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研究成果の概要（和文）：２つの遺伝子ホモログによりコードされるイネのフォトトロピン 1

（phot1）は幼葉鞘と幼根の光屈性と葉緑体の集合反応に光受容体として関与することを遺伝

学的に証明した。また、幼葉鞘と幼根の光屈性ではほぼ唯一の光受容体であること、幼葉鞘の

光屈性に見られる光量反応曲線の多相性は全て phot1 を光受容体とし CPT1 を必須な因子とす

るシグナル伝達の性質を反映することを明らかにした。さらに、幼葉鞘の光屈性が特異的に低

下した突然変異体 cpt2 の原因遺伝子を同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated genetically (1) that rice phototropin 1 (phot1), 

encoded by two gene homologs, serves as a photoreceptor in phototropisms of coleoptiles 

and primary roots and in photoaccumulation response of chloroplasts, (2) that phot1 is 

nearly the sole photoreceptor for the phototropisms, and (3) that the multiphasic 

fluence-response curve of coleoptile phototropism represents almost entirely the properties 

of phot1 signaling, in which CPT1 functions as a critical component. Furthermore, we 

identified the gene responsible for cpt2 mutation that results in specifically impaired 

coleoptile phototropism. 
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１．研究開始当初の背景 
 
種子植物の芽ばえで観察される光屈性は

既に 19 世紀から研究され、青色光が最も有
効であること、作用スペクトルは青色光域と
近紫外域に特徴的な形をもつこと、植物ホル
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モンのオーキシンが関与することなどが明
らかにされた。２０世紀末になると、シロイ
ヌナズナを用いた分子遺伝学的研究が活発
になされるようになり、光屈性に働く光受容
と光シグナル伝達の分子機構が浮き彫りに
なってきた。まず、芽ばえ胚軸の光屈性が欠
損した突然変異体の解析から、光屈性の主要
な光受容体としてフォトトロピン１（phot1）
が発見され（Huala et al. 1997）、次いでそ
のホモログ phot2が強光による光屈性に関与
する光受容体として同定された（Sakai et al. 
2001）。さらに、シグナル伝達に関与するタ
ンパク質 NPH3(Motchoulski and Liscum 1999）
とそのホモログ RPT2（Sakai et al. 2000）
が明らかにされた。また、phot1、phot2 は葉
緑体光定位運動（Kagawa and Wada 2000, 
Sakai et al. 2001）や光依存の気孔開口運
動（Kinoshita et al. 2001）にも主要な光
受容体として関与することが明らかにされ
た。 
シロイヌナズナを用いた研究が進展する

以前は、オートムギ・トウモロコシなどのイ
ネ科植物の幼葉鞘が光屈性の研究に頻繁に
用いられ、光屈性のもつ生理学的性質につい
ての知見が蓄積された。本代表者も 1980 年
代の初めから、トウモロコシ幼葉鞘を主な材
料にして光屈性の研究を進め、光屈性にはオ
ーキシンの不均等分が実際に関与している
こと、光受容機構には感覚順応の性質が備わ
っていること、光屈性の光量反応曲線は多相
的であること、光屈性の発現はフィトクロム
の調整を受けていることなどを明らかにし
た（Iino 2001）。 

本代表者らは、本研究課題を開始する数年
前から、ゲノム解読が進められていたイネを
用いた研究を始めた。イネを用いることによ
り、イネ科植物で得られた従来の研究成果と
分子遺伝学的研究手法をより直接的に結び
付けることができると考えた。さらに、シロ
イヌナズナとは系統的に離れたイネを用い
ることにより、シグナル伝達機構の普遍性
（あるいは特異性）に関する知見が得られる
と期待され、また、シロイヌナズナでは困難
な研究も可能になると思われた。 

イネ芽生えを光屈性の研究材料にするに
あたって、その成長特性を調べるなど、多く
の基礎的研究を行い、同時に、光屈性が欠損
した突然変異体を分離する作業を進めた。イ
ネの光屈性は、オートムギやトウモロコシに
比較すると弱く、パルス照射による反応が解
析できないなどの問題が生じたが、連続照射
を用いて、光屈性が欠損あるいは低下した突
然変異体をいくつか分離することができた。
そのうちの一つの原因遺伝子（CPT1）を同定
するなど、ようやく成果が見込めるようにな
った。 
 

 
２．研究の目的 
本研究は、イネの光運動に関与するシグナ

ル伝達機構を、光屈性を中心に、分子遺伝学
的手法を用いて明らかにすることを目的と
した。このため、まず、イネの phot1 が欠損
した突然変異体を分離し、それを用いて光屈
性および他の光運動への phot1の関与を調べ、
また、幼葉鞘の光屈性が特異的に欠損した突
然変異体 cpt2 の原因遺伝子を同定すること
にした。本研究ではさらに、光屈性の光量反
応曲線が多相性を示す理由を形質転換体・突
然変異体を利用して解析するなどして、光運
動の調節にかかわる分子機構を探ることを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) イネの光運動への phot1 の関与 
イネは配列が極めて類似した二つの PHOT1

遺伝子ホモログ（OsPHOT1a、OsPHOT1b）をも
つ。 OsPHOT1a の Tos17 挿入株(phot1a 突然
変異体)を入手し、これを OsPHOT1a 機能の解
析に用いた。さらに、２つのホモログの発現
を RNAi で抑えた形質転換体を作出した。ま
た、γ 線で突然変異を誘発した phot1a 突然
変異体から OsPHOT1a・OsPHOT1b の二重突然
変異体を分離し、これらを phot1 機能の解析
に用いた。二重突然変異体を野生型品種（ニ
ホンバレ）に戻し交配し、その後代から
OsPHOT1b 単独の突然変異体（phot1b）を分離
して、OsPHOT1b 機能の解析に用いた。 
 
(2) イネ突然変異体の解析 
幼葉鞘の光屈性が特異的に低下した cpt2

突然変異体の原因遺伝子を同定するため、
cpt2 突然変異体とインディカ品種を掛け合
わせた F2 集団(約 7,000 個体)を用いて、マ
ップべースクローニングによる突然変異領
域の絞り込みを行った。原因遺伝子は組み換
え率が極めて低い領域に存在することから、
280 kb の領域に絞り込んだ段階で、マップベ
ースクローニングによる更なる絞り込みが
困難になった。そこで、cpt2 突然変異体の
BAC クローンライブラリーを構築し、上記領
域を含む BAC クローンを分離して、全領域の
塩基配列を解読した。この配列を野生型の配
列と比較することにより候補遺伝子を同定
した。正常な候補遺伝子を cpt2 突然変異体
に導入して相補性検定を行った。 
 
(3) 光屈性のフィトクロム制御の解析 
暗所で育てた芽ばえの幼葉鞘は大きな回

旋運動をしているため、光屈性を測定するの
が困難であることが判明した。そこで、光屈
性のフィトクロム制御を解明するために、
種々の条件を検討し、暗順応しても回旋運動



 

 

を示さない実験系を確立した。この実験系と
フィトクロム欠損突然変異体(phyA、phyB、
phyC、およびそれらの二重突然変異体)を用
いて、光屈性に対するフィトクロムの作用を
解析した。 
 
(4) イネの重力屈性突然変異体 lazy1を用い
た光屈性の解析 

lazy1 突然変異体の芽ばえを用いて、幼葉
鞘に誘発される光屈性の光量反応曲線を解
析した。実験には、アクリルキュベット
(0.7％寒天)に播種し、赤色光下で播種から
2.5 日間培養して得られた芽ばえを用いた。
次いで、phot1a/phot1b 二重突然変異体およ
び cpt1 突然変異体を lazy1 突然変異体と交
配して作出した二重・三重突然変異体を用い
て、光量反応曲線を同様に求め、光量反応曲
線で分離される反応と phot1 および CPT1 の
関係を解析した。 
 
(5) シロイヌナズナを用いた光屈性の解析 
野生型シロイヌナズナ（Columbia-0）の胚

軸に誘発される光屈性の光量反応曲線を求
めた。実験には、リアルタイム PCR チューブ
(0.7％寒天)に播種し、暗黒下で２日間培養
したのち、赤色光下に順応させて得られた芽
ばえを用いた。青色光の方向は芽ばえのフッ
クの面に垂直になるようにし、屈曲反応は青
色光照射開始から４時間後に測定した。次い
で、シロイヌナズナの突然変異体（phot1、
phot2、phot1phot2、nph3、rpt2、pks1、pks2、
pks4、pks1pks2、pks1pks4、pks1pks2pks4）
を用いて、同様に光量反応曲線を求め、野生
型の光量反応曲線と比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) イネ phot1 の機能解析 
イネでは 4 塩基のみが異なる 2 つの PHOT1

遺伝子ホモログ(OsPHOT1a, OsPHOT1b)と 1 つ
の PHOT2遺伝子ホモログをもつことが明らか
になった。Tos17 挿入による OsPHOT1a 欠損変
異体の幼葉鞘は野生型とほぼ同様の光屈性
を示した。この結果を受けて OsPHOT1a と
OsPHOT1b の両方の発現を抑えた RNAi 形質転
換体を作出し、また γ 線を照射した PHOT1a
欠損突然変異体から phot1a/phot1b二重突然
変異体を分離して、光屈性への phot1 の関与
を調べた。これらの系統は、片側からの連続
青色光照射(0.01-100mol m-2 s-1)に対して、
幼葉鞘と幼根の光屈性を全く示さなかった。
また、phot1a/b 二重変異体と野生型との戻し
交配により得られた phot1b 突然変異体は野
生型に近い光屈性を示した。これらの結果は、
イネ芽生えの光屈性には冗長的に働く 2つの
phot1 ホモログが関与すること、また、phot1
が光屈性のほぼ唯一の光受容体であること

を示した。さらに葉緑体の光定位運動を解析
する方法を検討し、phot1a/phot1b 二重突然
変異体を用いて解析した。その結果、phot1
はイネにおいてもシロイヌナズナ同様、葉緑
体の光定位運動に関与していることが明ら
かになった。 
 
(2) cpt2 突然変異体の解析 
cpt2 突然変異体は幼葉鞘の光屈性が低下

した突然変異体として、すでに代表者らによ
って分離されていた（図１）。この突然変異
体の性質を詳細に調べたところ、根の光屈性
は正常で、幼葉鞘の先端部における光屈性が
特異的に欠損していることを明らかになっ
た。cpt2 突然変異体の原因遺伝子を同定する
ために、cpt2 突然変異体とインディカ品種と
を交配した F2 世代を用いてマップベースク
ローニングを行った。その結果、原因遺伝子
の存在範囲を 280 kb まで絞り込むことがで
きたが、それ以上の絞り込みには相当数の F2
個体を準備しなければできないことが判明
した。これは、この領域は組み換え率が極め
て低いことによると考えられた。そのため、
この領域を含む cpt2 突然変異体の BAC クロ
ーンを分離し、280kb 領域の全 DNA 配列を解
読して、候補遺伝子を同定した。この遺伝子
は新規のタンパク質をコードし、葉緑体移行
シグナルとタンパク質キナーゼ領域をもつ
ことが明らかになった。この結果をもとに、
CaMV 35S RNA プロモーターの下流に CPT2 
cDNA を配した融合遺伝子を cpt2 突然変異体
に導入して、相補性検定を行った。作出した
形質転換体は正常な光屈性を示したことか
ら、この候補遺伝子が CPT2 遺伝子であると
結論づけた。 
 

 
図 1 イネ cpt2 突然変異体。 
 
連続青色光で誘導された野生型品種(WT、
ニホンマサリ)と突然変異体の芽ばえの
光屈性。cpt2-1 と cpt2-2 は突然変異ア
リル。青色光は左側から照射。突然変異
体の根は正常な光屈性を示すが、幼葉鞘
の光屈性が低下している。特に先端部が
屈曲しない。 



 

 

 
(3) 光屈性のフィトクロム制御とその分子
機構 
 トウモロコシ幼葉鞘で明らかにした光屈
性のフィトクロムの制御をイネ幼葉鞘で調
べる目的で、暗黒条件で培養した芽ばえを光
屈性実験に用いたところ、幼葉鞘は規則正し
い回旋運動を行っていることが分かった。こ
の性質のため暗黒条件で成育した芽生えを
用いた光屈性の研究が困難になった。そこで、
種々の条件を検討して、回旋運動を示さない
実験系を確立した。この実験系とフィトクロ
ム欠損突然変異体を用いて、光屈性（40 分の
青色光照射によって誘導される時間依存光
屈性）の反応の大きさはフィトクロムの制御
を受けていることを明らかにした。なお、
phyA は超低光量反応に関与し、少なくとも暗
順応させた芽ばえでは超低光量反応にのみ
関与していると考えられているが、フィトク
ロム欠損突然変異体を用いて得られた上記
結果は、phyA は超低光量反応に加え、低光量
反応（赤色光の効果が遠赤色光により打ち消
される反応）にも働いていることを示した。 
 
(4) 重力屈性突然変異体 lazy1を利用した光
屈性の解析 
重力屈性が低下した突然変異体として古

くから知られていた lazy（lazy1）突然変異
体は、幼葉鞘の回旋運動も欠損していること
を見出し、その原因遺伝子（LAZY1）を新規
遺伝子として同定した。この突然変異体では
重力により誘導されるオーキシンの不均等
勾配も欠損していることから、重力屈性に特
異的なシグナル因子として働いていると考
えられた。 

lazy1 突然変異体の幼葉鞘は、野生型品種
の幼葉鞘よりも大きな光屈性を示し(図２A)、
パルス照射による光屈性も解析できること
が分かった。そこで、lazy1 突然変異体の幼
葉鞘を用いて光屈性の光量反応曲線を求め
た。その結果、イネ幼葉鞘は、トウモロコシ
幼葉鞘の場合と同様に、パルス照射によって
誘導される一次光屈性と二次光屈性、および
照射時間に依存する光屈性を示すことが確
認された（図２B）。次いで、lazy1 と phot1a/b
二重突然変異体を交配して作出した三重突
然変異体、lazy1 と cpt1 突然変異体を交配し
て作出した二重突然変異体を用いて解析し
たところ、光量反応曲線で分離される全ての
反応成分は、phot1/CPT1 光受容系に依存する
ことが明らかになった。このことは、光屈性
の光量反応曲線にみられる多相性は、複数の
光受容体の関与ではなく、phot1 シグナル伝
達系のもつ性質を反映していることを示し
た。 
 
 

 
図 2 イネ lazy1 突然変異体の光屈性。 
 
(A) 連続青色光で誘導された野生型品
種(WT)と突然変異体の芽ばえの光屈性。
青色光は右側から照射。lazy1 突然変異
体の幼葉鞘は大きな光屈性を示す。CPT1
が欠損するとこの光屈性は消失する。 
 
(B) 幼葉鞘の光屈性の光量反応曲線。 
青線はパルス照射（３分以内）で誘導し
た光屈性、赤線は図に示した光強度
(mol m-2 s-1)で誘導した時間依存光屈性
を示す。 

 
 
 (5) シロイヌナズナ胚軸を用いた光量反応
曲線の解析 
光屈性の光量反応曲線で分離される光屈

性反応成分と光受容体およびシグナル伝達
因子との関係をさらに詳細に解析するため、
シロイヌナズナを用いた研究を行った。まず、
シロイヌナズナ胚軸の光屈性を高精度で測
定する方法を確立した。この方法を用いて、
野生型(Col-0)の光量反応曲線を解析し、シ
ロイヌナズナ胚軸もパルス照射で誘導され
る一次光屈性と二次光屈性、および時間依存
光屈性を示すことを確認した。次に全ての反
応は phot1 突然変異体（および phot1/phot2
が二重突然変異体）と nph3 突然変異体で消
失していることを見出した。phot2 突然変異
体は野生型と同様の光量反応曲線を示した。
これらの結果は、イネの幼葉鞘で明らかにさ
れたように、光量反応曲線の多相性は phot1



 

 

を光受容体とし、NPH3 を必須な因子とするシ
グナル伝達の性質を反映していることを示
した。さらに、rpt2 突然変異体はパルス誘導
の光屈性を示すが、時間依存光屈性を示さな
いことが明らかになった。この結果は、RPT2
が光屈性の感覚順応に関与するタンパク質
であることを示唆した。光量反応曲線の解析
では phot1突然変異体はどの条件でも光屈性
を示さなかった（phot2 の関与は認められな
かった）が、phot１突然変異体は強光で連続
照射すると弱い光屈性を示した。光強度と反
応の関係を解析した結果、phot2 は phot1 の
存在しない条件では強光に反応して弱い光
屈性を引き起こすことができるが、野生型胚
軸の光屈性にはほとんど関与していないと
考えられた。 
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