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研究成果の概要（和文）： 

藻類に及ぼす光の効果について単細胞紅藻シゾンを用いて解析した。細胞周期の開始期では、
光合成系による光受容→MAPK カスケード→特定 CDK の活性化の順でシグナルが伝わり、オルガ
ネラ DNA 合成が誘導されていた。また、葉緑体テトラピロールシグナルが、G1サイクリンの分
解阻害により核 DNA 合成を誘導する機構を解明した。核転写活性化でも光合成系が光受容に関
わるが、そのシグナルは DNA の合成制御とは別経路で伝えられていた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Effects of light illumination on algal cells were analyzed using unicellular red alga, 
Cyanidioschyzon merolae. During the cell cycle initiation, light is perceived by the light 
reaction system, and the signal is transferred through MAPK cascade to result in specific 
CDK activation and organelle DNA replication. In addition, tetrapyrrole signal from the 
chloroplast was found to inhibit degradation of G1 cyclin, which activates the nuclear 
DNA replication. In case of light activation of the nuclear transcription, the light 
reaction is also suggested to be the receptor, but the signal transduction pathway is 
likely diverged from the early step. 
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１．研究開始当初の背景 

 植物は進化上、シアノバクテリアに近い光
合成細菌が細胞内共生し、単細胞の藻類とし
て誕生したと考えられている。現生の藻類の
中でも、イタリアの温泉から単離された
Cyanidioschyzon merolae（シゾン）は構造
的に最も植物の原型に近く、さらに日本国内
のチーム（本研究代表者を含む）で決定され

た完全ゲノム配列により、極めてコンパクト
なゲノムと最小の遺伝子構成が示された。従
って、シゾンは様々な植物細胞における複雑
な現象を、単純化して理解するのに最適なモ
デル生物であると考えられた。真核細胞は太
古の細胞共生により進化したと考えられて
いるが、本研究代表者はこのシゾン細胞の研
究により、細胞共生の分子機構から真核細胞
の基本構築を理解しようと考え、様々な研究
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を進めてきた。本研究は、植物と光の関わり
のうちでも基本的な、細胞増殖・細胞周期と
光転写活性化について、シゾンを用いてその
基本的な分子機構を明らかにしようと考え
たものである。 

２．研究の目的 

 シゾン細胞を暗条件から明条件に移すと
G1期で静止していた細胞が S期に入るが、こ
の際にはまずオルガネラ DNA 複製（ODR）が
まず起こり、それに引き続いて G1/S 移行に
対応する CDKAの活性化と核 DNA 複製（NDR）
が起こる。ODR を特異的薬剤（ナリジキシン
酸）で阻害すると、CDKA 活性化および NDR が
阻害される。しかし、培地中に暗所でクロロ
フィル（テトラピロール）合成中間体である
Mg-ProtoporphyrinIX(MgProto)を添加する
と、ODR を介さず光非依存的に CDKA 活性およ
び NDR を誘導することができた。従って、光
による NDR の活性化は直接でなく、光による
ODR の活性化がテトラピロールシグナルを介
して CDKA 活性と NDR を誘導していることが
判明した（小林ら PNAS2009）。このことは、
光によるODRの開始が細胞周期の制御に最も
重要であることを示している。そこで本研究
では、まず光による ODR の活性化機構につい
て解析を進め、光シグナルがオルガネラ DNA
複製、核における転写活性化を誘導する道筋
の大枠を理解し、具体的因子の同定、および
分子機構の解明を進める。他方、光の照射は
DNA 複製のみならず、核における転写活性化
をも誘導する。これまでのマイクロアレイを
用いた解析の結果、核にコードされた遺伝子
の約 10％が暗→明シフトから 30 分以内に一
斉に活性化を受けることが判明している。本
研究では、光による核遺伝子の転写活性化機
構を解析し、上記 ODR との関連を考察するこ
とで、光と植物細胞の関わりの根本について
明らかにしていく。 
 あらゆる植物細胞において、光が細胞の増
殖や分化に決定的な役割を果たしているこ
とには疑いの余地がない。しかし高等植物を
見る限り、葉緑体における光捕集は必ずしも
細胞増殖に必須でないし（例えば根の生長）、
特異的光レセプターの活性化は時に植物体
全体の挙動（光形態形成）を左右する。この
ように、どの道筋が根幹か枝葉かを判断する
のは高等植物においては至難といえる。これ
は長い進化の間に、根幹的な細胞制御機構の
上に様々なネットワークが積み上げられた
結果に他ならない。最小のゲノムサイズと遺
伝子重複を特徴とするシゾンを用いて基本
的な細胞制御構造を理解し、その上に複雑化
したネットワークを重ね合わせることで、普
遍的な植物と光との基盤関係を明らかにす
ることができるだろう。 

３．研究の方法 

 シゾン細胞を用いたこれまでの解析によ
り、光照射は暗所で G1 期に静止している細
胞のオルガネラ DNA 複製（ODR）を開始させ
るとともに、核ゲノム全遺伝子の 10%程度の
転写を短時間で活性化することが判明して
いる。様々な細胞内プロセスに対する阻害剤
のスクリーニングにより、これまでに ODR 開
始が DCMU や DBMIB のような葉緑体電子伝達
系阻害剤、CDK 阻害剤ロスコビチン、MAPK カ
スケードの MAPKK 阻害剤、プロテアソーム阻
害剤などで阻害され、対応するシグナル伝達
因子の関与が示唆された。これら因子の関与
を調べる上で、シゾンでは候補となる因子が
非常に少ないことから、絞り込んだ因子に対
する網羅的な解析を中心にシグナル伝達経
路を明らかにしていく。また光による転写活
性化については、光電子伝達系が ODR 活性化
と同様にセンサーとして関わるものの、下流
のシグナル伝達に MAPK や CDKは関わらない。
高等植物では光転写活性化に COP9 シグナロ
ソーム（CNS）が関与するが、CNS はシゾンに
も存在する。シゾンにおいて CNS の光転写活
性化との関与を調べるため、CNS 因子の遺伝
子破壊により光転写活性化への影響を調べ
る。また、光活性化される遺伝子の調節領域
のヒストン修飾の状態を調べ、転写活性との
関係を明らかにすることで分子機構に迫る。 

４．研究成果 

(1) 光による細胞周期開始機構 

① 光受容から ODR 開始まで 

 ゲノム配列決定の結果、シゾンには植物に
みられるフィトクロム、フォトトロピン型の
光受容体。また、典型的なクリプトクロムも
存在しないことが明らかとなっている。また、
光合成電子伝達系の阻害剤である DCMU、
DBMIB により DNA 合成の開始が完全に阻
害される。従って、最初の光受容は光合成明
反応系自体であることが強く示唆される。こ
こで葉緑体から発されたシグナルは、その下
流に細胞質の MAPK カスケード、特異的
CDK の活性化に引き継がれるが、葉緑体が
本来は別生物に由来することを考えれば、細
胞膜外のシグナルを膜コンポーネント→
MAPK カスケード→CDK につなぐ、典型的
な真核型情報伝達系の一種であると考える
ことができた。 

 ３段階のコンポーネントからなる MAPK

カスケードについて、シゾンでは７種の
MAPKKK、１種の MAPKK、３種の MAPK

がゲノム配列から同定される。この MAPKK

を阻害剤で阻害することで ODR の開始が阻
害されるため、何れかのリン酸化カスケード
がシグナル伝達に必須であることが判る。３



 

 

種の MAPK のうち、どのキナーゼが ODR 開
始に関わるかを調べるため、本研究ではまず
光照射により ODR が開始される過程につい
て、これらMAPKの発現について検討した。
特異的抗体を用いた解析の結果、MAPK1 が
恒常的に発現しているのに対し、MAPK2、
MAPK3 は ODR の開始期と一致して一過的
な増加が観察された。従って、MAPK2 もし
くは MAPK3 の関与が示唆された。さらに、
３種の MAPK 遺伝子について遺伝子破壊実
験を行なった結果、MAPK1 と MAPK2 が欠
損可能な遺伝子であることが判明した。ODR

は細胞の生存に必須な機能と考えられるこ
とから、MAPK3 を ODR 開始に関わるキナ
ーゼであると想定できた。 

 MAPK カスケードはODR開始に必要であ
るが、その十分性を調べるために MAPK の
活性化を起こす薬剤であるアニソマイシン
を暗所で添加し、ODR が起こるかどうかを
調べた。しかし、ODR が誘導されなかった
ことから、MAPK の活性化だけでは ODR 開
始に不十分である。この条件での ODR を起
こせないか検討を更に進めた結果、培地中に
ヘムを添加することで部分的に ODR を誘導
することができることを発見した。緑色植物
では、ヘムは葉緑体で合成されるテトラピロ
ール分子である。しかし我々は別の研究で、
ヘム合成の最終段階に関与する酵素である
Fe キラターゼが、シゾンではミトコンドリア
に局在すること。また、Fe キラターゼ活性が
ミトコンドリアに見いだされることを明ら
かにしている。従って、ODR の開始には、
葉緑体から MAPK カスケードを経由するシ
グナル伝達と、ミトコンドリアで合成される
ヘムの両方が必要であることが判明した。以
前の研究で、ミトコンドリアの電子伝達系の
阻害剤が ODR 開始を阻害することも見いだ
しており、この結果はミトコンドリアからの
シグナル伝達が同時に ODR 上流で機能する
ことを示す極めて重要な意味を持っている。 

 次に、MAPK の下流ではたらくと想定され
る CDK 複合体について検討した。ゲノム情
報により、シゾンは３種の CDK、および４
種のサイクリンタンパク質を持つことが想
定される。これらタンパク質の発現について
ODR 開始期に観察したところ、CDKB とサ
イクリン４の発現が ODR 開始と相関するこ
とが明らかとなった。また、CDKB 抗体を用
いて CDKB 複合体を免疫沈降して活性測定
系を構築した結果、実際に CDKB 活性が
ODR開始期に上昇していることが示された。
従って、これらの結果は CDKB-サイクリン
４複合体が ODR 開始に関わることを支持す
るものといえる。以上の解析により、葉緑体
による光受容から CDK までの大筋のモデル
が見えて来たものと考えられるが、i) 葉緑体
からMAPKKKにどのようにシグナル伝達が

なされるのか。ii) CDK の活性化がどのよう
に ODR を誘導するのか。iii) ヘムの作用機
作、などを今後解明していく必要がある。 

② 葉緑体からの MgProto シグナルによる
NDR 活性化機構 

 ODR が起こると、葉緑体から放出される
MgProto の作用により NDR が活性化される
（小林ら PNAS2009）。この MgProto の作用
が、細胞内で特異的なタンパク質分解に関わ
るプロテアソームの阻害剤（エポキソマイシ
ン）の添加により模倣されることから、
MgProto の作用は特定のタンパク質の分解
を阻害することによると推定された。一方、
植物ホルモンの一種であるオーキシンの作
用は、特定のユビキチンリガーゼの F ボック
スタンパク質に結合し、特異的なユビキチン
化とプロテアソームによる分解を阻害する
ことによることが解明されていた。この分子
機構と MgProto の作用機作との関連性を調
べるため、シゾンのもつ４種の F ボックスタ
ンパク質（Fbx1-4）を大腸菌で過剰発現して
精製し、MgProto との結合性について検討し
た。その結果、４種のうち Fbx3 が MgProto

と特異的に結合することが明らかになった。
さらに Fbx3 は、NDR の活性化に関わるサイ
クリン１と特異的に結合すること。サイクリ
ン１タンパク質が細胞内でポリユビキチン
化されること。試験管内で、MgProto の添加
により Fbx3 とサイクリン１の結合が解消す
ること等が示されたことから、以下の作業モ
デルを示すことに成功した： 

暗所など、細胞内の MgProto が低い状態で
は Fbx3 タンパク質がサイクリン１を認識し、
ユビキチン化している。これにより、サイク
リン１は速やかにプロテアソームによる分
解を受けている。ODR 後、未知の機構によ
り MgProto が葉緑体から細胞質へと放出さ
れる。このMgProtoはFbx3と結合してFbx3

の構造変化を誘起し、サイクリン１の認識を
阻害。ユビキチン化を阻害されたサイクリン
１は安定化し、CDKA と結合することで
CDKA を活性化、NDR を誘導することとな
る。 

 このモデルはさらに、Fbx3 の欠損株を取得
することにより検証された。Fbx3 を欠くシゾ
ンでは、ナリジキシ酸のような ODR 阻害剤の
存在下でも、ODR を経ずに NDR が起きること
が実験的に示された。今回発見した分子機構
は、葉緑体の成立後、暗所で葉緑体が不活性
な状態で、核が独自に複製することを防ぐ分
子機構であり、細胞共生と植物細胞の成立に
重要な役割を果たすものであった可能性が
高い（小林ら Nature Cell Biol.2011）。 

(2) 光による細胞周期開始機構 



 

 

暗所の細胞に光を照射すると、大多数の核遺
伝子の活性化が起こる。このようなゲノムワ
イドな制御の分子機構を探るため、植物での
光応答に関わる DET1 遺伝子のシゾンホモ
ログについて遺伝子破壊株を取得した。野生
型と比較して、暗所における葉緑体 mRNA

群の増加が観察されたが、現在までに定性的
に明暗で恒常的に発現する遺伝子は見出さ
れず、更なる解析が必要な状況にある。一方、
明暗条件と相関して増減するヒストン修飾
について検索を行った。まずシゾンからのヒ
ストンタンパク質の抽出条件を検討したの
ち、入手可能な修飾ヒストン特異的モノクロ
ーナル抗体を用いたウェスタン解析を行な
った。その結果、試みた抗体のうち、ヒスト
ン H3 では K9 アセチル化、K9 アセチル化＋
S10 リン酸化、K9 トリメチル化、K9 ジメチ
ル化、K27 トリメチル化、K9 アセチル化＋
K14 アセチル化、ヒストン H4 では K20 ジメ
チル化について検出することができ、これら
修飾の存在が示唆された。特に、H3K9 部位
のアセチル化が暗シフトで増加することを
見出した。さらに解析を進めた結果、この修
飾は暗条件ではなく、暗条件で誘導される分
裂期に蓄積していることが明らかとなった。
現在、この修飾による転写活性化等につき解
析を進めている。 
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