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研究成果の概要（和文）： 
 シロイヌナズナ子葉特異的葉緑体形成因子 CYO1 のホモログである緑色組織葉緑体形成因
子 CYO2 がシロイヌナズナ At3g47650 である事を明確にした。cyo2 変異体は Pale-green の表
現型を示し，光合成の光化学系 II の活性が著しく低下していた。また，多くの葉緑体構成遺伝
子群の発現も低下していた。 CYO1 は光照射下の子葉のみで発現しているが，CYO2 は光照
射下の緑色組織のみでなく暗所生育下の子葉においても発現が観察され，エチオプラストの形
成にも寄与している事が示唆された。酵素活性においても CYO1 と CYO2 では違いが観察さ
れ，発現部位と酵素活性の違いにより CYO1 と CYO2 は子葉と本葉における葉緑体形成機構
の違いに寄与している事が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Arabidopsis chloroplast biogenesis factor CYO2/At3g47650 is a 
cotyledon-specific chloroplast biogenesis factor CYO1 homolog. The cyo2 mutant showed 
pale-green leaves, and the maximum quantum yield of photosystem II in the mutant was much 
decreased.  The expression of many photosynthetic genes was significantly decreased in 
the mutant. CYO1 expressed in only seedlings grown under light conditions, however, CYO2 
expressed in not only all green tissues but also seedlings grown under dark conditions. 
It was also observed that the difference of characteristics of CYO1 and CYO2 reductase 
activity of protein disulfide isomerase. 
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１. 研究開始当初の背景 
 子葉と本葉は共にその細胞内に葉緑体を
持ち光合成を行なう組織であるが，葉緑体の

形成機構はそれぞれの組織において異なっ
ている。本葉においては，葉緑体は茎頂分裂
組織でプロプラスチッドから葉緑体への分
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化が行なわれると同時に，既に出来上がって
いる葉緑体の分裂でその数を増やしている。
一方，子葉においては胚発生において色素体
の分化・発達が見られるが，その後種子の成
熟と休眠によってその発達は停止する。その
後給水と光照射によって，子葉内の色素体は
葉緑体へと発達する。一般に子葉における葉
緑体は本葉における葉緑体に比べてその発
達が悪く，チラコイド膜の発達も悪い事が知
られている。 
葉緑体の Biogenesis に関する因子は   

これまでに国内外で多くが単離・同定されて
きたが，そのほとんどが本葉の葉緑体におけ
る因子であった。子葉と本葉における葉緑体
の形成機構が異なる事はいくつかの子葉特
異的アルビノ変異体の存在からも示唆され
ているが，子葉特異的葉緑体形成機構はほと
んど解析されておらず，本葉と子葉における
葉緑体形成機構の違いも未解明の部分が多
く残されていた。 
 申請者は子葉特異的アルビノ（子葉以外は
通常の緑色）変異体 cyo1 をシロイヌナズナ
から単離・同定した(Shimada et al.2007, 
Plant Cell 19:3157-3169)。 CYO1 ホモログ
は双子葉植物だけでなく，単子葉植物も含ん
だ多くの高等植物において保持されている。
CYO1タンパク質は葉緑体チラコイド膜の内
在性タンパク質であり、光化学系 I・II と相
互作用している事がこれまでの研究から分
明らかになっている。また、CYO1 タンパク
質は Protein disulfide isomerase(PDI)活性
があり，光合成装置の構築に関与する分子シ
ャぺロンとして機能している事を示した。
CYO1 は子葉特異的に発現しており，本葉で
はその発現は確認されない事から，CYO1 は
子葉特異的な葉緑体 Biogenesis に関与する
重要な因子であり，本葉では CYO1 以外の
PDI が葉緑体の Biogenesis に関与している
と考えられる。この本葉で機能する CYO1 ホ
モログを同定し，CYO1 との違いを明らかに
する事で，子葉と本葉における葉緑体形成機
構の違いを明らかにする事が重要であると
考えられる。 

 
 
2. 研究の目的 

本研究の目的は大きく分けて次に挙げ
る二つの事を明らかにする事である。 

I. 子葉における CYO1 に対応する、本葉で
機能している PDI の単離・同定 
 CYO1 タンパク質のホモログのうち，プ
ロテオーム解析によって明らかになっ
ている葉緑体チラコイド膜局在のタン
パク質を選別し，これらの破壊株の表現
型解析を行ない，本葉で機能している因
子の同定を行なう。 

II. CYO1 と上記で取られた PDI の酵素学的・

組織化学的解析 
 CYO1と新規本葉特異的PDIの酵素としての
特性（基質特異性・至適温度・至適 pH・Km
値等）を明らかにする。また，それぞれのタ
ンパク質の組織化学的解析を行なう。これら
の結果より，子葉と本葉における葉緑体の
Biogenesis の違いを分子レベルで明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナ CYO1 は大腸菌の分子シ
ャぺロンでありPDI活性のあるDnaJのシス
テインリッチ領域とよく似た配列を有して
いる。DnaJ におけるこの領域は Zn1 と Zn2
という Zn-finger motif を２つ有するが，
CYO1 はその内 Zn2 だけを有している。シロ
イヌナズナには多数の DnaJ ホモログがある
が，Zn2 だけを有する遺伝子は CYO1１つだ
けしか存在せずその他は全て Zn1 と Zn2 の
２つを有する遺伝子である。このうち，プロ
テオーム解析によって CYO1 と同様に葉緑
体のチラコイド膜に存在する事が知られて
いる遺伝子は 11 である。これらのホモ破壊
株から本葉が Pale-green になる株の単離を
行い，本葉において機能するシロイヌナズナ
CYO1 ホモログ(CYO2)の同定を行う。得られ
た CYO2 破壊株における各種葉緑体遺伝子
の転写量・タンパク質量を解析し，葉緑体形
成における CYO2 の機能を明らかにする。 
 次に，CYO2 タンパク質の組織化学的解析
を行う。CYO1 タンパク質の発現はノーザン
ハイブリダイゼッションとウエスタンブロ
ッティングで子葉特異的である事が既に示
されている。CYO1 と CYO2 遺伝子の発現部
位の違いを明らかにする事を目的に，CYO2 
promoter-GUSの融合遺伝子導入シロイヌナ
ズナを作成し，CYO2 遺伝子の発現組織を観
察する。 
 また，CYO1 と CYO2 タンパク質の酵素学
的違いを明らかにし２つのタンパク質の違
いを明確にする。CYO1 タンパク質の大腸菌
による発現系は既に確立しており，その条件
を参考に新たに同定された CYO2 の大腸菌
による発現を行なう。CYO1 タンパク質では
インシュリンの還元活性を指標に Protein 
disulfide isomerase (PDI)活性を示したが，
同様の事を CYO2 についても解析し，それぞ
れのタンパク質における至適温度・至適 pH
等を解析する。 
 これらの事より，CYO1 と CYO2 の違いを
明らかにして子葉と本葉における葉緑体形
成機構の違いを明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
①本葉において機能するシロイヌナズナ
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図 5：cyo2 変異体における葉緑体構成タンパ
ク質群の蓄積量解析。AtGSFDH（シロイヌナ
ズナグルタチオン依存性ホルムアルデヒド
脱水素酵素）はコントロールとして使用。 
 
これらの結果より，多くの葉緑体構成タンパ
ク質量は cyo2 変異体において野生型に比べ
て減少していたが，PSI-N と TRX-f (チオレ
ドキシン f)は cyo2 変異体においてむしろ上
昇していることが示された。 

 

④CYO2 遺伝子の発現組織の解析 

 CYO1 タンパク質の発現はノーザンハイブ
リダイゼッションとウエスタンブロッティ
ングで子葉特異的である事が既に示されて
い る (Shimada et al.2007, Plant Cell 
19:3157-3169)。 CYO1 と CYO2 遺伝子の発現
部位の違いを明らかにする事を目的に，CYO2 
promoter-GUS の融合遺伝子を野生型シロイ
ヌナズナに導入し，CYO2 遺伝子の発現組織を
GUS 染色により観察した。 

 
図 6：CYO2 promoter-GUS による CYO2 遺伝子
の発現組織解析 
 
連続光照射下で 5日間，11 日間，3週間生育
させた CYO2 promoter-GUS 導入シロイヌナズ
ナを GUS染色し, CYO2 遺伝子の発現組織を観
察した。その結果，CYO2 遺伝子は子葉を含む
緑色組織全体で GUSによる染色が観察された。
興味深い事に，CYO2 遺伝子は暗所で 5日間生
育させた場合においても,子葉において GUS
による染色が観察された。これは，暗所生育

子葉では CYO1 遺伝子の発現が観察されない
事と異なり，CYO2 遺伝子は緑色組織における
葉緑体形成因子であるだけでなく，暗所にお
けるエチオプラスト形成にも寄与している
事を示唆している。 
 
⑤CYO1 と CYO2 の酵素学的特徴の解析 
 CYO1 と CYO2 タンパク質の酵素学的違いを
明らかにする事を目的に，インシュリンの還
元活性を指標に CYO1 と CYO2 タンパク質の
PDI 活性を測定した。用いたタンパク質はそ
れぞれ大腸菌で発現・精製したタンパク質で
ある。 

図７：CYO1 と CYO2 のインシュリン還元活性
の温度依存性と pH 依存性 
 
CYO1 タンパク質の PDI 活性の至適温度・至適
pH はそれぞれ 40˚C と pH6.7 であったのに対
し，CYO2 タンパク質では明確な至適温度・至
適 pH は示されず，温度上昇・pH の減少に伴
って酵素活性の上昇が観察された。このこと
は，CYO1 と CYO2 の違いは発現組織の違いの
みでなく，酵素活性の違いも有している事を
示している。 
 
 植物において子葉と本葉は形態・性質が著
しく異なる事が多く、光合成を行なう葉緑体
についても二つの組織では多くの点で異な
る事が古くから知られていた。しかし、葉緑
体についての解析は今までは本葉の葉緑体
についての研究がほとんどであり、子葉特異
的な葉緑体の機能・Biogenesis は未解明のま
ま残されていたが、本研究遂行によって子葉
と本葉における葉緑体形成機構の違いがは
じめて明らかになった。今後はこの研究分野
の更なる開拓・発展が期待される。また、発
芽後本葉が発生するまでの実生の期間は植
物にとって死亡率の高い時期として知られ
ている。これは植物体が本葉発生に必要とさ
れるエネルギーや代謝産物をまかなう為に
高い栄養要求性を示す為であり、子葉におけ
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るより早い葉緑体の形成とそれに伴う光合
成の開始は植物個体の生存にとって決定的
な時期である。子葉における葉緑体形成の機
構の解明とその応用は、植物を育てる農業・
林業分野において非常に重要であると考え
られ，今後の更なる研究の発展が期待される。 
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