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研究成果の概要（和文）：本研究では、海洋メタゲノムデータから発見され、プラシノ藻のPycnococcus 
provasolii由来の赤色光受容体フィトクロム（PHY）と青色光受容体クリプトクロム(CRY)の構造を併せ持つ新型
キメラ光受容体PHYCRYの遺伝子について分光学的解析を行い、PHY領域、CRY領域それぞれが、橙色光と遠赤色
光、青色光を感知することを解明した。さらに、この遺伝子をDualchrome1 (DUC1)と名付け、プラシノ藻での発
現解析、植物での相補解析などによる生物的機能解析、プラシノ藻の全ゲノム配列の決定、光受容体遺伝子の系
統解析を行い、機能解明を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to uncover function of a chimeric photoreceptor 
gene, PHYCRY composed of a red-light receptor, phytochrome and a blue-light receptor, cryptochrome 
in a prasinophyte, Pycnococcus provasolii. We found the PHYCRY detected both orange/far-red and blue
 light. Furthermore, we named this gene dualchrome1 (DUC1) and advanced functional analysis of 
PHYCRY by transcriptome analysis in P. provasolii, complement analysis for plant photoreceptors, 
determination of genome sequence of P. provasolii and phylogenetic analysis of photoreceptor genes. 

研究分野：植物生理、光情報伝達

キーワード： 光受容体　フィトクロム　クリプトクロム　藻類　植物　ゲノム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果である新型の新型キメラ光受容体PHYCRYの分光学的性質、生物的機能解明により、赤色光受容体フ
ィトクロムと青色光受容体クリプトクロムの光受容体の進化さらに緑色植物の進化について新知見を得ることが
出来た。さらに、将来的に、新型キメラ光受容体の分光学的性質の解明が生物工学的応用につながることや、植
物の相補解析結果が農業的な応用につながることが期待できると考えている。P. provasoliiは様々な深さ、地
域に生息していることから、この光受容体は海洋環境で増殖する上で重要な役割を果たしていると考えられる。
本成果は今後のCO2固定の研究開発への寄与も期待できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
光受容体は、光環境の把握のため多様な進化を遂げてきた。新型の光受容体の発見は、光合
成生物の進化的研究に大きなインパクトを与えるだけではなく、農業的や生物工学的な応用が
期待される。これまでに、植物のキメラ型光受容体としてはシダのフィトクロムとフォトトロピ
ンのキメラ光受容体 PHY3が発見されていた(Kawai et al., 2003, Nature)。海洋中では長波長
の赤色光はカットされ青色光のみになるため、海洋生物の青色光受容体は独自の進化を遂げて
いることが予想される。そこで、我々は水中の特殊な光環境に注目し、仙台湾での海洋メタゲノ
ムデータから新規青色光受容体の単離を試みた。その結果、予測結合配列データから赤色光受容
体フィトクロム(PHY)と青色光受容体クリプトクロム(CRY)の構造を併せ持つ新型キメラ光受
容体 PHYCRY の遺伝子を発見した。我々は藻類トランスクリプトームデータを利用すること
で、PHYCRY遺伝子が海洋浮遊性微細藻類であるプラシノ藻 Pycnococcus provasoliiの遺伝子
であることを特定した。さらに、我々は、環境研究所より P. provasoliiの株を分譲してもらい、
研究室で培養し解析を進め、P. provasoliiのゲノム DNAから PHYCRY遺伝子の全長を単離、
RT-PCRにより PHYCRY融合遺伝子の転写を確認した。そこで、PHYCRY遺伝子の特徴、分
布、機能を知ることができれば、赤色光受容体フィトクロムと青色光受容体クリプトクロムの進
化、さらに緑色生物の進化について新知見を得ることが出来ると考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、新型キメラ光受容体 PHYCRYの遺伝子について解析することで、赤色光受容体
フィトクロムと青色光受容体クリプトクロムの進化について新知見を得ることができると考え、
(1) 分光学的性質の解析、(2) 生物的機能の解析（プラシノ藻、植物での相補解析）、(3)プラシノ
藻の全ゲノム配列の決定、光受容体遺伝子の系統解析を行い、新型キメラ光受容体 PHYCRYの
機能を明らかにすることを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 分光学的特性の解析 

PHYCRYがどの波長の光を吸収しているのかを明らかにするため、PHY、CRY部分のみの
タンパク質を発色団と供に大腸菌で発現させ、吸収スペクトル測定を行った。PHYCRYの吸収
波長を明らかにすることにより、PHYCRYの活性化に PHY部分、CRY部分がどのように関わ
っているか、どのタイプに属するかを解析した。 
 
(2) 生物的機能の解析 
① プラシノ藻の PHYCRY欠損変異体の解析 
プラシノ藻での PHYCRY の役割を明らかにするため、近縁種で成功例のある相同組換え法、
ゲノム編集法で PHYCRY遺伝子の欠損変異体の作成を試みた。欠損変異体作成後に野生型と比
較するため、プラシノ藻に忌避反応や増殖速度の変化など光に応答する形態があるかを観察し

図 1. 本課題の概要 



た。さらに、光に応答して遺伝子レベルでどのような応答がみられるかを明らかにするため、単
色光（暗所、遠赤、赤、橙、青）の照射後の遺伝子発現の変化を RNA-Seq法で解析した。光受
容体遺伝子、光誘導遺伝子、光情報伝達関連遺伝子などの発現変化に注目し解析を行った。 

 
② 植物の光受容体欠損変異体での機能相補解析 
進化的な保存性を明らかにするため、光受容体欠損変異体が存在する種子植物のシロイヌナ
ズナを用いて、PHYCRYが植物のフィトクロムとクリプトクロムの機能を相補できるかを解析
した。PHYCRYの導入により、光受容体欠損変異体でみられる特徴的な芽生えの形態が相補さ
れ野生型様に戻るかを検証した。 
さらに相補解析に加えて、シロイヌナズナのフィトクロムは光照射により細胞質から核へ移
行、クリプトクロムは主に核に局在し、遺伝子の転写制御などに働いていることが報告されてお
り、PHYCRYの生物的機能の解明のため、細胞内局在の解析を行った。タバコの葉にアグロの
インフィルトレーション法で、DUC1の PHY部分、CRY部分、DUC1全長の C末に GFPを
付加した遺伝子を導入し細胞内局在を観察した。 
 
(3) プラシノ藻の全ゲノム配列の決定、光受容体遺伝子の系統解析 

PHYCRYを保持するプラシノ藻 P. provasoliiに PHYCRY遺伝子以外に PHYや CRY単体や
下流因子が存在しているか、どのような特徴があるかを明らかにするため、MinION のロング
リードと MiSeqのショートリードを組み合わせて全ゲノム配列の解読を行った。さらにゲノム
情報を RNA-Seq解析に利用した。 
 
 
４．研究成果 
 
本課題では、新型キメラ光受容体 PHYCRYの機能を明らかにするため、以下のような研究成
果を得ることができた。論文化にともない、PHYCRY遺伝子について Dualchrome1 (DUC1)と
名付け解析を進めた。 
 
(1) 分光学的特性の解析 

DUC1 の分光学的特性の解析については、共同研究者である静岡大学の伏見圭司氏（現在、
神戸大学所属）、成川礼氏（現在、都立大学所属）により実施された。まず、DUC1の全長を大
腸菌で発現し分光学的解析をすることを試みたが、解析が可能な発現タンパク質を得ることが
できなかった。そこで、PHY領域と CRY領域を分けて大腸菌に発現させ、それぞれの分光学的
解析を進めた。 

PHY領域については、コドンを最適化することで発現量が増加し、さらに開環テトラピロー
ル色素を供給するプラスミドとの共発現により色素結合タンパク質を単離出来た。PHY領域は、
陸上植物のフィトクロムの赤色光と遠赤色光で可逆的に光変換するという特徴とは異なり、橙
色光と遠赤色光で可逆的に光変換するという特徴を示した。こういった特徴は、報告のある他の
プラシノ藻由来のフィトクロムの特徴と類似しており、特異な色調節機構の存在が示唆された。
一方、CRY 領域については、シャペロンタンパク質と共発現することで、発色団であるフラビ
ンが結合したタンパク質を単離することが出来た。CRY領域は、FADを非共有的に結合し、暗
状態では青色光を吸収し、青色光照射により紫外光吸収型へと変換した。この特徴については、
緑藻や植物ではなく、動物型のクリプトクロムの光反応に類似していた。 
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図 2. DUC1の分光学的特性の解析 



(2) 生物的機能の解析 
① プラシノ藻の PHYCRY欠損変異体の解析 

P. provasolii における DUC1欠損変異体の作成のため、まず、近縁種 Ostreococcus tauriで
成功例のあった相同組換え法を試みた。相同組換えにより P. provasoliiの DUC1の遺伝子部分
にカナマイシン耐性遺伝子が挿入されるコンストラクトを作成し、エレクトロポレーションに
より導入を試みたが、抗生物質 G418耐性株は得られなかった。蛍光物質のレポーターを用いて
導入条件を検討したが、P. provasolii自身がもつ自家蛍光があり観察による判定が困難だった。
プロモーター配列の検討、酵素タンパク質を直接導入するゲノム編集法で PHYCRY遺伝子の欠
損変異体の作成を試みたが形質転換株を得ることはできなかった。P. provasoliiは近縁種と比較
して細胞壁が厚くなっていることが報告されており、細胞壁を処理することにより導入ができ
ないかを検討している。またルシフェリンをレポーターとして使用できないかを検討中である。
欠損変異体が作成できたら、光照射後の遺伝子発現の変化をRNA-seq法で解析する予定である。
欠損変異体作成後に野生型と比較するため、プラシノ藻に光に応答する形態があるかを観察し
た。その結果、忌避反応や単色光による増殖速度の変化などの形態は観察されなかった。 
また、P. provasoliiに単色光（暗所、遠赤、赤、橙、青）照射後の遺伝子発現の変化を RNA-Seq
法で解析した。その結果、DUC1が吸収する橙色光で誘導される遺伝子群が存在していた。この
結果によりプラシノ藻において、橙色光による遺伝子制御があることが示唆された。P. 
provasolii のゲノム中に PHY は存在していなかったことから、遺伝子誘導に DUC1 が関わっ
ている可能性が高いと考えている。 
 
② 植物の光受容体欠損変異体での機能相補解析 
相補解析については、シロイヌナズナの光受容体欠損変異体で相補解析を行うために phyB、

cry2欠損変異体へ HA tagを付加した DUC1全長を導入した形質転換体を作製し、DUC1が発
現していることを確認した。cry2 変異体では胚軸徒長の形態が見られるが、cry2 変異体の
DUC1-HA 形質転換体において胚軸徒長の抑制が観察され、DUC1-HA の導入により部分的相
補されたことが示唆された。花成遅延の形態に関しては cry2変異体と有意差はみられなかった。
phyB 変異体への DUC1-HA 導入形質転換体は、胚軸徒長の抑制を示さず相補されないことが
示唆された。これらのことからシロイヌナズナで DUC1 は CRY の情報伝達経路を使い情報伝
達している可能性が高いと予測している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
細胞内局在の解析については、植物のフィトクロムは光照射による局在の変化が報告されて
おり、植物での DUC1 の細胞内局在について解析を行なった。全長（PHY-CRY）、PHY 部分, 
CRY部分にそれぞれ C 末に GFPを融合させたタンパク質をタバコの葉で発現させ、蛍光観察
を行なった。その結果、PHY-CRY-GFP、CRY-GFP は主に核に、PHY-GFP に関しては細胞質
に局在が観察された。PHY-CRY-GFPと PHY-GFPのいずれも植物のフィトクロムとは異なり、
光照射による局在の変化は観察されなかった。DUC1 は核局在し、核において情報伝達因子を
調節している可能性が考えられた。 
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図 4. 植物の光受容体欠損変異体での機能相補解析 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) プラシノ藻の全ゲノム配列の決定、光受容体遺伝子の系統解析 

P. provasolii のゲノム中に PHYCRY遺伝子の存在を確認し、関連遺伝子を網羅的に解析す
るために、NIES-2893株のゲノム配列を決定した。そのゲノムは 23 Mbpであり、11,330遺伝
子がコードされていた。P. provasoliiは、これまでゲノム配列が読まれていなかったが、今回、
初めてゲノム配列が決定された。ゲノム中には PHYCRY遺伝子の他に、5つの Cry遺伝子が存
在し、Phy 遺伝子は見つからなかった。それら光受容体遺伝子の系統解析を行ったところ、
PHYCRY遺伝子の CRY部分は P. provasolii の Cry遺伝子と単系統群を形成し、PHY部分は
近縁種の Nephroselmis の Phy 遺伝子と単系統性を示した。このことは PHYCRY遺伝子が P. 
provasolii の系統において、遺伝子融合によって生じたことを示唆する。 
  また、P. provasolii のゲノム中に光情報伝達因子の相同遺伝子が存在しているのか探索を行
い、光情報伝達のポジティブ因子の分解調節を行なっている COP1, ハブ転写因子である HY5
の相同遺伝子は存在しているが、PIF, BIC, SPAなどの因子の相同遺伝子は存在しないことが明
らかになった。また、DUC1以外の光受容体遺伝子が存在しているが明らかになった。さらに、
P. provasoliiのゲノム中には、light-harvesting complex (LHC) 遺伝子が重複しており、これら
の遺伝子は単色の橙色光と青色光で転写制御され、DUC1の関与の可能性が考えられる。 
本課題では、新型キメラ光受容体 PHYCRY の機能の解析を進め、フィトクロムとクリプト
クロムの進化について新知見を得ることができたと考えている。さらに農業的や生物工学的な
応用が期待される。P. provasoliiは様々な深さ、地域に生息していることから、この光受容体は
海洋環境で増殖する上で重要な役割を果たしていると考えられる。本成果は今後の CO2固定の
研究開発にも寄与することが期待できる。 
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図 6. 全ゲノム配列の決定、光受容体遺伝子の系統解析 
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