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研究成果の概要（和文）：植物の主要な光受容体フィトクロムは、PIFと呼ばれる転写因子群を介して標的遺伝
子の転写量を制御することで、光シグナルを伝達すると考えられている。しかしながら我々は最近、フィトクロ
ムが、2,000を超える遺伝子に直接働きかけ、それらの転写開始点を変化させることで、プロテオームの多様化
に寄与していることを発見したが、その制御の分子機構は不明である。本研究では、このフィトクロムによる転
写開始点制御の分子機構を解明することを目的として解析を進め、この制御に関わるいくつかの重要な因子を同
定した。

研究成果の概要（英文）：Phytochrome, a major photoreceptor of plants, is known to regulate several 
transcription factors to induce genome-wide changes in mRNA levels of the target genes. Recently, 
however, our group has found that phytochrome also directly induce the selection of alternative 
promoters in more than 2,000 genes, therefore contributing to diversification of the proteome in 
Arabidopsis. In this work, in order to unravel the molecular mechanism of alternative promoter 
selection by phytochrome, we identified several crucial factors involved in this regulatory 
mechanism.

研究分野： 植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
同規模の転写開始点変化は、フィトクロムシグナルに限らず、ありとあらゆる事象に伴って、真核生物において
共通の分子機構で起こるものである可能性が高いと考えられるため、本研究によって明らかとなったその分子機
構は、1つの遺伝子から機能の異なる複数のタンパク質を生み出す普遍的な仕組みを世界に先駆けて明らかにす
ることとなり、生物学上の大きな進歩となることは間違いない。また、本基礎研究の成果は、「遺伝子発現制
御」という一般的な概念に新たな次元をもたらすことで、将来的には教科書に記載されるなどして、科学的啓発
という観点から社会・国民に広く還元されるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
生物の複雑さはプロテオームの多様さに依存するが、ある 1 つの生物種が持つ遺伝子の数には
限りがある。したがって、より高度な生命活動を営むためには、機能の異なる複数のタンパク質
を 1 つの遺伝子から生み出す仕組みが必要となる。 

選択的転写開始点は、1 つの遺伝子内に存在する異なる転写開始点から、長さの異なる mRNA
分子が転写される現象であり、選択的スプライシングと並んで、プロテオームの拡大に貢献しう
る機構として知られている（Davuluri et al., 2008; Landry et al., 2003）。しかしながら、殆ど
のケースで 5’ UTR の変化しか生み出さず、プロテオームに対するインパクトは小さいと考えら
れていたため、その重要性はこれまで軽んじられてきた。 

フィトクロムは、植物の主要な光情報受容体であり、赤色光依存的に PIF と呼ばれる転写因子
を阻害し、その 2,000 ほどの標的遺伝子の転写量を変化させることで、植物の様々な光応答を引
き起こすと考えられている。 

このような背景のなか、我々は最近、キャップ構造を持つ mRNA 5’末端の配列だけを次世代シ
ーケンサーによって解読する TSS-seq 解析により、転写開始点の位置と発現量をシロイヌナズ
ナにおいて網羅的に解析した結果、フィトクロムが、ゲノムワイドに 2,000 を超える遺伝子の転
写開始点を変化させることにより、mRNA の 5'末端の長さを制御し、その結果、およそ 400 も
のタンパク質の細胞内局在が光依存的に変化することを発見した (Ushijima et al., 2017)。 

さらに我々は、上記の仕組みにより、ある光環境において、1 つの遺伝子から細胞内局在の異な
る複数のタンパク質が生じ、それらが細胞内の異なる場所で異なる機能を果たすことが、植物の
様々な光環境への適応に働くことを明らかにした(Ushijima et al., 2017)。 

これらの結果は、転写開始点制御が、転写・スプライシング・翻訳と並んで、真核生物の遺伝子
発現制御における新たな普遍的一過程として、プロテオームの機能的多様化に少なからず寄与
することを示している。 

ここで興味深い事に、フィトクロムによる転写制御（mRNA 総量の制御）と転写開始点制御を
それぞれ受ける標的遺伝子群は、互いに殆どオーバーラップしないことが判明した。この結果は、
フィトクロムによる転写開始点制御を受ける遺伝子のほとんどが、転写量（mRNA の総量）を
一定に保ったまま、フィトクロムシグナルに応じて転写開始点を変化させることを示すが、その
分子機構は不明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて、フィトクロムによる転写開始点制御の
分子機構を解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
フィトクロムによる転写開始点制御に本質的に関わる因子を同定するために、逆遺伝学的手法
と順遺伝学的手法を両方駆使して研究を進める。さらに、転写開始点制御の一般性を検証するた
めに、植物において様々なシグナルに応じた転写開始点変化を網羅的に解析する。 
 
(1) 逆遺伝学的手法に関しては、これまでにフィトクロムによる転写量制御に関与することが
知られている因子の変異体において、フィトクロムによる転写開始点制御の異常が見られない
かを調べることで、当該制御に関わる因子を探索する。 
 
(2) 順遺伝学的手法では、まず、フィトクロムによる転写開始点制御を受け、タンパク質の細胞
内局在変化を顕著に示す標的遺伝子について、ゲノム DNA 断片の 3’末端に GFP 遺伝子を融合し
たものを各ノックアウト変異体に導入し、形質転換相補系統を作製する。そして各変異表現型が
相補され、そして GFP 蛍光の細胞内局在が期待通り光依存的に変化することを確認した上で、そ
れらを EMS により変異原処理し、M2 世代において、光依存的なタンパク質の細胞内局在変化が
起こらない変異体をスクリーニングする。そして、その原因遺伝子を同定することで、当該制御
に必要なトランス因子の同定を狙う。 
 



(3) ゲノムワイドな転写開始点変化と、それに起因するタンパク質局在変化が、フィトクロムシ
グナルに限らず、植物においてありとあらゆるシグナルに伴って起こるものであることを検証
するために、様々な条件で TSS-seq 解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 上記の順遺伝学的手法により、フィトクロムが、転写量制御の際と同様に、PIF を阻害する
ことによって転写開始点制御を行うことを明らかにした。さらに、ChIP-seq 解析の結果、フィ
トクロムによる転写量制御の標的遺伝子のみならず、転写開始点制御の標的遺伝子においても、
その近傍に PIF が結合していることが確認された。しかしながら、フィトクロムによる転写開始
点制御の標的遺伝子において、その近傍に濃縮するシス配列を解析した結果、予想に反して、そ
れらの標的遺伝子近傍には、PIF の認識結合配列である G-box は一切存在しないことが明らかと
なった。このことは、PIF がそれらの DNA 上に、他の因子を介して間接的に結合していることを
意味する。 
 
次に PIF が何を介して標的遺伝子近傍に結合しているのかを明らかにするために、PIF の相互作
用因子を 2通りの手法で同定することを試みた。１つは、PIF を bait とした yeast two-hybrid
スクリーニングであるが、従来法では、転写活性化能を有する転写因子などを bait として用い
ることはできないため、split-ubiquitin 法を用いて、PIF 全長分子を細胞膜の内側にアンカー
させ、prey 分子との相互作用を細胞質にて評価することでスクリーニングを行うものである。
もう 1 つは、植物組織からの粗抽出液中で PIF を免疫沈降させた時の共沈降タンパク質を質量
分析（LC-MS/MS）により同定する手法である。これらの解析の結果、それぞれ興味深い因子がい
くつか同定され、現在それらの因子の変異体においてフィトクロムによる転写開始点制御に異
常が見られないかを調べることで、当該制御への関与を解析中である。 
 
(2) 順遺伝学的手法では、フィトクロムによる転写開始点制御に異常を示す変異体をこれまで
に多数単離した。さらにそれらの変異体の遺伝様式を解析し、一遺伝子性の劣性変異体を多数選
抜した。現在それらの原因遺伝子を解析中である。 
 
(3) 植物における様々なシグナルの代表として、代表的な植物ホルモンであるオーキシン、アブ
シシン酸、サイトカイニンの３つを取り上げ、これらによって特異的に引き起こされる転写開始
点変化を、シロイヌナズナにおける TSS-seq 解析により網羅的に解析した結果、フィトクロムシ
グナルによって引き起こされるのと同規模のゲノムワイドな転写開始点変化が、これらの植物
ホルモン処理によっても引き起こされることが明らかとなった。さらに、それぞれの転写開始点
変化によって、コードするタンパク質のアミノ酸配列が変化し、そしてその結果タンパク質の細
胞内局在が変化することが予測された。以上の結果より、ゲノムワイドな転写開始点変化と、そ
れに起因するタンパク質局在変化が、フィトクロムシグナルに限らず、植物においてありとあら
ゆるシグナルに伴って起こるものであることが強く示唆された。 
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