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研究成果の概要（和文）：  
 
シロイヌナズナの種子発芽は、光受容体フィトクロムを介して光によって制御される。これま
での研究から、フィトクロムによって受容された光シグナルは PIL5 と呼ばれるフィトクロム
結合タンパク質に伝達され、ジベレリンやアブシジン酸といった植物ホルモンのバランスの変
化を引き起こすと考えられている。本研究では、光発芽の分子機構をより詳細に明らかにする
ため、PIL5 の下流遺伝子の網羅的探索、および新規ジベレリン関連遺伝子の機能解析を行な
った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Germination of Arabidopsis seeds is regulated by light through the photoreceptor 
phytochrome. Previous studies have shown that PIL5, a phytochrome-interacting protein, 
plays a role in modulating the levels of plant hormones, such as gibberellin and abscisic 
acid, in imbibed seeds. To better understand the molecular mechanisms for light-dependent 
seed germination, we have identified target genes of PIL5 and characterized new 
gibberellin-related genes. 
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１．研究開始当初の背景 
シロイヌナズナの種子発芽は、光受容体である

フィトクロムを介して光によって制御される。以前

の研究から、フィトクロムを起点とする光シグナル

は、発芽を正に制御するジベレリン（GA）や発芽

を抑制するアブシジン酸（ABA）などの植物ホル

モンの内生量、およびこれらのホルモンに対す

る応答性（感受性）を変化させることが示された。

例えば、シロイヌナズナの発芽種子においては、

光により活性化されたフィトクロムは GA 生合成

遺伝子 GA3ox の発現を誘導し、不活性化酵素

遺伝子 GA2ox の発現を抑制する 1)-3)。その結果、

GA4（シロイヌナズナの発芽を誘導する主要な活

性型 GA）の内生量が上昇し、発芽が促進される。

この制御には、フィトクロム結合タンパク質の一

種 で bHLH 型 転 写 因 子 で あ る PIL5

（ PHYTOCHROME INTERACTING 

FACTOR-LIKE 5）が関与する 4), 5)。PIL5 タンパ

ク質は暗所で安定であり、GA3ox の発現を抑制

し GA2ox の発現を活性化する。赤色光照射によ

りフィトクロムが活性化されると、PIL5 タンパク質

は分解される。PIL5 が消失することにより、

GA3ox の発現量の増大と GA2ox の発現抑制が

引き起こされる。クロマチン免疫沈降（ChIP）アッ

セイの結果、PIL5 は GA3ox や GA2ox のプロモ

ーターには直接結合しないことから、PIL5 による

GA 代謝酵素遺伝子の制御には未知の因子が

関わっていることが示唆された。その後の研究に

より、CCCH 型 Zn フィンガータンパク質である

SOMNUS (SOM)が、PIL5 により GA 内生量の制

御に関わることが明らかになった 6)。 

 一方、PIL5 は GA 応答の抑制因子である

DELLA タンパク質をコードする遺伝子の調節領

域に結合し、その発現を活性化する 5)。したがっ

て、赤色光照射により PIL5 タンパク質が分解さ

れると、DELLA タンパク質遺伝子の発現が抑制

され、GA 感受性が増大する。以上のように、

PIL5 は光発芽時にフィトクロムを介して GA の内

生量と感受性の双方を協調的に制御する鍵因

子であることが明らかになった。また、PIL5はフィ

トクロムによる ABA 量の調節にも関与する。した

がって、PIL5 は種子中の GA 含量と ABA 含量を

相反的に制御する因子としても機能する。以上

のように、PIL5 はシロイヌナズナの種子中の光

依存的なホルモンバランスの変化を引き起こす

鍵因子であると考えられるが、PIL5 による発芽

制御メカニズムの全体像は不明であった。 

 ジベレリンの生合成・代謝経路は古くから研究され

ており、その主要経路に関わる多くの酵素遺伝子が

これまでに同定されている 7)。一方、GA 応答性が変

化した突然変異体の解析から、受容体 GID1 や GA

応答の負の制御因子である DELLA タンパク質など、

受容・信号伝達経路における重要遺伝子が単離され

ている 8)。しかしながら、GA 内生量の調節機構や GA

信号伝達経路の全体像を明らかにするには、更なる

新規遺伝の機能を明らかにしていく必要がある。 
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２．研究の目的 
 
本研究では、シロイヌナズナ種子が光依存的に発芽

する分子メカニズムを、特に植物ホルモンとの関連か

ら明らかにすることを目標に実施した。特に、フィトク

ロム依存的な光発芽制御に関わるbHLH型転写因子

である PIL5 とその下流で働く機能未知の制御因子

SOM と植物ホルモンとの関連に着目して研究を行な

った。また、GA 生合成の調節機構に関する新たな知

見を得るため、シロイヌナズナの GA 欠損型半矮性変

異体 gsd1-1 の解析を行なった。また、GA による種

子発芽誘導メカニズムに関する新たな知見を得るた

め、GA 応答遺伝子として代表者らが以前に同定した

SCARECROW-LIKE3（SCL3）遺伝子のGA応答経路

における役割を追究した。 
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３．研究の方法 
 
(1) PIL5 により制御される遺伝子群の解析 

光発芽時に PIL5 により制御される遺伝子群を網

羅的に同定するため、ジーンチップ（ATH1）を

用いたトランスクリプトーム解析を行なった。野生

型および pil5 変異体種子を暗所で吸水後、遠

赤色光のみ（FR）または遠赤色光＋赤色光

（FR+R）のパルス照射を行なった。この条件では、

FR パルスのみを照射した種子は発芽しないが、

FR+R 処理後の種子は発芽する。光処理後 12

時間の種子から RNA を抽出し、マイクロアレイ解

析に用いた。 

 次に、PIL5 によって直接的に制御される遺伝

子群を網羅的に探索するため、クロマチン免疫

沈降–チップ解析（ChIP-chip 解析）を実施した。

材料には、暗所で吸水後に遠赤色光照射した

PIL5 過剰発現体の種子を用いた。当研究は、

Giltsu Choi 教授（KAIST、韓国）との共同研究と

して行ない、トランスクリプトーム解析は研究代

表者が、ChIP-chip 解析は Choi 教授の研究室

が中心に行なった。次に、PIL5 の標的遺伝子と

して同定された遺伝子のうち、低分子基質の代

謝酵素をコードするもの選定して挿入変異体を

各種リソースから取得し、光発芽時の表現型を

観察した。 

 

(2) 新たな GA 生合成変異体 gsd1 の解析 

優性の半矮性変異体である gsd1-1 において内

生 GA 量が低下している原因を明らかにするた

め、GA 関連代謝産物の分析、GA 前駆体の投

与実験、およびマイクロアレイ解析を行なった。

GA 関連代謝産物の定性・定量分析は、液体ク

ロマトグラフ−質量分析装置またはガスクロマトグ

ラフ−質量分析装置を用いて実施した。当研究

の 一 部 は 、 Moon-Soo Soh 博 士 （ Sejong 

University、韓国）との共同研究として行なった。 

 

(3) GRAS ファミリータンパク質である SCL3 の GA

応答経路における機能 

SCL3 遺伝子は、シロイヌナズナの種子発芽過

程において、GA 処理により発現量が顕著に低

下する遺伝子として以前の研究において同定さ

れた。その後、DELLA タンパク質の標的遺伝子

として、ChIP アッセイにより同定された。本研究

では、SCL3 の GA 応答経路における役割を明ら

かにするため、scl3 変異体と SCL3 過剰発現体

の表現型を詳細に観察した。また、SCL3 が GA 生合

成・代謝経路に及ぼす影響を明らかにするため、野

生型と scl3 変異体における GA 生合成、代謝酵素遺

伝子の発現量と内生 GA の定量分析を行なった。 

 

４．研究成果 

 

(1) PIL5 により制御される遺伝子群の解析 

PIL5 依存的に赤色光によって制御される遺伝子群を

同定するため、FR（遠赤色光）または FR+R（遠赤色

光後に赤色光）照射後の野生型および pil5 変異体種

子を用いてマイクロアレイ解析を行なった。まず、野

生型種子において発芽を誘導する赤色光処理に応

答する遺伝子群の同定を試みた。その結果、赤色光

により発現量が増大する遺伝子を約 1000 個、減少す

る遺伝子を約 1000 個同定することができた。 

 一方、pil5 変異体種子は、野生型種子が発芽しな

い FR 照射後も発芽する。マイクロアレイ解析の結果、

野生型において同定された赤色光応答遺伝子のほと

んどは、pil5 種子においては有意な赤色光応答性を

示さないことが明らかになった。すなわち、FR 照射後

の pil5 変異体種子と FR+R 照射後の野生型種子にお

けるトランスクリプトームはほとんど一致していた。以

上の結果は、PIL5 がシロイヌナズナの赤色光応答に

主要な役割を果たしていることを示している（雑誌論

文①）。 

 次に、クロマチン免疫沈降–チップ解析（ChIP-chip 

解析）を実施し、PIL5 により直接的に制御されると推

定される約 750 の遺伝子群を同定した。これらには、

これまでに PIL5 の標的遺伝子として同定されている

SOM や RGA を含んでいた。また、マイクロアレイによ

り選抜された PIL5 応答遺伝子群と比較することにより、

PIL5 により直接的に転写産物量が制御される 166 の

遺伝子群が同定された。これらの遺伝子群には、ブラ

シノステロイド、サイトカイニン、オーキシン、ジャスモ

ン酸など GA、ABA 以外のホルモン応答に関わる転

写調節遺伝子が含まれていた（雑誌論文①）。 

 PIL5 の標的遺伝子のうち、機能未知の代謝酵素関

連遺伝子の挿入変異体の解析を行ない、光発芽を

正に制御する新たな因子の候補を得た。 

 

(2) 新たな GA 生合成変異体 gsd1 の解析 

gsd1-1変異体の半矮性は、ある濃度以上のGA4の存

在下で完全に相補されるが、既知の GA 生合成変異

体の矮性を相補できるぎりぎりの濃度の GA4（低濃度

の GA4）に対しては応答性が悪かった。また、各種

GA や GA 前駆体の定量分析の結果、特定の中間体



の蓄積は認められず、分析した全ての前駆体と

活性型 GA の内生レベルが低下していた（学会

発表①）。これらの結果から、gsd1-1 の矮化の主

要因は、GA生合成の低下というよりは、GA不活

性化能の増大であると推定された。しかしながら、

マイクロアレイ解析の結果、既知のGA不活性化

酵素遺伝子の発現量に顕著な変化は認められ

ず、不活性化産物の蓄積も認められなかった。

gsd1-1 変異は、GA の未知代謝経路の活性化を

引き起こしている可能性も考えられる。 

 

(3) GRAS ファミリータンパク質である SCL3 の GA

応答経路における機能 

SCL3 遺伝子の転写産物量は GA により減少す

ることから、SCL3 は GA 応答経路の負の制御因

子であると当初は予想されていた。しかしながら、

scl3 変異体および SCL3 過剰発現体の解析の

結果、SCL3はGA応答の正の制御因子として働

く可能性が示唆された。まず、scl3 変異体は、通

常の栽培条件下では顕著な表現型を示さない

ものの、GA 生合成阻害剤の存在下では、野生

型よりも発芽能が低下していた。また、同阻害剤

の存在下においては、scl3 変異体の胚軸や主

根の長さは野生型と比較して短かった。逆に、

SCL3 過剰発現体においては、特に GA 存在下

で胚軸の徒長が認められた（雑誌論文②）。 

 scl3変異体においてはGA 20-酸化酵素やGA 

3-酸化酵素をコードするいくつかの GA 生合成

遺伝子の転写産物量が増大していた。これらの

遺伝子は GA によって負に制御される（フィード

バック制御を受ける）ことが知られていることから、

scl3 変異体におけるこれらの遺伝子の発現量の

増加は GA 応答が低下した結果であると考えら

れた。SCL３が GA 内生量に及ぼす影響を調べ

るため、野生型、scl3 変異体、SCL3 過剰発現体

の芽生えにおける GA4 の定量分析を行なったが、

統計的に有意な内生量の違いは検出するには

至らなかった。共同研究者の Tai-ping Sun 教授

（デューク大学、アメリカ合衆国）により、SCL3 は

DELLA タンパク質と直接結合し、下流の GA 応

答に影響を与えていることが示唆された（雑誌論

文②）。 
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