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略語

ACP：アシルキャリアータンパク質
CDP-DAG：シチジン二リン酸-ジアシルグリセロール
DAG：ジアシルグリセロール
EF1α：伸長因子 1アルファ
DGDG：ジガラクトシルジアシルグリセロール
DGTS：ジアシルグリセリルトリメチルホモセリン
HD：ホメオドメイン
MGDG：モノガラクトシルジアシルグリセロール
PA：ホスファチジン酸
PC：ホスファチジルコリン
PE：ホスファチジルエタノールアミン
PG：ホスファチジルグリセロール
PI：ホスファチジルイノシトール
PSII：光化学系 II
RT-PCR：逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
SQDG：スルホキノボシルジアシルグリセロール
TLC：薄層クロマトグラフィー

脂肪酸の表記
本論文では、脂肪酸の炭素数 Xおよび二重結合の数 Yを用いて X:Yの形で表記する。
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第1章 序論

1.1 葉緑体を構成する膜脂質

葉緑体は植物細胞を特徴づけるオルガネラである。植物細胞においてはアミノ酸合成や脂肪酸合

成などの重要な代謝経路が葉緑体に局在し、酸素発生型光合成に必要な光化学反応および電子伝達

反応、ATP 合成を行うタンパク質複合体は葉緑体内部のチラコイド膜に存在している。チラコイ

ド膜はモノガラクトシルジアシルグリセロール（MGDG）、ジガラクトシルジアシルグリセロール

（DGDG）、スルホキノボシルジアシルグリセロール（SQDG）、ホスファチジルグリセロール（PG）

という四種類のグリセロ脂質によって構成されており、これはシアノバクテリアから植物まで保

存された特徴である [1]。MGDGと DGDG、SQDGは極性頭部に糖をもつグリセロ糖脂質であり、

PGは極性頭部にリン酸基をもつグリセロリン脂質である。MGDGと DGDGはそれぞれ一つある

いは二つのガラクトース分子を含んでおり、まとめてガラクト脂質と呼ばれる。葉緑体包膜もチラ

コイド膜と同じ四種類のグリセロ脂質によって構成されているが、外包膜のみホスファチジルコリ

ン（PC）を含んでいる。

各脂質クラスは光合成および葉緑体機能においてそれぞれ異なった役割を果たしており、チラコ

イド脂質合成の適切な制御は光合成膜の構造および機能を維持するために重要である。例えば、PG

合成に必要な酵素の欠損は、シアノバクテリアとシロイヌナズナの両方において、光合成能の喪失

を引き起こす [2, 3]。MGDGや DGDGの合成量の低下は葉緑体形成やチラコイド膜の形態に異常

を引き起こし、核での遺伝子発現にも影響を与える [4–6]。SQDG合成酵素の欠損は、リン十分条
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件では顕著な異常をもたらさないが、リン欠乏条件での生育遅延を引き起こす [7]。

1.2 葉緑体脂質の合成経路

葉緑体脂質の合成はジアシルグリセロール（DAG）またはシチジン二リン酸-ジアシルグリセ

ロール（CDP-DAG）を基質として葉緑体包膜において行われる [1]。糖脂質、すなわち MGDG、

DGDG、および SQDGは DAGを基質とし、PGは CDG-DAGを基質として合成される。植物細胞

において、脂肪酸の新規合成は葉緑体においてのみ行われるが、DAGおよび CDG-DAGの前駆体

であるホスファチジン酸（PA）の合成は葉緑体と小胞体の両方において行われる。葉緑体脂質合成

に用いられる PAは色素体経路（原核経路とも呼ばれる）および小胞体経路（真核経路とも呼ばれ

る）という 2つの経路によって合成される（図 1）[1]。色素体経路においては PA合成が葉緑体内

部で完結しているのに対し、小胞体経路では小胞体で合成された PAが葉緑体脂質の前駆体となる。

色素体経路では、アシル-ACP:グリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラーゼ（ATS1）による

グリセロール-3-リン酸のアシル化と、アシル-ACP:LPAアシルトランスフェラーゼ（ATS2）による

リゾ PAへのアシル基転移を介して PAが合成され、PAホスファターゼによって PAを脱リン酸化

して得られた DAGが糖脂質合成に利用される（図 1）。ATS1および ATS2は、それぞれ 16:0-ACP

および 18:1-ACPに特異的であるため、色素体経路においては、18:1 (sn-1)-16:0 (sn-2)-PAが主と

して生成する [8]。sn-1に C18 脂肪酸、sn-2に C16 脂肪酸という立体化学的配置がシアノバクテリ

アの脂質と類似していることから、色素体経路は当初原核経路と命名された [9]。複数の脂肪酸デ

サチュラーゼによって葉緑体脂質に結合した脂肪酸に二重結合が導入されることで、16:0 および

18:1の大部分はそれぞれ 16:3および 18:2または 18:3に変換され、結果として色素体経路によっ

て合成された糖脂質は 18:3-16:0または 18:3-16:3というジアシルグリセロール骨格を有すること

になる（図 1）。

葉緑体で合成されたアシル-アシルキャリアータンパク質（ACP）の一部は色素体経路に利用さ

れず、アシル-ACPチオエステラーゼによって加水分解されて遊離脂肪酸に変換されたのち、細胞
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質へ排出される。脂肪酸が葉緑体外へ輸送される過程は未知の部分が多いが、内包膜に局在する

FAX1タンパク質がこの過程に関与していることが示唆されている [10]。葉緑体から排出された脂

肪酸はアシル-CoAシンテターゼによってアシル-CoAに変換され、小胞体に局在するアシル-CoA:

グリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラーゼおよびアシル-CoA:LPA アシルトランスフェラ

ーゼによって PA合成に利用される。小胞体のアシルトランスフェラーゼは葉緑体と基質特異性が

異なり、小胞体経路においては 16:0-18:1-PAおよび 18:1-18:1-PAが主として生成する。したがっ

て、色素体経路においては sn-2に C16 脂肪酸が結合した脂質が合成されるのに対し、小胞体経路

においては sn-2に C18 脂肪酸が結合した脂質が合成される（図 1）。小胞体において PAから生成

した DAGおよび CDP-DAGは PCなどのリン脂質合成の基質として利用される。PCに結合した

18:1は、さらに脂肪酸デサチュラーゼによって 18:2および 18:3に不飽和化され、16:0-18:3-PCま

たは 18:3-18:3-PCが合成される。葉緑体において 18:1を不飽和化するデサチュラーゼが欠損して

も葉緑体脂質に 18:3が蓄積することから [11]、小胞体経路において葉緑体脂質合成の前駆体は一

度 PCとして不飽和化を受けたのち葉緑体に輸送されていると考えられる。

PGは色素体経路によってのみ合成されるが、糖脂質の合成は植物種によって色素体経路と小胞

体経路の両方を利用する場合と小胞体経路のみに依存する場合の二通りが存在している [12]。糖脂

質に結合している脂肪酸の種類から、糖脂質の合成に色素体経路と小胞体経路の両方を利用する植

物（シロイヌナズナなど）は 16:3植物と呼ばれ、小胞体経路のみを利用する植物（エンドウなど）

は 18:3植物と呼ばれる。16:3植物においては糖脂質の sn-2に C16 脂肪酸と C18 脂肪酸が含まれる

が、18:3植物においては C18 脂肪酸しか含まれない。各経路が合成に寄与する割合は脂質クラスに

よって異なっており、シロイヌナズナにおいてはMGDGの約半分が色素体経路によって合成され

るのに対し、DGDGはほとんどが小胞体経路によって合成される（図 1）[13]。
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1.3 小胞体経路において行われるオルガネラ間脂質輸送

真核経路において小胞体から葉緑体へ輸送される脂質の実体は明らかになっていない。葉緑体

外包膜の外葉（脂質二重層の細胞質側）には PC が含まれているが、葉緑体は PC 合成に必要な

CDP-コリン:DAGホスホコリントランスフェラーゼ活性を欠いているため、葉緑体への PCまたは

PCに関連する代謝産物の輸送が必要であると考えられる。外包膜に存在する PCが葉緑体脂質の

前駆体である証拠はないが、外包膜において DAGが生成されれば葉緑体脂質合成の基質となるこ

と [14]、単離葉緑体に取り込ませた PCは細胞質成分の添加によりMGDGに変換されること [15]

から、外包膜上の PCが細胞質に局在するホスホリパーゼによって PAまたは DAGに変換されて

葉緑体脂質合成に利用されるという仮説が考えられる。実際に葉緑体に PCが輸送されているかは

明らかではないが、単離葉緑体が人工リポソームから PC を特異的に取り込む活性を有しており、

サーモライシン処理によってその活性が低下することから、PCを葉緑体へ輸送するタンパク質が

葉緑体外包膜上に存在することが示唆されている [16]。

一方、放射性同位体を用いた代謝実験よりリゾ PC が葉緑体に輸送されることが示唆されてお

り [17]、また葉緑体包膜にはリゾ PCを PCに変換するアシル-CoA:リゾ PCアシルトランスフェ

ラーゼ活性が検出される [18]。また、小胞体（LACS4）および葉緑体包膜（LACS9）に局在する

アシル CoAシンテターゼの二重変異体 lacs4 lacs9は小胞体経路に由来する葉緑体脂質の割合が減

少する [19]。これらの事実から、小胞体から輸送されたリゾ PCが葉緑体において再アシル化され

て葉緑体脂質の前駆体となっている可能性が考えられるが、葉緑体のリゾ PCアシルトランスフェ

ラーゼ活性が 80%以上減少した lpcat1 lpcat2二重変異体において葉緑体脂質の合成にほとんど影

響が見られないことから [20]、このサイクルは異なる代謝経路に寄与している可能性が高い。その

他、小胞体から DAGが輸送されているとする仮説や PAが輸送されているとする仮説が提唱され

ているが、いずれも決定的な証拠はない。

葉緑体包膜には、変異体においてオリゴガラクト脂質であるトリガラクトシルジアシルグリセロ

ールが蓄積することから TRIGALACTOSYLDIACYLGLYCEROL (TGD) と名付けられた脂質輸
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送複合体が存在している。TGD複合体は 5つのタンパク質（TGD1, TGD2, TGD3, TGD4, TGD5）

によって構成され、葉緑体内外包膜にまたがって存在している。いずれのサブユニットの欠損も小

胞体経路に由来する葉緑体脂質の著しい減少をもたらすことから [21–25]、TGD複合体は小胞体経

路に不可欠な機能を果たしていると考えられれる。TGD1はパーミアーゼ様タンパク質、TGD3は

ATPase、TGD2は PA結合タンパク質であり、これらは細菌に存在する脂質輸送体 ABCトランス

ポーターのコンポーネントとそれぞれ相同である [23]。TGD1, TGD2, TGD3は内包膜において複

合体を形成するが、TGD4は外包膜においてホモダイマーを形成するバレル型タンパク質であり、

PA結合能を有している [26, 27]、。TGD5タンパク質は TGD1、TGD2、TGD3および TGD4と物

理的に相互作用しており、TGD4を TGD1、TGD2および TGD3と橋渡しして超複合体を形成する

ことで内外包膜間領域を通過する脂質輸送を促進することが示唆されている [25]。TGD複合体に

よって輸送される脂質は不明であるが、PAが最も可能性の高い候補である。tgd4欠損変異体にお

いて PAの蓄積が見られ [26]、葉緑体膜脂質に占める PCの含有量が上昇することから [24]、TGD

複合体は葉緑体外包膜に輸送された PCがホスホリパーゼによって PAに変換された後に内包膜へ

輸送するために必要である可能性がある。

小胞体と葉緑体はコンタクトサイトを通して物理的に相互作用していることが観察されてい

る [28]。このようなコンタクトサイトは葉緑体から小胞体への脂肪酸の輸送や小胞体から葉緑体へ

の脂質の輸送に関与していることが示唆されているが、小胞体と葉緑体とのコンタクトサイトがど

のように形成されているかはまだ明らかにされていない。

1.4 植物に存在する STARTドメイン含有タンパク質

生体膜間で脂質輸送を媒介するタンパク質ドメインはこれまでに複数発見されている。その中

で、Steroidogenic acute regulatory protein-related lipid transfer（START）ドメインは植物を含む真

核生物全体に幅広く保存されている脂質輸送ドメインのひとつである。動物細胞において、START

ドメインを有するタンパク質はリン脂質やスフィンゴ脂質、ステロールを含むさまざまな脂質のオ
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ルガネラ間での輸送に必要であることが知られている。

シロイヌナズナでは 35 の START タンパク質のうち 26 が追加のドメインを含んでいる（図

2）[29]。マルチドメイン STARTタンパク質の大半（21/26）はホメオドメインロイシンジッパー

（HD-Zip）を含んでおり、それ以外のグループ（4/26）は PH ドメインと機能未知ドメイン 1336

（DUF1336）を含んでいる。また、PHドメインを欠く START-DUF1336タンパク質も 1つ存在し

ている。STARTドメインのアミノ酸配列に基づく系統関係はドメイン構造に基づくグループ分け

と対応しており、これはドメインシャッフリングによって新しい構造の STARTタンパク質が誕生

した後に遺伝子重複と分子進化が起きたことを示唆している。

シロイヌナズナの HD-Zip-START ドメイン含有転写因子はクラス III およびクラス IV の HD-

Zipファミリーに属しており、発生における細胞分化やパターン形成に重要な役割を果たしている

ことが示されている。クラス IIIの HD-Zipファミリーには、維管束系、分裂組織の形成、または

器官の極性に関与する 5つのタンパク質が含まれている [30]。クラス IVの HD-Zipファミリーは

細胞の運命決定に関与する 16 のタンパク質から構成されており [31]、シュートの表皮細胞の運

命決定に必要な ATML1 および PDF2 [32] や表皮細胞のトライコームなどへの特殊化を制御する

GL2 [33]が含まれている。START-DUF1336型タンパク質についての報告は少ないが、そのうち

のひとつ EDR2 は病害抵抗性の制御におけるホルモンシグナル伝達に関与していることが示され

ている [34,35]。マルチドメイン STARTタンパク質における STARTドメインの存在は、それぞれ

のタンパク質の活性が脂質によって制御される可能性を示唆している。すなわち、脂質結合によっ

て誘導された構造変化を介して、DNA結合能やタンパク質の安定性、核への輸送などに変化させ

ることで、タンパク質の活性を制御できると考えられる。実際、HD-Zip-START型タンパク質なら

びに START-DUF1336 型タンパク質と相同な動物の START タンパク質はチオエステラーゼドメ

インをもっており [29]、この STARTドメインは脂質との結合によってチオエステラーゼ活性をア

ロステリックに制御するという機能を果たしている [36]。これらのことから、植物に存在するマル

チドメイン STARTタンパク質が細胞内脂質輸送に関与している可能性は低いと考えられる。

STARTドメイン以外の機能ドメインを持たない START単独タンパク質は、動物細胞において
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細胞内脂質輸送を媒介する STARTタンパク質と相同であり [29]、植物細胞における細胞内脂質輸

送に関与している可能性が高いが、これらのタンパク質の機能についての報告はこれまでにない。

上記のように、シロイヌナズナに存在する STARTタンパク質は遺伝子数が多く、START単独タ

ンパク質も 7遺伝子が存在していることも機能解析を困難にしている一因であると考えられる（図

2）。

1.5 新しいモデル生物ゼニゴケ

陸上植物系統の基部に位置する苔類ゼニゴケ（Marchantia polymorpha）は、近年急速に実験手法

やツールが整備されてきており、新たなモデル植物として注目されている。ゼニゴケは、陸上植物

に共通している遺伝子の多くを保有しつつ、それらの冗長性が非常に低いことが明らかになってい

る [37]。シロイヌナズナなどの被子植物と比較した際のコケ植物の膜脂質の特徴として、ベタイン

脂質 DGTSが存在する点と多量の C20 脂肪酸が含まれる点が挙げられる。DGTSは S-アデノシル

メチオニンと DAGを前駆体として合成される糖とリン酸のどちらも含まないグリセロ脂質であり、

緑藻・コケ植物・シダ植物に広く保存されている [38]。コケ植物において C20 脂肪酸は小胞体にお

いて合成されることが知られており [39]、ゼニゴケにおいては C20 脂肪酸の合成に関与する酵素が

同定されている [40–42]。ゼニゴケにおける膜脂質代謝についてはこれまでにほとんど調べられて

いないが、ゼニゴケ培養細胞において存在する脂質クラスの組成および脂質クラスごとに sn-1,2の

それぞれに結合している脂肪酸の組成が報告されている [43]。MGDGの sn-2に結合している脂肪

酸は約 90%が C16 脂肪酸であるが、残りの約 10%は C18 および C20 脂肪酸によって構成されて

いる [43]。小胞体で合成される脂質である PCおよび DGTSにおいては、sn-1に結合している脂

肪酸の 80‒90%程度が C16 脂肪酸によって構成され、sn-2に結合している脂肪酸は約 90%が C18

および C20 脂肪酸である [43]。
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1.6 本研究の目的

前述のように、葉緑体の構造および機能を正常に保つためには葉緑体膜脂質の合成を適切に制御

することが必要であると考えられる。葉緑体膜脂質合成においては小胞体経路が主要な経路として

はたらいているが、その重要なステップである小胞体から葉緑体への脂質輸送過程については輸送

される脂質分子の実体やそれに関与するタンパク質など不明な点が多く残されている。そこで本研

究では、小胞体から葉緑体への脂質輸送を媒介するタンパク質を明らかにするため、脂質輸送活性

をもつ STARTドメインをもつタンパク質がこの過程に関与しているかを検討した。まず、遺伝学

的冗長性の低い基部陸上植物ゼニゴケを用いて、脂質輸送への関与が考えられる START単独タン

パク質 3種の細胞内局在を解析した。葉緑体包膜への局在を示した STAR2タンパク質の機能を明

らかにするため、欠損変異体を作出し、STAR2の欠損が生育や葉緑体機能、脂質代謝等に与える

影響を解析した。これらの解析により、STAR2タンパク質が葉緑体脂質代謝において担っている

役割の解明を目指した。
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第2章 材料と方法

2.1 分子系統解析

Chlamydomonas reinhardtii, Ostreococcus tauri, Ostreococcus lucimarinus, Klebsormidium flac-

cidum, Physcomitrella patens, Selaginella moellendorffii, Arabidopsis thaliana および Oryza sativa

に存在する START 単独タンパク質のアミノ酸配列を Gclust サーバーより取得した（クラスター

2189 および 17097、"Gclust2012_42" データセット）[44]。ゼニゴケ M. polymorpha に存在する

START単独タンパク質のアミノ酸配列をMarpolbase（https://marchantia.info/）より取得した。アミ

ノ酸配列のアラインメントをMAFFT（L-INS-iアルゴリズム、ver. 7.408）によって作成した [45]。

アミノ酸配列アラインメントに基づき、PhyML（LG+G+I+Fモデル、ver. 20120412）を用いて最

尤系統樹の作成を行った [46]。

2.2 植物材料および生育条件

本研究の全体を通してゼニゴケM. polymorphaの雄株である Takaragaike-1（Tak-1）[47]を用い

た。ゼニゴケ植物体は、オートクレーブ滅菌したセロハン（PT#300）を敷いた 5 mM MES-KOH

（pH 5.7）および 1%（w/v）寒天を含む half-strength Gamborg’s B5培地 [48]のプレート上におい

て、22 °C、連続光（50 µmol photons m−2 s−1）のインキュベータ内で生育させた。リン欠乏条件下

での生育のため、NaH2PO4 の濃度を各所で示したとおりに調整した。脂質分析の際には、植物体

を通常の B5寒天培地上で 7日間生育した後、NaH2PO4 を含むあるいは含まない B5寒天培地に移

12



してさらに 7日間生育させた。

2.3 プラスミド作製

蛍光タンパク質を融合したタンパク質をゼニゴケに発現させるため、EF1α プロモーターをも

つ発現ベクターである pMpGWB327 [49]を用い、タンパク質の C末端に TagRFPを融合させた。

STAR1 (Mp4g23140.1)および STAR2 (Mp8g16400.1)、STAR3 (Mp3g08750.1)の CDS配列を、そ

れぞれプライマーセット oTH77・83 および oTH79・80、oTH81・82 を用いた RT-PCR によって

Tak-1 mRNAから増幅し、pENTR/D-TOPOベクター (Thermo Fisher Scientific)にクローニングし

た。得られたコンストラクトを Gateway LR反応によって pMpGWB327ベクターに導入し、それ

ぞれ pTH34および pTH35、pTH36を作製した。

葉緑体包膜に局在する蛍光タンパク質を発現させるため、EF1α プロモーター配列および NOS

ターミネーター配列を伴った mCitrineの CDS配列をそれぞれプライマーセット oTH301・306お

よび oTH302・303を用いて pMpGWB350ベクター [49]から PCRによって増幅し、HindIII およ

び EcoRI によって切断した pUC19ベクターに NEBuilder HiFi DNA Assembly (NEB)によってク

ローニングした。得られたプラスミドを pTH84 と命名した。ゼニゴケ SFR2 の葉緑体局在化配

列 (Mp2g15680.1 の 1‒40 コドン) をプライマーセット oTH311・312 を用いた RT-PCR によって

Tak-1 mRNAから増幅し, AfeI によって切断した pTH84に NEBuilder HiFi DNA Assemblyによっ

て導入し、pTH87プラスミドを作製した。

STAR2遺伝子を標的とする CRISPRベクターを作製するため、pMpGE010ベクター [50]を利

用した。oTH73・74 をアニーリングさせたオリゴ DNA を BsaI によって切断した pMpGE_En03

ベクター [50]にライゲーション反応によって導入した。得られたコンストラクトを LR反応によっ

て pMpGE010に導入し、pTH25プラスミドを作製した。
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2.4 パーティクルガンによる遺伝子導入

パーティクルガン (PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery System, Bio Rad) を用いてゼニゴケ

への遺伝子導入を行った。直径60 µmの金粒子0.6 mgに600 ngのプラスミドを含む水溶液10 µLを加

えて超音波洗浄機により懸濁し、さらに2.5 M CaCl2 10 µLおよび0.1 M spermidine 4 µLを加えて混

和して 30分間静置した。スピンダウンして上清を捨て、70 %エタノール100 µLを加えて超音波洗

浄機により懸濁し、再びスピンダウンして上清を捨てた。金粒子に100 % エタノール15 µLを加え

て超音波洗浄機により懸濁し、全量をマクロキャリアーに滴下した。エタノールを揮発させたマク

ロキャリアーを遺伝子導入に用いた。

Half-strength Gamborg’s B5培地において 3‒4日間生育させた Tak-1幼葉状体を PDS-1000に設

置し、DNA-金粒子の射出を行った。射出時の条件はヘリウムガス圧900 psi、マクロキャリアーか

らサンプルまでの距離10 cm、減圧25 inch Hg。射出されたサンプルを22 °C暗所で一晩静置したの

ち、共焦点顕微鏡による観察に用いた。

2.5 アグロバクテリウムによる遺伝子導入

G-AgarTap法 [51]によりゼニゴケへの遺伝子導入を行った。導入するプラスミドを Agrobacterium

tumefaciens GV2260株に形質転換し、LB培地に懸濁して28 °Cで 3日間振盪培養を行った。アグ

ロバクテリウムを集菌し、OD600 = 0.3 となるよう形質転換バッファー（10 mM MgCl2, 10 mM

MES-NaOH (pH 5.7), 0.15 mM acetosyringone, 0.01% Triton X-100）に懸濁して共培養液を作製

した。

直径 6 cmのシャーレに作製した 1%ショ糖を含む 10 mLの half-strength Gamborg’s B5培地上

に 20‒30の無性芽を植え、2日間前培養したのち、共培養液 1 mLをシャーレ上に広げて 1分間静

置した。シャーレを傾けて共培養液を除いたあと、シャーレにパラフィルムを巻いて22 °C暗所で 3

日間共培養を行った。共培養後、培地表面のアグロバクテリウムを滅菌水で 2回洗浄し、1 mg/mL
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cefotaximeおよび終濃度の 10倍の適当な抗生物質を含む滅菌水を 1 mL注ぎ、サージカルテープ

を巻いて明所で培養した。抗生物質耐性をもつゼニゴケが現れたら、直径 9 cmのシャーレに作製

した100 µg/mL cefotaxime および適当な抗生物質を含む half-strength Gamborg’s B5 培地に移し、

さらに培養を続けた。この個体から得られた無性芽を同様に抗生物質を含む培地において選抜し、

生存したものを形質転換株として用いた。最初の選抜において異なる無性芽から得られたものを独

立した形質転換株とした。

2.6 STAR2 破壊株の作製

STAR2遺伝子に変異を生じた株を作出するため、アグロバクテリウム法で pTH25プラスミドを

Tak-1に導入した。形質転換体は 10 mg/L hygromycin Bを含む B5培地上で選抜した。

得られた形質転換体について、3 mm × 3 mm程度の葉状体断片を100 µLの DNA 抽出バッファ

ー（100 mM Tris, 1 M KCl, 10 mM EDTA, pH 9.5）中で破砕し、95 °Cで 10分間加熱して DNAを

抽出した。DNA抽出液を蒸留水で 10倍に希釈し、これを鋳型としてプライマーセット oTH158・

159を用いた PCRにより CRISPR-Cas9標的部位を含む領域を増幅した。PCR酵素はMightyAmp

DNA polymerase（東洋紡）を用いた。各形質転換体の増幅産物について oTH160をプライマーと

するサンガーシーケンシングを行い、CRISPR-Cas9標的部位近傍の配列を決定した。STAR2の第

3エキソンに 2塩基の欠損が導入された形質転換体を star2-1として実験に用いた。

2.7 star2-1相補株の作製

star2-1に由来する相補株を作出するため、アグロバクテリウム法で pTH35プラスミドを star2-1

株に導入した。形質転換体は0.5 µM chlorsulfuronを含む B5培地上で選抜した。得られた形質転換

体について、共焦点顕微鏡観察により STAR2-TagRFPの発現が確認されたものを実験に用いた。
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2.8 共焦点顕微鏡観察

Nikon C2+ 共焦点顕微鏡 (Nikon) で観察を行った。mCitrine の蛍光シグナルは 488 nm 励起、

500-550 nmフィルターで取得し、TagRFPの蛍光シグナルは 561 nm励起、575-615 nmフィルタ

ーで取得し、クロロフィルの蛍光シグナルは 637 nm励起、662-691 nmフィルターで取得した。

2.9 クロロフィル定量

クロロフィルを抽出するため、ゼニゴケ葉状体を 1 mLのジメチルホルムアミドに浸して4 °C暗

所で一晩静置した。抽出液中のクロロフィル量は、Porraの方法 [52]に従い、V-370 BIO (JASCO)

吸光光度計によって 663.8 nmおよび 646.8 nmの吸光度を測定することで決定した。

2.10 パルス変調クロロフィル蛍光測定

IMAGING-PAM MAXI（WALZ）を用いて光合成量子収率を測定した。測定前に寒天培地上のゼ

ニゴケ葉状体を室温で 15分間暗順応させた。暗所において最小クロロフィル蛍光（FO）を測定し

たのち、飽和光パルス光照射によって最大クロロフィル蛍光（Fm）を測定した。その後、定常蛍光

（F）を測定しながら励起光を 5 分間照射し、励起光の照射下で飽和光パルス光を照射して最大蛍

光（Fm’）を測定した。励起光の強度を徐々に上昇させ、55, 110, 185, 280, 395, 530 µmol photons

m−2 s−1 において測定を行った。光化学系 IIの実行量子収率は Y(II) = (Fm’ − F)/Fm’によって算出

した [53]。IMAGING-PAMの測定パラメータは次の通り：measuring light intensity = 1, measuring

light frequency = 2, damping = 2, gain = 1, saturation pulse intensity = 12。

2.11 定量的 RT-PCR

RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）を用いてゼニゴケ葉状体から全 RNAを抽出し、PrimeScript RT

reagent kit with gDNA eraser（タカラバイオ）によってゲノム DNAの除去と逆転写反応を行った。
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Thunderbird SYBR qPCR Mix（東洋紡）を用いて、95 °C10秒間の初期変性ののち95 °C5秒間の変

性と60 °C30秒間の伸長のサイクルを 40回繰り返し、cDNAを増幅した。PCR反応と増幅産物の

検出、解析はMiniOpticon（Bio Rad）を用いて各サンプルに対してデュープリケートで行った。転

写産物レベルは発現レベルの安定性が確認されているアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ

APT（Mp3g25140.1）およびアクチン ACT2（Mp6g11010.1）をレファレンス遺伝子として標準化

した [54, 55]。定量的 RT-PCRに用いたプライマーの配列は表 2に示した。

2.12 脂質分析

200‒500 mgのゼニゴケ葉状体から Bligh-Dyer法により総脂質を抽出した [56]。葉状体を液体窒

素により凍結させた状態で乳棒と乳鉢により破砕し、クロロホルム-メタノール（1:2）6 mLおよび

1 % KCl 1.2 mLを加えて脂質を抽出した。脂質抽出液にクロロホルム2 mLと 1 % KCl2 mLを加え、

脂質を含む下層を回収して減圧遠心（30 °C、50 mm Hg）で揮発させた。乾固した脂質の重量を測定

し、脂質が10 mg/mLの濃度となるようクロロホルム-メタノール（2:1）を加えて溶解し、−20 °Cで

保存した。

脂質抽出液50 µLをシリカゲル 60 プレート（20 cm × 20 cm）にアプライし、アセトン-ベンゼ

ン-メタノール-水（8:3:2:1）を一次元目、クロロホルム-アセトン-メタノール-酢酸-水（10:4:2:3:1）

を二次元目の展開溶媒とする二次元薄層クロマトグラフィーによって脂質を分離した [38]。展開

後のプレートに 0.01%（w/v）プリムリンを含む80 %（v/v）アセトンを噴霧して 365 nm の紫外

線照射下で脂質スポットを可視化し、シリカゲルを掻き取った。スポットのシリカゲルに1 mMペ

ンタデカン酸ナトリウム（15:0）を含むトルエン100 µLと濃塩酸-メタノール（3:97）900 µLを加

え、45 °Cで一晩静置して脂肪酸をメチルエステル化した [57]。反応後の液に蒸留水100 µLとヘキ

サン1 mLを加え、脂肪酸メチルエステルを含むヘキサン層を回収した。窒素を吹き付けてヘキサン

層を乾固させ、ヘキサン20 µLに再溶解し、うち1 µLをガスクロマトグラフでの分析に用いた。

脂肪酸メチルエステルは水素炎イオン化検出器とキャピラリーカラム（ULBON HR-SS-10、50 m
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× 0.25 mm、Shinwa Chemical Co.）を装着したガスクロマトグラフ（GC-2014、島津製作所）を用

いて分析した。カラム温度は180 °Cで 20分間保持した後3 °C/minの速度で210 °Cまで上昇させた。

キャリアガスにはヘリウムを用い、線速度は3 cm/sとした。各ピークの同定は脂肪酸メチルエステ

ル標準品 F.A.M.E.Mix C4-C24（Sigma）との保持時間の比較により行い、内部標準として加えた

15:0に基づいて定量を行った。

2.13 パルス・チェイス [14C]標識実験

通常の B5 寒天培地上で 7 日間生育した後NaH2PO4 を含まない B5 寒天培地に移してさらに 7

日間生育させたゼニゴケ葉状体をNaH2PO4 を含まない B5 液体培地（10 mM MES-KOH, pH 5.7）

25 mLに浸し、22C、50 mol photons m−2 s−1 の白色光照射下で 30分間振盪した。1 mCi/mL[2-14C]

酢酸ナトリウム（59 mCi/mmol、パーキンエルマー）を25 µLずつ加え（1 µCi/mL、17 µM）、15

分間振盪してパルス標識を行った。15 分後、コールドの5 M酢酸カリウムを25 µL加え（5 mM）、

[2-14C]酢酸を希釈してチェイスを開始した。チェイス開始から 0, 4, 8, 16, 24時間後、それぞれ葉

状体 1個体を培地から取り出し、液体窒素で凍結させてからバイオマッシャー II（ニッピ）によっ

て破砕し、Bligh-Dyer 法による脂質抽出を行った。抽出された脂質を濃縮ゾーン付きシリカゲル

プレート（Merck）にアプライし、酢酸メチル-イソプロパノール-クロロホルム-メタノール-0.25 %

KCl（25:25:20:10:4）で展開した [58]。標識された脂質のスポットをイメージングアナライザー

BAS 2500（富士フィルム）によって可視化した。展開後のプレートに 0.01%（w/v）プリムリンを

含む80 %（v/v）アセトンを噴霧して 365 nmの紫外線照射下で脂質スポットを可視化し、スポット

を掻き取って液体シンチレーションカウンター Tri-Carb 3180 TR/SLによって放射線量の定量を行

った。
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第3章 結果

3.1 植物 START単独タンパク質の分子系統解析

植物に存在する START単独タンパク質の冗長性を明らかにするため、緑色植物系統の START

単独タンパク質について、最尤法による分子系統解析を行った。その結果、緑藻（Chlamydomonas、

Ostreococcus）および基部ストレプト植物（Klebsormidium）を除くと、植物の START単独タンパ

ク質は 3つのクレード（clade 1–3）によって構成されていることが示された（図 3）。3つのクレ

ードのいずれについても、コケ植物（Physcomitrella、Marchantia）およびシダ植物（Selaginella）、

被子植物（Arabidopsis、Oryza）のホモログが含まれていた。クレード内部での系統関係は進化的

な系統関係とおよそ対応していることから、これらは共通祖先から継承されたものであると考えら

れた。これらのことは、3つのクレードが陸上植物の共通祖先において生じたパラログであり、ク

レードによって異なる機能を持っていることを示唆している。緑藻のホモログは clade 1と clade 2

の中間に位置し、これらは機能分化する前の祖先的な START単独タンパク質であると考えられる。

シロイヌナズナのホモログは clade 1に 2遺伝子、clade 2に 4遺伝子、clade 3に 1遺伝子が存

在するのに対し、ゼニゴケのホモログは各クレードに 1遺伝子ずつ（MpSTAR1–3）存在していた

（図 3）。クレード内部にホモログが複数存在するシロイヌナズナの場合、遺伝学的冗長性により機

能解析が困難になる可能性が考えられることから、本研究ではゼニゴケを用いて解析を行うことに

した。
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3.2 ゼニゴケ START単独タンパク質のドメイン構造

ゼニゴケに存在する 3 つの START 単独タンパク質を MpSTAR1 (Mp4g23140.1) および Mp-

STAR2 (Mp8g16400.1)、MpSTAR3 (Mp3g08750.1) と命名した。MpSTAR1–3 はそれぞれ系統樹

の clade 1–3に属している（図 3）。アミノ酸配列を見ると、MpSTAR3はほぼ全長が STARTドメ

インのみによって構成されているのに対して、MpSTAR1およびMpSTAR2は STARTドメインの

N末端側と C末端側に機能ドメインを含まない延長配列が存在し、N末端側には膜貫通領域が存

在していた（図 4）。このようなドメイン構造は同じクレードに属する他の植物 START単独タンパ

ク質と共通しており、陸上植物においてクレードごとに機能が保存されていることが示唆された。

TargetP 2.0（http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/cite.php）[59]によって N末端に局在化シグナ

ル配列が存在するか調べたところ、MpSTAR1–3のいずれにも明確な局在化シグナル配列は検出さ

れなかった。

3.3 ゼニゴケ START単独タンパク質の細胞内局在

オルガネラ間で脂質輸送を行うタンパク質の大半は、膜貫通領域によるアンカーや脂質結合ドメ

インによる膜との相互作用、膜タンパク質との相互作用などによって輸送対象の膜に局在しており、

二つのオルガネラ膜のコンタクトサイトに局在するものも多い [60]。動物に存在する STARTドメ

インタンパク質においても、小胞体とゴルジ体の間でセラミドを輸送する CERTはそれらのコンタ

クトサイトに局在しており [61]、小胞体とエンドソームの間でステロールを輸送する STARD3に

ついても同様である [62]。したがって、脂質輸送タンパク質の細胞内局在はその機能と密接な関係

があると考えられる。

ゼニゴケの START単独タンパク質が機能する細胞内コンパートメントを明らかにするため、蛍

光タンパク質である TagRFP を C 末端に融合した MpSTAR タンパク質を発現するコンストラク

トを作製し、パーティクルガンによってゼニゴケに導入して一過的に発現させ、共焦点顕微鏡によ
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り蛍光シグナルを観察した。STAR1-TagRFPおよび STAR3-TagRFPの蛍光は細胞周縁部に観察さ

れたことから、これらは細胞膜に局在すると考えられた（図 5、図 7）。一方、STAR2-TagRFPの

蛍光はクロロフィル蛍光の周辺にドット状のパターンとして観察された（図 6）。STAR2-TagRFP

が葉緑体包膜に局在するか調べるため、ゼニゴケ SFR2（Mp2g15680.1）の N末端 40アミノ酸を

mCitrineと融合させたコンストラクトを作製し、STAR2-TagRFP発現コンストラクトと同時に導

入して観察を行った。SFR2 は葉緑体外包膜に局在するタンパク質であり、シロイヌナズナにお

いて包膜へのターゲッティングには N 末端の 31 アミノ酸のみで十分であることが報告されてい

る [63]。共発現した細胞を観察したところ、STAR2-TagRFP の蛍光は SFR2(1–40)-mCitrine の蛍

光の一部と重なっていた（図 8）。これらの結果から、MpSTAR2は葉緑体包膜上に点状の構造体と

して局在していることが示唆された。

以上の結果より、ゼニゴケ STAR2が葉緑体と他のオルガネラの間での脂質輸送に関与している

可能性が考えられたため、STAR2の葉緑体脂質代謝における機能を解析することとした。

3.4 CRISPR-Cas9システムによる STAR2 欠損変異体の作出

ゼニゴケ STAR2の機能を明らかにするため、STAR2遺伝子第 3エキソンを標的とする CRISPR-

Cas9 コンストラクトを作製し、Tak-1 に導入して形質転換体を作出した。得られた形質転換体の

STAR2遺伝子領域を PCRにより増幅し、標的部位付近の配列をサンガーシーケンシングにより解

析したところ、形質転換体 5ラインのうち 2ラインに変異が検出された（図 9）。検出された変異

はともに同一箇所における 2 塩基の欠損であり、これによってリボソームの読み枠が変化した結

果、第 3 エキソン内部に未成熟終止コドンが出現していた。この変異型アリルを star2-1 と命名

し、片方のライン（#3）を star2-1株として解析することとした。この変異型遺伝子から翻訳され

る STAR2タンパク質は STARTドメインの半分以上をもたないことから、正常な機能を喪失して

いると考えられる。
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3.5 STAR2のリン欠乏条件での生育における機能

star2-1株は通常の条件で生育させたとき形態や生育において顕著な異常を示さなかった（図 10）。

シロイヌナズナなどの被子植物ではリン欠乏時に細胞内の脂質代謝が大きく変動することが知ら

れており、葉緑体の脂質代謝に関係する酵素の変異体にもリン欠乏時にのみ異常を示すものが報

告されている [7, 64]。ゼニゴケ野生株を 0–1.000 µMのリン酸を含む培地において生育させたとこ

ろ、培地中のリン酸濃度が100 µMを下回ると強い生育抑制が見られ、培地中のリン酸濃度がゼロで

ある場合にはほとんど生育が見られなかった（図 11）。この結果を踏まえ、リン欠乏条件における

STAR2の機能を調べるため、野生株および star2-1株を1 mMあるいは20 µMのリン酸を含む培地

において生育させたところ、培地中のリン濃度が1 mMの場合には生重量に差は見られなかったが、

20 µMの場合には star2-1株の生重量が有意に減少した（図 11）。これが star2-1変異によって引き

起こされたものであるか確かめるため、EF1α プロモーターによって STAR2-TagRFP を発現する

コンストラクトを star2-1株に導入して相補株を作製した。star2-1株のゲノムには CRISPR-Cas9

コンストラクトが残存しているが、ガイド RNAの標的を第 2イントロンが第 3エキソンにまたが

るように設計しているため、STAR2の cDNA配列を利用したこのコンストラクトは切断対象とは

ならないと考えられた。顕微鏡観察によって STAR2-TagRFPの発現が確認された 2つの相補株は、

培地中のリン濃度が20 µMの場合でも野生株に対して生重量の減少を示さなかった（図 11）。これ

らの結果より、STAR2はリン欠乏条件での最適な生育に必要であること、および相補株において

発現した STAR2-TagRFPは正しく機能していることが示唆された。相補株を共焦点顕微鏡によっ

て観察したところ、STAR2-TagRFPの蛍光は、パーティクルによって一過的に発現させた場合と同

様、クロロフィル蛍光の周辺にドット状のパターンとして観察された（図 13）。
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3.6 STAR2の欠損が葉緑体機能に与える影響

star2-1株がリン欠乏時に示した生育の遅延が葉緑体機能の異常によって引き起こされているか

を明らかにするため、野生株および star2-1株、2つの相補株をリン十分条件およびリン欠乏条件

において生育させ、クロロフィルの定量と光合成量子収率の測定を行った。リン十分条件とリン欠

乏条件の両方において、野生株と star2-1株のあいだに総クロロフィル量およびクロロフィル a/b

比の差は見られなかった（図 14）。また、同様に、リン十分条件とリン欠乏条件の両方において、野

生株と比較して star2-1株の光化学系 II実行量子収率は低下していなかった（図 15）。これらの結

果より、star2-1変異はリン欠乏時に葉緑体形成や光合成電子伝達系の機能にほとんど影響を与え

ないことが示された。

3.7 STAR2 のリン酸濃度による転写産物レベル制御

STAR2 の発現がリン欠乏時によって誘導されるかを明らかにするため、ゼニゴケ野生株

を1000 µM, 100 µM, 10 µM, 0 µMのリン酸を含む培地において生育させ、定量的 RT-PCR により

転写産物レベルを測定した。先行研究 [54]において報告されていた通り、構成的に発現している

EF1αの転写産物レベルは培地中のリン酸濃度に影響されないのに対し、リン酸トランスポーター

PHT1.1の転写産物レベルは培地中のリン酸濃度が低下するにつれて大きく上昇した（図 16）。一

方、STAR2 の転写産物レベルは培地中のリン酸濃度に影響されず一定であった（図 16）。リン欠

乏時に活性化され膜脂質転換に寄与することが知られている DGTS 合成酵素 BTA1L [65] および

SQDG合成酵素 SQD2 [7]は、リン酸濃度1000 µMと100 µMのあいだで転写産物レベルはあまり変

化しなかったが、リン酸濃度10 µM以下では著しい転写産物レベルの上昇を示した（図 16）。これ

らの結果から、リン欠乏に応答した膜脂質転換が誘導されるような生育環境においても STAR2の

転写産物レベルは上昇せず、STAR2は構成的に発現していることが示された。
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3.8 STAR2の欠損が脂質組成に与える影響

STAR2の欠損が脂質代謝に与える影響を明らかにするため、野生株および star2-1株、相補株を

リン十分条件およびリン欠乏条件において生育させ、脂質分析を行った。リン酸を含まない培地で

生育させると、他の植物や藻類において観察されるのと同様に [66]、リン脂質の割合が低下し、リ

ンを含まない脂質である DGDG、SQDGおよび DGTSの割合が上昇した（図 17）。リン欠乏条件

において SQDGおよび DGTSの割合が上昇したことは、リン欠乏時にこれらの脂質の合成酵素を

コードする遺伝子の転写産物レベルが大きく上昇したことと整合している（図 16）。star2-1株はリ

ン十分条件とリン欠乏条件の両方において野生株と大きく変わらない脂質組成を示したが、相補株

ではリン欠乏に応答した DGTSの増加と PCの減少が阻害されていた（図 17）。

脂質クラスごとの脂肪酸組成を見ると、野生型において、リン十分条件においては葉緑体糖脂質

には 20:4および 20:5脂肪酸がほとんど含まれないが、リン欠乏条件においてはその割合が上昇し

ていた（図 18）。脂肪酸の炭素数ごとの組成で表すと、C20 脂肪酸が糖脂質において占める割合は

リン十分条件では 0–1 mol%であるのに対し、リン欠乏条件では 4倍程度（MGDGおよび DGDG

では約5 mol%、SQDGでは約1 mol%）に上昇していた（図 19）。C20 脂肪酸の割合の上昇は PGに

おいては見られず、どちらの条件においてもほとんど含まれていなかった（図 18、図 19）。一方、

star2-1株において C20 脂肪酸が糖脂質に占める割合はリン十分条件では野生型と変わらないのに

対し、リン欠乏条件では上昇が見られず、むしろ0 mol%程度にまで低下していた（図 19）。また、

star2-1株はリン欠乏時に DGDGにおいて 16:0の割合が上昇し、代わりに 18:3の割合が低下して

いた（図 18）。STAR2-TagRFPを発現する相補株の脂肪酸組成は野生株とほとんど同じであったが、

リン十分条件において MGDGおよび DGDGに占める C20 脂肪酸の割合が野生株の 1.5倍程度に

上昇していた（図 18、図 19）。これらの結果は STAR2がリン欠乏に応答した C20 脂肪酸の葉緑体

糖脂質への蓄積に必要であることを示している。また、相補株はリン欠乏条件において PGに占め

る 18:3の割合が上昇し、18:0および 18:2の割合が低下していた（図 18）。葉緑体外の膜脂質にお

ける脂肪酸組成はリン十分条件とリン欠乏条件のどちらにおいても株間で大きな差は見られなかっ
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た（図 20、図 21）。

3.9 STAR2の欠損が脂質代謝フラックスに与える影響

本節の内容については、後日の出版を予定しているため省略する。
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第4章 考察

4.1 ゼニゴケは植物に共通する START単独タンパク質の最小セッ

トを有している

分子系統解析の結果より、陸上植物の START単独タンパク質は 3つのグループに分類され、か

つそれぞれのグループのホモログがコケ植物から被子植物まで保存されていることが示された（図

3）。ゼニゴケは 3つのグループに 1つずつホモログをもっていることから、START単独タンパク

質の機能解析に適していると考えられた。clade 1と clade 2の START単独タンパク質のはアミノ

酸配列の構造が類似しており、N末端に膜貫通ドメインをもつのに対し、系統的に遠い clade 3は

STARTドメインのみによって全長が構成されていた（4）。これら 3つのグループのホモログが異な

る機能を有しているかは不明であるが、少なくともゼニゴケにおいては STAR2（clade 2）は他の 2

つとは異なる細胞内局在を示したことから機能的にも差があると考えられ、また STAR1と STAR3

についてもそのドメイン構造の違いから異なる機能をもっている可能性が高いと考えられる。

4.2 ゼニゴケ STAR2は葉緑体包膜上に点状の構造として存在する

パーティクルガンによって TagRFP 融合タンパク質として一過的に発現させて観察を行った結

果、MpSTAR1およびMpSTAR3の細胞膜に局在し、MpSTAR2は葉緑体包膜上に点状の構造とし

て存在することが示唆された（5–8）。前述のように、MpSTARタンパク質はいずれも葉緑体移行

シグナル配列を含んでいないことから、MpSTAR2は葉緑体移行シグナルに依存しない経路で葉緑
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体包膜へ輸送されているか、他のオルガネラ膜に輸送され、葉緑体外包膜上のタンパク質との相互

作用によって葉緑体外包膜に局在していると考えられる。葉緑体移行シグナルに依存しない経路で

葉緑体包膜に輸送される場合には内包膜ではなく外包膜へとターゲッティングされることから、い

ずれの場合でもMpSTAR2は外包膜上に存在していると推測される。葉緑体移行シグナル配列をも

たないタンパク質が葉緑体外包膜にターゲッティングされる機構として、N末端の膜貫通領域が認

識されるシグナルアンカー型と、C末端の膜貫通領域が認識されるテイルアンカー型が知られてい

る [67]。MpSTAR2は N末端に膜貫通領域をもつことから、MpSTAR2はシグナルアンカー型タン

パク質として葉緑体外包膜に輸送されている可能性がある。

MpSTAR2-TagRFPが示した点状の局在パターンは、小胞体-ミトコンドリア間のコンタクトサイ

トを形成する ERMES複合体のような、オルガネラ間コンタクトサイトに局在するタンパク質のパ

ターンに類似していた [68]。このことは、MpSTAR2が葉緑体と他のオルガネラの間の膜コンタク

トサイトに局在し脂質輸送を行っている可能性を示唆している。脂質輸送タンパク質は膜と接触す

ることで脂質輸送を行うため、2つの異なる膜が近接した領域に局在することで輸送速度を向上さ

せることができると考えられている。

4.3 STAR2はリン欠乏条件における最適な生育に必要である

star2-1株はリン十分条件では野生株と同様に生育するにも関わらず、リン欠乏条件では野生株

より生育が阻害されることから、STAR2はリン欠乏条件における最適な生育に必要であることが

示された（図 10,図 12）。生育阻害の原因として葉緑体機能異常の可能性が考えられたが、クロロ

フィル測定およびクロロフィル蛍光測定の結果より、葉緑体形成や光合成電子伝達系には大きな異

常がないことが示唆された（図 14、図 15）。このことから、star2-1株がリン欠乏時に示した生育

阻害の原因は光合成能力の低下ではないと考えられるが、葉緑体における代謝など他の葉緑体機能

に異常が生じている可能性は排除されていない。star2-1株は脂質クラス組成において異常を示さ

なかったが（図 17）、リン欠乏時に葉緑体糖脂質の脂肪酸組成が C20 脂肪酸が蓄積しないという表
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現型を示した（図 19）ことから、これが生育阻害の原因である可能性が考えられる。しかしなが

ら、糖脂質の C20 脂肪酸は野生株においても5 %程度しか存在しておらず、またリン十分条件にお

いてはほとんど含まれていないことから、その変化が葉緑体の膜形成などに大きく影響を与えると

は考えにくい。

また、STAR2の転写産物レベルが培地中のリン酸濃度の影響を受けなかったことから、STAR2

はリン欠乏に対する応答として転写活性化を受けるわけではないことが示された（図 16）。

4.4 STAR2はリン欠乏条件における小胞体由来脂肪酸の葉緑体脂

質への取り込みに必要である

star2-1株の葉緑体糖脂質において C20 脂肪酸が占める割合が低下した原因としては、C20 脂肪

酸の合成そのものの抑制か、合成された C20 脂肪酸の葉緑体脂質への取り込みの低下のどちらかが

考えられるが、葉緑体外脂質において C20 脂肪酸の減少は観察されなかったことから、葉緑体脂質

への取り込みが低下していることが示唆される。ゼニゴケにおいて C20 脂肪酸は小胞体においての

み合成されると考えられており [39]、PCや PEといった葉緑体外の膜を構成する脂質において高

い割合を占めている（図 21）。したがって、STAR2は小胞体に由来する脂肪酸の葉緑体への取り込

みに関与していると考えられる。また、star2-1株はリン欠乏時に DGDGの C16 脂肪酸（16:0）が

減少し C18 脂肪酸（18:3）が増加したが（図 19）、このような変化は小胞体経路が阻害されるシロ

イヌナズナ tgd変異体においても観察されている [21–23]。これらのことから、STAR2を必要とす

る脂肪酸の取り込みは葉緑体脂質合成の小胞体経路に関与している可能性が考えられる。葉緑体経

路のみによって合成されると考えられている PGの脂肪酸組成に star2-1変異が影響を与えなかっ

たこと（図 18）もこの仮説を支持している。

小胞体に由来する脂肪酸の葉緑体への取り込みはどのように行われているのだろうか？オルガネ

ラ間の脂肪酸の輸送は、脂質に結合した状態か、あるいは遊離脂肪酸の形で行われうる。葉緑体脂

質合成の小胞体経路においては、脂肪酸はグリセロ脂質の一部として小胞体から葉緑体へと輸送さ
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れると考えられている。動物の STARTドメインタンパク質にはグリセロ脂質を輸送するものが存

在することから [69]、STAR2は小胞体-葉緑体間のグリセロ脂質輸送体として小胞体経路に関与し

ている可能性がある。また、star2-1株ではリン欠乏条件においては葉緑体糖脂質に C20 脂肪酸が

ほとんど蓄積しないものの、リン十分条件においては全体の1 %程度ではあるが野生株と同等の蓄

積を示した（図 19）。このことは、小胞体から葉緑体へ脂肪酸を輸送する経路が複数存在すること

を示唆している。すなわち、リン十分条件においては主として STAR2に依存しない経路によって

輸送されているため star2-1株においても差は見られず、リン欠乏条件においては STAR2に依存

する経路によって輸送されるために star2-1株において糖脂質内の C20 脂肪酸の減少が見られるの

だと考えられる。

4.5 STAR2の欠損はリン欠乏条件において PCから MGDGへの脂

肪酸の移行を阻害する

本節の内容については、後日の出版を予定しているため省略する。

4.6 葉緑体脂質合成における小胞体経路の普遍性

被子植物においては、葉緑体脂質が色素体経路と小胞体経路のどちらによって合成されたかはグ

リセロール骨格の sn-2に結合した脂肪酸の炭素数によって区別できる。すなわち、C16 であれば色

素体経路、C18 であれば小胞体経路に、それぞれ由来する。ゼニゴケにおいては、MGDGの sn-2

のほとんどは C16 脂肪酸に占められているものの、割合は小さいが C18 脂肪酸および C20 脂肪酸

も含まれており [43]、MGDGの一部は小胞体経路によって合成されていることが示唆されていた。

本研究において得られた結果もゼニゴケにおける小胞体経路の存在を支持した。緑藻 C. reinhardtii

がもつ MGDGの sn-2は C16 脂肪酸しか含んでいないことから、緑藻には小胞体経路が存在しな

いと考えられてきた。しかし近年の研究により、C. reinhardtiiにおいては小胞体で合成されたグリ

セロ脂質の一部は sn-2に C16 脂肪酸を含んでおり、これが葉緑体に輸送されていることを示唆し
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ている [70,71]。さらに、紅藻 Cyanidioschyzon merolaeにおいても葉緑体脂質合成に色素体経路と

小胞体経路の両方を利用している可能性が高いと報告されている [72, 73]。これらの研究は、葉緑

体脂質合成における小胞体経路がコケ植物を含むアーケプラスチダ系統において広く保存されたも

のであることを示唆している。

4.7 まとめと今後の展望

本研究では、小胞体から葉緑体への脂質輸送を媒介するタンパク質を明らかにするため、脂質輸

送活性をもつ STARTドメインを有するタンパク質がこの過程に関与しているかを検討した。細胞

内脂質輸送に関与していると予想された START単独タンパク質について分子系統解析を行い、植

物の START単独タンパク質が 3グループに別れており、それぞれのホモログが陸上植物全体にお

いて保存されていることを明らかにした。各グループに 1 遺伝子ずつしかホモログをもたないゼ

ニゴケを用いて、それぞれのタンパク質の細胞内局在を解析したところ、そのうちのひとつである

STAR2が葉緑体包膜上に点状の構造として存在していることが明らかとなった。このような局在

はオルガネラ間脂質輸送に関与するタンパク質にしばしば見られるものであったことから、STAR2

タンパク質の葉緑体脂質代謝における機能を解析することにした。STAR2欠損変異体は通常条件

においては大きな異常を示さなかったが、リン欠乏条件において生育遅延を示した。STAR2欠損

変異体はクロロフィルの蓄積や光合成電子伝達に異常が見られなかったため、葉緑体の機能が大き

く損なわれているわけではないことが示された。脂質分析を行ったところ、野生株においては、リ

ン欠乏に応答して、小胞体において合成される C20 脂肪酸が葉緑体糖脂質に蓄積する現象が見られ

たが、STAR2欠損変異体ではこの応答が全く見られなかった。このことから、STAR2はリン欠乏

時に小胞体に由来する脂質が葉緑体に取り込まれるのに必要であることが示唆された。また、脂肪

酸のパルス・チェイス標識実験により、STAR2欠損変異体では小胞体経路が反映されると考えら

れる時間帯において野生株よりMGDGへの放射能の取り込みが低下し、逆に PCにおいて野生株

より高い放射能の蓄積が観察された。このことから、STAR2欠損変異体においては PCに取り込
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まれた脂肪酸がMGDGに移行する小胞体経路が阻害されていることが示唆された。

以上の結果より、リン欠乏条件におかれたゼニゴケにおいて、STAR2は PC分子を小胞体から葉

緑体包膜へ輸送することで小胞体経路を成立させているという仮説が考えられた（図 22）。動物の

STARTタンパク質には PC輸送活性を持つものが複数報告されていることから [69, 74]、ゼニゴケ

STAR2が PC輸送活性をもつ可能性は十分に考えられる。この仮説を検証するためには、STAR2

の STARTドメインが結合する脂質の同定や、in vitroでの脂質輸送活性の測定が必要になると考え

られる。また、STAR2の膜貫通ドメインはいかなる膜にアンカーされているのか、葉緑体包膜上

でドット状に分布するメカニズムは何かなど、STAR2の細胞内局在についても不明な点は多い。

遺伝子の欠損により小胞体経路に異常を引き起こす因子はこれまでに複数発見されているが、そ

の中で実際に脂質輸送活性を有していることが示されたタンパク質はこれまでに報告されていな

い。STAR2が媒介する脂質輸送を解析することで、小胞体経路のメカニズムや生理的意義の解明

に近づくことができると期待される。
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図1 シロイヌナズナの葉におけるグリセロ脂質合成の概略図（Ohlroggeと Browseによる論文
の Fig. 5を改変して作成 [13]）

各脂質の脂肪酸は左側が sn-1位、右側が sn-2位に結合したものを示す。点線は脂肪酸不飽和化反応を示す。
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図2 シロイヌナズナに存在する STARTドメインタンパク質の系統関係（Schirickらの論文の
FIg. 2Aより引用 [29]）

シロイヌナズナに存在する 35の STARTタンパク質の STARTドメイン配列の近隣結合系統樹。HD：ホメオ
ドメイン、ZIP：ロイシンジッパーモチーフ、ZLZ：ジッパー-ループ-ジッパーモチーフ。PH：PHドメイン。
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図3 植物 START単独タンパク質の系統樹
Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ）および Oryza satuva（イネ）、Selaginella moellendorffii（イヌカタヒ
バ）、Marchantia polymorpha（ゼニゴケ）、Physcomitrella patens（ヒメツリガネゴケ）、Klebsormidium nitens
（クレブソルミディウム）、Chlamydomonas reinhardtii（クラミドモナス）、Ostreococcus tauri、Ostreococcus

lucimarinus（オストレオコッカス）に存在する START単独タンパク質のアミノ酸配列に基づいて系統解析を
行った。系統樹は最尤法により推定されたもので、各分岐の数字は分岐の信頼度を表している。左上のバーは
進化距離のスケール。
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図4 ゼニゴケ START単独タンパク質のドメイン構造
ゼニゴケに存在する 3つの START単独タンパク質について、STARTドメインと膜貫通領域を示した。START
ドメイン領域は Interpro（https://www.ebi.ac.uk/interpro/）によって推定し、膜貫通領域は TMHMM Server v.
2.0（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）[75]によって予測した。
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Chlorophyll MpSTAR1-TagRFP Merge

図5 MpSTAR1-TagRFPのゼニゴケにおける細胞内局在
左のパネルはクロロフィルの自家蛍光を、中央のパネルはMpSTAR1-TagRFPの蛍光を、右のパネルはそれら
を結合した画像を示している。バーはいずれも10 µm。
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Chlorophyll MergeMpSTAR2-TagRFP

図6 MpSTAR2-TagRFPのゼニゴケにおける細胞内局在
左のパネルはクロロフィルの自家蛍光を、中央のパネルはMpSTAR2-TagRFPの蛍光を、右のパネルはそれら
を結合した画像を示している。バーはいずれも10 µm。
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Chlorophyll MpSTAR3-TagRFP Merge

図7 MpSTAR3-TagRFPのゼニゴケにおける細胞内局在
左のパネルはクロロフィルの自家蛍光を、中央のパネルはMpSTAR3-TagRFPの蛍光を、右のパネルはそれら
を結合した画像を示している。バーはいずれも10 µm。
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MpSTAR2-TagRFPSFR2(1–40)-mCitrine Merge

図8 MpSTAR2-TagRFPの葉緑体包膜への局在
左のパネルは SFR2(1–40)-mCitrine（葉緑体外包膜のマーカー）の蛍光を、中央のパネルはMpSTAR2-TagRFP
の蛍光を、右のパネルはそれらを結合した画像を示している。バーはいずれも10 µm。
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START domain

      (intron)      G  N  I  G  P
WT 5’-tccgaaacgtgcagGGTAATATTGGGCCG-3’
#1    tccgaaacgtgcagGGTAATATTGGGCCG
#2    tccgaaacgtgcagGGTAATATTGGGCCG
#3    tccgaaacgtgcagGGTA--ATTGGGCCG     (-2, frameshift)
#5    tccgaaacgtgcagGGTAATATTGGGCCG
#7    tccgaaacgtgcagGGTA--ATTGGGCCG     (-2, frameshift)

STAR2

ATG Stop

star2-1

図9 ゼニゴケ STAR2遺伝子モデルと CRISPR-Cas9により導入された変異
遺伝子モデルの箱と線はそれぞれエキソンとイントロンを示している。野生型の塩基配列について、ガイド
RNAの標的配列を緑色で、protospacer adjacent motifを青色で示し、Cas9により切断される箇所を矢じりで
示した。STAR2にコードされるアミノ酸配列を野生型の塩基配列の上に示した。#1–7は本研究で得られた形
質転換体の配列を示している。
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1 cm

Tak-1 (WT) star2-1

図10 ゼニゴケ野生株および star2-1変異株の葉状体の写真
Gamborg’s B5寒天培地に無性芽を植え、連続光で 10日間生育させた葉状体を実体顕微鏡によって撮影した。
バーは1 cmを示している。
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図11 培地中のリン酸濃度がゼニゴケの生育に与える影響
（A）さまざまなリン酸濃度で生育させたゼニゴケ野生株葉状体の写真。リン酸濃度を 0, 10, 20, 50, 100,

1000 µMに調整した Gamborg’s B5寒天培地に Tak-1の無性芽を植えて 10日間生育させ、プレートを撮影し
た。（B）さまざまなリン酸濃度で生育させたゼニゴケ葉状体の生重量。リン酸濃度を 0, 10, 100, 1000 µMに調
整した Gamborg’s B5寒天培地に Tak-1の無性芽を植えて 10日間生育させ、生重量を測定した。データは 3
回の独立した試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図12 star2-1変異体のリン十分・欠乏条件での生育
1 mM（A）あるいは20 µM（B）のリン酸を含む Gamborg’s B5寒天培地上で 7日間生育させたゼニゴケ葉状
体の生重量。箱内部の水平線は中央値、箱の上端と下端はそれぞれ第一四分位点と第三四分位点を示す。上
側/下側のひげは箱の上端/下端から 1.5 ×四分位範囲を超えない範囲の最大/最小の点を示す。ひげより外側の
データは個別にプロットした。データはそれぞれの株について 8–10個の葉状体から測定した。アスタリスク
は Tak-1との有意差（p < 0.05, Mann-Whitney U test）を示す。
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Chlorophyll STAR2-TagRFP Merge

図13 MpSTAR2-TagRFPの star2-1相補株における細胞内局在
左のパネルはクロロフィルの自家蛍光を、中央のパネルはMpSTAR2-TagRFPの蛍光を、右のパネルはそれら
を結合した画像を示している。バーは10 µm。

56



0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

Tak-1 star2-1 #1 #2

C
hl

or
op

hy
ll 

a 
+ 

b 
(n

m
ol

/m
g 

fre
sh

 w
ei

gh
t)

1 mM Pi

20 µM Pi

0

1

2

3

Tak-1 star2-1 #1 #2

C
hl

or
op

hy
ll 

a/
b 

ra
tio

star2-1
STAR2-TagRFP

star2-1
STAR2-TagRFP

A B

図14 star2-1変異体のリン十分・欠乏条件でのクロロフィル蓄積
1 mM（白いバー）あるいは20 µM（黒いバー）のリン酸を含む Gamborg’s B5寒天培地上で 7日間生育させた
ゼニゴケ葉状体の生重量あたりの総クロロフィル量（A）およびクロロフィル a/b比（B）。データは 3回の独
立した試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図15 star2-1変異体のリン十分・欠乏条件での光合成量子収率
ゼニゴケ葉状体を通常の B5寒天培地上で 3日間生育した後、リン酸を含む（A）あるいは含まない（B）B5
寒天培地に移してさらに 7日間生育させたのち、IMAGING-PAM MAXIを用いて光化学系 IIの実行量子収率
を測定した。PAR: photosynthetically active radiation（光合成有効放射）。データは 3回の独立した試行から得
られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図16 培地中のリン濃度による遺伝子発現の変動
各濃度のリン酸を含む B5培地上で 10日間生育させた Tak-1葉状体から全 RNAを抽出し、定量的 RT-PCR
を行った。転写産物レベルは APT および ACT2をレファレンス遺伝子として標準化し、[Pi] = 1000 µMに対す
る相対値として算出した。データは 3回の独立した試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図17 ゼニゴケ葉状体の脂質クラス組成
Tak-1（野生株）、star2-1および star2-1 STAR2-TagRFP（相補株）を B5培地上で 7日間生育させたのち、リ
ン酸を含む（A）あるいは含まない（B）B5培地上に移し、さらに 7日間生育させた。データは 3回の独立し
た試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図18 ゼニゴケ葉状体の葉緑体脂質の脂肪酸組成
Tak-1（野生株）、star2-1および star2-1 STAR2-TagRFP（相補株）を B5培地上で 7日間生育させたのち、リ
ン酸を含む（A, C, E, G）あるいは含まない（B, D, F, H）B5培地上に移し、さらに 7日間生育させた。データ
は 3回の独立した試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図19 ゼニゴケ葉状体の葉緑体脂質の脂肪酸鎖長組成
Tak-1（野生株）、star2-1および star2-1 STAR2-TagRFP（相補株）を B5培地上で 7日間生育させたのち、リ
ン酸を含むあるいは含まない B5培地上に移し、さらに 7日間生育させた。データは 3回の独立した試行から
得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図20 ゼニゴケ葉状体の葉緑体外脂質の脂肪酸組成
Tak-1（野生株）、star2-1および star2-1 STAR2-TagRFP（相補株）を B5培地上で 7日間生育させたのち、リ
ン酸を含む（A, C, E, G）あるいは含まない（B, D, F, H）B5培地上に移し、さらに 7日間生育させた。データ
は 3回の独立した試行から得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図21 ゼニゴケ葉状体の葉緑体外脂質の脂肪酸鎖長組成
Tak-1（野生株）、star2-1および star2-1 STAR2-TagRFP（相補株）を B5培地上で 7日間生育させたのち、リ
ン酸を含むあるいは含まない B5培地上に移し、さらに 7日間生育させた。データは 3回の独立した試行から
得られた測定値の平均値 ±標準誤差を示す。
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図22 ゼニゴケの葉緑体脂質合成における STAR2の予想される機能

各脂質の脂肪酸は左側が sn-1位、右側が sn-2位に結合したものを示す。点線は脂肪酸不飽和化反応を示す。

65



表1 本研究に用いたプライマーのリスト

プライマー名 配列（5’->3’）

oTH73 CTCGGAAACGTGCAGGGTAATATT

oTH74 AAACAATATTACCCTGCACGTTTC

oTH77 CACCATGATATCAGGGGAGGAATGG

oTH79 CACCATGGACATGATGGGGAAGC

oTH80 GTATGTTACAATTTCCGCTTTGC

oTH81 CACCATGGCTTTGAGTCACAGGATC

oTH82 CTTGAAGCTCTGAGCAAGCC

oTH83 TAAGGATTTAGATGGAGATCTGCG

oTH158 GTTCCACAGACGGGATGTTT

oTH159 TAAGATCCCTCGTCCACGTC

oTH160 GATGTACCCTTGGAGGACGA

oTH301 CCAGCGCTCAACCTTTCTGCAGGCACATCA

oTH302 AAGGTTGAGCGCTGGAGGCTCCG

oTH303 AAACGACGGCCAGTGGATCTAGTAACATAGATGACACCGCGC

oTH306 ACCATGATTACGCCACAAATGAGTCACACACATTGTTGAG

oTH311 GCAGAAAGGTTGAGCATGGCGCCGTTTTTGTTGC

oTH312 ACCGGAGCCTCCAGCGAATGGAGTTAAATTCCGCTTTCG
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表2 定量的 RT-PCRに用いたプライマーのリスト

遺伝子 Transcript ID フォワードプライマー（5’->3’） リバースプライマー（5’->3’）

APT Mp3g25140.1 AACCGGGGGTACACTTGCTG GCTCGATCAAGCAGGCACAC

ACT2 Mp6g11010.1 AGATGAGGCCCAGTCCAAGC GCTCTTCAGGTGCAACTCGC

EF1α Mp3g23400.1 TTTACTCGAGGCTCTGCCCG TGGCAGGGTCGTTCTTGGAG

PHT1 Mp2g20600.1 TTCAGTTGCGATTGGCCTGC CATGAACCAGCACACCGTGG

STAR2 Mp8g16400.1 GAAGACTGGGTCGCAAAGCG AAGTCGTTCCGCTTGCTTGC

SQD2 Mp2g10160.1 TGTGCGCAGCAGAACAGTTG ACAAATAAGGCGATGCGGCG

BTA1L Mp2g11200.1 AGCCCGACATCGACACTCTG GCCTTCTCGATGCACTTGGC
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