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１．研究計画の概要 

生存を光に依存する植物にとって、光環境
の適切な認識と生理応答は個体の繁栄に重
要である。植物の赤色光・遠赤色光受容体フ
ィトクロムは、多重遺伝子族にコードされ、
光量や光質を識別することにより、発芽から
開花に到る多岐の生理応答を制御する。フィ
トクロムは光による立体構造の変換が機能
発現の鍵となることが知られており、この構
造の違いを識別する機構の解明が光による
シグナル伝達の本質的な理解につながると
考えられる。 

フィトクロムが受容した光シグナルを細
胞内情報として発信する分子機構を、phyAま
たは phyB が相互作用するタンパク質因子を
同定することにより解明することを目指し
た。エピトープタグ付きフィトクロム発現系
を活用し、光質特異的 phyB 相互作用因子を
質量分析を利用したプロテオミクス手法に
よりタンパク質同定する。また、これを補完
する手法として、酵母ツーハイブリッド法を
利用し、盛んに成長する時期の相互作用タン
パク質を同定する。 

同定された相互作用タンパク質に対する
突然変異体や遺伝子を改変し植物体へ導入
した系統を解析することにより、そのタンパ
ク質の生物学的評価を行い、植物体における
役割を検証する。また、その機能発現の分子
機構を明らかにする。 
 
２．研究の進捗状況 
（１）フィトクロム相互作用因子の同定  
 突然変異体phyBにC末端にエピトープタグ
としてFLAGならびにHAペプチドをタンデムに
賦与したPHYB遺伝子を導入したシロイヌナズ
ナ個体は、phyBの変異表現型を相補する光応
答を示した。このタグ付きphyB発現系統を用

いて、タグに対する抗体を利用しphyB複合体
を精製した。タンパク質の質量分析による同
定を試みたがphyBと複合体を形成することが
期待されるタンパク質は同定できなかった。 
 次に、酵母ツーハイブリッド法を用いて、
phyAとphyBに相互作用する因子をスクリーニ
ングした。その結果、相互作用因子VOZが同定
できた。大腸菌発現系を利用したin vitro プ
ルダウンアッセイの結果、フィトクロムとの
相互作用が確認され、その親和性は光照射に
より変化することが示された。すなわち、フ
ィトクロムのPr、Pfr型に特異性を示す因子で
ある可能性が示された。 
（２）植物におけるタンパク質相互作用の評
価 
単離された因子が植物体でフィトクロムと相
互作用をするかを評価した。因子は、核と細
胞質で局在し、生体内においてフィトクロム
と局在が一致する可能性が示された。現在、
プロトプラストを利用したSplit Luciferase
アッセイ系を立ち上げている。 
（３）相互作用因子の機能解析 

T-DNA挿入系統を検索し、遺伝子破壊系統を
取得した。単離した遺伝子が２遺伝子からな
る遺伝子ファミリーを形成していたため、二
重変異体を作出した。その系統は花成遅延を
示した。phyB変異体と3重変異体は、花成が遅
延したため、この因子がphyB下流にあること
が示された。また、花成の遅延はFT遺伝子の
発現抑制が原因でることを明らかにした。 
 
３．現在までの達成度 
②概ね順調に進展している 
（理由） 
フィトクロム相互作用因子をプロテオミク

ス手法で単離するには至らなかったが、分子
生物学的手法による新規の因子の単離に成
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功し、遺伝学的手法を用いた生物学的役割の
研究は順調に進展しているため。 
 
４．今後の研究の推進方策 
（１）生化学的解析 
フィトクロムとの相互作用について、Split 
Luciferase assayを用いて、赤色光および遠
赤色光の効果を調べる。また、相互作用に対
する光受容体発色団や光受容体の関与を明
らかにするために、プロトプラストを当該遺
伝子変異体、hy1変異体、phyAおよび phyB
変異体から調製して、相互作用を解析する。 
（２）植物体における機能組織  
 フィトクロムは植物体全体で発現するが、
花成に関する機能は葉肉細胞での phyBの働
きが重要であることが示されている。同定し
た遺伝子の発現部位は、維管束に強く、葉肉
細胞や茎の維管束以外の細胞でも検出可能
なレベルで発現することが示された。 
 組織を分離して、発現レベルを定量的に調
べる。また、どの細胞における発現が機能に
重要であるかを、組織特異的プロモーターを
利用して、葉肉細胞、維管束、茎頂で発現さ
せ、花成時期を測定し、機能評価をする。 
（３）機能する細胞内局在 
 フィトクロムは光照射により核と細胞質
の間で細胞内局在が変化することが知られ
ている。当該遺伝子産物は核で機能すること
が予想されているが、フィトクロムとの相互
作用の点からも、核で働くことを証明するこ
とは重要である。そこで、蛍光タンパク質 GFP
と融合させ、細胞内局在を解析する。その時
に、光による細胞内局在の変化があるかどう
かを調べる。また、核局在シグナル NLSと核
搬出シグナル NESを融合した遺伝子を変異体
へ導入し、機能的に細胞内局在を評価する。 
（４）花成制御機構 
 フィトクロム経路の下流に花成誘導が存
在する。これまでに、花成統合因子である FT
の発現が低下することが花成遅延の原因で
あることがわかった。FTに統合される制御経
路は複数明らかにされているが、この遺伝子
がどの経路に存在するかを、遺伝学的、分子
生物学的に調べる。 
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