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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年同定されたシロイヌナズナの紫外線受容体タンパク質UVR8と紫外線
パルスレーザーを利用して、時空間分解能に優れた遺伝子発現誘導系の開発を試みた。UVR8は、植物体において
通常生育条件下では安定なホモ二量体として細胞核に存在し、280～300nmを中心とする波長帯の紫外線照射によ
り可逆的に単量体化され、特定のタンパク質と結合できるようになる。このような性質をもつUVR8とLexA、VP16
の転写活性化ドメイン、SRDXモチーフ、COP1のWD40ドメイン等との融合タンパク質により紫外線誘導的転写系の
構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：The Arabidopsis UV-B receptor UVR8 and UV pulse laser are utilized for the 
purpose of developing an artificial induction system of gene expression with a high spatiotemporal 
resolution. UVR8 forms a homodimer in the nucleus under normal plant growth conditions, and 
reversibly dissociates to interact with other regulatory proteins in response to UV-B irradiation. 
Taking advantage of these characteristics of UVR8, construction of an UV-inducible transcription 
system was attempted by combining molecular functions of LexA, the transcription activation domain 
of VP16, the SRDX motif, and the WD40 domain of COP1.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 基礎生物学の実験手法の多くはその分野
の研究から得られた知見に基づいており、ま
た、それら実験手法は新たな知見の獲得へと
つながる。遺伝子発現の人為的誘導系もその
ような実験手法の例であり、これまでにステ
ロイドホルモンや熱ショックなどを利用し
た誘導系が遺伝子機能の解明おいて威力を
発揮してきた。しかし、それら誘導系では、
時間的、空間的分解能に関して不十分な場合
があり、例えば、任意の単一細胞における遺
伝子転写誘導や、タンパク質機能発現の秒単
位での制御は困難であった。一方、時間的、
空間的な分解能を向上させるためには光刺
激を用いることが有効であることから、これ
までに植物の光受容体であるフィトクロム
やクリプトクロムの光依存的なタンパク質
間相互作用を利用した誘導系が提案されて
きた。 
 シロイヌナズナの紫外線受容体 UVR8 の
研究は、近年急速に進展し、その作用機序が
明らかにされた。UVR8 は通常条件において
安定なホモ二量体として細胞核に存在し、
280〜300nm を中心とした波長体の紫外線
照射により可逆的に単量体化し、特定のタン
パク質と結合できるようになる。また、クロ
モフォアとなる化合物を必要とせず、紫外線
はホモ二量体間の 2つのトリプトファンピラ
ミッド構造において吸収される。この UVR8
を利用して単一細胞を標的とした誘導系を
構築できれば、基礎生物学研究において大き
な利用価値があると考えられた。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナ UVR8 がもつ
ユニークな特徴を活かすことにより、紫外線
照射による転写誘導系を開発するという着
想を得た。また、紫外線は生体組織内部への
透過性が低いが、短パルスレーザーを用いた
二光子励起によりこの弱点が克服できると
考えた。 
 そこで、UVR8 と転写因子の DNA 結合ド
メイン、転写活性化ドメイン、転写抑制ドメ
インなどを融合することにより、紫外線照射
下でのみ転写活性化因子が形成されるよう
な系をデザインし、植物個体内で有効に働く
転写誘導系の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 DNA 結合ドメインとして大腸菌の LexA
を、転写活性化ドメインとしてヘルペスウィ
ルスの VP16 の転写活性化ドメインを、転写
抑制ドメインとしては植物で一般的に用い
られている SRDX モチーフを使用した。また、
単量体 UVR8 に対する結合ドメイン候補と
して COP1 の WD40 ドメインを使用した。
それらと UVR8 を融合したタンパク質をコ
ードする遺伝子は、カリフラワーモザイクウ
ィルス 35S プロモーター（35Spro）の制御
下で発現するようにした。レポーター遺伝子

としては、LexA 結合配列の 8 回繰り返しの
下流に35SのTATA-box領域を配置したプロ
モーター（LA8pro）にヒストン H2B と YFP
または td-Tomato との融合タンパク質のコ
ード配列をつないだものを使用した。 
 作成された様々な人工転写因子遺伝子お
よびレポーター遺伝子は別々に形質転換シ
ロイヌナズナに導入され、その後掛け合わせ
により同一植物体内に統合した。 
 
４．研究成果 
 人工転写因子遺伝子 35Spro-LexA-mCherry- 
UVR8 、 35Spro-VP16-WD40 、 35Spro-LexA- 
VP16-mCherry-UVR8、35Spro-UVR8-SRDX、
およびレポーター遺伝子 LA8pro-H2B-YFP、
LApro-H2B-tdTomato を別々に形質転換シロ
イヌナズナへと導入した。それら人工転写因
子遺伝子およびレポーター遺伝子のホモ挿
入株を樹立した後、それらの掛け合わせによ
り 、 35Spro-LexA-mCherry-UVR8 、 35Spro- 
VP16-WD40、LA8pro-H2B-YFP または LApro- 
H2B-tdTomato を併せもつ植物体、および
35Spro-LexA-VP16-mCherry-UVR8 、 35Spro- 
UVR8-SRDX、LA8pro-H2B-YFPまたはLApro- 
H2B-tdTomato を併せもつ植物体を作成した。 
 それらの植物体の発芽後 7 日の幼苗の根に
対して 300nm の紫外線を照射し、6 時間後に
根端部を共焦点レーザースキャン顕微鏡下
で観察した。その結果を以下に示す。 
 

35Spro-LexA-mCherry-UVR8 
35Spro-VP16-WD40 
LA8pro-H2B-YFP 

 
 LexA-mCherry-UVR8およびVP16-WD40を
用いた系では LexA-mCherry-UVR8 の核局在
は観察されたが、紫外線照射による YFP 蛍光
の誘導は認められず、レポーター遺伝子の転
写誘導が起こっていないものと考えられた。
その原因の一つとして VP16-WD40 を安定し
て高発現する株が得られていないことがあ
げられる。 

 



35Spro-LexA-VP16-mCherry-UVR8 
35Spro-UVR8-SRDX 

LA8pro-H2B-YFP 

 
 LexA-VP16-mCherry-UVR8 および UVR8- 
SRDX を用いた系では紫外線照射がない条件
においても H2B-YFP の強い発現が観察され
た。紫外線照射により幾分かの YFP 蛍光の増
加が見られたので、紫外線照射なしにおける
UVR8-SRDX による抑制効果が働いた可能性
がある。一方、LexA-VP16-mCherry-UVR8 は
紫外線照射の有無にかかわらずその大部分
が細胞質に局在した。これは LexA-mCherry- 
UVR8 が強い核局在性を示したことと対照的
であり、VP16 ドメインの融合による何らか
の影響が考えられる。 
 LApro-H2B-tdTomato レポーター遺伝子を
用いた実験においても以上と同様の結果が
得られている。また、紫外線の強度、照射時
間、照射後から観察までの時間などを変化さ
せても結果は基本的に変わらなかった。 
 これまでのところ紫外線照射による有意
な転写誘導は達成されていないが、（1）
VP16-WD40 タンパク質は細胞毒性が高い可
能性があり高発現が難しいこと、（ 2）
LexA-VP16-mCherry-UVR8 の発現量を制限し
てUVR8-SRDXによる抑制を確実にすること
でバックグラウンドレベルを低下させられ
る可能性かあることなど、今後の UVR8 を用
いた転写誘導系開発のために有用な知見が
得られた。 
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