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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの野生型(WT)は明期長が異なる光周期下で生育させても、クロロフィ
ル含量はほぼ一定であった。我々はこの機構を光周期補償性と定義した。一方、概日時計遺伝子の二重変異体
lhy;cca1では明期の長さに依存してクロロフィル含量が増加した。これに伴って、アンテナタンパク質である、
Light Harvesting Complex（LHC）のタンパク質量が増加していること分かった。さらに、lhy;cca1では葉緑体
内膜構造のうち、グラナの重層数が著しく増加していることを透過型電子顕微鏡観察により明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Circadian clock ensures consistency in antenna size under different 
photoperiod conditions. We named this novel clock function “photoperiodic compensation.” Double 
loss of function of LHY and CCA1 (lhy;cca1) resulted in changes in the total chlorophyll (Chl) level
 and Chl a/b ratio depending on the photoperiod. Under continuous light conditions (LL), the total 
Chl level increased significantly and the Chl a/b ratio decreased in lhy;cca1 compared with those in
 the wild type (WT). Increased stacked grana thylakoid membranes in chloroplasts were also observed 
in lhy;cca1 under LL. LIGHT HARVESTING COMPLEX II, which is an antenna protein involved in 
photosynthesis, accumulated to high levels in lhy;cca1 under LL compared with the WT.

研究分野：植物分子遺伝学、植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
植物にとって、光は最も重要な情報の一つで
ある。それを効率的に利用するために、約 24
時間周期の内生リズムを作り出す機構（概日
時計）が重要な働きをしている。シロイヌナ
ズナにおける概日時計の主要な構成因子で
ある LATE ELONGATED HYPOCOTYL
（ LHY ） と CIRCADIAN CLOCK 
ASSOCIATED 1 (CCA1) の二重欠損変異
体（lhy;cca1）では、恒明条件下で概日リズ
ム制御機能が著しく低下し、花成遅延や胚
軸・葉柄の短縮及び、顕著な濃緑色葉の形質
が表れる。我々はこれまでの研究により、花
成や器官伸長異常の分子メカニズムを明ら
かにしてきた。しかし、これらの知見からの
みでは、恒明条件下の lhy;cca1で見られる濃
緑色葉形質について十分に説明できない。葉
の緑色は、クロロフィルという光合成色素由
来であり、クロロフィルはアンテナタンパク
質に結合して葉緑体内で光エネルギーを集
める働きをしている。アンテナタンパク質は
光ダメージによる分解と生産を繰り返して
いるが、概日時計による制御機構は殆ど着目
されていない。 
 
２．研究の目的 
 
近年，細胞内の内膜構造は、電子顕微鏡観
察で見られるような静的なものではなく、
成長段階、外界の環境変化等に応じて形
態・大きさ等が刻々と変化する動的なもの
であることが明らかにされつつある。この
ような生体膜ダイナミクスは、多様な生命
現象の機能発現において根幹をなすと考え
られていることから、生命現象を正確に捉
え解釈する上で、生体膜ダイナミクスをラ
イブイメージとして捉えることは非常に重
要であるといえる。そこで、本研究では、
１）葉緑体内膜構造ダイナミックスのライブ
イメージング技術を確立すること、２）この
新技術を利用してシロイヌナズナにおける
光合成色素であるクロロフィル量及び a/b比
の光周期補償性メカニズムを解明すること
を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
次の４課題を実施することとした。 
（課題１）葉緑体が巨大化する変異体背景で
lhy;cca1 変異による光周期依存的なグラナ
スタッキング数の変化を透過型電子顕微鏡
により観察する。 
（課題２）lhy;cca1 変異による光周期依存的
なグラナスタッキング数の変化を抑圧また
は増強する変異を同定する。 
（課題３）葉緑体内膜構造ダイナミクスのラ
イブイメージング技術を確立する。 
（課題４）課題３で確立する技術を用いて、
課題１、２の変異体及びその比較対象植物の

葉緑体内膜構造ダイナミクスのライブイメ
ージを取得して比較解析する。 
 
４．研究成果 
 
（１）シロイヌナズナの野生型(WT)は明期
長が異なる光周期下で生育させても、クロ
ロフィル含量はほぼ一定であった。我々は
この機構を光周期補償性と定義した。一方、
興味深いことに lhy;cca1では明期の長さに
依存してクロロフィル含量が増加した。こ
れに伴って、アンテナタンパク質である、
Light Harvesting Complex（LHC）のタ
ンパク質量が増加していること分かった。
さらに、lhy;cca1では葉緑体内膜構造のう
ち、グラナの重層数が著しく増加している
ことを透過型電子顕微鏡観察により明らか
にした（図１〜４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）lhy;cca1 変異による光周期依存的なグ
ラナスタッキング数の変化を抑圧または増
強する変異を同定するために、lhy;cca1 変異
体に EMS 処理を行い、約 25 系統ごとに、M2
種子プールを作成した。これらを恒明条件下
で培養土上に播種して、植物体の葉の色が、
lhy;cca1 変異体の葉の濃緑色に比べて、淡い
もしくは濃い変異体候補を多数選抜した。自
家受粉により、各系統の次世代種子を収穫し
た。恒明条件／長日条件（16 時間明期／8時
間暗期）／短日条件（8時間明期／16時間暗
期）の３種類の光周期条件下で、これらの種
子を播種して、葉の緑色、花成時期、胚軸長、
葉柄長を観察・測定した。恒明条件下におい
て、野生型に比べて、lhy;cca1 変異体の葉の
緑色は濃く、花成時期は遅延して、杯軸長及
び葉柄長が短縮することが分かっている。単
離した候補系統の中で、10 系統については、
lhy;cca1 変異体に比べて、葉の緑色は淡く、
花成時期は野生型程度にはやくなり、杯軸長
及び葉柄長も野生型程度まで回復した。以上
の結果は、これら 10 系統は抑圧変異体の良
い候補であり、本研究の良好な研究材料とな
ることを示している。 
 
（３）シロイヌナズナの概日リズム制御因子
の二重変異体である lhy;cca1 変異による光
周期依存的なグラナスタッキング数の変化
を抑圧または増強する変異を同定すること
を目的として、既知の変異体と lhy;cca1 変
異体を交配し、三重変異体を作成し、研究を
行った。抑圧変異体の１つとして、early 
flowering 3 (elf3)変異体を、増強変異体の
１つとして、gigantea (gi)変異体を既に単
離し、解析中であった。elf3 及び gi 変異体
を用いて、さまざまな環境下におけるクロロ
フィルa/b蓄積パターンを解析するとともに、
elf3;gi 二重変異体についても同様の解析を
行った。また、クロロフィル量の制御におい
て主要な働きをもつことが知られている３
つの転写制御因子 PIF3、PIF4、PIF5 の遺伝
子発現量を、上記の変異体において、RT-PCR
法により比較解析した。 
 
（４）抑圧変異体の１つ lhy;cca1;elf3、増
強変異体の１つ lhy;cca1;gi、これらの変異

を組み合わせた elf3;gi とともに、新規変異
体について、クロロフィル量ならびにクロロ
フィル a/b 比を測定した。明暗周期下で栽培
後に、暗所に移行後のクロロフィル量の減少
が gi により抑圧されることを見出した。ま
た、新規抑圧変異体については既知の抑圧変
異である elf3、svp、phyB とのアレリズム試
験を行った。 
 
（５）生物は外界環境の変化（光、温度、湿
度などの周期的または非周期的な日内・季節
変化など）によらず、生命現象を一定に保つ
戦略（ホメオスタシス）と、積極的に利用し
て子孫繁栄に繋げる戦略（光周期依存型花成
制御など）を共存させている。基本的には生
化学反応は温度依存的である。概日時計の周
期は、多くの生物の生育温度範囲においてほ
ぼ一定であり、一般的な生化学反応の温度依
存性に対して、温度補償性と呼ばれている。
近年、ある種の時計遺伝子の変異により、こ
の温度補償性が失われることが発見され、温
度補償性の分子機構解明が重要な研究課題
となっている。本研究は、我々の研究グルー
プの発見を契機として「光周期によらず一定
に保つ機能に対する概日時計の役割」を研究
対象とした点で、「光周期に依存した変化に
対する概日時計の役割」に関する従来の研究
とは全く異なる。光周期補償性の分子機構解
明は、光周期依存型の他の応答性の理解、他
の外界環境刺激に対する応答性の補償性と
の共通点・相違点の理解に大きく貢献しうる
ものとして、独創性の高い研究であり、今後
の継続実施が必要である。 
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