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研究成果の概要（和文）：維管束分化における転写制御ネットワークを明らかにするために、シ

ロイヌナズナの転写因子の過剰発現ベクターライブラリーを作成し、２つのクリーニング系を

構築した。新規に作成した系を用い、道管細胞分化のマスター転写因子 VND7 を発現制御する

因子の単離を行った。その結果、LBD/ASL ファミリー遺伝子の単離に成功し、LBD15/ASL11

が VND7 プロモーターに直接結合することを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：To reveal the transcriptional regulatory network governing vascular 

differentiation, I established novel screening systems for isolation of regulatory factors. I 

cloned coding sequences of transcription factors into binary vectors for overexpression. A 

novel regulator of VND7 that was a master regulator of protoxylem vessels was isolated 

using them. The novel regulator, LBD15/ASL11, directly bound to VND7 promoter.   
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１．研究開始当初の背景 

維管束は通道組織としてのみならず、植物
体の物理的な支持や、地球上のバイオマス
としても非常に重要な組織である。そのた

め、その形成の分子機構は精力的に研究さ
れている。近年、マイクロアレイを用いた
大規模なトランスクリプトーム解析がシ
ロイヌナズナ、ヒャクニチソウ、ポプラな
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どを材料として木部分化過程および二次
維管束分化過程に対して行われている
（Demura et al. 2002, Kubo et al. 2005, 

Schrader et al. 2004, Zhao et al. 2005、
Ehlting et al. 2005）。これらの解析により、
維管束あるいは木部分化に関わる遺伝子
が多数明らかになった。また、個々の遺伝
子解析により、シロイヌナズナにおいて道
管形成に関わる 2 つのマスター遺伝子
VND6、VND7 や、道管や繊維の二次壁形
成を制御する因子 SND1, SND2, NST1、
NST2なども複数明らかになった（Kubo et 

al. 2005, Mitsuda et al. 2007）。しかしな
がら、上記のように木部分化に関わる遺伝
子は多数明らかになっているものの、それ
らがどのような転写ネットワークを構築
しているのかということは未だ明らかに
なっていない。細胞の分化を引き起す実体
はタンパク質であり、それは様々な過程で
調節をされているが、いずれのタンパク質、
調節因子もまず初めにゲノムの転写によ
ってスタートすると考えられる。したがっ
て、転写制御ネットワークを理解すること
が分子機構理解の基であるといえる。そこ
で、転写因子にフォーカスした解析を行う
ことを考えた。維管束分化に関わることが
明らかになっている転写因子は上記の因
子に加え、申請者が解析を行った HD-Zip 

III ホメオボックス遺伝子群がある
(Ohashi-Ito and Fukuda 2003)。当然、維
管束分化過程で機能する転写因子はこれ
らだけでなく他に多数存在すると考えら
れる。実際、維管束間繊維の分化過程を扱
ったマイクロアレイデータでは 200 個ほ
どの転写因子の関与が示唆されている
（Ehlting et al. 2005）。そこで、申請者は、
維管束分化過程の転写制御のネットワー
クの構築およびこれまでに明らかにされ
ていない分化を制御する新奇転写因子の
単離を目的とした。 

 

２．研究の目的 

維管束は水分や栄養分、シグナル分子を植物
体全体に運搬する植物に必須な通道組織で
ある。維管束のなかでも特に木部は、分化に
関わる遺伝子群が多数明らかにされている
ものの、それらがどのような転写ネットワー
クにより発現制御されるのかということは
未だ明らかになっていない。そこで、木部分
化の分子機構を理解しそれを応用へと発展
させていくために木部分化関連遺伝子群の
遺伝子間の関係、発現制御ネットワークを明
らかにすることを目的とした。まず、転写制
御を効率よく解析するために網羅的にシロ
イヌナズナの全転写因子約 2000 個を整備し、
様々な解析に利用可能にする。特に、各転写
因子を過剰発現するライブラリーを作成し、

これを用いてあるプロモーターの上流制御
因子の単離という作業を繰り返し行うこと
で、ネットワークを構築することを目的とす
る。また同時に維管束分化の新奇制御因子の
単離も試みる。 

 

 

３．研究の方法 

 (1)シロイヌナズナ転写因子の網羅的整備 
 ゲノム配列よりシロイヌナズナには約
2000 個の転写因子が存在すると予測されて
いる。この転写因子全ての CDSを、相同組換
えによりいろいろなベクター系へ簡単に導
入ができ、その後の利便性が良い gateway 
systemの entry vector へクローニングする。
このうち約 1100個に関してはすでに Gongら
によりクローニングされているため(Gong, 
et al. 2004)、リソースセンターよりこれら
を取り寄せプラスミドの増幅、精製を行う。
残りの転写因子については cDNA を鋳型とし
て RT-PCRを行い同様に entry vector へとク
ローニングする。 
 
(2) 過剰発現ベクターライブラリーの作製 

各転写因子を過剰発現させるために、35S
プロモーターをもつ Destination vector へ
それぞれの転写因子を組み換える。また、薬
剤による発現誘導が可能なベクターへも同
様に組み換えを行う。約 25 遺伝子ずつをプ
ールとして一度に組み換えを行うことで、時
間的・経済的な効率化をはかる。 
 
(3) 上流制御因子の単離スクリーニング 

(2)で整備した転写因子の過剰発現ベクタ
ープールを用いて、維管束で重要な働きをす
る因子の制御因子を探索する。原生木部道管
の分化のマスター転写因子 VND7 (Kubo et al. 
2005)を対象とする。VND7 のプロモーター領
域に結合して VND7 の発現制御を行う転写因
子を単離するために、まずこれら遺伝子のプ
ロモーター::レポーターラインを形質転換
した植物体を整備する。出来上がったプロモ
ーター::レポーターをもつ植物体に対して、
転写因子を過剰発現させるベクタープール
をアグロバクテリアを介して導入し、各々の
レポーターを過剰にあるいは異所的に発現
するものを選抜することで制御因子の単離
を試みる。 
 
(4)上流制御因子の解析 

(3)のスクリーニングにより得られた候補
制御因子が LBD12/ASL5 であった。そこで次
に、LBD/ASL ファミリー遺伝子の詳細な発現
解析および機能解析を進める。LBD/ASL ファ
ミリーのうち LBD12 に近接した LBD1, LBD3, 
LBD4, LBD13, LBD15, LBD23, LBD24 について
解析を行う。 



 

 

 
(5) 新規スクリーニング系の構築 

各転写因子の上流にある制御因子の単離
するために上記とは異なるスクリーニング
系を確立する。N. benthamiana にエフェクタ
ーおよびレポーターをもつアグロバクテリ
ウムをインジェクションする transient 
assay によりスクリーニングを進める。この
スクリーニングを維管束分化に関わる複数
の遺伝子に対して行うことで、転写ネットワ
ークを明らかにしていく。 
 
 
４．研究成果 

まず、シロイヌナズナの転写因子のうち約
1000 個を Gateway system の ENTR ベクタ
ーとして収集・作成した。それらを薬剤誘導
に よ り 過 剰 発 現 さ せ る こ と の で き る
Destination vector へと組換えた。この転写
因子の過剰発現ベクタープールを用いて、原
生木部の分化に必須な転写因子 VND7 

(Kubo et al. 2005) の制御因子の探索を個体
レベルで行った。VND7 を発現制御する転写
因子を単離するために、VND7 プロモータ
ー::レポーターをもつ植物体に対して、転写
因子を過剰発現させるベクタープールをア
グロバクテリアを介して導入し、VND7 レポ
ーターを過剰にあるいは異所的に発現する
ものを選抜した。このスクリーニングにより
複数の候補制御因子が得られた。そのうちの
ひ と つ LBD12/ASL5 に 着 目 し 、
LBD12/ASL5 の過剰発現が VND7 レポータ
ーの異所的誘導を起こすことを確認した(図
1)。 

図 1 LBD12/ASL15 による VND7：YFP 

-NSL の異所的発現 

A:根における VND7:YFP-NSL のシグナル 

B:LBD12/ASL15 過 剰 発 現 時 の VND7: 

YFP-NSL のシグナル 

 

 

次に、８つの LBD/ASL ファミリー遺伝子
（LBD1, LBD3, LBD4, LBD11, LBD12, 

LBD15, LBD23, LBD24）の詳細な発現解析
を行った結果、その内の一つ、LBD15/ASL11

の発現領域が VND7 の発現領域と重なって
おり、VND7 の制御因子であることがわかっ
た(図 2)。 

 

 

 

図２ LBD/ASL ファミリー遺伝子の発現解
析 

プロモーターGUSラインの染色像 
A:LBD12, B:LBD23, C:LBD24, D:LBD1, 
E:LBD13, F-G:LBD3, H-I:LBD4, J-L: LBD15 
 

 

さらに、LBD15/ASL11 は VND7 プロモー
ターのあるシス領域に直接結合することが
わかった。また、VND7 は LBD15/ASL11 の
転写を正に制御していることも明らかとな
った。以上の結果から、LBD15/ASL11 は
VND7 と正のフィードバックループを形成
し VND7 の発現を増幅する機能を持つこと
が示唆された。 

また、この転写因子過剰発現ベクタープー
ルを用いていくつかの転写因子の上流にあ
る制御因子の単離を異なる方法で試みた。
Nicotiana benthamiana の葉にベクタープ
ールとスクリーニング対象遺伝子のプロモ
ーターレポーターを同時にインジェクショ
ンする方法である。その結果、木部道管分化
に関わる bHLH 遺伝子の上流制御候補因子
を単離することができた。 

以上の結果より、今回作成した転写因子を
過剰発現させるプールを用いたスクリーニ
ング方法が転写ネットワークを明らかにす
るためのツールとして有効であることが明
らかになった。今後は、このスクリーニング
法を用いて、新規の上流制御因子の単離が可
能となり、転写ネットワークの全体像を明ら
かにすることができると期待される。 
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