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研究成果の概要（和文）：本研究では、クロマチン免疫沈降（ChIP）法を用いて多様な色素体分化の分子機構を明らか
にすることを目的とした。葉緑体分化をより高い時間分解能で捉えるため、シロイヌナズナT87培養細胞を用いた分化
誘導系を構築し、分化に関わるシグマ因子の標的プロモーターの認識における役割分担の一端について明らかにした。
また、これまで研究の立ち遅れていた非光合成色素体アミロプラストへの分化に際した遺伝子発現調節メカニズムにつ
いても、分化に関わる転写因子の候補の特定など、一定の知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to further clarify molecular mechanisms of plastid di
fferentiation by the use of chromatin immunoprecipitation (ChIP)-based method. We here established a novel
 induction system of chloroplast differentiation using Arabidopsis thaliana T87 suspension cultured cells,
 and examined functional roles of plastid sigma factors during chloroplast differentiation. Furthermore, t
ranscriptional regulation during amyloplast differentiation has been also characterized. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 色素体は植物細胞に特有のオルガネラで
あるが、そこには光合成など多くの重要な代
謝経路が局在しており、植物の独立栄養性や
生産力を支えている。色素体は、組織や細胞
の分化に応じて、あるいは環境変化に応答し
て、光合成組織では葉緑体、貯蔵組織ではア
ミロプラストなど、構造・機能的に多様に分
化することが知られている。この分化過程に
おいては、核と色素体に分かれてコードされ
ている遺伝子の協調的な発現が重要な役割
を果たすと考えられている。これまでに、色
素体分化に際した遺伝子の発現制御、特に転
写段階での調節機構については、国内外で活
発に研究が進められてきたが、分子遺伝学
的・生化学的手法をベースとした従来のアプ
ローチでは、分化という動的な現象を明確に
捉えることは難しく、全体像の理解に限界が
あると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、転写制御因子のターゲットの
みならず、それらの in vivo での挙動をリア
ルタイムにモニターすることのできるクロ
マチン免疫沈降（ChIP）法を利用して、色素
体分化における転写制御機構の実体を明ら
かにすることを目的とした。また、葉緑体に
加え、他の非光合成色素体への分化制御系も
あわせて解析することで、多様な色素体分化
プログラムの全体像の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）植物個体を用いる場合と比較してより
時間分解能の高い解析を行うため、シロイヌ
ナズナT87培養細胞を用いた葉緑体分化誘導
系の確立を行った。 
 
（2）葉緑体分化に関与する既知の制御因子
SIG2、SIG6 の動きを ChIP 解析によって in 
vivoで追うための実験系の構築を進めた。 
 
（3）アミロプラストやクロモプラストなど、
非光合成色素体への分化について基盤情報
を得るため、これらの色素体に分化する際に
発現する遺伝子やその転写に関わる制御因
子の探索を行った。 
 
（4）ChIP の汎用性を高めるため、葉緑体の 
他のシグマ因子のターゲット遺伝子の特定
を進めた。特に概日時計に依存した転写制御
に関わる SIG5 のターゲットプロモーターの
探索を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）葉緑体分化の過程を詳細に調べるため、
均一なサンプルを得やすく、経時的な回収が

容易なシロイヌナズナの葉組織に由来する
T87 培養細胞を研究材料として用いた。まず、
T87 細胞を用いた葉緑体分化誘導系の構築を
行った。通常は連続光条件で培養する T87 細
胞を 4週間暗条件下で培養したところ、クロ
ロフィル含量が段階的に減少し、原色素体へ
の脱分化が起こったと考えられた。さらに 4
週間の暗順応により白化した細胞に白色光
を再照射した結果、クロロフィルの再蓄積が
観察された。同時に、この光を再照射した細
胞を経時的に回収し、ノザン解析により様々
な遺伝子の発現量の変化を調べた結果、核遺
伝子である SIG2と SIG6に加えて、葉緑体ゲ
ノムコードの光合成遺伝子である psbD や
rbcL の発現が活性化することを見いだした。
以上の結果から、T87 細胞を用いた有効な分
化誘導系が構築できたものと考えられた。 
 
（2）T87 細胞における DNA-タンパク質間の
結合を ChIP 法によって検出できるかを検討
した。葉緑体分化の後期で機能することが予
想されるシグマ因子 SIG1 の、T87 細胞におけ
る標的プロモーターへの結合パターンを調
べたところ、緑葉組織を用いて行った以前の
結果と相関しており、T87 細胞を用いた ChIP
解析が有効であることが示唆された。続いて、
C 末端に FLAG タグが付加された SIG2・SIG6
タンパク質を発現する組換えT87細胞株を作
出し、まずは葉緑体分化過程における SIG2
の蓄積量をイムノブロット解析により調べ
た結果、光照射に伴い確かに発現が増加して
いることが示された。また ChIP 解析を行っ
た結果、葉緑体分化に伴った SIG2 の trnVプ
ロモーター領域への結合が示され、欠損変異
株を用いて行った以前の結果との相関が見
られた。しかしながら、現時点では ChIP に
よる高い DNA の回収量が得られておらず、さ
らなる実験系の改良が必要と考えられた。 
 
（3）光合成能を持つ葉緑体と比較して、非
光合成色素体への分化については不明な点
が多い。そこで、非光合成色素体の一種であ
るアミロプラストに着目して、分化に際した
転写制御について検討を行った。アミロプラ
ストへの分化過程を詳細に調べるため、シロ
イヌナズナの根由来の培養細胞 Alex を用い
た。分化誘導条件を詳細に検討した結果、シ
ョ糖濃度 0.2 %の培地に継代してから 72時間
後にショ糖濃度を 3 %に上昇させることで、
デンプンが蓄積し分化が誘導されることを
見出した。そこで、72 時間目の細胞をアミロ
プラスト分化前、84 時間目の細胞を分化後と
し、マイクロアレイ解析により遺伝子発現パ
ターンを調べた。その結果、シロイヌナズナ
全遺伝子のうち 84 時間目で 7 倍以上発現が
増加した遺伝子が約 2 %、減少した遺伝子が
約 3 %あり、これら遺伝子産物がアミロプラ
スト分化に関わる可能性が示唆された。この
中には転写調節因子も多数含まれており、分
化の鍵因子である可能性も考えられたため、



解析をさらに進めている。 
 
（4）核を中心に形成される概日時計の情報
がどのように光合成器官である葉緑体に伝
えられるかを明らかにするため、概日時計に
依存した転写調節に関わるシグマ因子 SIG5
の機能解析、特に ChIP 法を用いた SIG5 の葉
緑体ゲノム上の新規ターゲットの探索を行
った。これまでに、光化学系 II 複合体の D2
タンパク質をコードする psbD-BLRP が SIG5
の標的の一つであることが明らかにされて
いるが、SIG5 が他の葉緑体遺伝子の発現調節
にも関与していることが期待されたため、
ChIP 解析によってゲノムワイドに調べた。そ
の結果、psaAB や psbBT など他の光合成遺伝
子のプロモーターにも SIG5 が結合している
ことが示され、SIG5 が幅広い光合成遺伝子の
発現を調節することで昼夜のサイクルに適
応していることが示唆された。 
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