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研究成果の概要（和文）：シリンギルリグニンは、分解性に優れ、低分子化処理により、モノマー化した芳香核
化合物を高収率で得るのに適した構造を有している。ある種の植物の師部繊維では、ほぼシリンギルリグニンの
みを生合成し、このことはシリンギルリグニン特異的に働く転写制御機構が存在する可能性を示唆している。そ
こで、本研究では、改良型酵母ワンハイブリッドスクリーニングにより、リグニン生合成に関わる転写因子を網
羅的に探索することを目的とした。本研究の結果、これまでに報告のない転写因子がリグニン合成酵素遺伝子の
プロモーター領域に結合することが初めて明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Syringyl lignin is more easily degratative than other lignins, and 
monomerlized lignin can be obtained efficiently from syringyl lignin. Some plant species 
biosynthesize syringyl-rich lignin, which suggests the exsistence of transcriptional mechanism 
specific to syringyl lignin biosynthesis. In this research, we aim at holistic search of 
transcription factors involved in lignin biosynthesis using improved yeast one-hybrid screening 
(iY1H). As a result, we succeeded in finding the new series of transcription factors that bind to 
promoter regions of lignin biosynthetic enzymes.    

研究分野： 木質科学

キーワード： リグニン　転写因子　シリンギル　酵母ワンハイブリッド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、近年確立された改良型酵母ワンハイブリッド法を用い、リグニン生合成を制御する転写因子を網羅的
に探索することを目的とする。本研究により、リグニン合成酵素遺伝子のプロモーター領域に結合す一群の転写
因子の同定に成功した。本研究により得られた転写因子の一群には、リグニン生合成を制御する転写因子である
ことが既に示されているMYB転写因子のほか、多くの新規転写因子が含まれていた。これらの転写因子を活用す
ることにより、より分解が容易で、高付加価値利用が容易なリグニンを有するリグノセルロースバイオマスの作
出につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまでリグニン生合成を制御する転写因子についてはいくつか報告があった。それらの多
くは、変異体を作出しその表現型から転写因子遺伝子の同定に至ったものや、マイクロアレイ解
析においてリグニン合成酵素遺伝子と発現が同期する転写因子遺伝子を探索して得られたもの
がある。一方、遺伝子のプロモーター領域に結合する転写因子をスクリーニングする方法として、
従来、酵母ワンハイブリッド（Y1H）法が試みられてきた。しかしながら、従来の Y1H 法は、
転写因子だけではない他のタンパク質も含んだライブラリに対してスクリーニングを行うため、
擬陽性で検出されるタンパク質が多く、真の陽性を示す転写因子をスクリーニングできる効率
が低かった。しかし、近年、本研究の共同研究者である光田らによって開発された、転写因子の
みからなるライブラリに対してスクリーニングを行う改良型 Y1H（improved Y1H; iY1H）を用
いると、あるプロモーター領域に結合する転写因子のみを網羅的かつ効率的にスクリーニング
できることが報告されている。 
 リグニンは様々な芳香核構造を有し、その芳香核構造によってリグニンのモノマーユニット
間結合のパターンが変わり、そのことによって、リグニンの低分子化の効率が変化する。例えば、
芳香核がシリンギル核であれば、芳香核上の５位にメトキシ基があることにより、芳香核５位と
他のリグニンモノマーユニットとの結合は生じない。これにより、分解しやすいβ-O-4 結合の
比率が高まり、リグニンの低分子化利用がより容易になると考えられる。天然には、ほぼシリン
ギル核からなるリグニンがある種の植物には存在し、シリンギルリグニン生合成を制御するシ
ステムが天然に存在することが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光田を共同研究者としてリグニン合成酵素遺伝子のプロモーター領域に結合す

る転写因子を iY1H 法により網羅的に探索し、これまでに報告のない転写因子を見出すことを目
標とした。新たに探索された転写因子の中で、シリンギルリグニン生合成に特異的にかかわる酵
素遺伝子のプロモーターに結合する転写因子を見出すことができれば、シリンギル核に富んだ
低分子化しやすいリグニンを含有したリグノセルロースバイオマスの作出につながると考え、
リグニン生合成に関わる転写因子、とりわけシリンギルリグニン生合成に関わる転写因子の探
索に焦点を絞り、研究を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 イネの転写因子遺伝子だけからなるライブラリを構築し、イネのリグニン生合成に関わる酵
素遺伝子（遺伝子）のプロモーター領域をベイトベクターに組み込み、イネの転写因子遺伝子を
プールしたライブラリに対して酵母ワンハイブリッドスクリーニングを行った。なお、プロモー
ター領域は転写開始位置から 500bp 上流部を用い、以下のリグニン合成酵素遺伝子のプロモー
ターを用いた。すなわち、CAld5H（コニフェリルアルデヒド 5-ヒドロキシラーゼ）、CAldOMT（5-
ヒドロキシコニフェルアルデヒド O-メチルトランスフェラーゼ）、CAD2（シンナミルアルコール
デヒドロゲナーゼ 2）、CCoAOMT20（カフェオイル-
CoA O-メチルトランスフェラーゼ 20）、4CL3（4-ク
マール酸 CoA リガーゼ 3）、C3H1（クマール酸 3-ヒ
ドロキシラーゼ 1）、PMT1（p-クマロイル-CoA:モノ
リグノールトランスフェラーゼ 1）、PMT2（p-クマ
ロイル-CoA:モノリグノールトランスフェラーゼ
2）の 7遺伝子である。 
 
４．研究成果 
 本研究により、酵素遺伝子のプロモーターに結
合する転写因子として、既知の転写因子のほか、
多数の新規転写因子が見出された。この度、調べ
たプロモーターのリグニン合成酵素遺伝子名と結
合が認められた転写因子ファミリーには、すでに
リグニン生合成を制御する転写因子として報告の
あるシロイヌナズナの MYB58 や MYB63 の転写因子
のほかに、以下の転写因子がプロモーター領域に
結合したことが分かった。すなわち、bHLH、Heat 
shock factor (HSF)-type DNA-binding domain 
containing protein、AP2/ERF、WRKY、Homeodomain-
related domain containing protein 、 GRAB2 
protein、C2H2-type domain containing protein
であった。興味深いことに、これらの転写因子は
リグニン合成酵素遺伝子群のプロモーター領域に
共通して結合するものは少なく、CCoAOMT、PMT1、
PMT2の各遺伝子のプロモーター部位に結合する転
写因子群及び相対結合強度を図１に例として示し

 
図１ CCoAOMT、PMT1、PMT2 のプロモー
ター領域に結合する転写因子のリスト。色は
4 段階の相対結合強度を示す。赤：3（最も強
い結合）、黄：2、緑：1、青：0（結合なし）。 

Element Symbol Desc Lignin>COA20(FRII) Lignin>PMT1(FRII) Lignin>PMT2(FRII)
AK059311 AK059311 3 1 0
OS01G0542700 BZIP4, b-ZIP TRANSCR... bZIP transcription factor, bZIP-1 domain containin... 2 0 0
OS01G0713600 LFL1, LATE-FLOWERING... B3 DNA-binding domain-containing transcription fac... 3 0 0
OS01G0825000 Similar to LOB domain protein 12. (Os01t0825000-01... 3 0 0
OS05G0165450 Similar to predicted protein. (Os05t0165450-00) 3 0 0
OS01G0169400 RA2, RAMOSA 2, ra2, ... Similar to LOB domain protein 25. (Os01t0169400-01... 1 0 0
OS05G0417000 Similar to LOB domain protein 6 (ASYMMETRIC LEAVES... 1 0 0
OS01G0889400 CRL1L3, CRL1L3, OsCr... LOB (LATERAL ORGAN BOUNDARIES) domain-containing p... 1 0 0
OS02G0564100 Similar to EL3 protein. (Os02t0564100-01) 1 0 0
OS03G0232200 PLT9, PLETHORA 9, Os... Similar to BABY BOOM. (Os03t0232200-01) 3 0 0
OS01G0813300 AP2/EREBP79, APETALA... Similar to AP2/EREBP transcription factor. (Os01t0... 3 0 0
OS03G0176300 PLT10, PLETHORA 10, ... Hypothetical conserved gene. (Os03t0176300-00) 3 0 0
OS05G0536250 AP2/EREBP52, APETALA... Similar to AP2 domain-containing transcription fac... 3 0 0
OS06G0145700 AP2/EREBP99, APETALA... Pathogenesis-related transcriptional factor/ERF, D... 3 0 0
OS07G0124700 PLT8, PLETHORA 8, Os... Similar to PLETHORA1. (Os07t0124700-01) 3 0 0
OS09G0423800 AP2/EREBP153, APETAL... Similar to AP2-1 protein (Fragment). (Os09t0423800... 3 0 0
OS03G0313100 AP2/EREBP86, APETALA... Similar to ANT-like protein. (Os03t0313100-01) 1 0 0
OS03G0437100 DRZ1, DROUGHT RESPON... C2H2 zinc finger protein, Transcriptional represso... 3 0 0
OS03G0610400 Zinc finger, C2H2-like domain containing protein. ... 3 0 0
OS03G0764100 WZF1, finger protein... Zinc finger transcription factor ZF1. (Os03t076410... 3 0 0
OS07G0590100 Zinc finger, C2H2 domain containing protein. (Os07... 3 0 0
OS08G0300366 CTZFP8, COLD TOLERAN... Zinc finger, C2H2 domain containing protein. (Os08... 3 0 0
OS11G0340477 Zinc finger, C2H2-type domain containing protein. ... 3 0 0
OS12G0583700 ZFP252, ZINC FINGER ... Zinc finger, C2H2-type domain containing protein. ... 3 0 0
OS03G0437200 BSRD1, BROAD-SPECTRU... C2H2-type zinc finger protein, Abscisic acid-induc... 3 0 0
OS01G0868000 ERF99, ETHYLENE RESP... AP2/ERF transcription factor, Abiotic stress respo... 3 0 0
OS04G0429050 ERF100, ETHYLENE RES... Similar to OSIGBa0093L02.1 protein. (Os04t0429050-... 3 0 0
OS05G0437100 Pathogenesis-related transcriptional factor and ER... 3 0 0
OS08G0474000 ERF104, ETHYLENE RES... Similar to AP2 domain containing protein RAP2.6 (F... 3 0 0
OS11G0168500 ERF118, ETHYLENE RES... Hypothetical conserved gene. (Os11t0168500-00) 3 0 0
OS04G0398000 ERF101, ETHYLENE RES... ERF transcription factor, A member of APETALA2/Eth... 3 0 0
OS04G0408700 Similar to DNA-binding protein S1FA1. (Os04t040870... 3 0 0
OS04G0408900 Similar to DNA-binding protein S1FA. (Os04t0408900... 3 0 0
OS04G0653600 PLT1, PLETHORA 1, Os... Similar to AINTEGUMENTA-like protein. (Os04t065360... 3 0 0
OS04G0676600 LFL2, LATE-FLOWERING... Similar to H0101F08.6 protein. (Os04t0676600-01) 3 0 0
OS05G0569300 BZIP45, b-ZIP TRANSC... Similar to G-box binding factor 1. (Os05t0569300-0... 2 0 0
OS01G0658900 OSBZ8, BZIP PROTEIN ... OSBZ8. (Os01t0658900-01) 2 0 0
OS06G0657500 PLT2, PLETHORA 2, Os... Hypothetical conserved gene. (Os06t0657500-01):Sim... 1 0 0
OS08G0138500 OsPRI1, POSITIVE REG... bHLH transcription factor, Regulation of i ron home... 1 0 0
OS07G0543000 OsbHLH057, basic hel... Similar to Helix-loop-helix-like protein (Fragment... 1 0 0
OS07G0593000 ZFP7, ZINC FINGER PR... C2H2 transcription factor, Leaf development (Os07t... 1 0 0
OS03G0607700 Zinc finger, C2H2-like domain containing protein. ... 1 0 0
OS12G0581900 Zinc finger, C2H2-like domain containing protein. ... 1 0 0
AK240892 AK240892 3 0 0
OS12G0233800 ZIP1A, BASIC/LEUCINE... Similar to DNA-binding factor of bZIP class. (Os12... 1 0 0
OS03G0239400 BZIP26, b-ZIP TRANSC... Similar to Transcription factor HBP-1a(C14). (Os03... 1 0 0
OS02G0128200 BZIP13, b-ZIP TRANSC... Similar to Transcription factor HBP-1a (Histone-sp... 1 0 0
OS11G0295900 PLT6, PLETHORA 6, Os... AP2-transcription factor, Initiation of zygotic de... 2 0 0
OS10G0115200 OsGBP3, GBP3, barley... Barley B recombinant like-protein B (Barley B reco... 3 0 0
OS10G0114500 OsGBP2, GBP2, barley... Barley B recombinant like-protein B (Barley B reco... 3 0 0
OS09G0560900 SIP1, SDG723/OSTRX1 ... Zinc finger, C2H2-like domain containing protein. ... 1 0 0
OS11G0483600 DNA-binding SAP domain containing protein. (Os11t0... 3 0 1
OS12G0442900 DNA-binding SAP domain containing protein. (Os12t0... 2 0 1
OS01G0236700 OsNIN-like3, OsNIN-l... Octicosapeptide/Phox/Bem1p domain containing prote... 0 0 2
OS01G0589300 Similar to Single myb histone 1. (Os01t0589300-01)... 0 0 2
OS01G0624700 WRKY12, WRKY GENE 12... Similar to WRKY transcription factor 12. (Os01t062... 0 0 3
OS01G0626400 WRKY11, WRKY GENE11,... WRKY transcription factor, Control of flowering ti ... 0 0 3
OS01G0714800 WRKY26, WRKY GENE 26... WRKY transcription factor 26. (Os01t0714800-01) 0 0 3
OS01G0730700 WRKY14, WRKY GENE 14... WRKY transcription factor 14 (WRKY14). (Os01t07307... 0 0 3
OS01G0734000 WRKY23, WRKY GENE 23... Similar to WRKY DNA binding protein. (Os01t0734000... 0 0 3
OS01G0750100 WRKY13, WRKY GENE 13... Similar to WRKY transcription factor-like (WRKY tr... 0 0 3
OS01G0826400 WRKY24, WRKY GENE 24... WRKY transcription factor 24 (WRKY24). (Os01t08264... 0 0 3
OS01G0972800 WRKY17, RICE WRKY GE... WRKY1 (WRKY transcription factor 17). (Os01t097280... 0 0 2
OS02G0265200 WRKY39, WRKY GENE 39... WRKY transcription factor 39. (Os02t0265200-01):Si... 0 0 3
OS02G0462800 WRKY42, WRKY GENE 42... WRKY transcription factor 42, Transcriptional repr... 0 0 3
OS02G0698800 WRKY66, WRKY GENE 66... WRKY transcription factor 66. (Os02t0698800-01) 0 0 3
OS03G0321700 WRKY55, WRKY GENE 55... Similar to WRKY transcription factor 55. (Os03t032... 0 0 3
OS01G0820400 WRKY22, WRKY GENE 22... WRKY transcription factor 22, Resistance to blast ... 0 0 3
OS01G0820700 WRKY116, WRKY GENE 1... DNA-binding WRKY domain containing protein. (Os01t... 0 0 3
OS05G0478800 WRKY54, WRKY GENE 54... Similar to WRKY transcription factor 48. (Os05t047... 0 0 3
OS11G0116900 WRKY46, WRKY GENE 46... Similar to WRKY DNA binding domain containing prot... 0 0 3
OS12G0116400 WRKY97, WRKY GENE 97... Similar to WRKY DNA binding domain containing prot... 0 0 3
OS03G0335200 WRKY79, WRKY GENE 79... Similar to WRKY1 (WRKY transcription factor 17). (... 0 0 3
OS03G0758000 WRKY3, WRKY GENE3, O... Similar to WRKY23 transcription factor (Fragment).... 0 0 3
OS03G0855100 WRKY80, WRKY GENE 80... Similar to WRKY transcription factor 12. (Os03t085... 0 0 3
OS04G0287400 WRKY51, WRKY GENE 51... WRKY transcription factor, Positive regulator in d... 0 0 3
OS04G0597300 WRKY37, WRKY GENE 37... Similar to WERKY protein (Fragment). (Os04t0597300... 0 0 3
OS04G0605100 WRKY68, WRKY GENE 68... WRKY transcription factor 68. (Os04t0605100-01) 0 0 3
OS05G0322900 WRKY45, WRKY GENE 45... WRKY transcription factor, Benzothiadiazole (BTH)-... 0 0 3
OS05G0343400 WRKY53, WRKY GENE 53... WRKY transcription factor, Disease resistance, Def... 0 0 3
OS05G0474800 WRKY70, WRKY GENE 70... WRKY transcription factor 70. (Os05t0474800-01) 0 0 3
OS01G0213800 OsPCF5, PCF5, PROLIF... Plant-specific transcription factor, miR319 target... 0 0 1
OS01G0186000 WRKY10, WRKY GENE 10... Similar to WRKY transcription factor 10. (Os01t018... 0 0 3
OS05G0537100 WRKY7, WRKY GENE 7, ... WRKY transcription factor 10. (Os05t0537100-00) 0 0 3
OS05G0183100 WRKY67, WRKY GENE 67... WRKY transcription factor, Positive regulation of ... 0 0 3
AK241812 AK241812 0 0 2
OS01G0182700 WRKY102, WRKY GENE 1... Similar to WRKY12. (Os01t0182700-01) 0 0 3
OS12G0613300 BIP127, brassinoster... Similar to Single myb histone 6. (Os12t0613300-01)... 0 0 1
OS11G0490900 WRKY72, WRKY GENE 72... Similar to WRKY transcription factor 72. (Os11t049... 0 0 3
OS06G0146250 WRKY73, WRKY GENE 73... Similar to WRKY transcription factor 73. (Os06t014... 0 0 3
OS05G0137500 WRKY5, WRKY GENE 5, ... Similar to WRKY transcription factor 5. (Os05t0137... 0 0 3
OS02G0770500 WRKY32, WRKY GENE 32... Similar to WRKY transcription factor 32. (Os02t077... 0 0 3
OS01G0586800 WRKY27, RICE WRKY GE... Similar to WRKY transcription factor 5 (Fragment).... 0 0 3
OS01G0289600 WRKY9, WRKY GENE 9, ... Similar to WRKY transcription factor 28. (Os01t028... 0 0 3
OS01G0185900 WRKY107, WRKY GENE 1... Similar to WRKY 1 (Fragment). (Os01t0185900-01) 0 0 3
OS09G0417800 WRKY62, WRKY GENE 62... WRKY transcription factor, Transcriptional repress... 0 0 3
OS09G0417600 WRKY76, WRKY GENE 76... WRKY transcription factor, Transcriptional repress... 0 0 3
OS09G0334500 WRKY74, WRKY GENE 74... WRKY transcription factor, Tolerance to phosphate ... 0 0 2
OS08G0499300 WRKY30, WRKY GENE 30... WRKY transcription factor 30. (Os08t0499300-01):Si... 0 0 3
OS09G0481700 WRKY90, WRKY GENE 90... SUSIBA2-like (WRKY transcription factor 80). (Os09... 0 0 3
OS08G0386200 WRKY69, WRKY GENE 69... WRKY transcription factor 69. (Os08t0386200-01) 0 0 3
OS07G0680400 WRKY47, WRKY GENE 47... WRKY transcription factor, Drought tolerance (Os07... 0 0 3
OS07G0583700 WRKY87, WRKY GENE 87... WRKY transcription factor 78. (Os07t0583700-01) 0 0 3
OS11G0685700 WRKY61, WRKY GENE 61... Similar to WRKY transcription factor 61. (Os11t068... 0 0 2
OS01G0656400 WRKY15, WRKY GENE 15... Similar to WRKY transcription factor 15. (Os01t065... 0 0 2
OS05G0571200 WRKY19, WRKY GENE 19... Similar to WRKY transcription factor 19. (Os05t057... 0 0 2
OS03G0785800 OsPCF6, PCF6, PROLIF... Transcription factor , Cold tolerance (Os03t078580... 0 3 3
OS05G0579300 OsZHD6, zinc finger ... Homeodomain-related domain containing protein. (Os... 0 3 3
OS01G0236300 ARF16, AUXIN RESPONS... Similar to Auxin response factor 18. (Os01t0236300... 0 3 0
OS01G0905400 Transcriptional factor B3 family protein. (Os01t09... 0 2 0
OS03G0143600 PHD zinc finger prot... Similar to Inhibitor of growth protein 1. Splice i... 0 2 0
OS01G0763200 OsTCP5, TCP5, TEOSIN... TCP family transcription factor, Strigolactone and... 0 3 0
OS07G0152000 OsTCP21, TCP21, TEOS... Transcription factor , Cold tolerance (Os07t015200... 0 3 0
OS04G0569100 ROC4, RICE OUTMOST C... Similar to OCL1 homeobox protein. (Os04t0569100-01... 0 2 0
OS02G0674800 ROC5, RICE OUTMOST C... Similar to OCL1 homeobox protein. (Os02t0674800-01... 0 2 0
OS05G0419100 Similar to Nucleic acid binding protein-like. (Os0... 0 1 0
OS04G0444900 Similar to Alfin-1. (Os04t0444900-01) 0 1 0
OS05G0163100 Similar to PHD finger protein. (Os05t0163100-01):Z... 0 1 0
OS07G0233300 Similar to Nucleic acid binding protein-like. (Os0... 0 1 0
OS07G0608400 Similar to nucleic acid binding protein [Oryza sat... 0 1 0
OS11G0244800 Similar to Alfin-1. (Os11t0244800-01) 0 1 0
OS05G0513100 OsTCP18, TCP18, TEOS... Similar to PlCYC4 protein (Fragment). (Os05t051310... 0 3 0
OS06G0265400 BZIP47, b-ZIP TRANSC... Similar to Transcription factor HBP-1b(C38) (Fragm... 0 3 0
OS01G0279900 BZIP3, b-ZIP TRANSCR... TGA transcription factor, bZIP transcription facto... 0 3 0
OS03G0318600 BZIP28, b-ZIP TRANSC... TGA transcription factor, bZIP transcription facto... 0 3 0
OS05G0492000 BZIP43, b-ZIP TRANSC... Similar to BZIP transcription factor. (Os05t049200... 0 3 0
OS07G0687700 BZIP63, b-ZIP TRANSC... Similar to Transcription factor HBP-1b(C38) (Fragm... 0 3 0
OS06G0529800 Zinc finger, PHD-type domain containing protein. (... 0 3 0
OS08G0187500 ROC1, RICE OUTMOST C... Similar to Roc1. (Os08t0187500-01) 0 3 0
OS08G0479400 OsZHD2, ZHD2, zinc f... Similar to Hydroxyproline-rich glycoprotein DZ-HRG... 0 2 0
OS01G0635550 OsZHD5, zinc finger ... ZF-HD homeobox protein Cys/His-rich dimerisation r... 0 2 0
OS08G0438100 Similar to ZF-HD homeobox protein. (Os08t0438100-0... 0 2 0
OS11G0128300 Similar to ZF-HD homeobox protein (Fragment). (Os1... 0 2 0
OS12G0124500 ZF-HD homeobox protein Cys/His-rich dimerisation r... 0 2 0
OS09G0466400 OsZHD1, zinc finger ... Zinc finger homeodomain (ZF-HD) class homeobox tra... 0 2 0
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ているように、多くの新規転写因子は特有のリグニン合成酵素遺伝子のプロモーターに結合す
る場合が多いことが判明した。なお、図２に 3種のリグニン合成酵素遺伝子および転写因子間の
相互作用マップを例として示す。 

 
図 2  CCoAOMT (OsOMT26)、PMT1 (AT3)、PMT2 (AT4)（背景赤色）および転写因子（背景灰色）
との相互作用マップ。 
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