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研究成果の概要（和文）：本研究では、クロマチン免疫沈降（ChIP）法を植物の葉緑体研究に
導入・確立することで、葉緑体転写制御を in vivo でリアルタイムにモニターできる解析系の
開発と利用を目指した。シロイヌナズナの葉緑体シグマ因子の機能分担について解析を行った

結果、生育に必須な SIG1 の標的遺伝子が発見されたとともに、ストレスに応答する SIG5 の
新しいターゲットも見いだされ、環境変化に応じてシグマ因子を使い分けている仕組みをより

詳細に明らかにすることができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, to further clarify transcriptional regulation in 
Arabidopsis thaliana chloroplasts, Chromatin immunoprecipitation (ChIP)-based method 
has been established. Novel target promoters for SIG1, an essential sigma factor in A. 
thaliana, as well as those for SIG5, a multiple stress-induced chloroplast sigma factor were 
identified respectively. These results suggest that ChIP analysis is useful to understand 
transcriptional regulation of chloroplast genes.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 葉緑体は植物細胞に特有のオルガネラで
あるが、そこには光合成など多くの重要な代
謝経路が局在しており、植物の独立栄養性や

生産力を支えている。葉緑体の構造や機能は
植物体の組織や器官の分化に応じてダイナ
ミックに変化する。また、光などの環境変化
に迅速に応答することで光合成など各葉緑
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体機能の活性が効率的に調節されている。こ
れら諸過程においては、それぞれの葉緑体機
能に関わる遺伝子の発現調節が特に重要な
役割を果たす。これまでに、葉緑体遺伝子の
発現制御、特に転写段階における調節機構に
ついては国内外で活発に研究が進められて
きたが、変異株解析を中心とした分子遺伝学
的手法や、in vitro 系などの生化学的手法を
ベースとした従来のアプローチのみではそ
の全体像の理解に限界があることが示され
ており、新たな方法論の開発、確立が必要と
されていた。 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、酵母や動物において最近の転
写制御研究を大きく進展させたクロマチン
免疫沈降法（ChIP 法）を植物の葉緑体研究
に導入・展開し、葉緑体の分化や環境応答に
際した各種転写制御因子の in vivo での挙動
を直接モニターすることで、真の葉緑体転写
制御系の全体像を改めて捉え直し、これまで
はっきりと見えてこなかった新しい転写制
御モデルを世界に先駆けて提唱することを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナの葉緑体転写制御機構を
理解するための ChIP 解析系の導入、確立を
行った。	
 
	
 
(2)実際に立ち上げた ChIP 解析系を利用して、
環境変化に際した葉緑体シグマ因子の機能
分担を解析し、in vivoでの葉緑体転写制御の
実体について検討を行った。	
 
	
 
(3)シロイヌナズナ以外の植物における ChIP
解析系の導入を図るため、タバコ BY-2 細胞
を用いた色素体分化の解析を進めた。	
 
	
 
(4)ChIP 解析系の汎用性をさらに高めるため、
技術的に先行しているシアノバクテリアや
単細胞紅藻における ChIP 解析系の改良と、
ゲノムワイド解析への応用を試みた。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)これまでシロイヌナズナの葉緑体転写制
御研究に ChIP 法を利用した例がないため、
解析系の立ち上げを集中的に進めた。具体的
には、①DNA-タンパク質複合体の固定、②細
胞全抽出物の調製、③特異抗体を用いた免疫
沈降、④熱処理による複合体の解離、⑤DNA
精製と qPCR 法による定量、の各段階で実験
条件の検討と最適化を行った。モデル系とし
て、既に抗体が準備済みであり、かつターゲ

ットのプロモーター（psbA,	
 psbD	
 BLRP）が
明らかにされている SIG5 による転写制御を
中心に解析を進めた。その結果、既に SIG5
のターゲットとして確認されていた psbA や
psbD	
 BLRP に加え、新たに psaAB や psbBT プ
ロモーター領域にも SIG5 が特異的に結合し
ていることを明らかにした。この結果は、
SIG5 が特にストレス条件下で PSI、PSII 両光
化学系複合体の反応中心タンパク質の発現
に関与していることを示唆しており、また、
ChIP 解析を行うことで初めて発見されたと
いう点で、解析系の高い有効性も示された。	
 
	
 
(2)	
 ChIP 法を用いる最大の利点の一つは、欠
損株が得られないような必須転写因子のタ
ーゲットやその環境応答などにおける役割
を in	
 vivoで直接的に示すことができること
である。葉緑体で機能する転写因子のうち、
例えばシグマ因子 SIG1 はシロイヌナズナで
は生育に必須でありこれまでその機能解析
が難航してきた。そこで、ChIP 法により SIG1
の役割を明らかにすることを試みた。その結
果、イネで SIG1 の標的として報告されてい
る psaABプロモーターなどへの特異的な結合
が確認された上に、clpPなどこれまで情報の
ない新たなプロモーターへの結合も検出す
ることができた。以上の結果は、SIG1 が植物
の生育においてどのような役割を果たして
いるかを知る上で重要な手がかりとなるも
のであり、この点からも ChIP 法が葉緑体の
転写制御研究において有用であることが示
された。	
 
	
 
(3)植物の様々な生理応答に関わる遺伝子発
現制御の研究に ChIP 法を幅広く導入・展開
することを目指し、非光合成色素体分化に関
する研究を進めた。既にタバコ BY-2 細胞で
示されている知見をもとに、シロイヌナズナ
T87 細胞においても培地中に添加する植物ホ
ルモンを置換することで、原色素体からアミ
ロプラストへの分化誘導系の構築に成功し
た。また、これら培養細胞系におけるアミロ
プラスト分化には色素体の転写・翻訳活性が
必要であること、またその制御に何らかのプ
ラスチドシグナル伝達系が関与する可能性
が示された。このような色素体分化における
転写制御機構の理解においても今後 ChIP 法
を利用した解析系が有効であると期待され
る。	
 
	
 
(4)高等植物の葉緑体で ChIP 解析系を安定に
運用するためには、免疫沈降や定量 PCR 解析
等の条件をさらに最適化する必要があると
考えられる。また、将来的にゲノムワイドな
転写制御パターンの解析を展開するために、
ChIP-chip解析やChIP-seq解析を使用できる
プラットフォームを確立する必要がある。こ



のため、すでに技術的に先行しているシアノ
バクテリア Synechococcus	
 elongatus	
 PCC	
 
7942 や単細胞紅藻 Cyanidioschyzon	
 merolae
の ChIP 解析系をさらに改良し、より簡便で
再現性の高い実験系の構築を行った。また、
シアノバクテリアの強光ストレス応答をモ
デルに ChIP-chip 解析を行い、指標としてい
る転写因子 RpaB の広範なターゲットプロモ
ーターへの結合を確認することができた。こ
れらの結果より、ChIP 解析系を利用した植物
葉緑体転写制御の研究を今後さらに展開し
ていく上で、一定の基盤技術の確立が達成で
きたと考えられた。	
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