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研究成果の概要（和文）：本研究では、葉緑体分化において、光合成遺伝子の協調的な転写調節に関わる転写制
御因子群による光合成装置形成のオン・オフ制御の分子メカニズムの解明を目的として解析を行った。その結
果、GARP型転写因子GLKとGATA型転写因子GNC/CGAが異なる標的遺伝子の発現を活性化することで、光化学系の構
築に異なる役割を果たすことを明らかにした。さらに新たなGLK結合配列を予測することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of coordinate transcriptional regulation of 
photosynthesis-associated nuclear genes (PhANGs) by multiple transcription factors, here we studied 
the functions of transcription factors that regulate the assembly of photosynthesis machinery. In 
summary, we demonstrated that GARP-type GLK and GATA-type GNC/CGA induce distinct PhANGs sets, 
suggesting both transcription factors distinctly regulate the assembly of photosystems. Furthermore,
 we have succeeded in prediction of novel GLK binding sequence.

研究分野：植物生理学

キーワード： 葉緑体　クロロフィル　転写因子　核コード光合成関連遺伝子　共発現

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、葉緑体分化および光合成装置形成の制御機構を明らかにする上で重要な学術的意義を持つだけでな
く、植物に新たな光合成組織を創出する技術にも繋がり、将来における農学的な応用にも発展させることが期待
できる。実際、葉緑体分化を促進させた植物体では、その光合成能力が向上するだけでなく、病虫害に対する抵
抗性が高まることが最近明らかとなってきており、その応用価値は非常に高い。
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１． 研究開始当初の背景 
  葉緑体はシアノバクテリアの細胞内共⽣によっ
て植物細胞にもたらされ、単細胞緑藻から⾼等植物
に⾄るまで、光合成反応の場として光エネルギー変
換を⼀⼿に担っている。陸上植物へと進化する過程
で、植物は葉緑体を様々な機能を持つ⾊素体へと分
化させ、多様な環境条件に適応していった。実際、
⾼等植物では、発芽初期には未分化な原⾊素体か
ら、葉⾁細胞では細胞全体に葉緑体が発達する⼀
⽅、根や花弁では葉緑体形成は抑制され、⾊素体は
アミロプラストやクロモプラストに分化している
（図 1）。 
 我々は、これまでに葉緑体分化において、複数の
転写制御因⼦が共同して光合成装置形成に関わる
遺伝⼦群を協調的に転写調節するメカニズムが存
在することを明らかにしてきた (Masuda & Fujita 
2008 PPS, Kobayashi et al. 2012 Plant Cell)。実際、
20 以上の光合成遺伝⼦が共発現しており、これら
のプロモーター領域には共通したシス配列が保存
されていることを⾒出した（表 1）(Kobayashi et al. 
2012 Plant Signal Behavior)。更なる解析の結果、
光合成装置形成を調節する転写制御因⼦として、
光シグナル下流の bZIP 型転写因⼦ HY5 とサイト
カイニンおよびオーキシンシグナルの下流にある GARP 型転写因⼦ GLK（GLK1 及び GLK2）
が機能していることを明らかにした (Kobayashi et al. 2012 Plant Cell)。実際、サイトカイニン
とオーキシンは GLK の発現を介して、光合成装置形成をそれぞれオンとオフに制御している。
さらに GLK の過剰発現株では⾮光合成組織である根において、顕著な光合成装置の形成が促進
され、光合成による光独⽴栄養成⻑が可能になることを明らかにした（Kobayashi et al. 2013 
Plant Cell Physiol）。また近年、GATA 型転写因⼦（GNC、CGA）が光合成装置形成をオンにす
ることが⽰された。以上のことから、光合成装置の形成は複数の転写制御因⼦群がお互いに相互
作⽤しながら、そのオン・オフを制御していることが次第に明らかとなってきた（図 2）。 
 

２． 研究の⽬的 
そこで本研究では、上記の研究を

さらに発展させるため、転写因⼦群
による転写調節機構を解明し、実際
にこれらの転写制御因⼦群を改変
した植物体における光合成能⼒の
評価を⾏う。以上の研究を通して、
転写制御因⼦群による光合成装置
形成のオン・オフ制御の分⼦メカニ
ズムの解明に取り組むことを⽬的
とした。 

図 1 植物進化における葉緑体獲得と、多

細胞化に伴う色素体分化制御 

表 1  共発現する光合成関連遺伝子のプ

ロモーター領域に保存されているシス配

列。GHM はモチーフを持つ遺伝子数を表す。

共発現する遺伝子にはG-boxと GLK認識配

列が高い確率で共存している。 

図 2 複数の転写制御因子群による光合成装置形成のオン・オ

フ制御のモデル図 
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３． 研究の⽅法 

（1）光合成関連遺伝⼦のプロモーター領
域に対する転写因⼦の結合および転写調
節機構の解析 

本研究では、サイトカイニンおよび
GLK1/2 および GNC/CGA により活性
化される遺伝⼦を包括的に調べるため
に 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を ⽤ い た
RNAseq 解析を⾏った。 
（2）転写制御因⼦群を改変した植物体に
おける光合成能⼒の評価 

上記の解析により同定された転写制御
因⼦については、過剰発現株ついての表
現型解析を⾏った。 

 
４． 研究成果 

（1）光合成関連遺伝⼦のプロモーター領域に対する転写因⼦の結
合および転写調節機構の解析 
 サイトカイニン（BA）および GLK1、GLK2、GNC および CGA
の過剰発現体(ox)において発現が変化する遺伝⼦について網羅的に
調査を⾏った（図 3）。それぞれの条件において、遺伝⼦発現が上昇
する遺伝⼦、抑制される遺伝⼦を同定した。クラスター解析（図 4）
により、GNCox と CGAox 間では、同じ遺伝⼦変化を⽰しているこ
とが明らかになったが、GLK1ox と GLK2ox 間では有意な差が認め
られた。また BA 処理と GLK2ox は同じ階層であったが、GLK1ox
は異なる階層となることが分かった。以上のことから、GATA 転写
因⼦である GNC と CGA はほぼ同じ機能を有し、共通した遺伝⼦
を標的とするのに対して、GLK1 と GLK2 は異なる遺伝⼦を標的と
することが明らかとなった。さらに GLK により発現が誘導さ
れる遺伝⼦群について、プロモーター領域の解析を⾏った結
果、新たな配列（GATAAG）が有意に保存されていることを
⾒出した（図 5）。この配列は、以前、共発現する光合成遺伝
⼦ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 有 意 に 保 存 さ れ て い た 配 列
（Kobayashi et al. 2012 Plant Signal Behavior)と⼀致したこと
から、新たな GLK 結合配列である可能性が⾼いと考えられ
る。今後、レポーター解析により詳細な研究を⾏っていく予定
である。 
 また、GLK および GNC/CGA の変異体および過剰発現体
における光化学系の構築について、クロロフィル蛍光による
解析を⾏った（図 6）。その結果、GNCox および CGAox では、
光化学系 II の実効量⼦収率（YII）の向上が認められたのに対
して、GLK1ox は野⽣株と変わらない結果が得られた（図６
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D）。また他のパラメー
タ ー も 、 GLKox と
GNCox ／CGAox の 間
で有意な差が認められ
た。この結果は、光化学
系の構築において、GLK
が主に光捕集複合体の
形成に機能するのに対
して、GNC/CGA は反応
中⼼の構築に機能する
ことを⽰している。 
 以上の結果から、本研
究により GARP 型転写
因⼦ GLK と GATA 型
転写因⼦ GNC/CGA は

異なる標的遺伝⼦の発現を活性化することで、光化学系の構築に異なる役割を果たすことが明
らかになった。さらに新たな GLK 結合配列を予測することに成功した。従って、研究期間内に
当初の想定以上の成果を治めることに成功したと考えている。 
 

５． 主な発表論⽂等 
 ［雑誌論⽂］（計 6 件） 
① Fujii S, Nagata N, Masuda T, Wada H, Kobayashi K (2019) Galactolipids are essential for 

internal membrane transformation during etioplast-to-chloroplast differentiation. Plant Cell 
Physiol. 印刷中．doi: 10.1093/pcp/pcz041. （査読有） 

② 藤井祥、永⽥典⼦、増⽥建、和⽥元、⼩林康⼀（2018）エチオプラストの発達と葉緑体への
分化過程におけるガラクト脂質の役割．光合成研究．28: 139-147．（査読有） 

③ Fujii S, Kobayashi K, Nagata N, Masuda T, Wada H (2018) Digalactosyldiacylglycerol is 
essential for organization of the membrane structure in etioplasts. Plant Physiol. 177(4): 
1487-1497. doi: 10.1104/pp.18.00227. （査読有） 

④ Kobayashi K, Ohnishi A, Sasaki D, Fujii S, Iwase A, Sugimoto K, Masuda T, Wada H 
(2017) Shoot removal induces chloroplast development in roots via cytokinin signaling. Plant 
Physiol. 173: 2340-2355. doi: 10.1104/pp.16.01368. （査読有） 

⑤ Fujii S, Kobayashi K, Nagata N, Masuda T, Wada H (2017) Monogalactosyldiacylglycerol 
facilitates synthesis of photoactive protochlorophyllide in etioplasts. Plant Physiol. 174: 
2183-2198. doi: 10.1104/pp.17.00304. （査読有） 

⑥ Espinas NA, Kobayashi K, Sato Y, Mochizuki N, Takahashi K, Tanaka R, Masuda T 
(2016) Allocation of Heme is Differentially Regulated by Ferrochelatase Isoforms 
in Arabidopsis Cells. Front. Plant Sci. 7: Article 1326. doi: 10.3389/fpls.2016.01326. （査読
有） 

［学会発表］（計 7 件） 
① Masuda T, Shimizu T, Mochizuki N, Nagatani A, Watanabe S, Kacprzak S, Okamoto H, 

Terry MJ (2019) GUN1 regulates tetrapyrrole biosynthesis in Arabidopsis. 第 60 回⽇本植
物⽣理学会年会．名古屋⼤学． 

greening after shoot removal. Because the dominant
repression of WIND1 signaling by the WIND1-SRDX
chimeric protein also partially impaired the greening
of detached roots (Fig. 1D), WIND1-mediated wound-
ing signaling may be involved in this regulation.
WIND1 is an AP2/ERF transcription factor whose ex-
pression is strongly up-regulated within a few hours of
wounding (Iwase et al., 2011a). WIND1, which plays a
central role in regulating cell dedifferentiation after
wounding, activates type B ARR-mediated cytokinin
signaling at the wounding site, which is necessary for
callus induction in response to wounding (Iwase et al.,
2011a, 2011b). In fact, the dominant WIND1 repression
inWIND1-SRDX inhibited type B ARR-mediated TCS::
GFP expression in response to shoot removal (Fig. 1C).
A similar result was observed in WIND1-SRDX hypo-
cotyl explants, with repressed TCS::GFP expression and
Chl accumulation (Iwase et al., 2011a). Thus, the
WIND1-mediated wounding response would activate
type B ARR signaling, thereby inducing Chl accumu-
lation in detached roots (Fig. 8). However, forced
overexpression of WIND1 causing degreening of green
tissues reflects the ability of WIND1 to induce cell de-
differentiation and callus formation (Iwase et al., 2011a,
2011b).
Consistently, artificial induction of WIND1 expres-

sion for 24 h even slightly decreased root Chl content
(Fig. 1E). Moreover, despite strong type B ARR

activities, calluses formed at the cutting site of some
detached roots accumulated less Chl (Supplemental
Fig. S1), as was observed in calluses formed in etiolated
hypocotyls with strongWIND1 expression (Iwase et al.,
2011a). Considering the fact that induction levels of
WIND1 are strongly linkedwith dedifferentiation levels
of tissues (Iwase et al., 2011a), theremay be an optimum
or threshold level of WIND1 in determining cell fate.
Strict spatiotemporal regulation of WIND1 expression
in response to shoot removal may be important for
promoting callus formation and root greening at each
specific site separately. We note that enhanced cytoki-
nin signaling would not solely cause the degreening
of dedifferentiating cells in callus or callus-like cell
masses, because exogenous cytokinin treatment does
not induce degreening but enhances Chl accumulation
and photosynthesis in roots (Fig. 4; Kobayashi et al.,
2012a). Some other factors induced by WIND1 at the
callus-forming site may promote the degreening of
dedifferentiating cells together with or independently
of cytokinin signals.

Transcription Factors Functioning in Root Greening
Downstream of Cytokinin Signaling

We showed that shoot removal substantially up-
regulated GNL expression in wild-type roots (Fig. 2B).

Figure 6. Involvement of transcription factors in root photosynthesis in response to shoot removal. A to D, YII in intact (A and D),
detached (B), and BA-treated intact (C) roots of each line. E to H, Photosynthetic parameters in intact roots of overexpression lines
of each transcription factor compared with intact wild-type roots. Data are means 6 SE (n . 12). Slow induction kinetics under
actinic light are shown for YII (A–D), and other data (E–H) were obtained after actinic light exposure (110 mmol photons m22 s21)
for 10 min. Samples at 21 d old were used for all experiments. Different letters indicate significant differences (P, 0.05, Tukey-
Kramer multiple comparison test).

Plant Physiol. Vol. 173, 2017 2349

Chloroplast Development in Roots on Shoot Removal
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図 6 GLK およびGNC/CGA 変異体および過剰発現体におけるクロロフィル

蛍光のパラメーターの変化。 
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