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要旨 
光合成反応は、地球⽣命を⽀えてきた重要な⽣命現象であり、植物特有の細胞⼩器官である
葉緑体で実⾏されている。葉緑体は、常に周囲の環境変動に曝されており、植物は最適な光
合成効率を維持するために、環境に応じて葉緑体の発達を精密に調節している。植物ホルモ
ンの⼀種であるブラシノステロイド (BR) は、葉緑体の発達制御に関して⾮常に強い⽣理活
性を持つことが知られている。BR⽣合成阻害剤 Brz処理により BR内⽣量が低下すると、
内⽣クロロフィル含量が増加し葉緑体発達が促進された濃緑⾊形態を⽰すこと明らかとな
っている。しかし、BRシグナルによる葉緑体制御の分⼦機構には未解明な点が多く残され
ている。そこで本研究は、シロイヌナズナを⽤いて BRシグナル下流で機能する新規な葉緑
体制御因⼦を解析することにより、その解明を試みた。 

当研究室の先⾏研究により、Brz 処理による内⽣クロロフィル含量の増加に低感受性の
淡緑⾊形態を⽰す BRZ-INSENSITIVE-PALE GREEN 4 (BPG4)-FOX 形質転換植物体が単離さ
れ、その表現型の原因遺伝⼦候補 BPG4が同定されていた。これまでに、葉緑体発達のマス
ター転写因⼦ GOLDEN2-LIKE (GLK) が BPG4 と相互作⽤することなどが明らかとされて
いた。しかし、BPG4の分⼦機能や発現制御機構には多くの未解明領域が残されており、本
研究の第⼀章ではそれらの解明を試みた。BPG4はストレプト藻類と陸上植物に進化的に保
存されていた⼀⽅、既知の機能ドメインを持たない機能未知遺伝⼦であった。BPG4⽋損株
は内⽣クロロフィル含量が増加し葉緑体チラコイド膜の発達が促進した濃緑⾊形態を⽰し
た⼀⽅、BPG4⾼発現株は逆に内⽣クロロフィル含量が低下した淡緑⾊形態を⽰した。次に
RT‒qPCR解析により、光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) の発現がBPG4⽋損株で増加しBPG4

⾼発現株で低下していることが明らかとなった。さらに、EMSAおよびルシフェラーゼを⽤
いたレポーター解析の結果から、BPG4は DNA結合能の阻害を介して GLK1の転写活性化
能を抑制していると考察された。また、BPG4の mRNA発現は、Brz処理により増加しブラ
シノライド処理によって低下したことから、BR シグナルは BPG4 発現を抑制していると考
察された。さらに、RT‒qPCR や EMSA などにより、BR シグナル伝達のマスター転写因⼦
BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1) が BPG4プロモーター領域に直接結合することで BPG4

発現を抑制していると考察された。また、GUS染⾊および RT‒qPCRにより、BPG4は明所
における光合成器官で強く発現していることが明らかとなった。 

以上の結果より、BPG4は明所や BR⽋損のような葉緑体発達が促進される条件下で発現
が活性化するにも関わらず、逆に葉緑体発達を抑制する機能を持つと考えられた。そこで、
この⼀⾒すると⽭盾しているように考えられる結果から BPG4 の⽣理学的意義を明らかに
するために、BPG4 が活性酸素分⼦種 (ROS) の発⽣および光合成活性に及ぼす影響を解析
した。その結果、BPG4 ⽋損は、強光条件における ROS 発⽣量の増加および光合成活性の
低下を引き起こすことが明らかとなった。これらの結果より、BPG4は BRおよび光のシグ
ナル伝達の下流で GLKを抑制することにより、PhANGsの適切な発現制御、最適な内⽣ク
ロロフィル含量の維持、葉緑体の過剰発達の抑⽌、ROS 発⽣および光合成活性低下の回避
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に寄与する葉緑体恒常性維持因⼦ (ホメオスタシスファクター) として機能すると考察さ
れた。 

第⼆章では、BPG4の相同性因⼦ BPG4 HOMOLOGOUS GENE 2 (BGH2) の機能解析を⾏
った。RT‒qPCR解析により、BPG4は明所の光合成器官で強く発現するのに対し、BGH2は
暗所で発芽した⻩化芽⽣えの⼦葉で強く発現していることが明らかとなった。また、BGH2

⽋損株は暗所で過剰量のクロロフィル前駆体を蓄積し、脱⻩化時に ROS発⽣により⼦葉が
緑化できず枯死することが明らかとなった。さらに、BGH2は GLKの転写活性化能の制御
を介して暗所でのクロロフィル⽣合成を抑制すること、BGH2と BPG4の光環境に応じた発
現制御には PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR および GLK が関与することが考察
された。これらの結果より、BGH2は暗所で⾊素体の恒常性を維持することにより脱⻩化時
の ROS発⽣を回避させ、⼦葉の正常な緑化を促進する役⽬を担っていると考察された。 

本研究は、BR と光のシグナル下流で機能する葉緑体制御因⼦ BPG4 とその相同性因⼦
BGH2 が葉緑体/⾊素体の分化/発達を制御する分⼦機構を明らかにした。本研究の成果は、
有⽤作物の光合成活性向上を通じた⼤気中の CO2 削減や農作物・バイオマスの⽣産性向上
などの応⽤研究に繋がることが期待される。  
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略語⼀覧 
ABRC  Arabidopsis Biological Resource Center 
ACT2  ACTIN 2 
AmTr  Amborella trichopoda 
APRR2  ARABIDOPSIS PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 2 
ARF6  AUXIN RESPONSE FACTOR 6 
At  Arabidopsis thaliana 
BAK1  BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 
BBX  B-BOX DOMAIN PROTEIN 
Bd  Brachypodium distachyon 
BES1  BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 
BGH  BPG4 HOMOLOGOUS GENE 
bHLH  basic helix-loop-helix 
BiFC  Bimolecular fluorescence complementation 
BIL  Brz-insensitive-long hypocotyl 
BIN2  BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 
BKI1  BRI1 KINASE INHIBITOR 1 
BL  Brassinolide 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
BPG  Brz-insensitive-pale green 
BR  Brassinosteroid 
BRI1  BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 
BRRE  BR response element 
BSK  BRASSINOSTEROID SIGNALING KINASE 
BSS1  BRZ-SENSITIVE-SHORT HYPOCOTYL 1 
BSU1  BRI1 SUPPRESSOR 1 
BZR1  BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 
Ca  Chlorokybus atmophyticus 
CAB  CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 
CaMV  Cauliflower mosaic virus 
CAO  Chlorophyll a oxygenase 
Cb  Chara braunii 
CCD  Charge-coupled device 
cDNA  Complementary DNA 
CDS  Coding sequence 
CGA1  CYTOKININ-RESPONSIVE GATA1 
ChIP  Chromatin immunoprecipitation 
CHLG  Chlorophyll synthase 
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CHLH  MAGNESIUM CHELATASE H SUBUNIT 
CO  CONSTANS 
CoIP  Co-immunoprecipitation 
Col-0  Columbia-0 
COP  CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 
Cr  Ceratopteris richardii 
DAB  3,3-diaminobenzidine 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DBD  DNA-binding domain 
Dc  Diphasiastrum complanatum 
DET1  DE-ETIOLATED 1 
DET2  DE-ETIOLATED 2 
DGP1  DEEP GREEN PANICLE 1 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DTT  dithiothreitol 
DV  Divinyl 
DVR  Divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reductase 
DWF4  DWARF4 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
eIF4a  EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 4a1 
EMSA  Electrophoretic Mobility Shift Assay 
FLU  FLUORESCENCE 
FOX  Arabidopsis Full length cDNA Over eXpressing line 
FT  FLOWERING LOCUS T 
G2  Golden 2 
GA  Glutaraldehyde 
GAPDH  GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 
GCT-box  GLK/C-terminal-box 
GFP  GREEN FLUORESCENT PROTEIN 
GLK  GOLDEN2-LIKE 
Gm  Glycine max 
GNC  GATA NITRATE-INDUCIBLE CARBON-METABOLISM-INVOLVED 
GNL  GNC-LIKE 
GST  Glutathione S-transferase 
GUN4  GENOMES UNCOUPLED4 
GUS  β-glucuronidase 
HPLC  High-performance liquid chromatography 
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HY5  ELONGATED HYPOCOTYL5 
IPTG  Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
IQR  Interquartile range 
Kn  Klebsormidium nitens 
LED  Light-emitting diode 
LHC  Light-harvesting complex 
LIN  Lincomycin 
LSD1  LESION-SIMULATING DISEASE 1 
LUC  Firefly luciferase 
MBP  Maltose-binding protein 
Mp  Marchantia polymorpha 
mRNA  Messenger RNA 
MS  Murashige and Skoog 
Mu  Mutated 
MV  Monovinyl 
NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NBT  Nitro blue tetrazolium 
NC  Negative control 
NF  Norflurazon 
NOS  Nopaline synthase 
Nt  Nicotiana tabacum 
Os  Oryza sativa 
OsO4  Osmium tetroxide 
P.I.  Protease Inhibitor 
PAO  pheophorbide a oxygenase 
PC  Positive control 
Pchlide  Protochlorophyllide 
PCR  Polymerase chain reaction 
PEL  PSEUDO-ETIOLATION IN LIGHT 
PFA  Paraformaldehyde 
PhANGs  Photosynthesis-associated nuclear genes 
PhAPGs  Photosynthesis-associated plastid genes 
PIF  PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 
PO  Propylene oxide 
POR  Protochlorophyllide reductase 
PP2A  PROTEIN PHOSPHATASE 2A 
PRD  Proline-rich domain 
PSI/II  Photosystem I/II 



 8 

Pt  Populus trichocarpa 
rbcL  ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxgenase large subunit 
rbcS  ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxgenase small subunit 
REN  Renilla luciferase 
RNA  Ribonucleic acid 
ROS  Reactive oxygen species 
RPGE  REPRESSOR OF PHOTOSYNTHETIC GENES 
RT–PCR  Reverse transcription–PCR 
RT–qPCR Real-time–quantitative PCR 
SD  standard deviation 
SDS  Sodium dodecyl sulfate 
SIB  SIGMA FACTOR-BINDING PROTEIN 1 
Sl  Solanum lycopersicum 
Sm  Selaginella moellendorffii 
SOSG  Singlet Oxygen Sensor Green 
Sp  Specific 
SpMu  Spirogloea muscicola 
T-DNA  Transfer-DNA 
TAIR  The Arabidopsis Information Resource 
TB  Trypan Blue 
TEM  Transmission electron microscopy 
Tp  Thuja plicata 
U  Uniform ripening 
UTR  Untranslated region 
Ws  Wassilewskija 
WT  Wild-type 
Y2H  Yeast two-hybrid 
YFP  YELLOW FLUORESCENT PROTEIN 
Zc  Zygnema cf. cylindricum 
Zm  Zea maize 
UBI  UBIQUITIN 
λPP  λ Protein Phosphatase  
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序論 
葉緑体の発達制御機構 
植物は、⼤気中の⼆酸化炭素を炭⽔化物へと変換する光合成反応によって地球⽣命を⽀えて
きた。光合成反応は、植物に特異的な細胞⼩器官 (オルガネラ) である葉緑体で実⾏されて
おり、光合成反応と葉緑体の発達は密接に結びついている。植物細胞内の葉緑体は、常に周
囲の環境変動に曝されており、植物は最適な光合成効率を維持するために、環境に応じて葉
緑体の発達を精密に調節している。葉緑体発達を司るタンパク質は、光合成関連プラスチド
遺 伝 ⼦  (Photosynthesis-associated plastid genes, PhAPGs) と 光 合 成 関 連 核 遺 伝 ⼦ 

(Photosynthesis-associated nuclear genes, PhANGs) によってコードされる (Cackett et al., 2022)。
光化学系 II (PSII) における D1タンパク質をコードする psbA遺伝⼦やリブロース 1,5-ビス
リン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ (ルビスコ) ⼤サブユニットをコードする rbcL 遺
伝⼦など、光合成に必須な因⼦の⼀部は葉緑体ゲノムに PhAPGsとして存在し、葉緑体内で
原核⽣物型 RNA ポリメラーゼやシグマ因⼦などによって発現が制御されている (Börner et 

al., 2015; Chi et al., 2015)。⼀⽅、クロロフィル⽣合成関連酵素や光捕集複合体 (Light-

harvesting complex, LHC) および光化学系 I/II (PSI/II) のサブユニットなど、光合成装置の主
要な構成要素の⼤部分は、核ゲノムに PhANGsとしてコードされている (Cackett et al., 2022)。 
核においては、複数の転写因⼦が光シグナルや植物ホルモンシグナルの下流で PhANGs

の発現を制御している (Cackett et al., 2022; Frangedakis et al., 2024)。⾚⾊光受容体フィトク
ロムと相互作⽤する basic helix-loop-helix (bHLH) 型転写因⼦として同定された
PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORs (PIFs) は、暗所における PhANGs発現抑制にお
いて主要な役割を果たすことが知られている (図 0-1) (Monte et al., 2004; Moon et al., 2008; 

Stephenson et al., 2009)。PIF⽋損変異体 (pif) は、暗所においてクロロフィル前駆体を過剰
蓄積し、暗所から明所に移った際に光酸化ストレスにより枯死することが知られている 

(Monte et al., 2004; Stephenson et al., 2009; Wang et al., 2020)。明所においては、ELONGATED 

HYPOCOTYL5 (HY5)、GOLDEN2-LIKE (GLK)、GATA NITRATE-INDUCIBLE CARBON-

METABOLISM-INVOLVED (GNC)、CYTOKININ-RESPONSIVE GATA1 (CGA1)/GNC-LIKE 

(GNL)、および MYB 関連転写因⼦ (MYBS) が協調的に PhANGs 発現、クロロフィル⽣合
成、および葉緑体の発達を促進することが知られている (図 0-1) (Lee et al., 2007; Waters et 

al., 2009; Bastakis et al., 2018; Cackett et al., 2022; Frangedakis et al., 2024)。以下に、現在までに
明らかとなっている (I) 暗所および (II) 明所における PhANGs 発現制御を介した葉緑体発
達制御機構の概要を記す。(I) 暗所における PhANGs 発現制御機構: 暗所においては、
PhANGs発現の活性化因⼦である GLK、GNC/CGA1、MYBS1/2の mRNA発現が抑制されて
いる。E3リガーゼの⼀種である CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) や DE-

ETIOLATED 1 (DET1) は、ユビキチン–プロテアソーム系を介して暗所における PhANGs発
現の活性化因⼦である HY5 や GLK のタンパク質分解を促進していることが報告されてい
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る (図 0-1) (Cackett et al., 2022; Zhang et al., 2024)。また、PIFsタンパク質の蓄積量が増加し、
PhANGs発現が抑制されるため、⾊素体は葉緑体へと分化せずエチオプラストとして存在す
る (Cackett et al., 2022)。(II) 明所における PhANGs 発現制御機構: 明所においては、PIFsが
速やかに分解されるため PIFsによる PhANG抑制が解除される。また、COP1/DET1による
HY5およびGLKsの分解が解除されるため、GLKsやHY5のタンパク質蓄積量が増加する。
また、GLKs、GNC/CGA1、MYBSs の mRNA 発現が活性化する。その結果、HY5、GLKs、
GNC/CGA1、MYBSs などの転写因⼦が協調的に機能し、PhANGs 発現および葉緑体の発達
が促進される (図 0-1) (Martín et al., 2016; Bastakis et al., 2018; Zhang et al., 2021; Cackett et al., 

2022; Frangedakis et al., 2024; Zhang et al., 2024)。これらの先⾏研究により、植物が周囲の環
境変化、特に光環境の変化を受容して PhANGs 発現を活性化し、葉緑体の分化および発達
を制御する分⼦メカニズムが明らかとなってきた。 

 

 
図 0-1. PhANGs 発現制御を介した葉緑体発達制御機構の概要図 
暗所においては、GLKs、GNC/CGA1、MYBSs の発現が抑制されることに加えて、DET1 や
COP1の働きにより GLKsや HY5はユビキチン化され、26Sプロテアソームによって分解さ
れる。また、PIFsが PhANGsのプローモーター領域に結合することにより、PhANGs発現は
抑制され、エチオプラストから葉緑体への分化は抑制される。明所においては、光受容体で
あるフィトクロムが光を受容し、PIFsは分解される。また、GLKs、GNC/CGA1、MYBSsの
発現は光によって活性化され、DET1 や COP1 によるタンパク質分解も解除される。HY5、
GLKs、GNC/CGA1、MYBSs転写因⼦は、PhANGsのプローモーター領域に結合することに
より、協調的に PhANGs発現を活性化し、葉緑体の発達を促進する。  
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GLK転写因⼦ 
GLK転写因⼦は、Golden2、ARR-B、PSR1から構成される GARPファミリーに属する転写
因⼦である。GLK転写因⼦の研究は、1926年にトウモロコシにおいて⻩⾦⾊の葉を⽰す変
異体として単離された Golden 2 (G2) に端を発しており (Jenkins, 1926)、その後シロイヌナ
ズナ、トマト、イネ、オオムギ、タケ、ヒメツリガネゴケ、ゼニゴケなど様々な植物種で研
究が進められてきた (Rossini et al., 2001; Fitter et al., 2002; Yasumura et al., 2005; Bravo-Garcia 

et al., 2009; Waters et al., 2009; Powell et al., 2012; Wang et al., 2013; Taketa et al., 2021; Wu et al., 

2022; Hernández-Muñoz et al., 2024)。シロイヌナズナにおいては、GLK1と GLK2が冗⻑的に
機能しており、GLK1および GLK2の単⼀遺伝⼦⽋損植物体 (glk1および glk2) は野⽣型植
物 (WT) と明確な表現型の違いが認められない⼀⽅、glk1glk2⼆重変異体は葉緑体の発達が
顕著に抑制された淡緑⾊形態を⽰す (Waters et al., 2008; Waters et al., 2009)。また、GLK1/2

は、クロロフィル⽣合成酵素や LHCサブユニットをコードする遺伝⼦などの PhANGsのプ
ロモーター領域に直接結合し、それらの遺伝⼦の発現を網羅的に増加させる機能を持つこ
とが報告されている (Waters et al., 2009)。これらの先⾏研究より、GLK転写因⼦は PhANGs

発現、クロロフィル⽣合成、光合成装置の構築、葉緑体の発達を促進するために必要不可⽋
な働きをしていると考えられており、「葉緑体発達のマスター転写因⼦」として広く認めら
れている (Fitter et al., 2002; Waters et al., 2009; Wang et al., 2013; Hernández-Muñoz et al., 2024)。 

GLKは、その mRNA発現、タンパク質の安定性、転写活性化能が光シグナルや葉緑体か
ら核への逆⾏性 (レトログレード) シグナル、植物ホルモンシグナルなどによって制御され
ることが報告されている (Yu et al., 2011; Kobayashi et al., 2012; Martín et al., 2016; Kobayashi 

et al., 2017; Tokumaru et al., 2017; Zhang et al., 2021; Veciana et al., 2022)。光シグナル伝達の抑
制的マスター転写因⼦ PIFs は GLK1 発現を抑制するのに対し、光シグナル伝達の促進的マ
スター転写因⼦ HY5 は GLK1 発現を活性化することが知られている (Martín et al., 2016; 

Zhang et al., 2024)。HY5はタンパク質レベルにおいても GLKを制御しており、HY5は GLK

と相互作⽤することで協調的に PhANGs発現を活性化する (Zhang et al., 2024)。葉緑体にカ
ロテノイド⽣合成阻害剤ノルフルラゾン (Norflurazon, NF) や葉緑体内のタンパク質⽣合成
阻害剤リンコマイシン (Lincomycin, LIN) を添加した際に、葉緑体が受けた傷害を逆⾏性シ
グナルとして核に伝えることにより PhANGs 発現が抑制されることが知られている (Susek 

et al., 1993; Mochizuki et al., 2001)。GLKの発現およびタンパク質の安定性は、この逆⾏性シ
グナルの制御下にあり、GLK の mRNA 発現量およびタンパク質蓄積量は、NF 処理および
LIN処理によって低下する (Waters et al., 2009; Martín et al., 2016; Tokumaru et al., 2017)。ま
た、オーキシンやサイトカイニン、ブラシノステロイドなどの植物ホルモンによっても GLK

が制御されることが知られている。GLK2発現は、オーキシンにより抑制されサイトカイニ
ンによって活性化されることが報告されており、通常は根においては抑制された状態にある 

(Kobayashi et al., 2012)。⼀⽅、強制的に GLKを異所発現させた植物体においては根におい
ても葉緑体が発達することから、オーキシンとサイトカイニンによる GLK発現制御は組織
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特異的な⾊素体分化において重要な役割を果たしていると考えられる (Kobayashi et al., 

2012; Kobayashi et al., 2017)。また、GLKの mRNA発現、タンパク質の安定性、および転写
活性化能は BRシグナルによっても制御されることが報告されている (Yu et al., 2011; Zhang 

et al., 2021)。BRシグナル伝達のマスター転写因⼦である BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1) 

によって GLK1/2発現が抑制される (Yu et al., 2011)。⼀⽅、BRシグナル伝達において主要
な役割を担うリン酸化キナーゼ BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2 (BIN2) は、GLK1/2と
直接相互作⽤することによりGLK1/2をリン酸化しGLK1/2のタンパク質安定性および転写
活性化能を増加させる (Zhang et al., 2021)。これらの先⾏研究に基づき、GLK 転写因⼦は
様々なシグナルを統合するハブとして機能することにより、葉緑体発達の司令塔として機能
していると考えられている。 

近年、GLK転写因⼦は農業上有⽤な形質を⽣み出す因⼦として脚光を浴びている。イネ
において、トウモロコシ (Zea maize, Zm)の ZmG2 遺伝⼦および ZmGLK1 を ZmUBIQUITIN 

(ZmUBI) プロモーターの制御下で⾼発現させた植物体は、WTよりも光合成活性および種⼦
収量が増加することが報告されている (Li et al., 2020)。また、ZmUBI プロモーターではな
く、ZmG2 プロモーターおよび ZmGLK1 プロモーターを⽤いて作出した植物体においても
同様の形質が報告されており (Yeh et al., 2021)、ZmG2/ZmGLK1をイネにおいて⾼発現させ
ることで作物収量を増加できると考えられている。また、トマト (Solanum lycopersicum, Sl) 

において農業管理上有利な形質として選抜されてきた Uniform ripening (U) の原因遺伝⼦が
SlGLK2であることが 2012年に報告された (Powell et al., 2012)。通常、未成熟なトマト果実
は上部が濃い緑⾊の Green shoulderと呼ばれる葉緑体が発達した組織を持つ⼀⽅、果実下部
は葉緑体が発達していない薄緑⾊の組織となる。、しかし、このように上部と下部で内⽣ク
ロロフィル含量に差がある果実は、成熟時期の管理がしづらくなるという農業上の⽋点が
あるため、Green shoulderがなく果実全体が薄緑⾊で葉緑体が発達しておらず均⼀に果実が
熟す系統である Uniform ripening (U) が品種改良の過程で選抜されてきた (Powell et al., 

2012)。⼀⽅、SlGLK2を⽋損した Uniform ripening (U) 表現型を⽰す品種は、SlGLK2が機能
し Green shoulderを持つ品種よりも糖含有量やカロテノイドなどの栄養素含有量が低下する
ことが明らかとなってきた (Powell et al., 2012)。そこで逆に、SlGLK1および SlGLK2をカリ
フラワーモザイクウイルス (CaMV) 由来の 35S プロモーターの制御下で⾼発現させたトマ
トを作出したところ、糖およびカロテノイドなどの栄養素の含有量がWTと⽐較して増加す
ることが報告されている (Grove et al., 1979; Powell et al., 2012; Nguyen et al., 2014)。これらの
先⾏研究より、GLK を有⽤作物において⾼発現させることにより種⼦収量の増加や糖・栄
養素含量の増加などの有⽤形質が達成できることが⽰唆されており、GLK の制御機構の解
明は応⽤的な観点からも注⽬度が⾼い。  
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植物ホルモン・ブラシノステロイド (BR) 
植物は⾃らの⼒で⾃由に移動することができないため、植物⽣体内に存在する多様な分⼦
機構により周囲の環境変動に適応している。その分⼦機構の⼀端を担っているのが植物ホル
モンと呼ばれる低分⼦化合物である。植物ホルモンは、⼀般に「多くの植物が共通して持つ
⽣理活性の強い低分⼦化合物」として定義される。植物ホルモンの歴史は、植物が光のある
⽅向に屈性を⽰すことから発⾒に⾄ったオーキシンを⽪切りに、現在までにジベレリン、サ
イトカイニン、エチレン、アブシシン酸、ブラシノステロイド、ストリゴラクトン、ジャス
モン酸などが⾒出されている。それぞれの植物ホルモンは、植物⽣体内で⽣合成され、受容
された後、各植物ホルモンに特異的なシグナル伝達機構により植物に⽣理作⽤を発揮するこ
とが知られている。 

ブラシノステロイド (BR) は、ステロイド⾻格を持つ植物独⾃の成⻑ホルモンであり、
多くの陸上植物に普遍的に存在する (Zebosi et al., 2024)。BRは、セイヨウアブラナの花粉
中から同定されたインゲンマメ幼植物の成⻑を促進する未知物質として 1970 年に発⾒され
た (Mitchell et al., 1970)。その後 1979年に、⽣理活性物質の本体としてステロイド⾻格を有
する化合物が同定され、セイヨウアブラナ (Brassica napus) の属名にちなんでブラシノライ
ド (BL) と名付けられた (図 0-2) (Grove et al., 1979)。これまでに活性を持つ天然型の BRと
して、BLの他に BL前駆体であるカスタステロンが報告されている(Yokota et al., 1982)。 

1990年代に顕著な矮性形態を⽰す突然変異体 de-etiolated 2 (det2) 変異体が発⾒された。
det2は、暗所で⽣育した際にも胚軸が短化し⼦葉が展開した表現型を⽰すことから、光形態
形成において重要な役割を果たすと考えられた (Chory et al., 1991)。また、暗所条件下にお
いて⽣育させた det2 変異体においては、ルビスコ⼩サブユニットをコードする rbcS、LHC

サブユニットをコードする CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB)、および psbAなど
の暗所では通常発現しない光合成関連遺伝⼦が⾼発現していることが報告された (Chory et 

al., 1991)。後に、この det2の表現型の原因遺伝⼦が BR⽣合成酵素の⼀つである DWARF6 

(DWF6) の⽋損であると同定され、その矮性形態を指標とした分⼦遺伝学的研究によって、
BR ⽣合成経路の解明が進められていった (Fujioka and Yokota, 2003)。その後の研究によっ
て、BRは植物の成⻑促進、葉緑体の分化・発達制御、環境ストレス耐性の亢進、および病
害抵抗性の向上など様々な⽣理作⽤を持つことが明らかとされている。現在、BRは植物ホ
ルモンの⼀種として認められ、多くの研究者によってその⽣理活性およびシグナル伝達機構
の解明が進められている。 
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図 0-2. ブラシノステロイド (BR) の構造式 
天然の活性型 BRの⼀つであるブラシノライド (BL) の構造式。 

 

BRシグナル伝達機構 
det2 の単離以降、BR 処理への感受性を指標とした分⼦遺伝学的スクリーニングが⾏われ、
det2 と類似した表現型を⽰すにもかかわらず BR 処理によって表現型が回復しない変異体
である brassinosteroid-insensitive 1 (bri1) が単離された (Clouse et al., 1996)。BRI1はロイシン
リッチリピート (LRR) 配列と膜貫通ドメインを有する受容体型セリン/スレオニンキナー
ゼであり、BR受容体として機能することが明らかとなっている (図 0-3) (Li and Chory, 1997)。
BRI1 周辺の BR シグナル伝達因⼦としては、BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1 

(BAK1)、BRI1 KINASE INHIBITOR 1 (BKI1) および  BRASSINOSTEROID SIGNALING 

KINASE (BSK) が同定されている (Li et al., 2002; Nam and Li, 2002; Wang and Chory, 2006; 

Kim and Wang, 2010)。BAK1は、BRI1とともに細胞膜上で機能する因⼦として、bril-5を相
補する変異体 bri1-associated receptor kinase1-1Dominant (bak1-1D) から単離された。BAK1は
LRR 配列とセリン/スレオニン型キナーゼドメインを持つタンパク質であり、BR 存在下で
BRI1とヘテロダイマーを形成することにより共受容体として機能する (Nam and Li, 2002)。
BRI1 と BAK1 は互いにリン酸化し合い、リン酸化された BRI1 は細胞外ドメインを⽋く受
容体様細胞質キナーゼである BSK をリン酸化することにより BR シグナル伝達を促進する 

(図 0-3) (Nam and Li, 2002; Kim and Wang, 2010; Nolan et al., 2020)。BSKは、BR⾮存在条件下
においては BRI1と相互作⽤しているが、BRI1によってリン酸下されると BRI1から分離し
BRシグナルに促進的に機能する (図 0-3) (Kim and Wang, 2010; Nolan et al., 2020)。BR⾮存
在下においては、BRI1 と BAK1 の相互作⽤は BKI1 によって阻害されており、この阻害に
よって BRシグナル伝達が抑制される (図 0-3) (Wang and Chory, 2006)。 

BR存在条件下において BRI1によってリン酸化された BSKは、Kelch-repeatドメインを
有するセリン/スレオニン型ホスファターゼであるBRI1 SUPPRESSOR 1 (BSU1) をリン酸化
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することにより BSU1のホスファターゼ活性を増加させる (Nolan et al., 2020)。リン酸化に
より活性化した BSU1は、BRシグナル伝達において主要な役割を果たすリン酸化キナーゼ
BIN2の⾃⼰リン酸化を抑制することで、BRシグナル伝達に促進的に機能する (図 0-3) (Kim 

et al., 2011)。BIN2は、bri1と同様の表現型を⽰す変異体である bin2-1から単離された GSK3 

(glycogen synthase kinase 3) 様キナーゼであり、BR⾮存在条件下で BRシグナル伝達のマス
ター転写因⼦である BRZ-INSENSITIVE-LONG HYPOCOTYL 1 (BIL1)/BRASSINAZOLE-

RESISTANT 1 (BZR1)や BES1 をリン酸化することで BR シグナル伝達に抑制的に機能する 

(図 0-3) (Li et al., 2001)。 

BIL1/BZR1 と BES1 は、88％のアミノ酸同⼀性を有している相同的な bHLH 型転写因⼦
であり、BR シグナル下流で約 3,000 もの遺伝⼦を制御する BR シグナル伝達のマスター転
写因⼦として機能する (Wang et al., 2002; Yin et al., 2002; Nolan et al., 2020)。BIL1/BZR1と
BES1のタンパク質の安定性および細胞内局在はリン酸化修飾によって制御される (Wang et 

al., 2002; Yin et al., 2002; Nolan et al., 2020)。BR⾮存在条件下においては、BIN2によってリ
ン酸化された BIL1/BZR1 と BES1 は、14-3-3 によって核外に排出され 26S プロテアソーム
系によって分解される (図 0-3) (Gampala et al., 2007)。また、BR ⾮存在条件下において、
BIL1/BZR1 は BRZ-SENSITIVE-SHORT HYPOCOTYL 1 (BSS1) の凝集によって核移⾏が阻
害されることが報告されている (図 0-3) (Shimada et al., 2015)。PROTEIN PHOSPHATASE 2A 

(PP2A) は、BIN2 によってリン酸化された BIL1/BZR1 と BES1 を脱リン酸化し、活性化状
態へと促す BRシグナル伝達の促進因⼦である (図 0-3) (Tang et al., 2011)。脱リン酸化によ
って核移⾏が促進された BIL1/BZR1と BES1は、結合 cis配列である G-box配列 (CACGTG) 

や BR response element (BRRE) 配列 [CGTG(C/T)G] に結合し、下流の遺伝⼦発現を抑制/活
性化する (Wang et al., 2002; Asami et al., 2003; He et al., 2005; Nosaki et al., 2018)。この際、PIF4

や AUXIN RESPONSE FACTOR 6 (ARF6) などの他の転写因⼦と相互作⽤することにより協
調的に遺伝⼦発現を制御することが知られている (Oh et al., 2012; Oh et al., 2014)。なお、
BIL1/BZR1と BSS1は、BR⽣合成阻害剤 Brzを⽤いた変異体スクリーニング系により、当
研究室の先⾏研究の中で同定された因⼦である (Brzおよび当該スクリーニング系に関する
詳細は、18–19⾴にて後述する)。以上のように、当研究室を含む先⾏研究の寄与により、BR

受容体から BR シグナルのマスター転写因⼦ BIL1/BZR1 および BES1 までのシグナル伝達
機構の解明が進みつつあり、現在までに図 0-3に⽰すような分⼦メカニズムが考察されてい
る。 
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図 0-3. BR シグナル伝達機構の概要図 
(左) BR⾮存在条件下においては、BRI1と BAK1の複合体形成を BKI1が阻害している。細
胞膜上では、BSKが不活性化状態で BRI1に結合している。核において、BIN2が BIL1/BZR1

および BES1をリン酸化し、リン酸下された BIL1/BZR1および BES1は 14-3-3によって核
から排出されて 26Sプロテアソームによって分解される。また、BSS1によって BIL1/BZR1

の核移⾏が阻害される。これらのメカニズムにより、BIL1/BZR1および BES1の核からの排
出およびタンパク質分解が起こるため、BR応答性遺伝⼦の発現制御は実⾏されない。 

(右) BR存在条件下においては、BRI1と BAK1がヘテロダイマーを形成し、互いをリン酸化
し合う。リン酸化された BRI1によって BSKがリン酸化され、BRI1から脱離する。脱離し
た BSKは、BSU1をリン酸化することにより、BSU1を活性化する。活性化した BSU1は、
BIN2 の⾃⼰リン酸化を阻害することにより、BIN2 による BIL1/BZR1 および BES1 のリン
酸化を抑制する。また、PP2Aによって BIL1/BZR1および BES1の脱リン酸化が促進される。
脱リン酸化により核に移⾏した BIL1/BZR1 および BES1 は、ホモ⼆量体として BR 応答性
遺伝⼦の発現を制御することに加えて、PIF4 や ARF6 などの転写因⼦と複合体を形成して
遺伝⼦発現を制御する。 

  

細胞膜

BSK

BIL1/
BES1

BR応答性遺伝子

BIL1/
BES1

BIN2P

P

核

細胞質

BSS1

リン酸化

核移行
阻害

BRI1
BAK1

14-3-3 分解

P

細胞膜

BSK

BR応答性遺伝子

BIL1/
BES1 BIN2

核

細胞質

脱リン酸化

P P

BIL1/
BES1

PP2A
脱リン酸化

P核移行 P

BSU1
P

活性化
リン酸化

3,000以上の
遺伝子の転写制御

リン酸化

BRI1-BAK1
複合体形成

BRの受容

-BR, シグナルOFF +BR, シグナルON

核から
の排出

BKI1

複合体
形成の阻害

PIF4/
ARF6



 17 

BRシグナル伝達による葉緑体発達制御機構 
先に述べた通り、det2は当初、暗所においても明所下のように胚軸が短化し⼦葉が展開する
といった「暗所光形態形成」を⽰す変異体として単離され、後にその原因が BR⽣合成酵素
DWF6の⽋損によるものだと証明された (Chory et al., 1991; Fujioka et al., 1997; Fujioka and 

Yokota, 2003)。明所条件下において⽣育させた det2は、内⽣クロロフィル含量が増加した濃
緑⾊形態を⽰す (Chory et al., 1991)。⼀⽅、暗所条件下において⽣育させた det2においては、
rbcS、LHC/CAB、psbA などの暗所では通常発現しない光合成関連遺伝⼦の発現が増加する
ことが認められている (Chory et al., 1991)。また、BR受容体 BRI1の⽋損変異体 bri1におい
ても同様の形態が認められている (Clouse et al., 1996) 。さらに、同様の表現型は、BR⽣合
成阻害剤 Brz 処理による BR ⽋損状態によっても再現されることが確認されている (Asami 

et al., 2000)。暗所において、Brzを投与された植物体においては、LHCや psbAのような光
化学系/光捕集アンテナに関係する遺伝⼦だけではなく、クロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現
も網羅的に増加する (Tachibana et al., 2022)。このような BR⽋損が引き起こす明所における
濃緑⾊形態や暗所光形態形成は、シロイヌナズナ以外の植物種においても、エンドウ、クレ
ス、トマト、タバコ、キュウリなどの幅広い植物種においても報告されている (Asami and 

Yoshida, 1999)。 

⼀⽅で、BR シグナル伝達のマスター転写因⼦ BES1 の機能獲得型変異体 bes1-D は内⽣
クロロフィル含量が低下した低緑化形態を⽰すことが明らかとなっている。bes1-D 変異体
においては、葉緑体発達の異常、クロロフィル内⽣量の低下が報告されている(Yu et al., 2011)。
さらに、BL処理によっても内⽣クロロフィル含量が低下することが報告されている (Zhang 

et al., 2021)。以上のように、BRシグナルが⽋乏した植物は濃緑⾊形態を⽰し、逆に BRシ
グナルが活性化した植物は淡緑⾊形態を⽰すことが明らかとなっている。これらの知⾒より、
BRシグナルは葉緑体発達を抑制する⽣理作⽤を持つと考察されている。 

また、11–12 ⾴で前述したように、BR シグナルによる葉緑体制御機構において GLK 転
写因⼦が重要な役割を果たすことが報告されている (Yu et al., 2011; Zhang et al., 2021)。淡緑
⾊形態を⽰す bes1-Dにおいて、GLK1/2のmRNA発現が低下することが報告されている (Yu 

et al., 2011)。また、BRシグナル伝達において主要な役割を果たすリン酸化キナーゼである
BIN2 が、GLK1 をリン酸下することでタンパク質を安定化し転写活性化能を向上させてい
ることが⽰されている (Zhang et al., 2021)。しかし、BR シグナルがどの組織、どの環境で
GLK 転写因⼦とその下流の遺伝⼦発現を制御しているかは明らかになっておらず、その制
御の⽣理学的意義も解明の余地がある。また、BRシグナルによって発現が制御される光合
成関連遺伝⼦は、GLK 転写因⼦の標的遺伝⼦以外にも多く存在しており、それらの遺伝⼦
発現が制御される分⼦機構など BR シグナルによる葉緑体発達制御機構には未だ多くの謎
が残されている。  
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BR⽣合成阻害剤 Brzを⽤いた変異体スクリーニング 
1990 年代後半に BR 受容体 BRI1 が単離されたことから、BRI1 の下流で機能する BR シグ
ナル伝達因⼦の解明が期待された。しかし BRI1と BIN2の単離以降、BR⽋損に特徴的な矮
性表現型に対する BR感受性を利⽤したスクリーニングによって BRシグナル伝達因⼦が単
離されることはなく、研究の停滞期が訪れた。この停滞期を打破したのが、1998 年に東京
⼤学の浅⾒忠男博⼠らによって開発されたBR⽣合成の特異的阻害剤Brzを⽤いたケミカル
バイオロジー (化学⽣物学) 的⼿法によるスクリーニング系である (図 0-4) (Asami and 

Yoshida, 1999)。Brzは、トリアゾール環がシトクロム P450モノオキシゲナーゼのヘム位に
親和性を持ち、BR⽣合成経路上のシトクロム P450モノオキシゲナーゼ DWF4を特異的に
阻害する (Asami et al., 2000; Asami et al., 2001)。Brz処理により、内⽣ BR含量が減少し、
det2や bri1と同様の矮性表現型が⽣じる (Asami et al., 2000)。暗所で発芽したWT株は、⼦
葉が閉じ胚軸が徒⻑したもやし様の形態を⽰す。⼀⽅、暗所で Brzを投与したWT株は、BR

⽋乏により胚軸が短化し⼦葉が開化した表現型を⽰す。そこで、暗所 Brz添加条件にも関わ
らず、胚軸が短化せず逆に徒⻑するような表現型を⽰す変異体が単離できれば、その変異体
の原因遺伝⼦は BRシグナル伝達因⼦をコードしていると考え、当研究室でスクリーニング
が⾏われてきた (図 0-4)。このような表現型を⽰す変異体は、Brz-insensitive-long hypocotyl 

(bil) 変異体と名付けられ、未報告のものも含めると現在までに 9 つの変異体が単離されて
いる (Wang et al., 2002; Bekh-Ochir et al., 2013; Yamagami et al., 2017; Chagan et al., 2024; Miyaji 

et al., 2024; Surina et al., 2024)。bil1-D変異体より同定された BIL1/BZR1は、前項で述べたよ
うに BRシグナル伝達のマスター転写因⼦として機能することが明らかとなっている (図 0-

3) (Wang et al., 2002; Asami et al., 2003; Nosaki et al., 2018)。bil変異体とは反対に Brz処理で通
常よりも胚軸が短くなる Brz ⾼感受性変異体として Brz-sensitive-short hypocotyl 1-1D (bss1-

1D) が単離されている (図 0-4) (Shimada et al., 2015)。BSS1は、Brz処理による BR⽋損状態
でタンパク質が凝集し、BIL1/BZR1 を捕捉することにより、BIL1/BZR1 の細胞質から核へ
の移⾏を阻害する (図 0-3) (Shimada et al., 2015)。 

BRは、植物の成⻑制御だけではなく、葉緑体発達の制御に対しても⾮常に強い⽣理活性
を有する。先⾏研究により、det2 や bri1 は矮性かつ内⽣クロロフィル含量が増加した濃緑
⾊形態を⽰すことが知られている (Chory et al., 1991; Clouse et al., 1996)。Brzを添加した培
地で⽣育させた WT は、明所において、det2 や bri1 と同様の矮性かつ濃緑⾊形態を⽰し、
葉緑体チラコイド膜のグラナの発達もWTより促進されることが報告されている (Nagata et 

al., 2000)。そこで、明所 Brz添加条件で⽣育させた際に、葉が濃緑⾊にならず逆に淡緑⾊の
まま維持されるような変異体が単離できれば、その変異体の原因遺伝⼦は葉緑体の発達制
御に関する BRシグナル伝達因⼦をコードしていると考え、当研究室でスクリーニングが⾏
われてきた (図 0-4)。このような表現型を⽰す変異体は、Brz-insensitive-pale green (bpg) 変
異体と名付けられ、現在までに 3 つの変異体が報告されている (Komatsu et al., 2010; 

Yoshizawa et al., 2014; Tachibana et al., 2022)。BPG1は、クロロフィル⽣合成関連酵素の⼀つ
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である 3, 8-divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reductase (DVR) をコードしていた (Nagata et 

al., 2005; Tachibana et al., 2022)。DVRを含むクロロフィル⽣合成関連遺伝⼦群の発現は、暗
所において Brz 処理により活性化することが明らかとなっている (Tachibana et al., 2022)。
BPG2は、光合成⽣物および細菌に進化的に保存されている葉緑体 GTPaseであり、葉緑体
リボソーム RNA (rRNA) の正常な成熟に必須の役割を果たす (Komatsu et al., 2010)。BPG3

は、⾼等植物、藻類、光合成細菌に保存されている葉緑体タンパク質であり、PSIIの光合成
活性に影響を与える(Yoshizawa et al., 2014)。BPG1、BPG2、および BPG3の発現は、Brz処
理によるBR⽋乏に応答して増加することから、BRシグナルによってこれら遺伝⼦のmRNA

発現が抑制されていると考えられ、BPG1、BPG2および BPG3は、BRシグナルによる葉緑
体発達制御機構において重要な役割を果たしていると考察されている。 

 

 
図 0-4. BR ⽣合成阻害剤 Brz を⽤いた bil1変異体、bss変異体および bpg変異体のスクリ
ーニング⽅法の概要図 
(A) BR⽣合成阻害剤 Brzの構造式。 

(B) bil変異体、bss変異体、bpg変異体のスクリーニング法の概要図。暗所で Brzを処理さ
れた植物体は、通常は胚軸が短化した表現型を⽰す。⼀⽅、bil 変異体は暗所 Brz 条件下に
おいても胚軸が短化せず逆に徒⻑した表現型を⽰す。bss 変異体は、暗所 Brz 条件において
BrzにWTよりも⾼い感受性を⽰し、WTよりも胚軸が短くなる。明所で Brzを処理された
植物体は、矮性かつ葉の内⽣クロロフィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰す。bpg変異体は、
明所 Brz条件においても葉の内⽣クロロフィル含量が増加せず、淡緑⾊形態のまま維持され
る。  

studies have indicated that at high concentrations these inhibitors
can inhibit plant sterol biosynthesis at the site where obtusifoliol
14!-demethylase (a specific form of cytochrome P450-dependent
mono-oxygenase) catalyzes reactions in both whole plants and
cell cultures, to produce phytotoxicity, which is not relieved by
GA applications25. Theoretically, these inhibitors should reduce
the level of brassinosteroids, but phytosterols, such as sitosterol,
stigmasterol and 24-methylcholesterol, also play important roles
in regulating membrane fluidity and permeability, modulating the
activity of membrane-bound enzymes. Phytosterols are also
required for cell proliferation26.Therefore, the reduction of normal
phytosterols and/or an accumulation of 14!-methylsterols can
lead to phytotoxicity. On the basis of these findings, it appears
preferable that a specific inhibitor of brassinosteroid biosynthesis
should target the biosynthetic pathway downstream of sterol
biosynthesis, namely after obtusifoliol 14!-demethylase. So far,
the step catalyzing the conversion of episterol to 5-dehydroepi-
sterol, encoded by the Arabidopsis DWF7 gene has been shown 
to be the most upstream step leading to brassinosteroid biosyn-
thesis13. Therefore, it is probable that there are more receptive
inhibitor targets downstream of this step that would have less of
an intrinsic phytotoxicity.   

Basis for the design of the brassinosteroid 
biosynthesis inhibitor
Many cytochrome P450s are known to be inhibited by different
triazole compounds. This involves the basic nitrogen of the triazole
ring being positioned towards the central iron of the porphyrin

system. The hydrophobic moiety of the triazole inhibitor interacts
with the site normally occupied by the substrate, thus preventing
the binding of the oxygen molecule that would normally be acti-
vated and transferred to the substrate27. Many steps of brassino-
steroid biosynthesis after epistreol, are catalyzed by cytochrome
P450 enzymes, including the conversion of:
• Campestanol to 6!-hydroxycampestanol.
• 6-Oxocampestanol to cathasterone.
• Cathasterone to teasterone.
• Typhasterol to castasterone.
• Castasterone to brassinolide28. 
In this context, when plants are treated with uniconazole (a triazole-
type of GA biosynthesis inhibitor) a slight reduction in the con-
centration of endogenous castasterone is observed29. It has been
reported that uniconazole inhibits brassinolide-induced tracheary
element differentiation3. Based on these observations, it has been
hypothesized that triazole derivatives should be good lead com-
pounds for brassinosteroid biosynthesis inhibitors. The possibility
of modifying uniconazole to produce a specific brassinosteroid
biosynthesis inhibitor by reducing its potency as an inhibitor of
GA biosynthesis by means of structural modification of the tri-
azole moiety has been examined (Tadao Asami and Shigeo Yoshida,
unpublished). Because the triazole group is essential for the bind-
ing of cytochrome P450, and thus for the inhibition of a particular
cytochrome P450, the hydophobic part of the triazole inhibitor,
other than the triazole ring, should be the target for chemical modi-
fication. A typical example can be seen in the structure–activity
relationship between the R(") and S(#) optical isomers of the
uniconazole analog30. The R(") isomer is more toxic to fungi than
the S(#) isomer. This is because the R(") isomer is a more effec-
tive inhibitor of the cytochrome P450 site for the oxidation of 24-
methylenedihydrolanosterol, whereas the level of plant growth
regulatory activity is higher for the S(#) isomer31. Because plants
possess a system of steroid biosynthesis that is different from that
of fungi, uniconazole might disturb plant development by targeting
a cytochrome P450 function that is involved in brassinosteroid
biosynthesis. These observations suggested that it would be ben-
eficial to screen for a specific inhibitor of brassinosteroid biosyn-
thesis among the triazole compounds.

Finding the brassinosteroid biosynthesis 
inhibitor, brassinazole 
Assay methods
Recently, it has been reported that some triazole derivatives
inhibit brassinosteroid biosynthesis in a way that is almost totally
unrelated to their effects on GA biosynthesis32. To our knowledge,
this is the only report on specific brassinosteroid biosynthesis
inhibitors, and is the focus of the remainder of this review. The
experimental strategy was to design and synthesize molecules
based on the structure of uniconazole and paclobutrazol (Fig. 2).
Biological assays were used to identify the synthesized brassino-
steroid biosynthesis inhibitors. Compounds were first assayed
using a rice-stem elongation test to identify and eliminate GA
biosynthesis inhibitors (these inhibitors retard rice-stem elon-
gation, and such retardation can be reversed by treatment with GA).
Possible brassinosteroid biosynthesis inhibitors were bioassayed
with Arabidopsis and cress (Lepidium sativum) seedlings. These
assays are particularly useful because they are sensitive to the
inhibitors, and the growth inhibition can be reversed by the addi-
tion of brassinolide, a potent brassinosteroid. In addition, brassi-
nolide has been shown to be effective in rescuing the Arabidopsis
brassinosteroid-deficient mutants, but they cannot be rescued by
other plant hormones, such as auxins and the GAs. The mutants
show strong dwarfism with curly, dark-green leaves in the light,

350
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Fig. 2. (a) Structures of uniconazole, paclobutrazol and brassinazole
(Brz). Brz consists of two enantiomers, one of which is ten times
more active than the other. Absolute configuration of the active
ingredient is under investigation. (b) Morphology of the wild-type
plant (Control), brassinosteroid-deficient mutant deetiolated2
(det2), Brz-treated (1 $M) (Brz), and both Brz-treated (1 $M) and
brassinolide-treated (10 nM) (Brz # BL) Arabidopsis. All the plants
were grown from seeds on 1/2 MS agar medium that included
sucrose, for eight days in the dark at 22%C.
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本研究の⽬的 
シロイヌナズナにおける光シグナル伝達機構の解明の過程で、光環境による葉緑体発達制御
の分⼦機構の解明が進み、その制御において中⼼的な役割を果たす転写因⼦が同定されて
きた。⼀⽅、葉緑体の発達は光などの外部環境要因だけではなく、植物ホルモンなどの内在
性シグナル伝達によっても制御されることが明らかになりつつある。しかし、植物ホルモン
を対象とした研究は、植物の成⻑制御、ストレス耐性制御などに焦点を当てる傾向が強く、
植物ホルモンによる葉緑体制御機構には依然として多くの未解明領域が残されている。特
に、BRは葉緑体発達や光形態形成に対して⾮常に強い⽣理活性を有するにも関わらず、BR

シグナルによる葉緑体発達制御の分⼦機構には謎が多く残されている。 

これまでの当研究室の先⾏研究において、BRシグナルによる葉緑体発達制御の分⼦機構
の解明を⽬的に、bpg 変異体のスクリーニングが⾏われ、BR シグナル伝達の下流で葉緑体
発達を制御する因⼦として BPG1、BPG2、BPG3 が同定されてきた (Komatsu et al., 2010; 

Yoshizawa et al., 2014; Tachibana et al., 2022)。BPG1、BPG2、BPG3は、いずれも BRシグナ
ルによって mRNA 発現が制御されており、葉緑体局在因⼦として葉緑体の発達制御に関与
することが明らかとなっている (Komatsu et al., 2010; Yoshizawa et al., 2014; Tachibana et al., 

2022)。⼀⽅、BRは細胞膜で受容されたのち核にシグナルが伝達されることから、BRシグ
ナルによって制御される核局在の葉緑体制御因⼦の解明が求められていたが、そのような因
⼦に関する知⾒は乏しいのが現状であった。 

当研究室の先⾏研究により 4番⽬の bpg変異体として同定されていた BPG4-FOX形質転
換体から新規因⼦として BPG4が単離されていた。第⼀章で後述するように、これまでの当
研究室の先⾏研究によって BPG4が⾼発現した BPG4-FOXが淡緑⾊形態を⽰すこと、BPG4

が核と細胞質に局在すること、BPG4は光合成組織で主に発現すること、BPG4と GLK転写
因⼦が相互作⽤することなどが明らかにされている (阿部, 2014; 丸上, 2017)。⼀⽅、BPG4

は既知の機能ドメインを持たない新規因⼦であり、BPG4による葉緑体発達制御機構の詳細
については多くが未解明な状況であった。本研究は、この BPG4に関する研究を⾏い、光環
境における BR シグナル伝達による葉緑体発達制御の分⼦機構に関する理解を深めること
を⽬的とする。また、暗所誘導型の BPG4相同性因⼦として同定した BPG4 HOMOLOGOUS 

GENE 2 (BGH2) の機能に関する研究を⾏うことにより、暗環境および脱⻩化時における葉
緑体/⾊素体発達制御の分⼦機構に関する理解を深めることも本研究の⽬的とする。  
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第⼀章 BRシグナルと光シグナルの下流で機能する新規葉
緑体制御因⼦ BPG4 による葉緑体恒常性維持機構の解明 
 

背景と⽬的 
Brz は BR ⽣合成の特異的阻害剤であり、植物の内⽣ BR 含量を減少させる。Brz を添加し
た培地で⽣育させた植物は、暗所においても胚軸が短化し⼦葉が開化した光形態形成を⽰
す。この際、クロロフィル⽣合成関連遺伝⼦、LHC、rbcS、psbAなどの光合成関連遺伝⼦の
発現が増加することが知られている。また、Brzを添加した植物を明所で⽣育させると、葉
の内⽣クロロフィル含量が増加し葉緑体発達が促進した濃緑⾊形態を⽰すことが知られて
いる (Komatsu et al., 2010; Tachibana et al., 2022)。このように葉緑体の発達に対する BRの⽣
理作⽤は明確であるにもかかわらず、BR シグナルがどのように葉緑体の発達を制御してい
るのか、その分⼦機構は未だ解明されていない。 

この未解明な分⼦機構を明らかにするために、Brz と約 10,000 株のシロイヌナズナ遺伝
⼦強制発現系統 [Arabidopsis Full length cDNA Over eXpressing line (FOXライン)] (Ichikawa et 

al., 2006) を⽤いたスクリーニングを⾏い、当研究室の先⾏研究において BPG4-FOX植物体
が単離されていた (阿部, 2014)。Brz 添加条件で⽣育した WT の⼦葉は、Mock 条件下で⽣
育した WT よりも、内⽣クロロフィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰した。⼀⽅、BPG4-

FOX の⼦葉は、Brz 添加条件および⾮添加条件の双⽅において淡緑⾊形態を⽰した (図 1-1 

A–B)。BPG4-FOXの内⽣クロロフィル含量はWTの約 60%程度に減少しており、Brz添加に
よって有意に増加しなかった (図 1-1 B)。これらの結果から、BPG4-FOXの原因遺伝⼦であ
る BPG4は、BRシグナルによる葉緑体制御に重要な機能を持つと考えられている。 

FOXラインは、カリフラワーモザイクウイルス (CaMV) 由来の 35Sプロモーターとノパ
リン合成酵素をコードする遺伝⼦ (NOS) のターミネーターの制御下でシロイヌナズナ全
⻑ complementary DNA (cDNA)を無作為に発現させた形質転換体である (Ichikawa et al., 2006)。
そこで、当研究室の先⾏研究において、35S プロモーターと NOS ターミネーターに特異的
なプライマーを⽤いて polymerase chain reaction (PCR) が⾏われ、BPG4-FOX に挿⼊された
cDNAが決定された (阿部, 2014)。その結果、これまでに AT3G55240の cDNAが BPG4-FOX

に挿⼊されていることが明らかとなっている。Real-time–quantitative PCR (RT–qPCR) によっ
て、BPG4-FOXにおける AT3G55240の mRNA発現を解析したところ、BPG4-FOXにおいて
AT3G55240の発現がWTと⽐較して20倍以上に増加していることが認められた (図1-1 C)。
これらの結果より、BPG4-FOX の原因遺伝⼦が AT3G55240 であると推測されており、
AT3G55240が BPG4と命名されている。 

BRシグナルによる葉緑体制御において重要な機能を持つと考察された BPG4は、当研
究室の先⾏研究によって、その分⼦機能および発現制御機構の解明が進められてきた (阿
部, 2014; 丸上, 2017)。これまでに、BPG4は核において GLK転写因⼦と相互作⽤するこ
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と、光および BRシグナルにより mRNA発現が制御されること、並びに BPG4の細胞内局
在や器官別発現が明らかとされてきた (阿部, 2014; 丸上, 2017)。これらの先⾏研究により
明らかとされている BPG4の分⼦機能および発現制御機構に関しては、本章の結果の中で
記述することとする。しかし、葉緑体発達制御における BPG4の⽣理学的機能をはじめと
して、BPG4の分⼦機能・発現制御機構・⽣理学的意義には依然として多くの未解明領域
が残されているのが現状であった。そこで、本章では BPG4の分⼦機能、mRNA発現制御
機構、および⽣理学的意義の解明を⽬指した。本研究により、植物が葉緑体発達の恒常性
を維持し、活性酸素分⼦種 (ROS) の発⽣を回避しながら効率的に光合成を⾏う分⼦機構
に関して新たな知⾒が得られた。 

 

結果 
BPG4-FOXの原因遺伝⼦候補 BPG4の⾼発現植物体は、BPG4-FOXの表現型
を再現した 
前述のように、当研究室の先⾏研究によって BPG4-FOXの原因遺伝⼦候補は、AT3G55240

であると推測されていた (阿部, 2014)。そこで、AT3G55240の⾼発現が BPG4-FOXの淡緑⾊
形態の原因であることを確認するために、35Sプロモーター下でAT3G55240の完全⻑Coding 

sequence (CDS) を⾼発現した植物体 (BPG4-OX-2、BPG4-OX-10) を作出し、表現型を観察し
た。BPG4-OX-2および BPG4-OX-10は、Brz添加条件および⾮添加条件の双⽅で BPG4-FOX

と同様の淡緑⾊形態を⽰した (図 1-1 D–E)。AT3G55240の⾼発現植物体によって BPG4-FOX

の表現型が再現されたことから、BPG4-FOX の原因遺伝⼦が AT3G55240 であると確認され
た。  
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図 1-1. Brz 処理条件における BPG4-FOXおよび BPG4⾼発現植物体の表現型観察 
(A–B) WT および BPG4-FOX の表現型 (A)、および新鮮重当たりの総クロロフィル内⽣量 

(B)。1 µM Brzまたは Brzと同等の量の Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Mock) を含む 1/2MS培
地において、弱光条件 (20 µE) で 9⽇間 (A)、もしくは 14⽇間 (B) ⽣育した。Scale bars = 

1 mm。(B) において、平均および標準誤差 (Standard deviation, SD) は、100mgの植物を⼀
つの試料として⽣物学的 3反復より算出した。 

(C) WTおよび BPG4-FOXにおける BPG4 mRNA発現の RT–qPCR解析の結果。内部標準に
は ACTIN 2 (ACT2) を⽤いた。平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。 

(D‒E) WT、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10 の表現型 (D)、および新鮮重当たりの総クロ
ロフィル内⽣量 (E)。1 µM Brzまたは Brzと同等の量の DMSO (Mock) を含む 1/2MS培地
において、弱光条件 (20 µE) で 8⽇間⽣育した。Scale bars = 1 mm。(E) において、平均お
よび SDは、14‒16個体の植物を⼀つの試料として⽣物学的 3反復より算出した。 

(B) および (E) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05

でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(B) (C) の実験は、阿部晋⽒によって⾏われた。  
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図1-X. Brz添加条件におけるBPG4⾼発現植物体の表現型観察
(A) 野⽣型植物 (WT) およびBPG4-FOXの表現型。1 µM BrzまたはBrzと同等の量のDMSO
(Mock) を含む1/2MS培地において、⻑⽇条件 (Light 16 h / Dark 8 h) かつ弱光条件 (20 µE) で9
⽇間⽣育した。Scale bars = 1 mm。
(B) WTおよびBPG4-FOXの新鮮重当たりの総クロロフィル内⽣量。 1 µM BrzまたはBrzと同等
の量のDMSO (Mock) を含む1/2MS培地において、⻑⽇条件 (Light 16 h / Dark 8 h) かつ弱光条
件 (20 µE) で14⽇間⽣育した。平均およびSDは、100mgの植物を⼀つの試料として⽣物学的3
反復より算出した。 (阿部 2014より改変)
(C) WTおよびBPG4-FOXにおけるBPG4 mRNA発現のRT-qPCR解析の結果。内部標準にはACT2
を⽤いた。平均およびSDは、実験的3-4反復より得た。
(D) WT、BPG4-OX-2、およびBPG4-OX-10の表現型。1 µM BrzまたはBrzと同等の量のDMSO
(Mock) を含む1/2MS培地において、⻑⽇条件 (Light 16 h / Dark 8 h) かつ弱光条件 (20 µE) で8
⽇間⽣育した。Scale bars = 1 mm。
(g) WT、BPG4-OX-2、およびBPG4-OX-10の新鮮重当たりの総クロロフィル内⽣量。 1 µM Brz
またはBrzと同等の量のDMSO (Mock) を含む1/2MS培地において、⻑⽇条件 (Light 16 h / Dark
8 h) かつ弱光条件 (20 µE) で8⽇間⽣育した。平均およびSDは、 14-16個体の植物を⼀つの試
料として⽣物学的3反復より算出した 。
(B)および(E)において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法においてp<0.05でサン
プル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 
(B)および(C)の実験は、阿部晋⽒によって⾏われた。
(B)および(C)の図は、阿部⽒の修⼠論⽂ (2014)より改変した。
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BPG4はストレプト藻類および陸上植物に進化的に広く保存されている 
BPG4は、先⾏研究により PSEUDO-ETIOLATION IN LIGHT (PEL) および REPRESSOR OF 

PHOTOSYNTHETIC GENES 2 (RPGE2) として報告されていた (Ichikawa et al., 2006; Kim et 

al., 2016) が、その詳細な分⼦機能は明らかになっていなかった。The Arabidopsis Information 

Resource [TAIR (https://www.arabidopsis.org/)] から取得した BPG4 のアミノ酸配列に基づい
て、Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 検索を⾏った。その結果、シロイヌナズナに
おいて 3つのパラログ (AT3G28990、AT5G02580、AT1G10657) が存在することが明らかと
なり、これらの因⼦を BPG4 HOMOLOGOUS GENE 1、BPG4 HOMOLOGOUS GENE 2、お
よび BPG4 HOMOLOGOUS GENE 3 (BGH1、BGH2、および BGH3) と命名した。BGH2は
RPGE1 として PIFs の下流で機能することが報告されていた (Soy et al., 2016; Zhang et al., 

2020b; Yan et al., 2021) が、BGH2/RPGE1の詳細な分⼦機能は明らかとなっていなかった。
BPG4オルソログは、動物、⾮光合成細菌、藍藻、紅藻、灰⾊藻、プラシノデルマ藻類、緑
藻においては存在を確認できなかった。ストレプト藻類においては、メソスティグマ藻綱で
あるMesostigma virideでは、BPG4オルソログの存在を認められなかった。⼀⽅、クロロキ
ブス藻綱である Chlorokybus atmophyticus、クレブソルミディウム藻綱である Klebsormidium 

nitens、⾞軸藻綱である Chara braunii、接合藻綱である Spirogloea muscicola、Zygnema cf. 

cylindricum においては BPG4 オルソログの存在が認められた。さらに、陸上植物において
BPG4オルソログの探索を⾏ったところ、コケ植物 (Marchantia polymorpha)、⼩葉植物・シ
ダ植物 (Diphasiastrum complanatum、Ceratopteris richardii、Selaginella moellendorffii)、裸⼦植
物 (Thuja plicata)、被⼦植物アンボレラ⽬ (Amborella trichopoda)、真正双⼦葉植物 (Nicotiana 

tabacum、Solanum lycopersicum、Glycine max、Populus trichocarpa) および単⼦葉植物 (Oryza 

sativa、Brachypodium distachyon、Zea mays) において BPG4オルソログの存在が認められた。
なお、コケ植物においては、ヒメツリガネゴケ (Physcomitrella patens) においては BPG4オ
ルドログを確認できなかった。以下 (25–27 ⾴) に記した分⼦系統樹とアミノ酸配列⽐較の
結果および BPG4ファミリーの光環境に応じた発現解析の結果 (第⼆章) に基づき、同定さ
れた BPG4オルソログに命名した (補⾜表 1-1, 73–74⾴)。 

得られた BPG4 オルソログのアミノ酸配列を⽤いて BPG4 ファミリーの分⼦系統樹を作
成した (図 1-2)。BPG4 ファミリーは藻類から裸⼦植物においてはサブグループを持たない
⼀⽅、双⼦葉植物においては三つのサブグループ (BPG4、BGH2、BGH3)、単⼦葉植物にお
いては⼆つのサブグループ (BPG4、BGH2) を持つことが予測された。シロイヌナズナ BPG4 

(AtBPG4) とシロイヌナズナBPG4パラログ (AtBGH1/AtBGH2/AtBGH3) におけるアミノ酸
配列⽐較を⾏った結果、AtBPG4と AtBGHsのアミノ酸配列は全⻑にわたって保存されてい
ることが明らかとなった  (図 1-3 A)。特に、機能未知ドメイン A_thal_3526 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF09713/) が AtBPG4 と AtBGHs 間で⾼度に保存さ
れていた。さらに、AtBPG4と各植物種における BPG4オルソログのアミノ酸配列⽐較を⾏
った結果、A_thal_3526ドメインは他の植物種においても進化的に広く保存されていること

https://www.arabidopsis.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF09713/
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が明らかとなった (図 1-3 B)。また、いずれの植物種においても A_thal_3526ドメイン以外
に機能ドメインは認められなかった。これらの結果より、BPG4はストレプト藻類以降の光
合成⽣物に進化的に広く保存されていることが⽰唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図は次⾴に掲載) 

図 1-2. BPG4 ファミリーの分⼦系統樹 
⼀部のストレプト藻類および陸上植物における BPG4オルソログの分⼦系統樹。ストレプト
藻類と陸上植物においては、アミノ酸の置換モデルが異なると予測されたため、分離して分
⼦系統樹を作成した。略称は At, Arabidopsis thaliana; Gm, Glycine max; Pt, Populus trichocarpa; 

Sl, Solanum lycopersicum; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa; Bd, Brachypodium distachyon; 

Zm, Zea mays; AmTr, Amborella trichopoda; Tp, Thuja plicata; Cr, Ceratopteris richardii; Dc, 

Diphasiastrum complanatum; Sm, Selaginella moellendorffii; Mp, Marchantia polymorpha; SpMu, 

Spirogloea muscicola; Zc, Zygnema cf. cylindricum; Cb, Chara braunii; Kn, Klebsormidium nitens; 

Ca, Chlorokybus atmophyticusをそれぞれ⽰す。各枝の値は Bootstrap valueを⽰す。分⼦系統
樹の作成に使⽤したアミノ酸配列の Accession numberについては補⾜表 1-1に⽰した (73–

74⾴)。  



 26 

 
 

(図の説明は前⾴に記載) 
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図 1-3. BPG4 ファミリーのアミノ酸配列⽐較 
(A) シロイヌナズナにおける BPG4パラログ BGH1/2/3と BPG4のアミノ酸配列⽐較。オレ
ンジ⾊の線は、A_thal_3526ドメインを⽰す。 

(B) シロイヌナズナにおける BPG4 のアミノ酸配列における A_thal_3526 ドメインの位置、
および各⽣物種の BPG4オルソログにおける A_thal_3526ドメインのアミノ酸配列⽐較。略
称は図 1-2と同様に⽰す。使⽤したアミノ酸配列の Accession numberについては補⾜表 1-1
に⽰す。 

⾚塗りと⾚字のアミノ酸残基は、⽐較された植物種間で完全に保存されたアミノ酸残基と
⾼度に保存された性質の類似したアミノ酸残基をそれぞれ⽰す。⻘枠は、⾚塗りと⾚字のア
ミノ酸残基から構成される⾼度に保存された配列を⽰す。  
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図1-X. BPG4ファミリーのアミノ酸配列⽐較
略称は [真正双⼦葉植物] At : Arabidopsis thaliana, Gm : Glycine max, Pt : Populus trichocarpa, Sl : 
Solanum lycopersicum, Nt : Nicotiana tabacum, [単⼦葉植物] Os : Oryza sativa, Bd : Brachypodium 
distachyon, Zm : Zea mays, [被⼦植物 (アンボレラ⽬)] AmTr : Amborella trichopoda, [裸⼦植物] 
Tp : Thuja plicata, [⼩葉植物・シダ植物] Cr : Ceratopteris richardii, Dc : Diphasiastrum 
complanatum, Sm, Selaginella moellendorffii, [コケ類] Mp : Marchantia polymorpha, [ストレプト藻
類 ] SpMu : Spirogloea muscicola, Zc : Zygnema cf. cylindricum, Cb : Chara braunii, Kn : 
Klebsormidium nitens, Ca : Chlorokybus atmophyticusをそれぞれ⽰す.
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BPG4は植物体の内⽣クロロフィル含量を減少させ、葉緑体グラナの発達を抑
制する 
BPG4の⽣理学的機能を解明するために、Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) の
Transfer-DNA (T-DNA) 挿⼊変異体種⼦ライブラリーから BPG4 ⽋損変異体 bpg4-1 

(CS927130) および bpg4-2 (CS391583) の種⼦を⼊⼿し、ホモ変異系統を単離した (図 1-4 A)。
また、BPG4 ⾼発現植物体として前述した BPG4-OX-2 および BPG4-OX-10 を⽤いることと
した。BPG4 ⾼発現植物 (BPG4-OX-2 および BPG4-OX-10) および BPG4 ⽋損植物 (bpg4-1

および bpg4-2) における BPG4の mRNA発現量および BPG4タンパク質蓄積量を解析する
ために、RT–qPCRおよび anti-BPG4抗体を⽤いた免疫ブロット解析 (Western blotting) を⾏
った (図 1-4 B–C)。BPG4-OX-2および BPG4-OX-10では、WTと⽐較して BPG4 mRNA発現
量および BPG4タンパク質蓄積量が顕著に増加しており、逆に bpg4-1および bpg4-2では減
少していた (図 1-4 B–C)。WT、BPG4-OX-2、BPG4-OX-10においては、BPG4のアミノ酸配
列から予測される分⼦量と⼀致するシグナルに加えて、⾼分⼦量側にシフトしたシグナルが
確認された。最新のシロイヌナズナゲノム情報 (Araport11) において、BPG4 はスプライシ
ングバリアントを有さないと予測されており、BPG4⽋損植物体においては⼆つのシグナル
の両⽅が消失することから、⾼分⼦量側にシフトしたシグナルは BPG4タンパク質由来のシ
グナルである可能性が⽰唆された。 

 

 
図 1-4. BPG4⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体の作出 
(A) BPG4遺伝⼦の模式図、および bpg4-1変異体と bpg4-2変異体におけるT-DNA挿⼊位置。
⿊い四⾓形がエキソン、⽩い四⾓形が⾮翻訳領域 (Untranslated region, UTR)、他の領域がイ
ントロンを⽰す。オレンジ⾊の三⾓形がそれぞれの変異体の T-DNA挿⼊位置を⽰す。 

(B‒C) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10における BPG4 mRNA発現の
RT‒qPCR解析の結果 (B)、および anti-BPG4抗体を⽤いた Western blottingによる BPG4タ
ンパク質の検出結果 (C)。植物体は、1/2MS培地において 8⽇間 (B) または 7⽇間 (C) ⽣
育した。(B) において、内部標準には GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 

(GAPDH) を⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より算出した。(C) において、Loading 

controlには ACTINを⽤いた。  
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次に、幼植物および栄養成⻑期における BPG4 ⽋損植物体および BPG4 ⾼発現植物体の
表現型を観察した。明所で 8⽇間⽣育した幼植物において、BPG4-OX-2および BPG4-OX-10

の⼦葉は、WT と⽐較して淡緑⾊形態を⽰したが、bpg4-1 および bpg4-2 の⼦葉は濃緑⾊形
態を⽰した (図 1-5 A)。明所で 23⽇間⽣育した植物体においても、BPG4-OX-2および BPG4-

OX-10は、WTと⽐較して淡緑⾊のロゼット葉を有していたのに対し、bpg4-1および bpg4-

2は濃緑⾊のロゼット葉は有していた (図 1-5 A)。幼植物における新鮮重あたりの内⽣クロ
ロフィル含量を定量した結果、bpg4-1および bpg4-2においてクロロフィル aとクロロフィ
ル bの内⽣量がWTと⽐較して約 10–20%増加していたのに対し、BPG4-OX-2および BPG4-

OX-10においては約 40%低下していた (図 1-5 B–C)。これらの結果より、BPG4は内⽣クロ
ロフィル含量を低下させる機能を持つことと考察された。 

さらに、葉緑体発達制御における BPG4 の機能を明らかにするために各植物のクロロフ
ィル a/b⽐を計算した。クロロフィル aが LHCと PSI/IIの両⽅に存在するのに対して、ク
ロロフィル bは LHCにしか存在しないことから、クロロフィル a/b⽐は LHCのサイズの指
標とされている (Leong and Anderson, 1984; Jia et al., 2016)。クロロフィル a/b⽐は、bpg4-1

および bpg4-2においてWTより低下し、BPG4-OX-2および BPG4-OX-10において増加して
いた (図 1-5 D)。この結果より、bpg4-1および bpg4-2においてはWTより LHCアンテナサ
イズが増⼤している⼀⽅、BPG4-OX-2 および BPG4-OX-10 においては低下している可能性
が⽰唆された。そこで、WT、bpg4-1、BPG4-OX-2における葉緑体の内部構造を透過型電⼦
顕微鏡 (Transmission electron microscopy, TEM) により観察した (図 1-5 E–F)。その結果、
bpg4-1 において、葉緑体チラコイド膜のグラナ当たりのスタッキング層数が WT と⽐較し
て増加していることが明らかとなった (図 1-5 E–F)。また、BPG4-OX-2においては、グラナ
当たりのスタッキング層数の低下に加えてチラコイド膜の断⽚化が観察された (図 1-5 E–

F)。これらの結果より、BPG4は内⽣クロロフィル含量を低下させるだけではなく、グラナ
構造や LHC アンテナサイズなど葉緑体の発達を抑制する機能を果たすことが考察された。 
最後に、⽣殖成⻑期における BPG4 ⽋損植物体および BPG4 ⾼発現植物体の表現型を観

察した (図 1-5 G–I)。⻑⽇条件 (明期 16 時間/暗期 8 時間) において、抽苔までにかかった
⽇数は、bpg4-1と bpg4-2はWTよりも増加したのに対し、BPG4-OX-2と BPG4-OX-10では
減少した (図 1-5 G–H)。bpg4-1と bpg4-2は花成時点のロゼット葉の枚数がWTより増加し
た花成遅延形態を⽰したのに対し、BPG4-OX-2 と BPG4-OX-10 は花成時点のロゼット葉の
枚数が減少した花成促進形態を⽰した (図 1-5 I)。最終的な花茎⻑については、WT、BPG4

⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体間で明確な差を認められなかった (図 1-5 G)。これら
の結果より、BPG4は葉緑体の発達だけではなく、花成を制御する機能も持つ可能性が考察
された。  
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図 1-5. BPG4⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体の表現型観察 

(A) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10の表現型。植物体は、1/2MS培
地において 8⽇間 (上段)、もしくは 1/2MS培地において 7⽇間⽣育した後、⼟に植え替え
て 16⽇間 (下段) ⽣育した。Scale bars = 1 mm (上段)、もしくは 1 cm (下段)。 

(B‒D) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10における新鮮重当たりのクロ
ロフィル a (B)、クロロフィル b (C) の内⽣量、およびクロロフィル a/b⽐ (D)。植物体は、
1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。n = 20。 

(E) WT、bpg4-1、および BPG4-OX-2における TEMによる葉緑体観察画像。植物体は、1/2MS

培地において 8 ⽇間⽣育した後、⼟に植え替えて 11 ⽇間 (合計 19 ⽇間) ⽣育した。Scale 

bars = 0.2 μm および 1 μm (挿⼊図)。 

(F) (E)に⽰した植物体の葉⾁細胞におけるグラナスタッキング数の定量的解析結果。チラコ
イド膜は、1つの内腔を囲む 1対の膜として１層として定義した。各葉緑体におけるチラコ
イド膜のスタッキング層数は、葉緑体中の第 1、第 2、第 3に⼤きなグラナにおけるスタッ
キング層数をそれぞれ数え、それらの平均値を各葉緑体におけるグラナのスタッキング層
数として解析に⽤いた。n = 15。 

(G) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10の成熟個体の表現型。左図の植
物体は、1/2MS培地において 8⽇間⽣育した後、⼟に植え替えて 24⽇間⽣育した。右図の
植物体は、1/2MS培地において 7⽇間⽣育した後、⼟に植え替えて 46⽇間⽣育した。Scale 

bars = 5 cm。 

(H‒I) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10における抽だいまでにかかっ
た⽇数 (H)、および抽だい時点におけるロゼット葉の枚数 (I)。植物体は、1/2MS 培地にお
いて 7⽇間⽣育した後、⼟に植え替えて 17–27⽇間 (合計 24–34⽇間) 100 µEで⽣育した。
n ≥ 13。 

(B‒D) (F) (H–I) において、箱を 2等分する⽔平線、箱の下辺、箱の上辺は、それぞれ中央
値、下位四分位数、上位四分位数を⽰す。ひげの⻑さは下四分位数と上四分位数から四分位
範囲 [Interquartile range (IQR)] の 1.5倍以内にあるデータ点を表す。この範囲外のデータポ
イントを外れ値とみなし、ひげの外に個別にプロットした。 

(B‒D) (F) (H–I) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05

でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 
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BPG4は核に局在し、光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) の発現を抑制する 
当研究室の先⾏研究により、BPG4が葉緑体発達および内⽣クロロフィル含量を抑制する分
⼦機構を明らかにするために、BPG4タンパク質の細胞内局在の解析が⾏われていた (阿部, 

2014)。35Sプロモーターの下流で BPG4の C末端に GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) 

を融合したタンパク質を発現した形質転換体を作成し、根の根幹細胞および葉の表⽪細胞
を観察した結果、BPG4-GFP の蛍光シグナルは主に細胞質と核において観察された (阿部, 

2014) (図 1-6 A)。さらに、BPG4-OX-2と anti-BPG4抗体を⽤いた免疫蛍光染⾊を⾏った (図
1-6 B)。anti-BPG4抗体による蛍光シグナルは、4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) による蛍
光が⽰す核シグナルと重なって検出された。これらの結果から、BPG4タンパク質は核と細
胞質に局在していると考察された。 

葉緑体の発達には、クロロフィル⽣合成関連酵素、LHC サブユニット、PSI/II の構成要
素、ルビスコなどの多くの光合成関連タンパク質が必要である。これらのタンパク質は葉緑
体に局在している⼀⽅、クロロフィル⽣合成関連酵素や LHCなどの重要な葉緑体タンパク
質の多くは、光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) として核ゲノムにコードされている。BPG4が
核に局在すると考察されたことから、BPG4は核における PhANGs発現制御に寄与している
のではないかと考えた。WT、BPG4⽋損植物、および BPG4⾼発現植物において 14の光合
成関連遺伝⼦ (13の PhANGsと 1つの PhAPG) の RT–qPCR解析を⾏った (図 1-7 A–B)。そ
の結果、クロロフィル⽣合成関連酵素をコードする 5 つの遺伝⼦ [glutamyl-tRNA reductase 

(HEMA1)、magnesium chelatase cofactor (GUN4)、magnesium chelatase H subunit (CHLH)、
protochlorophyllide oxidoreductase (PORB)、chlorophyllide a oxygenase (CAO)] と LHC サブユ
ニットをコードする3つの遺伝⼦ [light-harvesting chlorophyll a/b binding protein 1.2 (LHCB1.2)、
light-harvesting complex photosystem II subunit 6 (LHCB6)、Photosystem I light- harvesting complex 

1 (LHCA1)] の mRNA発現が、bpg4-1と bpg4-2においてはWTに⽐べて増加したが、BPG4-

OX-2 と BPG4-OX-10 においては減少していることが明らかとなった (図 1-7 A–B)。⼀⽅、
クロロフィル⽣合成関連酵素をコードする 3 つの遺伝⼦  [protoporphyrinogen oxidase 

(HEMG1)、3,8-divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reductase (DVR/BPG1)、chlorophyll synthase 

(CHLG)] については増減を認められなかったほか、クロロフィル分解酵素 pheophorbide a 

oxygenaseをコードする PAOや rbcS、psbAについても明確な発現変動は認められなかった。
これらの結果より、BPG4が核において PhANGsの発現を包括的に抑制していることが⽰唆
された。  
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図 1-6. BPG4 タンパク質の細胞内局在観察 
(A) 35Spro:BPG4-GFPにおける葉および根の共焦点顕微鏡観察像。Scale bars = 10 µm。植物
体は、1/2MS培地において 3⽇間⽣育した。 

(B) BPG4-OX-2における anti-BPG4抗体を⽤いた免疫蛍光染⾊の観察像。植物体は、1/2MS

培地において 9⽇間⽣育した個体の⼦葉を⽤いた。切⽚を anti-BPG4抗体または正常ウサギ
IgGで染⾊した後、Alexa Fluor Plus 647 (⾚) を結合させたロバ抗ウサギ IgG⼆次抗体で染⾊
することにより、BPG4タンパク質を染⾊した。葉緑体由来の⾮特異的シグナルを⽰すため
に、植物体のネガティブコントロール (NC) として bpg4-1を、抗体の NCとして IgGを⽤
いた。核は DAPI (⻘) で染⾊した。挿⼊図は代表的な核の拡⼤図であり、各図において拡⼤
した核を⽩い四⾓で囲んで⽰した。⽩⽮印は、DAPI シグナルと重なる anti-BPG4 抗体によ
る蛍光シグナルを⽰す。Scale bars = 50 µm および 2.5 µm (挿⼊図)。 

(A)の実験は、阿部晋⽒によって⾏われた。  
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図 1-7. BPG4⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体における光合成関連遺伝⼦の発現解析 

(A) シロイヌナズナにおけるクロロフィル⽣合成経路の概要図。図中に⽰した各遺伝⼦によ
って、以下の酵素がコードされる。glutamyl-tRNA reductase (HEMA1); protoporphyrinogen 

oxidase (HEMG1); magnesium chelatase cofactor (GUN4); magnesium chelatase H subunit (CHLH); 

protochlorophyllide oxidoreductase (PORB); 3,8-divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reductase 

(DVR/BPG1); chlorophyll synthase (CHLG); and chlorophyllide a oxygenase (CAO)。 

(B) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10 における光合成関連遺伝⼦の
mRNA発現の RT–qPCR解析の結果。植物体は、1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。グラ
フ中に⽰した各遺伝⼦によって、以下のタンパク質がコードされる。Light-harvesting 

chlorophyll a/b binding protein 1.2 (LHCB1.2); light- harvesting complex photosystem II subunit 6 

(LHCB6); Photosystem I light- harvesting complex 1 (LHCA1); Pheide a oxygenase (PAO); PSII D1 

protein (psbA); and Rubisco small subunit (rbcS)。内部標準には GAPDHを⽤い、平均および SD

は、⽣物学的 3 反復より算出した。グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer 法におい
て p<0.05でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 
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BPG4は葉緑体発達のマスター転写因⼦ GLKsと核内で相互作⽤する 
当研究室の先⾏研究により、核内で機能する 3つの主要な光合成関連因⼦ファミリー (HY5、
COP1、GLKs) と BPG4 の相互作⽤が Yeast two-hybrid (Y2H) 法により解析されていた (阿
部, 2014) (図 1-8 A)。その結果、BPG4と GLK1および GLK2との相互作⽤が検出されたが、
HY5およびCOP1に関してはBPG4との相互作⽤は検出されなかった (図 1-8 A)。GLKsは、
クロロフィル⽣合成関連酵素や LHCのサブユニットをコードする遺伝⼦など PhANGsの発
現を統括的に促進する機能をもち、光合成装置の形成に主要な役割を果たすことが知られ
ている (Fitter et al., 2002; Waters et al., 2009)。そこで、植物細胞内における BPG4と GLKの
相互作⽤を解析するために、シロイヌナズナ培養細胞を⽤いて、BPG4 を YELLOW 

FLUORESCENT PROTEIN (YFP) のN末端に融合したもの (nYFP-BPG4) と、GLK1/2をYFP

のC末端に融合したもの (cYFP-GLK1/2) を⽤いた Bimolecular fluorescence complementation 

(BiFC) 解析が、当研究室の先⾏研究により⾏われていた (阿部, 2014) (図 1-8 B)。nYFP-BPG4

と cYFP-GLK1/2 の両⽅を共発現している細胞では核内の YFP 蛍光シグナルが観察された
が、BPG4または GLK1/2のみを発現している細胞ではシグナルは観察されなかった (図 1-

8 B)。さらに、当研究室の先⾏研究により、ベンサミアナタバコ (Nicotiana benthamiana) に
おいて GFP 融合 BPG4 タンパク質 (BPG4-GFP) と Myc 融合 GLK1/2 タンパク質 (Myc-

GLK1/2) を⼀過的に発現させ、共免疫沈降 (CoIP) 解析が⾏われた結果、BPG4-GFPとMyc-

GLK1/2の相互作⽤が確認されていた (丸上, 2017) (図 1-8 C)。そこで、シロイヌナズナにお
ける内在性 BPG4 タンパク質と GLK 転写因⼦の相互作⽤を確認するために、35S:GLK1-

GFP/glk1glk2と 35S:GLK2-GFP植物体と anti-BPG4抗体を⽤いた CoIP解析を⾏った。その
結果、シロイヌナズナ幼植物において内在性 BPG4 タンパク質が GLK1/2-GFP と相互作⽤
することが明らかとなった (図 1-8 D)。これらの結果より、BPG4は GLK1/2と核で相互作
⽤していると考察された。 

GLKは、4つの機能ドメイン [天然変性領域と核移⾏シグナルから構成される N末端ド
メイン (N-terminal)、Myb-DNA結合ドメイン (DBD)、プロリンリッチドメイン (PRD)、GLK 

C terminal-box (GCT-box) ドメイン] を持つことが知られている (Rossini et al., 2001; Fitter et 

al., 2002; Li et al., 2021; Zhang et al., 2021)。また、BPG4 は進化的に保存されたドメイン
A_tal_3526を有する (図 1-3 B)。GLK1と BPG4の相互作⽤に必要なドメインを特定するた
め、各ドメインに分割した断⽚を⽤いて Y2H解析を⾏ったところ、BPG4の A_thal_3526が
GLK1の GCT-boxと相互作⽤することが明らかになった (図 1-8 E–F)。これらの結果より、
BPG4は核において A_thal_3526を介して GLKsの GCT-boxと相互作⽤していると考察され
た。  
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図 1-8. BPG4 と GLK 転写因⼦の相互作⽤解析 

(A) BPG4と GLK1、GLK2、HY5、COP1の相互作⽤を解析した Y2Hの結果。COP1と HY5

の相互作⽤は実験のポジティブコントロールとして確認した。 

(B) シロイヌナズナ培養細胞における YFP の N 末端断⽚融合 BPG4 (nYFP-BPG4) と YFP

の C末端断⽚融合 GLK1、GLK2 (cYFP-GLK1、cYFP-GLK2) の BiFCの結果。Scale bar = 10 

μm。 

(C) BPG4と GLK1、GLK2の相互作⽤を解析した CoIPの結果。BPG4-GFPと 10x Myc-GLK1

または 10x Myc-GLK2をベンサミアナタバコ (Nicotiana benthamiana)で⼀過的に発現させた。
BPG4-GFPは GFP-Trap Aを⽤いて免疫沈降させ、anti-GFP抗体と anti-Myc抗体を⽤いてタ
ンパク質を検出した。 

(D) シロイヌナズナにおいて内在性 BPG4 と GLK1、GLK2 の相互作⽤を解析した CoIP の
結果。WTと 35S:GLK1/glk1glk2または 35S:GLK2を 1/2MS培地で 14⽇間⽣育させた。GLK1- 

GFP、GLK2-GFPを GFP-Trap Aを⽤いて免疫沈降させ、anti-GFP抗体および anti-BPG4抗体
を⽤いてタンパク質を検出した。 

(E–F) BPG4 と相互作⽤する GLK1 のドメイン (E) と GLK1 と相互作⽤する BPG4 のドメ
イン (F) を解析した Y2Hの結果。GLK1, 完全⻑ GLK1; N-terminal, 1-146残基; DNA結合ド
メイン (DBD), 147-210残基; プロリンリッチドメイン (PRD), 210-369残基; GLK C-terminal

ドメイン (GCT-box), 369-420残基; BPG4, 完全⻑ BPG4; A_thal_3526, aa 1-66残基; C-terminal, 

aa 67-95。 

(A–B) の実験は、阿部晋⽒によって⾏われた。(C) の実験は、丸上萌々⽒によって⾏われた。
(E–F) の実験は、⼤橋隆⽣⽒によって⾏われた。  
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BPG4は GLK1の DNA結合能の低下を介して、その転写活性化能を抑制する 
BPG4 と GLK の遺伝学的相互作⽤を調べるために、bpg4-1 と glk1glk2 を交配して
bpg4glk1glk2三重変異体を作製した。WTと⽐較して、bpg4-1は新鮮重当たりの内⽣クロロ
フィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰したのに対し、glk1glk2および bpg4glk1glk2は内⽣ク
ロロフィル含量が低下した淡緑⾊形態を⽰した (図 1-9 A–B)。bpg4glk1glk2と glk1glk2にお
ける内⽣クロロフィル含量に有意な差は認められなかった (図 1-9 A–B)。さらに、BPG4-OX-

2 と GLK1-OX を交配して、BPG4 と GLK1 を共に⾼発現する⼆重形質転換体 (BPG4-OX 

GLK1-OX) を作製した。BPG4-OX-2 は WT と⽐較して内⽣クロロフィル含量が低下した淡
緑⾊形態を⽰したのに対し、GLK1-OX は内⽣クロロフィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰
した (図 1-9 C–D)。BPG4-OX GLK1-OXにおいては、BPG4-OX-2の淡緑⾊形態が GLK1の⾼
発現により部分的に回復した (図 1-9 C–D)。これらの結果から、glk1glk2は bpg4-1に対して
遺伝学的に上位に作⽤しており、GLK はクロロフィル⽣合成の制御において BPG4 の下流
で働くことが⽰唆された。 

さらに、BPG4⽋損時に GLK1を⾼発現することにより、内⽣クロロフィル含量がさらに
増加した植物体を作成できると予測された。そこで、bpg4-1と GLK1-OXを交配して bpg4-1 

GLK1-OXを作製し、内⽣クロロフィル含量と PhANGs発現を解析したところ、予測と異な
り、bpg4-1 GLK1-OXは bpg4-1と同程度のクロロフィル含量と PhANGs発現を⽰すことが明
らかとなった (図 1-9 E–G)。この結果の原因を調べるために、各植物体における GLK1発現
を RT–qPCRで解析した。GLK1-OXにおける GLK1発現量はWTの 21.9倍であったのに対
し、bpg4-1 GLK1-OX においては約 2.4 倍にとどまっていることが明らかとなった (図 1-9 

H)。この結果から、bpg4-1の T-DNA中の 35Sプロモーター制御下で発現した選択マーカー
遺伝⼦が GLK1-OX の T-DNA 中の 35S プロモーター制御下で発現した GLK1 遺伝⼦に⼲渉
した結果として GLK1発現が低下した可能性が⽰唆され、更なる解析が必要と考えられた。 

GLK1に対する BPG4の分⼦機能を解明するために、BPG4、GLK1のリコンビナントタ
ンパク質とGLK1標的遺伝⼦CAOのプロモーター配列を⽤いた Electrophoretic Mobility Shift 

Assays (EMSAs) を⾏った (図 1-10 A–C)。GLK1-DNA複合体のシグナルは、BPG4存在下で
は BPG4⾮存在下に⽐べて減少した (図 1-10 A)。また、BPG4による GLK1-DNA複合体シ
グナルは、BPG4 の添加量依存的に減少した(図 1-10 B)。さらに、GLK1 の転写活性化能に
対する BPG4の影響を解析するために、GLK1標的遺伝⼦ HEMA、GUN4、CAOのプロモー
ター下流でホタルルシフェラーゼ (LUC) を発現させたベクターを⽤いたプロトプラスト
⼀過性レポーターアッセイを⾏った (図 1-10 D–E)。各レポーターにおける LUCの相対シグ
ナル強度は、35S:GLK1エフェクターを導⼊した場合、コントロールと⽐較して増加した⼀
⽅、35S:GLK1 エフェクターに加えて 35S:BPG4 エフェクターを共に導⼊した場合は、
35S:GLK1 のみを導⼊した場合と⽐較して低下した (図 1-10 E)。これらの結果から、BPG4

は GLK 転写因⼦と核内で直接相互作⽤し、DNA 結合能を阻害することにより転写活性化
能を抑制していると考察された。  
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図 1-9. BPG4 と GLK 転写因⼦の遺伝学的相互作⽤の解析 

(A–B) WT、bpg4-1、glk1glk2、および bpg4glk1glk2の表現型 (A)、および新鮮重当たりの総
クロロフィル内⽣量 (B)。植物体は、1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。Scale bars = 1 mm。
n = 18。 

(C–D) WT、BPG4-OX-2、GLK1-OX、および BPG4-OX GLK1-OXの表現型 (C)、および新鮮
重当たりの総クロロフィル内⽣量 (D)。植物体は、1/2MS 培地において 8 ⽇間⽣育した。
Scale bars = 1 mm。n = 18。 

(E–F) WT、bpg4-1、GLK1-OX、および bpg4-1 GLK1-OXの表現型 (E)、および新鮮重当たり
の総クロロフィル内⽣量 (F)。植物体は、1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。Scale bars = 

1 mm。30 mgの植物を⼀つの試料として⽣物学的 9反復により統計処理を⾏った。 

(G–H) WT、bpg4-1、GLK1-OX、および bpg4-1 GLK1-OXにおける光合成関連遺伝⼦ (E)、お
よび GLK1 (F) の mRNA発現の RT–qPCR解析結果。植物体は、1/2MS培地において 8⽇間
⽣育した。内部標準には GAPDHを⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より算出した。 

(B) (D) (F) において、箱を 2等分する⽔平線、箱の下辺、箱の上辺は、それぞれ中央値、下
位四分位数、上位四分位数を⽰す。ひげの⻑さは下四分位数と上四分位数から IQRの 1.5倍
以内にあるデータ点を表す。この範囲外のデータポイントを外れ値とみなし、ひげの外に個
別にプロットした。 

(B)(D)(F)(G)(H) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05

でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。  
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図 1-10. BPG4 による GLK1 転写活性化能の制御機構の解析 

(A–C) BPG4が GLK1の DNA結合能に与える影響を解析した EMSA実験の結果。プローブ
として、CAOプロモーター領域の GLK1結合部位を含む FAM標識⼆本鎖 DNAを⽤いた。
タンパク質は、⼤腸菌で発現させた GST-GLK1、MBP (コントロール)、MBP-BPG4 を⽤い
た。(B) の図中の数字 (1.4、2.7、5.4) はMBP-BPG4と GST-GLK1のモル⽐を⽰す。使⽤し
たプローブ配列を (C) に⽰す。 

(D–E) BPG4が GLK1転写活性化能に与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイ
の結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(D)に使⽤したベクターの
模式図を⽰す。レポーターとして、HEMA1、GUN4、CAOプロモーターの下流にホタルルシ
フェラーゼ (LUC) を発現させたベクターを⽤いた。レポーターの導⼊効率の補正には、レ
ポーターベクター上に組み込んだ 35S プロモーターの下流で発現させたウミシイタケルシ
フェラーゼ (REN) を⽤い、相対 LUC 活性 (LUC/REN) を、HEMA1、GUN4、CAO プロモ
ーター活性として解析した。エフェクター [コントロール (GFP)、GLK1 (GLK1 + GFP)、ま
たは GLK1 + BPG4] を各レポーターと共に導⼊した。平均および SD は、⽣物学的 4 反復 

(HEMA1、GUN4) または⽣物学的 3反復 (CAO) より算出した。(E) において、グラフ上の
アルファベットは、Tukey-Kramer 法において p < 0.05 でサンプル間に統計的な有意差があ
るグループを⽰す。  
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BPG4 mRNA発現は、BRシグナル伝達のマスター転写因⼦ BES1を介して
BRシグナルによって抑制される 
BPG4-FOXは、BR⽣合成阻害剤 Brz存在下でも⼦葉が淡緑⾊形態を⽰す植物体として単離
されたことから、BPG4は BRシグナル伝達による葉緑体発達制御において重要な役割を果
たしていると考えられた。そこで、BPG4と BRシグナルの関係を明らかにするため、Brz処
理が BPG4発現に与える影響を解析した。Brz処理により BPG4発現は無処理 (Mock) と⽐
較して約 1.8倍に増加した (図 1-11 A)。逆に、活性型 BRであるブラシノライド (BL) を 3

時間処理した際は、Mockと⽐較して BPG4発現は約 50%減少した (図 1-11 B)。これらの結
果により、BRシグナルは BPG4 mRNA発現を抑制していると考察された。 

次に、BR シグナル伝達によって BPG4 発現が抑制される分⼦機構を明らかにするため
に、BR⽣合成変異体および BRシグナル伝達変異体における BPG4発現を解析した。BR⽣
合成⽋損変異体 det2、BR 受容体⽋損変異体 bri1-5、および BR シグナル伝達に抑制的に機
能するリン酸化キナーゼ BIN2 の機能獲得変異体 bin2-1 における BPG4 発現を解析した結
果、BPG4発現はいずれの変異体においてもWTよりも増加していることが明らかとなった 

(図 1-11 C)。⼀⽅、BRシグナル伝達マスター転写因⼦ BES1の機能獲得型変異体 bes1-Dに
おける BPG4発現は、WT植物と⽐較して約 70%減少していた (図 1-11 D)。解析した 4種の
BR 関連変異体の中では、BES1 が BR シグナル伝達の最も下流で機能していることから、
BRシグナルによる BPG4の発現抑制に BES1が関与している可能性が考察された。 

BES1が BPG4発現を直接制御している可能性を検証するために、BPG4プロモーター領
域を解析したところ、開始コドン (ATG) の 288 bp上流 (G-box 1) と 180 bp上流 (G-box 2) 

に、典型的な BES1結合モチーフ (Yu et al., 2011) である 2つの G-box (CACGTG) 配列が検
出された (図 1-12 A–B)。当研究室の先⾏研究において、BES1pro:BES1-GFP と anti-GFP 抗
体を⽤いたクロマチン免疫沈降 (ChIP) 解析が⾏われ、2つの G-box部位を含む BPG4プロ
モーター領域に BES1-GFP が結合して可能性が⽰唆されていた (丸上, 未発表) (図 1-12 A, 

C)。そこで、BPG4 プロモーターの下流で LUC を発現させるベクターを使ったプロトプラ
スト⼀過性レポーターアッセイを⾏った (図 1-12 D–E)。35S:BES1エフェクターをレポータ
ーと共に導⼊した際は、LUC の相対シグナル強度がコントロールと⽐較して有意に減少し
た。⼀⽅、植物細胞において強⼒な転写活性化ドメインとして機能することが知られる VP16

配列の 4回繰り返し配列 (VP64) (Beerli et al., 1998) とBES1の融合タンパク質 (BES1-VP64) 

をエフェクターとして⽤いた際には、LUC の相対シグナル強度はコントロールと⽐較して
有意に増加した。これらの結果より、BES1は BPG4プロモーター領域に直接結合すること
により BPG4発現を抑制していると考察された。 

さらに、BES1による BPG4発現制御機構をさらに詳細に明らかにするために、BES1 DNA

結合ドメイン (DBD) のリコンビナントタンパク質と、G-box 周辺の 24 bp 配列を含む G-

box 1または G-box 2の DNAプローブを⽤いて EMSAを⾏った (図 1-12 B, F–G)。BES1 DBD

と DNAプローブの複合体は G-box 1と G-box 2の両⽅において観察されたが、G-box 2プロ
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ーブのシグナルは G-box 1 のシグナルよりも著しく強かった (図 1-12 F)。G-box 配列 

(CACGTG) を AAAAAAに変異させると、BES1 DBD-DNA複合体は G-box 1と G-box 2の
双⽅において検出されなくなった (図 1-12 G)。最後に、BPG4プロモーター領域中の G-box

配列を AAAAAA に変異したベクターを⽤いたプロトプラスト⼀過性レポーターアッセイ
を⾏った (図 1-12 H)。35S:BES1-VP64 エフェクターの導⼊によって、変異無しレポーター 

(WT) および G-box 1 のみ変異させたレポーター (Mu-1) をレポーターとした際の LUC の
相対シグナル強度はコントロールと⽐較して上昇した。⼀⽅、G-box 2を変異させたレポー
ター (Mu-2) および G-box 1と G-box 2の双⽅を変異させたレポーター (Mu1&2) において
は、35S:BES1-VP64 エフェクターの導⼊による LUC の相対シグナル強度の増加は認められ
なかった。これらの結果から、BES1が BPG4プロモーター領域の G-box 2に直接結合し、
BRシグナル伝達に関連して BPG4発現を抑制していると考察された。 

 

 

 

図 1-11. BR シグナルが BPG4 mRNA 発現に与える影響の解析 

(A–D) BPG4の mRNA発現の RT–qPCR解析結果。(A) においては、野⽣型植体 (WT) を 3 

µM Brz または Brz と同等の量の DMSO (Mock) を含む 1/2MS 培地において 7 ⽇間⽣育し
た。(B) においては、1/2MS培地において 12⽇間⽣育した野⽣型植物体に、500 nM BLま
たは BLと同等の量の DMSO (Mock) を 3時間処理した。(C) においては、WT (Col-0、Ws)、
det2、bin2-1、および bri1-5を 1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。(D) においては、WTお
よび bes1-Dを 1/2MS培地において 8⽇間⽣育した。内部標準には GAPDHを⽤い、平均お
よび SDは、⽣物学的 3反復 (A–B) (D) もしくは実験的 3‒4反復 (C) より得た。 

(A) (B) においては、スチューデントの両側 t 検定により統計処理を⾏った。(D) において
は、ウェルチの両側 t検定により統計処理を⾏った。 

(B) の実験は、⻄⽥快世⽒と協⼒して⾏った。  
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図 1-12. BR シグナルのマスター転写因⼦ BES1 による BPG4発現の転写制御機構の解析 

(A) BPG4遺伝⼦の模式図。⿊い四⾓形がエキソン、⽩い四⾓形が UTR、他の領域がイント
ロンを⽰す。BPG4プロモーターの G-boxと (C) で増幅した DNA断⽚をそれぞれ⻘または
オレンジの線で⽰す。ATGは開始コドンを⽰す。 
(B) BPG4プロモーターにおける G-boxとその周辺配列、および (F–G) で⽤いた変異 G-box

のプローブ配列。 

(C) BES1の BPG4プロモーターへの結合を解析した ChIP–qPCR実験の結果。平均および SD

は、実験的 3反復より得た。 

(D–E) BES1が BPG4のプロモーター活性に与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼア
ッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(D) に使⽤したベク
ターの模式図を⽰す。レポーターとして、BPG4プロモーターの下流に LUCを発現させたベ
クターを⽤いた。レポーターの導⼊効率の補正には、レポーターベクター上に組み込んだ
35S プロモーターの下流で発現させた REN を⽤い、相対 LUC 活性 (LUC/REN) を、BPG4

プロモーター活性として解析した。エフェクター [コントロール (GFP)、BES1、VP64また
は BES1-VP64] を各レポーターと共に導⼊した。平均および SDは、⽣物学的 3–4反復より
算出した。 

(F–G) BES1と BPG4プロモーター領域中の G-boxもしくは変異 G-box (mG-box) の結合を
解析した EMSA実験の結果。プローブとして、BPG4プロモーター領域の G-box配列を含む
FAM 標識⼆本鎖 DNA を⽤いた。使⽤したプローブ配列を (B) に⽰す。タンパク質は、⼤
腸菌で発現させたMBP (コントロール)、MBP- BES1 DNA結合ドメイン (DBD) を⽤いた。 
(H) BPG4のプロモーター領域における G-box配列が BES1による BPG4発現の転写制御に
与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来
のプロトプラストを⽤いた。レポーターとして、G-box (CACGTG) に変異 (AAAAAA) を導
⼊した BPG4 プロモーターの下流に LUC を発現させたベクターを⽤いた。BPG4 プロモー
ター活性は (D–E) と同様に算出した。エフェクター [コントロール (GFP)、BES1-VP64] を
各レポーターと共に導⼊した。平均および SDは、⽣物学的 4反復より算出した。 

(E) (H) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサン
プル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(C) の実験は、丸上萌々⽒と Jong-Myong Kim博⼠によって⾏われた。  
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anti-BPG4抗体を⽤いた免疫ブロット解析において、内在性 BPG4タンパク質は、主要な
バンドと⾼分⼦量側にシフトしたバンドの 2つの状態で検出された (図 1-4 C)。最新のシロ
イヌナズナゲノムのデータベース (Araport11) において、BPG4 のスプライシングバリアン
トは同定されていないため、これらの 2つのシグナルは BPG4の翻訳後修飾に由来するシグ
ナルである可能性が予測された。リン酸化は、タンパク質に負の電荷を与え、電気泳動中の
移動度を変化させることが広く知られている。そこで、内在性 BPG4タンパク質がリン酸化
修飾されている可能性を解析するため、WT と BPG4-OX-2 のタンパク質抽出液に λ プロテ
インホスファターゼ (λPP) を処理し、anti-BPG4 抗体を⽤いて免疫ブロット解析 (Western 

blotting) を⾏った (図 1-13 A)。BPG4 を⽰す⼆つのバンドシグナルについて、双⽅ともに
λPP 処理によって明確な変化を認められなかった。さらに、BR シグナル伝達における主要
な細胞質型キナーゼである BIN2と BPG4の相互作⽤を、Y2H法によって解析したが、相互
作⽤は認められなかった (図 1-13 B)。加えて、BIN2 阻害剤である Bikinin 処理によって、
BPG4を⽰す⼆つのバンドシグナルに明らかな変化は認められなかった (図 1-13 C)。これら
の結果から、内在性 BPG4タンパク質の 2つのバンドシグナルはリン酸化による制御を受け
ていないと考察された。 

次に、BPG4タンパク質の状態と安定性が BRシグナルによって制御されているかを明ら
かにするために、anti-BPG4抗体を⽤いた免疫ブロット解析 (Western blotting) を⾏った (図
1-13 D–I)。WTに⻑期間の Brz処理をした際は、BPG4タンパク質蓄積量はMockと⽐較し
て増加した (図 1-13 D)。⼀⽅、BPG4-OX-2および BPG4-OX-10においては、Brz処理は明確
な影響を及ぼさなかった。WTにおける BPG4タンパク質蓄積量の増加は、BPG4発現量の
増加に起因すると考察された (図 1-13 E)。BL を⻑期間処理した際は、WT、BPG4-OX-2、
BPG4-OX-10のいずれの植物体においても、BPG4タンパク質蓄積量に明確な影響は認めら
れなかった (図 1-13 F)。内在性 BPG4タンパク質蓄積量は bin2-1と bri1-5においてWTと
⽐較して増加し、BRI1⾼発現植物体BRI1-OXとBIN2ファミリーの多重変異体gsk3 quadruple 

(bin2 bil1 bil2 ATSK13RNAi) において減少した (図 1-13 H)。⼀⽅、これらの内在性 BPG4タ
ンパク質蓄積量の変化は、BES1による BPG4 mRNA発現抑制に起因する可能性が⾼いと考
察される (図 1-13 I)。これらの結果を総合すると、BPG4 はタンパク質レベルではなく、
mRNAレベルで BRシグナルによって制御されていると考察された。 
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図 1-13. BR ⽣合成および BR シグナル伝達因⼦が BPG4 タンパク質の蓄積量および電気
泳動時の移動度に与える影響の解析 

(A) WTおよび BPG4-OX-2 のタンパク質抽出液に λプロテインホスファターゼ (λPP) 処理
した後、anti-BPG4 抗体を⽤いた Western blotting により BPG4 タンパク質を検出した結果。
植物体は、1/2MS培地で 8⽇間⽣育させた。35S:BIL1/BZR1-GFPを λPP処理のポジティブコ
ントロール (PC) として⽤いた。pBIL1/BZR1-GFP, リン酸化 BIL1/BZR1-GFP; dBIL1/BZR1-

GFP, 脱リン酸化 BIL1/BZR1-GFPを⽰す。 

(B) BPG4と BIN2との相互作⽤を解析した Y2Hの結果。BIN2-BIL1/BZR1間の相互作⽤を
ポジティブコントロールとして⽤いた。 

(C) BIN2 阻害剤 bikinin を処理した BPG4-OX-2 において、anti-BPG4 抗体を⽤いた Western 

blottingにより BPG4タンパク質を検出した結果。植物体は、1/2MS培地で 11⽇間⽣育させ
た後、50 μMのビキニンまたは同量の DMSO (Mock) を 0、1、2、3、または 4時間処理し
た。 

(D–E) BL添加条件における BPG4タンパク質の蓄積量 (D) および BPG4 mRNA発現量(E)
の解析結果。WT、BPG4-OX-2 および BPG4-OX-10 を、100 nM BL または同量の DMSO 

(Mock)を添加した 1/2MS 培地で 8 ⽇間⽣育させた。(D)においては、anti-BPG4 抗体を⽤い
たWestern blottingにより BPG4タンパク質を検出した。(E)において、内部標準には GAPDH

を⽤い、平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。(E)における DWF4は BL処理のポ
ジティブコントロールとして⽤いた。 

(F–G) Brz添加条件における BPG4タンパク質の蓄積量 (F) および BPG4 mRNA発現量(G) 
の解析結果。WT、BPG4-OX-2 および BPG4-OX-10を、3 µM Brz または同量の DMSO (Mock)

を添加した 1/2MS培地で 9⽇間⽣育させた。(F)においては、anti-BPG4抗体を⽤いたWestern 

blotting により BPG4 タンパク質を検出した。(G)において、内部標準には GAPDH を⽤い、
平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。(G)における DWRF4 (DWF4) は BL処理のポ
ジティブコントロールとして⽤いた。 

(F–G) WT (Col-0)、bin2-1、BRI1-OX,、WT (Ws)、gsk3 quadruple (bin2 bil1 bil2 ATSK13RNAi)、
bri1-5 における BPG4 タンパク質の蓄積量 (F) および BPG4 mRNA 発現量 (G) の解析結
果。植物体は、1/2MS 培地で 7 ⽇間⽣育させた。(F)においては、anti-BPG4 抗体を⽤いた
Western blottingにより BPG4タンパク質を検出した。(G)において、内部標準には GAPDHを
⽤い、平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。(G)における DWF4は BL処理のポジ
ティブコントロールとして⽤いた。 

(C) (D) (F) (I) において、Loading controlには ACTINを⽤いた。 
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BPG4 mRNAは、明所において光合成組織特異的に発現し、概⽇リズムによっ
て発現が制御される 
BR⽋損変異体 det2や BRシグナル伝達が抑制された変異体 bri1-5および bin2-1は、WTよ
りも内⽣クロロフィル含量が増加し葉緑体の発達が促進した濃緑⾊形態を⽰すことが報告
されている (Zhang et al., 2021)。また、Brz処理によって内⽣ BR含量が低下した植物体もこ
れらの変異体と同様の表現型を⽰す (Nagata et al., 2000)。⼀⽅、植物体に BLを添加すると、
濃度依存的に内⽣クロロフィル含量が低下することが知られており (Zhang et al., 2021)、さ
らに BR シグナル伝達が活性化した変異体である bes1-D は内⽣クロロフィル含量が減少し
た淡緑⾊形態を⽰すことが報告されている (Yu et al., 2011)。これらの知⾒から、BRシグナ
ルは⼀般に、植物体の内⽣クロロフィル含量を低下させ、葉緑体の発達を抑制する⽣理作⽤
を持つと考えられている。しかし、本研究の BPG4はクロロフィルの⽣合成と葉緑体の発達
を抑制する機能を持つ (図 1-5) にも関わらず、BPG4発現は BRシグナル伝達によって抑制
される (図 1-11) ことが明らかとなった。BR シグナルが⽋損した際に、内⽣クロロフィル
含量は増加するが、その際に同時にクロロフィル⽣合成の抑制因⼦である BPG4 の mRNA

発現も増加していると考えられた。したがって、BR シグナルを介した葉緑体発達の制御と
いう観点からは、BPG4の発現制御は BPG4のタンパク質機能とは⼀⾒すると⽭盾している
ように考察された。この⽭盾を考察し、BRシグナルを介した葉緑体発達制御における BPG4

の実質的な役割と、植物成⻑における BPG4の⽣理的意義を明らかにするために、光環境が
BPG4発現に及ぼす影響と組織特異的な BPG4発現制御の解析を試みた。 

まず、BPG4発現の組織特異性を解析するために、BPG4の 5’側上流と第⼀エキソンを含
む 2.1 kbの領域の下流に β-glucuronidase (GUS) を発現させた形質転換体が当研究室の先⾏
研究により作出され、GUS染⾊が⾏われていた (阿部, 2014; 丸上, 2017) (図 1-14 A)。明所
で⽣育した幼植物の⼦葉および胚軸で明確な GUS染⾊が観察された⼀⽅、暗所で⽣育した
幼植物における GUS染⾊は明所よりも著しく弱かった。成熟した植物体においては、ロゼ
ット葉などの光合成組織で強い GUS染⾊が観察された。 

次に、明所または暗所で⽣育した WTにおける BPG4発現量および BPG4タンパク質蓄
積量について、RT–qPCRおよび anti-BPG4抗体を⽤いた免疫ブロット分析 (Western blotting) 

によって解析した (図 1-14 B–C)。その結果、明所において BPG4発現は暗所の 75倍以上に
増加していることが明らかになった (図 1-14 B)。また、明所においては明確な BPG4 タン
パク質蓄積が認められたのに対し、暗所において BPG4 のタンパク質蓄積は検出されなか
った (図 1-14 C)。さらに、光による BPG4発現制御をより詳細に解析するために、暗所で 4

⽇間⽣育した植物に 0–72時間の光照射を⾏い、BPG4、GLK1/2、PhANGs発現の経時的変化
を解析した (図 1-14 D)。GLK1/2と、GLK1/2によって直接発現が活性化される LHCサブユ
ニットおよびクロロフィル⽣合成酵素をコードする遺伝⼦などの PhANGs の発現は、光に
応答して 2時間以内に迅速に誘導され、12時間以内に最⼤値に達した。⼀⽅、光による BPG4

発現の活性化は光照射 6時間後に開始し、光照射後 72時間まで発現が増加し続けた (図 1-
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14 D)。 

最後に、BPG4発現が概⽇リズムによって制御されているかを明らかにするために、WT

を明所 12時間/暗所 12時間 (LDサイクル) 条件下で 24⽇間⽣育させた後、48時間連続光 

(LL) 条件に移し、その後 4時間ごとに経時的な発現変化を解析した (図 1-14 E)。その結果、
BPG4発現は昼に誘導されており、LL条件に移して 56時間後および 76–80時間後に最も⾼
かった。逆に、BPG4 発現は夜間に抑制され、LL 条件に移して 68 時間後および 92 時間後
に最も低かった。GLK2と PhANGsの発現は LL条件に移して 48–56時間後と 72–76時間後
に最も⾼く、LL条件に移して 60–64時間後と 88–92時間後に最も低かった。したがって、
BPG4発現は概⽇リズムによって厳密に制御されており、GLK2と PhANGsの発現に対して
数時間遅れたリズムで発現している可能性が考えられた。これらの結果から、BPG4発現は、
光照射によって活性化し、概⽇リズムによって制御されており、光合成組織で特異的に活性
化していることが考察された。 

 

 

 

(図は次⾴に掲載) 

図 1-14. 光環境および概⽇リズムによる BPG4 mRNA 発現制御機構の解析 

(A) BPG4pro:GUSにおける GUS染⾊の結果。左図において、植物体は 1/2MS培地で 7⽇間
明所 (Light) もしくは暗所 (Dark) で⽣育した。右図において、植物体は⼟壌において 30⽇
間⽣育させた。Scale bar = 2 mm (左)または 2 cm (右)。 

(B–C) 明所 (Light) もしくは暗所 (Dark) における BPG4 mRNA 発現量 (B) および BPG4

タンパク質の蓄積量 (C) の解析結果。WT を連続光条件下または暗条件下で 7 ⽇間⽣育さ
せた。(B) において、内部標準には EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 4a1 

(eIF4a)を⽤い、平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。(C) においては、anti-BPG4抗
体を⽤いたWestern blottingにより BPG4タンパク質を検出し、Loading controlには ACTIN

を⽤いた。 

(D–E) BPG4、GLKs、光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) の mRNA発現の RT–qPCR解析結果。
(D) においては、WTを 4⽇間暗所で⽣育させた後、0.25、0.5、1、2、3、6、12、24、また
は 72時間連続光下で⽣育させた (上段)。0‒12時間までのグラフの拡⼤図を下段に⽰す。(E) 
においては、明所 12 時間/暗所 12 時間 (LD サイクル) 条件下で 24 ⽇間⼟壌で⽣育させた
WT 植物を 48 時間連続光 (LL) 条件に移し、その後 4 時間ごとに 48 時間サンプリングし
た。X軸における⽩の四⾓と灰⾊の四⾓は、LL条件前に明所だった時間帯、暗所だった時
間帯をそれぞれ⽰す。内部標準には eIF4aを⽤い、平均および SDは、実験的 3‒4反復より
得た。相対発現量は、(D) (E)ともに 0 時間の発現量を基準に正規化した。(E) の Y 軸は対
数スケールで表した。 

(A) の実験は、丸上萌々⽒によって⾏われた。  
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(図の説明は前⾴に記載) 
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BPG4は、強光条件における活性酸素分⼦種 (ROS) の発⽣の抑制と ROS発
⽣に伴う光阻害の回避において重要な役割を果たす 
ここまでの結果により、BPG4の mRNA発現は BR⽋乏条件および光照射によって誘導され
ることが明らかとなった。先⾏研究により、BR⽋乏と光は共にクロロフィルの⽣合成と葉
緑体の発達を促進することが明らかとなっている。したがって、BR シグナルと光による
BPG4発現の制御は、クロロフィル⽣合成と葉緑体の発達を抑制する BPG4タンパク質の機
能とは正反対であり、⽭盾しているように考えられた。しかし、葉緑体内の恒常性維持とい
う観点から考えることにより、この⽭盾を考察し、植物成⻑における BPG4の実際の役割と
⽣理的意義に関する仮説を⽴てることができると考えた。 

PSI/IIと LHCに存在するクロロフィルは光エネルギーを吸収して励起し、光合成反応を
駆動する。したがって、クロロフィルによる光エネルギーの吸収は、植物が光独⽴栄養⽣物
として成⻑するために必要不可⽋である。⼀⽅、強光や低温のような環境ストレス条件下で
は、過剰な光エネルギー吸収は植物にとって有害な活性酸素分⼦種 (ROS) の発⽣を引き起
こし、光阻害と呼ばれる光合成活性の低下を引き起こすことが知られている (Melis, 1999; 

Tripathy and Oelmüller, 2012)。また、タンパク質と結合していない遊離のクロロフィルやク
ロロフィル前駆体の過剰な蓄積も、ROSの発⽣を引き起こすことが報告されている (Tanaka 

et al., 2003; Wagner et al., 2004)。発⽣した ROSは、膜脂質の酸化、タンパク質の分解、細胞
死を引き起こすため、植物にとって⾮常に有害である。したがって、ROSの発⽣を回避し効
率的かつ健全な光合成を実⾏するためには、内⽣クロロフィル含量と LHCアンテナサイズ
を厳密かつ最適に制御し、吸収する光エネルギーが過剰になりすぎないように適切に制御
する必要がある。 

近年、その具体的な分⼦機構の⼀端が解明されつつある。葉緑体発達のマスター転写因
⼦ GLK が過剰に活性化すると、クロロフィル前駆体や LHC タンパク質が過剰に蓄積し、
ROS の発⽣が促進され、光阻害を引き起こし、細胞死に⾄ることが近年報告された (Lv et 

al., 2019; Li et al., 2021)。したがって、ROSの発⽣を抑制し、健全な光合成を維持するために
は、GLK 活性を精密に制御することが不可⽋であると考えられる。また、先⾏研究におい
て、GLK の発現と転写活性化能は、光と BR ⽋乏によって増加することが⽰唆されている 

(Yu et al., 2011; Zhang et al., 2021)。そこで、光および BR⽋乏により GLKの mRNA発現や
転写活性化能が増加するのと並列的に BPG4の mRNA発現が増加することにより、BPG4は
ブレーキとして GLKの過剰な活性化を抑⽌し、内⽣クロロフィル含量を適量に維持し葉緑
体の恒常性を維持することで、光エネルギー過剰時の ROS発⽣と光阻害の回避に貢献して
いるのではないか考えた。 

BPG4 が過剰な光エネルギー吸収によって誘導される ROS 発⽣の抑制に寄与しているか
を解析することにより、この BPG4 の⽣理的意義に関する仮説の検証を試みた。まず、3,3-

diaminobenzidine (DAB) と nitro blue tetrazolium (NBT) を⽤いた組織化学染⾊を⾏うことで
植物における代表的な ROSである過酸化⽔素 (H2O2) とスーパーオキシド (O2･

-) の量を解
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析し、強光照射による ROS発⽣をWT、BPG4⽋損植物、BPG4⾼発現植物において⽐較し
た (図 1-15 A–B)。その結果、強光照射による過剰な光エネルギーはいずれの植物体におい
ても H2O2および O2･

-の発⽣を誘導していることが観察された。bpg4-1および bpg4-2におい
ては、発⽣した H2O2および O2･

-の量がWTよりも増加しており、BPG4-OX-2および BPG4-

OX-10 においては減少していること明らかとなった (図 1-15 A–B)。植物体内の O2･
-蓄積量

について定量的な解析を⾏った結果、強光条件下での O2･
-蓄積量は BPG4-OX-2 においては

WTより少なく、bpg4-1においてはWTよりも多かった (図 1-15 C–D)。これらの結果より、
BPG4 は GLK を介して葉緑体の発達を抑制することにより、強光条件下での過剰な光エネ
ルギー吸収によって誘導される ROS発⽣の回避に寄与していると考察された。 

最後に、光合成活性に対する BPG4 の影響を解析するために、植物の光合成能の指標の
⼀つである PSIIの最⼤量⼦収率 (Fv/Fm) を、WT、bpg4-1、BPG4-OX-2間で⽐較した (図 1-

16)。植物体を 成育光条件 (90μmol photons m-2 s-1) で 11⽇間育てた後、強光条件 (900μ
mol photons m-2 s-1) に 0–24時間移した後、Fv/Fmを測定した。各植物の Fv/Fmは、強光処
理時間に依存的に減少したことから、いずれの植物において光阻害が発⽣したと考えられ
た。bpg4-1において、Fv/Fm はWTよりも⼤きく減少した⼀⽅、BPG4-OX-2においては強
光照射後も Fv/FmはWTよりも⾼い値のまま維持された (図 1-16)。これらの結果を総合す
ると、BPG4は過剰な光エネルギー吸収によって光合成活性が低下する光阻害と呼ばれる現
象を回避し、強光のようなストレス環境下においても光合成活性を⾼いまま維持すること
に寄与していると考察された。したがって、BPG4は植物の光合成能を効果的かつ健全に維
持するために重要な働きを持つ葉緑体恒常性維持因⼦ (葉緑体ホメオスタシスファクター) 

として機能していると考えられた。  
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図 1-15. BPG4⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体における強光条件時の活性酸素分⼦
種 (ROS) 蓄積量の解析 
(A–B) DAB染⾊ (A) および NBT染⾊ (B) による H2O2および O2

•−の検出結果。(A) におい
ては、WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10を、成育光 (90 µmol photons 

m-2 s-1、⻑⽇条件) 条件において 1/2MS 培地で 7⽇間⽣育させた後、DAB試薬を浸潤させ、
強光条件 (1200 µmol photons m-2 s-1) に 2時間移した。(B) においては、植物体を、成育光 

(90 µmol photons m-2 s-1、⻑⽇条件) 条件において、1/2MS 培地で 7⽇間⽣育させた後、強光
条件 (800 µmol photons m-2 s-1) に 12時間または 24時間移した後、NBT試薬を浸潤させた。 
(C–D) WTと BPG4-OX-2 (C)、WTと bpg4-1 (D)における内在性 O2

•−含量の定量結果。植物体
を成育光 (90 µmol photons m-2 s-1、⻑⽇条件) において、1/2MS 培地で 8⽇間⽣育させた後、
強光条件 (700 µmol photons m-2 s-1) に 12時間または 24時間移した。(C) において、平均お
よび SDは、15‒18個体の植物を⼀つの試料として⽣物学的 7反復より算出した。(D) にお
いて、平均および SD は、50 mg の植物を⼀つの試料として⽣物学的 8 反復より算出した。 
(C) (D)において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプ
ル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。  
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図 1-16. BPG4⽋損植物体および BPG4⾼発現植物体における強光条件時の光化学系 II 最
⼤量⼦収率の解析 
WT、bpg4-1、および BPG4-OX-2における PSIIの最⼤量⼦収率 (Fv/Fm) の強光照射による
経時的変化。植物体を成育光 (90 µmol photons m-2 s-1、⻑⽇条件) において、1/2MS 培地で
11⽇間⽣育させた後、強光条件 (900 µmol photons m-2 s-1) に 0、1、2、4、8、12、または 24

時間移した。平均および SDは、⽣物学的 10–11反復より算出した。 
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考察 
本研究は、BR⽣合成阻害により植物体の内⽣クロロフィル含量の増加を誘導する化合物で
ある Brzに不感受性を⽰し、Brz存在条件下においても淡緑⾊形態を⽰す BPG4-FOX植物体
から同定されていた新規因⼦ BPG4の機能解明を⾏なったものである。BPG4⽋損植物体お
よび BPG4⾼発現植物体の表現型より、BPG4はクロロフィル⽣合成と葉緑体発達の負の制
御因⼦でとして機能すると考察された (図 1-5 A–F)。BPG4は、葉緑体の発達制御において
⾮常に重要な役割を果たす転写因⼦ GLK1/2 と核内で相互作⽤することが当研究室の先⾏
研究により明らかとされていた (図 1-8 A–F)。本研究は、さらに BPG4と GLKの遺伝学的
相互作⽤の解析 (図 1-9) および BPG4 が GLK1 の転写活性化能に与える影響の解析 (図 1-

10) を⾏うことにより、BPG4 は、GLK1 の DNA 結合能の阻害を介して GLK1 の転写活性
化能を抑制することを明らかにした。さらに、この BPG4による GLKの転写活性化能の抑
制は、核におけるクロロフィル⽣合成関連遺伝⼦や LHC遺伝⼦を含む (PhANGs) の発現を
低下させ (図 1-7 B)、葉緑体におけるクロロフィル⽣合成の抑制と光捕集アンテナサイズの
減少を引き起こすと考えられた (図 1-5 A–F)。⼀般に、PSIIと LHCIIは葉緑体のチラコイド
膜の多層構造であるグラナ上に局在すると考えられている。LHCIIは植物チラコイドの全タ
ンパク質の約 3 分の 1 を占め、クロロフィル a とクロロフィル b の双⽅に結合し、グラナ
形成において中⼼的な役割を果たす (Wan et al., 2014)。したがって、bpg4-1および bpg4-2に
おいては、BPG4の⽋損が GLKの活性化を介してクロロフィル aおよびクロロフィル bの
⽣合成を活性化し、LHCIIの蓄積を誘導し、最終的にグラナあたりのチラコイド膜のスタッ
キング層数の増加を引き起こしたと考えられる。 

BPG4 は、GLK1 の DBD ではなく GCT-box との直接的な相互作⽤を介して、GLK1 の
DNA結合能を阻害したと考えられた (図 1-8 E–F)。GCT-boxは GLKファミリー特異的なド
メインとして同定され、トウモロコシやイネでは GLKのホモ/ヘテロ⼆量体化に関連するこ
とが報告されている (Rossini et al., 2001)。また、先⾏研究において、Turnip Yellow Mosaic 

Virus P69が GLK1の GCT-boxを含む領域と相互作⽤し、GLK1の転写活性化能を抑制する
ことが報告されており、GCT-box は GLK1 の転写活性化能に重要な役割を果たしていると
考えられている (Ni et al., 2017)。GCT-boxが GLKの転写活性化能において担う役割や、BPG4

が GCT-box を介して GLK1 の DNA 結合能を制御する分⼦機構を明らかにするために、さ
らなる研究が必要であると考えられる。 

近年の先⾏研究において、BR を含む植物ホルモンシグナル伝達が、GLK の転写活性化
能を調整することが報告されている (Lv et al., 2019; Li et al., 2021; Zhang et al., 2021)。サリチ
ル酸 (SA) シグナルの下流では、SIGMA FACTOR-BINDING PROTEIN 1 (SIB1) と LESION-

SIMULATING DISEASE 1 (LSD1) が GLK 転写活性化能を拮抗的に制御することにより
PhANGs 発現が精密に調節されていることが報告されており、この PhANGs 発現の微調節
が ROS発⽣の抑制に寄与していると考えられている (Lv et al., 2019; Li et al., 2021)。BRシ
グナル伝達における主要なリン酸化キナーゼ BIN2は、GLK1の DBDおよび GCT-boxに直
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接相互作⽤し、DBDと PRDに存在する 4つの Thr残基をリン酸化することが報告されてい
る (Zhang et al., 2021)。BIN2による GLKのリン酸化は、GLK1タンパク質の安定性を⾼め
るだけではなく、GLK1の DNA結合能および転写活性化能を促進することが明らかとなっ
ている。BIN2と BPG4は共に BRシグナル伝達因⼦として機能するが、GLK1に対しては正
反対の分⼦機能を有しており、BPG4と BIN2は SIB1と LSD1と同様に、GLKの転写活性
化能を拮抗的に制御している可能性が考察される。今後、BPG4と BIN2が競合的に機能す
る可能性について解析することにより、GLK による葉緑体発達のより詳細な制御メカニズ
ムを解明できることが期待される。 

BPG4⾼発現植物体は花成促進形態を⽰したのに対し、BPG4⽋損植物体は逆に花成遅延
形態を⽰した (図 1-5 G–I)。先⾏研究において、glk1glk2 および GLK1/2-OX はそれぞれ、
BPG4⾼発現植物体およびや BPG4⽋損植物体と同様の花成促進形態および花成遅延形態を
⽰すことが報告されている (Waters et al., 2008; Zubo et al., 2018)。また、GLK が B-BOX 

DOMAIN PROTEIN 14/15/16 (BBX14/15/16) の発現を直接活性化することにより、
FLOWERING LOCUS T (FT) の発現制御因⼦である CONSTANS (CO) の転写活性化能を抑制
し、花成を抑制することが報告された (Susila et al., 2023)。これらの結果より、BPG4による
GLK抑制は、葉緑体の発達だけでなく、FTの発現調節を介した花成制御にも影響を与える
可能性が⽰唆された。 

BR は葉緑体発達を抑制すると考えられており、先⾏研究において GLK が BR シグナル
伝達による葉緑体発達の中⼼因⼦として機能することが⽰唆されている (Yu et al., 2011; 

Zhang et al., 2021)。det2、bri1-5、bin2-1変異体は BRシグナル伝達の⽋損による内⽣クロロ
フィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰すが、これらの変異体に glk1glk2 変異体を掛け合わ
せた三重変異体は濃緑⾊形態を⽰さず、淡緑⾊形態を⽰す (Zhang et al., 2021)。また、GLK

発現量は bri1変異体においては増加し、BL処理および BRシグナル伝達のマスター転写因
⼦ BIL1/BZR1および BES1の機能獲得型変異体においては低下する (Sun et al., 2010; Yu et 

al., 2011)。⼀⽅、本研究においては、BPG4発現は BRシグナル伝達の下流において BES1が
BPG4プロモーター領域のG-boxに直接結合することで抑制されることが⽰唆された (図 1-

11 D, 2-12 A–H)。当研究室の先⾏研究により、BIL1/BZR1転写因⼦ファミリーは、結合 cis

配列である G-boxまたは BRRE-core配列に隣接する 2つの周辺塩基に対して⾼度な選択性
を⽰すことが⽰唆されており  (Nosaki et al., 2022)、G-box 2 とその周辺塩基配列 

(CC|CACGTG|GG) は BIL1/BZR1による DNA結合に最適な配列ペアの⼀つである⼀⽅、G-

box 1とその周辺塩基配列 (AT|CACGTG|GA) に対する BIL1/BZR1結合親和性は相対的に低
いと報告されている。したがって、G-box 1と G-box 2に対する BES1結合親和性の違いは、
G-boxの周辺配列の変化に起因していると考察された。 

BPG4 発現は、BR シグナルだけでなく、光と概⽇リズムによっても制御されていた (図
1-14 A–E)。BPG4の発現は光合成組織で特異的に観察され、光によって誘導され、概⽇リズ
ムとともに明確に増減した (図 1-14 A–E)。先⾏研究における網羅的解析の結果より、HY5
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転写因⼦と PIF転写因⼦が BPG4発現を制御している可能性が⽰唆された (Lee et al., 2007; 

Kim et al., 2016)。HY5と PIFはともに光シグナル伝達において主要な役割を担う転写因⼦で
あることから、光による BPG4 発現の活性化は、HY5 と PIF による直接的な制御に起因す
る可能性が⽰唆された。なお、光環境に応じた HY5と PIFによる BPG4発現制御機構につ
いては、本研究の第⼆章において詳細な解析を⾏った。また、HY5 と PIF は概⽇リズムと
の関連も報告されていることに加えて (Soy et al., 2016; Hajdu et al., 2018)、BPG4発現を直接
の制御因⼦として同定された BES1 も概⽇リズムによる遺伝⼦発現制御に関連しているこ
とが⽰唆されている (Lee et al., 2020; Torii et al., 2022)。これらの知⾒より、HY5、PIFs、BES1

といった複数の転写因⼦による協調的な制御によって、概⽇リズムに伴う厳密な BPG4発現
が実⾏されていると考察された。 

植物における ROSは、植物にとって光エネルギーが過剰になると、主に葉緑体で発⽣す
る。過剰な光エネルギー吸収は PSI/II内での ROS発⽣を誘発し、最終的に光阻害と呼ばれ
る植物への深刻なダメージを引き起こす (Pospíšil, 2016; Takagi et al., 2016)。先⾏研究におい
て、GLK転写因⼦の過剰な活性化が ROS発⽣を促進し、光阻害と細胞死を引き起こすこと
が報告されている (Lv et al., 2019; Li et al., 2021)。そこで本研究では、BPG4⽋損植物体およ
び BPG4 ⾼発現植物体について、過剰な光エネルギー (強光) 条件における ROS 発⽣量お
よび光合成活性を測定した。その結果、BPG4 ⽋損は強光条件における ROS 発⽣量を増加
させ、光合成活性 (Fv/Fm) を低下させた⼀⽅で、BPG4の⾼発現化は ROS発⽣と光阻害の
回避を誘導する可能性が⽰された (図 1-15 A–D, 2-16)。BPG4⽋損は、GLKの過剰な活性化
を抑制できず、LHCなどの光合成装置の余剰形成を促進し、光エネルギーの過剰吸収を引き
起こし、最終的に ROS発⽣と光阻害を誘発したと考察された。これらの結果から、BPG4は
GLKを介して葉緑体の発達を負に制御することで、葉緑体中の ROS発⽣を回避し、強光な
どのストレス条件下における光合成活性の維持に寄与していることが⽰唆された。 

BR ⽣合成変異体および BR シグナル変異体に関する多くの先⾏研究から、BR シグナル
⽋乏が葉緑体発達とクロロフィル⽣合成を促進することは⾃明であると考えられる (Chory 

et al., 1991; Yu et al., 2011; Zhang et al., 2021)。また、暗所で⽣育したクロロフィルと葉緑体を
持たないもやし様の植物体からわかるように、光照射が葉緑体発達とクロロフィル⽣合成
を促進することもまた⾃明であると考えられる。これまでに、GLK、GNC/CGA1、HY5、PIF、
BIN2、BES1など多くの因⼦が、光と BRシグナルの下流で葉緑体の発達を制御する主要因
⼦として同定されている (Waters et al., 2009; Yu et al., 2011; Bastakis et al., 2018; Zhang et al., 

2021; Cackett et al., 2022)。PIFや BES1などの葉緑体発達の抑制因⼦は、暗所や BRシグナル
活性化時に mRNA発現やタンパク質蓄積量が増加するのに対し、GLKや BIN2などの葉緑
体発達の促進因⼦は、明所や BR シグナル⽋乏時に mRNA 発現やタンパク質蓄積量が増加
することが知られている (Cackett et al., 2022)。光と BR シグナルによるこれらの因⼦の
mRNA 発現とタンパク質蓄積量の制御は、葉緑体制御におけるこれらの因⼦の分⼦機能と
対応しており、光と BRシグナルによる葉緑体制御において⽭盾しない。⼀⽅、これらの因
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⼦とは対照的に、本研究で新規に同定した葉緑体制御因⼦である BPG4は、光と BRシグナ
ル⽋乏により mRNA発現が活性化するにも関わらず葉緑体の発達を抑制する機能を持った
因⼦であった。光と BR シグナル⽋乏は双⽅とも GLK の発現の活性化を介して葉緑体発達
を促進することが報告されている (Yu et al., 2011; Martín et al., 2016)。本研究により、GLK

の活性化と同時に GLK の抑制因⼦である BPG4 の mRNA 発現も活性化することが明らか
となった。すなわち、BPG4は葉緑体発達が促進される際に活性化するにも関わらず、葉緑
体発達を抑制する機能を持つと考察された。このように、光と BRシグナルによる葉緑体発
達制御において、BPG4 の mRNA 発現調節は BPG4 の分⼦機能とは正反対であり、⼀⾒す
ると⽭盾しているように考えられた。この⽭盾しているように考えられる BPG4 の mRNA

発現制御とタンパク質の分⼦機能から、葉緑体恒常性維持因⼦としての BPG4の⽣理的意義
を考察した。 

GLK による PhANGs の過剰な転写活性化は ROS 発⽣量の増加につながり、植物にとっ
て有害となる可能性があるため (Lv et al., 2019; Li et al., 2021)、GLKの過剰な活性化を抑制
するメカニズムが存在すると考えられる。BPG4 の存在下では (WT においては)、光や BR

シグナル⽋乏が GLKを活性化すると、同時に BPG4の mRNA発現も GLKのブレーキとし
て誘導される。また、光照射による BPG4発現の活性化は、GLKおよび GLK下流の PhANGs

の発現活性化より数時間遅れていることが観察されている (図 1-14 D)、この BPG4 発現の
遅延誘導は、⼀度 GLKとその下流の PhANGが光照射によって活性化した後、不必要な GLK

の活性化にブレーキをかける BPG4 の役割を⽰唆していると考察している。光による GLK

の活性化に伴い、PhANGs発現が光照射後 1–3時間で急速に活性化された後、BPG4発現の
開始と同時に PhANGs発現の増加が抑制されたように⾒受けられた (図 1-14 D)。したがっ
て、この BPG4による GLK転写活性化能の抑制は、PhANGs発現の微調整に寄与し、それ
によって葉緑体の恒常性を維持していると考察された (図 1-17)。 

BPG4 ⾮存在下では (BPG4 ⽋損植物体においては)、光および BR シグナル⽋乏により
GLKの mRNA発現および転写活性化能が過剰に活性化され、PhANGs発現の増加および光
合成装置の余剰形成が誘発される。そのため、強光などの環境ストレス条件下では、WTよ
りも過剰な光エネルギー吸収による ROS 発⽣や光阻害が起こりやすくなると考えられる 

(図 1-17)。BPG4⾼発現植物においては、多量の BPG4タンパク質蓄積により、GLK転写活
性化能が強く阻害され、PhANGs発現が低下し、葉緑体発達が抑制される。その結果、過剰
な強光条件においては逆に光エネルギーが適度に吸収され、ROS 発⽣が抑えられ、光阻害
の回避が可能になったのではないかと考察された (図 1-17)。このように、BPG4は既知の因
⼦に基づく葉緑体発達制御メカニズムという観点からは、mRNA 発現制御とタンパク質の
分⼦機能が⼀⾒すると⽭盾するように思われた。しかし、BPG4は典型的な葉緑体制御因⼦
とは逆の挙動を⽰すことによって、PhANGs発現の微調整、内⽣クロロフィル含量と光捕集
アンテナサイズの最適化、ROS 発⽣の回避、葉緑体の恒常性維持という重要な⽣理学的意
義を担っていると考察された。 
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BPG4 ファミリーは、ストレプト藻類 (クロロキブス藻綱、クレブソルミディウム藻綱、
⾞軸藻綱、接合藻綱) と陸上植物に進化的に広く保存されていた (図 1-2)。興味深いことに
BPG4 の相互作⽤因⼦である GLK ファミリーもまたストレプト藻類と陸上植物に進化的に
保存されており (図 1-18)、先⾏研究において光合成⽣物の陸上化の過程で出現したと予測
されている (Dadras et al., 2023; Hernández-Muñoz et al., 2024)。BPG4ファミリーと GLKファ
ミリーは、ほとんどの植物種で進化的に共存しており (図 1-19)、BPG4 ファミリーと GLK

ファミリーは、進化的に密接に関連している可能性が⽰唆された。 

BPG4 ファミリーは、被⼦植物以降は 3 つのサブグループ (BPG4、BGH2、BGH3) に分
かれていると予測された (図 1-2)。これまでに、シロイヌナズナにおける BPG4、BGH2、
BGH3 の⾼発現体は全て淡緑⾊形態を⽰すことが明らかとなっている (詳細は第⼆章に記
す)。また、イネにおいて、OsBPG4Bは DEEP GREEN PANICLE 1 (DGP1) として同定されて
おり、光環境下で GLK転写因⼦を抑制する機能を持つことが報告されている (Zhang et al., 

2020a)。さらに、ロシアタンポポ (Taraxacum koksaghyz, Tk) における BPG4 オルソログ 

(TkBPG4) の過剰発現により、シロイヌナズナの BPG4-OX と同様の淡緑⾊形態が誘導され
ることが近年報告された (Wolters et al., 2023)。加えて、BPG4ファミリー間で BPG4と GLK

の相互作⽤において主要な役割を果たすと考えられる A_thal_3526 ドメインは種間で⾼度
に保存されていることから (図 1-3 B)、BPG4ファミリーのタンパク質としての機能は⾮常
に⾼度に保存されている可能性が⾼いと考察された。近年発表された論⽂において、BPG4

ファミリーは、RPGE ファミリーおよび PEL ファミリーとして同定され、機能解明が進み
つつある (Han et al., 2023; Kim et al., 2023)。本研究およびこれらの⼆つ報告において、
BPG4/RPGE/PEL ファミリーが GLK 転写因⼦を介して葉緑体の発達を抑制することが明ら
かとなっているが、BPG4ファミリーの⾊素体発達調節における機能冗⻑性および機能の差
異は未解明であり、環境に応じた BPG4ファミリーの機能分担を明らかにするためには、さ
らなる研究が必要であると考えられる。 

近年、光捕集アンテナサイズや葉の内⽣クロロフィル含量を最適化することで、光合成
効率およびバイオマス収量を向上し得ることが報告されている (Friedland et al., 2019; Cutolo 

et al., 2023; Vani et al., 2023)。さらに、イネにおいてトウモロコシの GLKオルソログ (ZmGLK) 

を⾼発現させた植物体においては、光合成活性、バイオマス、穀物収量が増加することが明
らかとなっている (Li et al., 2020; Yeh et al., 2021)。加えて、トマトにおいて SlGLKを⾼発現
させることにより、果実の糖度およびカロテノイド、リコピンなどの栄養素が増加すること
が知られている (Powell et al., 2012; Lupi et al., 2019)。BPG4の分⼦機能をさらに詳細に解明
することにより、将来的にはイネやトマトなどの有⽤作物において収量や栄養素が増加し
た新品種を作出できることが期待される。 
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図 1-17. BPG4 の機能の作業仮説 
光照射および BRシグナル⽋乏は GLKs発現を活性化し、GLKsはクロロフィル⽣合成関連
酵素や LHC サブユニットをコードする遺伝⼦を含む光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) の発
現を誘導することにより葉緑体の発達を促進する。この際、光照射および BRシグナル⽋乏
は BPG4発現も活性化し、活性化された BPG4は GLK転写活性化能を低下させることで葉
緑体の発達を抑制する。WTにおいては、このように GLKsの活性化と BPG4による GLKs

の抑制が同時に起こることにより、PhANGs発現が精密に調節された結果内⽣クロロフィル
含量と光捕集アンテナサイズが最適化され、葉緑体の恒常性が維持される (中パネル)。
BPG4 ⽋損植物体においては、BPG4 ⽋損により GLK 転写活性化能が不必要に促進された
結果、PhANGs発現の過剰活性化、および光合成装置の余剰形成が誘発され、光エネルギー
の過剰吸収による ROS 発⽣と光阻害が引き起こされる (左パネル)。BPG4 ⾼発現植物体に
おいては、多量の BPG4タンパク質が GLK転写活性化能を強く阻害し、PhANGs発現低下
とそれに伴う葉緑体の発達抑制が発⽣する。BPG4によるこの葉緑体発達抑制は、強光条件
下で ROS発⽣を抑え、光阻害を回避することにより、効果的で健全な光合成の維持に寄与
すると考えられる (右パネル)。 

  

BPG4欠損株 野生型株 BPG4高発現株

PhANGs
葉緑体

BR欠乏光照射

細胞質

GLKs

GLKs

核

BPG4

活性酸素の発生
光合成活性の低下

過剰な発現誘導

過剰な活性化

発達促進
葉緑体発達の
恒常性の維持

葉緑体

BR欠乏光照射

精密な発現制御

細胞質

GLKs BPG4

BPG4

核活性化

抑制

最適な発達

強光条件における
効率的な光合成？

葉緑体

BR欠乏光照射

発現抑制

細胞質

GLKs

活性化 活性化 活性化

BPG4

核高発現

発達抑制

ノックアウト

PhANGs PhANGs

GLKs GLKs BPG4
BPG4

BPG4



 61 

 
図 1-18. GLK ファミリーの分⼦系統樹 
⼀部のストレプト藻類および陸上植物における GLKオルソログの分⼦系統樹。ストレプト
藻類と陸上植物においては、アミノ酸の置換モデルが異なると予測されたため、分離して分
⼦系統樹を作成した。略称は図 1-2と同様に⽰す。各枝の値は Bootstrap valueを⽰す。分⼦
系統樹の作成に使⽤したアミノ酸配列の Accession numberについては補⾜表 1-1に⽰した。 
  

被⼦植物 (アンボレラ⽬)
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コケ植物
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シダ植物
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Supplemental Figure S16. Phylogenetic tree of GLK family
Gm, Glycine max; Pt, Populus trichocarpa; Sl, Solanum lycopersicum; Nt, Nicotiana tabacum; Bd,
Brachypodium distachyon; Zm, Zea mays; Os, Oryza sativa; Tp, Thuja plicata; Cr, Ceratopteris richard;
Dc, Diphasiastrum complanatum; Sm, Selaginella moellendorffii; Pp, Physcomitrium patens; Mp,
Marchantia polymorpha; SpMu, Spirogloea muscicola ; Zc, Zygnema cf. cylindricum; Cb, Chara braunii;
Kn, Klebsormidium nitens; Ca, Chlorokybus atmophyticus.
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図 1-19. BPG4 ファミリーと GLK ファミリーの進化的保存性の⽐較 
主な光合成⽣物の系統樹と各⽣物種における BPG4ファミリーおよび GLKファミリーの遺
伝⼦数。 

  

Supplemental Figure S17. BPG4 family is evolutionarily conserved with GLK transcription factors 
from streptophyte algae.
Phylogeny of major photosynthetic organisms and the gene numbers of BPG4 and GLK families in each 
species.

BPG4 GLK
紅藻 Cyanidioschyzon merolae 0 0

Pyropia yezoensis strain 0 0
Chondrus crispus 0 0

灰⾊藻 Cyanophora paradoxa 0 0
プラシノデルマ藻 Prasinoderma coloniale 0 0
緑藻 Ostreococcus tauri 0 0

Chlamydomonas reinhardtii 0 0
Chlorella sorokiniana 0 0

ストレプト藻 Mesostigma viride 0 0
Chlorokybus atmophyticus 1 1
Klebsormidium nitens 1 1
Chara braunii 1 1
Spirogloea muscicola 3 3
Zygnema cf. cylindricum 2 1

コケ植物 Physcomitrium patens 0 2
Marchantia polymorpha 1 1

⼩葉植物・シダ植物 Diphasiastrum complanatum 4 1
Ceratopteris richardii 12 3
Selaginella moellendorffii 1 1

裸⼦植物 Thuja plicata 15 1
被⼦植物 Amborella trichopoda 3 1
単⼦葉植物 Oryza sativa 3 2

Zea mays 5 2
Brachypodium distachyon 3 2

真正双⼦葉植物 Arabidopsis thaliana 4 2
Solanum lycopersicum 5 2
Nicotiana tabacum 10 4
Glycine max 9 4
Populus trichocarpa 4 2
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材料と⽅法 
植物体と栽培条件 
シロイヌナズナの Columbia-0 (Col-0) とWassilewskija (Ws) を野⽣型植物 (WT) として⽤い
た (特に記載がない場合は、Col-0を野⽣型植物として⽤いた)。bpg4-1 (CS927130)、bpg4-2 

(CS391584)、35S:GLK1-GFP/glk1glk2 (CS2107720)、35S:GLK2-GFP (CS71752) は ABRCから
購⼊した。det2、bri1-5、bin2-1、bes1-D、gsk3 quadruple、BRI1-OXおよび glk1glk2は先⾏研
究において報告されている株を使⽤した (Li et al., 1996; Noguchi et al., 1999; Friedrichsen et al., 

2000; Li et al., 2001; Fitter et al., 2002; Yin et al., 2002; Kondo et al., 2014)。BES1pro:BES1-GFP

は、Dr. Ana I Caño-Delgadoより分譲していただいた (Vilarrasa-Blasi et al., 2014)。GLK1-OXは
稲葉丈⼈博⼠より分譲していただいた (Tokumaru et al., 2017)。 

種⼦を、Seed solution [ 70% (v/v) EtOH, 0.5% Triton X-100] により 20–30分滅菌したのち、
100% エタノールで 1 分滅菌した。1/2 希釈のムラシゲ&スクーグ (MS) (Duchefa, Haarlem, 

The Netherlands)、0.8% phytoagar (Duchefa) および 1.5% スクロースから構成される培地で発
芽させた。実験に応じて、1/2MS培地から⼟壌に移植した。植物は、⽩⾊光条件下 [⻑⽇条
件 (16時間明期／8時間暗期)] もしくは、暗⿊条件下で、22℃において⽣育させた。 

 

*BPG4-FOX植物体のスクリーニンング 
約 10,000 株のシロイヌナズナ FOX ライン (Ichikawa et al., 2006) を、1μM Brz を添加した
1/2MS 培地で⽣育させた。明所条件下で 9 ⽇間⽣育させた後、⼦葉の緑⾊が WT よりも薄
い植物を同定した。スクリーニングされた植物のクロロフィル含量を測定し、CaMV 35Sプ
ロモーターと NOSターミネーターの特異的プライマーを⽤いた PCRにより、変異体に挿⼊
されている全⻑ cDNAを同定した。使⽤したプライマー配列を補⾜表 1-2に⽰す。 

 

*本学位論⽂の根拠論⽂においては bpg4-1Dとして命名されているが、遺伝学上の適切な命
名法に基づき本学位論⽂においては当該植物体を BPG4-FOXと呼称することとした。 

 

シロイヌナズナ形質転換植物体の作出 
・BPG4-OX (35Spro:BPG4) 

BPG4の全⻑ CDSをシロイヌナズナ Col-0の cDNAから増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) にクローニングし、続いて Gateway 法 (Invitrogen) により CaMV 

35S プロモーターを含むバイナリーベクターpGWB2 (Nakagawa et al., 2007) (http://shimane-

u.org/nakagawa/gbv.htm) にクローニングした。得られたベクターをアグロバクテリウムに形
質転換し、floral-dip 法 (Clough and Bent, 1998) によりシロイヌナズナ Col-0 に形質転換し
た。得られた植物体は、25 mg/L カナマイシンを含む 1/2MS培地によって選抜した。この植
物体の作出は、阿部晋⽒によって⾏われた。  

http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm
http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm
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・35Spro:BPG4-GFP 

BPG4のストップコドンを⽋損した全⻑CDSをシロイヌナズナCol-0の cDNAから増幅し、
pENTR/D-TOPOベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway法 (Invitrogen) に
より CaMV 35Sプロモーターおよび GFPを含むバイナリーベクターpGWB5 (Nakagawa et al., 

2007) にクローニングした。作成したベクターを⽤いて、BPG4-OX と同様に形質転換体を
作出した。この植物体の作出は、阿部晋⽒によって⾏われた。 

 

・BPG4pro:GUS 

BPG4のプロモーター領域と第⼀エキソンを含む 2.1 kbの領域をシロイヌナズナ Col-0のゲ
ノムから増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター (Invitrogen,) にクローニングし、続いて Gateway

法 (Invitrogen) により GUSを含むバイナリーベクターpGWB3 (Nakagawa et al., 2007) にク
ローニングした。作成したベクターを⽤いて、BPG4-OX と同様に形質転換体を作出した。
この植物体の作出は、丸上萌々⽒によって⾏われた。 

 

・bpg4glk1glk2、BPG4-OX GLK1-OX、bpg4-1 GLK1-OX 

bpg4-1と glk1glk2を交配させることにより、bpg4glk1glk2を作出した。BPG4-OX-2と GLK1-

OX を交配させることにより、BPG4-OX GLK1-OX を作出した。bpg4-1 と GLK1-OX を交配
させることにより、bpg4-1 GLK1-OXを作出した。 

 

形質転換体の作出に使⽤したプライマー配列を補⾜表 1-3に⽰す。 

 

新鮮重あたりの内⽣クロロフィル含量の定量 
植物体の地上部を、BEADS CRUSHER µT-01 (TAITEC, Japan) を⽤いて液体窒素中でホモジ
ナイズし、80% (v/v) アセトン 0.5–1 mL に加え、暗所で氷上 15 分間インキュベートした
後、4℃、12000 rpm で 15分間遠⼼した。遠⼼した上清の 646.6 nm、 663.6 nm、750 nmに
おける吸光度を吸光度計 (SHIMAZDU, Japan) で測定した。上清におけるクロロフィル aと
クロロフィル b濃度は、先⾏研究に基づき、以下の式に則り計算した (Porra et al., 1989)。 

クロロフィル a [μg Chl / ml]=12.25*(A663.6-A750)-2.55*(A646.6-A750) 

クロロフィル b [μg Chl / ml]=20.31*(A646.6-A750)-4.91*(A663.6-A750) 

クロロフィル a + b [μg Chl / ml]=17.76*(A646.6-A750)+7.34*(A663.6-A750) 

 

花成時期の測定 
花成時期は、先⾏研究 (Ohto et al., 2001; Endo et al., 2013) と同様にして、主花茎の⻑さが 1 

cm 以上に伸びるまでにかかった⽇数と最初の花が開花した時点における⻑さ 1 cm 以上の
ロゼット葉の枚数を数えることにより測定した。 
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Real time–quantitative polymerase chain reaction (RT–qPCR) 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) を⽤いて植物体から total RNAを抽出し、抽出した
RNAを鋳型に PrimeScript RT reagent kit (Takara, Japan) を⽤いて cDNAを合成した。RT-

qPCRは、TB Green Premix Extaq Ⅱ (Takara, Japan) を⽤いて、Thermal Cycler Dice (Takara, 

Japan) を⽤いて⾏った。各遺伝⼦の特異的プライマー配列を補⾜表 1-4に⽰す。 

 

透過型電⼦顕微鏡 (TEM) による葉緑体の観察 
サンプルは 0.05 Mカコジル酸緩衝液 (pH7.4) 中 2％パラホルムアルデヒド (PFA) と 2％グ
ルタルアルデヒド (GA) を⽤いて 4℃で⼀晩固定した。この固定後、サンプルを 0.05 Mカ
コジル酸緩衝液で 30分ずつ 3回洗浄し、0.05 Mカコジル酸緩衝液中 2%四酸化オスミウム 

(OsO4) で 4℃、3時間固定した。50%および 70%溶液での脱⽔は 4℃で各 30分間、90%溶液
での脱⽔は室温で 30分間、無⽔エタノールでの脱⽔は室温で各 30分間、それぞれ 3回⾏っ
た。これらの脱⽔⼯程の後、試料を無⽔エタノール中で⼀晩、室温で脱⽔した。試料をプロ
ピレンオキシド (PO) に 2回、それぞれ 30分間浸漬した後、POと Quetol-651樹脂 (Nisshin 

EM, Tokyo, Japan) の 50対 50混合物に 3時間浸し、さらに 100％樹脂に 3時間移した。その
後、サンプルを 60℃で 48時間重合させた。重合した樹脂の超薄切⽚ (80 nm) を、ダイヤモ
ンドナイフを装備したウルトラミクロトーム（Ultracut UCT; Leica, Vienna, Austria）を⽤いて
作成し、切⽚を銅グリッドにマウントした。その後、切⽚を 2％酢酸ウラニルにより 15 分
間室温で染⾊し、蒸留⽔で洗浄した後、鉛染⾊液 (Sigma Aldrich, Tokyo, Japan) により 3分
間室温で 2 回⽬の染⾊を⾏った。観察および画像化に関しては、透過型電⼦顕微鏡 (JEM-

1400Plusi; JEOL, Tokyo, Japan) を⽤い、加速電圧 100 kVでグリッドを観察した。電荷結合素
⼦ (CCD) カメラ (EM-14830RUBY2; JEOL, Tokyo, Japan) を⽤いてデジタル画像 (3296 x 

2472 pixels) を収集した。この実験は株式会社東海電⼦顕微鏡解析に業務委託することによ
り⾏った。 

 

リコンビナントタンパク質の作成 
・MBP-BES1 DBD 

BES1の DBDを pMAL-c2xにクローニングしたベクターは、先⾏研究 (Nosaki et al., 2018) 

により作成されていたものを宮川拓哉博⼠および野崎翔平博⼠より分譲していただいた。
分譲していただいたベクターを Rosetta(DE3) に形質転換した。0.1 mMイソプロピル-β-D-チ
オガラクトシド (IPTG) で 18℃で⼀晩振盪培養し、タンパク質の発現を誘導した。培養し
た菌体を遠⼼により回収し、Amylose binding buffer (20 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 5%Glycerol, 

1 mM DTT, P.I. cocktails) に懸濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。Amylose resin 

(NEB, Ipswich, MA, USA) と Amylose Elution buffer (20 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 5% glycerol, 

1 mM DTT, 30 mM maltose, P.I. cocktails) を⽤いて、MBP-BES1 DBDを精製した。  
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・MBP-BPG4 

BPG4の全⻑ CDSをシロイヌナズナ Col-0の cDNAから増幅し、In-Fusion HD クローニン
グシステム (Takara) により pMAL-c4x ベクター (NEB) にクローニングした。作成したベ
クターを BL21(DE3)pLysSに形質転換した。0.4 mM IPTGで 37℃、4時間振盪培養し、タン
パク質の発現を誘導した。培養した菌体を遠⼼により回収し、Amylose binding bufferに懸濁
し、ソニケーションにより菌体を破砕した。Amylose resin (NEB) と Amylose Elution buffer

を⽤いて、MBP-BPG4を精製した。 

 

・GST-GLK1 

GST-GLK1は先⾏研究に基づき発現・精製した (Ahmad et al., 2019)。GLK1の全⻑ CDSをシ
ロイヌナズナ Col-0 の cDNA から増幅し、In-Fusion HD クローニングシステム (Takara) に
より pGEX-6P-3ベクターにクローニングした。作成したベクターを Rosetta(DE3) に形質転
換した。0.5 mM IPTGを加えて 16℃で⼀晩振盪培養し、タンパク質の発現を誘導した。培養
した菌体を遠⼼により回収し、GST binding buffer (1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 1% 

Triton X-100, 1xPBS, P.I. cocktails) に懸濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。
Glutathione SepharoseTM 4B (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)と GST Elution buffer [50 mM Tris-

HCl (pH9.6), 150 mM NaCl, 25 mM GSH, pH 8.5] を⽤いて、GST-GLK1を精製した。 

 

GST-GLK1 と MBP-BPG4 は、Vivaspin 20 Centrifugal Concentrator (Sartorius, Göttingen, 

Germany) を⽤いて濃縮・脱塩した。使⽤したプライマー配列を補⾜表 1-5に⽰す。 

 

免疫ブロット解析 (Western blotting) 
植物体サンプルを液体窒素中で粉砕し、Laemmli緩衝液 [50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 100 mM 

dithiothreitol (DTT), 2% (w/v) Sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.1% (w/v) bromophenol blue, and 

10% (w/v) glycerol] を加え、95℃で 5分静置し、遠⼼して上清を得た。得られたタンパク質
抽出液を SDS-PAGE (7.5–15%アクリルアミドゲル) で分離した。電気泳動後、タンパク質を
Hybond ECLニトロセルロースメンブレン (Amersham, UK) に転写した。転写したメンブレ
ンを 1% Ponceau Sに 5分間振盪し、転写を確認した。5% 脱脂乳 (Morinaga, Japan)を含む
TBS (20 mM Tris, 0.137 M NaCl, pH 7.4) を⽤いて室温で 1時間ブロッキングした後、メンブ
レンを抗体と共にWestern Blot Immuno Booster Solution 1 (Takara) を⽤いて 4℃で⼀晩インキ
ュベートした。室温で 1％ 脱脂乳 (Morinaga,) を含む TBSで洗浄後、メンブレンを抗体と
共にWestern Blot Immuno Booster Solution 2(Takara) を⽤いて室温で 1時間インキュベートし
た。ECL Immobilon Western HRP substrate (Millipore, USA) と LAS-4000 miniデジタルイメー
ジングシステム (Fuji Film, Japan) を⽤いて化学発光によりシグナルを検出した。 

BPG4 に対するウサギポリクローナル抗体は、MBP-BPG4 融合タンパク質を抗原として
⽤いることにより作製した。作製した anti-BPG4抗体の性能は WT、bpg4-1、BPG4-OX-2を
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⽤いて確認した。anti-BPG4抗体は 1:30,000希釈して、1:90,000希釈した anti-rabbit horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (Promega, Madison, WI, USA) とともに使⽤した。anti-

ACTIN抗体 (0869100-CF, MP Biomedical, Santa Ana, USA)は 1:20,000希釈して、1:60,000希
釈した anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Promega) とともに使
⽤した。 

 

脱リン酸化処理 
BPG4および BIL1/BZR1-GFPのリン酸化状態を分析するために、植物体サンプル (250 mg) 

を液体窒素中で粉砕し、0.5 mLの氷冷 λPP抽出バッファー[1x NEB Buffer for Protein Metallo 

Phosphatases (PMP), 2.5 mM MnCl2, 1% (w/w) NP-40 and protease inhibitor cocktail (Roche) ]を加
えて乳鉢と乳棒で粉砕して、タンパク質を抽出した。抽出液を⼆重層のミラクロスに通した
後、フロースルーを⼀部に (50μl) を 400ユニットの λPP (NEB, P0753) を加えた。コントロ
ールには何も加えなかった。30℃、30分間インキュベートし、5x Laemmliバッファーで 95℃、
5分間煮沸した。免疫ブロット解析は上述と同様にして⾏った。 

 

Chromatin Immunoprecipitation–qPCR (ChIP-qPCR) 
DNA の免疫沈降は、先⾏研究と同様に⾏った(Kim et al., 2017)。明所で 15 ⽇間⽣育した
BES1pro:BES1-GFP および WT を⽤いて、anti-GFP 抗体 (Molecular Probes) を⽤いた ChIP

実験を⾏った。免疫沈降した DNAは RT-qPCRと同様の⼿順で qPCRを⾏った。ChIPサン
プルの反応閾値周期を⾃⾝の INPUT の希釈値と⽐較することで、INPUT から回収された
DNAの絶対分率 (％input DNA) を推定し、WTの値を 1とした。使⽤したプライマー配列
を補⾜表 1-6に⽰す。本実験は、丸上萌々⽒と Jong-Myong Kim博⼠によって⾏われた。 

 

プロトプラストにおける⼀過性ルシフェラーゼアッセイ 
HEMA1 (1.7kb)、GUN4 (1.5kb)、CAO (1.2kb)、BPG4 (2.5kb) のプロモーター領域の DNA断
⽚を増幅し、In-Fusion HD クローニングシステム (Takara) を⽤いて光⽥信孝博⼠より⼊⼿
した pGLHNew_RLH ベクターにクローニングした。BPG4 プロモーター領域の G-box 

(CACGTG) 配列は、PrimeSTAR Max (Takara) を⽤いた Inverse PCRにより AAAAAAに変異
させた。BES1、VP64、BPG4、およびGLK1の全⻑CDSをpENTR/D-TOPOベクター (Invitrogen) 

にクローニングし、Gateway法により光⽥信孝博⼠から⼊⼿したバイナリーゲートウェイ発
現ベクターpDEST-35SHSP にクローニングした。35S:BES1-VP64 エフェクターは、VP64 の
DNA断⽚を増幅し、In-Fusion HDクローニングシステム (Takara) を⽤いて 35S:BES1 エフ
ェクターにクローニングした。35S:GFPエフェクターは光⽥信孝博⼠から⼊⼿した。使⽤し
たプライマー配列を補⾜表 1-7に⽰す。 

3–4週間⼟で⽣育させたWTのロゼット葉の表⽪をメンディングテープで剥がし、Enzyme 

Solution [400 mM Mannitol, 10 mM CaCl2, 20 mM KCl, 20 mM MES, 1 %(w/v) Cellualse R10 
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(Yakult, Japan), 0.25 %(w/v) Macerozyme R10 (Yakult), 5 mM β-ME) に浸し、暗所で 2時間振盪
した。ミラクロスで夾雑物を除去し、スクロース密度勾配法によって無傷プロトプラストを
単離した。プロトプラストをMMg Solution (400 mM Mannitol, 15 mM MgCl2, 4 mM MES) に
懸濁し、PEG-Ca2+ Solution (40 % wt/vol PEG4000, 200 mM Mannitol, 100 mM CaCl2) と混合す
ることにより、ベクターをプロトプラストに導⼊した。暗所 22℃において⼀晩静置し、
Pickagene® Dual Sea Pansy Luminescence Kit (Toyo Bnet, Tokyo, Japan) と SpectraMax i3x また
は SpectraMax iD5 (MOLECULAR DEVICES, USA)を⽤いて LUCおよび RENを検出した。 

 

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs) 
BES1 DBDの BPG4プロモーター領域への結合を解析するための実験は、先⾏研究 (Nosaki 

et al., 2018) と同様に実施した。BPG4プロモーター領域における G-box (CACGTG) とその
前後配列 12塩基を⽤いた。FAM標識した 30mer ⼆本鎖 DNA (5pmol) と poly (dI-dC) (20 µg)

をMBP-BES1 DBDと EMSA reaction buffer [20mM Tris-HCl (pH7.5), 125mM KCl, 0.5mM EDTA, 

2.5%グリセロール, 10mM EDTA] に混合し、25℃で 20分間インキュベートした。反応液を
10% PAGEゲルにロードし、ChemiDoc TouchTM Imaging System (Bio-Rad, USA) を⽤いて蛍
光を検出した。 

GLK1 の CAO プロモーター領域への結合を解析するための実験においては、先⾏研究 

(Zhang et al., 2021) で報告されていた CAOプロモーター領域中における GLK結合配列を⽤
いた。GST-GLK1を 19 µLの結合バッファー [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KCl, 10 mM 

EDTA, 2.5% glycerol, 1 mM DTT, 0.05 µg/µl poly(dI-dC)] 中で、氷上で 5分間インキュベート
した後、25℃で 25 分間 MBP-BPG4 または MBP-tag とインキュベートした。さらに、1 µL

の FAM標識 30mer ⼆本鎖 DNA (5 pmol) を加えて、氷上で 30分間インキュベートした。反
応液を 1x TAEバッファーで 1％アガロースゲルを⽤いて電気泳動により分離した。使⽤し
た DNA配列を補⾜表 1-8に⽰す。 

 

蛍光顕微鏡観察 
35Spro:BPG4-GFPにおける GFP蛍光を、共焦点レーザー⾛査型顕微鏡 [LSM700 (Zeiss, Jena, 

Germany)] で観察した。本実験は阿部晋⽒によって⾏われた。 

 

免疫蛍光染⾊ 
サンプルを FAA solution [3.7％ホルムアルデヒド (メタノールフリー), 5％ 氷酢酸, 50％エタ
ノール, pH7.4] で固定した。組織切⽚はキシレンで脱パラフィンし、エタノールと PBSで再
⽔和した。G-Block (Genostaff, Tokyo, Japan) を⽤いて 10分間室温でブロッキングし、TBSを
⽤いて 5分間室温で 3回リンスした。次に、2 µg/mL anti-BPG4ウサギポリクローナル抗体
または normal rabbit IgG (Dako, Glostrup, Denmark, #X0936)を⽤いて 4℃で⼀晩標識し、TBS-

T (TBS with 0.1% Tween20) を⽤いて室温で 5分間 2回リンスし、さらに TBSでリンスした。



 69 

Donkey anti-rabbit IgG secondary antibody, Alexa Fluor™ Plus 647 (Invitrogen #A32795, 1:200希
釈) を添加し、室温で 60分間標識し、核を DAPI (Dojindo, Kumamoto, Japan) で染⾊した。
組織切⽚を TBSを⽤いて 5分間室温で 3回リンスし、ProLong Gold (Invitrogen #P36934) で
接着した。サンプルは ECLIPSE Ni microscope (Nikon, Tokyo, Japan) 顕微鏡で観察した。本実
験はジェノスタッフ株式会社への業務委託により⾏った。 

 

Yeast two-hybrid (Y2H) 解析 
BPG4の全⻑ CDSおよび BPG4のドメイン断⽚配列をシロイヌナズナ Col-0の cDNAから
増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway 法 

(Invitrogen) に基づきバイナリーベクターpDEST32 (Invitrogen) にクローニングした。BIN2、
GLK1、GLK2、HY5、および COP1の全⻑ CDS、ならびに GLK1のドメイン断⽚配列をシロ
イヌナズナ Col-0の cDNAから増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニ
ングし、続いて Gateway 法 (Invitrogen) に基づきバイナリーベクターpDEST22 (Invitrogen) 

にクローニングした。作成したベクターを⽤いて、先⾏研究 (Shimada et al., 2015) と同様に
して実験を⾏った。ベクターを yeast strain Y187 (Clontech, USA) に形質転換し、-LWもしく
は-LWH培地で⽣育させた。使⽤した DNA配列を補⾜表 1-9に⽰す。ベクターの作成およ
び実験は、阿部晋⽒と⼤橋隆⽣⽒によって⾏われた。 

 

Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 解析 
BPG4、GLK1、GLK2の全⻑ CDSをシロイヌナズナ Col-0の cDNAから増幅し、pENTR/D-

TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway法 (Invitrogen) に基づきバ
イナリーベクターpB4nYGWと pB4cYGWにクローニングした。得られたベクターを、先⾏
研究 (Ueda et al., 2004) と同様に前述のようにアグロバクテリウムを⽤いてシロイヌナズナ
培養細胞に感染させた。GFP 蛍光は、共焦点レーザー⾛査型顕微鏡 [LSM700 (Zeiss, Jena, 

Germany)] で観察した。使⽤したプライマー配列を補⾜表 1-9に⽰す。本実験は、阿部晋⽒
によって⾏われた。 

 

Coimmunoprecipitation (CoIP) 解析 
GLK1、GLK2 の全⻑ CDS をシロイヌナズナ Col-0 の cDNA から増幅し、pENTR/D-TOPO 

ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway法 (Invitrogen) に基づきバイナリ
ーベクターpGWB421 にクローニングした。作成したベクターおよび前述の 35S:BPG4-GFP

ベクターをアグロバクテリウムに形質転換した。ベンサミアナタバコ  (Nicotiana 

benthamiana) における⼀過的発現は先⾏研究 (Kondo et al., 2014) と同様に⾏った。 

タバコの葉にアグロバクテリウムを感染させてから 46 時間後に葉を回収し、0.5 g の植
物体を液体窒素で凍結した。植物体サンプルを乳鉢と乳棒で粉砕し、1 mLの氷冷 Extraction 

buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% glycerol, 0.1% (w/w) NP-40 and protease 
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inhibitor cocktail (Roche, Basel, Switzerland)] と共にホモジナイズした。このホモジナイズ液
を 11,000rpm、4℃で 5分間遠⼼し、得られた上清をさらに 11,000 rpm、4℃で 5分間遠⼼し
た。上清の⼀部をインプットとして回収し、残りの上清を GFP-Trap A (Chromo Tek, Planegg, 

Germany) とともに 4℃で 2 時間インキュベートした。インキュベートしたサンプルを
Extraction bufferで 3回洗浄した後、洗浄したビーズに Laemmli buffer [100 mM Tris-HCl (pH 

6.8), 200 mM DTT, 4% (w/v) SDS, 0.2% (w/v) bromophenol blue, and 10% (w/v) glycerol]を加えて
95℃で 5分間静置し、タンパク質を抽出した。得られたタンパク質抽出液は、anti-Myc抗体 

(Sigma‒Aldrich) と anti-GFP抗体 (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) を⽤いて、上述と
同様にしてイムノブロット解析した。本実験は、丸上萌々⽒によって⾏われた。 

シロイヌナズナの CoIP も上記と同様に⾏い、抽出したタンパク質は anti-BPG4 抗体と
anti-GFP抗体（(Molecular Probes)を⽤いたイムノブロット解析で検出した。使⽤したプライ
マー配列を補⾜表 1-9に⽰す。 

 

β-glucuronidase (GUS) 染⾊ 
GUS発現の組織化学的検出には BPG4pro:GUSを⽤いた。植物体を 80% アセトンで固定し
た後、先⾏研究 (Ito and Fukuda, 2002) と同様に、GUS染⾊ solution {0.5 mg/mL X-Gluc, 0.5 

mM K4[(CN)6], 0.5 mM K3[(CN)6], 1 mM EDTA, 50 mM リン酸緩衝液 [pH 7.0]}に浸し、37℃
で⼀晩染⾊した後、脱⾊液 (抱⽔クロラール 8g, グリセロール 1 mL, milliQ 2 mL) で脱⾊
した。本実験は、丸上萌々⽒によって⾏われた。 

 

活性酸素分⼦種 (ROS) の組織化学染⾊ 
DAB染⾊は、先⾏研究 (Fryer et al., 2003; Yang et al., 2022) と同様の⼿法で⾏った。植物体
を通常光 (90 µmol photons m-2 s-1、⻑⽇条件) 条件において 1/2MS 培地で 7⽇間⽣育させた
後、DAB solution [5 mg/ml DAB, pH 3.8] に暗所で 12時間浸した。植物体を 1/2MS培地に戻
した後、強光条件 (1200 µmol photons m-2 s-1) に 2 時間移した。染⾊した植物体を脱⾊液  

[60% (v/v) ethanol, 20% (v/v) acetic acid, 20% (v/v) glycerol] に浸し、100℃、5分間静置した。
漂⽩した植物体を保存液 [80% (v/v) ethanol, 20% (v/v) glycerol] に移し、実体顕微鏡で観察し
た。 

DAB染⾊は、先⾏研究 (Ramel et al., 2009) と同様の⼿法で⾏った。植物体を通常光 (90 

µmol photons m-2 s-1、⻑⽇条件) 条件において 1/2MS 培地で 8⽇間⽣育させた後、強光条件 

(800 µmol photons m-2 s-1) に12時間または24時間移した。強光処理した植物体をNBT solution 

[0.5 mg mL-1 NBT, 10 mM potassium phosphate buffer, 10 mM NaN3] に浸し、脱気により NBT 

solution を植物体を浸潤させ、暗所で 2 時間静置した。染⾊した植物体を DAB 染⾊と同様
に脱⾊し、観察した。 
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内在性 O2
･–蓄積量の定量的解析 

内在性 O2･
–蓄積量の定量は、先⾏研究 (Zhang et al., 2010) と同様の⼿法で⾏った。植物体サ

ンプル (15〜18 株もしくは 50‒60mg) を、液体窒素中で粉砕し、氷冷 Extraction buffer [195 

µM phosphate buffer (pH 7.8), 10 µM hydroxylammonium chloride, 100 µM EDTA-Na2]を 200 µL

加えてホモジナイズした。ホモジナイズ液を 5,000 g、4℃で 5分遠⼼した後、上清 100 µLを
新しい 1.5 mL チューブに移し、氷冷 17 mM sulfanilamide / 30%酢酸 100 µl と氷冷 7 mM 

naphthalene diamine dihydrochloride 100 µlを加え、37℃で 10分間インキュベートした。その
後、300 µLのジエチルエーテルを加え、反応液をよく混合した後、5,000 g、常温で 5分遠
⼼した。下層に存在する⽔相の A540を分光光度計で測定した。0‒5 µMの NO2-の検量線 (r2 

= 0.9998) を作成し、反応式 (2 O2･
– + H+ NH2OH → H2O2 + H2O + NO2

-) に基づいて、検量
線から式[O2-]=2[NO2-](μM)に従って O2･

–濃度を計算した。 

 

光合成活性の測定 
⽣育光条件 (90 µmol photons m-2 s-1、16時間明期/8時間暗期サイクル) で 11⽇間⽣育した
植物を、⾼照度条件 (900 µmol photons m-2 s-1、連続光) に 1、2、4、8、12、24時間移した。
20分間の暗馴化の後、FluorCamシステム (FluorCam 800MF; Photon Systems Instruments) を
⽤いて Fv/Fmを測定した。 

 

分⼦系統樹の作成 
TAIR (https://www.arabidopsis.org/) から得た AtBPG4 (AT3G55240)のアミノ酸配列に基づい
て、以下のゲノム情報を⽤いて BPG4オルドログ候補を BLASTPにより検索した。 

 

・NCBI reference protein (refseq_protein) 

Nicotiana tabacum、Selaginella moellendorffii 

・Phytozome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) 

Marchantia polymorpha v3.1、Physcomitrium patens v3.3、Ceratopteris richardii v2.1、Diphasiastrum 

complanatum v3.1、Thuja plicata v3.1、Amborella trichopoda var. SantaCruz_75 HAP1 v2.1、Solanum 

lycopersicum ITAG4.0、Glycine max Wm82.a4.v1、Populus trichocarpa v4.1、Arabidopsis thaliana 

Araport11、Oryza sativa v7.0、Brachypodium distachyon v3.2、Zea mays RefGen_V4 

・PhycoCosm (https://phycocosm.jgi.doe.gov/phycocosm/home) 

Cyanidioschyzon merolae Soos、Neopyropia yezoensis strain:U-51、Chondrus crispus Stackhouse、
Cyanophora paradoxa CCMP329、 Prasinoderma coloniale CCMP1413、 Ostreococcus tauri 

RCC4221 v3.0, Chlamydomonas reinhardtii CC-4532 v6.1、Chlorella sorokiniana DOE1412、
Mesostigma viride CCAC 1140、Chlorokybus atmophyticus CCAC 0220、Klebsormidium nitens NIES-

2285、Chara braunii S276、Spirogloea muscicola CCAC 0214、Zygnema cf. cylindricum SAG 698-

1a  

https://www.arabidopsis.org/
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://phycocosm.jgi.doe.gov/phycocosm/home
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e-value、アミノ酸の⻑さ、類似性 (Similarity)、同⼀性 (Identity)、予測ドメイン構造に基づ
いて、BPG4相同性因⼦を決定した。Thuja plicataと Ceratopteris richardiiにおいては重複遺
伝⼦の数が多かったため、CD-HITにより BPG4相同性因⼦をクラスター化した (Idnetityは
0.7とした) (Fu et al., 2012)。BPG4相同性因⼦のアミノ酸配列は、G-INS-1を⽤いたMAFFT 

(Katoh et al., 2019) によってアラインメントした (Unalignlevelを 0.8に設定)。MAFFTによ
って⽣成されたアラインメントデータは ClipKIT (Steenwyk et al., 2020) によってトリミング
し、系統樹は IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016) によって⽣成した。IQ-TREEによって得ら
れたツリーファイルを iTOL (Letunic and Bork, 2021) を⽤いて修正した。陸上植物と藻類に
おいては、アミノ酸置換モデルが異なると予測されたため、陸上植物と藻類に分けて分⼦系
統樹を作成した。分⼦系統樹の作成に使⽤したアミノ酸配列の Accession numberについては
補⾜表 1-1に⽰した。 

 

アミノ酸配列の⽐較 
各⽣物種において、作成した分⼦系統樹で AtBPG4に最も進化的に近い因⼦を選び、アミノ
酸配列をMAFFT (Katoh et al., 2019) によってアラインメントした (Unalignlevelを 0.8に設
定)。AtBPG4 における A_thal_3526 に該当する領域 (10–66 残基) のみを抜き出し、多重配
列⽐較の結果を ESPript 3.0（https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/） (Gouet et al., 1999) を⽤
いて出⼒した。 

 

統計処理 
全ての図の作成と統計解析は R環境で実⾏した。3つ以上のサンプルにおける多重⽐較にお
いては、⼀元配置分散分析 (one-way ANOVA) を⾏ったのちに Tukey-Kramer の検定を⽤い
た。2群間⽐較においては、F検定を⾏った後に両側Welchの t検定または両側 Studentの t

検定を⾏った。サンプルサイズの計算は⾏わず、予備データと先⾏研究に基づいて設定した。
分析から除外したデータはない。植物材料は、植物プールから無作為に選択した。 

 

Accession number 
この章で研究したシロイヌナズナ遺伝⼦の配列データは、The Arabidopsis Information 

Resource (www.arabidopsis.org) に以下のアクセッション番号で⽰されている : 

BPG4/RPGE2/PEL1 (AT3G55240)、BGH1/RPGE3 (AT3G28990)、BGH2/RPGE1 (AT5G02580)、
BGH3/RPGE4 (AT1G10657)、ACT2 (AT3G18780)、GAPDH (AT1G13440)、eIF4A (AT3G13920)、
HEMA1 (AT1G58290)、GUN4 (AT3G59440)、CHLH (AT5G13630)、PORB (AT4G27440)、CAO 

(AT1G44446)、CHLG (AT3G51820)、HEMG1 (AT4G01690)、DVR/BPG1 (AT5G18660)、LHCB1.2 

(AT1G29910)、 LHCB6 (AT1G15820)、 LHCA1 (AT3G54890)、 PAO (AT3G44880)、 rbcS 

(AT1G67090)、psbA (ATCG00020)、HY5 (AT5G11260)、COP1 (AT2G32950)、GLK1 (AT2G20570)、
GLK2 (AT5G44190)、DET2 (AT2G38050)、DWF4 (AT3G50660)、 BRI1 (AT4G39400)、BIN2 

https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/
http://www.arabidopsis.org/
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(AT4G18710)、BIL1 (AT2G30980)、BIL2 (AT2G30980)、ATSK13 (AT5G14640)、BIL1/BZR1 

(AT1G75080)、および BES1 (AT1G19350)。 

 

補⾜表 1-1. 分⼦系統樹作成に⽤いた BPG4 オルソログおよび GLK オルソログの
Accession number 
BPG4 オルソログ 

 

(次⾴に続く) 

Species Gene name NCBI (refseq_protein) JGI (Phytozome 13) Identity (%)
vs AtBPG4

Remarks

Arabidopsis thaliana BPG4 (RPGE2/PEL1) NP_191084.1 At3g55240.1 100.00
BGH1 (RPGE3/PEL3) NP_189541.1 At3g28990.1 64.58
BGH2 (RPGE1/PEL2) NP_568103.3 At5g02580.1 49.52
BGH3 (RPGE4/PEL4) NP_001077507.1 At1g10657.2 26.15

Solanum lycopersicum SlBPG4A Solyc04g010285.1.1 59.62

SlBPG4B XP_010321371.1
XP_010321370.1

Solyc05g054750.3.1 47.22

SlBGH2A XP_004246743.1 Solyc09g005730.4.1 36.84
SlBGH2B XP_004249525.1 Solyc10g084600.2.1 35.51
SlBGH3 XP_004238655.1 Solyc05g005230.3.1 25.00

Nicotiana tabacum NtBPG4A1 XP_016434036.1
XP_016434037.1

60.71

NtBPG4A2 XP_016433381.1 58.93
NtBPG4B1 XP_016501479.1 58.25

NtBPG4B2 XP_016452742.1
XP_016452743.1

55.66

NtBGH2A1 XP_016475081.1 41.27
NtBGH2A2 XP_016497002.1 32.89
NtBGH2B1 XP_016512117.1 37.88
NtBGH2B2 XP_016504634.1 35.61
NtBGH3A XP_016476191.1 26.15

NtBGH3B XP_016511951.1
XP_016511952.1

25.40

Glycine max GmBPG4A1 XP_025980937.1 Glyma.02G095700.2 78.57
GmBPG4A2 XP_003551816.1 Glyma.18G285700.1 72.73
GmBPG4B1 XP_003555622.1 Glyma.20G240100.1 70.59
GmBPG4B2 XP_006589753.1 Glyma.10G291000.1 51.22
GmBGH2A XP_003542470.1 Glyma.13G133300.1 52.34
GmBGH2B1 XP_003521351.1 Glyma.03G173700.1 52.83
GmBGH2B2 XP_003554334.1 Glyma.19G174600.1 52.83

GmBGH3A1 XP_003552028.1
XP_014625827.1

Glyma.18G140500.1 29.77

GmBGH3A2 NP_001238177.1 Glyma.08G285100.1 29.01
The residue at 67 
position is different 
between NCBI and JGI

Populus trichocarpa PtBPG4 XP_024465663.1
XP_006378740.1

Potri.010G211500.1 67.96

PtBGH2 XP_002308479.1 Potri.006G213500.1 48.65
PtBGH3A1 XP_002312687.2 Potri.008G189100.2 30.77
PtBGH3A2 XP_024466074.1 Potri.010G042300.6 28.35

Oryza sativa OsBPG4A (DGP1B) XP_015638792.1 LOC_Os05g38680.1 53.21

OsBPG4B (DGP1) XP_015629123.1
XP_015629128.1

LOC_Os01g62060.1 41.32

OsBGH2 (DGP1C) XP_015629400.1 LOC_Os03g17200.1 45.19
Zea may ZmBPG4A XP_008649715.1 Zm00001d038387 50.93

ZmBPG4B1

XP_008657080.1
XP_008657081.1
XP_035817831.1
XP_035817830.1

Zm00001d012431 36.59

ZmBPG4B2 NP_001143287.1 Zm00001d042940 21.70
ZmBGH2A1 NP_001150934.2 Zm00001d028675 43.40
ZmBGH2A2 NP_001148858.1 Zm00001d047779 42.06

Brachypodium distachyon BdBPG4A XP_003568285.1 Bradi2g23060 49.07

BdBPG4B XP_003564568.1
XP_010232537.1

Bradi2g54400 37.82

BdBGH2 XP_003558209.1
XP_024316363.1

Bradi1g66280 41.07

Amborella trichopoda AmTrBPG4A XP_006844259.1 AmTrH1.08G064200 44.07
The residue at 27 
position is different 
between NCBI and JGI

AmTrBGH3A XP_011622263.1 AmTrH1.02G140600 30.47

AmTrBGH3B XP_006840678.1
XP_011622004.1

AmTrH1.03G073000 30.43
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(補⾜表 1-1続き) 

 

  

Species Gene name NCBI (refseq_protein) JGI (Phytozome 13) Identity (%)
vs AtBPG4

Remarks

Thuja plicata TpBPG4A Thupl.29380866s0007.1 34.68
Thupl.29380866s0001.1 clusterd to TpBPG4A
Thupl.29380866s0005.1 clusterd to TpBPG4A
Thupl.29380866s0002.1 clusterd to TpBPG4A
Thupl.29380866s0004.1 clusterd to TpBPG4A

TpBPG4B Thupl.29380866s0003.1 31.93
TpBPG4C Thupl.29381588s0019.1 35.48

Thupl.29381163s0002.1 clusterd to TpBPG4C
Thupl.29381163s0001.1 clusterd to TpBPG4C

TpBPG4D Thupl.29379701s0004.1 25.00
Thupl.29379701s0002.1 clusterd to TpBPG4D
Thupl.29339150s0001.1 clusterd to TpBPG4D
Thupl.29379701s0001.1 clusterd to TpBPG4D
Thupl.29379701s0003.1 clusterd to TpBPG4D
Thupl.29380630s0001.1 clusterd to TpBPG4D

Diphasiastrum complanatum DcBPG4A1 Dicom.03G027100.1 25.90
DcBPG4A2 Dicom.03G027000.1 25.18
DcBPG4B1 Dicom.05G012100.1 25.36
DcBPG4B2 Dicom.05G012800.1 25.36

Ceratopteris richardii CrBPG4A Ceric.06G074400.1 23.94
CrBPG4B Ceric.38G016300.1 27.08
CrBPG4C Ceric.35G021800.1 24.68
CrBPG4D Ceric.26G032800.1 24.34
CrBPG4E Ceric.06G035800.1 24.05

Ceric.06G035700.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G035300.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G035500.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G035900.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G035600.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G036100.1 clusterd to CrBPG4E
Ceric.06G036000.1 clusterd to CrBPG4E

Selaginella moellendorffii SmBPG4 XP_024524108.1 27.97

Marchantia polymorpha MpBPG4 Mapoly0002s0278.1 27.27 Mp1g25980 
(MapolBase)

Zygnema cf. cylindricum ZcBPG4A1 UTEX1559_04743.1.v1 20.88 20705 (Protein ID)
ZcBPG4A2 UTEX1559_12328.1 20.88 3843 (Protein ID)

Spirogloea muscicola SpMuBPG4A1 SM000270S10359 29.05 13114 (Protein ID)
SpMuBPG4A2 SM000186S04122 29.23 8130 (Protein ID)
SpMuBPG4A3 SM000342S12964 29.05 16030 (Protein ID)

Chara braunii CbBPG4 rna-CBR_g70694 25.15 352805 (Protein ID)
Klebsormidium nitens KnBPG4 kfl00312_0040_v1.1 25.00 7984 (Protein ID)
Chlorokybus atmophyticus CaBPG4 Chrsp10S01472 20.44 350 (Protein ID)



 75 

GLK オルソログ 

 

 

補⾜表 1-2. BPG4-FOX植物体のスクリーニンングに⽤いたプライマー配列 

 
 

補⾜表 1-3. 形質転換体の作出に使⽤したプライマー配列 

  

Species Gene name NCBI (refseq_protein) JGI (Phytozome 13) Identity (%)
vs AtGLK1

Remarks

Arabidopsis thaliana GLK1/GPRI1 NP_565476.1 AT2G20570 100.00
GLK2/GPRI2 NP_199232.1 AT5G44190 39.75

Solanum lycopersicum SlGLK1 NP_001266193.1 Solyc07g053630.4.1 45.17
SlGLK2 NP_001266252.1 Solyc10g008160.3.1 37.13

Nicotiana tabacum NtGLK1A XP_016499361.1 46.29
NtGLK1B XP_016487823.1 45.91
NtGLK2A XP_016477567.1 43.10
NtGLK2B XP_016480018.1 33.61

Glycine max GmGLK1A XP_003543323.1 Glyma.13G294300.1 45.42
GmGLK1B XP_003540379.1 Glyma.12G206600.1 43.83
GmGLK2A NP_001241943.2 Glyma.06G289300.1 45.45
GmGLK2B XP_003539944.1 Glyma.12G117700.1 44.21

Populus trichocarpa PtGLK1 XP_002310413.4 Potri.007G136901.1 46.07
PtGLK2 XP_006372753.3 Potri.017G015800.2 44.51

Oryza sativa OsGLK1 NP_001389733.1 LOC_Os06g24070.1 35.84
OsGLK2 NP_001384874.1 LOC_Os01g13740.1 31.86

Zea may ZmG2 NP_001105513.1 Zm00001d039260_P001 30.53
ZmGLK1 NP_001105018.1 Zm00001d044785_P001 32.34

Brachypodium distachyon BdGLK1 XP_024313157.1 Bradi1g43710.1 26.81
BdGLK2 XP_003565554.1 Bradi2g08287.1 32.06

Amborella trichopoda AmTrGLK XP_011623599.1 AmTrH1.01G151300.1 35.08
Thuja plicata TpGLK Thupl.29380931s0010 21.25
Diphasiastrum complanatum DcGLK Dicom.05G108700 17.93
Ceratopteris richardii CrGLK1A Ceric.21G073900 17.42

CrGLK1B Ceric.16G061900 16.15
CrGLK2 Ceric.01G106700 12.94

Selaginella moellendorffii SmGLK XP_002990416.1 428906 20.26
Physcomitrium patens PpGLK1 XP_024379514.1 Pp3c7_5800 23.08

PpGLK2 XP_024388769.1 Pp3c11_21140 23.38
Marchantia polymorpha MpGLK Mapoly0156s0007 19.95 Mp7g09740 (MapolBase)
Zygnema cf. cylindricum ZcGLK Zci1a_30915.1 18.02 26410 (Protein ID)
Spirogloea muscicola SpMuGLK1 SM000015S01186 24.08 5404 (Protein ID)

SpMuGLK2A SM000086S23019 23.08 25525 (Protein ID)
SpMuGLK2B SM000002S05546 22.98 9082 (Protein ID)

Chara braunii CbGLK rna-CBR_g57032 8.90 350821 (Protein ID)
GCT-box is lacked.

Klebsormidium nitens KnGLK kfl00316_0100_v1.1 16.00 8048 (Protein ID)
Chlorokybus atmophyticus CaGLK Chrsp127S01876 23.84 1618 (Protein ID)

Supplementary Table S1: Primers list for screening of the bpg4-1D mutant

Primer name Sequence (5' - 3')
FOX−F3 GTACGTATTTTTACAACAATTACCAACAAC
FOX−R3 CAAATGTTTGAACGATCGGGGAAAT

Supplementary Table S2: Primers list for generation of transgenic plants

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-CDS-F1 CACCATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-CDS-R1 TCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
BPG4-cDNA-no-stop-R1 GTCGTCGGATTCTTTAGATGA
BPG4-promoter-F1 CACCGAGGTCCACATGATGAGGAA
BPG4-first-exon-R1 CATGTGAATGTAAGAAGCAGAA
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC
BGH3-CDS-GW-F1 CACCATGTGTACTCATGCTGATGAAT
BGH3-CDS-GW-R1 TTATATCCTTTTCGCAAACCTC

Supplementary Table S1: Primers list for screening of the bpg4-1D mutant

Primer name Sequence (5' - 3')
FOX−F3 GTACGTATTTTTACAACAATTACCAACAAC
FOX−R3 CAAATGTTTGAACGATCGGGGAAAT

Supplementary Table S2: Primers list for generation of transgenic plants

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-CDS-F1 CACCATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-CDS-R1 TCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
BPG4-cDNA-no-stop-R1 GTCGTCGGATTCTTTAGATGA
BPG4-promoter-F1 CACCGAGGTCCACATGATGAGGAA
BPG4-first-exon-R1 CATGTGAATGTAAGAAGCAGAA
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC
BGH3-CDS-GW-F1 CACCATGTGTACTCATGCTGATGAAT
BGH3-CDS-GW-R1 TTATATCCTTTTCGCAAACCTC
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補⾜表 1-4. RT–qPCR に⽤いたプライマー配列 

 

  

Supplementary Table S5: Primers list for qRT-PCR

Gene Primer name Sequence(5' - 3')

GAPDH qRT-GAPDH-F1 CTGCCCCAAGCAAAGATGCG
qRT-GAPDH-R1 TTGGCAAGAGGAGCAAGGCA

ACT2 qRT-ACT2-F1 CGCCATCCAAGCTGTTCTC
qRT-ACT2-R1 TCACGTCCAGCAAGGTCAAG

eIF4a qRT-eIF4a-F1 TGACCACACAGTCTCTGCAA
qRT-eIF4a-R1 ACCAGGGAGACTTGTTGGAC 

BPG4 qRT-BPG4-F1 GGAATTCTTCAAGGCGTATGA
qRT-BPG4-R1 CAGTCGTCGGATTCTTTAGATG

HEMA1 qRT-HEMA1-F1 GTGAGCTCTCTGCTTCTTCTGATTCTG
qRT-HEMA1-R1 CTGCTTCTTTCCTTTGTATATCGATCAGCT

GUN4 qRT-GUN4-F1 GAAACCGCGACCATATTCGAC
qRT-GUN4-R1 CGGCTTCTCCGGATATCTGAA

CHLH qRT-CHLH-F1 TGGTAGAGAGACAGAAGCTCGAAA
qRT-CHLH-R1 CCAAAGAACCTGCCCAAGAG

PORB qRT-PORB-F1 TGATTACCCTTCAAAGCGTCTCA
qRT-PORB-R1 CAATGTATTCGTGTTCCCGGT

CAO qRT-CAO-F1 CCGGTGGAACACGGTTTACTTCTAGATA
qRT-CAO-R1 AGTATCCTTGGAGACCCGAGGTAGGTGT

LHCB1.2 qRT-LHCB1.2-F1 ATCCGACCGAGTCAAGTACT
qRT-LHCB1.2-R1 GGTTCCTTGCGAATGTCT

LHCB6 qRT-LHCB6-F1 GGACTTTGAGAAGCTGGAGAGG
qRT-LHCB6-R1 ACAAACCAAGAGCACCGAGAG

LHCA1 qRT-LHCA1-F1 AAGTACCCGGGAGGCGCATT
qRT-LHCA1-R1 CGCAAGCCGCCCGTTCT

HEMG1 qRT-HEMG1-F1 TGCCTCCAACACGATCCTT
qRT-HEMG1-R1 CGGCGGAGGTATTAGTCGTC

DVR/BGH1 qRT-DVR-F1 CGCTTGTAAACCGATCAGCG
qRT-DVR-R1 AATGGCGTTAATGCCTTGCC

CHLG qRT-CHLG-F1 TATTATGCGTTGGCGTTGGT
qRT-CHLG-R1 GCGCTTGCCTGGTACTTGA

PAO qRT-PAO-F1 GCTCAGACGGCATGGTAAG
qRT-PAO-R1 GCATCTGACGCTTGGTTAAG

psbA qRT-psbA-F1 CTATACAACGGCGGTCCTC
qRT-psbA-R1 GCATACCCAGACGGAAACTA

rbcS qRT-rbcS-F1 GCACCGACTCCGCTCA
qRT-rbcS-R1 TGGACTTGACGGGTGTTGTC

GLK1 qRT-GLK1-F1 TTGGGTCTCCGATTCTCCCTAT
qRT-GLK1-R1 GCAACTGGCGGTGCTCTAAAT

GLK2 qRT-GLK2-F1 TATCCAATGCCGGCCATTGC
qRT-GLK2-R1 ATGTCGATGGGAGGATTAGTGGGT

GFP qRT-GFP-F1 CTGCCCGACAACCACTACCT
qRT-GFP-R1 GCTCGTCCATGCCGTGAG

nYFP qRT-nYFP-F1 GACGTAAACGGCCACAAGTT
qRT-nYFP-R1 CGTAGCCGAAGGTGGTCAC

cYFP qRT-cYFP-F1 GCTGCTGCCCGACAACC
qRT-cYFP-R1 GTCCATGCCGAGAGTGATCC

BGH2 qRT-BGH2-F1 GGAAAGAGCTAGCGAAAGAG
qRT-BGH2-R1 GAAAGCAAATCACGGATTCT

BGH3 qRT-BGH3-F1 ACATTCTTACATTCGCATGC
qRT-BGH3-R1 GGTGGTCTAACGCCTTGAC
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補⾜表 1-5. リコンビナントタンパク質の作成に⽤いたプライマー配列 

 

 

補⾜表 1-6. ChIP-qPCR に⽤いたプライマー配列 

 

 

補⾜表 1-7. プロトプラストにおける⼀過性ルシフェラーゼアッセイに⽤いたプライマー配
列 

 

 

  

Supplementary Table S6: Primers list for production of recombinant protein

Primer name Sequence (5' - 3')
In-Fusion-pMAL-c4X-F GACTGGGAAAACCCTGGCGTTA
In-Fusion-pMAL-c4X-R CAAGCTTGCCTGCAGGTCGAC
BPG4-In-Fusion-pMAL-c4X-F CTGCAGGCAAGCTTGATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-In-Fusion-pMAL-c4X-R AGGGTTTTCCCAGTCTCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
In-Fusion-pGEX-6P-3-F GACTGACGATCTGCCTCGC
In-Fusion-pGEX-6P-3-R GGGCCCCTGGAACAGAAC
GLK1-In-Fusion-pGEX-6P-3-F CTGTTCCAGGGGCCCATGTTAGCTCTGTCTCCGGC
GLK1-In-Fusion-pGEX-6P-3-R GGCAGATCGTCAGTCTCAGGCACAAGACGCGGTCG

Supplementary Table S7: Primers list for ChIP-qPCR

Primer name Sequence (5' - 3')
ChIP-BPG4-promoter-F1 ATGTATAGAGAGAGAGGGGCC
ChIP-BPG4-promoter-R1 ATATGCATGCATGGGGCCAGA
ChIP-BPG4-exon-F1 GGAATTCTTCAAGGCGTATGA
ChIP-BPG4-exon-R1 CAGTCGTCGGATTCTTTAGATG
ChIP-BPG4-intron-F1 CTACAGATAGGATCTAGCGTGATG
ChIP-BPG4-intron-R1 TCTAGTCGCCAGGTAGTCAAGT

Supplementary Table S6: Primers list for production of recombinant protein

Primer name Sequence (5' - 3')
In-Fusion-pMAL-c4X-F GACTGGGAAAACCCTGGCGTTA
In-Fusion-pMAL-c4X-R CAAGCTTGCCTGCAGGTCGAC
BPG4-In-Fusion-pMAL-c4X-F CTGCAGGCAAGCTTGATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-In-Fusion-pMAL-c4X-R AGGGTTTTCCCAGTCTCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
In-Fusion-pGEX-6P-3-F GACTGACGATCTGCCTCGC
In-Fusion-pGEX-6P-3-R GGGCCCCTGGAACAGAAC
GLK1-In-Fusion-pGEX-6P-3-F CTGTTCCAGGGGCCCATGTTAGCTCTGTCTCCGGC
GLK1-In-Fusion-pGEX-6P-3-R GGCAGATCGTCAGTCTCAGGCACAAGACGCGGTCG

Supplementary Table S7: Primers list for ChIP-qPCR

Primer name Sequence (5' - 3')
ChIP-BPG4-promoter-F1 ATGTATAGAGAGAGAGGGGCC
ChIP-BPG4-promoter-R1 ATATGCATGCATGGGGCCAGA
ChIP-BPG4-exon-F1 GGAATTCTTCAAGGCGTATGA
ChIP-BPG4-exon-R1 CAGTCGTCGGATTCTTTAGATG
ChIP-BPG4-intron-F1 CTACAGATAGGATCTAGCGTGATG
ChIP-BPG4-intron-R1 TCTAGTCGCCAGGTAGTCAAGT

Supplementary Table S8: Primers list for protoplast transient expression assays

Primer name Sequence (5' - 3')
pGLHNew_RLH-In-Fusion-F1 GAGCTCGGCGCGCCTTAATTAA
pGLHNew_RLH-In-Fusion-R1 GGGAATTCGTACCGGCCAGTTA
HEMA1-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCggtcaattggttagcatcca
HEMA1-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgaaacccaaaatctcaaatctc
GUN4-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCcagacgcatttacatgcacaa
GUN4-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgatggagaggaagagagag
CAO-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCaaacgaaataacttttagatttagt
CAO-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCggcgtcaccggaaagaga
BPG4-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCccggtatactatacgtatatgattatctctaagccaaa
BPG4-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgttaatggaaaccctagaattaacacccaa
BPG4pro-G-box-1-mutation-F1 tggatAAAAAAgaggatgcgtgagatggaaatga
BPG4pro-G-box-1-mutation-R1 tcctcTTTTTTatccatggcccctctctctctat
BPG4pro-G-box-2-mutation-F1 tctccAAAAAAgggcttctggccccatgcatgca
BPG4pro-G-box-2-mutation-R1 agcccTTTTTTggagattgatcataattggctga

Supplementary Table S9: Primers list for EMSA

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-promoter-G-box-1-F GGGGCCATGGATCACGTGGAGGATGCGTGA
BPG4-promoter-G-box-1-R TCACGCATCCTCCACGTGATCCATGGCCCC
BPG4-promoter-G-box-2-F TGATCAATCTCCCACGTGGGGCTTCTGGCC
BPG4-promoter-G-box-2-R GGCCAGAAGCCCCACGTGGGAGATTGATCA
BPG4-G-box-1-mutation-F GGGGCCATGGATAAAAAAGAGGATGCGTGA
BPG4-G-box-1-mutation-R TCACGCATCCTCTTTTTTATCCATGGCCCC
BPG4-G-box-2-mutation-F TGATCAATCTCCAAAAAAGGGCTTCTGGCC
BPG4-G-box-2-mutation-R GGCCAGAAGCCCTTTTTTGGAGATTGATCA
CAO-probe-F TTTAGATCCCATGATTCTCAACACGACTGA
CAO-probe-R TCAGTCGTGTTGAGAATCATGGGATCTAAA
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補⾜表 1-8. EMSA に⽤いた DNA 配列 

 

 

補⾜表 1-9. Y2H 解析・BiFC 解析・CoIP 解析に⽤いたプライマー配列 

 

  

Supplementary Table S8: Primers list for protoplast transient expression assays

Primer name Sequence (5' - 3')
pGLHNew_RLH-In-Fusion-F1 GAGCTCGGCGCGCCTTAATTAA
pGLHNew_RLH-In-Fusion-R1 GGGAATTCGTACCGGCCAGTTA
HEMA1-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCggtcaattggttagcatcca
HEMA1-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgaaacccaaaatctcaaatctc
GUN4-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCcagacgcatttacatgcacaa
GUN4-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgatggagaggaagagagag
CAO-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCaaacgaaataacttttagatttagt
CAO-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCggcgtcaccggaaagaga
BPG4-In-fusion-pGLHNew_RLH-F1 CCGGTACGAATTCCCccggtatactatacgtatatgattatctctaagccaaa
BPG4-In-fusion-pGLHNew_RLH-R1 AGGCGCGCCGAGCTCtgttaatggaaaccctagaattaacacccaa
BPG4pro-G-box-1-mutation-F1 tggatAAAAAAgaggatgcgtgagatggaaatga
BPG4pro-G-box-1-mutation-R1 tcctcTTTTTTatccatggcccctctctctctat
BPG4pro-G-box-2-mutation-F1 tctccAAAAAAgggcttctggccccatgcatgca
BPG4pro-G-box-2-mutation-R1 agcccTTTTTTggagattgatcataattggctga

Supplementary Table S9: Primers list for EMSA

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-promoter-G-box-1-F GGGGCCATGGATCACGTGGAGGATGCGTGA
BPG4-promoter-G-box-1-R TCACGCATCCTCCACGTGATCCATGGCCCC
BPG4-promoter-G-box-2-F TGATCAATCTCCCACGTGGGGCTTCTGGCC
BPG4-promoter-G-box-2-R GGCCAGAAGCCCCACGTGGGAGATTGATCA
BPG4-G-box-1-mutation-F GGGGCCATGGATAAAAAAGAGGATGCGTGA
BPG4-G-box-1-mutation-R TCACGCATCCTCTTTTTTATCCATGGCCCC
BPG4-G-box-2-mutation-F TGATCAATCTCCAAAAAAGGGCTTCTGGCC
BPG4-G-box-2-mutation-R GGCCAGAAGCCCTTTTTTGGAGATTGATCA
CAO-probe-F TTTAGATCCCATGATTCTCAACACGACTGA
CAO-probe-R TCAGTCGTGTTGAGAATCATGGGATCTAAA

Supplementary Table S10: Primers list for Y2H, BiFC, and CoIP

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-CDS-F1 CACCATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-CDS-R1 TCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
GLK1-CDS-F1 CACCATGTTAGCTCTGTCTCCGGC
GLK1-CDS-R1 TCAGGCACAAGACGCGGTC
GLK2-CDS-F1 CACCATGTTAACTGTTTCTCCGGCT
GLK2-CDS-R1 TCAAGGAAGAGGAGGAACATT
HY5-CDS-F1 CACCATGCAGGAACAAGCGACTAG
HY5-CDS-R1 TCAAAGGCTTGCATCAGCATT
COP1-CDS-F1 CACCATGGAAGAGATTTCGACGGAT
COP1-CDS-R1 TCACGCAGCGAGTACCAGA
BIN2-CDS-F1 CACCATGGCTGATGATAAGGAGAT
BIN2-CDS-R1 TTAAGTTCCAGATTGATTCA
GLK1-N-terminal-F1 caccATGTTAGCTCTGTCTCCGGC
GLK1-N-terminal-R1 tcaACTGATCCGATTGTTCTTGGA
GLK1-DBD-F1 caccAACAACGAAGGGAAGAGAAAG
GLK1-DBD-R1 tcaATGTTTCCGATGAGACCTATAT
GLK1-PRD-F1 caccTTGCTAGCTCGTGAGGCCG
GLK1-PRD-R1 tcaCGGATGTAAGTCTACCGGAG
GLK1-GCT-box-F1 caccTCAAAAGAGAGCGTGGATGC
GLK1-GCT-box-R1 TCAGGCACAAGACGCGGTC
BPG4-A_thal_3526-F1 caccATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
BPG4-A_thal_3526-R1 tcaCCTCTCCTCATACGCCTTG
BPG4-C-terminal-F1 caccCAAAGCAAACAAGAGCAAATGT
BPG4-C-terminal-R1 TCAGTCGTCGGATTCTTTAGA
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第ニ章 BPG4 相同性因⼦ BGH2 による脱⻩化時の⼦葉の
緑化制御機構の解明 
 

背景と⽬的 
光は植物の成⻑において必要不可⽋な役割を果たしており、光合成反応を駆動するために
必要なエネルギーを提供している。⼀⽅、光が持つ強⼤なエネルギーは時に ROSを⽣み出
し、植物にとって有害に働く場合もある (Li et al., 2009)。種⼦が⼟壌の深部で発芽すると、
植物は徒⻑した胚軸とフックが閉じた⼦葉を形成し、この形態は暗所形態形成 

(skotomorphogenesis) または⻩化芽⽣え (etiolated seedling) と呼ばれる (図 2-1 A)。胚軸の先
端にある⼦葉が⼟壌表⾯に到達し、フィトクロムやクリプトクロムなどの光受容体が光を感
知すると、光形態形成 (photomorphogenesis) または脱⻩化 (de-etiolation) と呼ばれる現象が
開始する。光形態形成が始まると、胚軸の伸⻑が抑制され、⼦葉が開き、葉緑体バイオジェ
ネシス (Chloroplast biogenesis) が起こる (図 2-1 A) (Cackett et al., 2022)。このような⾃然界
における⼟壌中で発⽣する植物の形態変化は、実験上においては暗所で発芽した⻩化芽⽣
えに⽩⾊光を照射することで再現することができると考えられている (図 2-1 B)。 

暗所で⽣育した⻩化芽⽣えにおいて、⾊素体は葉緑体に分化しておらず、エチオプラスト 

(etioplasts) として存在し、光照射に応答して葉緑体へと分化する。エチオプラストではクロ
ロフィル (Chl) が合成されず、その前駆体であるプロトクロロフィリド (Pchlide) が⼤量に
蓄積する。これは、Pchlide をクロロフィリド a に還元する酵素であるプロトクロロフィリ
ド還元酵素 (NADPH: protochlorophyllide oxidoreductase, POR) がその酵素反応に光を必要と
するためである (Vedalankar and Tripathy, 2019)。暗所で発芽した⻩化芽⽣えに光を照射する
と、Pchlide からクロロフィルへの変換が進み、チラコイド膜などの葉緑体の内部構造の発
達と共に⼦葉の緑化 (greening) が進⾏する (図 2-1 A) (Zhong et al., 2009)。光照射後に速や
かに緑化するために、暗所で⽣育した⻩化芽⽣えのエチオプラスト内には適度に Pchlideが
蓄積している必要があると考えられている。⼀⽅、エチオプラスト内に過剰に Pchlideが蓄
積すると、脱⻩化時に深刻な光酸化ストレスが引き起こされ、植物体が枯死してしまうこと
が知られている (図 2-1 B) (Mochizuki et al., 2010)。例えば、暗所で過剰な Pchlideを蓄積す
る fluorescence (flu) 変異体を暗所から明所へ移すと、植物体は緑⾊にならず逆に⽩化し細胞
死が起こり、枯死する (図 2-1 B) (Meskauskiene et al., 2001)。これらの知⾒より、ROS発⽣
による枯死を回避しながら光に応答した迅速な緑化を⾏うために、暗所におけるクロロフ
ィル⽣合成の精密な調節が、不可⽋であると考えられている。 

クロロフィル⽣合成関連酵素をコードする遺伝⼦はすべて核ゲノムに PhANGs として存
在する (Cackett et al., 2022)。諸⾔において述べたように、複数のシグナルの下流で、PIFs、
HY5、GLKs、GNC/CGA、MYBSsなどの転写因⼦が複合的に PhANGs発現を調節している
ことが知られている (Cackett et al. 2022; Frangedakis et al. 2024)。特に、PIF転写因⼦は、暗
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所でのクロロフィル⽣合成抑制に重要な役割を果たしており、PIF⽋損変異体 (pif) は、暗
所で過剰に Pchlide を蓄積し、暗所から明所に移った際に光酸化ストレスにより枯死する 

(図 2-1 B) (Monte et al., 2004; Stephenson et al., 2009; Wang et al., 2020)。明所においては、HY5、
GLK、GNC/CGA1、MYBSs転写因⼦が PhANGs発現を協調的に促進しており、中でも特に
GLK転写因⼦が主要な役割を果たすことが知られている (Lee et al., 2007; Waters et al., 2009; 

Bastakis et al., 2018; Cackett et al., 2022; Frangedakis et al., 2024)。しかし、近年の報告では、
GLKの過剰活性化がクロロフィル前駆体の過剰蓄積とそれに伴う ROSの発⽣を誘発し、細
胞死を引き起こすことが⽰唆されている (Lv et al., 2019; Li et al., 2021)。そのため、GLK活
性の精密な微調整が、適切なクロロフィル代謝を維持し、光酸化ストレスを防ぎ、葉緑体の
恒常性を保つために重要であると考えられる。しかし、GLK 活性がどのように光環境に適
応して精密に制御されるのか、その分⼦メカニズムは未解明である。 

第⼀章において、BRシグナルおよび光シグナルの下流で機能する葉緑体発達の負の調節
因⼦であるBPG4を同定し、その機能と⽣理学的意義を明らかにした。BPG4⽋損植物体は、
光条件下で内⽣クロロフィル含量が増加した濃緑⾊形態を⽰すことを明らかにした。BPG4

は核内で GLKs と直接相互作⽤し、その転写活性化能を抑制し、PhANGs 発現を低下させ、
葉緑体発達を抑制する。BPG4 による葉緑体発達の抑制は、強光条件下における ROS 発⽣
を低減し、光阻害の回避に寄与していると考察された。現在、BPG4が光条件下で葉緑体発
達を最適化し、ROS ⽣成を防ぐことで葉緑体恒常性維持因⼦ (葉緑体ホメオスタシスファ
クター) として機能していると考えている。シロイヌナズナにおいて、BPG4 (AT3G55240) 

は 、 BPG4 HOMOLOGOUS GENE 1/2/3 (BGH1/BGH2/BGH3, AT3G28990, AT5G02580, 

AT1G10657) という 3 つのパラログを持つ (図 1-3 A)。近年の先⾏研究により、BPG4ファ
ミリーは REPRESSOR OF PHOTOSYNTHETIC GENES (RPGE) ファミリーおよび PSEUDO-

ETIOLATION IN LIGHT (PEL) ファミリーとしても同定されている (Han et al., 2023; Kim et 

al., 2023)。しかし、本研究の第⼀章およびこれらの報告においては、BPG4/RPGE/PELファ
ミリー間の機能的冗⻑性や機能的や役割分担については未解明な点が多く残されている。 

本研究では、BPG4のパラログの⼀つである BGH2に着⽬し、BPG4発現と BGH2発現が
光によって正反対に制御されることを明らかにし、暗所誘導性 BPG4パラログである BGH2

の機能および⽣理学的意義の解明を試みた。また、明所誘導型因⼦である BPG4と暗所誘導
型因⼦である BGH2の発現制御機構の差異の解明も合わせて⾏った。本研究により、BPG4

ファミリーが明所および暗所の双⽅において GLK転写因⼦の調節を介してクロロフィル⽣
合成および葉緑体/⾊素体発達を制御する分⼦機構に関する新たな知⾒が得られた。  
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図 2-1. ⾃然界における植物の暗所形態形成と光形態形成と実験室条件による環境再現の模
式図 

(A) ⼟壌中で発芽した胚軸は、胚軸が徒⻑し⼦葉が閉じた⻩化芽⽣えとなる。⻩化芽⽣えに
光が照射されると、光形態形成が開始し、⻩化芽⽣えのエチオプラストは葉緑体へと分化し、
⼦葉が緑化する。 

(B) 暗所で発芽した幼植物は上記の⾃然界における⼟壌中の表現型を模倣する。暗所で成⻑
した野⽣型の幼植物は適度な量の Pchlide を蓄積し、光照射時に速やかに⼦葉が緑化する。
⼀⽅で、暗所で過剰な Pchlideを蓄積する変異体 (例: fluおよび pif) は明所に移った際に光
酸化ストレスにより⽩化し枯死する。  
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結果 
BGHsは明所における内⽣クロロフィル含量制御において BPG4と冗⻑的に機
能しない 
BPG4ファミリーはストレプト藻類および陸上植物に広く保存されており、被⼦植物以降で
は双⼦葉植物で 3つのサブグループ、単⼦葉植物で 2つのサブグループに分岐する (図 1-2)。
BGH1は BPG4と同じサブグループに属するが、BGH2と BGH3は BPG4と異なるサブグル
ープに属する (図 1-2)。BPG4 と BGH1/2/3 間では、GLK 転写因⼦との相互作⽤に必要な
A_thal_3526 ドメイン (https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF09713/) が⾼度に保存され
ており、BGHsは BPG4と類似したタンパク質機能を持つことが考察された (図 1-3 A)。そ
こで、まず BGHs が BPG4 と類似した⽣理学的機能を持つか明らかにするために BGHs ⽋
損植物体および BGHs⾼発現植物体を作出した。ゲノム編集により CDS中に 1塩基のフレ
ームシフトを引き起こし、BGH1/2/3を⽋損した植物体 bgh1-1、bgh2-1、bgh2-2、bgh3-1、bgh3-

2を作出した (図 2-2 A–C)。また、35Sプロモーターの下流で BGH2および BGH3を⾼発現
させた植物体である BGH2-OX および BGH3-OX を作出した (図 2-2 D)。BGH1 ⾼発現体に
ついては、シロイヌナズナ幼植物から抽出した cDNA から BGH1 の全⻑ CDS を PCR によ
って増幅できなかったため、作出を断念した。 

明所で⽣育した BGHs ⽋損植物体および BGHs ⾼発現植物体の幼植物の表現型観察を⾏
った。WTと⽐較して、bgh1-1、bgh2-1、bgh2-2、bgh3-1、bgh3-2では明確な表現型の差異は
観察されなかった (図 2-3 A, B, D)。BGH2⾼発現植物体 (BGH2-OX-2および BGH2-OX-11) 

および BGH3⾼発現植物体 (BGH 3-OX-1および BGH 3-OX-20) は BPG4⾼発現植物と類似
した淡緑⾊表現型を⽰した (図 2-3 B–E)。WT と BPG4-OX-2、BGH2-OX-2、BGH3-OX-1 に
おける内⽣クロロフィル含量を⽐較した結果、BGH2-OX-2は BPG4-OX-2と同程度にまで内
⽣クロロフィル含量が低下していた。⼀⽅、BGH3-OX-1においては、WTよりは低下してい
るものの BPG4-OX-2 と BGH2-OX-2 よりは⾼い内⽣クロロフィル含量を⽰した (図 2-3 F–

G)。さらに、BPG4と BGHsの機能的冗⻑性を明らかにするために、bpg4-1、bgh2-1、bgh3-

1 を交配して多重変異体を作出し、それらの幼植物の表現型を観察した (図 2-4 A–F)。
bgh2bgh3⼆重変異体は、bgh2-1と bgh3-1と同様にWTと同程度の内⽣クロロフィル含量を
⽰した (図 2-4 C, E)。bpg4bgh2⼆重変異体、bpg4bgh3⼆重変異体、bpg4bgh2bgh3三重変異
体は、いずれも bpg4-1と同程度の内⽣クロロフィル含量を⽰した (図 2-4 A–B, D–F)。これ
らの結果より、BGH2と BGH3は異所的な強制発現によって BPG4⾼発現植物と同様の表現
型を⽰すことから、BPG4と BGH2/3は類似したタンパク質機能を持つと考察された。⼀⽅
で、BGHs単⼀⽋損植物体および BPG4と BGHsの多重⽋損植物体の解析結果より、少なく
とも明所で⽣育した幼植物においては BPG4 と BGHs は冗⻑的には機能しないことが⽰唆
された。  

https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF09713/
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図 2-2. BGHs⽋損植物体および BGHs⾼発現植物体の作出 
(A–C) BGH1 遺伝⼦ (A)、BGH2 遺伝⼦ (B)、BGH3 遺伝⼦ (C)の模式図、および bgh1-1、
bgh2-1、bgh2-2、bgh3-1、bgh3-2 の変異位置。⿊い四⾓形がエキソン、⽩い四⾓形が UTR、
他の領域がイントロン⾮翻訳領域を⽰す。 

(D) WT、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11における BGH2 mRNA発現の RT-qPCR解析の結
果、およびWT、BGH3-OX-1、および BGH3-OX-20における BGH3 mRNA発現の RT–qPCR

解析結果。植物体は、1/2MS培地において 7⽇間明所で⽣育した。内部標準には GAPDHを
⽤い、平均および SDは、実験的 3–4反復より算出した。 

(D)の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。 
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図 2-3. BGHs⽋損植物体および BGHs⾼発現植物体の表現型観察 
(A) WTおよび bgh1-1の表現型。植物体は、1/2MS培地において 7⽇間 (上段)、⽣育した。
Scale bars = 1 mm。 

(B–G) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、BGH2-OX-11 (B–C)、WT、bgh3-1、bgh3-2、BGH3-

OX-1、BGH3-OX-20 (D–E)、またはWT、BPG4-OX-2、BGH2-OX-1、BGH3-OX-1 (F–G) の表
現型 (B, D, F) および新鮮重当たりの内⽣クロロフィル含量 (C, E, G)。植物体は、1/2MS

培地において 8⽇間⽣育した。30 mgの植物を⼀つの試料として⽣物学的 9反復 (C, E) ま
たは⽣物学的 6反復 (G) により統計処理を⾏った。Scale bars = 1 mm。 

(C) (E) において、箱を 2等分する⽔平線、箱の下辺、箱の上辺は、それぞれ中央値、下位
四分位数、上位四分位数を⽰す。ひげの⻑さは下四分位数と上四分位数から IQRの 1.5倍以
内にあるデータ点を表す。この範囲外のデータポイントを外れ値とみなし、ひげの外に個別
にプロットした。(C)(E)(G) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法にお
いて p < 0.05でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(A–E) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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図 2-4. BPG4および BGHs多重⽋損植物体の表現型観察 
(A–F) WT、bgh2-1、bgh3-1、bpg4-1、bpg4bgh2、bpg4bgh3 (A–B)、WT、bgh2-1、bgh3-1、bgh2bgh3 

(C, E)、またはWT、bpg4-1、bpg4bgh2、bpg4bgh3、bpg4bgh2bgh3 (D, F) の表現型 (A, C, D) 
および新鮮重当たりの内⽣クロロフィル含量 (B, E, F)。植物体は、1/2MS 培地において 8

⽇間⽣育した。30 mgの植物を⼀つの試料として⽣物学的 9反復 (B) または⽣物学的 6反
復 (E–F) により統計処理を⾏った。Scale bars = 1 mm。 

(B) において、箱を 2等分する⽔平線、箱の下辺、箱の上辺は、それぞれ中央値、下位四分
位数、上位四分位数を⽰す。ひげの⻑さは下四分位数と上四分位数から IQRの 1.5倍以内に
あるデータ点を表す。この範囲外のデータポイントを外れ値とみなし、ひげの外に個別にプ
ロットした。(B) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05

でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。(E–F) においては、Dunnett のテス
トにより、統計処理を⾏った (ns, not significant; *, p < 0.05)。 

全ての実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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BGH2のmRNA発現は、明所誘導型の BPG4とは対照的に暗所で⽣育した⻩
化芽⽣えの⼦葉において活性化する 
BGHs⾼発現体の表現型から、BGHsは BPG4と類似したタンパク質機能を持つと予測され
た (図 2-3)。⼀⽅、BGHs⽋損変異体は BPG4⽋損植物体とは異なり、明所において明確な
表現型を⽰さない (図 2-3、図 2-4)。これらの結果から、BPG4は明所で⽣育した光合成組織
で機能する⼀⽅で、BGHsは BPG4とは異なる組織や異なる環境において機能しているので
はないかという仮説を⽴てた。そこで、光環境が BPG4および BGH2/3の mRNA発現に与
える影響を解析するために、明所および暗所条件で⽣育した WT の幼植物における
BPG4/BGH2/BGH3発現量を RT–qPCRで解析した (図 2-5 A)。BPG4および BGH3の発現は
暗所と⽐較して明所で活性化していた⼀⽅、BGH2発現は逆に暗所で⽣育した幼植物におい
て活性化していた (図 2-5 A)。次に、BPG4/BGH2/BGH3の mRNAの光応答性を詳細に解析
するため、暗所で 4 ⽇間育てた WT の幼植物に⽩⾊光を照射した際の発現変動を経時的に
解析した (図 2-5 B)。その結果、BPG4発現は光照射 9時間後に活性化され始め、48時間後
には光照射前の約 40倍にまで増加した⼀⽅で、BGH2発現は光照射によって即座に低下し、
光照射 3 時間後には光照射前の 10%以下にまで減少した (図 2-5 B)。BGH3 発現は、BPG4

発現と同様に光照射によって増加した。これらの結果より、BPG4および BGH3は明所で特
異的に活性化するのに対し、BGH2 は暗所において特異的に活性化することが⽰唆された。 
明所および暗所における BPG4/BGH2/BGH3の詳細な器官特異的発現を解析するために、

BPG4/BGH2/BGH3 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 で GUS を 発 現 さ せ た 植 物 体 

(BPG4/BGH2/BGH3pro:GUS) を作出し、GUS染⾊を⾏った (図 2-5 C‒E)。BPG4発現は、明
所で⽣育した植物の⼦葉、胚軸、ロゼット葉で強く検出され、暗発芽した幼植物や明所で⽣
育した植物の根などでは⽐較的弱かった (図 2-5 C–E)。⼀⽅で、BGH2発現は暗所で⽣育し
た植物の⼦葉で強く観察されたが、明所で⽣育した植物の⼦葉においては検出できなかっ
た (図 2-5 C)。明所条件下においては、BGH2発現は根、花芽、鞘などの⾮光合成組織での
み確認された (図 2-5 D–E)。BGH3発現は、BPG4発現と類似した様式を⽰したが、BGH2の
ように⾮光合成組織においても発現が認められた。また、BPG4/BGH1/BGH2/BGH3 発現の
器官特異性を半定量的に解析するために、WTの器官別発現をReverse transcription–PCR (RT–

PCR) によって解析した (図 2-5 F)。BGH1発現は鞘でのみ検出され、この結果は先⾏研究に
よる結果と同様であった (Han et al., 2023; Kim et al., 2023)。BGH2は根や花芽などの⾮緑⾊
組織で⾼発現しており、BGH3および BPG4はロゼット葉などの光合成組織で⾼発現してい
た (図 2-5 F)。また、これらの結果は Arabidopsis eFP Browser で公開されている結果  

(http://bar.utoronto.ca/efp//cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Klepikova_Atlas) (Klepikova et al., 

2016) と概ね⼀致していた。これらの結果から、明所における光合成組織で特異的に⾼発現
する BPG4とは対照的に、BGH2発現は暗所で⽣育した幼植物や明所で⽣育した際の⾮光合
成器官で⾼発現することが⽰唆された。  

http://bar.utoronto.ca/efp//cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Klepikova_Atlas
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図 2-5. BPG4および BGHsの光環境に応じた発現解析および器官特異的な発現解析 
(A) 明所 (Light) もしくは暗所 (Dark) における BPG4/BGH2/BGH3 mRNA 発現量の RT–

qPCR解析の結果。WTを 1/2MS培地において明所下または暗所で 7⽇間⽣育させた。内部
標準には eIF4aを⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。ウェルチの両側 t検
定により統計処理を⾏った。 

(B) BPG4/BGH2/BGH3 の mRNA発現の RT–qPCR解析の結果。WTを 1/2MS培地において
4⽇間暗所で⽣育させた後、0.25、0.5、1、3、6、9、12、24、または 48時間連続光下で⽣育
させた。内部標準には eIF4aを⽤い、平均および SDは、実験的 3‒4反復より得た。相対発
現量は、0時間の発現量を基準に正規化した。 
(C–E) BPG4pro:GUS、BGH2pro:GUS、BGH3pro:GUSにおける GUS染⾊の結果。(C) におい
ては、植物体を明所下で 8 ⽇間もしくは暗所で 4 ⽇間⽣育させた。(D–E) においては、植
物体を明所下で⼟壌において 39 ⽇間⽣育させた。(D) に植物体の全体像を⽰し、(E) に各
器官の拡⼤図を⽰す。Scale bar = 1 mm (C)、5 cm (D)、2 mm (E)。 

(F) RT–PCRによる BPG4/BGH1/BGH2/BGH3の器官別発現解析の結果。幼植物は、1/2MS培
地において明所で 8 ⽇間⽣育した植物体から植物体全体を試料として⽤いた。ロゼット葉
および根は、⼟壌において明所で 24⽇間⽣育した植物体から採取した試料を解析に⽤いた。
花茎、茎⽣葉、花芽および鞘は、⼟壌において明所で 42⽇間⽣育した植物体から採取した
試料を解析に⽤いた。ACT2は内部標準コントロールとして⽤いた。 

(A–B) (F)の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。 
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暗所誘導型 BPG4相同性因⼦は、他の植物種間において保存されている 
光条件による BPG4 と BGH2 の対照的な発現制御が、シロイヌナズナだけではなく他の植
物種間においても保存されているかどうかを解析するために、真正双⼦葉植物であるトマ
ト (Solanum lycopersicum, Sl) および単⼦葉植物であるイネ (Oryza sativa, Os) における
BPG4オルソログの mRNA発現量について RT–qPCR解析を⾏った (図 2-6 A–C)。明所およ
び暗所で⽣育したトマト幼植物における BPG4オルソログの mRNA発現量を解析したとこ
ろ、SlBPG4A (Solyc04g010285)、SlBPG4B (Solyc05g054750)、および SlBGH3 (Solyc05g005230) 

は明所で活性化されていた⼀⽅で、 SlBGH2A (Solyc09g005730) および SlBGH2B 

(Solyc10g084600) は暗所で活性化されていることが明らかとなった (図 2-6 B)。イネにおい
ても同様の解析を⾏ったところ、 OsBPG4A (LOC_Os05g38680) および OsBPG4B 

(LOC_Os01g62060) は明所において活性化しており、OsBGH2 (LOC_Os03g17200) は暗所で
活性化していることが明らかとなった (図 2-6 C)。これらの結果より、BPG4ファミリーに
おいて明所誘導性の BPG4 および BGH3 サブグループと暗所誘導性の BGH2 サブグループ
が両⽅とも双⼦葉植物および単⼦葉植物で保存されていることが⽰唆された。また、暗所誘
導性である BGH2が他の種においても保存されていたことから、BPG4ファミリーが光環境
だけでなく暗環境においてもクロロフィル代謝制御に重要な役割を果たすと考察された。 

 

図 2-6. BPG4および BGHsの光環境に応じた発現解析および器官特異的な発現解析 
(A) シロイヌナズナ (At)、トマト (Sl) およびイネ (Os) における BPG4 オルソログの分⼦
系統樹。図 1-2に基づき作成した。オレンジ⾊または濃灰⾊の四⾓で囲まれた遺伝⼦は、そ
れぞれ明所または暗所下で活性化される遺伝⼦を⽰す。薄灰⾊の四⾓で囲まれた遺伝⼦はど
ちらにも分類できない遺伝⼦を⽰す。 

(B–C) 明所 (Light) もしくは暗所 (Dark) で⽣育したトマト (Sl) (B)およびイネ (Os) (C) 
における BPG4オルソログの mRNA発現量の解析結果。1/2MS培地 (B) もしくはMS培地 

(C) において、WT (Sl; MicroTom, Os; Nipponbare) を明所もしくは暗所で 7⽇間⽣育させた。
内部標準には SlExpressed (B) もしくは 18S rRNA (C) を⽤い、平均および SDは、⽣物学的
3反復より得た。ウェルチの両側 t検定により統計処理を⾏った。  

AtBGH3 (At1g10657)

SlBPG4E (Solyc05g005230)

SlBPG4A (Solyc04g010285)

SlBPG4B (Solyc05g054750)

AtBPG4 (At3g55240)

AtBGH1 (At3g28990)

AtBGH2 (At5g02580)

SlBPG4C (Solyc09g005730)

SlBPG4D (Solyc10g084600)

OsBPG4C (LOC_Os03g17200)

OsBPG4A (LOC_Os05g38680)

OsBPG4B (LOC_Os01g62060)

BG
H3

group
BPG

4
group

BG
H2

group

M
onocots

Eudicots

A

m
RN

A 
re

la
tiv

e
ex

pr
es

sio
n 

le
ve

l
m

RN
A 

re
la

tiv
e

ex
pr

es
sio

n 
le

ve
l

0.0

0.5

1.0

1.5

Lig
ht

Dark
0.0

0.5

1.0

1.5

Lig
ht

Dark
0
10
20
30
40
50
60

Lig
ht

Dark

0.0

0.5

1.0

1.5

Lig
ht

Dark
0.0

0.5

1.0

1.5

Lig
ht

Dark
0
1
2
3
4
5

Lig
ht

Dark
0
10
20
30
40

Lig
ht

Dark
0.0

0.5

1.0

1.5

Lig
ht

Dark

OsBPG4A OsBPG4B OsBPG4C

SlBPG4A SlBPG4B SlBPG4C SlBPG4D SlBPG4E

p = 0.009
p = 3.7e-5

p = 0.003

p = 0.013 p = 0.018
p = 0.007 p = 0.003

p = 0.047
B

C

BPG
4

group



 92 

BGH2は、⻩化芽⽣えにおける過剰な Pchlide蓄積を抑制することにより、脱
⻩化時の ROS発⽣による枯死を回避させ、⼦葉の正常な緑化を促進する 
BGH3 発現は BPG4 発現と類似した器官特異性と光応答性を⽰したが BGH3 ⾼発現植物体
の表現型が BPG4⾼発現植物体よりも弱かったこと、BGH1発現はごく⼀部の器官でしか認
められなかったことから、以降は暗所誘導性の BPG4 パラログである BGH2 に着⽬して解
析を進めていくこととした。 

BGH2 は⻩化芽⽣えの⼦葉において⾼発現していたことから、BGH2 が暗所で⽣育した
⻩化芽⽣えにおける⾊素体制御およびクロロフィル代謝制御に関与すると考えた。暗所に
おけるクロロフィル代謝異常は、脱⻩化時の⼦葉の緑化不全、⽩化枯死を引き起こすことが
知られており、これは Pchlideなどのクロロフィル前駆体が過剰に蓄積すると、光照射時に
有害な ROSが発⽣するためだと考えられている (Meskauskiene et al., 2001; Stephenson et al., 

2009)。そこで、脱⻩化時の⼦葉の緑化に BGH2が与える影響を明らかにするために、WT、
BGH2 ⽋損植物体および BGH2 ⾼発現植物体を暗所で 7 ⽇間⽣育させた後、12、24、48 時
間の連続光照射を⾏い経時的に表現型を観察した (図 2-7 A)。その結果、WT、BGH2-OX-2、
および BGH2-OX-11の⼦葉は⻩⾊から徐々に緑⾊に変化した⼀⽅、bgh2-1および bgh2-2の
⼦葉は緑化せず⻩⾊のままであった (図 2-7 A)。脱⻩化時の⼦葉の緑化を定量的に解析する
ための⽅法として、暗所で⽣育した植物体に 48時間の連続光を照射し緑化できた⼦葉の割
合を算出する Greening rate法が知られており、Greening rateは脱⻩化時の光酸化ストレスの
程度を表す指標として使⽤可能であると考えられている (図 2-7 B) (Chen et al., 2013; Wang 

et al., 2020; Li et al., 2023)。そこで、暗所で 4、6、8⽇間⽣育したWT、BGH2⽋損植物体お
よび BGH2 ⾼発現植物体における Greening rate を解析した結果、暗所で 6 ⽇間⽣育した条
件下において、WTと⽐較して、bgh2-1および bgh2-2では Greening rateが著しく低下し、
BGH2-OX-2および BGH2-OX-11では Greening rateが増加することが明らかとなった (図 2-

7 C–D)。⼀⽅、bpg4-1および bpg4-2においては Greening rateは低下しなかった (図 2-7 C, 

E)。また、bgh2-1および bpg4bgh2⼆重変異体の Greening rateにおいて有意差な差は認めら
れなかった (図 2-7 F)。これらの結果より、BGH2が脱⻩化時の⼦葉の正常な緑化において
必須の役割を担っていること、および脱⻩化時の⼦葉の緑化制御において BGH2と BPG4は
冗⻑的に機能していないことが考察された。 
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図 2-7. BGH2 が脱⻩化時の⼦葉の緑化制御機構の解析 
(A) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11における脱⻩化時の⼦葉の経時
的変化の観察。植物体を 1/2MS培地において 7⽇間暗所で⽣育させた後、12、24、48時間
の連続光処理を⾏い⼦葉の表現型を観察した。 

(B) Greening rate法による脱⻩化時の⼦葉の緑化の定量的解析の概要図。暗所で⽣育させた
⻩化芽⽣えに⽩⾊連続光を 48時間照射し、緑化した芽⽣えの個体数と⻩⾊のままの芽⽣え
の個体数を数え、全体の中で緑化した個体の割合 (Greening rate) を算出する。⼦葉の⼀部
でも緑化している個体を Green として数え、⼦葉全体が⻩⾊のままの個体を Yellow として
数えた。 

(C) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、BGH2-OX-11またはWT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-

2、BPG4-OX-10の緑化表現型。植物体を 1/2MS培地において 6⽇間暗所で⽣育させた後、
48時間の連続光処理を⾏い⼦葉の表現型を観察した。 

(D) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11の Greening rateの解析結果。植
物体を 1/2MS培地において 4、6、8⽇間暗所で⽣育させた後、48時間の連続光処理を⾏い
Greening rateを算出した。平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 

(E) WT、bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、および BPG4-OX-10の Greening rateの解析結果。植
物体を 1/2MS培地において 6⽇間暗所で⽣育させた後、48時間の連続光処理を⾏いGreening 

rateを算出した。平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 

(F) WT、bpg4-1、bgh2-1、および bpg4bgh2の Greening rateの解析結果。植物体を 1/2MS培
地において 7⽇間暗所で⽣育させた後、48時間の連続光処理を⾏い Greening rateを算出し
た。平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 

(D–F) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプ
ル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

全ての実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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脱⻩化時の⼦葉の⽩化・細胞死は、遊離のクロロフィル前駆体が光と反応して⽣成する
⼀重項酸素 (1O2) という ROS によって引き起こされると考えられている (op den Camp et 

al., 2003)。BGH2が脱⻩化時の正常な⼦葉の緑化を促進する分⼦機構を明らかにするために、
まず 1O2特異的に反応する蛍光試薬 Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) を⽤いた蛍光染⾊
を⾏った。その結果、bgh2-1および bgh2-2において脱⻩化時に強い緑⾊蛍光が観察された 

(図 2-8 A)。また、死細胞を特異的に染⾊する Trypan Blue (TB) 染⾊を⾏ったところ、緑化
できなかった bgh2-1および bgh2-2の⼦葉において、明確な⻘⾊染⾊が認められた。これら
の結果より、BGH2⽋損植物体においては脱⻩化時に多量の 1O2が発⽣し、細胞死が引き起
こされたため⼦葉の緑化に異常をきたしたと考えられた。 

次に、BGH2 が葉緑体の前駆体であるエチオプラストの発達に及ぼす影響を明らかにす
るため、TEM を⽤いてエチオプラストの内部構造を観察した (図 2-8 B)。エチオプラスト
は、内部に POR、Pchlide、NADPH および脂質から構成されるプロラメラボディ (PLB) と
いう特徴的な構造を持ち、PLB は独特な周期性を有する連続膜構造として知られている 

(Bykowski et al., 2020)。エチオプラストおよび PLBの⼤きさについて、WT、bgh2-1、BGH2-

OX-2間で明確な差異は認められなかった。⼀⽅、BGH2-OX-2においてはWTよりも PLBの
周期性が低下しており、bgh2-1 では PLB の周期性が増加している傾向が観察された。PLB

の周期性の増加は、Pchlideが過剰に蓄積した植物体に特徴的な形質であり (Bykowski et al., 

2020)、bgh2-1において Pchlideが過剰に蓄積している可能性が⽰唆された。 

そこで、BGH2が暗所で⽣育した⻩化芽⽣えの Pchlide蓄積量に与える影響を明らかにする
ために、暗所で 7⽇間⽣育させた⻩化芽⽣えにおける内⽣ Pchlide蓄積量を⾼速液体クロマ
トグラフィー (High-performance liquid chromatography, HPLC) で定量的に解析した。暗所で
⽣育したシロイヌナズナ⻩化芽⽣えでは、Pchlideは Divinyl (DV)-PchlideとMonovinyl (MV)-

Pchlideの 2つの状態で存在する (図 2-8 C)。WTと⽐較して、bgh2-1および bgh2-2では、
DV-Pchlideが約 3倍、MV-Pchlideが約 2倍蓄積していることが明らかとなった (図 2-8 D)。
BGH2による Pchlide制御機構を明らかにするために、暗所で⽣育したWTと BGH2⽋損/⾼
発現植物体における Pchlide⽣合成関連遺伝⼦の発現を解析した。その結果、複数の Pchlide

⽣合成関連遺伝⼦の mRNA発現が、bgh2-1および bgh2-2においてWTと⽐較して増加し、
BGH2-OX-2および BGH2-OX-11で低下していることが明らかとなった (図 2-8 E)。これらの
結果より、BGH2は Pchlide⽣合成関連遺伝⼦の発現を網羅的に低下させることにより⻩化
芽⽣えにおける過剰な Pchlide蓄積を抑制し、脱⻩化時の光酸化ストレスを抑え、最終的に
⼦葉の正常な緑化を促進する働きをしていると考察された。
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図 2-8. BGH2 ⽋損植物体および BGH2 ⾼発現植物体における ROS 発⽣量、エチオプラス
トの内部構造、および Pchlide 代謝の解析 
(A) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11における SOSG染⾊および TB

染⾊の結果。SOSG 染⾊は、暗所で７⽇間⽣育した植物体に 1 時間⽩⾊光を照射したのち、
SOSG試薬に暗所で 2時間浸し、1時間⽩⾊光を照射した植物体の緑⾊蛍光を観察した。TB

染⾊は、暗所で 7⽇間⽣育した後 48時間の⽩⾊光を照射した植物体について染⾊を⾏った。 
(B) WT、bgh2-1、および BGH2-OX-2におけるエチオプラストの TEM観察像。1/2MS培地
において暗所で 7⽇間⽣育した⻩化芽⽣えの⼦葉を観察した。Scale bars = 500 nm (上段) and 

200 nm (下段)。 

(C) シロイヌナズナのクロロフィル⽣合成経路およびクロロフィル⽣合成関連酵素の概要
図。PORが酵素反応に光を必要とするため、暗所で⽣育した⻩化芽⽣えでは Pchlideは蓄積
する。光照射された際に、PORは Pchlideを還元することによりクロロフィルへと変換する。
⼀⽅、PORと結合していない遊離の PORは光照射時に ROSの⼀種である 1O2を発⽣させ、
細胞死を引き起こす。⽮印は、各反応ステップを⽰す。各遺伝⼦は、以下の酵素を表す。
glutamyl-tRNA reductase (HEMA1); protoporphyrinogen oxidase (HEMG1); magnesium chelatase 

cofactor (GUN4); magnesium chelatase H subunit (CHLH); protochlorophyllide oxidoreductase 

(POR); 3,8-divinyl protochlorophyllide a 8-vinyl reductase (DVR/BPG1)。 

(D) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11における内⽣ MV-Pchlideおよ
び DV-Pchlide の蓄積量。植物体は、1/2MS 培地において暗所で 7 ⽇間⽣育させた。平均お
よび SDは、⽣物学的 4反復より得た。 

(E) WT、bgh2-1、bgh2-2、BGH2-OX-2、および BGH2-OX-11における Pchlide⽣合成遺伝⼦
の mRNA 発現量の RT–qPCR 解析の結果。植物体は、1/2MS 培地において暗所で 7 ⽇間⽣
育させた。内部標準には eIF4aを⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 

(D–E) では、Dunnett のテストにより統計処理を⾏った (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 

0.001 )。 

(A) (E) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。(B) の実験は、明間莉乃⽒と京都⼤学電
⼦顕微鏡室と協⼒して⾏った。(D) の実験は、明間莉乃⽒、岸本純⼦⽒ (北⼤)、⽥中亮⼀博
⼠ (北⼤) と協⼒して⾏った。  
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BGH2は暗所における GLKの過剰な活性化を抑制することにより、脱⻩化時
の正常な⼦葉の緑化を促進する 
第⼀章において、BPG4がクロロフィル⽣合成および葉緑体発達のマスター転写因⼦である
GLKsと相互作⽤し、GLK1の転写活性化能を阻害することにより、明所でクロロフィル⽣
合成関連遺伝⼦を含む PhANGs発現を抑制することを明らかにした。BPG4は核に局在して
GLKsを抑制することが明らかになっているため、BGH2が BPG4と同様に核に局在するか
どうか解析するために 35S プロモーターの下流で GFP-BGH2 を発現させた植物体 

(35S:GFP-BGH2) を作出し、根において GFP 蛍光を観察した (図 2-9 A)。その結果、GFP-

BGH2の蛍光を核と細胞質において観察したことから、BGH2は BPG4と同様に細胞質と核
に局在していると考えられた (図 2-9 A)。BGH2は、GLKとの相互作⽤において重要な役割
を果たす A_thal_3526ドメインを BPG4と同様に有しているため (図 1-3 A)、BGH2は GLKs

と相互作⽤し、暗所で Pchlide ⽣合成関連遺伝⼦の発現を抑制するのではないかと考えた。
そこで、Y2H法および BiFC法を実施したところ、BGH2が核内で GLK1および GLK2と相
互作⽤することが明らかとなった (図 2-9 B–C)。また、暗所で⽣育したシロイヌナズナ⻩化
芽⽣えにおいて共免疫沈降解析 (CoIP) を⾏ったところ、GFP-BGH2が GLK1プロモーター
下で発現させた GLK1-Myc タンパク質と相互作⽤することが明らかとなった (図 2-9 D)。
さらに、GLK転写活性化能に対する BGH2の影響を解析するために、GLK標的遺伝⼦ GUN4

プロモーターの制御下で LUCを発現させたレポーターを使ったプロトプラスト⼀過性レポ
ーターアッセイを⾏った (図 2-9 E–F)。GUN4pro:LUCの相対シグナル強度は、35S:GLK1エ
フェクターを導⼊した場合、コントロールと⽐較して増加した⼀⽅、35S:GLK1エフェクタ
ーに加えて 35S:BPG4 エフェクターまたは 35S:BGH2 エフェクターを導⼊した場合は、
35S:GLK1のみを導⼊した場合と⽐較して低下した (図2-9 F)。これらの結果から、BGH2は、
BPG4と同様には GLK転写因⼦と核内で直接相互作⽤し、暗所で GLKの転写活性化能を抑
制していると考察された。  
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図 2-9. BGH2 の細胞内局在解析および BGH2 による GLK1 転写活性化能の制御機構の解析 
(A) 35S:GFP-BGH2における GFP蛍光の共焦点顕微鏡による観察結果。1/2MS培地において
明所で４⽇間⽣育した植物体の根を観察した。Scale bars = 50 μm。 

(B) BGH2と GLK1、GLK2の相互作⽤を解析した Y2Hの結果。 

(C) ベンサミアナタバコ (Nicotiana benthamiana)における YFP の N 末端断⽚融合 BGH2 

(nYFP-BGh2) と YFPの C末端断⽚融合 GLK1、GLK2 (cYFP-GLK1、cYFP-GLK2) の BiFC

の結果。Scale bar = 10 μm。 

(D) シロイヌナズナにおいて GFP-BGH2と GLK1-Mycの相互作⽤を解析した CoIPの結果。
WTと 35S:GFP-BGH2または GLK1pro:GLK1-Myc/35S:GFP-BGH2を 1/2MS培地において暗
所で 4⽇間⽣育させた。BGH2-GFPを GFP-Trap Aを⽤いて免疫沈降させ、anti-GFP抗体お
よび anti-Myc抗体を⽤いてタンパク質を検出した。 

(E–F) BGH2がGLK1転写活性化能に与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイ
の結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(E)に使⽤したベクターの
模式図を⽰す。レポーターとして、GUN4 プロモーターの下流に LUC を発現させたベクタ
ーを⽤いた。レポーターの導⼊効率の補正には、レポーターベクター上に組み込んだ 35Sプ
ロモーターの下流で発現させた RENを⽤い、相対 LUC活性 (LUC/REN) を、GUN4プロモ
ーター活性として解析した。エフェクター [コントロール (GFP)、GLK1 (GLK1 + GFP)、
GLK1 + BPG4、または GLK1 + BGH2] を GUN4pro:LUCレポーターと共に導⼊した。平均
および SDは、⽣物学的 4反復より算出した。グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer

法において p < 0.05でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(A–C) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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GLK転写因⼦は、光環境下で mRNA発現量およびタンパク質蓄積量が増加し (Martín et 

al., 2016; Zhang et al., 2021)、明所においてクロロフィル⽣合成および葉緑体発達のマスター
転写因⼦として機能することが知られている (Waters et al., 2008; Waters et al., 2009)。⼀⽅、
暗所で⽣育した⻩化芽⽣えにおける GLKの知⾒は限定的であり、GLKが脱⻩化時の⼦葉の
緑化に与える影響は未解明な点が多く残されている。そこで、GLK が脱⻩化時の⼦葉の緑
化をに影響を与えるかどうかを明らかにするために、glk1glk2⼆重変異体および GLK1⾼発
現体 (GLK1-OX) において Greening rateの解析を⾏った。その結果、暗所で 6⽇間および 8

⽇間⽣育した後に連続光照射した植物体において、glk1glk2 ⼆重変異体では WT よりも
Greening rateが増加し、GLK1-OXでは Greening rateが低下した (図 2-10 A–B)。また、暗所
で⽣育した⻩化芽⽣えにおいて、Pchlide⽣合成関連遺伝⼦の発現は glk1glk2で WTと⽐較
して減少し、逆に GLK1-OXでは増加していることが明らかとなった (図 2-10 C)。これらの
結果から、GLK 転写因⼦は明所条件下だけではなく、暗所でも機能しており、脱⻩化時の
⼦葉の緑化に影響を与えることが⽰唆された。 

最後に、BGH2 が GLKs を介して脱⻩化時の⼦葉の緑化に影響を与えているかどうかを
解明するため、WT、bgh2-1、glk1glk2、および bgh2glk1glk2の Greening rateを解析した (図
2-10 D–E)。その結果、BGH2⽋損によって引き起こされた脱⻩化時に正常な緑化が損なわれ
る表現型は、bgh2glk1glk2三重変異体においては完全に回復することが明らかとなった (図
2-10 D–E)。また、bgh2-1において増加していた内⽣ Pchlide蓄積量は、bgh2glk1glk2におい
ては WT と同程度にまで低下することが明らかとなった (図 2-10 F)。これらの結果より、
BGH2は GLKsと⻩化芽⽣えにおいて直接相互作⽤し、その転写活性化能を阻害することで
暗所での過剰な Pchlide蓄積を抑制し、最終的に脱⻩化時の⼦葉の正常な緑化を促進するこ
とが考察された。  
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図 2-10. BGH2 による GLK 転写因⼦を介した脱⻩化時の緑化制御の遺伝学的解析 
(A–B) WT、glk1glk2、GLK1-OXの緑化表現型 (A) および Greening rateの解析結果 (B)。植
物体を 1/2MS培地において 8⽇間暗所で⽣育させた後、48時間の連続光処理を⾏い⼦葉の
表現型を観察した (A)。植物体を 1/2MS培地において 4、6、8⽇間暗所で⽣育させた後、48

時間の連続光処理を⾏い Greening rateを算出した  (B)。平均および SDは、⽣物学的 3反
復より得た。 
(C) WT、glk1glk2、GLK1-OXにおける Pchlide⽣合成遺伝⼦の mRNA発現量の RT–qPCR解
析の結果。植物体は、1/2MS培地において暗所で 6⽇間⽣育させた。内部標準には eIF4aを
⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 
(D–E) WT、bgh2-1、glk1glk2および bgh2glk1glk2の緑化表現型 (D) および Greening rateの
解析結果 (E)。植物体を 1/2MS培地において 7⽇間暗所で⽣育させた後、48時間の連続光
処理を⾏い⼦葉の表現型を観察 (D)、Greening rateの算出を⾏った (E)。平均および SDは、
⽣物学的 3反復より得た。 

(F) WT、bgh2-1、glk1glk2および bgh2glk1glk2における内⽣MV-Pchlideおよび DV-Pchlideの
蓄積量。植物体は、1/2MS培地において暗所で 7⽇間⽣育させた。平均および SDは、⽣物
学的 4反復より得た。 

(B)(E)(F) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサ
ンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(A–B)(D–E) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。(F) の実験は、明間莉乃⽒、岸本純
⼦⽒ (北⼤)、⽥中亮⼀博⼠ (北⼤) と協⼒して⾏った。  
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PIF転写因⼦は BGH2プロモーター領域の G-box配列に結合し、BGH2発現
を暗所で活性化することにより脱⻩化時の⼦葉の正常な緑化を促進する 
BPG4と BGH2は GLKの転写活性化能を抑制するという同⼀のタンパク質機能を有する⼀
⽅で、光環境に応じた発現様式が正反対である。その結果として植物に与える⽣理作⽤が異
なっており、BPG4は明所で誘導され葉緑体の発達を制御しており、BGH2は暗所で誘導さ
れエチオプラストの発達を制御している。すなわち、光環境に応じたBPG4とBGH2のmRNA

発現制御機構が、BPG4と BGH2の⽣理学的役割の違いを⽣み出していると考えられる。そ
こで、BPG4と BGH2の光環境依存的な発現調節機構を解明するため、BPG4と BGH2の発
現を制御する光シグナル伝達関連の転写因⼦を探索した。 

PIFs は光シグナル伝達において主要な役割を担う転写因⼦として広く知られており、
BGH2 (AT5G02580) は PIF 応答性マーカー遺伝⼦として複数の先⾏研究で使⽤されている 

(Zhang et al., 2013; Soy et al., 2016; Zhang et al., 2020b; Yan et al., 2021)。そこで、PIFsが BPG4

と BGH2のmRNA発現を制御する可能性を検証するために、明所および暗所で⽣育したWT

および PIF1/3/4/5四重変異体 (pifQ) における BPG4/BGH2/BGH3発現を RT–qPCRにより解
析した (図 2-11 A)。明所で⽣育した条件において pifQにおける BPG4発現はWTの約 50%

に減少したが、暗所においてはWTおよび pifQの双⽅において BPG4発現は⾮常に低く、
有意な差は認められなかった (図 2-11 A)。⼀⽅、BGH2 発現は、明所では WT および pifQ

のいずれにおいても⾮常に低かったが、暗所でWTにおいて⾼い発現が検出された。また、
暗所で⽣育した pifQ では、BGH2 発現が WT の約 15%にまで減少した (図 2-11 A)。BGH3

発現は、明所および暗所の双⽅において WT と pifQ 間で有意な差が検出されなかった (図
2-11 A)。これらの結果より、PIFs は明所においては部分的に BPG4 発現を活性化している
こと、および PIFsは暗所における BGH2発現の活性化において主要な働きをしていること
が⽰唆された。 

次に、PIFsが BPG4および BGH2の mRNA発現を直接活性化している可能性を検証する
ために、プロトプラスト⼀過的発現系において BPG4 および BGH2 プロモーターを⽤いた
LUCレポーターアッセイを⾏った (図 2-11 B–C)。その結果、35S:PIF4エフェクターの導⼊
により BPG4pro:LUCのシグナル強度が約 2.8倍、BGH 2pro:LUCのシグナル強度が約 5.1倍
に増加することが明らかとなった (図 2-11 C)。BGH3pro:LUCのシグナル強度は、35S:PIF4

エフェクターによって変化しなかった (図 2-11 C)。これらの結果から、PIFs は BPG4 およ
び BGH2の発現を直接活性化することが⽰唆された。 
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図 2-11. PIF 転写因⼦による BPG4/BGH2/BGH3発現制御機構の解析 
(A) WT、pifQにおける BPG4/BGH2/BGH3の mRNA発現量の RT–qPCR解析の結果。植物体
は、1/2MS培地において明所または暗所で 7⽇間⽣育させた。内部標準には eIF4aを⽤い、
平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。 
(B–C) PIF4が BPG4/BGH2/BGH3のプロモーター活性に与える影響を解析した⼀過性ルシフ
ェラーゼアッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(B)に使
⽤したベクターの模式図を⽰す。レポーターとして、BPG4/BGH2/BGH3 プロモーターの下
流に LUCを発現させたベクターを⽤いた。レポーターの導⼊効率の補正には、レポーター
ベクター上に組み込んだ 35S プロモーターの下流で発現させた REN を⽤い、相対 LUC 活
性 (LUC/REN) を、BPG4/BGH2/BGH3プロモーター活性として解析した。エフェクター [コ
ントロール (GFP)、または PIF4] を各レポーターと共に導⼊した。平均および SDは、⽣物
学的 3反復より算出した。 

(A)において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプル
間に統計的な有意差があるグループを⽰す。(C) においては、ウェルチの両側 t検定により
統計処理を⾏った。 

(A) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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PIFsによる BPG 4および BGH2の mRNA発現活性化に関する詳細な分⼦機構を明らか
にするために、BGH2のプロモーター領域を解析した。その結果、BGH2プロモーターにお
いて TSSの上流 492 bp (G-box 1) および上流 390 bp (G-box 2) に G-box配列 (CACGTG) が
検出された (図 2-12 A–B)。そこで、PIF4の DNA結合ドメイン (DBD) のリコンビナントタ
ンパク質と G-box配列を含んだ DNAプローブを⽤いた EMSAを⾏ったところ、G-box 1お
よびG-box 2を含むDNAプローブとPIF4 DBDの複合体シグナルが観察された (図2-12 C)。
また、この PIF4 DBD–DNA複合体のシグナルは、G-box配列 (CACGTG) を AAAAAAに変
異すると完全に消失した (図 2-12 C)。さらに、BGH2 プロモーター領域中の G-box 配列を
AAAAAA に変異させたベクターを⽤いて LUC レポーターアッセイを⾏った。35S:PIF4 エ
フェクターの導⼊により、全てのレポーターにおいて LUCシグナル強度は増加したものの、
G-box 2に変異を導⼊したレポーターにおいてはシグナル強度の増加割合が低下した (図 2-

12 D)。BGH2と同様に、BPG4プロモーターにおいても⼆つの G-box配列が検出され (図 2-

12 A–B)、EMSAおよび PIFsが BPG4プロモーター領域の G-boxにも結合したことから、同
様の EMSAs および LUC レポーターアッセイを⾏ったところ、BPG4 においても BGH2 と
同様の結果が得られた (図 2-12 C–D)。これらの結果より、PIFsがプロモーター領域内の G-

boxに直接結合することで、暗所では BGH2発現を、明所では BPG4発現を活性化すると考
察された。 

 

(図は次⾴に掲載) 

図 2-12. PIF 転写因⼦によるBPG4/BGH2プロモーター領域への結合を介したBPG4/BGH2
発現活性化機構の解析 
(A–B) BPG4 および BGH2 のプロモーター領域の模式図 (A) および BPG4/BGH2 プロモー
ターにおける G-boxとその周辺配列 (B)。 

(C) PIF4と BPG4/BGH2プロモーター領域中の G-boxもしくは変異 G-box (mG-box) の結合
を解析した EMSA実験の結果。プローブとして、BPG4/BGH2プロモーター領域の G-box配
列を含む FAM標識⼆本鎖 DNAを⽤いた。使⽤したプローブ配列を (B) に⽰す。タンパク
質は、MBP (コントロール)、MBP- BES1 DNA結合ドメイン (DBD) を⽤いた。 

(D) BPG4および BGH2のプロモーター領域における G-box配列が PIF4による BPG4/BGH2

発現の転写制御に与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイの結果。野⽣型植
物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。レポーターとして、G-box (CACGTG) に変異 

(AAAAAA) を導⼊したBPG4/BGH2プロモーターの下流にLUCを発現させたベクターを⽤
いた。BPG4/BGH2プロモーター活性は図 2-11 (C) と同様に求めた。エフェクター [コント
ロール (GFP)、PIF4] を各レポーターと共に導⼊した。平均および SDは、⽣物学的 4反復
より算出した。グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプル
間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 

(C) の実験は、明間莉乃⽒と協⼒して⾏った。 
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(図の説明は前⾴に記載) 
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BPG4 G-box-1 GGGGCCATGGATCACGTGGAGGATGCGTGA
BPG4 G-box-2 TGATCAATCTCCCACGTGGGGCTTCTGGCC
BPG4 mG-box-1 GGGGCCATGGATAAAAAAGAGGATGCGTGA
BPG4 mG-box-2 TGATCAATCTCCAAAAAAGGGCTTCTGGCC

BGH2 G-box-1 TGGGTCCTACTTCACGTGATAAACGACCCA
BGH2 G-box-2 TAAGCATATGCCCACGTGGGATAATGGGCC
BGH2 mG-box-1 TGGGTCCTACTTAAAAAAATAAACGACCCA
BGH2 mG-box-2 TAAGCATATGCCAAAAAAGGATAATGGGCC
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PIFsは、暗条件下での Pchlide⽣合成を抑制し、脱⻩化時の正常な⼦葉の緑化を促進する
ことが報告されている (Monte et al., 2004; Moon et al., 2008; Stephenson et al., 2009)。暗所で⽣
育させた pif の⻩化芽⽣えは、過剰量の Pchlide が蓄積し、脱⻩化時に光酸化ストレスによ
り⽩化枯死することが知られている (Monte et al., 2004; Stephenson et al., 2009; Chen et al., 

2013)。PIFsおよび BGH2のいずれも脱⻩化時の正常な⼦葉の緑化を促進すること、および
PIFsが暗条件下で BGH2発現を活性化することから、PIFsが BGH2を介して脱⻩化時の正
常な⼦葉の緑化を促進すると考えた。特に PIF1および PIF3は、PIFsによる Pchlide⽣合成
制御において主要な働きを担うことが知られていることから (Chen et al., 2013)、BGH2-OX-

2と pif1-1変異体または pif3-7変異体を交配し、PIFsと BGH2の遺伝的相互作⽤を解析した 

(図 2-13 A–B)。その結果、pif1-1および pif3-7においては、WTと⽐較して著しく Greening 

rateが低下したが、BGH2-OX-2との交配により pif1-1および pif3-7の⽩化枯死表現型は完全
に回復した (図 2-13 A–B)。これらの結果より、BGH2は PIFsの下流において、Pchlide蓄積
を抑制を介して脱⻩化時の正常な⼦葉の緑化を促進していると考察された。 

 

 

図 2-13. PIF 転写因⼦と BGH2 の遺伝学的相互作⽤の解析 
(A–B) WT、pif1-1、pif3-7、BGH2-OX-2、pif1-1 BGH2-OX-2、および pif3-7 BGH2-OX-2の緑化
表現型 (A) および Greening rateの解析結果 (B)。植物体を 1/2MS培地において 7⽇間暗所
で⽣育させた後、48時間の連続光処理を⾏い⼦葉の表現型の観察 (A)、および Greening rate

の算出 (B) を⾏った。平均および SD は、⽣物学的 3 反復より得た。グラフ上のアルファ
ベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプル間に統計的な有意差があるグループ
を⽰す。 
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HY5転写因⼦は、明所で BPG4発現を活性化する 
明所において BPG4発現は pifQで減少した⼀⽅、pifQにおいてもWTの約 50%の発現が維
持されていた (図 2-11 A)。この結果は、PIFs 以外の転写因⼦が明所で BPG4 発現を活性化
している可能性を⽰唆している。そこで、BPG4発現を活性化する他の転写因⼦を同定する
ために、光シグナル伝達のもう⼀つの主要な転写因⼦である HY5に着⽬した。ChIP-on-chip

法により HY5の標的遺伝⼦を網羅的に探索した先⾏研究により、HY5が BPG4発現を活性
化する可能性が⽰唆されていた (Lee et al., 2007)。そこで、明所および暗所で⽣育したWT

および hy5 における BPG4/BGH2/BGH3 発現を RT–qPCR により解析した (図 2-14 A–B)。
BGH2 および BGH3 発現はいずれの条件においても有意な変化が認められなかった⼀⽅、
hy5における BPG4発現は明所で⽣育した際にWTに⽐べて約 50%にまで低下した (図 2-14 

A–B)。そこで、BPG4プロモーターを⽤いた⼀過的 LUCレポーターアッセイを実⾏したと
ころ、35S:HY5 エフェクターの導⼊によって BPG4pro:LUC のシグナル強度は増加しないこ
とが明らかとなった (図 2-14 C–D)。これらの結果は、HY5が明所で BPG4発現を活性化し
ていることを⽰唆しているが、その詳細な活性化機構の解明にはさらなる解析が必要であ
ると考えられた。 

 

図 2-14. HY5 転写因⼦による BPG4/BGH2/BGH3発現制御機構の解析 
(A–B) WT、hy5における BPG4/BGH2/BGH3の mRNA発現量の RT–qPCR解析の結果。植物
体は、1/2MS培地において明所で 8⽇間 (A) または暗所で 6⽇間 (B) ⽣育させた。内部標
準には eIF4aを⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。ウェルチの両側 t検定
により統計処理を⾏った。 
(C–D) HY5 が BPG4 のプロモーター活性に与える影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼア
ッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(C) に使⽤したベク
ターの模式図を⽰す。レポーターとして、BPG4プロモーターの下流に LUCを発現させたベ
クターを⽤いた。相対 LUC活性 (LUC/REN) を、BPG4プロモーター活性として解析した。
エフェクター [コントロール (GFP)、または HY5] をレポーターと共に導⼊した。平均およ
び SD は、⽣物学的 4 反復より算出した。ウェルチの両側 t 検定により統計処理を⾏った。 
(B) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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GLK転写因⼦は、BPG4プロモーター領域に直接結合し、明所で BPG4発現
を活性化する 
近年、明所において HY5 が GLK 発現を直接活性化することが報告された (Zhang et al., 
2024)。GLKはクロロフィル⽣合成および葉緑体の発達制御において重要な働きを果たす転
写因⼦であり、その転写活性化能は BPG4および BGH2によって抑制される (図 2-9 F)。重
要な機能を持つ因⼦の機能は、フィードバック機構などにより精密に調節される例が多い
ことから、GLK 転写因⼦が光シグナル伝達下で BPG4 発現を活性化する因⼦の候補ではな
いかと考えた。 

この仮説を検証するために、まず glk1glk2、GLK1-OX、WT における BPG4/BGH2/BGH3

発現を解析した (図 2-15 A)。明所において、BPG4発現は GLK1-OXではWTの約 3倍に増
加した⼀⽅、glk1glk2では暗所で⽣育した植物体と同程度にまで減少した (図 2-15 A)。BGH2

発現は明所ではいずれの植物においても低かったが、暗所では GLK1-OXにおいてWTと⽐
較して増加した。BPG4 プロモーターを⽤いた LUC レポーターアッセイを⾏った結果、
35S:GLK1 エフェクターの導⼊により BPG4pro:LUC のシグナル強度が約 9.8 倍に増加した 

(図 2-15 B–C)。BGH2pro:LUC のシグナル強度も 35S:GLK1 エフェクターの導⼊によりわず
かに増加したが、BGH2発現は明所および暗所においてWTと glk1glk2間で有意な差が認め
られなかったため、実際の植物体においては GLK転写因⼦による BGH2発現の活性化の寄
与度は⼩さいと考察された。BGH3発現は、BPG4と同様に GLKsによって活性化されたと
考えられた (図 2-15 A–C)。さらに、先⾏研究で報告された GLK1/2の ChIP-seqデータを解
析したところ、BPG4、BGH2、および BGH3のプロモーター領域に GLK1/2が結合している
ことが⽰唆された (図 2-16) (Tu et al., 2022)。これらの結果から、GLKsは明所において BPG4

および BGH3の mRNA発現を直接活性化していると考察された。また、第⼀章で明らかに
したように、BPG4が GLKの転写活性化能を抑制し GLKの過剰な活性化を防ぐ分⼦機能を
有するという観点からは、GLKs による BPG4 発現の活性化は GLK 転写活性化能のフィー
ドバック機構として機能していると考えられた。すなわち、GLK が⾃らの抑制因⼦である
BPG4の発現を活性化することにより、⾃⾝の過剰な転写活性化能を抑制し、葉緑体発達の
恒常性を維持していると考察された。 
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図 2-15. GLK 転写因⼦による BPG4/BGH2/BGH3発現制御機構の解析 
(A) WT、glk1glk2、GLK1-OXにおける BPG4/BGH2/BGH3の mRNA発現量の RT–qPCR解析
の結果。植物体は、1/2MS培地において明所または暗所で 6⽇間⽣育させた。内部標準には
eIF4aを⽤い、平均および SDは、⽣物学的 3反復より得た。グラフ上のアルファベットは、
Tukey-Kramer法において p < 0.05でサンプル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。 
(B–C) GLK1が BPG4/BGH2/BGH3のプロモーター活性に与える影響を解析した⼀過性ルシ
フェラーゼアッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラストを⽤いた。(B)に
使⽤したベクターの模式図を⽰す。レポーターとして、BPG4/BGH2/BGH3 プロモーターの
下流に LUCを発現させたベクターを⽤いた。レポーターの導⼊効率の補正には、レポータ
ーベクター上に組み込んだ 35Sプロモーターの下流で発現させた RENを⽤い、相対 LUC活
性 (LUC/REN) を、BPG4/BGH2/BGH3プロモーター活性として解析した。エフェクター [コ
ントロール (GFP)、または GLK1] を各レポーターと共に導⼊した。平均および SDは、⽣
物学的 3–6反復より算出した。ウェルチの両側 t検定により統計処理を⾏った。 

(A) の実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。  
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図 2-16. GLK 転写因⼦のゲノム上の結合箇所を解析した先⾏研究の ChIP-seq の結果 
先⾏研究 (Tu et al., 2022) から抽出した GLK1/2の BPG4/BGH2/BGH3ゲノムへの結合デー
タ。⻘い円は GBSを、オレンジの円は G-boxを⽰す。 
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先⾏研究により、GLK 結合モチーフはいくつかのコンセンサス配列が予測されている 

(図 2-17 A) (Waters et al., 2009; Franco-Zorrilla et al., 2014; Zubo et al., 2018; Ahmad et al., 2019; 

Zhang et al., 2021; Tu et al., 2022)。GLKによる詳細な BPG4活性化機構を明らかにするため
に、BPG4 プロモーターにおける GLK 結合配列の同定を試みた。先⾏研究により報告され
ていた GLK 結合部位 (GLK-binding-site, GBS) およびその相補配列を⽐較したところ、
RAATCY モチーフ (相補配列: RGATTY) が多くの GBS において保存されていることが明
らかとなった。この配列は Tu et al. (2022) によって報告された GLK コア結合モチーフ 

(RGATTYY) と概ね合致していた (図 2-17 B)。BPG4プロモーター領域には 7つの RAATCY

配列 (RAATCYが 3つ、相補配列である RGATTYが 4つ) が含まれており、そのうち 2つ 

(GBS-1および GBS-2) は BPG4プロモーター領域の TSSと ATGの間に位置していた (図 2-

18 A–B)。様々な⻑さの BPG4プロモーター領域 (2528 bp、1200 bp、627 bp) を⽤いた⼀過
的 LUCレポーターアッセイにより、BPG4プロモーター領域における TSSと ATGの間の領
域は、GLKが BPG4発現を活性化するのに⼗分であることが⽰された (図 2-18 C)。そこで、
GLK転写因⼦がGBS-1およびGBS-2に直接結合することにより BPG4発現を活性化してい
ると考えた。 

この仮説を検証するために、まずGLK1リコンビナントタンパク質とGBS-1またはGBS-

2を含む DNAプローブを⽤いた EMSAを⾏った (図 2-18 D)。GBS-1および GBS-2の両⽅
で GLK1-DNA複合体が観察されたが、GBS-2における複合体のシグナル強度は GBS-1由来
のシグナル強度よりも強かった (図 2-18 D)。Competitor (競合⽤ DNA配列) として FAM標
識していない DNAプローブを加えた際、GBS-1のシフトは特異的 (Sp) Competitorおよび変
異 (Mu) Competitor の両⽅によって消失したが、GBS-2 のシフトは Sp Competitor の添加に
よってのみ弱まり、Mu Competitorの添加によっては維持された (図 2-18 D)。最後に、BPG4

プロモーター領域の GBS に変異を導⼊したベクターを⽤いた⼀過的 LUC レポーターアッ
セイを⾏った (図 2-18 E)。35S:GLK1エフェクターの導⼊により、GBS-1変異レポーターの
LUCシグナル強度は増加した⼀⽅、GBS-2変異レポーターで LUCシグナル強度の増加は全
く発⽣しなかった (図 2-18 E)。これらの結果より、GLK転写因⼦は BPG4プロモーター領
域における GBS-2への直接結合を介して BPG4発現を活性化していると考察された。 

ここまでの結果を統合すると、BPG4 発現は明所で PIFs と GLKs によって活性化され、
BGH2 発現は暗所で PIFs によって活性化されると考えられた。この BPG4 および BGH2 発
現の光環境に応じた正反対の制御によって、明所において葉緑体制御を担う BPG4と暗所に
おいてエチオプラスト制御を担う BGH2 が⾊素体制御における役割を分担していると考察
された。BPG4ファミリーは、明所および暗所において⾊素体の恒常性を維持することによ
り、光エネルギー由来の ROSストレスの発⽣を抑⽌し、植物の健全な成⻑を維持する重要
な役割を担っていると考えられる。  
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図 2-17. GLK 転写因⼦の結合 cis配列の解析 
(A) 先⾏研究により報告された GBSおよびその相補的配列をまとめた表。 
(B) (A) で報告された配列の⽐較と、抽出されたモチーフ配列。 
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AGATTTC GAAATCT
GAAATCC GGATTTC
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AAAATCT AGATTTT
GATTTCC GGAAATC
AGAAATC GATTTCT

GLK1 CCAATC GATTGG Water et al., 2009, The Plant Cell
GLK1 CCAATC GATTGG Ahmad et al., 2019, Plant Physiology
GLK1 GATTCT AGAATC Zhang et al,. 2021, Developmental Cell
GLK1 RGATATCY RGATATCY Franco-Zorrilla et al,. 2014, PNAS
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GLK2 RGATATCY RGATATCY Zubo et al,. 2018, Plant Physiology
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図 2-18. GLK 転写因⼦による BPG4プロモーター領域への結合を介した BPG4発現活性化
機構の解析 
(A–B) BPG4プロモーター領域の模式図 (A) および BPG4プロモーターにおける GBSとそ
の周辺配列 (B)。 

(C) BPG4プロモーター領域の⻑さが GLK1による BPG4発現の転写制御に与える影響を解
析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイの結果。野⽣型植物の葉⾁細胞由来のプロトプラスト
を⽤いた。レポーターとして BPG4プロモーターの下流に LUCを発現させたベクターを⽤
いた。エフェクター [コントロール (GFP)、GLK1] を各レポーターと共に導⼊した。平均お
よび SDは、⽣物学的 4反復より算出した。 

(D) GLK1と BPG4プロモーター領域中の GBSの結合を解析した EMSA実験の結果。プロ
ーブとして、BPG4プロモーター領域の GBS配列を含む FAM標識⼆本鎖 DNAを⽤いた。
特異的 (Sp) Competitor プローブとして FAM 標識していない⼆本鎖 DNA を⽤いた。変異 

(Mu) Competitor プローブとして FAM 標識していない GBS とその周辺配列を変異させた⼆
本鎖 DNAを⽤いた。タンパク質は、⼤腸菌で発現させた GST (コントロール)、GST-GLK1

を⽤いた。 

(E) BPG4プロモーター領域における GBS配列が GLK1による BPG4発現の転写制御に与え
る影響を解析した⼀過性ルシフェラーゼアッセイの結果。レポーターとして、GBS-1または
GBS-2とその周辺配列に変異 (AAAAAAAA) を導⼊した BPG4プロモーターの下流に LUC

を発現させたベクターを⽤いた。平均および SDは、⽣物学的 4反復より算出した。 

(C) (E) において、グラフ上のアルファベットは、Tukey-Kramer法において p < 0.05でサン
プル間に統計的な有意差があるグループを⽰す。  
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考察 
第⼀章では、BPG4は明所における光合成器官で特異的に誘導され、GLK転写因⼦を抑制す
ることで PhANGs の適切な発現制御、最適な内⽣クロロフィル含量の維持、ROS 発⽣の抑
⽌に寄与する葉緑体恒常性維持因⼦ (ホメオスタシスファクター) として機能することを
明らかにした (図 1-17)。本章では、BPG4の相同性遺伝⼦ BGH2が暗所で特異的に⾼発現し 

(図 2-5 A–C)、エチオプラスト内のクロロフィル⽣合成を適切に調節する上で重要な役割を
果たしていること明らかにした (図 2-7)。暗所で⽣育した際や⾃然環境下で深い⼟壌中で発
芽した際に、⻩化芽⽣えのエチオプラスト内では迅速な緑化のためにクロロフィル前駆体 

(主に Pchlide) が⼀定量は⽣合成されて蓄積していると考えられている (図 2-1)。⼀⽅で、
過剰な Pchlideの蓄積は光酸化ストレスやそれに伴う細胞死を引き起こすことが知られてお
り (Meskauskiene et al., 2001)、⼟壌中や暗所条件から明所条件に移⾏した際に適切に光環境
の変化に順応するために⻩化芽⽣えにおけるクロロフィル代謝は厳密に制御される必要が
あると考えられている。本章で中⼼的に解析した BGH2 は GLK 転写因⼦を介して Pchlide

⽣合成関連遺伝⼦の発現を抑制する機能をもつ (図 2-8‒図 2-9、図 2-19)。BGH2⽋損すると、
GLK転写活性化能が過剰に活性化し、Pchlideがエチオプラスト内に過剰に蓄積し、脱⻩化
時に遊離の Pchlideから有害な 1O2が⽣成され、細胞死が引き起こされる (図 2-19)。すなわ
ち、暗所で誘導される BGH2は、適切な Pchlide蓄積を維持し、光酸化ストレスや細胞死を
回避するためのエチオプラスト恒常性維持因⼦ (ホメオスタシスファクター) として機能
すると考察された。 

これまでの先⾏研究により、GLKs が PhANGs 発現を直接活性化することにより葉緑体
発達を促進する「葉緑体発達のマスター転写因⼦」として機能することは多くの研究者の共
通認識となっている (Waters et al., 2009; Cackett et al., 2022; Frangedakis et al., 2024)。⼀⽅、明
所における GLK の機能の解明は精⼒的に進められてきたが、暗所における GLK の役割に
関する知⾒は乏しい。本章では、暗所における GLKの機能の重要性に焦点を当てて解析を
⾏った。暗所において、GLKs は Pchlide ⽣合成関連遺伝⼦の発現とエチオプラスト内での
Pchlide蓄積を促進する (図 2-10 C, F)。植物体を⻑期間 (6–8⽇間) 暗所で⽣育させた場合、
GLK1-OX は WT よりも著しく低い Greening rate を⽰した⼀⽅、glk1glk2 では Greening rate

は⼤幅増加した (図 2-10 A–B)。これらの結果は、⻩化芽⽣えを⻑期間暗所で⽣育した際に
GLKが過剰に活性化すると、Pchlideが過剰に蓄積し、植物にとって有害になることを⽰唆
している。⼀⽅で、近年の先⾏研究では、GLK の活性化が⼦葉の緑化に正の影響を与える
ことが⽰唆されている (Zhang et al., 2021; Zhang et al., 2024)。植物体を暗所で短期間 (4⽇
間) ⽣育させた後に光照射した場合、GLK1⾼発現植物体はWTよりも早く緑化することが
報告されている (Zhang et al., 2021)。また、同様の実験において glk1glk2はWTよりも⼦葉
の緑化速度が遅く、内⽣クロロフィル含量も低下することが⽰されている (Zhang et al., 

2024)。これらの結果は、⻩化芽⽣えを短期間暗所で⽣育させた際には、GLKの活性化が脱
⻩化時の⼦葉の緑化を促進することを⽰唆している。これらを総合すると、GLK の活性化
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は植物成⻑において正と負の両⽅の影響を持つと考えられ、適切な発⽣段階で GLKを適度
に活性化することが、正常な葉緑体分化および光独⽴栄養成⻑の開始にとって重要であると
考えられる。 

先⾏研究 (Lv et al., 2019; Li et al., 2021) および本研究の第⼀章において、GLKの過剰な
活性化は光酸化ストレスや、光合成活性の低下、細胞死を引き起こすことが⽰唆されている。
したがって、GLK の活性は環境に応じて適切なレベルに維持されるよう厳密に調節されて
いると考えられる。本章では、GLKが⾃⾝の抑制因⼦である BPG4の mRNA発現を直接活
性化することを明らかにした。この GLKによる BPG4発現の活性化は、明所で余剰な GLK

の活性化を防ぐためのフィードバック機構として機能していると考えられる (図 2-20)。
BPG4と BGH2の mRNA発現は異なる光条件で活性化することを考えると、BPG4と BGH2

は⽣育段階や環境条件に応じた GLK転写活性化能の微調整に寄与している可能性が考察さ
れる。BPG4および BGH2のさらなる解析は、各発達段階における適切な GLK調節の詳細
な制御メカニズムの解明に寄与すると考えられる。 

BPG4と BGH2は、GLKの転写活性化能を抑制するという共通したタンパク質機能を有
する⼀⽅で、光環境に応じて異なる発現様式を⽰すことにより、役割を分担して⾊素体を制
御していると考えられた。光環境に応じた BPG4と BGH2発現制御機構には、PIFsと GLKs

が関与することが明らかとなった (図 2-11–図 2-18)。暗所における BGH2発現の活性化は、
PIF が BGH2 プロモーター領域中の G-box 配列に直接結合することにより⾏われると考察
された (図 2-11–図 2-12、図 2-19)。また、明所における BPG4 発現の活性化には、PIFs と
GLKsの双⽅が関与すると考察された (図 2-11–図 2-18)。これらの明所および暗所における
BPG4ファミリーの発現制御機構に関しては、第⼀章の BRシグナル伝達の内容も交えなが
ら総合考察にて議論する。 

前述のように、クロロフィルやその前駆体は⽣物にとって猛毒である ROSを⽣じる性質
があり、植物はクロロフィル代謝系を厳密に制御することによって、光酸化ストレスによる
枯死を回避している。特に、暗所における Pchlideの過剰蓄積を防ぐために、植物は複数の
段階でクロロフィル⽣合成を制御していることが知られている。代表的なものとしては、(A) 

FLU を介した翻訳後段階の制御と (B) PIF を介した転写段階の制御が知られている (Li et 

al., 2009)。暗所における Pchlide制御機構において最も寄与度が⼤きいと考えられている経
路が、(A) FLU/POR/CHL27複合体によるグルタミル tRNA還元酵素 (GluTR) のフィード
バック抑制である。クロロフィル⽣合成はグルタミン酸から始まり、GluTRによるグルタミ
ル tRNAGlu の還元によりクロロフィルを含むテトラピロール独⾃の代謝経路に⼊る (⼩林, 

2012)。したがって、クロロフィル⽣合成の制御において GluTRの活性制御は最も重要な律
速段階の⼀つと考えられている。この GluTR の酵素活性レベルでの制御において最も重要
な役割を果たすと考えられている因⼦が FLUである (Meskauskiene et al., 2001) (図 2-21)。
FLUは Pchlideや他のクロロフィル前駆体の蓄積に応じて、GluTRと直接結合して酵素反応
を阻害する。さらに、FLU は CHL27 や POR と複合体形成することにより、GluTR の代謝
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産物である 5-アミノレブリン酸 (ALA) ⽣合成を制御している (図 2-21)。ALA の量は
Pchlide 蓄積量と強い相関を持つことが知られており、FLU ⽋損変異体 (flu) では、暗所で
Pchlide を過剰に蓄積し、その後の光照射により枯死することから、FLU は暗所における
Pchlide蓄積の制御において主要な役割を持つと考えられている (⼩林, 2012) (図 2-21)。 

⼀⽅、クロロフィル⽣合成酵素の転写制御に関しては、PIF転写因⼦の寄与が⼤きいこと
が知られている (Moon et al., 2008; Stephenson et al., 2009; Cackett et al., 2022) (図 2-21)。この
制御機構に関して、第⼀に (B-1) PIF によるクロロフィル⽣合成遺伝⼦の直接的な発現抑制
が知られている (図 2-21)。PIF はクロロフィル⽣合成遺伝⼦のプロモーター領域に直接結
合することにより、そららの遺伝⼦発現を網羅的に抑制する機能を持つ (Moon et al., 2008)。
第⼆の経路として (B-2) PIF による GLK 転写因⼦の発現抑制を介したクロロフィル⽣合成
遺伝⼦の発現抑制が考えられる (図 2-21)。GLKはクロロフィル⽣合成のマスター転写因⼦
であり (Waters et al., 2009)、PIFは GLKの mRNA発現を直接抑制することが知られている 

(Martín et al., 2016)。したがって、暗所で PIFが GLK発現を抑制することにより、HEMA1、
GUN4、CHLH/GUN5、CHL27 などのクロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現が低下していると考
えられる (図 2-21)。本研究は、(B-3) PIF下流における BGH2–GLK モジュールを介したク
ロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現抑制を明らかにしたものであり、PIFによるクロロフィル⽣
合成遺伝⼦の転写制御の第三の経路に位置づけられると考える (図 2-21)。PIF は暗所で
BGH2 発現を活性化し、GLK のタンパク質レベルでの過剰な活性化を抑⽌することにより
最適なクロロフィル⽣合成の維持に寄与していると考えられる (図 2-21)。このように、植
物はより厳密かつ精密にクロロフィル代謝を調節するために多層的な制御機構を発達させ
てきたと考察された。BGH2は⻩化芽⽣えにおける多層的クロロフィル⽣合成制御によるエ
チオプラスト恒常性維持に貢献していると考えられた。 

第⼀章において、BPG4ファミリーは、ストレプト藻類 (クロロキブス藻綱、クレブソル
ミディウム藻綱、⾞軸藻綱、接合藻綱) と陸上植物に進化的に広く保存されており、被⼦植
物以降は 3 つのサブグループ (BPG4、BGH2、BGH3) に分かれていると予測された (図 1-

2)。先⾏研究により、BPG4ファミリーのタンパク質機能は植物種間で⾼度に保存されてい
ることが⽰唆されている (Zhang et al., 2020a; Wolters et al., 2023)。本章により、シロイヌナ
ズナだけでなく、トマトやイネにおいても、明所誘導型の BPG4サブグループ、BGH3サブ
グループと暗所誘導型の BGH2 サブグループが保存されていることが明らかとなった (図
2-6)。トマトやイネの BPG4オルソログのプロモーター領域には、AtBPG4および AtBGH2と
同様に、典型的な PIF および GLK結合モチーフ (G-box および GBS) が含まれており、さ
らに先⾏研究の ChIP-seqの結果はOsGLK1/2および SlGLK1/2が BPG4ファミリーのプロモ
ーターに直接結合することが⽰唆されている (Tu et al., 2022)。これらの結果を総合すると、
GLK を抑制する BPG4 ファミリーのタンパク質機能は、植物種間で広く保存されているこ
とに加えて、BPG4サブグループおよび BGH2サブグループの光環境に対する発現制御機構
も植物種間で保存されている可能性が考察された。 
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近年発表された論⽂において、BPG4/RPGE/PELファミリーは葉緑体だけでなく、他の⾊
素体の分化・発達においても重要な機能を持つ因⼦として認識され始めている (Ichikawa et 

al., 2006; Iorizzo et al., 2016; Kim et al., 2016; Zhang et al., 2020a; Han et al., 2023; Kim et al., 2023; 

Wolters et al., 2023; Tachibana et al., 2024; Wang et al., 2024)。BPG4および BGH3はロゼット葉
などの光合成器官で強く発現しているのに対し、BGH2は葉緑体以外の⾊素体を持つ根や花
などで強く発現していることが明らかとなった (図 2-5)。先⾏研究において、BGH2/RPGE1

は、アミロプラストの発達と胚軸の重⼒屈性を制御することが報告されている (Kim et al., 

2016)。さらに、BGH2/PEL2⽋損により、花弁において異所的に葉緑体発達が促進されるこ
とから、BGH2/PEL2 が花弁における⽩⾊体 (Leucoplast) の発達に関連している可能性も⽰
唆されている (Han et al., 2023)。また、ニンジン (Daucus carota, Dc)において、根のオレン
ジ⾊を司る Y 遺伝⼦座の原因遺伝⼦ DCAR_032551 は、DcRPGE1/BGH2 をコードしている
ことが近年報告された (Iorizzo et al., 2016; Wang et al., 2024)。DcRPGE1/BGH2は、GLKと同
じ GARPファミリーに属する ARABIDOPSIS PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 2 (APRR2) 

と相互作⽤し、その転写活性化能を低下させることにより根におけるカロテノイド⽣合成を
抑制し、有⾊体 (Chromoplast) の発達を制御すると考えられている (Wang et al., 2024)。BPG4

ファミリーの多様な役割のさらなる解析により、クロロフィルだけではなく他の⾊素の⽣
合成や葉緑体も含めた多様な⾊素体の制御に関する理解が深まり、将来的には糖含量や栄
養素含量が増加した作物や野菜の分⼦育種に繋がることが期待される。 
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図 2-19. 暗所における BGH2 によるエチオプラスト制御機構の作業仮説 
WTの⻩化芽⽣えにおいては、暗所で安定化した PIF転写因⼦が BGH2発現を直接活性化す
る。BGH2は、暗所での GLK転写活性化能を抑制することにより、Pchlide⽣合成遺伝⼦な
どの光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) 発現を適正な状態に維持し、エチオプラストにおける
Pchlide蓄積量が最適化する。これにより、脱⻩化時の ROS発⽣が回避され、⼦葉が正常に
緑化できる。BGH2⽋損植物体 (bgh2) においては、GLKの転写活性化能が過剰に活性化し、
PhANGs発現が過剰に誘導されし、Pchlideの⽣合成が過剰に促進される。暗所での Pchlide

の過剰蓄積は、脱⻩化時に深刻な光酸化ストレスとそれに伴う細胞死を引き起こす。 
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Supplemental Figure S15. Working hypothesis for BGH2 function in dark
In WT etiolated seedlings, dark-stabilized PIFs directly activated BGH2 expression. Highly induced BGH2
suppressed GLK transcriptional activity in the dark. Adequate activation of GLKs led to fine-tuned expression of
photosynthesis-associated nuclear genes (PhANGs), suitable Pchlide accumulation in etioplasts, avoiding ROS
generation, and promoting healthy cotyledon greening during de-etiolation. In BGH2 knockout plants (bgh2),
excessive GLK acceleration increased PhANG expression, and Pchlide biosynthesis due to the lack of brake
(BGH2). Overaccumulation of Pchlide in the dark caused severe photooxidative damages and cell death by
photobleaching in the transition to light from the dark.
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図 2-20. BPG4 を介した GLK 転写活性化能のフィードバック制御機構の作業仮説 
BPG4 は GLKの転写活性化能を抑制する機能を持つ。GLKは、BPG4 のプロモーター領域
に存在する GBS 配列に直接結合することにより、BPG4 の mRNA 発現を直接活性化する。
したがって、GLK が⾃らの抑制因⼦である BPG4 の mRNA 発現を活性化することにより、
GLK は⾃らの転写活性化能をフィードバック的に抑制していると考えられた。このフィー
ドバック制御機構により、明所において GLKの余剰な活性化が抑⽌され、PhANGs発現が
最適化され、葉緑体発達の恒常性が維持されると考えられた。  
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図 2-21. 暗所における多層的なクロロフィル⽣合成制御機構の作業仮説 
暗所において、クロロフィル⽣合成経路は、(A) 翻訳後の酵素レベルでの制御と (B) PIF転
写因⼦による転写レベルでの制御を多層的に受けることにより、最適な代謝を維持してい
ると考えられる。(A) においては、FLU が POR と CHL27 と複合体形成することにより、
HEMA1 遺伝⼦がコードする GluTR の活性を抑制し、ALA の量をフィードバック的に制御
している。(B) においては、(B-1) PIFによる直接的なクロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現抑制、
(B-2) PIFによる GLK発現制御を介したクロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現抑制、および (B-

3) PIF下流における BGH2–GLKモジュールを介したクロロフィル⽣合成遺伝⼦の発現抑制
の三つの経路が存在すると考察された。本研究で明らかにした (B-3) 経路においては、PIF

が直接 BGH2発現を暗所で活性化することにより、GLKの過剰な活性化を抑⽌し、クロロ
フィル⽣合成遺伝⼦の最適な発現活性化に寄与していると考察された。  

PIFs

BGH2

GLKs

BGH2

GLKs GUN4
CHLH/GUN5

CHL27

L-glutamate

ALA

Proto IX

Mg-Proto IX

MV-Pchlide

HEMA1

Chlorophyll a

POR

DV-Pchlide

(A) FLU/POR/CHL27
複合体によるGluTRの
フィードバック抑制適度な

活性化活性化

(B-1) 抑制

(B-2) 抑制

(B-3) 抑制
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材料と⽅法 
植物体と栽培条件 
・シロイヌナズナの植物体および栽培条件 

シロイヌナズナのColumbia (Col-0) を野⽣型植物 (WT) として⽤いた。hy5 (SALK_096651C)、
pif1-1 (CS66041)、pif3-7 (CS66042)、pifQ (CS66049) は ABRCから購⼊した。glk1glk2および
GLK1-OXは先⾏研究において報告されている株を使⽤した (Waters et al., 2008; Tokumaru et 

al., 2017)。bpg4-1、bpg4-2、BPG4-OX-2、BPG4-OX-10は第⼀章で作出したものを使⽤した。 

種⼦を、Seed solution [ 70% (v/v) EtOH, 0.5% Triton X-100] により 20–30分滅菌したのち、
100% エタノールで 1 分滅菌した。1/2 希釈のムラシゲ&スクーグ (MS) (Duchefa)、0.8% 

phytoagar (Duchefa) および 1.5% スクロースから構成される培地で発芽させた。実験に応じ
て、1/2MS培地から⼟壌に移植した。植物は、⽩⾊光条件下 [⻑⽇条件 (16時間明期／8時
間暗期)] もしくは、暗⿊条件下で、22℃において⽣育させた。 

 

・トマトの植物体および栽培条件 

トマトの Micro-Tom を野⽣型植物 (WT) として⽤いた。シロイヌナズナと同様の条件で栽
培した。 

 

・イネの植物体および栽培条件 

イネの Nipponbare を野⽣型植物 (WT) として⽤いた。⽣育は、ムラシゲ&スクーグ (MS) 

(Duchefa)、0.8% phytoagar (Duchefa) および 1.5% スクロースから構成される培地で発芽さ
せた。植物は、⽩⾊光条件下 [⻑⽇条件 (16時間明期／8時間暗期)] もしくは、暗⿊条件下
で、28℃において⽣育させた。 

 

シロイヌナズナ形質転換植物体の作出 
・BPG2/3-OX (35Spro:BPG2/3) 

BGH2 および BGH3 の全⻑ CDS をシロイヌナズナ Col-0 の cDNA から増幅し、pENTR/D-

TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway 法 (Invitrogen) により
CaMV 35S プロモーターを含むバイナリーベクター pGWB2 (Nakagawa et al., 2007) 

(http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm) にクローニングした。得られたベクターをアグロバ
クテリウムに形質転換し、floral-dip 法 (Clough and Bent, 1998)によりシロイヌナズナ Col-0

に形質転換した。得られた植物体は、25 mg/L ハイグロマイシンを含む 1/2MS培地によって
選抜した。この植物体の作出は、明間莉乃⽒と協⼒して⾏った。 

  

http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm
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・35Spro:GFP-BGH2 

BGH2 および BGH3 の全⻑ CDS をシロイヌナズナ Col-0 の cDNA から増幅し、pENTR/D-

TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway 法 (Invitrogen) により
CaMV 35Sプロモーターと GFPの CDSを含むバイナリーベクターpGWB6 (Nakagawa et al., 

2007) (http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm) にクローニングした。作成したベクターを⽤い
て、BGH2/3-OX と同様に形質転換体を作出した。この植物体の作出は、明間莉乃⽒と協⼒
して⾏った。 

 

・BPG4/BGH2/BGH3pro:GUS 

BPG4/BGH2/BGH2 のプロモーター領域と第⼀エキソンを含む 2.5 kb/2.0 kb/2.0 kb の領域を
シロイヌナズナ Col-0 のゲノムから増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター (Invitrogen) にクロ
ーニングし、続いて Gateway法 (Invitrogen) により GUSを含むバイナリーベクターpGWB3 

(Nakagawa et al., 2007) にクローニングした。作成したベクターを⽤いて、BGH2/3-OXと同
様に形質転換体を作出した。これらの植物体の作出は、明間莉乃⽒と協⼒して⾏った。 

 

・GLK1pro:GLK1-Myc/35Spro:GFP-BGH2 

GLK1 のプロモーター領域 (2.5 kb) とゲノム全体 (ストップコドンなし) をシロイヌナズナ 

Col-0 のゲノムから増幅し、p10xMyc-HSP-entry にクローニングし、続いて Gateway 法 

(Invitrogen) により pBCKBにクローニングした。p10xMyc-HSP-entryは、光⽥展隆博⼠より
分譲していただいた pGFP-HSP-entryを基に作成した。pBCKBは光⽥展隆博⼠より分譲して
いただいた。作成したベクターを⽤いて、35Spro:GFP-BGH2を背景に BGH2/3-OXと同様の
⼿法で形質転換した。得られた植物体は、10 mg/L バスタを含む 1/2MS 培地によって選抜
した。実験にはホモ化していない植物体を⽤いた。 

 

・bgh1-1、bgh2-1、bgh2-2、bgh3-1、bgh3-2 

bgh1-1、bgh2-1、bgh2-2、bgh3-1、bgh3-2変異体は CRISPR-Cas9システムを⽤いて作製した。
CRISPR direct (https://crispr.dbcls.jp/)を⽤いて、各遺伝⼦に対して 2つのガイド RNAを設計
した。gRNAの有効性および BPG4、BGH1、BGH2、BGH3におけるオフターゲット効果を
Guide-it sgRNA In Vitro Transcription and Screening System (Takara)により確認した。作成した
gRNAを pKIR1.1 (Tsutsui and Higashiyama, 2016) の AarI部位にクローニングし、得られた
ベクターを BGH2/3-OXと同様の⽅法で Col-0 植物に形質転換した。変異株をサンガーシー
クエンシングにより選抜し、CRISP-Cas9導⼊遺伝⼦のヌル分離体を各変異体として⽤いた。
これらの植物体の作出は、明間莉乃⽒と協⼒して⾏った。  

http://shimane-u.org/nakagawa/gbv.htm
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・bpg4bgh2、bpg4bgh3、bgh2bgh3、bpg4bgh2bgh3、bgh2glk1glk2、pif1-1 BGH2-OX-2、pif3-7 

BGH2-OX-2 

bpg4-1と bgh2-1または bgh3-1を交配させることにより、bpg4bgh2または bpg4bgh3を作出
した。bgh2-1と bgh3-1を交配させることにより、bgh2bgh3を作出した。bpg4bgh2と bpg4bgh3

を交配させることにより、bpg4bgh2bgh3を作出した。bgh2-1 と glk1glk2 を交配させること
により、bgh2glk1glk2 を作出した。pif1-1 と BGH2-OX-2 を交配させることにより、pif1-1 

BGH2-OX-2を作出した。pif3-7と BGH2-OX-2を交配させることにより、pif3-7 BGH2-OX-2

を作出した。これらの植物体の作出は、明間莉乃⽒と協⼒して⾏った。 

形質転換体の作出に使⽤したプライマー配列を補⾜表 2-1 に⽰す。ゲノム編集による⽋
損植物体の作出に使⽤したプライマー配列を補⾜表 2-2に⽰す。変異体の遺伝型決定に使⽤
したプライマー配列を補⾜表 2-3に⽰す。 

 

新鮮重あたりの内⽣クロロフィル含量の定量 
植物体の地上部を、BEADS CRUSHER µT-01 (TAITEC, Japan) を⽤いて液体窒素中でホモジ
ナイズし、80% (v/v) アセトン 0.5–1 mL に加え、暗所で氷上 15 分間インキュベートした
後、4℃、12000 rpm で 15分間遠⼼した。遠⼼した上清の 646.6 nm、 663.6 nm、750 nmに
おける吸光度を吸光度計 (SHIMAZDU, Japan) で測定した。上清におけるクロロフィル aと
クロロフィル b濃度は、先⾏研究に基づき、以下の式に則り計算した (Porra et al., 1989)。 

クロロフィル a [μg Chl / ml]=12.25*(A663.6-A750)-2.55*(A646.6-A750) 

クロロフィル b [μg Chl / ml]=20.31*(A646.6-A750)-4.91*(A663.6-A750) 

クロロフィル a + b [μg Chl / ml]=17.76*(A646.6-A750)+7.34*(A663.6-A750) 

 

Greening rate の解析 
1.5% (w/v) スクロースを添加した 1/2MS 培地で、22℃暗所で⼀定期間⽣育させた幼植物を
⽩⾊光 (蛍光灯; 100‒120 µmol photons m-2 s-1または擬似太陽光 LED; 140-170 µmol photons m-

2 s-1) を 48時間照射した。Greening rateは、各植物体において少なくとも 35個体の幼植物
から、緑⾊または⻩⾊の⼦葉の割合を数えることによって決定した。緑⾊および⻩⾊の⼦葉
の判定基準は図 2-7 Bに⽰した。 

 

SOSG 染⾊ 
SOSG 染⾊は、先⾏研究と同様に⾏った (Li et al., 2023)。7⽇間暗所で⽣育した幼植物に連
続⽩⾊光 (130 µmol photons m-2 s-1) を 1 時間照射した後、SOSG solution [10 µM SOSG 

(Invitrogen, S36002)、50 mMリン酸カリウム緩衝液 (pH 5. 7)] に暗所で 2時間浸した。50 mM

リン酸カリウム緩衝液 (pH 5. 7) で濯いだ後、連続⽩⾊光 (130 µmol photons m-2 s-1) を 1時
間照射し、実体顕微鏡 (Olympus SZX16; 励起波⻑ 460-480 nm、発光波⻑ 495-540 nm) で観
察した。  
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TB 染⾊ 
TB染⾊は先⾏研究と同様に⾏った (Wang et al., 2020)。7⽇間暗所で⽣育した幼植物に連続
⽩⾊光 (130 µmol photons m-2 s-1) を 48時間照射した後、染⾊液 {TE飽和フェノール [フェ
ノール含量 69% (w/v)]: 乳酸: グリセロール: 1 mg/mL trypan blue = 9: 10: 10: 10} に浸し、
95℃で 5分間インキュベートした。室温で 6時間静置した後、染⾊液を捨てて脱⾊液 (抱⽔
クロラール 125g, milliQ 50 mL, pH 1.2) で濯ぎ、脱⾊液中で⼀晩静置し、実体顕微鏡で観察
した。 

 

TEM によるエチオプラストの観察 

植物体試料として、暗所で 7 ⽇間⽣育させた幼植物の⼦葉を⽤いた。試料を固定液 [2％グ
ルタルアルデヒド, 4％パラホルムアルデヒド, 0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)] に浸し、4℃で
⼀晩インキュベートした。0.1 M PBSで洗浄後、1％四酸化オスミウムに浸して、さらに⼀晩
固定した。エタノール溶液希釈系列を⽤いて脱⽔した後、Luveak-812エポキシ樹脂 (ナカラ
イテスク) で包埋した。重合後、サンプルをウルトラミクロトーム (ARTOS 3D, Leica) で超
薄切⽚ (厚さ 70 nm) に切り出し、1％酢酸ウラニルとクエン酸アルカリ鉛で染⾊した。超薄
切⽚を透過型電⼦顕微鏡 (JEM-1400 Flash, JEOL) で観察した。植物体の固定、切⽚の作成、
染⾊は、京都⼤学 電⼦顕微鏡室によって⾏われた。 

 

蛍光顕微鏡観察 
35S:GFP-BGH2 における GFP 蛍光を、共焦点レーザー⾛査型顕微鏡 [LSM700 (Zeiss, Jena, 

Germany)] で観察した。本実験は明間莉乃⽒によって⾏われた。 

 

β-glucuronidase (GUS) 染⾊ 
GUS 発現の組織化学的検出には BPG4pro:GUS、BGH2pro:GUS、BGH3pro:GUS を⽤いた。
染⾊は、第⼀章と同様に⾏った。 

 

Yeast two-hybrid (Y2H) 解析 
BGH2の全⻑ CDSおよび BPG4のドメイン断⽚配列をシロイヌナズナ Col-0の cDNAから
増幅し、pENTR/D-TOPO ベクター (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway 法 

(Invitrogen) に基づきバイナリーベクターpDEST32 (Invitrogen) にクローニングした。GLK1、
GLK2を pDEST22 (Invitrogen) にクローニングしたベクターは第⼀章で作成したものを⽤い
た。作成したベクターを⽤いて、先⾏研究 (Shimada et al., 2015) と同様にして実験を⾏った。
ベクターを yeast strain Y187 (Clontech, USA) に形質転換し、-LWもしくは-LWH培地で⽣育
させた。使⽤した DNA配列を補⾜表 2-4に⽰す。ベクターの作成および実験は、明間莉乃
⽒によって⾏われた。 
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Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 解析 
BGH2 の全⻑ CDS をシロイヌナズナ Col-0 の cDNA から増幅し、pENTR/D-TOPO ベクタ
ー (Invitrogen) にクローニングし、続いて Gateway法 (Invitrogen) に基づきバイナリーベク
ターpB4nYGWと pB4cYGWにクローニングした。GLK1と GLK2のベクターは第⼀章で作
成したものを⽤いた。得られたベクターを、先⾏研究 (Ueda et al., 2004) と同様に前述のよ
うにシロイヌナズナ培養細胞に感染させた。GFP 蛍光は、共焦点レーザー⾛査型顕微鏡 

[LSM700 (Zeiss, Jena, Germany)] で観察した。使⽤したプライマー配列を補⾜表 2-4に⽰す。
ベクターの作成および実験は、明間莉乃⽒によって⾏われた。 

 

Coimmunoprecipitation (CoIP) 解析 
暗所で 4⽇間⽣育させた合計 300–500個体の幼植物を回収し、液体窒素で凍結した。植物
体サンプルを乳鉢と乳棒で粉砕し、1 mLの氷冷 Extraction buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 

150 mM NaCl, 10% glycerol, 0.1% (w/w) NP-40 and protease inhibitor cocktail (Roche, Basel, 

Switzerland)] と共にホモジナイズした。このホモジナイズ液を 11,000rpm、4℃で 5分間遠⼼
し、得られた上清をさらに 11,000 rpm、4℃で 5分間遠⼼した。上清の⼀部をインプットと
して回収し、残りの上清を GFP-Trap A (Chromo Tek, Planegg, Germany) とともに 4℃で 2時
間インキュベートした。インキュベートしたサンプルを Extraction bufferで 3回洗浄した後、
洗浄したビーズに Laemmli buffer [100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 200 mM DTT, 4% (w/v) SDS, 0.2% 

(w/v) bromophenol blue, and 10% (w/v) glycerol]を加えて 95℃で 5分間静置し、タンパク質を
抽出した。得られたタンパク質抽出液は、anti-Myc 抗体 (Sigma‒Aldrich) と anti-GFP 抗体 

(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) を⽤いて、上述と同様にしてイムノブロット解析し
た。 

 

リコンビナントタンパク質の作成 
・MBP-PIF4 DBD 

PIF4の DBDを pMAL-c2xにクローニングしたベクターは、先⾏研究 (Nosaki et al., 2018) に
より作成されていたものを宮川拓哉博⼠および野崎翔平博⼠より分譲していただいた。分
譲していただいたベクターを Rosetta(DE3) に形質転換した。0.1 mMイソプロピル-β-D-チオ
ガラクトシド (IPTG) で 18℃で⼀晩振盪培養し、タンパク質の発現を誘導した。培養した
菌体を遠⼼により回収し、Amylose binding buffer (20 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 5%Glycerol, 1 

mM DTT, P.I. cocktails) に懸濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。Amylose resin (NEB, 

Ipswich, MA, USA) と Amylose Elution buffer (20 mM Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 5% glycerol, 1 mM 

DTT, 30 mM maltose, P.I. cocktails) を⽤いて、MBP-PIF4 DBDを精製した。 

 

・GST-GLK1 

GST-GLK1は先⾏研究に基づき発現・精製した (Ahmad et al., 2019)。GST-GLK1を発現する



 127 

ベクターについては、第⼀章で作成したものを⽤いた。ベクターを Rosetta(DE3) に形質転
換した。0.5 mM IPTGを加えて 16℃で⼀晩振盪培養し、タンパク質の発現を誘導した。培養
した菌体を遠⼼により回収し、GST binding buffer (1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM DTT, 1% 

Triton X-100, 1xPBS, P.I. cocktails) に懸濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。
Glutathione SepharoseTM 4B (GE Healthcare)と GST Elution buffer [50 mM Tris-HCl (pH9.6), 150 

mM NaCl, 25 mM GSH, pH 8.5] を⽤いて、GST-GLK1を精製した。GST-GLK1とMBP-BPG4

は、Vivaspin 20 Centrifugal Concentrator (Sartorius) を⽤いて濃縮・脱塩した。 

 

Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSAs) 
PIF4 DBD の BPG4/BGH2 プロモーター領域への結合を解析するための実験は、先⾏研究 

(Nosaki et al., 2018) と同様に実施した。DNAプローブとして BPG4/BGH2プロモーター領域
における G-box (CACGTG) とその前後配列 12塩基を⽤いた。FAM標識した 30mer ⼆本鎖
DNA (5pmol) と poly (dI-dC) (20 µg)をMBP-PIF4 DBDと EMSA reaction buffer [20mM Tris-HCl 

(pH7.5), 125mM KCl, 0.5mM EDTA, 2.5%グリセロール, 10mM EDTA] に混合し、25℃で 20分
間インキュベートした。反応液を 10% PAGE ゲルにロードし、ChemiDoc TouchTM Imaging 

System (Bio-Rad) を⽤いて蛍光を検出した。 

GLK1 の BPG4 プロモーター領域への結合を解析するための実験においては、第⼀章と
同様に⾏った。GST-GLK1を 19 µLの結合バッファー [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM KCl, 

10 mM EDTA, 2.5% glycerol, 1 mM DTT, 0.05 µg/µl poly(dI-dC)] 中で、氷上で 5分間インキュ
ベートした。さらに、1 µLの FAM標識 30mer ⼆本鎖 DNA (5pmol) を加えて、氷上で 30分
間インキュベートした。反応液を 1x TAEバッファーで 1％アガロースゲルを⽤いて電気泳
動により分離した。 

使⽤した DNA配列を補⾜表 2-5に⽰す。 
 

Reverse Transcription–PCR (RT–qPCR) 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) を⽤いて total RNAを抽出し、抽出した RNAを鋳
型に SuperScript Ⅲ First-Strand Synthesis System (Thermo Fisher) を⽤いて cDNA合成を⾏っ
た。合成した cDNAを鋳型に Home Taqを⽤いて PCRを⾏い 2% アガロースゲルに PCR産
物を電気泳動した。各遺伝⼦の特異的プライマー配列を補⾜表 2-6に⽰す。 

 

RT–qPCR 
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を⽤いて total RNA を抽出し、抽出した RNA を鋳型に
PrimeScript RT reagent kit (Takara) を⽤いて cDNAを合成した。RT-qPCR は、TB Green Premix 

Extaq Ⅱ (Takara) を⽤いて、Thermal Cycler Dice (Takara) を⽤いて⾏った。各遺伝⼦の特異
的プライマー配列を補⾜表 2-7に⽰す。 
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プロトプラストにおける⼀過性ルシフェラーゼアッセイ 
BGH2 (2.5 kb)、BGH3 (0.9 kb) のプロモーター領域の DNA断⽚を増幅し、In-Fusion HDクロ
ーニングシステム (Takara) を⽤いて光⽥信孝博⼠より⼊⼿したpGLHNew_RLHベクターに
クローニングした。GUN4のプロモーター領域をクローニングしたベクターは第⼀章で作成
したものを⽤いた。BPG4 プロモーター領域の G-box (CACGTG) 配列を変異させたベクタ
ーは、第⼀章で作成したものを⽤いた。BGH2 プロモーター領域の G-box (CACGTG) 配列
を変異させたベクター、BPG4プロモーター領域の GBS配列を変異させたベクター、BPG4

プロモーター領域の⻑さを変化させた植物体は、第⼀章と同様に PrimeSTAR Max (Takara) 

を⽤いた Inverse PCR により作成した。HY5、PIF4 および BGH2 の全⻑ CDS を pENTR/D-

TOPOベクター (Invitrogen) にクローニングし、Gateway法により光⽥信孝博⼠から⼊⼿し
たバイナリーゲートウェイ発現ベクターpDEST-35SHSP にクローニングした。35S:GLK1 エ
フェクターは、第⼀章で作成したものを⽤いた。使⽤したプライマー配列を補⾜表 2-8に⽰
す。 

プロトプラストの精製、ベクターのプロトプラストへの導⼊、LUC及び RENの検出は、
第⼀章と同様に実施した。 

 

統計処理 
全ての図の作成と統計解析は R環境で実⾏した。3つ以上のサンプルにおける多重⽐較にお
いては、⼀元配置分散分析 (one-way ANOVA) を⾏ったのちに Tukey-Kramer の検定を⽤い
た。2群間⽐較においては、F検定を⾏った後に両側Welchの t検定または両側 Studentの t

検定を⾏った。サンプルサイズの計算は⾏わず、予備データと先⾏研究に基づいて設定した。
分析から除外したデータはない。植物材料は、植物プールから無作為に選択した。 

 

Accession number 
この章で研究したシロイヌナズナ遺伝⼦の配列データは、The Arabidopsis Information 

Resource (www.arabidopsis.org) に以下のアクセッション番号で⽰されている : 

BPG4/RPGE2/PEL1 (AT3G55240)、 BGH1/RPGE3/PEL3 (AT3G28990)、 BGH2/RPGE1/PEL2 

(AT5G02580)、BGH3/RPGE4/PEL4 (AT1G10657)、eIF4a (AT3G13920)、HEMA1 (AT1G58290)、
GUN4 (AT3G59440)、CHLH (AT5G13630)、HEMG1 (AT4G01690)、DVR/BPG1 (AT5G18660)、
HY5 (AT5G11260)、GLK1 (AT2G20570)、GLK2 (AT5G44190)、PIF1 (AT2G20180)、PIF3 

(AT1G09530) および PIF4 (AT2G43010)。この章で研究したトマト遺伝⼦及びイネ遺伝⼦の
配列データは、Phytozome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) に以下のアクセッション番
号で⽰されている: SlBPG4A (Solyc04g010285.1.1)、SlBPG4B (Solyc05g054750.3.1)、SlBPG4C 

(Solyc09g005730.4.1) 、 SlBPG4D (Solyc10g084600.2.1) 、 SlBPG4E (Solyc05g005230.3.1) 、
SlExpressed (Solyc07g025390)、OsBPG4A (LOC_Os05g38680)、OsBPG4B (LOC_Os01g62060)、
OsBPG4C (LOC_Os03g17200) および Os18SrRNA (LOC_Os09g00999)。  

http://www.arabidopsis.org/
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補⾜表 2-1. 形質転換体の作出に使⽤したプライマー配列 

 
 

補⾜表 2-2. ゲノム編集による遺伝⼦⽋損植物体の作出に使⽤したプライマー配列 

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC
BGH3-CDS-GW-F1 CACCATGTGTACTCATGCTGATGAAT
BGH3-CDS-GW-R1 TTATATCCTTTTCGCAAACCTC
BPG4-promoter-F1 CACCCCGGTATACTATACGTATATGATTATCTCTAAGCCAAA
BPG4-first-exon-R1 CATGTGAATGTAAGAAGCAGAAGAAGAATCTGC
BGH2-promoter-F1 CACCGGTGGTCCCTAAAAATGTTCGAGAA
BGH2-first-exon-R1 AGCTTGCGAGCTATTATGATCACCCATA
BGH3-promoter-F1 CACCGTGTCGGTCAATTAAATCTGAGAGA
BGH3-first-exon-R1 AGAATGTGGTTGGCAATGGAGACAA
pGFP-HSP-entry-inverse-R1 AGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC
pGFP-HSP-entry-inverse-F2 GTCGACGAGCTCATATGAAGATGAAGATGAAATATTTGG
10xMyc-pHSP-IF-F1 GGTGGCGGCCGCTCAGCGGGTTAATTAACGGTGAA
10xMyc-pHSP-IF-R1 TATGAGCTCGTCGACTCAAACAGCGCTACCGTTCAAGT
p10xMyc-HSP-entry-inverse-F1 CGGCCGCTCAGCGGGTTAATTAACGGTGAA
GLK1pro-IF-pMyc-HSP-F1 GGTGGCGGCCGCTCCTTTTACGAAAGTTGCACTTCATTTTTAAT
GLK1genome-IF-pMyc-HSP-R1 CCCGCTGAGCGGCCGGGCACAAGACGCGGTCGGAGGAA
GLK2pro-IF-pMyc-HSP-F1 GGTGGCGGCCGCTCTTTGAAGTGCCTAGAACACTAGTCTTCTTCTTT
GLK2genome-IF-pMyc-HSP-R1 CCCGCTGAGCGGCCGAGGAAGAGGAGGAACATTAGAAACTCC

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-genotyping-F1 CCATCACGCTAGATCCTATC
BPG4-genotyping-R1 GTGCAGCACATGATAGAGAAA
BGH2-genotyping-F1 GACCATTCGTCAACATACATAA
BGH2-genotyping-R1 AGGACCTATGGATGAAAAATGA
BGH3-genotyping-F1 CTGCGTATGTATATGCATGTG
BGH3-genotyping-R1 GCACACTTGCAAAGCCTAATA
pROK2-LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
GLK1-2bgs2 AACTGCAGGTTACTGATCCGATTGTTCTT
GLK1-Spm5 CGGGATCCGACACTCTTTAATTAACTGACACTC
GLK1-Promoter-genotyping-F1 CTCAATAGGCGGGCCTTATCTAG
GLK1-genotyping-R1 GATAAGATCTCAGGGTCGATCTCC
GLK2-Spm1 CCTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG
GLK2-genotyping-F1 CGACGGAAGACTTGCCGGACTT
GLK2-genotyping-R1 GTGTAACTCCGGCGTCCAATCC
pif1-1-WT-F1 GGCGGCGCGTATAATCGGAA
pif1-1-WT-R1 CCGTTTCTGTTACCAAATCCGCGA
pCSA110-LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
pif3-7-WT-F1 AGAAGCAATTTGGTCACCATGCTC
pif3-7-WT-R1 TGCATACAAATAGTCGATCGTATG
pif3-7-del-F1 GGTGTGTATGTGAGAAGGTACATCCATCG
pif3-7-del-R1 AAGCTTAGCTTTGGTGAGCCTGAAAAGCTC
Supplementary Table S4: Primers list for RT-PCR

Primer name Sequence (5' - 3')
RT-ACT2-F1 GTGAAGGCTGGATTTGCAGGA
RT-ACT2-R1 AACCACCGATCCAGACACTGT
RT-BGH1-F1 GGTTGTAGCAAAATATATAATAGA
RT-BGH1-R1 CCTTTTTCATAAGCTTCTGCT
RT-BGH2-F1 CCATCATCATATCTCTCTCTA
RT-BGH2-R1 CCCCAAAGGTGAATTATTCATT
RT-BGH3-F1 GAGCGAAGATCAAAGGATAAG
RT-BGH3-R1 GGGAACCTTATGACATCAAAAG
RT-BPG4-F1 ATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
RT-BPG4-R1 GTCGTCGGATTCTTTAGATGA

Supplementary Table S3: Primers list for generation of mutants

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH1-gRNA1-F TCCCGCTGTATACATTCATC
BGH1-gRNA2-F TTCCTCTTTGCTCATGTTAA
BGH2-gRNA1-F GCAAGCTTCTTACATCCATT
BGH2-gRNA2-F AGAATGTATAGTATTCAACA
BGH3-gRNA1-F TGTAAGAATGTGGTTGGCAA
BGH3-gRNA2-F ACCACATTCTTACATTCGCA
BGH1-gRNAcheck-F GACCATTCGTCAACATACATAA
BGH1-gRNAcheck-R AGGACCTATGGATGAAAAATGA
BGH2-gRNAcheck-F GGGTCTTGTAGCGTTTTATATA
BGH2-gRNAcheck-R CGTCGGATCATACATATACAC
BGH3-gRNAcheck-F CTGCGTATGTATATGCATGTG
BGH3-gRNAcheck-R GCACACTTGCAAAGCCTAATA
BPG4-gRNAcheck-F ACGATCGAACATCGCGATC
BPG4-gRNAcheck-R TCAGCCAATTATGATCAATCTC
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補⾜表 2-3. 変異体の遺伝型決定に使⽤したプライマー配列 

 

 

補⾜表 2-4. Y2H 解析・BiFC 解析に⽤いたプライマー配列 

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC
BGH3-CDS-GW-F1 CACCATGTGTACTCATGCTGATGAAT
BGH3-CDS-GW-R1 TTATATCCTTTTCGCAAACCTC
BPG4-promoter-F1 CACCCCGGTATACTATACGTATATGATTATCTCTAAGCCAAA
BPG4-first-exon-R1 CATGTGAATGTAAGAAGCAGAAGAAGAATCTGC
BGH2-promoter-F1 CACCGGTGGTCCCTAAAAATGTTCGAGAA
BGH2-first-exon-R1 AGCTTGCGAGCTATTATGATCACCCATA
BGH3-promoter-F1 CACCGTGTCGGTCAATTAAATCTGAGAGA
BGH3-first-exon-R1 AGAATGTGGTTGGCAATGGAGACAA
pGFP-HSP-entry-inverse-R1 AGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC
pGFP-HSP-entry-inverse-F2 GTCGACGAGCTCATATGAAGATGAAGATGAAATATTTGG
10xMyc-pHSP-IF-F1 GGTGGCGGCCGCTCAGCGGGTTAATTAACGGTGAA
10xMyc-pHSP-IF-R1 TATGAGCTCGTCGACTCAAACAGCGCTACCGTTCAAGT
p10xMyc-HSP-entry-inverse-F1 CGGCCGCTCAGCGGGTTAATTAACGGTGAA
GLK1pro-IF-pMyc-HSP-F1 GGTGGCGGCCGCTCCTTTTACGAAAGTTGCACTTCATTTTTAAT
GLK1genome-IF-pMyc-HSP-R1 CCCGCTGAGCGGCCGGGCACAAGACGCGGTCGGAGGAA
GLK2pro-IF-pMyc-HSP-F1 GGTGGCGGCCGCTCTTTGAAGTGCCTAGAACACTAGTCTTCTTCTTT
GLK2genome-IF-pMyc-HSP-R1 CCCGCTGAGCGGCCGAGGAAGAGGAGGAACATTAGAAACTCC

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-genotyping-F1 CCATCACGCTAGATCCTATC
BPG4-genotyping-R1 GTGCAGCACATGATAGAGAAA
BGH2-genotyping-F1 GACCATTCGTCAACATACATAA
BGH2-genotyping-R1 AGGACCTATGGATGAAAAATGA
BGH3-genotyping-F1 CTGCGTATGTATATGCATGTG
BGH3-genotyping-R1 GCACACTTGCAAAGCCTAATA
pROK2-LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
GLK1-2bgs2 AACTGCAGGTTACTGATCCGATTGTTCTT
GLK1-Spm5 CGGGATCCGACACTCTTTAATTAACTGACACTC
GLK1-Promoter-genotyping-F1 CTCAATAGGCGGGCCTTATCTAG
GLK1-genotyping-R1 GATAAGATCTCAGGGTCGATCTCC
GLK2-Spm1 CCTATTTCAGTAAGAGTGTGGGGTTTTGG
GLK2-genotyping-F1 CGACGGAAGACTTGCCGGACTT
GLK2-genotyping-R1 GTGTAACTCCGGCGTCCAATCC
pif1-1-WT-F1 GGCGGCGCGTATAATCGGAA
pif1-1-WT-R1 CCGTTTCTGTTACCAAATCCGCGA
pCSA110-LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
pif3-7-WT-F1 AGAAGCAATTTGGTCACCATGCTC
pif3-7-WT-R1 TGCATACAAATAGTCGATCGTATG
pif3-7-del-F1 GGTGTGTATGTGAGAAGGTACATCCATCG
pif3-7-del-R1 AAGCTTAGCTTTGGTGAGCCTGAAAAGCTC

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-promoter-G-box_1_-F GGGGCCATGGATCACGTGGAGGATGCGTGA
BPG4-promoter-G-box_1_-R TCACGCATCCTCCACGTGATCCATGGCCCC
BPG4-promoter-G-box_2_-F TGATCAATCTCCCACGTGGGGCTTCTGGCC
BPG4-promoter-G-box_2_-R GGCCAGAAGCCCCACGTGGGAGATTGATCA
BPG4-G-box_1_mutation_-F GGGGCCATGGATAAAAAAGAGGATGCGTGA
BPG4-G-box_1_mutation_-R TCACGCATCCTCTTTTTTATCCATGGCCCC
BPG4-G-box_2_mutation_-F TGATCAATCTCCAAAAAAGGGCTTCTGGCC
BPG4-G-box_2_mutation_-R GGCCAGAAGCCCTTTTTTGGAGATTGATCA
BGH2-promoter-G-box_1_-F TGGGTCCTACTTCACGTGATAAACGACCCA
BGH2-promoter-G-box_1_-R TGGGTCGTTTATCACGTGAAGTAGGACCCA
BGH2-promoter-G-box_2_-F TAAGCATATGCCCACGTGGGATAATGGGCC
BGH2-promoter-G-box_2_-R GGCCCATTATCCCACGTGGGCATATGCTTA
BGH2-G-box_1_mutation_-F TGGGTCCTACTTAAAAAAATAAACGACCCA
BGH2-G-box_1_mutation_-R TGGGTCGTTTATTTTTTTAAGTAGGACCCA
BGH2-G-box_2_mutation_-F TAAGCATATGCCAAAAAAGGATAATGGGCC
BGH2-G-box_2_mutation_-R GGCCCATTATCCTTTTTTGGCATATGCTTA
BPG4pro-GBS-1-F1 ACAAATAGGTATAGATTTAATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-R1 CTTCTAGAAATTAAATCTATACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-2-F1 GAGTGATTTTACAAATCTCCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-R1 AAGGATTAGAGGAGATTTGTAAAATCACTC
BPG4pro-GBS-1-SpComp-F1 ACAAATAGGTATAGATTTAATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-SpComp-R1 CTTCTAGAAATTAAATCTATACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-1-MuComp-F1 ACAAATAGGTAGGGGGGGGATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-MuComp-R1 CTTCTAGAAATCCCCCCCCTACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-2-SpComp-F1 GAGTGATTTTACAAATCTCCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-SpComp-R1 AAGGATTAGAGGAGATTTGTAAAATCACTC
BPG4pro-GBS-2-MuComp-F1 GAGTGATTTTAGGGGGGGGCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-MuComp-R1 AAGGATTAGAGCCCCCCCCTAAAATCACTC
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補⾜表 2-5. EMSA に⽤いた DNA 配列 

 

 

補⾜表 2-6. RT–PCR に⽤いたプライマー配列 

 

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC

Primer name Sequence (5' - 3')
BPG4-promoter-G-box_1_-F GGGGCCATGGATCACGTGGAGGATGCGTGA
BPG4-promoter-G-box_1_-R TCACGCATCCTCCACGTGATCCATGGCCCC
BPG4-promoter-G-box_2_-F TGATCAATCTCCCACGTGGGGCTTCTGGCC
BPG4-promoter-G-box_2_-R GGCCAGAAGCCCCACGTGGGAGATTGATCA
BPG4-G-box_1_mutation_-F GGGGCCATGGATAAAAAAGAGGATGCGTGA
BPG4-G-box_1_mutation_-R TCACGCATCCTCTTTTTTATCCATGGCCCC
BPG4-G-box_2_mutation_-F TGATCAATCTCCAAAAAAGGGCTTCTGGCC
BPG4-G-box_2_mutation_-R GGCCAGAAGCCCTTTTTTGGAGATTGATCA
BGH2-promoter-G-box_1_-F TGGGTCCTACTTCACGTGATAAACGACCCA
BGH2-promoter-G-box_1_-R TGGGTCGTTTATCACGTGAAGTAGGACCCA
BGH2-promoter-G-box_2_-F TAAGCATATGCCCACGTGGGATAATGGGCC
BGH2-promoter-G-box_2_-R GGCCCATTATCCCACGTGGGCATATGCTTA
BGH2-G-box_1_mutation_-F TGGGTCCTACTTAAAAAAATAAACGACCCA
BGH2-G-box_1_mutation_-R TGGGTCGTTTATTTTTTTAAGTAGGACCCA
BGH2-G-box_2_mutation_-F TAAGCATATGCCAAAAAAGGATAATGGGCC
BGH2-G-box_2_mutation_-R GGCCCATTATCCTTTTTTGGCATATGCTTA
BPG4pro-GBS-1-F1 ACAAATAGGTATAGATTTAATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-R1 CTTCTAGAAATTAAATCTATACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-2-F1 GAGTGATTTTACAAATCTCCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-R1 AAGGATTAGAGGAGATTTGTAAAATCACTC
BPG4pro-GBS-1-SpComp-F1 ACAAATAGGTATAGATTTAATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-SpComp-R1 CTTCTAGAAATTAAATCTATACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-1-MuComp-F1 ACAAATAGGTAGGGGGGGGATTTCTAGAAG
BPG4pro-GBS-1-MuComp-R1 CTTCTAGAAATCCCCCCCCTACCTATTTGT
BPG4pro-GBS-2-SpComp-F1 GAGTGATTTTACAAATCTCCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-SpComp-R1 AAGGATTAGAGGAGATTTGTAAAATCACTC
BPG4pro-GBS-2-MuComp-F1 GAGTGATTTTAGGGGGGGGCTCTAATCCTT
BPG4pro-GBS-2-MuComp-R1 AAGGATTAGAGCCCCCCCCTAAAATCACTC

Supplementary Table S4: Primers list for RT-PCR

Primer name Sequence (5' - 3')
RT-ACT2-F1 GTGAAGGCTGGATTTGCAGGA
RT-ACT2-R1 AACCACCGATCCAGACACTGT
RT-BGH1-F1 GGTTGTAGCAAAATATATAATAGA
RT-BGH1-R1 CCTTTTTCATAAGCTTCTGCT
RT-BGH2-F1 CCATCATCATATCTCTCTCTA
RT-BGH2-R1 CCCCAAAGGTGAATTATTCATT
RT-BGH3-F1 GAGCGAAGATCAAAGGATAAG
RT-BGH3-R1 GGGAACCTTATGACATCAAAAG
RT-BPG4-F1 ATGGCAGATTCTTCTTCTGCT
RT-BPG4-R1 GTCGTCGGATTCTTTAGATGA

Supplementary Table S3: Primers list for generation of mutants

Primer name Sequence (5' - 3')
BGH1-gRNA1-F TCCCGCTGTATACATTCATC
BGH1-gRNA2-F TTCCTCTTTGCTCATGTTAA
BGH2-gRNA1-F GCAAGCTTCTTACATCCATT
BGH2-gRNA2-F AGAATGTATAGTATTCAACA
BGH3-gRNA1-F TGTAAGAATGTGGTTGGCAA
BGH3-gRNA2-F ACCACATTCTTACATTCGCA
BGH1-gRNAcheck-F GACCATTCGTCAACATACATAA
BGH1-gRNAcheck-R AGGACCTATGGATGAAAAATGA
BGH2-gRNAcheck-F GGGTCTTGTAGCGTTTTATATA
BGH2-gRNAcheck-R CGTCGGATCATACATATACAC
BGH3-gRNAcheck-F CTGCGTATGTATATGCATGTG
BGH3-gRNAcheck-R GCACACTTGCAAAGCCTAATA
BPG4-gRNAcheck-F ACGATCGAACATCGCGATC
BPG4-gRNAcheck-R TCAGCCAATTATGATCAATCTC
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補⾜表 2-7. RT–qPCR に⽤いたプライマー配列 

 

Gene Primer name Seqenece(5' - 3')

eIF4a qRT-eIF4a-F1 TGACCACACAGTCTCTGCAA
qRT-eIF4a-R1 ACCAGGGAGACTTGTTGGAC 

BPG4 qRT-BPG4-F1 GGAATTCTTCAAGGCGTATGA
qRT-BPG4-R1 CAGTCGTCGGATTCTTTAGATG

BGH2 qRT-BGH2-F1 GGAAAGAGCTAGCGAAAGAG
qRT-BGH2-R1 GAAAGCAAATCACGGATTCT

BGH3 qRT-BGH3-F1 ACATTCTTACATTCGCATGC
qRT-BGH3-R1 GGTGGTCTAACGCCTTGAC

HEMA1 qRT-HEMA1-F1 GTGAGCTCTCTGCTTCTTCTGATTCTG
qRT-HEMA1-R1 CTGCTTCTTTCCTTTGTATATCGATCAGCT

GUN4 qRT-GUN4-F1 GAAACCGCGACCATATTCGAC
qRT-GUN4-R1 CGGCTTCTCCGGATATCTGAA

CHLH qRT-CHLH-F1 TGGTAGAGAGACAGAAGCTCGAAA
qRT-CHLH-R1 CCAAAGAACCTGCCCAAGAG

HEMG1 qRT-HEMG1-F1 TGCCTCCAACACGATCCTT
qRT-HEMG1-R1 CGGCGGAGGTATTAGTCGTC

DVR qRT-DVR-F1 CGCTTGTAAACCGATCAGCG
qRT-DVR-R1 AATGGCGTTAATGCCTTGCC

SlBPG4A qRT-SlBPG4A-F1 AGGCACTATCCAAGCATGCAA
qRT-SlBPG4A-R1 AGCACTTGTCTCTTCCTCTGTCA

SlBPG4B qRT-SlBPG4B-F1 GGGGGATTGCCCTGCTTCTT
qRT-SlBPG4B-R1 TGCATGCTTAGAAAGTGCCTCT

SlBGH2A qRT-SlGH2A-F1 TCCAAGGAAAAACAATAGCGGCA
qRT-SlGH2A-R1 TCACCCGTGAAACCTGAATTTGA

SlBGH2B qRT-SlBGH2B-F1 ACATCCACTTGGTGCATCGCT
qRT-SlBGH2B-r1 GGAAAGTGCTTCCATGCATTCCT

SlBGH3 qRT-SlBGH3-F1 CGAGAGGTGCTTAGTGGTTGGG
qRT-SlBGH3-R1 TACGAGTGGGCGGATTCTGG

SlExpressed qRT-SlExpressed-F1 AACGTGCTGCAACTCCCACA
qRT-SlExpressed-R1 CCGGCGCCAACTTTCAACTG

OsBPG4A qRT-OsBPG4A-F1 GGCGCCATGGGAGACTCATC
qRT-OsBPG4A-R1 CTCCAGCTCCTTCCATACTGTGG

OsBPG4B qRT-OsBPG4B-F1 CCACCGTGTGGAAGGAGCTT
qRT-OsBPG4B-R1 ACTGCTCTTGCTCTCCGCTG

OsBGH2 qRT-OsBGH2-F1 TGACGTTCGGGATGAGCATGG
qRT-OsBGH2-R1 CCTTCCATACTGTGGAGGTGACG

Os18SrRNA qRT-Os18SrRNA-F1 CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA
qRT-Os18SrRNA-R1 ACACTTCACCGGACCATTCAA
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補⾜表 2-8. プロトプラストにおける⼀過性ルシフェラーゼアッセイに⽤いたプライマー配
列 

  

Primer name Sequence (5' - 3')
pGLHNew_RLH-In-Fusion-F1 GAGCTCGGCGCGCCTTAATTAA
pGLHNew_RLH-In-Fusion-R1 GGGAATTCGTACCGGCCAGTTA
BGH2-In-fusion-pGLHNew_RLH_F1 CCGGTACGAATTCCCggagtgttttcttcggaatttaattgatt

BGH2-In-fusion-pGLHNew_RLH_R1 AGGCGCGCCGAGCTCaaatacttattaaagagtagtttgtgttata
cg

BGH3-In-fusion-pGLHNew_RLH_F1 CCGGTACGAATTCCCgatattcatcggggtttggcactc
BGH3-In-fusion-pGLHNew_RLH_R1 AGGCGCGCCGAGCTCtttcctctcttcttccttatcctttgatct
BGH2pro-G-box-1-mutation-F1 tacttAAAAAAataaacgacccaaccgccacgta
BGH2pro-G-box-1-mutation-R1 ttatTTTTTTaagtaggacccacactacgtagtta
BGH2pro-G-box-2-mutation-F1 atgccAAAAAAggataatgggccctatcacgag
BGH2pro-G-box-2-mutation-R1 atccTTTTTTggcatatgcttatgattggctgag
BPG4pro_1200bp-TA-F1 AATTCCCagaggtttactaatgtatatggattatctca
BPG4pro_1200bp-TA-R1 aaacctctGGGAATTCGTACCGGCCAGTTAGGC
BPG4pro_TSS-TA-F1 AATTCCCccttaacataagtgttaagacttatgattata
BPG4pro_TSS-TA-R1 tgttaaggGGGAATTCGTACCGGCCAGTTAGG
BPG4pro-GBS-New-1-Mu-F1 ggtaGGGGGGGGatttctagaagattatggaaattaaaacacg
BPG4pro-GBS-New-1-Mu-R1 aaatCCCCCCCCtacctatttgttaatgttttaacttatataagaaa
BPG4pro-GBS-New-2-Mu-F1 tttaGGGGGGGGctctaatcctttctcagccaattatgatca
BPG4pro-GBS-New-2-Mu-R1 agagCCCCCCCCtaaaatcactctttctctcttctccctt
BGH2-CDS-GW-F1 CACCATGGGTGATCATAATAGCTCG
BGH2-CDS-GW-R1 TTAGATTGTAGTTCGTGAAAGC
BGH3-CDS-GW-F1 CACCATGTGTACTCATGCTGATGAAT
BGH3-CDS-GW-R1 TTATATCCTTTTCGCAAACCTC
HY5-CDS-GW-F1 CACCATGCAGGAACAAGCGACTAG
HY5-CDS-GW-R1 TCAAAGGCTTGCATCAGCATT
PIF4-CDS-GW-F1 CACCATGGAACACCAAGGTTGGAG
PIF4-CDS-GW-R1 CTAGTGGTCCAAACGAGAAC
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総合考察 
本研究は、当研究室の先⾏研究により、Brzを⽤いた bpg変異体スクリーニングにより単離
した BPG4-FOXから同定されていた新規葉緑体制御因⼦ BPG4とその相同性因⼦ BGH2の
機能解析を⾏った。第⼀章では、BPG4による葉緑体発達制御機構、BRシグナルによる BPG4

発現制御機構、および植物成⻑における BPG4 の⽣理学的意義の解明を試みた。BPG4 は、
光環境で⽣育した光合成組織で特異的に機能し、BRシグナル伝達によって発現が制御され
ていた。BPG4は、葉緑体発達のマスター転写因⼦ GLKsの転写活性化能を低下させること
により内⽣クロロフィル含量を低下させ、葉緑体発達を抑制する機能を持つことが明らか
となった。さらに、BPG4による GLKsを介した葉緑体発達抑制が、強光条件下における ROS

発⽣および光阻害の抑⽌に寄与していることを明らかにした。BPG4 は、近年 RPGE2 及び
PEL1 としても同定され、GLKs を介した葉緑体発達制御が報告されているが (Han et al., 

2023; Kim et al., 2023)、BPG4によるGLK抑制の⽣理学的意義については報告されていない。
本研究により、植物が BRと光のシグナル伝達の下流で、BPG4を介して葉緑体の恒常性を
維持し、ROS の発⽣を回避しながら効率的に光合成を⾏う分⼦機構に関して新たな知⾒が
得られた (図 3-1)。 

本研究の第⼆章では、第⼀章で同定した BPG4 の相同性因⼦ BGH1/2/3 の解析を⾏い、
BPG4ファミリーの機能冗⻑性、機能的差異について解析した。特に、明所誘導型の BPG4

とは対照的に暗所で特異的に機能することが明らかとなった BGH2 について詳細な分⼦機
能及び⽣理学的意義の解析を⾏った。BGH2 は、GLK を介して暗所でのクロロフィル前駆
体の過剰蓄積を抑制することにより、脱⻩化時の 1O2発⽣及び細胞死を抑制し、健全な⼦葉
の緑化を促進する機能を持つことが明らかとなった。また、BGH2 の mRNA 発現は暗所で
PIF転写因⼦によって活性化されること、BPG4の mRNA発現は明所で GLK転写因⼦によ
ってフィードバック的に活性化されることが明らかとなった。BGH2は暗所における PIFに
よるクロロフィル⽣合成遺伝⼦の転写制御に寄与することにより、クロロフィル代謝およ
びエチオプラストの恒常性の維持に寄与し、脱⻩化時に光酸化ストレスを回避して健全な⼦
葉の緑化を促進する働きをすると考察された。BGH2 は、近年 RPGE1 及び PEL2 としても
同定され、避陰応答時の PhANGs 発現抑制において重要な役割を果たすことが報告されて
いるが (Han et al., 2023; Kim et al., 2023)、暗所および脱⻩化時の BGH2による GLK抑制の
⽣理学的意義については報告されていなかった。本研究により、BPG4ファミリーが明所と
暗所の双⽅において、GLK の過剰な活性化を抑制することにより、クロロフィル⽣合成お
よび葉緑体/⾊素体発達の恒常性維持を⾏う分⼦機構に関して新たな知⾒が得られた (図 3-

1)。 

本研究の第⼀章および第⼆章により、BPG4ファミリーは GLK転写因⼦の転写活性化能
を抑制するという共通したタンパク質機能を有することが明らかとなった。BPG4は GLK1

の GCT-boxと相互作⽤することより GLK1の DNA結合能を低減し、GLK1の転写活性化能
を抑制した。⼀⽅、タンパク質機能の保存性とは対照的に、BPG4と BGH2で光環境におけ
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る発現様式が正反対であり、この対称性が BPG4 と BGH2 の⾊素体制御における⽣理学的
役割の差異を⽣んでいると考察された。そこで、第⼀章で明らかとなった BRシグナルによ
る BPG4発現制御機構と当研究室の未発表データであるBRシグナルによる BGH2発現制御
機構に関する知⾒を交えながら、BPG4ファミリーの発現制御機構および機能発現機構の作
業仮説を議論する (図 3-1)。 

第⼆章では、光シグナル伝達のマスター転写因⼦である PIFsが BPG4および BGH2のプ
ロモーター領域の G-box に結合し、その発現を活性化することを RT–qPCR、EMSA、プロ
トプラストを⽤いた⼀過性 LUC レポーターアッセイで明らかにした (図 2-11‒図 2-12)。さ
らに、GLK1 が BPG4 プロモーターの GBS に結合し、その発現を活性化することを解明し
た (図 2-15‒図 2-18)。しかし、明所および暗所における BPG4および BGH2発現の制御機構
は完全には解明できていないため、第⼀章および第⼆章における結果と先⾏研究における
報告を統合することにより、以下の 4 つの条件  (I–IV) で明所および暗所における
BPG4/BGH2発現制御機構の作業仮説について考察する (図 3-1)。 

(I) 暗所における PIFs による制御: 暗所で安定化した PIFsは BGH2発現を直接活性化する 

(図 2-11–12)。PIFsは暗所で⽣育した⻩化芽⽣えにおける Pchlide蓄積を抑制し、脱⻩化時の
正常な⼦葉の緑化を促進することが知られており (Chen et al., 2013)、BGH2は PIFsの下流
で脱⻩化時の正常な⼦葉の緑化を促進していると考えられた (図 3-1 A, C)。先⾏研究におけ
るChIP-seqの結果では、PIFsは暗所で⽣育した⻩化芽⽣えにおいて、BGH2だけでなくBPG4

のプロモーター領域にも結合することが⽰唆されている (Kim et al., 2016)。しかし、図 2-11 

Aに⽰される通り、BPG4発現は明所でのみ PIFsによって発現が制御されると考えられる。 
(II) 明所における PIFs による制御: PIFsは通常、暗所で機能すると考えられており (Leivar 

and Monte, 2014)、明所では pifQにおけるBGH2発現の低下は認められなかった (図 2-11 A)。
⼀⽅、先⾏研究により、PIFs は明所においても補因⼦と共に遺伝⼦発現を活性化する機能
を持つことが報告されている (Leivar and Monte, 2014)。したがって、明所において PIFsが
未知の他の因⼦と協調的に BPG4発現を活性化している可能性が考察される (図 3-1 E)。 

(III) 暗所における GLKs による制御: 暗所において BPG4発現は GLK1-OXで増加しなかっ
た⼀⽅ (図 2-14 A)、他の GLK標的遺伝⼦ (HEMA1、GUN4、CHLH) の発現は、暗所におい
ても GLK1-OXで増加した (図 2-10 C)。BGH2発現は GLK1-OXで増加したが、glk1glk2では
低下しなかった (図 2-15 A)。この結果より、異所的に GLKを強制発現すると暗所で BGH2

発現を活性化する可能性が考察された⼀⽅、内在性 GLKは BGH2発現に顕著な影響を及ぼ
さないことが⽰唆された (図 3-1 A)。 

(IV) 明所における GLKs による制御: GLKsの発現、タンパク質安定性、および転写活性化
能は明所で増加する (Martín et al., 2016; Zhang et al., 2021)。GLKsは明所で BPG4発現を直
接活性化し、このメカニズムは第⼆章で考察したように GLKの転写活性化能の恒常性を維
持するフィードバック機構として機能すると考えられる (図 3-1 E–F)。先⾏研究に ChIP-seq

により、GLK1/2は明所においても BGH2プロモーター領域に結合することが⽰唆されてい
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るが (図 2-16)、明所では BGH2発現が GLK1-OXで増加しないことから、BGH2発現は明所
では GLKによって制御されていないと考察された (図 2-15 A、図 3-1 D)。 

以上を総括すると、PIFs は暗所で BGH2 発現を活性化し (図 3-1 A)、PIFs および GLKs

は明所で BPG4発現を活性化すると考えられる (図 3-1 E)。しかし、PIFsまたは GLKsがプ
ロモーター領域に結合している場合も遺伝⼦発現の活性化が⽣じない場合があることから、
PIFs および GLKs による BPG4/BGH2 発現の活性化を抑制する上位の制御機構が存在する
可能性が考察される (図 3-1 B, D)。例えば、近年の先⾏研究において、BGH2 (AT5G02580) 

の H3K9 アセチル化が、光シグナル伝達経路の下流で PIFs によって制御されることが⽰さ
れている (González-Grandío et al., 2022)。したがって、ゲノムのクロマチン修飾状態の制御
が、BPG4 および BGH2 の光依存的な転写制御を調節する分⼦機構の候補として考えられ
る。今後の解析により、明所および暗所で BPG4 および BGH2 発現が制御される分⼦機構
のさらなる解明が期待される。 

上記の光シグナルによる発現制御に加えて、BPG4ファミリーは BRシグナルによっても
発現が制御される。以下の (V–VI) において明所および暗所における BR シグナルによる
BPG4/BGH2発現制御機構の作業仮説について考察する (図 3-1)。 

(V) 明所における BR シグナルによる制御: 本研究の第⼀章において、BPG4 発現は明所条
件下で BR シグナルによって抑制されることが明らかとなった (図 3-1 G)。BR シグナル伝
達のマスター転写因⼦ BES1 が BPG4 プロモーター領域中の G-box 配列に直接結合するこ
とにより BPG4 発現が抑制される (図 3-1 G)。この BES1 は PIF4 とヘテロ複合体を形成す
ることにより、協調的または拮抗的に下流の遺伝⼦発現を制御することが報告されている
こと (Martínez et al., 2018)、BES1が結合する G-box配列は PIFが結合する G-box配列と同
じものであることから (図 1-12、図 2-12)、BPG4プロモーター上で BES1と PIF4が拮抗的
に機能することにより BPG4発現がBRと光のシグナルの下流で統合的に制御される可能性
が考察された。 

(VI) 暗所における BR シグナルによる制御: 当研究室の明間⽒の研究により、BGH2発現は
暗所条件下で BRシグナルによって促進されることが明らかとなっている (図 3-1 H) (明間, 

2024)。BRシグナル伝達のマスター転写因⼦ BIL1/BZR1が BGH2プロモーター領域中の G-

box配列に直接結合することにより BGH2発現が抑制される (図 3-1 H)。この BIL1/BZR1は
PIF4 とヘテロ複合体を形成することにより、協調的または拮抗的に下流の遺伝⼦発現を制
御することが報告されている (Sun et al., 2010; Oh et al., 2012)。また、BIL1/BZR1が結合する
G-box配列は PIFが結合する G-box配列と同じものであることから (図 2-12)、BGH2プロモ
ーター上で BIL1/BZR1と PIF4が協調的に機能することにより BGH2発現が BRと光のシグ
ナルの下流で統合的に制御される可能性が考察された。 

上記の考察により、BPG4と BGH2発現は光シグナルだけではなく、BRシグナルによっ
ても正反対に制御されている可能性が考察された。また、興味深いことに、BPG4と BGH2

は 2つの G-box配列を有するという類似したプロモーター領域を持つに関わらず、BPG4は



 137 

BES1と PIFによって拮抗的に制御され、BGH2は BIL1/BZR1と PIFによって協調的に制御
される可能性が考察された。しかしながら、現段階では、BPG4と BGH2の正反対な発現制
御機構の根底に潜む謎を解き明かすことは難しい状況である。今後、double DAP-seq や
double ChIP-seq などの転写因⼦複合体による遺伝⼦発現制御やヒストンの修飾状態などの
エピジェネティックな制御に関する解析により、BRシグナルと光シグナルによる BPG4フ
ァミリーの発現制御機構、および BPG4 ファミリーを介した葉緑体/⾊素体制御機構がさら
に詳細に解明されることが期待される。 

 

 

図 3-1. BPG4 ファミリーを介した BR と光のシグナル伝達による葉緑体/⾊素体制御機構の
作業仮説 
暗所で⽣育した⻩化芽⽣えでは、安定化した PIFが BGH2発現を活性化する (A)。この際、
BGH2 発現の活性化には BR シグナルの下流で BIL1/BZR1 が協調的に機能する可能性が考
えられる (H)。BGH2は GLK活性を阻害し、光合成関連核遺伝⼦ (PhANGs) が適度に発現
し、適切な Pchlide 含量が保たれるため、エチオプラストの恒常性が維持される (C)。明所
においては、BPG4 発現は PIF によって活性化される (E)。この際、BR シグナルの下流で
BES1がPIFによるBPG4発現の活性化と拮抗的に機能する可能性が考えられる (G)。また、
GLK転写因⼦は⾃らの抑制因⼦である BPG4の mRNA発現を活性化することにより (E)、
フィードバック制御として⾃らの過剰な活性化を防いでいる (F)。BPG4 は適切なクロロフ
ィル量を維持し、葉緑体の恒常性を維持している (F)。暗所での BPG4発現抑制機構 (B) や
明所での BGH2 発現抑制機構 (D) の解明、BR と光による複合的な BPG4/BGH2 発現制御 

(G–H)にはさらなる解析が必要である。  
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最後に、植物が明所誘導型の BPG4 サブグループと暗所誘導型の BGH2 サブグループの
両⽅を持つ意義が何か？という疑問について議論したい。すなわち、明所と暗所の双⽅で恒
常的に機能する単⼀の遺伝⼦として存在するのではなく、明所誘導型と暗所誘導型に分か
れて存在する意義は何だろうか？この意義について、以下の 3つの仮説を考察した。 

(I) 光環境依存的な精密な PhANGs 発現制御: 明所誘導型と暗所誘導型の⼆つのサブグルー
プが存在する意義を解き明かす⼿がかりとして、暗所で⽣育した⻩化芽⽣えに光照射した
際の BPG4活性化と BGH2抑制のタイムラグに着⽬した。暗所では、BGH2発現が活性化さ
れており、クロロフィル前駆体の過剰蓄積を抑制している。光照射されると数時間以内に
BGH2発現は急速に減少する⼀⽅、BPG4発現の活性化はこの時点では起こっておらず BPG4

発現は低いままである。したがって、BPG4と BGH2の発現は両⽅とも低い状態となってお
り、PhANGs発現のブレーキが完全に解除されるため、クロロフィル⽣合成が⾮常に活性化
され、急速な⼦葉の緑化が起こる (図 3-2)。脱⻩化の後期 (光照射から 12‒24時間後) では、
PhANGsの活性化に遅れて BPG4発現が活性化され、BPG4が PhANGs発現の抑制を開始す
るため、クロロフィル⽣合成の活性化速度が低下し葉緑体の発達しすぎが抑制されるため葉
緑体恒常性が維持されると考えられる (図 3-2)。したがって、PhANGs発現のブレーキであ
る BPG4 と BGH2 の総量は、エチオプラストの恒常性を維持するために暗所で⾼度に蓄積
し、クロロフィルの⽣合成と葉緑体発達を急激に促進するために光照射直後に⼀旦減少し、
葉緑体の恒常性を維持するために脱⻩化後期に再び増加するのではないかと考察した (図
3-2)。第⼀章においても、PhANGs の発現が光照射後に速やかに上昇し、BPG4 発現の活性
化の開始とともに発現活性化がピークアウトすることを考察している。明所と暗所の両⽅
で恒常的に発現が活性化するような単⼀の遺伝⼦では、このような複雑な発現制御を実⾏
するのが困難な可能性があり、植物が明所誘導型 (BPG4) と暗所誘導型 (BGH2) の 2つの
サブグループを持つ意義の⼀つが光環境依存的な精密な PhANGs 発現制御を実⾏するため
ではないかと考察された。 

(II) 陸上植物の進化に伴うクロロフィル⽣合成制御の変化: 明所誘導型と暗所誘導型の⼆
つのサブグループが存在する意義を解く鍵が、陸上植物におけるクロロフィル⽣合成系の進
化に関係しているのではないかと考察した。クロロフィルの中間代謝物の多くは有害な
ROSを⽣み出す光増感剤であるため、ROSによる障害を回避するためにクロロフィルの⽣
合成は厳密に制御されている (⽥中 et al., 2004)。クロロフィル⽣合成経路は緑藻から陸上
植物に⾄るまで進化的によく保存されている (Sousa et al., 2013)。⼀⽅、Pchlideのクロロフ
ィリドへの還元を触媒する POR 酵素は、光⾮依存性プロトクロロフィリド還元酵素 

(DPOR) と光依存性プロトクロロフィリド酸化還元酵素 (LPOR) の 2種類が存在しており、
進化的な保存性が種ごとに異なることが知られている (Vedalankar and Tripathy, 2019)。DPOR

は緑藻、コケ植物、⼩葉植物、裸⼦植物に存在する⼀⽅、被⼦植物には存在が認められない
ことが報告されている (Sousa et al., 2013; Vedalankar and Tripathy, 2019)。DPOR遺伝⼦の完
全な消失は被⼦植物の進化の初期に起こったと考えられており、DPORを持たない被⼦植物
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は暗所で Pchlide を還元してクロロフィルを⽣合成する能⼒を持たない (Vedalankar and 

Tripathy, 2019)。したがって、DPOR を持たず暗所でクロロフィルを⽣合成できない被⼦植
物のみが暗所で ROS の発⽣源となる Pchlide の過剰蓄積を回避するような機構を有する可
能性が考えられる。BPG4ファミリーは、ストレプト藻類から裸⼦植物まではサブグループ
を持たず、基部被⼦植物であるアンボレラでは BPG4サブグループと BGH3サブグループの
みを有し、それ以降の被⼦植物においては BPG4、BGH2、BGH3の 3つのサブグループを有
する (図 3-3)。ゼニゴケにおける GLKオルソログ (MpGLK) の先⾏研究では、MpBPG4は
AtBPG4 と同様に GLK によって活性化される可能性が⽰唆されており (Frangedakis et al., 

2024)、祖先型であるMpBPG4は明所誘導型である可能性が考察される。すなわち、BPG4フ
ァミリーは元々明所誘導型として GLK転写因⼦と共に誕⽣し、暗所誘導型 BGH2サブグル
ープは被⼦植物から誕⽣した可能性が考えられる (図 3-3)。すなわち、DPORの消失により
暗所における過剰な Pchlide蓄積を抑制する必要性が⽣じた被⼦植物にのみ BGH2が存在し
ていると推測された。したがって、BPG4ファミリーが明所誘導型と暗所誘導型の⼆つのサ
ブグループ分岐した理由の仮説の⼀つとして、陸上植物のクロロフィル⽣合成系の進化に伴
っ暗所の Pchlide 制御の必要性が⾼まり、⾃然選択の結果として暗所誘導型サブグループが
誕⽣したのではないかと考察された (図 3-3)。 

(III) BPG4 と BGH2 のタンパク質機能の差異 : BPG4 ファミリーのアミノ酸配列は
A_thal_3526ドメインにおいては⾮常に⾼度に保存されており、BPG4ファミリーと GLK転
写因⼦の相互作⽤は種間で保存されていると考えられる。実際に、先⾏研究においてシャジ
クモ (Chara braunii) 及びゼニゴケ (Marchantia polymorpha) における BPG4 オルソログ 

(CbBPG4、MpBPG4) は CbGLK及びMpGLKと相互作⽤することが報告されている (Kim et 

al., 2023)。⼀⽅、BPG4の C末端には真正双⼦葉植物の BPG4サブグループのみにしか保存
されていない領域が存在する (図 3-4)。この領域は先⾏研究によりアントシアニン⽣合成制
御と関連した機能を持つ可能性やGLK以外の転写因⼦と相互作⽤する可能性が指摘されて
いる (Han et al., 2023)。すなわち、BPG4サブグループと BGH2サブグループは、GLK転写
因⼦の制御に関しては機能的に類似している⼀⽅、その他の⽣理機能に関しては共通してい
ない可能性が考えられる。したがって、BPG4ファミリーが明所誘導型と暗所誘導型の⼆つ
のサブグループを有する意義の仮説の⼀つとして、GLK制御以外の機能について、BPG4は
明所でのみ BGH2 は暗所でのみ機能することにより、それぞれの因⼦が光環境特異的な機
能を発揮することが考えられる。 

上述したように、BPG4ファミリーが恒常的に機能する⼀分⼦種ではなく、明所誘導型と
暗所誘導型のサブグループに分かれて機能する意義として、(I) 光環境依存的な精密な
PhANGs 発現制御、(II) 陸上植物の進化に伴うクロロフィル⽣合成制御の変化、(III) BPG4

と BGH2のタンパク質レベルの機能的差異、が考察された。しかしながら、上記の仮説を⽀
持する科学的根拠は不⾜しており、BPG4ファミリーの機能冗⻑性、機能的差異の解明には
プロモーターを⼊れ替えた相補株の作成などさらなる解析が必要になると考えられる。今後
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の解析により、BPG4ファミリーのサブグループ間の役割分担とその意義についてさらなる
解明が期待される。 

葉緑体の発達制御機構は、光シグナル伝達の解明を起点に COP1や DET1などの E3リガ
ーゼや GLK、PIF、MYBSなどの転写因⼦が関与することが明らかとなってきた (Cackett et 

al., 2022; Frangedakis et al., 2024)。⼀⽅、COP1、DET1、PIFなど暗所で機能する葉緑体発達
の抑制因⼦は報告例が多くあるが、明所で機能する抑制因⼦は報告例が乏しい (Cackett et 

al., 2022)。本研究は明所で機能する新規葉緑体制御因⼦ BPG4の機能を明らかにしたもので
あり、今後イネなどの有⽤作物における BPG4オルソログのゲノム編集により、明所におけ
る GLKの転写活性化能、葉緑体の発達、光合成活性を改変した新植物を作出し、植物の収
量や栄養素を向上させられる可能性が期待される。また、暗所誘導型 BPG4相同性因⼦とし
て同定された BGH2 は根や鞘などの⾮光合成器官で⾼発現することが明らかとなった。
BPG4ファミリーは、クロロフィルだけではなくカロテノイドやアントシアニンなどのクロ
ロフィル以外の⾊素の⽣合成に関与することが明らかとなっている (Han et al., 2023; Wang 

et al., 2024)。DcBGH2/RPGE1がニンジンの栽培化 (カロテノイド⾼蓄積化) の原因遺伝⼦ Y

であることから (Wang et al., 2024)、今後果実などの有⽤作物における BGH2オルソログの
ゲノム編集により、果実などにおける栄養素を向上した品種を作出できる可能性が期待され
る。今後、BPG4ファミリーのさらなる解析により、様々な⾊素の⽣合成を操り葉緑体を含
む⾊素体の分化・発達を⾃在に制御できるようになることが期待される。BPG4ファミリー
による葉緑体/⾊素体制御により、収量や栄養価が向上した新植物を作出できるようになり、
地球温暖化や⾷料不⾜などの地球的問題の解決につながることを期待したい。  
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図 3-2. BPG4 と BGH2 による光環境依存的な精密な PhANGs 発現制御の作業仮説 
BGH2 発現は、暗所で⽣育した⻩化芽⽣えにおいて PhANGs 発現を抑制するために活性化
している。光照射に応じた迅速な BGH2 発現抑制により PhANGs 発現が光照射と共に急激
に活性化すると考えられる。BPG4 発現は PhANGs 発現の活性化より遅れて光照射から 9–

12 時間経過したのちに活性化する。PhANGs 発現の活性化に BPG4 発現の開始とともに抑
制 (ブレーキ) がかかり、活性化が穏やかになり発現がピークアウトすると考えられる。
mRNA レベルで BPG4 と BGH2 の総和を考慮すると、光照射前に⾼度に発現し、脱⻩化初
期は双⽅ともに低発現状態となり、脱⻩化後期に再び⾼度に発現しているように考えられ
る。PhANGs 発現の活性化は概ね BPG4 と BGH2 の総和と相関しているように考えられ、
BPG4 と BGH2 の⼆分⼦種が脱⻩化時の精密な PhANGs 発現制御に寄与している可能性が
⽰唆される。  
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図 3-3. LPOR、DPOR、GLK、BPG4 の進化 
クロロフィル⽣合成経路は緑藻から陸上植物に⾄るまで⾼度に保存されている。⼀⽅、POR

については、LPORは被⼦植物でも保存されているのに対して、DPORは緑藻からラシ植物
までにしか保存されていない。BPG4 ファミリーと GLK ファミリーはストレプト藻類にお
いてほぼ同時に誕⽣したと考えられる。DPORを失い暗所でクロロフィルを⽣合成できなく
なった被⼦植物において BPG4ファミリーは BPG4サブグループと BGH2サブグループに分
岐した可能性が考えられる。 

 
図 3-4. 真正双⼦葉植物における BPG4 サブグループ及び BGH2 サブグループのアミノ酸
配列⽐較 
(A) 真正双⼦葉植物における BPG4サブグループ (A) 及び BGH2サブグループ (B) のアミ
ノ酸配列⽐較。略称は図 1-2と同様に⽰す。使⽤したアミノ酸配列の Accession numberにつ
いては補⾜表 1-1に⽰す。⾚塗りと⾚字のアミノ酸残基は、⽐較された植物種間で完全に保
存されたアミノ酸残基と⾼度に保存された性質の類似したアミノ酸残基をそれぞれ⽰す。⻘
枠は、⾚塗りと⾚字のアミノ酸残基から構成される⾼度に保存された配列を⽰す。  
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