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略語一覧 

 
35S Pro : Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter 
ABA : abscisic acid 
AOX1a : alternative oxidase 1 a 
ami RNA : artificial microRNA 
AP2/ERF : APETALA2 (AP2)/Ethylene Responsive Element Binding Factor (EREB) domain 
CBB : Coomassie Brilliant Blue 
CBL : Calcineurin B-like 
CIPK : Calcineurin B-like (CBL)-interacting protein kinase 
DAG : diacylglycerol 
DGD : DGDG synthase 
DGDG : digalactosyldiacylglycerol 
GFP : green fluorescent protein 
GGGT : galactolipid:galactolipid galactosyltransferase 
HRP : Horseradish peroxidase 
Kn : Klebsormidium nitens 
MGD : MGDG synthase 
MGDG : monogalactosyldiacylglycerol 
Mp : Marchantia polymorpha 

NCED3 : Nine- Cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase 3 
PSI (II) : photosystem I (II) 
PVDF : polyvinylidene fluoride 
Pi : inorganic phosphate 
RAV : RAV transcription factor family 
RFP : red fluorescent protein 
Rbcs : ribulose 1,5-bisphosphatecarboxylase/oxygenase small subunit 
SFR2 : Sensitive to Freezing2 
SlSFR2 RNAi : Solanum lycopersicum [M82 cv] SFR2 RNAi knockdown mutant 
TAG : triacylglycerol 
TGDG : trigalactosyldiacyliglycerol 
TLC : thin-layer chromatography 
TeGDG : tetragalactosyldiacylglycerol 
UDP-Gal : uridine diphosphate-galactose 
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1. 序論 

 

1.1 序 

 

1.1.1 陸上植物におけるガラクト脂質の機能 

 酸素発生型光合成生物の生体膜は極性頭部に糖を含む糖脂質が多くの割合を占めており，

植物の葉緑体において，光合成反応を行う場として重要な構造であるチラコイド膜の脂質

組成は，MGDGやDGDGの2つのガラクト脂質が約80%を占めている(Block et al ., 1983)．

また，ガラクト脂質はチラコイド膜を構成する脂質として重要なだけでなく，光合成に必要

な光化学系タンパク質 (PSI, PSII) にも糖脂質が含まれていることが近年報告されている

(Makshakova et al., 2020 ; Graça et al., 2021)．MGDGによって構成されるヘキサゴナル構

造(HII)は，キサントフィルサイクルの活性に必要不可欠である．また，DGDGのような二

重膜を作る脂質とMGDGのような単独では二重膜を作らない脂質の割合は，葉緑体の形態

を決定づける (Hieber et al., 2004; Jahns et al., 2009) ． 

ガラクト脂質は小麦の花からベンゼンで抽出できた脂質として初めて同定された (Carter 

et al., 1956)．ガラクト脂質の生合成は 1950年の後期に放射性同位体の実験によって決定づ

けられた (Carter et al., 1956)．Carterらは，緑藻 Chlorellaを 14CO2でインキュベートし，

ラベルが迅速に糖脂質に取り込まれること，またこれは UDP-ガラクトースを用いたただ 1

つの経路であることを示唆した．この経路は後に in vitroの系で単離したホウレンソウの葉

緑体における UDP-Gal 14Cの取り込み実験により検証された(Neufeld and Hall, 1964)．そ

の後，糖脂質生合成に関わる 2 つの異なる酵素， MGDG synthase (MGD) と， DGDG 

synthase (DGD) が提示された (Ongun and Mudd 1968) ．また別の研究では，MGDGの

17%のガラクトースは α-ガラクトシダーゼで加水分解されて，残りのフラクションは β 結

合であることが明らかになった (Neufeld and Hall, 1964)． 
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 MGDGおよび DGDGはグリセロール骨格の sn-3位に 1つまたは 2つのガラクトース基

を含んでおり，これらガラクト脂質は葉緑体包膜において合成されている(Douce, 1974; 

Benning and Ohta, 2005)．今から 30 年ほど前，MGDG合成酵素活性は，ホウレンソウ葉

緑体分画物の活性測定により，葉緑体包膜に局在する膜タンパク質であることがわかった

(Maréchal et al., 1994)．その後，キュウリからMGDG合成酵素遺伝子の同定後 (Shimojima 

et al., 1997)，シロイヌナズナゲノム中に，Type A MGDG 合成酵素 (シロイヌナズナでは

MGD1)と Type B MGDG 合成酵素 (同じく MGD2, MGD3) が同定された (Awai et al., 

2001)．MGD1 は，N 末端に約 100 アミノ酸の切断可能な葉緑体トランジットペプチドが

存在するのが特徴的である．MGD1 は膜貫通領域を持たない膜局在型タンパク質であり，

内包膜(IEM)の外側に局在することが示された (Miège et al., 1999)．MGD1は，チラコイド

膜の大規模な発達に必要な大量のMGDGの合成を担う，最も活性の高いアイソフォームで

あることが示された． 

 他のシロイヌナズナのMGDアイソフォーム(MGD2, MGD3)は，そのほとんどが光合成

を行わない組織で産生され，特にリン酸欠乏に応答して誘導される (Awai et al., 2001; 

Kobayashi et al., 2009)． MGD1とは対照的に，MGD2とMGD3は外包膜 (OEM) の外葉

に局在するが (Awai et al., 2001) ，MGD2, MGD3のノックアウト変異体は通常条件下での

顕著な表現型を示さない (Kobayashi et al., 2009)． 

 また，シロイヌナズナでは，DGDをコードする 2つの遺伝子が同定され，その性質が明

らかにされている (Dörmann, et al., 1999；Kelly and Dörmann, 2002)．DGD1は DGDGの

大部分(90％以上)の合成に関与しているが，DGD2はわずかな量の DGDGを生産するのみ

である (Kelly et al., 2003)．dgd1 変異体は重度の矮小化と光合成効率の低下を示すが 

(Dörmann et al., 1995)，dgd2変異体はその影響がかなり少ない(Kelly et al., 2003)．リン酸

欠乏時には DGD1と DGD2の両方の発現が誘導されるが，DGD2は DGDGをプラスチド

外に供給する主要な酵素であるようである (Härtel et al., 2000; Kelly and Dörmann, 2002)．
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両酵素とも葉緑体外包膜に局在し (Froehlich et al., 2001; Kelly et al., 2003)，DGD1は葉緑

体内包膜でMGD1によって形成されたMGDGを使い，DGD2は Pi欠乏下では，葉緑体外

包膜でMGD2/MGD3によって生成されたMGDGを使う (Benning, 2009)． 

 

 陸上植物のガラクト脂質合成酵素遺伝子の機能についてはモデル植物であるシロイヌナ

ズナを用いて主に研究が進められてきた(Dörmann and Benning, 2002)． 

 近年では，ストレスのかかっていない条件で，MGDGとDGDGがMGDG合成酵素(MGD)

やDGDG合成酵素(DGD)によって連続的なガラクトース残基の付加により合成されること

がわかっている．1つ目のガラクトースは DAGに βグリコシドな結合をし，β-MGDGがで

きる．そして連続的なガラクトシル化によって αβ-DGDGを合成する． 

 植物から糖脂質が失われてしまうとどうなるかという知見もシロイヌナズナで得られて

いる．例えば，MGDG合成酵素であるMGD1のノックアウト変異体では，光合成活性が完

全に消失し，葉緑体チラコイド膜の形成ができなくなり，胚発生にも異常をきたす

(Kobayashi et al., 2007)．またMGD1を ami-RNAでノックダウンした植物体はアルビノ表

現型を示す (Fujii et al., 2014 ) ほかにも，MGDGと DGDGのバランスが崩れた植物体で

は葉緑体の形がおかしくなり，明らかに生育が遅れるという報告もなされている (Yu et al., 

2020) ． 

 

 このように，植物にとって糖脂質とは必要不可欠な脂質である． 

 

1.1.2 陸上植物とゼニゴケの脱水ストレス応答 

 植物の脱水ストレス応答は，いくつかの因子やホルモンシグナル伝達経路が関与する複

雑なメカニズムである．RAV1は AP2/ERFファミリーに属する転写因子で，様々な発生経

路で働くことが知られており，RAV1遺伝子発現のダウンレギュレーションが，効率的な脱
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水ストレス応答に重要であることを示されている(Sengupta et al ., 2020)． 

 また，植物ホルモンであるアブシジン酸(ABA)は，乾燥ストレス後に蓄積され，植物の乾

燥ストレス応答(遺伝子制御，気孔閉鎖，種子成熟，休眠など)に重要な役割を果たしている．

脱水ストレス応答，特に ABAの蓄積調節に寄与する因子は不明であったが， NCED3とい

う酵素が，脱水ストレス時の ABA 生合成に必須であり，NCED3 遺伝子は干ばつストレス

により高度に誘導されることを明らかになっている (Sato et al., 2018)． 

 ストレプト藻類においても乾燥ストレスが，初期分枝性連鎖藻類 K. crenulatumにおいて，

3つの植物ホルモン経路(サイトカイニン，ABA，エチレンシグナル)の発現を制御すること

が示された (Holzinger and Becker 2015)． 

 蘚苔類 Marchantia polymorpha においても ABA の研究がなされている．Marchantia 

polymorpha葉状体の凍結・乾燥後の生存率が，濃度の高いスクロース存在下で ABAで前処

理することにより増加することが示されている．ABA 処理により，葉状体中の可溶性糖の

蓄積が増加するが，糖の蓄積は培地にスクロースを添加することによりさらに増加したと

報告されている (Akter et al., 2014)．また，塩ストレスについての報告もされている．M. 

polymorphaでは 2つの CIPKと 1つの CBLは顕著な塩応答性の転写変化を示し，すべての

M. polymorphaの CBL-CIPKは，植物体内で互いに相互作用している．CIPK-Bをノックアウ

トすると塩に対する感受性が上昇することから，この CIPKが塩シグナル伝達に関与してい

ることが示唆されている (Tansley et al., 2022)． 

 これは転写因子とは関わりはないが，M.polymorphaの無性生殖単位である無性芽を，スク

ロース(0.2 M)，マンニトール(0.5 M)，ポリエチレングリコール(PEG 10%)に暴露して生理

的干ばつを誘発し，形態学的，生理学的，生化学的レベルでの影響を調べた論文がある．M. 

polymorphaは脱水ストレスに曝されると，極端な生長阻害，膜安定性の破壊，光合成色素含

量の減少を引き起こした．M. polymorphaにおいて，適合溶質であるプロリンと ABAが支配

する生理的な干ばつ耐性メカニズムが採用されていることが示唆された(Ghosh et al., 
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2021)． 

 このように，陸上植物や蘚苔類において脱水ストレスに着目して数々の研究が行われて

きているが，脱水ストレス時に糖脂質に何が起こっているかについて着目した知見はほと

んどない． 

 

1.1.3 オリゴガラクト脂質に関する知見 

 オリゴガラクト脂質に関する初めての発見はホウレンソウから単離してきた葉緑体によ

り得られた(Neufeld and Hall, 1964)．また，異なるアプローチ (免疫抗体，アイソトープな

ど) によってホウレンソウにオリゴガラクト脂質が存在することが確証付けられた(Ongun 

and Mudd, 1968)．さらなる研究により，いくつかの単子葉類や双子葉類から単離した葉緑

体は，in vitroで TGDGや TeGDGを合成できることを実証し，全ての被子植物はオリゴガ

ラクト脂質を産出する能力があることが示唆された．オリゴガラクト脂質は通常条件下の

種子植物の葉では蓄積されておらず，TGDGと TeGDGが極性脂質に占める割合は 0.2%程

度である．しかしながら，オリゴガラクト脂質は様々な種類のストレスに応答して葉緑体に

蓄積する． 

 この葉緑体で見出された新たな糖脂質合成酵素では 2つの放射性同位体を使い，UDP-Gal

が無くても DGDG を合成できることが単離葉緑体で明らかにされた (Van Besouw and 

Wintermans, 1978)．この酵素は，galactolipid:galactolipid galactosyltransferase(GGGT)活

性があり，MGDGから糖を他のMGDGや DGDGに転移する (図 1.1)．しかしながら，こ

れまでに糖の結合様式についての報告はない． 

1.1.4 シロイヌナズナ凍結感受性株 sfr2 

 シロイヌナズナの凍結感受性を引き起こす sfr2変異については，2004年から調べられて

きた(Throlby et al., 2004)．マッピング，トランスジェニック相補性により，sfr2は At3g06510

遺伝子の変異であることが明らかになった．SFR2の発現は，ストレス誘導性ではないこと
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が観察され，ほとんどの地上部組織に分布していた．SFR2は family 1の glycosylhydrolase 

(β-glycosidase) に相同なタンパク質をコードしていることがわかった． 

 また，2008 年にも，シロイヌナズナの sfr2 変異体の凍結感受性を，野生型由来の SFR2

遺伝子で相補することができたという報告があった(Fourrier et al., 2008)．シロイヌナズナ

では，SFR2タンパク質は葉緑体の外包膜に局在していることが，SFR2と GFPの融合タン

パク質を発現させた植物の解析，共焦点顕微鏡による解析，およびサーモリシンプロテアー

ゼで処理した単離葉緑体の免疫学的解析によって明らかになった．さらに，sfr2変異体の葉

緑体は，凍結の後急速な損傷を受けることが明らかになり，葉緑体の保護における SFR2の

役割が示唆された． 

 一方で，凍結時に植物は TGDG(trigalactosyldiacylglycerol)を蓄積することが明らかにな

っていたが，なぜ TGDGを蓄積するのか，そして原因遺伝子についての知見は得られてい

なかった． 

 シロイヌナズナ野生株において，凍結させてから通常生育条件に戻した植物体は生育す

るのに対して，sfr2欠損変異体では凍結させてから通常生育条件に戻した際に枯死してしま

う．さらに膜脂質を見ると，凍結処理後(FT ; freezing treatment)に野生株で TGDGが蓄積

するが sfr2 欠損変異体では蓄積が見られないがことが明らかになった (Moellering et al., 

2010) ． 

 また，in vitroの結果から SFR2はMGDGを基質として連続的に DGDG, TGDGを合成す

る GGGTであることが明らかになった． 

 SFR2が葉緑体膜の脂質リモデリングに関与していることが示唆された．二重層形成脂質

と非二重層形成脂質の比率を変化させ，ラメラ二重層の形成を促進することは，凍結ストレ

ス時に膜を安定化させるメカニズムである．SFR2は，膜の生物物理学的および組成的変化

のセンサーとして，生物ストレスに応答して脂質のリモデリングを引き起こす役割を担っ

ていると推測できる． 
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1.1.5 トマト SFR2類似遺伝子ノックダウン体と脱水ストレス以外のオリゴガラクト脂質蓄

積条件 

 野生型トマトの耐塩性の高さは，SFR2活性の産物である TGDGの産生と相関していた．

SlSFR2 RNAi系統をトマト(Solanum lycopersicum [M82 cv])で作製し，塩・乾燥ストレスを

施した．野生株では蓄積する TGDGが SlSFR2 RNAi系統では蓄積しなかった (Wang et al., 

2016) ．しかしながら，シロイヌナズナに塩ストレスや乾燥ストレスを与えたところ，植物

の生育に不可逆的な影響を与える前に SFR2が誘導される条件は特定できなかった．このこ

とから，シロイヌナズナ SFR2は凍結耐性にトマト SFR2類似遺伝子は主に塩・乾燥ストレ

ス耐性に寄与していることが示唆された．つまり，陸上環境に幅広く存在する脱水ストレス

耐性に SFR2類似遺伝子が寄与していることが示唆された． 

 さらに脱水ストレス以外にも，オリゴガラクト脂質の蓄積条件があることが報告されて

いる．2016年に有機酸溶液にシロイヌナズナロゼット葉を浮かべると，TGDGが合成され

るという報告があった (Barnes et al., 2016) ．GGGT 活性は同じ酸でも無機酸を使用した

場合には生じず，有機酸を使用した場合にのみ生じた．これはおそらく有機酸がプロトン化

された形で膜を通過しプロトンを運び，細胞質 pHに影響を与えることができるためだと考

察されている． 

 SFR2の活性化は他のタンパク質との相互作用で引き起こされるのではなく，植物の葉や

根でサイトゾルの pHや Mg2+の濃度変化で起こる．これらの知見は様々な種類の浸透圧ス

トレスに対する SFR2の共通の制御経路の存在を明らかにした．凍結・乾燥・塩ストレスは，

利用可能な水の減少という点で共通している(Andrews, 1996; Verslues et al., 2006)．液胞は

植物細胞において，Mg2+のメインの保管場であり，細胞質と葉緑体のイオンのホメオスタ

シスを制御する(Marschner, 1995)．細胞質と葉緑体の Mg2+の濃度は，2~10 mM であり

(Leigh and Wyn Jones, 1986)，液胞内のMg2+のレベルは3~120 mMと異なる(Shaul, 2002)．

対照的に，細胞外空間(pH 5.5)・液胞(pH 4.5-5.9)に比べて細胞質は酸性度が低い(pH 7.3-
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7.6)(Kurdjian and Guern, 1989)．Wang et al., 2016で述べているように，独立的な浸透圧ス

トレスの起源-細胞の脱水による膜の破壊-は，小さいイオン (Mg2+や H+) の漏出を引き

起こし，葉緑体外包膜に存在する SFR2の活性化を引き起こすと考えられる．． 

 

1.7 オリゴガラクト脂質を蓄積する他の生物 

 TGDG はいくつかの種類のシアノバクテリアで確認されている．Tolypothrix tenuis と

Oscillatoria chalybeaで，生育中に TGDGが蓄積するのを確認している (Zepke et al., 1978)．

オリゴガラクト脂質の存在は頻繁に渦鞭毛藻類のスーパークラスで見られ (Gray et al., 

2009) ，低温に適応する 4つの渦鞭毛藻類で膜脂質組成を解析し，TGDGを発見した．他

の種，門，例えば褐藻や紅藻に関するオリゴガラクト脂質の存在については更なる研究が必

要である． 

 

 そこで，本研究ではクレブソルミディウムおよびゼニゴケのオリゴガラクト脂質合成能

を確かめ，その生理的な意義について研究を行うことを目的とした． 
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1.2 図 

 

 

 

 

図 1.1 GGGT(galactolipid: galactolipid galactosyl transferase)反応 

 SFR2はMGDGから別のMGDGへ，MGDGから別の DGDGへと糖を転移することによ

って TGDGを合成する． 
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第 2章 車軸藻植物門クレブソルミディムにおけるオリゴガラクト脂質合成に関する研究 

 

2.1序 

 植物の陸上進出は痕跡化石等から少なくとも 4 億 7 千年より前に起きたと考えられてお

り，現在の地球環境の形成に大きな影響をもたらしたと考えられている (Rubinstein et al., 

2010) ．植物が陸上に進出し繁栄したことは，大気中の酸素分圧の増大  (Scott and 

Glasspool, 2006) や物質循環 (Parnell and Foster, 2012) をもたらし，引き続く動物の陸上

進出と合わせて現在の陸上生態系の要となったと考えられる．しかしながら，陸上には乾

燥・凍結・高温など様々な環境ストレスがあり，植物が陸上化する際にはこれらに適応して

いく必要があったと考えられる．最初にどのような植物が陸上に進出したかは明らかでは

ないが，細胞分裂の様式や生化学的解析から陸上植物の祖先は車軸藻植物門の中から生ま

れたと考えられており，また近年の系統解析の結果もこのことを支持している (Lewis and 

McCourt, 2004) ． 

 車軸藻植物門は緑藻植物門から分岐したと考えられている藻類であり，様々な形態の藻

類を含む多系統群である．主に淡水に生息する藻類であるが，土壌や樹木などに生育する陸

生藻類を含む．車軸藻植物門はクロロキブス藻綱，クレブソルミディウム藻綱，コレオケー

テ藻綱，接合藻綱，車軸藻綱からなる．もっとも陸上植物に近い系統群についてはまだ諸説

あるが，近年の転写産物の分子系統解析により接合藻綱が陸上植物に最も近い系統群であ

るとの報告が有力である (Timme et al., 2012) ．また，それぞれの系統群が分岐していく過

程で段階的に多細胞化や有性生殖などを獲得している (Leliaert. et al., 2012) ．したがって，

その特徴を明らかにし比較していくことで，陸上植物への進化過程を追うことができると

期待されている． 

 車軸藻植物門クレブソルミディウム綱に属する Klebsormidium nitens NIES-2285 (以下，ク

レブソルミディウムと呼ぶ) は単純な体制をもつ糸状性の藻類である (図 2.1) ．水中・陸
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上どちらの環境でも生育でき，身近な環境においては，擁壁の排水管のそばなど湿潤なコン

クリート壁などに生育していることが多い．無分岐の多細胞藻類であるが，細胞分化や有性

生殖は報告されていない．車軸藻植物門の中でクロロキブス藻綱の次に分岐した藻類であ

り，陸上植物が出現する過程のごく初期に，どのような特性や遺伝子が植物の陸上進出に影

響を与えたのかを解明する糸口として期待されている．そこで私が所属する研究室では，こ

れまでにクレブソルミディウムのドラフトゲノム解析が行われ，他の藻類や陸上植物との

間でゲノム DNAにコードされた遺伝子群の比較解析が行われた (Hori et al., 2014) ．その

結果，クレブソルミディウムはこれまでに報告された他の藻類とは異なり，藻類特有の遺伝

子に加えて，陸上植物特有の遺伝子の多くを保有する藻類であることが明らかになった 

(Hori et al., 2014) ．このことから，クレブソルミディウムを用いたさらなる解析が植物の

陸上進出を解明するために重要であることが示唆された． 

クレブソルミディウムは高い凍結耐性があること，低温馴化により糖・アミノ酸の蓄積が

起こり，凍結耐性が向上することが先行研究で明らかになっている (Nagao et al., 2008)． 

またクレブソルミディウムは，凍結時にしか TGDGを蓄積しないシロイヌナズナと異なり，

通常生育時でも TGDG を蓄積する (図 2.2, 渡邉 修論 2016)．さらに, クレブソルミディ

ウムは, シロイヌナズナの SFR2類似遺伝子を 3コピー (GGGT1, 2, 3) 持つことが明らか

になっている (図 2.3,  Hori et al., 2016)． 

 以上を踏まえて，本研究ではクレブソルミディウムにおけるオリゴガラクト脂質合成が

クレブソルミディウムの耐凍性に寄与しているのかどうかを明らかにすることを目的とし

て, クレブソルミディウム SFR2類似遺伝子(KnGGGT1, 2, 3)の解析を行った． 
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2.2 実験材料と方法 

材料 

2.2.1 Klebsormidium nitens (NIES-2285) 

国立研究開発法人国立環境研究所 微生物系統保存施設から分譲された個体を用いた．

試験管にて 50 mlの BCDATG培地 (表 2.1, Nishiyama et al., 2000) ，23℃，光強度 10 

µmol photons m-2 s-1の条件で通気培養を行った (Hori. et al., 2014) ． 

 

2-2-2. Arabidopsis thaliana 

野生株 (Col-0) を 23℃，連続光 (40 µmol photons m-2 s-1)で 1/2MS培地において 10

日前後育成したのち，土壌に移植し生育した (表 2.2)． 

 

2-2-3. Nicotiana benthamiana 

野生株を 23℃，連続光 (40 µmol photons m-2 s-1)で土壌において 1～2か月程度育成し

た． 

 

方法 

2.2.4 Rbcs-RFP, AOX1a-RFPおよび KnMGD-RFP発現用コンストラクトの作製とアグロバ

クテリウムへの形質転換 

各配列を PrimeSTAR HS DNA Polymeraseを用いた PCRにより増幅した (使用したプ

ライマーは表 2.3に示した)．PCR産物は BPクロナーゼ II (Invitrogen) を用いて，

pDONR/Zeoにサブクローニングし，シークエンス解析により配列を確認した後，LRク

ロナーゼⅡ (Invitrogen) によりアグロバクテリウムのバイナリーベクターpGWB460に導

入し，35S Pro : 各配列 : RFPの配列を持つプラスミドを作製した． 
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アグロバクテリウム GV3101::pMP90への形質転換は freezing法を用いた．アグロバク

テリウムコンピテントセルを氷上で溶かし，プラスミドを 1 µg程度加え液体窒素に 5分間

浸した．37℃水槽に 25分間浸し，YEP培地 (表 2.4) を 1 mL加え 30℃で 1時間培養し

た．1,000 gで 5分間遠心分離し，上清を少量残して菌体を回収し，YEP固体培地 (終濃

度 40 μg・mL-1スペクチノマイシン) にストリークし，2日間培養した．コロニーを 3 mL

の YEP液体培地 (終濃度 50 μg・mL-1 ゲンタマイシン，終濃度 40 μg・mL-1 スペクチノ

マイシン) に植え，30℃で 1日培養した．培養液 500 µLに等量の 50%グリセロールを加

え，-80℃で保存した (25%グリセロールストック)． 

 

2.2.5 Nicotiana benthamiana (ベンサミアナタバコ) を用いた遺伝子の一過的発現 

2.2.4で作成したアグロバクテリウムのグリセロールストックを少量かきとり，YEP固

体培地 (終濃度 50 μg・mL-1 カナマイシン，終濃度 50 μg・mL-1 ハイグロマイシン，終

濃度 40 μg・mL-1スペクチノマイシン；表 2.4) にストリークし，30℃で 2日間培養し

た．コロニーを 2 mLの YEP液体培地 (終濃度 50 μg・mL-1 カナマイシン・終濃度 50 

μg・mL-1 ハイグロマイシン・終濃度 40 μg・mL-1 スペクチノマイシン) に植え，30℃で

20～22時間振盪培養した．培養液を 1,000 gで 10分間遠心分離し，菌体を回収した．

Infiltration Buffer (表 2.5) を 1 mLで再懸濁し，1,000 gで 10分間遠心分離し，菌体を回

収した．Infiltration Bufferでの洗浄は 3回行った．菌体は Infiltration Buffer (終濃度 150 

μMアセトシリンゴン含有) で再懸濁し，OD600 = 0.6程度になるように調整した． 

KnGGGT-GFP導入株, SFR2-GFP導入株, RbcS-RFP導入株, AOX1a-RFP導入株, 

KnMGD-RFP導入株とサイレンスサプレッサーを発現する pBINp19導入株を等量ずつ混

和し，シリンジを用いてベンサミアナタバコ葉の細胞間隙に注入した．2～4日後に採取し

各種解析を行った． 
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なお，KnGGGT1, 2および 3-GFP, SFR2-GFP各導入株は, 当研究室の先行研究者から引

き継いだものである (渡邉修論 2016)． 

 

2.2.6 シロイヌナズナ SFR2欠損変異体 (sfr2) バックグラウンド KnGGGT1および 2-GFP, 

SFR2-GFPの発現株の作出 

シロイヌナズナ形質転換は flower-dipping法を用いた．坂口フラスコに 200 mL LB培地 

(表 2.6) を作製し，LB培地に前培養したアグロバクテリウムを入れ，30℃で一晩振盪し

た．OD600が 1.2-1.5になるまで培養し, 2,510 g, 15 分, 室温で遠心して回収した．沈殿物

に対して，懸濁液 (表 2.7) 500 mLでサスペンドし，500 mLポリビーカーに入れた．既

についていた鞘を取り除いた植物の鉢を逆さにして入れ，3分間放置した．この時ロゼッ

ト葉につけないように注意した．終わったら軽く揺すり，アグロバクテリウム菌液を軽く

落とした後, 横に寝かせ, パンケースにラップをして弱光下で 1日間静置した．次の日に

ラップを外して通常生育に戻した． 

変異体のスクリーニングは薬剤選抜で行った．MS培地に 50 μg/ mL カナマイシンと 50 

μg/ mLハイグロマイシンを加え，種子を撒き，薬剤耐性株を変異体候補とした． 

 

2.2.7 タンパク質解析 

サンプルを液体窒素下で乳鉢により破砕した．サンプル重量の半量程度の破砕 bufferを

加えて懸濁し，4℃, 17,700 gで 5分間遠心分離した．上清を可溶性画分とし，沈殿は 2% 

SDS破砕 bufferを加えて再懸濁し，不溶性画分とした．各画分から適量分注し，DCTMプ

ロテインアッセイキット (Bio-Rad) を用いてタンパク質定量をおこなった．その後, 各画

分に等量の sample bufferを加え，3分間ボイルした．抽出したサンプル適量 (CBB染色

用:10 µg，western blot用: 2 µg) をポリアクリルアミドゲル (表 2.8) で泳動し，タンパク

質を分離した．分離後，CBB染色により総タンパク質を染色，またはウェスタンブロット
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解析を行った．ウェスタンブロット解析はセミドライ法で行い，PVDFメンブレン (GE 

Healthcare) を用いた．メタノールに浸し親水処理をしたメンブレンをWestern用泳動バ

ッファー (表 2.8) に浸して置換した．タンパク質を分離したアクリルアミドゲルを

Western用泳動バッファー20分間に浸して置換した後，blotting装置にバッファーを浸し

たろ紙でメンブレンとゲルをはさんでセットし，1.5 A/cm2で 30分程度 blottingした．メ

ンブレンを blockingバッファーで 1時間振盪し，次に一次抗体として抗 GFP-mouse抗体

溶液で 3時間振盪した．TTBS (表 2.8) で置換し，二次抗体として HRP標識抗mouse抗

体溶液で 1時間振盪した．TTBSで置換し，AmershamTM ECLTM Prime Western Blotting 

Detention Reagent (GE Healthcare) で検出し ImageQuant LAS 500で撮影した． 

 

2.2.7 植物体の脂質抽出 

脂質はサンプルを液体窒素で凍結させながら乳鉢で破砕し，以下の通りに Bligh and 

Dyer’s method (1959) に基づいて抽出した．破砕したサンプル 300 mg程度に 3 mLのク

ロロホルム/メタノール混合溶液 (1:2, v/v) を加え混和させた．共栓付き試験管に移し

1,750 gで 5分間遠心分離した．上清を別の共栓付き試験管に移し，沈殿に 3 mLのクロロ

ホルム/メタノール混合溶液 (1:2=v/v) と 0.8 mLの 1% KClを加えて混和させた．1,750 

gで 5分間遠心分離し上清を先の上清に加えた．2 mLのクロロホルムと 1.2 mLの 1% 

KClを加え混和し，1,750 gで 5分間遠心分離した．下層を別の試験管に移し，窒素ガスに

より乾固後，適当量のクロロホルム/メタノール混合溶液 (2:1, v/v) に溶解させ，20 

mg/mLになるように調整し，-25℃で保存した． 

脂質の分離は薄層クロマトグラフィー (TLC) で行い，一回の解析で総脂質 800 µgを展

開した．TLCプレートは，TLC Slica gel 60 25 Glass plates 20 × 20 cm (Merck) を用い

た．糖脂質を分離した一次元 TLCの展開溶媒は，クロロホルム/メタノール/酢酸/水 
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(85:20:10:4, by vol.) を用いた．また，糖脂質の呈色はアンスロン硫酸法 (表 2.9) を用い

た． 

 

  



 20 

2.3 結果 

2.3.1 ベンサミアナタバコ葉を用いた KnGGGT1-3 の一過的発現と共焦点顕微鏡を用いた

局在解析 

クレブソルミディウムの KnGGGT1,2 および 3 が GGGT 活性を有するのかどうかを明ら

かにするために，各 KnGGGT の C 末端側に GFP を付加した融合タンパク質 (以下，

KnGGGT1-GFP, KnGGGT2-GFP, KnGGGT3-GFPと表記) とコントロールとして SFR2の C

末端側に GFP を付加した融合タンパク質 (以下，SFR2-GFP と表記) をアグロバクテリウ

ム感染によりベンサミアナタバコ葉で一過的に発現させ，共焦点レーザー顕微鏡によって

各タンパク質の細胞内局在解析を行った（図 2.4）．なお，コントロールとして Rbcs (Rubisco 

small subunit)-RFP (葉緑体ストロマ局在), AOX1a-RFP (ミトコンドリア局在) を共発現さ

せた．SFR2:GFPは先行研究(Fourrier N. et al., 2008)と同様に葉緑体包膜への局在が観察さ

れた(図 2.4A)．KnGGGT1および 2-GFP融合タンパク質については，部分的に強い蛍光を

発する箇所があったものの (図 2.4B, C)， SFR2-GFP (図 2.4A)と同様に葉緑体包膜に局在

する様子が観察された．この強い蛍光は多々見られたが，これは藻類遺伝子の一過的な発現

系でよく見られるものである．また，KnGGGT3-GFP は先行研究の結果 (渡邉修論 2016) 

から，ミトコンドリアに局在するのではないかと示唆されていた．しかし，KnGGGT3-GFP

については，弱い GFP蛍光は検出されたが細胞内の局在は不明瞭で，KnGGGT1-GFPおよ

び KnGGGT2-GFPとは異なり，葉緑体包膜局在は見られなかった(図 2.4D)． 

 

2.3.2 KnGGGT1-GFPおよび KnGGGT2-GFPを一過的に発現させたベンサミアナタバコ葉

の脂質解析 

クレブソルミディウムの KnGGGT1および 2が GGGT活性を有するのかどうかを明らか

にするために，KnGGGT1および KnGGGT2-GFPと，コントロールとして SFR2-GFPを一

過的に発現させたベンサミアナタバコ葉を用いて脂質解析を行った．その結果，SFR2-GFP
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発現葉では TGDGの蓄積が見られたが，KnGGGT1および KnGGGT2-GFP発現葉ではいず

れも TGDGの蓄積が見られなかった (図 2.5)． 

これまでに，シロイヌナズナを用いた実験により，マグネシウム含有酢酸溶液 (20 mM 

acetic acid/ 10 mM MgCl2 pH 4.0) に浸した葉では GGGTの活性化が起こり，TGDGが蓄

積することが知られている (Barnes et al., 2016)．そこで，同様の処理条件 (以下，GGGT

活性化処理条件と表記) を用いて，ベンサミアナタバコにおいても KnGGGT の活性化と

TGDGの蓄積が起こるかどうかを調べた． 

KnGGGT1および 2-GFPと SFR2-GFPを発現させた葉に GGGT活性化処理を 1, 6, 24時

間施し，脂質解析を行った (図 2.6)．その結果，1 時間処理では SFR2-GFP 発現葉でのみ

TGDGが検出されたが，6時間と 24時間処理では SFR2-GFP発現葉に加えて KnGGGT1お

よび 2-GFP発現葉でも TGDG合成が確認された．しかし，6時間と 24時間処理 GFPのみ

を発現した葉 (ネガティブコントロール) においても TGDG 合成が観察され，その際の

TGDG 蓄積量は KnGGGT1 および 2-GFP 発現葉における TGDG 蓄積量と大きく変わらな

かった．すなわち，通常生育条件下のベンサミアナタバコの葉ではほとんど TGDGは検出

されないが，葉に GGGT活性化処理を施すとベンサミアナタバコ自身の GGGTが活性化さ

れ，TGDGが蓄積することがわかった．またこのことから，本実験により発現誘導した融合

タンパク質由来の TGDG 合成を内在性 GGGT が合成する TGDG と分けて解析することは

困難であることがわかった． 

 

2.3.3 KnMGDおよび KnGGGTを一過的に共発現させたベンサミアナタバコ葉の脂質解析 

クレブソルミディウムの TGDG では，構成する総脂肪酸の約 35%程度を 16:0 が占めて

おり，また C18:3よりも C18:2の占める割合が高い．しかし，TGDG生合成の基質である

MGDG では，C16:0 は構成する総脂肪酸の 5%程度で，より不飽和度の高い C16:2, C16:3

の割合が合わせて 30%程度と非常に高い．また，MGDG中の C18:2と C18:3の割合はいず
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れも 30%程度と非常に高いことがわかっている．これらのことと，MGDGに含まれる脂肪

酸の不飽和化はMGDGが生成された後に順次起こることを考慮すると，TGDGの生合成の

基質となるMGDGは，生成されてまだ不飽和化が十分に進行していない新規に合成された

MGDG である可能性が示唆された (渡邉修論 2016, 図 2.7)．そこで，MGDG の新規合成

の促進が TGDG合成に与える影響を明らかにするために，クレブソルミディウムのMGDG

合成酵素の C 末端に RFP を付加した融合タンパク質 (KnMGD-RFP) を SFR2-GFP, 

KnGGGT1-GFP, KnGGGT2-GFP および KnGGGT3-GFP のそれぞれとベンサミアナタバコ

において一過的に共発現させ，発現葉を用いて脂質解析を行った (図 2.8)．その結果，SFR2-

GFPと KnMGD-RFPを共発現させた葉では TGDG合成が確認できたが，KnGGGT1, 2, お

よび 3-GFP と KnMGD-RFP を共発現させた葉では TGDG 合成が確認できなかった (図

2.8)． 

このことから，少なくともベンサミアナタバコ葉の一過的発現系では，KnMGD-RFP と

共発現させても KnGGGTによる TGDG合成は検出できないことがわかった． 

 

2.3.4 シロイヌナズナ SFR2欠損変異体 (sfr2) バックグラウンド KnGGGT1および 2-GFP, 

SFR2-GFPの発現株の作出と解析 

KnGGGTがシロイヌナズナにおいてSFR2の機能を相補できるかどうかを調べるために，

KnGGGT1および KnGGGT2-GFP, SFR2-GFPをそれぞれ sfr2欠損変異体において過剰発現

させた形質転換体を作出した (以下，相補株と表記)．ウェスタンブロット解析の結果，導

入した各タンパク質の分子量と同じ位置にバンドが検出され，各タンパク質が発現してい

ることがわかった (図 2.9)． 

次に，各シロイヌナズナ相補株の葉において，GGGT 活性化処理 (2.3.2 と同様の処理) 

を行なった後，脂質解析を行った．その結果，SFR2-GFP 相補株では TGDG 合成が検出で

きたのに対し，KnGGGT1および 2相補株では TGDG合成が検出できなかった (図 2.10)．
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このことから，KnGGGT1 および 2-GFP は，シロイヌナズナにおいてタンパク質として発

現はするが，TGDG合成活性は示さないことが示唆された． 

 

以上の結果から，シロイヌナズナ SFR2のクレブソルミディウムホモログとして単離した

KnGGGT1および KnGGGT2は，GFPとの融合タンパク質を用いた細胞内局在解析により

SFR2と同様，葉緑体包膜に局在する様子は観察されたが，ベンサミアナタバコ葉における

一過的発現，シロイヌナズナにおける sfr2 バックグラウンドでの過剰発現のいずれにおい

ても，TGDG合成能を検出することはできなかった． 
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2.4 考察 

2.4.1 ベンサミアナタバコ葉での一過的発現系でTGDGが合成されなかった原因について 

ベンサミアナタバコ葉において，KnMGDと KnGGGTを共発現させた場合でも TGDGが

合成されなかったことから，TGDGの基質が新規に合成されたMGDGではない可能性が考

えられる．過去の知見にもあるように (Kojima et al., 1990； Gasulla et al., 2013)，TGDG

はDGDGを基質にしても合成される. クレブソルミディウムにおけるTGDGを構成する脂

肪酸種は，C16:0が 35%，C18:2が 35%程度で C18:3が 15%程度を占めている (図 2.7)．

これに対して DGDGの脂肪酸種は，C16:0が 10%程度で C18:2, C18:3が 40%程度と, 特

に不飽和度の高い C18 脂肪酸の含有量について TGDG と DGDG は非常に似ている (図

2.11). このことから, クレブソルミディウムの TGDG は, 新規に合成された MGDG に対

する 2度のガラクトース転移により生成されているのではなく，DGDGに対する１度のガ

ラクトース転移により生成している可能性が示唆された．また, シロイヌナズナやベンサミ

アナタバコ葉でも DGDG は多量に含まれており, 上記後者の反応であっても基質量として

は十分と思われる. それにも関わらず, TGDG 合成がみられなかったことを鑑みると, クレ

ブソルミディウムの GGGT はクレブソルミディウム由来の DGDG が基質として必要だと

いうことが考えられる． 

 MGDG や DGDG などのグリセロガラクト脂質の場合, 含まれる脂肪酸種に加えてグリ

セロール骨格に対するガラクトースの配位 (α または β) の違いも, それらを基質とする酵

素の基質特異性により活性に影響を与える. SFR2 (GGGT) の酵素反応においては， β-

MGDGから β-MGDGへと糖が転移され β,β-DGDGが, さらに β-MGDGから β,β-DGDGへ

と糖が転移されて β,β,β-TGDG が生成されるという, 連続的な糖転移反応が起こる．した

がって, 種子植物において, 通常葉緑体に豊富に存在する α,β-DGDG は SFR2 (GGGT) の

基質とはならない. もしこの α,β-DGDGから SFR2 (GGGT) による糖転移反応が起きると，

生成されるのは β,α,β-TGDGとなる．本研究でおこなった TLCを用いたクレブソルミディ
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ウムの TGDG の解析から, クレブソルミディウムの TGDG はシロイヌナズナで蓄積する

TGDG, すなわち β,β,β-TGDGとは，若干移動度が異なる様子が観察された. このことから, 

クレブソルミディウムで合成されている TGDG は, シロイヌナズナやベンサミアナタバコ

などの種子植物とは異なり，β,α,β-TGDG または, α,α,β-TGDG である可能性も考えられる 

(Gasulla et al., 2013). 従って今後は, まずクレブソルミディウムが生成している MGDG, 

DGDG, TGDGの NMR解析を行い，糖の結合様式を確認する必要がある. また, ベンサミ

アナタバコにおいて，KnDGDと KnGGGTを共発現した場合に TGDG合成が検出されるか

どうか解析することで, KnGGGT についての新たな知見が得られるのではないかと考えて

いる． 

 

2.4.2 シロイヌナズナ SFR2が KnGGGTにより機能相補されなかった理由について 

2.4.1に述べた基質特性の違いである可能性に加えて, KnGGGT1および 2は GGGT活性

化条件がシロイヌナズナなどの種子植物とは異なる可能性も考えられる. クレブソルミデ

ィウムは生育環境の温度変化によらず，常に TGDGを蓄積していることから，GGGTが常

に活性化している可能性が高い．ベンサミアナタバコを用いた一過的発現系は, 酵素活性を

調べる上では簡便であるが, ホスト植物側の生育コンディションを考慮した実験には不向

きである . そのため考えられる手法としては，本研究で作出したシロイヌナズナ

sfr2:KnGGGT相補体に凍結ストレスなど脱水ストレスを与え，TGDGが蓄積するかどうか

確かめることが重要であると考えている． また，これまでに試みた生育条件において, ク

レブソルミディウムは常に TGDGを蓄積しているが，TGDGが蓄積しない条件はいまだに

わかっていない．このことから，TGDGが蓄積しない，あるいは減少する因子 (生育条件，

培地組成) を同定することで，クレブソルミディウムの GGGT 活性化因子を見つけること

ができるのではないかと考えている．なお, シロイヌナズナとベンサミアナタバコでは，

GGGTの活性化処理 (条件) でのみ TGDG蓄積が見られることからも，クレブソルミディ
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ウムでは，種子植物とは異なる活性化因子によって GGGT 活性化が起こっていることが示

唆される．今後は，クレブソルミディウムの形質転換法が確立され, 形質転換体を用いた解

析を通して新しい知見が得られることを期待したい. 
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2.5 表および図 

 

 

 

図 2.1 ストレプト藻類 Klebsormidium nitens 

Klebsormidium nitensは糸状性の藻類である． 
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図 2.2 クレブソルミディウムの通常生育条件時と凍結条件時の糖脂質 

 クレブソルミディウムにおいて，前培養・通常生育条件・凍結処理を施した藻体から脂質

を抽出して TLCで分画した(渡邉修論 2016)． 

  

前培養 通常生育 凍結

TGDG
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図 2.3 SFR2とその類似タンパク質の系統樹 

 当研究室の堀孝一助教が作成した系統樹． 
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図 2.4 ベンサミアナタバコ葉を用いた KnGGGT-GFPの一過的発現と細胞内局在解析 

 GFPを融合させた (A) SFR2 (SFR2-GFP), (B) KnGGGT1 (KnGGGT1-GFP), (C) 

KnGGGT2 (KnGGGT2-GFP), (D) KnGGGT3 (KnGGGT3-GFP) の細胞内局在を共焦点レ

ーザー蛍光顕微鏡によって解析した． 

(A-C) Rbcs-RFP (葉緑体ストロマ局在) との共発現 (Scale bars = 10 μm) 

(D) AOX1a-RFP (ミトコンドリア局在) との共発現 (Scale bars = 10 μm) 

クロロフィルは葉緑体の自家蛍光．Merge, GFP, RFP, クロロフィル蛍光写真の重ね合わせ; 

Merge LE, 重ね合わせて低露光させて得た写真． 

  

KnGGGT1-GFP Rbcs-RFP Chlorophyll Merge Merge LE

KnGGGT2-GFP Rbcs-RFP Chlorophyll Merge Merge LE

KnGGGT3-GFP AOX1a-RFP Chlorophyll Merge

SFR2-GFP Rbcs-RFP Chlorophyll Merge
(A)

(B)

(C)

(D)
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図 2.5 KnGGGT1-GFPおよび KnGGGT2-GFPを一過的に発現させたベンサミアナタバコ

葉の脂質解析 

 KnGGGT1-GFP, KnGGGT2-GFP, SFR2-GFPおよび GFPを一過的に発現させたベンサミ

アナタバコ葉から抽出した総脂質それぞれ 600 μgを一次元 TLC展開し，脂質種を分画し

た．赤矢印は Trigalactosyldiacylglcerol (TGDG)を示す．Kn Lipid, クレブソルミディウム

藻体の総脂質; MGDG，monogalactosyldiacylglycerol; DGDG，digalactosyldiacylglycerol. 
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図 2.6 GGGT活性化処理を行った KnGGGT-GFP発現葉の脂質解析 

 各タンパク質を一過的に発現させたベンサミアナタバコ葉にそれぞれ GGGT活性化処理

を 1, 6, 24時間行った後，総脂質 600 μgを一次元 TLCで分画，TGDGを発色させた．

KnGGGT1, 2, 3-GFPは，KnGGGT1, 2, 3-GFPの 3種を共発現した． 
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図 2.7 クレブソルミディウムのMGDGと TGDGの脂肪酸組成 (渡邉汀・修士論文 2016

年度) 

 クレブソルミディウムのMGDGおよび TGDGを構成する脂肪酸をメチルエステル化

し，ガスクロマトグラフィーによって定量したもの．グラフ中の全ての脂肪酸のモル数の

和を 100%とし，各脂肪酸のモル数をmol%として示した．(n = 3)． 
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図 2.8 KnMGD, KnGGGTを一過的に共発現したベンサミアナタバコ葉の脂質解析 

 KnGGGT1-GFP, KnGGGT2-GFP, KnGGGT3-GFP, SFR2-GFPと KnMGD共発現葉の総脂

質 600 μgを一次元 TLC展開し，TGDGを呈色させた．赤矢印は TGDGを示す．Kn，ク

レブソルミディウム藻体由来の TGDG; MGD，KnMGDのみ発現; MGD&KnGGGT1, 2, 3, 

SFR2; KnMGDと各タンパク質を共発現 
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図 2.9 シロイヌナズナ SFR2欠損変異体 (sfr2) バックグラウンド KnGGGT1および 2-

GFP, SFR2-GFP過剰発現株におけるウェスタンブロット解析 

 シロイヌナズナ sfr2欠損変異体に KnGGGT1及び 2-GFPと SFR2-GFPを発現させた形

質転換体の葉における各タンパク質の発現量を GFP抗体を用いたウェスタンブロット解析

により調べた．推定分子量は，KnGGGT1-GFP＝～102 kDa, KnGGGT2:GFP＝～96 kDa, 

SFR2:GFP＝～98 kDa．GGGT1 Ox, KnGGGT1-GFP発現株；GGGT2 Ox, KnGGGT2-GFP

発現株；SFR2 Ox, SFR2-GFP発現株． 
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図 2.10 シロイヌナズナ SFR2欠損変異体 (sfr2) バックグラウンド KnGGGT1および 2-

GFP, SFR2-GFP過剰発現株の脂質解析 

 各形質転換体の総脂質 600 μgを一次元 TLC展開し，TGDGの呈色を行った．処理時間

は GGGT活性化処理を施した時間を示している．赤矢印は TGDGを，青矢印は

Tetragalactosyldiacylglcerol (TeGDG) を示す．K. nitens，クレブソルミディウム藻体由来の

TGDG; WT，シロイヌナズナ野生株の TGDG；GGGT1 Ox，シロイヌナズナ sfr2欠損変異

体に KnGGGT1-GFPを過剰発現した株；GGGT2 Ox，シロイヌナズナ sfr2欠損変異体に

KnGGGT2-GFPを過剰発現した株；SFR2 Ox，シロイヌナズナ sfr2欠損変異体に SFR2-

GFPを過剰発現した株；sfr2，シロイヌナズナ sfr2欠損変異体 
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図 2.11 クレブソルミディウムの DGDGの脂肪酸組成 (渡邉汀・修士論文 2016年度) 

 クレブソルミディウムの DGDGを構成する脂肪酸をメチルエステル化し，ガスクロマ

トグラフィーによって定量したもの．グラフ中の全ての脂肪酸のモル数の和を 100%と

し，各脂肪酸のモル数をmol%として示した．(n = 3)． 
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表 2.1 BCTATG培地の組成 
 

化合物 終濃度(mg/ 100 mL) 
Vitamin B12 10 μg 

Biotin 15 μg 
Thiamine-HCl 50 μg 
MgSO4•7H2O 250 mg 

KH2PO4 250 mg 
KNO3 1.01 g 

FeSO4•7H2O 125 mg 
CuSO4•5H2O 5.5 μg 

H3BO3 61.4 μg 
CoCl2•6H2O 5.5 μg 

Na2MoO4•2H2O 2.5 μg 
ZnSO4•7H2O 5.5 μg 
MnCl2•4H2O 38.9 μg 

KI 2.8 μg 
Ammonium Tartrate 9.205 g 

CaCl2•2H2O 15 mg 
Glucose 100 mg 
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表 2.2 MS培地の組成 
 

化合物 終濃度 (mg/ L) 
KNO3 1900 

NH4NO3 1650 
KH2PO4 170 

CaCl2·2H2O 440 
MgSO4·7H2O 370 
MnSO4·4H2O 22.3 
ZnSO4·7H2O 8.6 

H3BO3 6.2 
CuSO4·5H2O 0.025 

Na2MoO4·5H2O 0.25 

KI 0.83 
CoCl2·6H2O 0.025 

EDTA Na Fe H2O 38.5 

ミオイノシトール 100 

チアミン塩酸 0.1 

ピリドキシン塩酸 0.5 

ニコチン酸 0.5 

グリシン 2 
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表 2.3 使用したプライマー配列 
 

名称 配列 5’→3’ 
KnMGD1 Fwd AAAAAGCAGGCTCAAAAATGGCGTCTCTCTCTCTCGC 

KnMGD1 Rev AGAAAGCTGGGTTATCTACATAAACAACGCCCTTGCTACC 

Rbcs Fwd AAAAAGCAGGCTCAAAAATGATGATAACTCGCGGTGG 

Rbcs Rev AGAAAGCTGGGTTATCATGATACCCAATTGGAGCTG 

AOX1a Fwd AAAAAGCAGGCTCAAAAATGATGATAACTCGCGGTGG 

AOX1a Rev AGAAAGCTGGGTTATCATGATACCCAATTGGAGCTG 
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表 2.4 YEP培地(固体培地のみ Bacto Agarを加えた) 
 

試薬名 終濃度 (g/ 100 mL) 
Bacto Tryptone 1 g 

NaCl 1 g 
Yeast extract 1 g 
Bacto Agar 1.5 g 
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表 2.5 Infiltration Buffer 
 

試薬名 終濃度 
MES, pH 5.6 10 mM 

MgSO4 10 mM 

アセトシリンゴン 150 µM 
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表 2.6 LB培地(固体培地のみ Bacto Agarを加えた) 
 

試薬名 終濃度 (g/ 100 mL) 
Bacto Tryptone 1 g 

NaCl 1 g 
Yeast extract 0.5 g 
Bacto Agar 1.5 g 
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表 2.7 懸濁液 fill up to 1 L with D.W. 

試薬名  
Silwet L-77 0.5 mL 

スクロース 50 g 
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表 2.8 タンパク質の発現解析に使用した溶液作成方法 
 
1) 破砕 buffer(fill up to 1 mL with D.W.) 

試薬名 終濃度 
Tris-HCl, pH 6.8 50 mM 

EDTA 1 mM 
 
2) Sample buffer (fill up to 1 mL with D.W.) 

試薬名 終濃度 
Tris-HCl, pH 6.8 500 mM 

SDS 1% (w/ v) 

グリセロール 20% (w/ v) 
2-メルカプトエタノール 10% (w/ v) 

BPB飽和溶液 5%(w/ v) 
 
3) SDS-PAGE濃縮ゲル 

試薬名 容量 
30% アクリルアミド 1.4 mL 

10% SDS 0.1 mL 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.5 mL 

D.W. 6 mL 
10% APS 60 µL 
TEMED 7 µL 

 
4) SDS-PAGE分離ゲル 

試薬名 容量 
30% アクリルアミド 3.3 mL 

10% SDS 0.1 mL 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 2.5 mL 

D.W. 4 mL 
10% APS 60 µL 
TEMED 7 µL 
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(表 2.8 続き) 
5) SDS-PAGE泳動用 10xbuffer (fill up to 1 L with D.W.) 

試薬名 容量 
Tris 30.3 g 

グリシン 144 g 
SDS 10 g 

 
6) Western用泳動バッファー (fill up to 1 L with D.W.) 

試薬名 容量 
Tris 3 g 

グリシン 14.4 g 

メタノール 200 mL 
 
7) TTBS (fill up to 1 L with D.W.) 

試薬名 容量 
KH2PO4 0.2 g 

KCl 0.2 g 
Na2HPO4･12H2O 2.9 g 

NaCl 8 g 
Tween20 1 mL 
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表 2.9 アンスロン硫酸 

試薬名 容量 
アンスロン 0.05 g 

チオ尿素 1 g 
66% (v/ v)硫酸 100 mL 
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第 3章 ゼニゴケにおけるオリゴガラクト脂質合成に関する研究 

 

3.1 序 

 地球史における重大なイベントのひとつとして，およそ 4億 8千万年前に起こったとさ

れる植物の陸上化があげられる (Kenrick and Crane 1997) ．陸上植物の進化は，それまで

の荒廃した大地を緑色にしていったという点で，陸上環境を一変させた．陸上植物は基本的

に単系統で，単細胞緑藻から水中で多細胞化して誕生した車軸藻植物門を祖先とし，その後，

表皮細胞のクチクラなどを身につけてコケ植物が陸上進出を果たしたと言われている．分

類学状のコケ植物は，苔類，蘚類，ツノゴケ類であり，この 3群は古くから分岐したと考え

られている．その後，ヒカゲノズラ類，シダ類，裸子植物の順で側方系統が分岐して被子植

物に至った． 

 苔類ゼニゴケMarchantia polymorphaは世界中に広く分布する．葉状体として成長し，背側

には気室を発達させる複雑葉状性のコケである．陸上植物の特徴は，配偶体世代と胞子体世

代が交互に現れる世代交代を行うことであるが，ゼニゴケを含むコケ植物は配偶体世代が

優占的である．配偶体世代の核相は単相であり，遺伝学的解析に適している．一方で核相が

複相の胞子体世代も存在する．ゼニゴケは世界中に広く分布し，形態学を中心として植物学

の材料として利用されてきた． 

 M. polymorpha の全ゲノムは 2017 年に解読された (Bowman et al., 2017) ．その結果，

M.polymorpha は他の陸上植物と比較すると，ほとんどの代謝経路において遺伝的重複が少

ないことが明らかになった．また，ゼニゴケではすでに形質転換手法が確立されており，ア

グロバクテリウムを用いた胞子体の形質転換 (Ishizaki et al., 2008) や葉状体を用いた形質

転換 (Kubota et al., 2013) ，1 枚の寒天プレートで行う Agar-Trap 法が確立されている 

(Tsuboyama and Kodama, 2014)．このようにM. polymorphaは全ゲノムが解読されている

点や形質転換手法や遺伝子組み換え系が確立されていることから，シロイヌナズナと同様
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に新たなモデル陸上植物として研究が進んでいる． 

 ゼニゴケにおける脱水ストレス応答に関する知見は，主に転写因子の解析から蓄積され

ているが，オリゴガラクト脂質に関する知見は未だ無い．脱水ストレス耐性におけるオリゴ

ガラクト脂質の重要性については 1 章にも述べたように，シロイヌナズナやトマトにおい

てはオリゴガラクト脂質合成酵素 SFR2の解析を通して明らかになっているが，オリゴガラ

クト脂質がどのようなメカニズムで植物体に脱水ストレス耐性を与えるのかについてはま

だ明らかになっていない． 

 そこで，本研究では，オリゴガラクト脂質を介した脱水ストレス，特に酸ストレスに対す

る耐性付与が陸上植物の基部で進化したゼニゴケにおいても保存されているのかどうかを

明らかにするために，ゼニゴケの SFR2類似タンパク質の機能解析および生理的役割につい

て解析を行った． 
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3.2 実験材料と方法 

材料 

3.2.1 Marchantia polymorpha 

 野生株を 23℃連続光で 1/2 Gamborg’s B5寒天培地(表 3.1)上において生育した植物体を

用いた．継代は 1ヶ月～1ヶ月半おきに一回， 酸培地におくサンプルは 1% (w/v) スクロ

ース含有 1/2 Gamborg’s B5寒天培地 (以下 Suc培地と記載する) で 2週間培養した． 

 

3.2.2 Nicotiana benthamiana 

 2.2.3と同様の手法で生育させた． 

 

手法 

3.2.3 ゼニゴケ葉状体の RNA抽出と逆転写反応 

 凍結したサンプルを乳鉢と乳房で粉末状にした後に，サンプル新鮮重量の 3倍量の SDS-

EB バッファー(表 3.2)および酸性フェノールを加えてサンプルが溶解する前に完全に溶か

した．全量を 1.5 mLチューブに移して 12,000 g, 5分, 4℃で遠心した．上清を別のエッペ

ンチューブに移してから 0.5 倍量の酸性フェノールおよびクロロホルムを加えてよく混和

し，12000 g, 5分, 4℃で遠心した．上層を分取し，再度上記のフェノクロ抽出を行った．こ

の操作は 3回行った．上層に等量のイソプロパノールを加えてよく混和し，12,000 g, 15分, 

4℃で遠心した．上清を廃棄した後，沈殿を 70%エタノールでリンスした (12,000 g, 15分, 

4℃) ．その後沈殿を風乾し，90 μLのMilliQ水と 10 μLの DNase I Bufferを加え，さらに

1 μLの DNase I(5 U/ μL)を加えて 37℃, 30分間インキュベートした．50 μLの酸性フェノ

ールと 50 μLのクロロホルムを加え，10 μLの 3 M酢酸ナトリウム(pH 5.2)を入れてよく

混和した後，12000 g, 15分, 4℃で遠心し，水層を分取した．水層に対して 2.5倍量のエタ

ノールを加え，ボルテックス後に 12000 g, 5分, 4℃で遠心した．得られた沈澱は風乾し，
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適当量の MilliQ 水で沈澱を溶かした．吸光度測定と 0.8%アガロースゲル電気泳動で得ら

れた RNAの精製度を確認した後に，逆転写反応を行った． 

 逆転写反応を行う前に，RNA溶液は逆転写反応組成液 (表 3.3-1) で 65℃, 5分間処理を

行い，その後氷上で 1分間インキュベートした．反応終了後，表 3.3-2の Super Script II反

応液 (Super Script II (Invitrogen))で逆転写反応 (42℃, 50分で) を行い，その後，70℃15

分処理し，MilliQ水を 10 μL加えて cDNA溶液とした． 

 

3.2.4 MpGGGT-GFP発現ベクターの作製 

 GATEWAY システムを利用して植物におけるタンパク質発現ベクター作製を行った．

3.2.3 で調製したゼニゴケの cDNA 標品を鋳型として attB 配列を付加した MpGGGT1, 

MpGGGT2のタンパク質の coding sequence 断片を PCRによって増幅した．断片の増幅に

は Prime STAR GXL（TaKaRa）を用いた．PCRによって得られた断片は精製後，pDONR/Zeo

（Invitrogen）に対して BP 反応によりサブクローニングした．サブクローニングした配列

は，シーケンス解析によって配列に誤りがないことを確認し，LR反応によって pGWB5に

組換えた．上記で使用したプライマーについては表 3.4にまとめた． 

 

3.2.5 Nicotiana benthamiana(ベンサミアナタバコ)を用いた遺伝子の一過的発現 

 3.2.4で作成した各形質転換用プラスミドを含むアグロバクテリウムを用いて, 2.2.5と

同様に実験を行った． 

 

3.2.6 ウェスタンブロット解析 

 2.2.7と同様に実験を行った． 

 

3.2.7 ゼニゴケにおけるゲノム編集用ベクターの作製 
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 MpGGGT1, 2 のゲノム編集用ベクターを作製した．ゼニゴケのゲノムデータベース

（Marpolbase）から MpGGGT1, 2 の配列を入手し，研究室内サーバーに実装されている

CasFinder および CasOT を用いてゲノム編集のための guide RNA 配列を選定した．

CasFinderを用いてそれぞれの遺伝子における PAM配列を選定し，CasOTを用いてオフタ

ーゲット効果が起こる可能性の低い配列を選定した． 

 DNA合成によって得られた guide RNA配列を含むプライマーをアニールさせ，Bsa I配

列を介したライゲーションにより pMpGE_En03にサブクローニングした．シーケンス解析

により配列に誤りがないことを確認した後に，LR反応によってゲノム編集用ベクターであ

る pMpGE010に組み換えた (図 3.1)．なお，pMpGE010には ccdB配列が組み込まれてい

るため，プラスミドを増殖させる際の大腸菌は BL21株を用いた．また，使用したプライマ

ーは表 3.5に示した． 

 

3.2.8 アグロバクテリウムへの形質転換 

 アグロバクテリウム (GV3101(pMp90)株) を YEP寒天培地 (表 3.6) にストリークし，

30℃で培養した．寒天培地上のシングルコロニーを YEP液体培地 5 mLに植菌し，30℃で

16時間程度培養した．培養したアグロバクテリウム菌液を 100 mL の YEP液体培地に継代

し，30℃で OD600の値が 0.3 程度になるまで培養した．培養したアグロバクテリウム菌液

は 1,000 g, 10分で遠心し，沈殿を 10 mM Tris-HCl (8.0) で 2回洗浄した後に 1 mLの YEP

培地に懸濁した．この懸濁液をアグロバクテリウムコンピテントセルとし，以降の実験に用

いた． 

 アグロバクテリウムの形質転換手法は freezing 法を採用した．アグロバクテリウムコン

ピテントセルを氷上で溶かし，形質転換するプラスミドを 1 μg程度加え液体窒素に 5分間

浸した．その後，37℃の恒温槽に 25分間浸してインキュベートし，YEP液体培地を 1 mL

加えて 30℃で 2時間回復培養した．その後，1,000 g, 5分遠心して菌体を回収し，YEP寒
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天培地に全量撒いて 30℃で 2日間培養した． 

 

3.2.9 ゼニゴケの葉状体を用いた形質転換 

 ゼニゴケの葉状体を用いた形質転換方法は Kubota らの論文に拠った (Kubota et al., 

2013)．寒天培地上で無性芽から 2週間程度生育させたゼニゴケの葉状体を，医療用メスを

用いて 8等分に切断した．葉状体の切片は 3日間寒天培地上で生育させた． 

 抗生物質を含む YEP 寒天培地にアグロバクテリウムのグリセロールストックの一部をス

トリークし，30℃で培養した．寒天培地上に形成されたコロニーを，スペクチノマイシンを

含む YEP液体培地に植菌して 30℃で 24時間振盪培養した．培養したアグロバクテリウム

菌液 1 mLを 100 μMのアセトシリンゴンを含む 0M51C液体培地 (表 3.7) 4 mLに継代し，

30℃で 6時間程度振盪培養した． 

 3日間培養したゼニゴケ葉状体の切片を 100 μMのアセトシリンゴンを含む 0M51C液体

培地 50 mLに入れ，培養していたアグロバクテリウム菌液 1 mLと共存培養させた．共存

培養は 25℃, 連続光 (60 μE) の条件下で 3日間振盪培養した． 

共存培養したゼニゴケの葉状体を 50 mLチューブに移し，25 mL程度の滅菌水で 5回洗

浄後，終濃度 1 mg/ mLのクラフォランを含む滅菌水に浸し，15分間静置した．その後滅

菌水を廃棄し，葉状体をクラフォラン (100 μg/ mL) と抗生物質 (ハイグロマイシン 10 

μg/ mL) を含んだ寒天培地に移した．その後，3, 4 週間後に得られた薬剤耐性株を形質転

換体候補とした． 

 

3.2.10 ゼニゴケ葉状体からのゲノム抽出 

 ゼニゴケサンプルに抽出バッファー 100 μL (表 3.8) を加え，ペッスルで破砕した後に，

95 ℃, 10分間加熱した．D.W. 400 μlを加え，ボルテックスの後，17700 g, 5 分間遠心し

た．この後，DNAをエタノール沈殿させ，100 μLの D.W.に溶かした．溶かした DNA 1 μL
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を PCRテンプレートとして PCRを行った．使用したプライマーは表 3.9に示した．なお，

MpGGGT1 は Fwd プライマーで，MpGGGT2 は Rev プライマーでシーケンス解析を行っ

た． 

 

3.2.11 脂質抽出 

 2.2.7と同様に実験を行った． 

 

3.2.12 植物体の酸処理 

 植物体および葉状体のオリゴガラクト脂質合成活性化条件は，Barnes らの手法に拠った

(Barnes et al., 2016)．植物体を酢酸溶液(表 3.10)に浮かべ，23℃, 連続光照射下 (60 μE) で

一定時間放置した(図 3.2)．一定時間後，植物体の表面をペーパータオルで拭き取り，液体

窒素で凍結後，-80℃で保存した． 

 

3.2.13 ゼニゴケ葉状体の有機酸・無機酸培地での生育 

 植物体は 2週間スクロース含有 1/2 Gamborg’s培地で生育させた後に，酢酸，ホルムア

ルデヒドまたは塩酸培地(表 3.11)に植え替えた (図 3.3) ．6 時間静置した後，1/2 

Gamborg’s B5培地に植え替え，生育の様子を経時的に観察した．なお，酸培地作成の際は

D.W.(寒天)と，酸培地を等量混ぜることで作成した． 

 

3.2.14 薄層クロマトグラフィーによる脂質の分画 

 3.2.11の手法で抽出した総脂質は，薄層クロマトグラフィーによって分離し，以降の解析

に用いた．TLCプレート (TLC Silica gel 60（Merck Millipore）) に 1次元 TLCの場合は

600 μg, 2次元 TLCの場合は 800 μgの総脂質をスポットし，展開を行った．2次元 TLCの

展開では，1次元目にクロロホルム/メタノール/7 Nアンモニア水混合溶媒 （60/40/8, v/v/v 
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by vol.） を，2次元目にクロロホルム/メタノール/酢酸/水混合溶媒 （85/20/10/4, v/v/v/v 

by vol.） を用いた．1 次元展開を行う際には，2 次元展開を行う溶媒のうち 2 次元目の展

開に用いる混合溶媒を用いた．また，トリアシルグリセロール (TAG) の分画には，ヘキサ

ン/ジエチルエーテル/酢酸 (80/20/2, v/v/v by vol.) を展開溶媒に用いた．糖脂質の呈色は，

2.2.7 と同様に行った．貯蔵脂質(TAG)および総膜脂質の発色にはプリムリン溶液（0.01% 

(w/v) プリムリン/80% (v/v) アセトン）を TLCに噴霧し，UV照射によって可視化した．  

 

3.2.15 脂質の定量分析 

 展開した脂質をブラックライト照射下でプリムリン発色を基に各脂質のスポットを確認

し，各スポットを削り取り，内部標準としてヘンエイコ酸(C21:0 Sigma-Aldrich)を 0.1 μmol

ずつを加え，塩酸メタノール(Sigma-Aldrich)で 85℃1時間メタノリシスを行い，各脂質に

含まれる脂肪酸をメチルエステル化した．各スポットに相当するシリカに対してヘキサン

500 μLで 3回脂肪酸メチルエステルを抽出した． 

 各脂質から調製した脂肪酸メチルエステルの分析は島津製作所の Nexis GC-2030で行っ

た． 

 カラムは信和化工の ULBON HR-SS-10(0.25 mm ×25 m)，キャリアガスは太陽日酸の純

窒素ガスを線速度 13.0 cm/ 秒に設定して流した．スプリット比はサンプル注入量 1 μLに

対して 1:50 に設定した．気化室の温度は 250℃に設定し，検出は FID(flame ionization 

detector)で行った．温度は 250℃に，窒素ガス，水素，空気の流量はそれぞれ 24 mL/ min，

32 mL/ min，200 mL/ minに設定した．各脂肪酸メチルエステル分子種の保持時間の指標

として，毎回 Supelco 37 Component FAME Mix(Sigma-Aldrich)をサンプルの前に分析し，

その結果を基に各サンプルの脂肪酸に該当するピークを同定した． 

 得られたクロマトグラムは Lab Solutionで再解析し，各ピークの面積値を取得した． 
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3.2.16 ゼニゴケ葉状体の透過型電子顕微鏡観察 

 ゼニゴケWT, gggt1 変異体を Suc 培地から通常培地に置いて 1 日の葉状体をコントロー

ルとして(Normal)，また酢酸培地に 6時間置き，通常培地に戻してから 1日目の葉状体を

サンプルとした(Acetate)．なお，葉状体の周辺部分は gggt1変異体において 1日目でも変化

が見られるため，電顕観察を行った際は葉状体の中央部分を用いた．サンプルは OFC (オー

プンファシリティーセンター) 池田桂子氏に解析を依頼した． 
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3.3 結果 

3.3.1 ゼニゴケのシロイヌナズナ SFR2類似タンパク質 

 当研究室の堀孝一助教が作成した系統樹(図 3.4)により，ゼニゴケにはシロイヌナズナ

SFR2類似タンパク質が 2つ存在することが分かった．そこで，シロイヌナズナ SFR2と近

いグループの方を MpGGGT1, 遠いグループの方を MpGGGT2 として解析を進めることに

した． 

 

3.3.2 ゼニゴケMpGGGT1およびMpGGGT2のベンサミアナタバコ葉での一過的発現とタ

ンパク質発現解析 

 ゼニゴケMpGGGT1, MpGGGT2と GFPの融合タンパク質 (それぞれ，MpGGGT1-GFP, 

MpGGGT2-GFPと表記)を，ベンサミアナタバコ葉で一過的に発現させた． 

 感染葉で各導入タンパク質の発現を確認するため，GFP 抗体を用いたウェスタンブロッ

ト解析を行ったところ，MpGGGT1-GFP については推定分子量サイズの位置にバンドが確

認されたが (図 3.5) ，MpGGGT2-GFP は推定分子量サイズの位置の他に，GFP 断片も確

認されたことから，発現させたタンパク質の一部が分解している可能性が示唆された．

SFR2-GFPについても, SFR2-GFPの他に GFPのバンドが検出されたことから, MpGGGT2-

GFPと同様，一部は分解されていることが示唆された (図 3.5) ． 

 

3.3.3 ベンサミアナタバコ葉において一過的に発現させたMpGGGT1-GFP, MpGGGT2-GFP

の細胞内局在解析 

 MpGGGT1-GFP と MpGGGT2-GFP 発現葉を共焦点蛍光顕微鏡で観察した．その際，細

胞内局在を比較するために，AtRbcs-RFP (シロイヌナズナ rubisco small subunit；ストロマ

局在) をそれぞれのタンパク質と共発現させた．また，コントロールとして既に葉緑体包膜

局在であることが報告されている SFR2-GFP の発現葉も，顕微鏡観察した．その結果， 
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MpGGGT1-GFP は SFR2-GFP と同様に，葉緑体包膜に局在していることが確認された(図

3.6)．しかしながら，MpGGGT2-GFP の蛍光は弱く，また細胞質に局在している傾向は若

干観察されたが，これは GFPの蛍光である可能性が示唆された (図 3.6) ． 

 

3.3.4 MpGGGT1-GFP, MpGGGT2-GFPの脂質解析 

 酢酸処理を 1時間行ったものと，何も行っていないものの，感染葉の脂質抽出を行った．

各脂質は TLCで分画し，アンスロン硫酸法によって糖脂質を呈色した．すると SFR2-GFP

発現葉と同様，MpGGGT1-GFP 発現葉でも TGDG の合成が確認された (図 3.7 ) ．しか

し，酢酸処理を 1 時間行っても MpGGGT2-GFP 発現葉では TGDG の合成が確認されなか

った (図 3.7 ) ． 

 

3.3.5 Mpgggt1, Mpgggt2欠損変異体の作出と生育比較 

 MpGGGT1については第 3エキソンを標的に，MpGGGT2については第 1エキソンを標

的にゲノム編集を行い，それぞれの変異の入り方が異なる変異体を 3ラインずつ作出した．

MpGGGT1変異は第 3エキソン周辺に見られ (図 3.8 a)，またMpGGGT2変異も第１エキ

ソン周辺に見られた (図 3.9) ．翻訳産物としては gggt2 変異体に関しては SFR2 で予測さ

れている活性ドメイン (Roston et al., 2014) よりも N末端側の塩基配列部分に終始コドン

が入っており，gggt1 変異体に関しては，SFR2 活性ドメインで保存されているアミノ酸と

は異なるアミノ酸に置換されていることを確認した (図 3.8 b) ． 

なお，WT, gggt1変異体 (gggt1-3, 1-7, 1-17), gggt2変異体 (gggt2-17, 2-20, 2-21)を通常生育

条件下で 14日間生育しても大きな生育の差は見られなかった (図 3.10) ． 

 

3.3.6 ゼニゴケ葉状体の酢酸処理と脂質解析 

 ゼニゴケWT, gggt1変異体, gggt2変異体を酢酸処理後，脂質抽出を行い，TLCによって
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脂質を分画した．分画した脂質はアンスロン硫酸法によって糖脂質を呈色させた (図 3.11, 

12) ． 

 未処理の場合では，ゼニゴケWT, gggt1変異体のいずれも TGDGは合成されなかった (図

3.11) ．しかし，酢酸処理後，ゼニゴケWTでは TGDGの蓄積が処理時間 1時間でも見ら

れたが，gggt1変異体では処理時間 6時間でも検出されなかった (図 3.11) ．一方で，gggt2

変異体では酢酸処理 3時間, 6時間のいずれにおいてもWTと同様に TGDGの蓄積が見ら

れた (図 3.12) ．これらの結果から，ゼニゴケで TGDGを合成するのはMpGGGT1である

ことが明らかになった． 

 

3.3.7 ゼニゴケ葉状体の酢酸培地への植え替えと通常培地へ戻した際の生育比較 

 ゼニゴケWT, gggt1変異体を Suc培地で 2週間生育させた後，酢酸培地へと移し，6時間

処理後に通常培地へと戻した際の生育比較を行った (図 3.13) ．酢酸培地から通常培地へ

と戻した初日(0 日目, Day 0)では WT と gggt1 変異体との間で大きな差は見られなかった

が，3 日目 (Day 3) になると gggt1 変異体では葉状体の周辺が枯死し始めた (図 3.13) ．

さらに 5日目 (Day 5) になると，野生型は枯死することなく生育している様子が見られた

が，gggt1変異体は葉状体の大部分が枯死した(図 3.13)．この結果から，酢酸ストレスを与

えた際のゼニゴケの生育にはMpGGGT1活性，すなわち TGDG合成が必須だということが

わかった． 

 

3.3.8 ゼニゴケWTと gggt1変異体の酢酸処理後の TAG定量 

 これまでに，シロイヌナズナ sfr2欠損変異体では野生型と比較して凍結後の TAG含量が

減少するという報告がある (Moellering et al., 2010) ．そこで，ゼニゴケでも同じことが起

きているのかどうかを調べた．ゼニゴケWT, gggt1 変異体を Suc 培地で 2 週間生育後，酢

酸培地に 6 時間移し，サンプリングを行った．得られた葉状体から脂質を抽出し，TLC で
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展開してトリアシルグリセロール (TAG) の蓄積について調べた．その結果，TLC後のプリ

ムリン染色したプレート上では，通常生育条件で酢酸無処理における，WTと gggt1変異体

の間で TAG 含量および TAG のスポットの様子に大きな差はみられなかった (図 3.14) ．

しかし, 酢酸処理した場合は WT よりも gggt1 変異体の TAG 量は少ない傾向がみられた 

(図 3.14)．また, 本実験条件においては, TAGの分子種 (含まれる脂肪酸の違い) によって, 

移動度に差が生じる. 不飽和度の高い脂肪酸を多く含有する TAG は, 展開溶媒中での移動

度が低くなる. 酢酸処理した場合は, 特に不飽和度の高い脂肪酸を多く含む TAG が gggt1

変異体ではWTよりも少ない傾向が見られた (図 3.14) ．そこで，WTと gggt1の間で TAG

の量や脂肪酸組成に違いがあるのかどうかを明らかにするために,ガスクロマトグラフィー

による解析を行った．その結果，WTと gggt1変異体との間で Normal (Suc培地から通常培

地へ 6 時間移した) 条件下では，TAG 量に有意差が見られないが，Acetate (Suc 培地から

酢酸培地に 6時間移した) 条件下ではWTの TAG量は gggt1変異体に比べて有意に高いこ

とがわかった (図 3.15) ．また, WT の TAG 量は酢酸処理により有意に増加したが, gggt1

変異体では, 増加傾向ではあるが有意差は見られなかった. 

 さらに TAGの脂肪酸組成について詳細に解析を行ったところ, Normal条件下では，WT, 

gggt1共に 16:0脂肪酸が TAGの主要構成脂肪酸であるが，Acetate条件下では，WT, gggt1

共に 16:0脂肪酸の割合が減少し, 16:3, 18:2, 18:3脂肪酸の割合の増加がみられた (図 3.16)．

特に，Acetate条件での 18:3脂肪酸の割合は, gggt1と比べてWTで有意に高いことがわか

った (図 3.16) . これまでに, シロイヌナズナ SFR2は葉緑体包膜に局在する TGDG合成酵

素であるが, その糖転移反応の過程で生じる副産物として生じるジアシルグリセロール 

(DAG) は TAG に変換されるというモデルが提唱されている (Moellering and Benning, 

2011). 今回, ゼニゴケ gggt1 では酢酸処理，無処理に関わらず TGDG が合成されず, さら

に酢酸処理時の TAG 蓄積も起こらないことがわかった. この結果は, シロイヌナズナで凍

結ストレス時に起こる事象と一致しており, 酢酸処理は凍結ストレスと同様なストレスで
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あり, そのストレス耐性には葉緑体包膜における GGGT 活性化による MGDG の減少, 

TGDGおよび TAGの蓄積が寄与していることが示唆された. 

 

3.3.9 ゼニゴケWTと gggt1変異体の塩酸またはホルムアルデヒド処理の影響 

 これまでに, 酢酸処理したシロイヌナズナでは乾燥耐性が上昇するという報告があり，そ

の要因の1つはGGGTの活性化によるものなのではないかと着想した (Kim et al., 2017) ．

この耐性付与効果は, 塩酸処理やホルムアルデヒド処理したシロイヌナズナでは見られな

かった (Kim et al., 2017). そこで, 塩酸やホルムアルデヒド処理がゼニゴケの生育や

TGDG 合成に影響を及ぼすかどうかを調べるため，酢酸処理と同様の実験を行った．ゼニ

ゴケWT, gggt1 変異体を Suc 培地で 2 週間育て，塩酸またはホルムアルデヒド培地へと移

し，6時間処理した後に通常培地へと戻し，経時的に生育を比較した(図 3.17, 18)．塩酸含

有培地で処理した場合は，WT, gggt1変異体のいずれについても処理後 0日目 (Day 0) で

は表現型の変化はみられなかった．また，1 日目 (Day 1) 以降は枯死することなく生育し

ている様子が見られ，それは 5日 (Day 5) 後も同様だった (図 3.17)．ホルムアミド含有培

地で処理した場合も，塩酸の場合と同様に視覚的には大きな差が認められなかった (図

3.18). そこで，それぞれの条件下で処理した WT, gggt1 変異体の葉状体の脂質解析を行っ

た. その結果，塩酸処理ではWTも gggt1変異体も TGDGの蓄積が見られないが, ホルムア

ルデヒド処理では WT のみ TGDG の蓄積が見られた (図 3.19)．シロイヌナズナの乾燥ス

トレス耐性は酢酸処理では向上するが, 塩酸, ホルムアルデヒド処理ではいずれも効果が

ないことから (Kim et al., 2017), TGDG合成の活性化と乾燥ストレス耐性には相関性がな

いか, またはシロイヌナズナとゼニゴケでは TGDG 合成活性化のメカニズムに違いがある

可能性が示唆された．  

 

3.3.10 酢酸処理後に通常培地で生育したゼニゴケ WT と gggt1 変異体の透過型電子顕微鏡
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解析 

 シロイヌナズナでは，大きな極性頭部を持った TGDGが膜と膜の融合を忌避するために

合成されるという仮説が提唱された(Moellering and Benning, 2011) ．しかし，シロイヌナ

ズナでは sfr2 変異体は凍結後枯死してしまうため，凍結ストレス時の細胞内膜構造の変化, 

特に葉緑体膜の構造変化を観察するのは難しい．一方，ゼニゴケでは gggt1変異体を酢酸培

地上で生育させ，通常培地に戻した際に枯死始めるのは 3日後である．つまり，酢酸処理後

に通常培地に移してから 1 日目か 2 日目の葉状体の細胞内の葉緑体の膜構造を透過型電子

顕微鏡で観察すれば，酸性処理が葉緑体に与える影響が WT と gggt1 変異体で異なるのか

どうか明らかにすることができると考えた．そこで, ゼニゴケWT, gggt1変異体を Suc培地

から通常培地に移して 1 日目 (Normal) の葉状体をコントロールとして観察し (N, 図

3.20), 酢酸培地に 6時間置き，通常培地に戻してから 1日目 (Acetate) の葉状体と比較し

た (A, 図 3.21)． その結果, 特に gggt1 変異体に酢酸培地処理を 6 時間行うと，液胞の破

壊，葉緑体の肥大, チラコイド膜のゆるみや分解などが多くみられた (図 3.21)．Acetate条

件下でWTにおいてもチラコイド膜が崩壊している様子が散見されたが (図 3.22)， gggt1

変異体ではほとんどの葉緑体でダメージを受けている様子が観察された．この結果から, 酢

酸処理時の GGGT 活性化は, 酢酸処理時に起こる葉緑体の破壊を抑制する働きがあること

が示唆された. 
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3.4 考察 

3.4.1 酢酸と塩酸が TGDG合成に与える影響 

 これまでに, シロイヌナズナに酢酸を処理すると乾燥耐性が付与されるという結果が報

告されている (Kim et al., 2017)．この効果は, 塩酸やホルムアルデヒド処理では得られず, 

酢酸処理により JA (ジャスモン酸) を介したシグナル伝達が活性化された結果であること

が示唆されている. しかし, シロイヌナズナ葉に酢酸処理した際には TGDG が蓄積するこ

と, また, 酢酸処理したゼニゴケでは TGDG 合成が活性化し, それが酢酸処理後の生育を

可能にすることを考え合わせると, GGGTを介した葉緑体膜の脂質組成変化も乾燥ストレス

耐性に寄与している可能性が高いと考えられる．シロイヌナズナの酢酸処理時の乾燥スト

レス耐性にTGDG合成が寄与しているかどうか, またその寄与の程度については, 今後, シ

ロイヌナズナの sfr2 変異体に酢酸処理した場合の乾燥ストレス耐性を野生株と比較するこ

とで明らかにできると考えている. またこれまでに，シロイヌナズナを用いた実験で, 塩酸

処理やホルムアルデヒド処理ではTGDGが合成されないことが示されている (Barnes et al., 

2016). このことは, シロイヌナズナにおいて, 塩酸処理では乾燥耐性が付与されないこと

からも, TGDG 合成と乾燥ストレス耐性との相関性がある可能性を支持していると考えら

れる. 

 一方, 本研究において, ゼニゴケ野生株を用いて同様の実験を行ったところ, 塩酸培地上

では TGDGを合成しないが, ホルムアルデヒド処理では TGDGの蓄積がみられた. これら

の結果は, TGDG 合成の活性化メカニズムは同じ陸上植物であってもシロイヌナズナとゼ

ニゴケで異なる可能性を示唆している. また, 同じ酸であるにもかかわらず, 酢酸と塩酸で

は TGDG合成活性化に対する影響が異なる,また, 塩酸処理は酢酸処理と異なり通常生育培

地に移した後のゼニゴケ生育には影響を与えなかったことから, この結果が酸の種類に寄

るものなのか, または有効な処理濃度が異なる (本実験では濃度を揃えている) ためなの

かなどについては, 今後明らかにしていく必要があると考えている. 
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3.4.2 ゼニゴケにおけるホルムアルデヒド処理後の TGDG蓄積が生育に与える影響 

 ゼニゴケWTでは, ホルムアルデヒド処理後に TGDGの蓄積がみられたが, gggt1変異体

ではそれがみられなかった. TGDG 合成は葉緑体膜中の MGDG や DGDG を基質として消

費し, その反応の際に中性脂質である TAG を蓄積するため, 葉緑体を中心とした細胞内の

膜構造に大きな影響を与える事象である. しかし, ホルムアルデヒド処理後に通常生育さ

せたゼニゴケWT, gggt1変異体のいずれにおいても, その後の生育に大きな影響はみられな

かった. 本研究で行った透過型電子顕微鏡観察の結果から，酢酸培地に 6時間置いてから通

常培地に 1 日置いた WT の葉状体の細胞では, 葉緑体にはダメージが少ない細胞も多々み

られたが, 一様に液胞膜が破れている様子がみられた．本研究では, ホルムアルデヒド処理

した葉状体の電子顕微鏡観察は行っていないが, ホルムアルデヒド培地に6時間置いたWT

では酢酸溶液に 1 時間浸した程度の TGDG しか合成されていなかったことから考えると, 

処理濃度や時間を検討することで, ホルムアルデヒド処理後の生育における TGDG 合成の

影響も観察できた可能性がある．これまでに, シロイヌナズナにおいて GGGTはMg2+イオ

ンにより活性化されることが知られている (Roston et al., 2014). 液胞には H+やMg2+など

が多量に含まれており，液胞膜が破れ，内容物が漏出したことも GGGT 活性化に繋がった

と考えられる．ホルムアルデヒド培地に 6 時間置いても液胞膜の損傷がそれほど大きくな

かったため，このことが野生型と gggt1 変異体で処理後の生育に影響がなく, また, 2 者の

生育に差がなかったことを説明できるのではないかと考えている． 

 

3.4.3 酢酸処理が葉緑体包膜に与える影響と TGDG蓄積の生理的意義 

 酢酸処理 6時間後の液胞の損傷は, WTと gggt1変異体で同様にほぼすべての細胞で観察

された. その一方, WT では葉緑体のチラコイド膜が崩壊しているものとグラナ構造を維持

しているものが混在して観察されたにも関わらず，gggt1変異体ではほとんどの細胞におい

てチラコイド膜が崩壊している様子が見られた．シロイヌナズナにおいて, TGDG合成は葉
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緑体包膜と他の生体膜間の接触を忌避しているというモデルが提唱されているが, WT と

gggt1変異体間で包膜の構造の違いまでは観察することはできなかった. 

 SFR2は恒常的に発現しており，Mg2+などで活性化される翻訳後修飾されるタンパク質で

あり (Roston et al., 2014)，本研究での顕微鏡観察により, 酢酸処理により細胞内に流入し

てきた酢酸は液胞へと運ばれるが，酢酸を溜め込みすぎた液胞膜は損傷し，内在していた

Mg2+や H+が大量に細胞質に流出している可能性が示唆された．また，葉緑体も崩壊してい

る様子が見られたため，葉緑体の崩壊によって内在していたMg2+が細胞質へ流出している

と示唆される． 

 また，急激な温度変化が液胞を崩壊させるという報告もあるため (Ohnishi et al., 2015, 

Kadohama et al., 2013)，酢酸ストレス条件下での液胞の崩壊は凍結を模しており，本研究

で行った顕微鏡観察は凍結させたゼニゴケ葉状体を観察していることと同等であることが

示唆された． 

 細胞質でのMg2+イオン濃度の上昇に伴い，葉緑体外包膜に局在する GGGT1がセンサー

として活性化され (Rocha et al., 2018)，葉緑体包膜を安定化させている可能性が考えられ

る (Boudière et al., 2014)． 

 光合成をする植物が繁栄するためには，光合成の場である葉緑体チラコイド膜が必要で

ある．このようなストレス条件下で生き延びるためには, 葉緑体包膜を安定化させてチラコ

イド膜を守る必要があったのかもしれない．ただ，TGDG 合成の基質は MGDG や DGDG

であるため, MGDGや DGDGの含量にも影響が出ていて，そちらの方が重要な役割を担っ

ている可能性もある．そのためには，酢酸処理後の MGDG や DGDG の含量を注意深く定

量する必要があると考えている． 

 

3.4.4 TGDG合成にともなう TAGの蓄積について 

 GGGT反応により，MGDGから他のMGDGへと糖が転移し，DGDGが合成される．さ
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らにMGDGから他の DGDGへと糖を転移することによって TGDGが合成される．つまり, 

TGDG１分子を生成する際に, 2分子のジアシルグリセロール (DAG) が生じることになる．

DAG や遊離脂肪酸の蓄積は, 膜の破壊，酸化ストレス，さらには細胞死を引き起こす可能

性があり，これらは総称して脂質毒性 (lipotoxicity) として知られている（Fan et al., 2013, 

2017; Garbarino et al., 2009; Lu et al., 2020; Petschnigg et al., 2009 Yu et al., 2022）．そのた

め，細胞内では生成した DAG を TAG へと即座に変換することで, 脂質毒性を防いでいる

と考えられる．また，TAGは高エネルギー蓄積体であり，β酸化により必要な時にエネルギ

ーを得ること, また部分分解することで得られる DAGから新たに膜脂質を生成できる．そ

のため，ストレス後の生育促進のための準備をしているとも考えられるが, 本研究において

酢酸処理後に蓄積した TAG については, その生成に寄与する酵素や細胞内での生成箇所に

ついてはまだ明らかになっておらず, まず既知の TAG 合成酵素がこの反応ステップに寄与

しているのかどうか, 変異体を用いた解析を進める必要があると考えている． 

 

3.4.5 陸上環境における酸性土壌の存在について 

 本研究では, 植物の陸上化に際して起こる脱水ストレスの 1 つとして酸性ストレスに着

目し, 酸性生育環境がゼニゴケ生育に与える影響について解析をおこなった. 陸上環境に

おける酸性土壌は植物種によってはその生育に重要であり, 例えばブルーベリーは酸性土

壌を好んで生育する農作物としてよく知られている. また, 園芸肥料としてよく利用され

る腐葉土は, 落ち葉や枝などを発酵させたもので, pH6～7 の中性の資材であるが, ピート

モス (peat moss) は，苔などの植物が腐植物質となって蓄積した泥炭（でいたん）を乾燥

させたもので，強い酸性を示すフミン酸（腐植酸）を含有し, pH3～4 である．このことか

ら考えると，植物の祖先が陸上に進出した頃にも枯死した植物によって形成された酸性土

壌があって，酸性土壌環境下でより生育範囲を広げて繁栄するためには GGGT を介した

TGDG合成が必須だったのではないか, そのため, GGGTは種子植物からコケ植物まで広く
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保存されているのではないかと考えている． 
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3.5 表および図 

 

 

図 3.1 ゼニゴケゲノム編集用ベクターの作製 

 標的配列をライゲーションで pMpGE_En03 に挿入した．その後，LR 反応により

pMpGE010へと特異的に相同組み換えし，ベクターを作製した． 
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図 3.2 ゼニゴケの酢酸処理方法 

 2週間培養したゼニゴケWT, gggt1変異体, gggt2変異体を酢酸溶液に浸漬した． 
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図 3.3 ゼニゴケの酸処理後の生育方法 

 Suc培地で 2週間生育したゼニゴケを酸培地へ 6時間置き，通常培地へと戻した．戻し

た後で，表現型を観察した． 
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図 3.4 SFR2類似遺伝子の系統樹 

 当研究室の堀孝一助教が作成した系統樹．ゼニゴケには SFR2 類似遺伝子が 2 コピー存

在する． 

Kni : Klebsormidium nitens; Men : Mesotaenium endlicherianum; Mkr : Mesotaenium kramstae 

Lemmermann; Zcy : Zygnema cf. cylindricum; Zci : Zygnema curcumcarinatum; Smu : Spriogolea 

muscicola; Aag : Anthoceros agrestis; Aan : Anthoceros angustus; Apu : Anthoceros punctanus; Mpo : 

Marchantia polymorpha; Ppa : Physcomitrella patens; Smo : Selaginella moellendorfii; Afi : Azolla 

fillculoides; Scu : Salvinia cucullate; Atr : Amborella trichopoda; Nth : Nymphaea thermarum; Ath : 

Arabidopsis thaliana; Ptr : Populus trichocarpa; Zma : Zostera marina; Msi : Miscanthus sinesis; Sbi : 

Sorghum bicolor; Osa : Oryza sativa; Spo : Spirodela polyrhiza 
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図 3.5 MpGGGT1-GFP, MpGGGT2-GFP, SFR2-GFP, GFPをそれぞれ一過的に発現させたベ

ンサミアナタバコ葉のウェスタンブロット解析 

 Anti-GFP 抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った. 左側の数字はタンパク質の分

子量を示す(kDa）. また，打ち込んだ葉は複数枚あり，各発現葉から抽出したタンパク質を

レーン毎に流した． それぞれのタンパク質の推定分子量は, MpGGGT1-GFP = ~118 kDa, 

MpGGGT2-GFP = ~96 kDa, SFR2-GFP = ~98 kDa, GFP = ~27 kDa．上方の矢印は各推

定分子量と合致するタンパク質バンドを, 下方の矢印は GFPに相当するバンドを示す. 
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図 3.6 ベンサミアナタバコ葉を用いたMpGGGTの一過的発現と細胞内局在解析 

 GFPを融合させたMpGGGT1-GFP, MpGGGT2-GFP, SFR2-GFPの細胞内局在を共焦点レ

ーザー顕微鏡によって解析した．全て Rbcs-RFP (葉緑体ストロマ局在) と共発現させた. 

クロロフィル, クロロフィルの自家蛍光; Merge, GFP, RFPおよびクロロフィル蛍光の重ね

合わせ.  (Scale bars = 10 μm)． 

 

  



 74 

 

 

 

 

図 3.7 MpGGGT1-GFP および MpGGGT2-GFP を一過的に発現させたベンサミアナタバコ

葉の脂質解析 

 酢酸処理を施したMpGGGT1-GFP, MpGGGT2-GFP, SFR2-GFP, GFP発現葉の総脂質 600 

μg を一次元 TLC 展開した．Kn Lipid, クレブソルミディウム藻体の総脂質; MpGGGT1, 

MpGGGT1-GFP; MpGGGT2, MpGGGT2-GFP; SFR2, SFR2-GFP. 赤矢印は TGDGを示す． 
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図 3.8 CRISPR-Cas9によるMpGGGT1のゲノム編集 

 (a)MpGGGT1は第 3エキソンを標的に CRISPR-Cas9系を介したゲノム編集を行った．

塩基配列は野生株 (WT) と比較して変異が導入された箇所を表記. 1-3, 1-7, 1-17, 

MpGGGT1変異体 (gggt1)．シーケンス解析結果を下に示した．Fwdプライマーでシーケ

ンス解析を行った． 

(b)SFR2で予測されている活性ドメインとは異なるアミノ酸になっていることを確認し

た． 

  

MpGGGT1

WT   TAATGCCAGTT--GAGCCACTCAACGGAA
1-3  TAA------------GTCACTCAACGGAA 10 base deletion
1-7  TAATGCCAGTTAAGAGCCACTCAACGGAA 2 base insertion
1-17 TAATGCCAGTT--GA-ATGACCAACGGAA 1 base deletion

ATG stop
(a)

1-3 1-7 1-17

1-3
1-7
1-17
SFR2

(b)
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図 3.9 CRISPR-Cas9によるMpGGGT2のゲノム編集 

 MpGGGT2は第１エキソンを標的にして CRISPR-Cas9系を介したゲノム編集を行った．

塩基配列は野生株 (WT) と比較して変異が導入された箇所を表記. 2-17, 2-20, 2-21, 

MpGGGT2変異体 (gggt2)． 

 シーケンス解析結果を下に示した．Revプライマーでシーケンス解析を行った． 

 
  

MpGGGT2
ATG stop

WT  CCCGGA-GATTGGAA
2-17 CCCGG---ATTGGAA 2 base deletion
2-20 TTTTT--GATTGGAA 1 base deletion
2-21 CCCGGAAGATTGGAA 1 base insertion

2-17 2-20 2-21
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図 3.10 ゼニゴケ野生株 (WT) と gggt1変異体および gggt2変異体の表現型比較 

 WTと gggt変異体は生育 14日目で大きな変化は無かった(Scale bars = 1 cm)． 

  

WT gggt1-17gggt1-7gggt1-3

gggt2-17 gggt2-21gggt2-20
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図 3.11 酢酸処理または未処理のゼニゴケ野生株 (WT) と gggt1変異体の脂質解析 

 ゼニゴケWTと gggt1変異体において，酢酸処理または未処理 (処理時間 1, 6時間)の葉

状体総脂質 600 μgを一次元 TLC展開した．赤矢印は TGDGを示す． 
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図 3.12 ゼニゴケ野生型と gggt2変異体の脂質解析 

 ゼニゴケWTと gggt2変異体において酢酸処理 (処理時間 3, 6時間) の葉状体総脂質

600 μgを一次元 TLC展開した．赤矢印は TGDGを示し，青矢印は TeGDGを示す． 
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図 3.13 酢酸培地から通常培地に移した後のゼニゴケWTおよび gggt1変異体の表現型解析 

 酢酸培地から通常培地に移した直後 (Day 0), 移した後 1日 (Day 1), 3日 (Day 3), 5日 

(Day 5) 経過したゼニゴケの生育を観察した様子．酢酸培地から戻した後のゼニゴケの生育

を観察した様子 (Scale bars = 1 cm)． 
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1-17 1-7

Day 0 Day 1
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1-3 WT
1-17 1-7
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図 3.14 ゼニゴケWTと gggt1変異体の TAG蓄積の様子 (TLCプレート)  

 各処理条件下のゼニゴケ野生型と gggt1変異体の葉状体から抽出した総脂質 600 μgを一

次元 TLC展開し，プリムリン染色後に UV照射下で TLCプレートを撮影した．白い枠で示

した部分が TAG． Normal, 通常培地で 6時間処理； Acetate, 酢酸培地で 6時間処理． 
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図 3.15 各処理条件下におけるゼニゴケWTと gggt1変異体の TAG量 

 総脂肪酸中の TAG 由来脂肪酸の割合をモル%で示した． N, 通常培地で 6 時間処理；

A, 酢酸培地で６時間処理．a, b間で有意差が見られた (P < 0.05) (Tukey’s test. n = 3)． 
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図 3.16 各処理条件下におけるゼニゴケWTと gggt1変異体の TAGの脂肪酸組成 

 TAGに含まれる総脂肪酸を 100%とした際の各脂肪酸種の割合をモル%で示した．N, 

通常培地で 6時間処理；A, 酢酸培地で 6時間処理．a, b間で有意差が見られた (P < 

0.05) (Tukey’s test. n = 3)． 
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図 3.17 塩酸培地から通常培地に移した後のゼニゴケWTおよび gggt1変異体の表現型解

析 

 塩酸培地から通常培地に移した直後 (Day 0), 移した後 1日 (Day 1), 3日 (Day 3), 5日 

(Day 5) 経過したゼニゴケの生育を観察した様子 (Scale bars = 1 cm)． 
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図 3.18 ホルムアルデヒド培地から通常培地に移した後のゼニゴケWTおよび gggt1変異体

の表現型解析 

 ホルムアルデヒド培地から通常培地に移した直後 (Day 0), 移した後 1日 (Day 1), 3日 

(Day 3), 5日 (Day 5) 経過したゼニゴケの生育を観察した様子 (Scale bars = 1 cm)． 
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図 3.19 ホルムアルデヒド培地と塩酸培地での 6時間処理後のゼニゴケWTと gggt1変異

体の脂質解析 

 ホルムアルデヒドまたは塩酸処理を施したゼニゴケWTと gggt1変異体の葉状体から抽

出した総脂質 600 μgを一次元 TLC展開，糖脂質を呈色させた．A. thaliana 酢酸処理 3時

間後のシロイヌナズナ葉の脂質．赤矢印は TGDGを，青矢印は TeGDGを示す． 
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図 3.20 透過型電子顕微鏡によるゼニゴケ観察 

 Normal条件での透過型電子顕微鏡観察． 
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図 3.21 透過型電子顕微鏡によるゼニゴケ観察 

 Acetate条件での透過型電子顕微鏡観察． 
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図 3.22 透過型電子顕微鏡によるゼニゴケ観察 

 Acetate条件での透過型電子顕微鏡観察． 
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表 3.1  
Gamborg’s B5寒天培地 fill up to 1 L with D.W. KOHで pH 5.5に調整 

試薬 容量 
Gamborg’s粉末 1.65 g 

MES 0.5 g 
(スクロース) 10 g 

 
 
Gamborg’s粉末 1.65 g 

試薬名 容量 
KNO3 1250 mg 

MgSO4•7H2O 125 mg 
NaH2PO4•H2O 75 mg 
CaCl2•2H2O 75 mg 
(NH4)2SO4 67 mg 

Na2•EDTA 18.65 mg 
FeSO4•7H2O 13.9 mg 
MnSO4•H2O 5 mg 

H3BO3 1.5 mg 
ZnSO4•7H2O 1 mg 

KI 0.375 mg 
Na2MoO4•2H2O 0.125 mg 

CuSO4•5H2O 0.0125 mg 
CoCl2•6H2O 0.0125 mg 
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表 3.2 SDS-EBバッファー 

試薬 終濃度 
SDS 0.8% (w/ v) 

Tris-HCl, pH 7.5 25 mM 
KCl 25 mM 

MgCl2 25 mM 
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表 3.3 逆転写反応組成液 
 
表 3.3-1 fill up to 6 μL with MilliQ水  

試薬 容量 
Oligo dT16 (50 pmol/μL) 0.5 μL 

2.5 mM dNTP Mix 2 μL 
総 RNA ≦1 μg 

 
表 3.3-2 

試薬 容量 
0.1 M DTT 1 μL 

RNase Inhibitor (RNase OUT) 0.5 μL 
Super Script II 0.5 μL 

5×First Strand Buffer 2 μL 
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表 3.4 MpGGGT-GFP 作成に使用したプライマー 
 

プライマー名 配列 
MpGGGT1 Fwd AAAAAGCAGGCTCAAAAATGGCGCCGTTTTTGTTGCTG 

MpGGGT1 Rev AGAAAGCTGGGTTATCGGCTGCTGCTGTAGCTCTCT 

MpGGGT2 Fwd AAAAAGCAGGCTCAAAAATGGCGATTTCCTTGAGGAAG 

MpGGGT2 Rev AGAAAGCTGGGTTATCAACTCCCCGGTCCTAAGTTC 
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表 3.5 ゼニゴケMpgggt1および Mpgggt2変異体作成プライマー 
 

プライマー名 配列 
MpGGGT1 sgRNA Fwd 3rd exon 8 CTCGATTCCGTTGAGTGGCTCAAC 

MpGGGT1 sgRNA Rev 3rd exon 8 AAACGTTGAGCCACTCAACGGAAT 

MpGGGT2 sgRNA Fwd 1st exon CTCGTGGAGACGGCTCCCGGAGAT 

MpGGGT2 sgRNA Rev 1st exon AAACATCTCCGGGAGCCGTCTCCA 
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表 3.6 YEP培地 fill up to 200 mL with D.W. 
 

試薬 容量 
Yeast Extract 2 g 

Bacto tryptone 2 g 
NaCl 1 g 

Bacto Agar (固体培地のみ) 3 g 
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表 3.7 
0M51C液体培地 fill up to 1 L with D.W. 

試薬 容量 
10×M51C ストック 100 mL 

スクロース 20 g 
Casamino Acids 1 g 

L-glutamine 0.3 g 
 

10×M51C ストック fill up to 1 L with D.W. 

試薬 容量 
KH2PO4 2.75 g 
KNO3 20 g 

NH4NO3 4 g 
MgSO4•7H2O 3.7 g 

CaCl2•2H2O 3 g 
EDTA•NaFe(III) 400 mg 

Gamborg’s B5微量成分溶液 10 mL 
Gamborg’s B5 ビタミン混合溶液 10 mL 

0.075% KI溶液 10 mL 
 

Gamborg’s B5微量成分溶液 fill up to 100 mL with D.W. 

試薬 容量 
Na2MoO4•2H2O 25 mg 

CuSO4•5H2O 2.5 mg 
CoCl2•6H2O 2.5 mg 
ZnSO4•7H2O 200 mg 
MnSO4•H2O 1 g 

H3BO3 300 mg 
 

Gamborg’s B5ビタミン混合溶液 fill up to 100 mL with D.W. 

試薬 容量 
Myo-inositol 10 g 
Nicotinic acid 100 mg 

Pyridoxine-HCl 100 mg 
Thiamine-HCl 1 g 
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表 3.8 ゲノム抽出バッファー fill up to 40 mL with D.W. 
 

試薬 終濃度 
Tris-HCl, pH 7.5 200 mM 

NaCl 250 mM 
EDTA 25 mM 
SDS 0.5% 
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表 3.9 ゼニゴケMpgggt1およびMpgggt2変異体ダイレクトシーケンス用プライマー 
 
  

dir seq MpGGGT1 Fwd for 2nd 2 ATGGCTAGAGTTCGCTGAGC 
Mpgggt1 dir seq rev 3rd exon TTGTGATCTCGCGTTGTTCG 
dir seq MpGGGT2 Fwd GGCGATCTGTAAGGGTTTAG 
dir seq MpGGGT2 Rev ATGCAACGAACCTGATTTTG 
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表 3.10 酢酸溶液 1 M K2HPO4で pH 4.0に調整 
 

試薬 終濃度 
CH3COOH 20 mM 

MgCl2 10 mM 
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表 3.11 無機酸・有機酸培地 fill up to 200 mL with D.W. 5N KOHで pH 5.5に調整 
 

試薬 容量/ 終濃度 
Gamborg’s B5粉末 0.66 g 

MES 0.2 g 
HCl, HCHO, CH3COOH 20 mM 

MgCl2 10 mM 
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4. 総合考察 

 本研究では，世界中の高地や砂漠，都市部などあらゆる環境ストレス下で生育し，ゲノム

解読が終了した車軸藻植物門 Klebsormidium nitens と陸上植物進化の基部で分岐し，こちら

もゲノム解読が終了したゼニゴケ Marchantia polymorpha に着目し，その高度な環境適応能

の高さの要因の一つがオリゴガラクト脂質にあるのではないかと推定した． 

 

 そこで，第 2章では K. nitensのオリゴガラクト脂質合成能の機能解析を行った．K. nitens

は常に TGDG (オリゴガラクト脂質) を蓄積しており，これだけで脱水ストレス条件に適応

できうる．実際に，クレブソルミディウムは実験室環境下だけではなく，野外のコンクリー

ト壁にも存在している．クレブソルミディウムは細胞表面にワックスを含有しており，これ

が野外でも生育できる理由とされていたが (Kondo et al., 2016) ，もう 1つ理由があるのか

もしれない．つまり，TGDGを常時蓄積することで，あらゆる環境ストレスに対応できるの

ではないだろうか． 

 残念ながら，クレブソルミディウムでは形質転換法が確立されていないため，予測されて

いる TGDG合成酵素類似遺伝子を改変することはできなかった．そのため，ベンサミアナ

タバコを用いた一過的発現系やシロイヌナズナ sfr2 欠損変異体の相補実験を行ったが，こ

こでも期待される結果は得られなかった． 

 第 2 章でも述べたが，TGDG が蓄積しない，あるいは減少する因子 (生育条件，培地組

成) を同定することで，クレブソルミディウムの GGGT 活性化因子を見つけることができ

るのではないかと考えている．なお,シロイヌナズナとベンサミアナタバコでは，GGGT の

活性化処理 (条件) でのみTGDG蓄積が見られることからも，クレブソルミディウムでは，

種子植物とは異なる活性化因子によって GGGT 活性化が起こっていることが示唆された．

今後は，クレブソルミディウムの形質転換系が確立され，形質転換体を用いた解析を通して

新たな知見が得られることに期待したい． 
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 第 3 章では陸上植物進化の基部で分岐したゼニゴケに焦点を当てて研究を行った．ゼニ

ゴケも野外で生育し，よく見られるコケ植物の 1種である． 

 ゼニゴケには CRISPR-Cas9によるゲノム編集系が確立されているため，Mpgggt1変異体

と Mpgggt2変異体を作出した．酸処理を施した結果，MpGGGT1がゼニゴケにおいて主要

な TGDG合成酵素遺伝子であることがわかった．酸処理を施し，生育を経時的に観察した

ところ，TGDGを合成できない gggt1変異体は枯死してしまうということがわかったが，塩

酸やホルムアミドでも処理をしたが，生育には影響が出ないことがわかった． 

 第 3 章でも述べたが，陸上環境における酸性土壌は植物種によってはその生育に重要で

あり, 例えばブルーベリーは酸性土壌を好んで生育する農作物としてよく知られている. 

また, 園芸肥料としてよく利用される腐葉土は, 落ち葉や枝などを発酵させたもので, pH 6

～7の中性の資材であるが, ピートモス (peat moss) は，苔などの植物が腐植物質となって

蓄積した泥炭（でいたん）を乾燥させたもので，強い酸性を示すフミン酸（腐植酸）を含有

し, pH 3～4である．この結果から考えられることは，炭素が 2つ以上ついたカルボン酸に

対して植物はオリゴガラクト脂質を蓄積することによって耐性を示しているのではないか

ということである． 

 また，オリゴガラクト脂質を合成できたとしても，植物は陸上環境に多面的に存在するス

トレスに適応できなかったと考えられる．例えば，陸上環境に酸性土壌が広がっていたとす

ると，オリゴガラクト脂質を合成できない植物は枯死し，合成できる植物は生育できる．し

かしながら，陸上環境には酸性ストレスだけではない，栄養欠乏ストレス，強光ストレスな

ど幅広いストレスが存在する．そのような環境下に置かれた植物はどのようにして生きて

いけばいいのか，と考えると膜脂質組成を柔軟に環境ストレスに応じた状態にすることが

重要であると考えられる．植物が陸上に進出した際に，まず考えられる大きな環境ストレス

の一つとして酸性ストレスがある．そこから繁栄していくためにはまずはオリゴガラクト

脂質が合成できること，そして考えられるもう 1 つの方策はオリゴガラクト脂質を迅速に
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分解し，MGDG や DGDG へと戻す–つまりオリゴガラクト脂質の分解反応–が必要だった

のではないか． 

SFR2 は β-グルコシルヒドロラーゼファミリーに属し，加水分解酵素ファミリーのタンパ

ク質である．なぜ糖転移反応を示すのかはわからなかったが，近年報告された論文では，他

のバクテリアなどの β-グルコシルヒドロラーゼと比較すると，loop Aというループを SFR2

タンパク質は保持しており，このループの存在により，糖転移活性を持つことが明らかにな

っている (Roston et al., 2014) ．系統樹の結果からも，MpGGGT1, MpGGGT2は β-グルコ

シルヒドロラーゼファミリーに属するため，加水分解活性を持っていてもおかしくはない．

本研究では調べられなかったが，MpGGGT2 がオリゴガラクト脂質の加水分解反応を担っ

ている可能性があり，今後の解析が必要だと考えている． 
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