
 

⼤学間連携等による共同研究報告書 

 

≪⽣体内の機能分⼦の定量化と可視化に着⽬した⽣命システムの解明≫ 

 

 
１．報告書作成年⽉⽇：令和２年９⽉１6 ⽇ 
２．補助対象年度：令和元年度（平成３１年４⽉１⽇〜令和２年３⽉３１⽇） 
３．共同研究期間：平成３１年４⽉１⽇〜令和４年３⽉３１⽇ 
４．研究の⽬的： 
 本研究では、原核・真核⽣物の代謝物に関するゲノム機能研究の技術とノウハウを結集し、
GC-MS および LC-MS/MS によるターゲットメタボリズムの解析技術により、⽔溶性・脂溶性の
代謝分⼦の動態を組織レベル、または細胞レベルで網羅的・包括的に解析する基盤技術の構築を
⽬指す。さらに、共焦点レーザー顕微鏡と⾼感度カメラを組合せ、多⾊同時可視化によって複数
の分⼦の発現や局在パターンの変化を⽐較しながら解析する。また、照明法の異なる全反射顕微
鏡を使うことで、⽣体膜上の分⼦の動態を 1 分⼦レベルで解析する。このように、機能分⼦の⽣
体内における時空間的な動態を知ることにより、⽣命システムの理解を⽬指す。 
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６．実施経過および研究成果（継続中） 

 キャベツ葉での成⻑途上の部分を試料とした脂質抽出物中には、リン脂質全体の約５%のセラ
ミド 1-リン酸(PC1P)が存在する。PC1P はキャベツ葉をホモジナイズすることで産⽣され、こ
のとき、植物における主要スフィンゴリン脂質のグリコシルイノシトールホスホセラミド(GIPC)
が減少することから、GIPC を特異的に分解するホスホリパーゼ D(GIPC-PLD)によって PC1P
が⽣じると考えられている。LC-MS/MS によって PC1P を定量する場合、LC ⽤の配管部品にス
テンレスを使⽤しているので、PC1P 分⼦種を分離するために、移動相に少量のリン酸を添加す
る⽅法を採⽤していたが、MS/MS の不具合が頻繁に⽣じることが分かり、さらなる分析法の検
討が必要となった。そこで、PC1P を誘導体化して、LC-MS/MS によって分析する⽅法を検討し
ている。 
 ⼩胞体は、タンパク質・脂質の⽣合成や代謝など⽣命の根幹を担う多機能性オルガネラである。
その構造は、チューブ状構造とシート状構造が複雑に組み合わさり、細胞内でひとつづきのネッ
トワークを形成しているが、それを維持するしくみは不明な点が多い。そこで、シロイヌナズナ
で⼩胞体形態形成に関わることがわかっているものの、その作⽤機序は明らかになっていない⼩
胞体膜タンパク質に着⽬した。このタンパク質を⽋損した変異体では細胞内に異常な構造体が形
成されることから、さまざまな蛍光標識オルガネラマーカーを⽤いたライブイメージングによっ
て、野⽣型の局在パターンと⽐較しながらこの構造体を構成する成分を検証した。⼀⽅、着⽬し
た⼩胞体膜タンパク質について、共免疫沈降と MS 解析を組合せたプロテオーム解析から相互作
⽤候補因⼦を抽出し、これらの候補因⼦との相互作⽤の再現性の確認と遺伝学的相互作⽤の検証
を進めている。 
 タンパク質の研究において、その試料の調製に、⼤腸菌などの⼤量発現系がよく⽤いられる。
外来タンパク質を⼤量に発現した⼤腸菌のタンパク質代謝は、通常とは⼤きく異なり、時に巨⼤
なタンパク質の凝集物である封⼊体を形成する。分⼦シャペロン ClpB は、凝集したタンパク質
を再⽣する機能を持つが、封⼊体形成との関係はよくわかっていない。そこで、ClpB シャペロン
の封⼊体形成への影響を調べる。これまでに、⼀般的な⼤腸菌株ではなく、タンパク質の⼤量発
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現によく⽤いられる⼤腸菌株 BL21(DE3)の clpb 遺伝⼦⽋損株を作成した。 
 ショウジョウバエの⽣殖細胞中での遺伝⼦発現の制御ネットワークには不明な点が残されてい
る。Mamo タンパク質が転写活性化因⼦ OvoB、 エピジェネティックな制御因⼦ CBP と共同し
て、始原⽣殖細胞中の vasa 遺伝⼦の発現活性化に関わることが判明してきた。新たな Mamo の
相互作⽤因⼦を明らかにすることを⽬的として、遺伝学的な相互作⽤因⼦解析を⾏った結果、基
本転写因⼦ホモログの⼀つ Trf2 が Mamo と相互作⽤することが明らかになった。また、
Trf2 mRNA が始原⽣殖細胞中で強く発現することが判明した。  
 社会性ハチ⽬昆⾍（アリ、ハチ）では、⼥王は⽻化後まもない時期にしか交尾しないため、こ
の時に受け取った精⼦を体内の「受精嚢」の中に寿命が続く限り貯蔵する。アリ科の多くの種の
⼥王の寿命は 10 年以上と、昆⾍としては例外的に⻑寿のため、精⼦貯蔵期間も極端に⻑いが、そ
の分⼦メカニズムは不明である。これまでに、RNA-seq 法と in situ hybridization 法を組み合わせ、
アリ科⼥王 (キイロシリアゲアリ Crematogaster osakensis を使⽤)の受精嚢で強く発現している
遺伝⼦を特定した。昨年度は、これらの遺伝⼦の全⻑配列を決定するため、RACE 法および次世
代シークエンサーを⽤いた Iso-Seq 法をおこない、23 遺伝⼦の全⻑を特定できた。さらに、これ
らの遺伝⼦の機能を阻害することで、貯蔵精⼦にどのような影響を調べるために、⼆本鎖 RNA
を作成し、RNA ⼲渉法の条件検討を実施している。 
 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ホスファチジン酸ホスホヒドロラ
ーゼ (PAH) について、ゼニゴケの PAH ⽋損変異体を作出し、GC-FID を⽤いたグリセロ脂質
組成および脂肪酸組成の⽐較解析を⾏った。その結果、PAH を介した葉緑体への脂質供給は、器
官・組織特異的に重要な役割を担っており、そのため栄養の有無に関わらず個体⽣育に⼤きな影
響を与えることが明らかになった。 
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