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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物が維管束木部細胞の通水・支持機能の最適化を実現するために進化
的に発達させてきた遺伝子発現制御システム「VNSレギュロン」について、その構造と動態可塑性を多層的に詳
細解析した。その結果、1）一部のタンパク質の分解が木部細胞の機能最適化に重要であること、2）木部細胞の
分化制御に細胞周期と細胞内環境が深く関わること、3）オオミズゴケ（コケ植物）とテーダマツ（針葉樹）に
おいてもVNSレギュロンの基本構造が保存されていること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed in detail the structure and dynamic plasticity of
 the VNS regulon, a gene expression regulatory system that plants have evolutionarily developed to 
optimize the function of water conduction and body-support by vascular xylem cells, in a 
multilayered approach. The results revealed that 1) degradation of a group of proteins is important 
for the optimization of xylem cell functions, 2) the cell cycle and intracellular environment are 
deeply involved in the regulation of xylem cell differentiation, and 3) the basic structure of the 
VNS regulon is conserved in a moss (Sphagnum palustre) and a conifer (Pinus taeda).

研究分野： 植物分子および生理科学

キーワード： メタボローム解析　化学生物学的解析　順遺伝学　ユビキチン化　進化的変遷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究が対象とする木部細胞は木質バイオマスの本体であり、本研究で得られた成果をもとに木質バイオマスの
高度利用（バイオエタノール変換、高エネルギー化）に向けた木質改良につながる点で社会的な意義をもつ。ま
た、本研究が扱う「VNSレギュロン」は植物における遺伝子発現制御システムの代表例であり、この解析で得ら
れた知見と解析手法が他の様々な局面で起動するレギュロンの解析に転用可能である点で学術的な意義は大き
い。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
水の通導と植物体の支持に働く木部細胞は生存に必須な細胞である。これまでに木部細胞分

化のマスター制御因子群 VNS の発見を契機に、木部細胞分化の分子機構の解明が急激に加速し、
VNS 転写因子群を起点とした遺伝子発現制御システム（「VNS レギュロン」）に関する知見が蓄積
しつつあった。また、研究代表者らは「VNS レギュロン」の基本構造が、陸上植物の進化の中で、
木部組織の誕生前の段階で既にコケ植物と維管束植物の共通祖先によって獲得されていた可能
性を示し、植物は進化の過程で、この 「VNS レギュロン」の構造を変化させながら、通水と植物
体支持の機能をおのおの最適化してきたという仮説を提出するに至っていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、研究代表者自らが発見した木部細胞分化のマスタースイッチである VNS 転写因
子ファミリーを起点とする遺伝子発現制御システム「VNS レギュロン」について、その構造と動
態可塑性を多層的に詳細検討・解析することで、植物進化上、あるいは現状の環境応答の中で、
木部細胞分化制御を介した機能的な最適化をもたらしている分子的実態を解き明かすことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 

VNS レギュロンの構造と動態を明らかにするために、VND7 機能誘導による道管細胞分化誘導
系を用いて、多方面からの新規 VNSレギュロン因子（VNSレギュロンの構造と動態に関わる因子）
の探索を行う。 
（1）マルチオミクス解析による新規因子の同定 

タバコおよびシロイヌナズナ培養細胞の道管細胞分化誘導系を用いてマルチオミクス解析を
行う。取得・解析済みの全細胞可溶性画分のプロテオームデータに加えて、ユビキチン化タンパ
ク質等のプロテオームを行うことで、分化に伴って蓄積量が変動するタンパク質を新規因子の
候補としてリスト化する。また、これまでのワイドターゲットのメタボローム解析を発展させ、
詳細な代謝フラックス解析を行うことで、VNS レギュロンにポジティブ/ネガティブフィードバ
ックとして影響しうる代謝産物・代謝経路を探索する。トランスクリプトーム解析としては、経
時的（例えば３時間ごと）RNA-seq 解析を行い、プロテオームおよびメタボロームのデータと合
わせて統合的にデータを解釈することで、VNS レギュロンの新たなハブを探し出す。 
 
（2）化学生物学的解析による新規因子の同定 

すでに、タバコ培養細胞の道管細胞分化誘導系を用いたケミカルスクリーニングによって、道
管細胞に特徴的な螺旋紋の二次細胞壁パターンを強く攪乱する化合物や道管細胞への分化率を
特異的に上昇・下降させる化合物のスクリーニングに成功している。本研究では、これら化合物
が VNS レギュロンの動態にどのように影響しているかを詳細に解析する。また、これら化合物に
加えて、既知の細胞内環境（酸化ストレス、膜交通の撹乱、エピゲノム状態、など）の変化が VNS
レギュロンに及ぼす影響について、道管分化誘導時に各種阻害剤を投与によって調べる。すでに
DNA メチル化阻害剤である 5-Aza-dC が道管細胞分化を促進するとの予備データを得ており、こ
れらの結果を核にした解析を進める。 
 
（3）順遺伝学的手法による新規因子の同定 

道管細胞分化の抑制変異体（8 系統、seiv2～seiv9）の原因遺伝子をマッピンブおよびホール
ゲノムシーケンスによって同定する。また、変異体のオミクス解析を行い、遺伝子の変異によっ
て影響を受ける遺伝子/タンパク質の同定を進めることで、VNS レギュロンへの影響を解析する。 
 
（4）VNS レギュロンの進化的変遷の解析 

研究代表者らはこれまでに、シロイヌナズナ、ポプラ、タバコ、ヒメツリガネゴケにおいて、
VNS 転写因子の機能誘導後のトランスクリプトームデータを取得している。これらデータに加え、
本研究では新たに、裸子植物等における VNS 転写因子機能誘導後のトランスクリプトームデー
タを RNA-seq 法にて取得する。これらのデータを比較解析することで、それぞれの植物における
VNS レギュロンの基本構造を推定する。 
 
４．研究成果 
（1）マルチオミクス解析による新規因子の同定 

シロイヌナズナ T87 培養細胞の道管細胞分化誘導系を用いたマルチオミクス解析として、代
謝物量の変動と代謝フローを詳細に解析した。さらに、トランスクリプトームデータとの比較解
析を行った。 
①道管細胞分化過程での Electrophoresis Time of Flight Mass Spectrometry (CE-TOF MS)解
析を行うことで、57 の代謝物を定量化することに成功した。さらに、Sparse Partial Least 
Squares Discriminant Analysis (sPLSDA)によって、これら代謝物プロファイルが分化過程で



劇的に変動していることを示した。また、heatmap および metabolic pathway map解析によって、
類似した一群の代謝物が似かよった変動パターンを示し、glucose-6-phosphate、UDP-glucose、
erythrose-4-phosphate、phenylalanine といった二次細胞壁ポリマーの前駆代謝物が分化誘導
初期に増加することを世界に先駆けて明らかにした。 
②13C ラベル実験を行うことで道管細胞分化過程での代謝フローを解析した。時系列サンプルの
CE-TOF MS 解析によって、44 の 13C ラベル代謝物を見いだし、そのうち、18 の代謝物の量が分
化過程で増減することを示した。増加する代謝物は、ribose-5-phosphate、shikimate、
phenylalanine、3-phosphoglycerate といったリグニンの前駆体だった。一方、減少する代謝物
は lactate を含むピルビン酸派生代謝物であった。これらの結果から、道管細胞分化過程でリグ
ニン生合成に向かう代謝フローが活性化されることを示すことに成功した。これまでに道管細
胞の分化過程で特定の代謝フローが活性化されることを直接的に示した例はなく、この結果を
もとに道管細胞の二次細胞壁ポリマー改変の可能性を提示することができた。 
③トランスクリプトームデータとメタボロームデータの比較解析を行った。詳細なトランスク
リプトームデータ解析から、一次代謝経路に関わる多様な酵素遺伝子群の発現が活発に増減す
ることが示された。とくに、UDP glucose 合成に関わる酵素遺伝子群と phenylalanine 合成につ
ながる shikimate pathway に関わる酵素遺伝子の発現が上昇する一方で、乳酸合成に向けた解
糖系の酵素遺伝子の発現は顕著に低下することを見いだした。また、これらの遺伝子発現変動が
代謝物の蓄積量やフローの変動と深く関連していることを示し、道管細胞分化過程における一
次代謝物の活発な変動が転写調節によって制御されている可能性を示すことに成功した。 
 
（2）化学生物学的解析による新規因子の同定 
①DEX 処理によって VND7 活性が誘導され、全身的に道管細胞分化が起こる VND7-VP16-GR 植物体
を用いて、道管分化の指標となるプログラム細胞死と二次壁形成に対する VND 活性（VNS レギュ
ロン活性）の依存性を解析した。その結果、低濃度の DEX 処理は二次壁形成を弱く誘導する一方
で、プログラム細胞死は誘導しないこと、下流遺伝子の発現誘導は DEX 濃度の低下に伴って遅く
なり、発現ピークは有意に低くなること、を明らかし、VND タンパク質が、道管細胞分化の誘導
開始スイッチであるだけでなく、転写活性依存的に下流遺伝子発現のタイミングとレベルを制
御する「道管細胞分化プロセス調節因子」でもあることを示唆した。 
②道管細胞分化に影響を与える化合物として細胞ストレス誘導剤の同定を行い、新たにヒスト
ン脱アセチル化酵素（HDAC）の活性阻害剤 TSA および Sirtinol が VND7 による道管細胞分化を
抑制することを明らかにした。このとき、多くの VND7下流遺伝子の発現が低下すること、TSA 処
理によって MYB75 と OVATE FAMILY PROTEIN1（OFP1）の発現が、Sirtinol によって OFP4 の発現
が上昇することから、MYB75、OFP1 および OFP4 を含む転写抑制複合体の関与を示した。さらに、
この転写抑制複合体に含まれる KNAT7 機能を調べたところ、knat7-1 変異体では TSA による道管
細胞分化抑制が有意に緩和された。これらの結果は、HDAC 阻害が、KNAT7 を含む転写抑制複合体
の基礎活性を上昇させることで VND7 活性に影響し、以降の転写制御ネットワーク（VNS レギュ
ロン）および道管細胞分化プロセスを調節することを示唆している。 
③道管細胞への分化率を特異的に上昇させる化合物の特性についての詳細解析から、細胞周期
の遅延が分化率の上昇に繋がる可能性を見いだした。さらに、BY-2 タバコ培養細胞の細胞周期
同調化処理を行うことで、当該化合物が S 期への移行を抑制することを見出した。このことか
ら、VNS レギュロンが G1 期に活性化されている可能性が示唆された。 
 
（3）順遺伝学的手法による新規因子の同定 

これまでにシロイヌナズナ VND7-VP16-GR 株の種子を EMS で処理した突然変異体プールのスク
リーニングによって、道管細胞分化の抑制変異体（9 系統、seiv1～seiv9）の取得に成功してい
た。本研究では、これまでに解析が進んだ S-NITROSOGLUTATHIONE REDUCTASE（GSNOR1）遺伝子
（seiv1）に加えて、seiv2～seiv9 の詳細解析を行った。 
①野生型 VND7-VP16-GR では、DEX 処理により VND7 が活性化され、異所的な道管分化誘導される
が、seiv 変異体では特に地上部における道管細胞分化が抑制されることを示した。このとき、
VND7 下流遺伝子の誘導レベルは、地上部で顕著に低下しており、seiv 変異体は道管分化の転写
制御に広く影響を与えていることを示唆した。次に、seiv 変異体の原因遺伝子の同定を進め、
seiv5, seiv6, seiv9 変異体はそれぞれ、PLANT U-BOX 36（PUB36）、F-BOX タンパク質（FBX）、
UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 1（UBP1）をコードする遺伝子に 1 塩基置換が生じていることを
示し、タンパク質ユビキチン化の制御異常が seiv 表現型の原因となっている可能性を示唆した。 
②比較的強い抑制表現型を示した seiv6 と seiv9 について、トランスクリプトームとプロテオ
ーム解析を行った。その結果、FBX 遺伝子と UBP1 遺伝子の変異は、VND7 による下流遺伝子群の
転写活性化を阻害することが示唆された。さらに、seiv6 と seiv9 のゲノムワイドなタンパク質
ユビキチン化解析を行ったところ、CESA4、CESA8、IRX12、FLA11 などの特定のタンパク質のユビ
キチン化が DEX 処理によって増強されることが示された。また、885 個のタンパク質のユビキチ
ン化程度が道管分化の過程で特異的に上昇したことから、タンパク質のユビキチン化が道管分
化過程で積極的に制御されていることが示唆された。さらに、VND7 の Lys94 がユビキチン化さ
れており、VND7 の Lys94 を Arg に置換することで、VND7 の転写活性化能が有意に低下する
ことを示した。このことから VNS レギュロンの制御にユビキチン化が関わることが示唆された。 



 
（4）VNS レギュロンの進化的変遷の解析 
①仮道管分化へのVNSの関与を実験的に検証するため、テーダマツVNS（Pinus taeda VNS; PtaVNS）
の発現解析と分子機能解析を行った。その結果、テーダマツゲノムには5つのVNS遺伝子（PtaVNS）
が存在し、このうち 4 つは仮道管細胞からなる木部で発現することを示した。さらに、これら
PtaVNS はタバコ葉での過剰発現で異所的な二次細胞壁の形成能を持つことを示した。また、VND
ファミリー下流遺伝子のテーダマツホモログをレポーターとした一過的発現解析によって、
PtaVNS がシロイヌナズナ VND ファミリーと同様、二次細胞壁合成・細胞死関連遺伝子の転写を
活性化する可能性を示唆するに至った。以上から、仮道管細胞分化が VNS レギュロンによって制
御されることを示唆することに成功した。 
②オウシュウトウヒ（Picea abies）の培養細胞である仮道管様細胞形成株と非形成株を材料に
トランスクリプトーム解析を行った。その結果、仮道管様細胞形成株では、非形成株と比較して、
オウシュウトウヒ VNS（PaVNS）遺伝子 4 つのうち 3 遺伝子の発現が有意に高いこと、また VNS
の下流遺伝子群の発現が高いことを示した。さらに詳細な Gene ontology term解析の結果、ハ
イドロイドから仮道管、そして道管への進化を裏付ける遷移的な VNS レギュロンの変化が示唆
された。 
③VNS−シス配列の結合親和性の進化に伴う変化を実験的に検証するため、VNS タンパク質とシス
配列の結合親和性に着目し、ヒメツリガネゴケ、イヌカタヒバ、テーダマツ、およびシロイヌナ
ズナに由来する 4 種類の VNS リコンビナントタンパク質と、VNS 下流遺伝子プロモーターから単
離した 21 種類のシス配列について、FCS 法による結合親和性解析を行なった。その結果、VNS−
シス配列の結合特性（VNS レギュロン特性）が、コケ植物から維管束植物への進化の過程で大き
く変化し、その後、仮道管から道管細胞への進化のタイミングでさらに変化したことが示唆され
た。 
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