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研究成果の概要（和文）：　本研究の最終目標は、CAM（Crassulacean Acid Metabolism：ベンケイソウ型有機
酸代謝）にみられる概日リズム制御の分子機構を明らかにし、その知見に基づいてC3型光合成をおこなう作物に
CAMを付与し、ストレス耐性を増強させた作物を創出することである。そのために、CAM関連遺伝子の発現を制御
するシスエレメント配列及び転写調節因子を同定し、C3植物でのCAMの駆動に必要な因子を明確にする。C3植物
のCAM相同遺伝子についても同様に解析し、両者の比較からCAMの概日リズム制御に必要な要因、ひいてはCAM植
物が進化の過程で獲得した因子を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：　The ultimate goal of this study is to generate crops with enhanced stress 
tolerance by engineering CAM into crops that perform C3 photosynthesis. For this goal, the purpose 
of this study is to clarify the molecular mechanism of circadian control of carbon metabolisms in 
CAM (Crassulacean Acid Metabolism), such as cis-elements and transcription factors that control the 
expression of CAM-related genes. The CAM homologous genes of C3 plants are also analyzed in the same
 manner, and the regulatory factors necessary for controlling the circadian rhythm of CAM, which are
 the factors acquired by the CAM plants in the process of evolution.

研究分野： 植物生産生理学

キーワード： アイスプラント　CAM型光合成　C3型光合成　進化　ストレス耐性

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、CAM遺伝子の概日リズム制御に関わる転写調節機構を明らかにし、関連するシスエレメント配列及
び転写因子をC3植物に導入して、CAM関連遺伝子を概日リズムをもたせて高発現させることを目的とする。CAM植
物の鍵酵素遺伝子の転写開始点5'上流を単離しシスエレメント配列を推定した。また、時計遺伝子の発現を制御
するプロモーターとCAM関連遺伝子を連結したコンストラクトをC3植物に導入して発現に昼夜の概日リズムを持
たせることに成功した。本研究は、CAMの進化過程の分子機構やCAMの生理学的意義の解明といった学術的な意義
に加え、ストレス耐性の高い作物の創出といった実用的な意義がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
1.1. CAM の付与による作物の炭素代謝の改変 
 CAM（Crassulacean Acid Metabolism：ベンケイソウ型有機酸代謝）型光合成は，夜間に気孔
を開いて CO2を固定し昼に気孔を閉じる日変化を示す。これは概日時計に制御されている。昼間
に気孔を閉じるため，他の光合成型に比べ耐乾性が著しく高い。気孔が閉じた状態で有機酸が脱
炭酸されて葉内の CO2濃度が増加し，ストレス時に発生する活性酸素の生成が抑えられる。この
特性を作物に付与できれば，干ばつや塩害等の不良環境下における生産性の向上が期待される。
しかし，これまで作物に CAM を付与した例はない。一般に CAM 植物の生産性は低いとみなされて
いた。また，遺伝子の発現に概日リズムをもたせる適当なプロモーターがなかったという技術的
な問題もあったためと考えられる。Agave 属の植物は，CAM 型光合成を行うが，C4 植物と同程度
の高い生産性を示す。また，夜間に遺伝子の発現を誘導する時計遺伝子のプロモーターが示され
ており，C3 植物に CAM を付与するための状況は整いつつある。 
 
1.2. 作物の光合成を改変するこれまでの研究 
 C4 植物と CAM 植物は C3 植物から進化した。C4 植物と CAM 植物の光合成炭素代謝の基本的な
構成要素はほぼ同じである。また，C3 植物も C4 植物や CAM 植物と相同な遺伝子を持っている。
C3 作物に CAM を付与する研究はほとんどないのに対し，C3 作物に C4 型光合成を付与する研究
は多くなされてきた。イネにトウモロコシの C4 回路の鍵酵素遺伝子を複数導入した形質転換イ
ネも作出されている。しかし，炭酸固定能を有意に高めるまでには至っていない。一因として，
C4 光合成は葉肉細胞と維管束鞘細胞の二種の異なる細胞の分業で行われるため，酵素の発現の
みならず形態の改変が必要であるためと考えられる。CAM は C3 型と同様，葉肉細胞のみで行わ
れるため，C3 植物へ CAM を付与することは C3 植物に C4 型光合成を付与するより実現性が高い
と考えられる。ただし，関連酵素の昼夜の発現制御が必要となる。 
  
1.3. CAM の概日リズム制御の分子機構を明らかにする取り組み 
 イネでトウモロコシ遺伝子を高発現できたのは，C4 光合成遺伝子の構造や転写調節因子に関
する知見を得ていたためである。すなわち，イネは C4 光合成相同遺伝子を持つが，プロモータ
ー領域に C4 関連遺伝子を高発現させる転写調節因子はあるがシスエレメント配列はないため，
イネにトウモロコシのゲノム遺伝子（プロモーター領域，全翻訳領域及びターミネーター領域）
を導入することで発現が強く誘導されたと考えられた。CAM 植物は進化の過程で概日リズムを制
御する転写調節機構を獲得したと考えられるが，詳細は不明である。CAM 関連酵素遺伝子の構造
や発現様式を調べた例はあるが（Cushman，2001 など），発現を制御する転写調節因子に関する
研究はほとんどない。 

以上を踏まえ，本研究で検証する学術的な「問い」を以下のように設定した。 
1）CAM はどのように進化したのか（獲得したシスエレメント及び転写調節因子は何か）。 
2）どの因子を改変すれば C3 植物に CAM を駆動させることができるのか。 

 
2. 研究の目的 

本研究の最終目標は，CAM にみられる概日リズム制御の分子機構を明らかにし，その知見に基
づいて C3 植物に CAM を付与し，ストレス耐性を増強させた作物を創出することである。そのた
めに，CAM 関連遺伝子の発現を制御するシスエレメント配列及び転写調節因子を同定し，C3 植物
でのCAMの駆動に必要な因子を明確にする。C3植物のCAM相同遺伝子についても同様に解析し，
両者の比較から CAM の概日リズム制御に必要な要因，ひいては CAM 植物が進化の過程で獲得し
た因子を明らかにする。本研究は，ストレス耐性の高い作物の創出といった実用的な意義に加え，
CAM の進化過程の分子機構を明らかにするという学術的な意義がある。 

本研究では，CAM 遺伝子の概日リズム制御に関わる転写調節機構を明らかにし，CAM の駆動に
関連するシスエレメント配列及び転写調節因子を明確にする。これとあわせて，概日リズムを制
御するプロモーターと CAM 関連遺伝子の翻訳領域を連結したコンストラクトを C3 植物に導入し
て，CAM 関連遺伝子を概日リズムをもたせて高発現させることを目的とする。 
 
3. 研究の方法 
3.1. CAM 遺伝子の発現制御因子及び転写調節因子の同定 
 通性 CAM 植物アイスプラント（Mesembryanthemum crystallinum）及びシロイヌナズナ
（Arabidopsis thaliana）を供試した。アイスプラント（M. crystallinum）はハマミズナ科の
１年生草本で，乾燥，塩，強光等のストレスをうけると光合成を C3 から CAM に変換する。シロ
イヌナズナはモデル植物で，C3 型光合成を行う。対象とした遺伝子は，ホスホエノールピルビ
ン酸カルボキシラーゼ（PEPC），PEPC キナーゼ（PEPCK），及び NADP リンゴ酸酵素（NEDP-ME)等
である。PEPC は炭酸固定酵素で，PPCK は PEPC をリン酸化して活性化する酵素，NADP-ME はリン
ゴ酸を脱炭酸する酵素であり，それぞれ夕方，真夜中及び正午付近に強く発現する。CAM 関連遺
伝子の転写調節因子の特定を目的に，転写調節因子結合モチーフデータベース JASPAR
（http://jaspar.genereg.net/）を用いて，アイスプラント及びシロイヌナズナの PPCK，PEPC



及び NADP-ME の転写開始点から上流 1,500 bp のプロモーター領域におけるシス配列を推定し，
これを認識し結合する転写調節因子と環境ストレス応答との関連を調査した。また関連が推定
された転写調節因子の発現の日周パターンを CircadiaNET(http://viridiplantae.ibvf.csic. 
es/circadiaNet/)で調べた。 
 
3.2. 概日リズム制御に関わる転写調節因子の導入による CAM の駆動 
 概日リズムを制御するプロモーターと CAM 酵素遺伝子とを連結し，シロイヌナズナにアグロ
バクテリウム法を用いて導入した。C3 植物が本来持っている相同遺伝子は CAM への影響を考慮
してアンチセンス配列を導入して発現量を低下させる目的でコンストラクトを構築した。導入
した遺伝子の転写産物量及び活性等で形質転換体をスクリーニングした。 
 
4. 研究成果 

本研究は，CAM 植物が進化の過程で獲得した遺伝子発現調節因子を解析し，得られた知見を基
に C3 植物への CAM 関連遺伝子の導入を試みた。得られた成果は以下のとおりである。 
 
4.1. CAM 遺伝子の発現を制御する転写調節因子の同定 

CAM は昼間の脱炭酸と夜間の CO2固定に大別される。アイスプラントは環境ストレスで光合成
型を C3 から CAM に変換する。アイスプラントでは CAM 化に伴い，昼間の脱炭酸を担う NADP-リ
ンゴ酸酵素（NADP-ME）の活性が 11 倍，夜間の CO2固定を担うホスホエノールピルビン酸カルボ
キシラーゼ（PEPC）の活性が 44.8 倍まで上昇する（Holtum and Winter，1982）。このような酵
素活性の増加は遺伝子の発現レベルで制御されていると考えられる。アイスプラントと同様に，
環境ストレスで光合成を変換するサンカクハゼラン（Talinum triangulare）で報告された乾燥
誘導性の転写調節因子（Barihaus et al., 2016），及びシロイヌナズナの環境ストレス応答性で
かつ概日時計の発現制御をうける転写調節因子と相同性の高いアイスプラントの遺伝子を 20 種
単離した。この中で，塩によって発現が誘導され，かつ CAM 型遺伝子の発現にみられる日変化と
同様な発現パターンを示す転写調節因子遺伝子を 5 種選定した（図 1）。既報でそれぞれの特性 

図 1．サンカクハゼラン乾燥誘導性転写調節因子遺伝子と相同性の高いアイスプラント遺伝子の発現．白いバー：日

中，黒いバー：夜間をそれぞれ示す。 

 
 

（ABA 応答性，塩反応性，時計遺伝子，及び概日リズムへの関連性）を調べ，MYB96 及び HB7 を
アイスプラント特有の CAM 遺伝子発現制御因子の候補とした。このうち，MYB96 は夜間の発現量
が高かった。夜間に発現量が増加するアイスプラント McPpck1 プロモーターには 4 箇所，及び
PEPC 遺伝子（McPpc1）のプロモーターには 5 箇所，MYB96 の結合配列が見出された（図 2）。 

 
図 2．PEPC 及び PEPC キナーゼのプロモーター領域における MYB96 結

合配列の数． 

 

 

 

 

 

 



4.2. C3 植物との比較からみた CAM 遺伝子の発現制御因子の同定 

 先行研究では，アイスプラントの PPCK 遺伝子（McPpck），及び C3 植物のシロイヌナズナの PPCK

遺伝子（Atppck1）の転写開始点 5'上流をレポーター遺伝子と連結し，プロトプラストにおける

一過性発現解析を行い，これらの発現を制御するシスエレメントを含む領域を推定した。さらに，

これらを相互に入れ替えて導入し，夜に発現するアイスプラントの McPpck はシロイヌナズナで

は昼に発現し，一方，昼に発現しているシロイヌナズナの Atpck はアイスプラントでは昼夜共に

低く発現することを見出した。シロイヌナズナはアイスプラントの McPpck の夜間の発現に必要

な転写調節因子をもたないこと，また，アイスプラントの PPCK を高発現させるシスエレメント

がないことが示唆された。 

 CAM 関連遺伝子の発現調節部位（シスエレメント及び転写調節因子）の特定を目的に，転写調

節因子結合モチーフデータベース JASPAR を用いて，McPpck1，McPpc1，及び McMod1の転写開始

点から上流 1,500 bp のプロモーター領域におけるシスエレメント配列を推定した。ppck1 の転

写開始点 5’上流のプロモーター領域にはシロイヌナズナで 42 種類，アイスプラントで 35 種類

のシスエレメント配列があった。そのうち，16 種がアイスプラント特有のものであった。環境

ストレス応答に関与しているものは 3 種類あり，SALT TOLERANCE ZINC FINGER（STZ)，AUXIN 

RESPONSE TRANSCRIPTION FACTOR 3(ARF3)及び DOF AFFECTING GERMINATION2(DAG2)等であった。

STZ は低酸素，強光，アブシジン酸，寒冷，NaCl，及び乾燥といった環境ストレス応答性因子で

あり，ARF3 は主にオーキシン応答に関与しているが水分欠乏への応答を正に調節することから，

CAM への関与が示唆された。DAG2 は光応答性であるが，寒冷応答にも関与する。Ppc1 のプロモ

ーター領域にはシロイヌナズナでは 72 種，アイスプラントでは 22 種あり，アイスプラント特有

のシス配列は 18 種であった。そのうち，BASIC PENTACYSTEINE1(BPC1)，DOF AFFECTING 

GERMINATION2(DAG2)， 及び HOMEOBOX12（HB-12）が環境ストレス応答に関与する。BCP1 は NaCl

ストレス応答，DHB-12 は水分欠乏，浸透圧，NaCl ストレス応答，及び ABA の応答性に関与する。

Mod1 のプロモーターにはシロイヌナズナで 64 種，アイスプラントで 37 種のシスエレメント配

列があった。アイスプラント特有のシスエレメント配列は 16 種であった。そのうち BASIC 

PENTACYSTEINE1（BPC1），CALMODULIN-BINDING TRANSCRIPTION ACTIVATOR2（CAMTA2），HOMEOBOX6

（HB-6）が環境ストレス応答に関与していた。BPC1 は上述したとおりである。CAMTA2 は寒冷，

及びアルミニウムイオンへの応答に関与する。また，HB-6 は環境ストレスホルモンである ABA，

及び乾燥応答に関与する。 

 

4.3. 概日リズム制御に関わる転写調節因子の導入による CAM の駆動 

朝方及び夕方にそれぞれ発現量が最大となる時計遺伝子 CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 

(CCA1)，及び TIMING OF CAB EXPRESSION(TOC1)のプロモーターをシロイヌナズナのゲノムから

単離し，アイスプラントの PEPC 遺伝子 McPpc1及び PPCK 遺伝子 McPpck の cDNA を連結したベク

ターを構築して C3 植物であるシロイヌナズナに導入し，いずれも野生株より顕著に高く発現す

る形質転換体を得た（図 3）。発現量は，Ppc1 はアイスプラントの約 30％程度，McPpckはアイス

プラントの約 2 倍であった。しかし，Ppc1 の活性は非形質転換体と同程度であった。さらに高

く発現させるため，McPpc1，McPpck，及び NADP リンゴ酸酵素（McMod1）のプロモーター領域及

び翻訳領域を含むゲノム遺伝子，及び McPpc1の cDNA に McPpc1のプロモーター，及び Mcpckの
cDNA に McPpck のプロモーターを連結した DNA 断片を含むベクターを作成した。さらに，McPpck
及び McPpc1をもつイネ導入用ベクターを作成した。 

図 3．アイスプラントの PPCK 遺伝子（McPpck）及び PEPC 遺伝子（McPpc1）を導入したシロイヌ 

ナズナ形質転換体の McPpck 及び McPpc１の発現量． 



4.4. ゲノム編集へむけた改変部位の特定 

 シロイヌナズナとアイスプラントの CAM 関連遺伝子の転写開始点 5’上流の塩基配列及び転写

調節因子の昼夜の発現様式の比較から，ゲノム編集によって改変するシロイヌナズナのシスエ

レメント配列の特定を試みた。遺伝子の発現を制御する転写調節因子（トランス因子）は，発現

を正に制御する場合にはその発現の日周パターンが制御対象の遺伝子と類似し，負に制御する

場合には逆相を示すと考えられた。トランス因子と CAM 関連遺伝子の発現の日周パターンを比

較し，発現を制御するトランス因子を推定した。JASPAR を用いて，シロイヌナズナの CAM 関連

遺伝子のプロモーター領域に存在するシスエレメント配列を調査した。AtPPCK1は118個，AtPPDK
は 108 個，AtTDT は 110 個，AtALMT9 は 174 個，AtRP1 は 104 個のシスエレメント配列があった

（図 4）。このうち重複を除いた配列を実際に機能しうるシスエレメント配列とみなした。 

 
図4．シロイヌナズナPPCK遺伝子（AtPPCK1）
のプロモーター領域に存在するシスエレ

メント配列． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C3 植物のシロイヌナズナの CAM 相同遺伝子（PPCK をコードする）AtPPCK1 の発現は CAM 植物

とは逆に日中に誘導される。AtPPCK1 のプロモーター領域には，2 つの光誘導性シスエレメント

（GATA8 および GATA12）があった。GATA8 の認識部位は転写開始点 5'上流-456～-464 bp

（CTGGATCTG），及び-483～-491 bp(TAGATCCAA)にあり，GATA12 は，-484～-491 bp(TAGATCCA)に

あった。GATA8 および GATA12 の発現の日周パターンを CircadiaNET で調査した。GATA8 をコード

する遺伝子 AT3G54810 は，昼間に発現量が最大となるような発現を示した（図 5）。一方，GATA12

をコードする遺伝子 AT5G25830 は，発現に日変化は見られなかった（データは示さず）。以上の

ことから，AtPPCK1 の発現を制御しているトランス因子は GATA8 である可能性が高いと考えられ

た。 

 
図 5．GATA8 をコードする遺伝子（AT3G54810）の発現量の日変化（CircadianNET より）． 

 

既報では，概日時計の制御を受け夕方に発現量が最大となる遺伝子のシスエレメント配列を，

朝方に発現量が最大となる遺伝子のシスエレメント CBS(CCA1 Binding Site)モチーフに替える

ことで，遺伝の発現時間を夜から昼に変えることに成功している（Todd，P.2002）。AtPPCK1 を

昼に発現させる転写調節因子と考えられる GATA8 の認識配列 TAGATCCAA，CTGGATCTG を，CBS の

モチーフ配列 AAAAATCT に変えることで，AtPPCK1 の発現時期を昼から夜に変えることができる

と考えられた。この可否を調べるためにアグロインフィルトレーションを用いた一過的発現解

析を行うこととし，AtPPCK1 プロモーターとレポーター遺伝子を連結したバイナリーベクターを

作成した。今後は GATA8 の認識配列を部分特異的変異導入によって CBS のモチーフ配列に替え

たベクターを作成しアグロインフィルトレーション法を用いて葉に導入し，AtPPCK1 の発現する

時間の変化を検証する予定である。 

 概日時計により発現制御を受ける CAM 関連遺伝子の転写調節因子の特定を目的に，DMS-seq 法

を適用する。本法は，ゲノムフットプリント法の一種で，ジメチル硫酸（DMS）によって DNA か

らメチル化塩基を脱離させた部位をアプリン/アピリミジンエンドヌクレアーゼ（APE1）によっ

て消化し，次世代シーケンサーで解析する方法である。転写調節因子の結合部位は分解されない

ためシスエレメント配列を特定できる（Umeyama et al．，2017）。アイスプラントに本法を適用

した例はなかったため，本研究では葉身，DMS 濃度，処理方法，APE1 処理の条件を最適化した。 
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