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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の葉緑体から核に情報を伝える「プラスチドシグナル」による遺伝
子発現制御の普遍性と多様性を明らかにすることを目的とした。プラスチドシグナルによる核遺伝子発現制御を
効率的・安定的にモニターするための実験系を構築し、特にアセチル化やメチル化によるヒストン修飾の変化を
介したエピジェネティックな制御も下流応答に寄与することが示され、プラスチドシグナル伝達に関する新たな
仕組みを明らかにすることができた。また、葉緑体と概日時計制御の関係や、光合成微生物におけるプラスチド
シグナルについても一定の知見が得られ、プラスチドシグナルの多様性についても理解を深めることができた。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to clarify the generality and diversity of 
the regulation of gene expression by "plastid signals," which is responsible for passing information
 from the chloroplast to the nucleus in plants. An experimental system was established to 
efficiently and stably monitor the regulation of nuclear gene expression by plastid signaling, and 
it was shown that epigenetic regulation through changes in histone modifications, especially 
acetylation and methylation, also contributes to downstream responses, revealing a new mechanism of 
plastid signaling. In addition, the relationship between chloroplasts and circadian clock 
regulation, as well as some findings on plastid signaling in photosynthetic microorganisms, have 
provided an understanding of the diversity of plastid signaling.

研究分野：植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラスチドシグナル伝達については、植物分子細胞生物学分野における最重要課題の1つであり、以前より国内
外の多くの研究者から注目が集まっている。本研究により、その新しい分子機構や生理応答の一端を明らかにで
きたことで、この分野の発展に大きく寄与できたと考えられる。また、本研究でも着目している核ゲノムと葉緑
体ゲノムの遺伝子発現協調によって植物の植物の光合成や代謝機能が調節されているので、過酷なストレス環境
下に適応が可能な新たな作物の開発など、応用研究に向けての分子基盤としても重要性・将来性は高い。

※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 
 
 葉緑体は植物の生存や生産性に直結する非常に重要なオルガネラであるが、光合成や代謝な
どの葉緑体機能に必要な遺伝子群は核ゲノムと葉緑体ゲノムに分かれてコードされているため、
発達や環境変化に応じた両ゲノム上の遺伝子発現の協調が必要不可欠である。この協調には、核
と葉緑体間の双方向シグナル伝達が重要な役割を果たすと考えられている。これまでに、シグマ
因子などを介した核による葉緑体遺伝子発現調節に関する知見が蓄積しているが、葉緑体から
の「プラスチドシグナル」による核遺伝子の発現制御については不明な点が多いとされてきた。
研究代表者はこれまで、葉緑体分化や概日時計に応答した遺伝子発現協調機構について、双方向
シグナル伝達に着目して研究を進めてきた。 
 プラスチドシグナルは、葉緑体の光合成やレドックス状態、代謝、活性酸素ストレスなど、葉
緑体の様々な状態を核に伝えることで核遺伝子の発現をコントロールすることが知られている。
この情報伝達に関わる因子として、葉緑体で機能する GUN1〜GUN6と呼ばれるタンパク質が知
られている。これらのうち、GUN1については、葉緑体内の多様なパラメーターを統御する重要
な役割が指摘されているが、DNAや RNAに結合する PPRドメインを持つタンパク質であるこ
とが分かっているだけで、その詳細な機能はほとんど明らかにされておらず、情報伝達における
役割が重要視されている。さらに、下流の核遺伝子の発現制御様式や、様々な生理応答における
プラスチドシグナルの寄与など、応答の多様性に関しても不明点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、葉緑体の状態を核に伝えるためのプラスチドシグナル伝達について、その普遍性
と多様性の解明を目的とした。特に、主要因子 GUN1 のターゲット DNA/RNA を同定すること
で多様な情報伝達に共通する葉緑体の応答を明らかにするとともに、下流の遺伝子発現調節の
新しい様式としてエピジェネティック制御の可能性の検討や、葉緑体と概日時計機構の関係を
探るなど、プラスチドシグナルによる多様な遺伝子発現制御の実体をさらに明らかにすること
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）プラスチドシグナルによる核遺伝子発現の制御を安定的に検出するための解析系の構築と
最適化を行った。 
 
（2）GUN1特異抗体や FLAGタグを付加した GUN1を発現する形質転換株を用いて、GUN1の
タンパク質レベルでの発現挙動の解析とターゲット DNA・RNAの同定を試みた。 
 
（3）プラスチドシグナルによるエピジェネティックな制御を明らかにするために、核ゲノムの
ヒストン修飾や DNAメチル化の変化について検討を行った。 
 
（4）遺伝子発現応答の多様性を理解するため、核の概日時計機構に着目して葉緑体と核の間に
おける発現協調メカニズムについて解析を行った。 
 
（5）高等植物に加え、光合成微生物においてもプラスチドシグナルに依存した核遺伝子の発現
制御機構を調べ、シグナル伝達の普遍性と特異性について検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）これまでの研究で、葉緑体の機能を低下させる薬剤であるノルフルラゾンもしくはリンコ
マイシンを含む培地でシロイヌナズナを生育させると、核コードの光合成関連遺伝子である
CAB3や RBCSの転写量が減少することが示されている。また、gun1変異株に同様の阻害剤処理
を行うと、野生株と比べてこれら遺伝子の発現が抑制されないことが観察されている。しかし、
このようなプラスチドシグナルの発生に適した阻害剤処理条件の設定については、過去の報告
では植物の週齢や阻害剤濃度、光条件等がそれぞれ異なっており、いまだ明確な条件が定まって
いない上に、いずれの方法も追試が難しく、再現性に課題が残されていた。本研究では、以降の
解析を行うにあたり、簡便かつ安定的に薬剤処理による遺伝子発現パターンをモニターできる
実験系を確立・最適化する必要があったため、プラスチドシグナル発生に適した供試植物の週齢、
核コード光合成関連遺伝子、阻害剤の濃度、光条件の検討を行った。その結果、ノルフルラゾン
処理においては、MS寒天培地上で生育させた 2週齢の植物を、10 µMのノルフルラゾン溶液を
含むMS寒天培地に移し替え、84時間白色光条件下で生育させた後、12時間の暗条件、12時間



の明条件、12時間の暗条件の順に光条件を変え、最後に 24時間の白色光条件で生育させる条件
が有効であることが分かった。一方、リンコマイシン処理においては、やはりMS寒天培地上で
生育させた 2週齢の植物を、500 µMのリンコマイシンを含む MS寒天培地に移し替え、120時
間暗条件で生育後、24 時間光照射した植物を用いたところ、プラスチドシグナルに依存した核
遺伝子の発現応答を明確に、そして再現性良く検出することに成功した。 
 
（2）GUN1 のタンパク質レベルでの挙動を知るためには、また、ChIP・RIP 解析によるのター
ゲット DNA・RNAの同定を行うためには、特異性の高い抗体が必要である。そのため、複数種
のウサギポリクローナル抗体を作成、ならびに FLAG エピトープタグを C 末端側に付加した
GUN1 タンパク質を発現する形質転換株を作出・選抜し、イムノブロット解析による GUN1 の
検出を試みた。これまでの報告では、GUN1タンパク質の発現量は非常に少ないことが示されて
おり、GFPとの融合タンパク質を過剰発現させた際にようやく検出できるレベルであった（Wu 
et al., 2018）。本研究でも、植物の生育条件や、抽出バッファー・タンパク質量・抗体の反応条件
などを詳細に検討したが、安定的に検出することは非常に困難であった。発現量が少ないため、
ChIP 実験も有効な結合ターゲットの特定には至らなかった。本実験は、過剰発現株では in vivo
での結合変化を捉えることはできないため、どうしても自身のプロモーター下で発現している
GUN1を対象として検討する必要があるため、今後も継続的に研究を進め、GUN1の動態の解明
に挑戦したい。 
 
（3）プラスチドシグナルの下流ではたらく核遺伝子の発現制御では、主に転写因子が関与する
モデルが考えられているが、遺伝子発現制御には一般にヒストン修飾などを介したエピジェネ
ティックな調節の存在も指摘されているため、プラスチドシグナルによる標的プロモーターの
メチル化制御、ならびにヒストン修飾に関する解析を行った。まず、次世代シーケンサーによる
網羅的なメチル化解析を行ったが、調査した複数の遺伝子領域の全てにおいて過剰にメチル化
されていると思われる結果が得られ、偽陽性が疑われた。そのため、個別の遺伝子プロモーター
について解析を行ったところ、ヒストン H3 のアセチル化修飾に加えて H3K4me3 や H3K9me2
などのメチル化修飾もプラスチドシグナルにより変化していることが示され、転写因子による
制御に加えて、ヒストン修飾によるエピジェネティックな制御も重要な役割を果たす可能性が
示された。 
 
（4）プラスチドシグナルと概日時計の関係を検討するため、調節を受ける標的遺伝子の検討を
行った。シロイヌナズナの野生株（C24）と概日時計変異株（toc1-1）を用いた発現解析を行った
結果、葉緑体で強光ストレス応答に関わると考えられる PGR5・CAT2・ABA1・HCF173 などの
発現が、特に夜明け前後の時間帯において概日時計により制御されている可能性が示唆された。
また、強光ストレスによって葉緑体の光合成機能にダメージを与えた際の表現型解析を行った。
野生株と toc1-1変異株を用いて、連続明条件・明暗条件・明暗＋強光ストレス条件下での生育を
調べたところ、概日時計の変異株ではストレス条件下での白化が早まり、成長が大きな遅延する
ことが示された。これらの結果から、葉緑体の光合成機能と核の概日時計は両者間のシグナル伝
達経路を介して密接に関連していることが示唆された。 
 
（5）以上のようなプラスチドシグナル伝達の進化的な多様性を検討するため、単細胞紅藻
Cyanidioschyzon merolae（シゾン）を用いた遺伝子発現制御の解析を行った。種々の原始的特徴
を有するシゾンにおいては、ほとんどの核遺伝子の発現が光依存的に誘導されることが示され
ているが、フィトクロムなどの光受容体を介した制御の寄与は低いと考えられている。一方で、
シゾンの葉緑体には、共生起源のシアノバクテリアで光環境応答に関わるとされている二成分
制御系が保存されており、特にレスポンスレギュレーターの 1 つである Ycf27 のオーソログは
光強度の変化に応答すること示されたことから、この二成分制御系がシゾンにおいても光応答
に密接に関わり、部分的にプラスチドシグナルを介した核遺伝子の発現制御にも関与している
可能性が予想された。これまでの研究より、光に応答する一部の核遺伝子の発現が葉緑体のヒス
チジンキナーゼ（HIK）に依存して誘導されることを見出していたが、その下流応答は不明であ
った。本研究では、シロイヌナズナにおける光転写制御との類似性を踏まえて、特にヘムと bZIP
型転写因子による葉緑体から核へのシグナル伝達経路について検討を行った。その結果、HIKに
依存して誘導される核遺伝子の発現は、暗条件におけるヘムの添加によっても同様に増加する
ことが示された。また、光依存的な核遺伝子の転写制御に関与していると考えられる bZIP型転
写因子のタンパク質量はヘムの添加により著しく減少することが分かった。さらに、ChIP-qPCR
解析により、一部の核遺伝子のプロモーターへの bZIP2の結合が、光照射により有意に低下する
ことが示された。これらの結果から、ヘムと bZIP型転写因子を介したプラスチドシグナル伝達
によって一部の核遺伝子の転写が光依存的に制御されている可能性が示され、植物に共通した
光シグナル伝達経路の存在が示唆された。 
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