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研究成果の概要（和文）： 
高等植物におけるプラスチドから核へのレトログレードシグナル（プラスチドシグナル）には、テトラピロ

ール合成中間体が関わることが示唆されているが、依然としてその全体像は明らかではない。そこで、

FOX ハンティング系統からプラスチドシグナルに関係する新規因子の同定を試み、FOX ラインに含ま

れるｃDNA を解析した結果、ｂHLH 型転写因子や Kelch リピートを有する因子がシグナル伝達に関わ

る可能性がわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In higher plants, it has been hypothesised that there are unknown signals (“plastid signals”) derived from 

plastids to control nuclear gene expression. Analysis of gun mutants that have defects in this signal 

transduction pathway suggests the involvement of the tetrapyrrole intermediates (e.g. Mg-Protoporphyrin 

IX, MgProto) as signaling factors. Although the involvement of tetrapyrrole biosynthesis has been 

strongly suggested, the entity of the signal is still obscure. For better understanding of plastid signaling, 

we have been screening the gain-of-function type gun mutants using FOX-hunting (Riken Arabidopsis 

Full Length cDNA overexpressor) lines. We identified genes that encode a member of bHLH gene family 

and a kelch-repeat containing factor.  
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１．研究開始当初の背景 
植物のさまざまな器官に存在するプラスチ

ドの正常な分化・機能には、プラスチドゲノ

ムに加え核ゲノム遺伝子の働きが必須であ

り、それらの遺伝子産物を２つのゲノムから

バランス良く供給する機構が存在する（図 1）。

「プラスチドシグナル伝達系」はその一つで

あり、プラスチドの分化・機能状態を核に伝

達し、オルガネラと核の協調的な遺伝子発現

調節を行うと考えられている。たとえば、プ

ラスチドの分化が遅延・停止すると、このシ

グナル伝達系を経由して核ゲノムにコード

された光合成関連遺伝子（Lhcb1 など）の発

現が特異的に抑制される。プラスチドシグナ

ルの実体は長らく不明だったが、このシグナ

ル伝達系が異常になった突然変異体(gun１

-gun5)の単離をブレイクスルーに、申請者お

よび共同研究者の研究によって、テトラピロ

ール合成系の遺伝子（GUN5/CHLH、GUN4 およ

び HY1、HY2）がシグナリングに重要な役割を

担っていることが明らかになった	
 (図２)。

これに続く研究から、プラスチドシグナルの

実体がテトラピロール合成の中間産物

(Mg-Protoporphyrin-IX,	
 以下 MgProto)であ

るという仮説（「MgProto 蓄積シグナル仮説」）

が提唱され、広く一般に信じられてきた。す

なわち、葉緑体の分化が阻害されると高レベ

ルの MgProto が葉緑体内に蓄積し、これがシ

グナルとなって、核における遺伝子発現が抑

制されるというモデルである。ところが、申

請者による最近の研究から、葉緑体分化阻害

で MgProto は蓄積するどころか逆に激減する

こと、MgProto 蓄積量と Lhcb1 の転写レベル

に相関性が無いことが明らかになった。	
 

よって、「真の」プラスチドシグナル分子の

同定が急務であり、これを本研究の最重要課

題と設定した。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

GUN	
 遺伝子の大部分がテトラピロール合成

に関わるタンパク質をコードすることから、

依然としてテトラピロールの類縁物質がシ

グナルである可能性が高い。そこで、これま

で対象とされてこなかったテトラピロール

中間産物および未知の誘導体(分解産物)に

ついて重点的に探索を行う。さらに遺伝学的

アプローチとして、従来とは異なる機能獲得

型変異体ライン(Fox-hunting	
 lines)	
 から新

規	
 gun	
 突然変異体を単離・解析することで、

シグナル分子の手がかりを得る。 

 
 



３．研究の方法 
①テトラピロール誘導体の検索については、

抽出方法や HPCL 分析方法の検討を行った。

②プラスチドシグナル分子と伝達系に関わ

る因子の検索(遺伝学的アプローチ)	
 

従来と逆のアプローチとして、理化学研究所

で開発された	
 FOX-hunting	
 ライン(完全長

cDNA	
 過剰発現システムを用いて機能獲得型

gun 変異体の単離を試みる。既存の FOX 形質

転換体は本研究のスクリーニングに使えな

いため、Lhcb1-LUC プロモーターをゲノムに

組み込んだアラビドプシス株（CL 株）に対し、

FOX-hunting ライブラリを自前で形質転換し

た。これを用い、カロテノイド合成阻害剤で

あるノルフラゾンあるいは原核型翻訳阻害

剤で処理し、Lhcb1-LUC レポーターの発現を

指標に変異体スクリーニングを行った。セカ

ンドスクリーニングとして、RT-PCR	
 法によ

って Lhcb1(または carbonic	
 anhydrase,	
 CA1)

の発現量を定量する。RNA 抽出と RT-PCR は非

常に労力を要する方法だが、申請者は簡便に

RNA を抽出するプロトコルを開発しており、

一日に数百サンプルの解析が可能である。ス

ループットが低い方法であるが、変異体同定

後の解析が容易であることを総合的に考え

ると、費用効果の高い方法である。	
 

	
 

４．研究成果	
 

まず、自前の FOX-hunting 形質転換体の作製

を行い、約 20,000 の T1 植物から T2 種子を

取得した。T2 種子集団を用いて変異体スクリ

ーニングを行った。さらに表現型の詳細な解

析とともに、変異体に導入された cDNA の同

定を進めた。多段階の検定を経て、現在約 30

個の遺伝子が候補として取得されている。こ

れら候補には、光情報伝達系に関わる bHLH

遺伝子ファミリーに属するものや、Kelch リ

ピートを含む因子の他、機能未知のタンパク

質をコードするものが含まれていた。また、

真核細胞においてさまざまな増殖刺激に関

わる TOR シグナルに関わるとされる因子も同

定されている。これら遺伝子のノックアウト

株も取得し、GUN との遺伝学的・生化学的な

関連を現在詳細に解析している。	
 

また、プラスチドシグナルと密接な関係をも

つテトラピロール中間体の解析については、

植物体内のヘム定量法の開発に携わった。さ

らに、ヘム合成に関わるフェロキラターゼに

ついては、そのアイソザイムの一つである

FC1 過剰発現が gun 表現型を示すとの報告が

なされているが、上記 FOX-hunting スクリー

ニングで見いだされた FC1 過剰発現体が実際

に gun 表現型を示すことを確認した。	
 

植物内のテトラピロール中間体の解析につ

いては、ノルフラゾン処理した植物体には

MgProto などの中間体が蓄積していないが、

一方で MgProto の合成に関わる酵素群の活性

は維持されており、テトラピロール合成系の

初期中間体アミノレブリン酸を与えること

で、MgProto などの合成を急速に回復するこ

とが分かった。また、gun 変異体においてこ

の合成系の活性が高く維持されていること

が分かった。テトラピロールの新規中間体の

検索については、様々な抽出条件等を試みた

が、新たな因子の発見には至っていないため、

現在質量分析を用いた解析の計画を進めて

いる。	
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