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ゴ脂質は細胞膜の構築だけでなく、細胞の分化と調節、プログラム細胞死といった様々な

細胞内反応に関与する生理活性分子として重要であることが認識されている［1-4］。

植物におけるスフィンゴ脂質代謝経路の第一ステップは、 L セリンとパルミトイル CoA

の縮合反応から始まり、スフィンゴ脂質の基本骨格であるスフィンゴイド塩基（LCB）が

合成される（図 1）。そして、 LCBはdenova合成経路と分解経路に供給される。 denova 

合成では、LCBと脂肪酸がアミド結合してセラミド（Cer）となり、ヒドロキシセラミド（hCer)

に変換された後、細胞膜の構成成分であるグルコシルセラミド（GlcCer）やグリコシルイ

ノシトールホスホセラミド（GIPC）といった複合スフインゴ脂質が合成される。一方、分

解経路では LCBがLCBキナーゼ（LCBK）によってスフィンゴイド塩基l リン酸（LCBP)

が合成される。 LCBPは、アブシジン酸（ABA）を介した気孔の開閉に関与するシグナル

伝達物質として機能することがわかっている［5］。また、 LCBPはLCBPホスファターゼ

(SPP）により脱リン酸化されて LCBに分解される、もしくはLCBPリアーゼ（DPL）によ

りC16アルデヒドとホスホエタノールアミンに分解されてグリセロ脂質代謝に利用される

[6 8］。
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図1 シ口イヌナズナにおけるスフインゴ脂質代謝経路

黒色の矢印はセラミド系経路（denovo合成経路）、赤色の矢印はLCBPの合成・分解経
路を示す。
CS, cerarnide synthase; CD, cerarnidase; LCBK, long-chain base kinase; SPP, sphingoid 
bas巴ー1-phosphatephosphatas巴； DPL,sphingoid base-1-phosphate lyase; FB1 fumonisin 
B1 (CSの阻害剤）

我々 は、 LCBをリン酸化し、 LCBPの合成を触媒する LCBKに着目した。シロイヌナズ

ナにおいて、 LCBKはLCBKI(At5g23450）、 LCBK2(At2g46090）、 SPHKI(At4g21450）、

SPHK2 (At4g21534）の4つのホモログが存在する。 SPHKlとSPHK2は、気孔閉鎖にお

けるアブシジン酸の情報伝達系に関与することが報告されている［9-11］。 LCBK2は、有糸

分裂活性化タンパク質キナーゼ（MPK）遺伝子であるMPK6を介してシグナル伝達され、

植物の寒冷応答に関わっていることが報告されている口2］。一方、 LCBKlは当研究室の西
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現株ではGateway法を用いてクローニングを行い、最終的に35Sプロモーター制御下の発

現ベクターである pFAST-G02に導入し（図2）、形質転換させたアグロパクテリウムをシ

ロイヌナズナの野生株に感染させて Tl世代の種子を得た。抑制株は、人工的な miRNAを

用いた遺伝子サイレンシング法（WMD3software）を利用した。作製したmiRNA前駆体

を過剰発現株と同様にクローニングを行い（図2）、シロイヌナズナの野生株に感染させて

Tl世代の種子を得た。 Tl世代の種子から形質転換した種子を得るために、蛍光実体顕微

鏡（LEICAMl65FC）を用いて選別した。紫色で囲んだ種子は形質転換した Tl種子を示

している（図3）。過剰発現、抑制株それぞれのTl種子の選別では、約 10000粒観察して、

約50粒の形質転換したTl種子を回収した。これらのTl種子を MS寒天培地で生育させ、

最終的に土壌に移して Tl植物を生育し、 T2種子を得た。 T2種子は緑色に蛍光を発してい

る種子と無蛍光の種子の割合が3:1になっている系統を過剰発現、抑制株それぞれ約20ず

つ選定した。糧色で囲んだ種子はホモと考えられる T2種子を示している（図3）。これら

のホモと予想される種子を過剰発現株、抑制株それぞれ回収し、 MS寒天培地で生育させ、

最終的に土壌に移して T2植物を生育し、 T3種子を得た。 T3種子はもしホモ系統であるな

らば、すべての種子が緑色に蛍光を発しているはずなので、その条件に従った系統を過剰

発現、抑制株それぞれ3ずつ選定した。すべてが緑色に蛍光を発している種子を図3に示
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図2 A丘CBKt形質転換体の作製

LCBKlの形質転換体を作製するために、 Gateway法を用いてクローニングした。
(A) AtLCBKl過剰発現株用コンストラクトの作製
過剰発現用コンストラクトはゲノム DNAをテンプレートにしてLCBKIのORFを増幅
し、デステイネーシヨンベクター（pFAST-G02）を用いてコンストラクトを作製した。
(B) AtLCBKl抑制株用コンストラクトの作製
抑制用コンストラクトはWMD3による amiRNA法を用いてLCBKI特異的な20塩基の
配列を増幅し、最終的にデステイネーシヨンベクター（pFAST-G02）を用いてコンスト
ラクトを作製した。
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図3 AtLCBK1形質転換種子の選別

抑制株2
KD2 

形質転換種子を蛍光実体顕微鏡（GFP観察用蛍光フィルターを使用）で観察した。
紫色で囲んだ種子は形質転換したTl種子、澄色で囲んだ種子はホモと考えられる T2
種子を示している。

した。 AtLCBKl形質転換体における mRNAの発現量の確認と植物体における表現型解析

では、ホモ系統のT3あるいはT4世代の植物を用いて実験を行った。

LCBKI過剰発現株、抑制株のmRNA量を RT-PCR法を用いて解析したところ、 Act2の

発現量は野生株、過剰発現株、抑制株のどの系統においても変化は見られなかった（図4）。

それに対してLCBKlの発現量は過剰発現株1(OXl）、過剰発現株2(OX2）は野生株に比

べて増加し、抑制株1(KDl）、抑制株2(KD2）では減少した。これらの結果から、

LCBKIを過剰発現、抑制された形質転換植物を作製できたと考えられる。

これらの形質転換植物を用いて葉と根における表現型の解析を行った。播種後3週間後

の植物体を観察したところ、野生株、過剰発現株、抑制株間で明白な変化は見られなかっ

た（図5）。さらに、根の観察を行ったところ、抑制株lにおいて野生株に比べて根の長さ

が有意に短かった（P< 0刷、 Student’st test）が、それ以外の系統ではほとんど変化は見

られなかった（図6）。

LCBKファミリーに属するタンパク質をコードする遺伝子配列は、植物以外でも動物、菌

類、ラピリンチュラ類などの幅広い分類群でデータベース上に登録されており、ヒト、マ

ウス、ゼブラフィッシュ、ショウジヨウパエでは、シロイヌナズナと同様にSPHKIと

SPHK2の2つのパラログが報告されている［47 51］。これまでに、 LCBKファミリーには5

つの保存された機能ドメインがあることが報告されている［1452］。今回、植物、動物、菌類、

ラピリンチュラ類を含む 19種の生物から 33個のLCBKファミリーのアミノ酸配列を取得

し、配列を比較した。その結果、これらの機能ドメインの配列は、先行研究で報告されて

いるように、よく保存されていることが示された（図7）。特に、 C2ドメインのATP結合
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-----一 ---
図4 A弘CBK1形質転換体における mRNAの発現量

RT-PCRにおけるLCBKlの発現量の解析
播種後、 5週間経った植物のロゼット葉からトータルRNAを抽出し、 RTPCR分析によって
LCBKIの発現量を調べた。野生株とLCBKI形質転換体はLCBKI特異的プライマーを用いて分析
した。 Actin2は内部標準として用いた。

WT OX! OX2 

KDl KD2 

図5 AtLCBK1形質転換体の植物体における表現型解析

約3週間経った植物体をデジタルカメラで撮影した。

部位と予想、されている S/G-GDGモチーフは、 33タンパク質のすべてにおいて高度に保存

されていることがわかった（図7）。 C4ドメインで基質の結合に重要とされているアミノ酸

残基（図7実印）は、動物、菌類、ラピリンチュラ類、陸上植物のSPHKではアスパラギ

ン酸であるのに対し、陸上植物のLCBKlではロイシンであった（図7）。これらの配列情

報をもとに分子系統樹を作成した結果、 LCBKファミリーは、陸上植物LCBK2、菌類

LCB、陸上植物LCBKl、陸上植物SPHKサブファミリー、ラピリンチュラ＋動物SPHKサ

ブファミリーの5つに大きく分けられた（図8）。また、この系統樹からは、脊椎動物、シ

ョウジョウパエ、シロイヌナズナで知られている SPHKl、SPHK2と名付けられたパラログ

は、それぞれの系統で独立に生じたものであることが示唆された。
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A丘CBK1形質転換体の根における表現型解析

1週間経った実生の根の長さを双眼実体顕微鏡を用いて測定した。
各系統それぞれ4個体の根の長さを測定し、平均したものをグラフ化した。

データは平均値±標準偏差（n=4）で示した。アスタリスクは有意差を示す（榊， P<0.01 

Student’s t-test）。
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LCBKファミリーにおける保存されたドメイン構造のアミノ酸一次配列

アミノ酸配列は多重アラインメントプログラム（CLUSTALW）を用いて整列し、
EsPript 3.0を用いて解析した。同一のアミノ酸はマゼン夕、類似のアミノ酸はオレンジ
で示している。 C2ドメインの実線はATPと基質の結合部位を示しており、 V印は
ATP結合に重要な残基を示している。 C4ドメインの女印は基質の結合に重要な残基を
示している。略名は以下の通りである：
Sc, Saccharomyces cerevisiae; Mm, Mus musculus; Hs, Homo sapiens; Dr, Dania rerio; 
Dm, Drosophila melanogaster,・ Ce, Caenorhabditis elegans; At; Arabidopsis thaliana Os. 
Oryza sativa；・Al,Arabidopsis Jyrata; Lj, Lotus japonicus. 

図7
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図8 LCBKファミリーの分子系統樹

分子系統樹はMEGA6.0を使用し、 CLUSTALWで整列させたアミノ酸配列のデータを
用いて近隣結合法で作成した。分岐の信頼度はブートストラップ法を用いて検定した。
節の上の数字は1000回の反復で得られたブートストラップ値を示す。部位あたり 0.2回
のアミノ酸置換に相当する枝の長さをスケールパーで示した。

本研究では葉、根、花といったあらゆる組織で強発現させることができる 35Sプロモー

ター制御下でLCBKIを過剰発現、抑制させた形質転換体の葉と根における表現型の解析を

行った。最近のスフインゴ脂質代謝に関わる酵素遺伝子の解析から、雄性配偶体の発達や

花粉管伸長シグナリングの調節に関わることがわかってきた［15-18］。シロイヌナズナeFP

BrowserのDNAマイクロアレイデータによる遺伝子発現プロファイルによると、 LCBKI

は成熟した花粉に発現が高いことが示されている［53］。また、西浦らの研究で、 LCBKIの

mRNA量を植物の組織レベルで調べたところ、特に花において高い発現があることが示さ

れた口4］。しかし、 35Sプロモーターは全組織で発現するわけではなく、花粉ではほとん

ど発現しないことがわかっている［54］。したがって、生殖器官でLCBKlがどのような役

割を担っているか調べるために、おしべだけでなく、花粉に発現させることが可能である

ユピキチンプロモーター（UBQlO）制御下でのLCBKIの発現を調節する形質転換体を作製

し、花粉の生存、発生ステージの観察、生殖器官でのmRNA量を定量することが課題であ

る［55］。今後、 35Sプロモーターとユピキチンプロモーター制御下でLCBKIを過剰発現、

抑制させた形質転換体を用いて他の組織、器官に違いがあるかどうか詳細に解析する必要

がある。

近年、スフインゴ脂質代謝物の個々の分子種を網羅的に同定・定量するというスフイン

ゴリピドミクスと呼ばれる新しい研究フィールドが導かれており、高速液体クロマトグラ

フ 質量分析装置（LCMS/MS）を用いて分析が行われている［5658］。このような背景

から、 LCBKIが及ぼすスフィンゴ脂質代謝動態を調べるために、 35Sプロモーター制御下

で発現させたLCBKIの過剰発現および抑制株の葉をサンプルとし、 LC-MS/MSを用いて

脂質分析し、 LCB、LCBP、Cer、hCer、GlcCer、GIPCといったスフインゴ脂質代謝物の
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