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研究成果の概要（和文）：　本研究では、「光センサー」としての葉緑体による低温シグナル伝達活性化機構を明らか
にすることを目的とした。低温誘導性遺伝子COR15Aのプロモーターにルシフェラーゼを融合したコンストラクトをシロ
イヌナズナに導入した結果、低温応答を可視化することができた。さらに、この植物を用いて低温シグナル伝達系を活
性化する化合物のスクリーニング系を開発した。また、葉緑体形成異常が低温シグナル伝達に与える影響を詳細に解析
するため、シロイヌナズナの無菌培養法を用いて葉緑体形成異常変異体の種子を回収する系を開発した。

研究成果の概要（英文）：This project aimed at uncovering the mechanisms by which chloroplasts activate 
low-temperature signaling pathway as light sensors in plants. We fused the promoter region of COR15A to 
luciferase gene, and introduced this chimeric gene into Arabidopsis. This allowed us to visualize low 
temperature response based on bioluminescence derived from luciferase. We were able to establish the 
system that can screen low molecular mass compounds affecting low temperature response in plants. 
Furthermore, we developed a method of recovering seeds from the seedling lethal Arabidopsis mutant 
ppi2-2, allowing us to analyze the roles of developed chloroplasts in low temperature response.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
 
移動手段を持たない植物は、自身を取り巻
く温度の変化に対応するために、様々な手段
を獲得してきた。その最も代表的な例が、「低
温馴化」と呼ばれる仕組みである。低温馴化
とは、夏から冬への移行にともない、植物が
生理機能や細胞の構造を大きく変化させて
高い耐寒能力を獲得することを言う。さらに、
低温馴化能を持つ植物は、ある一定期間、凍
結しない程度の低温に曝されると、次に襲っ
てくるさらに低い温度に対する耐性を獲得
する。低温馴化中に植物は数多くの低温誘導
性遺伝子（COR遺伝子）の発現を誘導し、こ
れらの遺伝子産物の機能により高い耐寒性
を獲得していると考えられる。 
 植物が十分に低温馴化するには「低温処
理」だけではなく「光」が必要であることが
知られている。しかしながら、どのようにし
て光が低温シグナル伝達経路を活性化して
いるのか、そのメカニズムは分かっていない。
最近の申請者らの研究により、植物細胞のオ
ルガネラである「葉緑体」の形成に異常があ
ると、光存在下でも十分な低温馴化が起こら
ないことが明らかになった。すなわち、葉緑
体が光エネルギーを利用して産生した代謝
産物により、低温シグナル伝達系が活性化さ
れていると予想される。言い換えれば、葉緑
体が低温馴化に必要な「光センサー」として
機能していると仮定できる。しかしながら、
葉緑体がどのような仕組みで低温シグナル
伝達を活性化しているかは明らかになって
いない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では「光センサー」としての葉緑体
を介した植物の低温耐性増強機構の解明を
目指して研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
①レポーター遺伝子を用いた低温応答の可
視化 
 低温応答を可視化するために、低温誘導性
遺伝子プロモーターにルシフェラーゼ遺伝
子を融合したコンストラクトを作出し、これ
を導入したシロイヌナズナを作出した。 
 
 

②低温シグナル伝達を活性化する低分子化
合物のスクリーニング系の開発 
 葉緑体由来のどのようなシグナル分子が
低温シグナル伝達を光依存的に活性化する
か調査するためには、シグナル分子スクリー
ニング系の開発が必要不可欠である。そこで、
マイクロプレートを使ったハイスループッ
トスクリーニング系の開発を試みた。 
 
③実生致死性を示す葉緑体形成異常変異体
からの種子回収方法の開発 
 低温シグナル伝達における葉緑体の役割
を調査するためには、葉緑体形成異常を示す
変異体の活用が有効である。しかしながら、
葉緑体形成異常変異体の多くはアルビノ表
現型を示し、実生致死性である。したがって、
これらの変異体からホモ変異体種子を回収
する技術の開発が必要不可欠である。そこで、
無菌培養したシロイヌナズナからアルビノ
変異体種子を回収する技術の開発し、これを
用いて低温応答機構の解析を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
①レポーター遺伝子を用いた低温応答の可
視化 
 まず、低温誘導性遺伝子 COR15Aのプロモ
ーター領域をクローニングし、これをルシフ
ェラーゼ遺伝子に融合したコンストラクト
を作製した。具体的には翻訳開始点から上流
約 1kbpを含む断片（COR15Apro ATG）と第
一エキソン及びイントロンを含む断片
（COR15Apro 1st intron）を含むコンストラク
トを作製し、アグロバクテリウム法を用いて
シロイヌナズナに導入した。形質転換体は、
カナマイシン耐性を指標にスクリーニング
した。その結果、両方のコンストラクトとも
に 20個体以上の独立した形質転換体（T1植
物）を得ることができた。 
次に、レポーター遺伝子を 1コピーのみ持
つ植物をスクリーニングするため、次世代の
植物（T2植物）のカナマイシンプレート上で
の分離比を調査した。その結果、いずれのコ
ンストラクトからも数ラインを選抜するこ
とができた。さらに、T3種子を用いて、レポ
ーター遺伝子をホモに持つラインを選抜し、
T3植物を用いて様々な解析を行った。 
まず、プレート上で生育させた低温馴化前
後の植物からタンパク質を抽出して、ルシフ
ェラーゼの活性を調査した。その結
COR15Apro ATG:LUC 株では低温に応答して



ルシフェラーゼ活性の増加が見られた。さら
に、タンパク質の抽出をせず直接ルシフェリ
ンを植物体に噴霧した場合でも低温応答を
モニターできることが明らかになった（図 1）。 

図 1. COR15Apro ATG:LUC株の低温応答 

 右側ではルシフェラーゼの発光を検出している。黄色

の点線で囲まれた植物は低温未馴化、水色の点線で囲ま

れた植物は低温馴化した植物である。 

 
一方、COR15Apro 1st intron:LUC株は、予想
に反してルシフェラーゼが低温にほとんど
応答しなかった。原因は不明であるが、低温
応答を厳密にモニターできる COR15Apro 
ATG:LUC株を得ることができたので、以後の
解析ではこの植物を用いることとした。 
 
②低温シグナル伝達を活性化する低分子化
合物のスクリーニング系の開発 
 次に、この植物を用いて低温シグナル伝達
に影響を与える化合物のスクリーニング系
開発を試みた。具体的には、COR15Apro 
ATG:LUC株の葉を低分子化合物で処理し、ル
シフェラーゼ活性を測定した。測定は 96 穴
プレートで三反復行った。その結果、スクリ
ーニング系はCOR15Aの発現を誘導する化合
物及び発現に影響を与えない化合物を正確
にスクリーニングすることが出来た。すなわ
ち、低温シグナル伝達を活性化する化合物の
スクリーニング系が開発できた。 
 
③実生致死性を示す葉緑体形成異常変異体
からの種子回収方法の開発 
 次に、アルビノ変異体 ppi2-2ホモ株から種
子を回収する系の確立を行った。詳細を図 2
に示した。まず、ppi2-2 ヘテロ株から得られ
た種子を、1%ショ糖を含むMS培地に播種し
た。発芽した植物のうち、アルビノ表現型を
示す実生（ppi2-2ホモ株）を 3%ショ糖を含む
MS 培地の入ったジップロックコンテナに移
した。植物が開花したのち、種子形成を促進
するために蓋の一部を開け、サージカルテー
プで塞いだ。 
 
 

 
図 2. ppi2-2ホモ変異体からの趣旨回収方法 

(A)は全体の流れを示している。(B)は実際に ppi2-2 株を

栽培中のジップロックコンテナ。 

 
その結果、下の図 3に示すように無菌培養
した ppi2-2株から種子を回収することが出来
た。回収した種子を播種して実生の表現型を
調べたところ、発芽したすべての実生がアル
ビノ表現型を示した。このことから、ppi2-2
ホモ株は実生致死性だと考えられていたが、
無菌培養すれば種子を回収できることが明
らかになった。 
 

 
図 3. 無菌培養により種子を形成した ppi2-2ホモ変異株 
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