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§１．研究成果の概要 

 

昨年度、植物培養細胞上清から精製した細胞外小胞の small RNAシーケンス解析とプロテオーム

解析を行い、細胞外小胞特異的な small RNA とタンパク質の同定に成功した。しかしイメージング

解析では、大半の細胞外小胞は RNAを含まないことが明らかであった。今年度は詳細な

Optiprep密度勾配遠心を行って small RNAを多く含む画分を特定し、その画分のタンパク質を同

定することで細胞外小胞を介した small RNA輸送メカニズムを明らかにしようとした。 

40%, 20%, 10%, 5%の Optiprep溶液を用いて密度勾配遠心を行った結果、10-20% 界面画分で

small RNAの濃度が最も高かった。プロテオーム解析では 10-20% 界面に特定の膜交通因子やテ

トラスパニンが最もよく濃縮されており、20-40%界面にはプロトン ATPaseやオーキシン排出キャリ

アなどの細胞膜タンパク質が濃縮されていた。これらの細胞膜タンパク質はユビキチン化されて

MVB（multivesicular body）へと取り込まれ液胞へと運ばれる経路が知られていたが、細胞外へも

運ばれ細胞外小胞になることが示唆されていた。この結果より、植物にも密度で区分できる細胞外

小胞の存在が確認でき、また特定の膜交通因子の解析により small RNA輸送メカニズムを解明で

きる可能性が得られた。 

またイメージング解析により small RNA と結合する AGO タンパク質が高温ストレスで細胞質で顆粒

形成することを確認した。これまでのプロテオームでは AGO タンパク質が同定されていなかった

が、細胞質で顆粒形成するタンパク質は細胞外小胞に含まれる場合も多い。そこで高温処理時に

おける細胞外小胞プロテオーム解析を行った。その結果、HSPsなどの細胞質顆粒は細胞外小胞

画分に含まれたが、AGO タンパク質は含まれなかった。 

 

 

 


