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研究成果の概要（和文）：NACドメイン転写因子ファミリーは植物の成長過程において様々な制御プロセスに関
与することが知られている。本研究では、道管分化マスター因子VND7と結合し、その機能を阻害するVNI2に着目
し、他のNACドメイン転写因子とのタンパク質複合体の生物学的意義について解析を行った。その結果、ATAF2と
結合すること、ATAF2は老化の進行を促進する働きを有すること、さらにVNI2はATAF2と結合することで老化の進
行を抑制する働きを有することを明らかにした。これらの成果は、NACドメイン転写因子は、異なるNACドメイン
転写因子とヘテロ複合体を形成することで、様々な生理現象を制御しうることを示している。

研究成果の概要（英文）：NAC domain transcription factor is known to be involved in various 
biological processes. In this study, to understand the protein complexes of NAC domain transcription
 factors, we focused on VNI2, isolated as an interacting protein with a key regulator of xylem 
vessel differentiation, VND7. We found that ATAF2 forms complex with VNI2, ATAF2 plays roles in 
promotion of senescence, and VNI2 inhibits ATAF2 function, resulting in repressing senescence. These
 findings provide an insight that NAC domain transcription factors are able to play roles in various
 physiological events by forming hetero-dimer complexes with other different NAC domain 
transcription factors.

研究分野： 植物細胞分子生物学

キーワード： NACドメイン転写因子　植物　タンパク質複合体　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の成長は、生育環境を回避することができないので、刻々と変化する環境に柔軟に対応しながら成長するこ
とが求められている。このような柔軟な成長様式は、様々な制御機構が互いに影響を及ぼし合うことで成立する
と考えられる。今回私たちは、NACドメイン転写因子は結合するターゲットが変わることで、異なる制御機構に
関与することを明らかにした。このことは、NACドメイン転写因子は、様々な組み合わせで複合体を形成するこ
とで、より多面的な機能を発揮しうることを示唆している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) NAC ドメイン転写因子は植物特有の転写因子ファミリーの一つであり、植物の成長過程に
関わる様々な分子機構に重要な役割を果たしていることが明らかになりつつある。NAC ドメイ
ン転写因子である VNI2 は、道管分化マスター因子である VND7 と相互作用する因子として同定
された。詳細な解析の結果、VNI2 は VND7 の機能を阻害することで、道管分化を抑制する働き
を有することが明らかとなった（参考文献①）。さらに VNI2 の発現パターンの解析より、道管
形成以外の様々な制御にも関与することが示唆された。そこで、VNI2 と相互作用する因子を探
索した結果、30 もの NAC ドメイン転写因子が同定された。 
 
(2) これまでに阻害剤を用いた解析より、VNI2 タンパク質はプロテアソームによる分解制御を
受けていることが明らかとなっている。また VNI2 タンパク質の C末端領域にはタンパク質分解
の標的配列として知られる PEST モチーフが存在している。実際にこの PEST モチーフを含む C
末端領域を欠失させた VNI2 タンパク質は、安定性が高まり、転写抑制活性も亢進される（参考
文献①）。しかしながら、どのような分子機構で VNI2 タンパク質が分解制御を受けるかは不明
であった。その中で、VNI2 と相互作用する因子の一つとして、ユビキチン E3 ライゲースが単
離された。 
 
２．研究の目的 
(1) VNI2 と相互作用する NAC ドメイン転写因子に着目し、それらの生理機能を明らかにする
と同時に、VNI2 との作用機構を生化学的、および遺伝学的に解析する。それらを通じて、NAC
ドメイン転写因子のヘテロ複合体の役割について明らかにする。 
 
(2) 相互作用因子であるユビキチンE3ライゲースがVNI2のタンパク質分解を制御するかを検
証する。また、VNI2 タンパク質の分制御の生物学的な重要性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、VNI2 との相互作用因子である NAC ドメイン転写因子の過剰発現体、および T-DNA
欠損体を作出し、表現型を解析することで、相互作用因子の機能を明らかにする。特に、相互
作用因子が制御するターゲット遺伝子を同定する。その上で、VNI2 が相互作用因子の転写活性
をどのように制御するか検証する。さらに、VNI2 と相互作用因子との多重変異体を作出し、遺
伝学的な解析を行うことで生理的な役割についても明らかにする。 
 
(2) まず、結合解析によりユビキチン E3ライゲースが結合する VNI2 タンパク質の領域を特定
する。また、ユビキチン E3 ライゲースの機能が低下した変異体を作出し、VNI2 タンパク質の
安定性に影響が生じるか検証する。さらにユビキチン E3 ライゲースの機能が低下した変異体の
表現型を解析することで、VNI2 タンパク質の分解制御の生物学的意義を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) VNI2 との相互作用因子である ATAF2 は、生物学的ストレス応答に関与することが知られ
ていた。これまでに ATAF2 が発現を制御することが報告されているターゲット遺伝子を用いて、
一過的発現解析を行ったところ、発現量を上昇させる遺伝子は見出せなかった。一方、ATAF2
と相同性が高い ATAF1 のターゲット遺伝子である ORE1 のプロモーターに対して、ATAF2 は転写
活性能を有していることが明らかとなった。ORE1 は老化の進行を制御する働きを持つ。そこで、
ATAF2 が老化の制御に関与するか過剰発現体、および変異体を用いて検証したところ、ATAF2
は ORE1 だけでなく様々な転写因子の発現を促すことで老化を促進する働きを有することが明
らかとなった。一方、VNI2 は ATAF2 とは異なり、これまでに老化を抑制する働きを持つことが
報告されていた（参考文献②）そこで、VNI2 と ATAF2 との作用機構を解析したところ、VNI2
は ATAF2 の転写活性能を阻害することが明らかとなった。また、変異体を用いた遺伝学的な解
析より、VNI2 は ATAF2 の老化を促進する働きを抑制する役割を持つことが明らかとなった。こ
れらの結果より VNI2 は、道管分化や老化といった、2つの異なる不可逆的な運命決定機構に対
し、それぞれ抑制する働きをもつことが示された。 
 
(2) VNI2と相互作用するユビキチンE3ライゲースの結合領域の絞り込みを行った。その結果、
このユビキチン E3 ライゲースは、PEST モチーフを含む VNI2 の C 末端領域に結合することが明
らかとなった。また、野生型、およびユビキチン E3 ライゲースの機能を低下させた変異体に
VNI2pro:VNI2-GUS を導入した形質転換体を作出した。その結果、根や茎頂付近において、核に
局在した GUS の染色が、変異体背景の形質転換体でより多く観察された。さらに、このユビキ
チン E3ライゲースの機能を低下させた変異体の子葉を観察したところ、野生型よりも高頻度に
道管の途切れが観察された。この高頻度に道管が途切れる表現型は、vni2 変異体と掛け合わせ
ることで抑圧されたことから、VNI2 依存的であることが確認された。以上の結果は、VNI2 はこ
のユビキチン E3 ライゲースによりタンパク質安定性が制御されていることを強く示唆してい
る。 
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