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略語表記⼀覧 
 
DAG：diacylglycerol、ジアシルグリセロール 

DGD：DGDG synthase、DGDG 合成酵素 

DGDG：digalactosyldiacylglycerol、ジガラクトシルジアシルグリセロール 

FA：fatty acid、脂肪酸 

MGD：MGDG synthase、MGDG 合成酵素 

MGDG：monogalactosyldiacylglycerol、モノガラクトシルジアシルグリセロール 

NPC：non-specific PLC 

OE：overexpresser、過剰発現株 

PA：phosphatidic acid、ホスファチジン酸 

PAH：phosphatidate phosphohydrolase、ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ 

PC：phosphatidylcholine、ホスファチジルコリン 

PE：phosphatidylethanolamine、ホスファチジルエタノールアミン 

PG：phosphatidylglycerol、ホスファチジルグリセロール 

PI：phosphatidylinositol、ホスファチジルイノシトール 

Pi：inorganic phosphate、無機リン酸 

PLC：phospholipase C、ホスホリパーゼ C 

PLD：phospholipase D、ホスホリパーゼ D 

PS：phosphatidylserine、ホスファチジルセリン 

SQDG：sulfoquinovosyldiacylglycerol、スルホキノボシルジアシルグリセロール 

Suc：sucrose、スクロース 

T6P：trehalose-6-phosphate、トレハロース-6-リン酸 

TeGDG：tetragalactosyldiacylglycerol、テトラガラクトシルジアシルグリセロール 

TGDG：trigalactosyldiacylglycerol、トリガラクトシルジアシルグリセロール 
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第 1 章 序論 
 

 

1.1 序 

1.1.1 シロイヌナズナにおけるガラクト脂質⽣合成とその機能 
 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、動物を含むその他多くの⽣物の細胞膜が極性頭部にリンを持つリン脂質から主に構成

されていることとは⼤きく異なっている（Block et al., 1983）。植物の葉緑体はシアノバクテ

リアの細胞内共⽣が起源であると考えられている。この根拠の⼀つとして葉緑体膜の脂質

組成とシアノバクテリアの膜脂質組成との著しい類似性があげられる（Poincelot, 1973; 

Joyard et al., 1998）。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、モノガラクトシルジアシルグリセロール（MGDG）およびジ

ガラクトシルジアシルグリセロール（DGDG）という 2 つのガラクト脂質が約 80 %を占

めている（表 1-1; Block et al., 1983）。これらのガラクト脂質の蓄積は葉緑体ゲノムにコー

ドされた遺伝⼦の発現、および光合成活性に不可⽋である（Kobayashi et al., 2013）。また、

植物の⾮緑⾊組織中においてもプラスチドを構成する膜脂質の約60 %がガラクト脂質によ

って占められている（Alban et al., 1988）。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、これらの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）。⾼等植物のガラク

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）。 

 シロイヌナズナにおいては 3 つの MGDG 合成酵素遺伝⼦ MGD1、MGD2、MGD3 が

存在している（Awai et al., 2001; Kobayashi et al., 2004; Jarvis et al., 2000; Kobayashi et al., 

2007）。これらはいずれも、ジアシルグリセロール（DAG）と UDP-ガラクトースを基質と

して、UDP-ガラクトースのガラクトース基を DAG に転移する反応を担う糖転移酵素をコ

ードしている。MGD1、MGD2、MGD3 は、アミノ酸配列の相同性によって A-type（MGD1）

と B-type（MGD2、MGD3）に分類されている。A-type MGDG 合成酵素である MGD1
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は N 末端に葉緑体移⾏シグナルが書き込まれたトランジットペプチドを持ち、葉緑体内包

膜に局在している（Miège et al., 1999）。MGD1 を⽋損したシロイヌナズナは通常⽣育時の

MGDG 含量が野⽣株と⽐べて 90 %程度減少しており、胚発⽣に異常が⾒られ、致死の表

現型を⽰す（Kobayashi et al., 2007）。MGD1 は、光照射と、植物ホルモンの⼀種であるサ

イトカイニンによって協調的に活性化されることが、キュウリ⼦葉を⽤いた実験から明ら

かにされている（Yamaryo et al., 2003）。⼀⽅、B-type MGDG 合成酵素である MGD2、

MGD3 は葉緑体へ移⾏するためのトランジットペプチド配列を持たず、葉緑体の外包膜上

で機能していると考えられている（Awai et al., 2001）。また、MGD2、MGD3 のそれぞれ

の⽋損株および、両遺伝⼦の⼆重⽋損株は、通常⽣育条件では野⽣株と⽐較して明確な表現

型の違いを⽰さない（Kobayashi et al., 2009a）。MGD1 の⽋損株が致死の表現型を⽰すこと

と併せて考えると、MGD2 および MGD3 は通常⽣育条件において MGD1 の機能を代替

することはできず、通常条件での葉緑体の形成に必要なガラクト脂質の合成にはほとんど

寄与していないと考えられている（Shimojima and Ohta, 2011）。ところが、MGD2とMGD3

の⼆重⽋損変異株はリン⽋乏時に DGDG 含量が減少する表現型を⽰すことから、葉にお

いてはリン⽋乏時特異的に機能すると考えられている（Kobayashi et al., 2009a）。また、根

や花といった⾮光合成器官における機能も⽰唆されている（Nakamura et al., 2009a）。リン

⽋乏時の MGD2 および MGD3 の機能に関しては後述する。 

 DGDG 合成酵素に関しては、シロイヌナズナには DGD1 と DGD2 の 2 つのアイソフ

ォームが存在している（Dörmann et al, 1995; Kelly and Dörmann, 2002）。DGD1 と DGD2

はいずれも、MGDG と UDP-ガラクトースを基質として、UDP-ガラクトースのガラクト

ース基を MGDG に転移する反応を担う、糖転移酵素である。DGD2 は DGD1 の C 末端

配列と⾼い相同性を⽰すが、DGD1 の N 末端配列を⽋失している。DGD1 を⽋損した植

物体は DGDG 含量が 90 %程度減少し、葉緑体の形成に異常が⾒られ、個体も矮⼩化する

が致死にはならない（Dörmann et al, 1995）。DGD1 は葉緑体外包膜への局在が確かめられ

ており（Froehlich et al., 2001）、また、葉緑体内包膜で多量に合成される MGDG を基質と

した DGDG 合成を担っているため、葉緑体内包膜と外包膜にまたがるように局在し、機能

していると考えられている（Kelly et al., 2016）。⼀⽅、DGD2 を⽋損したシロイヌナズナは
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通常⽣育条件において野⽣株と⽐較して明確な表現型の違いを⽰さず、DGDG 含量も野⽣

株と同程度である（Kelly et al., 2003）。DGD2 は主にリン⽋乏時にその発現が上昇し、B-

type MGDG 合成酵素と同様に葉緑体外包膜上で機能すると考えられている（Kelly et al., 

2003）。DGD2 のリン⽋乏時の機能については後述する。 

 以上の知⾒から、MGDG 合成酵素と DGDG 合成酵素を介したガラクト脂質合成経路

は、シロイヌナズナにおいて⼆つの経路に分かれていると考えられている（Benning and 

Ohta, 2005）。⼀つは、MGD1-DGD1 を介した経路で、通常⽣育時の緑⾊組織において主

に機能しており、葉緑体へのガラクト脂質供給を担っている。もう⼀つは MGD2/3-DGD2

を介した経路で、こちらはリン⽋乏時や⾮緑⾊組織において活性化され、プラスチド外への

ガラクト脂質供給に寄与している（図 1-1; Kobayashi et al., 2009b）。これらのガラクト脂質

合成経路の活性化にはそれぞれ異なる植物ホルモンが関与しており、MGD1-DGD1 経路

はサイトカイニンによって、MGD2/3-DGD2 経路はオーキシンによって活性が制御され

ていることが知られている。オーキシンとサイトカイニンは互いに拮抗的に作⽤する植物

ホルモンであるため、A-type MGDG 合成酵素を介した MGD1-DGD1 経路と、B-type 

MGDG 合成酵素を介した MGD2/3-DGD2 経路の使い分けは、植物の環境適応や形態形

成において重要な役割を果たしていることが⽰唆されている。 

 DGD1 と DGD2 の両遺伝⼦を⽋損したシロイヌナズナにおいても DGDG 合成活性が

わずかながら残っていた（Kelly et al., 2003）。また、DGD1 の⽋損株および DGD1 と DGD2

の⼆重⽋損株においては、ガラクトース基を 3 つまたは 4 つもつトリガラクトシルジアシ

ルグリセロール（TGDG）、テトラガラクトシルジアシルグリセロール（TeGDG）が検出

されており（Kelly et al., 2003）、DGDG 以外にオリゴガラクト脂質を合成する活性を有す

る galactolipid:galactolipid galactosyltransferase（GGGT）の存在が⽰唆されていた。この酵

素遺伝⼦はシロイヌナズナにおいて SENSITIVE TO FREEZING2（SFR2）であることが

わかった（Moellering et al., 2010）。SFR2 の⽋損株は通常条件では野⽣株と変わらずに⽣育

するが、凍結ストレスに対しては⾼感受性を⽰す（Fourrier et al., 2008）。SFR2 は MGDG

ともう 1 分⼦のガラクト脂質を基質として、MGDG のガラクトース基をもう⼀⽅のガラク

ト脂質に受け渡し、DGDG（TGDG、TeGDG）と DAG を⽣成する活性を有しており、
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連続的にオリゴガラクト脂質を合成する（Moellering et al., 2010; Roston et al. 2014）。こう

して蓄積したオリゴガラクト脂質は、凍結時に膜の癒着を防ぐことで葉緑体の安定化に寄

与していると考えられている（Moellering et al., 2010）。 

 ガラクト脂質は単なるチラコイド膜の主要構成脂質としての役割にとどまらず、様々な

⽣理機能を担っていると考えられている。例えば、光合成タンパク質複合体の X 線結晶構

造解析の結果、Themosynechococcus vulcanus の光化学系 II 複合体中には 6 分⼦の MGDG

と 5 分⼦の DGDG が含まれることが明らかにされている（Umena et al., 2011）。また、

Thermosynechococcus elongatus の光化学系 I も、1 分⼦の MGDG を含むと報告されてい

る（Jordan et al., 2001）。加えて、DGD1 を⽋損したシロイヌナズナの解析により、DGDG

が光化学系 I や II の安定化においても重要であることが⽰されている（Guo et al., 2005）。

また、以上のような葉緑体内での機能に限らず、ガラクト脂質は葉緑体外においても重要な

機能を担っている。その⼀つとしてよく知られているのが、リン⽋乏時の膜脂質転換機構と

呼ばれる現象である。次項ではこのリン⽋乏時の膜脂質転換機構についての現在までの知

⾒を紹介する。 

 

1.1.2 リン⽋乏時の膜脂質転換機構 
 リンは⽣物の⽣育に必須な元素である。植物の⽣体膜のうち、葉緑体膜はガラクト脂質が

主要構成成分であるが、それ以外の⽣体膜ではリン脂質が主要構成成分となっている。リン

脂質は⽣体中のリンの約 1/3 から 1/2 を含んでいるとも⾔われており、リンの貯蔵形態と

しても重要な意味があると考えられている。それが顕著に現れる現象が、リン⽋乏時の膜脂

質転換である。 

 リン⽋乏は植物の⽣育における全世界的な問題の⼀つである(Kochian, 2012)。リン⽋乏

に適応するために植物は様々な応答機構を有することが知られている。なかでもリン⽋乏

時の膜脂質転換機構は、リン⽋乏時の植物体の⽣育に⼤きな影響を与えることが知られて

いる。この機構は、核酸の合成やタンパク質のリン酸化といった重要な⽣体反応におけるリ

ンの不⾜を補うため、リン脂質の極性頭部を構成しているリンを各種リパーゼによって切

り出し、減少したリン脂質を⾮リン脂質によって代替するという⼀連の代謝反応から成り
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⽴っており、数多くの遺伝⼦が関与することが知られている（Nakamura, 2013）。 

 シロイヌナズナでは、B-type MGDG 合成酵素である MGD2 および MGD3 がリン⽋乏

時の膜脂質転換におけるガラクト脂質合成に主に寄与している。MGD2 および MGD3 は

植物種をまたいでオルソログが保存されており（Awai et al., 2001; Yuzawa et al., 2012; Hori 

et al., 2016）、リン⽋乏によって強く発現が誘導される。シロイヌナズナの MGD3 ⽋損株

および MGD2 と MGD3 の⼆重⽋損株はリン⽋乏時の DGDG 含量が顕著に減少するのに

対し、MGD2 の⽋損株はリン⽋乏時の DGDG 含量に変化が⾒られないことから、シロイ

ヌナズナにおいては MGD3 がリン⽋乏時のガラクト脂質の合成を担っている主要な酵素

遺伝⼦であることが明らかにされている（Kobayashi et al., 2009a）。MGDG は単独で⼆分

⼦膜構造を形成できない、⾮ラメラ脂質である。B-type MGDG 合成酵素によって合成され

た MGDG はそのままの形で膜には蓄積せず、DGDG 合成酵素の反応基質として使われ、

⽣成されたラメラ脂質である DGDG が膜脂質として蓄積する。MGD2 と MGD3 の⼆重

⽋損株は野⽣株と⽐べて、リン⽋乏条件での根の⻑さや新鮮重量が減少するため、B-type 

MGDG 合成酵素の機能はリン⽋乏時の⽣育にも重要であることが⽰されている

（Kobayashi et al., 2009a）。⼀⽅、MGD2 と MGD3 ⼆重⽋損株のリン⽋乏時の植物体地上

部における DGDG 含量は、通常⽣育時と⽐較すると増加していることから、リン⽋乏時の

植物体地上部におけるガラクト脂質合成には MGD1 も少なからず寄与していることが⽰

されている。しかし、⾮緑⾊組織である根においては MGD1 の寄与は⼩さく、リン⽋乏時

の根での膜脂質転換には B-type MGDG 合成酵素の機能が必須である（Kobayashi et al., 

2009a）。 

 リン⽋乏時における B-type MGDG 合成酵素遺伝⼦の発現誘導には、植物ホルモンの⼀

種であるオーキシンが関わっている。リン⽋乏に加えて、地上部から切り離した根にオーキ

シンを処理すると B-type MGDG 合成酵素遺伝⼦の発現誘導が増強される（Kobayashi et 

al., 2006）。また、オーキシンシグナル伝達の変異株では、リン⽋乏時の B-type MGDG 合

成酵素の遺伝⼦発現量や膜脂質組成におけるDGDG 含量が減少する（Narise et al., 2010）。

さらに、オーキシンとは拮抗的に作⽤する植物ホルモンであるサイトカイニンを植物体に

処理した場合、根においてオーキシンとは逆に、リン⽋乏時の B-type MGDG 合成酵素遺
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伝⼦の発現誘導が抑制され、DGDG の蓄積も阻害される（Kobayashi et al., 2006）。このこ

とから、リン⽋乏時の B-type MGDG 合成酵素の活性はオーキシンとサイトカイニンのク

ロストークによって制御されていると考えられている。 

 リン⽋乏時の膜脂質転換機構に関わる、B-type MGDG 合成酵素以外の酵素遺伝⼦に関

しても、多くの機能解析がなされてきた。シロイヌナズナに存在する 2 つの DGDG 合成

酵素遺伝⼦はどちらもリン⽋乏に応答して遺伝⼦発現量が増加し、リン⽋乏時の DGDG 合

成に寄与している（Kelly et al., 2003）。また、リン⽋乏時に DGD1 および DGD2 によって

合成された DGDG は、細胞膜やミトコンドリア膜、液胞膜といった葉緑体外の⽣体膜に蓄

積することが知られている（Andersson et al., 2003, 2005; Russo et al., 2007; Jouhet et al., 

2004）。しかし、DGDG が葉緑体から他の⽣体膜へ輸送される分⼦機構については未だ明

らかにされてはいない。 

 リン脂質の分解によるガラクト脂質合成経路への基質供給も、リン⽋乏時の膜脂質転換

における重要な過程である。リン⽋乏時、この反応は主にホスホリパーゼ C（PLC）および

D（PLD）の 2 種の酵素活性によって担われていると考えられている。ホスホリパーゼ C

活性は反応基質によって 2 種に分けられる。⼀つはホスファチジルイノシトール（PI）に

対して作⽤する PI-PLC 活性であり、もう⼀つはホスファチジルコリン（PC）やホスファ

チジルエタノールアミン（PE）を反応基質とする NPC（Non-specific PLC）活性である

（Nakamura, 2013）。シロイヌナズナに 6 つ存在する NPC のうち、NPC4 と NPC5 がリ

ン⽋乏に応答して発現量が増⼤することが知られている。NPC4 および NPC5 はそれぞれ

細胞膜および葉緑体外可溶性画分に局在する酵素で、どちらも PC および PE の極性頭部を

切断し、DAG を⽣成する反応を担っている（Nakamura et al., 2005; Gaude et al., 2008）。

NPC4 の⽋損株はリン⽋乏時の NPC 活性の⼤部分を⽋失するが、DGDG 蓄積に⼤きな変

化は⾒られていない（Nakamura et al., 2005）。⼀⽅で NPC5 の⽋損株はリン⽋乏時の NPC

活性に変化は⾒られないが、DGDG 含量は顕著に減少する（Gaude et al., 2008）。これらの

事実から、NPC 活性と膜脂質転換の関係性の全貌については未だ不明な点も多い。 

 PLD 活性は NPC 活性と同じく PC や PE を主な反応基質として極性頭部の切断を⾏う

が、NPC 活性とは作⽤部位が異なり、反応の結果ホスファチジン酸（PA）を⽣成する。シ
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ロイヌナズナには 12 の PLD が存在しており種々の環境応答において機能していると考え

られているが（Hong et al., 2016）、そのうちの PLDζ1 および PLDζ2 がリン⽋乏に応答

して発現量が増加する（Qin and Wang, 2002; Cruz-Ramírez et al., 2006）。PLDζ2 は液胞

膜に局在し（Yamaryo et al., 2008）、リン⽋乏時の根において膜脂質転換に寄与することが

知られている（Cruz-Ramírez et al., 2006）。また、PLDζ2 は様々な器官においてオーキシ

ンによって発現が誘導され、根においてはオーキシン輸送や重⼒屈性に寄与している（Li 

and Xue, 2007）。 

 PA は、NPC によって⽣成された DAG のリン酸化や、PLD 活性、および Kennedy 

pathway を介した新規合成によってつくられる。これらの PA を基質として DAG を⽣成す

る PA ホスファターゼ（PAP）活性を持つ可溶性画分タンパク質として、シロイヌナズナで

は 2 つのアイソフォーム PAH1 と PAH2 が知られており、リン⽋乏時の膜脂質転換への寄

与が明らかにされている（Nakamura et al., 2009b）。PAH1 と PAH2 の⼆重⽋損株は通常

⽣育時から PC と PA が⾼蓄積しており、MGDG と DGDG の含量が少ないという表現型

を⽰すことから、これらの酵素は PC の分解を介して葉緑体内包膜における MGDG 合成

に基質を供給していると考えられている（Nakamura et al., 2009b）。さらにこの⼆重⽋損株

は、リン⽋乏時の⽣育が野⽣株に⽐べて著しく抑制される。また、⼆重⽋損株のリン⽋乏時

の膜脂質組成においては野⽣株と⽐較して DGDG 含量の顕著な減少がみられ、PC 含量も

多いままであることから、リン⽋乏時のリン脂質の分解における PAH1 と PAH2 の寄与が

明らかにされている（Nakamura et al., 2009b）。 

 リン⽋乏時に種々のリン⽋乏応答性遺伝⼦の発現を活性化させるグローバル制御因⼦と

して、PHR1 が知られている（Rubio et al., 2001; Nilsson et al., 2007）。PHR1 は MYB 転写

因⼦であり、転写調節領域に存在する P1BS モチーフとして知られるコンセンサス配列に

結合することで遺伝⼦発現を誘導する。リン⽋乏時の膜脂質転換に関与する遺伝⼦の多く

は転写開始点上流に 1 つまたは複数の P1BS モチーフを持っている。また、PHR1 を⽋損

した植物体を⽤いた解析により、リン⽋乏時の膜脂質転換も部分的に PHR1 の制御下にあ

ることが明らかにされている（Pant et al., 2015）。 

 上述したように、リン⽋乏時の膜脂質転換機構は様々な植物種においてその存在が確認
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されている環境適応機構であるが、もともとこの現象は⾮光合成細菌である Pseudomonas 

diminuta において発⾒された（Minnikin et al., 1974）。その後現在まで多くの知⾒が蓄積さ

れ、リン⽋乏時の膜脂質転換機構は様々な⽣物種に広く保存されているリン⽋乏適応の仕

組みであることが明らかになってきている。光合成⽣物においても、Rhodobacter 

sphaeroides における、スルホキノボシルジアシルグリセロール（SQDG）の蓄積を介した

リン⽋乏適応機構が報告されて以来（Benning et al., 1993）、シアノバクテリアや藻類もリ

ン⽋乏時にリン脂質を⾮リン脂質で代替する適応機構を有することが明らかにされてきた

（Van Mooy et al., 2009; Shemi et al., 2016）。また、種々の従属栄養⽣物においても、リン

⽋乏時の膜脂質転換の存在が確認されてきた。例えば、アルファルファ根粒菌

Sinorhizobium meliloti は、リン⽋乏時に膜脂質中の PC や PE を SQDG やオルニチン脂

質、ジアシルグリセリルトリメチルホモセリン（DGTS）に置き換える膜脂質転換機構を持

つことが報告されている（Geiger et al., 1999）。その後、S. meliloti のリン⽋乏時の膜脂質転

換機構において主要な役割を果たす遺伝⼦として、リン脂質分解酵素ホスホリパーゼ C

（PlcP）が同定された（Zavaleta-Pastor et al., 2010）。この PlcP は陸上植物のホスホリパー

ゼ C とは相同性を⽰さないが、海洋性プランクトン由来の環境サンプルを⽤いた解析にお

いても幅広い⽣物種に保存されていることが明らかにされており、リン⽋乏に応答した発

現誘導を⽰すこと、また、様々なリン⽋乏応答性遺伝⼦や膜脂質代謝酵素遺伝⼦と遺伝⼦ク

ラスターを形成していることが知られている（Carini et al., 2015; Sebastián et al., 2016）。リ

ン脂質を代替する⾮リン脂質は⽣物種によって様々であるが（Van Mooy et al., 2009; 

Popendorf et al., 2011）、リン脂質を⾮リン脂質によって代替する膜脂質転換機構は、⼟壌

から海洋までみられる、広く普遍的なリン⽋乏環境への適応戦略であると考えられる。 

 

1.1.3 リン⽋乏以外の環境ストレスに対する膜脂質代謝制御機構 
 リン⽋乏時の膜脂質転換機構については、その⽣理的な意義も明確であり、様々な研究成

果によって多くの知⾒が積み重ねられてきた。他⽅、植物はリン⽋乏以外の様々な環境スト

レスに対しても膜脂質組成を変動させることが報告されている。 

 窒素⽋乏に陥ったシロイヌナズナは DGD1 の遺伝⼦発現を上昇させ、結果として
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MGDG の減少と、DGDG、PC、PE の増加を引き起こすことが知られている（Gaude et 

al., 2007）。また、この際に MGDG の分解産物として⽣じる脂肪酸と、クロロフィル分解

の結果⽣じるフィトールから、脂肪酸フィチルエステルが合成される（Gaude et al., 2007）。

また、マグネシウム⽋乏時にも窒素⽋乏と同様に、MGDG／DGDG ⽐の減少が⾒られる

ことが報告されている（Gaude et al., 2007）。 

 乾燥ストレス時のシロイヌナズナにおいてもDGD1の遺伝⼦発現上昇が誘導されること

が知られており、この際にも、MGDG の減少に伴う DGDG の増加が⾒られる（Gigon et 

al., 2004; Torres-Franklin et al., 2007）。また、⾼温ストレス時のシロイヌナズナにおいても

DGDG の蓄積が⾒られ、DGD1 の機能を部分的に⽋損した変異株では⾼温ストレスに⾼

感受性を⽰すことが知られている（Chen et al., 2006）。さらに、シロイヌナズナの近縁種で

あり、乾燥や塩ストレスを含む各種環境ストレスに⾼い耐性を⽰す Thellungiella salsuginea

の乾燥ストレス⽣育時の膜脂質組成をシロイヌナズナと⽐較した結果、シロイヌナズナに

おいて減少していた DGDG の絶対量（総膜脂質中の割合は増加する）が、Thellungiella に

おいては増加しており、ストレス耐性との関連性が⽰唆されている（Yu and Li, 2014）。ま

た、ガラクト脂質合成は塩ストレス条件への適応にも影響を及ぼすことが知られている。イ

ネの沈⽔ストレスに関連する因⼦として単離され、シロイヌナズナの B-type MGDG 合成

酵素遺伝⼦と⾼い相同性を⽰した OsMGD は、塩ストレスと乾燥ストレスによって発現が

誘導される（Qi et al., 2004）。この OsMGD をタバコにおいて過剰発現させた植物体は野

⽣株と⽐較して塩ストレスに耐性を獲得しており、この際 MGDG／DGDG ⽐が減少する

ことが確認されている（Wang et al., 2014）。通常⽣育時の葉緑体チラコイド膜を構成する

MGDG と DGDG の存在⽐は概ね 2:1 に保たれており（Block et al., 1983）、この存在⽐の

バランスがチラコイド膜の形態や光合成活性の維持に寄与していると考えられている。⼀

⽅で、上記のように多くのストレス条件下で⾒られる MGDG／DGDG ⽐の変動もまた、

ストレス環境下での葉緑体の機能維持において重要であると考えられているが、その⽣理

的意義については、未だ統⼀的な解釈はなされていない。 

 アルミニウムは⼟壌中に存在し、アルミニウムイオンの形で溶出すると植物の根に傷害

を与える。アルミニウムストレスは膜脂質中の PA の減少を引き起こすことが報告されて
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おり（Pejchar et al., 2008）、この過程には PLC の阻害が関わっていると考えられている

（Ramos-Díaz et al., 2007; Pejchar et al., 2015）。また、シロイヌナズナに 12 ある PLD 遺

伝⼦の中で、PLDγはアルミニウムストレスによって転写レベルで発現誘導される。しか

し、PLDγの⽋損株およびノックダウン株は野⽣株に⽐べて⾼いアルミニウム耐性を⽰す

（Zhao et la., 2011）。アルミニウムストレス時には、細胞膜のリン脂質がもつ負電荷にアル

ミニウムイオンの正電荷が引きつけられ、根圏のアルミニウムイオン濃度の上昇を招くと

考えられている。実際に、PA の蓄積が⾒られる PAH1 と PAH2 の⼆重⽋損株はアルミニ

ウムストレスに対して⾼感受性を⽰す（Kobayashi et al., 2013）。このため、リン脂質の減少

はアルミニウム耐性の獲得に繋がると考えられている（Khan et al., 2009; Maejima and 

Watanabe, 2014）。これを⽀持する知⾒として、前もってリン⽋乏処理を⾏うことでガラク

ト脂質を蓄積したイネの根はアルミニウム耐性を⽰したほか（Maejima et al., 2014）、⾼い

アルミニウム耐性をもつ Melastoma melabathricum や Melaleuca cajuputi の根においては、

リン脂質に対するガラクト脂質の構成⽐が⾼いことが知られている（Maejima and 

Watanabe, 2014）。また、アルミニウムストレスにさらされたタバコの根の膜脂質組成にお

いては MGDG が減少するのに対し、OsMGD を過剰発現させたタバコはアルミニウムス

トレス時の根における MGDG の減少が抑制された結果、アルミニウムストレスからの復

帰実験において野⽣株よりも新鮮重量が増加した（Zhang et al., 2016）。しかし、アルミニ

ウムストレスに応答して積極的にリン脂質の分解と糖脂質の合成を促進するような膜脂質

代謝調節機構の存在は今のところ報告されてはいない。 

 植物細胞において脂質分⼦の担う多⾯的な⽣理的機能の⼀つとして、シグナル分⼦とし

ての機能についても研究が進められてきた。リン脂質から⽣産されるリゾリン脂質や PA、

ホスファチジルイノシトール（PI）から⽣産されるイノシトール-1,4,5-3 リン酸、糖脂質か

ら合成されるジャスモン酸や、各種スフィンゴ脂質は、低濃度の存在量でも植物細胞の⽣理

機能や植物体の⽣育に⼤きな影響を及ぼす（Okazaki and Saito, 2014）。 

 以上の知⾒から、脂質代謝調節は植物の発達や⽣育環境への適応に際して、多⾯的な機能

を担っていることが知られている。 
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1.1.4 植物は複合的かつ多⾯的な⽣育環境ストレスに直⾯する 
 植物の根からのリンの吸収を妨げる原因の⼀つとして、リンがもつ、⼟壌に強く吸着しや

すいという性質があげられる。そこで、リン⽋乏に陥った植物は、リンの吸収効率を⾼める

ために根から様々な有機物を分泌している。⾼等植物は、同化した全炭素量の 2 割から 3

割を根から⼟壌中へ分泌しているとも⾔われており、中でも有機酸の分泌能は植物のリン

⽋乏耐性と深い関わりがある（Hinsinger et al., 2003）。 

 有機酸の分泌による⼟壌中難溶性リンの獲得戦略については、多くの先⾏研究が存在す

る。たとえば、マメ科植物のルーピンは根からクエン酸を放出し、難溶性のリンをリン酸-

鉄-クエン酸複合体として溶解させることで吸収効率を⾼めている。また、キマメはピシジ

ン酸やシュウ酸、マロン酸を分泌することで鉄と結合したリンを離脱させている他、イネは

ムギネ酸を放出することでリン酸を溶解させていると⾔われており、分泌される有機酸の

種類や量は植物種によって異なっている（平舘、1999）。 

 このような栄養⽋乏に対する植物の適応機構は、⼀⽅で、⼟壌の酸性化という、植物⾃⾝

にとっての新たな環境ストレスを引き起こす原因ともなっている。酸性⼟壌とは、⼀般に表

層 pH が 5.5 から 5.0 を下回った⼟壌を指し、多くの植物の⽣育に対して抑制的な影響を及

ぼすことが知られている（Shavrukov and Hirai, 2016）。カルシウムやカリウムといった塩

基性物質が豊富に存在する⼟地においては⼟壌の酸性化が進む速度は遅くなるが、降⽔量

が多くカルシウムやカリウムが⼟壌から流出しやすい地域では、特に⼟壌の酸性化が深刻

な問題となりやすい。世界の表⼟の約 3 割が酸性⼟壌によって占められていると考えられ

ており、酸性⼟壌のうちで耕作地として利⽤されている⾯積は 5.4 %しかないとする試算も

ある（von Uexküll and Mutert, 1995）。 

 酸性⼟壌が植物に及ぼす影響は、アルミニウムイオンによる毒性との関連について⻑年

研究が進められてきた。アルミニウムは⼟壌に最も多く存在する⾦属元素であり、⼟壌質量

の約 7 %を占めると⾔われている。また、アルミニウムは⼟壌 pH が酸性に寄ることで⼟壌

溶液にイオンとして溶け出てくることが知られており、アルミニウムの活性化と呼ばれて

いる。アルミニウムは pH の変化により様々なイオン形態をとり、塩基性ではアルミネート

アニオン Al(OH)4-、中性付近では不溶性の Al(OH)3、さらに酸性に寄るにつれて Al(OH)2+、
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Al(OH)2+と変化し、pH4.5 以下では⼤部分がアルミニウムイオン Al3+として存在する。こ

のうち、Al(OH)4-と Al3+が植物にとって毒性を⽰すとされており、とく Al3+は低濃度かつ短

時間で、植物の根に不可逆的かつ深刻なダメージを与えると⾔われている（松本英明、2003; 

Samac and Tesfaye, 2003）。これに加えて、活性化したアルミニウムは⼟壌中のリン酸イオ

ンと結合し、難溶性のリン酸アルミニウム塩を形成することで、さらなるリン⽋乏を引き起

こす要因となる。このように、⼟壌の酸性化によるストレスはリン⽋乏ストレスとも密接に

関わっている。 

 また、植物の側においても、環境ストレスに応答する各種植物ホルモンを介したシグナル

伝達経路はお互いにクロストークしており、複雑に絡み合っている。例えば、リン⽋乏と酸

性ストレスのどちらの⽣育環境においても、植物ホルモンの⼀つであるオーキシンを介し

たシグナル伝達が、環境適応において重要な役割を担っていることが明らかにされている。

オーキシンは、先に述べたようにリン⽋乏時の膜脂質転換に B-type MGDG 合成酵素遺伝

⼦の発現誘導を介して寄与しているほか、側根形成の促進といった形態変化にも関わって

いる（López-Bucio et al., 2002）。また、酸性ストレス時にもオーキシン合成とオーキシン

シグナルの活性化が起こり、根における H+-ATPase の活性化を介して植物の酸性耐性に寄

与していることが知られている（Hachiya et al., 2014; Inoue et al., 2016）。さらに、オーキ

シンの合成やシグナル伝達機構は、植物体内の糖と炭素代謝のセンシングによって制御さ

れていることが知られており（Sairanen et al., 2012; Lilley et al., 2012）、さらにオーキシン

シグナルを介した糖とリン⽋乏応答の関連性についても明らかになりつつある（Hammond 

and White, 2008; Franco-Zorrilla et al., 2005）。 

 以上のように、単⼀の環境ストレスが膜脂質組成に及ぼす影響については多くの知⾒が

積み上げられてきた。しかし⼀⽅で、多⾯的な環境ストレスに対して膜脂質代謝が⽰す応答

機構については、ほとんど判っていない。本研究では、これまで詳細な解析がなされていな

かった、植物内部の⽣理条件である糖過剰と、外部の環境条件である酸性ストレスに焦点を

当て、これらの要因がガラクト脂質代謝に与える影響を明らかにするとともに、多⾯的なス

トレス応答におけるガラクト脂質代謝が担う⽣理的役割について考察を⾏った。 
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well as in vitro transport experiments with intact Pea chloroplasts
showed that atMGD1 is targeted to the inner envelope membrane
whereas atMGD2 and atMGD3 are both localized to the outer
envelope (Fig. 1) [4]. Furthermore, a precise analysis of the topo-
logical orientation of atMGD1 concluded that this protein is located
on the outside of the inner envelope membrane of chloroplasts [75].

There are differences in substrate preference between DAG
molecular species; while atMGD1 utilizes both 18:2/18:2-DAG and
18:1/16:0-DAG equally, atMGD2 and atMGD3 prefer 18:2/18:2-DAG
to 18:1/16:0-DAG [4], suggesting that type B is specialized for
assembling the DAG backbone of DAG derived from the eukaryotic
pathway [28]. Among these three MGD isoforms, atMGD1 has
highest Vmax and substrate affinity, indicating that atMGD1 is the
most active MGD isoform in Arabidopsis. Immunodetection anal-
yses of the three MGD isoforms revealed that atMGD1 occurs
abundantly in the envelope of leaf chloroplasts whereas atMGD2
and atMGD3 are scarce or absent in leaf chloroplasts [4].

Reverse transcription-PCR analyses and promoter-GUS reporter
assays revealed that expression of atMGD1 is widespread in
photosynthetic tissues whereas that of atMGD2 and atMGD3 is
specifically detected in non-photosynthetic tissues such as flowers
and roots and is rarely observed in green tissues [4,34]. In floral
tissues, strong expression of atMGD2 and atMGD3 is detected in
pollen grains and elongated pollen tubes. Moreover, Pi starvation
strongly activates expression of atMGD2 and atMGD3 both in the
shoot and root [4,34]. Expression of the DGDG synthase genes
DGD1 and DGD2 is also induced by Pi starvation, leading to
a substantial increase in DGDG content during Pi starvation [30].

3. The distinct roles of the two types of MGDG synthase in
Arabidopsis

3.1. The role of type A MGDG synthases

The first mutant of atMGD1 (mgd1-1) was identified in
a screening of T-DNA mutagenized plants that possessed chloro-
plast biogenesis defects [24]. The mgd1-1 mutant, which carries a T-
DNA insertion in the promoter region of atMGD1, shows 75%
reductions in atMGD1 mRNA expression and MGDG synthase
activity. The amount of MGDG in mgd1-1 leaves is reduced by 42%
relative to the wild type; and thus, the relative proportion of DGDG
is increased in the mutant. The mgd1-1 mutant displays defects in

chlorophyll accumulation and thylakoid membrane development.
In dark-grown cotyledons, however, the etioplasts in the mutant
are essentially the same as in the wild type, implying the reduced
importance of atMGD1 for plastid development in the dark. In vitro
transport assays in mgd1-1 demonstrated that a 42% reduction of
MGDG in the mutant does not affect the targeting of plastid
proteins [3], although MGDG has been suggested to play an
important role in protein targeting to chloroplasts [13,56,71]. How
MGDG reduction in mgd1-1 affects photosynthetic activity was also
examined by Aronsson et al. [3]. They showed that MGDG defi-
ciency in the mutant has a negative effect on photosynthetic effi-
ciency at elevated light intensities. In mgd1-1, the maximum proton
motive force in the thylakoids is reduced by approximately 40%,
presumably due to the increased conductivity of the thylakoid
membranes, which leads to a reduction of non-photochemical
quenching under high light conditions.

Although these observations gave us a profound insight into the
physiological role of type A MGD during plant development, some
important questions about the differences in the roles of the type A
and type B MGD genes still remained unanswered. Moreover, it was
still uncertain whether MGDG is essential for chloroplast function.
To understand the role of the type A MGD genes in plant devel-
opment and growth, we recently characterized a complete
knockout mutant of atMGD1 (mgd1-2) in Arabidopsis [35]. The first
visible effect of mgd1-2 occurs during embryogenesis. Within the
immature siliques of the self-fertilizing heterozygous mgd1-2
mutant, abnormal white seeds with underdeveloped albino
embryos were detected at a frequency of approximately 25%,
indicating that atMGD1 knockout results in a severe defect in
embryogenesis. In contrast, a plastidic PG deficient mutant, pgp1, in
which the photosynthetic membranes are severely disrupted
[6,20], showed normal embryonic morphogenesis even though the
embryos had an albino phenotype [37], suggesting that atMGD1
but not PGP1 has a specific role in early embryogenesis in addition
to its role in thylakoid membrane biogenesis (Fig. 2).

Despite the severe arrest of embryo growth, the abnormal seeds
can germinate only under sucrose-supplemented conditions,
yielding seedlings with combined dwarf and albino phenotypes
[35]. In the mgd1-2 mutant, the amounts of MGDG and DGDG are
reduced by approximately 98% and 91%, respectively, compared
with the wild type, indicating that atMGD1 function underlies the
bulk of galactolipid biosynthesis and that atMGD2/MGD3 cannot

Fig. 1. Galactolipid biosynthesis in Arabidopsis cells and its regulation at the gene expression level. MGD1 expression is induced by light and cytokinin treatment. The MGD1–DGD1
pathway contributes to the bulk of galactolipid synthesis in the chloroplast and is essential for thylakoid membrane biogenesis. Expression of MGD2/3 is induced by phosphate (Pi)
starvation and hydrogen peroxide treatment. Auxin is required for the Pi starvation-induced expression of MGD2/3, whereas cytokinins strongly suppress its expression in the root.
The alternative MGD2/3-DGD2 pathway plays a crucial role in DGDG accumulation during Pi starvation. DGDG synthesized under Pi starvation is targeted to mitochondria, vacuoles,
and the cell membrane presumably to compensate for the loss of phospholipids.
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第2章	 スクロース添加⽣育時におけるシロイヌナズナの糖脂質 
 代謝の機能解析 

 

 

2.1 序 
 糖過剰な⽣理条件に対して植物が⽰す応答機構と、リン⽋乏な環境条件に対する応答機

構との間には、類似性が指摘されている。たとえば、スクロース添加培地で⽣育した植物は

リン酸トランスポーターの遺伝⼦発現が上昇する（Lejay, 2003）ほか、炭素代謝に関わる酵

素をコードした遺伝⼦の幾つかについて、植物のリン酸含有量に応じた転写レベルでの制

御機構の存在が知られている（Nielsen et al., 1998; Ciereszko et al., 2001a,b）。また、リン⽋

乏時のトランスクリプトーム解析や個々の遺伝⼦発現解析から、スクロース代謝に関わる

酵素遺伝⼦の多くがリン⽋乏によって発現制御を受けることも明らかにされている

（Hammond et al., 2003; Vance et al., 2003; Wu et al., 2003; Misson et al., 2005; Müller et al., 

2005, 2007; Hammond and White, 2008）。リン⽋乏に⾼感受性を⽰すシロイヌナズナの

hypersensitive to phosphate starvation1（hps1）は、スクローストランスポーターをコード

した SUC2 遺伝⼦の機能が亢進した変異体であり、培地中のスクロースを根から過剰に吸

収する（Lei et al., 2011）。hps1 変異体は、リン⼗分な⽣育条件においてもリン⽋乏時と類

似した表現型を⽰し、また、リン⽋乏応答性遺伝⼦の発現が上昇していることが知られてい

る。B-type MGDG 合成酵素遺伝⼦である MGD3 についても、リン⼗分条件で⽣育した

hps1 において遺伝⼦発現量の増加が確認されている。これら⼀連の知⾒から、植物組織内

におけるリンと糖の含量のバランスは植物の⽣育に⼤きな影響を与えていることが推測さ

れるが、その詳細な分⼦機構については不明であった。また、リン⽋乏時の膜脂質転換に寄

与する遺伝⼦群のスクロース応答性や、糖過剰な⽣理条件におけるガラクト脂質代謝の制

御機構およびその⽣理的意義については、詳細な議論がなされていなかった。 

 本研究では、培地に糖（スクロース）を添加して⽣育させたシロイヌナズナ野⽣株と

MGD3 の⽋損株、および MGD3 を恒常的に過剰発現させた形質転換体を⽤いて様々な解

析を⾏った。その結果、リン⼗分かつ糖過剰な⽣育条件下で⾒られる植物体の⽣育促進にお
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いて、葉緑体外包膜上におけるガラクト脂質合成が担う役割を明らかにした。 
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2.2 実験材料と⽅法 

2.2.1 植物試料とその⽣育条件 
 シロイヌナズナ野⽣株（WT）はColumbia-0を⽤いた。MGD3⽋損株（mgd3）はKobayashi 

et al. （2009）と同じ系統を⽤いた。植物体は 0.8 %（w/v）INA アガー、20 mM MES-KOH

（pH 6.0）を含んだ MS 培地（Murashige and Skoog, 1962）上にて、23 ℃、連続光条件で

⽣育させた。スクロース添加培地の作成にあたっては、上記の MS 培地に 1 %（w/v）スク

ロースを、対照培地の作成にあたっては浸透圧を揃えるために 0.53 %（w/v）のマンニトー

ルを加えた。 

 MGD3 過剰発現株の作出においては、プラスミドベクターpBI121 の 35S-CaMV プロモ

ーター下にシロイヌナズナ MGD3 （At2g11810）cDNA の終始コドンを除く全⻑配列およ

び GFP タグを挿⼊したコンストラクトを作成し、アグロバクテリウムを⽤いたフローラ

ル・ディップ法（Clough and Bent, 1998）を改変した⽅法により WT への形質転換を⾏っ

た。形質転換体は 50 μg/mL のカナマイシンを含む培地で選抜を⾏った。 

 

2.2.2 定量的 RT-PCR 
 植物試料からの全 RNA の抽出には SV Total RNA Isolation System（Promega）を⽤い

た。逆転写反応には PrimeScript RT reagent kit（Takara）を⽤いて cDNA 合成を⾏った。

PCR 反応は SYBR Premix Ex Taq II（Takara）を⽤い、Thermal Cycler Dice Real Time System

（Takara）によってシグナル検出を⾏った。定量 RT-PCR は以下の⼿順で⾏った。各反応

系は最終液量が 25 μL となるように、6 ng の RNA 由来の逆転写産物である cDNA、10 

μL の SYBR Premix Ex Taq II および 0.4 μM のプライマーを含むよう調製を⾏った。PCR

のプログラムは、95 ℃ 30 秒に続き、95 ℃ 5 秒、60 ℃ 30 秒の増幅を 40 サイクル⾏っ

た後、95 ℃ 15 秒、60 ℃ 30 秒の処理を⾏った。リファレンス遺伝⼦としては UBQ10

（At4g05320）を⽤いた。プライマー配列は表 2-1 に⽰した。TPS5、TPS1、TPPB、AKIN11

のプライマーセットの配列は Nunes et al.（2013）を、MGD2、IPS1、At4 のプライマーセ

ットは Narise et al.（2010）を、CYCD2;1、CDKA1 のプライマーセットは Sanz et al.（2011）

をそれぞれ参照した。 
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2.2.3 植物体の新鮮重量の測定 
 植物の地上部および根の新鮮重量は、3〜5 個体をまとめて試料重量を測定し、その平均

値を個体あたりの新鮮重量とした。こうして 12 回測定を⾏った結果を⽤いて、平均値±SE

を算出した。 

 

2.2.4 ウェスタンブロット解析 
 WT および MGD3 過剰発現株を 50 mM Tris-HCl（pH 7.5）で破砕し、3,000 × g で 10

分間の遠⼼分離により組織残渣を取り除いた上澄を全抽出画分タンパク質とした。20 μg

の地上部由来の全抽出画分タンパク質および、10 μg の根由来の全抽出画分タンパク質を、

12.5 % ポリアクリルアミドのSDS-PAGEによって分画し、ニトロセルロース膜（Whatman）

に転写を⾏った。1 次抗体として、5,000 倍に希釈した抗GFP モノクローナル抗体（Clontech）

を⽤いて 23 ℃、3 時間インキュベートの後、2 次抗体として 100 倍に希釈した horseradish 

peroxidase-conjugated anti-mouse IgG（Thermo Scientific）で 23 ℃、1 時間インキュベー

ト を ⾏ っ た 。 バ ン ド の 検 出 に は 化 学 発 光 基 質 と し て SuperSignal West Femto 

Chemiluminescent Substrate（Thermo Scientific）を、感光材として Hyperfilm ECL（GE 

Healthcare）を、それぞれ⽤いた。 

 細胞内局在解析に際しては、全抽出画分タンパク質を 125,000 × g、1 時間の超遠⼼分離

によって可溶性画分（上澄）とミクロソーム膜画分（沈殿）とに分画を⾏った。それぞれの

画分について、上述の SDS-PAGE およびブロッティング、抗体処理を⾏った後、抗 GFP

抗体由来のバンドを Image Quant LAS 500（GE Healthcare）によって検出した。 

 葉緑体への局在解析に際しては、Protease Inhibitor Cocktail（Roche; complete Mini）を

含む 50 mM HEPES-KOH、330 mM ソルビトール、2.0 mM EDTA、1.0 mM MgCl2、1.0 

mM MnCl2、pH 7.8 の破砕バッファーを⽤いて植物をブレンダーで破砕し、2,000 × g で 5

分間遠⼼分離した沈殿を無傷葉緑体の濃縮画分とした。上澄（⾮無傷葉緑体画分）と無傷葉

緑体画分について上述の SDS-PAGE およびブロッティング、抗体処理を⾏った。LHCB6

の検出においては、1 次抗体として 5,000 倍に希釈した抗 LHCB6 モノクローナル抗体
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（Agrisera）を、2 次抗体として 10,000 倍に希釈した anti-rabbit IgG secondary antibody

（Vector Laboratories）をそれぞれ⽤い、検出には Image Quant LAS 500（GE Healthcare）

を⽤いた。 

 

2.2.5 ガラクト脂質合成活性の測定 
 WT および MGD3 過剰発現株の地上部を破砕した後、3,000 × g で 5 分間遠⼼分離した

上澄を 125,000 × g での 1 時間の超遠⼼分離にかけて得られた沈殿（ミクロソーム膜画分）

を活性測定に⽤いた。ガラクト脂質合成活性は 14C でラベルされた UDP-ガラクトースを

基質として⽤い、Yamaryo らの⽅法に従って測定を⾏った（Yamaryo et al., 2003; Shimojima 

et al., 2013）。アッセイ⽤プレミクスとして、ミクロソーム膜画分タンパク質 40μg または

200μg、6.4 mM dioleoylglycerol、0.01 %（w/v）Tween 20, 10 mM dithiothreitol、10 mM 

sodium acetate、18 mM MOPS-KOH（pH 7.8）を調製し、これを 30 ℃で 5 分間インキュ

ベートした後 10μL の 14C-labeled UDP-galactose（8.08 mM、91.6 Bq/nmol）を加えて反

応を開始した。反応の停⽌、および反応産物であるガラクト脂質の抽出には酢酸エチルを⽤

いた。抽出した脂質はシリカゲルプレート上での薄層クロマトグラフィー（アセトン／トル

エン／⽔＝136：45：13、v/v/v）で分画した後、フルオロイメージアナライザー（FLA-7000、

Fujifilm）によって検出した。 

 

2.2.6 脂質解析 
 Bligh-Dyer 法によって総脂質の抽出を⾏った（Bligh and Dyer, 1959）。具体的な⼿順は

以下の通りである。0.5 〜1 g の植物試料を 3 mL のクロロホルム／メタノール（1 : 2, v/v）

を⽤いて破砕し、1,600 × g で 5 分間遠⼼分離した上澄を取得した。残渣に 3 mL のクロロ

ホルム／メタノール（1 : 2, v/v）と 0.8 mL の 1 % KCl（w/v）を加えてよく撹拌し、再度

1,600 × g で 5 分間遠⼼分離して得られた上澄を先ほどの上澄と併せて分取した。ここに 2 

mL のクロロホルムと 1.2 mL の 1 % KCl（w/v）を加えてよく撹拌した後、1,600 × g での

5 分間の遠⼼分離によって得られた⼆層分離したうちの下層を極性脂質画分として取得し

た。極性脂質種の分画は、シリカゲルプレート（TLC Silica gel 60, Glass plates 20×20 cm, 
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Merck）を⽤いた 2 次元薄層クロマトグラフィーによって⾏った（Kobayashi et al., 2007）。

1 次元⽬の展開溶媒組成は、クロロホルム／メタノール／7 N アンモニア⽔（115 : 80 : 8、

v/v/v）とし、2 次元⽬の展開溶媒組成はクロロホルム／メタノール／酢酸／⽔（170 : 25 : 

15 : 3、v/v/v/v）とした。こうして分画された各脂質のシリカゲルスポットをかき取り、塩

酸メタノール（Methanolic HCl, 3N、Supelco）中で 85 ℃、1 時間の反応により脂肪酸メチ

ルエステルへと変換した後、ヘキサンを⽤いて抽出し、ガスクロマトグラフィーによって定

量を⾏った。ガスクロマトグラフィーによる定量の内部標準には既知の濃度のペンタデカ

ン酸を⽤いた。 

 脂質および脂肪酸の定量分析には、⽔素炎イオン化検出器（FID）を接続したガスクロマ

トグラフィー（GC-2014、Shimadzu）を⽤いた。カラムは ULBON HR-SS-10（⻑さ：25 

m、内径：0.25 mm、Shinwa）を⽤い、カラムオーブン温度 180 ℃、検出器温度 250 ℃と

した。キャリアガスにはヘリウムを⽤い、カラム流量 0.53 mL/min、1 サンプルあたりの保

持時間は 20 分間とした。 

 ミクロソーム膜画分の脂質解析においては、2.2.4 項に記載した⽅法で分画したミクロソ

ーム膜画分に 10 倍量のクロロホルム／メタノール（2：1、v/v）を加えてよく撹拌し、1,600 

× g で 5 分間遠⼼分離した後の上澄を捨て、下層に等量の 0.45 % NaCl（w/v）を加えて再

度攪拌、遠⼼分離を⾏って得られた下層をミクロソーム膜画分の総脂質として取得した。以

降の薄層クロマトグラフィーによる分離からガスクロマトグラフィーを⽤いた定量の⽅法

は上記と同様の⽅法で⾏った。 

 

2.2.7 無機リン酸含量の定量 
 植物体地上部および根から遊離の無機リン酸を抽出し、リンモリブデン酸アッセイによ

る⽐⾊定量を⾏った（Chiou et al., 2006）。植物試料は 10 mM Tris、1.0 mM EDTA、100 

mM NaCl、1.0 mM β-メルカプトエタノール、pH 8.0 の抽出バッファー中で破砕し、12,000 

× g での 10 分間の遠⼼分離により残渣を取り除いた。つぎに、この上澄 100 μL に 900 

μL の 1 % 氷酢酸を加え、42 ℃で 30 分間インキュベートを⾏った。12,000 × g で 5 分

間遠⼼分離した上澄 300 μL を分取し、700 μL の 0.35 %（w/v）NH4MoO4、0.43 M H2SO4、
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1.4 %（w/v）アスコルビン酸を含むアッセイバッファーと混和し、42 ℃で 30 分間インキ

ュベートを⾏った後、820 nm における吸光度を測定した。遊離の無機リン酸の含量は既知

濃度のリン酸を⽤いて作成した標準曲線に従って算出した。 

 

2.2.8 光合成活性の測定 
 PAM クロロフィル蛍光測定法には Dual-PAM（Walz）を⽤いた。まず、暗順応させた植

物に 655 nm の測定パルス光を 0.05 ‒ 0.15μmol photons/m2/s1強度で照射することで、ク

ロロフィル蛍光強度の最⼩値（Fo）を測定した。ここに 800 nm の飽和パルス光を照射する

ことでクロロフィル蛍光強度の最⼤値（Fm）を測定し、続いて 80 μmol photons/m2/s1の

励起光を照射しながら同様に飽和パスル光を照射した際の蛍光強度（Fmʼ）を測定した。ま

た励起光のもとで定常状態となった蛍光強度、および励起光停⽌後の蛍光強度をそれぞれ、

Fs、Foʼとした。以上の測定値を⽤いて、各種蛍光パラメーターの算出を以下の⽅法で⾏っ

た。 

 最⼤量⼦収率 Fv/Fm = （Fm ‒ Fo） / Fm 

 光化学消光 qP = （Fm' ‒ Fs） / （Fm' ‒ Fo'） 

 ⾮光化学消光 NPQ = （Fm ‒ Fm'） / Fm' 

 実効量⼦収率 ФII = （Fm' ‒ Fs） / Fm' 

 

2.2.9 クロロフィル含量の定量 
 植物試料を 80 %アセトン（v/v）で破砕することでクロロフィルの抽出を⾏い、12,000 × 

g、4 ℃で 5 分間遠⼼分離した上澄を、分光光度計（U-0080D、HITACHI）を⽤いて吸光

度を測定した。全クロロフィル量の算出は以下の式に従った（Porra, 2002）。 

 全クロロフィル （nmol/mL） = 19.54 * （A646.8 − A720） + 8.29 * （A663.2 − A720） 

 

2.2.10 スクロース含量の定量 
 可溶性の糖の抽出は、植物試料を 80 %エタノール（v/v）で破砕した後、80 ℃、10 分間

のインキュベートにより⾏った。2,500 × g、10 分間の遠⼼分離処理後の上澄を窒素ガス留
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去下で溶媒を揮発させ、新たに 50 %（v/v）クロロホルムを加えボルテックスして得られた

上層（⽔層）を定量に⽤いた。グルコースの定量には、Glucose Colorimetric/Fluorometric 

Assay Kit（Bio Vision）を⽤いた。 スクロース定量には、Invertase Solution from Yeast（Wako）

を 50 %（v/v）の終濃度になるように加え 25 ℃で 1 時間反応させた試料を⽤いて、上記の

⽅法に従ってグルコース定量を⾏った。Invertase 処理を⾏った際のグルコース含量から

Invertase 未処理のグルコース含量を引くことで、スクロース含量を算出した。 

 

2.2.11 スクロースの根からの吸収および脂質代謝への取込活性の測定 
 スクロースの根からの吸収にあたっては、Lei et al.（2011）を参照した。スクロースを添

加していない MS 培地で 2 週間⽣育させた植物体を MS 液体培地（pH 5.7）に根が浸かる

よう 30 分インキュベートした後、0.1 %（w/v）スクロース中に 14C でラベルされたスクロ

ース（0.5 mCi/mL）を含む MS 液体培地に移しさらに 2 時間インキュベートを⾏った。試

料を 1 %（w/v）スクロースで２回洗浄し、根を切除して、地上部に取り込まれた 14C をシ

ンチレーションカウンター（LS6500, Beckman）を⽤いて測定した。また、試料から抽出し

た脂質はシリカゲルプレートを⽤いた薄層クロマトグラフィー（アセトン／トルエン／⽔

＝136：45：13、v/v/v）によって分画し、各脂質種のスポットにおける放射活性をフルオロ

イメージアナライザー（FLA-7000, Fujifilm）で測定した。 
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2.3 結果 

2.3.1 スクロース添加培地におけるシロイヌナズナ野⽣株の遺伝⼦発現応答 
 はじめに、シロイヌナズナにおいてリン⽋乏時の膜脂質転換に寄与する遺伝⼦群の、培地

へのスクロース添加に対する応答機構を調べるため、1 %（w/v）スクロースを添加した MS

培地（以後、スクロース添加培地または+suc と記載する）、またはスクロース添加時と同じ

浸透圧となるように 0.53 %（w/v）マンニトールを添加した MS 培地（以後、対照培地ま

たは-suc と記載する）においてシロイヌナズナ野⽣株（WT）を⽣育させ、定量的 RT-PCR

法を⽤いて植物体地上部および根における遺伝⼦発現量を解析した（図 2-1）。対象とした

遺伝⼦は、MGD1、MGD2、MGD3、DGD1、DGD2、NPC5、SUC2、IPS1、At4 の 9 つ

である。 

 対照培地⽣育時に対する、スクロース添加時の植物体地上部における遺伝⼦発現解析の

結果（図 2-1（A））、スクローストランスポーターをコードする SUC2 の発現量が 2 倍程度

に上昇していた。SUC2 は通常、ソース器官（主に光合成器官）からシンク器官（主に根な

ど）への炭素同化産物の輸送において、スクロースを師管へと積み込む機能を担っている

（Sauer et al., 1994; Truernit and Sauer, 1995）。⼀⽅、SUC2 の機能が亢進した植物体であ

る hps1 は培地からのスクロースの取り込み活性が増加することから、培地中のスクロース

の根からの吸収および輸送にも寄与していると考えられている（Lei et al., 2011）。A-type 

MGDG 合成酵素をコードするMGD1 はスクロース添加による発現変動が⾒られなかった

のに対し、B-type MGDG 合成酵素をコードする MGD2 および MGD3 は 2 倍程度の発現

上昇を⽰した。DGDG 合成酵素をコードする DGD1 と DGD2、PC の極性頭部を加⽔分

解する NPC5 （Gaude et al., 2008）はいずれもリン⽋乏に発現応答を⽰し、リン⽋乏時の

膜脂質転換に寄与することが知られている脂質代謝酵素遺伝⼦であるが（Härtel et al., 2000; 

Kelly and Dörmann, 2002; Kelly et al., 2003; Gaude et al., 2008）、これら 3 遺伝⼦はいずれ

もスクロース添加による植物体地上部での発現変動が⾒られなかった。⼀⽅、リン⽋乏に応

答するノンコーディング遺伝⼦である IPS1 および At4（Martín et al., 2000; Rubio et al., 

2001; Bari et al., 2006; Narise et al., 2010）の植物体地上部における発現量は、スクロース添

加による増加が⾒られた（図 2-1（A））。 
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 また、根におけるスクロース添加時の遺伝⼦発現解析の結果（図 2-1（B））、MGD2 お

よび MGD3 の発現上昇に加えて、DGD2 と NPC5 に関しても発現量の増加がみられた。

また、地上部においてスクロース添加時に発現上昇がみられた SUC2、IPS1、At4 の遺伝⼦

については、根における発現変動を⽰さなかった。 

 以上の結果から、リン⽋乏時の膜脂質転換に寄与する遺伝⼦の⼀部がスクロース添加に

応答した発現上昇を⽰すことがわかった。また、スクロース添加の遺伝⼦発現への影響は植

物体地上部と根で異なっており、器官特異的な制御機構が働いていることが⽰唆された。 

 

2.3.2 スクロース添加培地における MGD3 ⽋損株の⽣育 
 ⽣育培地へのスクロース添加は、植物の⽣育を促進させることが知られている

（Karthikeyan et al., 2007）。そこで次に、スクロース添加によって地上部および根の両⽅で

遺伝⼦発現量が増⼤していた MGD3 に着⽬し、スクロース添加時にみられる植物の⽣育促

進における、B-type MGDG 合成酵素の寄与を検証するための実験を⾏った。スクロース添

加培地または対照培地において WT およびシロイヌナズナ MGD3 ⽋損株（mgd3）を⽣育

させ、新鮮重量を地上部と根に分けて測定した（図 2-2）。 

 対照培地において⽣育を⾏った場合には、植物体地上部および根における WT と mgd3

の新鮮重量にいずれも差異は認められなかったのに対し、スクロース添加培地において⽣

育を⾏った場合の mgd3 の新鮮重量は、地上部が WT の 90 % 程度、根が WT の 86 % 程

度にそれぞれ減少していた。  

 この結果から、スクロース添加⽣育時の植物の⽣育促進に MGD3 が寄与していることが

⽰唆された。 

 

2.3.3 シロイヌナズナ MGD3 過剰発現株の作出 
 スクロース添加培地での⽣育時における MGD3 の機能をさらに解析するために、シロイ

ヌナズナ MGD3 過剰発現株の作出を⾏った。WT を遺伝的バックグラウンドとして、植物

細胞において恒常的に発現する 35S-CaMV プロモーター下流に、終始コドンを除く MGD3

の全⻑塩基配列と、その C 末端に GFP 配列を付与したコンストラクト（以後、MGD3-GFP
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と記載）を作成し、アグロバクテリウムを⽤いて形質転換を⾏った（以後、MGD3 過剰発

現株または OE と記載する）。この中から MGD3-GFP の発現量がとくに⾼かった 2 つの

ライン、OE3 と OE7 を選抜した。定量的 RT-PCR 法を⽤いた遺伝⼦発現解析の結果、ス

クロース添加培地で⽣育した OE3 および OE7 においては、WT に対する MGD3 の相対

発現量が、それぞれ約 100 倍と約 500 倍に増加していた（図 2-3）。また、いずれのライン

も地上部と根における過剰発現の程度に差は⾒られなかった。 

 次に、過剰発現させた MGD3-GFP のタンパク質レベルでの蓄積および細胞内局在を確

認するため、抗 GFP 抗体を⽤いたウェスタンブロット法によって MGD3-GFP タンパク

質の発現解析を⾏った（図 2-4（A）（B））。植物体から抽出した全抽出画分タンパク質を⽤

いたウェスタンブロット解析の結果、OE3 と OE7 は、植物体地上部と根の双⽅において

MGD3-GFP タンパク質を⾼蓄積していることが⽰された（図 2-4（A））。また、このウェ

スタンブロット解析に⽤いた全抽出画分タンパク質の CBB 染⾊結果を図 2-4（B）に⽰し

た。OE7 は OE3 と⽐較して、mRNA と同様にタンパク質も⾼蓄積していることが⽰され

たので、以降の解析には OE7 を主に⽤いた。図 2-4（A）において 75 kDa 付近に 2 本のバ

ンドが⾒られた理由としては、MGD3 の CDS 配列において翻訳開始点から 183bp 下流に

存在する ATG から翻訳が始まった場合に想定されるタンパク質の分⼦量が下⽅のバンド

サイズとほぼ等しいことから、⼀部、MGD3-GFP の全⻑配列を有していないタンパク質が

翻訳されている可能性が考えられた。しかしながら、下流の開始コドンから翻訳が始まった

場合にもフレームシフトのない、活性部位を有する MGD3-GFP がつくられると予想され

たこと、また、上⽅の⽬的バンドが⼗分に検出されていたことから、これらの植物体におい

て MGD3-GFP の過剰発現は達成されているものと考えた。 

 次に、遠⼼分離による可溶性画分と膜画分の分画によって、OE7 における MGD3-GFP

の細胞内局在を調べた（図 2-4（C）（D））。OE7 全抽出画分を 3,000 × g での遠⼼分離に

よって沈殿（チラコイド膜濃縮画分、レーン 1）と上澄（レーン 2）に分画し、さらにレー

ン 2 の画分を 125,000 × g での超遠⼼分離によって、沈殿（ミクロソーム膜画分、レーン

3）および上澄（可溶性画分、レーン 4）とに分画した。これらのタンパク質画分を⽤いて

ウェスタンブロット解析を⾏った結果、MGD3-GFP は可溶性画分には少なく、主にミクロ
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ソーム膜画分（レーン 3）に蓄積していることが⽰された（図 2-4（C））。また、図 2-4（D）

には、同サンプルに対する対照実験として⾏った CBB 染⾊結果を⽰した。 

 ミクロソーム膜画分は葉緑体包膜や細胞膜、⼩胞体膜などの、チラコイド膜以外の⽣体膜

から主に構成されている。そこでさらに、MGD3-GFP の葉緑体包膜上における局在を確認

するため、OE7 から無傷葉緑体の単離を⾏った。OE7 植物体をブレンダーで破砕した抽出

液（総タンパク質、レーン 1）を 2,000 × g での低速遠⼼にかけることによって得られた

上澄（⾮無傷葉緑体画分、レーン 2）と沈殿（無傷葉緑体画分、レーン 3）に分画し、抗 GFP

抗体を⽤いたウェスタンブロットによって MGD3-GFP の検出を⾏った（図 2-5（A））。そ

の結果、過剰発現させた MGD3-GFP の⼤部分は破砕された葉緑体包膜断⽚などを含む画

分（レーン 2）に検出されたが、無傷葉緑体画分（レーン 3）にも検出された。また、レー

ン 3 が無傷葉緑体画分であることを、チラコイド膜に局在する LHCB6（Light-harvesting 

chlorophyll a/b-binding protein）に結合する抗体を⽤いたウェスタンブロットによって確認

した（図 2-5（B））。 

 続いて、過剰発現させた MGD3-GFP が MGDG 合成活性を有していることを確認する

ために、WT と OE7 のミクロソーム膜画分タンパク質を⽤いたガラクト脂質合成活性の測

定を⾏った（図 2-6）。ガラクト脂質合成活性の測定には、MGDG 合成の基質として、ジア

シルグリセロールと共に 14C でラベルした UDP-ガラクトースを⽤いた。OE7 由来のミク

ロソーム膜画分の MGDG 合成活性は、WT 由来のミクロソーム膜画分と同程度であった

が、これは通常⽣育時の主要な MGDG 合成酵素である MGD1 の活性によるものであると

考えられた。⼀⽅、OE7 の DGDG 合成活性は WT に対して有意に増加していた。リン⽋

乏時にMGD3 によって葉緑体外包膜上で合成されるMGDG は速やかにDGDG 合成の基

質として使われることを考慮すると、⼀連の結果より、過剰発現させた MGD3-GFP は葉

緑体包膜に局在し、MGDG 合成活性を有する形で機能していると考えられたため、この

MGD3-GFP 過剰発現株を⽤いてさらなる解析を⾏うことにした。 

 

2.3.4 スクロース添加培地における MGD3 過剰発現株の⽣育 
 MGD3 過剰発現株として得られた OE3 および OE7 を、スクロース添加培地（+suc）ま
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たは対照培地（-suc）において⽣育させ、WT との新鮮重量⽐較を⾏った（図 2-7）。 

 地上部の新鮮重量⽐較の結果、スクロース添加培地で⽣育した OE3 および OE7 の新鮮

重量は、WT に対してそれぞれ約 13 % および約 14 % 程度増加していた。対照培地での

⽣育時は、OE7 が WT と同程度の新鮮重量を⽰したのに対し、OE3 は 26 % 程度の増加

を⽰した（図 2-7（A）（B））。 

 根の新鮮重量⽐較の結果、OE7 はスクロース添加の有無にかかわらず WT と同程度の新

鮮重量を⽰したのに対し、OE3 では対照培地での⽣育時にのみ WT に対して新鮮重量の増

加が⾒られた（図 2-7（C）（D））。 

 以上の結果から、OE3 と OE7 の間で根の表現型の違いは⾒られたものの、いずれの

MGD3過剰発現株もスクロース添加培地で⽣育した際の地上部新鮮重量が増加していたこ

とから、スクロース添加時における植物体地上部⽣育促進への MGD3 の寄与が⽰唆され

た。このことは、スクロース添加培地で⽣育させた mgd3 が、WT に対して地上部新鮮重

量の減少を⽰した結果を⽀持した（図 2-2）。 

 

2.3.5 スクロース添加培地におけるシロイヌナズナの膜脂質組成 
 リン⽋乏が膜脂質組成に与える影響については既に多くの先⾏研究が存在するが、⽣育

培地へのスクロース添加の有無が植物の膜脂質組成に与える影響についての詳細な解析は

なされていなかった。そこで次に、スクロース添加培地（+suc）および対照培地（-suc）に

おいて⽣育させた WT および OE7 の膜脂質組成解析を⾏った（図 2-8）。 

 まず、スクロース添加培地と対照培地で⽣育させた WT 地上部の膜脂質組成を⽐較する

と（図 2-8（A））、スクロース添加時に DGDG が有意に増加（約 2.0 %）したのに対し、

DGDG 合成の前駆体である MGDG は減少（約 3.4 %）していた。また、OE7 の地上部膜

脂質組成をスクロース添加の有無で⽐較した場合にも、WT と同様にスクロース添加時の

DGDG の増加（約 4.4 %）と、MGDG の減少（約 2.6 %）が⽰された。スクロース添加培

地で⽣育させた OE7 における MGD3 の発現量は、リン⽋乏時の WT でみられる発現応答

と同程度かそれ以上であった（図 2-3；Narise et al., 2010）。しかし、リン⽋乏時の WT に

おいては通常⽣育時と⽐較して DGDG が 15 % 近く増加するのに対し（Kobayashi et al., 
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2009）、スクロース添加培地で⽣育した WT と OE7 それぞれの地上部の総膜脂質組成を⽐

較すると DGDG の増加量は僅かであり（3 %以下）、統計的有意差はみられなかった（図

2-8（A））。 

 リン⽋乏時に増加する DGDG は葉緑体外の⽣体膜に蓄積することが知られている

（Andersson et al., 2003, 2005; Jouhet et al., 2004）。そこで次に、スクロース添加時の OE7

地上部の膜脂質組成において僅かに増加していた DGDG が葉緑体外の⽣体膜に蓄積して

いるかを検証するために、葉緑体チラコイド膜以外の⽣体膜を濃縮したミクロソーム膜画

分の脂質組成を解析した（図 2-8（B））。通常⽣育時、チラコイド膜における MGDG と

DGDG の構成⽐は 2:1 である（Poincelot, 1973）。このため、WT のミクロソーム膜画分に

おいてそれぞれ約 16 %と約 8 %を占めていた MGDG と DGDG は、チラコイド膜の混⼊

を⽰していると考えられた。⼀⽅、OE7 のミクロソーム膜画分においても WT と同程度（約

16 %）の MGDG の混⼊がみられたのに対し、DGDG は 13 %程度を占めていた。このこ

とから OE7 のミクロソーム膜画分において有意に増加していた DGDG は、葉緑体チラコ

イド膜以外の⽣体膜に蓄積していることが⽰唆された。 

 次に、根の膜脂質組成解析の結果をみると、対照培地で⽣育した WT と OE7 の⽐較、ま

たはスクロース添加培地で⽣育した WT と OE7 の⽐較において、いずれの⽣育条件にお

いても OE7 の根は WT に⽐べて DGDG を多く蓄積していることがわかった。⼀⽅、WT

と OE7 いずれの植物体においても、対照培地⽣育時に対する、スクロース添加時の DGDG

増加は認められなかった（図 2-8（C））。 

 また、全脂肪酸量についてはスクロース添加の有無、および地上部・根という器官の違い

にかかわらず、WT と OE7 の間に差異は認められなかった（図 2-9）。 

 

2.3.6 MGD3 過剰発現株における無機リン酸およびクロロフィル含量と光

合成活性 
 リンを含まない培地で⽣育させた植物体の無機リン酸含量は著しく減少する（Narise et 

al., 2010）。リン⽋乏条件下で⽣育した植物は⽣体膜中のリン脂質を分解することで、他の

⽣体反応に必要なリンを供給し、リンの利⽤効率を⾼めていると考えられている。そこで次
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に、スクロース添加時にみられた DGDG の増加がリンの利⽤効率に及ぼしている影響を

調べる解析を⾏った。スクロース添加培地（+suc）と対照培地（-suc）で⽣育させた WT と

OE7 における細胞中の遊離の無機リン酸含量を測定した結果、WT と OE7 は、地上部と根

のいずれの部位においても、同程度の無機リン酸を含有していることが⽰された（図 2-10

（A））。このことから、DGDG の増加は、細胞内のリンの利⽤効率には影響を与えていな

いことが⽰唆された。 

 次に、スクロース添加培地（+suc）と対照培地（-suc）において⽣育させた WT および

OE7 のクロロフィル含量を測定した（図 2-10（B））。クロロフィル含量に関しても、WT

と OE7 の間に差は⾒られなかった。また、スクロース添加培地において⽣育させた WT お

よび OE7 を⽤いて、PAM クロロフィル蛍光測定法による光合成活性測定を⾏った（表 2-

2）。クロロフィル蛍光強度から算出した、最⼤量⼦収率（Fv / Fm）、光化学消光（qP）、⾮

光化学消光（NPQ）、実効量⼦収率（φII）、いずれの光合成活性パラメーターについても

WT と OE7 の間に違いは⾒られなかった。 

 以上の結果より、スクロース添加条件下における OE7 の⽣育促進の直接の原因は、リン

の利⽤効率や光合成活性の上昇によるものではないことが⽰唆された。 

 

2.3.7 MGD3 過剰発現株におけるスクロース代謝の解析 
 スクロースは植物体内で同化された炭素の主要な輸送形態である（Lemoine, 2000）。OE7

はスクロース添加条件下において⽣育が促進されるが、クロロフィル含量および光合成活

性には WT と⽐較して差が⾒られなかった（図 2-10、表 2-2）。そこで次に、細胞分裂周期

とトレハロース-6-リン酸の代謝に関わる幾つかの遺伝⼦の発現量を定量的 RT-PCR 法を

⽤いて解析した（図 2-11）。トレハロース-6-リン酸の含量および代謝の活性化は、スクロ

ース添加時の植物体⽣育促進に関連することが知られている（Zhang et al., 2009; Debast et 

al., 2011; Delatte et al., 2011; Martínez-Barajas et al., 2011）。しかし、いずれの遺伝⼦発現量

に関しても WT と OE7 の間に差異は認められなかった。 

 これまでの解析結果から、OE7 のスクロース添加培地における⽣育促進は、根からのス

クロースの吸収量の増⼤や、吸収したスクロースの代謝効率の上昇に起因しているのでは
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ないかと考え、これを検証する実験を⾏った。まず、WT と OE7 の植物体地上部および根

におけるスクロース含量を定量した（図 2-12）。対照培地（-suc）で⽣育させた OE7 のス

クロース含量は、地上部または根のいずれの部位においても WT と同程度であったのに対

し、スクロース添加培地（+suc）で⽣育させた際には、OE7 の地上部におけるスクロース

含量は、WT の 75 % 程度に低下していた（図 2-12（A））。スクロース添加培地で⽣育した

植物体は対照培地⽣育時と⽐較して、特に地上部におけるスクロース含量の増加が顕著で

あり、WT は対照培地の約 2.2 倍にまでスクロース含量が増加していた。これに対してスク

ロース添加培地で⽣育した OE7 の地上部スクロース含量は対照培地⽣育時の約 1.7 倍であ

り、このことが WT と OE7 のスクロース添加培地⽣育時の植物体地上部スクロース含量

の差となって現れたと考えられた。⼀⽅、スクロース添加培地および対照培地それぞれの⽣

育条件における、WT と OE7 の根が含有するスクロースの量には差が⾒られなかった（図

2-12（B））。 

 この結果を受け、OE7 において観察された地上部でのスクロース含量減少の原因を解明

するため、14C で放射性標識したスクロースを根から吸収させる実験を⾏った（図 2-13）。

放射活性を有するスクロースを含む液体培地上で植物体を 2 時間静置した後に地上部と根

を切り離し、地上部に輸送されたスクロースの放射活性を測定したところ、根から吸収され

たスクロースの量には WT と OE7 の間に有意差はみられなかった（図 2-13（A））。次に、

根から吸収されたスクロースの脂質代謝への取り込み活性を⽐較した（図 2-13（B））。スク

ロース処理後に植物体地上部から抽出した各脂質種の放射活性をみると、ガラクト脂質だ

けでなく各種リン脂質にも、スクロース由来の 14C が多量に含まれていた。このことから、

根から吸収されたスクロースは速やかに単糖に分解され、脂肪酸部位またはグリセロール

⾻格を構成する炭素源として脂質代謝に広く利⽤されていることが⽰唆された。根から吸

収したスクロースに由来する各脂質種の 14C の放射活性を⽐較したところ、OE7 において

はDGDGに取り込まれた14Cの割合がWTと⽐較して有意に増⼤していた（図2-13（B））。

この結果から、OE7 は WT と同程度のスクロースを根から吸収しながら、活性化された葉

緑体外包膜上でのガラクト脂質代謝経路へスクロース由来の炭素源をより優先的に供給し

ていることが⽰唆された。 
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 スクロース由来の炭素は細胞内の様々な代謝に利⽤される。本実験では代謝産物の網羅

的な解析は⾏っていないため、OE7 において観察された地上部でのスクロース含量減少の

原因が DGDG 合成の活性化によるものであると断定することはできない。しかしながら、

スクロース添加条件で⽣育した OE7 が DGDG を多く蓄積していたことと併せて考えると

（図 2-8）、根から吸収したスクロースをガラクト脂質合成の基質として優先的に⽤いたこ

とが、OE7 の地上部におけるスクロース含量減少の原因の⼀つであると考えられた。 
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2.4 考察 
 スクロース添加に応答したシロイヌナズナ野⽣株（WT）の植物体地上部における遺伝⼦

発現解析の結果、スクローストランスポーターである SUC2 に加えて、B-type MGDG 合

成酵素遺伝⼦をコードする MGD2 および MGD3、リン⽋乏に応答する IPS1 と At4 の発

現量が上昇していた。このことから、スクロース添加時における、リン⽋乏に類似した遺伝

⼦発現誘導機構の存在が⽰唆された。⽣育培地へのスクロースの添加がリン⽋乏と類似し

た遺伝⼦発現応答を引き起こす例は過去にも報告があり（Hammond et al., 2003; Vance et 

al., 2003; Wu et al., 2003; Misson et al., 2005; Müller et al., 2005, 2007; Hammond and White, 

2008）、今回の結果はこれらの既報を⽀持した。しかし、リン⽋乏に応答し膜脂質転換に寄

与する DGD1、DGD2、NPC5 は、スクロース添加に応答した地上部での発現上昇を⽰さ

なかった（図 2-1）。このことから、スクロース添加は WT において、リン⽋乏時の膜脂質

転換に寄与する脂質代謝酵素遺伝⼦の全てに対して発現誘導を引き起こすわけではないこ

とが明らかとなった。 

 シロイヌナズナの hps1 変異体は、SUC2 の機能が亢進した点変異導⼊植物体であり、ス

クロース添加培地で⽣育させた際の植物体地上部および根におけるスクロース含量が増加

することが知られている（Lei et al., 2011）。hps1 変異体はリン⽋乏に⾼感受性を⽰し、ま

たリン⼗分条件においてもリン⽋乏と同様の表現型を⽰すことから（Lei et al., 2011）、スク

ロースはリン⽋乏応答を誘導するグローバル制御因⼦であると考えられている。hps1 変異

体のマイクロアレイ解析の結果では、リン⽋乏応答性遺伝⼦として知られているうち、約

70 % の遺伝⼦が通常時から発現誘導されていた。中でも MGD3 は、hps1 変異体において

⾼発現しているリン⽋乏応答性遺伝⼦の上位 20 遺伝⼦に⼊っていた。⼀⽅で DGD1 およ

び DGD2 の遺伝⼦発現量は hps1 変異体において WT と同程度、NPC5 は WT の 5 分の 1

に発現が低下していた（Lei et al., 2011）。リン⽋乏時にはこれらの遺伝⼦が協調的に発現誘

導されることで、膜脂質転換が促進されている（Benning and Ohta, 2005; Nakamura, 2013）。

今後はスクロース添加条件下での遺伝⼦発現の時間的変動など、より詳細な解析が必要で

あるが、スクロース添加に対する応答とリン⽋乏に対する応答においては、類似しながらも

それぞれに異なる調節機構が働いていると考えられる。 
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 スクロース添加⽣育時における MGD3 の機能を調べるため解析に⽤いた、MGD3-GFP

を恒常的に過剰発現させた形質転換シロイヌナズナ（OE3 および OE7）について、当研究

室の下村によって、リン⽋乏条件下での⽣育および膜脂質組成が解析されている（下村, 修

⼠論⽂, 2011）。その際の⽣育条件にはいずれも、本研究におけるスクロース添加条件と同

様の 1 %スクロースを含む培地を⽤いていた。下村は、リン⼗分およびリン⽋乏条件にお

いて OE3 および OE7 の地上部新鮮重量が WT と⽐較して増加していること、またリン⼗

分時の DGDG 含量が WT（約 15 %）に対して、OE3（約 18 %）および OE7（約 20 %）

では増加傾向にあることを⽰している。また、新鮮重量および DGDG 含量においては、

OE3 は WT と OE7 の中間的値を⽰していた。⼀⽅、下村はスクロースを培地に加えない

⽣育条件での解析は⾏っていなかった。本研究においても OE3 および OE7 は、スクロー

ス添加培地において⽣育させた際の植物体地上部の新鮮重量が WT よりも増⼤していた

（図 2-7）。また、本研究によって、WT と⽐較した OE7 の新鮮重量および DGDG 含量の

増加は、スクロース添加時特異的な現象であることが明らかとなった（図 2-7; 図 2-8）。加

えて、MGD3 を⽋損したシロイヌナズナ（mgd3）は、スクロース添加培地における⽣育時

に、WT と⽐較して地上部の新鮮重量が減少していた（図 2-2）。スクロース添加に応答し

て MGD3 の発現量が増⼤することと併せて考えると（図 2-1）、スクロース添加時の⽣育

促進への MGD3 の寄与が強く⽰唆された。 

 OE7 における MGD3 の発現量は、リン⽋乏時にみられる誘導と⽐較すると、同程度か

それ以上であった（図 2-3；Narise et al., 2010）。しかし、リン⽋乏時には、膜脂質組成に占

める DGDG がリン⼗分時と⽐べて 15 % 程度増加するのに対し、OE7 の膜脂質組成に占

める DGDG の増加量は、WT と⽐較して 3 %以下であった（図 2-8（A）；Kobayashi et al., 

2009）。OE7 の膜脂質組成において、遺伝⼦発現量から期待されたほどには DGDG が増加

していなかった理由として、⼆つの原因が考えられた。⼀つは、ガラクト脂質合成経路にお

ける MGD3 の下流、すなわち DGDG 合成の活性化が伴っていなかった点である。DGDG

合成酵素遺伝⼦をコードした DGD1 および DGD2 の地上部における発現量は、スクロー

ス添加に応答を⽰さなかった（図 2-1（A））。MGDG 合成に対して DGDG 合成が追いつ

かない場合、膜脂質中への MGDG の蓄積が起こると考えられる。しかしながら、MGDG
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は極性頭部が⼩さく、⼆分⼦膜構造を形成することができない⾮ラメラ脂質であるため、

MGDG の細胞膜への⾼蓄積は細胞毒性を⽰すと考えられている（Murphy, 1986）。実際に、

形質転換により MGDG を⾼蓄積した⼤腸菌は細胞膜表⾯が荒くなる表現型を⽰し、細胞

分裂に異常をきたすことが報告されている（Gad et al., 2001）。DGDG がそれほど増加し

なかった OE7 においては、前駆体となる MGDG にも増加が認められなかったことから、

植物細胞内において葉緑体外の⽣体膜への MGDG の⾼蓄積を妨げるような何らかのフィ

ードバック制御が存在する可能性がある。 

 OE7 において DGDG の⼤幅な増加が⾒られなかった原因の⼆つ⽬として考えられたこ

とは、ガラクト脂質合成経路における MGD3 の上流部分、すなわちリン脂質の分解による

ガラクト脂質合成への基質供給が活性化されていなかった点である。リン⽋乏時の膜脂質

転換では、ガラクト脂質合成の活性化に伴ってリン脂質の分解も促進される。その結果とし

て DGDG が増加する反⾯、PC や PE が⼤幅に減少する（Essigmann et al., 1998; Härtel and 

Benning, 2000; Tjellström et al., 2008）。植物体地上部において、スクロース添加に応答した

NPC5 の発現上昇は⾒られなかった（図 2-1（A））。また、スクロース添加時の膜脂質組成

においては、WT と OE7 の双⽅がスクロース添加に応答して DGDG を増加させたのに対

し、PC および PE の減少は⾒られなかった（図 2-8（A））。これらの結果から、スクロース

添加時の OE7 においては、MGDG 合成以外の脂質代謝全体のフローが協調的に活性化さ

れていなかったために、リン⽋乏時の膜脂質転換のような DGDG の⼤幅な増加が起こら

なかったと考えられる。 

 WT と OE7 の遊離無機リン酸含量（図 2-10（A））、クロロフィル含量（図 2-10（B））、

および光合成活性（表 2-2）には差が⾒られなかった。ところが、WT と OE7 の植物体ス

クロース含量を定量したところ、OE7 の地上部のスクロース含量が WT と⽐較して有意に

減少していた（図 2-12）。また、WT と OE7 の根からのスクロース吸収量には差が⾒られ

ず（図 2-13（A））、OE7 はスクロース由来の炭素をより優先的に DGDG 合成に利⽤して

いたことから（図 2-13（B））、B-type MGDG 合成酵素を介した葉緑体外包膜におけるガラ

クト脂質合成は、炭素源としての糖を優先的に膜脂質合成に利⽤することで、スクロース添

加培地における植物体地上部の⽣育促進に寄与していたと考えられる。 
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 培地へのスクロース添加によって植物体内に利⽤可能な糖が増加すると、細胞内のトレ

ハロース-6-リン酸（T6P）の含量が増加することが知られている（Schluepmann et al., 2004; 

Lunn et al., 2006）。T6P は成⻑組織において SnRK1（SNF1-related protein kinase）の触媒

活性を阻害することで、1000 を超える数の遺伝⼦発現に影響を及ぼす（Zhang et al., 2009; 

Debast et al., 2011; Delatte et al., 2011; Martínez-Barajas et al., 2011; Baena-González et al., 

2007; Nunes et al., 2013）。しかし、MGD3 が SnRK1 によって制御されるという知⾒は報

告されておらず、また OE7 において T6P 代謝や SnRK1 を介したシグナル伝達に関わる遺

伝⼦の発現量に変動が⾒られなかったことから（図 2-11）、本研究でみられたスクロース添

加時における MGD3 過剰発現株の地上部⽣育促進は、SnRK1 を介した経路とは異なる制

御機構によって誘導されていたと考えられる。 

 リン⽋乏時の細胞内リンの減少に加えて、糖が増加すると植物はより強いリン⽋乏応答

を誘導するようになることから、植物細胞内におけるリンと糖の含有量⽐がリン⽋乏の検

知や発現制御において重要な役割を果たしていると考えられている（Lei and Liu, 2011）。 

また、本研究で得られた結果から、スクロース添加⽣育時には B-type MGDG 合成酵素が、

過剰な糖の分解によって供給された炭素源を基質としてガラクト脂質合成を活性化してい

ることが⽰唆されたことで、B-type MGDG 合成酵素を介したガラクト脂質合成が、リン⽋

乏適応時において担う⽣理的役割が新たに推察された。⼀つは、過剰な糖をガラクト脂質合

成の炭素源として消費することで植物組織内における利⽤可能なリンと糖のバランスを適

切な範囲内に保つ働きであり、もう⼀つは、植物の⽣育に伴って需要が増⼤する膜の構成要

素として DGDG を供給することで、糖過剰な条件での⽣育促進に寄与するという働きで

ある。これらの検証にはさらなる実験と議論を重ねる必要があるが、リン⽋乏からリンを再

供給した際のシロイヌナズナの脂質組成解析結果もこの仮説を⽀持している。リン再供給

後には DGDG の速やかな分解が起こり、その分解量はリン脂質の合成量をはるかに上回

ることから、リン⽋乏時に蓄積する DGDG にはリン脂質を代替する役割の他に、炭素の貯

蔵源としての機能を有することが⽰唆されている（藤原ら、投稿準備中）。本研究は MGD3

の⽣理機能に関する新たな知⾒を報告するとともに、リンと糖のバランス、およびガラクト

脂質代謝と植物体⽣育の関係性を解き明かす⽷⼝を⽰すことができたと考えている。 
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2.5 表および図 
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第3章	 酸性ストレス条件下におけるシロイヌナズナの糖脂質代謝
の解析 

 

 

3.1 序 
 ⼟壌の酸性化は植物の⽣育に⼤きな影響を及ぼす。その⼀つが序論において紹介した通

り、アルミニウムの活性化によるアルミニウムストレスの誘発であり、その耐性獲得に関わ

る分⼦機構を含め、現在までに多くの知⾒が蓄積されてきた。その⼀⽅で、⼟壌の質やアル

ミニウムの含有量によっては、アルミニウムイオンが植物に対して毒性を⽰さないと考え

られる酸性⼟壌も存在する（Shavrukov and Hirai, 2016）。酸性ストレス単体でも植物の根

の⽣育を著しく阻害することが知られており（Koyama et al., 2001）、また、アルミニウム耐

性を⽰す植物体が、必ずしも酸性ストレスへの耐性を⽰さないことから（Ikka et al., 2007）、

酸性ストレスはアルミニウムストレスとは独⽴した環境ストレスとして植物に感知されて

いることが⽰唆されている。 

 酸性ストレスよって過剰なプロトン（ヒドロニウムイオン；H3O+）にさらされた植物の

根では、まずプロトンポンプの活性化が起こるとされている。細胞質の pH を中性付近に保

つため、過剰なプロトンが細胞外または液胞へと輸送される（Yan et al., 1998）。それでも

細胞質にプロトンの蓄積が起こると、つづく酸性ストレス応答性のシグナル伝達が活性化

される。シロイヌナズナを pH 4.5 の酸性条件に 1〜8 時間さらした際のトランスクリプト

ーム解析の結果、酸性に対する遺伝⼦発現応答のプロファイルは、オーキシンやサリチル

酸、ジャスモン酸を介したシグナル伝達経路と類似していることが明らかにされている

（Lager et al., 2010）。また実際に、酸性条件で⽣育した植物はオーキシンを蓄積することが

知られており（Hachiya et al., 2014）、根におけるオーキシンの蓄積がプロトンポンプの活

性化を介して酸性ストレスへの耐性付与に貢献していることも⽰されている（Inoue et al., 

2016）。また、酸性ストレスで⽣育した植物体はスクロースやグルコースといった糖を蓄積

することも知られており、糖含量の上昇が酸性⽣育条件におけるオーキシン合成を誘導し

ていると考えられている（Hachiya et al., 2014）。 
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 酸性ストレスが植物の膜に与える影響としては、膜脂質の過酸化によるマロンジアルデ

ヒドの蓄積がよく知られている（Zhang et al., 2015）。これは酸性ストレス時に蓄積する過

酸化⽔素（H2O2）などの活性酸素種（ROS）による作⽤であると考えられている。しかし、

酸性ストレス時の植物の膜脂質組成は未だ調べられた例がなかった。 

 ⽣物の酸性ストレス適応に関する研究は、植物以外にも、酸性環境を好んで⽣育する微⽣

物や、極限環境微⽣物などを⽤いても⾏われてきた。好酸性細菌 Acidiphilium 属の細菌の

多くは、脂肪酸組成においてオレイン酸（18:1）を多量に含むことが知られているが

（Okumura et al., 2015）、これは⼤腸菌やシアノバクテリアとは異なる特徴である（Marr 

and Ingraham, 1962; Murata et al., 1992）。⼀⽅で、⾼熱好酸性古細菌の脂質が⽰す特徴と

しては、環境ストレスに応答したテトラエーテル脂質の蓄積が知られている。テトラエーテ

ル脂質は膜の流動性や、プロトンを含む各種イオンの膜透過性を⼤幅に低下させる（Mathai 

et al., 2001）。加えて、⾼熱好酸性古細菌 Thermoplasma acidophilum は、pH 2 以下の強酸

性環境や 50 ℃を超える⾼温環境での⽣育時に、極性頭部に複数の糖を付加した特殊なテト

ラエーテル脂質を増加させることが報告されている（Shimada et al., 2008）。この複数の糖

を持つテトラエーテル脂質を⽤いてつくられたリポソーム膜は、他のテトラエーテル脂質

と⽐べても低いプロトン透過性を⽰したことから、極性頭部に糖を持つ脂質は、強酸性条件

において、膜を隔てたプロトン濃度勾配の維持に寄与する物理化学的な性質を有すると考

えられている。この結果に着⽬した Wang らは、糖脂質膜においてみられたプロトン透過

性低下の原因は、糖のヒドロキシル基（-OH）によって膜表⾯に形成される⽔素結合ネット

ワークによるものであると考え、ヒドロキシル基を多数結合した⼈⼯ポリマーを作成し、こ

れが低 pH 条件においてプロトンのバリアとして機能することを⽰している（Wang et al., 

2012）。 

 植物の葉緑体膜は、ガラクト脂質が構成⽐の約 8 割を占めており、⾮常に糖脂質に富ん

だ構成になっている。また、葉緑体チラコイド膜を隔ててルーメン側とストロマ側の間には

⼤きなプロトン濃度勾配が形成されており（ΔpH 2〜4 程度）、これによって⽣育に必要な

エネルギーを⽣産している（Kramer et al., 1999）。これは、ミトコンドリアにおけるΔpH

が約 1.0 であることとは⼤きく異なる（Hoek et al., 1980）。葉緑体におけるガラクト脂質の
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⽣理的な役割に関しては、ヒドロキシル基がタンパク質の安定化に寄与するとする説や

（Williams and Gounaris, 1992）、膜近傍におけるプロトン濃度を⾼めて H+-ATPase に効率

的にプロトンを受け渡しているという Hyducton 仮説など（Yoshinaga et al., 2016）、様々な

仮説が提唱されている。また、植物由来の DGDG および PC を⽤いて再構成したリポソー

ムのイオン透過性を測定した結果では、DGDG は PC と⽐較して、Cl-の透過性が減少する

⼀⽅で、Rb+の透過性が増加することが⽰されている（Webb and Green, 1989）。このこと

から、脂質組成の変化は膜のイオン透過性にも影響を及ぼすことが⽰唆されている。しかし

ながら、光合成⽣物の膜が糖脂質から構成されていることの⽣理的な意義については未知

のままである。 

 各種脂質を⽤いた膜のイオンおよびプロトン透過性を測定した報告は多く存在するが、

個々の報告において実験条件や測定値は様々であり、これらを横並びに⽐較することは難

しい。たとえば、DGDG 膜は Egg yolk 由来の PC と同等のプロトン透過性を⽰すとする報

告（Foley et al., 1988）がある⼀⽅で、DGDG と SQDG を混合したリポソーム膜は、Egg 

yolk 由来のPC とSQDG を混合したリポソーム膜に⽐べて⾼いプロトン透過性を⽰すとす

る報告もある（Baba et al., 2001）。⼀⽅で、理由は定かではないが、Egg yolk 由来の PC は

その他⽅法で精製された PC やリン脂質に対して低いプロトン透過性を⽰すことが知られ

ており（Elamrani and Blume, 1983）、DGDG もその他のリン脂質に対して低いプロトン透

過性を⽰す可能性があった。加えて、コンピュータシミュレーションによる分⼦動⼒学計算

の結果からも、糖脂質（MGDG およびモノグルコシルジアシルグリセロール）はリン脂質

（PC および PE）よりも膜の静電ポテンシャルに対して⾼い安定性を有することが予測さ

れている（Róg et al., 2007）。このことは、糖脂質膜がプロトンやイオンを透過させにくい

性質を持つことを⽰唆しており、葉緑体チラコイド膜において糖脂質の存在がプロトン濃

度勾配の維持に貢献している可能性を⽰唆していた。しかしながら、同⼀植物試料由来の糖

脂質とリン脂質のプロトン透過性を⼀つの論⽂中で⽐較した報告は⾒受けられなかった。 

 細胞内 pH とガラクト脂質合成系の関係性を⽰唆する報告として、pH の低下と Mg2+に

よる SENSITIVE TO FREEZING2（SFR2）の活性化機構に関する知⾒がある（Barnes et 

al., 2016）。SFR2 は⼆つのガラクト脂質を基質として⼀⽅から他⽅へと糖残基を転移する反
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応（GGGT 活性、galactolipid : galactolipid galactosyltransferase）を触媒しており、オリゴ

ガラクト脂質の合成を担っている酵素である。SFR2 を⽋損したシロイヌナズナは凍結スト

レスに対して⾼感受性を⽰すことから（Fourrier et al., 2008）、凍結時の葉緑体損傷が引き

起こす細胞質の pH 低下や Mg2+濃度上昇が引き⾦となり、GGGT 活性の上昇が起こると

考えられている（Barnes et al., 2016）。 

 酸性ストレスについてはリン⽋乏とも関連が深く、また農学的にも耐性獲得の分⼦メカ

ニズムの解明が望まれるが、酸性環境が植物の膜脂質代謝に与える影響については未だ⼗

分な議論がなされていない。そこで本研究では、酸性⽣育条件下における植物の膜脂質組成

に関する詳細な解析を⾏い、酸性環境に応答した植物の膜脂質代謝制御機構の存在を明ら

かにした。 
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3.2 実験材料と⽅法 

3.2.1 レシチンの調整 
 レシチンは、Asolectin from soybean（Sigma）を⽤いた。中性脂質（トリアシルグリセロ

ール；TAG）やタンパク質などを除くため、10 g のレシチンを秤量し、30 mL のクロロホ

ルムと氷冷した 180 mL のアセトンを加えて、2 時間撹拌した。その後 4 ℃で⼀晩静置し、

上澄を捨て、窒素ガスで溶媒を留去し乾燥させた。リポソームの作成にはこれをクロロホル

ムに溶かしたものを使⽤した。 

 

3.2.2 植物試料由来の DGDG 画分および PC 画分の取得 
 植物試料には、⻘果店で購⼊したホウレンソウ葉を⽤いた。DGDG 画分および PC 画分

の抽出は以下の⼿順で⾏った。まず、ホウレンソウの総膜脂質を Bligh-Dyer 法（Bligh and 

Dyer, 1959）に⼀部改変を加えた⽅法で⾏った。具体的な⼿順は以下の通りである。5 g の

植物試料を 15 mL のクロロホルム／メタノール（1 : 2, v/v）によって破砕し、1,600 × g で

5分間遠⼼分離した上澄を取得した。残渣に15 mLのクロロホルム／メタノール（1 : 2, v/v）

と 4 mL の 1 % KCl（w/v）を加えてよく撹拌し、再度 1,600 × g で 5 分間遠⼼分離して得

られた上澄を先の上澄と併せて分取した。ここに 8 mL のクロロホルムと 6 mL の 1 % KCl

（w/v）を加えてよく撹拌した後、1,600 × g での 5 分間の遠⼼分離によって得られた下層

を総脂質画分として取得した。つづいて、シリカゲルプレート（TLC Silica gel 60, Glass plates 

20×20 cm, Merck）を⽤いた薄層クロマトグラフィーによって DGDG および PC の分画

を⾏った。展開溶媒は、アセトン／トルエン／⽔ (136 : 45 : 12、v/v/v)を⽤いた。展開の終

わったシリカゲルプレートに 80 % アセトン（v/v）溶媒中で 0.01 %（w/v）に調整したプ

リムリンを吹き付け、UV 照射によって各脂質スポットを検出したのち、DGDG および PC

のスポットをそれぞれ掻き取り、DGDG はクロロホルム／メタノール (1 : 1、v/v)を、PC

はメタノールをそれぞれ抽出溶媒として⽤いて、シリカゲルからの再抽出を以下の⼿順で

⾏った。試験管に分取したシリカゲルに抽出溶媒を 2 mL 加えてボルテックスし 10 分間静

置したのち、卓上遠⼼機（TOMY、LC-100）を⽤いて 1,600 × g で 10 分間の遠⼼分離に

よってシリカゲルを沈殿させた。この上澄を分取し、沈殿に再度 2 mL の抽出溶媒を加えて
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ボルテックスし 3 分間静置したのち、1,600 × g で 10 分間の遠⼼処理によってシリカゲル

を沈殿させた。この⼿順をもう⼀度繰り返して、3 回分の上澄を再度 1,600 × g で 10 分間

の遠⼼分離にかけることで、わずかに混⼊していたシリカゲルを沈殿させた。この上澄に窒

素ガスを吹きつけて溶媒を留去し、重量を測定したのち 20 mg/mL となるよう、クロロホ

ルム／メタノール（2 : 1、v/v）に溶かした。 

 上記の⽅法によって再抽出した DGDG 画分および PC 画分のガスクロマトグラフィー

による定量と脂肪酸組成解析は以下の⼿順で⾏った。再抽出した DGDG 画分および PC 画

分は、85 ℃に熱した塩酸メタノール（Methanolic HCl, 3N、Supelco）中での 1 時間の反応

により脂肪酸メチルエステルへと変換した後、ヘキサンを⽤いて抽出し、ガスクロマトグラ

フィーによって定量を⾏った。ガスクロマトグラフィーによる定量の内部標準には既知の

濃度のペンタデカン酸を⽤いた。また、対照サンプルとして⽤いた未再抽出の DGDG およ

び PC は、シリカゲルプレートを⽤いた 2 次元薄層クロマトグラフィーによってホウレン

ソウの総膜脂質を分画することで得た。1 次元⽬の展開溶媒組成は、クロロホルム／メタノ

ール／7 N アンモニア⽔（115 : 80 : 8、v/v/v）とし、2 次元⽬の展開溶媒組成はクロロホル

ム／メタノール／酢酸／⽔（170 : 25 : 15 : 3、v/v/v/v）とした。こうして分画された DGDG

および PC のシリカゲルスポットをかき取った後、脂肪酸メチルエステルへの変換以降の

操作は上記の⽅法に従った。 

 脂質および脂肪酸の定量分析には、⽔素炎イオン化検出器（FID）を接続したガスクロマ

トグラフィー（GC-2014、Shimadzu）を⽤いた。カラムは ULBON HR-SS-10（⻑さ：25 

m、内径：0.25 mm、Shinwa）を⽤い、カラムオーブン温度は 180 ℃、検出器温度は 250 ℃

とした。キャリアガスにはヘリウムを⽤い、カラム流量を 0.53 mL/min に設定し、1 サン

プルあたりの保持時間は 20 分間とした。 

 

3.2.3 プロトン透過性測定に⽤いたリポソームの作製 
 リポソームの作製には、3.2.1 項に記述した⽅法により調製したレシチン、および 3.2.2 項

に記述した⽅法により調製した植物由来の DGDG 画分と PC 画分を⽤いた。リポソームの

作製は、以下の⼿順で⾏った。まず、試験管に 500μL のクロロホルムを分取し、脂質重量
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が 4 mg となるようにレシチン、DGDG 画分、PC 画分を所定の含量ずつ混合し、ここに

窒素ガスを吹きつけて溶媒を留去することで、試験管底にフィルム状になった脂質を得た。

ここに pH 感受性の蛍光物質であるピラニン（Tokyo Chemical Industry）を含む、300μL

の膨潤バッファー（2 mM ピラニン、5 mM リン酸⼆⽔素カリウム、100 mM 塩化カリウ

ム、1 nmol/mg・lipid バリノマイシン、⽔酸化カリウムによって pH を 7.0 に調整）を加

え、10 分間 37 ℃でのインキュベートにより膨潤させたのち、卓上超⾳波洗浄器（Branson 

3210、yamato）で 20 分間、続けて超⾳波発⽣機（UD-201, TOMY：output; 1、duty; 30）

で 60 秒間の超⾳波照射を⾏い、⼤きさの均⼀な small uni-lamellar vesicle（SUV）を得た。

これを 3,000 × g で 5 分間の遠⼼分離にかけ、不均⼀なリポソームを沈殿として除去した。

上澄はその後、透析バッファー（5 mM リン酸⼆⽔素カリウム、100 mM 塩化カリウム、

⽔酸化カリウムによって pH を 7.0 に調整）で 2 晩の透析処理（バッファー交換の⽬安は、

500 mL で２時間、1 L で 1 晩、500 mL で 8 時間の後、1 L で 1 晩）することにより、リポ

ソーム外のバッファーからピラニンを取り除いた。これを再度 3,000 × g で 5 分間の遠⼼

分離にかけた上澄をリポソームのプロトン透過性測定実験に⽤いた。 

 

3.2.4 リポソーム膜のプロトン透過性測定 
 リポソーム膜のプロトン透過性の測定にあたっては、リポソームに内包したピラニンの

蛍光励起スペクトルを、分光蛍光光度計（F-2700, HITACHI）を⽤いて測定した。100μL

のリポソーム懸濁液を 1.9 mL の酸性外部バッファー（5 mM リン酸⼆⽔素カリウム、100 

mM 塩化カリウム、塩酸によって pH を 4.5 に調整した）と混合した瞬間を 0 分とし、以

降 1、2、3、5、7、10、15、20、25、30 分後の蛍光励起スペクトル（蛍光波⻑ 510 nm）

を測定した。また、0 分時のリポソームの pH は、中性外部バッファー（5 mM リン酸⼆⽔

素カリウム、100 mM 塩化カリウム、⽔酸化カリウムによって pH を 7.0 に調整した）に

よって 10 倍に希釈した際の蛍光励起スペクトルの値を⽤いた。各時点での蛍光励起スペク

トルの測定結果から、励起波⻑ 460 nm と 400 nm における蛍光強度の⽐に対して⾃然対数

をとり、あらかじめ既知の pH に調整したピラニンの蛍光励起スペクトル測定結果から得

られた標準曲線に基づいて、各時点でのリポソーム内部の pH を算出した。標準曲線の算出
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⽅法は以下の通りである。33μM ピラニン、5 mM リン酸⼆⽔素カリウム、100 mM 塩化

カリウムを含み、pH をそれぞれ、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5 となるように調整し

たバッファーを⽤いて、蛍光波⻑ 510 nm におけるピラニンの蛍光励起スペクトルを測定

し、460 nm と 400 nm における蛍光強度の⽐に対して⾃然対数をとり、pH との⽐例関係

から標準曲線を導出した。 

 

3.2.5 酸性条件下における植物⽔耕栽培⽤培地のイオン組成の計算 
 通常条件下（pH 6.0）および酸性条件下（pH 3.5）における、1/3 MGRL 培地のイオン

組成は、Geochem-EZ（Shaff et al., 2010）を⽤いて計算した。Geochem-EZ は以下のホー

ムページからダウンロードした（http://www.plantmineralnutrition.net/geochem.php）。シ

ミュレーションのパラメーターの設定についてはマニュアルを参照し、「Convergence 

criterion」は 1e-4 に、「Number of Interactions」は 50 に、「Solids」は「none allowed」に、

そして「Fixed Ionic Strength」は 0.10 にそれぞれ設定した。 

 

3.2.6 植物試料とその⽣育条件 
 シロイヌナズナ野⽣株として Columbia-0 を使⽤した。MGD2 と MGD3 の⽋損株

（mgd2mgd3）は Kobayashi et al.（2009）と同⼀の系統を⽤いた。 

 植物体は、20 %（v/v）次亜塩素酸、0.1 %（v/v）Tween 20 で種⼦を滅菌後、0.8 %（w/v）

INA アガー、1 %（w/v）スクロースおよび 20 mM MES-KOH（pH 6.0）を含む 1/2 MS 培

地（Murashige and Skoog, 1962）上で、23 ℃、連続光条件で 10 ⽇間⽣育させた後、1/3 

MGRL 培地（Fujiwara et al., 1992）を⽤いた⽔耕栽培に植え替えを⾏った。 

 リン⼗分条件の⽔耕栽培においては、⽔耕栽培開始から 5 ⽇間は 1/3 MGRL 培地（pH

未調整、約 pH 6.0）にて⽣育を⾏った。その後、培地を交換し、以降 7 ⽇間、酸性条件で

の⽔耕栽培を⾏った。酸性条件での⽔耕栽培には、硫酸または塩酸を⽤いて pH を 3.7 に調

整した 1/3MGRL 培地（以降では、硫酸酸性および塩酸酸性と記載）、および対照培地とし

て pH 未調整の 1/3 MGRL 培地（以降では pH 6.0 と記載）を⽤いた。硫酸酸性および塩酸

酸性⽤の培地は１⽇に⼀度、pH・⽔質分析計 LAQUA F-72（HORIBA）を⽤いて培地 pH
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を測定し、硫酸または塩酸を⽤いて pH を 3.7 に調整した。対照培地は 7 ⽇間 pH 調整を⾏

わずに⽣育させた。 

 リン⽋乏条件の⽔耕栽培においては、⽔耕栽培開始から 5 ⽇間は、リン酸塩を除き、10 

mM MES-KOH（pH 6.0）によって pH を 6.0 に調整した 1/3 MGRL 培地（以降、1/3 

MGRL-Pi と記載する）を⽤いて⽣育を⾏った後、培地を交換し、以降 7 ⽇間、酸性リン⽋

乏条件での⽔耕栽培を⾏った。酸性リン⽋乏条件での⽔耕栽培には、リン酸塩を除き、硫酸

を⽤いて pH を 4.5 または 3.7 に調整した 1/3 MGRL 培地（以降では、-Pi：pH 4.5 および

-Pi：pH 3.7 と記載）、および対照培地として 1/3 MGRL-Pi 培地（以降では、-Pi：pH 6.0

と記載）を⽤いた。酸性リン⽋乏培地は１⽇に⼀度、pH・⽔質分析計 LAQUA F-72

（HORIBA）を⽤いて培地 pH を測定し、硫酸を⽤いて pH の調整を⾏った。対照培地は 7

⽇間、pH の調整を⾏わずに⽣育させた。 

 

3.2.7 シロイヌナズナの脂質解析 
 シロイヌナズナの総脂質の抽出、シリカゲルプレートを⽤いた 2 次元薄層クロマトグラ

フィーによる脂質種の分離、およびガスクロマトグラフィーによる定量は、3.2.2 項に記載

した⽅法に従った。 

 ミクロソーム膜画分の脂質解析は以下の⼿順で⾏った。約 3 g の植物試料を 10 mL の破

砕バッファー（50 mM HEPES-KOH（pH 7.8）、2 mM EDTA、1 mM MgCl2、1 mM MnCl2）

で破砕し、300 × g で 5 分間の遠⼼分離により組織残渣を取り除いた。続いて 3,000 × g で

10 分間の遠⼼分離によりチラコイド膜を沈殿させ、上澄を分取する操作を 2 回繰り返した。

こうして得られた上澄に対して 125,000 × g で 1 時間の超遠⼼分離操作を⾏い、得られた

沈殿をミクロソーム膜画分として 500 μL の 50 mM HEPES-KOH（pH 7.8）に絵筆で懸

濁した。ここに 10 倍量のクロロホルム／メタノール（2：1、v/v）を加えてよく攪拌し、

1,600 × g で 5 分間遠⼼分離した後、上澄を捨て、下層に等量の 0.45 % NaCl（w/v）を加

えて再度攪拌、1,600 × g で 5 分間の遠⼼分離を⾏って得られた下層をミクロソーム膜画分

の脂質として取得した。以降の薄層クロマトグラフィーによる分離からガスクロマトグラ

フィーを⽤いた定量の⽅法は上記と同様の⽅法で⾏った。 
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 オリゴガラクト脂質の検出は、Barnes et al. (2016)を参照し、以下の⼿順で⾏った。各⽣

育条件で⽣育させたシロイヌナズナから抽出した総膜脂質を、シリカゲル TLC プレート上

に 800μg スポットし、1 次元 TLC 展開により脂質種の分離を⾏った。展開溶媒組成は、

クロロホルム／メタノール／酢酸／⽔（85 : 20 : 10 : 4、v/v/v/v）を⽤いた。展開の終わっ

たシリカゲルプレートにアンスロン硫酸（アンスロン 0.05 g とチオ尿素 1 g を 66 %硫酸

（v/v）100 mL に溶解したもの）を吹き付け、110 ℃で 10 分間処理し、糖脂質を検出した。

また、オリゴガラクト脂質検出の陽性対照⽤に⾏った TGDG 合成アッセイは、Barnes et al. 

（2016）を参照し、以下の⼿順で⾏った。0.8 %（w/v）INA アガー、1 %（w/v）スクロー

スおよび 20 mM MES-KOH（pH 6.0）を含む 1/2 MS 培地上で 2 週間⽣育させたシロイヌ

ナズナ野⽣株を、KH2PO4によって pH 4.0 に調整した 20 mM 酢酸、10 mM MgCl2に浸し、

光照射下、23 ℃で⼀晩インキュベートした。翌⽇、液体窒素でサンプルを凍結させ、上記

の⽅法に従って総脂質の抽出を⾏った。 

 

3.2.8 定量的 RT-PCR 
  植物試料からの全 RNA の抽出には SV Total RNA Isolation System（Promega）を⽤い

た。逆転写反応には PrimeScript RT reagent kit（Takara）を⽤いて cDNA 合成を⾏った。

PCR 反応は SYBR Premix Ex Taq II（Takara）を⽤い、Thermal Cycler Dice Real Time System

（Takara）によってシグナル検出を⾏った。定量 RT-PCR は以下の⼿順で⾏った。各反応

系は最終液量が 25 μL となるように、7 ng の RNA 由来の逆転写産物である cDNA、12.5 

μL の SYBR Premix Ex Taq II および 0.4 μM のプライマーを含むよう調製を⾏った。PCR

のプログラムは、95 ℃ 30 秒に続き、95 ℃ 5 秒、60 ℃ 30 秒の増幅を 40 サイクル⾏っ

た後、95 ℃ 15 秒、60 ℃ 30 秒の処理を⾏った。リファレンス遺伝⼦としては UBQ10

（At4g05320）を⽤いた。プライマー配列は表 3-1 に⽰した。MGD2、NPC4、At4 のプラ

イマーセットの配列は Narise et al. (2010)を参照した。IAA1 のプライマーセットの配列は

Inoue et al. (2016)を参照した。 
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3.2.9 無機リン酸含量の定量 
 植物体地上部および根から遊離の無機リン酸を抽出し、リンモリブデン酸アッセイによ

る⽐⾊定量を⾏った（Chiou et al., 2006）。植物試料は 10 mM Tris、1.0 mM EDTA、100 

mM NaCl、1.0 mM β-メルカプトエタノール、pH 8.0 の抽出バッファー中で破砕し、12,000 

× g での 10 分間の遠⼼分離により残渣を取り除いた。つぎに、この上澄 100 μL に 900 

μL の 1 % 氷酢酸を加え、42 ℃で 30 分間インキュベートを⾏った。12,000 × g で 5 分

間遠⼼分離した上澄 300 μL を分取し、700 μL の 0.35 %（w/v）NH4MoO4、0.43 M H2SO4、

1.4 %（w/v）アスコルビン酸を含むアッセイバッファーと混和し、42 ℃で 30 分間インキ

ュベートを⾏った後、820 nm における吸光度を測定した。遊離の無機リン酸の含量は既知

濃度のリン酸を⽤いて作成した標準曲線に従って算出した。 
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3.3 結果 

3.3.1 植物由来の DGDG を含む膜のプロトン透過性の測定 
 古細菌由来の糖脂質が膜のプロトン透過性を減少させることから、植物由来のガラクト

脂質も膜のプロトン透過性を減少させる性質を有しているかを検証するため、ホウレンソ

ウ葉からガラクト脂質として DGDG を、リン脂質として PC をそれぞれ抽出し、これらを

任意の割合で混合し作成したリポソームについて膜のプロトン透過性の測定を⾏った。 

 植物から脂質を抽出する際、TLC-再抽出のステップを何回か繰り返すと、脂肪酸の酸化

や脂質分⼦の分解の原因となる可能性が考えられた。そこで、再抽出した DGDG 画分およ

び PC 画分の脂肪酸組成の解析を⾏った（図 3-1（A）（B））。対照サンプルとしては、ホウ

レンソウの総脂質を2次元TLCによって分離し、その後再抽出操作を⾏わなかったDGDG

と PC の脂肪酸組成を解析した。1 次元 TLC のスポットから再抽出した脂質は 1〜4 回⽬

いずれの試⾏においても、対照サンプルと⽐較して脂肪酸組成に違いは⾒られなかった。ま

た、この脂肪酸定量結果から、4 回独⽴に再抽出した DGDG 画分 の平均脂質含有量は 0.94 

nmol/μg lipid、PC 画分 4 回分の平均脂質含有量は 0.88 nmol /μg lipid と算出され（図 3-

1（C）（D））、両者の間に⼤きな差はないことがわかった。 

 リポソームの作製にあたっては、レシチン 2 mg に加えて、（i）DGDG 画分 2 mg、（ii）

DGDG 画分 1 mg および PC 画分 1 mg、（iii）PC 画分 2 mg、という 3 種類の異なる割合

で混合した脂質を⽤いた。これらのリポソームの脂質構成⽐を図 3-2（A）に⽰した。（i）

（ii）（iii）いずれのリポソームにおいてもレシチンがモル分率の約 4 割を占めており、（i）

では残りの 6 割を DGDG が、（ii）では DGDG と PC が 3 割ずつを、（iii）では PC が 6

割を占めていると⾒積もられた。 

 リポソーム内部の pH を算出するにあたっては、pH 感受性の蛍光物質であるピラニンの

蛍光励起スペクトルの測定値を⽤いた。pH 4.5 から 7.5 の間において、既知 pH の溶液中

において測定したピラニンの蛍光励起スペクトル（蛍光波⻑ 510 nm）に基づき、励起波⻑

400 nm と 460 nm における蛍光強度の⽐と溶液 pH の関係から、標準曲線を導出した（図

3-2（B））。 

 つぎに、植物由来の DGDG と PC を⽤いたリポソームの作製を⾏った。ソニケーション



 82 

処理によって⼤きさの揃ったリポソーム（small uni-lamellar vesicle；SUV）を作製する際、

ピラニンをリポソーム内部に含有させた。こうして作製したピラニン含有リポソームを酸

性の外部バッファーで10倍に希釈し、ピラニンの蛍光励起スペクトルを継時的に測定した。

この値を⽤いて、標準曲線からリポソーム内部の pH を算出した（図 3-2（C））。その結果、

2 mg の PC 画分を含む（iii）のリポソームが最も⾼いプロトンの膜透過性を⽰し、ついで

⾼いプロトン透過性を⽰したのは DGDG 画分と PC 画分を 1 mg ずつ含む（ii）のリポソ

ームであった。最もプロトンの透過性が低かったのは 2 mg の DGDG 画分を含む（i）のリ

ポソームであった。この結果は、古細菌由来の糖脂質と同様に植物由来のガラクト脂質も膜

のプロトン透過性を低下させる性質を有することを⽰唆していた。 

 ホウレンソウ由来の DGDG が膜のプロトン透過性を減少させたことから、酸性⽣育条

件において、植物はリン⽋乏応答と同様に DGDG の含量を増加させる耐性機構を有して

いるのではないかと考え、以降でこれを検証することにした。 

 

3.3.2 酸性⽣育培地の条件検討 
 植物を酸性条件で⽣育させるにあたり、まずは⽣育培地の検討を⾏った。膜脂質の変化を

観察するには⼀週間以上安定した⽣育環境を保つ必要があるが、MS アガー培地は低 pH に

おいてアガーの架橋が阻害され培地が固まりにくくなる性質を持つため、酸性条件での⽣

育培地としては適切ではないと考えられた。そこで、⽔耕栽培⽤の培地である MGRL 培地

（Fujiwara et al., 1992）を 3 倍に希釈して⽤いることにした。 

 ⽣育培地中の各種イオンの濃度の組み合わせによっては、酸性条件においてリン酸が他

の陽イオンと不溶塩を形成してしまい、植物が栄養⽋乏に陥ってしまう可能性が考えられ

た。そこで、1/3 MGRL 培地の pH 6.0 および 3.5 における培地中のイオン組成をシミュレ

ーションによって検討した。結果を表 3-2 に⽰す。シミュレーションには、複雑なイオン組

成の溶液であっても任意の pH におけるイオン形態を計算することのできるソフトウェア

GEOCHEM-EZ（Shaff et al., 2010）を⽤いた。この結果、pH を 3.5 まで低下させた 1/3 

MGRL 培地においても、⼤半の陽イオンおよび陰イオンの存在形態は pH 6.0 における場

合と⽐較して⼤きな変化はみられないと予測された（表 3-2）。変化がみられた陽イオンと
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しては鉄とマンガンが、pH 6.0 においては EDTA にキレートされた状態で⼤半が存在して

いるのに対し、pH 3.5 では約半分量がフリーメタルとして存在すると予測された。また陰

イオンとしては、モリブデン酸塩と EDTA が pH 3.5 では 8 割近くがプロトンと結びつい

て存在すると予測された。⼀⽅で、リン酸、硝酸、カリウムを含むその他のイオンについて

は、pH 6.0 と 3.5 の間で存在形態に⽬⽴った変化が認められなかったことから、pH を 3.5

まで低下させた 1/3 MGRL 培地であっても植物に深刻な栄養⽋乏のストレスを与えること

はないと考え、本研究での酸性⽣育培地として⽤いることとした。 

 さらに、⽣育培地の pH 調整にあたって硫酸および塩酸の⼆種類の酸を⽤いることとし

た。pH 調整を⾏わない場合の 1/3 MGRL 培地の pH は約 6.0 であり、この pH を 3.5 まで

低下させるには、終濃度 0.2 mM 程度の硫酸または、終濃度 0.4 mM 程度の塩酸を加える

必要があったため、プロトンに加えて、これらの酸から⽣じる陰イオンの影響についても評

価しなければならないと考えたためである。 

 以上の条件検討の結果を踏まえ、事前にシロイヌナズナ野⽣株を酸性条件で⽣育させた

ところ、pH 3.5 では⽣育へ阻害効果が⼤きく、個体によって⽣育に⼤きなばらつきがみら

れた。⼀⽅、pH 3.7 においては⽐較的安定した⽣育が観察されたため、以降の解析にあた

っては pH 3.7 を植物の酸性⽣育条件として⽤いることにした。 

 

3.3.3 酸性条件下での植物の⽣育 
 図 3-3（A）（B）（C）にそれぞれ、pH6.0、硫酸酸性および塩酸酸性条件におけるシロイ

ヌナズナ野⽣株の地上部の⽣育の様⼦を⽰した。硫酸酸性および塩酸酸性で⽣育させた植

物体は pH 6.0 と⽐較して個体のサイズが⼩さく、また⼀部には⻩緑や茶⾊がかった退⾊が

⾒られる葉も存在しており、酸性⽣育条件は植物体地上部の⽣育に悪影響を及ぼすことが

わかった。⼀⽅で、硫酸酸性と塩酸酸性の植物体地上部に⽬⽴った違いは認められず、硫酸

イオンと塩酸イオンが⽣育に及ぼす影響については差が⾒られなかった。 

 また、硫酸酸性および塩酸酸性で⽣育させた植物全体の様⼦を⾒ると、酸性⽣育条件では

根の伸⻑が著しく阻害されている様⼦が⾒られた（図 3-3（D））。そこで、pH6.0、硫酸酸

性および塩酸酸性で⽣育させた野⽣株の主根⻑を測定した（図 3-4）。5d は⽔耕栽培 5 ⽇⽬
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を意味し、硫酸酸性および塩酸酸性に移し替える直前の主根⻑を⽰している。また 12d は

⽔耕栽培 12 ⽇⽬を意味し、pH 6.0、硫酸酸性および塩酸酸性に植え替えて 7 ⽇後の主根⻑

を⽰している。⽔耕栽培 5 ⽇⽬、酸性処理以前の状態では主根⻑はいずれも約 70 mm の値

を⽰していた。pH 6.0 においては⽔耕栽培 5 ⽇⽬から 12 ⽇⽬の 7 ⽇間の間に主根⻑が約

60 mm 伸⻑し、130 mm 程度になったのに対し、硫酸酸性および塩酸酸性ではいずれも 5

⽇⽬の状態からの伸⻑が⾒られなかった。このことから、pH 3.7 の酸性条件は主根の伸⻑

を強く抑制することがわかった。 

 

3.3.4 酸性⽣育条件下での植物の膜脂質組成 
 培地の pH を 3.7 まで低下させることは植物にとって深刻なストレスとなることがわか

ったので、このストレスに応答した膜脂質代謝制御機構の有無を調べるため、pH 6.0、硫酸

酸性および塩酸酸性で⽣育させたシロイヌナズナの膜脂質組成の解析を⾏った（図 3-5）。

解析に際しては、野⽣株と共に、2 つの B-type MGDG 合成酵素、MGD2 と MGD3 両遺

伝⼦を⽋損した mgd2mgd3（Kobayashi et al., 2009）を⽤いた。B-type MGDG 合成酵素は

リン⽋乏に応答したガラクト脂質合成に寄与しており、B-type MGDG 合成酵素を介して

合成された DGDG は、リン⽋乏時に葉緑体外の膜に蓄積することが知られている

（Andersson et al., 2003, 2005; Russo et al., 2007; Jouhet et al., 2004）。mgd2mgd3 は、リン

⽋乏時の植物体地上部および根において DGDG 増加が顕著に抑制される表現型を⽰すこ

とから（Kobayashi et al., 2009）、酸性⽣育時にも野⽣株と脂質組成の⽐較を⾏うことで、ガ

ラクト脂質の合成経路や蓄積場所に関する推定が可能になると考え、解析に⽤いた。 

 まず、植物体地上部の膜脂質組成を⾒ると（図 3-5（A））、pH 6.0 での⽣育時、野⽣株と

mgd2mgd3 においていずれも 15〜16 %程度であった DGDG の含量が、硫酸酸性および塩

酸酸性では 19〜20 %程度を占めており、モル分率にして約 4 %増加していることが⽰され

た。他の脂質種については、MGDG が 2〜3 %程度の減少、PE と PG が 1 %程度の減少を

⽰したほかは、⽬⽴った違いは⾒受けられなかった。このことから、硫酸酸性および塩酸酸

性条件で⽣育した植物は、植物体地上部の膜脂質組成において MGDG を減少させ、DGDG

を増加させるという応答を⽰すことが明らかになった。また、野⽣株の硫酸酸性および塩酸
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酸性⽣育時の地上部において⾒られた DGDG の増加と同じ現象が mgd2mgd3 においても

観察されたことから、MGD2 および MGD3 は、酸性時の DGDG 蓄積には寄与してはい

ないと考えられた。このことから、硫酸酸性および塩酸酸性⽣育時に増加した DGDG は

MGD1-DGD1 経路を介して合成されていることが⽰唆された。 

 次に、根の膜脂質組成を pH 6.0 と硫酸酸性および塩酸酸性で⽐較すると、地上部におい

てみられたような DGDG の蓄積はみられず、ガラクト脂質の変動はごく僅かであった（図

3-5（B））。⼀⽅、酸性⽣育時の根においては、PE が 5 %程度減少し、PA が 3 %程度増加

していた。この結果は、酸性⽣育時の地上部と根において異なる脂質代謝調節機構が働いて

いることを⽰唆するものであった。⾮緑⾊組織である根においては、プラスチドは葉緑体と

しては存在していない。酸性⽣育時の地上部で増加した DGDG 合成を担っていると考え

られた MGD1-DGD1 経路を介したガラクト脂質合成は、緑⾊組織において発達した葉緑

体包膜で機能している。これらのことから、酸性⽣育時の根においては、プラスチドが葉緑

体に分化していないために、ガラクト脂質合成の活性化が起こらなかったものと考えられ

た。 

 リン⽋乏時の膜脂質転換機構によって合成された DGDG は葉緑体外の膜̶̶ミトコン

ドリア膜、液胞膜、細胞膜̶̶などに蓄積することが知られている（Andersson et al., 2003, 

2005; Russo et al., 2007; Jouhet et al., 2004）。そこで次に、酸性条件下の植物体地上部にお

ける DGDG の増加部位を調べるため、遠⼼分離によりチラコイド膜の含量を⼤幅に低下

させたミクロソーム膜画分を、pH 6.0 または硫酸酸性条件において⽣育させた野⽣株およ

び mgd2mgd3 から抽出し、その脂質組成を解析した（図 3-6（A））。pH 6.0 および硫酸酸

性⽣育時の野⽣株と mgd2mgd3 のミクロソーム膜画分脂質組成を⽐較すると、いずれの植

物体においても硫酸酸性⽣育時に DGDG が増加していた。この結果は、硫酸酸性⽣育時の

総膜脂質において増加が⾒られた DGDG が、チラコイド膜以外の膜に蓄積していること

を⽰唆していた。さらに、MGD1-DGD1 経路を介して合成されたガラクト脂質は葉緑体膜

の構成要素として使われていることを併せて考えると、酸性⽣育時に増加した DGDG は、

葉緑体膜のうちのチラコイド膜以外の⽣体膜、すなわち葉緑体包膜に蓄積していると考え

られた。 
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 酸性環境で⽣育可能な古細菌は、低 pH 条件で三つ以上の糖が付加された極性頭部を持

つオリゴガラクト脂質を蓄積することが知られている（Shimada et al., 2008）。シロイヌナ

ズナにおいても、凍結ストレス時などにトリガラクトシルジアシルグリセロール（TGDG）

やテトラガラクトシルジアシルグリセロール（TeGDG）といった、三つ以上の糖を極性頭

部にもつオリゴガラクト脂質が蓄積することが知られている（Moellering et al., 2010）。そ

こで、DGDG の増加が⾒られた酸性条件で⽣育させた植物体地上部におけるオリゴガラク

ト脂質の蓄積を検証するため、2 次元 TLC 後の定量操作よりも検出感度のよい、アンスロ

ン硫酸による糖残基の呈⾊反応を⽤いたオリゴガラクト脂質の検出を⾏った（図 3-6(B)）。

陽性対照サンプルとしては、Barnes らによって報告された in vivo での TGDG 合成アッセ

イ処理（Barnes et al., 2016）を⾏った植物体から抽出した脂質を⽤いた。陽性対照サンプル

においては TGDG および TeGDG といったオリゴガラクト脂質の蓄積が確認されたが、

硫酸酸性および塩酸酸性条件で⽣育させた野⽣株またはmgd2mgd3 のいずれの植物脂質試

料においてもオリゴガラクト脂質の蓄積は⾒られなかった。 

 

3.3.5 酸性⽣育条件下での植物膜脂質の脂肪酸組成 
 続いて、3.2.4 で⽰した膜脂質組成解析の過程で得られた植物体地上部または根における

各脂質種の脂肪酸組成を図 3-7 および図 3-8 にそれぞれ⽰した。 

 まず、植物体地上部における各脂質種の脂肪酸組成（図 3-7）をみると、モル分率に変動

が⾒られた MGDG および DGDG の脂肪酸組成に変化は⾒られなかった。この結果は、酸

性時に増加した DGDG は通常⽣育時と同じ合成経路、すなわち主に MGD1-DGD1 によ

って合成されていることを⽰唆していた。また、これらガラクト脂質合成酵素の基質として

使われる DAG の供給経路に関しても、酸性⽣育時特異的な変化は起こっていないと考え

られた。⼀⽅、PC、PE、PG、PI のリン脂質の脂肪酸組成においては、酸性⽣育時に 18:1

の含量が顕著に減少していた。これらのリン脂質種の中で、特に細胞膜の脂質組成において

占める割合の⼤きい PC と PE では、18:1 の減少に伴って 16:0 が増加していた。⼩胞体に

おいて合成されるリン脂質は、sn-2 位に炭素数 18 の脂肪酸を持ち、sn-1 位に炭素数 16 ま

たは 18 の脂肪酸を持つことが知られている（Li-Beisson et al., 2013）。このことから、酸性
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⽣育時の PC や PE において⾒られた、18:1 の減少に伴う 16:0 の増加は、sn-1 位への脂肪

酸の結合反応における基質選択性の変化を⽰唆していた。 

 つぎに、根における各脂質種の脂肪酸組成（図 3-8）をみると、地上部とは逆に PC と PE

の脂肪酸組成において 18:1 が増加し、16:0 が減少していた。これに加えて 18:0、18:2 の増

加と 18:3 の減少がみられた。また、酸性⽣育時の膜脂質組成において、PE の減少に伴って

増加していた PA の脂肪酸組成は PE や PC の脂肪酸組成と類似していた。PA は脂質の

Kennedy pathwayを介した新規合成によっても⽣成されるが、脂肪酸組成の解析結果から、

酸性⽣育時に増加した PA は PE や PC の分解によって⽣じた可能性が強く⽰唆された。 

 

3.3.6 酸性⽣育条件下での植物展開葉における遺伝⼦発現解析 

 酸性⽣育時の植物体地上部においてみられた DGDG 蓄積の機構を推定するため、pH 6.0、

硫酸酸性および塩酸酸性条件において⽣育させたシロイヌナズナ野⽣株の展開葉からRNA

を抽出し、定量的 RT-PCR 法によって遺伝⼦発現量を解析した（図 3-9）。対象とした遺伝

⼦はそれぞれ、ガラクト脂質合成酵素をコードする MGD1、MGD2、MGD3、DGD1、

DGD2、リン⽋乏時に機能するリン脂質の分解酵素をコードする NPC4、NPC5、PAH1、

PAH2、リン⽋乏応答性のノンコーディング RNA である At4、およびオーキシン応答性を

⽰す IAA1 の、計 11 遺伝⼦である。 

 通常⽣育時の MGDG 合成の９割以上を担う MGD1 は、硫酸酸性および塩酸酸性⽣育時

の発現量が pH 6.0 に⽐べてそれぞれ約 44 %、約 33 %にまで低下していた。⼀⽅で、リン

⽋乏に応答する MGDG 合成酵素 MGD2 および MGD3 の発現量を⾒ると、MGD2 に関

しては硫酸および塩酸酸性条件でいずれも 2.5 倍程度、MGD3 に関しては硫酸および塩酸

酸性条件でいずれも 14 倍程度に発現量が増⼤していた。しかし、MGD2 と MGD3 を⽋損

した mgd2mgd3 においても野⽣株と同様の DGDG 蓄積が⾒られたことから、MGD2 と

MGD3 は酸性時の DGDG 蓄積の主たる原因遺伝⼦ではないと考えられた。 

 通常⽣育時の DGDG 合成の 9 割を担う DGD1 に関しては、硫酸酸性および塩酸酸性時

の発現量が pH 6.0 に⽐べていずれも約 2 倍に増加していた。⼀⽅で、リン⽋乏応答性の

DGDG 合成酵素である DGD2 の硫酸酸性および塩酸酸性における発現応答は、pH 6.0 に
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⽐べて約 1.3 倍程度にしか増加していなかった。以上の結果から、通常⽣育時の主たる

MGDG 合成酵素遺伝⼦（MGD1）と DGDG 合成酵素遺伝⼦（DGD1）は、酸性ストレス

に対して相反する応答を⽰すことわかった。また、これらの発現解析の結果は、酸性⽣育時

の植物体地上部膜脂質組成において⾒られた MGDG の減少に伴う DGDG の増加（図 3-5

（A））を⽀持した。また、酸性⽣育時の DGDG 増加は DGD1 の発現上昇に起因している

可能性が強く⽰唆された。 

 リン脂質の分解酵素である NPC4、NPC5、PAH1、PAH2 の発現量に関しては、PAH1

にのみ硫酸および塩酸に応答した 1.5 倍程度の発現上昇が⾒られたほかは、顕著な発現変

動は⾒られなかった。PAH1 はリン⽋乏に応答して発現量が上昇することが知られており、

今回の酸性⽣育条件では発現上昇がみられなかったNPC4 およびNPC5 もリン⽋乏時に発

現が上昇する遺伝⼦である。この結果は、酸性⽣育時にはリン脂質分解の活性化が起こって

いないことを⽰唆するものであり、膜脂質組成解析の結果を⽀持した（図 3-5（A））。 

 酸性⽣育時の植物展開葉において幾つかのリン⽋乏応答性膜脂質代謝関連遺伝⼦の発現

応答が⾒られたことを受け、リン⽋乏応答の指標としても⽤いられる At4 の発現量を解析

した。At4 は硫酸酸性および塩酸酸性に応答して 15 倍程度の発現上昇を⽰すことがわかっ

た。⼀⽅、この際の植物展開葉における遊離の無機リン酸含量を測定した結果、酸性時の展

開葉においてリンの⽋乏は起こっていないことが⽰された（図 3-10）。 

 リン⽋乏時の膜脂質転換に対しては、オーキシンによる活性化も重要な調節機構である

ことが知られている。また、酸性条件で⽣育させたシロイヌナズナの植物体地上部および根

においてオーキシンの蓄積が起こることも報告されているため、硫酸酸性および塩酸酸性

⽣育時の植物展開葉における、オーキシン応答性遺伝⼦ IAA1 の発現解析を⾏った結果、

IAA1 も酸性ストレスに応答して発現量が上昇していた。 

 以上、⼀連の遺伝⼦発現解析の結果、酸性条件で⽣育したシロイヌナズナの展開葉におい

ては、リン⽋乏と⼀部類似しながらも、それとは異なる遺伝⼦の発現プロファイルが⽰され

た。そこで次に、酸性条件において⾒られた DGDG の増加が、リン⽋乏時の膜脂質転換と

は独⽴な機構によるのかを検証するため、酸性とリン⽋乏を併せた条件でシロイヌナズナ

を⽣育させ、さらなる解析を⾏うことにした。 
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3.3.7 酸性リン⽋乏条件下での植物の⽣育 
 図 3-11（A）（B）（C）にはそれぞれ、pH を 6.0、4.5、3.7 に調整したリン⽋乏⽔耕培地

（-Pi：pH 6.0、-Pi：pH 4.5、-Pi：pH 3.7）において⽣育させたシロイヌナズナ野⽣株の地

上部の様⼦を⽰した。 

 -Pi : pH 6.0 で⽣育させた野⽣株は、リン⼗分時と⽐べて、地上部の矮⼩化や展開葉にお

けるアントシアニンの蓄積が⾒られ、リン⽋乏へのストレス応答が誘導されていた（図 3-3

（A）、図 3-11（A））。リン⽋乏に加えて pH を低下させた、-Pi : pH 4.5 または-Pi : pH 3.7

で⽣育させた植物体は、-Pi : pH 6.0 と⽐較して植物体地上部の⼤きさに⽬⽴った変化は⾒

られなかった。リン⼗分時の酸性ストレスは植物体地上部の⽣育を阻害したことから（図 3-

3）、リン⽋乏ストレスは酸性ストレスに対する植物体地上部の感受性を低下させることが

⽰唆された。⼀⽅で-Pi : pH 3.7 では植物体地上部が⿊ずんで⾒え、-Pi：pH 6.0 と⽐較して

アントシアニンがさらに蓄積していたことから、植物は酸性リン⽋乏をリン⽋乏とは異な

るストレスとして認識していると考えられた（図 3-11（B）（C））。 

 また、-Pi : pH 6.0、-Pi : pH 4.5 および-Pi : pH 3.7 で⽣育させた植物全体を⾒ると、pH

の低下に伴って根の伸⻑に著しい阻害が起こることがわかった（図 3-11（D））。そこで、 

-Pi : pH 6.0、-Pi : pH 4.5 および-Pi : pH 3.7 で⽣育させた植物の主根⻑を測定した（図 3-

12）。この結果、pH を 6.0 から 4.5、3.7 と下げていくに従って、主根の伸⻑も段階的に抑

制されることが⽰された。 

 -Pi : pH 6.0 における主根⻑は、リン⼗分時の主根⻑を⼤きく上回っていた（図 3-4、図

3-12）。リン⽋乏に陥った植物は地上部の⽣育を抑制し、代わりに根の⽣育を促進すること

が知られている。リン⼗分時の酸性ストレスは根の伸⻑を抑制したことから、リン⽋乏と酸

性ストレスは根の伸⻑に対して相反する影響を及ぼしていたが、結果としてリン⽋乏時に

おいても、pH を 3.7 まで低下させると主根の伸⻑は強く抑制された。 

 

3.3.8 酸性リン⽋乏条件下での植物の膜脂質組成 
 -Pi : pH 6.0、-Pi : pH 4.5 および-Pi : pH 3.7 で⽣育させたシロイヌナズナ野⽣株の地上
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部、および根における膜脂質組成を解析した（図 3-13（A）（B））。また、これら三つの⽣育

条件に加えて、酸性処理⽤培地に植え替える直前（以降は-Pi（5d）と記載）の植物体の膜

脂質組成も併せて解析した。 

 植物体地上部の膜脂質組成（図 3-13（A））をみると、-Pi（5d）において、DGDG、PC、

PE のモル分率はそれぞれ約 16.8 % 、17.3 % 、9.0 % であった。これは通常⽣育時とほぼ

同じ⽔準であったことから、酸性処理開始時点においてはリン⽋乏時の膜脂質転換は未だ

起こっていないことがわかった。この後 7 ⽇間、-Pi : pH 6.0 で⽣育させた植物体は DGDG

が 31.4 % まで増加したのに対し、PC および PE はそれぞれ 7.4 % と 5.2 % まで減少し

ており、リン⽋乏時の膜脂質転換が誘導されていることが⽰された。これに対し、-Pi : pH 

3.7 で⽣育させた植物体地上部の膜脂質組成においては DGDG が 33.4 % まで増加してお

り、-Pi : pH 6.0 と⽐較して約 2 % 増加していた。⼀⽅で-Pi : pH 6.0 と-Pi : pH 3.7 におけ

る MGDG のモル分率はそれぞれ 38.3 % と 35.7 % であり、-Pi : pH 3.7 では Pi : pH 6.0

と⽐較して約 2.6 % の減少が⾒られた。また、-Pi : pH 4.5 におけるモル分率は pH 6.0 と

pH 3.7 の中間的な値を⽰していた。酸性リン⽋乏時に⾒られた MGDG の減少と DGDG

の増加は、リン⼗分時の酸性⽣育条件下において⾒られた脂質組成の変動と同様の傾向を

⽰していた（図3-5（A））。リン⽋乏に応答したDGDG の増加に加えて、pH 依存的なDGDG

の増加が相加的に誘導されていたことから、酸性⽣育時に⾒られた地上部での DGDG 合

成の活性化は、リン⽋乏時の膜脂質転換とは独⽴な機構によって誘導されていることが⽰

唆された。 

 次に、酸性リン⽋乏時の根における膜脂質組成の解析結果をみると（図 3-13（B））、-Pi

（5d）の膜脂質組成における DGDG、PC、PE のモル分率はそれぞれ約 4.2 % 、38.4 % 、

26.7 % であり、地上部と同じくこの時点ではリン⽋乏時の膜脂質転換は誘導されていない

ことがわかった。その後 7 ⽇間、-Pi : pH 6.0 で⽣育した植物の根における DGDG、PC、

PE のモル分率はそれぞれ、37.1 %、29.0 %、15.8 %へと変化しており、主要リン脂質の分

解に伴う DGDG 合成の活性化が⽰された。これに対し、-Pi : pH 3.7 で⽣育した植物の根

においては、DGDG が 20.2 % 、PC が 36.9 % 、PE が 20.4 % の割合を占めており、 

-Pi：pH 6.0 と⽐較すると、リン⽋乏時の膜脂質転換が抑制されていることが⽰唆された。
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また、-Pi : pH 4.5 における膜脂質組成は pH 6.0 と pH 3.7 の中間的な値を⽰していたこと

から、これは pH 依存的な現象であると考えられた。⼀⽅、-Pi：pH3.7 の DGDG モル分

率を-Pi と⽐較すると、依然として 16%程度の⼤幅な増加が⾒られたことから、酸性リン⽋

乏条件下でもリン⽋乏時の膜脂質転換は部分的に誘導されていることが⽰唆された。 

 また、-Pi : pH 3.7 の PC および PE のモル分率を-Pi（5d）の値と⽐較すると、PC は酸

性処理前とほぼ同等であったのに対し、PE は酸性処理前よりも⼤きく減少していた。すな

わち、酸性リン⽋乏時のリン脂質分解抑制は、PC においてより顕著であり、PE の分解抑

制の効果は弱いことが⽰された。リン⼗分時にも酸性⽣育条件で根の膜脂質組成における

PE の分解が促進されていた（図 3-5（B））ことを併せて考えると、酸性ストレスは根の膜

脂質における PE の割合を減少させる効果があることが⽰唆された。 

 以上より、酸性リン⽋乏条件で⽣育させたシロイヌナズナ野⽣株の地上部と根において

は、それぞれに異なる脂質組成の変化がみられ、膜脂質代謝の器官特異的な調節を介した、

酸性ストレスへの適応機構の存在が⽰された。また、この脂質代謝の応答機構はリン⽋乏時

の膜脂質転換とは独⽴した制御を受けていることも⽰唆された。 

 

3.3.9 酸性リン⽋乏条件下での植物膜脂質の脂肪酸組成 
 次に、3.3.8 項で⽰した膜脂質組成解析の過程で得られた、酸性リン⽋乏時の植物体地上

部および根における各脂質種の脂肪酸組成を図 3-14、図 3-15 にそれぞれ⽰した。 

 -Pi : pH 3.7 での植物体地上部においては、-Pi：pH 6.0 と⽐較して、いずれの脂質種にお

いても⽬⽴った変化は⾒られなかった（図 3-14）。⼀⽅、酸性リン⽋乏の根においては（図

3-15）、PC、PE、PI の脂肪酸組成において、培地 pH の低下に伴う 18:0、18:1、18:2 の増

加と、18:3 の減少が共通の傾向として⾒られた。また DGDG に関しても、酸性リン⽋乏

時に-Pi：pH 6.0 と⽐較して 18:2 が増加し、18:3 が減少していた。これらの結果から、酸

性リン⽋乏時の根の膜は不飽和度が減少していることがわかった。また、PA の脂肪酸組成

は PE や PC のものと類似しており、かつ酸性リン⽋乏に対する構成⽐の変化も PE や PC

と同様であったことから、PA は PE や PC の分解によって⽣成されていると考えられた。 
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3.3.10 酸性リン⽋乏条件下での植物の遺伝⼦発現解析 

 3.3.6 項において発現解析を⾏った遺伝⼦について、酸性リン⽋乏条件下の展開葉および

根での遺伝⼦発現量を定量的 RT-PCR 法によって解析した（図 3-16、図 3-17）。 

 酸性リン⽋乏時の展開葉においては、三つの MGDG 合成酵素遺伝⼦（図 3-16（A）（B）

（C））のうち MGD3 のみが酸性に応答を⽰し、その相対発現量は-Pi：pH 6.0 に対して 

-Pi：pH 3.7 で約 1.4 倍に増加していた。MGD3 は、-Pi : pH 6.0 の条件において既にリン

⼗分時よりも⼤幅に発現量が増加しているが、それに加えて酸性リン⽋乏ではさらに発現

量が増加することがわかった。また、⼆つの DGDG 合成酵素遺伝⼦（図 3-16（D）、（E））

のうちでは、DGD1 の発現量が-Pi : pH 6.0 と⽐較して-Pi : pH 3.7 において約 1.2 倍に増

加していた。NPC4、NPC5、PAH1、PAH2 はいずれの遺伝⼦も、-Pi : pH 6.0 に対する 

-Pi : pH 4.5 および 3.7 での発現変動はみられなかった。At4 は-Pi : pH 6.0 に対して-Pi : pH 

3.7 で約 1.5 倍に、IAA1 は-Pi : pH 6.0 に対して-Pi : pH 3.7 で約 1.8 倍に発現量が増加して

いた。酸性リン⽋乏に応答して発現が上昇していた遺伝⼦は、いずれもリン⼗分条件におい

ても酸性に応答した発現上昇を⽰していたことから（図 3-9）、酸性⽣育条件に対する展開

葉における遺伝⼦発現応答は、リン⽋乏応答とは独⽴な機構によって制御されていると考

えられた。 

 ⼀⽅、リン⽋乏と⽐較した酸性リン⽋乏時の根での相対発現量においては、リン⽋乏時の

膜脂質転換に寄与している MGD2、MGD3、DGD1、DGD2、NPC4、NPC5、PAH1 の

遺伝⼦発現量が軒並み減少していた（図 3-17）。この結果は、酸性リン⽋乏時の根における

膜脂質転換の抑制を⽰唆した膜脂質組成解析結果と合致した（図 3-13（B））。しかし酸性リ

ン⽋乏⽣育時の At4 の発現量は減少してはおらず（図 3-17（J））、IAA1 に関しては酸性リ

ン⽋乏で発現量が上昇していたことから（図 3-17（K））、酸性リン⽋乏は根におけるリン⽋

乏応答を包括的に抑制しているわけではないことが⽰唆された。また、リン⽋乏条件におい

てもリン⼗分時と同様に、酸性に応答したオーキシンシグナルの活性化が起こっているこ

とが⽰唆された。 
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3.4 考察 
 本研究においては、まず、同⼀のホウレンソウ試料から抽出した DGDG および PC を⽤

いてリポソームを再構成し、そのプロトン透過性を測定した（図 3-2（C））。その結果、DGDG

のリポソーム中のモル分率が増加するにつれて、リポソームのプロトン透過性は減少する

ことがわかった。 

 DGDG と PC はどちらも通常⽣育時のシロイヌナズナ地上部膜脂質組成において 15〜

20 % 程度を占めており（図 3-5（A））、MGDG についで多量に存在している脂質種であ

る。また、どちらも⼆分⼦膜構造を形成できるラメラ脂質であることから、これら⼆つを植

物由来の糖脂質とリン脂質の代表としてプロトン透過性の⽐較に⽤いることは適当である

と判断した。しかし⼀⽅で DGDG と PC にそれぞれの疎⽔性尾部として結合している脂肪

酸の構成⽐には違いが⾒られることから（図 3-1（A）（B））、DGDG と PC において⾒ら

れたプロトン透過性に関する差が、両者の脂肪酸組成の違いによって⽣じた可能性も残さ

れている。この検証のためには同⼀の脂肪酸組成をもつ DGDG と PC を⽤いて同様の実験

を⾏う必要があるが、現状、そのような脂質を必要量⽤意することは不可能である。 

 古細菌がもつエーテル脂質は真正細菌や真核⽣物の膜を形成するエステル脂質に⽐べて、

⼀般に膜のプロトン透過性が低い。これはイソプレノイドからなる疎⽔性尾部の分⼦運動

性や、親⽔性頭部と疎⽔性尾部をつなぐエーテル結合の化学的安定性に起因すると考えら

れている。⾼熱好酸性古細菌である Sulfolobus acidocaldarius 由来の膜脂質を⽤いて再構成

されたリポソームは⼤腸菌や好熱性細菌由来の膜に⽐べて⾼温におけるプロトンの膜透過

性が低いという性質を⽰す（Elferink et al., 1994）。このことから、極性頭部と疎⽔性尾部の

結合様式および疎⽔性尾部の構造は、膜のプロトン透過性に⼤きな影響を及ぼすことがわ

かる。⾼熱好酸性古細菌である Thermoplasma acidophilum は、酸性⽣育時にオリゴ糖脂質

の割合を増加させるという環境適応機構を有しており、より低い pH で⽣育させた T. 

acidophilum が蓄積するオリゴ糖脂質から再構成したリポソームは、より⾼ pH 側で⽣育し

た T. acidophilum 由来の膜脂質に⽐べて、プロトン透過性が顕著に減少する（Shimada et 

al., 2008）。このことから、極性頭部の構造も膜のプロトン透過性に影響を与えることが⽰

唆されている。 
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 植物由来の DGDG が PC と⽐較して低いプロトン透過性を⽰したこと、⾼熱好酸性古細

菌が酸性⽣育時にオリゴ糖脂質を蓄積すること、および、植物の⽣育環境において酸性スト

レスとリン⽋乏は深い関わりがあることから、植物においても酸性ストレスに応答したガ

ラクト脂質の蓄積がみられるのではないかと考え、シロイヌナズナ野⽣株および

mgd2mgd3 ⼆重⽋損株を酸性条件と通常条件において⽣育させ、膜脂質組成を解析した。

アンスロン硫酸による糖脂質の定性的解析の結果、酸性条件下で⽣育させた植物体におい

て、TGDG や TeGDG といったオリゴガラクト脂質は蓄積しないことがわかった（図 3-6

（B））。しかし、膜脂質組成を詳細に解析した結果、酸性ストレスはシロイヌナズナの脂質

代謝に影響を及ぼすことが明らかとなった。 

 酸性条件下で⽣育させた野⽣株および mgd2mgd3 はいずれも、植物体地上部の膜脂質組

成において DGDG の占める割合が、通常⽣育時よりも約 4 % 増加していた（図 3-5（A））。

この増加量は通常⽣育時の DGDG 含量（モル分率で 15.6 %）の約 26 %にあたる。乾燥ス

トレスや⾼温ストレス時のシロイヌナズナにおいては、DGDG が、対照⽣育条件下での含

量に対してそれぞれ 28 %と 23 %程度増加することが知られている（Gigon et al., 2004; 

Chen et al., 2006）。また、塩ストレスに耐性を⽰す、イネの MGDG 合成酵素遺伝⼦を過剰

発現させたタバコは、塩ストレス条件下で野⽣株に対して 10〜24 %程度 DGDG 含量が増

加していた（Wang et al., 2014）。植物種による違いや、細胞内での DGDG の増加部位など

をさらに詳細に検討する必要はあるが、本研究において酸性条件下でみられた DGDG の

増加は、シロイヌナズナの酸性ストレス適応において重要な⽣理的役割を担っている可能

性がある。 

 ⼀⽅で、酸性⽣育時の DGDG 増加量は、リン⽋乏時の膜脂質転換が引き起こす DGDG

増加と⽐較すると僅かであった（図 3-5（A）、図 3-13（A））。リン⽋乏時には、リン脂質の

分解によりガラクト脂質合成経路に多量の基質が供給されているが、酸性⽣育時の植物体

地上部においてリン脂質の減少は観察されなかった（図 3-5（A））。このため、酸性⽣育時

にはリン脂質の分解によるガラクト脂質合成への基質供給は起こっていないことがわかっ

た。酸性⽣育時の植物展開葉における遺伝⼦発現解析の結果もこれを⽀持しており、MGD2、

MGD3、DGD1 といったガラクト脂質合成酵素の遺伝⼦発現量が増加していたのに対し、
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リン⽋乏時のリン脂質分解に寄与する NPC4、NPC5、PAH1、PAH2 はいずれも酸性スト

レスに対して発現上昇を⽰さなかった（図 3-9）。また、野⽣株展開葉において MGD2 と

MGD3 は酸性に応答して発現量が上昇したが、酸性⽣育時の mgd2mgd3 においても野⽣

株と同程度の DGDG 蓄積が⾒られたことから、DGDG 合成の基質となる MGDG は主に

MGD1 によって供給されていたと考えられる。しかしながら、酸性⽣育時に MGD1 の発

現量は通常⽣育時の半分程度に低下しており（図 3-9（A））、膜脂質組成における MGDG

含量の減少も観察された（図 3-5（A））。通常⽣育時の DGDG 合成の 9 割を担う DGD1 の

発現量が酸性時に 2 倍程度に増加していたことから（図 3-9（D））、酸性⽣育時に増加した

DGDG は DGD1 によって合成されていると考えられる。 

 また、酸性時の植物体地上部における各脂質種の脂肪酸組成の解析結果（図 3-7）も、上

記の考察と合致した。すなわち、MGDG と DGDG、いずれの脂肪酸組成においても通常

⽣育時と酸性⽣育時の間に差は⾒られなかったことから、酸性⽣育時の植物体地上部にお

いて増加した DGDG は通常⽣育時と同様の基質供給および合成経路を介して⽣成されて

いることが⽰唆された。MGD1 および DGD1 の遺伝⼦⽋損株は著しい矮化や光合成活性

の消失が起こることから、これらの⽋損株を⽤いて解析を⾏うことは難しい。今後は、シロ

イヌナズナにおいて既に技術が確⽴されている、⼀過的な遺伝⼦発現の抑制系などを⽤い

ることで、酸性⽣育時の糖脂質代謝制御機構の詳細やその⽣理的意義について、さらなる知

⾒が得られると考えている。 

 次に、野⽣株および mgd2mgd3 の根における膜脂質組成を通常⽣育時と酸性⽣育時で⽐

較したところ、いずれの植物体においても MGDG や DGDG といったガラクト脂質の顕

著な増加はみられず、かわりに PE の減少に伴う PA の増加が観察された（図 3-5（B））。 

酸性⽣育時の根における PA と PE は類似した脂肪酸組成を⽰していたことから（図 3-8）、

この PA はリパーゼ活性によって PE から⽣成されたと考えられた。pH 3.7〜6.0 において

は、PE は電荷を⽰さず、PA は 1 価の負電荷を⽰す。このため根の膜脂質において PE が

PA に置き換わると、膜は全体として負に帯電する。プロトン濃度勾配を維持している葉緑

体の膜脂質が、SQDG や PG といった、負電荷をもつ脂質を含むことから、負に帯電した

⽣体膜はプロトン透過性の低下に寄与している可能性がある。また、プロトンの膜透過機構



 96 

について、膜内の⽔分⼦の運動性に基づいたモデルが提唱されている（Paula et al., 1996）。

DGDGは膜表⾯近傍の含⽔量が少ないdry lipidであると⾔われているが（McDaniel, 1988）、

PA も pH 3.0 以下においてはそのほとんどがプロトン化された状態で存在するため、PA の

蓄積は低 pH において疎⽔的な膜環境をつくる役割もあるのかもしれない。 

 PE から PA を⽣成する反応は PLD 活性が担っているが、今までのところ、PE 特異的に

作⽤する PLD は発⾒されていない。酸性ストレス時のトランスクリプトーム解析の結果、

酸性ストレスに発現応答を⽰す幾つかの phospholipase-like あるいは lipase-like な遺伝⼦が

報告されており、これらの中に未知の PE 特異的な PLD が含まれている可能性がある

（Lager et al., 2010）。また、オーキシンに応答する PLDζ2 の基質特異性は明らかにされ

ておらず、酸性⽣育時にはオーキシンの蓄積が⾒られることから、PLDζ2 が機能している

可能性もある。PE から⽣産された PA は、シグナル伝達物質としてさまざまな⽣理機能を

果たす脂質種である（Wang et al., 2006）。酸性ストレス時には、H2O2含量が増加するほか

（Zhang et al., 2015）、サリチル酸シグナル伝達を介した病傷害応答に類似した遺伝⼦発現

応答が誘導される（Lager et al., 2010）。また、PE に対して基質親和性を持つ PLDδによる

PA の⽣産は、気孔孔辺細胞における H2O2およびサリチル酸によって制御されるシグナル

伝達下流に位置し、乾燥に応答した気孔の開閉に寄与していることが知られている（Guo et 

al., 2012; Kalachova et al., 2013）。加えて、PLDδによる PA ⽣成機構は病害耐性の獲得に

も寄与している（Pinosa et al., 2013）ことから、酸性⽣育時の根において蓄積が⾒られた

PA も、これらのシグナル伝達系を介して酸性環境への適応に寄与している可能性がある。 

 酸性条件で⽣育した植物展開葉の遊離のリン酸含量は通常時よりも⾼い⽔準を⽰した

（図 3-10）。それにもかかわらず、MGD2、MGD3 や PAH1 といったリン⽋乏に応答して

発現量が上昇する膜脂質代謝酵素の⼀部の発現量が酸性条件で上昇していた（図 3-9）。ま

た、リン⽋乏応答の指標として使われる遺伝⼦の⼀つである At4 についても酸性ストレス

に応答した発現上昇が⾒られたことから、酸性⽣育条件はリン⽋乏に類似したストレス応

答を植物体に誘導することがわかった。酸性ストレス条件下で⽣育した植物の地上部およ

び根では、植物ホルモンの⼀種であるオーキシンの含量が増加し、オーキシン応答が活性化

されることが知られている（Hachiya et al., 2014; Inoue et al., 2016）。本研究においても、
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酸性条件の植物展開葉においてオーキシン応答性遺伝⼦ IAA1 の発現上昇が⾒られたこと

は、既報と合致する（図 3-9（K））。オーキシン応答はリン⽋乏時の膜脂質転換にも部分的

に寄与している（Kobayashi et al., 2006; Narise et al., 2010）。そこで酸性⽣育時の植物体地

上部および根においてみられた脂質代謝変動がリン⽋乏時の膜脂質転換とは独⽴な機構で

あるかを検証するため、リン⽋乏条件において培地 pH を 6.0、4.5、3.7 と、段階的に低下

させた際の（-Pi : pH 6.0、-Pi : pH 4.5、-Pi : pH 3.7）の膜脂質組成の変化を解析した。 

 -Pi : pH6.0 で⽣育させた植物体地上部の膜脂質組成は、リン⼗分時と⽐較して DGDG

の含量が⼤幅に増加しており、リン⽋乏⽔耕栽培において膜脂質転換が誘導されているこ

とが確認できた。これに加えて、pH が 4.5、3.7 と低下するに従って、わずかながら DGDG

がさらに増加する⼀⽅で、MGDG の含量は減少した（図 3-13（A））。これらの脂質組成の

変化は、リン⼗分時の酸性⽣育時に、植物体地上部において観察された現象と同様のもので

あった。このことから、植物体地上部における酸性ストレスに応答したガラクト脂質代謝の

調節は、リン⽋乏時の膜脂質転換とは独⽴な機構であることが⽰唆された。 

 酸性リン⽋乏時にはリン⽋乏ストレスによる MGD2/MGD3-DGD2 経路を介した

DGDG 合成に加えて、酸性ストレスによる MGD1-DGD1 経路を介した DGDG 合成が活

性化されていたことから、酸性ストレスによって植物体地上部で増加した DGDG は、リン

⽋乏によって増加した DGDG とは異なる⽣体膜において増加していることが⽰唆された。

リン⽋乏時に MGD2/MGD3-DGD2 経路によって合成された DGDG は葉緑体外の⽣体

膜に蓄積することから（Andersson et al., 2003, 2005; Russo et al., 2007; Jouhet et al., 2004）、

酸性ストレス時には葉緑体膜において DGDG が増加していると考えられた。さらに、リン

⼗分時の酸性条件におけるミクロソーム膜画分の脂質解析の結果、DGDG はチラコイド膜

以外の⽣体膜においても増加していることが⽰されたことから、増加場所は葉緑体内かつ

チラコイド膜以外の膜、すなわち、葉緑体包膜であると考えられた。これは、葉緑体が発達

していない根において DGDG の増加が⾒られなかったこととも合致した。葉緑体外包膜

の膜脂質組成においては、DGDG と PC がそれぞれ 30 %程度を占めている（Block et al., 

1983）。DGDG は PC に対して低いプロトン透過性を⽰したことから（図 3-2（C））、酸性

ストレス条件下において葉緑体包膜で増加した DGDG は、葉緑体ストロマへのプロトン
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の流⼊を防ぐバリアとして機能し、葉緑体や光合成活性の機能維持に寄与しているのかも

しれない。 

 酸性リン⽋乏時の根における膜脂質組成は、地上部とは異なる変化を⽰した（図3-13（B））。

-Pi : pH6.0 では、リン⼗分時と⽐較して DGDG が⼤幅に増加し、代わりに PC、PE、PI

といったリン脂質が減少していた。⼀⽅、リン⽋乏に加えて pH を低下させていくと、pH

依存的に DGDG の増加が抑制されることがわかった。また、遺伝⼦発現解析の結果から、

酸性リン⽋乏時の根においては、リン⽋乏時の膜脂質転換に寄与する MGD2、MGD3、

DGD1、DGD2、NPC4、NPC5、PAH1 の発現量が軒並み低下しており、酸性リン⽋乏に

おける根での膜脂質転換の抑制が⽰唆された。⼀⽅で、At4 の発現量に変化は⾒られず、総

てのリン⽋乏応答が抑制されているわけではないことも⽰された。また、地上部と同様に

IAA1 の発現量は上昇しており、オーキシン応答は活性化していた。オーキシン応答はリン

⽋乏時の根における膜脂質転換に寄与するが（Kobayashi et al., 2006; Narise et al., 2010）、

以上の結果から、酸性ストレスは根においてリン⽋乏とオーキシンの作⽤を打ち消し、

DGDG 合成の活性化を抑制することがわかった。 

 酸性リン⽋乏時の根において、PC と PE の変動パターンには違いが⾒られた。PC 含量

は pH の低下に伴って段階的に増加し、pH 3.7 では酸性処理前と同程度に達していた。PE

含量も pH の低下に伴って段階的に増加したが、pH 3.7 においても酸性処理前と⽐較する

と顕著な減少がみられた。リン⼗分条件で⽣育させた植物の根においても酸性ストレス時

には PE の減少がみられたことから（図 3-5（B））、酸性ストレスはリン⽋乏時の膜脂質転

換とは独⽴な機構で、根において PE の分解を促進していることが⽰唆された。 

 また、酸性リン⽋乏時の根における各脂質種の脂肪酸組成からも、酸性ストレス特有の変

化が⽰唆された（図 3-15）。リン⼗分時の根における各脂質種の脂肪酸組成（pH 6.0）と、

リン⽋乏時（pH 6.0）の結果を⽐較すると、PC、PE、PI における 18:2 脂肪酸の減少と 18:3

脂肪酸の増加が顕著であった（図 3-8、3-15）。この理由は、リン⽋乏時にはリン脂質の合

成活性が低下し、分解活性が上昇することで、残ったリン脂質の脂肪酸に対して不飽和化が

進⾏し、脂肪酸の不飽和度が上昇したためであると考えられる。⼀⽅、酸性リン⽋乏時の

PC、PE、PI においては、リン⽋乏時と⽐較していずれも 18:2 が増加し、18:3 が減少して
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いた（図 3-15）。また、リン⼗分時の PC、PE、PI の脂肪酸組成を⾒ても、pH 6.0 と酸性

条件の⽐較においては同様の傾向が⽰された（図 3-8）。加えて、リン⽋乏時、-Pi：pH 3.7

においても根の膜脂質の 20 % 程度を占める DGDG の脂肪酸組成においても、-Pi：pH6.0

と⽐較して 18:2 の増加と 18:3 の減少が⾒られたことから、酸性ストレスは、根の細胞膜を

構成する主要な脂質に対して、不飽和度の低下を引き起こすと考えられた。膜脂質の不飽和

度が下がると膜の流動性が低下するが、このような膜の物理化学的性質は特に低温ストレ

スに対する適応機構と関連していることが知られている（Wada and Murata, 1990）。プロ

トン過多な状態においても膜の流動性の低下は、プロトンの膜透過性を減少させることで

細胞機能の維持に寄与している可能性がある。 

 本研究では、今まで調べられていなかった、酸性⽣育時および酸性リン⽋乏⽣育時のシロ

イヌナズナの膜脂質組成を詳細に解析し、酸性ストレスに特異的な膜脂質代謝制御機構の

存在を⽰した。 
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第 4 章 総括 
 

 

4.1 総合討論と今後の展望 
 本研究で得られたデータと既知の知⾒を踏まえ、各ストレス条件が植物の脂質組成と⽣

育に与える影響を表 4-1 および表 4-2 にまとめた。これを基に、多⾯的な環境応答におけ

る糖脂質合成の意義について考察を⾏う。 

 リン⽋乏時およびスクロース添加時には、B-type MGDG 合成酵素の活性化により合成

された DGDG が葉緑体（プラスチド）外へと供給される。また、この際に特に根の⽣育が

促進される。⼀⽅で、酸性ストレス時には A-type MGDG 合成酵素を介した DGDG 合成

が活性化され、合成された DGDG が葉緑体包膜に蓄積することが⽰唆された。また、酸性

⽣育時の地上部および根の⽣育は抑制された。環境ストレスへの適応は様々な代謝変動を

伴うため、⼀般に多くのエネルギーを必要とする。そのため植物は、周囲の⽣育環境の特徴

を捉えながら、限られたエネルギーのリソースを適切に配分して⽣育していく必要がある。

リン⽋乏に陥った植物は、リンの吸収効率を⾼めるために、根の⽣育を促進しなければなら

ない。⼀⽅で、酸性環境において根の⽣育が促進されると、プロトン過多な環境と接する表

⾯積が増えることで植物体の被る傷害がより深刻になると考えられる。このように特徴の

異なる環境ストレスに対して、植物は A-type と B-type のガラクト脂質合成経路を巧みに

使い分け、適応を⾏っていることが本研究により明らかになった。 

 第 2 章に⽰した結果より、B-type MGDG 合成酵素を介した DGDG 合成について、今

まで考えられていたリンの節約の他に、過剰な糖を消費しながら⽣体膜の構成要素を供給

するという⽣理的役割を担っていることが⽰唆された。糖含量は、植物にとって重要なエネ

ルギーの指標であり、⽣育の促進と抑制を司る要因である。糖の中でもスクロースは植物体

内において、光合成によって固定された炭素源の主要な輸送形態である。スクロース含量の

上昇と⽣育促進の関連性については、スクロースの分解産物であるグルコースを介して⽣

成されるトレハロース-6-リン酸が、⽣育促進を負に制御している SnRK1 を抑制すること

で、⽣育を促進する機構が明らかになっている（Lastdrager et al., 2014）。このことから、⽣
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育促進にはスクロースそのものの増加が重要なのではなく、スクロースが滞りなく代謝さ

れていることが重要であると考えられる。また、培地からの糖の吸収がない場合、スクロー

スはソース器官（おもに光合成器官）において多量に合成されているため濃度が⾼く、シン

ク器官（おもに根など）においては濃度が低い。この濃度勾配が⽣み出す浸透圧の差が師管

液を介したスクロース輸送の駆動⼒になっていると考えられている。このことから、根の⽣

育の促進には、スクロースを地上部から根に輸送すると同時に、根においてスクロースの過

剰な蓄積が起こらないよう、スクロースの代謝・分解を促進することが必要となる。 

 糖過剰な条件はリン⼗分およびリン⽋乏条件において、植物のリン⽋乏応答を増強する

（Müller, et al., 2007）。また、Lupinus albus においてリン⽋乏に応答したリン酸トランス

ポーターや酸性ホスファターゼの発現に、光合成の活性化または培地への糖の添加が必要

であることが知られており（Liu et al., 2005）、⽣体内における利⽤可能なリンと糖のバラン

スが植物のリン⽋乏応答において重要な役割を果たしていると考えられている。しかし、こ

のバランスが⼤幅に崩れると、植物の⽣育は阻害される（Karthikeyan et al., 2007）。リン⽋

乏に陥った植物は、⼀⽅でリンの獲得のために根の⽣育を促進しなければならず、他⽅では

リンの使⽤量を最⼩限に抑えなければならない。加えて、⽣育促進のために必要な糖に関し

ても、常に代謝を回すことで過剰な蓄積を防ぐ必要がある。そのような状況において、B-

type MGDG 合成酵素を介したプラスチド外への DGDG 供給は有利に働くと考えられる。 

 A-type MGDG 合成酵素を介した DGDG 合成が活性化されていた酸性ストレスへの適

応にも糖が関わっている。酸性ストレス時の植物体の地上部および根においてスクロース

の含量が増加し、さらに、酸性条件に重ねて CO2 分圧を上昇させると酸性応答が強化され

ることが知られている（Hachiya et al., 2014）。⼀⽅で、リン⽋乏時には葉緑体内にデンプン

の蓄積が起こるが（Nielsen et al., 1998）、根や葉におけるスクロース含量の増加は⾒られず、

茎のスクロース含量が増加する（Ciereszko et al., 2001）。このことは、リン⽋乏時には葉か

ら根へのスクロース輸送が活性化されると共に、根におけるスクロースの代謝・分解が促進

されていることを⽰唆している。これに対して、地上部と根でスクロースの蓄積が起こる酸

性ストレス条件では、根におけるスクロースの代謝・分解が抑制されていると考えられる。

リン⽋乏とは異なり、⽣育を促進することがデメリットとなるストレス条件においては、植
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物は積極的に⽣育を抑制することで、ストレスへの適応を優先する戦略をとると考えられ

ている（Kim et al., 2012; Breuer et al., 2012）。酸性ストレスと同じく、DGD1 の寄与によ

って DGDG が増加することが知られている乾燥や⾼温ストレス時にも、植物の⽣育は抑

制される（Gigon et al., 2004; Chen et al., 2006）。このことから、厳しい環境を耐え忍んで

⽣育する際に、MGD1-DGD1 経路を介した DGDG 合成の活性化と、葉緑体膜への DGDG

の蓄積が光合成機能の維持に寄与していると考えられる。 

 また、序論に⽰したように、⾃然界においてリン⽋乏と酸性条件は複合的に起こりうる⽣

育環境ストレスの例の１つである。第 3 章の後半に⽰した酸性リン⽋乏ストレスの解析か

ら、酸性ストレスとリン⽋乏ストレスの影響が、地上部では相加的に、根では拮抗的に作⽤

することが明らかになった。すなわち、地上部においてはリン⽋乏によって誘導された

DGDG の増加に加えて、酸性ストレスの影響による DGDG のさらなる増加が⾒られたの

に対し、根ではリン⽋乏時の膜脂質転換が抑制されていた。また、酸性リン⽋乏時にはリン

⽋乏の影響が打ち消され、根の伸⻑が阻害された。この結果は、根での B-type MGDG 合

成酵素を介したガラクト脂質合成の活性化と、植物体の⽣育促進との関連性を⽀持した。酸

性リン⽋乏環境では、酸性ストレスと同じく、根の⽣育を促進させることはデメリットが⼤

きいと推測される。酸性リン⽋乏時の根においては、リンの不⾜に加えて、B-type MGDG

合成酵素を介したガラクト脂質合成を抑制することで、リンと糖のバランスを崩し、根の伸

⻑を積極的に阻害している可能性が考えられる。 

 酸性リン⽋乏時の根においては、リン⽋乏時の膜脂質転換が遺伝⼦の転写レベルから抑

制されていた。⼀⽅で総てのリン⽋乏応答が抑制されているわけではなかったことから、植

物の⽣育や代謝と連動した何らかの機構によって B-type MGDG 合成酵素の活性が制御さ

れていることが⽰唆された。オーキシンと拮抗的に作⽤するサイトカイニンはリン⽋乏時

の膜脂質転換を抑制することが知られているが（Kobayashi et al., 2006）、サイトカイニンは

At4 の遺伝⼦発現応答を含むリン⽋乏応答を広く抑制することから（Franco-Zorrilla et al., 

2005）、酸性リン⽋乏条件時の根においてはサイトカイニンとも異なる制御機構が機能して

いると考えられる。今後、これらの制御機構の解明を含む、植物の膜脂質代謝を介した環境

適応戦略の包括的理解に向けて、研究が進んでいくことを期待する。 
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4.2 表および図 
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