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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ培養細胞で成長の速い MM2d 株を材料に、無細胞転写

解析系を確立した。MM2d 細胞は通常の暗条件下での培養で黄化下細胞となるが、光を当てて培

養することにより緑化した細胞を調製することができる。そこで、それぞれの細胞から細胞核

を単離し、無細胞転写解析系を作成した。明培養および暗培養由来の無細胞系をもちいて、シ

ロイヌナズナの光合成遺伝子であるリブロース 1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲ

ナーゼ (rbcS) 遺伝子の光依存転写制御を解析することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Two Cell-free transcription assay systems were established from 
rapidly growing Arabidopsis cultured cell MM2d line. The cultured cells were etiolated 
when the cells were growing under dark condition and were greening when the cells were 
growing under light condition. Using these two different colored cells, in vitro 
transcription systems were established. And then, using the two in vitro transcription 
systems, we have successfully assayed light dependent transcription regulation using 
Arabidopsis ribulose-1, 5-bis-phosphate carboxylase / oxygenase (rbcS) genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 動物酵母においては、無細胞転写系 (in 
vitro 転写系) が確立されており、転写の分
子メカニズムの解明は飛躍的に進んだ。一方、
植物における遺伝子制御、特に転写に関する
分子生物学的知見は、in vitro 転写法の欠如
のため極めて乏しかった。これは植物細胞に
固い細胞壁と大きな液胞が存在するため、植
物学者の幾度と無く行ってきた植物由来の

in vitro 転写系確立の努力を阻んできたた
めであった。そのような状況で、我々の持っ
ていたタバコ培養細胞由来の無細胞転写解
析系は、植物の in vitro 転写系の数尐ない
成功例であった。しかし、タバコのゲノム情
報不足は研究の足かせとなり、顕花植物の中
ではゲノム情報が早くに整い遺伝学的な知
見の豊富なシロイヌナズナ (Arabidopsis 
thaliana) の in vitro 転写系の必要性が増
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していた。しかし、シロイヌナズナには植物
が小さすぎるという決定的な弱点があった。
細胞も核も小さく、生化学的な研究を行うの
に誰もが二の足を踏んでいた。そんな状況の
中、ケンブリッジ大学で作られたシロイヌナ
ズナの MM2d 株は成長が比較的はやく、細胞
も大きな塊とはならない性質の良い培養細
胞であり、in vitro 転写系作成用に非常に
有望であると判断された。さらに、この細胞
は光を当てて培養すると葉緑体を分化させ
緑化するという特徴を併せ持ち、光合成関連
遺伝子の解析にとても都合がよいと考えら
れた。 
 

２．研究の目的 

(1) シロイヌナズナ培養細胞から単離核を
調製し、in vitro 転写解析系の作成手法
を確立する。 

   シロイヌナズからの in vitro 転写系
の確立例は存在せず、本研究により新たに
開発し、シロイヌナズナの遺伝学的知見お
よび全ゲノム配列を有効利用して遺伝子
の転写制御機構を分子レベルで解明する。 

(2) 明条件下で培養した緑の細胞と暗条件
下で培養した黄化した培養細胞からそれ
ぞれ in vitro 転写系を作成し、光依存的
遺伝子の発現を解析する。 

   MM2d 細胞を明条件で培養し、葉緑体を
分化した緑色の培養細胞を大量調製して、
そこから in vitro 転写系を作成する。シ
ロイヌナズナには過去の研究により光制
御配列がある程度同定されており、それら
の配列を変異することで、本実験で得られ
た明培養および暗培養由来の in vitro 転
写系で光応答性の転写制御が解析可能な
ことを示す。 

 
３．研究の方法 

 申請者の培ってきたタバコの in vitro 転
写系のノウハウを最大限生かし、シロイヌナ
ズナの無細胞解析系を開発する。材料として、
シロイヌナズナの培養細胞としては異例に
成長速度のはやい MM2d 株を用いる。MM2d 細
胞はまた、均質な懸濁培養が可能で、プロト
プラストを大量に調製可能で生化学的作業
に非常に有利である。光を当てて育てれば緑
色になり、暗条件下で育てれば黄化する特徴
がある。また、パーコールを媒体とした遠心
分離によりプロトプラストから液胞を除去
したミニプロトプラストを調製することが
できるため、生化学的材料として優れている。 
 対象とする解析遺伝子は、もっとも転写能
の高いカリフラワーモザイクウイルス 35Sプ
ロモーターやシロイヌナズナの U2 snRNA 遺
伝子を用いて反応条件を至適化する。その他、
光合成に関連する rbcS 遺伝子や、光合成と
は関係のないキチナーゼ遺伝子などの比較

的転写量の高いものを使って、光依存の遺伝
子発現に関わる制御因子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) シロイヌナズナ MM2d 暗培養細胞からの
in vitro 転写系の作成 
 手始めとして、タバコ培養細胞 BY-2 の in 
vitro 転写系作成の手順に従い、MM2d 細胞か
らの調製を幾度と無く試みたが、全く良好な
結果は得られなかった。そこで、MM2d 細胞か
らタンパク質変性の原因物質を多く含む液
胞を除去する手順を加え調製を試みた。その
結果、良好な転写活性を確認するに至った。
転写反応は U2 snRNA 遺伝子を用いて至適化
し、カリウムイオン濃度がタバコの系に比較
して低く 25 mM にした場合で最も高い活性を
示した。 
 また転写活性は、タバコのβグルカナーゼ
遺伝子、タバコの rbcS 遺伝子、トマトの rbcS
遺伝子、シロイヌナズナの U3 snoRNA 遺伝子、
U6 snRNA 遺伝子、7SL RNA 遺伝子からも認め
られたが、αアマニチンによる転写阻害実験
から、MM2d 細胞から得られた核抽出液中には
RNA ポリメラーゼ III (Pol III) の活性は認
められず、全て RNA ポリメラーゼ II (Pol II) 
による活性であった。したがって、Pol III
依存性の tRNA 遺伝子の活性は認められなか
った。 
 得られた転写活性は比較的安定しており、
反応開始後 6時間まで持続した。 
 
(2) 明培養した緑化 MM2d 細胞からの in 
vitro 転写系の作成 
 上記の暗培養細胞からの調製手順をもと
に、明培養により緑化した細胞から in vitro
転写系の作成を試みたが、転写活性は得られ
なかった。理由を考察した結果、葉緑体由来
の還元力によりタンパク質変性が促進され
ていることを仮定した。そこで、核単離バッ
ファーおよび抽出バッファーに抗酸化剤と
して 1％アスコルビン酸ナトリウムを添加す
ることで、転写活性を示す核抽出液を調製す
ることに成功した。転写活性は、シロイヌナ
ズナの U2 snRNA 遺伝子、タバコのβグルカ
ナーゼ遺伝子、カリフラワーモザイクウイル
ス 35S プロモーター、タバコ rbcS 遺伝子、
トマト rbcS 遺伝子、シロイヌナズナ rbcS 遺
伝子で良好な転写活性を得た。しかし、
TATA-less 遺伝子に属する光化学系Ｉ遺伝子
であるタバコ psaD および psaH 遺伝子からの
転写活性は認められなかった。 
 
(3) 光依存転写制御の解析 
 シロイヌナズナには４コピーの rbcS 遺伝
子（rbcS1A, rbcS1B, rbcS2B, rbcS3B）が存
在し、それぞれが異なる発現の光応答性や組
織特異性を有していると考えられる。それぞ



れの遺伝子には光応答性制御配列(LRE)が同
定されている。したがって、それら LRE に変
異を導入した遺伝子を用いてそこからの転
写が明培養および暗培養由来の in vitro 転
写系で異なるかを検証した。 
 rbcS 遺伝子には LRE として IbAM5, I-box, 
G-box がクラスター化した CMA5 (conserved 
modular array 5) が種を超えて保存されて
いる。シロイヌナズナでは rbcS2B, rbcS3B
に存在することが確認され、rbcS1B にも類似
の配列が見つかる。しかしrbcS1AにはI-box, 
G-box は存在するが、IbAM5 配列に保存性の
ある配列が存在しない。 
 そこで、rbcS1B, rbcS2B, rbcS3B それぞれ
の IbAM5 配列および IbAM5 類似配列、rbcS1A
の場合には IbAM5が存在する位置の配列に変
異を導入した遺伝子を作成した。これら遺伝
子の野生型と変異型をそれぞれ鋳型として、
シロイヌナズナの明／暗 in vitro 転写系に
よって、転写活性の変化を比較した。その結
果、rbcS1B, rbcS2B, rbcS3B において、変異
を導入した遺伝子の暗培養由来の in vitro
転写解析で転写量が上昇した。このことは、
暗条件で IbAM 配列に依存した転写抑制作用
があることを示している。つまり、暗条件で
転写抑制因子が IbAM5に結合することを示唆
するデータと考えられる。また、rbcS1A にお
いては上記のような結果は見られなかった。 
 
(4) 国内外における位置づけとインパクト 
 本実験で得られた実験データは、国内外に
おいで始めてのものである。本研究により確
立されたシロイヌナズナの in vitro 転写系
は明／暗の転写制御を区別して解析できる
ものであり、光合成関連遺伝子を代表とした
光制御を受ける遺伝子についての転写レベ
ルでの発現制御を分子レベルで解析できる
初めてのツールであるといえる。国内外で積
極的に活用されれば、停滞していた植物にお
ける転写制御の研究を推進することができ
ると考えられる。 
 
(5) 今後の展望 
 本研究において、光依存性の転写制御を遺
伝子上の光応答配列を壊すことによって明
らかにした。しかし、光依存発現を示す rbcS
遺伝子の転写は、暗条件由来の in vitro 転
写系によっても決してゼロにはならず、実際
の転写制御を完全に反映したものとはなら
なかった。このことは、光依存の転写制御が
DNA のクロマチンレベルの高度な構造変化に
よって成されている可能性を強く示すもの
であり、今後、本研究で作成した in vitro
転写系をもとに、クロマチンレベルでの研究
に適応することを考えていかなければなら
ないと考える。 
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