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研究成果の概要（和文）：青色光受容体であるフォトトロピン２（phot2）は葉緑体光逃避反応

の光受容体である。しかし phot2 は phot1 と伴に葉緑体集合反応の光受容体でもある。この

phot2 の相反する作用がどのようにして起こりうるのかを明らかにするのが本研究の目的であ

る。本研究では葉緑体逃避反応に作用する phot2 は葉緑体上に、集合反応を誘導する phot2 は

細胞膜上に分かれて作用していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Phototropin2 is a blue light receptor mediating chloroplast 
avoidance response but at the same time it mediates chloroplast accumulation response 
as  phot1 does. The purpose of this work is to clarify how phot2 can mediate the both 
contradictory phenomena. Our results suggest that phot2 locates both on the plasma 
membrane and on chloroplast envelope but the only latter one can mediate chloroplast 
avoidance response.  
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体光定位運動は光合成の活性化・効率化
に重要であるのみならず、夏の日中のような
強光下での植物の生存をも左右する重要な
反応であることが、我々の研究で明らかにな
った(Kasahara et al 2002, Nature)。葉緑
体は強光下では光から逃げ（逃避運動）、弱

光では光に集まる（集合運動）。逃避反応の
光受容体は青色光受容体フォトトロピン２ 
(phot2)であり(Kagawa et al 2001, Science)、
集合反応(Sakai et al 2001, PNAS)、葉の伸
展(Sakai et al 2001, PNAS)、気孔開口
(Kinoshita et al 2001, Nature)では phot1
と phot2 が光受容体として光合成の活性化に
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重要な役割をしていることも我々は明らか
にした。一方シダ植物ではフォトトロピンと
フィトクロムの融合したキメラ受容体フィ
トクロム３(phy3)が、赤色光で誘導される逃
避運動、集合運動、光屈性の光受容体である
ことも明らかになった(Kawai et al 2003, 
Nature)。これらの結果、phot2（および phy3）
は弱光下では集合反応、強光下では逃避反応
という、相反する現象の光受容体として働い
ていることが分かった。しかし phot2（およ
び phy3）という同一光受容体から発せられる
情報がどのようして、相反する信号と成り得
るのかは全く不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の最も重要な課題は、phot2 の相反す
る二つの作用がどのようにして誘導されて
いるかである。気孔の開口、光屈性など phot2
が光受容体である現象で phot2 が二通りの作
用を誘導するものは葉緑体の強光反応以外
にない。そこで phot2 および phy3 から発せ
られる集合反応と逃避反応の信号伝達系と、
その後の葉緑体の運動機構を解明すること
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、遺伝学的解析にはシロイヌナ
ズナの柵状組織細胞を、細胞生物学的解析に
は主にホウライシダの配偶体細胞を使用し
た。Phot2 依存の強光による逃避運動の解析
をさらに進めるため、シロイヌナズナを使用
し、従来行って来た葉緑体運動欠損変異体の
選抜をさらに進めた。シロイヌナズナで明ら
かにになった遺伝子機能をシダにおいても
明らかにするために、シダの遺伝子クローニ
ングのために EST ラインを作製した。 
 シロイヌナズナを用いた遺伝学的解析に
は、一般的な分子生物学的手法によった。従
って詳細は割愛する。Cp-actin 繊維の可視化、
CHUP1 の可視化に関しては、それぞれアクチ
ン結合因子である talin、CHP1 と GFP あるい
は YFP 等の融合遺伝子をシロイヌナズナ野生
型、または葉緑体運動を欠損した各種変異体
に導入・発現させ、観察した。 
 葉緑体光定位運動の誘導には、葉、または
配偶体の組織全体照射と細胞の一部または
葉緑体の一部を微光束照射装置によって照
射する方法を用いた。 
 葉緑体運動の観察およびデータ化は、主に
時間経過に伴う細胞内の葉緑体移動を顕微
鏡下で連続撮影したものを解析する方法、お
よび、微弱光が葉を透過する透過率を連続的
に計測する方法によった。前者は葉緑体運動
そのものを観察するので、葉緑体の細かい挙
動の解析には優れており、一方葉の透過率の
測定は、葉緑体の移動以外の影響も受ける可
能性があるが、非常に微弱な変化も用意にデ

ータ化することが出来るので、大量の試料の
解析には優れている。我々は両者の良い所を
有効に使用することで、解析効率と正確さを
確保した。 
  
 
４．研究成果 
 予備実験の結果、phot2 は細胞内で、それ
自体が四量体を形成している可能性が高く
なった。また N 末端側を順次除去して行くと
四量体から二量体、単量体へと変化すること
から、N 末端領域が多量体形成に重要な役割
を担っている事が明らかになった。そこで多
量体の形成が逃避反応や集合反応にどのよ
うに影響するかを調べるために、phot1phot
2 二重変異体に四量体型、二量体型、単量体
型を形成するような改変 phot2 を発現させ、
それぞれの生理現象に対する影響を調べた。 
単量体を示すコンストラクトを導入したラ
インでは全ての生理現象において全く回復
が見られないか、見えても光屈性反応は非常
に低下していた。二量体を形成するコンスト
ラクトを導入したラインでは光屈性や葉の
展開は回復したが、phot2 の特異的な生理機
能である葉緑体の暗黒定位と強光による逃
避反応の回復は非常に弱かった。 

 そこでさらに葉緑体運動に関する多量体の

影響を調べた。LOV1ドメインを含むN末端側

0-236アミノ酸を削除して四量体と二量体が

混在する構造になると集合反応は見られなく

なったが、強光反応は正常であった。0-357

アミノ酸を削除した二量体型は弱光下での集

合反応は示さず、強光下での逃避運動はわず

かに回復する、しかしこの２量体型のN末端側

に四量体を形成するDsREDexpressを繋ぐと、

強光下でも集合反応を示し、強光反応は示さ

なくなった。単量体型では集合反応も逃避反

応も起こらなかった。以上により、phot2の機

能には少なくても二量体以上の構造が必要で

あり、また四量体形成に重要なLOV1ドメイン

側の領域は分子スイッチとしてphot2が逃避

反応のみならず集合反応に機能するためにも

重要であることが分かった。 

 これらの結果は phot2 が機能を示すために
は少なくても二量体以上の複合体構造が必要
であり、また phot2 の四量体構造形成に重要
であるLOV1ドメイン側は葉緑体光定位運動に
おいて phot2 が逃避反応のみならず集合反応
に機能するためにも重要な機能を持つことが
明らかになった。 
 葉緑体と細胞膜の間に存在して、葉緑体運
動 に 機 能 す る ア ク チ ン 繊 維 (cp-actin 
filament)を発見し、さらにその消長を制御
するタンパク質 CHUP1（chloroplast unusual 
positioning1）を明らかにしたので、この
cp-actin繊維とCHUP1に対するphot2の関与



を調べた。Cp-actin 繊維は弱光下で葉緑体周
縁部に存在するが、強光照射によって急速に
消失した後、再度葉緑体の先端部に偏在して
出現し、葉緑体は逃避する。一方、CHUP1 は
葉緑体の外包膜上に存在し、YFP によって可
視化した CHUP1 は粒状であり、強光照射によ
って先ず細分化し、葉緑体が逃避する方向の
葉緑体先端部に移行する。この cp-actin 繊
維の消長と CHUP1 の挙動はほとんど同時に進
行し、両者ともに phot2 変異体では起こらな
いこと、すなわち phot2 によって制御されて
いることが分った。 
 葉緑体の光逃避反応は、葉緑体に強光が当
たった時に誘導されること、さらにこの現象
は phot2 変異体では起こらないことが明らか
になったので、phot2 の葉緑体上での存在を
GFP 融合タンパク質の蛍光によって調べた。
その結果、phot2 は葉緑体上と細胞膜の両方
に局在することが分った。この結果（phot2
の葉緑体上の存在）を生化学的に確証するた
め、シロイヌナズナの葉から無傷の葉緑体を
単離し、抗 phot2 抗体, 抗 phot1 抗体を使用
して調べた。その結果、予想通りに phot2 は
葉緑体の外包膜上に存在することが示唆さ
れた。 
そこで phot2 のどのドメインが葉緑体外包膜
への移行に関与しているかを調べた結果、
phot2 の葉緑体外包膜への移行には、phot2
の C末端側約８０アミノ酸が必要かつ十分で
あることが分った。Phot2 が細胞膜上に存在
することはすでに明らかになっているので、
phot2 が葉緑体外包膜上と細胞膜上に存在す
ることが phot2 の相反する二つの作用の原因
であることが強く示唆された 
 
 Phot2 の詳細な機能解析を行うために、シ
ロイヌナズナと並行してシダ配偶体での
phot2 の作用を解析した。 
 シダの葉緑体光逃避運動に関与する各種
因子の遺伝子を探索するための、前葉体およ
び胞子体から RNA を単離し、EST ラインを作
製し、解析を行った。 
 葉緑体同様に核も光定位運動を行うが、シ
ダにおいても強光により核も逃避運動をす
ることが明らかになった。さらにこの運動に
は phot2 及び neochrome が関与していること
が分った 
 シダの前葉体を低温下に移すと、細胞表面
の葉緑体は光条件下でも暗黒定位同様な様
相を呈し、細胞同士が接触した細胞壁へ移動
することが分った。さらにシダの phot2 欠損
変異体で行った結果、phot2 が必須であるこ
とが分った。 
 緑藻ヒザオリにシダ neochrome とは独立
に発生したと考えられる類似の光受容体
(Msneochrome1, 2)を発見した。 
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