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光防御関連遺伝子 ELIP2プロモーターから同定された強光、低温、UV-B
ストレス応答を統合する転写制御配列§	 
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強光、低温、及び UV-Bストレスは光阻害や ROS生成を伴うという点で共通しており、光合成と非常
に関係の深い環境ストレスである。筆者らは光防御関連遺伝子であるシロイヌナズナ ELIP2 が強光、
低温、及び UV-B に顕著に転写応答を行うことに注目し、そのプロモーター解析を行った。解析スキ
ームとしては、１）マイクロアレイデータをもとにした転写制御配列の予測、２）予測に基づく合成

プロモーターの作成とその機能検証、の二段階で行った。得られた結果から、予測された３つの転写

制御配列すべてが機能を持つこと、そのうち２つの組み合わせがストレス応答に必要かつ十分である

ことを明らかにした。また、機能解析及びプロモーター配列と発現応答のゲノムワイドな相関解析の

結果から、同定されたエレメントの一つ（エレメント B、GGCCACGCCA）には強光、低温及び UV-B
の３種類のシグナルを統合する働きがあるということが強く示唆された。 
 

1. はじめに  
	 §動物とは異なり植物は不適な環境下にあっても逃

げだすことができない。そのため、植物は多様な環境

ストレスに対する高度な環境適応能力を発達させて

おり、動物の生存戦略との大きな違いとなっている。

植物の環境適応の分子メカニズムの中心は環境スト

レスに対する転写応答にあり、多様な環境ストレスに

対して応答する複雑な転写ネットワークにより支え

られている。植物が持つ高度な環境適応能力を理解す

るためには、この転写ネットワークの解明が必須であ

る。 

	 通常一つのネイティブプロモーターには複数の転

写制御配列が含まれており、その組み合わせにより遺

伝子ごとの転写プロファイルが規定されていると考

えられる。植物プロモーターに含まれる転写制御配列

の同定のための、プロモーターデリーションによるラ

フマッピングからミューテーションスキャニングを

用いたファインマッピングへという手法はよく整備
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されている。しかしこの解析手順に従うと転写制御配

列の同定までに長い期間を要すること、ひとつのプロ

モーターからすべての転写制御配列を同定すること

が目的ではないためネイティブプロモーターの全体

の構造理解にはなかなか繋がらないこと、の二点の問

題があった。 

	 一方、バイオインフォマティクスを用いて転写制御

配列を予測する試みが行われており、マイクロアレイ

データをもとに予測する手法としては Gibbs sampling

や MEME といった、共通の制御を受けるプロモータ

ー群からコンセンサス配列を抽出する方法が確立さ

れている。しかしながら、これらの方法には低い検出

感度および高い偽陽性頻度という問題があり、実用的

な要求水準には達しないものであった 1)。我々は配列

の出現頻度比較による転写制御配列の予測法を新た

に開発し 2)、それを用いてシロイヌナズナ ELIP2の転

写制御配列予測を行い、その結果をもとにして合成プ

ロモーターを用いたプロモーター機能解析を行う、と

いう解析スキームを確立した。本報告に紹介する内容

は主に文献 3)に公表されている。 
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2. 強光、低温、UV-Bストレスと光合成  
	 日中の直射日光は植物の光飽和点の１０倍程度の

光量に達することがあり、過剰な光合成電子伝達鎖の

駆動により光合成装置や葉緑体、植物組織にダメージ

を与える可能性がある。植物の光ストレスによる症状

としては、光阻害、電子伝達鎖の過剰駆動による還元

力の過剰供給、電子伝達鎖からの電子の漏出に伴う活

性酸素種（ROS）の生成が挙げられる。また、低温ス

トレス時の症状としては凍結／乾燥による細胞や組

織へのダメージが も深刻ではあるが、それ以外にも

光阻害、カルビン酵素群の活性低下に伴う還元力の過

剰供給、ROSの生成がある。強光、低温ストレス時に

は光合成電子伝達鎖の抑制がストレス緩和に役立つ

と考えられる。また、UV-B ストレス時における も

深刻な症状は DNA損傷であるが、光阻害及び ROS生

成も知られている 4)。従って３種の環境ストレスには

光合成に与える影響としてある程度の類似性が存在

する。 

 

3. 環境ストレスによる ELIP2の発現誘導  
	 ELIP(Early Light Inducible Protein)はエンドウの緑化

初期に発現する遺伝子として発見された 5)。カロテノ

イド及びクロロフィル結合性のチラコイド膜タンパ

ク質をコードする遺伝子であり 6)、アミノ酸配列の相

同性からLHCスーパーファミリーに分類される（図 1）。

具体的な機能は不明であるが、光ストレス下における

ストレス緩和を行う光防御因子であると考えられて

いる 7,8) 。 

	 シロイヌナズナ ELIP2は強光ストレス及び UV-Bス

トレスにより発現活性化されることが知られていた

 

図 1. シロイヌナズナ LHC スーパー
ファミリー  
シロイヌナズナLHCスーパーファミリ
ーに属する全長タンパク質の近隣接合

法による系統樹（左）とタンパク質の

構造を示すイラスト（右）。左のパネル

において各タンパク質の右側にある色

のついた丸印は左のパネルの色に対応

する。右のパネルに示した白もしくは

色付けされた長方形はαへリックスか

らなるチラコイド膜貫通領域。白色で

表したヘリックスはLHCスーパーファ
ミリー全体において保存性が高いが、

色付けされたヘリックスはそれぞれの

グループごとに配列の違いが見られる
9,10)。 

 
 
図 2. プロモーター上の転写制御配列の予測  
（A）Ａ、B、Cの３つのエレメントが予測された。それ
ぞれの出現位置及び塩基配列を示した。TATA は TATA
ボックス、数字は転写開始点（TSS）からの距離（bp）
を示す。（B）合成プロモーターの模式図。それぞれのエ
レメントは３回繰り返しとして合成オリゴ DNA を用い
て作成され、図 下段のベクターへ挿入された。 
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が、公開されているマイクロアレイデータを解析した

結果、低温ストレスに対しても活性化が見られること

を見いだした。上でも述べたとおり３つのストレスに

共通する特徴として活性酸素種（ROS）の生成が挙げ

られるが、シロイヌナズナ ELIP2 は ROS のひとつで

ある過酸化水素には応答しないこと 11)から、これらの

環境ストレスに対する ELIP2の活性化は過酸化水素で

はない ROS、もしくは全く別の機構により行われるも

のと想像される。これまでに、ELIP2 の強光ストレス

応答が DCMU 処理により抑制されることからストレ

ス認識にプラストキノンの還元状態が必須であるこ

とが示唆されている 12)。これらの知見から、ELIP2の

転写活性化は光合成に密接に関わる複数の環境スト

レスに対して応答していると捉えることができる。

我々は、強光、低温、UV-B を含む複数の環境ストレ

スに対する光防御応答の理解を目的として ELIP2プロ

モーターの解析を行った。 

 

4. ELIP2プロモーターに含まれる転写制御配
列予測と合成プロモーターの作成  
	 ELIP2転写開始点上流 1000塩基について、連続した

８塩基配列のシロイヌナズナ全遺伝子中での出現頻

度とストレス応答性遺伝子群中での出現頻度を比較

することで転写制御配列を予測した（図 2A）。図 2A

の各横線は転写開始点から上流 1000 塩基までのプロ

モーター配列をそれぞれ示しており、青丸はストレス

応答性遺伝子群中での出現頻度が相対的に高い配列

を、濃青丸はストレス応答性遺伝子群中での出現頻度

が相対的に高くかつ統計的に有意な配列の位置を示

している。この予測結果から３つの転写制御配列候補

としてエレメント A,B及び Cを決定した。 

	 予測されたエレメントの機能検証をするために、ホ

タルルシフェラ―ゼ遺伝子の上流に予測されたエレ

メントとカリフラワーモザイクウイルス 35Sコアプロ

モーターをつないだ人工合成プロモーターを作成し

た。エレメント A,B及び Cを単独または組み合わせで

持つ合計 10系統を作成した（図 2B）。 

 

5. 合成プロモーターを用いた機能検証  
	 図 2B のように作成した人工合成プロモーターとル

シフェラ―ゼ遺伝子を導入した形質転換シロイヌナ

ズナの芽生えのルシフェラ―ゼ活性を測定すること

で各エレメントの機能を検証した。ルシフェラーゼ活

性の in vivo計測は図 3Aに示したような自動発光測定

機を用いて行った。 

	 UV-B応答についてはエレメント Bと Aを組み合わ

せた合成プロモーター（B+A）で ELIP2ネイティブプ

ロモーターと同程度の応答が確認された。一方で Aま

たはBの単独のエレメントを含む合成プロモーターは

応答を示さなかった（図 3B）。強光、低温応答に関し

 

図 3. 合成プロモーター系統の UV-B応
答  
（A）使用した自動発光測定器。左は３cm
φシャーレ、右は 24穴プレートを用いる。
光増倍管により発光測定する。（B）22 ℃、
6 W・m-2で１週間栽培した植物にルシフ

ェリンを添加し、UV-Bを 6 W・m-2で 15
分間照射した後の植物体の in vivoルシフ
ェラ―ゼ活性を測定した。UV-B照射前の
ルシフェラ―ゼ活性を１とした相対値を

示す。 
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ても UV-B応答と同様に、B+Aでのみネイティブプロ

モーターと同様の発現プロファイルが確認された（表

１）。これらの結果から、UV-B、強光、低温の３つの

環境ストレス応答にはエレメントBもしくはAの単独

では応答を示すには不十分であり、両者の組み合わせ

が必要であることが明らかになった。 

	 さらに、B+A の順番を逆にする（A+B）、もしくは

裏返した（(B+A)comp）ところ、UV-B 応答は影響を

受けず、同等の応答性を示すことも明らかとなった

（表 1）。 

	 マイクロアレイデータ及びプロモーター配列情報

をもとに、シロイヌナズナの全遺伝子におけるプロモ

ーター中のエレメント A、B の有無とストレス応答と

の相関を解析した。その結果、エレメント Bをプロモ

ーター中に持つ遺伝子群では、エレメント Aをプロモ

ーター中に持つ遺伝子群やシロイヌナズナ全遺伝子

群と比較して強光、低温、UV-B の環境ストレス応答

性の遺伝子の割合が高いことが明らかになった（図 4）。

エレメントBを持つ遺伝子のなかにはストレス応答性

を持つものと持たないものが混在しているが、大まか

に言うと３つのストレスすべてに応答性を示さない

もの、３つのストレスすべてに正の応答性をもつもの、

３つのストレスすべてに負の応答性をもつもの、のグ

ループに分かれる傾向があることがわかった。従って、

エレメントBをプロモーターに持つ遺伝子群において

は、強光、低温、UV-B というキューも認識機構も異

なる３つのストレス応答がセットになって現れる、と

いうことになる。これらのことからエレメント Bはこ

れら３つの環境ストレス応答を統合する働きを持つ

ということが強く示唆された。３つの環境ストレスシ

グナルの受容はエレメント Bが行っており、その応答

が起こるか起こらないか、正負どちらの応答になるか

は、他の因子（ELIP2 の場合でいえばエレメント A）

との組み合わせにより決定されているのではないか、

と推測している。 

	 エレメント Aについては図 4にあるように、ストレ

ス応答性との相関はエレメント B ほどは高くなく、A

は発現応答の特異性を担うというよりはストレス応

答について補助的な働きをしているものと想像され

る（図 4）。 

	 UV-B に対する転写応答についてはシロイヌナズナ

の UV-B受容体として唯一知られている UVR8に依存

性を示す低光量応答グループとUVR8非依存性高光量

応答グループの２種類が存在することが報告されて

いる 13)。ELIP2の UV-B応答についていえば、uvr8に

おいて応答がほとんどみられなくなることから 14)、

表 1. 合成プロモーター系統の環境ストレス応答性
まとめ  
ネイティブプロモーターと同等の高い応答性を示したも

のは◎、弱いながらも応答のあったものは○、応答のな
いものは×で示した。 

 
 
図 4. エレメント A 、Bと環境ストレス応答性の関係  
シロイヌナズナ全遺伝子群（Global）と、エレメント A、
Bをプロモーター中に持つ遺伝子群(それぞれ 236、71遺
伝子)におけるストレス誘導性遺伝子の割合(％)を示し
た。ストレス誘導性遺伝子はマイクロアレイデータから

各ストレス処理によって２倍以上誘導された遺伝子とし

た。＊はフィッシャーの正確確率検定（Fisher’s exact test）
によりシロイヌナズナ全遺伝子群(Global)と比較して
５％水準で有意差があるものを示す。 
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UV-B受容体としてはUVR8のみで応答の説明はつく。

また、光依存的な胚軸の伸長抑制、葉緑体の発達、と

いった芽生えの光形態形成を促進する働きを持つこ

とが知られている転写因子である HY5が、UV-Bに対

する転写応答も促進することが明らかにされている。

UVR8による HY5の活性化は、転写活性化によるもの
15)とタンパク質の安定化によるもの 16）の二本立てで行

われる。 

我々の実験系（連続白色光下で育てた芽生えに白色

光下で UV-Bをパルス照射しその後の応答を見る）に

おいても hy5変異体で ELIP2の UV-B応答が部分的に

減少することが確認された。また in vitroの DNA-タン

パク質結合実験の結果から、HY5がエレメント Bに配

列特異的な結合を示すことを発見した。エレメント B

は HY5 結合配列として知られている G ボックス

（TGACACGTGGCA, 17））中のコア配列 ACGTを持た

ないため、HY5の結合は想定していなかった。 

以上の結果を合わせると、ELIP2 活性化につながる

UV-B シグナルは UVR8 からのみ生じ、そのシグナル

により HY5が活性化（転写活性化とタンパク質の安定

化）され、HY5が ELIP2プロモーターのエレメント B

に直接結合することで ELIP2の転写活性化を行う、と

いうモデルができる（図 5）。モデルでは HY5 以外に

も UVR8由来の UV-Bシグナルを伝達し、かつエレメ

ント B に結合する未同定の転写因子を仮定しており、

両経路の存在により ELIP2の十全な紫外線応答が実現

されていると考えられる。 

ELIP2 の強光応答については、変異体を用いた解析

から青色光/UV-A受容体のひとつである CRY1が部分

的に関与すること、HY5が部分的に関与することが示

唆されていた 18)。強光応答と光形態形成における青色

光応答とは応答を与える光強度に大きな違いがある

ため、青色光/CRY1/光形態形成についての知見をどこ

まで強光/CRY1/光ストレス応答に適用できるのかは

っきりしないところはあるが、光形態形成の際には

CRY1の光受容によりHY5タンパク質が安定化するこ

と 19)、また、HY5の遺伝子発現は顕著な強光応答を示

さないこと 18)から、CRY1から HY5への強光シグナル

伝達は HY5 タンパク質の蓄積量を増加させることで

行われている、という可能性がある。 

我々の実験系（連続白色弱光で育てた芽生えへの強

光処理）においても ELIP2 の強光応答に対する HY5

の部分的な関与は確認された。また先に述べた HY5

のエレメント Bへの結合と合わせて考えると、強光は

CRY1が認識し HY5へシグナル伝達し、活性化（おそ

らくタンパク質蓄積量の増加）された HY5 が ELIP2

のエレメントBに結合することで ELIP2の転写応答を

誘導する、という UV-Bと似た状況であることが考え

られる。CRY1 以外からも強光シグナルが発せられ、

未同定の転写因子に伝達されるが、これもエレメント

B に結合するものと想像しており、両者が合わさり強

光シグナルに対するフル応答が生じるものと考えて

いる（図 5）。 

低温ストレスに対する ELIP2の応答については、こ

れまで注目されてこなかったということもあり文献

情報に乏しい。その上低温ストレス応答に関与する受

容体がひとつも同定されていないという状況があり、

不明な点が多い。低温ストレス応答を担うマスタース

イッチとして DREB/CBF 転写因子ファミリーが同定

されており、ガラクチノールやプロリンなどの適合溶

質の生合成活性化等、細胞凍結に対する抗ストレス応

答を担っていることが知られている 20)。 

DREB1Aの過剰発現株において ELIP2の発現活性化

は見られない 20)ことから、ELIP2の低温ストレス応答

は DREB1Aが関与しない、未知の低温ストレスシグナ

 
図 5. ELIP2の発現活性化の模式図  
上段に環境ストレスの種類、二段目の楕円は受容体タ

ンパク質（UVR8、CRY1）、三段目の楕円は転写因子タン
パク質（HY5）、 下段には ELIP2プロモーターの模式図
を示した。ELIP2の UV-B応答については受容体が UVR8
であること、強光応答の受容体としては部分的に CRY1
が働いていることが知られている。転写因子 HY5はエレ
メント B と結合し、ELIP2の UV-B 応答及び強光応答の
一部を担う。その他の強光、低温の受容体、及び各スト

レス応答に関わる転写因子については現時点では不明で

あるが、複数の転写因子がエレメント Bを通じて UV-B・
強光・低温ストレスシグナルを伝達していることは明ら

かになった。 

 



光合成研究	 25 (2) 2015 

 89 

ルにより制御されていることが示唆される。また、hy5

変異体において ELIP2の低温誘導が正常に見られたこ

とから、UV-Bや強光応答とは異なり HY5は ELIP2の

低温ストレス応答には関与しないことが明らかにな

った。以上のことから未知の転写因子が低温ストレス

シグナルを受けエレメント Bに結合し、ELIP2の転写

活性化を行うものと考えられた（図 5）。 

 

6. おわりに  
	 同定された ELIP2発現応答に関わる環境ストレスシ

グナル伝達経路では、UV-B ストレスシグナルの認識

は UVR8が、強光ストレスシグナルの認識は部分的に

CRY1 が担っているということになる。簡単に言えば

光環境を光受容体が認識しストレス応答を誘導して

いる、ということになる。これだけを見れば細胞の生

理的な状態についてのインプットが見当たらず、細胞

の状況とストレス応答との間に不都合な乖離が生じ

る可能性がある。この点を植物はどのように解決して

いる（もしくはしていない）のか興味が持たれる。

ELIP2 の強光応答は DCMU 処理により阻害される 12)

が、この知見は図 5 には含まれていない。ELIP2 発現

活性化における DCMU の作用点の同定が葉緑体から

ELIP2 へのフィードバック経路の解明に役立つ可能性

がある。ELIP2 のストレス応答は光受容体からの情報

を受けるエレメント Bだけでは行えず、エレメント A

が必要であるが、エレメント Aがどのような情報を受

け取っているのかという点について、上記の視点から

も興味が持たれる。 

	 本研究ではマイクロアレイデータを用いた in silico

での転写制御配列の推定を行い、それらの機能検証を

合成プロモーターを用いて行った。３つの候補配列に

ついて検証し、３つとも機能配列であることが示され

た。予想された転写制御配列３つの機能検証のために、

今回は１０のコンストラクトを作成したが、必ずしも

これだけの数が必要という訳ではない。また、今回は

1kb 長のネイティブプロモーターに予想エレメントの

破壊系統も同時に作成し、合成プロモーターにより得

られた知見と参照しつつ解析した（未紹介）が、ネイ

ティブプロモーターの構造解明が目的であればこち

らは省略する訳にはいかないかも知れない。いずれに

せよ、予想に基づきワンステップ（それでも２年はか

かるが）で解析を終えることができる点は既存のアプ

ローチと比べると有利である。また、得られた合成プ

ロモーター系統は精密分子マーカーとして以後の生

理解析に利用できる。 

	 植物の環境応答について、受容体から遺伝子発現応

答まで分子のことばで説明できる例がいくつか出て

きている。現在は次のフェーズとして、野外で起こっ

ているストレス応答を理解するために複合ストレス

に対するややこみいった応答の解析や、直接野外での

遺伝子発現解析を細かく定量し環境変数との相関を

とることで理解しようとする、といった試みが行われ

ている。つまり、実験室から野外へ、という流れと、

野外から実験室へという流れである。今後、両者が合

流する地点でカラフルな知見が得られることを期待

したい。 
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