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研究成果の概要（和文）：被子植物は、通常型のフィトクロム（phyB 型）に加え、より特殊化

したフィトクロム A（phyA）をもつ。そこで、フィトクロムを N-PAS、GAF、PHY、および

C-末端側領域全体の４つの領域に分け、それぞれの配列が phyA または phyB 配列になるよう

なキメラ・フィトクロム（合計１６種類）を構築しその性質を組織的に調べた。その結果、phyA
が示す複数の特殊機能はそれぞれ分子上の別の領域の phyA 配列によって決定されていること

が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Plants have a specialized phytochrome, phyA, in addition to 
conventional phytochromes represented by phyB. We expressed chimeric phytochromes 
having a phyA or phyB sequence in each of 4 phytochrome domains, N-PAS, GAF, PHY and 
the C-terminus in transgenic Arabidopsis. Biochemical, cell biological and physiological 
analysis of those plants revealed a "modular" structure of phyA in which different phyA 
specific properties base on distinct parts of the molecule.  
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１．研究開始当初の背景 
被子植物は、フィトクロム B（phyB）を典

型とする通常型（PHYB 型）フィトクロムに
加え、より特殊化したフィトクロム A（phyA）
をもつ。phyA による応答は、活性型である
Pfr がわずかしか生じないような少量の光で
も引き起こされる一方（高感度化）、Pfr 型が
不安定で、光により活性化された phyA は速

やかに分解される（不安定化）。このような
phyA の特徴は、種子植物が進化するにあた
り、林床などの薄暗い環境での生存に有利に
働いたと考えられている。 

phyA と phyB 分子は共通の基本構造をも
ち、試験管内における分光光学的性質は良く
似ている。フィトクロム分子は、大きく N-
末と C-末端側領域に分けられ、これらの領域
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を phyA と phyB の間で交換したキメラ分子
の解析から、phyA の特殊性は、N-末端側領
域の構造に起因することが知られていたが、
その詳細は一切不明であった。一方、バクテ
リオフィトクロムの結晶構造が最近決定さ
れ、N-末端側領域内の細かいドメイン構造が
明らかとなった。そこで、phyA と phyB の
各ドメインをさらに細かく交換し、植物体に
おける生理機能を解析することにより、phyA
の機能的特殊化に寄与する分子上の領域を
特定できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特殊化したフィトクロムであ

る phyA と基本型の phyB の間でキメラ分子
を構築し、それを植物に遺伝子導入して生体
内での生理機能を詳細に調べ、phyA の特殊
化に関する分子的な基盤を明らかにする。こ
れにより、植物における光応答、ひいては植
物のシグナル伝達機構全般への理解を深め
ることができる。 
 
３．研究の方法 
上記の目的に従い、phyA と phyB のキメ

ラ・フィトクロム分子を構築し、シロイヌナ
ズナの phyAphyB 二重変異体で発現させ、そ
の生理機能を調べた。項目にわけた実際の実
験内容は以下の通りである。 
(1) 16 種のキメラ分子の構築と発現 
フィトクロムを大きく N-末端側と C-末端

側に分け、シグナル伝達に関わる N-末端側に
ついては、さらに N-PAS、GAF、PHY の３
つの領域に分けた。これら合計４つの領域に
ついて phyA または phyB の配列を組み合わ
せて、全長キメラ・フィトクロム遺伝子を構
築し（合計１６種類）、蛍光タグである GFP
を 融 合 さ せ た 形 で シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の
phyAphyB 二重欠損変異株に導入した。得ら
れた形質転換株より、十分に導入した遺伝子
が発現している株を選別し、以下の実験に用
いた。 
(2) phyA/phyB キメラ分子の細胞内分布 
 本研究においては、キメラ分子は全て GFP
融合タンパク質として発現させ、その細胞内
分布を共焦点レザー走査顕微鏡で観察した。
植物材料としては、４日間生育させた暗所芽
生え、および、それに 24 時間の赤色あるい
は遠赤色光処理を施したものを用いた。なお、
phyA は遠赤色光と赤色光で、phyB は赤色光
で細胞質から核へ移行することが知られて
いる。 
(3) 遠赤色光高照射応答（FR-HIR） 
 phyA に特異的な生理機能として、連続遠
赤色による光形態形成の誘導がある。暗所芽
生えで見られるこの応答では、特に、胚軸伸
長の阻害が顕著である。そこで、phyA/phyB
キメラ分子を発現する植物の芽生えを発芽

直後から遠赤色光下に置き、５日後に胚軸長
を測定した。 
(4) 赤色光照射で誘導される分解 

phyA の重要な特徴の一つが、赤色光照射
開始後の速やかな分解である。この応答は、
GFP の観察や、免疫ブロッティングにより解
析することができる。そこで、phyA/phyB キ
メラ分子を発現する植物の黄化芽生え（４日
間生育）を 24 時間赤色光処理し、その後の
導入フィトクロムの蓄積量を、蛍光観察およ
び免疫ブロッティングにより調べた。 
(5) 連続赤色光応答 
 phyＢの赤色光への応答は常に見られるが、
phyA の赤色応答は、暗所芽生えを明所に移
した際のごく初期にのみ見られる。これは、
phyA が連続明条件では速やかに分解されて
しまうためと考えられている。そこで、連続
赤色光に対する胚軸応答をキメラ・フィトク
ロムで比較した。さらに、いくつかのキメ
ラ・フィトクロムでは、赤色光への感度が上
昇していることが分かったので、高強度応答
曲線を求め、感度の上昇の程度を定量した。 
(6) 核移行シグナル付加キメラ・フィトクロ
ム 
上記の実験の結果、連続遠赤色光による核

移行と胚軸伸長阻害という phyA で特異的に
見られる応答に必要な領域が異なることが
示唆された。そこで、このことをさらに確認
するため、核移行シグナルを付加したキメ
ラ・フィトクロムを構築し、それが、連続赤
色光と連続遠赤色光の両方に応答して胚軸
伸長を阻害するがどうかを、シロイヌナズナ
の phyAphyB 二重変異体で発現させて調べ
た。 
(7) ドメイン内配列交換実験 
 以上の実験の結果、遠赤色光下での核移行
には、もっとも N-末端側の N-PAS ドメイン
が、核内での胚軸応答の誘導には PHY ドメ
インが重要であることを示唆する結果が得
られた。そこで、これらのドメインをさらに
細分化し、シロイヌナズナの phyAphyB 二重
変異体で発現させて調べた。 
 
４．研究成果 
 上記の実験を行った結果、各項目について
以下のような結果が得られた。 
(1) 16 種のキメラ分子の構築と発現 
 phyA と phyB 配列の相同性から予想された
通り、16種（全長 phyAと phyBを含む）全て
のキメラ・フィトクロムについて、タンパク
質の発現が確認された。ただし、暗所芽生え
の phyA の発現量は比較的高いため、複数の
系統を調べてもそのレベルに達しないキメ
ラ・フィトクロムも存在した。そこで、全て
のキメラについて、発現量の異なる複数の系
統を確立し、それらを用いて以下の実験を行
った。 



 

 

(2) phyA/phyB キメラ分子の細胞内分布 
 phyA と phyB はともに、暗所では主に細胞
質ゾルに存在する。予想通り、キメラ・フィ
トクロムも全て、同様の分布を示した。次に、
phyA のみが核内に蓄積する遠赤色光処理を
行った植物を観察したところ、N-PAS 領域が
phyA由来であれば、必ず遠赤色光で核内に蓄
積し、phyB由来の場合は蓄積しないことが分
かった。すなわち、遠赤色光下に置ける核移
行活性は、N-PAS ドメインのみによって決定
されていた。一方、赤色光下での核移行につ
いては、この条件下では完全に分解する４種
（下記参照）を除いて、全てのキメラ・フィ
トクロムで核内にシグナルが検出された。 
(3) 遠赤色光高照射応答（FR-HIR） 
 連続遠赤色光による胚軸伸長阻害は、phyA
に特異的な反応である。16種類のキメラ・フ
ィトクロムについてこの応答の有無を調べ
たところ、まず、遠赤色光で核移行を示さな
い８キメラ（N-PASが PhyB配列のもの）では、
予想通り、胚軸応答が見られなかった。さら
に、残りの８種類のうち、PHYドメインが phyA
配列である４種（全長 phyA を含む）では全
て応答が見られた。一方、phyB配列であるも
のでは応答を示したのはただ１種であり、こ
の応答に PHYドメインが重要な役割を果たし
ていることが示唆された。 
(4) 赤色光照射で誘導される分解 
 phyA に特徴的な応答として、赤色光下で
の Pfr 型の速やかな分解が挙げられる。この
応答には、ユビキチン化が関わることが知ら
れている。今回構築した 16 種のキメラ・フ
ィトクロムを調べたところ、N-PAS と GAF
ドメインの両方が phyA 配列である場合に限
って速やかな分解が見られた。このことは、
Pfr 型が細胞がもつ分解機構に認識され、実
際に分解するためには、これらのドメインの
構造が重要であることを示している。 
(5) 連続赤色光応答 
 phyA と phyB はともに赤色光に応答する
能力をもつが、phyA は速やかに分解される
ため、連続赤色光に対する応答への寄与は少
ないと考えられる。実際、赤色光で分解する
上記４種のフォトクロム（全長 phyA を含む）
では応答は見られなかった。また、N-PAS と
GAF のどちらかが phyB 配列となることで
フィトクロムは安定化されるが、特に GAF
が phyB 配列であるものでは全て応答が見ら
れた。一方、N-PAS が phyB 配列で GAF が
phyA 配列のものでは、赤色光への応答が弱
まっており、両者の組み合わせに何らかの問
題があることが示唆された。また、GAF が
phyB 配列である８種のキメラの中では、
PHY 配列が phyA である４種において、顕著
な光感度の上昇（約100倍程度）が認められ、
PHY ドメインの phyA 配列にフィトクロム
を高感度化する働きがあることが分かった。 

(6) 核移行シグナル付加キメラ・フィトクロ
ム 
 上記の結果を受け、遠赤色光下での核移行
活性を、外来の核移行シグナルで置き換えた
場合に、PHY ドメインが phyA 配列のキメ
ラ・フィトクロムで胚軸の遠赤色光応答が見
られるかどうか調べた。その結果、核移行シ
グナルがあれば、N-PAS が phyA 配列でなく
とも応答が見られた。したがって、核移行と
核内でのシグナル伝達は、別のドメインによ
って決定されていることが分かった。 
(7) PHY ドメイン内配列交換実験 
 phyAの PHYドメイン配列が、フィトクロム
の光感度を上昇させ、遠赤色光への応答を可
能にすることが分かったので、PHY ドメイン
をさらに３つに分け、それぞれが phyA また
は phyB であるようなキメラ・フィトクロム
をいくつか構築した。これをシロイヌナズナ
の phyAphyB 変異体で発現させたところ、PHY
ドメインの“舌”構造とその C-末端側の残り
の部位の両方が phyA 配列でないと高感度化
能が見られないことが分かった。今後は、さ
らにこの領域を細かくわけて検討する計画
である。 
(8) 総合考察 
 以上の実験により、phyAの機能的特殊化に
関する重要な知見が得られた。phyAには他の
フィトクロムに無いいくつかの特徴が見れ
るが、それらが、phyA分子上の別々の領域に
よって独立に決定されていることが分かっ
た。実際、これを利用することにより、phyA
の特徴を人為的に組み合わせたフィトクロ
ムを作り出すことができた。今後は、それぞ
れの領域が具体的にどのようにして、当該の
性質を決定しているのか、その分子機構を明
らかにする必要がある。また、この知見は、
phyA がどのようにして進化してきたかを調
べるための基盤も提供している。phyAの個々
の特徴がどのように協調的に進化してきた
のかを、実験的に跡付けることで、植物の進
化に関する重要な知見が得られるかもしれ
ない。 
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