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研究成果の概要（和文）： シロイヌナズナの赤色光・遠赤色光受容体フィトクロムの相互作用

タンパク質として機能未知のジンクフィンガータンパク質を単離した。その遺伝子に対するタ

グ挿入突然変異体を用いた遺伝学的解析によって phyB の下流、FT 遺伝子の上流で成長相制

御に関与することがわかった。時空間的発現特異性解析、突然変異体の表現型相補を指標に機

能的な解析によって、この遺伝子の維管束における核内で作用することが重要でることが示さ

れた。光環境と成長相制御をつなぐ制御因子であることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：  The novel zinc finger proteins were identified by protein 

interaction screening with phytochromes. The mutants having T-DNA insertion in the 

corresponding genes showed late flowering phenotype. The genetic analysis indicated the 

genes regulated FT expression as downstream factors of phytochrome B. The studies of 

temporal and spatial expression, phenotypic complementation with the modified genes 

indicated the proteins functioned in the nucleus in vascular tissue. Our finding gives 

insight on the link between light environment and development in growth control. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 移動能を持たない植物にとって、与えら
れた環境に自らを適応させることは、生

存に関わる必要不可欠な能力である。こ
のため、植物は周囲の環境を敏感に感知
し、適応するための多様な機能を進化の
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過程で獲得してきた。光は植物の生長に
欠かせない光合成の源であると同時に、
外部環境を認識するための情報として
も重要であり、植物に最も影響を与える
要因の一つである。植物は光の強度、波
長、方向、周期性などを正確に把握し、
これを体内で生体情報へと変換する。光
環境に対応して、植物体内では適切なシ
グナルが流れ、生理応答を制御する。光
形態形成は植物の光感知から始まる。光
感知を正確に行うため、植物は複数種の
光受容体を有している。陸上植物におい
て幅広く保存されている光受容体とし
て、主に赤色光 (R：660 nm 付近)／遠
赤色光 (FR：730 nm 付近) を吸収する
フィトクロムは、植物の発芽から始まり、
胚軸伸長抑制、脱黄化、子葉の展開・開
閉、花成、結実と幅広い機能を持つ。フ
ィトクロムは植物の生涯を通して、生理
応答を制御する重要な因子である。 

(2) フィトクロムは、光に依存して細胞内局
在が変わるタンパク質であり、局在の変
化によりシグナル発信の調節が行われ
ていると考えられる。phyA は暗所にお
いて細胞質に蓄積するが、光を吸収する
ことでその一部が核内へ移行すること
が知られている。赤色光を吸収すると、
phyA は短時間で核内へ移行し、核内で
顆粒状構造体を形成するが、数分の内に
分解される。phyB も暗所では細胞質に
局在し、赤色光の受容によって核に移行
するこのように、フィトクロムは光に依
存して細胞内局在を変化させるため、細
胞質、核とそれぞれに存在するフィトク
ロム相互作用因子と相互作用をするこ
とでシグナルを下流に伝達しているこ
とが考えられる。 

 

(3) 植物の花成制御にも光は大きな影響を
与える。光周性経路では、概日時計によ
り GI-CO タンパク質により長日条件下
において FT の発現が誘導され、転写・
翻訳された FT タンパク質がロゼット葉
から茎頂へ運ばれ花成が促進される。光
質経路とは、光周性経路により制御され
発現した CO, FT に光受容体が、概日時
計を通さず直接作用する経路を指す。光
質経路の実体に関しては不明な点が多
い。 

 

２．研究の目的 

 
(1) これまでに報告されているフィトクロ

ム相互作用因子の多くは、種子発芽や胚
軸伸長抑制など生長初期の応答を指標
に単離されている。しかし、フィトクロ
ムは植物の生涯を通して機能する分子

であり、それ以後の成長段階における応
答特異的に関わる因子が存在すること
が考えられる。そこで、成熟した植物個
体を用いて、光シグナル発信の鍵となる
新規相互作用因子を単離することを目
指した。 

(2) 単離した遺伝子がコードするタンパク
質は、植物体内の生理的な条件でフィト
クロムと相互作用することが重要であ
る。単離した遺伝子がコードするタンパ
ク質とフィトクロムの結合能、相互作用
の光質特異性を評価した。生化学的な相
互作用の検出に加えて、突然変異体を用
いた遺伝学的な手法を用いて解析する
ことによって、生体内における機能性を
評価した。 

(3) 単離した因子の理解には信号伝達の役
割を分子として明らかにすることが重
要である。このために、VOZ の細胞内局
在解析と VOZ の下流因子の解析を行い、
シグナル伝達における VOZの役割とその
下流因子を明らかにした。 

(4) シロイヌナズナを用いている最大の利
点は、解析している因子と関連しそうお
な突然変異体の利用や遺伝子導入によ
って分子遺伝学的に機能を解析できる
ことにある。上流と考えられる光受容体
や現象に近い下流因子との関係を遺伝
的に解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) 新規フィトクロム相互作用因子の単離
と相互作用の確認：Y2H 法により、bait

に全長のフィトクロム遺伝子を用いて、
スクリーニングを行った。相互作用は、
in vitro の結合解析によって確認した。 

(2) 表現型の解析：T-DNA 挿入変異体を入
手してバッククロス後、表現型の解析に
利用した。使用したのは、voz1-1、 
voz1-2、voz2-1、voz2-2 とそれらの二重
変異体である（図１）。胚軸伸長抑制応
答、緑化抑制応答、花成時期の測定など
を解析した。また、ゲノム断片の導入に
よる相補性検定株を作成して利用した。 

(3) 因子の遺伝的位置づけ：フィトクロム変
異体や花成関連変異体との多重変異体
を作成し表現型解析を行うとともに、遺
伝子発現を定量的に検出することによ
って遺伝的な位置づけを明らかにする。 

(4) VOZ の細胞内局在部位：VOZ2 に GFP
を融合したコンストラクトを作製し、植
物に形質導入した。この融合遺伝子が機
能的であることは変異体を相補さるこ
とで検証した。光質条件を変化させて
GFP 蛍光観察を行うことで、光質に依
存した GFP-VOZ2 の局在の解析を試み
た。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ voz 変異体における T-DNA 挿入部位と VOZ の発
現量の確認 
A.  voz 変異体における T-DNA 挿入部位を示した模式

図 
上段は VOZ１遺伝子、下段は VOZ2 遺伝子の一次構造
を示す。実線部はイントロン、ボックスはエキソンを示
し、白色部は非翻訳領域、灰色部は翻訳領域を示す。白
色の三角は T-DNA 挿入部位である。また、B の RT-PCR
に用いたプライマーの位置を矢印で示した。 
B.  RT-PCR 法を用いた voz 変異体における VOZ 遺伝

子の発現量解析 
最上段は VOZ1 遺伝子のコーディング領域、二段目は
VOZ2 遺伝子のコーディング領域、三段目は VOZ２遺伝
子の 5’側の非翻訳領域とコーディング領域、最下段はコ
ントロールであり、ACT8 遺伝子の発現量である。 
 
(5) VOZ の細胞内機能部位の同定：VOZ は

フィトクロム相互作用因子であること
から、細胞質または核において機能する
可能性が高い。シグナル伝達において、
VOZ が機能的に働く細胞内局在を特定
するため核移行シグナル (NLS)、核搬出
シグナル (NES) をそれぞれVOZ2に付
加したコンストラクトを用いて、VOZ

が機能する細胞内局在の解析を行った。 

 
４．研究成果 

(1) PHYA、PHYBのどちらをBaitとした場
合でも、単離された遺伝子は類似してお
り、TCPファミリーに属する数種類の遺
伝子とVOZ (Vascular plant One Zinc 

finger、Mitsuda et al., 2004) 遺伝子が
複数含まれていた。VOZ1は486アミノ酸

残基、VOZ2は450アミノ酸残基からなる
タンパク質をコードし、アミノ酸配列に
おいて互いに約53 %の相同性を示した。
アミノ酸配列の相同性検索の結果、短日
植物、中性植物、長日植物に関わらず、
ほぼ全ての植物に広く保存されていた。
一方、植物以外に相同タンパク質は見つ
からなかったため、VOZは植物に特有の
遺伝子であり、植物特異的で重要な役割
を果たしていると考えられた。2004年、
Mitsuda ら に よ り 、 Vacuolar 

H+-pyrophosphatase (V-PPase) をコー
ドするAVP1のプロモーター領域に結合
するタンパク質として単離され、in vitro
の研究から、C-X4-C-X13-C-X3-Hの新奇
Zinc finger motifを有し、転写活性化能
があること、このモチーフに亜鉛が配位
すること、GCGT (N×7) ACGC のDNA

配列に結合することが報告されている。
しかしながら、これらの研究は、植物に
おけるVOZの機能を調べたものではな
く、VOZの生理的な役割は未だ明らかに
なっていないといえる。 

 フィトクロムとVOZの相互作用を検
証するために、in vitroにおいてフィトク
ロムとVOZの結合アッセイを行った。そ
の結果、VOZ1、VOZ2ともに全長の
PHYAおよびPHYBとの結合が検出され
た。同様にVOZ1とPHYA、PHYBのN末
端領域が結合することも明らかとなった。
次に、相互作用の光特異性を調べるため
に、だいにしょうで我々が構築した発現
系により合成した光受容能をもつ組換え
フィトクロムとGST-VOZ融合タンパク
質を用いて、結合アッセイを行った。in 
vitroでVOZ1、VOZ2タンパク質は、フィ
トクロムA、Bと相互作用し、フィトクロ
ムAに対するタンパク質間相互作用の親
和性が高いことが示唆された。また、Pfr

型よりもPr型のphyAに対する親和性が
高いことも示唆された。 

(2) 突然変異体の表現型解析では芽生えの胚
軸伸長抑制、FR依存緑化抑制、葉柄の伸
長抑制などは野生型と違いが見つからな
かった。長日条件下と短日条件下で花成
時期を調べたところ、voz1/voz2二重変異
体が長日条件下でのみ遅咲きを示した。
相補性テストの結果、voz1/voz2二重変異
体にプロモーター領域を含むVOZ1、あ
るいはVOZ2のゲノム断片を導入すると
遅咲きの表現型が回復することも確認さ
れた。よって、VOZ1、VOZ2が重複して
長日条件下での花成を促進していること
が明らかになった。VOZが長日条件下で
のみ機能することから、フィトクロムと
同じ花成シグナル伝達経路で機能してい
ることが示唆された。また、白色光下で
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葉が立つ表現型が観察された。フィトク
ロムは、R/FRの比により日陰を感知して、
葉の重なりを避けるように葉を立てる日
陰回避応答を調節していることが知られ
ている。voz1/voz2二重変異体も、常に野
生型よりも葉は立っているものの、野生
型同様に葉の角度が変化した。よって、
voz1/voz2二重変異体は、R/FRの比を認
識できていると判断した。また、この表
現型は全日長、長日条件、短日条件でも
観察されたため、日長とは無関係である
ことが示唆され、VOZが関与すると予想
される花成経路とは別の経路でVOZが
機能することが示唆された。 

(3) 花成促進経路におけるphyA、phyBと
VOZの関係を遺伝学的に調べるため、各
フィトクロムとVOZ1、VOZ2の多重変異
体の長日条件下での花成時期を調べた。
そ の 結 果 、 phyA/voz1/voz2 、
phyB/voz1/voz2 の 三 重 変 異 体 は 、
voz1/voz2と同様に遅咲きであり、VOZ
がphyA、phyBの下流で機能しているこ
とが明らかになった（図２）。また、
phyB/voz1/voz2の葉の形態はphyBと変
化がなく、VOZが花成促進経路で特異的
に機能していることが示唆された。フィ
トクロムを初発とする花成のシグナル伝
達経路において、COとFTが主要な役割
を果たしている。VOZとCO、FTとの関
わりを明らかにするために、voz1/voz2
二重変異体における光周期依存的なCO、
FTの発現量の変動パターンを調べた。そ
の結果、CO遺伝子の変動パターンは野生
型と同様であり、VOZがCO遺伝子の発
現調節には関わっていないことが示唆さ
れた。一方、FT遺伝子は、voz1/voz2に
おいて、暗期前の発現上昇が起こらず、 

 

 

図２ 光依存的な花成促進経路における VOZの位置づけ 

 VOZ と光受容体の関係は明らかではないが、光周期依

存的促進経路において、COタンパク質の分解調節、ある

いは COを介さない新たな経路で FTの発現を誘導し、花

成を促進していると考えられる。 

これが遅咲きの直接的な原因であること
が明らかになった。よって、VOZはCO
の転写制御には関与しないが、VOZがFT
の上流で機能することが明らかになった。 

(4) GFP-VOZ2 / voz1 voz2株で融合タンパ
ク質がVOZとして機能的であることを
検証するため、花成時期は、抽苔までの
栽培日数と抽苔時のロゼット葉の枚数を
指 標 に 測 定 し た 。 そ の 結 果 、
VOZ2p:GFP-VOZ2 / voz1 voz2株では、
voz1 voz2二重変異体の遅咲きの表現型
を完全に相補し、機能的であることが明
らかになった。35S:GFP-VOZ2 / voz1 
voz2では、細胞質に蛍光が強く見られた。
次に、光質条件を変化させて細胞内局在
の解析を行った結果、光質条件に関わら
ず、細胞質に蛍光が観察される傾向があ
った。更にプロトプラスト化してGFP蛍
光を観察したところ、細胞質に局在して
いるものが多かったが、20%割程の細胞
で核と思われる場所でGFP蛍光が観察
された。このことから、GFP-VOZ2 / voz1 
voz2においてGFP-VOZ2の局在は細胞
によって異なり、細胞質または核に局在
していることが示唆された。 

(5) 35S:GFP-VOZ2-NLS お よ び 35S:GFP- 
VOZ2-NESのコンストラクトにより
voz1 voz2二重変異体の遅咲きの表現型
が 相 補 さ れ る か を 解 析 し た 。
35S:GFP-VOZ2-NLS / voz1 voz2では、
voz1 voz2二重変異体の遅咲きの表現型
を相補した。このことから核に局在する
VOZが花成経路において重要な機能を
果たしていることが考えられる。これに
対し、35S:GFP-VOZ2-NES / voz1 voz2
では、遅咲きの表現型が相補されなかっ
たことから、細胞質に局在するVOZでは
花成におけるシグナルを正しく伝達する
ことはできないと考えられる。 
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