気泳動(Isoelectoric 
focusing, IEF)および 4-クロロ-1-ナフトールを用いた活性染色を行った。その結

果、N-C1a-C および N-C1a 導入 BY2 において活性型 HRP C1a の蓄積が認めら

れたが、C1a-C および mC1a 導入 BY2 では認められなかった(Fig.1-6B)。
N-C1a-C および N-C1a 導入細胞で見られた HRP C1a の等電点は天然の HRP 
C1a と同じ、pI = 7.8 であった。 

EGFP をレポーターとした局在解析の結果から、N-C1a-C は液胞、N-C1a は
細胞外に存在することが予想された。液体培養を行った BY2 の細胞画分および

培地画分からタンパク質サンプルを調製した。HRP C1a は硫酸アンモニウム

60%飽和から 80%飽和の間に沈殿することが知られているため(勝矢 修士論文 

1996 年)、BY2 培養上清を用いてこの画分を調製し、培地画分とした。各サンプ

ルを IEFに供した後、活性染色を行った。N-C1a 導入BY2 においては細胞画分、

培地画分の両方に HRP C1a が検出された。一方、N-C1a-C 導入 BY2 細胞では

細胞画分に HRP C1a が検出されたが、培地中への分泌は確認されなかった(Fig. 
1-7A,B)。次に、BY2 細胞からプロトプラストおよび液胞を調製し(Fig. 1-8A,B)、
各画分のタンパク質を IEF で分離した後、化学発光による HRP C1a の検出を行

った。N-C1a-C 発現 BY2 において、HRP C1a は液胞内に存在した(Fig. 1-8C)。
一方、N-C1a 発現 BY2 では、プロトプラスト中に HRP C1a は存在しておらず

(Fig.1-8D)、Fig.1-7 で細胞画分に検出された HRP C1a は細胞壁に存在すると考

えられる。 
これらの結果は、EGFP をレポーターとしたプロペプチドの機能解析結果と一

致し、NTPP は小胞体移行のためのシグナルペプチドであり、CTPP は液胞局在

化シグナルであることが裏付けられた。また、HRP C1a の酵素成熟(活性化)に
おいて、シグナルペプチドにより小胞輸送経路へ送り込まれることが必要であ

ることがわかった。 
 
1.3.3 タバコ植物体におけるプロペプチド欠失型 HRP C1a の発現 
 N-C1a-C, N-C1a, C1a-C および mC1a をアグロバクテリウム法によりタバコ
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植物体(Nicotiana tabacum, cv. SR1) に導入した。得られたカナマイシン耐性再生

植物体の葉から可溶性タンパク質を調製し、IEF および 4-クロロ-1-ナフトール

による活性染色を行った。N-C1a-C および N-C1a 導入植物体では、活性を有す

るHRP C1a の蓄積が確認された(Fig. 1-9)。C1a-C およびmC1a 導入植物体では、

BY2 細胞を宿主とした場合と同様、mRNA は蓄積するものの、HRP C1a タンパ

ク質を蓄積するクローンは得られなかった(データ非掲載)。次に、葉細胞におけ

る HRP C1a の局在解析を行った。各形質転換体の種を取得し、T0 世代において

HRP C1a の蓄積が同程度であった N-C1a-C #10 および N-C1a #2 由来の T1 植
物体の葉からアポプラスト液および細胞内液を調製した。その結果、HRP C1a は
N-C1a-C 導入植物体では細胞内にのみ存在し、N-C1a 導入植物体では主にアポ

プラスト液中に存在していた(Fig.1-10)。また、形質転換体からプロトプラスト

および液胞を調製し(Fig. 1-11A,B)、解析を行った。BY2 細胞と同様、N-C1a-C
導入植物体において HRP C1a は液胞内に存在し、N-C1a 導入植物体ではプロト

プラスト(細胞内)に HRP C1a はほとんど検出されなかった(Fig.1-11D)。 
以上の結果から、BY2 と同様タバコ植物体においても NTPP は小胞体移行の

ためのシグナルペプチド、CTPP は液胞局在化シグナルとして機能し、HRP C1a 
が活性を有する酵素として存在するためには NTPP が必要であることがわかっ

た。 
 

1.3.4 異種タンパク質由来シグナルペプチドを用いた HRP C1a の分泌生産 
 NTPP は小胞体移行のためのシグナルペプチド(以後 SP と表記する)として機

能することがわかり、また SP を欠く HRP C1a 遺伝子を発現した場合、活性型

HRP C1a の蓄積が認められなかった。そこで、SP であれば異種タンパク質由来

のものでも機能し、活性型 HRP C1a の分泌を行うことができるかを検証した。

BY2 細胞の培養液中に高分泌されているタンパク質、β-D-glucan exohydrolase お
よび 38 kDa peroxidase (Okushima et al., 2000)の SP を成熟型 HRP C1a の N 末端に

融合した(Fig.1-1C)。C1aSP-C1a(=N-C1a), βDSP-C1a および 38kSP-C1a を CaMV 
35S プロモーターに連結し、アグロバクテリウム法により BY2 細胞に導入した。

得られたカナマイシン耐性カルスから可溶性タンパク質を調製し、IEF および

4-クロロ-1-ナフトールを用いた活性染色を行った。いずれのシグナルペプチド

を用いた場合も HRP C1a を蓄積するクローンが得られた(データは示さない)。
各２クローンを液体培地に移し、一週間ごとに継代培養を行った。BY2 の細胞

および培地からタンパク質を調製し、IEF および化学発光による HRP C1a の検

出を行った。３種類のシグナルとも、細胞画分および培地に HRP C1a が検出さ

れた(Fig.1-12A)。また、βDSP を用いた場合の HRP C1a の等電点は天然の HRP 
C1a と同じであったが、38kSP を用いた場合は少し塩基性にシフトしていた。 
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 また、シグナルペプチド置換型 HRP C1a をタバコ植物体に導入した。鉢上げ

したカナマイシン耐性再生固体の葉から可溶性タンパク質を調製し、IEF およ

び 4-クロロ-1-ナフトールを用いた活性染色を行った。βDSP および 38kSP 両方

において活性型 HRP C1a の蓄積が確認された(Fig. 1-12B)。38kSP を用いた場合、

生産された HRP C1a の等電点は塩基性にシフトしており、BY2 を宿主とした場

合と同じ等電気点であった。 
 以上の結果から、異種タンパク質由来のものであってもシグナルペプチドを N
末端に付加することで HRP C1a の生産が可能であることが示された。 
 
1.3.5 翻訳エンハンサー；NtADH 5’UTR を用いた HRP C1a の高生産 
 HRP C1a は有用タンパク質であるため、植物細胞における高生産を行うこと

は非常に魅力的なテーマである。また、HRP C1a の発現レベルを上昇させるこ

とで、CTPP による液胞輸送機構を調べるための有用な解析系が構築できると考

えられる。そこで、当研究室において研究が進んでいる翻訳エンハンサーの利

用により、HRP C1a 発現量を上昇させることを試みた。タバコアルコール脱水

素酵素遺伝子の 5’ 非翻訳領域（NtADH 5’UTR）は翻訳エンハンサーとして機能

し、安定的タバコ植物形質転換体において、レポータータンパク質;GUSのmRNA 
あたりのタンパク質生産量を 20～40 倍に上昇させる(Sato et al, 2004)。NtADH 
5’UTR(91 bp) をシグナルペプチド置換型 HRP C1a 遺伝子の 5’ 側に組み込んだ

(Fig. 1-2C)。まず、BY2 細胞を宿主として NtADH 5’UTR の評価を行った。

βDSP-C1a, NtADH-βDSP-C1a, 38kSP-C1a および NtADH-38kSP-C1a を CaMV 35S 
プロモーターに連結し、アグロバクテリウム法により BY2 に導入した。得られ

たカナマイシン耐性カルスから無作為に数クローンを選び、HRP C1a の蓄積量

を測定した。その結果、βDSP, 38kSP のどちらを用いた場合も、NtADH 5’UTR を
付加した場合の方が HRP C1a を高蓄積する傾向があった(Fig. 1-13A,B)。また、

NtADH 5’UTR による効果が転写後レベルであるかを調べるため、β-D SP-C1a 
および NtADH-β-D SP-C1a の各５クローンについてノザン解析を行った(Fig. 
1-15A)。NtADH 5’UTR を付加した場合は、HRP C1a タンパク質蓄積量は多いに

もかかわらず、mRNA 蓄積量は少ない傾向にあった。また、バイオイメージア

ナライザー(BAS2500, Fuji Photo Film 社)を用いて mRNA 蓄積量を定量した。HRP 
C1a 活性および mRNA レベルを、βDSP-C1a #9 の値をもとに相対値で表し、

mRNA あたりの HRP C1a 活性(Rel. HRP C1a/mRNA)を算出した。その結果、

NtADH 5’UTR の付加によって mRNA あたりの HRP C1a 生産量は 3～14 倍上昇

することが明らかになった(Table 1-2)。 
 また、形質転換タバコ植物体においても NtADH の効果を調べた。βDSP-C1a 
および NtADH-βDSP-C1a をアグロバクテリウム法によりタバコ植物体に導入
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した。得られたカナマイシン耐性再生固体を鉢上げしてしばらく生育させた後、

葉から可溶性タンパク質を調製し、IEF および 4-クロロ-1-ナフトールを用いて

活性染色を行った(Fig. 1-14)。NtADH 5’UTR を付加した方が HRP C1a を高蓄積

する傾向が認められた。また、T0 植物から採取し種を蒔き、得られた T1 植物

を用いてノザン解析(Fig. 1-15B) および HRP C1a の蓄積量の測定を行った。

NtADH 5’UTR を付加することで、mRNA あたりの HRP C1a 蓄積量が最大で 9 
倍程度上昇することがわかった(Table 1-3)。 
 
1.3.6 小胞体移行シグナルペプチドの種類は液胞輸送には影響を与えない 
 西洋ワサビおよびシロイヌナズナ PRX には CTPP を有するアイソザイムと

持たないアイソザイムが存在する。それらのシグナルペプチド(NTPP) の配列を

比較したところ、CTPP を有する PRX シグナルペプチドの N 末端部分には Ser
残基のクラスターが見られた(Table 1-4)。これらのことから、CTPP による液胞

輸送とシグナルペプチドの構造に何らかの関係がある可能性が考えられた。そ

こで、アプポラスト型の 38 kDa PRX のシグナルペプチド(38kSP)と CTPP を有

する HRP C1a 遺伝子を作製し(Fig.1-2C)、液胞に HRP C1a が輸送されるかを調

べた。等電点電気泳動および活性染色を行ってカナマイシン耐性カルスを選抜

し、HRP C1a 発現クローンを液体培地に移した。生成した HRP C1a の等電点は、

38kSP-C1a の場合と同じであり、天然のものより塩基性であった。BY2 細胞の

培養上清および液胞サンプルを調製し、解析した。その結果、液胞への HRP C1a 
輸送が確認された(Fig.1-17A)。また、細胞内および培地中の HRP C1a を定量し

た。NtADH 5’UTR の利用により、濃縮操作を行わなくても培地中に分泌される

微量の HRP C1a を検出することができた。その結果、N-C1a-C 導入 BY2 では

98% 以上、38kSP-C1a-C 導入 BY2 では 95 %以上の HRP C1a が細胞内に保持さ

れることがわかった(データ非掲載)。これらの結果は、独立した２クローンの形

質転換 BY2 において確かめられた。このことから、シグナルペプチド上の Ser ク
ラスターは液胞輸送とは無関係であり、一旦小胞輸送経路に入りさえすれば

CTPP は N 末端シグナルペプチドとは単独の機能により液胞輸送を仲介するこ

とがわかった。 
 
 



Fig. 1-1.  HRP C1a is translated as prepotein containing propeptides at N- and C-termini.
(A) Amino acid sequences of HRP C1a. N-terminal propeptide(NTPP) and C-terminal 
propeptide(CTPP) are written with boldface and underlined. N-linked glycans are attached to 
asparagine residues indicated by    (Welinder, 1979 ). 
(B) Hydropathy plots of HRP C1a precursor protein. The K-D plots were performed according to the 
method of Kyte and Doolittle (1982). Dark gray regions on the lateral bar represent NTPP and CTPP. 

NTPP (N-terminal propeptide)

CTPP(C-terminal propeptide)

100TIVNELRSDP RIAASILRLH FHDCFVNGCD ASILLDNTTS FRTEKDAFGN 

150ANSARGFPVI DRMKAAVESA CPRTVSCADL LTIAAQQSVT LAGGPSWRVP 

200LGRRDSLQAF LDLANANLPA PFFTLPQLKD SFRNVGLNRS SDLVALSGGH 

250TFGKNQCRFI MDRLYNFSNT GLPDPTLNTT YLQTLRGLCP LNGNLSALVD 

300FDLRTPTIFD NKYYVNLEEQ KGLIQSDQEL FSSPNATDTI PLVRSFANST 

353QTFFNAFVEA MDRMGNITPL TGTQGQIRLN CRVVNSNSLL HDMVEVVDFV SSM

50MHFSSSSTLF TCITLIPLVC LILHASLSDA QLTPTFYDNS CPNVSNIVRD
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CTPPMature HRP C1aNTPPN-C1a-C
Mature HRP C1aNTPPN-C1a (C1aSP-C1a)

CTPPMature HRP C1aC1a-C
Mature HRP C1amC1a

CTPPEGFPNTPPN-G-C
EGFPNTPPN-G

CTPPEGFPG-C
EGFPEGFP

Fig. 1-2.  Construction of various protein coding genes introduced into tobacco cells. 
(A) Structure of the binary vector:pMS. NOS pro: promoter of nopaline synthase gene, Kamr; 
kanamycin resistant gene(neomycin-phosphotransferase), NOS-T; transcription terminator of 
nopaline synthase gene, CaMV 35S pro.; promoter of  cauliflower mosaic virus 35S RNA gene, 
MCS; multi cloning sute
(B) N-G-C is a fusion protein of EGFP with an N-terminal attachment of 40 amino acid residues 
including NTPP and a C-terminal attachment of 26 amino acid residues including CTPP.  N-G is 
a fusion protein of EGFP with only the N-terminal NTTP attachment. G-C is a fusion protein of 
EGFP with only the C-terminal CTTP attachment. 
(C) N-C1a-C is the precursor protein of HRP C1a.  N-C1a and C1a-C are modified precursor 

proteins made by the deletion of CTPP or NTPP, respectively.  mC1a is the mature protein 
region of HRP C1a. Signal peptide(SP) derivd from other proteins(β-D-glucan exohydrolase and 
38 kDa peroxidase) are fused to the mature region of HRP C1a. The translational enhancer; 
NtADH 5’UTR was inserted upstream of βDSP-C1a, 38kSP-C1a and 38kSP-C1a-C.
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Fig. 1-3.  Accumulation of mRNA of various EGFP genes in transgenic BY2 cells.
mRNAs were prepared from nontransformed WT BY2 (W) and transgenic BY2 cells 
with genes encoding EGFP (E), NGC and NG. Gel blot made from 20 µg of RNA was 
hybridized with 32P-labeled DNA fragments of EGFP, with actin probe added as a 
loading control. 5 independent clones are analyzed. 
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Fig. 1-4. Intracellular localization of EGFP in transgenic BY2 cells.  
BY2 cells expressing EGFP (A and B), N-G-C (C and D), and N-G (E and F) were inspected 
by laser-scanning confocal microscopy(LSM510, Carl Zeiss).  A, C, and E are fluorescence 
images, and B, D, and F are bright field images.
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Fig. 1-5. Accumulation of EGFP in the vacuole of BY2 cells expressing N-G-C gene.  
Vacuoles were isolated from cells transformed with empty vector (A,B as negative control) or 
N-G-C gene (C,D) and inspected under laser-scanning confocal microscopy(LSM510, Carl 
Zeiss). A and C are fluorescence images, and B and D are bright field images.
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Fig. 1-6.  Expression of modified HRP C1a genes in transgenic BY2 cells.
(A) Accumulation of HRP C1a precursor and HRP C1a-derivative mRNA. RNAs were 
prepared from four independent clones of transgenic BY2 cells harboring each transgene.  20 
µg of RNA was charged in each lane, electrophoresed, and hybridized with 32P-labeled prxC1a
DNA fragments.  Actin is included as a loading control. 
(B) Accumulation of active HRP C1a proteins.
Total soluble proteins(4 µg) were prepared from BY2 cells and subjected to IEF and 
subsequent activity staining for peroxidase with 4-chloro-1-naphthol. Solid and open 
arrowhead indicate the HRP C1a and endogenous tobacco peroxidase, respectively.
H:HRP C1a (SIGMA, Type I)
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Fig. 1-7. Analysis of cellular and culture medium fractions by activity staining for 
peroxidase.
Protein samples prepared form cells (2 µg, A ) or culture medium (0.04 µg, B). Proteins were 
analyzed by isoelectric focusing and activity staining with 4-chloro-1-naphthol.  The clone 
numbers listed correspond to those from Fig. 1-6A. Commercial HRP C (Type I, SIGMA) was 
loaded in lane H. Solid triangle indicates HRP C1a.
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Fig. 1-8.  Vacuole isolation from transgenic BY2 cells.
Protoplasts(A) and vacuoles(B) were prepared from BY2 cells expressing N-C1a-C or 
N-C1a. Soluble proteins from each fraction were separated by isoelectric focussing. 
HRP C1a was detected with ECL detection system. Solid triangle indicates HRP C1a.
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Fig. 1-9. Expression of N-HRP C1a-C and N-HRP C1a in transgenic tobacco 
leaves.
Protein samples were prepared from kanamycin resistant T0 plants and subjected to 

isoelectric focusing and subsequent activity staining for peroxidase with 4-chloro-1-
naphthol . The clone number is indicated above each lane. n; plants for negative 
control transformed with the empty vector. Solid and open arrowhead indicate the 
HRP C1a and endogenous peroxidase, respectively.
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Fig. 1-10. Analyses of peroxidases in intracellular and apoplast fractions.
Two progeny plants of over-expressor in Fig. 1-9 (#10 of N-HRP C1a-C and #2 of N-

HRP C1a) are used for the localization analysis. Intracellular protein samples(I) and  
apoplast protein samples(A) were loaded in each lane. Solid and open arrowhead 
indicate the HRP C1a and endogenous peroxidase isoenzymes, respectively. H; HRP 
C1a as a positive control (Type I, SIGMA) 
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Fig. 1-11. Analysis of peroxidases in protoplast and vacuole.
(A) Protoplasts were isolated from leaves of transgenic tobacco plants.
(B) Vacuoles were prepared from protoplasts by ultracentrifugation.
(C) Vacuole marker enzyme, α-mannosidase activity was measured. Relative specific 
activity to the activity of total cellular fraction is shown.
(D) Soluble proteins from each fraction were separated by isoelectric focussing. 
HRP C1a was detected with ECL detection system.
Solid triangle indicates HRP C1a.
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Fig. 1-12. Production of HRP C1a with signal peptides derived from other secretory proteins.
(A) HRP C1a was expressed with foreign signal peptides in tobacco cultured cells. Protein samples 
were prepared from cells or culture medium of each transformant. After isoelectric focusing, 
peroxidases were detected with ECL system. C1a; C1aSP-C1a, which is the same as N-C1a, βD; 
βDSP-HRP C1a, 38k; 38kSP-HRP C1a, n; plants for negative control 
expressing EGFP.

(B) HRP C1a was expressed with foreign signal peptides in tobacco plants. Protein samples were 
prepared from leaves of each transgenic plants. After isoelectric focusing, peroxidase was detected 
with 4-chloro-1-naphthol. 
Filled triangles and open triangles represent HRP C1a and endogenous peroxidase isozymes, 
respectively. HRP C1a (Type IV, Sigma) was loaded as a positive control in lane H.
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Fig. 1-13. Use of NtADH 5’UTR for the production of HRP C1a in BY2 cells.
HRP C1a genes with or without NtADH 5’ UTR was introduced into nuclear genome. Two 

type of signal peptides were used,  βDSP (A) or 38kSP (B). The HRP C1a activity of 
randomly selected kanamycin-resistant calluses was measured. The clone number is shown 
below each bar.
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Fig. 1-14. Use of NtADH 5’UTR for the production of HRP C1a in tobacco leaves.
Proteins prepared from leaves of primery transformants (T0) were separated by isoelectric
focusing. IEF gels were stained for peroxidase activity with 4-chloro-1-naphthol.
Filled triangle and open triangles represent HRP C1a and endogenous peroxidase isozymes, 
respectively. The clone number is shown above each lane.
HRP C1a (Type I, Sigma) is loaded in lane H as a positive control.
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Fig. 1-15. RNA gel blot analysis of peroxidase in BY2 cells and tobacco plants.
Total RNAs were extracted from transgenic BY2 cells (A) or leaves of transgenic tobacco 
plants(B). Northern blot with 20 µg of total RNA loaded per lane was hybridized with a 
prxC1a probe or Actin gene probe as an internal control. Each clone number is shown 
above the lane.
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Table 1-2. Effect of the NtADH 5’-UTR on translational efficiency in  BY2 cells.

HRP C1a activity (U/mg protein) was measured in transgenic BY2 cells. Relative HRP C1a 
activities and relative mRNA levels were calculated based on the value of βDSP-C1a #9. Relative 
HRP C1a/mRNA was calculated as the ratio of relative HRP C1a activity to relative mRNA level.

3.7147.7 2.9 5.2 1 1.1 0.7 0.7 1.0 Rel. HRP C1a/mRNA

2.0 2.0 2.3 1.9 2.2 1 4.4 6.3 7.3 1.8 Rel. mRNA level

7.328 18 5.6 12 1 4.9 4.5 5.1 1.8 Rel. HRP C1a activity

0.081 0.320.20 0.062 0.13 0.011 0.054 0.050 0.056 0.020HRP C1a activiy
(U/mg protein)

141297497631

NtADH-βDSP-C1aβDSP-C1a
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Table 1-3. Effect of the NtADH 5’-UTR on translational efficiency in leaves of tobacco plants.

HRP C1a activity (U/g protein) was measured in transgenic tobacco plants. Relative 
HRP C1a activities and relative mRNA levels were calculated based on the value of 
βDSP-C1a #9. Relative HRP C1a/mRNA was calculated as the ratio of relative HRP 
C1a activity to relative mRNA level.

1.6 1.9 5.6 9.3 5.1 2.3 0.7 0.7 1 0.8 Rel. HRP C1a/mRNA

0.6 0.5 1.2 1.2 1.5 0.8 0.3 0.5 1 0.5 Rel. mRNA level

1.0 0.9 6.4 11 7.8 1.9 0.2 0.3 1 0.4 Rel. HRP C1a activity

2.0 2.0 14 23 16 4.1 0.430.67 2.1 0.83 HRP C1a activiy
(U/mg protein)

2-52-45-105-95-67-57-43-63-53-4

NtADH-βDSP-C1aβDSP-C1a
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-MRTAQLLLLSFLVFLSIVVCGVSGAG38 kDa PRX

-MMKGAKFSSLLVLFFIFPIAFA     ATP 13a

-MAASKRLVVSCLFLVLLFAQANSQGATP 12a

-MAIKNILALVVLLSVVGVSVAIPATP 11a

-MARFSLVVVVTLSLAISMFPDTTTAATP 10a

-MEKNTSQTIFSNFFLLLLLSSCVSA    ATP 8a

-MTQLNIAVVVVVTVLIGMLRSSEA  ATP 7a

-MAKSLNILIAALSLIAFSPFCLCSKAYGSGGATP 6a

-MDHKMSMYLFVSYLAIFTLFFKGFVSSFPSGYN ATP 5a

-MGRGYNLLFVLVTFLVLVAAVTAQGNRGSNSGGGATP 3a

-MANAKPFCLLGFFCLLLQLFSIFHIGNG    ATP 2a

-MGGKGVMMVAILFLWALSATSEAVTEATP 1a

-MKTQTKVMGGHVLLTVFTLCMLCSGVRAATP N

+MGFSPSFSCSAIGALILGCLLLQASNSNAARP Ea

+MHFSSSSTSSTWTILITLGCLMLHASLSAAARP Cb

+MQFSSSSITSFTWTVLITVGCLMLCASFSDA  ARP Ca

-MKTQTKVMGGHVLLTVFTLCMLCSAVRAHRP N

+MHSSSSLIKLGFLLLLLNVSLSHAHRP C2

+MHFSSSSTLFTCITLIPLVCLILHASLSDAHRP C1a

CTPPSignal peptidePRX

Signal peptides of horseradish (HRPs), Arabidopsis(ARPs and ATPs) and tobacco(38 kDa ) 
peroxidases are listed. Ser residues are written in bold face. Presence(+) or absence 
(-) of the CTPP in each PRX isozyme is  also indicated in the third column.

Table 1-4  Amino acid sequences of N-terminal signal peptides of PRXs.
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38kSP-C1a-C
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-

Fig.1-17. CTPP mediates vacuolar sorting independent of the type of signal peptide 
at N-terminus.
Transformants screened by IEF and subsequent activity staining for PRX were transferred to 

liquid culture. Samples were prepared from medium and vacuole of BY2 expressing 38kSP-
C1a-C and analyzed. Solid arrowhead indicates HRP C1a(Type IV, Sigma) and open arrowhead 
indicates HRP C1a with higher pI value produced by BY2 transformant.
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Fig. 1-18 The clnexin-calreticulin cycle in mammalian cells.
When two of the glucoses in the N-linked core glycans have been trimmed away by glucosidases I and II, the nascent or newly synthesized 

glycoproteins bind to calnexin (CNX) and/or calreticulin (CRT), two homologous ER lectins specific for monoglucosylated core 
oligosaccharides. The protein is therby exposed to another folding factor, ERp57, a thiol oxidoreductase that binds to both CNX and CRT. If the 
glycoproteins have cysteines, the formation of disulfide bonds is catalyzed through the formation of transient S-S bonds with ERp57. When 
remaining third glucose residue is trimmed by glucosidase II, the complex dissociate. If the glycoprotein is not folded at this time, the 
oligosaccharides are reglucosylated by glucosyl transferase, and the protein reassociates with lectins. The cycle is repeated until the protein is 
either folded or degraded. ER α-mannosidase removes single α-1,2-linked mannose residue. Resulting Man8 structure serves as the signal 
needed for ERAD.
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Fig. 1-19. The level of endogeneous PRXs negatively correlates 
with the level of HRP C1a accumulation.
BY2 transformants with βDSP-C1a gene were analyzed by IEF and ECL detection.
5 clones are arranged in the order corresponding to the level of HRP C1a accumulation. 
Solid and open arrowhead indicate the HRP C1a and endogenous peroxidase isoenzymes, 
respectively. The direction of the electrodes are indicated by ＋and －. 
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1.4 考 察  
 

1.4.1 HRP C1a 生産における小胞輸送経路の重要性    

植物体 PRX にはアポプラスト型アイソザイムおよび液胞型アイソザイムが存在す

る(Hiraga et al., 2001)。どちらに局在化する場合も、PRX は一旦小胞体内腔にとりこ

まれ、小胞輸送により目的地へ輸送されると考えられている。アポプラスト型および

液胞型 PRX 遺伝子の推定アミノ酸配列には、いずれも N 末端に疎水性のアミノ酸領

域が存在し、いわゆるシグナルペプチドの役割を果たすと予想される。本研究では、

HRP C1a の NTPP がシグナルペプチドとしての機能を有することを明らかにした。

シグナルペプチドは細胞質において受容体と結合し、翻訳複合体が粗面小胞体に移行

する(reviewed by Nicchitta, 2002)。ペプチド鎖は翻訳伸長反応に伴って、トランスロコ

ンから小胞体内腔にとりこまれ、フォールディングが行われる。また、シグナルペプ

チドは HRP C1a の酵素成熟において非常に重要な役割を果たすことが明らかになっ

た。NTPP を欠失した C1a-C および mC1a を導入した BY2 においては活性を有する

酵素として生成しない(Fig. 1-6B)。またウェスタン解析の結果、HRP C1a タンパク質

の蓄積が認められなかった(データ非掲載)。細胞質において合成された HRP C1a タン

パク質が、フォールディングがうまくいかないために分解を受けたと考えている。一

方で、異種タンパク質由来のシグナルペプチドを成熟酵素領域の N 末端に融合した場

合に活性型 HRP C1a が生産された(Fig.1-12A,B)。シグナルペプチドを用いて小胞輸送

経路に送り込むことで活性型 HRP C1a の生産が可能であることは、昆虫、酵母、ほ

乳類細胞などの他の真核生物を宿主とした発現系においても報告されている

(Hartmann and Ortiz, 1992; Morawski et al., 2000; Greco et al., 2000)。また類似した現象が

原核生物である大腸菌でも観察されている。当研究室において prxC1a 遺伝子が単離

された際、大腸菌による HRP C1a の大量生産が試みられた。しかし HRP C1a は不溶

化してインクルージョンボディーを形成し、活性を有する酵素は得られなかった(藤

山和仁 博士論文、1990)。一方で、大腸菌においてもペリプラズムへの移行のための

シグナルペプチドを融合することで、活性型 HRP C1a が得られることが報告されて

いる(Lin et al., 1999)。これは、ペリプラズムに存在する protein disulfide isomerase (PDI) 

によって S-S 結合形成が促進された結果であると考えられている。 

HRP C1a は 1 分子あたり 8 個の N-結合型糖鎖、4 箇所の分子内ジスルフィド結合、

2 分子のカルシウムおよび 1 分子のヘムを含み(Welinder, 1979)、タンパク質の機能発

現のためには非常に複雑な翻訳後修飾が必要である。真核生物の小胞体にはシャペロ
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ンタンパク質(BiP、PDI、カルネキシンやカルレティキュリン等)が存在し、タンパク

質のフォールディングおよび活性化を促進する。PDI は HRP C1a のジスルフィド結

合の形成において重要であると考えられる。また、ほ乳類細胞のミエロペルオキシダ

ーゼやチロペルオキシダーゼは、小胞体においてカルレティキュリン(calreticulin; 

CRT)とカルネキシン(calnexin; CNX)の働きによりヘムを付加されることが知られて

おり(Fayadat et al., 1999; Arnljots and Olsson, 1987; Nauseef et al., 1995)、植物 PRX への

ヘム導入にもこれらシャペロンが関与することが予想される。さらに、小胞体におい

て付加される N-結合型糖鎖も HRP C1a の活性化において重要であると考えられる。

翻訳中のペプチド鎖に Asn-X-Ser/Thr (X はプロリンとアスパラギン酸以外のアミノ

酸)という一次配列が存在すると、アスパラギンに糖鎖が付加される(Kornfeld, 1985)。

分泌タンパク質の N-結合型糖鎖には様々な役割があると考えられている。糖鎖は大

きな構造物であるため、プロテアーゼの接近を阻み、タンパク質の安定性を高める。

また、糖鎖がタンパク質の活性（酵素活性等）に関与するという例もあるが、これは

HRP C1a には当てはまらない。西洋ワサビから精製した HRP C1a から糖鎖を除去し

ても酵素活性の低下は見られない(Tams and Welinder, 1998)。一方で、糖鎖を除去した

HRP C1a は熱安定性が低下することが報告されており(Tams and Welinder, 1998)、親水

性の糖鎖がタンパク質表面を覆うことで、HRP C1a の立体構造が熱力学的に安定化さ

れると考えられる。 

N-結合型糖鎖は完成後のタンパク質の安定性を高めるだけでなく、タンパク質のフ

ォールディング段階でも重要な役割を担う。近年、ほ乳類細胞の研究から、CNX-CRT

サイクルと呼ばれる反応により糖タンパク質の品質管理が行われていることが示さ

れた(Fig. 1-18)。CNX は小胞体ルーメンの、CRT は小胞体膜のタンパク質である。両

者とも糖鎖に結合するレクチン活性を持ち、糖タンパク質のフォールディングを助け

るシャペロンとして働く(Helenius et al., 2001)。小胞体において始めに付加されるのは、 

Glc3Man9GlcNAc2 という構造の、前駆体糖鎖であるが、小胞体内腔に存在する

glucosidase により末端のグルコース 2 分子が切除される。Glc1Man9GlcNAc2 という

糖鎖構造を持つタンパク質は CNX もしくは CRT と結合する。CNX および CRT は、

ジスルフィドイソメラーゼである ERp57 というタンパク質と協調してジスルフィド

結合を生成し、タンパク質のフォールディング反応を促進する。CNX/CRT と解離し

たタンパク質の糖鎖は、さらにグルコースが切除され(Glc0)Man9GlcNAc2 構造になる。

糖タンパク質が正常なコンフォメーションをとっていれば、ER を出て下流の輸送経

路へと送られるが、正常でなければ glucosyl transferase によりグルコースが 1 分子付
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加され、再び Glc1Man9GlcNAc2 構造をもつ。これにより再び CNX/CRT と結合し、

フォールディングが試みられる。このような CNX-CRT サイクルによりフォールディ

ングの確実性が高められるが、それでも折り畳まれないタンパク質は ER-associated 

degradation (ERAD)によって細胞質に運び出され分解される(Plemper et al., 1999)。また、

ERAD の誘導に側鎖のマンノースが関与すると言われている (Su, 1993)。ER 

α-mannosidase I によりマンノースの切除が行われ、Glc0-3Man8GlcNAc2 という構造

の糖鎖ができるが、Man8 構造が ERAD 誘導に必要なシグナルになる。ER 

α-mannosidase I は比較的ゆっくり作用するため、新規合成された糖タンパク質がフォ

ールディングされるための時間的猶予が与えられるが、長時間経過してもうまくフォ

ールディングされないタンパク質はMan8構造(分解シグナル)を提示することになり、

ERAD により分解される(Helenius et al., 1994)。 

 HRP C1a 以外にも、有用外来タンパク質(有用酵素、抗体、ワクチン等)を植物の

小胞輸送経路に送りこむことで、生産性が向上した例がある。ヒト由来ラクトアルブ

ミンや（1,3-1,4）-β-グルカナーゼ,ワクチンとしてのコレラ毒素Ｂサブユニットや一

本鎖抗体を発現させた研究では、目的タンパク質にシグナルペプチドを付加し小胞輸

送経路に送り込むことによって、細胞質に蓄積させた場合よりもタンパク質蓄積量が

増加することが報告されている(Takase and Hagiwara, 1998; Horvath et al., 2000; Wang et 

al., 2001; Fiedler and Conrad, 1995)。また、付加するシグナルペプチドの違いとタンパ

ク質生産の関係を調べた研究として、原核生物由来のシグナルペプチドよりも、植物

由来のシグナルを用いた方が、植物細胞におけるタンパク質生産量が上昇することが

報告されている(Lund and Dunsmuir, 1992; Fecker et al., 1996)。一方で、抗体生産を行う

場合など、ほ乳類由来のシグナルペプチドをそのまま使用することがあるが、植物細

胞においてもほ乳類タンパク質のシグナルペプチドが機能することも報告されてい

る(Schouten et al., 1996; Vaquero et al., 1999; Ko et al., 2003; Ma et al., 1995)。真核生物由

来のシグナルペプチドは種を超えても比較的機能を発揮する可能性もある。 

 

1.4.2 翻訳エンハンサーの効果について 

植物細胞において外来遺伝子を発現させる場合、翻訳量効率の調節も重要になる。

代謝経路の改変のために酵素遺伝子を導入する場合、大きな代謝撹乱が起こらないよ

うに翻訳量を抑える必要があり、また組み換えタンパク質の大量生産を行う場合など

は翻訳効率を最大限上昇されることが必要である。植物細胞において翻訳エンハンサ

ーとして機能するエレメントがいくつか報告されている。Gallie ら（1987）はタバコ
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モザイクウィルス由来の 5’UTR (Ω配列)が、タバコ葉肉細胞プロトプラスト、アフリ

カツメガエル卵母細胞および大腸菌においてレポーター遺伝子の翻訳エンハンサー

として機能することを示した。また、Ω配列による翻訳上昇には mRNA 中の 5’キャッ

プ構造が必要でないことが示されている。またタバコ植物およびイネにおいて、一過

的遺伝子発現と安定的形質転換体のどちらでも、Ω配列が翻訳エンハンサーとして機

能することが報告されている(Mitsuhara et al., 1996)。植物細胞において翻訳エンハン

サーとして機能する 5’UTR は、ウィルス由来の配列がほとんどであるが、植物遺伝

子の 5’UTR が翻訳エンハンサーとして機能するという報告もある。Nicotiana 
sylvestris 由来 psaDb 遺伝子の 5’UTR(23 bp) やシロイヌナズナ由来の熱ショックタン

パク質(HSP)遺伝子の 5’ UTR はレポータータンパク質の発現を翻訳レベルで上昇さ

せる(Yamamoto et al., 1995; Dansako et al., 2003)。また、トマトの lat52 遺伝子や、タバ

コの ntp303 遺伝子の 5’UTR は花粉管の伸長時期特異的に翻訳エンハンサーとして

機能する(Bate et al., 1996; Hulzink et al., 2002)。 

 タバコ由来アルコール脱水素酵素遺伝子(NtADH)は、BY2 細胞の増殖停止期に活性

化される遺伝子として単離された(Nagaya et al., 2000)。NtADH プロモーターは培養細

胞および植物体根で強く転写を行うため、高転写プロモーターとして利用価値が高い。

またその 5’非翻訳領域(5’UTR) は翻訳エンハンサーとして機能することが明らかに

なっている。 NtADH 5’ UTR は GUS タンパク質をレポーターとして用いた場合、一

過的遺伝子発現実験においては、タバコ培養細胞 BY2 で 130 倍、シロイヌナズナ培

養細胞 T87 で 76 倍の翻訳効率上昇効果が認められる。一方、単子葉植物であるイネ

の培養細胞における一過的遺伝子発現では、翻訳効率上昇は認められなかった。また、

安定的タバコ形質転換体を用いた解析では、20～40 倍の翻訳効率の上昇が確認されて

いる(Sato et al., 2004)。HRP C1a の生産において、BY2 細胞とタバコ植物体の葉のど

ちらにおいても NtADH 5’UTR による翻訳効率の上昇が確認された。また、タバコ植

物体の根においても NtADH 5’UTR を用いることで HRP C1a 生産量が上昇する傾向

が見られている(データ非掲載)。今回用いたシグナルペプチドと翻訳エンハンサーに

よる発現カセットは他の有用タンパク質の分泌生産においても応用可能である。実際、

NtADH 5’UTR とβDSP もしくは 38kSP を白色腐朽菌由来の MnPRX に連結し、BY2

細胞に導入したところ、活性を有する MnPRX の生産を行うことができた(データ非

掲載)。 

NtADH 5’UTR の利用により HRP C1a の生産性向上を行うことができた。しかしな

がら、その効果は最大 10 倍程度であり、GUS タンパク質をレポーターとした場合よ
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りは翻訳効率に与える影響は小さかった。ひとつの原因として、タンパク質の翻訳方

法の違いが考えられる。GUS は細胞質タンパク質であるが、HRP C1a は分泌タンパ

ク質であり、いわゆる粗面小胞体の膜上で翻訳される。翻訳開始および伸長機構に違

いがあるために、NtADH 5’UTR の効果に差が生じる可能性がある。また翻訳後修飾

速度が HRP C1a 蓄積を制限する可能性も考えられる。BY2 細胞においては、NtADH 

5’UTR を融合した構築を導入した場合、得られた形質転換クローンにおける HRP C1a 

mRNA 量が減少する傾向が見られ(Fig.1-15A, Table 1-2)、翻訳効率の上昇の割には

HRP C1a の蓄積量は増加しなかった(Table 1-2)。さらに、HRP C1a を高発現するクロ

ーンほど、内在性 PRX の蓄積量が減少する傾向が見られた(Fig.1-19)。この原因とし

て様々な可能性が考えられるが、ひとつに HRP C1a と内在性 PRX がヘムの取り込み

を競合する事が考えられた。黒麹菌や酵母においてヘムタンパク質の大量生産を行う

場合、培地にヘムを添加することで目的タンパク質の蓄積量を増加させられることが

報告されている(Fowler et al., 1993; Weber et al., 1992; Conesa et al., 2000; Conesa et al., 

2002)。本研究においても HRP C1a を高発現する BY2 を、ヘムを添加した改変 LS 培

地を用いて培養したが、HRP C1a および内在性タバコ PRX の蓄積量の増加は認めら

れなかった(データ非掲載)。また、小胞体シャペロンの共発現がヘムタンパク質の生

産において効果的であることが報告されている。黒麹菌によるマンガンペルオキシダ

ーゼ(MnPRX)分泌生産において、シャペロンである CNX を共発現することで、ヘム

添加なしでもヘム添加時と同程度まで MnPRX 蓄積レベルを高められることが報告さ

れている(Conesa et al., 2002)。これは、CNX の働きで MnPRX へのヘムの取り込み効

率が上昇した結果だと考えられている。同時に、BiP を共発現すると逆効果であるこ

とも報告されている。一方で、黒麹菌における甘味タンパク質(非ヘムタンパク質)の

タウマチン分泌生産においては、BiP の共発現が効果的である(Lombraňa et al., 2004)。

酵母細胞において、一本鎖抗体の生産を行う際には、BiP および PDI を共発現するこ

とで、生産量の増加が認められている(Shusta et al., 1998)。また昆虫細胞においても、

CRT や CNX を過剰発現することで、目的タンパク質の生産量および質の向上が報告

されている(Zhang et al., 2003; Higgins et al., 2003; Fourneau et al., 2004)。現在、各種小

胞体シャペロンタンパク質を過剰発現する BY2 細胞を作製しており、これらの細胞

を宿主として用いることで、HRP C1a 生産性の向上が期待される。 

 

1.4.3 CTPP は液胞局在化シグナルとして機能する 

植物細胞には酵母や哺乳類と同様、小胞体やゴルジ体からなる小胞輸送経路が存在
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する。また、植物に特徴的なオルガネラとして細胞体積の大部分を占める液胞がある。

植物液胞には大きく分けて２種類が知られており、一方は酵母の液胞や哺乳類のリソ

ソームと同様の機能を有する分解性液胞（Lytic Vacuole, LV）であり、他方は特に種子

やイモの塊茎に見られるような貯蔵を行う、タンパク質貯蔵液胞（Protein Storage 

Vacuole, PSV）である。小胞体内腔にとりこまれ、折りたたまれたタンパク質は小胞

輸送経路中を輸送されるが、他の真核生物と同様に小胞輸送のデフォルト経路は細胞

外分泌である(Denecke et al., 1990)。つまり、小胞輸送経路に入ったタンパク質が特定

のオルガネラに保持、輸送されるためには特別な局在化シグナルが必要となり、局在

化シグナルを持たないタンパク質は細胞外へ運ばれる。HRP C1a の CTPP はタバコ

培養細胞およびタバコ植物体において液胞局在化シグナルとして機能した。液胞輸送

には N 末端のシグナルペプチドの種類は影響せず、一旦小胞輸送経路に送り込まれた

後は、CTPP 単独の作用により液胞局在化が行われることもわかった。また、CTPP を

欠失することで HRP C1a の細胞外分泌が確認された。液胞局在型グルカナーゼやキ

チナーゼも C 末端に液胞局在化シグナルを有するが、HRP C1a と同様に CTPP の欠

失により細胞外へ分泌されることが報告されている(Neuhaus et al., 1994; Melchers et 

al., 1993)。現在、多くのタンパク質の C 末端プロペプチドが液胞局在化シグナルとし

て機能することが報告されているが、シグナルとして機能するためのアミノ酸配列の

法則や、そのシグナルと相互作用する因子の有無については明らかにされていない。

そこで第二章では、第一章で構築した HRP C1a 発現系を利用して液胞局在化シグナ

ルとして機能するための CTPP のアミノ酸配列、構造の必要条件について調べる。 
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第 2 章 液胞輸送に重要な CTPP のドメイン解析 

2.1 序 論 

 
植物細胞において液胞は、細胞の体積の約 80%を占める大きな区画である。液胞は

細胞質のイオン恒常性を維持するのに重要であるほか、代謝産物の蓄積や様々な加水

分解反応を行う場である。近年では、重力屈性においても液胞が重要な役割を担うこ

とが示されている。植物には、加水分解性液胞(lytic vacuole; LV)、タンパク質貯蔵液

胞(protein storage vacuole; PSV) など２種類以上の液胞が認められる。LV 内腔は強酸

性で加水分解酵素などを多く含む。PSV は種子や根端の細胞で発達している(Paris et 
al., 1996)。とくに種子においては、貯蔵タンパク質を長期間保存するために、PSV は

プロテインボディーへと変化する(Muntz et al., 1998)。また、通常の栄養組織の細胞で

は LV と PSV が融合して巨大な中央液胞(central vacuole; CV)を形成する事も報告さ

れている(Fig. 2-1)。 
 植物の液胞はほ乳類のリソソームに相当する。ほ乳類リソソームへのタンパク質の

輸送には N-結合型糖鎖が関与している (Kornfeld et al., 1990)。リソソームタンパク質

は、cis-Golgi で糖鎖末端のマンノースに GlcNAc-phosphate を付加される。さらに

GlcNAc が切除され、mannose-6-phosphate が末端に露出する。これがシグナルとなり、

受容体と結合し、小胞に詰め込まれてリソソームへと輸送される。一方、植物や酵母

において糖鎖が液胞輸送シグナルとして機能するという報告はなく、液胞タンパク質

のプロペプチド領域がシグナルとして機能する(Valls et al.,1987)。植物細胞においては、

タイプの異なる液胞への局在化シグナルが独立に存在し、LV への輸送には配列特異

的液胞局在化シグナル(sequence specific vacuolar sorting determinant; ssVSD)が、PSV へ
の輸送は C 末端依存的液胞局在化シグナル(C-terminal VSD; ctVSD)がそれぞれ関与す

る(Neuhaus et al., 1998)。 
 ssVSD をもつタンパク質に、サツマイモの貯蔵タンパク質・スポラミンや、オオム

ギのシステインプロテアーゼであるアリューレインが知られている(Matsuoka et al., 
1991; Holwerda et al., 1992)。スポラミン とアリューレインの N 末端プロペプチドには

Asn-Pro-Ile-Arg というモチーフが存在し、この部位に変異を導入するとシグナルとし

て機能しなくなる(Nakamura et al., 1993; Holwerda et al., 1992)。ssVSD はタンパク質の

N 末端だけでなく C 末端やタンパク質の途中に位置するときでも、タンパク質の表面

に露出していればシグナルとして機能する(Koide et al., 1997)。ssVSD 型タンパク質は

ゴルジ体からクラスリン被覆小胞(Clathrin coated vesicle ; CCV)に詰め込まれ、液胞へ

輸送される(Hohl et al.,1996)。また、ssVSD 受容体タンパク質、BP-80(エンドウマメ)、
BP-72(パンプキン)、AtELP(シロイヌナズナ)、がクラスリン被覆小胞画分から単離さ
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れている(Paris et al., 1997; Shimada et al., 1997; Ahmed et al., 1997)。これら受容体はいず

れも Type I 型の膜タンパク質であり、細胞質ドメインにはクラスリン被服に結合す

るためのモチーフ、Tyr-X-X-∅(疎水性アミノ酸)、が存在する。BP-80 は ssVSD (オオ

ムギのアリューレイン、サツマイモのスポラミン、ブラジルナッツの 2S アルブミン

由来）には結合するが、オオムギのレクチン由来の ctVSD には結合しない(Kirsch et al., 
1994)。また、中性 pH では ssVSD と受容体が結合するが、酸性 pH のもとでは親和

性が低下することが明らかになっており(Ahmed et al., 2000)、中性に近い pH のゴルジ

体内腔で ssVSD と受容体が結合し、LV 手前の酸性区画である液胞前駆体(prevacuolar 
compartment; PVC)に到達すると受容体は ssVSD タンパク質を放出すると考えられて

いる。また ssVSD 型輸送機構は、酵母における液胞輸送機構と同様であることが示さ

れた(Humair et al., 2001)。酵母の液胞輸送シグナル受容体の突然変異株では、液胞タ

ンパク質 CPY は分泌されるが、BP-80 を発現させると液胞への局在性が回復した。ま

た、ssVSD 型液胞タンパク質であるオオムギのアリューレインを酵母に導入すると液

胞へ輸送される。 
ctVSD をもつタンパク質に、PR-1、キチナーゼ、β-1,3-グルカナーゼ、オスモチン

などのいわゆる PR タンパク質や(Dixon et al.,1991; Sticher et al.,1992; Neuhaus et al., 
1991; Melchers et al., 1993)、ポリアミンオキシダーゼ、貯蔵タンパク質がある(Cervelli 
et al., 2004, Frigerio et al., 1998)。PRX も PR タンパク質に分類され、HRP C1a の CTPP 
は ctVSD として機能すると予想される。ctVSD 型輸送はイノシトール-3-リン酸キナ

ーゼ阻害剤であるウォルトマニンにより阻害されるのに対し、ssVSD 輸送は阻害され

ないことが報告されている (Matsuoka et al., 1995)。また形態学的には、ctVSD タンパ

ク質は電子密度の高い、高密度小胞(Dense vesicle; DV)により輸送されることが知られ

ている（Fig.2-1）(Neuhaus et al., 1998)。Hinz ら(1999) は、エンドウマメの子葉から

精製した DV には、PSV マーカーであるα-TIP が濃縮されているが、ssVSD レセプタ

ーである BP-80 は存在しないことを示した。これらの知見から、ssVSD タンパク質

と ctVSD タンパク質は異なる輸送経路を辿ると考えられている。ctVSD の長さは数

アミノ酸から 30 アミノ酸残基と多様であり、シグナル間のコンセンサスアミノ酸配

列は認められず、またその受容体も単離されていない(Neuhaus et al., 1998)。すなわち、

ctVSD が液胞局在化シグナルとして機能するためのアミノ酸配列の法則性や、ctVSD
が相互作用する因子については全く未知である。 
本章では、HRP C1a を ctVSD 型液胞タンパク質のモデルとして用い、液胞輸送過

程における C 末端プロペプチドの機能領域限定および二次構造の重要性について解

析した。まず、西洋ワサビにおける HRP C1a の局在解析を行い、PSV に HRP C1a が
局在化することを示した。また、一章で構築した BY2 細胞を宿主として用いた HRP 
C1a 発現系を応用して、液胞局在化シグナルとして機能するために必要な CTPP のド

メインを解析した。15 アミノ酸のうち、C 末端側の６アミノ酸だけでも液胞輸送が仲
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介された。一方で、全長 CTPP が両親媒性α-ヘリックス構造をとることも液胞輸送に

おいて重要であることを示唆する結果を得た。 
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2.2 材料と方法 

 
2.2.1 使用植物 
 西洋サワビ(Armoracia rusticana) とタバコ培養細胞 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright 
Yellow 2)を用いた。 
 
2.2.2 抗体 
 HRP C1a タンパク質(Type IV, SIGMA) を抗原タンパク質とし、マウスを用いて抗

血清を作製した。抗血清の作製は、北海道システムサイエンス社に依頼した。 
  
2.2.3 ウェスタンブロッティング 
 SDS-PAGE 後のゲルを Transfer buffer(48 mM Tris-HCl (pH8.3), 39 mM Glycine, 20% 
methanol)中で 15 分間平衡化した後、エレクトロトランスファー装置（日本エイドー、

NA-1512）を用いて Transfer buffer 中で 1 mA/cm2 の定電流にて 45 分間通電し、タン

パク質を PVDF メンブレン(Hybond-P; Amersham 社）上にブロットした。ブロッティ

ング後のメンブレンを Blocking buffer (25 mM Tris-HCl (pH8.0), 137 mM NaCl, 2.7 mM 
KCL, 0.05% Tween20, 3% Skim milk)に浸して 1 時間ブロッキングを行った。メンブレ

ンを、一次抗体を加えた 10 ml の Blocking buffer に浸し、室温で 1 時間（もしくは 4°C
で一晩）反応させた。メンブレンを Blocking buffer で 5 分間 3 回洗浄後、2 次抗体を

加えた 10 ml の Blocking buffer に浸し、室温時間反応させた。TBST(25 mM Tris-HCl 
(pH8.0), 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.05% Tween20)で 5 分間 3 回洗浄後、アルカリフ

ォスファターゼ発色溶液[15 ml AP buffer (100 mM Tris-HCL (pH9.5), 100 mM KCL, 
0.05% Tween20), 100 µl NBT 溶液(5% (w/v) 4-nitro blur tetrazolium chloride, 70% (v/v) 
dimethylformamide), 50 µl BCIP 溶液(5% (w/v) 5-bromo-4-chloro-3-indyl-phosphate in 
dimethylformamide)]に浸しシグナルが検出されるまで反応させ、最後にメンブレンを

蒸留水で洗浄した。 
 
2.2.4 免疫蛍光法 
凍結ブロックの作製 
 西洋ワサビ組織（葉柄，塊根）を両刃カミソリで長さ 5 mm 程度に切り、十分量の

4% パラホルムアルデヒド固定液の入った試料ビンに入れ、デシケーターで減圧し、

1 時間程度固定した。固定後 0.1 M PBS で 3 回（各 10 分間）洗浄した。次に、5% シ
ョ糖添加 0.1M PBS と 20%ショ糖添加 0.1 M PBS の比が 2:1、1:1、1:2 の混合液に順に

30 分間、室温で浸漬し、組織中の水分をショ糖添加 PBS で置換した。さらに 20% シ
ョ糖添加 0.1 M PBS に 1 時間以上浸漬した後、20% ショ糖添加 0.1 M PBS と OCT 
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compound（Tissue-tek 社）の比が 2:1 の混合液を一晩以上 (4°C) 浸透させた。アルミ

ホイルでカップを作り、その中にサンプルと OCT compound を入れて液体窒素で凍結

した。 
 
凍結切片の作製 
 クリオスタット(HM500+0M, ミクローム社)を用いて 10 µm の厚さの凍結切片を作

製し、APS コート付きのスライドグラスに貼り付けた。作製した凍結切片を載せたス

ライドグラスは-80°C で保存した。 
 
抗体処理 
 凍結切片を常温に戻した後、1% Triton X を含む Superblock Blocking Buffer for PBS 
(PIERCE 社)で 1 日以上ブロッキング及び浸透化処理を行った。その後、マウス由来

抗 HRP C1a 抗を一晩反応させ、PBST(0.05% Tween 20 in 0.1 M PBS)で 3 回（各 10 分

間）洗浄した。さらに二次抗体(ウサギ由来 Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG 抗体

(Molecular Probe 社))を、一晩反応させた後、PBST で 3 回(各 10 分間)洗浄し、ベクタ

ーシールド(Vector Laboratories 社)で封入した。共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
免疫蛍光観察 
 共焦点レーザー顕微鏡 (LSM510 META, Carl Zeiss 社)を用いて、蛍光観察を行った。 
 
2.2.5 免疫電子顕微鏡観察 
固定 
西洋ワサビ組織を厚さ 1 mm 以下に細切し、固定液 (4% paraformaldehyde, 0.7% 
glutaraldehyde in 50 mM PBS pH 7.2)の入った試料ビンに入れた。デシケーターで減圧

浸透した後、4°C で 1 時間静置し、固定を行った。50 mM PBS で 5 回（各 10 分間)
洗浄した後、4°C で一晩、遮光して静置した。 
 
脱水 
後固定の後、蒸留水で 3 回 (各 10 分間、氷上) 洗浄した。次に、25% エタノール溶

液中に 2 時間 (4°C)、60% エタノール溶液中に 2 時間 (-30°C)、80% エタノール溶液

中に 2 時間 (-30°C)、99%エタノール溶液中に一晩 (-30°C) 浸漬し、脱水を行なった。

さらに室温に 30 分間置いた後、100% エタノールで 3 回 (室温、各 20 分間)脱水した。 
 
中間溶媒による置換 
 置換剤としてプロピレンオキサイドを用いた。100% エタノールで脱水した後、

100% エタノールとプロピレンオキサイドの比が 2:1 の混合液に 20 分間 (室温)、1:2
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の混合液に 20 分間 (室温)、プロピレンオキサイドに 1 時間 (室温) 浸漬させて、置

換操作を行った。 
 
樹脂包埋 
 プロピレンオキサイドと LR White 樹脂(0.1 g 2-ethoxy-2-phenyl-acetophenone in 20 ml 
LR White (LONDON RESIN COMPANY LIMITED))の比が 2:1、1:1、1:2 の混合液を順

に置き換え、室温で各 1 時間振盪した。LR White 樹脂にサンプルを浸漬し、2 時間、

室温で振盪した。さらに新しい LR White 樹脂にサンプルを沈め、2 時間振盪した後、

UV 重合機(TUV-100, 堂阪 EM 社)を用いて 48 時間置重合反応を行った。 
 
超薄切片の作製 
組織を包埋した樹脂ブロックを、ガラスナイフで目的の試料位置まで面出しした。

片刃カミソリを用いて、組織片周辺の樹脂をトリミングした。ミクロトーム (Leica 
S/FC S)を用いて、ダイヤモンドナイフで厚さ 80～90 nm の超薄切片を作製し、電顕観

察用グリッド(日新 EM 社)に載せた。 
 
抗体処理 
 切片の付着面を下にしてグリッドを 3% H2O2 に浮かせ、3 分間エッチング処理を行

った。蒸留水で 3 回 (各 5 分間) 洗浄した後、5% BSA 添加 superblock blocking buffer
を用いて 37°C、10 分間ブロッキング反応を行った。次に、シャーレの上にパラフィ

ルムを敷いて一次抗体を滴下し、その溶液中にグリッドを沈ませ、37°C で一時間静

置した。PBST で 3 回洗浄 (各 5 分間、室温)した。二次抗体処理を、室温で一時間行

った。PBST で 2 回洗浄した後、蒸留水で 1 回洗浄 (各 5 分間) した。 
 
一次抗体 : マウス由来抗 HRP C1a 抗血清、200 倍希釈 

ラビット由来抗δ- TIP 抗体、8.0 µg/ml で使用 
二次抗体 : 金コロイド標識ヤギ抗マウス IgG 二次抗体(粒径,15 nm) 

(British BioCell International, Ltd)、75 倍希釈 
金コロイド標識ヤギ抗ラビット IgG 二次抗体(粒径,15 nm) 

(British BioCell International, Ltd. )、75 倍希釈で使用 
 
 
電子染色 
 シャーレの底にパラフィルムを敷き、その上に酢酸ウラニル染色液(1% 酢酸ウラ

ン)を滴下し、切片を載せたグリッドを静かに液面に浮かせ暗黒下、室温で約 10～20
分間染色した。ピンセットを用いてグリッドを水洗した後、余分なグリッドの水を濾
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紙で吸い取った。次に鉛染色液を用いて、35°C で約 15 分間、鉛染色を行なった。染

色後水洗し、濾紙で水を吸い取り乾燥させた。 
  
鉛染色液: 1.33 g の硝酸鉛および 1.76 g のクエン酸ナトリウム (2 水塩)を蒸留水 30 ml
に溶解した後、1 N NaOH 8 ml を添加した。全量 50 ml になるように蒸留水を加えた。

乾かした後、電子染色を行い透過型電子顕微鏡 (TEM、日立 H-7100)で観察した。 
 
写真現像 
 フィルムを水に 1 分間浸した後、現像液に浸漬し、30 秒ごとに攪拌しながら 4 分間

反応させた。次に停止液に 2 分間程度浸した後、定着液に 10 分間フィルムを浸漬し

た。定着反応後、水で洗浄した。 
 
2.2.6 HRP C1a の細胞外分泌割合の測定 
 形質転換 BY2 細胞を、改変 LS 培地を用いて暗所 27°C で振盪培養し、培養 5 日目

の細胞および培地を解析に用いた。フィルターホルダー(NALGENE 社)を用いて細胞

と培地を分離し、細胞の湿重量( g) および培地容積( ml) を測定した。細胞のうち 3 g 
を 50 ml 遠心管に測りとり、2 ml の 10×緩衝液(10 mM DTT, 10 mM PMSF, 100 mM 
KH2PO4 pH 6.0)を添加後、超純粋で 20 ml にメスアップした。遠心管を氷で冷却しな

がら超音波破砕機(ASTRASON MODEL XL2020, 和研薬株式会社)を用いて細胞を破

砕した。細胞破砕液のうち、1 ml を 1.5 ml 微小遠心管に移し、15,000 rpm、 4°C で

20 分間遠心した。上清を回収し、細胞画分サンプルとした。培養上清 500 µl に 2×緩
衝液(2 mM DTT, 2 mM PMEF, 20 mM KH2PO4 pH 6.0) を 500 µl 添加し、15,000 rpm、 
4°C で 20 分間遠心した。上清を回収し、培地画分サンプルとした。細胞画分および

培地画分サンプルを 1×緩衝液(1 mM DTT, 1 mM PMEF, 10 mM KH2PO4 pH 6.0) を用い

て適当に希釈した後、等電点電気泳動を行い、HRP C1a の定量を行った(第一章材料

と方法、1.2.15 参照)。細胞画分(C)および培地画分(M) に含まれる細胞湿重量当たり

の HRP C1a 量を求め、細胞外分泌割合、M/(C+M)×100(%)、を算出した。 
 
2.2.7 遺伝子構築 
CTPP へのアミノ酸置換導入 

C1a-CTPP-Gly-R もしくはC1a-CTPP-GlyGly-R プライマーおよびC1a-Fプライマー

を用いて PCR を行い、CTPP の C 末端に Gly 残基を２個付加し、C1aC+GG を作製

した(Fig. 2-14)。その他の CTPP 置換に関しては、以下のように行った。C1a-F およ

び C1a-NsiI-R をプライマーとして用い、C1a 成熟領域の下流に NsiI 部位を導入した。

この断片を pUC118 にサブクローニングして塩基配列を確認した。NsiI カット、T4 
DNA ポリメラーゼによる末端の平滑化を行った後、アルカリフォスファターゼを用
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いて脱燐酸化を行い、各 CTPP 断片を導入するためのベクターとした。C1aN10, C1aC6, 
C1aC6+GG, BLC, BLC+GG, CPEC をコードする断片は必要な組み合わせのオリゴヌク

レオチド(Table 1-1)をアニーリング後、T4 ポリメラーゼによって伸長反応を行い、末

端の平滑化および燐酸化を行った後、前述のベクターに導入した。V347P もしくは

V347P+GG の作製は、C1aC(=N-C1a-C)もしくは C1aC+GG がクローニングされている

pUC118 を鋳型にし、C1aC-Pro-F および C1a-Pro-R プライマーを用いて PCR を行っ

た。増幅された全長ベクター断片の末端を平滑化し、セルフライゲーションを行った。

CPEC+GG の作製は、CPEC を鋳型として用い、C1a-F および CPEC-GGR プライマ

ーを用いて PCR を行った。これらの遺伝子は NtADH 5’ UTR に連結した後、バイナ

リーベクターpMS の CaMV 35S プロモーターの下流にサブクローニングした。 
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2.3 結 果 

 
2.3.1 西洋ワサビ組織における HRP C1a の発現解析 
 第一章では、タバコ培養細胞 BY2 およびタバコ植物体において、CTPP が液胞局在

化シグナルとして機能することを示した。植物細胞には、タンパク質貯蔵液胞 (PSV)
および加水分解性液胞 (LV)の二種類に加え、これらの液胞が融合した中央液胞 (CV) 
が存在する。BY2 細胞には融合型の CV のみが存在し、PSV と LV の明瞭な区画化

が行われていない。CTPP がどちらの液胞への輸送シグナルかを知るため、西洋ワサ

ビ組織における、HRP C1a の局在解析を行った。 
 まず、HRP C1a が高蓄積する器官を調べた。塊根、若根、葉柄および葉身(Fig. 2-2)
から可溶性タンパク質を調製し、等電点電気泳動および活性染色を行った(Fig. 2-3 A)。
その結果、すべての器官で HRP C1a の蓄積が認められ、特に塊根と葉柄において高

蓄積していることがわかった。また、各器官から調製したサンプルを用いて、

SDS-PAGE およびマウス由来 HRP C1a 抗血清を用いたウェスタン解析を行った(Fig. 
2-3 B)。その結果、活性染色の結果と同様、すべての器官において HRP C1a タンパク

質の蓄積が認められ、塊根および葉柄では特に高蓄積していた。また、この抗 HRP C1a 
抗血清は、西洋ワサビタンパク質への非特異的結合が見られなかったため、以下の免

疫組織学的解析において有効であると判断した。 
 
2.3.2 西洋ワサビ組織における HRP C1a の局在解析 
 細胞分画によって、HRP C1a の液胞局在性を確認した。HRP C1a が高蓄積する、

葉柄からプロトプラストおよび液胞を調製したところ、HRP C1a は主として液胞内画

分に検出された(Fig.2-4 C)。次に、葉柄からアポプラスト液を調製した。その結果、

HRP C1a の一部はアポプラストにも存在することが明らかになった(Fig.2-5 A)。また、

そのシグナル強度をもとにアポプラストに存在する割合を見積もったところ 5% 程
度であった。 
  
2.3.3 免疫組織学的手法を用いた HRP C1a の局在解析 
 まず、葉柄における HRP C1a の局在解析を行った。葉柄において HRP C1a のシグ

ナルは葉柄組織全体で検出された(Fig. 2-6 A)。特に、維管束周辺において高蓄積が見

られた。そこで、維管束周辺の細胞における HRP C1a の局在を詳細に解析した。HRP 
C1a の局在化パターンとして以下の 3 タイプが見られた。第一のパターンとして、導

管付近の細胞において、大きな液胞に HRP C1a が存在した(Fig.2-7A,C)。この液胞で

は、液胞膜の内側に接する電子密度の高い凝集体に HRP C1a が存在した(Fig. 2-7D,E)。
第二のパターンとして、中央液胞とは別に、直径 5 µm 程度の小さな液胞内に強いシ
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グナルが観察された(Fig. 2-8 A,C)。また、第三のパターンとして、中央液胞の内部に

存在する、電子密度の高い凝集体に HRP C1a が存在した(Fig. 2-9 A,C)。 
 次に、塊根における局在解析を行った。免疫蛍光観察の結果、三つの特徴的なパタ

ーンが観察された。第一のパターンとして、HRP C1a を蓄積する一層の細胞層が見ら

れた（Fig. 2-10A, arrow head）。これらの細胞では、液胞膜に HRP C1a が存在した(Fig. 
2-11A)。また第二のパターンとして、塊根組織中に点在する、細胞の大部分を占める

大きな液胞に HRP C1a が高蓄積していた(Fig. 2-10, Fig. 2-11 A, C)。このような液胞内

には、電子密度の高い凝集体が観察され、貯蔵物質が蓄えられていることが予想され

た。また、第三のパターンとして、液胞内ではなく細胞壁にも HRP C1a の蓄積が見

られ、リグニンやスベリンの蓄積により肥大化した、導管の二次細胞壁に HRP C1a が
蓄積していた(Fig. 2-12)。以上の結果より、西洋ワサビ組織において HRP C1a は液胞

内の高電子密度の凝集体中に存在し、特に塊根においては貯蔵のために特殊化した液

胞に存在することがわかった。 
 また、貯蔵液胞のマーカーであるδ-TIP 抗体を用い、HRP C1a が存在する液胞が貯

蔵タイプであることを確認した。葉柄の細胞は大きな液胞で占められている。その液

胞の種類として電子密度の高い内容物を含む液胞と内容物があまり含まれない液胞

の二種類が見られた(Fig. 2-13A)。HRP C1a およびδ-TIP はともに、電子密度の高い内

容物を含む液胞に存在し(Fig. 2-13B)、内容物を含まない液胞には存在しなかった。こ

のことから、HRP C1a は貯蔵型の液胞に蓄積されることが確認された。 
  
 
2.3.4 CTPP の機能領域の限定 
植物細胞において、加水分解性液胞 (LV) への輸送は配列特異的液胞局在化シグナ

ル(ssVSD)、タンパク質貯蔵液胞(PSV) への輸送は C 末端依存的液胞局在化シグナル

(ctVSD)によって仲介される。西洋ワサビ組織において HRP C1a はタンパク質貯蔵タ

イプと思われる液胞に存在した。また予備的な結果ではあるが、免疫組織学的手法に

より HRP C1a とタンパク質貯蔵型液胞のマーカータンパク質であるδ-TIP(δ-tonoplast 
intrinsic protein, 水チャネル)が同じ液胞に共存することを確認している。これらの結

果から、CTPP は ctVSD として機能すると考えられる。植物液胞タンパク質のプロ

ペプチドが ctVSD として機能するという報告は多数あるが、ctVSD の長さは数アミ

ノ酸～20 アミノ酸残基程度と多様であり、コンセンサス配列も見出されていない

(Fig.2-14)。しかし、HRP C1a を含むいくつかの CTPP については C 末端の５アミノ

酸が比較的似ていることがわかった。そこで、液胞輸送におけるこの数アミノ酸の重

要性を調べた。この数アミノ酸を欠失した、CTPP 前半の 10 アミノ酸残基(N10 配列)、
C 末端の 6 アミノ酸残基(C6 配列)および CTPP(C15 配列)をそれぞれ、HRP C1a に融

合した(Fig.2-15)。CaMV 35S プロモーターおよび NtADH 5’UTR に連結し、アグロバ
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クテリウム法により BY2 細胞に導入した。等電点電気泳動および活性染色を行い、

選抜したクローンを液体培地に移した。各構築について２クローンずつの細胞(細胞

壁を含む)および培地中の HRP C1a 量を測定し、細胞外に分泌された HRP C1a の割

合を算出した。植物小胞輸送のデフォルト経路は細胞外分泌であり、液胞輸送は積極

的な過程である。そのため C 末端に融合したペプチドが液胞局在化シグナルとして機

能しない場合、HRP C1a は細胞外分泌されることになる。結果、C15 および C6 配列

を用いた場合、主として細胞画分に HRP C1a が存在したが、N10 配列を付加した場

合ほとんどの HRP C1a は細胞外へ分泌された(Fig. 2-16A)。また各クローンの培地お

よび液胞サンプルを調製し、等電点電気泳動を行った。C15 および C6 配列を付加し

た場合、HRP C1a は液胞に蓄積したが、N10 配列を付加した場合は細胞外への分泌が

確認された(Fig. 2-16B)。これらの結果から、C 末端６アミノ酸残基だけでも液胞輸送

が仲介されることがわかった。また、N 末側の 10 アミノ酸残基のみでは液胞輸送は

行われないことが明らかになった。 
 
2.3.3 液胞局在化シグナルへの Gly 残基の付加 
 ctVSD による輸送機構の詳細は明らかにされていないが、C 末端に Gly 残基を付

加することで輸送能が損なわれることが知られている(Dombrowski et al., 1993)。そこ

で、C15 および C6 配列が Gly 付加の影響を受けるかを調べた。また、Gly 付加によ

り輸送能が損なわれることが報告されている、大麦レクチンの C 末端プロペプチド

(barley lectin CTPP; BLC と表記)をコントロールとして参照した。各ペプチド(C15, 
C15+GG, C6, C6+GG, BLC, BLC+GG)を融合した HRP C1a 遺伝子を作製し、BY2 細胞

に導入した(Fig.2-15)。各２クローンを選抜し、液体培地に移した。細胞画分および培

地中の HRP C1a 量を測定し、分泌された HRP C1a の割合を算出した(Fig.2-17A)。BLC
は HRP C1a に融合した場合も液胞局在化シグナルとして機能し、また Gly 付加によ

りその機能は損なわれた(Fig.2-17A,B)。C6 は典型的な ctVSD として機能し、Gly 付

加による輸送能の阻害が確認されたが、一方 C15 については Gly 付加による影響を

うけず C15+GG 配列によっても液胞輸送が認められた(Fig.2-17A,B)。 
 C6+GG 付加 HRP C1a 導入 BY2 において、生産された HRP C1a の等電点は酸性側

にシフトしていた(Fig.2-17B)。C6 の場合、細胞内の HRP C1a は主として天然 HRP C1a 
と同じ pI 値であった。培地サンプルにおいては、低希釈倍率では HRP C1a が検出可

能であり、その pI は天然 HRP C1a より低い値を示した(Fig.2-18)。C6 配列には酸性

アミノ酸が含まれ、プロペプチドが切除されずに残っている HRP C1a が、天然のも

のより酸性側に検出されたと考えている。 
 以上の結果より、BY2 における液胞輸送において C6 配列は典型的な ctVSD として

機能し、Gly 残基付加によって機能が損なわれた。一方で、全長 CTPP(C15 配列)は
Gly 残基付加の影響が見られず、N 末側 10 アミノ酸にも何らかの機能があることが
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示唆された。 
 
2.3.4 C15 配列の二次構造の重要性 
 Gly 付加実験の結果から、CTPP の前半部分も液胞輸送において何らかの機能を有

していることが示唆された。N10 配列単独では液胞輸送能を持たないため、C6 と共

存する時に機能を発現すると考えられる。ひとつの可能性として、C6 と推定上の受

容体の親和性を高める働きを有することが考えられる。また別の可能性として、全長

CTPP の二次構造が液胞輸送において重要な機能を有することが考えられた。C15 配

列は酸性アミノ酸を含む親水性面と疎水性面から構成される“両親媒性α-ヘリック

ス”構造をとる可能性がある(Fig.2-19A)。両親媒性 α-ヘリックスは大腸菌からほ乳類

にいたるまで様々な生物において見つかっており、共通の性質として、酸性環境下で

脂質膜と直接結合することが知られている。大麦レクチンの CTPP はこのような二次

構造をとらないと考えられ(Fig.2-19B)、BLC と C15 への Gly 残基付加の効果の差異

は CTPP の二次構造の違いにより生じる可能性がある。また、ラットのカルボキシペ

プチダーゼ E(carboxypeptidase E;CPE)の C 末端プロペプチドは脂質と結合することで

小胞輸送のシグナルとして機能することが報告されている(Fig.2-19C) (Fricker et al., 
1990)。 
 そこで、C15 配列の二次構造の重要性について検証した。347 番目の Val 残基を二

次構造の破壊作用を有する Pro 残基に置換した V347P、および C15+GG 配列にさら

に Pro 置換を導入した V347P+GG 配列を HRP C1a に融合した(Fig. 2-15)。カナマイ

シン耐性カルスから、等電点電気泳動により選抜したクローンを液体培地に移した。

細胞画分および培地中の HRP C1a 量を測定し、分泌された HRP C1a の割合を算出し

た(Fig.2-20)。HRP C1a の細胞外分泌割合は、V347P 配列を付加した場合は 2.7% 程度

であるのに対し、V347P+GG 配列を付加した場合は 18% 程度であった。V347P 配列

を付加した場合、C6 配列が完全な形で残っており Pro 残基導入の効果が小さいと考

えられる。一方で Gly 残基の付加により C6 配列による液胞輸送が損なわれている

V347P+GG 配列を付加した場合は、C15 配列の二次構造破壊により液胞輸送活性の

顕著な低下が認められたと考えられる。 
次に、両親媒性α-ヘリックス構造をとることが報告されている CPE の C 末端プロ

ペプチド(CPEC)によって植物液胞への輸送が仲介されるかを調べた。CPEC を HRP 
C1a に融合し、BY2 細胞に導入した(Fig. 2-15)。カナマイシン耐性カルスから、等電

点電気泳動により選抜した各２クローンを液体培地に移した。細胞画分および培地中

の HRP C1a 量を測定し、分泌された HRP C1a の割合を算出した(Fig.2-21A)。その結

果、CPEC 付加 HRP C1a 導入 BY2 において培地中に分泌された HRP C1a の割合は

6% 程度であり、大部分の HRP C1a は細胞内に保持されていた。また培地および液

胞からタンパク質サンプルを調製し、解析した。主として液胞画分に HRP C1a シグ
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ナルが検出された。また、培地サンプルにおいても低希釈倍率では HRP C1a が検出

された(Fig. 2-21B)。液胞画分の HRP C1a は天然 HRP C1a と同じ等電点を有するもの

がほとんどであったが、酸性側にシフトした等電点を有する HRP C1a も存在した。

培地画分においては、HRP C1a の等電点はさらに酸性側にシフトしていた。 
 以上の結果より、酸性アミノ酸を含む両親媒性 α-ヘリックス構造を持つペプチド

鎖が BY2 細胞において液胞局在化シグナルとして機能し得ることがわかった。 
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Fig.2-1 The plant secretory and vacuolar systems.
Indicated are endoplasmic reticulum(ER), Golgi, Cell wall(CW), protein storage vacuole(PSV), 
lytic vacuole(LV) and central vacuole(CV). PSV matrix proteins were transported from the Golgi
via dense vesicle(DV) and multi-vesiculated body(MVB) as a prevacuolar compartment PVC) 
(Robinson et al.,2000; Jiang et al., 2002).PSV crystalloid originated from the ER via precursor 
accumulating (PAC) vesicle (Hara-Nishimura et al.,1998). Proteins of lytic vacuole(LV) are bound 
by sorting receptor in the Golgi, packed into clathrin coated vesicle(CCV) and transported to the 
LV by way of lytic prevacuolar compartment (PV)(Paris et al., 1997).In vegetative tissues and 
cultured cells, PSV and LV fuse to make large central vacuole. The secretion into the CW is 
default pathway for the soluble secretory proteins in plant cells.  
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Fig.2-2 Morphology of horseradish plant. 
Horseradish root tuber (B) purchased from a  

super market was grown in a green house (A). 
Horseradish bear white flowers with a good 
smell at the top of stem in early summer in 
Japan (A). Horseradish plants regenerated from 
leaf blade was also grown up on MS medium 
(Murashige and Skoog, 1962) in germ-free 
culture pots (C). 
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A

Fig. 2-3. HRP C1a accumulation in horseradish organs.
Protein samples were prepared from horseradish root tuber, young root, petiole and leaf 
blade. The sample was analyzed by IEF and activity staining with 4-chloro-1-naphtole 
(A), or by SDS-PAGE and subsequent western blotting with anti-HRP C1a antiserum (B). 
As a standard marker, HRP C (Type IV, SIGMA) was loaded in lane H. Signals for HRP 
C1a are marked with triangles.
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Fig. 2-4. Vacuole isolation from horseradish petiole.
(A) Protoplasts were isolated from petiole of horseradish plants.
(B) Vacuoles were prepared from protoplasts by ultracentrifugation.
(C) Protein samples of each fraction were separated by IEF and peroxidases were 
detected by ECL detection system. Filled triangle and open triangles indicate HRP C1a 
and other peroxidase isoenzymes, respectively. The direction of the electrodes are 
indicated by ＋and －. 
(D) Protein profile in each fraction. Proteins of whole cell, protoplast and vacuole were 
separated by SDS-PAGE, and the gel was stained with CBB. 
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Fig. 2-5. Apoplast sap collection from horseradish petiole.
(A) Whole cell fraction and apoplast sap fraction was prepared and analysed by IEF and 
activity staining for peroxidase with 4-chloro-1-naphthol.  The direction of the 
electrodes are indicated by ＋and －. 
(B) Proteins in each fraction were separated by SDS-PAGE and the gel was stained 
with CBB. 
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Fig. 2-6 Immuno-fluorescent staining of horseradish petiole with anti-HRP C1a 
antiserum.

Horseradish petiole was fixed with paraformaldehyde and embedded in OCT compound 
(Tissue-tek). 10 µm-slice of sections were prepared using microtome. The section was
treated with anti-HRP C1a antiserum and subsequent Alexa Fluor 488-conjugated anti-
mouse IgG antibodies (A). As a negative control, the section was treated only with the 
secondary antibodies (C). Each section was inspected under confocal fluorescent 
microscope (LSM510 META, Carl Zeiss). (B) and (D) are blight-field images.   EP; 
epidermis, VT; vascular tissues. Scale bars represent 100 µm.
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A B

Fig. 2-7 HRP C1a exist on inner surface of  large vacuole in petiole.
Immuno-fluorescent staining (A) and immuno-gold staining (C,D) of HRP C1a. V; 

vacuoles, CW; cell wall, SCW; thick secondary cell wall of trachea, T; trachea tube. (D) 
and (E) Image of close up of the region indicated by square in (C). Scale bars in (A) and 
(B) represent 5 µm. Scale bars in (C) , (D) and (E) represent 2 µm. Arrow heads
indicate signals for HRP C1a.
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Fig. 2-8 HRP C1a exists in small vacuoles in petiole.
For the immuno-fluorescent staining (A), sections were prepared as mentioned in Fig. 2-
6. For the immuno-gold staining (C), the section was prepared as follows. Horseradish 
petiole was cutted, fixed with glutaraldehyde for primary fixation and with OsO4 for 
second fixation. Fixed tissues were embedded in LR white. Tissues were sliced into 
sections of about 80 nm thick using ultra microtome. Sections were treated with 
anti-HRP C1a antiserum and subsequent gold-labelled anti-mouse IgG antibodies.  After 
electron stain with uranium and plumbum, the section was inspected under transmission 
electron microscope (H-7100, HITACHI). V; vacuoles, CW; cell wall. Scale bars in (A) 
and (B) represent 10 µm.  Scale bar in (C) represents 1 µm.
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Fig. 2-9 HRP C1a forms aggregates in large vacuoles in petiole.
Immuno-fluorescent staining (A) and immuno-gold staining (C) of HRP C1a. V; 

vacuoles, CW; cell wall. Scale bars in (A) and (B) represent 5 µm. Scale bar in (C) 
represents 1 µm. HRP C1a is included in aggregates in the central vacuole (arrow 
head).
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Fig. 2-10 Immuno-fluorescent staining of horseradish root tuber  with anti-HRP C1a 
antiserum.

Horseradish petiole was fixed with paraformaldehyde and embedded in OCT compound 
(Tissue-tek). 10 µm-slice of sections were prepared using microtome. The section was
treated with anti-HRP C1a antiserum and subsequent Alexa Fluor 488-conjugated anti-
mouse IgG antibodies (A). Signals for HRP C1a were dotted all over root tuber. In 
addition to that, HRP C1a existed in the cells at the outermost layer of endodermis.  As a 
negative control, the section was treated only with the secondary antibodies (C). Each 
section was inspected under confocal fluorescent microscope (LSM510 META, Carl 
Zeiss). (B) and (D) are blight-field images. VT; vascular tissues. Scale bars represent 200 
µm.
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Fig. 2-11 HRP C1a is highly accumulated in a particular kind of cells I root tuber.
Immuno-fluorescent staining (A) and immuno-gold staining (C) of HRP C1a. V; 

vacuoles, CW; cell wall. Scale bars in (A) and (B) represent 50 µm. Scale bar in (C) 
represents 1 µm. HRP C1a is highly accumulated in the vacuole of a particular kind of 
cells with little starch granules (arrow head in A and B, and C). Other cells without HRP 
C1a signals contain many starch granules (arrows). 
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Fig. 2-12 HRP C1a exists at thick secondary cell wall in root tuber. 
Immuno-gold staining of root tuber tracheary element with anti-HTP C1a antiserum.  
V; vacuoles, SCW; thick secondary cell wall, CW; thin cell wall, ICS; intercellular space. 
Scale bar represents 1 µm. 
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Fig. 2-13 Vacuole containing HRP C1a is PSV 
The morphology of cells in horseradish petiole(A). Cells contain large vacuole with or 
whithout electron-dense aggregates in it. Immuno-gold staining of HRP C1a(B) and δ-
TIP, a marker protein for PSV(C). HRP C1a and δ-TIP existed in the vacuole containing 
electron-dense aggregates. V; vacuoles. Scale bar in (A) represents 5 µm. Scale 
bars in (B) and (C) represent 2 µm. 
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LLHDMVEVVDFVSSMHRP C1a
NGLLVDTMchitinase (tobacco)

VSGGVWDSSVETNATASLVSEMβ-1,3-glucanase (tobacco)
VFAEAIAANSTLVAElectin (barley)

polyamine oxidase (barley) DELKAEAK

AP24 (tobacco) QAHPNFPLEMPGSDEVAK

phaseolin (common bean) AFVY

defencin (tomato) VFDKISSEVKATLGEEAKTLSEVVLEEEIMME

GDLEEQHPFDSKLELPTDVPR-1b (tobacco)

Fig. 2-14  ctVSDs in plant cells.
C-terminal propeptide of many plant vacuolar proteins are reported to act as the ctVSD. The 

length of ctVSDs varies from a few amino acids to about 20 amino acid residues. The consensus 
amino acid sequences have not found in ctVSDs. The sequence of last 5 amino acids has a 
similarity in certain degree among some ctVSDs including the CTPP of HRP C1a (marked with a 
square). Tobacco chitinase (Neuhaus et al., 1991), tobacco β-1,3-glucanase (Melchers et al., 
1993), barley lectin (Bednarek et al.,1990), tobacco PR-1b (Dixon et al., 1991),  barley 
polyamine oxidase (Cervelli et al., 2004), tobacco AP24 (Melchers et al., 1993), common bean 
phaseolin (Frigerio et al., 1998), tomato defencin (Lay et al., 2003).
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NSNS LLHDMVEVVDFVSSMC15

NSNS LLHDMVEVVDFVSSMGGC15+GG

NSNS *********DFVSSMC6

NSNS *********DFVSSMGGC6+GG

NSNS LLHDMVEVVDN10

NSNS VFAEAIAANSTLVAEGGBLC+GG
NSNS VFAEAIAANSTLVAEBLC

NSNS EEEKEELMEWWKMMCPEC

Fig. 2-15 Modification of the CTPP.
N-terminally located 10 amino acids(N10) or C-terminall located 6 amino acids(C6) of the 
CTPP was added to mature HRP C1a. To see peptides functiones as a typical ctVSD, two Gly
residues were added to the C-terminal of the C6 and C15. As the control CTPP whose vacuolar 
sorting function is disrupted by the Gly addition, CTPP of barley lectin(Dombrowski et al., 1993) 
was fused to HRP C1a. For the disruption of the secondary structure of the CTPP, Val347 was 
replaced with Pro residue(V347P, V347P+GG). The CTPP of rat carboxypeptidase E, which 
forms amphipathic helix to interact with the lipid membrane, was used(CPEC). These genes were 
placed under the control of CaMV 35 S promoter and translational enhancer, NtADH 5’ UTR.
C1aSP; signal peptide of HRP C1a which is the same as NTPP described in chapter1.

CTPPC1aSPNtADH 5’UTR Mature HRP C1a

translation
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Fig.2-16 C-terminal 6 amino acid residues of the CTPP act as the vacuolar sorting 
determinant.

BY2 cells expressing HRP C1a gene with modified CTPPs as shown in Fig.2-15. were analyzed.
(A) Proportion of HRP C1a in medium. The amount of HRP C1a in medium and cell (including 
cell wall) were quantified and the percent of HRP C1a in medium was calculated. Two lines of 
transformants were analyzed for each construct. 
(B) Vacuole sample and medium sample were prepared from each transformant and 
analyzed by IEF and ECL detection of HRP C1a. HRP C1a (Type IV, Sigma) was loaded as a 
standard marker.
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Fig.2-17 C6, but not C15, is a typical ctVSD.
Function of typical ctVSD is known to be abolished by the addition of Gly residue to its C-
terminal. Two residues of Gly were added to C15, C6 and BLC(CTPP of barley lectin, 
typical ctVSD). 
(A) Proportion of HRP C1a in medium. The amount of HRP C1a in medium and cell (including 
cell wall) were quantified and the percent of HRP C1a in medium was calculated. Two lines of 
transformants were analyzed for each construct. 
(B) Vacuole sample and medium sample were prepared from each transformant and 
analyzed by IEF and ECL detection of HRP C1a. HRP C1a (Type IV, Sigma) was loaded as a 
standard marker. Solid arrowhead indicates the HRP C1a. Open arrowhead  indicates HRP C1a 
with lower pI value. 
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Fig.2-18 HRP C1a with lower pI value was detected when C6 and C6+GG were expressed.
Samples prepared from medium and cell (including cell wall) were by IEF and ECL detection of 
HRP C1a. HRP C1a (Type IV, Sigma) was loaded as a positive control. Solid arrowhead 
indicates the HRP C1a. Open arrowhead  indicates HRP C1a with lower pI value. The direction 
of electrodes are indicated by +  or -.   
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Fig.2-19 HRP C1a CTPP, but not barley lectin CTPP,  can be folded into amphipathic helix.
C-terminal propeptides of HRP C1a(A), barley lectin (B) (Bednarek et al., 1990), rat 
carboxypeptidase E (C) (Fricker et al., 1990) and E.coli penicillin-binding protein 5 (D) (Phoenix 
and Pratt, 1990) are shown. Lipophilic amino acid residues are indicated in white character with 
filled black circle, and hydrophilic amino acid residues are indicated in black character with open 
circle. CTPP of carboxypeptidase E and penicillin-binding protein 5 are reported to interact 
directly with lipid membrane in low pH. 
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Fig.2-20 The effect of the helix-breaking by Pro insertion. 
BY2 cells expressing HRP C1a gene with modified CTPPs as shown in Fig.2-15. were analyzed.
The amount of HRP C1a in medium and cell (including cell wall) were quantified and the 
percent of HRP C1a in medium was calculated. 
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Fig.2-21 Amphipathic helix derived from C-terminal propeptide of CPE acted as VSD. 
(A) Proportion of HRP C1a in medium. The amount of HRP C1a in medium and cell (including 
cell wall) were quantified and the percent of HRP C1a in medium was calculated. Two lines of 
transformants were analyzed for each construct. 
Sample were prepared from medium, protoplast and vacuole of BY2 cells expressing HRP 
(B) C1a with CTPP of carboxypeptidase E. Proteins were separated by IEF and ECL detection 
of HRP C1a. HRP C1a (Type IV, Sigma) was loaded as a standard marker. Solid arrowhead 
indicates the HRP C1a. Open arrowhead  indicates HRP C1a with lower pI value. The direction 
of electrodes are indicated by +  or -.   
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Fig. 2-22 The structure of N-glycans.
(A)  Major N-glycan structures of HRP C1a. N-glycan structure was analyzed by 
Takahashi et al.(1998). The frequency of the N-glycan is shown above each structure.
(B) Typical structures of N-glycan attached to proteins in vacuole and apoplast of plant cells.
The addition of xylose to mannose and fucose to GlcNAc occurs in Golgi apparatus. 
Proteins transported to the vacuole through Golgi have paucimannosidic-type N-glycans.
Vacuolar proteins transported directly from the ER have high-mannose-type N-glycans which 
do not contain Xyl and Fuc.  
Man:mannose, Gal: galactose, Xyl:xylose, Fuc:fucose, GlcNAc:N-acetyl glucosamine

88



Fig. 2-23 Small vesicles are observed in the central vacuole.
Vacuoles were prepared from BY2 cells expressing N-G-C(Fig.1-2). In addition to the 
vacuole with green fluorescence throughout it, the vacuole containing small green 
vesicles was observed. A and C are fluorescence images, B and D are bright field images.
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Fig. 2-24 The model of vacuolar sorting mediated by C6 or C15.
Two types of vacuolar sorting determinants will be included in the CTPP of HRP C1a.
One is C6, 6 amino acids at C-terminus of the CTPP, whose vacuolar sorting ability is 
abolished by the addition of Gly residues to its C-terminus. C6 may associate with the 
hypothetical receptor or mediate self aggregation in the Golgi complex. The other is C15 
that can be folded into amphipathic α-helix to interact with the lipid membrane. 
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2.4 考 察 

2.4.1 西洋ワサビ組織における HRP C1a の局在 
 細胞分画により、西洋ワサビ組織において HRP C1a は主として液胞に存在

し、葉柄では数パーセントはアポプラストにも存在することが明らかになった。

また免疫組織学的な解析からも、HRP C1a は液胞およびアポプラストに存在す

ることが確認された。葉柄および塊根において、液胞の HRP C1a は液胞膜の内

側に接して存在した。液胞膜の内側に接して PRX が存在することは、ニチニチ

ソウ、ルピナス、ブドウやトマトの未成熟果実などで報告されている(Sottomayor 
and Barcelo, 2003; Pedreno et al., 1993; Andrews et al., 2002)。HRP C1a を含む液胞

PRX の多くは塩基性アイソザイムであり、酸性のリン脂質とイオン的に結合す

ることが考えられる。液胞内において、HRP C1a は電子密度の高い凝集体中に

存在した。また、塊根においては、凝集体がぎっしり詰め込まれた、大きな液

胞内に HRP C1a が高蓄積した(Fig. 2-11)。また、これらの液胞には貯蔵液胞のマ

ーカータンパク質であるδ-TIP が存在した(Fig.2-13C)。これらの結果から、HRP 
C1a が存在する液胞はタンパク質貯蔵型の液胞であること考えられる。CTPP を

有するオオムギの PRX、BP2 は種子のタンパク質貯蔵液胞に存在することが免

疫電顕法によって示されている(Theilade et al., 1993)。タンパク質貯蔵液胞

(protein storage vacuole; PSV) は種子において発達しており、非常に複雑な構造を

持つオルガネラである。PSV は Matrix, Crystalloid, Globoid cavity から構成され

る(Fig.2-1)。Matrix や Crystalloid は可溶性タンパク質から構成され、Globoid 
cavity はフィチン酸やシュウ酸塩の結晶を含むと考えられている。また、マメ

科植物の種子 PSV には Crystalloid は含まれない(Weber and Neumann, 1980)。
Matrix と Crystalloid のタンパク質組成は異なると考えられており、タバコ種子

でマメの貯蔵タンパク質であるファゼオリンやフィトヘマグルチニンを発現さ

せると PSV matrix に局在化するが(Sturm and Chrispeels, 1988)、トウモロコシの

ゼインを発現した場合は PSV crystalloid へ輸送される(Hoffman et al., 1987)。
Crystalloid を含む PSV を形成する種子には、precursor accumulating vesicle(PAC
小胞)と呼ばれる輸送小胞が存在し、小胞体から直接 crystalloid への輸送を仲介

していると考えられている(Hara-Nishimura et al., 1998)。一方、matrix へのタン

パク質輸送は、ゴルジ体経由で行われる。ゴルジ体において PSV タンパク質の

凝集が起こり、電子密度の高い dense vesicle(DV)を形成し出芽する。DV は次に

PSV 前駆体(prevacuolar compartment; PVC)にとりこまれ、内部に多くの小胞を取

り込んだ多胞体(multivesicular body; MVB)を形成する(Fig. 2-1)。最終的にこの

MVB が PSV に融合し、内容物がとりこまれると考えられている(Robinson et al., 
1998)。種子細胞以外でも、通常の栄養器官において直径 2～5 µm 程度の PSV が
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中央液胞とは独立して存在することが観察されている(Park et al., 2004)。西洋ワ

サビ葉柄において、中央液胞とは独立した直径 5 µm 程度の小さな液胞に HRP 
C1a が存在した(Fig.2-8)。 これらの液胞は、PSV であることが予想され、現在

PSV マーカータンパク質との共局在解析を行っている。また塊根において HRP 
C1a は、点在する特定の細胞内の大きな液胞に高蓄積していた(Fig.2-11)。HRP 
C1a の細胞内輸送機構に加えて、このような特殊な細胞種が形成される機構も

非常に興味深い。 

 HRP C1a の液胞局在性と、N-結合型糖鎖の構造には密接な関係がある。HRP 

C1a は 1 分子あたり 8 箇所という非常に多くの N-結合型糖鎖を有している。現

在データベースに登録されているアポプラスト型および液胞型PRXのN-結合型

糖鎖付加部位(Asn-X-Thr/Ser モチーフ)の数を比較した。アポプラスト型(CTPP

無し)PRX には一分子あたり 2.5±1.9 箇所(N=140)、CTPP 型 PRX には 7.0±2.9 箇

所(N=69)の糖鎖付加シグナルが存在した。一般に N-結合型糖鎖の付加によりタ

ンパク質の安定性が高められると言われているが、液胞内で安定的に保持され

るために CTPP 型 PRX アイソザイムには多くの糖鎖が付加されることが推測さ

れる。また、N-結合型糖鎖の修飾状態を知ることも液胞への局在化経路を理解

する上で重要である。小胞体においてアスパラギン残基に付加されるのは、

Glc3Man9GlcNAc2 という構造の糖鎖であるが、小胞輸送経路を経るうちに糖残

基の切除・再付加が行われる。これらの反応を触媒するのは、糖転移酵素とい

う一群の酵素であり、特定の反応を触媒する糖転移酵素が小胞輸送系の特定の

画分に存在する。したがって、小胞体・ゴルジ体・液胞や細胞外などの区画に

存在するタンパク質は、輸送過程で特有の糖鎖修飾をうけ、それぞれの区画に

特徴的な糖鎖構造を持つことになる (Lerouge et al.,1998)。西洋ワサビから精製

した HRP C1a の糖鎖構造解析が行われ、主に(Xyl)Man3(Fuc)GlcNAc2 という構

造を持つことが報告されている(Takahashi et al., 1998)(Fig. 2-22)。この糖鎖は

paucimannosidic-type に分類され、植物細胞の液胞に局在するタンパク質に特徴

的な糖鎖構造である。HRP C1a 以外でも、オオムギの BP1 、ダイズの SBP など

の CTPP 型 PRX の糖鎖構造が調べられ、いずれも paucimannosidic-type 糖鎖を

持つことが報告されている(Johansson et al.,1992; Gray et al.,1996)。一方、スノキ

（Vaccinium myrtillus L.、ツツジ目）のアポプラスト型 PRX(VMPxC1) は細胞外

タンパク質に特有の糖鎖構造である、complex-type 糖鎖を持つことが報告され

ている (Melo et al., 1997)。さらに paucimannosidic-tyupe 糖鎖には、ゴルジ体特

有の糖鎖修飾である、β(1,2)-xylose および α(1,3)-fucose の付加が行われている。
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このことから、西洋ワサビ組織において HRP C1a はゴルジ体経由で液胞へ輸送

されていることが示唆される。一方、種子の液胞輸送においては、ゴルジ体を

経由せず小胞体から直接液胞へ貯蔵タンパク質が輸送される経路も知られてい

る(Fig.2-1)。実際、ダイズ種子の貯蔵タンパク質の多くはβ(1,2)-xylose および 

α(1,3)-fucose の付加が見られない high mannose-type 糖鎖を有している (Kimura 

et al., 1997)(Fig. 2-22)。このように、糖鎖構造を調べることで、小胞輸送経路の

推定を行うことができる。本研究において BY2 細胞で生産した液胞局在型 HRP 

C1a の糖鎖構造解析を、大阪大学生物工学国際交流センターの藤山和仁助教授

と共同で行った。その結果、天然の西洋ワサビ由来 HRP C1a と同様、

(Xyl)Man3(Fuc)GlcNAc2 が主な構造であることがわかった(データ非掲載)。この

ことから、BY2 細胞においても HRP C1a はゴルジ体を経由して液胞へ輸送され

ると考えられる。 

 
2.4.2 HRP C1a CTPP による液胞局在化機構 
 近年、タンパク質の小胞輸送にはフォスファチジルイノシトール

(phosphatidylinositol; PI)のシグナルが重要な働きを担うことが主として酵母やほ

乳類細胞で明らかになってきた。PI シグナルとして、外部刺激により脂質から

切り取られた PI がセカンドメッセンジャーとして機能することが有名であるが、

一方で脂質に結合した状態のイノシトールのリン酸化状態がその脂質膜

の”identity”を決定することが示されている(reviewed by Odorizzi et al., 2000)。イ

ノシトールは 6 つの水酸基を有しており、各水酸基のリン酸化パターンの違い

により理論的には 26=64 通りのシグナルを提示することが可能である。輸送小胞

とそのターゲット膜は、PI リン酸を指標として相手の膜を正しく認識し、融合

する。例として、酵母においてゴルジ体から出芽する小胞が PI4 リン酸(PI4P)を
提示する場合、その小胞は形質膜と融合し内容物は細胞外へ分泌される。一方、

ほ乳類や酵母において多胞体の形成には PI3P が重要であり(Gillooly et al., 2000; 
Fernandez-Borja et al., 1999)、PI3P を含む輸送小胞はエンドソーム/多胞体の内部

に取り込まれた後、液胞へ輸送される。今のところ、PI3P が多胞体の形成過程

でどのような役割を担うかは明らかにされていない。植物 PSV のタンパク質輸

送においても PI3P が重要であることが明らかになりつつある。オオムギのレク

チン(ctVSD を持つ)とサツマイモのスポラミン(ssVSD を持つ)を共発現する

BY2 細胞に PI3-kinase 阻害剤であるウォルトマニンを処理すると、レクチンは

液胞へ輸送されずに細胞外へ分泌されるが、スポラミンは液胞へ輸送される

(Matsuoka et al., 1995)。タバコキチナーゼの ctVSD 融合 GFP を発現するタバコ

植物体にウォルトマニンを処理すると、液胞への輸送が見られなくなる(Di 
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Sansebastiano et al., 1998)。また、BY2 細胞において多胞体が液胞前駆体

(prevacuolar compartment; PVC)として機能するが、ウォルトマニン処理によって

多胞体の巨大化および内部の小胞の消失が起こることが報告されている(Tse et 
al., 2004)。Kim らは、植物細胞における PI3P の動態を観察するため、PI3P 結合

ドメイン(endosome binding domain; EBD)と GFP の融合タンパク質をシロイヌナ

ズナプロトプラストで発現させた(Kim et al., 2001)。その結果、GFP 蛍光はゴル

ジ体から出芽した小胞に観察された後、その小胞は中央液胞の内腔に取り込ま

れた。本研究においても、NTPP-EGFP-CTPP 融合タンパク質を発現する BY2 の

蛍光観察では、中央液胞全体に GFP 蛍光が観察されたと同時に(Fig.1-4, 1-5)、
GFP 蛍光を有する小胞が中央液胞内に取り込まれる現象も観察された(Fig. 2-23)。
HRP C1a CTPP による液胞輸送過程に PI3P および多胞体が関与するかは興味深

い問題であり、今後検証する必要がある。 
植物液胞輸送において、pH もまた重要な役割を持つ。真核生物の小胞輸送経

路において、小胞体、ゴルジ、液胞前区画へと進むに従い、内腔 pH の低下が認

められ、ゴルジ体では内腔の pH が 5.7 程度まで低下する。pH 勾配を壊す薬剤

(モネンシン、バフィロマイシン)を処理すると、ssVSD 型、ctVSD 型のどちらの

タイプの液胞タンパク質も、液胞へ輸送されずに細胞外分泌が確認される

(Matsuoka et al., 1997; Robinson et al., 1998)。ssVSD 型シグナルについては、その

受容体との結合が pH によって制御されている。中性に近い pH のゴルジ体内腔

において ssVSD と受容体が結合し、LV 手前の酸性区画である液胞前駆体

(prevacuolar compartment; PVC)に到達すると受容体は ssVSDタンパク質を放出す

ると考えられている(Ahmed et al., 2000)。一方で、ctVSD 型液胞輸送において、

内腔の酸性化がどのような影響を及ぼすかということは非常に重要な問題であ

る。ctVSD の受容体は現在のところ未知であるが、ctVSD 受容体が存在し、そ

のような受容体と ctVSD の結合が pH による制御を受ける可能性がある

(Fig.2-24)。また、ctVSD 型液胞タンパク質の凝集が pH により制御される可能性

もある。ctVSD 型貯蔵タンパク質はゴルジ体のシス面において会合を開始する

(Hohl et al., 1996)。また、Robinson らはモネンシンをエンドウマメの子葉に処理

すると多胞体(MVB)における貯蔵タンパク質の会合度合いが低下することを示

している(Robinson et al., 1998)。このような知見から、PSV への輸送とタンパク

質の会合は密接な関係にあると考えられる。西洋ワサビ葉柄の液胞において、

HRP C1a は電子密度の高い凝集体の中に存在した(Fig.2-7, 2-9, 2-11)。このこと

から、HRP C1a の液胞輸送においてもタンパク質の凝集が重要であることが示

唆され、ctVSD(HRP C1a の C6 配列)が凝集過程に関与するかを検証することが

重要である。内腔の酸性化はまた、液胞タンパク質と脂質膜との結合を制御す

る可能性がある。エンドウマメのレギュミン前駆体は疎水性の強いタンパク質
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であり膜結合能を有するのに対して、成熟型レギュミンは膜結合能を持たない

(Hinz et al., 1997)。また、タバコキチナーゼの抗 ctVSD 抗体を用いた解析では、

ctVSD を有する前駆体は膜画分に検出されるが、ctVSD が切除された成熟型は

可溶性画分に検出される(Freydl et al., 1995)。本研究では HRP C1a の C6 配列に

加えて、全長 CTPP(C15 配列)から構成される両親媒性 α-ヘリックス構造が液胞

輸送において重要であることを示唆する結果を得た。アグルチニン A(小麦), レ
クチン(イネ), β-1,3-グルカナーゼ(タバコ) の CTPP も両親媒性α-ヘリックス構

造をとることが予想されている(Wilkins and Raikhel, 1989)。酸性アミノ酸含む親

水性面と疎水性面から成る両親媒性 α-ヘリックスは、ウィルス、大腸菌からヒ

トに至るまで様々な生物のタンパク質中(主に C 末端領域)に見つかっており、そ

の共通の性質として“酸性環境下で脂質二重層と直接結合する”ということが

知られている(Fricker et al., 1990; Phoenix and Pratt, 1990)。一般に、酸性アミノ酸

を含むポリペプチドはアルカリ性および中性環境下ではランダムコイルを形成

するが、pH の低下に伴いα-ヘリックス構造が安定化され、これにより脂質と結

合可能になると考えられている。 
ほ乳類細胞には、このような両親媒性α-ヘリックス構造が小胞輸送のシグナ

ルとして機能する例が存在する。リソソームタンパク質であるサポシンは、マ

ンノース 6 リン酸とは別経路を辿り、サポシンドメインと呼ばれる両親媒性α-
ヘリックス構造を介してリソソームへ輸送されることが明らかになった(Ham, 
2003)。さらに、オオムギの液胞タンパク質であるアスパラギンプロテアー

ゼ:phytepsin はサポシンドメイン様の構造を有し、このドメインは植物細胞にお

いて液胞局在化シグナルとして機能することが明らかにされている(Kervinen et 
al., 1999; Törmäkangas et al., 2001)。また、ほ乳類細胞には調節性分泌経路と呼ば

れる分泌経路が存在する。この経路では、一旦小胞内に蓄積したインスリン等

のペプチドホルモンが、細胞外からの刺激に応答して分泌される。ラット由来

カルボキシペプチダーゼ E(carboxypeptidase E; CPE)は調節性分泌経路において、

ペプチドホルモンを分泌小胞へ詰め込むための受容体として機能する。CPE の C
末端プロペプチドが小胞輸送経路内腔の pH 低下に伴って両親媒性α-ヘリック

ス構造を形成し(Fig.2-19C)、脂質と結合することで、CPE が調節性分泌経路へ送

り込まれる(Dhanvantari et al., 2002)。CPE はまた、酸性環境下ではインスリンと

会合体を形成することが知られており(Rindler, 1998)、調節性分泌経路において

pH の低下はタンパク質の会合および脂質との結合という二つの局面に関与する

と考えられる。ほ乳類調節性分泌経路は、クラスリン被覆を持たない、電子密

度の高いタンパク質凝集体の核を持つ小胞により輸送が行われるという点で、

植物の PSV 輸送過程とよく似ている。CPE の C 末端プロペプチドを融合した

HRP C1a が BY2 細胞において液胞へ輸送された(Fig. 2-21)。また、C15+GG 配列
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に、二次構造を破壊する Pro 残基を導入した場合、液胞輸送割合の低下が認め

られた(Fig.2-20)。これらの結果から、C15 配列の二次構造の重要性が示唆され、

PSV輸送過程においてpH依存的な膜結合ドメインがシグナルとして機能するこ

とが考えられる(Fig.2-24)。 

 

2.4.3 局在性から考えられる HRP C1a の生理機能 
PRX は植物体内において主として、二次細胞壁でのリグニンやスベリンの重

合を行うと考えられている（Whetten et al., 1998; Espelie et al., 1986）。PRX の標

準的な peroxidative cycle では、過酸化水素が還元されると同時に、リグニンや

スベリンをはじめとした様々なフェノール系化合物が酸化(重合)される。PRX 
はまた hydroxylic cycle により、活性酸素種(ROS)の生成を行うことが知られて

いる(reviewed by Passardi et al., 2004)。このようなサイクルにより PRX は IAA も

しくは NADPH と O2 を用いて過酸化水素を生成し、リグニンモノマーであるコ

ニフェリルアルコールを酸化重合できることが報告されている(Ferrer et al., 
1990)。PRX はまた、オーキシンの代謝（Lagrimini et al., 1997）、病原菌抵抗性

（HIlaire et al., 1999; Takahama and Hirota, 2000）、アルカロイドの重合(Sottomayor 
and Barcelo, 2003)や耐塩性（Amaya et al., 1999）、エチレン合成など、様々な生理

作用に関与すると考えられている。これらの知見は in vitro の酵素学的解析、

PRX の発現プロファイル、PRX の過剰発現体や発現抑制植物の解析などから得

られている。しかしながら、PRX の基質特異性は低い事や、植物体内に多くの

アイソザイムが存在することなどから、個々のアイソザイムに特有の生理機能

を定義することは難しい。試験管内で起こる反応が生体内でも起こり得るかと

いうことを考えるとき、ひとつの大きな問題として適切な環境下で、PRX とそ

の基質が共存するか、ということが挙げられる。HRP C1a は植物における PRX
の生理作用を知るためのモデル酵素として汎用され、リグニンを初め、オーキ

シン、アスコルビン酸、エチレン前駆体 ACC, サリチル酸などを酸化すること

が試験管内実験により確認されている。これらの in vitro のデータとHRP C1a の
生理作用と結びつけるためには、細胞内局在性を考慮することが重要である。 

HRP C1a はアスコルビン酸(AsA)を基質として用いることが可能であり、液胞

内において HRP C1a が AsA の代謝を行う可能性がある。HRP C1a を高発現す

るポプラ植物体葉およびポプラ培養細胞は、p-chloromercuribenzoate(アスコルビ

ン酸ペルオキシダーゼ(APX)阻害剤)に非感受性のアスコルビン酸ペルオキシダ

ーゼ活性が増加すると同時に、過酸化水素抵抗性の上昇が認められている

(Kawaoka et al., 2003)。AsA は植物細胞内において酸化ストレスの緩和や、シグ

ナル分子として重要な働きを担っている(reviewed by Smirnoff, 2000)。HRP C に

よる AsA の酸化はフラボノイドなどのフェノール系化合物が共存下で促進され
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ることが知られている(Yamasaki et al., 1998)。これは下式に示すように、

peroxidative cycle により生じたフラボノイドのラジカルが効率的に AsA から電

子を奪うためだと考えられている。 
 

2 FlavOH + H2O2 → 2 FlavO• + 2 H2O 
2 FlavO• + 2 AsA → 2 FlavOH + 2 MDA• 
MDA• + MDA• → AsA + DHA 
H2O2 + AsA → 2H2O + DHA  
 

このような in vitro の実験結果をもとに、APX-アスコルビン酸系以外に、液

胞 PRX による活性酸素消去系モデルが提唱されている(Yamasaki et al., 1997)。液
胞内のフラボノイドが PRX により酸化され、その後 AsA により非酵素的に還元

される。AsA の酸化で生じた DHA は細胞質に輸送された後、DHA 還元酵素に

よって AsA に再生される。このような一連の反応が組み合わされれば過酸化水

素消去系として機能することが可能になる。AsA を基質として用いて膜を介し

た電子伝達を行う Cytochrome b561 や、NADH を用いて MDA•の還元を行う

MDHAR が、原形質膜に加えて液胞膜にも存在することや(Griesen et al., 2004; 
Shimaoka et al., 2004; Preger et al., 2004)、全 AsA の約 20% は液胞内に存在するこ

とから(Rautenkranz et al., 1994)、液胞は AsA の代謝の場として重要な働きを担う

可能性が強く示唆される。また HRP C1a を含む塩基性 PRX は液胞膜の内側に

接して存在することで、cytochrome b561 などの AsA 代謝関連膜タンパク質と多

酵素複合体を形成する可能性も考えられる。 
HRP C1a は植物ホルモンであるオーキシンの酸化活性を有する。オーキシン

の作用のひとつとして、細胞伸長の促進が挙げられる。HRP C1a を高発現する

タバコ、ポプラでは、生育促進効果が見られ、どちらの宿主を用いた場合も、

茎の細胞の縦方向への伸長増加が認められている(Kawaoka et al., 1994; 2003)。オ

ーキシンによる細胞伸長において、ヒドロキシラジカル(OH•) の生成が不可欠で

あるが(Schopfer et al., 2001)、in vitro 反応系において HRP C は”hydroxylic cycle”
によって O2を用いてオーキシンを酸化すると同時に OH•を生成する(Gazaryan et 
al., 1996)。OH•は細胞壁多糖を切断して弛緩させ、細胞伸長を促進すると考えら

れている（Schweikert et al., 2000）。O2 の非存在下ではオーキシンによる細胞伸

長が起こらないことや（Ray and Ruesink, 1962）、トウモロコシの子葉鞘に PRX
阻害剤処理を行うと、オーキシンによる OH• 生成および細胞伸長が抑制される

という in vivo 実験のデータも加味すると（Schopfer et al., 2002）、PRX がオーキ

シンによる細胞伸長を仲介する可能性がある。OH•は膜透過性が無く、細胞壁多

糖の切断を行うためには細胞外での OH•生成が必要であるが、興味深いことに
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CTPP を持たない PRXより CTPP を持つ液胞型 PRX の方が一般に IAA 酸化作用

が強いことが知られている(Van den Berg et al., 1983, Gazaryan et al., 1996)。西洋ワ

サビ組織において 5%程度の HRP C1a はアポプラストにも存在した。ズッキー

ニの APRX やアルファルファの MsPRX1B および MsPRX1C なども、CTPP を
有するにも関わらず細胞外への分泌が確認されている(Carpin et al., 1999; Watson 
et al., 2004)。これらの知見から、液胞型 PRX の一部は、液胞へ輸送された後も

しくは液胞を経由せずに細胞外へ分泌され、オーキシンによる細胞伸長促進を

仲介する可能性がある。 
本研究で、塊根の導管二次細胞壁に HRP C1a のシグナルが検出された

(Fig.2-12)。導管は、プログラム細胞死によって内容物を失った導管細胞が縦に

連結されて構成された管である。導管壁には、リグニンやスベリンなどの疎水

性フェノール物質が大量に蓄積した、分厚い二次細胞壁が形成される。導管の

形成過程は、ヒャクニチソウ(Zinnia elegance L.)を用いて詳細に解析されている

(reviwed by Fukuda, 2000)。ヒャクニチソウ葉の柔組織から調製した細胞を植物ホ

ルモン処理するにより、導管への分化を同調的に誘導することができる。この

誘導系では、誘導開始６時間後に液胞膜の崩壊が見られ、このタイミングは二

次細胞壁肥大の開始時間に一致する(Kuriyama, 1999)。二次細胞壁の肥大化は、

液胞の崩壊後も数時間持続する。西洋ワサビ塊根の導管壁に見られた HRP C1a 
は、このような細胞死の過程により放出され、二次細胞壁の形成に関与するこ

とが示唆される。 
植物液胞は害虫や病原菌耐性と深く関係している。液胞にはアルカロイドな

どの抗菌物質とともに、PR(感染時特異的)タンパク質が蓄積される。これまでに

14 種類（PR-1～PR-14）の PR タンパク質が分類されており、PRX は PR-9 に分

類されている。PR タンパク質は遺伝子ファミリーを形成しているが、いずれの

PR タンパク質にも細胞外型アイソザイム遺伝子(ctVSD を持たない)と液胞型ア

イソザイム遺伝子(ctVSD を有する)が存在する。細胞外型の多くは酸性アイソザ

イム、液胞型アイソザイムは塩基性アイソザイムであることが多い。近年、液

胞型(ctVSD を有する)PR タンパク質が、病原菌に応答して細胞外へ分泌される

という知見が得られている。液胞型 PRX であるインゲンマメの FBP1 は病原菌

の侵入部位をめがけて細胞外分泌されることが示されている(Brown et al., 1998, 
Blee et al., 2001)。Ndimba らは、シロイヌナズナ培養細胞の細胞壁タンパク質の

プロテオーム解析を行い、液胞型キチナーゼがエリシターに応答して細胞外へ

分泌されることを報告した(Ndimba et al.,  2003)。タバコ培養細胞においても、液

胞特有の修飾を受けたキチナーゼの細胞外分泌が報告されている(Kunze et 
al., 1998)。また興味深いことに、組換えタンパク質による in vitro での病原菌増

殖抑制効果を調べたところ、一般に液胞型キチナーゼおよびグルカナーゼは、
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各アポプラスト型アイソザイムよりも高い抗菌性を発揮することが示されてい

る(Sela-Buurlage et al., 1993)。 
植物 PSV への輸送は多胞体を経由するが、ほ乳類細胞において多胞体はリソ

ソームへの輸送を中継するだけでなく、内容タンパク質を細胞外へ分泌するこ

とも知られている。このような小胞は“secretory lysosome （分泌リソソーム）„ と
呼ばれ、その働きのひとつに病原感染部位への抗菌タンパク質（defensin や
azurocidin 等）の分泌が挙げられる(reviwed by Blott and Griffiths, 2002)。植物細

胞においても、ほ乳類細胞の secretory lysosome を介する分泌と同様の機構が存

在し、ctVSD が病原菌感染応答性の分泌シグナルとして機能することも予想さ

れる。今後、液胞への輸送に加えて、細胞外分泌制御という観点からも ctVSD
を研究することで、HRP C1a の生理機能や、ctVSD 型液胞局在化シグナルをよ

り深く理解できると考えられる。 
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総括 

 
 近代工業化による環境破壊や、食料不足に伴い、植物バイオテクノロジー

を利用した有用植物の作出が期待されている。植物細胞を用いた物質生産、な

かでもタンパク質の生産技術の発展が望まれ、そのための基盤技術として、小

胞輸送経路の制御技術（小胞輸送工学）の確立が重要である。 
本研究では、BY2 細胞における、HRP C1a の小胞輸送研究を行った。第一章

では、HRP C1a 前駆体中に存在する N 末端(NTPP)および C 末端プロペプチド

(CTPP)の機能解析を行った。NTPP は小胞輸送経路の入り口である小胞体へタ

ンパク質を送り込むためのシグナルペプチドとして機能し、CTPP は小胞輸送経

路に入ったタンパク質を液胞へ局在化させるためのシグナルであることを明ら

かにした。また、HRP C1a が活性型へと成熟するためには、シグナルペプチド

の作用により小胞輸送経路に送り込まれることが必要であることがわかった。

これらの知見は、有用酵素である HRP C1a の大量生産を行う上で重要であると

同時に、他の有用タンパク質生産にも応用可能である。 
 第二章では、まず西洋ワサビ組織における HRP C1a の局在解析を行った。HRP 
C1a は貯蔵器官である塊根において、タンパク質貯蔵型液胞に存在した。また

HRP C1a の蓄積パターンは、現在までに報告のある器官、組織特異的なタンパ

ク質発現とは異なっており、皮相組織中でも特定の細胞種にのみ高蓄積してい

た。HRP C1a の細胞内輸送制御機構の解析に加えて、このような細胞特異的発

現機構を研究することで、外来有用タンパク質高蓄積(貯蔵)のための器官として

西洋ワサビ塊根を利用することが可能になると考えられる。また局在解析によ

り得られた知見は、HRP C1a の生理作用を理解する上で重要であると考えられ

る。液胞輸送に重要な HRP CTPP のアミノ酸配列の解析では、C 末端側の 6 ア

ミノ酸(C6)だけでも液胞輸送が仲介されることがわかった。一方で、C6 とは独

立に、全長 CTPP(C15) から形成される両親媒性α-ヘリックス構造も液胞輸送に

おいて重要であることを示唆する結果が得られた。今後、各シグナルの“作用点

“を明らかにすることが重要である。C6 に関しては、HRP C1a の自己会合の促

進や、受容体の存在の有無について検証する必要がある。C15 については、脂

質膜との結合性を評価する必要がある。また、既知の両親媒性α-ヘリックスと

同様に、pH による CTPP の構造変化が見られるかを調べる必要がある。また

HRP C1a の元々の宿主である西洋ワサビ植物体における、C6 および C15 によ

る液胞輸送機構の解析を行うことも重要である。それにより、C6 と C15 それぞ

れのシグナルの機能を生理条件に近い環境下で解析できると考えられる。 
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