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研究成果の概要（和文）：本研究では、光合成などの葉緑体機能を守るために植物が備えた、概日時計に依存し
た「待ちかまえ」ストレス応答の分子機構を明らかにすることを目的とした。明暗サイクル下の夜明け前後にお
ける遺伝子発現を詳細に調べた結果、概日時計に制御を受ける遺伝子群は複数のタイミングで誘導されることが
示された。表現系解析の結果も含め、植物は概日時計を用いることで夜明け後の光ストレスを予防・緩和してい
る可能性が示唆された。また、概日時計制御に関わる核と葉緑体間の双方向シグナル伝達や、光合成微生物にお
ける同様のシステムの存在についても検討を進め、一定の知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to understand molecular mechanisms of plant 
stress responses regulated by the circadian clock. We performed gene expression as well as 
phenotypic analyses around dawn in Arabidopsis thaliana, and found that the circadian clock is 
possible to repress light-dependent stressful condition after dawn. Furthermore, bidirectional 
signaling between the nucleus and chloroplasts for circadian regulation, and similar stress response
 mechanisms in photosynthetic microorganisms, have been also characterized. 

研究分野：植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 移動することのできない植物は、変動する
環境変化に速やかに応答するための独自の
生存戦略を持っている。このような植物特有
の環境適応機構の中でも、強光・低温・乾燥・
高塩濃度など、様々な環境ストレスに対する
応答メカニズムが次々と明らかにされ、主要
制御因子の過剰発現によるストレス抵抗性
植物の開発など、応用研究も積極的に展開さ
れている。これらストレス応答は、基本的に
全て「ストレスとなる状況が起こった場合に
おける植物の応答」であり、ストレスの回避、
あるいはダメージの軽減を目的とした適応
機構と捉えられてきた。 
 葉緑体は、原始シアノバクテリアの細胞内
共生によって誕生したと考えられており、独
自のゲノムDNAとその転写翻訳システムを有
していることから、核コード遺伝子群との協
調的な発現調節が正常な葉緑体の機能を支
える上で重要である。研究代表者らはこれま
でに、シロイヌナズナの葉緑体 RNA ポリメラ
ーゼの転写調節因子である核コードシグマ
因子のうち、SIG5 の発現が強光や低温など
様々な環境ストレスによって顕著に誘導さ
れることを見いだした。さらに、最近の研究
により、SIG5 は連続明条件下で約 24 時間周
期の発現パターンを示し、夜明け前に発現の
ピークを持つことから、ストレスのみならず
概日時計にも応答するシグマ因子であるこ
とを明らかにしてきた。 
 概日時計（サーカディアンリズム）は、様々
な生命活動を 1日 24 時間周期に適応させる
ための内在的なシステムであり、動物・植
物・微生物を問わず広く保存されている。植
物の概日時計は、多くのコンポーネントから
構成されており非常に複雑な分子ネットワ
ークを形成していることが示されている。動
物と比較してその生理的な意義については
あまり明らかにされていなかったが、最近に
なって、概日時計が正常に 24 時間を刻むこ
とが葉緑体での光合成能力や炭酸固定活性
の最適化に必要であるとの報告から、概日時
計の存在が植物の光合成や代謝、さらに物質
生産能力に大きな影響を与えるものとして
注目が集まっている。 
 先述の通り、ストレス応答にも深く関わる
シグマ因子 SIG5 の発現は、夜明け前から発
現が開始する。SIG5 は光化学系 II 複合体の
反応中心タンパク質をコードする psbA、psbD
の発現に関わることから、夜明け時に起こる
ストレスを前もって「待ちかまえる」ための
応答であるとも捉えることができる。言い換
えると、SIG5 の発現が夜明け前に誘導される
ことは、暗所から急に光が当たった際の光合
成装置の損傷を修復し、かつ、最大の光合成
活性が得られるように植物が発達させた究
極のストレス応答戦略とも考えられたが、そ
の詳細については不明のままであった。 
 

２．研究の目的 
 
 本研究では、この概日時計に依存した、葉
緑体機能を守るために植物が備えた「待ちか
まえ」ストレス応答の分子機構、特に概日時
計による葉緑体機能の調節機構を明らかに
することを目的とした。また、正常な葉緑体
機能の発現においては、核と葉緑体間の双方
向のシグナル伝達が重要とされている。その
ため、細胞内の時間情報の維持やストレスシ
グナルの共有に関わるオルガネラ間情報伝
達のメカニズムを明らかにすることで、昼夜
の光ストレスを「待ちかまえて」光合成機能
を守る植物特有のストレス応答の実体解明
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（1）概日時計に依存した葉緑体遺伝子発現
調節の実体をより明らかにするため、シグマ
因子 SIG1・SIG5 による葉緑体遺伝子の転写
制御について検討を行った。 
 
（2）SIG5 と同様に概日時計に影響を受ける
ストレス応答遺伝子を探索し、夜明け前後に
おける発現パターンを詳細に調べ、「待ちか
まえ」ストレス応答の可能性を検討した。 
 
（3）葉緑体の状態がプラスチドシグナルを
介して核の概日時計システムにどのような
影響を与えるかについて検討を行った。 
 
（4）高等植物に加え、光合成微生物におい
てもストレス応答と概日時計制御に深い関
係性があるかについて検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）シロイヌナズナの 6種のシグマ因子の
うち、SIG1 と SIG5 が特異的に概日時計に依
存した周期的な発現パターンを示し、その発
現ピークは夜明け前後となることが示され
ている。そのため、ChIP 解析により同定した
SIG1・SIG5 のターゲット候補遺伝子について、
概日時計に依存した発現パターンの変動を
調べたところ、従来より知られている psbD 
BLRP の発現は顕著な振動パターンを示した
ものの、その他の遺伝子については高振幅の
発現パターンは観察されなかった。また、
SIG1・SIG5 の欠損株においても発現挙動の変
化は見られなかったことから、複数のシグマ
因子が相乗的にこれら遺伝子の転写制御に
関わっている可能性が示唆された。一方で、
SIG5と psbD BLRP については共に明確な転写
振動を示し、明暗サイクル下における 1時間
ごとのサンプリングによる詳細な発現のタ
イムコースを調べた結果、SIG5の発現はpsbD 
BLRP の発現に先んじており、かつ夜明け前か
らの発現誘導を確認することができた。 
 



（2）SIG5 と同様に概日時計に制御され、朝
に発現ピークを示す光ストレス関連の遺伝
子をマイクロアレイデータから探索し、候補
に挙がった遺伝子の発現を調べた。その結果、
CAT2 等の光ストレスに対する防御に関わる
遺伝子の発現が夜明け前から上昇し、PSBS 等
の光化学系を保護する因子は夜明け直後に
発現が上昇していることが示された。これら
の遺伝子の発現上昇は、CAB3 を代表とする光
合成関連遺伝子よりも早いタイミングで発
現が上昇していたため、光化学系のタンパク
質を合成することよりも光化学系を守るた
めの応答の方が先に行われることが分かっ
た。また、夜明け前から上昇する遺伝子は概
日時計に制御され、夜明け後に発現が上昇す
る遺伝子は光によって発現が制御されると
考えられた。さらに、夜明け前後における概
日時計変異体の光ストレス感受性を調べた
ところ、概日時計変異体の生育は野生株と比
べて遅れることが分かった。これらの結果か
ら、植物は概日時計を用いて夜明け前から光
ストレス防御に関わる遺伝子を上昇させ、夜
明け後の光ストレスを「予防」し、速やかな
光応答によって夜明け後に光化学系を保護
する遺伝子を上昇させることで光ストレス
を『緩和』していることが予想された。この
『予防』と『緩和』二つの防御機構によって
植物は日中に被る光ストレスから身を守っ
ている可能性が示唆された。 
 
 (3)プラスチドシグナルとは、葉緑体の状態
を核に伝えることで核コードの葉緑体関連
遺伝子の発現を制御する役割を持つ。この情
報伝達経路については、特にレドックス応答
やストレス応答との関連から研究が進めら
れてきたが、概日時計に依存した遺伝子発現
リズムに果たす影響は調べられていなかっ
た。カロテノイド合成の阻害剤であるノルフ
ルラゾンを添加して葉緑体機能にダメージ
を与えた際の概日時計関連遺伝子の発現を
調べた結果、時計の中心振動体を構成する
CCA1 の発現振動には大きな影響を与えなか
ったのに対して、下流のターゲット遺伝子の
一つである CAB3 の周期的な発現パターンは
大きく乱れることが分かった。このことから、
概日時計に依存した下流遺伝子発現制御に
おいて、葉緑体の状態も調節因子の一つとし
て関与する可能性が示唆された。 
 
（4）上述のような仕組みが光合成微生物に
も備わっているかを検討するため、単細胞紅
藻シゾンを用いて一連の解析を行った。まず、
シゾンにおける概日時計による遺伝子発現
リズムについて調べた結果、全遺伝子の約
5％に相当する286の概日時計依存遺伝子が
同定され、この中には葉緑体やミトコンド
リア機能に関わる遺伝子が多く含まれるこ
とが示された。続いて、シロイヌナズナの
概日時計の中心振動体と相同性の高い
CCA1の欠損株と過剰発現株を用いて発現

解析を行った結果、オルガネラ機能に関わ
る GAPAなどの遺伝子発現パターンがコン
トロール株と比べて長周期化するなど、野
生株と比較して大きく変化することが分か
った。また、CCA1欠損株は野生株より増
殖速度が遅く、光合成活性やフィコシアニ
ン量も低いことが示された。さらに、シロ
イヌナズナと同様に、概日時計変異株の生
育は夜明け時における光ストレスに対して
弱まる傾向が観察された。したがって、
CCA1が関わる概日時計が遺伝子発現を介
してオルガネラ機能を制御していることが
示唆された。一方、葉緑体の状態が核の概
日時計に与える影響について検討するため、
光合成の阻害剤である DCMUを添加した
際の核コードの概日時計依存遺伝子の発現
を調べたところ、CCA1発現リズムの位相
が DCMU処理により前進したことから、光
合成を始めとした葉緑体機能が概日リズム
の位相調節に関わっている可能性が示唆さ
れた。 
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