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葉緑体には、独自のゲノムDNAとその遺伝子発現系が存在している。我々は葉緑体分化や環境応答に際した光合
成遺伝子の転写制御機構の解明を目指しており、本稿では筆者らが最近確立したクロマチン免疫沈降（ChIP）法
を用いて行った研究の一例について紹介する。分化後期に発現が誘導されるシグマ因子SIG1に着目し、ChIP法
を用いて通常条件と強光ストレス条件下における標的プロモーターへの結合変化を調べた結果、両条件でのSIG1
の発現挙動と相関が見られなかったことから、SIG1の翻訳（後）制御やストレス応答シグマ因子SIG5との役割
分担の可能性が示唆された。

1.  はじめに
　葉緑体は、原始シアノバクテリアの細胞内共生によ
り誕生したと考えられている。従って、葉緑体には、
共生に由来する独自のゲノムDNAとその転写翻訳シス
テムが残されている。光合成機能に関わる遺伝子はシ
アノバクテリアから継承され、その多くは今なお葉緑
体ゲノム上に残されている。一方で、植物の長い進化を
経て、シアノバクテリア由来の多くの遺伝情報は葉緑
体ゲノムから消失したか、核ゲノムに移行した。その結
果、現在の植物では、光合成などの葉緑体機能に必要
な遺伝子群は、核ゲノムと葉緑体ゲノムに分かれて存在
している。そのため、発達や環境変化に応じて、両ゲノ
ム上の遺伝子の発現を協調させることが、植物の生存
戦略において特に重要であると考えられる1)。
　両ゲノムにおける遺伝子発現の協調には、核と葉緑
体間の双方向のシグナル伝達が重要な役割を果たす。
現在までに、核からのシグナル（アンテログレード
（順方向の）シグナル）による葉緑体遺伝子の発現調
節に関する知見が蓄積しているが、葉緑体からのシグ
ナル（レトログレード（逆方向の）シグナル）による
核遺伝子の発現制御についても、最近になって非常に
注目されている2)。我々は、葉緑体分化や環境応答に
際した遺伝子発現の協調メカニズム、中でも光合成遺
伝子の転写制御に関わる核と葉緑体間の情報伝達機構
の解明を目指して研究を行っている。

　本研究では、核コードのシグマ因子による葉緑体遺
伝子の転写制御の理解に向けて、筆者らが最近確立し
たクロマチン免疫沈降（ChIP）法をベースとした解析
を行ったので、その概要について紹介する。

2.  葉緑体シグマ因子SIG1の発現量変化
　葉緑体には、遺伝子の転写に関わるR N Aポリメ
ラーゼが2種類存在しており、それぞれNEP（Nuclear-

encoded plastid RNA polymerase）、PEP（Plastid-

encoded plastid RNA polymerase）と呼ばれる。これら
のうち、光合成遺伝子の転写には、主にPEPが関わる
とされている。PEPは、シアノバクテリア由来の複数
のサブユニットからなる酵素であり、転写伸長を司る
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図1  シロイヌナズナの葉緑体シグマ因子



コアサブユニットの遺伝子群は葉緑体ゲノムにコード
されている。一方で、プロモーター配列の認識と転写
の開始に必要なシグマ因子は、核ゲノムにコードされ
ており複数種存在している。すなわち、植物の発達段
階や環境条件に応じて、複数のシグマ因子を選択的に
発現させることで、核による葉緑体遺伝子群の特異的
な転写制御を可能にしていると言える。シロイヌナズ
ナには6種類のシグマ因子が存在し3)、それぞれのシグ
マ因子の欠損株等を用いたこれまでの解析を通じて、
個々の機能が徐々に明らかにされつつある（図 1）
が、その全体像の理解には至っていない。中でも、シ
ロイヌナズナにおけるSIG1の機能についてはこれまで
あまり明らかにされていなかった。
　本研究では、S I G 1のタンパク質レベルでの挙動を
明らかにするため、イムノブロット解析を行った。ま
ず、発達段階に伴ったSIG1の蓄積量の変化を調べたと
ころ、播種後1週目、2週目ではほとんど発現が見られ
なかったのに対して、3週目、4週目と週
を追うごとにS I G 1の蓄積が見られた
（図2）。このことから、SIG1は発達
段階の後期で機能するシグマ因子であ
り、葉緑体分化・発達の初期過程にお
いて光合成装置の構築に関わるとされ
るSIG24,5)やSIG66)との機能分担の可能
性が示唆された。
　続いて、様々なストレス条件下にお
けるS I G 1の蓄積量の変化を調べた。
強光・低温・高温・塩ストレスを付与

した植物体におけるS I G 1の発現を調べた結
果、強光ストレスによりわずかに増加した一
方で、低温・高温・塩ストレス下では蓄積量
が減少する傾向が見られた（図2）。転写レ
ベルではこれらのストレスに応答しないこと
が示されている7 )ことから、各種ストレス条
件におけるSIG1の発現は、主に翻訳（後）の
段階で調節される可能性が示唆された。

3. SIG1による葉緑体遺伝子の発現制御
　従来の葉緑体転写制御の研究は、目的因
子の欠損株などを用いた分子遺伝学的手
法、あるいはin  vitro転写やゲルシフト法を利
用した生化学的手法を中心に進められてき
た。しかしながら、生化学的手法では一般

にin  vivoの生理条件下における役割を説明することは
できない。また、分子遺伝学的手法では遺伝子欠損に
よる間接的な影響が同時に観察されるため、目的とす
る制御因子の直接的・特異的な制御を理解することが
困難である。さらに、必須遺伝子であれば欠損させる
ことはできず、また重複機能を持つパラログが存在す
る場合は機能相補により欠損の影響が見えなかったり
と、解析が困難なケースも実際に多く見られた。その
ため、従来のアプローチのみでは葉緑体遺伝子の転写
制御系の全体像の理解に到達することは困難であると
考えられた。以上の問題点を解決する技術として、近
年この分野の研究で盛んに利用されているクロマチン
免疫沈降（ChIP）法が挙げられる。ChIP法は、転写
因子をはじめとしたD N A結合タンパク質のターゲッ
トへの結合状態をin  vivoでリアルタイムにモニターす
ることのできる画期的な解析手法であり（図3）、生
物種を問わず転写制御研究の最有力なツールの一つと
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図2  様々な発達段階・ストレス条件下におけるSIG1の発現解析
(A) 通常条件 （22℃、連続光） で生育させて 1 ～ 4 週目のシロイヌナズナ
（Col-0）におけるSIG1タンパク質の蓄積量の変化。
(B) 播種後4週目の植物体に強光（1200 µmol photons m-2 s-1、1時間）・低温
（4℃、2時間）・高温（30℃、2時間）・塩（250 mM NaCl、2時間）スト
レスを与えた際のSIG1タンパク質の蓄積量の変化。

図3  クロマチン免疫沈降法の概略



して広く利用されている。しかし、シロイヌナズナの
葉緑体研究にC h I P法を導入した事例はこれまで報告
されていなかった。そこで本研究では、葉緑体遺伝子
の転写制御機構についてさらに理解を深めるため、酵
母における実験系8)をモデルに葉緑体のChIP解析系を
構築し、シグマ因子S I G 1とそのターゲット遺伝子の
関係を調べることで実験系の評価を行った。
　SIG1の蓄積が見られる4週目の植物体をホルムアル
デヒドによって固定し、DNA-タンパク質複合体を抽
出し、SIG1が結合しているターゲットDNAの量を定
量PCRによって測定した。その結果、イネでSIG1の標
的として報告されているpsaABプロモーターなど9)への
特異的な結合が確認されたことに加えて、clpPなどこ
れまで情報のない新たなプロモーターへの結合も検出
することができた（図4）。さらに、強光ストレスを
与えた植物体から回収したサンプルを用いて同様の実
験を行ったところ、S I G 1の標的プロモーターへの結
合は強光ストレスに依存して一様に弱まる傾向が見ら
れた（図4）。上述のイムノブロット解析において、
S I G 1の蓄積量は強光ストレスにより減少しないこと
が示されている。このことから、強光ストレス下にお
いてS I G 1は分解されるのではなく一過的にプロモー
ターから離れて、ストレスから解放された際に迅速に

元の転写を行うため待機していると
予想された。ストレス条件下では別
のシグマ因子であるS I G 5が機能する
ことが見出されており7)、環境変化に
よるS I G 1との役割分担やシグマ因子
の使い分けについても、今後のC h I P

法を用いた解析を通じてさらに明ら
かにできるものと期待される。

4. 今後の展望
　本研究では、葉緑体遺伝子の転写
制御システムを解明する上での有力
ツールとしてのChIP法に基づいた解析
系を立ち上げ、S I G 1のターゲットプ
ロモーターへの結合と、ストレスの
有無によるパターンの変化を示すこ
とができた10)。ChIP法は、in vivoにお
ける転写調節因子の役割を知る上で
重要な手がかりとなるものであり、
他の解析手法と組み合わせること

で、葉緑体の遺伝子発現制御機構の詳細とその生理的
意義についてさらに理解が深まるものと期待される。
筆者の研究グループでは、光合成生物における遺伝子
発現制御系の普遍性と特異性、さらにそのシステムの
進化に興味を持って研究を進めており、本稿で紹介し
たシロイヌナズナの葉緑体研究に加え、シアノバクテ
リアにおける強光ストレス応答や概日時計に依存した
転写制御についても、C h I P法を用いた解析を通じて
その実体に迫ることに成功している11,12)。最近は、単
細胞紅藻Cyanidioschyzon merolae（シゾン）の葉緑体
転写制御系の研究にもC h I P法の導入を試みており、
新たな展開が見えつつある。C h I P法の利用により i n 

vivoでの遺伝子発現の動態を捉えることで、光合成生
物に特有の転写制御システムの全体像を明らかにして
いきたいと考えている。
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図4  SIG1のターゲットプロモーターへのin vivoにおける結合変化
様々な葉緑体遺伝子のプロモーター領域へのSIG1タンパク質の結合レベルを、
（A）通常生育条件（22℃、連続光）、（B）強光ストレス条件（1200 µmol 
photons m-2 s-1、1時間）のそれぞれについてChIP-qPCR解析によって調べた。
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