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題目 
高等植物細胞の液胞の生成/膜動態に関与する因子の 

分子遺伝学的解析 

植物の液胞は、分化し始めた細胞において小胞体やトランスゴルジ網由来の小胞が融合

することで生じ、さらに小胞体で合成されたタンパク質や脂質が小胞輸送系因子によって

運ばれることで成熟すると考えられている。植物の様々な組織、器官の細胞において、成

熟した液胞は膜が内腔に陥入してできたバルブ状やシート状の構造を持ち、これらの構造

は形態を変えながら内腔内をダイナミックに動く。 
高等植物ゲノムの解読以降に行われた逆遺伝学的解析により、植物細胞の液胞へ至る小

胞輸送経路には、酵母の順遺伝学的解析によって既に同定されていた因子のオルソログが

関与していることが明らかになった。しかしながら、植物のゲノムにおいて、これらの因

子の多くは重複し、酵母や動物より多数のパラログを持つ。このことから、植物の液胞は

酵母/動物の液胞/リソソームより多様化した液胞生成および液胞機能のための分子基盤を

持つ可能性が示されたが、パラログ間の機能重複のため、従来の順遺伝学的手法ではパラ

ログの個々の機能を解析することは難しいという課題が生じた。一方、バルブやシートと

いった液胞膜の動的構造の形成、維持に関与する因子については極めて報告が少なく、さ

らにこれらの構造の生理機能も正確にはわかっていない。そこで私は、植物液胞の特異性

を支える分子基盤やその高次機能における役割を明らかにすることを目的に、シロイヌナ

ズナの花茎の重力屈性を指標として単離された因子の分子遺伝学的解析を行った。 
Ⅰ. シロイヌナズナの形態と花茎の重力屈性に異常を示す zigzag (zig)は、液胞へ至る小胞

輸送経路において機能する Qb-SNARE VTI11 の欠損変異体である。zig の細胞内では実際

に液胞膜構造に異常が観察されたことから、zig の形態や重力屈性における表現型は細胞内

の小胞輸送系の異常を反映したものであると考えられた。そこで本研究室は、高等植物細

胞の液胞へ至る小胞輸送系の分子基盤を明らかにするため、zig の表現型を抑圧するサプレ

ッサーを単離、解析してきた。その一つである zig suppressor3 (zip3)は zig の表現型を部

分的に抑圧する。その原因遺伝子は、出芽酵母において逆行輸送に機能するレトロマー複

合体の一構成因子 Vps35 のシロイヌナズナオルソログ VPS35A だった。シロイヌナズナレ

トロマーの別の構成因子と予想されるVPS29, VPS26Aの機能欠損がzig変異を抑圧したこ

とから、VPS35A, VPS29, VPS26A の 3 つのタンパク質が相関をもって機能し、シロイヌ

ナズナにおいてもレトロマー複合体を形成している可能性が強く示唆された。 
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シロイヌナズナのゲノムには VPS35 のパラログがもう 2 つ存在する。VPS35 のパラロ

グにおける zig 変異抑圧に関する遺伝学的機能を調べるため、vps35b あるいは vps35c と

zig との二重変異体を作成し、重力屈性における表現型を解析した。その結果、vps35b、
vps35c 変異は zig の表現型を抑圧しなかった。このことは、VPS35A と B あるいは C とで

は、zig 変異抑圧に関する遺伝学的機能が異なることを示している。本来ならば、ゲノム中

に複数存在するパラログの個々の機能を遺伝学的に解析することは難しいが、形態と重力

屈性に明確な表現型を持つ zig の抑圧効果を指標とすることで、初めて、パラログ間で遺伝

学的機能に差があることが示された。 
Ⅱ. シロイヌナズナ変異体 shoot gravitropism6 (sgr6)の花茎は、野生型より若干遅延した

重力屈性を示す。SGR6 は複数の HEAT (huntingtin, elongation factor 3, A-subunit of 
protein phosphatase 2A and TOR1) repeat 以外に機能を類推させるドメインを持たない。

また、SGR6 のホモログは動物やシロイヌナズナ以外の植物にも保存されているが、それ

らに関する報告はなされていない。 
SGR6 の発現解析から、SGR6 は花茎において表皮、内皮、維管束、維管束間繊維細胞に

発現することがわかった。このうち、内皮細胞は花茎における重力感受細胞である。そこ

で、sgr6 において内皮特異的プロモーターの制御下で GFP 融合型 SGR6 を発現させたと

ころ、重力屈性異常が野生型並みに回復した。このことから、SGR6 は花茎の重力屈性に

おいて内皮で機能していることが示された。内皮細胞内にはデンプンを蓄積したプラスチ

ドであるアミロプラストが多数存在し、重力刺激の感受にはアミロプラストの重力方向へ

の移動が重要である。内皮細胞はその細胞体積のほとんどを液胞によって占められており、

他の組織の細胞でも見られるような液胞膜の動的構造を持つ。アミロプラストは一つ一つ

が液胞膜によって包まれており、アミロプラストの重力方向への移動には、液胞膜の動的

構造が必要である。そこでまず、sgr6 の内皮細胞における液胞膜の動的構造とアミロプラ

スト動態を観察した。その結果、野生型の内皮細胞において花茎切断から 30 分の間、液胞

膜の動的構造とアミロプラスト動態がある程度維持されたのに対し、sgr6 の内皮細胞にお

いては切断から30分後では液胞膜の動的構造とアミロプラスト動態が著しく損なわれてい

た。そこで、固定した花茎の縦断切片を用いてアミロプラスト動態を解析したところ、sgr6
の内皮細胞においてアミロプラストの重力方向への移動が野生型より低下していることが

わかった。このことから、SGR6 はアミロプラストの重力方向への移動を介して花茎の重

力屈性に関与している可能性が示唆された。 
次に、内皮細胞における SGR6 の局在を調べたところ、SGR6 のシグナルは液胞マーカ

ーのシグナルとのみ重なって見えた。SGR6 は膜貫通ドメインを持たないが、局在解析か

ら液胞膜近傍に存在することがわかったため、SGR6 が膜に局在するかを生化学的手法を

用いて調べた。その結果、SGR6 は可溶性画分と膜画分の両方に存在することが確認され

た。以上の結果から、SGR6 はシロイヌナズナの内皮細胞において、液胞膜の動的構造の

形成/維持に関与する新規因子である可能性が示された。 
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序論 
 
 真核生物の細胞内には多種類の単膜系オルガネラが存在する。このうち、酵

母、植物細胞における液胞、動物細胞におけるリソソームは酸性オルガネラで

あり、内腔の加水分解酵素によって細胞内物質の分解が行われる。液胞/リソソ

ームはその代謝機能から、単に“細胞が生む不用物の分解の場”と長い間みな

されてきた。しかしながら、近年の液胞/リソソームの機能解析の進展により、

液胞/リソソームが輸送タンパク質の選別、pH やイオンの恒常性維持、オート

ファジーといった多様な細胞機能にも関与することが示された (Li and Kane, 
2009)。さらに、植物の液胞に関しては、細胞内空間の充填、分子の貯蔵等の細

胞レベルの機能のみならず、胚発生や成長、老化、防御応答といった高次の生

理機能においても重要な役割を果たすことが明らかになってきている (Surpin 
and Raikhel, 2004; Oda et al., 2009)。 

高等植物細胞の液胞は、細胞が分化し始めるにつれて形成される。まず、ト

ランスゴルジ網 (trans Golgi network; TGN)から出芽した膜小胞や小胞体の一

部が互いに融合し、液胞の前駆体ができる。さらに、小胞体で合成されたタン

パク質や脂質が液胞の前駆体へ運ばれることで、成熟した液胞が形成されると

考えられている。植物の様々な組織、器官の細胞において、成熟した液胞は細

胞体積の 80~90%を占める。この中央液胞は、膜が内側に陥入してできたバルブ

状やシート状の構造を持ち、これらの構造は形態を変えながら内腔内をダイナ

ミックに動く。 
酵母において、1980 年代を中心に細胞内小胞輸送や液胞の形態形成に関わる

因子の大規模なスクリーニングが行われ、多数の Vps (vacuolar protein sorting)、
Vam (vacuole morphology)等の遺伝子が同定された (Bowers and Stevens, 
2005)。また、動物においては、神経細胞末端における情報伝達の分子機構の解

明を一つの目的にウシの脳由来の膜画分について生化学的解析が行われ、

SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein 
receptor)等の膜融合に関与する因子が同定された (Söllner et al., 1993; Jahn 
and Scheller, 2006)。その後、高等植物ゲノムの解読以降に行われた逆遺伝学的

解析により、高等植物細胞の液胞へ至る小胞輸送経路には、酵母や動物におい

てすでに同定されていた因子のオルソログが関与していることが明らかになっ

た (Zouhar and Rojo, 2009)。興味深いことに、高等植物のゲノムにおいて、こ

れらの因子の多くは重複し、それぞれにパラログ遺伝子が複数存在する 
(Rutherford and Moore, 2002; Sanderfoot, 2007)。高等植物細胞の液胞へ至る

小胞輸送経路には、酵母や動物細胞には見られない高等植物細胞固有の経路が
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存在することから (Müntz, 2007)、パラログ遺伝子の個々の機能を遺伝学的に

解析することで、酵母や動物細胞より多様で複雑な高等植物細胞の小胞輸送系

の分子基盤ならびにその高次機能との関連性を明らかにできることが期待され

た。しかしながら、パラログ遺伝子間の機能重複のため単独変異では表現型が

出ず、従来の順遺伝学的手法ではパラログ遺伝子の個々の機能を解析すること

は難しいという課題が生じた。一方、バルブやシートといった液胞膜の動的構

造もまた酵母/動物の液胞/リソソームには見られない植物液胞特有のものであ

る。したがって、これらの液胞膜の動的構造について遺伝学的知見が得られれ

ば、植物液胞の特異性を支える分子基盤、さらにはこれらの構造の高次機能に

おける未知の役割を明らかにできる可能性が考えられた。しかしながら、現在

のところ、バルブやシートの形成、維持に関与する因子についての遺伝学的知

見は極めて少ない。この理由として、植物における液胞の重要性のため、その

構造形成、維持に関与する因子は胚発生やそれ以降の生育に必須であり、その

ような因子の遺伝子破壊による機能解析は不可能であることが推測された。 
そこで私は、高等植物のゲノムにおいて重複する小胞輸送関連因子のパラロ

グの個々の機能や、植物液胞に特異的な構造の形成、維持に関与する因子を探

るため、シロイヌナズナの花茎の重力屈性を指標として単離された因子の分子

遺伝学的解析を行った。まず、第 1 章では、シロイヌナズナの形態と花茎の重

力屈性に異常を示す zigzag-1 (zig-1)の抑圧効果を指標としてそのサプレッサー

である zig suppressor3 (zip3)を解析することで、ゲノム中で重複するパラログ

遺伝子間で zig 変異抑圧に関する遺伝学的機能に差が存在することを示した研

究成果を報告する。第 2 章では、シロイヌナズナの花茎の重力屈性に異常を示

す shoot gravitropism6 (sgr6)の解析を通して、SGR6 が液胞膜の動的構造の形

成/維持に関与する新規因子である可能性を示した研究成果を報告する。 
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第 1 章 

シロイヌナズナ ZIG/VTI11 機能欠損変異を抑圧する 

レトロマー機能欠損変異体の分子遺伝学的解析
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序論 

 
様々な高等植物の全ゲノムが解読されたのち、酵母や動物細胞の遺伝学的お

よび生化学的解析から得られた知見をもとにしてゲノム配列が解析され、高等

植物のゲノム中で推定上の小胞輸送関連因子の多くが重複し、それぞれにパラ

ログ遺伝子が複数存在することが明らかになった。例えば、高等植物のゲノム

において、小胞膜と標的オルガネラ膜の特異的な融合を仲介する SNARE の遺

伝子数は、酵母や動物と比較してかなり多い (Bock et al., 2001; Lipka et al., 
2007)。このことは、高等植物が発生過程や組織、器官に応じて個々のパラログ

遺伝子を特異的に機能させることで、植物特有の環境適応能力や形態形成機能

を獲得してきた可能性を示唆する。しかしながら、ゲノム中で重複するパラロ

グ遺伝子の個々の機能、さらに他のパラログ遺伝子や他の小胞輸送関連遺伝子

との関連性などはほとんど明らかにされていない。そのような中で、形態と重

力屈性を指標とした分子遺伝学的解析から、シロイヌナズナのゲノム中で重複

する SNARE 因子やそれに機能的に関連する因子の個々の機能が少しずつ明ら

かになってきている。 
 本研究室において、重力屈性の研究過程で単離されたシロイヌナズナ変異体

zigzag-1 (zig-1)は、花茎と胚軸の重力屈性に加え、花茎とロゼット葉の形態に

も異常を示す (Yamauchi et al., 1997; Kato et al., 2002)。zig の原因遺伝子は

Qb-SNARE VPS10 interacting 11 (VTI11)をコードし、zig 変異体の中で VTI11
は機能を欠損している (Kato et al., 2002)。ZIG/VTI11 は出芽酵母 Qb-SNARE 
Vti1 のオルソログである。Vti1 はゴルジ体から液胞への順行輸送に関与する 
(vonMollard et al., 1997)。シロイヌナズナ VTI11 は酵母 vti1 変異株において、

液胞への輸送異常を一部相補できる。また、VTI11 はシロイヌナズナの根にお

いてトランスゴルジ網  (trans-Golgi network; TGN)および液胞前区画 
(prevacuolar compartment; PVC)に局在し(Zheng et al., 1999)、培養細胞にお

いて TGN, PVC および液胞に局在する (Uemura et al., 2004) (図 1)。以上の知

見より、シロイヌナズナにおいて、ZIG/VTI11 は TGN から PVC/液胞への順行

輸送経路で機能することが示唆される。シロイヌナズナの花茎は、外側から 1
層の表皮、3, 4 層の皮層、1 層の内皮が、維管束を含む中心柱を同心円状に取り

囲んだ構造をしている (図 2A)。このうち内皮細胞は、花茎における重力感受細

胞である (Morita, 2010)。zig 変異体の内皮および皮層細胞において液胞膜構造

に異常が観察されたことから(Morita et al., 2002)、ZIG/VTI11 が小胞輸送によ

る正常な液胞形成を介して形態形成や重力屈性などの高次の生理機能に関与し

ていることが示唆された。 
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一方、sgr3-1 は花茎の形態には異常を示さないが、重力屈性に異常を示す劣

性変異体である  (Yano et al., 2003) 。この変異体内では Qa-SNARE 
SYP22/VAM3 に 1 アミノ酸置換が起こっていた。野生型 SYP22 は PVC および

液胞に局在し、VTI11 および Qc-SNARE SYP51 と複合体を形成する (Sato et 
al., 1997; Sanderfoot et al., 1999; Sanderfoot et al., 2001) (図 1)。しかしなが

ら、sgr3 型 SYP22 ではこの複合体形成能が低下していた。また、sgr3-1 変異

体内では内皮細胞の液胞膜構造に異常が観察されたことから (Yano et al., 
2003)、内皮細胞における SYP22 の介する小胞輸送が液胞形成や重力屈性に重

要であること示唆された。 
以上の研究を契機として、高等植物細胞の小胞輸送の分子ネットワークを明

らかにするため、形態および重力屈性を指標として VTI11 機能欠損による zig
の表現型を抑圧するサプレッサーのスクリーニングが行われ、独立した 4 系統

が単離、解析されてきた (新濱 博士論文 2005)。その一つである zig suppressor 
1 (zip1)は zig-1 変異体の表現型を野生型並みに回復させる優性変異であり、そ

の原因はVTI11のパラログの一つである VTI12に起きた 1アミノ酸置換だった。 
VTI12 は VTI11 と 60%の相同性を持つが、機能は VTI11 と異なっている。

まず、酵母 vti 変異体の輸送異常相補の活性に違いが見られた。酵母においては、

以下の 3 つの液胞への輸送経路が明らかにされている。①ゴルジ体から PVC を

経由して液胞へ至るカルボキシペプチダーゼ Y (CPY)経路、②ゴルジ体から

PVC を経由せずに液胞へ至るアルカリフォスファターゼ (ALP)経路、③細胞質

から液胞へ至る Cvt (cytosol-to-vacuole)経路である (図 3)。酵母 vti1 変異株は

これらの輸送経路全てに異常を示す。VTI11 はこの変異株の CPY 経路の輸送異

常を相補する (Zheng et al., 1999)。一方、VTI12 は ALP 経路と Cvt 経路の輸

送異常を相補する (Zheng et al., 1999)。また、両者は細胞内局在および複合体

形成パートナーとなる SNARE も異なる。シロイヌナズナ培養細胞において、

VTI12 は主に TGN に局在し、 一部は PVC および細胞膜にも局在する 
(Uemura et al., 2004)。また、VTI12 は TGN において SYP41 および SYP61
と複合体を形成し、SYP22 とはほとんど複合体を形成しない(Bassham et al., 
2000; Sanderfoot et al., 2001) (図 1)。一方、zig-1 変異体において VTI12 を過

剰発現させると zig の表現型をある程度相補することから(Surpin et al., 2003)、
これら 2 つのタンパク質の機能の一部は重複していると考えられる。 

zip1 zig-1 変異体内において、zip1 型 VTI12 と、VTI12 の本来の結合パート

ナーではない SYP22 との結合能が野生型より上昇していた。さらに、シロイヌ

ナズナ培養細胞において野生型 VTI12 が主に TGN に局在するのに対し、zip1
型 VTI12 は液胞にも局在を示した(Niihama at al., 2005)。以上の結果から、zip1 
zig-1 変異体内において、VTI12 は zip1 変異を持つことで VTI11 の主な局在部
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位である PVC/液胞に局在を変化させ、VTI11 の本来の結合パートナーである

SYP22 と結合し、VTI11 の機能を代替することで zig の表現型を抑圧したと示

唆された。 
VTI12 単独変異は明確な表現型を持たず、VTI11 との二重変異は胚性致死を

もたらすことから、VTI12 の遺伝子破壊による解析は難しい。ところが、形態

と重力屈性に明確な表現型を持つ zig のサプレッサーとして zip1 を解析するこ

とで、VTI12 のような遺伝子破壊だけでは機能解析が困難な因子の分子遺伝学

的解析が可能になった。このことから、zig の他のサプレッサーを個々に解析す

ることで、胚発生やそれ以降の生育に必須な因子の遺伝学的機能、特に zip1 の

場合のようにパラログ遺伝子間の機能の重複度を明らかにできると期待された。 
本研究で扱う zig suppressor3 (zip3)は、zig-1 変異体の花茎とロゼット葉にお

ける形態異常を部分的に抑圧することが示されている (高橋 修士論文 2004)。
また、マップベースクローニングの結果、zip3-1 zig-1 ゲノムにおいて

At2g17790 遺伝子に 1 塩基置換によるナンセンス変異が見つかった (図 4)。デ

ータベースによると、At2g17790 は yeast VPS35 と似ていると記されている。

出芽酵母の vps 変異株は、CPY のゴルジ体から液胞への輸送に異常を示す変異

株であり、約 70 種あると報告されている (Bowers and Stevens, 2005)。CPY
は小胞体で前駆体として新生されたのち、ゴルジ体で CPY の選別受容体である

Vps10p と結合する (Marcusson et al., 1994; Cereghino et al., 1995; Cooper et 
al., 1996)。Vps10p は輸送因子の仲介により小胞に取り込まれ、ゴルジ体から

PVC へ輸送される。PVC に輸送されると CPY と Vps10p は解離し、CPY は液

胞へ送られる。一方、Vps10p は PVC でレトロマー複合体 (Retromer complex)
の仲介を受けてゴルジ体へ逆行輸送 (retrograde transport)され、ゴルジ体で再

び選別受容体として働く (Seaman et al., 1997) (図5)。多数のVpsのうちVps35, 
29, 26, 5, 17 は Vps10p の逆行輸送に関与し、いずれかが機能を欠損すると、

Vps10p は PVC で CPY と解離したのち液胞へ送られ、そこでタンパク質分解を

受ける。したがって、小胞体で新生された CPY は、ゴルジ体で Vps10p による

選別輸送を受けることができない。このため、CPY は前駆体の状態で細胞外へ

誤って分泌される (Horazdovsky et al., 1997; Nothwehr and Hindes, 1997; 
Seaman et al., 1998; Reddy and Seaman, 2001)。 

Vps35, 29, 26, 5, 17p はレトロマー複合体の構成因子であり、可溶性あるいは

膜表在型タンパク質である。このうち Vps35p, Vps29p, Vps26p が複合体の大

サブユニットを、Vps17p, Vps5p が小サブユニットを形成する。大サブユニッ

トは PVC 膜上で Vps10p のような積荷タンパク質の細胞質ドメインを認識する。

このようにして、レトロマーの大サブユニットは、ゴルジ体への逆行輸送の積

荷選別過程で機能する (Seaman et al., 2005) (図 6)。 
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レトロマーの構成因子は進化的に高度に保存されおり (Haft et al., 2000)、そ

の機能は酵母と動物間で類似している。一方、高等植物に関しては、近年シロ

イヌナズナのゲノム情報に基づいて推定上のレトロマー構成因子が報告された

(Oliviusson et al., 2006)。しかしながら、シロイヌナズナにおいては Vps10p
受容体のような積荷タンパク質やそのリガンドについての知見が乏しく、レト

ロマーの逆行輸送における機能、さらに、高次機能と結びついた形での逆行輸

送の役割に関しては未解明な部分が多い。シロイヌナズナのゲノムには、VPS35
のパラログが他の生物より多く存在する (表 1)。近年、シロイヌナズナ VPS35
の分子遺伝学的解析がなされ、VPS35 の 3 つのパラログ間で遺伝学的機能が重

複することが示された (Yamazaki et al., 2008)。しかしながら、VPS35 や他の

構成因子のパラログ間で機能に差があるのかはわかっていない。そこで私は、

酵母から動植物に至るあらゆる生物のゲノム中に高度に保存されているレトロ

マーが高等植物の高次の生理機能において果たす役割と各パラログの機能を明

らかにすることを目的に、zig 変異抑圧効果を指標とした zig suppressor3 とレ

トロマー構成因子の分子遺伝学的解析を行った。 
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材料と手法 
 
植物材料と生育条件 
 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.の Columbia(Col)系統を野生型として用い

た。zig-1/sgr4-1 も Col 系統である。zip3-1 zig-1 二重変異体は EMS 処理した

zig-1 の種子由来 M2 世代から選抜された (新濱 修士論文 2002)。 
 5%次亜塩素酸ナトリウム中で 10 分間滅菌した種子を Murashige-Skoog 
(MS)寒天培地（4.65g/L MS 培地用混合塩, 0.5% [w/v] Gellan Gum, 1% [w/v] 
sucrose, 0.01% [w/v] myo-inositol, 0.05% MES-KOH [pH5.7]）に播種し、春化

処理として 2 日間、4℃に静置した。発芽後およそ 10 日目の芽生えを土に移植

した。その際、バーミキュライト(ニッタイ)と Metromix G550 (SUN GRO 
HORTICULTURE)を 5：2 の体積比で混合した土壌の上にパーライト I 型を薄

く敷いたものを用いた。全ての生育条件は 23℃、連続白色光である。 
 
アグロバクテリウムによる形質転換 
 植物体への形質転換には Floral dip 法を用いた(Clough et al., 1998)。15μ
g/ml カナマイシン、15μg/ml ゲンタマイシンを含む LB 液体培地中でアグロバ

クテリウム(MP90)を約 24 時間振とう培養し、遠心にて集菌した。この菌体を

感染用培地 (5% sucrose、0.001% benzylaminopurine, 0.05% Silvet L-77)で懸

濁し、さやを取り除き蕾のみにした植物体 (発芽後 5 週目)に感染させた。約 24
時間ラップで密閉したのち、上述と同様の条件下で生育させた。 
 
花茎重力屈性の測定 
 茎が 4～8cm に抽苔した植物体を 23℃で 1 時間静置したのち、ポットごと水

平方向に倒して重力刺激を与えた。これを 0 分とし、その後 10 分毎に 10 時間、

植物体の花茎をデジタルカメラ IXY DIGITAL 500 (Canon)でタイムラプス撮影

した。その後、ImageJ にて花茎の屈曲角度を測定した。 
 
花茎切片の作成 
 4～8cm に伸長した花茎の茎頂から約 2～3cm の部分を試料とした。重力方向

を保持した状態でこの試料を 4% [w/v] paraformaldehyde (PFA)に浸し、氷上、

減圧条件下で 1 時間固定処理した。その後、エタノールの希釈系列に順次移し

て脱水処理を行い、Technovit 7100 (Heraeus Kulzer)を用いて包埋した。ミク

ロトームを用いて固形サンプルから厚さ 4μm の縦断切片を作成し、0.5%トル

イジンブルーで染色した。これを冷却 CCD カラーカメラ  VB-6010 
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(KEYENCE)を設置した蛍光顕微鏡 ECLIPSE E800 (Nikon)で観察、画像撮影

した。 
 
ゲノム DNA の抽出 
 MS 寒天培地上で生育させた芽生えの子葉を 50μl の DNA extraction buffer 
(200mM Tris-HCl [pH7.5], 250mM NaCl, 25mM EDTA [pH8.0], 0.5% [w/v] 
SDS)中でホモジェナイズした。100μl の 100%エタノールを添加し、4℃、

15,000rpm で 5 分間遠心した。沈澱物を乾燥させたのち、50μl の TE buffer 
(10mM Tris-HCl [pH8.0], 1mM EDTA [pH8.0])に溶解した。 
 
T-DNA 挿入位置の確認 
 鉢植えで生育させた植物体のロゼット葉を 200μl の CTAB buffer (100mM 
Tris-HCl [pH8.0], 1.4M NaCl, 20mM EDTA [pH8.0], 3% cetyl trimethyl 
ammonium bromide, 0.2% [v/v] 2-mercaptoethanol)中でホモジェナイズし、

65℃で 20 分間静置した。200μl のクロロホルムを添加し攪拌した後、室温、

6000rpm で 5 分間遠心した。水層を別の 1.5ml 遠心チューブに移し、1/10 量の

3M 酢酸ナトリウム溶液 (pH5.2)および 2 倍量の 100%エタノールを添加し、攪

拌した。室温で 10 分間静置した後、4℃、15,000rpm で 15 分間遠心した。上

清を取り除き、400μl の 70%エタノールを添加し、4℃、15,000rpm で 5 分間

遠心した。上清を取り除き、沈澱物を 55℃で 5 分間乾燥させた。その後、沈澱

物を 50μl の TE buffer (10mM Tris-HCl [pH8.0], 1mM EDTA [pH8.0])に溶解

した。得られたゲノム DNA を鋳型とし、以下に記すプライマーを用いて各遺伝

子のゲノム断片を増幅した。得られたゲノム断片を鋳型とし、ABI PRISM 3100 
Genetic Analyser (Applied Biosystems)にて塩基配列解析を行った。 
VPS35B (At1g75850): 

SALK_014345 (vps35b) 
SALK-LB 5’-CCCGTCTCACTGGTGAAAAG-3’ 
AtVPS35a-R1 5’-CTTCTTAAGAAGCCTTGCTGAG-3’ 

VPS35A (At2g17790): 
SALK_039689 (zip3-3) 

SALK-LB 5’-CCCGTCTCACTGGTGAAAAG-3’ 
zip3-cR1 5’-CTCCACAAGTTACAGACCATG-3’ 

SALK_125271 (zip3-4) 
SALK-LB 5’-CCCGTCTCACTGGTGAAAAG-3’ 
AtVPS35a-R1 5’-ACAGTTGCTTAACACATGATCC-3’ 

VPS35C (At3g51310): 
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SALK_099735 (vps35c) 
SALK_099733/5-F 5’-TTGTCTTTTCCGCGCTCAAG-3’ 
SALK-LB 5’-CCCGTCTCACTGGTGAAAAG-3’ 

VPS26B (At4g27690): 
SALK_142592 (vps26b) 

SALK-LB 5’-CCCGTCTCACTGGTGAAAAG-3’ 
AtVPS26b-R1 5’-AGTTAGTTGCATTTAGAGATTTGG-3’ 

VPS26A (At5g53530): 
GABI_053c12 (vps26a) 

pAC16 PCR 5’-CCCATTTGGACGTGAATGT-3’ 
VPS26a-R1 5’-TTGGCTAGTGTTTCTGTTTCGACG-3’ 

VPS29 (At3g47810): 
maigo1-1 

AtVPS29-2.1F 5’-TAAGCTTAACATATTTTTGACTGTTGTAG-3’ 
TR-1(RB） 5’-CGTCAGTGGAGCATTTTTGACAAG-3’ 

 
RNA の抽出および RT-PCR 
 液体窒素で凍結した芽生えあるいは花茎を Tissue Lyser (QIAGEN)で粉砕処

理した。この試料から RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)のマニュアルに従っ

て RNA を抽出し、1μl 分光光度計 Spectrophotometer ND-1000 (Nano Drop)
を用いて定量した。得られた RNA1μg を DNase (Invitrigen)で処理し、Super 
Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrigen)のマニュアルに

従って逆転写反応を行った。得られた cDNA を滅菌済みのミリ Q 水で 3 倍希釈

したのち、PCR 反応の鋳型として 1μl を使用した。 
 
T-DNA 挿入系統における mRNA の発現確認 
 上述の方法により、各変異体の芽生えから RNA を抽出した。この RNA を用

いて RT-PCR 反応を行い、得られた cDNA を鋳型として PCR 反応を行った。

コントロールとして ACT8 遺伝子を用いた。 
vps35b: 

cAtVPS35b-F2 5’-AAGAGTTCTTCTCTGTTTAAGACG-3’ 
cAtVPS35b-R2 5’-TGTGTCTCGGATTTAAGTCACAGC-3’ 

vps35c: 
cAtVPS35c-F2 5’-ATTCTGCAAGACTCCTAAGGAAGC-3’ 
cAtVPS35c-R2 5’-TCTTCTTGCTGTCTCTGAAACTCG-3’ 

vps26b: 
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cAtVPS26b-F1 5’-ATTACGCTCTTAACATCAGCTTGG-3’ 
cAtVPS26b-R2 5’-ATCTGAGTACACAAAGTCTAAAGC-3’ 

vps26a: 
cAtVPS26a-F1 5’-GTCTCTCTCCGATTGAAATAAACC-3’ 
cAtVPS26a-R2 5’-TGCATACAGAAAGTCTTGAAAAGG-3’ 

ACT8: 
ACT8 Df 5’-GAGAGATTCAGGTGCCCAG -3’ 
ACT8 Dr 5’-AGAGCGAGAGCGGGTTTTCA -3’ 

 
SCRpro: VPS35/zip3-1 zig-1 形質転換体の作成 
 花茎由来の total cDNA を鋳型として VPS35A, B, Cの cDNA 断片を増幅した。

用いたプライマーは以下の通りである。 
VPS35B: 

cAtVPS35B-F3 5’-cttGGATCCATGAGAACGCTCGCCGGAGTAG-3’ 
cAtVPS35B-R5 5’-cttGGATCCTCACAGCTTGATAGGGTCATA-3’ 

VPS35A: 
cAtVPS35A-F 5’-gttCCCGGGATGATCGCAGACGGATCAGA-3’ 
cAtVPS35A-Rns 5’-gttCCCGGGTACTTTGATCGCCTGGTATC-3’ 

VPS35C: 
cAtVPS35C-F3 5’-cttGGATCCATGATCGCCGACGACGATGAG-3’ 
cAtVPS35C-R3 5’-cttGGATCCTCATTCAAACCATTCCATTTTG-3’ 
 
得られた cDNA 断片を ZERO Blunt TOPO PCR cloning kit(Invitrogen)の

pCR-BluntⅡ -TOPO ベクターにクローニングした。その後、すでに

SCARECROW (SCR)プロモーターが挿入してある pBI300バイナリーベクター

の MCS (multi cloning site)に BamHI あるいは KpnI サイトを用いて cDNA 断

片を挿入した。このバイナリーベクターを熱処理によりアグロバクテリウムに

形質転換し、上述の方法で zip3-1 zig-1 二重変異体に形質転換した。 
 
SCR:proVPS35/zip3-1 zig-1 形質転換体における trans gene 由来の mRNA の

発現確認 
 上述の方法により、各形質転換体の花茎から抽出した RNA を用いて RT-PCR
反応を行い、得られた cDNA を鋳型として PCR 反応を行った。コントロールと

して ACT8 遺伝子を用いた。用いたプライマーは以下の通りである。 
VPS35B: 

pSCR(-30)D 5’-TCTTACCTTATTTATAACCTAGGC-3’ 
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cAtVPS35b-R1 5’-GATACATTCTGGGCAATATGTTGC-3’ 
VPS35A: 

pSCR(-30)D 5’-TCTTACCTTATTTATAACCTAGGC-3’ 
AtVPS35a-R2 5’-ATACAGTCTATTAGGTAATATTGG-3’ 

VPS35C: 
pSCR(-30)D 5’-TCTTACCTTATTTATAACCTAGGC-3’ 
cAtVPS35c-R1 5’-ATTCATGTGTGCATCACCATCTCC-3’ 

 
タンパク質の抽出 
 芽生え、あるいはさやを除いた植物体 0.5g を 10ml の IP buffer (50mM 
HEPES-KOH [pH6.5], 10mM KOAc, 100mM NaCl, 5mM EDTA [pH8.0], 
400mM sucrose)と 10μ l の PROTEASE INHIBITOR COCKTAIL(PIC) 
(SIGMA)の混合液中で、乳鉢を用いて氷上で破砕した。この破砕液をミラクロ

スで濾しながら 50ml 遠心チューブに移し、4℃、10,000rpm で 30 分遠心した。

上清を捨て、沈澱を 1% (v/v) TritonX-100 を含む IP buffer 1ml で懸濁した。さ

らに 5μl の PIC、50μl の PreserveX-QML Polymeric Micelles (QBI Life 
Sciences)を添加し、再び懸濁した。この懸濁液を 1.5ml 遠心チューブに移し、

ローテーターを用いて 4℃で 3 時間攪拌した。得られたタンパク質抽出液の濃度

を BCA kit (PIERCE)を用いて測定し、植物体の株間で濃度をそろえた。 
 
共免疫沈降法 
 μMACS ProteinA MicroBeads (Miltenyi Biotec) 100μl と抗体 2μl を穏や

かに混和し、ローテーターを用いて 4℃で 1 時間以上攪拌した。抗体が結合した

ProteinA MicroBeads に濃度補正したタンパク抽出液を混合し、ローテーター

を用いて 4℃で 4 時間以上攪拌した。μMACS の磁場にμColumn (Miltenyi 
Biotec)をセットし、1%TritonX-100 を含む IP buffer 200μl で洗浄した。その

後、攪拌したタンパク質抽出液をμColumn に流した。このときの流出液を

1.5ml 遠心チューブにとり、ローテーターを用いて 4℃で攪拌しておいた。

1%TritonX-100 を含む IP buffer 200μl でμColumn を 5 回洗浄したのち、冷

却された 1×PBS 100μl で 2 回洗浄した。その後、95℃に加温した 1×SDS 
sample buffer (50mM Tris-HCl [pH6.8], 100mM DTT, 2% [w/v] SDS, 10% 
[v/v] grycerol, 0.1% BPB 適量) 20μl をμColumn に加えた。室温で 5 分静置し

たのち、さらに 95℃に加温した 1×SDS sample buffer 50μl をμColumn に加

えた。このときの流出液を免疫沈降画分とし、全抽出液、はじめの流出液とあ

わせて SDS-PAGE を行った。 
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イムノブロット 
 12.5%ポリアクリルアミドゲル e-PAGEL (ATTO)に試料をアプライし、40mM
の定電流で電気泳動を行った。その後、ゲル内のタンパク質を PVDF 膜 
Immobilon (MILLIPORE) に TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER 
CELL (BIO RAD)を用いて 10V の定電圧で転写した。この膜を適量の TBS-TM 
(137mM NaCl, 2.7mM KCl, 25mM Tris-HCl [pH7.4], 0.1% [v/v] Tween20, 5% 
[w/v] skim milk)に移し、室温で 1 時間振とうし、ブロッキングを行った。膜を

適量の TBS-T (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 25mM Tris-HCl [pH7.4], 0.1% [v/v] 
Tween20)に移し、室温で 10 分間振とうした。これを 3 回繰り返し、膜を洗浄

した。TBS-TM に適量の一次抗体(抗 SYP22/VAM3 ウサギ抗体: 1/10000, 抗
VTI12ウサギ抗体: 1/2000, 抗VPS35Bウサギ抗体: 1/3000)を添加したものと膜

をハイブリバックに封入し、室温で 2 時間振とうした。その後、ブロッキング

後と同様に膜を洗浄した。TBS-TM に適量の二次抗体 (HRP-linked 抗ウサギロ

バ抗体 [Amersham Biosciences]: 1/10000)を添加したものと膜をハイブリバッ

クに封入し、室温で 1 時間振とうした。その後、ブロッキング後と同様に膜を

洗浄した。バンドの検出には ECL Plus (GE Healthcare Bio-Sciences)を使用し

た。luminescent image analyzer LAS-1000 (FUJIFILM)を用いて化学発光画像

を取得し、Scion Image にてバンドの濃さを定量した。抗 SYP22 ウサギ抗体は

京都府立大学の佐藤雅彦博士より、抗 VTI12 ウサギ抗体は University of 
California, Riverside の Natasha Raikhel 博士より、抗 VPS35B ウサギ抗体は

京都大学の西村いくこ博士より分与していただいたものを使用した。 
 
共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察 
 4～8cm に伸長した花茎の茎頂から約 2～3cm の部分を試料とした。この試料

を阪口らの方法に従って縦切りにし (阪口 修士論文 2005)、適量の 0.1% agar
を含む MS 液体培地 (1×MS, 1% sucrose)とともにカバーグラスに封入した。

pSCR::GFP-γTIP 形質転換体の蛍光観察には共焦点レーザー走査顕微鏡

Fluoview FV1000 (OLYMPAS)を用いた。GFP、RFP をそれぞれ 488nm 光、

543nm 光で励起し、GFP 蛍光には 500~520nm、RFP 蛍光には 590~620nm、

アミロプラスト自家蛍光には 650~750nm の吸収フィルターを用いた。 
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結果 
 
zip3 は zig-1 の形態と重力屈性における異常を部分的に抑圧する。 
 zip3-1 変異は、zig-1 変異体の花茎がジグザグな形状になる異常と第二メタマ

ーの伸長が減少する異常を部分的に回復させることが示されている (高橋 修士

論文 2004; 図 7)。そこで、花茎の重力屈性に関して zip3-1 による zig 変異抑圧

の程度を定量的に評価した。植物体を 90 度水平に倒して重力刺激を与え、花茎

の屈曲角度を 30 分毎連続 10 時間測定した (図 8)。野生型の花茎は重力刺激後

約 90 分で 90 度まで屈曲した。その後、約 150 分で 120 度まで屈曲し、約 300
分で 90 度の屈曲に収束した。zig-1 の花茎は重力刺激後 10 時間でもほとんど重

力屈性を示さなかった。zip3-1の花茎は重力刺激後約120分で90度まで屈曲し、

その後、野生型のように 90 度以上屈曲することはなく、ほぼ 90 度の屈曲を維

持した。一方、zip3-1 zig-1 の花茎は重力刺激後徐々に屈曲し、約 420 分で 90
度まで屈曲した。その後、90 度以上屈曲することはなく、10 時間後も 90 度の

ままだった。これらの結果は、zip3-1 は zig-1 の花茎の重力屈性異常を部分的に

抑圧することを示している。 
 
ZIP3 は At2g36810 である。 
 zip3-1は劣性のzig抑圧変異であることが示されている(高橋 修士論文 2004)。
zip3 の原因遺伝子を同定するためマップベースクローニングが行われ、zip3-1 
zig-1 二重変異体のゲノムにおいて At2g17790 遺伝子の第 1 エキソンの 36 番目

の G が A に置換していることがわかっている (高橋 修士論文 2004; 図 4)。こ

の 1 塩基置換により 12 番目のトリプトファン (TGG)が終止コドン (TGA)へ変

化することが予想された。シロイヌナズナデータベース TAIR のアノテーショ

ンによると、At2g17790 は yeast VPS (vacuolar protein sorting)35 と相同性が

高い。 
ZIP3 遺伝子が At2g17790 であることを確認するため、まず、アリル変異体

の表現型解析を行った。本研究室では、zip3-1 と同じスクリーニングから多数

の zig suppressor candidate (SC)が単離されている (新濱 博士論文 2005) 。そ
の 1 つである SC86-1 は形態および重力屈性における表現型が zip3-1 zig-1 と類

似していたため、SC86-1 のゲノムを用いて At2g17790 のシークエンス解析を

行ったところ、第 6 エキソンの 10 番目の C が T に置換していることがわかっ

た (図 9A)。この 1 塩基置換により 200 番目のアルギニン (CGA)が終止コドン 
(TGA)へ変化することが予想された。したがってこの SC86-1 を zip3-2 zig-1 と

し、形態観察および重力屈性測定を行ったところ、zip3-1 zig-1 様の表現型を示
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した (図 9C, F)。次に、At2g17790 の第 9 イントロンに T-DNA が挿入された系

統 SALK_039689 と、第 19 エキソンに T-DNA が挿入された系統 SALK_125271
を入手し、それぞれの挿入を確認した (図 9A)。これらの T-DNA 挿入系統をそ

れぞれ zip3-3, zip3-4 とし、zig-1 との二重変異体を作成した。得られた F3 世代

について形態観察および重力屈性測定を行ったところ、zip3-1 zig-1 様の表現型

を示した (図 9D-F)。また、zip3 アリルの単独変異体は野生型とほぼ同様の表現

型を示すことを確認した (図 10)。 
次に、zip3-1 zig-1 の相補性試験を行った。At2g17790 の ORF (open reading 

frame)および開始コドンから上流約 1.4kb の予想プロモーター領域を含む全長

約 7.2kb のゲノム断片 (図 4)を zip3-1 zig-1 二重変異体に形質転換した。得られ

た T2 世代は全て zig 単独変異体と同様の形態を示すことを目視により確認した 
(一例を図 11A に示す)。また、T2 世代独立 8 系統について重力屈性測定を行っ

たところ、zig 単独変異体と同様の表現型を示した (図 11B)。 
以上の結果より、zip3 の原因遺伝子は At2g17790 であると結論できる。 

 
zip3 は VPS35A の機能欠損変異である。 
 zip3 変異が VPS35A タンパク質の発現に影響を与えているかを確認するため、

zip3 アリル変異体からタンパク質を抽出し、抗 VPS35A 抗体を用いてイムノブ

ロット解析を行った。この抗体は VPS35A の N 末端側約 2/3 の領域を抗原とし

て作成されたポリクローナル抗体である。解析の結果、いずれのアリルにおい

ても野生型と同じ分子量を持つ VPS35A タンパク質が発現していなかった (図
12)。また、このバンドより分子量が小さく、なおかつ zip3 アリルでのみ見られ

るものは検出されなかった (data not shown)。VPS35A の最も N 末端側の変異

は zip3-1 (W12→STOP)であるが、zip3-1 zig-1 の表現型は、他のアリルと zig-1
との二重変異体のものとほぼ同じであった (図 9)。これらのことから、いずれ

のアリルも VPS35A の機能欠損変異であると考えられる。 
 
zip3 は zig-1 の内皮細胞におけるアミロプラストの局在異常を回復させる。 
 花茎の重力感受細胞である内皮細胞にはデンプンを高度に蓄積したプラスチ

ドであるアミロプラストが多数含まれ、アミロプラストは細胞の下部に蓄積し

ている (図 2B)。一方、zig-1 では、アミロプラストは細胞の上下に偏在してい

る (Morita et al., 2002)。このように、内皮細胞のアミロプラストの重力方向へ

の沈降と重力屈性能には相関があることが示されている。zip3 変異が zig の重

力屈性における異常を部分的に回復させたことから、アミロプラストの局在異

常も回復させている可能性が考えられた。このことを確認するため、重力方向

を保ったまま固定した花茎試料を包埋した後、縦断切片を作成し、光学顕微鏡
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を用いて内皮細胞を観察した (図 13A-D)。これを重力方向に従い上部、中部、

下部に 3 等分し (図 13E)、それぞれの区域におけるアミロプラストの個数を計

測した (図 13F)。野生型では、ほとんどのアミロプラストが内皮細胞の下部に

蓄積していたのに対し、zig-1 では細胞の上部と下部、さらに中部に分散してい

た。一方、zip3-1 zig-1 では野生型と同様、ほとんどのアミロプラストが下部に

蓄積していた。また、zip3-1 でもほとんどのアミロプラストが下部に蓄積して

いた。以上の結果から、zip3 変異は zig-1 の内皮細胞におけるアミロプラストの

局在異常を野生型並みに回復させることが明らかになった。 
 
zip3 は zig-1 の内皮細胞における液胞膜構造の異常を部分的に抑圧する。 
 内皮細胞は、その細胞体積のほとんどを中央液胞によって占められている。

野生型において、内皮細胞内のアミロプラストはわずかな細胞質とともに液胞

膜にとり囲まれている (図 2B)。しかしながら、zig-1 においてアミロプラスト

は液胞膜にとり囲まれていない。また、zig-1 の内皮細胞には野生型では見られ

ない小胞様の異常な膜構造が存在する  (Morita et al., 2002)。zip3 の原因遺伝

子が出芽酵母において PVC からゴルジ体への逆行輸送に関与する Vps35 のシ

ロイヌナズナオルソログ VPS35A と同定されたことから、zip3 変異が zig-1 の

細胞の液胞膜に影響を与えている可能性が考えられた。そこで、zip3-1 zig-1 の

内皮細胞における液胞膜とアミロプラストとの関係について調べた。SCR プロ

モーターの制御下でGFP融合型γ-TIP (tonoplast intrinsic protein)を発現させ

(図 14A)、内皮細胞内の液胞膜を可視化した形質転換体の野生型系統はすでに確

立されている (Saito et al., 2005)。この系統と各変異体とをかけ合わせることに

より、変異体背景の形質転換体を得た。これらの形質転換体の内皮細胞を共焦

点レーザー顕微鏡で観察し、15 秒毎に連続 5 分間画像撮影した (図 14B-D)。定

量にあたり、アミロプラストの自家蛍光を示す赤のシグナルが、GFP 蛍光を示

す緑のシグナルによって丸く囲まれている場合 (図 14B, D, E 白三角)、このア

ミロプラストは液胞膜にとり囲まれていると定義し、液胞膜にとり囲まれてい

るアミロプラストの個数を撮影開始 0 分で計測した。野生型では液胞膜にとり

囲まれいるアミロプラストの個数 (図 14F②)が全個数 (図 14F①)の約半分だっ

たのに対し、zig-1 ではほとんどとり囲まれいなかった。一方、zip3-1 zig-1 で

は全個数の 31%のアミロプラストが液胞膜にとり囲まれていた。また、zip3-1
では全個数の 67%のアミロプラストが液胞膜にとり囲まれていた。次に、撮影

開始 0 分で見られたアミロプラストが 5 分間の観察中、細胞内でほとんど位置

を変えなかった場合、このアミロプラストは動きがなかったと定義し、5 分間の

観察中、動きのなかったアミロプラストの個数を計測した (図 14F③)。野生型

ではほとんどのアミロプラストが動いたのに対し、zig-1 では全てのアミロプラ
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ストが動かなかった。一方、zip3-1 zig-1 では全個数の 63%のアミロプラストが

動いた。また、zip3-1 では野生型と同様、ほとんどのアミロプラストが動いた。

植物細胞の液胞に見られるいくつかの液胞膜構造のうち、原形質糸 
(transvacuolar strand)は液胞を貫通した細い細胞質を包むトンネル状の液胞膜

構造である。野生型の内皮細胞において、原形質糸の中を動くアミロプラスト

が観察されている (Saito et al., 2005)。そこで、5 分間の観察中、原形質糸が見

られた細胞数を計測した (図 14F④)。野生型では原形質糸が観察された細胞は

50 個中 35 個だったのに対し、zig-1 では 50 個中 5 個だった。一方、zip3-1 zig-1
では 50 個中 29 個だった。また、zip3-1 では野生型とほぼ同数の細胞で原形質

糸が観察された。最後に、5 分間の観察中、異常な小胞様の構造が見られた細胞

数を計測した (図 14F⑤)。野生型では小胞様構造が見られた細胞はなかったの

に対し、zig-1 では 50 個中 13 個だった。一方、zip3-1 zig-1 では 35 個中 6 個だ

った。また、zip3-1 では野生型と同様、小胞様構造が見られた細胞はなかった。

以上の結果から、zip3 変異は zig-1 の内皮細胞における液胞膜の異常を部分的に

回復させることが明らかになった。また、SCARECROW (SCR) プロモーター

を用いて、zip3-1 zig-1 の内皮細胞特異的に VPS35A を発現させた形質転換体を

作成し、この形質転換体のT2世代独立8系統について、transgene由来のmRNA
が発現していることを確認した (図 15A)。これら 8 系統について重力屈性測定

を行ったところ、zig-1 単独変異体と同様の表現型を示した (図 15B)。 
以上の結果から、zip3 変異は zig-1 の内皮細胞における液胞膜とアミロプラス

ト動態の異常を部分的に抑圧することで、zig-1 の重力屈性異常を部分的に抑圧

したことが示唆される。 
 
zip3 はどのようにして zig 変異を抑圧したのか？ 
 ZIP3 = VPS35A の機能低下はどのようにして zig の表現型を抑圧したのだろ

うか？この点を明らかにするため、ZIG/VTI11 のパラログである VTI12 に着目

した。zig-1 において VTI12 の過剰発現は zig の形態と重力屈性における表現型

をある程度回復させた (Surpin et al., 2003)。また、最初にクローニングされた

zig のサプレッサーである zip1 は、zig の形態と重力屈性における表現型を野生

型並みに回復させる優勢変異であり、VTI12 に起きた 1 アミノ酸置換変異であ

った (Niihama at al., 2005)。この zip1 型 VTI12 では、PVC/液胞膜上の

Qa-SNARE であり VTI11 の本来の結合パートナーである SYP22/VAM3 との相

互作用能が上昇していた。また、野生型株において VTI11 が TGN、PVC、液

胞に局在するのに対し、VTI12 は主に TGN に局在する (Uemura et al., 2004; 
図 1)。一方、zip1 型 VTI12 は本来の局在場所でない液胞にも局在した (Niihama 
at al., 2005)。以上の結果から、zip1 変異により VTI12 の局在が TGN から PVC/
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液胞へ移行し、VTI11 機能欠損による zig の表現型を相補したと示唆されてい

る (Niihama at al., 2005)。zip1 が zig の形態と重力屈性における表現型を野生

型並みに回復させることから、zip3-1 zig-1 においても VTI12 の SYP22 との相

互作用能が上昇している可能性が考えられた。この可能性を検証するため、共

免疫沈降法を用いて VTI12 と SYP22/VAM3 との相互作用を調べた (図 16)。ポ

ジティブコントロールとして行った zip1 zig-1 では、zig-1 と比較して 2.5 倍量

の VTI12 が SYP22 と共免疫沈降することが確認された。一方、zip3-1 zig-1 で

は、zig-1 と比較して SYP22 と共免疫沈降する VTI12 の量に有意な差は見られ

なかった (図 16B)。さらに、zip3-1 zig-1 において、VTI12 の局在が TGN から

PVC/液胞へ移行しているかを調べるため、GFP 融合型 VTI12 と RFP 融合型

ARA6 とを同時に発現する野生型、zig-1、zip3-1 zig-1、あるいは zip3-1 背景の

形質転換体を作成した。ARA6 は、PVC/後期エンドソームと細胞膜において、

小胞膜と標的膜との融合を仲介する低分子量 GTPase、Rab5 である (Saito and 
Ueda, 2009; Ebine et al., 2011)。ふだん細胞質中に存在し、膜の融合の際には

エンドソーム膜上/細胞膜上にリクルートされる。したがって、蛍光タンパク質

と融合された ARA6 のうち、エンドソーム膜上/細胞膜上のものはドット状のシ

グナルとして観察される (図 17B, E, H, K)。そこで、作成した形質転換体の内

皮細胞を観察し、細胞 50 個について GFP、RFP シグナルのドット、および GFP
と RFP のシグナルが重なったドットの個数をかぞえ、1 細胞あたりの平均値を

各変異体間で比較した。その結果、zip3-1 zig-1 において RFP (ARA6)シグナル

と重なった GFP (VTI12)シグナルのドットの数は、zig-1 のものと有意な差が見

られなかった (図 17M)。 
 
レトロマー複合体の機能欠損は zig 変異を抑圧する。 

zip3の原因遺伝子は出芽酵母Vps35のシロイヌナズナオルソログVPS35Aで

あり、出芽酵母 Vps35p は PVC からゴルジ体への逆行輸送に関与するレトロマ

ー複合体の構成タンパク質である。酵母や動物のレトロマー複合体の大サブユ

ニットは VPS35, VPS29, VPS26 の 3 つのタンパク質によって構成される。シ

ロイヌナズナのゲノムには VPS35, VPS29, VPS26 のオルソログがそれぞれ 3
つ、1 つ、2 つ存在する (表 1)。zip3 変異がシロイヌナズナ VPS35 パラログの

一つである VPS35A の機能欠損変異であることから、zip3 変異体内では

VPS35A を構成タンパク質として含むレトロマーが機能を欠損し、このレトロ

マー機能欠損が zig-1 の形態と重力屈性における異常を部分的に抑圧した可能

性が考えられた。 
シロイヌナズナ VPS29 は他の多くの生物と同様に、ゲノムにおいて単一遺伝

子であり、パラログは存在しない (表 1)。この VPS29 の完全ノックアウトは致
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死であるが、シロイヌナズナ maigo1-1 (mag1-1)変異体内では VPS29 の発現が

極度に低下している (Shimada et al., 2006)。もし、zip3 変異による zig 変異の

部分的抑圧がレトロマーの機能低下によるならば、mag1-1 変異もまた zig 変異

を抑圧することが期待される。そこで、mag1-1 と zig-1 の二重変異体を作成し、

表現型の解析を行った。まず、mag1-1 単独変異体は重力刺激後 180 分で約 90
度まで屈曲し、その後 90 度の屈曲を維持した (図 18C)。90 度まで屈曲するの

に野生型の 2 倍の時間がかかるが、この理由として mag1-1 は野生型より生育

が悪く、花茎の伸長速度が遅いことが考えられる (図 18A)。一方、mag1-1 zig-1
二重変異体は mag1-1 と同様の重力屈性反応を示したことから (図 18C)、
mag1-1 変異は zig の重力屈性における表現型を抑圧することわかった。さらに、

mag1-1 zig-1 は mag1-1 と同様の形態を示したことから (図 18B)、mag1-1 変

異は zig の形態における表現型も抑圧することがわかった。つまり、レトロマー

を構成すると考えられる VPS29 の発現が低下した mag1-1 変異もまた zig 変異

を抑圧し、その抑圧効果は zip3 変異より強いことが示された。 
 シロイヌナズナの予想されるレトロマー大サブユニットの、別の構成因子で

あるVPS26にはパラログが2つ存在する (表1)。そこでAt5g53530をVPS26A、

At4g27690 を VPS26B とした。ゲノム中で単一遺伝子である VPS29 の発現が

低下している mag1-1 変異が zig 変異を抑圧したことから、VPS26 パラログの

どちらか、あるいは両方の機能欠損変異もまた zig 変異を抑圧する可能性が考え

られる。VPS26 の機能欠損が zig 変異を抑圧するか調べるため、VPS26A のイ

ントロンに T-DNA が挿入された系統 GABI_053C12 と、VPS26B の第 12 エキ

ソンに T-DNA が挿入された系統 SALK_142592 を入手し、それぞれの T-DNA
挿入を確認した (図 19A)。また、これらの系統では T-DNA が挿入されている

遺伝子について、mRNA が発現していないことを確認した (図 19B)。得られた

vps26a, vps26b 単独変異体について表現型解析を行ったところ、野生型とほぼ

同様の形態と重力屈性を示した (図 19C-E)。また、vps26a と vps26b をかけ合

わせて得られた F2 種子から二重変異の遺伝子型を持つ幼植物は出現しなかっ

た (data not shown)。このことは VPS26 の機能が個体の生存に必須であり、

VPS26A と 26B はある程度機能が重複していることを示唆している。 
続いてこれらの単独変異体と zig-1 との二重変異体を作成し、表現型の解析を

行った。その結果、vps26a 変異は zig-1 の形態における表現型を抑圧したのに

対し、vps26b 変異は抑圧しなかった (図 20A, B)。また、重力屈性を測定した

ところ、vps26a zig-1は重力刺激後徐々に屈曲し、約 270分で 90度まで屈曲し、

その後 90 度の屈曲を維持した。一方、vps26b zig-1 は zig-1 と同様にほとんど

重力屈性を示さなかった (図 20C)。これらの結果は、ゲノム中に 2 つ存在する

VPS26 パラログのうち、VPS26A の T-DNA 挿入変異は zig の形態と重力屈性
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における表現型を部分的に抑圧するが、VPS26B の T-DNA 挿入変異は抑圧しな

いことを示している。 
以上のように、酵母レトロマー構成因子 Vps35, 29, 26 のシロイヌナズナオル

ソログの中で、VPS35A, 29, 26A の機能低下はいずれも zig 変異を抑圧した。

このように 3 つのタンパク質は機能的に強い関連性を持っていることから、シ

ロイヌナズナにおいても VPS35A, 29, 26A は複合体を形成している可能性が高

い。さらには、レトロマーの機能低下が VTI11 機能欠損による zig-1 の表現型

を抑圧したと推測される。 
vps26a 変異が zig-1 の表現型を抑圧したため、vps26a zig-1 において VTI12

の SYP22 との相互作用能が上昇している可能性が考えられた。そこで、図 16
と同様にして、共免疫沈降法を用いて vps26a zig-1 における VTI12 の SYP22
との相互作用を調べた。その結果、vps26a zig-1 において、zig-1 と比較してこ

の相互作用が有意に上昇していることがわかった (図 16)。この結果より、

vps26a zig-1 において、またおそらく zip3-1 zig-1 においても、zig 変異抑圧の

分子メカニズムに VTI12 が関与している可能性が示唆された。これは 21 ペー

ジで既に述べた zip3-1 zig-1 における VTI12 についての解析結果と一見矛盾す

るように見える。この点に関する考察は 27, 28 ページで記述する。 
 
VPS35 パラログの機能重複性の検討 
シロイヌナズナの推定上のレトロマー構成因子であるVPS26のパラログ間で、

遺伝学的機能が重複している可能性が示唆されたにもかかわらず、zig の表現型

に対する抑圧効果に差が見られた。シロイヌナズナのゲノムには ZIP3=VPS35A
と相同性が高いタンパク質をコードする遺伝子が At2g17790 以外に 2 つ 
(At1g75850, At3g51310)存在する。そこで At1g75850, At3g51310 をそれぞれ

VPS35B, VPS35C とし、これらのパラログの間でも zig 変異抑圧効果に差があ

るか調べた。まず、VPS35B の第 17 イントロンに T-DNA が挿入された系統

SALK_014345 と、VPS35C の第 17 イントロンに T-DNA が挿入された系統

SALK_099735 を入手し、それぞれの T-DNA 挿入を確認した (図 21A)。また、

これらの系統では T-DNA が挿入されている遺伝子について、mRNA が発現し

ていないことを確認した (図 21B)。さらに、vps35b, vps35c 単独変異体は、野

生型とほぼ同様の形態と重力屈性を示した (図 21C-E)。続いてこれらの T-DNA
挿入系統と zig-1 との二重変異体を作成し、表現型の解析を行った。その結果、

vps35b zig-1, vps35c zig-1 ともに zig-1 と同様の形態を示した (図 22A, B)。ま

た、重力屈性を測定したところ、vps35b zig-1, vps35c zig-1 ともに zig-1 と同様、

ほとんど重力屈性を示さなかった (図 22C)。これらの結果は、zig 変異抑圧に関

するVPS35A (=ZIP3)遺伝子の機能と VPS35BあるいはVPS35C遺伝子の機能



 24 

とが異なっていることを示している。 
さらに、VPS35 パラログ間で zig 変異抑圧に関して機能重複が存在するかを

確認するため、zip3-1 vps35b zig-1, zip3-1 vps35c zig-1, vps35b vps35c zig-1
の 3 つの三重変異体を作成し、重力屈性における zig 変異抑圧の効果を評価した

(図 23)。その結果、vps35b vps35c zig-1 は zig-1 と同様、ほとんど重力屈性を

示さなかった。zip3-1 vps35b zig-1は重力刺激後 150分でまず30度まで屈曲し、

約 30 分間 30 度の屈曲を保った後再び屈曲し始め、10 時間後には 80 度まで屈

曲するという重力屈性を示した。zip3-1 vps35c zig-1 は重力刺激後徐々に屈曲

し、約 300 分で 90 度まで屈曲し、その後 90 度の屈曲を維持した。 
以上の結果をまとめると次のようになる。①vps35b と vps35c の二重変異は

重力屈性において zig 変異抑圧効果をほとんど示さない。②vps35b 単独変異は

zig 変異抑圧効果を示さないが、zip3-1 zig-1 二重変異に vps35b が加わると、

少なくとも重力刺激から 3 時間では、zig 変異抑圧効果が強まった。③vps35c
単独変異は zig 変異抑圧効果を示さないが、zip3-1 zig-1 二重変異に vps35c が
加わると、zig 変異抑圧効果が強まった。これらのことから、遺伝学的には、

VPS35 パラログが示す zig 変異抑圧の効果には若干の機能重複が存在し、その

効果は VPS35A (=ZIP3)の機能欠損が最も大きく、次が VPS35C の T-DNA 挿入

変異であり、VPS35B の T-DNA 挿入変異が最も小さいと考えられる。 
 
VPS35A, B, C タンパク質間で機能の代替は可能か？ 
VPS35 パラログがコードする 3 つのタンパク質間の相同性は VPS35A と 35B
の間で 67.5%、35A と 35C の間で 69.4%、35B と 35C の間で 63.4%であり、特

に N 末端領域で高い相同性を示した (図 24)。出芽酵母 Vps35p と相同性が高い

タンパク質をコードする遺伝子をゲノム中に 3 つ持つ生物は、知られている限

りではシロイヌナズナのみである (表 1)。これら 3 つのタンパク質間には機能

に差があるのだろうか。VPS35A, B, C タンパク質間で機能の代替が可能である

かを検証するため、SCR プロモーターを用いて、zip3-1 zig-1 二重変異体の内皮

細胞特異的にVPS35B, Cタンパク質をそれぞれ発現させた形質転換体を作成し

た。また、これらの形質転換体の T2 世代独立 8 系統について、transgene 由来

の mRNA が発現していることを確認した (図 25A, 図 26A)。続いて、内皮細胞

特異的に VPS35A, B, C タンパク質を発現させたとき、重力屈性における zip3
変異の抑圧効果を相補できるか調べた。VPS35A (= ZIP3)タンパク質の機能と

35B あるいは 35C タンパク質の機能が同じであるならば、35B あるいは 35C を
発現させた形質転換体でも zip3 による zig 変異抑圧効果が打ち消され、zig-1 様

の重力屈性を示すことが期待された。T2 世代独立 8 系統について重力屈性を測

定したところ、VPS35A を発現させた形質転換体は上述の通り 8 系統のいずれ
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も zig-1 様の表現型を示した (図 15)。一方、35B を発現させた形質転換体は 8
系統のいずれも zip3-1 zig-1 様の表現型を示した (図 25B)。また、35C を発現

させた形質転換体は 8 系統間でばらつきはあるものの、zip3-1 zig-1 に近い表現

型を示した (図 26B)。これらの結果は、zip3-1 zig-1 の内皮細胞において、

VPS35B, 35Cタンパク質が35Aタンパク質と同じ機能を持つことはできないこ

とを示している。 
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考察 

 

[Ⅰ] レトロマー複合体機能欠損による zig 変異抑圧の分子メカニズム 

 
レトロマー複合体の機能欠損は zig 変異を抑圧する。 
今回の研究から、zigzag-1 (zig-1)の形態と重力屈性における表現型を部分的

に抑圧する zig suppressor 3 (zip3)が、出芽酵母 Vps35 のシロイヌナズナオル

ソログ VPS35A の機能欠損変異であることが明らかになった (図 12)。Vps35p
は出芽酵母においてPVCからゴルジ体への逆行輸送に機能するレトロマー複合

体の構成タンパク質である (Seaman, 2005) (図 6)。レトロマーの構成因子は酵

母から動物に至る多くの生物のゲノム中に高度に保存されており (Haft et al., 
2000)(表 1)、高等植物に関しては、シロイヌナズナのゲノム情報に基づいて推

定上のレトロマー構成因子が報告された(Oliviusson et al., 2006)。出芽酵母の

レトロマーを構成するタンパク質の機能欠損変異株はいずれもCPYの輸送異常

という同じ表現型を示す(Horazdovsky et al., 1997；Nothwehr and Hindes, 
1997；Seaman et al., 1997；Reddy and Seaman, 2001)。シロイヌナズナにお

いてもレトロマー構成因子のいずれの機能欠損も同じ表現型を示すことが予想

された。実際、VPS29 の機能低下が zig の形態と重力屈性における表現型を抑

圧し (図 18)、VPS26A の T-DNA 挿入変異も zig を部分的に抑圧した (図 20)。
これらのことから、野生型において、VPS35A, VPS29, VPS26A の 3 つのタン

パク質がレトロマー複合体の一部を構成して同様の機能を担っていると推測で

きる。また、酵母 Two-Hybrid 解析から、VPS35A, VPS29, VPS26A が物理的

に結合することが報告されており (Jaillais et al., 2007)、この結果は、我々が得

た遺伝学的な解析結果と矛盾しない。 
それでは、レトロマーの機能低下はどのようにして zig の表現型を抑圧したの

だろうか。野生型において、花茎の重力感受細胞である内皮細胞内のアミロプ

ラストは細胞の下部に蓄積している。さらに、このアミロプラストの重力方向

への沈降と重力屈性能には強い相関があることが示されている (Kato et al., 
2002; Morita et al., 2002; Yano et al., 2003; Silady et al., 2004)。zip3-1 による

zig-1 の重力屈性異常の抑圧が部分的であったことから、アミロプラスト局在に

対する抑圧もまた部分的であると予想された。しかし、zip3-1 zig-1 の内皮細胞

においてその抑圧の度合いは予想を上回り、アミロプラストは野生型と同様の

局在を示した (図 13)。一方、最近の研究からアミロプラスト沈降に関して固定

試料と生細胞との間で解析結果が異なる例が見られている (Nakamura et al., 
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2011)。したがって今回の場合も、固定試料を用いたアミロプラストの局在解析

のみでは zip3-1 の zig-1 に対する抑圧効果を正確に評価できていない可能性が

考えられる。 
zig-1 の重力屈性異常の原因は内皮細胞内の内膜構造の異常と関係することが

示されている (Morita et al., 2002; Saito et al., 2005)。生細胞を用いた観察か

ら、野生型では、内皮細胞内の約半分のアミロプラストが液胞膜にとり囲まれ

ているが、zig-1 ではほとんどとり囲まれていないことが示された (図 14F②)。
一方、zip3-1 zig-1 では、液胞膜にとり囲まれたアミロプラストの個数は野生型

の 7 割程度まで回復した。また、zig-1 の内皮細胞内では野生型には見られない

小胞様の異常な液胞膜構造が存在するが (Morita et al., 2002) (図 14C)、zip3-1 
zig-1 では小胞様の異常な液胞膜構造が観察された細胞数が zig-1 の約半分に減

少した (図 14F⑤)。以上の結果から、zip3-1 は zig-1 の液胞膜構造を部分的に

回復させることが示された。したがって、zig の重力屈性異常と形態異常に対す

る抑圧に液胞膜構造の回復が関与している可能性が考えられる。 
 
レトロマー複合体の機能欠損による zig 変異抑圧の分子メカニズム 
レトロマー複合体が機能を欠損するとなぜ zig の表現型、つまり VTI11 の機

能欠損を抑圧できるのだろうか？これまでの研究から、zig 変異抑圧に

ZIG/VTI11 のパラログである VTI12 が関与することが示されている。 例えば、

zig-1 変異体において VTI12 を過剰発現すると、zig-1 の表現型がある程度回復

する (Surpin et al., 2003)。また、zig suppressor 1 (zip1)変異は VTI12 中に生

じた 1 アミノ酸置換変異であり、zig-1 の形態と重力屈性における表現型を野生

型並みに回復させる優勢変異である。zip1 変異により VTI 12 の局在は本来の局

在場所である TGN から液胞に移行しており、なおかつ zip1 型 VTI12 は SYP22
との相互作用能が上昇していた (Niihama at al., 2005)。さらに、SYP22 に 1
アミノ酸置換を持つ sgr3-1 変異体の解析から、VTI11 と SYP22 との複合体形

成量は重力屈性能と相関があることが示されている (Yano et al., 2003)。これら

のことから、VTI12 過剰発現あるいは zip1 型 VTI12 は、VTI11 非存在下で

SYP22と複合体を形成することによりVTI11の機能を代替したことが示唆され

ている。このように、SNARE である VTI11 の機能欠損をそのオルソログであ

る VTI12 が抑圧するという分子メカニズムは比較的理解しやすい。それでは、

zip3-1 zig-1 と vps26a zig-1 の場合はどうだろうか？まず、 zip3-1 zig-1 と

vps26a zig-1 における SYP22 と VTI12 との複合体形成を zig-1 単独変異体と比

較した。その結果、zip3-1 zig-1 では zig-1 と比較してこの複合体形成に有意な

差は見られなかった。一方、vps26a zig-1 では有意な差が見られた (図 16)。
vps26a zig-1 における VTI12 の SYP22 との複合体形成量の方が zip3-1 zig-1 の
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ものより大きいという結果は、zig 抑圧効果の差と正の相関がある。したがって、

vps26a zig-1、またおそらく zip3-1 zig-1 においても VTI12 が ZIG/VTI11 の機

能欠損の抑圧に関与していることが示唆される。 
 それではレトロマー複合体が機能を欠損するとなぜ VTI12 の SYP22 との相

互作用が上昇するのか？野生型において、VTI12 は主に TGN に局在し、一部は

PVC と細胞膜にも局在する (Uemura et al., 2004) (図 1)。細胞内においてタン

パク質は常に局在を変化させており、個々のタンパク分子が最も長く局在する

部位がそのタンパク質の局在部位ととらえられる。したがって、VTI12 の局在

もまた動的平衡の上に成り立っていると考えられる。つまり、VTI12 は TGN か

ら PVC へ輸送され、さらに PVC から TGN へ逆行輸送されるが、VTI12 に対

する逆行輸送の速度が順行輸送より速ければ VTI12 は主に TGN に局在してい

るように見える (図 27A)。このように、VTI12 が TGN と PVC の間を循環して

いると仮定する。ここに、レトロマー機能欠損によって PVC からゴルジ体への

逆行輸送に異常が引き起こされると、SYP22 が多く存在する PVC と液胞に留

まる VTI12 の絶対量が増加する (図 27C)。そして、VTI11 がなく、逆行輸送機

能が低下した条件下 (zip3-1 zig-1, vps26a zig-1 背景)では、SYP22 と VTI12 が

複合体を形成し、VTI11 の機能欠損を相補したというモデルが考えられる。し

かしながら、GFP-VTI12 と RFP-ARA6 (PVC マーカー)とを同時に発現する形

質転換体の内皮細胞を観察した結果、zip3-1 zig-1 において ARA6 と共局在し

た VTI12 のドットの数は、zig-1 のものと有意な差が見られなかった (図 17)。
この点に関しては、RFP-ARA6 はすべての PVC をマークするものではないた

め、zip3-1 zig-1 において ARA6-positive でない PVC に VTI12 の局在が移行し

た可能性も考えられる。もちろん VTI12 に依存しない zig 変異抑圧の分子メカ

ニズムが存在する可能性も否定できないが、vps26a zig-1 においては zig-1 と比

較して SYP22 と共免疫沈降する VTI12 の量に有意な差が見られたことから、

複数のPVCマーカーを用いてvps26a zig-1背景においても上記と同様の解析を

行う必要がある。 
 

[Ⅱ] シロイヌナズナレトロマー構成因子のパラログの機能  

 
シロイヌナズナにおいてレトロマー機能は必須である。 
シロイヌナズナのゲノムにおいて VPS29 は他の生物と同様、単一遺伝子であ

り、VPS29 の機能欠損は致死である (Shimada et al., 2006)。一方、VPS35 に

は 3 つ、VPS26 には 2 つのパラログが存在する。各パラログの T-DNA 挿入変

異体は形態において野生型と同様の表現型を示し、重力屈性においても目立っ
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た表現型を示さなかった(図 19, 21)。しかし、VPS35 の 3 つのパラログ全てに

変異を持つ遺伝子型の植物体は芽生え致死である (Yamazaki et al., 2008)。ま

た、AtVPS26 の 2 つのパラログ両方に変異を持つ遺伝子型の幼植物は出現しな

かった (data not shown)。以上のことから、高等植物にとってレトロマーの機

能は必須であり、細胞における逆行輸送が形態形成や環境適応能力に重要であ

ることが示唆される。 
 
シロイヌナズナレトロマー構成因子のパラログ間で遺伝学的機能に差が存在す

る。 
VPS35, 26 それぞれのパラログの単独変異体は表現型を示さないが、3 つの

VPS35、あるいは 2 つの VPS26 にそれぞれ重複して変異を持つ遺伝子型の植物

体は致死であることから、これらのパラログ間で遺伝学的機能が重複している

可能性が考えられる。このように、高等植物の小胞輸送関連因子の多くは遺伝

子重複のため単独変異では表現型が出ず、各パラログの遺伝学的解析は難しい。

今回、zig 変異抑圧効果を指標として VPS26 遺伝子の機能を解析した結果、

VPS26A の T-DNA 挿入変異は zig の表現型を抑圧したが、VPS26B の T-DNA
挿入変異は抑圧しなかった (図 20)。このことは、VPS26 のパラログ間で zig 変

異抑圧に関する遺伝学的機能が異なることを示している。 
VPS35 の 1 つのパラログである VPS35B の T-DNA 挿入変異は zig の表現型

を抑圧しなかったが (図 22)、zip3 と zig-1 の二重変異に vps35b 変異が加わる

と、少なくとも重力刺激から 3 時間では zig 変異抑圧効果が上昇した (図 23)。
もう 1 つのパラログである VPS35C の T-DNA 挿入変異は zig の表現型を抑圧

しなかったが(図 22)、zip3 と zig-1 の二重変異に vps35c 変異が加わると zig 変

異抑圧効果が vps35b 変異の場合より大きく上昇した (図 23)。これらの結果か

ら、VPS35A と 35B あるいは 35C とでは zig 変異抑圧に関する機能がわずかに

重複しつつ異なることが示された。まとめると、遺伝学的な zig 変異抑圧効果は

VPS35A の機能欠損が最も大きく、次が VPS35C の T-DNA 挿入変異であり、

VPS35B の T-DNA 挿入変異が最も小さい。本来ならば、ゲノム中に複数存在

するパラログの個々の機能を遺伝学的に解析することは難しいが、形態と重力

屈性に明確な表現型を持つ zig の抑圧効果を指標とすることで、初めて、VPS35
とVPS26それぞれのパラログ遺伝子間で遺伝学的機能に差があることが明確に

示された。 
 
シロイヌナズナレトロマー構成因子のタンパク質としての機能 
シロイヌナズナにおいて重複するVPS35の遺伝学的機能の差は何に由来する

のか？  
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SCRプロモーターを用いて zip3-1 zig-1の内皮細胞特異的にVPS35タンパク

質を発現させた解析から、VPS35A の発現は zip3 変異による zig の重力屈性異

常の抑圧効果を打ち消すことが示された (図 15)。この VPS35A を発現させた形

質転換体の内皮細胞ではおそらく VPS35A を含むレトロマー複合体が機能し、

zig の状態に戻ったと考えられる。また、SCR プロモーター制御下で逆行輸送に

十分機能しうる量の VPS35A が発現しているといえる。一方、同じプロモータ

ーを用いて zip3-1 zig-1 の内皮細胞特異的に VPS35B あるいは 35C タンパク質

を発現させた場合、VPS35B, 35C は zip3 変異による抑圧効果を打ち消さなかっ

た (図 25B, 26B)。この結果は、同じプロモーターの制御下で同程度発現させて

も、35B, 35C は 35A の機能を代替できないことを示している。したがって、

VPS35B, 35C のタンパク質としての機能は VPS35A とは異なると考えられる。 
それでは、3 つの VPS35 タンパク質の機能はどのように違うのだろうか？ 出

芽酵母や動物において、VPS35 は PVC 膜上で積荷タンパク質の細胞質ドメイ

ンと直接結合して選別を行い、そのゴルジ体への逆行輸送を仲介する (Seaman, 
2005; Collins, 2008) (図 6)。したがって、シロイヌナズナの 3 つの VPS35 間で、

積荷タンパク質に対する選別能がある程度は重複しつつも異なっている可能性

が考えられる。また、タバコ BY-2 細胞とタマネギの表皮細胞を用いた局在解析

から、VPS35 は PVC あるいは MVB (multi vesicular body)に局在することが

示されている (Oliviusson et al., 2006; Yamazaki et al., 2008)。しかしながら、

3 つの VPS35 それぞれの局在部位は明らかになっていない。したがって、3 つ

の VPS35 の機能の差として、PVC 膜上で機能する膜コンパートメントが異な

る可能性も考えられる。以上の 2 つの可能性は相反するものではないので、

VPS35A と 35B あるいは 35C とは両者の点で異なるのかもしれない。シロイ

ヌナズナ VPS35 の多様性の意味を考える上で、これらの可能性は今後の課題と

して非常に興味深い。 
 
高等植物における逆行輸送の多様性と高次機能との関連 
 高等植物細胞は液胞をはじめとした単膜系オルガネラが酵母や動物と比べて

多様である (Surpin and Raikhel, 2004)。これらの単膜系オルガネラの間で複

数の輸送経路が存在し、また、逆行輸送経路も複数存在する可能性がある。今

回、zig-1 変異体の形態と重力屈性における表現型に対する抑圧効果を指標とし

て、シロイヌナズナ zig suppressor 3 とそのパラログ遺伝子の分子遺伝学的解

析を行った結果、3 つの VPS35 のタンパク質機能が異なることが示された。シ

ロイヌナズナの細胞において、3 つの VPS35 は異なる単膜系オルガネラの膜上

でそれぞれに固有の積荷タンパク質の選別を行っているのかもしれない。この

ように、シロイヌナズナの細胞は逆行輸送の制御因子を使い分けることで、単
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膜系オルガネラの多様性を反映したより複雑な小胞輸送の分子ネットワークを

構築しているのかもしれない。今後、レトロマーによって細胞内局在や発現レ

ベルを制御されている受容体などの積荷タンパク質やそのリガンドを同定、解

析することで、高等植物が示す環境適応や形態形成などの高次機能において逆

行輸送が果たす役割を明らかにできることが期待される。   
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第 2 章 

シロイヌナズナ花茎の重力屈性に関与する 

SHOOT GRAVITROPISM6 の分子遺伝学的解析
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序論 

 
 成熟した植物細胞において、液胞は細胞のほとんどの空間を占める巨大なオ

ルガネラとして観察される。その詳細な形態や構造は、主に電子顕微鏡を用い

た解析によって明らかになった。一方、液胞膜の動態に関する研究は、近年の

蛍光試薬や蛍光タンパク質を用いた生細胞のイメージング解析によって飛躍的

に向上した (Oda et al., 2009)。 
植物液胞の構造は細胞分裂過程や細胞成長過程に応じて大きく変化するが、

分裂を終え成熟した細胞においては、中央液胞、原形質糸、バルブ、シートの 4
つの構造に大きく分けられる。中央液胞は細胞体積の 80~90%を占め、吸水によ

って生じた膨圧は細胞、さらには組織全体に機械的強度を与えている。原形質

糸は、中央液胞を貫通した細い細胞質を包むトンネル状の液胞膜構造である。

中央液胞内腔に陥入したシート状の液胞膜からくびりとられてでき、出現、融

合、消失を繰り返す (Ruthardt et al., 2005, Higaki et al., 2006; Sheahan et al., 
2007)。中空の細胞質部分にはアクチン細胞骨格が連絡しており、細胞内物質や

オルガネラを運ぶための経路として機能している  (Ovečka et al., 2005; 
Ruthardt et al., 2005, Saito et al., 2005)。バルブは、液胞膜を GFP によって

可視化したシロイヌナズナの解析により最初に見つかった。バルブ部分の蛍光

強度は一重の液胞膜部分より 2 倍以上高いことから、バルブ形成のモデルの一

つとして、内腔に陥入した液胞膜が長く伸び、この細胞質を挟んだ二重の液胞

膜が球状になることで形成されると考えられている  (Saito et al., 2002; 
Uemura et al., 2002; 図 2B)。このような球状の形と蛍光の強さから、“電球”

を意味するバルブ (bulb)と名付けられた (Saito et al., 2002)。バルブは形態を

変えながら細胞内を絶えず動き、しばしば原形質糸やシート状の液胞膜と融合

する (Uemura et al., 2002)。また、バルブは細胞の肥大、成長に伴い数が減少

することから、細胞の成長期において、液胞膜に局在するタンパク質や脂質の

リザーバーとして機能しているという説もあるが (Saito et al., 2002)、その細胞

内における機能は正確にはわかっていない。さらに、シロイヌナズナ以外の植

物においても蛍光脂質や蛍光タンパク質を用いたイメージング解析が行われ、

バルブ様の液胞膜構造は、広範な植物種の細胞にも存在することが示されてい

る (Escobar et al., 2003; Vera-Estrella et al., 2004; Reisen et al., 2005; 
Mohanty et al., 2009)。しかしながら、依然として、バルブ、シートの形成、形

態維持を制御する分子機構は、様々な植物種を通じてほとんど明らかになって

いない。そのような中で、シロイヌナズナの花茎の重力屈性を指標とした分子

遺伝学的解析から、細胞内の液胞膜構造の形成/維持に関与する因子が明らかに
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なってきている。 
 本研究室において単離されたシロイヌナズナ shoot gravitropism (sgr)変異体

は、花茎の重力屈性に異常を示す (Fukaki et al., 1996; Yamauchi et al., 1997; 
Fukaki et al., 1998; Silady et al., 2004; Nakamura et al., 2011)。花茎における

重力感受細胞である内皮細胞は、その細胞体積のほとんどを中央液胞によって

占められている。内皮細胞内にはアミロプラストが多数含まれ、アミロプラス

トは、一つ一つが液胞膜にとり囲まれた状態で存在している (図 2B)。しかしな

がら、sgr2, sgr3, zig/sgr4, grv2/sgr8 変異体では、内皮細胞内の液胞膜構造に異

常が見られ、アミロプラストは液胞膜にとり囲まれていなかった。また、固定

した花茎の縦断切片を観察すると、野生型では内皮細胞内のアミロプラストは

細胞下部に蓄積していたのに対し、これらの変異体ではアミロプラストは細胞

の下部に加え、上部、側面にも存在していた (Morita et al., 2002; Yano et al., 
2003; Silady et al., 2004)。SGR2 はホスホリパーゼ A1 様タンパク質をコード

し、一部が液胞膜と液胞前区画 (prevacuolar compartment; PVC)に局在する 
(Kato et al., 2002; 安藤 修士論文 2007)。SGR3/SYP22/AtVAM3、ZIG/VTI11
はそれぞれ Qa-SNARE、Qb-SNARE をコードし、液胞へ至る細胞内小胞輸送

経路で機能する (Kato et al., 2002; Yano et al., 2003)。GRV2/SGR8 は DnaJ
ドメインを持つタンパク質をコードし、線虫においてエンドサイトーシスに関

与する RME-8 と相同性を持つ (Silady et al., 2004)。さらに、GRV2/SGR8 は

シロイヌナズナの細胞においてエンドソームに局在し、エンドサイトーシス経

路で機能する (Silady et al., 2008)。横倒し顕微鏡を用いて重力方向を維持した

まま野生型花茎の生細胞を観察すると、内皮細胞の液胞には原形質糸やバルブ、

シートが見られ、これらの構造は形態を変えながら内腔内を活発に動いた 
(Saito et al., 2005)。また、アミロプラストは、液胞膜に包まれた状態で細胞内

を活発に動きながらも、比較的細胞の下部に偏って存在していた。さらに、野

生型の内皮細胞を重力方向に対して 90 度傾けると、およそ 3 分でアミロプラス

トが新しい細胞底面へ移動した。一方、zig/sgr4 変異体の内皮細胞では、アミロ

プラストはほとんど動かなかった (Saito et al., 2005)。以上、SGR2, SGR3, 
ZIG/SGR4, GRV2/SGR8 の解析から、花茎内皮細胞内の正常な液胞膜構造の形

成、維持が、アミロプラストの存在状態や動態を介して花茎の重力屈性に重要

であることが示唆された。以上のことから、シロイヌナズナの花茎の重力屈性

は内皮細胞の細胞内環境、特に液胞膜構造の状態をよく反映しており、他の sgr
変異体を解析することで、内皮細胞内の液胞膜構造の形成、維持に関与する新

たな因子を同定できると期待される。 
 本研究で扱う sgr6 は花茎の重力屈性と側枝の伸長方向に異常を示す (図 28,  
33)。また、sgr6 は根と胚軸の重力屈性および根、花茎、胚軸の光屈性には顕著
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な表現型を示さない (Yamauchi et al., 1997; 長房 修士論文 2001)。マップベ

ースクローニングの結果、sgr6 のゲノムにおいて At2g36810 遺伝子に一塩基置

換が見つかっている (長房 修士論文 2001; 図 29)。この遺伝子がコードするタ

ンパク質は、1703 アミノ酸残基からなる。タンパク質ドメインデータベースに

よると、このタンパク質は 10 個の HEAT (huntingtin, elongation factor 3, 
A-subunit of protein phosphatase 2A and TOR1) repeat を持つが、それ以外に

は機能を類推させるドメインを持たない (図 30)。一つの HEAT repeat は約 50
アミノ酸残基からなる (Andrade et al., 2001)。At2g36810 がコードするタンパ

ク質の全長のうち、C 末端側の約 300 アミノ酸残基の領域に予測された 10 個の

HEAT repeat のうち 6 個が集中して存在し、それ以外の領域に残り 4 個が散在

している (図 30)。このタンパク質の全長をクエリーとして BLAST 検索を行っ

たところ、酵母のゲノム中にはホモログが見つからなかった。植物においては

イネ  (Oryza sativa)、トウゴマ  (Ricinus communis)、ヒメツリガネゴケ 
(Physcomitrella patens)、ポプラ (Populus trichocarpa)のゲノム中にホモログ

が存在する  (図 31)。At2g36810 がコードするタンパク質との相同性は、イネ、

トウゴマ、ポプラのホモログについては比較的高く、ヒメツリガネゴケのホモ

ログについては 30%程度である (図 32)。これらのホモログについてもタンパク

質ドメインデータベースを用いて解析したところ、4~10 個の HEAT repeat が
予測され、これらの HEAT repeat も At2g36810 がコードするタンパク質のも

のと同様にそれぞれのタンパク質のC末端側の領域に集中して存在する (図32)。
一方、動物においては線虫 (Caenorhabditis elegans)、ショウジョウハエ 
(Drosophila melanogaster)、マウス (Mus musculus)、ヒト (Homo sapiens)
のゲノム中にも相同性は低いながらおおむねホモログが存在する (図 31)。これ

らのタンパク質の全長の長さは At2g36810 がコードするタンパク質とある程度

同じであるが、予測された HEAT repeat は数個だった (図 32)。現在のところ、

これらの植物および動物におけるホモログに関する報告はなく、その遺伝学的

機能および分子機能は不明である。 
 通常、HEAT repeat は一つのタンパク質中に数十個以上存在する (Perry and 
Kleckner, 2003)。HEAT repeat タンパク質は、HEAT repeat の繰り返し配列

から構成されるα-へリックス状の HEAT モチーフを介して他のタンパク質と

結合する(Andrade et al., 2001)。また、HEAT repeat タンパク質は全ての真核

生物に存在し様々な細胞機能に関与するが、その分子機能を HEAT モチーフの

みから類推することは難しい。以上のようなことから、SGR6 の分子機能は現

在のところ全く未知である。しかしながらそれゆえに、SGR6 の解析は植物の

重力屈性の分子機構の解明、さらには、重力屈性以外の植物の高次機能に関連

した研究にも新しい局面を与える可能性がある。そこで私は sgr6 変異体の分子
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遺伝学的解析を行い、SGR6 が花茎の内皮細胞内の液胞膜構造の形成/維持に関

与する新規因子である可能性を示した。第 2 章ではその研究成果を報告する。
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材料と手法 
 
植物材料 
 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.の Columbia (Col)系統あるいは Lernsberg 
erecta (Ler)系統を野生株として用いた。sgr6-1 変異株は Col 野生株をエチルメ

タンスルホン酸 (EMS)処理した種子群から深城英弘博士により単離された 
(Yamauchi et al., 1997)。sgr6-2 変異株は Col 野生株をγ線照射した種子群から

加藤荘英博士により単離された。sgr6-3 変異株は Ler 野生株を EMS 処理した

種子群から鹿内利治博士のグループにより単離された。sgr6-4 変異株は Ler 野

生株をγ線照射した種子群から高田忍博士により単離された。sgr6-1, sgr6-2, 
sgr6-3, sgr6-4 は、それぞれの野生株によって少なくとも 3 回戻し交配されたも

のを解析に用いた。 
 
生育条件 
 5%次亜塩素酸ナトリウム中で 10 分間滅菌した種子を Murashige-Skoog 
(MS)寒天培地 (4.65 g/L MS 培地用混合塩, 0.5% [w/v] Gellan Gum, 1% [w/v] 
sucrose, 0.01% [w/v] myo-inositol, 0.05% MES-KOH, [pH5.7]) に播種し、春化

処理として 2 日間、4℃に静置した。発芽後およそ 10 日目の芽生えを土に移植

した。その際、バーミキュライト (ニッタイ)と Metromix G550 (SUN GRO 
HORTICULTURE)を 5：2 の体積比で混合した土壌の上にパーライト I 型を薄

く敷いたものを用いた。全ての生育条件は 23℃、連続白色光である。 
 
アグロバクテリウムによる形質転換 
 植物体への形質転換には Floral dip 法を用いた (Clough et al., 1998)。15μ
g/ml カナマイシン、15 μg/ml ゲンタマイシンを含む LB 液体培地中でアグロ

バクテリウム (MP90)を約 36 時間振とう培養し、遠心にて集菌した。この菌

体を感染用培地 (5% sucrose、0.05% Silvet L-77)で懸濁し、さやを取り除き蕾

のみにした植物体 (発芽後 5 週目)に感染させた。約 24 時間ラップで密閉した

のち、上述と同様の条件下で生育させた。 
 
花茎重力屈性の測定 
 花茎が 5～8cm に抽苔した植物体を 23℃の暗所で 1 時間順応させたのち、ポ

ットごと水平方向に倒して重力刺激を与えた。これを 0 分とし、その後 10 分毎

に 6 あるいは 10 時間、デジタルカメラ PowerShot SX100 IS (Canon)で花茎を

タイムラプス撮影した。その後、ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/)にて花茎の
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屈曲角度を測定した。 
 
GUS 染色 
 発芽後 10 日目の芽生え、あるいは 5～8cm の長さに伸長した花茎の茎頂から

約 2～3cm の部分を試料とした。試料を冷却した 90% aceton に浸し、氷上で

30 分静置した。aceton を除去後、rinse solution (100 mM NaPO4buffer [pH7.0], 
0.5mM K3Fe(CN)6, 0.5 mM K4Fe(CN)6, 10 mM EDTA)を添加し、 氷上で 5 分

洗浄した。rinse solution を除去後、staining solution (100 mM NaPO4buffer 
[pH7.0], 0.5 mM K3Fe(CN)6, 0.5m M K4Fe(CN)6, 10 mM EDTA, 0.1% Triton 
X-100, 0.5 mg/ml X-Gluc)を添加し、氷上、減圧条件下で 30 分浸透させた。そ

の後、37℃のインキュベーターに移し、16 時間染色した。花茎試料については、

下記の「花茎切片の作成」の脱水処理以下同様の処理を行った (ただし、横断切

片作成後、0.1%ニュートラルレッドで染色した)。芽生え試料については、70% 
ethanolに浸し、15分洗浄した。70% ethanolを除去後、chloral hydrade-glycerol 
solution(8g of chloral hydrade, 1 ml of glycerol and 2 ml of water)を用いてス

ライドガラス上に封入した。これを冷却 CCD カラーカメラ  VB-6010  
(KEYENCE)を設置した実体顕微鏡 SMZ-U (Nikon)で観察、画像撮影した。 
 
 
花茎切片の作成 
 5～8cm の長さに伸長した花茎の茎頂から約 2～3cm の部分を切り取り、これ

を試料とした。植物体を上下逆にして重力刺激を与えた場合は、重力刺激後す

ぐさま茎頂から約 2～3cm の部分を切り取った。あるいは、重力刺激後 23℃の

暗所にて 10, 20, 40 分間インキュベートし、その後茎頂から約 2～3cm の部分を

切り取った。重力方向を保持した状態でこの試料を 4% (w/v) paraformaldehyde 
(PFA)に浸し、氷上、減圧条件下で 1 時間固定処理した。その後、エタノールの

希釈系列に順次移して脱水処理を行い、Technovit 7100 (Heraeus Kulzer)を用

いて包埋した。ミクロトームを用いて固形サンプルから厚さ 4μm の縦断切片

を作成し、0.5%トルイジンブルーで染色した。これを冷却 CCD カラーカメラ 
VB-6010 (KEYENCE)を設置した蛍光顕微鏡 ECLIPSE E800 (Nikon)で観察、

画像撮影した。 
 
コンストラクトの作成  
SCRpro: GFP-SGR6  
前任者により、pBI300 バイナリーベクターの MCS に SGR6pro: GFP-SGR6

が挿入されたコンストラクト (pBI300_SGR6pro: GFP-SGR6)はすでに作成さ
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れている (矢野、未発表)。そこで、SalI と SmaI サイトを用いて GFP-SGR6
を切り出し、この DNA 断片をすでに SCR プロモーターが挿入してある pBI300 
(pBI300_SCRpro)の SalI と SmaI に挿入した。 
 
タンパク質の抽出 
 発芽後 6 週目の植物体の花茎を、10 ml の extraction buffer (100 mM 
HEPES-KOH [pH7.5], 0.3 M sucrose, 5 mM MgCl2, 5 mM EDTA, 5 mM 
EGTA)と 10 μl の PROTEASE INHIBITOR COCKTAIL (PIC) (SIGMA)の混

合液中で、乳鉢を用いて氷上で破砕した。この破砕液をミラクロスで濾しなが

ら 50 ml 遠心チューブに移した。これを 4℃、1,000g で 10 分遠心し、大きな不

要物を沈澱させた。上清をタンパク質抽出液とし、その濃度を BCA kit 
(PIERCE)を用いて測定した。植物の系統間でタンパク質濃度を揃えた後、抽出

液と等量の 2×SDS sample buffer (100 mM Tris-HCl [pH6.8], 4% SDS, 20% 
glycerol, 0.01% bromophenol blue, 4% 2-mercaptoethanol)を添加し、96℃で 5
分熱処理、あるいは室温で一晩静置した。その後、イムノブロットを行った。 
 
膜画分の調整 
上記のようにタンパク質抽出液を得た後、4℃、100,000g で 1 時間遠心した。 

得られた上清を可溶性画分、沈澱を膜画分とした。可溶性画分に等量の 2×SDS 
sample buffer を、膜画分に可溶性画分と等量の extraction buffer と 2×SDS 
sample buffer を添加し、室温で一晩静置した。その後、イムノブロットを行っ

た。 
 
膜画分の可溶化 
 上記のように膜画分を得た後、extraction buffer、high-salt buffer (2 M NaCl, 
100 mM HEPES-KOH [pH7.5], 0.3 M sucrose, 5 mM EDTA)、urea buffer (8 M 
urea, 100 mM HEPES-KOH [pH7.5], 0.3 M sucrose, 5 mM EDTA)、alkaline 
buffer (100 mM Na2CO3, 0.3 M sucrose, 5 mM EDTA)、TritonX-100 buffer (1% 
[v/v] TritonX-100, 100 mM HEPES-KOH [pH7.5], 0.3 M sucrose, 5 mM 
EDTA)、SDS buffer (2% [w/v] SDS, 100 mM HEPES-KOH [pH7.5], 0.3 M 
sucrose, 5 mM EDTA)をそれぞれ 100 μl 添加し、室温で 30 分静置した。4℃、

100,000g で 1 時間遠心し、得られた上清を S100、沈澱を P100 とした。S100
に 800 μl の extraction buffer と 100 μl の TCA を添加し、よく撹拌した。氷

上で 15 分静置した後、4℃、15,000 rpm で 5 分遠心した。上清を除去後、300 μ
l の氷冷した aceton を添加し、よく撹拌した。4℃、15,000 rpm で 5 分遠心し、

上清を除去した。得られた S100 由来の沈澱と P100 に 1×SDS sample buffer 
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(50 mM Tris-HCl [pH6.8], 2% SDS, 10% glycerol, 0.005% bromophenol blue, 
2% 2-mercaptoethanol)を添加し、室温で一晩静置した。その後、イムノブロッ

トを行った。 
 
イムノブロット 
 7.5 あるいは 10%ポリアクリルアミドゲル e-PAGEL (ATTO)に試料をアプラ

イし、10 mA の定電流で電気泳動を行った。その後、SGR6 タンパク質につい

ては、PVDF 膜 Immobilon (MILLIPORE)に MINI TRANS-BLOT CELL (BIO 
RAD)を用いて 100 V の定電圧で転写した。ZIG タンパク質については、PVDF
膜 Immobilon (MILLIPORE)に TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER 
CELL (BIO RAD)を用いて 10V の定電圧で転写した。この膜を適量の TBS-TB 
(137mM NaCl, 2.7mM KCl, 25mM Tris-HCl [pH7.4], 0.05% [v/v] Tween20, 
2% [w/v] BSA)に移し、室温で 1 時間振とうし、ブロッキングを行った。膜を適

量の TBS-T (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 25mM Tris-HCl [pH7.4], 0.05% [v/v] 
Tween20)に移し、室温で 10 分間振とうした。これを 3 回繰り返し、膜を洗浄

した。TBS-TB に適量の一次抗体 (抗 SGR6 ウサギ抗体: 1/1000, 抗 ZIG/VTI11
ウサギ抗体: 1/1000)を添加したものと膜をハイブリバックに封入し、室温で 1
時間振とうした。その後、ブロッキング後と同様に膜を洗浄した。TBS-TB に

適量の二次抗体 (HRP-linked 抗ウサギロバ抗体 [Amersham Biosciences]: 
1/10000)を添加したものと膜をハイブリバックに封入し、室温で 1 時間振とう

した。その後、ブロッキング後と同様に膜を洗浄した。バンドの検出には ECL 
Plus (GE Healthcare Bio-Sciences)を使用した。luminescent image analyzer 
LAS-4000 (FUJIFILM)を用いて化学発光画像を取得した。 
 
共焦点顕微鏡を用いた観察 
 5～8cm の長さに伸長した花茎の茎頂から約 2～3cm の部分を試料とした。こ

の試料を阪口らの方法に従って縦切りにし(阪口 修士論文 2005)、適量の 0.1% 
agar を含む 1×MS 液体培地 (1×MS, 1% sucrose, 0.05% MES [pH5.0])ととも

にカバーグラスに封入した。 
SCRpro:GFP-γTIP 形質転換体の花茎の内皮細胞の、重力方向を保持した蛍

光観察には、CSU10 CONFOCAL SCANNER UNIT (YOKOGAWA)および

CCD カメラ Phoenix (KSOLYMPUS)を設置した横倒し共焦点顕微鏡 BX50 
(OLYMPUS) を用いた。 GFP を 488nm 光で励起し、 GFP 蛍光には

503nm~552nm、アミロプラスト自家蛍光には 665~705nm の吸収フィルターを

用いた。画像取得、画像処理には iQ image analysis software (Andor 
technology)を用いた。 
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sgr6-1/SGR6pro:GFP-SGR6 と各種オルガネラマーカーを発現する形質転換

体とを掛け合わせて得られた植物体の花茎の内皮細胞の蛍光観察には、共焦点

レーザー走査型顕微鏡 Fluoview FV1000 (OLYMPAS)を用いた。GFP、RFP を

それぞれ 488nm 光、543nm 光で励起し、GFP 蛍光には 497nm~517nm、RFP
蛍光には 592~622nm、アミロプラスト自家蛍光には 650~750nm の吸収フィル

ターを用いた。 
SCRpro:GFP-γTIP 形質転換体の花茎内皮細胞の 4D イメージングには、共

焦点スキャナボックス CellVoyager CV1000 (YOKOGAWA)を用いた。GFP を

488nm 光で励起し、GFP 蛍光には 520nm~535nm、アミロプラスト自家蛍光

には 617~673nm の吸収フィルターを用いた。野生型背景の形質転換体におい

ては、1 時点目の 20 秒間に Z 軸方向に 20 枚の画像を取得し、これを 30 時点 (計
10 分間)繰り返した。sgr6-1 背景の形質転換体においては、1 時点目の 25 秒間

に Z 軸方向に 25 枚の画像を取得し、これを 25 時点 (計 10.4 分)繰り返した。

取得した画像を ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/)を用いて時点ごとに統合し、

得られた 30 あるいは 25 枚の統合画像を時間軸に沿って動画にした。 

http://rsb.info.nih.gov/ij/�
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結果 

 
sgr6-1 変異体の花茎の重力屈性 
 SGR6 の機能を探るため、まず sgr6-1 変異体の重力屈性における表現型を解

析した。Yamauchi ら(1997)により sgr6-1 変異体の花茎は重力屈性異常を示す

ことがすでに報告されているが、より詳細な計測が可能な現在の手法を用いて

再度解析した。植物体をポットごと水平方向に倒した時点を 0 分とし、その後

10 分毎に計 6 時間花茎の屈曲の様子をタイムラプス撮影し、屈曲角度を測定し

た (図 33)。その結果、野生型の花茎が重力刺激後、ほぼ 90 分で 90 度まで屈

曲したのに対し、sgr6-1 変異体はおよそ 140 分で 90 度まで屈曲した。これは、

sgr6-1 変異体が野生型より若干遅延した重力屈性を行うことを示している。花

茎の重力屈性は花茎の伸長成長を伴う。sgr6-1 変異体の花茎の重力屈性異常が

花茎の伸長成長に依存するかを調べるために、野生型と sgr6-1 変異体の花茎の

長さを、花茎が 1.5cm の長さに抽苔した時点で測定を始め、その後 12 時間毎に

計 5 日間測定した (図 34)。その結果、sgr6-1 変異体の花茎の伸長は野生型のも

のとほぼ同様であった。このことは、sgr6-1 変異体の花茎伸長成長が重力屈性

異常に直接関係しない可能性を示唆している。 
 
SGR6 の同定 
 前任者の行ったマッピングにより、sgr6-1 ゲノム中の At2g36810 遺伝子に C
からTへの一塩基置換が見つかっている (長房 修士論文 2001; 図29)。さらに、

At2g36810 の全長もすでにクローニングされている (矢野、未発表)。この

At2g36810 の全長のクローニングから、sgr6-1 変異によって At2g36810 がコー

ドするタンパク質の第 37 エキソンの 1171 番目のグルタミン (CAA)が終止コド

ン (TGA)へ変化することが予想された。 
 SGR6 遺伝子が At2g36810 であることを確認するため、まず、アリル変異体

の表現型解析を行った。sgr6-1 とは異なるスクリーングから、sgr6-2, sgr6-3, 
sgr6-4が得られている (sgr6-3, sgr6-4変異体の遺伝的背景はLandsberg erecta 
[Ler]である)。これらアリル変異体のゲノムを用いて At2g36810 のシークエン

ス解析が行われ、sgr6-2 において第 3 エキソンの G から TT への置換変異が見

つかっている (矢野、未発表; 図 29)。この変異によって、45 番目のアスパラギ

ン (AAT)が終止コドン (TAA)へ変化することが予想される。また、sgr6-3 にお

いて第47エキソンのCからTへの置換変異が見つかっている (矢野、未発表; 図
29)。この変異によって、1547 番目のグルタミン (CAG)が終止コドン (TAG)へ
変化することが予想される。さらに、sgr6-4 において第 9 エキソンの ATTTCT
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から CC への置換変異が見つかっている (矢野、未発表; 図 29)。この変異によ

って、221 番目から 229 番目までのアミノ酸 FLNSVFELL が、RIQFLSYC と

終止コドンへ変化することが予想される。sgr6-2, sgr6-3, sgr6-4変異体は sgr6-1
変異体と同様に、側枝の伸長方向に異常を示した (図 35A、36A)。長房 (2001)
により、sgr6-2, sgr6-3 の花茎の重力屈性はすでに解析されているが、現在の手

法を用いて詳細に解析した。その結果、sgr6-2 変異体は sgr6-1 とほぼ同様の重

力屈性を示した (図 35B)。また、Landsberg erecta (Ler)の花茎が重力刺激後、

ほぼ 120 分で 90 度まで屈曲したのに対し、sgr6-3 変異体の花茎はおよそ 4 時

間でほぼ 90 度まで屈曲した (図 36B)。その後 90 度以上屈曲することはなく、

10 時間後までほぼ 90 度のままだった。また、sgr6-4 変異体の花茎はおよそ 6
時間でほぼ 90 度まで屈曲し、10 時間後までほぼ 90 度のままだった (図 36B)。
これらの結果から、sgr6-2, sgr6-3, sgr6-4 変異体の花茎もまた、野生型より遅

延した重力屈性を示すことがわかった。 
 次に、sgr6-1 の相補性試験を行った。前任者により、At2g36810 の開始コド

ンから上流約 3.0kb の領域をプロモーターと仮定し、その下流に GFP cDNA を

5’末端につないだ At2g36810 cDNA を挿入されたコンストラクト、およびこの

コンストラクトをホモに持つ形質転換体はすでに得られている (矢野、未発表; 
図 37A,B)。そこで、この形質転換体の花茎の重力屈性を解析したところ、野生

型と同様の重力屈性を示した (図 37C)。この結果から、使用したプロモーター

領域は花茎の重力屈性に十分であること、さらに At2g36810 が sgr6-1 の原因遺

伝子であることが確認された。また、導入したコンストラクトの最終産物、つ

まり GFP 融合型 SGR6 は機能的であることが示された。 
 
sgr6-1 は At2g36810 がコードするタンパク質の欠失変異である。 
 sgr6-1 によって At2g36810 がコードするタンパク質の 1171 番目のグルタミ

ン (CAA)が終止コドン (TGA)へ変化することが予想された (図 29)。sgr6-1 が

At2g36810 のコードするタンパク質の発現に影響を与えているかを確認するた

め、ウェスタンブロット解析を行った。まず、野生型と sgr6-1 変異体の花茎を

バッファー中で破砕した後、大きな不溶物を沈澱させ、上清をタンパク質抽出

液とした。この抽出液にサンプルバッファーを加えて熱処理した後、SDS-PAGE、

抗 SGR6 抗体を用いたイムノブロットを行った (図 38A)。この抗体は SGR6 の

全長 1703 アミノ酸のうち、621 アミノ酸から 1241 アミノ酸の領域を抗原とし

て作成されたポリクローナル抗体である (矢野、未発表)。その結果、野生型に

おいて、予想される分子量の位置にバンドが検出されたが、ゲルのウェルの底

にあたる部分にもバンドが検出された (図 38A)。また、これらのバンドは sgr6-1
変異体では見られなかった。このことから、この抗体は SGR6 タンパク質を特
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異的に認識することが明らかであり、sgr6-1 にはこの抗体で認識できる正常な

SGR６タンパク質が存在しないことが示された。さらに、上記の方法では SGR6
タンパク質の一部は何かしらの凝集体を形成し、ゲル中へ入らない可能性が考

えられた。そこで次に、タンパク質抽出液にサンプルバッファーを加えた後、

熱処理をせずに一晩室温にて静置した。その後の操作は上記と同様である。そ

の結果、予想される分子量の位置にのみバンドが検出された (図 38B)。 
そこで、この方法を用いて sgr6 の全アリルにおける SGR6 タンパク質の発現

を調べた。その結果、sgr6-2, sgr6-4 変異体においても、野生型で見られたバン

ドと同じ位置にバンドは検出されなかった (図 39)。また、sgr6-1, sgr6-2, sgr6-4
において正常より小さい分子量のバンドも検出されなかった。この結果から、

これら 3 種の変異アリルは At2g36810 がコードするタンパク質の欠失変異であ

ると考えられる。一方、sgr6-3 変異体においては、野生型よりも分子量の小さ

いバンドが検出された (図 39)。そして、バンドの濃さから、sgr6-3 変異により

タンパク質の蓄積量が野生型より低下していると考えられた。sgr6-3 では、1547
番目のグルタミンが終止コドンへ変化することが予想される。したがって、

sgr6-3 変異体の花茎の重力屈性異常の原因として、タンパク蓄積量が野生型よ

り低下している、あるいは、sgr6-3 型 SGR6 が機能を欠損している可能性が考

えられる。 
 
SGR6 の発現パターン 
 次に、植物個体における SGR6 の発現部位を調べた。相補性試験に用いたプ

ロモーターの制御下で、レポーター遺伝子である GUS を発現する形質転換体は

すでに得られている (矢野、未発表)。この形質転換体を用いて GUS 染色を行っ

たところ、根端および根、胚軸、子葉の維管束、子葉の孔辺細胞に強い GUS 活

性が見られた。一方、花茎では表皮、内皮、維管束のうち特に篩管、発達中の

後生木部導管、そして維管束間繊維細胞に強い GUS 活性が見られた (図 40)。 
 
内皮特異的プロモーターを用いた相補性試験 
 内皮細胞は、花茎における重力感受細胞である (Morita, 2010)。GUS を用い

た SGR6 の発現解析から、SGR6 は花茎において内皮で発現していることがわ

かった。そこで、SGR6 の内皮における発現と重力屈性との関係を調べるため、

内皮特異的 SCARECROW (SCR)プロモーターの制御下で、相補性試験に用い

た GFP-SGR6 を発現する sgr6 背景の形質転換体を作成した。T3 世代独立 2 系

統の花茎の重力屈性を解析したところ、重力屈性異常が野生型並みに回復した 
(図 41)。この結果から、内皮における SGR6 の機能が花茎の重力屈性に十分で

あることがわかった。さらには、SGR6 は花茎の重力屈性において、内皮で機
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能していることが示された。 
 
sgr6-1 変異体の内皮細胞の液胞膜構造とアミロプラスト動態 
 内皮細胞は花茎における重力感受細胞であり、その細胞体積のほとんどを中

央液胞によって占められている。内皮細胞内にはアミロプラストが液胞膜に包

まれた状態で存在し、細胞内を活発に動く(Saito et al., 2005)。さらに、このア

ミロプラストの重力方向への移動が重力刺激の感受に重要であることが示され

ている (Saito et al., 2005; Nakamura et al., 2011)。内皮細胞の液胞には、アミ

ロプラストを包む構造のほか、原形質糸やバルブ、シートが存在し、これらの

構造は出現と消失を繰り返しながら細胞内を活発に動く (Saito et al., 2005; 図
42B 矢印)。さらに、アミロプラストの重力方向への移動には、このような液胞

膜の動的構造が重要であることが示されている。 
SCR プロモーターを用いた相補性試験から、SGR6 は花茎の重力屈性におい

て内皮で機能していることがわかった。そこで、SGR6 は内皮細胞内のアミロ

プラスト動態を介して花茎の重力屈性に関与している可能性が考えられたため、

まず、sgr6-1 の内皮細胞内の液胞膜とアミロプラスト動態を観察した。SCR プ

ロモーターの制御下で GFP 融合型γ-TIP を発現させ、内皮細胞内の液胞膜を

可視化した形質転換体の野生型系統 (SCRpro:GFP-γ-TIP/WT)はすでに確立

されている。この系統と sgr6-1 をかけ合わせることにより、sgr6-1 背景の形質

転換体を得た。通常、横倒し顕微鏡を用いて重力方向を維持したまま生細胞を

観察する際、植物体から切り取った花茎を一度水平に置いた状態で縦断し、こ

れを試料としている。したがって、この重力刺激に対する細胞内の状態を花茎

を切り取る前の状態に戻すため、顕微鏡に試料を固定したのち観察する前に 15
分間静置している (Nakamura et al., 2011)。しかし、15 分間静置せずに、花茎

を切って 5~10 分後に内皮細胞を観察したところ (図 42A)、野生型と sgr6-1 変

異体の両方において、バルブやシートといった液胞膜の動的構造を持つ細胞 (図 
42B 左)と持たない細胞 (図 42B 右)が存在した。そこで、複数の花茎切片試料に

ついて液胞膜の動的構造を持つ細胞と持たない細胞の個数を数えた。その結果、

野生型においては、36 個の細胞のうち、液胞膜の動的構造を持つ細胞は 32 個

であり、これは全個数の約 9 割を占めた (図 42C 左)。一方、sgr6-1 変異体にお

いては、53 個の細胞のうち、液胞膜の動的構造を持つ細胞は 12 個であり、全

個数の 2 割程度だった (図 42C 右)。この結果から、花茎を切片にして内皮細胞

を観察すると、野生型においては、ほとんどの細胞が液胞膜の動的構造を持つ

のに対し、sgr6-1 変異体においては、ほとんどの細胞が液胞膜の動的構造を持

たないことがわかった。 
そこで次に、野生型については、花茎を切って 5~10 分後に液胞膜の動的構造
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を持つ 9 割の細胞に (図 42C 左)、sgr6-1 変異体については、花茎を切って 5~10
分後に液胞膜の動的構造を持つ 2 割の細胞に着目した (図 42C 右)。まず、野生

型において、5~10 分の間に内皮細胞の観察を開始し、4 秒毎に 2 分間タイムラ

プス撮影を行ったところ (図 43A)、2 分間の観察中、液胞膜の動的構造がほぼ

維持された (図 43B 矢印)。一方、sgr6-1 においても、2 分間の観察中、液胞膜

の動的構造がほぼ維持された (図 43C 矢印)。さらに、花茎を切って 25~30 分

後に再び同じ細胞の観察を開始し、4 秒毎に 2 分間タイムラプス撮影を行ったと

ころ(図 44A)、野生型においては、5~10 分と同様に液胞膜の動的構造が見られ

たのに対し (図 44B 矢印)、sgr6-1 の内皮細胞においては、液胞膜の動的構造は

完全に失われていた (図 44C)。また、液胞膜構造の変化にともないアミロプラ

ストの動きも失われていた。次に、野生型および sgr6-1 変異体において、この

ような液胞膜構造の変化を示す内皮細胞を定量した。定量にあたり、図 43, 44
の矢印で示すような、2 分間の観察中、形態あるいは位置が変化した液胞膜構造

を液胞膜の動的構造と定義した。さらに、花茎を切って 5~10 分の時点で、液胞

膜の動的構造を持つ細胞のうち、25~30 分の時点で液胞膜の動的構造を持つ細

胞と待たない細胞の個数を数えた (図 45A)。その結果、野生型では、花茎を切

って 5~10 分の時点で液胞膜の動的構造を持つ 41 個の細胞すべてにおいて、

25~30 分の時点でも液胞膜の動的構造が見られた。一方、sgr6-1 変異体では、

花茎を切って 5~10 分の時点で液胞膜の動的構造を持つ 36 個の細胞のうち、

25~30 分の時点でも液胞膜の動的構造を持つ細胞は 4 割にとどまった。次に、

野生型あるいは sgr6-1 変異体におけるアミロプラスト動態の変化を定量した。

定量にあたり、撮影開始時点で見えたアミロプラストのうち、図 44B, C のアス

タリスクで示すようなアミロプラスト (上下左右に動かず、回転もしない)を動

かなかったもの、それ以外を動いたものと定義した。さらに、細胞ごとに動い

たアミロプラストの個数を計測し、全個数に対する割合を百分率で示した (図
45B)。その結果、野生型において、5~10 分ではほぼすべてのアミロプラストが

動いた。25~30 分では有意に減少したものの、7 割以上のアミロプラストが動い

た。一方、sgr6-1 変異体においては、5~10 分では 7 割のアミロプラストが動い

たが、25~30 分では大きく減少し、動いたアミロプラストは 3 割にとどまった。

以上の結果から、sgr6-1 変異体では、①花茎切片作成後 5~10 分の時点で内皮細

胞を観察すると、8 割の細胞が液胞膜の動的構造を持たない、②切片作成後 5~10
分の時点で液胞膜の動的構造を持つ残り 2 割の内皮細胞においても、切片作成

から 25~30 分経つと液胞膜の動的構造およびアミロプラスト動態が著しく損な

われることがわかった。これらの結果は、SGR6 が液胞膜の動的構造の形成/維
持に関与することを示唆している。現時点では、5~10 分の時点で液胞膜の動的

構造を持たない 8 割の sgr6-1 変異体の内皮細胞が、花茎切断以前から液胞膜の
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動的構造を持たないのか、花茎切断から観察開始までの間に液胞膜の動的構造

を失っていったのかはわからない。そして一方、このような液胞膜の性質変化

のため、花茎切断による現在の生細胞観察法では、sgr6-1 変異体のアミロプラ

スト動態を評価するのは難しいと考えた。 
 
組織学的手法を用いたアミロプラスト動態解析 
次に、組織学的手法を用いてアミロプラストの動態解析を試みた。重力方向

を維持したまま 1 時間固定した花茎試料を包埋した後、縦断切片を作成し、光

学顕微鏡を用いて内皮細胞を観察した (図 46A, B)。1 個の内皮細胞を重力方向

に従い 4 等分し、最下部の区画から A, B, C, D とした (図 46C)。さらに、1 本

の茎につき 50 個の内皮細胞について、それぞれの区画におけるアミロプラスト

の個数を計測し、全個数に対する割合を百分率で示した (図 46D)。その結果、

野生型では全個数の 90%のアミロプラストが区画 A に存在した。一方、sgr6-1
変異体ではおよそ 70%のアミロプラストが区画 A に存在した (図 47)。さらに、

区画 B, C におけるアミロプラストの割合は、野生型と sgr6-1 変異体間で有意

な差が見られたことから、固定した花茎試料の内皮細胞において、sgr6-1 変異

体のアミロプラストは細胞の下部以外に存在するものが野生型より多いことが

わかった。 
 次に、アミロプラストの動態を解析するため、植物個体を上下逆にして重力

刺激を与え、野生型と sgr6-1 変異体との間でアミロプラストの新しい重力方向

への沈降に差がみられるかを上述の組織学的手法を用いて調べた。上下逆にな

った植物体の花茎の内皮細胞では、最上部の区画が A であり、最下部の区画が

D である (図 48A)。まず、野生型植物体を上下逆にして重力刺激を与えた後、

すぐさま花茎を切り取り (これをインキュベート 0 分とする)、新しい重力方向

を保ったまま 1 時間固定した。もし、この花茎試料の内皮細胞において、重力

刺激を与えた瞬間の状態が固定されたなら、アミロプラストは図 46B の写真を

上下逆にした局在を示すはずである。しかしながら、アミロプラストは細胞の

左右両側に存在し (図 48B)、各区画間でアミロプラストの割合に有意な差はな

かった (図 48C)。この結果は、1 時間の固定の間にアミロプラストが新しい重

力方向に従って区画 A から細胞の底に向かって沈降したことを示している。1
時間の固定ではアミロプラストは細胞の底まで完全に沈降しないことがわかっ

たため、次に、植物体を上下逆にした状態で 10, 20 あるいは 40 分間インキュベ

ートし、その後花茎を切り取り、新しい重力方向を保ったまま 1 時間固定した 
(図 49A)。さらに、上記と同様にして、各区画におけるアミロプラストの割合を

定量した。その結果、野生型では上下逆の重力刺激を 10 分間与えると、区画

A, B のアミロプラストの割合が減少し、逆に区画 D のアミロプラストの割合が
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増加することがわかった。さらに、上下逆の重力刺激を 20 分間行うと、ほとん

どのアミロプラストが区画 D に沈降することがわかった (図 49B)。一方、sgr6-1
変異体では、区画 D の 0 分と 20 分の間でアミロプラストの割合が有意に上昇

し、区画 B の 20 分と 40 分の間でアミロプラストの割合が有意に減少した。し

かしながら、それ以外においてはアミロプラストの割合は有意に変化せず、20
分、40 分の重力刺激によって野生型のようにほとんどのアミロプラストが 区画

D に沈降することはなかった (図 49C)。これらの結果から、sgr6-1 変異体の内

皮細胞において、アミロプラストの重力方向への移動が野生型より低下してい

る可能性が示唆された。 
 
SGR6 は膜画分に存在する。 
タンパク質の膜貫通領域予測プログラム SOSUI によると、SGR6 は膜貫通ド

メインを持たない。しかし、SGR6 は液胞膜の動的構造の形成/維持に関与する

可能性があることから、SGR6 が可溶性タンパク質であるか、膜タンパク質で

あるかを知ることは SGR6 の機能を考える上で重要である。そこで次に、抗

SGR6 抗体を用いて SGR6 の膜に対する存在様式を調べた。 
野生型の花茎からタンパク質を抽出し、10 万 g で超遠心することで可溶性画

分と膜画分を得た。これらの画分についてウェスタンブロット解析を行ったと

ころ、SGR6 の大部分が膜画分に存在したが、一部は可溶性画分にも存在した(図
50)。また、各画分にサンプルバッファーを添加した後、熱処理をせず室温で一

晩静置したにも関わらず、膜画分中の SGR6 の一部はゲルのウェルの底にとど

まった (図 50, P100 のレーン)。このことから、SGR6 は超遠心処理によっても

凝集体を形成しやすいことがわかった。 
SGR6 は主に膜画分に存在することがわかったため、次に、SGR6 が膜から可

溶化される条件を調べた。調整した膜画分に、塩等を含むバッファーを添加し、

室温で 30 分静置した。その後、再度 10 万 g で超遠心し、得られた上清と沈澱

についてウェスタンブロット解析を行った。その結果、2M NaCl、8M 尿素、

あるいは 0.1M Na2CO3 (pH11)のバッファーで処理しても、SGR6 はほとんど可

溶化されないことがわかった (図 51)。一方、1% TritonX-100 あるいは 2% SDS
で処理すると、SGR6 の一部は可溶化されたが、一部は膜に溶け残った。この

結果から、SGR6 は膜に結合している膜表在型タンパク質である可能性が示さ

れた。 
 
SGR6 の内皮細胞における局在解析 

SGR6 の生化学的解析から、SGR6 は膜上に存在している可能性が示された。

そこで、SGR6 がどの膜上に存在するのかを調べるため、まず、相補性試験に
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用いた形質転換体 SGR6pro:GFP-SGR6/sgr6-1 の内皮細胞を観察した。図 52
写真中の緑の大きな球状のシグナル (アスタリスクで示す)はアミロプラストの

自家蛍光である。GFP-SGR6 のシグナルは細胞周縁部に沿って存在した (図 52 
左 点線は細胞周縁を示す)。この細胞周縁部に沿った GFP シグナルは不均一で

あり、シグナルの強い部分と弱い部分とが見られた。また、GFP シグナルは細

胞内部に環状の形でも存在し (図 52 左 白の四角)、この環状のシグナルにも強

い部分と弱い部分とが見られた。さらに、この細胞内部の環状部分には、細胞

周縁部にはほとんど見られないとりわけ大きなドット状のシグナルが存在した 
(図 52 左 青矢印)。また、観察中、環状のシグナルとドット状のシグナルは細

胞内を動くことが確認された。別の細胞を見ると、細胞周縁部の GFP シグナル

はアミロプラストより細胞中央側に存在したため (図 52 右 白矢印)、SGR6 が

細胞膜に局在する可能性は低いことがわかった。また、GFP-SGR6 がアミロプ

ラスト近傍に存在するかどうかについては、アミロプラストの自家蛍光のため

今回は判断できない。 
次に、これらのGFP-SGR6のシグナルがどの膜に局在するのかを調べるため、

以下のような、SCR あるいは自身のプロモーターの制御下で各種のオルガネラ

マーカーに mRFP を融合させたタンパク質を発現する形質転換体を用いた。① 
小胞体マーカー : SCRpro:mRFP-er (小胞体局在化シグナル配列 )/WT、② 
ARA6-positive エ ン ド ソ ー ム マ ー カ ー : SCRpro:ARA6-mRFP/WT 、 ③ 
ARA7-positive エンドソームマーカー: SCRpro:mRFP-ARA7/WT、④ 液胞マ

ーカー: VAM3pro:mRFP-VAM3/vam3-1 である。これら 4 つの形質転換体と、

SGR6pro:GFP-SGR6/sgr6-1 とを掛け合わせ、両方の transgene および sgr6-1
変異 (液胞マーカーの場合は、さらに vam3-1 変異)をホモに持つ植物体を作成

した。 
sgr6-1 変異体の花茎切片の内皮細胞において、液胞膜構造に異常が観察され

たことから、まず、液胞マーカーとの掛け合わせにより得られた植物体の内皮

細胞を観察した (図 53A)。図 52 と同様、写真 a, c 中の緑の大きな球状のシグナ

ルはアミロプラストの自家蛍光である。GFP-SGR6 のシグナルは細胞周縁部に

存在し、それは mRFP-VAM3 のシグナルと重なった。さらに、a-c の白の四角

で囲んだ部分を拡大すると (図 53A, d-f)、GFP-SGR6 は液胞膜の陥入構造部分

に沿って存在することがわかった。図 52 で見られた細胞内部の環状のシグナル

はおそらくこのような液胞膜の陥入構造に沿った局在を表していると考えられ

る。図 53B は A の 30 秒後の写真であるが、GFP-SGR6 の一部は A で見られた

ものより大きいドット状のシグナルとして観察され (図 53B, g の白の四角 [j は
その拡大写真])、それは mRFP-VAM3 のシグナルと重なった (図 53B, k, l)。小

胞体は液胞膜に近接して存在する (Hanton and Brandizzi, 2006)。そこで次に、
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GFP-SGR6 と小胞体マーカーとの位置関係を調べるため、小胞体マーカーとの

掛け合わせにより得られた植物体の内皮細胞を観察した (図 54)。GFP-SGR6
のシグナルはおそらくバルブ状の液胞膜構造に沿って存在したが (図 54, a の白

の四角 [d はその拡大写真])、それは mRFP-er のシグナルとは重ならなかった 
(図 54, e, f)。また、細胞周縁部の GFP-SGR6 のシグナルも mRFP-er のシグナ

ルとは重ならなかった  (図 54, a-f)。GFP-SGR6 とシグナルが重なった

VAM3/SYP22 は、PVC にも局在する (Sanderfoot et al., 1999)。そこで、ドッ

ト状の GFP-SGR6 のシグナルが PVC と重なるかを調べるため、ARA6-positive 
エンドソームマーカー、ARA7-positive エンドソームマーカーとの掛け合わせ

により得られた植物体の内皮細胞を観察した (図 55, 56)。その結果、GFP-SGR6
のドット状のシグナルは ARA6 のシグナルとは重ならなかった (図 55, a-f)。
ARA7 は PVC/後期エンドソームにおいて、小胞膜と標的膜との融合を仲介する

低分子量 GTPase、Rab5 である (Saito and Ueda, 2009)。ARA6 と同様にふだ

ん細胞質中に存在し、膜の融合の際にはエンドソーム膜上にリクルートされる。

しかしながら、GFP-SGR6 のドット状のシグナルは ARA7 のシグナルとは重な

らなかった (図 56, a-f)。これらの結果から、ドット状の GFP-SGR6 は少なく

とも ARA6 あるいは ARA7 でラベルされる PVC ではないことがわかった。 
以上、4 つのオルガネラマーカーを用いた局在解析から、GFP-SGR6 は液胞

膜近傍に存在する可能性が高いことが示された。 
 
sgr6-1 変異体花茎切片における内皮細胞の液胞膜構造の変化 
 花茎切片を用いた内皮細胞内の液胞膜構造の観察から、野生型において、9 割

の内皮細胞が液胞膜の動的構造を持つのに対し、sgr6-1 変異体においては、8
割の内皮細胞が液胞膜の動的構造を持たないことがわかった (図 42)。また、

sgr6-1 変異体の液胞膜の動的構造を持つ残り 2 割の内皮細胞も、切片作成から

30 分も経つと液胞膜の動的構造を失うことがわかった (図 44)。SGR6 の生化学

的解析と局在解析の結果と合わせると、SGR6 は花茎の内皮細胞内の液胞膜上

で機能し、液胞膜の動的構造の形成/維持に関与している可能性が考えられる。

そこで、SGR6 が内皮細胞の液胞膜構造の形成/維持にどのように関与している

かを調べるため、野生型および sgr6-1 変異体において、花茎切片中の内皮細胞

内の液胞膜を 4D イメージングを用いて再度観察した。 
まず野生型の花茎を切って 10 分後から 10 分間、内皮細胞を 4D 撮影したと

ころ、液胞膜構造は図 43 ですでに示したように内腔内を活発に動くことがわか

った。これに加え 4D イメージングにより、動的構造には、内腔側から液胞外周

部の膜に取り込まれたように見えるもの (図 57 白矢印)、内腔部分で新しく形

成されるもの (図 57 青矢印)、形態が奥行きを持って大きく変化していくもの
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などが存在することがわかった (図 57 黄矢印)。また、アミロプラストも液胞

膜にとり囲まれた状態で内腔内を活発に動いた。一方 sgr6-1 変異体の花茎を切

って 10 分後で液胞膜の動的構造を持つ内皮細胞においては、その後見られる動

的構造の変化の様子や、動的構造を失った状態になるまでにかかる時間は細胞

によって大きく異なる。そこで図 58 に一例を示すと、この細胞において液胞膜

構造は野生型のように形態が大きく変化せず、液胞膜構造の一部は内腔部分で

折りたたまるようにして蓄積していた (図 58A 白矢印)。さらに、約 10 分の観

察の間に液胞膜構造の全体的な動きが次第に失われていき、同時に、アミロプ

ラストの動きも失われていった。そして花茎を切って計 30 分経つと、液胞膜の

動的構造とアミロプラスト動態は完全に失われており、小胞様の異常な液胞膜

構造が生じていた (図 58B 黄矢印)。以上の結果から、sgr6-1 変異体の花茎切片

中の内皮細胞において、野生型で見られるような液胞膜構造の形態変化や動態

に異常が生じ、結果として、小胞様の異常な液胞膜構造に変化した可能性が考

えられる。 
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考察 
 
SGR6 は花茎の重力屈性にどのように関わっているのか？ 
 sgr6-1 変異体において、SCR プロモーターの制御下で GFP-SGR6 を発現さ

せると花茎の重力屈性異常が回復したことから (図 41)、SGR6 は花茎の重力屈

性において内皮で機能していることがわかった。それでは、SGR6 は内皮細胞

において花茎の重力屈性にどのように関与しているのだろうか？内皮細胞は花

茎における重力感受細胞であり、デンプンを蓄積したプラスチドであるアミロ

プラストを多数含む。アミロプラストは重力感受の際、重力方向へ沈む“平衡

石”として機能すると考えられており、実際に、これまでに報告された sgr 変

異体においてアミロプラストの重力方向への移動に異常が観察されている 
(Morita et al., 2002; Yano et al., 2003; Silady et al., 2004; Nakamura et al., 
2011)。 

sgr6-1 変異体の花茎の重力屈性異常は、アミロプラストの重力方向への沈降

異常による可能性が考えられたため、まず、sgr6-1 変異体の内皮細胞における

アミロプラスト動態解析を試みた。しかしながら、液胞膜構造の変化のため、

花茎切断による生細胞観察法では sgr6-1 変異体のアミロプラスト動態を評価す

るのは難しいと考えられた (図 42, 43)。そこで、固定した花茎の切片を用いて

アミロプラストの重力方向への移動を評価したところ、野生型においてアミロ

プラストは植物体を上下逆にした重力刺激によって新しい細胞底面へ移動して

いくことがわかった (図 48)。さらに、20 分間植物体を上下逆にすれば、ほとん

どのアミロプラストは新しい細胞底面に存在することがわかった (図49)。一方、

sgr6-1 変異体についても野生型と同様に解析したところ、アミロプラストの重

力方向への移動が野生型より大きく低下していた (図 49)。以上の結果から、

SGR6 は生きた花茎の内皮細胞においてもアミロプラストの重力方向への移動

に関与し、このアミロプラストの重力方向への移動を介して花茎の重力屈性に

関与している可能性が示唆された。 
 
sgr6-1 変異体の内皮細胞におけるアミロプラスト沈降異常の原因 
アミロプラストの重力方向への移動に関与するものとして、これまでに内皮

細胞内の液胞膜の動的構造と F-アクチンが示されている。液胞膜の動的構造は

アミロプラストの重力方向への移動に重要である (Saito et al., 2005)。また、内

皮細胞内の多数のアミロプラストの動きは、全体として跳躍的な動きと沈降性

の動きとの間で平衡状態にあり、跳躍的な動きはアミロプラストが長いケーブ

ル状の F-アクチンに沿って動くことで生じる (Nakamura et al., 2011)。sgr9
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変異体において、アミロプラストの跳躍的な動きが野生型より増加していたこ

とから、SGR9 は F-アクチンとアミロプラストの相互作用を阻害し、沈降性の

動きを増加させることで、アミロプラストの重力方向への移動に寄与している

可能性が示されている (Nakamura et al., 2011)。 
sgr6-1変異体の花茎を縦断切片にし、5~10分後に内皮細胞を観察したところ、

8 割近い細胞が液胞膜の動的構造を持たなかった。そこで、花茎切片作成から

5~10 分の時点で液胞膜の動的構造を持つ残り 2 割の細胞に着目したところ、次

第に動的構造に異常が現れ、切片作成から 30 分後には動的構造が著しく損なわ

れた (図 43, 44)。sgr6-1 変異体の花茎縦断切片の一部の内皮細胞において見ら

れるこのような液胞膜構造の変化は、これまでに解析された sgr 変異体には見

られない。しかしながら、sgr6-1 変異体の花茎切片作成から 5~10 分の時点です

でに液胞膜の動的構造が失われている内皮細胞と、切片作成から 25~30 分経過

したとき液胞膜の動的構造が失われている内皮細胞は、液胞膜構造とアミロプ

ラスト動態において、zig-1 変異体の内皮細胞と似ている。zig-1 変異体の内皮

細胞を電子顕微鏡で観察すると、アミロプラストは液胞膜にとり囲まれず、中

央液胞に押しやられるようにして細胞の上部、下部に偏って存在していた。ま

た、液胞膜構造に異常が観察された (Morita et al., 2002)。さらに、zig-1 変異

体の生きた内皮細胞を観察すると、液胞膜の動的構造は完全に失われており、

アミロプラストはほとんど動かなかった (Saito et al., 2005)。これらのことから、

内皮細胞内の正常な液胞膜構造の形成がアミロプラストの存在状態や動態を介

して花茎の重力屈性に重要であることが示唆されている。したがって、sgr6-1
変異体の内皮細胞で見られた液胞膜構造の変化と合わせると、SGR6 もまた液

胞膜の動的構造の形成/維持を介してアミロプラストの重力方向への移動に関与

している可能性が示唆された。 
では、sgr6-1 変異体において、F-アクチンが影響を受けている可能性はない

だろうか？シロイヌナズナのトライコームをアクチンフィラメントの重合阻害

剤であるラトランキュリン B で処理すると細胞内の液胞が小胞化する (Ovečka 
et al., 2005)。 また、ユリの花粉管をラトランキュリン B で処理すると花粉管

内の液胞の形態と膜動態が異常になる (Lovy-Wheeler et al., 2007 )。このよう

に液胞の正常な形態形成や膜動態には F-アクチンが必要であることから、

sgr6-1 変異は内皮細胞内の F-アクチンの性質を変化させ、この性質の変化した

F-アクチンが液胞膜の動的構造に影響を及ぼしている可能性も考えられる。し

たがって、今後、sgr6-1 変異体の内皮細胞における F-アクチン、液胞と F-アク

チンの関係性を調べる必要がある。 
 
sgr6-1 変異体の花茎内皮細胞で見られた液胞膜構造異常から考えられる SGR6
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の機能 
 sgr6-1 変異体の花茎を切片にして内皮細胞を観察すると、液胞膜の動的構造

に異常が見られたことから、SGR6 は花茎内皮細胞内の、少なくとも液胞膜の

動的構造の形成/維持に関与していると推測される。 
では、SGR6 はどのようにして液胞膜の動的構造の形成/維持に関与している

のだろうか？Saito ら (2002)によるバルブの観察や、内皮細胞の電子顕微鏡像

から、バルブやシートを形成する液胞膜は、液胞外周部の膜とつながっている

と推測される。実際に野生型の内皮細胞の 4D イメージング解析から、内腔内の

液胞膜構造が形態を変えつつ活発に動きながら液胞外周部の膜に取り込まれる

様子が観察された (図 57)。これらのことから、内腔で新しく形成された動的構

造の膜や、奥行きを持って形態が大きく変化していく動的構造の膜は、液胞外

周部の膜が元になっていると考えられる。一方 sgr6-1 変異体の花茎を切って 10
分後の内皮細胞において、液胞膜構造の一部は折りたたまるようにして内腔に

蓄積していた (図 58A)。この様子は液胞膜構造が形態変化をともなった動態を

正常に行うことができず、その結果、内腔側の膜が液胞外周部の膜へ円滑に取

り込まれず行き場を失って溜まっているように見える。細胞内の液胞膜は限ら

れており、sgr6-1 変異体の内皮細胞においてこのように液胞膜が内腔に蓄積す

ると、液胞外周部の膜から新しく別の動的構造を形成したり、すでに存在する

動的構造の形態変化を起こすための膜が不足する可能性が考えられる。このた

め液胞全体として、新しく動的構造を形成する、あるいは動的構造の形態を変

化させる能力を失ったように見えるのかもしれない。さらに、このような液胞

膜構造の動態や形成に異常がある状態が続くと、結果として膜が小胞化する、

もしくは小胞化したように見えるのかもしれない。 
SGR6 の生化学的解析から、SGR6 は膜に結合した膜表在型タンパク質である

こと (図 50, 51)、また局在解析から、SGR6 は内皮細胞内の液胞膜近傍に局在

する可能性が示された (図 52-56)。したがって上記の考察と合わせると、SGR6
は内皮細胞内の液胞膜上で内腔に陥入した液胞膜構造の形態変化や動態を制御

し、内腔部分の膜と液胞外周部の膜とを頻繁に入れ替えることで、液胞膜の動

的構造の形成/維持に関与しているのかもしれない。すでに述べたように、植物

細胞の液胞の形態形成や膜動態にアクチンが関与することが示されている。

SGR6 は HEAT タンパク質であり、他のタンパク質と結合して機能している可

能性が考えられる。これらのことから、液胞膜上の SGR6 を含むタンパク質複

合体がアクチン繊維と相互作用し、この相互作用を介して SGR6 は液胞膜の形

態変化や動態を制御しているのかもしれない。今後、SGR6 がどのように液胞

膜構造の形態変化や動態を制御しているのかを調べるため、4D イメージングを

用いて野生型および sgr6-1 変異体の内皮細胞内の液胞膜構造、そして SGR6 と
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液胞膜との関係性をより詳細に解析する必要がある。さらに、液胞膜構造の形

態変化や動態を制御する分子機構を知るため、SGR6 の分子機能や相互作用因

子を明らかにする必要がある。 
sgr6-1 変異体は花茎の重力屈性における表現型が弱く、sgr6-1 変異体の固定

した花茎切片試料の内皮細胞において、細胞の下部以外に存在するアミロプラ

ストの個数が野生型より多いものの、7 割のアミロプラストが細胞の下部に存在

した (図 47)。これらのことから、sgr6-1 変異体の花茎切片作成から 5~10 分の

時点で液胞膜の動的構造を持たない 8 割の内皮細胞において、花茎切断以前は

液胞膜の動的構造は大きくは影響を受けていないと考えられる。したがって、

野生型の生きた花茎の内皮細胞における、SGR6 の液胞膜構造の形態変化や動

態制御に対する貢献度はそれほど高くない可能性がある。しかしながら、花茎

を固定せずに切片にすると、SGR6 が機能を失っている条件下では劇的な液胞

膜構造の変化が見られた (図 43, 44, 58)。今回、内皮細胞観察のため、花茎を縦

断した後、切片をすぐさま 1×MS 液体培地 (｢材料と方法｣参照)に浸した。出芽

酵母を高濃度の NaCl で処理すると、液胞が小胞化することから (Bonangelino 
et al., 2002)、sgr6-1 変異体においても花茎切片を浸した 1×MS 液体培地の塩

濃度が液胞膜構造に影響を与えている可能性が考えられた。そこで、0.5×MS、 
0.1×MS、－MS のいずれかの液体培地に花茎切片を浸して観察を行った。その

結果、野生型においてはいずれの液体培地を用いた場合も、30 分間の観察中、

液胞膜の動的構造に大きな変化は見られなかった (data not shown)。一方、

sgr6-1 変異体においてはいずれの液体培地を用いた場合も、液胞膜の動的構造

が著しく損なわれた (data not shown)。つまり、sgr6-1 変異体の花茎切片で見

られた液胞膜構造の変化は液体培地中の MS の濃度に大きく依存しないことが

わかった。現在のところ、sgr6-1 変異体の花茎切片中の内皮細胞において液胞

膜構造が劇的に変化していく要因は明らかになっていないが、花茎を切片にす

ることは、内皮細胞において sgr6-1 変異が液胞膜構造の形態変化や動態に与え

る影響に相加的に作用した可能性が考えられる。今後、このような液胞膜構造

の変化を回復させるような薬剤を検討することは、SGR6 がどのようにして液

胞膜構造の形態変化や動態を制御しているのかを解くための鍵となる可能性が

ある。 
 
SGR6 は内皮以外の細胞の液胞膜構造の形成/維持に関与するのか？ 
 GUS を用いた SGR6 の発現解析から、SGR6 プロモーターは孔辺細胞におい

て強い活性を持つことがわかった。孔辺細胞においても、液胞はバルブや原形

質糸といった液胞膜構造を持ち、気孔の開閉は、孔辺細胞内の液胞の個数と体

積の変化と連動して起こる (Gao et al., 2005; Tanaka et al., 2007)。気孔が開い
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ているとき、孔辺細胞内は数個の大きな液胞によって占められている。暗条件

下におく、あるいはアブシジン酸 (ABA)を与えると気孔が閉じるが、このとき

孔辺細胞内の液胞は小胞化し、孔辺細胞と液胞の体積は開孔時より 20%ほど減

少する (Tanaka et al., 2007)。このように、孔辺細胞内の液胞は体積を変化さ

せることで、孔辺細胞全体の膨圧を調整し、気孔の開閉を制御していると考え

られる。今回、sgr6-1 変異体の解析から、SGR6 は内皮細胞内の液胞膜構造の

形成/維持に関与している可能性が示された。したがって、SGR6 は気孔の開閉

時においても孔辺細胞内の液胞膜の構造変化に関与しているのかもしれない。

今後、SGR6 が気孔の開閉を含めた、重力屈性以外の植物固有の高次機能にも

関与する可能性を探ることによって、植物細胞で見られる液胞膜動態の生物学

的意味、さらには液胞膜動態が支える植物液胞の新しい機能を明らかにできる

と期待している。 
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結語 
 
シロイヌナズナ花茎の重力屈性を通して見えた植物の液胞機能解析の可能性 
 植物において液胞は個体の生存に必須である。またその生成、機能に関わる

因子の多くはゲノム中で重複している。このため、液胞生成や液胞機能に必須

な因子が機能重複を持たない場合、その遺伝子破壊は致死となり、逆に機能重

複を持つ場合は表現型が出ず、順遺伝学的解析を用いてこのような因子の高次

機能における役割を知ることは難しい。 
本研究室では、シロイヌナズナの花茎の重力屈性に異常を示す sgr2, sgr3, zig

変異体の解析を通して、花茎内皮細胞内の液胞の生成や膜構造形成に関与する

因子を明らかにしてきた (Kato et al., 2002; Morita et al., 2002; Yano et al., 
2003)。また、zig 変異を抑圧するサプレッサーの解析を通して、液胞の生成や

膜構造形成に関わる遺伝子のパラログ間の機能の重複度や関係性を明らかにし

てきた (Niihama et al., 2005)。興味深いことに、sgr2, sgr3 変異体は、内皮細

胞内の液胞膜構造に異常を持つにも関わらず、光、水分、栄養等が十分な環境

下では生育はほぼ正常である (Fukaki et al., 1996; Kato et al., 2002; Yano et 
al., 2003)。また、zig サプレッサーは zig 変異体よりも形態や重力屈性における

表現型が回復している (Niihama et al., 2005; Niihama et al., 2009)。このこと

から、花茎の重力屈性異常変異体や zig サプレッサーは、高次の生理機能と関連

付いた形で液胞の生成や膜構造形成、さらには膜動態の分子基盤を解析するた

めのツールとなり得ることがわかった。実際、今回の zig 変異抑圧効果を指標と

した ZIP3 およびレトロマー構成因子の解析から、高等植物の液胞生成や膜構造

形成のための小胞輸送系の機能は酵母や動物より多様化しており、高等植物特

異的な小胞輸送系の分子基盤が存在する可能性が示された。また、sgr6 変異体

の解析から、SGR6 が内皮細胞内の液胞膜の動的構造の形成/維持に関与する新

規因子である可能性が示された。 
植物にとって液胞は、外界から受ける様々な刺激やストレス、さらには地球

規模での環境変化に適応して生存していくために必須のオルガネラであり、液

胞へ至る小胞輸送経路の多様性や液胞膜動態を含めた液胞のダイナミズムは、

植物の環境適応能力を支える一つの鍵要素であると考えられる。今後、重力屈

性以外の高次機能を指標としてレトロマー構成因子や SGR6 を解析することで、

液胞機能を介した植物の未知の環境適応能力に迫ることができるかもしれない。 
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表1.  レトロマー複合体大サブユニットの構成因子。 
レトロマー複合体大サブユニットの構成因子は多くの生物のゲノム中に高度に
保存されている。シロイヌナズナのゲノムではVPS35について3つ、VPS26に
ついて2つのパラログが存在し、VPS29については単一遺伝子である。 
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  VPS35 VPS29 VPS26 

ヒト hVPS35 hVPS29 hVPS26A 
hVPS26B 

マウス mVps35 mVps29 mVps26A 
mVps26B 

ショウジョウバエ Dvps35 Dvps29 Dvps26 

線虫 vps35 vps29 vps26 

シロイヌナズナ 

VPS35A (At2g17790) 
VPS35B (At1g75850) 
VPS35C (At3g51310) 

VPS29 (At3g47810) VPS26A (At5g53530) 
VPS26B (At4g27690) 

イネ Os03g0801600 Os02g0265400  Os11g0629200 
Os12g0500700 

出芽酵母 Vps35 Vps29 Vps26 



図1.  シロイヌナズナZIG/VTI11とVTI12の細胞内局在モデル。 
ZIG/VTI11はTGN, PVC, 液胞に局在し、PVCと液胞においてSYP22, SYP51と 
複合体を形成する。VTI12は主にTGNに局在し、SYP41, SYP61と複合体を 
形成する。 また、 VTI12の一部はPVCと細胞膜にも局在する。TGN; trans-Golgi 
network (トランスゴルジ網), PVC; prevacuolar compartment (液胞前区画)。 
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図2.  シロイヌナズナの花茎の模式図 
(A)  シロイヌナズナの花茎の断面図と各組織の名称。 
(B)  内皮細胞の拡大図。 
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皮層 

内皮 
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図3.  出芽酵母における液胞へ至る3つの小胞輸送経路。 
緑; ゴルジ体からPVCを経由して液胞へ至る経路 (CPY経路)。 
橙; ゴルジ体からPVCを経由せず液胞へ至る経路 (ALP経路)。 
青; 細胞質から直接液胞へ至る経路 (Cｖｔ経路)。 
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   W12   STOP 
TGG → TGA 
  zip3-1  

At2g17790 = VPS35A 

1.4kb 5.8kb 

図4. At2g17790遺伝子の構造とzip3変異の位置。 
At2g17790遺伝子は21エキソン (黒の四角)と20イントロン (黒の線)からなるORFを 
持ち、これはVPS35Aをコードする。相補性試験には、このORFを含む約5.8kbの領域と 
開始コドンから上流約1.4kbの予想プロモーター領域を含む全長約7.2kbのゲノム断片を
用いた。白の四角はUTRを示す。 
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図5. 出芽酵母におけるカルボキシペプチダーゼY (CPY)の液胞への輸送のモデル。 
小胞体で新生されたCPY (①)はゴルジ体でVps10p受容体と結合し (②)、小胞に 
取り込まれたのち、PVCへ順行輸送される (③)。PVCでCPYとVps10pは解離し (④)、
CPYは液胞へ送られる (⑤)。一方、Vps10pはレトロマーによって選別され (⑥)、PVC 
からゴルジ体へ逆行輸送される (⑦)。 
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Vps26p 

大サブユニット 

小サブユニット 

オルガネラ内腔側 

細胞質側 

Vps5p Vps17p 

Vps10p 

Vps35p 

Vps29p 

図6. 出芽酵母におけるレトロマー複合体のモデル。 
出芽酵母において、レトロマーはPVCでVps10pのような積荷タンパク質を選別し、 
そのゴルジ体への逆行輸送を仲介する。レトロマーは細胞質側のオルガネラ膜 
近傍で大小二つのサブユニットを形成すると考えられている。このうち大サブユニットは
Vps35p, Vps26p, Vps29pから構成される (Seaman, 2005より改変)。 
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A B C 

図7. 野生型, zig-1, zip3-1 zig-1の地上部の形態。 
発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(A) 野生型, (B) zig-1, (C) zip3-1 zig-1。
スケールバーは3 cm。 
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図8. 野生型, zig-1, zip3-1 zig-1, zip3-1の重力屈性反応。 
重力刺激を与えた時点を0分、茎頂の伸長方向と水平方向の間を屈曲角度
(θ)とし、各経過時間におけるθを計測した。N = 20、エラーバーは標準偏差 
(SE)を示す。 
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図9. zip3アリルとzig-1との二重変異体の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A) zip3-1と同じスクリーニングから独立して得られたzip3-2のAt2g17790遺伝子に 
おける変異位置とzip3-3, zip3-4のT-DNA挿入位置。 
(B-E) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(B) zip3-1 zig-1, (C) zip3-2 zig-1, 
(D) zip3-3 zig-1, (E) zip3-4 zig-1 。スケールバーは3 cm。 
(F) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は 
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図10. zip3アリル単独変異体の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A-D) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(A) zip3-1, (B) zip3-2, (C) zip3-3, 
(D) zip3-4。スケールバーは3 cm。 
(E) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図11. zip3-1 zig-1二重変異体の相補性試験。 
zip3-1 zig-1二重変異体にAt2g17790遺伝子ゲノムを形質転換した植物体 (T2)の
地上部の形態 (A) と重力屈性反応 (B)。形質転換体T2世代の1系統あたり10個体、
計8系統について重力屈性測定を行った (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は 
N = 20)。スケールバーは3 cm。エラーバーはSEを示す。 
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WT zip3-1 
zip3-2 
zig-1 zip3-3 zip3-4 

VPS35A 
(89kD) 

CBB 

図12. zip3アリルにおけるVPS35Aタンパク質の発現。 
発芽後13日目の芽生えからタンパク質を抽出し、抗VPS35A抗体を用いて 
イムノブロット解析を行った。CBB染色は各レーンのtotalのタンパク質量が 
揃っていることを示す。 
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g 

位置 野生型 zig-1 zip3-1 zig-1 zip3-1 

上部 0.06±0.03 3.2±0.35 0.22±0.07 0.04±0.03 

中部 0.18±0.08 2.0±0.51 0.36±0.12 0.24±0.09 

下部 5.16±0.24 2.94±0.28 3.78±0.29 4.8±0.33 

図13. 野生型, zig-1, zip3-1 zig-1, zip3-1の内皮細胞のアミロプラスト局在。  
(A-D) 各植物体の花茎の縦断切片の顕微鏡写真。(A) 野生型, (B) zig-1, (C) zip3-1 
zig-1 , (D) zip3-1。緑の線は内皮細胞層、白の三角はアミロプラストを指し、ｇは重力 
方向を示す。スケールバーは20 μm。 
(E,F) 内皮細胞を重力方向に従い上部、中部、下部に三等分し (E)、それぞれの区域に
おけるアミロプラストの個数を計測した (D)。N = 50、値は平均値±SEを示す。 

F 

A B 

C D 

上部 

中部 

下部 

E 

81 



① 0分でのアミロプラストの個数 
② そのうち液胞膜に包まれていたアミロプラストの個数 
③ 5分間の観察中、動きのなかったアミロプラストの個数 
④ 5分間の観察中、原形質糸（transvacuolar strand)が見られた細胞数 
⑤ 5分間の観察中、小胞様構造が見られた細胞数 

野生型 zig-1 zip3-1 zig-1 zip3-1 

① 6.42±0.46 4.12±0.39 5.66±0.48 6.6±0.63 

② 3.04±0.34 
（47.4%） 

0.16±0.0 
（3.9%） 

1.78±0.23 
（31.4%） 

4.44±0.49 
（67.3%） 

③ 0.46±0.21 
（7.2%） 

4.14±0.39 
（100%） 

2.1±0.30 
（37.2%） 

0.38±0.14 
（5.8%） 

④ 35 5 29 33 

⑤ 0 13 6 0 

A 

B 

C D E 

F 

図14. 野生型, zig-1, zip3-1 zig-1, zip3-1の内皮細胞のアミロプラストと液胞膜の動態。  
内皮特異的なプロモーター (SCRpro)の制御下でGFP融合型γ-TIP (A)を発現させ、液胞膜を 
可視化した形質転換体の内皮細胞を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 (B) 野生型, 
(C) zig-1, (D) zip3-1 zig-1 , (E) zip3-1。緑のシグナルはGFP蛍光を、赤のシグナルはアミロ 
プラストあるいはクロロプラストの自家蛍光を、白の三角は液胞膜に包まれているアミロプラスト
を示す。スケールバーは10 μm。 
(F) 内皮細胞内のアミロプラストと液胞膜の挙動を①～⑤の項目について定量した。N = 50、 
値は平均値±SEを示す。(  ) 内の数値は0分でのアミロプラストの全個数に対する割合を 
示す。 
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図15. SCRpro:VPS35A/zip3-1 zig-1形質転換体のT2世代におけるtransgene由来の 
mRNAの発現確認と重力屈性反応。 
(A) SCRpro:VPS35A /zip3-1 zig-1のT2世代8系統それぞれからランダムに1個体を選び、 
花茎からRNAを抽出した。このRNAを用いてRT-PCR反応を行い、得られたcDNAを鋳型 
としてPCR反応を行った。コントロールとしてACT8遺伝子を用いた。 
(B) 形質転換体T2世代の1系統あたり10個体、計8系統について重力屈性測定を行った。 
(ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1はN = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図16. SYP22/VAM3とVTI12の相互作用。 
(A) 発芽後6週目の植物体からタンパク質を抽出し、抗SYP22抗体を用いて共免疫 
沈降を行った。続いて、抗VTI12抗体あるいは抗SYP22抗体を用いてイムノブロット 
解析を行った。1段目は共沈画分に含まれるVTI12を、2段目は全抽出液に含まれる
VTI12を、3段目は共沈画分に含まれるSYP22を、4段目は全抽出液に含まれる
SYP22を示す。 
(B) SYP22と共沈したVTI12の量。共沈画分に含まれるVTI12を、全抽出液に含まれる
VTI12で割り、zig-1における値を1とした相対値を求め、独立4回の実験から得られた
相対値の平均値を示した。有意差はStudent’s t testを用いて検定された (*P < 0.05)。
エラーバーは標準誤差 (SD)を示す。 

84 

* 

* 

B 

A 



図17. 内皮細胞におけるGFP-VTI12とARA6-mRFPの局在。 
各植物体の内皮細胞内のGFP-VTI12とARA6-mRFPの蛍光写真。 
(A-C) 野生型、(D-F) zig-1、(G-I) zip3-1 zig-1、(J-L) zip3-1. 
VTI12とARA6はそれぞれGFP蛍光 (A,D,G,H)、RFP蛍光 (B,E,H,K)で検出された。 
スケールバーは10 μm。 
(M) GFP、RFP、両シグナルについてポジティブなドットの定量的解析。 
AからLに示す内皮細胞の写真に見られるドットの数を、細胞50個についてかぞえた。 
値は平均値±SDを示す。 
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図18. mag1-1, mag1-1 zig-1の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A-B) 発芽後6週目の植物体の地上部の形態。(A) mag1-1, (B) mag1-1 zig-1。 
スケールバーは3 cm。 
(C) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は 
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図19. AtVPS26の単独変異体の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A) AtVPS26遺伝子の構造。白の三角はT-DNA挿入位置を、矢印は遺伝子
発現の確認に用いたプライマーを示す。  
(B) AtVPS26a, bの T-DNA挿入系統における各遺伝子の発現。 
(C-D) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(C) vps26a, (D) vps26b。 
スケールバーは3 cm。 
(E) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 
zig-1はN = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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A 

図20. vps26 zig-1の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A-B) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(A) vps26a zig-1, (B) vps26b zig-1。 
スケールバーは3 cm。 
(C) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は 
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図21. VPS35の単独変異体の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A) VPS35遺伝子の構造。白の三角はT-DNA挿入位置を、矢印は遺伝子 
発現の確認に用いたプライマーを示す。  
(B) VPS35b, cの T-DNA挿入系統における各遺伝子の発現。 
(C-D) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(C) vps35b, (D) vps35c。 
スケールバーは3 cm。 
(E) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 
zig-1はN = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図22. vps35b zig-1, vps35c zig-1の地上部の形態と重力屈性反応。 
(A-B) 発芽後6週目の各植物体の地上部の形態。(A) vps35b zig-1, (B) vps35c zig-1。 
スケールバーは3 cm。 
(C) 各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は 
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図23. zip3-1 vps35b zig-1, zip3-1 vps35c zig-1, vps35b vps35c zig-1 の 
重力屈性反応。  
各植物体の花茎の重力屈性反応。N = 15 (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1は
N = 20)。エラーバーはSEを示す。 

91 

-30

0

30

60

90

120

0 90 180 270 360 450 540

WT zig-1 zip3-1 zig-1
vps35a vps35c zig-1 vps35a zip3-1 zig-1 zip3-1 vps35c zig-1vps35b vps35c zig-1 zip3-1 vps35b zig-1 zip3-1 vps35c zig-1 



図24. 3つのシロイヌナズナVPS35のアミノ酸配列の相同性。 
出芽酵母VPS35を同定したSeamanらの定義に従い、3つのシロイヌナズナVPS35を
N末端領域 (緑)、中間領域 (橙)、C末端領域 (青)に区分し、それぞれについて
VPS35A (= ZIP3)と35Bあるいは35Cの相同性を比較した。 
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図25. SCRpro:VPS35B/zip3-1 zig-1形質転換体のT2世代におけるtransgene 
由来のmRNAの発現確認と重力屈性反応。 
(A) SCRpro:VPS35B/zip3-1 zig-1のT2世代8系統それぞれからランダムに1個体を
選び、花茎からRNAを抽出した。このRNAを用いてRT-PCR反応を行い、得られた
cDNAを鋳型としてPCR反応を行った。コントロールとしてACT8遺伝子を用いた。 
(B) 形質転換体T2世代の1系統あたり10個体、計8系統について重力屈性測定を
行った (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1はN = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図26. SCRpro:VPS35C/zip3-1 zig-1形質転換体のT2世代におけるtransgene 
由来のmRNAの発現確認と重力屈性反応。 
(A) SCRpro:VPS35C/zip3-1 zig-1のT2世代8系統それぞれからランダムに1個体を
選び、花茎からRNAを抽出した。このRNAを用いてRT-PCR反応を行い、得られた
cDNAを鋳型としてPCR反応を行った。コントロールとしてACT8遺伝子を用いた。 
(B) 形質転換体T2世代の1系統あたり10個体、計8系統について重力屈性測定を
行った (ただし、野生型、zig-1、zip3-1 zig-1はN = 20)。エラーバーはSEを示す。 
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図27. 野生型, zig-1, zip3-1 zig-1におけるZIG/VTI11とVTI12の細胞内局在モデル。 
(A) 野生型においてZIG/VTI11はTGN, PVC, 液胞に局在し、PVCと液胞でSYP22と 
複合体を形成している。VTI12は主にTGNに、一部がPVCに局在し、TGNとPVCの間を 
循環していると考えられている。 
(B) zig-1変異体においてZIG/VTI11は機能を欠損し、液胞構造に異常が現れる。 
(C) zip3-1 zig-1においてレトロマーの介する逆行輸送に異常が生じる。 PVCあるいは
液胞に局在するVTI12の量が増加し、SYP22との複合体形成量が増加する。これにより
VTI11の機能を代替し、液胞構造が部分的に回復したと考えられる。 
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