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要旨 

植物は環境情報として光を受容することで、光環境の変化に応じて分化や成長を調節

し、適切な応答反応を行う。植物では様々な光応答反応が観察されており、光屈性、葉

緑体光定位運動、気孔開口などは主に青色光で誘導される光応答反応である。刻々と変

化する光環境に応じて迅速にこれらの反応を示すことで、植物は光合成効率の促進を図

っている。 

葉緑体光定位運動は光環境に応じて葉緑体の細胞内局在を変化させ、葉緑体の光吸収

効率を調整することにより光合成効率を最適化する、植物にとって重要な光応答反応で

ある。葉緑体光定位運動によって、葉緑体は効率的に光を吸収するために弱い光が当た

っている部位へと移動し (集合反応)、強い光からは光損傷を避けるために逃げる (逃避

反応)。葉緑体光定位運動は多くの陸上植物で青色光によって誘導されており、青色光受

容体フォトトロピンがその光受容体であること、その下流で複数のシグナル伝達因子が

関与していることが明らかとなってきた。これまでに解析が行われてきた植物では、フ

ォトトロピンも含めたいくつかの因子における遺伝子重複が報告されており、遺伝子機

能の冗長性のため、葉緑体光定位運動に関わる分子制御機構はいまだ全容解明に至って

いない。 

本研究では、新たなモデル植物として陸上植物の進化上最も基部に位置する苔類の一

種、ゼニゴケMarchantia polymorpha L.に着目した。ゼニゴケにおいて葉緑体光定位運動

を詳細に解析し、集合反応と逃避反応が青色光によってのみ誘導されることを明らかに

した。暗黒下における葉緑体局在 (暗黒定位) についても観察し、ゼニゴケ幼葉状体にお

ける暗黒定位のパターンを明らかにした。ゼニゴケにおける葉緑体光定位運動の光受容

体候補であるフォトトロピン遺伝子の探索を行った結果、典型的なドメイン構造を保持

したフォトトロピン遺伝子 (MpPHOT) を単離した。ゲノムデータベース検索およびゲノ

ムサザンブロット解析から、ゼニゴケにはフォトトロピンが 1 分子種のみ存在している

ことを明らかにした。ゼニゴケで確立されている相同組換えによるジーンターゲティン

グの手法によって、MpPHOT のノックアウト株を作出して葉緑体光定位運動の観察を行

い、ゼニゴケでは１分子種のフォトトロピンが集合反応、逃避反応、暗黒定位のすべて

の葉緑体光定位運動を制御することが明らかとなった。したがって、ゼニゴケの葉緑体

光定位運動は陸上植物に共通した反応を示すものの、複数のフォトトロピンによって複

雑に制御されている従来のモデル植物の制御機構に比べて、ゼニゴケにおける制御機構

は 1 分子種のフォトトロピンで制御される単純なものであることが示された。また、系
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統解析の結果 MpPHOT が陸上植物の基部に位置したことから、Mpphot はフォトトロピ

ンとしての祖先的な機能を保持していることが期待された。実際に、シダ植物であるホ

ウライシダおよび被子植物であるシロイヌナズナのフォトトロピン変異体において

MpPHOT を発現させたところ、それぞれの植物のフォトトロピン変異体における葉緑体

光定位運動の欠損がレスキューされたことから、ゼニゴケフォトトロピンの葉緑体光定

位運動における制御能は進化的に保存されていることが明らかとなった。 

以上より、ゼニゴケは明確な葉緑体光定位運動をもち、青色光シグナル伝達

機構を複雑に発展させた維管束植物と共通する葉緑体光定位運動の基本的な

制御機構を保持していることが示唆された。本研究により、ゼニゴケは陸上植物

に共通なフォトトロピンによる葉緑体光定位運動制御の基本的分子機構を解析するうえ

で優れたモデル植物となると期待される。 
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略語一覧 

bp base pairs 

CBB Coomassie brilliant blue  

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

dCTP deoxycytidine 5'-triphosphate 

DNA deoxyribonucleic acid 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EMS ethyl methanesulfonate 

EST expressed sequence tag 

FMN flavin mononucleotide 

GFP green fluorescent protein 

kb kilo base pairs 

kDa kilo dalton 

LED light emitting diode 

LOV light, oxygen, or voltage 

MES 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 

ORF open reading frame 

PAC P1-derived artificial chromosome 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR polymerase chain reaction 

RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction 

T-DNA transfer-deoxyribonucleic acid 

UTR untranslated region 

  

フォトトロピンの表記 

PHOT フォトトロピン遺伝子 

PHOT フォトトロピン アポタンパク質 

phot フォトトロピン ホロタンパク質 
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第 1章   序論 

 

植物の光応答反応 

植物は固着生活を営むため、最適環境を求めて移動することはできない。そのため、絶

え間なく変化する環境に応じて植物体を変化させることで、環境に適応し、生存している。

環境変化に適切に応答するためには、環境の変化を情報として感知することが重要であり、

植物は、光、土壌中の水分、栄養成分、温度、湿度、日長、重力、二酸化炭素濃度、接触

刺激など様々な環境情報を認識して適切な応答反応を行っている。多様な環境情報の中で、

光は光合成に必要なエネルギー源としての役割だけでなく、同時に植物の様々な生理的応

答を調節するシグナルとしても機能している。植物は、光の波長、強度、方向性、日周変

化、日長変化などを読み取り、環境変化に応じて発芽や成長相移行、運動応答などの生理

応答を調節している。 

 植物の多様な光応答反応は、遺伝子発現を制御することで形態形成調節を行う比較的長

期的な応答と、遺伝子発現を介さない迅速な応答に大別できる。遺伝子発現制御を伴う光

応答反応のみでは応答に時間がかかるため、自然環境での絶え間ない光変化に対応しにく

いが、遺伝子発現調節を介さず大きな形態変化を必要としない応答反応をもつことで、一

時的な環境変化に対して迅速に適応することが可能となっている。迅速な光応答反応には、

葉緑体光定位運動、光屈性や気孔の開口などがあり、光条件に応じて最適に誘導されるこ

とで光合成の効率化に寄与している。 

 

葉緑体光定位運動 

葉緑体は光合成において重要な役割を担う細胞小器官であり、その細胞内局在の厳密な

制御は、光合成に用いる光吸収効率の最適化につながり、植物全体の光合成の効率化にお

いて大きく貢献している。多くの植物種では、葉緑体の細胞内局在を光依存的に調節する

機構が備えられており、光条件に応じた光合成効率の上昇と光損傷の回避をバランスよく

行うことで植物体全体での光合成効率化を図っている。 

 葉緑体光定位運動に関する詳細な研究は 19世紀から行われてきた (Böhm, 1856)。緑藻類、

苔類、蘚類、シダ植物、種子植物といった様々な植物種で光条件によって異なる葉緑体分

布パターンが観察され、葉緑体は一般的に光の強さや方向に対して応答することが明らか

になっている (Senn, 1908)。弱光条件下では光の照射方向に対して垂直となる細胞面に沿っ

て葉緑体は局在しており (集合反応；図 1)、光合成に利用する光を効率的にとらえることが

できる。反対に、強光条件では、葉緑体は光の照射方向と平行な細胞面に沿って分布し (逃

避反応；図 1)、全体の光吸収量を最小にして光による損傷を避ける。 

このような葉緑体の局在変化は、多くの植物では主に青色光によって誘導されるが、ホ

ウライシダを含む多くのシダ植物や蘚類ヒメツリガネゴケ、車軸藻類ヒザオリやメソタイ
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ニウムなどの一部の植物種では、青色光だけでなく赤色光も葉緑体運動を誘導するのに有

効である (Suetsugu and Wada, 2007b)。 

さらに、葉緑体は暗黒下において一定の局在パターンを示すことが明らかとなっている 

(暗黒定位)。暗黒定位は植物種や組織によって異なっており、例えば、図 1 に示すように、

シロイヌナズナの葉肉細胞では葉緑体は細胞の下部に局在し (Suetsugu et al., 2005a)、ホウラ

イシダの前葉体細胞では葉緑体は近傍の細胞と接着している垂直細胞面に局在する 

(Kagawa and Wada, 1993; Tsuboi et al., 2007)。 

 

青色光受容体フォトトロピン 

 シロイヌナズナを用いた分子遺伝学的解析によって葉緑体光定位運動に関わる分子機構

の解明が進められており (Suetsugu and Wada, 2012)、光によって活性化するキナーゼである

フォトトロピン (phot) が青色光受容体として同定されている (Jarillo et al., 2001; Kagawa et 

al., 2001; Sakai et al., 2001)。フォトトロピンは約 120 kDaのタンパク質であり、N 末端側の

光受容領域と C 末端側のシグナル伝達領域の 2 つの機能的な領域から構成されている 

(Christie, 2007)。光受容領域には Per/ARNT/Sim (PAS) ドメインスーパーファミリーに属する

２つの light, oxygen, or voltage (LOV) ドメイン (LOV1と LOV2) が含まれる。それぞれの

LOV ドメインは１分子のフラビンモノヌクレオチド (FMN) と結合しており、青色光のセ

ンサーとして機能する (Christie et al., 1999)。特に LOV2 ドメインは、シグナル伝達領域に

おける青色光依存的な活性化調節に重要な役割を果たす (Christie et al., 2002; Harper et al., 

2003)。シグナル伝達領域にはセリン/スレオニンキナーゼドメインが存在し (Huala et al., 

1997)、青色光照射によって活性化することでシグナル伝達を担っている。暗黒下では LOV2

ドメインによってキナーゼ活性が抑えられているが、青色光照射によって LOV2 ドメイン

のシステインと FMN の間に共有結合が生じて光活性化し、タンパク質全体の立体構造が変

化すると、LOV2 ドメインの抑制がはずれてキナーゼが活性化される。特に LOV2 ドメイン

とセリン/スレオニンキナーゼドメインの間に存在する Jへリックス領域の立体構造変化が

青色光依存的なキナーゼの活性化に重要であることが示されている (Harper et al., 2003; 

Takayama et al., 2011)。 

シロイヌナズナには phot1 と phot2の 2分子種のフォトトロピンが存在しており、葉緑体

光定位運動だけでなく、光屈性、気孔の開口、葉の平坦化といった、植物の光合成効率を

最適化して成長を促進するような光応答反応を制御している (Christie, 2007)。phot1 と phot2

は、葉緑体の集合反応 (Sakai et al., 2001)、胚軸の光屈性 (Huala et al., 1997; Sakai et al., 2001)、

気孔の開口 (Kinoshita et al., 2001)、葉の平坦化 (Sakai et al., 2001; Sakamoto and Briggs, 2002) 

を重複的に制御している (Suetsugu and Wada, 2013)。しかしながら、胚軸伸長抑制は phot1

が特異的に制御し (Folta and Spalding, 2001)、葉緑体の逃避反応 (Jarillo et al., 2001; Kagawa 

et al., 2001) と柵状組織の細胞発達の主な光受容体としては phot2が機能を担う (Kozuka et 

al., 2011)。このように phot1と phot2には一定の機能分化も存在する。また、葉緑体の暗黒
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定位に関しても phot2が関与していることが報告されている (Suetsugu et al., 2005a; Tsuboi et 

al., 2007)。 

フォトトロピンが関与する青色光応答反応のなかで、葉緑体光定位運動は無核の細胞で

も観察されることから (Wada, 1988)、遺伝子発現調節を介さない可能性が示されている。さ

らに、フォトトロピンは青色光によって誘導される遺伝子発現にはほとんど影響を与えな

いことから (Jiao et al., 2003; Ohgishi et al., 2004; Lehmann et al., 2011)、フォトトロピンの制御

する光応答反応は、遺伝子発現調節を介さない機構により制御されていると考えられてい

る。細胞内局在としては、細胞膜貫通ドメインをもたない phot1と phot2の細胞膜局在が報

告されており (Sakamoto and Briggs, 2002; Kong et al., 2006)、一部は細胞膜だけでなく葉緑体

外膜にも局在することから (Kong et al., 2013c)、細胞膜または葉緑体周辺での機能が示唆さ

れている。また、青色光依存的な局在変化も観察されており、phot1は細胞質移行 (Sakamoto 

and Briggs, 2002; Knieb et al., 2004; Wan et al., 2008; Kaiserli et al., 2009)、phot2はゴルジ体への

結合を示す (Kong et al., 2006)。多くの植物で葉緑体光定位運動はアクチン繊維に依存して

いるが (Suetsugu and Wada, 2012)、フォトトロピンが葉緑体上のアクチン繊維の重合部位や

量を青色光依存的に制御することにより、葉緑体の運動と細胞膜への結合を制御している

ことが明らかとなっている (Kadota et al., 2009; Kong et al., 2013a)。 

フォトトロピン遺伝子 (PHOT) は様々な植物で単離されており、種子植物、シダ植物、小

葉類、蘚類では複数のフォトトロピン遺伝子が存在していることが示されている (Li et al., 

2014)。前述のように、シロイヌナズナでは phot1と phot2の 2分子種が存在している。シダ

植物のホウライシダでは、葉緑体の集合反応と逃避反応は青色光と赤色光の両方で誘導さ

れるが (Yatsuhashi et al., 1985)、その光受容体として 2 つのフォトトロピン (Acphot1 と

Acphot2) と 1 つのネオクロムが単離されており、フォトトロピンファミリーが 3 分子種存

在することが明らかになっている (Nozue et al., 1998; Kagawa et al., 2004)。ネオクロムは赤色

光受容体フィトクロムの発色団結合ドメインと全長のフォトトロピンから構成されたキメ

ラ光受容体である。ネオクロムは葉緑体光定位運動を制御する赤色光受容体であることが

示されたが (Kawai et al., 2003)、LOV ドメインを介して青色光による葉緑体運動も制御でき

る可能性が示唆されている (Kanegae et al., 2006)。蘚類のヒメツリガネゴケでも葉緑体逃避

反応や集合反応は赤色光と青色光で誘起される (Kadota et al., 2000)。ヒメツリガネゴケのゲ

ノムにはネオクロム遺伝子は存在しないものの、7分子種のフォトトロピン遺伝子が存在す

る (Rensing et al., 2008)。このうちの 4つ、photA1、A2、B1、B2については青色光依存的な

葉緑体光定位運動において機能することが確認されている (Kasahara et al., 2004)。さらに赤

色光依存的な葉緑体運動についても、フィトクロム (Mittmann et al., 2004; Uenaka and Kadota, 

2007) とともにこれらのフォトトロピン (Kasahara et al., 2004) が機能していることが示さ

れている。フォトトロピンとフィトクロムの直接的な相互作用が赤色光依存的な葉緑体光

定位運動に関与していることが示唆されており (Jaedicke et al., 2012)、赤色光依存的な葉緑

体運動のシグナル経路でもフォトトロピンが必須の因子であることが明らかとなっている 
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(Kasahara et al., 2004)。 

単細胞の緑藻クラミドモナスには、フォトトロピンは 1分子種のみ存在する (Huang et al., 

2002; Kasahara et al., 2002)。クラミドモナスの PHOT 遺伝子をシロイヌナズナ phot1 phot2変

異体において発現させると、葉緑体光定位運動の欠損を相補することから (Onodera et al., 

2005)、フォトトロピンが制御する葉緑体光定位運動のシグナル伝達機構における初期段階

は緑色植物において広く保存されていることが示唆されている。クラミドモナスにおける

単一のフォトトロピンの存在は、フォトトロピンの制御機構を解析するうえで理想的では

あるものの、クラミドモナスでは葉緑体光定位運動が観察されないので、葉緑体光定位運

動のモデルとして有用でない。 

 

基部陸上植物ゼニゴケ 

陸上植物はコケ植物と維管束植物に大別され、維管束植物は小葉類、シダ植物、裸子植

物、被子植物に分類される。本研究において用いたゼニゴケMarchantia polymorpha L.は苔

類に属しており、蘚類、苔類、ツノゴケ類から構成されるコケ植物の 1 種である。コケ植

物は進化上最も早くに分岐した陸上植物群であり、なかでも苔類は陸上植物の進化上最も

基部に位置しており (Bowman et al., 2007)、陸上植物で共通してみられる様々な生理学的応

答を解析するうえで重要な植物種である。 

ゼニゴケの生活環の大半を占める葉状体は配偶体である (図 2)。ゼニゴケは雌雄異株であ

り、自然環境下では春と秋に葉状体先端に雄器床や雌器床を形成し、受精によって胞子を

形成する有性生殖による繁殖を行う。無性生殖によって繁殖することも可能であり、1年を

通して葉状体上に形成される杯状体内の無性芽は 1 細胞由来のクローンであり、地表に落

ちると新たな葉状体へと成長する。葉状体の構造は扁平で、葉状体本体と仮根によって構

成される単純な体制をもつ。種子植物で広く見られるような根・茎・葉といった器官は存

在しない。葉状体の背側には光合成に必要なガス交換の場と考えられている気室が表面を

覆うように多数存在している。仮根は葉状体腹側に形成され、仮根によって地面に固着し

た状態で地表を這うように成長するが、仮根は水分および栄養分の吸収能力を持たないの

で、葉状体全体で土壌中の水分や栄養分を吸収する。 

このように、ゼニゴケは体制の単純さに加えて遺伝的に均一なクローンを容易に取得で

きるという実験材料としての利点を有する。また、生活環の大半を半数体で過ごすことか

ら、遺伝子型と表現型が一致しており、変異の優性や劣性に関わらず表現型観察を行うこ

とができるという遺伝学的解析においての利点も備えている。 

近年、ゼニゴケにおいて分子遺伝学的解析を行うための基盤整備が進められてきた。こ

れまでに、パーティクルボンバードメントを用いた核ゲノム (Takenaka et al., 2000) および

葉緑体ゲノム (Chiyoda et al., 2007; Chiyoda et al., 2008) への形質転換法、アグロバクテリウ

ムによる高効率な核ゲノムへの形質転換法  (Ishizaki et al., 2008; Kubota et al., 2013; 

Tsuboyama and Kodama, 2014) が確立された。γ 線照射や EMS処理による変異誘起および突
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然変異体の単離、T-DNA タギングを用いた形質転換による変異体の取得と原因遺伝子の同

定 (Ishizaki et al., 2013b) などが行えるようになっており、順遺伝学的な解析が可能となっ

ている。また、相同組換えを利用した遺伝子ターゲティング法 (Ishizaki et al., 2013a)、

CRISPR/Cas9 を利用したゲノム編集法 (Sugano et al., 2014) などの逆遺伝学的手法も利用

可能である。 

さらに、異なる発生段階や光条件の植物体に由来する EST 情報 (Nagai et al., 1999; 

Nishiyama et al., 2000) が利用可能となっており、ゲノム全体に対する PACゲノムライブラ

リーの構築 (Okada et al., 2000) に加えて、ゲノム解読プロジェクトがアメリカの Joint 

Genome InstituteのCommunity Sequencing Program (http://jgi.doe.gov/why-sequence-a-liverwort/) 

のもとで進行中である。 

これまでの研究の結果、ゼニゴケゲノムには、植物の主な光受容体であるフィトクロム、

クリプトクロム、フォトトロピンがそれぞれ 1 分子種ずつ存在していること、主要な概日

時計構成因子を 1 分子種ずつ保持していることなどが明らかになっており、ゼニゴケは遺

伝的冗長性が低く、陸上植物の進化に伴って複雑化したシグナル伝達機構の原型を単純な

形で保持していることが期待されている。 

 

ゼニゴケにおける青色光応答反応 

これまでに、本研究室において、さまざまなゼニゴケ光応答反応の解析が行われてきた。

赤色光応答反応としては、発芽胞子および葉状体の細胞分裂制御や生殖生長相移行制御、

葉状体の扁平生長促進が報告されている (石崎ら、2013)。青色光によって誘導される光応

答反応としては、葉状体や原糸体の光屈性 (Phototropism)、原糸体の偏光屈性 (Polarotropism)、

葉緑体光定位運動  (Chloroplast photorelocation movement)、背腹性決定  (Dorsoventral 

patterning) が確認されている (図 3)。ゼニゴケの無性芽や胞子に対して一方向から青色弱光

を連続照射すると、葉状体や原糸体の先端は光源方向に向かって成長し、青色光に対する

正の光屈性を示す。原糸体は、成長途中においても光照射方向の変化を認識して成長方向

を変化させる。また、原糸体は、青色の偏光についてその振動方向を認識し、振動方向に

対して垂直な方向へ成長軸を定めて成長する偏光屈性を示す。葉状体発生過程においても

青色光は重要な役割を担っており、扁平な円盤状で表裏の違いをもたない無性芽は、葉状

体へと成長する過程で気室に富んだ背側組織を青色光依存的に形成するという背腹性決定

を行っている。 

これらのゼニゴケ青色光応答反応のうち、光合成効率化に寄与している葉緑体光定位運

動については古くから報告されている (Senn, 1908)。葉状体背側表面に形成される気室内部

に存在するフィラメント状の同化糸では、入射光の角度に応じて葉緑体の局在位置が変化

する様子が観察されていた (図 4)。また、青色光が葉緑体局在変化を引き起こすのに有効な

光波長であることも示唆されていた。しかしながら、ゼニゴケを含めた苔類の葉緑体光定

位運動に関する詳細な観察は不足している。そこで、本研究ではゼニゴケにおいて葉緑体

http://jgi.doe.gov/why-sequence-a-liverwort/
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光定位運動を詳細に観察すると同時に、分子遺伝学的解析によって葉緑体光定位運動にお

ける光受容体がフォトトロピンであることを明らかにした。 
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第 2章   材料と方法 

 

実験材料と培養条件 

本研究では、ゼニゴケの野生型雄株として Takaragaike-1 (Tak-1)、野生型雌株として

Takaragaike-2 (Tak-2) または BC3-38を用いた (Ishizaki et al., 2008)。BC3-38は Tak-1と Tak-2

を掛け合わせて取得した F1 の雌株に対して、Tak-1 との戻し交配を 3 回繰り返して取得し

た雌株である。BC3-38 について、Tak-1と Tak-2 のゲノム DNAに存在する多型を検出する

マーカー27 個を用いて解析を行った結果、多型マーカーの 27 箇所の遺伝子部位に関して

Tak-1 遺伝背景であることが確認された。植物体はそれぞれ 1/2 Gamborg’s B5 寒天培地 

[(Gamborg et al., 1968), pH 5.5, 1% (w/v) 寒天] を用いて、連続白色光 (約 20 Wm
−2

)、22°C 条

件で培養した。観察および表現型解析には野生株として Tak-1を用いた。 

 

葉緑体光定位運動の観察  

1/2 Gamborg’s B5 寒天培地、22°C、連続白色光条件で無性芽から 3日間培養したものを幼

葉状体として各光処理を行った。葉緑体の局在は 1層または数層の細胞からなる幼葉状体

の周縁部で観察した。  

青色光照射には青色 LED (MIL-B18, SANYO Electric, Osaka, Japan)、赤色光照射には赤色

LED (MIL-R18, SANYO Electric) を用い、減光フィルター (Smoke 20, Sumitomo 3M, Tokyo, 

Japan) で光強度を調節した。暗黒定位は、培養 3 日目の幼葉状体を暗黒条件でさらに 3 日

間培養した後、観察を行った。 

マイクロビーム照射は、直径 25 mm、厚さ 5 mmのキュベット (スチールリング、丸型カ

バーガラス、シリコンのスペーサーで構成される) に幼葉状体を移して行った (Wada et al., 

1983)。幼葉状体を移したキュベットを顕微鏡のステージにセットし、マイクロビーム照射

装置 (Yatsuhashi and Wada, 1990; Tsuboi et al., 2006; Wada, 2007) でさまざまな光強度の赤色

光または青色光を連続照射し、赤外光で葉緑体の局在変化を経時的に観察した。マイクロ

ビームの照射領域は 50 μm  10 μmまたは直径 25 μmとした。幼葉状体のキュベット封入、

キュベットの設置、観察など、作業はすべて緑色弱光下で行った。マイクロビーム照射に

伴う葉緑体運動過程は1分ごとに写真を撮影して記録した。撮影写真を ImageJ (version 1.45s; 

http://rsbweb.nih.gov/ij/) を用いて解析した。赤色光および青色光のマイクロビームは、それ

ぞれ、1 Wm
−2あたり約 5.5 または 3.8 μmol photons m

−2
 s

−1に相当する。 

暗黒定位の定量化における葉緑体占有面積および細胞表面積の計測は過去のシロイヌナ

ズナにおける計測を参考にした (Suetsugu et al., 2005a) 。 

 

原糸体光屈性の観察と原糸体光屈性変異体のスクリーニング 

突然変異を誘起した胞子群を作出するために、Tak-1 と BC3-38 を交配して得られた胞子

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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群に対して線 (200 Gy) の照射を行った。原糸体を観察するために、滅菌した胞子を 1% 

(w/v) スクロース含有 1/2 Gamborg’s B5 寒天培地に播いた。一方向から青色弱光 (およそ 1.5 

Wm
−2

) が連続照射される環境で 14日間培養し、原糸体へと成長させたのち、その形態を観

察した。γ線照射胞子のうち、光源方向に向かって直線状に成長する野生型胞子とは異なる

成長を示した個体を単離し、原糸体光屈性変異体とした。白色光下で葉状体へと成長させ

たのち無性芽を取得し、葉緑体光定位運動を観察した。 

 

ゲノム DNA の抽出 

全ゲノムDNAは、連続白色光下で無性芽から2週間培養し、さらに2日間暗処理したTak-1

または各形質転換体の葉状体 (約 5.0 g) を用いて、CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) 

法 (Ishizaki et al., 2013a) によって抽出した。抽出後のゲノム DNAはサザンブロット解析に

用いた。 

 

ゼニゴケフォトトロピンの単離 

ゼニゴケフォトトロピン cDNA 配列の一部は、これまでに用いられていた縮重プライマ

ー (Kagawa et al., 2004) を用いて単離した。この cDNA 部分配列を基に設計したプライマー

を用いて、本研究室に存在するゼニゴケ PAC ゲノムライブラリー (Okada et al., 2000) を検

索し、PCRによってゼニゴケフォトトロピンを含む PACクローンを複数単離した。単離し

た PAC クローンのうちの 1 つ、pMM23-591 A3 のシーケンス解析の結果、ゼニゴケフォト

トロピンのゲノム配列を決定した。 

 

サザンブロット解析 

CTAB 法で抽出した約 4 μgの全ゲノム DNAを制限酵素によって切断した後、0.6% (w/v) 

アガロースゲル電気泳動で分離した。泳動後のゲルは、ナイロンメンブレン (Biodyne A, 

PALL, Port Washington, NY, USA) にブロッティングした。メンブレンは、Church hybridization 

buffer (Church and Gilbert, 1984) で 50℃、1時間プレハイブリダイゼーションした後、[ -
32

P] 

dCTP で標識したプローブを用いて、50°C でハイブリダイゼーションした。プローブは

Random Primer Labeling Kit Ver.2 (Takara Bio, Shiga, Japan) で標識し、フォトトロピンの分子

種の確認には LOV2 プローブ (1050 bp) を、ジーンターゲティングの解析には 3種類のプロ

ーブ (P1、P2および P3; それぞれ 1182, 902, 1000 bp) を用いた。メンブレンの洗浄、解析

は過去の手法に従った (Chiyoda et al., 2008)。 

 

フォトトロピンの系統解析 

フォトトロピンアミノ酸配列のマルチプルアライメントの作成には Geneious version 6.1.8 

(Biomatters; http://www.geneious.com/) に搭載されている MUSCLE プログラム (Edgar, 2004) 

を用いた。次に Gblocks (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html) によって

http://www.geneious.com/
http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
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相同性の低い領域を取り除き、Jへリックスと C 末端領域のセリン/スレオニンキナーゼド

メインを含む相同性の高い領域を使って、Geneious の MrBayes 2.0.9 (Huelsenbeck and 

Ronquist, 2001)、Markov-chain Monte-Carlo simulations を用いて系統樹を作成した。解析には

Rate Matrix=blosum; Rate Variation=gamma; Gamma Categories=4; Chain Length=1000000; 

Subsampling Freq=200; Heated Chains=4; Burn-in Length=250000; Heated Chain Temp=0.2 のパ

ラメーターを用い、アウトグループにはプラシノ藻オストレオコッカスのフォトトロピン

配列を用いた。系統解析に用いたフォトトロピンとそのアクセッション番号を以下に示す。 

 

 シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana; At_PHOT1 (AAC01753)、At_PHOT2 (AAC27293) 

 イネ Oryza sativa; Os_PHOT1a (BAA84780)、Os_PHOT1b (BAA84779) 

 ア ン ボ レ ラ Amborella trichopoda; Atr_PHOT1 (XP_006828236) 、 Atr_PHOT2 

(XP_006849852) 

 ホウライシダ Adiantum capillus-veneris; Ac_PHOT1 (BAA95669)、 Ac_PHOT2 

(BAD16730) 

 イヌカタヒバ Selaginella moellendorffii; Sm_PHOT1-1 (EFJ32904)、Sm_PHOT1-2 

(EFJ15768)、Sm_PHOT2-1 (EFJ27458)、Sm_PHOT2-2 (EFJ07343) 

 ヒメツリガネゴケ Physcomitrella patens; Pp_PHOTA1 (EDQ60892)、Pp_PHOTA2 

(EDQ60548)、 Pp_PHOTA3 (EDQ69871)、 Pp_PHOTA4 (EDQ71981)、 Pp_PHOTB1 

(EDQ68737)、Pp_PHOTB2 (EDQ49461)、Pp_PHOTB3 (EDQ79801) 

 ヒザオリMougeotia scalaris; Ms_PHOTA (AB206968)、Ms_PHOTB (AB206969) 

 クラミドモナス Chlamydomonas reinhardtii; Cr_PHOT (CAC94941) 

 オストレオコッカス Ostreococcus tauri; Ot_PHOT (CAL58288) 

 

ターゲティングによるフォトトロピンノックアウト株の作出 

ゼニゴケフォトトロピンのノックアウト株を作出するために、pJHY-TMp1 ベクターを用

いた (Ishizaki et al., 2013a)。フォトトロピン遺伝子の 5側および 3側の相同組換え領域 

(3492 bpおよび 3482 bp) をKOD FX Neo (Toyobo, Osaka, Japan) によるゲノミック PCRで増

幅し、pJHY-TMp1の PacIサイトと AscIサイトにそれぞれ In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech, 

Mountain View, CA, USA) を用いて挿入した。PCR のプライマーとして、5側領域には

PHOT-5IF-L / PHOT-5IF-R (表 1)、3側領域には PHOT-3IF-L / PHOT-3IF-R (表 1) を用いた。

作出したターゲティングコンストラクトをアグロバクテリウムによって Tak-1と Tak-2の交

配で得た野生型胞子に導入し (Ishizaki et al., 2008; Ishizaki et al., 2013a)、候補となる形質転換

体を 10 g/ml ハイグロマイシンで薬剤選抜した。薬剤耐性株 (T1 世代) から相同組換えに

よってノックアウトされた株をゲノミック PCR で選抜した (Ishizaki et al., 2013a)。選抜には

GT-L2 / GT-R3、GT_L0 / P1R、および HIF / GT_R5の 3種類のプライマーセット (表 1) を用

い、野生株と異なるサイズの増幅断片が得られる個体を探索した。選抜後、T1 世代から 1
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細胞由来で形成される無性芽 (G1世代) を取得し (Ishizaki et al., 2012)、取得した 2株をゼ

ニゴケフォトトロピンノックアウト株 (Mpphot
KO

) として、G1 世代で形成される無性芽 

(G2世代) を各実験に用いた。 

 

MpphotKOの相補株の作出 

Mpphot
KO株において MpPHOTを発現させた相補株を作出するために、クロロスルフロン

耐性を植物に付与する mutated ACETOLACTATE SYNTHASE 遺伝子 (mALS) をもつバイナリ

ーベクター (pMpGWB302; 石崎ら、未発表) を用いた。フォトトロピンのコード領域の上

流約 5 kb をプロモーター領域とし、プロモーター領域とコード領域からなるゲノム配列を

PCR によって取得し、エントリークローン (pAI019) を作成した。MpPHOT のゲノム断片

を含む pAI019 を作出するために、プロモーター領域とコーディング領域を PCR によって増

幅させた。プロモーター領域の増幅には PRO_L / PRO_R (表 1)、コーディング領域の増幅に

は Infusion_fw / Infusion_rvをプライマーとしてそれぞれ用いた (表 1)。プロモーター領域を

pENTR/D-TOPO (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) にクローニングしたのちに、HindIII

による制限酵素処理および In-Fusion HD Cloning Kit によってコーディング領域をプロモー

ター領域の下流に挿入し、MpPHOTの開始コドンの上流 5 kbと 3’UTR までの全長約 13 kb

を含む pAI019 を作成した。LR Clonase II (Life Technologies) によってMpPHOTカセットを

pMpGWB302に挿入したコンストラクトを、葉状体切断片による形質転換法 (Kubota et al., 

2013) によって Mpphot
KO株に導入し、0.5 μM クロロスルフロン (DuPont, Wilmington, DE, 

USA) による薬剤選抜によって、Mpphot
KO相補株 (gMpPHOT/Mpphot

KO
) を作出した。 

 

フォトトロピン抗体を用いた免疫ブロット法  

ゼニゴケの免疫ブロッティングには、培養 7 日目の葉状体を 3 日間暗処理し、各光処理

を行った後でサンプリングして用いた。葉状体 (100-200 mg 程度) を液体窒素で凍結し、乳

鉢で破砕してタンパク質抽出を行った。Mpphot の発現解析には等量の抽出バッファー [1 

mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM sodium fluoride, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 100 

mM NaCl, 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)] を加え、4°C、16,000gで 20分間遠心し

た上清を用いた。8% (w/v) SDS-PAGEゲルでタンパク質画分をサイズ分画し、polyvinylidene 

difluoride メンブレン (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) に転写を行った。本研究室

で作出されたウサギ抗 Mpphot 抗体を 5000 倍希釈して一次抗体反応に用い、二次抗体反応

には 10000 倍希釈したウサギ IgG 抗体 [Anti-rabbit IgG HRP-conjugated secondary antibody 

(GE Healthcare, Uppsala, Sweden)] を用いた。ECL Plus Western Blotting Detection System (GE 

Healthcare) によって ImageQuant LAS-4010 digital imaging system (GE Healthcare) で化学発光

の検出を行った。 
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細胞内局在解析  

蛍光タンパク質によって標識された Mpphot (gMpPHOT-Citrine) を発現する形質転換体を

作出するために、PRO_L / PRO_R および Infusion_fw / Infusion_Cend_rv (表 1) を用いて

MpPHOT のプロモーター領域および開始コドンから最後のセンスコドンまでのコーディン

グ領域をもつコンストラクトを上記の相補株作成の過程と同様に作出し、C 末端に Citrine

を付与するバイナリーベクターpMpGWB307 (Ishizaki et al., 2013b) に挿入した。完成したバ

イナリープラスミドを Mpphot
KO株の葉状体へ形質転換した。Citrine の蛍光シグナルは培養

3 日目の幼葉状体において共焦点レーザー顕微鏡 (FV1000; Olympus, Tokyo, Japan) で、波長 

515 nm の励起光を照射し、525 - 565 nmの蛍光を観察した。 

 

MpPHOT を導入したホウライシダ phot2 変異体における葉緑体光定位運動の解析 

ホウライシダにおいて MpPHOTを一過的に発現させた株を取得するために、MpPHOT-L / 

MpPHOT-R (表 1) のプライマーを用いて MpPHOT cDNA 配列を取得して、pGWB2 ベクタ

ー (Nakagawa et al., 2007) に Gateway system (Life Technologies) を用いてクローニングして

35S:MpPHOTを作出した。ホウライシダphot2変異体に35S:MpPHOTベクターと35S:GFP ベ

クターを同時にパーティクルボンバードメントによって導入し (Kagawa et al., 2004)、GFP

蛍光を指標にしてMpPHOT が導入された細胞を探索した。青色光 (100 Wm
−2

) のマイクロ

ビーム照射による葉緑体局在変化について 1 分間隔で写真を撮影し、MpPHOT 導入細胞と

非導入細胞で比較を行った。 

 

MpPHOT を導入したシロイヌナズナ phot1 phot2 変異体における葉緑体光定位運動の

解析 

MpPHOT cDNA配列を pGWB2 ベクター (Nakagawa et al., 2007) に Gateway system (Life 

Technologies) を用いてクローニングし、アグロバクテリウムを介してシロイヌナズナ phot1 

phot2二重変異体 (phot1-5 phot2-1) に導入した。形質転換体における葉緑体運動を葉の光透

過率変化 (Wada and Kong, 2011) により調べた。赤色光 (650 nm) の透過率を 2分間隔で自

動的にマイクロプレートリーダー (VersaMax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) で計

測し、青色光照射に伴う透過率変化を解析した。 

 

Accession Numbers  

MpPHOTのゲノム配列および cDNA配列はDDBJ/GenBank/EMBL データベースへ登録を

行った。登録したアクセッション番号を以下に示す。 

 AB938187 (MpPHOT gene) 

 AB938188 (MpPHOT cDNA) 
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第 3章   結果 

 

3-1 苔類ゼニゴケ幼葉状体における葉緑体局在変化の解析 

  

これまでに報告されているゼニゴケの光による葉緑体局在変化は、気室内の同化糸で観

察されていた (Senn, 1908)。しかしながら、同化糸は気室を構成する屋根の細胞に覆われて

いるため (Kny, 1890)、葉状体切断片の作成なしに表層から観察することは困難であった。

また、気室の形成に伴う葉状体構造の多層化によって、葉状体表皮細胞での葉緑体観察も

困難であったことから、本研究では比較的細胞層の少ない気室形成前の幼葉状体 (無性芽か

ら成長する葉状体の成長初期のもの、本研究では培養 3日目のものを用いた) を観察に用い

ることとした。 

初めに、野生株の幼葉状体を用いてさまざまな光条件のもとで葉緑体の分布パターンを

観察した。連続白色光下で 3 日間培養した幼葉状体では、白色光下で葉緑体は細胞の上面

を覆うように局在しており (図 5A)、葉緑体集合反応における典型的な局在パターンを示し

ていた。青色強光 (50 Wm
−2

) を 2 時間照射すると、葉緑体は細胞の水平面から垂直面へと

局在を変化させ (図 5B)、他の植物で観察される典型的な逃避反応を示した。対照的に、赤

色強光 (50 Wm
−2

) を 2 時間照射した場合では、葉緑体は細胞の水平面に留まっており (図

5C)、赤色光に依存する葉緑体の局在変化は観察されなかった。 

また、白色光下で培養した幼葉状体に対して 3 日間の暗処理を施すと、青色強光を照射

した場合と同様に、葉緑体は細胞の水平面から垂直面へと局在を変化させていた (図 5D)。

しかしながら、葉状体周縁部の細胞では逃避反応時とは異なる葉緑体局在パターンが観察

された。青色強光下での逃避反応の場合、周縁部の細胞でも内側の細胞でも葉緑体は細胞

のすべての垂直面に局在しており、周縁部の細胞の最外に位置する垂直細胞面にも葉緑体

が局在していた (図 5B)。暗処理の場合、内側の細胞では青色強光照射時と同様にすべての

垂直面に葉緑体が局在していたが、ホウライシダの前葉体細胞における葉緑体局在変化に

類似して (Kagawa and Wada, 1993; Kagawa and Wada, 1995; Tsuboi et al., 2007)、周縁部の細胞

では一番外側の垂直面には葉緑体は局在しておらず、他の細胞と隣接する垂直面にのみ局

在していた (図 5D)。暗処理に依存した特徴的な葉緑体局在パターンが観察されたことから、

この局在パターンをゼニゴケの暗黒定位とした。 

 次に、ゼニゴケにおける葉緑体光定位運動を細胞レベルで詳細に解析するために、シロ

イヌナズナ (Kagawa and Wada, 2000) やホウライシダ (Kagawa and Wada, 1999) においてな

されたようにマイクロビーム照射を用いて光量および光質の変化に伴う葉緑体光定位運動

を詳細に顕微鏡観察した (図 6)。 青色弱光 (10 Wm
−2

) では、光照射領域外にあった葉緑体

は光照射領域内へと移動し、光照射領域内にあった葉緑体はそのまま光照射領域内に留ま

っており (図 6A、E)、照射光に対する集合反応が観察された。青色強光 (50 Wm
−2

) では、
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光照射領域外の葉緑体は光照射領域内に移動することができず光照射領域外に留まるが、

光照射領域内の葉緑体は光照射領域外へと移動し (図 6B、F)、照射光に対する逃避反応が

観察された。 

光量および光質を変えて同様の観察を行ったところ (表 2)、青色光の場合、0.01 Wm
−2か

ら 25 Wm
−2の範囲では、葉緑体の集合反応が観察された。37.5 Wm

−2では、葉緑体によって

集合反応または弱い逃避反応が観察された。50 Wm
−2以上の光量では明確な逃避反応が観察

されたことから、逃避反応と集合反応の境界が 37.5 Wm
−2付近であることが示唆された。 

赤色光のマイクロビーム照射では実験に用いた全ての光量条件で、葉緑体の光定位運動は

観察されなかった (図 6C、D、G、H)。蘚類のヒメツリガネゴケの場合、白色光下で培養し

た原糸体と異なり、連続赤色光下で培養した原糸体は赤色光によって誘導される葉緑体局在

変化を示す (Kadota et al., 2000)。しかしながら、ゼニゴケの場合、連続赤色光下で培養した

幼葉状体でも赤色光依存的な集合反応や逃避反応を観察することはできなかったことから、

ゼニゴケの葉緑体運動は赤色光で誘導されないことが示唆された。 

以上の結果から、ゼニゴケ葉緑体光定位運動は赤色光ではなく青色光によって誘導される

ことが示された。 

 

 

3-2 苔類ゼニゴケにおける青色光受容体フォトトロピン遺伝子の単離と構造解析 

 

3-1では、ゼニゴケの青色光依存的な葉緑体光定位運動が観察された。シロイヌナズナや

ホウライシダ、ヒメツリガネゴケで葉緑体光定位運動の青色光受容体としてフォトトロピ

ンが同定されていることから、ゼニゴケ葉緑体光定位運動の光受容体候補としてフォトト

ロピンに着目し、フォトトロピン遺伝子の単離と同定を試みた。 

まず、フォトトロピン LOV2 ドメインとキナーゼドメインの保存領域に対応する縮重プ

ライマーを用いた RT-PCR により、ゼニゴケフォトトロピン遺伝子 (MpPHOT) の断片を増

幅させたところ、単一の cDNA 断片が取得された。その cDNA 配列を基に、本研究室で確

立された PAC ゲノムライブラリーからフォトトロピン遺伝子を含む PAC クローン 

(pMM23-591 A3) を単離し、その配列解読によってフォトトロピン遺伝子全長とその周辺約

50 kb の配列を決定した。決定した MpPHOT のゲノム配列および cDNA 配列は

DDBJ/GenBank/EMBL データベースへ登録を行った  [アクセッション番号 ; AB938187 

(MpPHOT gene) および AB938188 (MpPHOT cDNA)]。 

野生株のゲノム DNAを用いたサザンブロット解析において (図 7)、フォトトロピンのシ

グナルは、上記で決定したゲノム配列から予測される位置にのみ検出されたことから、ゼ

ニゴケのフォトトロピン遺伝子は 1 分子種であることが示された。さらに、現行のゲノム

データベースおよびさまざまな組織由来のトランスクリプトームの情報の解析からも、ゼ

ニゴケには単離したフォトトロピン 1分子種のみが存在していることが支持された。 
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単離したMpPHOT は 24エキソンと 23イントロンから構成されていた。MpPHOTの ORF

におけるイントロンの挿入位置は、基本的にシロイヌナズナの PHOT1 または PHOT2 の位

置と共通しており、アミノ酸配列における相同性が低い 1か所のみ比較ができなかった (図

8)。 MpPHOTの ORFは 1,115アミノ酸をコードすることが推定され、2つの LOV ドメイン 

(LOV1 と LOV2) と 1 つのセリン/スレオニンキナーゼドメインから構成されていた (図 9)。

LOV ドメインのアミノ酸配列は、これまでに明らかになっている他の植物種のフォトトロ

ピンと高い相同性を示しており、発色団 FMN との結合および光活性化に必要なアミノ酸残

基 (Crosson and Moffat, 2001) も保存されていた (図 10)。したがって、ゼニゴケフォトトロ

ピンの LOV ドメインは光反応する可能性が示唆された。Mpphotの LOV1ドメインの上流の

N 末端領域は、シダ植物や蘚類のフォトトロピン同様 (Kagawa et al., 2004; Kasahara et al., 

2004)、種子植物のフォトトロピンの N 末端領域より長くなっていた (図 9)。N 末端領域の

植物種間における保存性は低いものの、シロイヌナズナの phot1および phot2 でリン酸化が

報告されているいくつかのセリン残基 (Inoue et al., 2008; Inoue et al., 2011) に対応するセリ

ン残基が Mpphot の N 末端領域においても保存されていた (図 10; 黒色のアスタリスク)。

また、セリン/スレオニンキナーゼドメインも他の植物種のフォトトロピンと高い相同性を

示したが (図 10)、特に、シロイヌナズナ phot1および phot2の機能において重要な自己リン

酸化部位であるキナーゼドメインのアクチベーションループ内にある 2 つのセリン残基

(Inoue et al., 2008; Inoue et al., 2011) は Mpphotにおいても完全に保存されていた (図 10; 赤

色の三角)。 

植物種間で保存性の高いセリン/スレオニンキナーゼドメイン周辺の領域 (Mpphot の 699 

– 1087 aaに相当する; 図 11) を用いた系統解析の結果、MpPHOTはコケ植物のフォトトロ

ピンのクレードに属していた (図 12)。コケ植物のクレードは、被子植物やシダ植物、小葉

類のクレードとは異なるクレードを形成しており、被子植物における phot1 および phot2の

分岐以前に分岐していた。また、MpPHOT はコケ植物の中でも、蘚類ヒメツリガネゴケに

おける photAと photB の分岐の基部に位置しており、蘚類や維管束植物のように、複数分子

種化している陸上植物のフォトトロピンの基部に位置していた。最近報告されたフォトト

ロピン遺伝子の大規模な系統解析においてもゼニゴケを含む苔類 7 種のフォトトロピンは

被子植物の phot1および phot2とは異なるクレードを形成することが示されており、蘚類や

維管束植物の基部に位置することが示唆されている (Li et al., 2014)。また、Li et al. (2014) の

解析において、用いられたゼニゴケを含む苔類すべてでフォトトロピンが 1 分子種のみ単

離されていることから、ゼニゴケのフォトトロピンが 1 分子種のみであるという本研究の

結果が支持される。 

以上のことから、陸上植物の進化上最も基部に位置する苔類に属するゼニゴケは、他の

陸上植物種では進化に伴って複数分子種化しているフォトトロピンの基部に位置する祖先

的なフォトトロピンを 1分子種のみ有していることが示唆された。 
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3-3 葉緑体光定位運動における青色光受容体フォトトロピンの機能解析 

 

本節ではMpphotの葉緑体光定位運動における機能解析を目的とした逆遺伝学的解析を行

った。はじめに MpPHOTのノックアウト株の作出を行った (3-3-1)。次に作出したノックア

ウト株およびその相補株を用いて葉緑体光定位運動を詳細に解析した (3-3-2)。また、Mpphot

の細胞内局在について観察を行った (3-3-3)。 

 

3-3-1. ジーンターゲティング法によるフォトトロピンノックアウト株の作出 

Mpphot の葉緑体光定位運動における役割を明らかにするために、ジーンターゲティング

法 (Ishizaki et al., 2013a) を用いてフォトトロピンのノックアウト株を作出した。相同組換え

によって、発色団 FMN とのフラビン C(4a)-システイン結合に寄与するシステイン残基を含

む LOV1ドメインの一部をコードする 276 bpをハイグロマイシン耐性カセットに置換して

(図 13A)、ノックアウト株 (Mpphot
KO

) を 2 株作出した。ゲノミック PCR による Mpphot
KO

株選抜では、ハイグロマイシン耐性カセットの挿入によって、野生株とは異なるサイズの

増幅断片がMpphot
KO株で検出された (図 13B)。取得した Mpphot

KO株についてサザンブロッ

ト解析を行った結果、1コピーのターゲティングコンストラクトがフォトトロピン遺伝子内

に相同組換えによって挿入されていることが確認された (図 13C)。また、Mpphot 抗体を用

いたウエスタンブロッティングによるフォトトロピンタンパク質の発現解析の結果、野生

株で検出されたフォトトロピン (123.3 kDa) のシグナルは Mpphot
KO 株では検出されず、

Mpphot
KO株ではフォトトロピンタンパク質が蓄積していないことが確認された (図 14)。 

 さらに、Mpphot
KO 株が示す表現型がフォトトロピン遺伝子の破壊によって起こっている

ことを明らかにするために、Mpphot
KO株においてMpPHOT プロモーター制御下で MpPHOT

を発現する相補株 (gMpPHOT/Mpphot
KO

) を作出した。ウエスタンブロッティングの結果、

gMpPHOT/Mpphot
KO株では、フォトトロピンが野生株と同程度蓄積していた (図 14)。 

 

3-3-2. フォトトロピンノックアウト株における葉緑体光定位運動の解析 

作出したフォトトロピンノックアウト株およびその相補株において葉緑体局在変化を観

察し、野生株の葉緑体光定位運動と比較することで、葉緑体光定位運動におけるフォトト

ロピンの役割を明らかにすることを試みた。連続白色光下では、野生株の葉緑体は細胞の

上面を覆うように全体に集まっているのに対して (図 5A)、Mpphot
KO株の葉緑体は、細胞の

上面にまばらに局在していた (図 15A)。したがって、Mpphot
KO株は葉緑体集合反応に欠損

をもつ可能性が示唆された。また、野生株で葉緑体の逃避反応が観察される光量の青色光 

(50 Wm
−2

) を 2 時間照射した条件下では、Mpphot
KO株は照射前と同様の葉緑体局在を示し

ていた (図 15A)。これらの結果から、Mpphot
KO株は集合反応に加えて葉緑体逃避反応にも

異常をもつことが示された。 

 さらに、Mpphot
KO株では暗処理後に野生株と異なる葉緑体局在が観察された。3日間の暗
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処理の後、野生株の辺縁部の細胞では葉状体の最外の垂直細胞面に葉緑体の局在は見られ

なかったが (図 5D)、Mpphot
KO株では隣接する細胞のない垂直面にそって局在する葉緑体が

複数存在していた (図 15A)。また、暗処理後の細胞の表面上に局在する葉緑体が野生株に

比べて Mpphot
KO株で多くなっていた。そこで、細胞上面全体の面積に対して葉緑体が占め

る面積を計測して比率を求めたところ (図 16)、野生株と異なり、Mpphot
KO株における葉緑

体占有比率は暗処理の前後でほとんど変化が見られなかった。よって、Mpphot
KO 株では暗

処理に伴う葉緑体の局在変化が生じていないことが示され、Mpphot
KO 株の葉緑体暗黒定位

に欠損があることが明らかとなった。Mpphot
KO 株では集合反応、逃避反応、暗黒定位の欠

損が見られたが、これらの欠損は gMpPHOT/Mpphot
KO 株においてすべて回復していた (図

15Bおよび 16)。 

Mpphot の機能についてより詳細な解析を行うために、Mpphot
KO 株および

gMpPHOT/Mpphot
KO 株においてマイクロビーム照射を用いた観察を行った。青色弱光 (10 

Wm
−2

) の場合、Mpphot
KO株の葉緑体は光照射領域に向かう移動を示さず、集合反応は観察

されなかった (図 17A、E)。青色強光 (50 Wm
−2

) では、Mpphot
KO株の逃避反応は観察され

ず、光照射領域内に局在する葉緑体は領域内に留まっていた (図 17B、F)。強光および弱光

の両条件において、Mpphot
KO株の葉緑体は細胞の水平面と垂直面にまばらに局在していて、

光に応じた局在変化を示さなかったことから、Mpphot
KO 株において集合反応および逃避反

応が欠損していることが改めて確認された。また、gMpPHOT/Mpphot
KO株では青色弱光によ

る集合反応も青色強光による逃避反応もそれぞれ回復していた (図 17C、D、G、H)。 

以上の結果から、Mpphot
KO株における葉緑体光定位運動の欠損はMpPHOTの欠失に起因

するものであり、Mpphot はゼニゴケにおける葉緑体光定位運動の光受容体として機能して

いることが示された。 

  

3-3-3. 蛍光タンパク質を用いたフォトトロピンの細胞内局在解析 

Mpphotの発現パターンと細胞内局在を明らかにするために、Mpphotの C末端に蛍光タン

パク質である Citrine を融合させた Mpphot-Citrine の遺伝子を MpPHOT プロモーター制御下

で発現するコンストラクトを作出し、Mpphot
KO 株に対して形質転換を行った。取得した

Mpphot-Citrine株 (gMpPHOT-Citrine/Mpphot
KO

) では、野生株と同様の葉緑体光定位運動が観

察され (図 18)、Citrine 標識した Mpphot がフォトトロピンとして機能的であることが示さ

れた。 

培養 3 日目の幼葉状体において蛍光顕微鏡による観察を行った (図 19A)。Mpphot-Citrine

による蛍光シグナルは、葉緑体光定位運動が観察された葉状体辺縁部の細胞だけでなく、

小さな細胞が多く存在しているメリステム領域や仮根が形成されている基部の領域でも観

察された。したがって Mpphotは幼葉状体全体に存在していることが示された。 

また、高倍率下では細胞膜付近で特に強いシグナルが観察され (図 19B)、Mpphot-Citrine

の細胞膜局在が示唆された。 
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3-4 葉緑体光定位運動変異体の分離と原因遺伝子の探索 

 

本節では、ゼニゴケ葉緑体光定位運動の変異株の取得とその原因遺伝子の同定を目的と

して、葉緑体光定位運動と既知のゼニゴケ青色光応答反応である原糸体光屈性を指標とし

た変異体の探索を行った (3-4-1)。また、取得した葉緑体光定位運動変異株において、原因

遺伝子の候補であるフォトトロピンにおける変異解析を行った (3-4-2)。 

 

3-4-1. 青色光依存的な原糸体光屈性を指標とした青色光応答変異体の選抜 

前節までの逆遺伝学的手法による葉緑体光定位運動の光受容体解析と並行して、葉緑体

光定位運動変異体の単離と解析による葉緑体光定位運動の順遺伝学的解析を行った。植物

の青色光応答反応は、葉緑体光定位運動以外にも様々なものが観察されている。代表的な

モデル植物であるシロイヌナズナでは、葉緑体光定位運動に異常のある変異体で、気孔開

口や芽生えの光屈性などに異常があることが報告されている (Kinoshita et al., 2001; Sakai et 

al., 2001)。フォトトロピンの変異体における表現型異常の共通性から、葉緑体光定位運動と

光屈性におけるシグナル伝達機構は共通する部分があると考えられており、両方の現象に

欠損を示す変異体は、光受容体あるいは光受容体に近いところで機能している比較的上流

のシグナル伝達因子の変異体である可能性が高い。 

ゼニゴケおける光屈性の観察では、これまでに青色光および赤色光を用いて光質依存的

な原糸体の成長方向の解析が行われ、原糸体が青色光光源に向かって先端成長する正の光

屈性を示すことが示唆されている。この原糸体の光屈性を指標にした一次スクリーニング

を行い、得られた原糸体光屈性変異体の中に葉緑体光定位運動にも変異のある個体が存在

すると期待し、γ線照射によって突然変異を誘起した胞子群から青色光応答変異体を選抜す

ることとした。 

1方向からの青色光照射条件で成長させた野生型胞子では、光源方向に向かった直線状の

原糸体しか観察されなかった (図 20A)。約 11,000 個体の γ 線照射胞子由来の原糸体を観察

したところ、ほとんどの個体は先端が光源方向に向かった直線状の形態になり、野生型胞

子と同様に正の光屈性を示すのに対して、少数の個体では屈曲や高頻度の分岐によって直

線状にはならず、先端が光源方向に向かわない形態を示していた (図 20B-E)。野生型胞子

と異なる形態を示した原糸体を原糸体光屈性変異体として単離し、前述の葉緑体光定位運

動について、白色光下における集合反応の観察を行った (図 20G-J)。複数の原糸体光屈性変

異体における集合反応を観察し、白色光下で野生株のような明確な葉緑体集合反応を示さ

ない株、#41を取得した。この 1個体を、chloroplast abnormal positioning 1 (cap1) と名付け、

青色光照射および暗処理に伴う葉緑体光定位運動の観察を行った。 

観察の結果、cap1 では、白色光での集合反応、青色強光条件での逃避反応、暗処理後の

暗黒定位、すべてにおいて野生株と異なる葉緑体局在が観察された (図 21A)。以上より、

cap1 を、原糸体光屈性と葉緑体光定位運動という複数の青色光応答において変異が見られ
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る青色光応答変異体として、葉緑体光定位運動に関する解析に用いることとした。 

 

3-4-2. 青色光応答変異体における原因遺伝子の探索 

単離した青色光応答変異体 cap1 では、原糸体の光屈性だけでなく葉緑体光定位運動に異

常が見られたことから、MpPHOT を原因遺伝子の第一候補として解析を行った。 

 cap1 株から単離した MpPHOT のゲノム DNA 全長についてシーケンス解析を行い、野生

株の配列と比較したところ、21番目のイントロンから 22番目のエキソンにかけての 95 bp

が欠失していることが明らかとなった (図 22A)。cap1株の RNAを抽出して合成した cDNA

で MpPHOT のシーケンス解析を行ったところ、セリン/スレオニンキナーゼドメイン内の 2

アミノ酸の代わりに 4 アミノ酸が挿入されたタンパク質をコードする配列となっていた 

(図 22B)。ゲノム配列でみられた欠失変異の結果、スプライシングパターンの変化が生じた

と推測された。 

これまでに本研究室において、大腸菌発現系で精製した cap1 型の全長フォトトロピンタ

ンパク質を用いた自己リン酸化活性の解析が行われており、cap1 変異により自己リン酸化

活性が喪失することが示唆されている (寺井三佳氏、私信)。したがって、cap1 株で観察さ

れた葉緑体光定位運動の欠損は、MpPHOTのゲノム配列における部分欠損によって Mpphot

のキナーゼ活性が失われた結果生じた可能性が示された。 

 Mpphot
KO 株と同様に、MpPHOT を内在性プロモーター制御下で発現させる相補株 

(gMpPHOT/cap1) を作出して表現型の解析を行ったところ、集合反応、逃避反応、暗黒定位

の欠損がすべて回復していた (図 21B)。以上より、cap1 株における葉緑体光定位運動およ

び原糸体光屈性に関する欠損は、フォトトロピンのアミノ酸変異に起因することが示唆さ

れた。 

 

 

3-5 フォトトロピンによる葉緑体光定位運動制御機構の進化学的解析 

 

本節では、ゼニゴケのフォトトロピン遺伝子を進化的に離れた植物種に導入することで、

葉緑体光定位運動における Mpphotの役割が陸上植物全般に共通するものであり、他の植物

種においても葉緑体光定位運動を制御する青色光受容体として機能できるかを検証した。 

 

3-5-1. ホウライシダ変異体におけるゼニゴケフォトトロピンの機能解析 

ホウライシダでは葉緑体の逃避反応が欠損した phot2 変異体が取得されている (Kagawa 

et al., 2004)。この phot2変異体の前葉体に対してPHOTを cauliflower mosaic virus 35S (35S) プ

ロモーター制御下で一過的に発現させることにより、PHOT の逃避反応における機能をマイ

クロビームで解析する系が確立されている (Kagawa et al., 2004)。 

これと同様の方法により、Mpphot の機能解析を行った。葉緑体逃避反応について青色強
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光 (100 Wm
-2

) を用いて観察した結果、隣接する MpPHOT 非導入細胞では葉緑体が光照射

領域に集まるのに対し、MpPHOT 導入細胞では葉緑体は光照射領域外へと逃避反応を示し、

phot2 変異を抑圧した (図 23)。したがって、Mpphot はホウライシダにおいて青色光受容体

として機能し、葉緑体逃避反応のシグナル伝達系を活性化できることが示唆された。 

 

3-5-2. シロイヌナズナ変異体におけるゼニゴケフォトトロピンの機能解析 

次に被子植物シロイヌナズナを用いた機能解析を行った。被子植物シロイヌナズナでは、

2 分子種存在するフォトトロピンの二重変異体、phot1 phot2変異体が取得されており、葉緑

体の集合反応も逃避反応も示さないことが明らかになっている (Sakai et al., 2001)。そのた

め phot1 phot2変異体を用いることで、Mpphotが逃避反応に加えて集合反応においても制御

能を保持しているかを明らかにすることができると期待された。 

シロイヌナズナの phot1 phot2変異体においてMpPHOTを 35Sプロモーター制御下で発現

する植物体を作出した。形質転換体 (MpPHOT/phot1 phot2) の葉緑体光定位運動を解析する

ために、葉の光透過性変化の観察およびマイクロビーム照射による葉緑体運動の観察を行

った。 

 シロイヌナズナの野生株の葉の光透過性は、葉緑体光定位運動に依存して青色弱光と青

色強光に応答して変化することが知られている (Wada and Kong, 2011)。青色弱光下では葉

緑体は集合反応を示し、細胞の水平面に局在して光を吸収するため葉の光透過率が減少す

る。これに対して、青色強光下では葉緑体は逃避反応によって細胞の垂直面へと移動する

ため光の透過率が増大する。phot1 phot2変異体では葉緑体光定位運動が欠損しているため、

葉の光の透過率は光強度を変えても変化しない (図 24A、B)。MpPHOT/phot1 phot2株では、

青色弱光下および青色強光下の両方で部分的ではあるものの明らかな透過性の変化が観察

され、葉緑体光定位運動の部分的な回復が示唆された (図 24A、B)。さらにシロイヌナズナ

の葉緑体光定位運動における Mpphotの機能を検証するために、葉肉細胞におけるマイクロ

ビーム照射を行った (図 24C)。青色弱光 (1 Wm
−2

) を照射した場合では、光照射領域外の葉

緑体は光照射領域に向かって移動を行った。青色強光 (100 Wm
−2

) を照射した場合では葉緑

体は光照射領域外へと移動した (図 24C)。マイクロビーム照射によって、MpPHOT/phot1 

phot2株における葉緑体の集合反応と逃避反応の回復が示された。以上より、Mpphotは、シ

ロイヌナズナにおいて集合反応と逃避反応の両方で青色光受容体として機能し得ることが

示された。 
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第 4章   考察 

 

4-1 ゼニゴケ葉緑体光定位運動における青色光受容体フォトトロピンの寄与 

 

葉緑体光定位運動は、古くから緑藻類、コケ植物、シダ植物や種子植物といったさまざ

まな植物種において観察が行われている (Senn, 1908; Suetsugu and Wada, 2012)。しかしなが

ら、コケ植物のうち苔類における葉緑体光定位運動の知見は、これまでほとんど明らかに

されていなかった。ゼニゴケの葉緑体光定位運動が青色光によって誘導されるという知見

は存在したが (Nakazato et al., 1999)、その生理学的性質は詳細に解析されておらず、また光

受容体の実体も明らかにされていなかった。本研究によって、ゼニゴケの葉緑体光定位運

動について青色光依存的であることが明らかとなり、フォトトロピンノックアウト株や青

色光応答変異体の解析から青色光受容体フォトトロピンの関与が示された。 

過去の知見と同様に、ゼニゴケでは青色光依存的な葉緑体光定位運動が観察された。青

色光は 0.01－25 Wm
−2の範囲では集合反応を誘導し、50 Wm

−2以上では反対に逃避反応を誘

導した (表 2および図 6)。集合反応が誘導される青色弱光に対するゼニゴケの感受性は、他

の植物同様であるものの、集合反応から逃避反応への移行に必要な光強度は維管束植物に

比べてはるかに高いものであった。青色光 10 Wm
−2以上では、ホウライシダやシロイヌナ

ズナの葉緑体は逃避反応を示すのに対して (Kagawa and Wada, 1999; Kagawa and Wada, 

2000)、ゼニゴケの葉緑体は集合反応を示した (図 6)。同じコケ植物に属するヒメツリガネ

ゴケの場合、青色光約 30 Wm
−2でも集合反応が起こり、逃避反応の誘導にはさらなる強光 

(100 Wm
−2以上) が必要である (Kadota et al., 2000; Sato et al., 2001)。このように、ゼニゴケ

で明らかになった逃避反応の誘導に必要な光強度が維管束植物に比べて高いという特徴は、

コケ植物に共通しているものであると考えられる。この青色光依存的な葉緑体光定位運動

が、本研究において作出した Mpphot
KO株で観察されなくなったことから、これまでに葉緑

体光定位運動の光受容体が明らかになっている植物種同様、ゼニゴケの集合反応および逃

避反応の光受容体もフォトトロピンであることが示された。 

一部の植物では、葉緑体光定位運動は赤色光でも誘導されることが知られている。コケ

植物の蘚類ヒメツリガネゴケでは、赤色光下で培養した原糸体で赤色光依存的な葉緑体光

定位運動が観察されており (Kadota et al., 2000)、フィトクロムとフォトトロピンの両者によ

って制御されていることが示唆されている (Kasahara et al., 2004; Mittmann et al., 2004; 

Uenaka and Kadota, 2007; Jaedicke et al., 2012)。この赤色光に依存した葉緑体光定位運動は、

ヒメツリガネゴケと同じ蘚類に属するヒョウタンゴケ (Zurzycki, 1967) やヤノウエノアカ

ゴケ (Kagawa et al., 1997) などでは観察されていない。ゼニゴケはフィトクロムもフォトト

ロピンも有しているが、本研究では白色光培養条件だけでなく赤色光培養の植物体でも赤

色光依存的な葉緑体光定位運動は観察されなかった。以上より、コケ植物の大半は赤色光
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に応じた葉緑体光定位運動を示さないものと推測される。 

集合反応と逃避反応に加えて、ゼニゴケでは暗黒条件における特徴的な葉緑体局在パタ

ーンが観察された (図 5D)。暗黒下の特徴的な葉緑体局在パターンは、植物種によって異な

っており (Senn, 1908)、ホウライシダおよびシロイヌナズナの phot2変異体において暗黒定

位に異常が生じることが報告されている (Suetsugu et al., 2005a; Tsuboi et al., 2007)。本研究に

おいて、ゼニゴケの野生株では葉緑体が葉状体辺縁部の細胞において隣接細胞の間の垂直

細胞面のみに局在する暗黒定位のパターンが観察され、Mpphot
KO 株では葉緑体の暗黒下に

おける局在は不規則となっており、特定の細胞面への局在は観察されなかった。このこと

から、ゼニゴケには暗黒定位が存在し、その制御には Mpphotが関与することが明らかとな

った。また、ゼニゴケフォトトロピンは 1 分子種であるにも関わらず、集合反応、逃避反

応、暗黒定位の 3 種類の葉緑体光定位運動すべてに関与することが明らかとなった (図 15

および 21)。 

 

4-2 フォトトロピンの制御する葉緑体光定位運動の分子機構 

 

では、どのようにして、集合反応、逃避反応、暗黒定位という 3 種類の葉緑体光定位運

動を 1 分子種のゼニゴケフォトトロピンは制御しているのか？シダ植物や被子植物におい

てフォトトロピンのキナーゼ活性は葉緑体光定位運動に必須であり (Kagawa et al., 2004; 

Kong et al., 2007; Sullivan et al., 2008; Suetsugu et al., 2013)、特にキナーゼドメイン内のアクチ

ベーションループにおける自己リン酸化がフォトトロピンの生理反応誘導に重要であるこ

とが明らかとなっている (Inoue et al., 2008; Inoue et al., 2011; Suetsugu et al., 2013)。また、葉

緑体の暗黒定位においても phot2 の自己リン酸化が関与していることがホウライシダやシ

ロイヌナズナで示されている (Suetsugu et al., 2005a; Tsuboi et al., 2007)。図 10に示すように、

キナーゼドメインは陸上植物種間で高度に保存されており、重要な自己リン酸化部位とし

てシロイヌナズナで同定されたアクチベーションループの 2 つのセリン残基についてもゼ

ニゴケで保存されている。青色光応答変異株 cap1を用いた順遺伝学的解析からは、セリン/

スレオニンキナーゼドメイン内のアミノ酸配列の変化によって集合反応、逃避反応、暗黒

定位といった葉緑体光定位運動が欠損することが示唆された。cap1 株でアミノ酸の挿入と

置換が生じていたのはセリン/スレオニンキナーゼドメインのみで、LOV ドメインには変異

が見られなかったことから、cap1 変異をもつフォトトロピンタンパク質の青色光受容には

異常がないと推測される。シグナル伝達を担うキナーゼドメインでの変異によって光応答

反応の異常が生じたことから、Mpphot のフォトトロピンとしての機能においてキナーゼド

メインは重要な役割を担っていることが示された。よって、シロイヌナズナの知見と同様

に、ゼニゴケの葉緑体光定位運動においてMpphotのキナーゼ活性と自己リン酸化は重要な

機能を担っているものと考えられる。また、今回アミノ酸変異が見られた領域はキナーゼ

ドメイン内のアクチベーションループの下流に位置する。変異部位に関して、他の植物種
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における先行研究で機能に関わる報告はないものの、cap1 型フォトトロピンタンパク質が

自己リン酸化活性を喪失したことから、キナーゼ活性やシグナル伝達において重要な部位

であることが示唆される。さらに、シロイヌナズナの phot1と phot2のキナーゼドメインは

細胞膜局在と光依存的な局在変化にも寄与している (Kong et al., 2006; Kaiserli et al., 2009; 

Kong et al., 2013b)。本研究でも Mpphotの細胞膜局在が示され、細胞膜付近で機能している

ことが示唆された。ゼニゴケも含めて多くの植物種のフォトトロピンは膜貫通領域をもた

ないが、上記のように細胞膜付近に局在していることからフォトトロピンは細胞膜に局在

する別の因子あるいは細胞膜の脂質成分との相互作用によって細胞膜に局在しており、そ

の細胞膜局在機構は陸上植物全般で共通していることが考えられる。以上のことから、

Mpphot は細胞膜付近に局在し、青色光による自己リン酸化によって自身のキナーゼ活性を

調整することで青色光シグナル伝達を行うという、他植物で明らかになっているフォトト

ロピンの基本的性質をすべて保持していることが考えられる。しかしながら、葉緑体光定

位運動におけるフォトトロピンのリン酸化基質やその下流の青色光シグナルを伝達する機

構についてはいまだ全容が明らかになっていない。 

シロイヌナズナにおける解析の結果、葉緑体周辺に存在するタンパク質が活性化するこ

とでアクチン繊維の重合が促進されて葉緑体が移動するという葉緑体運動のモデルが提唱

されており (Wada, 2013)、移動に関わるアクチン繊維の制御因子として、CHLOROPLAST 

UNUSUAL POSITIONING 1 (CHUP1) や KINESIN-LIKE PROTEIN FOR ACTIN-BASED 

CHLOROPLAST MOVEMENT (KAC) などが知られている (Oikawa et al., 2003; Suetsugu et 

al., 2010; Suetsugu et al., 2012)。ゼニゴケにおいてもシロイヌナズナと共通する因子がいくつ

か存在することが明らかになりつつあり (図 25)、CHUP1 や KAC などのホモログが本研究

室で単離されている。ノックアウト株の作出によってそれらの機能解析が進みつつあり、

今後の発展が期待される。 

以上より、葉緑体光定位運動制御機構について、光受容、信号伝達、葉緑体運動という 3

つの大きな過程に分けると (図 25)、光受容に関してはフォトトロピンが機能し、葉緑体の

移動ではアクチン繊維の重合が関与しているところは陸上植物で共通しているものと推測

される。また。光受容から葉緑体運動に至る信号伝達に関しては、ほとんど明らかとなっ

ていないものの、集合反応に関わる弱光シグナルと逃避反応に関わる強光シグナルの経路

があると推測され、ゼニゴケでは 1 分子種のフォトトロピンの下流で分岐する比較的単純

な機構であると期待される。 

 

4-3 陸上植物進化に伴うフォトトロピン遺伝子の重複と機能分化 

 

本研究における系統解析の結果、MpPHOT は維管束植物とは異なるクレードに属してお

り、種子植物における phot1と phot2の分岐以前に分岐していた。複数の苔類のフォトトロ

ピンを用いた最近の大規模な解析の結果においても苔類のフォトトロピンは独自のクレー
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ドを形成しており (Li et al., 2014)、蘚類や維管束植物におけるフォトトロピンの基部で分岐

していた。他の植物群のフォトトロピンは複数分子種存在するのに対して、苔類のクレー

ドではそれぞれの植物種に 1分子種のみが単離されており、本研究におけるゼニゴケのフ

ォトトロピンが 1分子種であるという解析結果と一致する。また、1分子種のフォトトロピ

ンが暗黒定位、集合反応、逃避反応といったすべての葉緑体光定位運動を制御しているこ

とがゼニゴケで明らかとなった。Mpphotのホウライシダやシロイヌナズナへの導入実験の

結果から、Mpphotのもつ葉緑体光定位運動における制御機能はゼニゴケ特有ではなく、維

管束植物においても共通することが示唆された。シロイヌナズナにおけるMpphot の導入で

は、葉の光透過率を用いた解析で集合反応および逃避反応の回復は部分的にしか示されて

いなかったものの、マイクロビーム照射による観察では明確な集合反応と逃避反応が観察

された。葉の光透過率における Mpphotの機能が部分的であった原因として、本研究では

Mpphotの発現は 35Sプロモーターに制御されていたため、Mpphot導入株ではサイレンシン

グによる Mpphotの発現の減少が考えられる。したがって、Mpphotはシロイヌナズナの集合

反応および逃避反応に関する青色光受容体としての機能を保持していると考えられる。さ

らに、緑藻クラミドモナスに存在する 1分子種のフォトトロピンがシロイヌナズナにおい

て集合反応と逃避反応の両方の制御能を保持することから (Onodera et al., 2005)、集合反応

と逃避反応を制御できるというフォトトロピンの光受容機構は植物の陸上化以前に獲得さ

れており、ゼニゴケのフォトトロピンはその祖先的な機能を保持していると考えられる。 

苔類以外の多くの陸上植物にはフォトトロピンが複数分子種存在している。これまでの

解析から、複数のフォトトロピンは葉緑体光定位運動に関してある程度の機能重複をもつ

ものの、機能的に分化していることが明らかとなっている。例えば、シロイヌナズナでは、

集合反応には phot1と phot2の両方が重複的に関わっているが、phot1は phot2 に比べて弱光

条件下での集合反応に大きく寄与しており (Sakai et al., 2001)、逃避反応および暗黒定位に

おいては phot2が主な機能を担っている (Suetsugu and Wada, 2007a; Luesse et al., 2010)。シロ

イヌナズナと同じように、ホウライシダの逃避反応と暗黒定位も phot2 で制御されている 

(Kagawa et al., 2004; Tsuboi et al., 2007)。コケ植物においては、蘚類のヒメツリガネゴケには

7分子種のフォトトロピン遺伝子が存在している (Rensing et al., 2008)。PHOTA (4分子種) と

PHOTB (3 分子種) の 2 グループに分けられるが、photA は逃避反応で photB よりも大きな

役割を担っている (Kasahara et al., 2004)。進化上祖先的な位置にある苔類ではフォトトロピ

ンは 1 分子種しか存在せず機能分化が起きていなかったことから、陸上植物は進化の過程

でフォトトロピンの遺伝子数を増やして機能を分化させることで、変動する自然光条件下

での葉緑体運動の制御機構を高度化させていったと考えられる。 

機能分化したフォトトロピンは、集合反応を主に制御する phot1タイプと集合反応と逃避

反応の両方に関与する phot2タイプに大別できる。主に phot2タイプのフォトトロピンが機

能を担っている葉緑体逃避反応は、太陽光下の植物生存において重要な役割を担っている 

(Kasahara et al., 2002)。陸上植物進化の初期段階では光を遮るものがなく、祖先的陸上植物
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は直接日光にさらされていたので、集合反応よりも逃避反応のほうが植物の生存において

大きく貢献していたと考えられる。しかしながら、木本植物の爆発的な進化と多様化によ

って深い森林が形成されると、林床の植物は深い樹冠から漏れた弱い光を光合成に用いる

環境となった。樹冠の下部のような日陰で生存する植物にとって、より弱い光で活性化す

る phot1タイプのフォトトロピンを獲得することは、弱光条件に適応するうえで有効な戦略

である。また、弱光条件への適応戦略として、青色光だけでなく赤色光も利用できるよう、

赤色光受容体フィトクロムの光受容機構とフォトトロピン信号伝達を統合する戦略も生み

出された。青色光に加えて赤色光も葉緑体光定位運動に利用する機構として、ホウライシ

ダやヒザオリではフィトクロムの発色団結合領域とフォトトロピンのキメラである光受容

体ネオクロムが存在しており (Li et al., 2014)、葉緑体運動が赤色光で制御されている 

(Nozue et al., 1998; Kawai et al., 2003; Schneider et al., 2004; Suetsugu et al., 2005b; Li et al., 

2014)。ヒメツリガネゴケでは、フィトクロムとフォトトロピンの直接的相互作用により赤

色光が葉緑体光定位運動を制御する系が示唆されている (Kasahara et al., 2004; Jaedicke et al., 

2012)。このように、フォトトロピンの複数分子種化に伴う機能分化といった葉緑体光定位

運動に関する光受容機構の進化は、変動する光環境下での陸上植物の爆発的な進化を促進

するために貢献していたかもしれない。しかしながら、蘚類や維管束植物では、フォトト

ロピンの複数分子種化に伴ってシグナル伝達機構が非常に複雑となっており、いまだその

全容は解明されていない。 

このように多くの陸上植物では生存環境の光条件変化に伴って青色光シグナル伝達機構

が複雑化していったと考えられるが、複雑化する以前の祖先的な制御機構を保持している

ゼニゴケの葉緑体光定位運動の制御機構は単純であると期待される。以上の点から、ゼニ

ゴケにおいてフォトトロピン信号伝達系の解析を行うことは、陸上植物におけるフォトト

ロピンが関与する青色光応答を理解するうえで非常に有効であると考えられる。ホウライ

シダおよびシロイヌナズナを用いた機能解析の結果から、ゼニゴケのフォトトロピンのも

つ青色光シグナル伝達機構は維管束植物においても機能し得ることが明らかとなった。こ

れまでのクラミドモナスのフォトトロピンがシロイヌナズナで青色光受容体として機能す

るという知見とともに、植物の青色光応答における光受容機構に共通性が保持されている

ことが示唆されており、植物の青色光応答の制御機構には進化に伴う複雑化はあるものの、

基本的な機構は保持されていると考えられる。よって、複雑で精密な制御機構をもつ維管

束植物に比べて単純なシグナル伝達機構をもつという解析上の利点を備えた苔類で生理現

象を解析することで、いまだ把握されていない青色光シグナル伝達機構の全容に関する基

本的な知見が得られるものと期待される。陸上植物に共通して観察される葉緑体光定位運

動とその基本的な制御機構を保持しているゼニゴケは、今後、大きな発展の見込めるモデ

ル植物である。現在、リン酸化プロテオーム解析を利用したフォトトロピン下流因子の解

析や葉緑体光定位運動以外の青色光応答の解析などが進行中である。ゼニゴケを用いた網

羅的な青色光応答の解析が進みつつあり、今後有意義な知見をもたらすものと期待される。 
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