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研究成果の概要（和文）：陸上植物進化における長日および光質依存的な相転換制御機構の成立について分子系
統学解析と分子遺伝学的解析により明らかにした。遺伝子の分布から概日時計の獲得は車軸藻類まで遡れること
が示された。苔類ゼニゴケを用いた機能解析によって、概日時計を介して遺伝子発現が概日リズムを刻むこと、
その下流にGI-FKFからなるタンパク質複合体が存在し配偶体世代における成長相転換を制御すること、1分子ず
つ存在する赤色光受容体フィトクロムと相互作用因子PIFを介して多様な赤色光応答を制御することを明らかに
した。これは、成長相転換制御の基本的機構が植物陸上進出の段階ですでに成立していたことを意味する。

研究成果の概要（英文）：In land plants, photoperiod and light quality are major environmental 
factors to control growth phase transition. However, little is known about how plants evolved 
regulatory mechanisms in land plant evolution. Comparative genome analysis revealed that acquisition
 of circadian clock can be traced back to charophytes. Molecular genetic analysis using the model 
liverwort Marchantia polymorpha showed that the clocks were functional for rhythmic gene expression.
 The protein complex consisting of GI and FKF functioned downstream of the clocks, and controlled 
growth phase transition in the gametophyte generation. M. polymorpha has photoreceptor phytochrome 
and PIF as single copy genes, interacting to transduce red-light signaling. These findings suggest 
that the basic molecular mechanisms for light-dependent growth phase control were already 
established at the early stage of plant evolution.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 植物発生学　ゼニゴケ　生殖成長　フィトクロム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
栄養成長から生殖成長への発生プログラ

ムの切り換えである成長相転換の機構の理
解は、近年のシロイヌナズナの研究を中心に
大きく進んだ。概日時計が日長を感知し転写
制御ネットワークを介してフロリゲンの産
生を誘導するというものである。この過程で
は、概日時計から入力に加えて、光質、温度、
個体齢といった情報も統合される。この現象
は花成と呼ばれるが、花が咲かない基部陸上
植物における成長相転換機構の研究は遅れ
ていた。 
昼夜や季節は周期的に変動し、予想可能な

ものである。生物はこの変化を感知するため
の機構を発達させてきた。その分子実体とし
て概日リズムを生み出す生体内の時計が存
在する。生体においては、転写や翻訳のフィ
ードバックループにより振動子が構成され
リズムが形成される。この時計は、光や温度
といった外環境で常に調整されている。シロ
イヌナズナの解析により、フィードバックル
ープの Morning complex として CCA1/LHY
遺伝子にコードされるMYB転写因子やPRR
ファミリーなどが、Evening complex として
LUX、ELF3、ELF4 などの因子の存在が知
ら れ ている 。 さらに 、 その下 流 で は
ZTL/FKF1 ファミリーの F-ボックスタンパ
ク質と生化学的に機能未知の核タンパク質
GI が複合体を形成し、下流の転写抑制因子
CDF を日長依存的に分解することが示され
ている。蘚類のモデルであるヒメツリガネゴ
ケでは時計そのものの報告は存在するが、下
流の GI/FKF 複合体が存在しないため、この
機構は植物の陸上進出後の制御系と考えら
れていた。つまり、多様な基部陸上植物の時
計や概日リズム制御の分布に関する知見は
乏しかったと言える。 
花成は光質によっても制御されている。生

物は、明暗や光質といった光環境を光受容体
が受容することからはじまり下流の信号伝
達を経て生理的な応答をする。植物の主要な
光受容体としてフィトクロムが知られてい
る。フィトクロムは赤色光を吸収する Pr 型
と遠赤色光を吸収する Pfr 型が光可逆的に相
互転換すること、Pfr 型が生理的に活性型で
あることといった特徴がある。被子植物では、
フィトクロムは多重遺伝子にコードされ、タ
ンパク質として光不安定な I 型と光安定な II
型に分類される。細胞内局在も光の影響を受
ける。I 型は遠赤色光照射により、II 型は赤
色光照射により核内に蓄積することが知ら
れている。また、光量依存性の異なる多様な
反応は基本的にフィトクロム分子種の役割
分担によるものと考えられていた。フィトク
ロムの信号伝達は、フィトクロムと相互作用
する bHLH 転写因子 PHYTOCHROME- 
INTERACTING FACTOR (PIF)による遺伝
子発現制御を基本機構とすることが示され
ていた。PIF タンパク質の蓄積はフィトクロ
ムを介して光依存的に変動し、その制御が信

号伝達に重要であると考えられていた。フィ
トクロム分子の原型はシアノバクテリアに
も見出されるが、タンパク質相互作用を介し
た PIF 転写因子による信号伝達系は被子植
物で報告されるのみで、その進化的な成立に
ついては不明であった。 
これまでに陸上植物の研究は、シロイヌナ

ズナをモデルとして大きく進展した。しかし、
陸上植物を広く理解することや効率的に研
究を進めるためには多様なモデル生物の導
入が重要である。現在、我々の研究グループ
が先導し分子遺伝学的実験基盤が整備した
苔類ゼニゴケが新たなモデル生物として注
目されつつある。ゼニゴケは、陸上植物進化
の基部に位置する。その生活環の大半が配偶
体世代（核相 n）であること、遺伝子の重複
が少なく遺伝子導入や遺伝子破壊が容易で
あることなどから分子遺伝的解析に適した
植物である。このようなモデル生物の広がり
を背景に植物の環境応答と成長制御の分子
機構を進化軸にそって比較解析することが
広く陸上植物の機構を知る上でも有効かつ
効率的であるとの認識が高まっていた。そこ
で苔類ゼニゴケを用いて研究を行うことで
光環境依存的な成長成長相転換機構の普遍
性と多様性を理解することを着想した。 
 
２．研究の目的 
植物は進化の過程で水中から陸上への進

出を果たした。水中とは大きく異なる陸上環
境に適応することが植物の陸上化に重要で
あったと考えれれる。水中と比較し、大きな
季節変動、重力、乾燥といった過酷な環境の
なかで植物は適応してきた。有性生殖や増殖
は生物の生存や繁栄にきわめて重要なプロ
セスである。植物の陸上化進化の過程におい
て成長相転換制御の基本的な制御機構が過
酷な環境のなかでどのように成立したかに
注目し、以下の項目を研究する。 

 
(1) 基部陸上植物の概日時計 
日長を感知するためにはネガティブフィ

ードバックループからなる概日時計が重要
である。概日時計が植物進化のなかでいつ獲
得されたか、その時計機能が保存されている
かを明らかにする。 

 
(2) GI-FKF1 複合体を介した光周性制御 
 概日時計で感知された情報は、機能未知な
核タンパク質 GI と E3 リガーゼ機能をもつ
F-ボックスタンパク質FKF1からなる複合体
を介して生理応答へ伝達される。この機構の
進化的な成立過程をゼニゴケにおける成長
相転換における機能をもとに明らかにする。 
 
(3) フィトクロムと PIF を介した光質認識と
信号伝達 
成長相転換の光制御には日長に加えて、光

質も重要である。ゼニゴケでは、長日条件に
加え、遠赤色光に富む光条件に置かれること



が成長相転換に必要である。これは一種の日
陰回避応答と考えられる。植物の赤色光・遠
赤色光受容体であるフィトクロムの機能を
実験生物学的に解析することで、光質条件の
識別機構の成立を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
陸上植物の進化においてコケ植物はもっ

とも基部に位置するとされている。コケ植物
のモデル生物として実験基盤が整備され、遺
伝子導入や遺伝破壊が容易な苔類ゼニゴケ
（Marchantia polymorpha）を対象に実験生
物学的なアプローチを用いて被子植物シロ
イヌナズナとの比較に解析を行った。必要に
応じてシロイヌナズナも利用し、機能比較を
行った。 

 
(1) 基部陸上植物の概日時計 
 我々の解析したゼニゴケゲノムや公開デ
ータベースのゲノム情報をもとに時計成分
のタンパク質を検索し、見出された因子につ
いて分子系統樹を作成し、その進化的起源を
調べた。 
 時計成分遺伝子を破壊したゼニゴケを作
成し、必要に応じて RNA 定量やルシフェラ
ーゼレポーターを用いて概日リズムを解析
し、概日時計としての機能を評価した。また、
生理的な機能は長日および短日条件におけ
る成長相転換に必要な日数を測定すること
で行った。 
 
(2) GI-FKF1 複合体を介した光周性制御 
 シロイヌナズナ gi 変異体にゼニゴケ GI 遺
伝子を導入し、分子的な機能評価を行った。
コケ植物におけるGIおよびFKF遺伝子の機
能を明らかにするために相同組換えによる
遺伝子破壊を行い、成長相転換表現型を解析
した。また、恒常的な発現を誘導するプロモ
ーターを用いてGIおよびFKF遺伝子を過剰
発現させることによって短日で成長相転換
が誘導されるかを調べた。更に、タンパク質
としての挙動を明らかにするために、酵母 2-
ハイブリッド法および免疫沈降法により、GI
およびFKFタンパク質の相互作用を調べた。 
 
(3) フィトクロムと PIF を介した光質認識と
信号伝達 
 異なる光条件におけるゼニゴケフィトク
ロムタンパク質の安定性を調べた。また、蛍
光タンパク質レポーターおよびフィトクロ
ム特異抗体を用いて、光条件における細胞内
局在を明らかにした。またフィトクロムがゼ
ニゴケにおいて赤色光依存的な遺伝子発現
や生理応答を制御するか、その機能が遠赤色
光照射でキャンセルされるかを調べた。 
 次に、フィトクロム下流の制御因子である
PIF タンパク質を同定した。上記のフィトク
ロム応答における機能を解析した。また、光
条件におけるタンパク質が光依存的な分解
を受けるかを調べた。最終的に、各条件にお

けるフィトクロムと PIF の相互作用を検出し、
作用機構と部位に関する情報を得た。フィト
クロム信号伝達機構の進化的起源に関する
知見を得た。 
 
４．研究成果 
(1) 基部陸上植物の概日時計 
 はじめに被子植物の概日時計の構成成分
である RVE、PRR、ELF3、ELF4、LUX と
いったタンパク質の進化的な起源を解析し
た。現生生物では遺伝子を持たない生物種が
散見されるが、広く分類群を見渡すことによ
り、これがその種（あるいは系統）特異的な
遺伝子喪失によるものかを推定した。緑藻で
は相同タンパク質の機能分化が進んでいな
いことが示された、陸上植物の概日時計の構
成タンパク質は基本的にシャジクモ類では
成立していたことを明らかにした。また、そ
の構成因子の遺伝子数は苔類ゼニゴケでは
冗長性がみられず、陸上植物進化のなかでコ
ピー数が増加したことがわかった。 
 次に、ゼニゴケを用いて遺伝子機能解析を
行った。PRR、TOC1、RVE 遺伝子の mRNA
蓄積量は明暗条件で日周変動を示した。また、
連続明条件および連続暗条件では多くの因
子で発現リズムが維持された。苔類に概日リ
ズムが存在することが示されたので、次に
PRR、TOC1、RVE 遺伝子の機能を解析した。
ゼニゴケではCaMV35Sプロモーター制御下
のルシフェラーゼ遺伝子発現系統はその化
学発光に周期性が観察された。各時計遺伝子
を破壊した系統ではリズムが大きく影響を
受けた。このリズムの制御に関しては時計因
子としての機能を持つことが明らかにされ
た。これらの時計因子遺伝子はゼニゴケの生
体内で中肋からメリステム領域にかけて高
い発現を示し、成長との機能的な関連が示唆
された。しかしながら、ゼニゴケの長日条件
での成長相転換への影響、すなわち相転換の
タイミングのずれは観察できなかった。つま
り、遺伝子発現制御に対する時計成分の寄与
は明らかにできたが、生体内における生理的
な意義は不明である。遺伝子破壊を補償する
経路が存在する可能性や、解析した Morning 
complex ではなく Evening complex が成長
相転換制御に重要であるといった可能性が
考えられた。これらの主たる内容は、主な発
表論文等-雑誌論文に示した文献 2 で報告し
た。 
 
(2) GI-FKF1 複合体を介した光周性制御 
 ゼニゴケゲノムには、GI と FKF1 のオル
ソログが 1 コピーずつ存在した。機能に重要
と考えられる配列は高度に保存されており、
基本的に被子植物と共通した分子機能をも
つことが予想された。ゼニゴケ GI 遺伝子を
導入したシロイヌナズナ gi 変異体は、花成遅
延表現型が部分相補され、共通した分子機能
をもつことが実験的にも支持された。 
 シロイヌナズナの GI および FKF1 遺伝子



は概日時計により制御され、概日リズムを刻
むことが知られている。ゼニゴケの GI およ
びFKF遺伝子の発現をRNAレベルで解析し
たところ、両者とも明期の終わりに発現ピー
クを示した。また、その発現リズムは恒常明
条件および恒常暗条件でも維持され、概日リ
ズムを刻むことがわかった。 
 酵母 2-ハイブリッド法および共免疫沈降
実験によりゼニゴケ GI および FKF1 の相互
作用が検出された。時空間的な遺伝子発現特
異性を GUS レポーターを用いて調べたとこ
ろ、両遺伝子はメリステム領域から中肋にか
けて強く発現していた。両タンパク質は成長
の盛んな部位で複合体を形成することが示
された。 
 ゼニゴケにおいて相同組換えにより GI お
よび FKF 遺伝子を破壊したところ、gi 変異
体、fkf 変異体ともに生殖成長誘導条件であ
る遠赤色光補光を行った長日条件での成長
相転換が観察されなかった。つまり、どちら
のタンパク質も日長依存的な成長相転換に
必要であることが示された。一方、GI あるい
は FKF 遺伝子を恒常的に発現する系統は、
野生型が成長相転換を示さない短日条件に
おいて成長相転換を示した（遠赤色光は補
光）。つまり、GI と FKF は光周期依存的な
成長相転換に十分な因子であることがわか
った。 
 これらの解析により、ゼニゴケがもつ GI
と FKF 複合体は成長相の転換において基本
的に被子植物と共通の機能を持つことがわ
かった。すなわち、コケ植物の雌器床と雄器
床形成と被子植物の花成は、それぞれ配偶体
世代および胞子体世代といった異なる核相
における現象であるが、成長相転換としての
基本的な機構は共通していること、配偶体世
代の相転換が花成の原型であることが示さ
れた。この主たる内容は、主な発表論文等-
雑誌論文に示した文献 8 で報告した。 
 
(3) フィトクロムと PIF を介した光質認識と
信号伝達 
 ゼニゴケはゲノムにフィトクロム遺伝子
を 1 コピーのみコードしていた。信号伝達や
光受容に重要な N 末端や多量体形成に重要
な C 末端領域は基本的に被子植物と共通す
るドメイン構造を持っていた。大腸菌で発現
させたゼニゴケフィトクロムは光受容能を
もち、典型的な光可逆性を示した。ゼニゴケ
フィトクロムに対する抗体を用いて様々な
光条件におけるタンパク質の光安定性を調
べたところ、ゼニゴケフィトクロムは被子植
物の II 型フィトクロムに似た光安定性を示
した。次に、細胞分画および蛍光タンパク質
レポーターを用いて、各光条件における細胞
内局在を調べたところ、ゼニゴケフィトクロ
ムは暗所では細胞質に蓄積すること、光照射
条件では赤色光条件および遠赤色光条件と
もに核内へタンパク質が移行することがわ
かった。光条件における細胞内局在の点から

は、被子植物の I 型フィトクロムに類似して
いる。分子系統樹の解析では、ゼニゴケフィ
トクロムは被子植物の I型および II型フィト
クロムの基部に位置することからも I 型と II
型を併せ持つフィトクロムが祖先的である
可能性が示された。 
 次に恒常活性型フィトクロム発現系統や
野生型フィトクロム過剰発現系統を利用し
て、フィトクロムを介する生理応答や遺伝子
発現制御を調べた。無性芽の発芽はフィトク
ロム依存的に赤色光照射で促進され、遠赤色
光照射で抑制された。また、CAB 遺伝子や
POR 遺伝子の発現はフィトクロムにより制
御された。すなわち、光可逆性を示す低光量
応答をフィトクロムが担うことが示された。
また、恒常活性型フィトクロムを発現する株
は成長相転換を示さないことからこの現象
にも関与することが示された。 
 次に信号伝達に関与する PIF 遺伝子を探
索したところゲノム上に 1コピー存在するこ
とがわかった。相同組換えにより作成した pif
遺伝子破壊株は恒常活性型フィトクロムと
似た表現型を示した。また、無性芽の発芽お
よび遺伝子の発現制御においても暗所にお
いて同様の光応答が観察された。PIF がフィ
トクロムの下流の負の因子であることを支
持している。 
 また、各種光条件下におけるタンパク質の
挙動を観察したところ、PIF は暗所で蓄積す
ること、これは遠赤色光でも代用できること、
赤色光照射で分解すること、この分解が
MG-132 処理で抑制されるプロテオームを介
する選択的タンパク質分解によるものであ
ることがわかった。さらに、植物体内におけ
るフィトクロムと PIF の相互作用を検出し
た。両者の相互作用には発色団の存在が必須
であること、赤色光依存的であること、また
PIFタンパク質に存在するフィトクロムA結
合部位とされる APA 領域依存的であること
が示された。 
すなわち、PIF はフィトクロム応答の負の

制御因子として進化的に機能が保存されて
いること、フィトクロムおよび PIF による信
号伝達系は植物が陸上化した時点で成立し
ていたことが示された。尚、この研究の主た
る内容は、主な発表論文等-雑誌論文に示した
文献 3 で報告した。 
また、フィトクロムがゼニゴケの光質依存

的な成長相転換にも関与することも明らか
にした。 
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