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研究成果の概要（和文）：　WRI1 の種子登熟過程における発現に必要な 100bp のプロモーター領域と、10bp のシス
配列を明らかにした。WAT1, 2 ともに WRI1 と同じ標的遺伝子を持ち、結合コンセンサス配列もよく似ていた。変異株
では花器官が合着し、クチン構造が消失していたが、ワックスやクチン合成系遺伝子に変化はなく、脂肪酸合成系遺伝
子の発現が減少していた。
　WRI1サブファミリーはいずれも脂肪酸合成系遺伝子群の発現を制御しており、それぞれの発現部位の違いなどにより
脂肪酸合成を制御していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have elucidated the 100bp promoter region and a cis element, responsible for ex
pression of WRI1 during seed maturation and that WAT1, 2 has the same target genes and consensus binding s
equence  as WRI1. In the mutant, especially wat1, flower organs were adhesion and nano-ridge structures of
 surface had disappeared and the expression of fatty acid synthesis genes was repressed, but no change in 
expression levels of cutin and wax synthesis genes was observed.
These results suggest that WRI1 subfamily control the expression of fatty acid synthesis genes, and the fa
tty acid synthesis due to differences in expression pattern.
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１．研究開始当初の背景 
 植物の栄養貯蔵時に働く遺伝子の発現制
御の分子機構を明らかにするために、糖誘導
性 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 に 同 定 し た 
WRI1/ASML1 は、種子成熟過程において糖か
らの油脂合成経路において、脂肪酸合成系遺
伝子の発現の正の制御因子として機能して
いることを明らかにしていた。脂肪酸は種子
油脂以外でも必要であり、WRI1 と同じサブ
ファミリーには WAT1, 2 が存在した。脂肪
酸合成における、このサブファミリーの作用
機構が同じであるか否か、また、生理的機能
の違いについて興味が持たれた。 
 
２．研究の目的 
 植物の主たる栄養貯蔵組織である種子に
おいて、その成熟過程で多くの脂肪酸合成系
遺伝子プロモーターに結合して協調的活性
化に関わる植物固有の AP2 型転写因子を介
した、脂肪酸・油脂合成系遺伝子の制御機構
について、自身の発現制御とともに、転写活
性化の作用機構を詳細に解析することを通
して、これら AP2 型転写因子の植物体にお
ける生理機能を明らかにする。植物の栄養貯
蔵機能の調節機構を分子レベルで理解する
とともに、栄養貯蔵能の向上に向けた分子育
種に利用できる新たな手法を見いだすこと
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 WRI1 サブファミリーによる脂肪酸合成系
遺伝子の活性化機構を介して、これら因子の
植物の脂肪酸や油脂合成における生理機能
を理解するために、まず、これら因子間の作
用機構の違いに重点を置き、その違いがどの
ように制御されているかを明らかにする。具
体的には、形質転換植物におけるプロモータ
ー解析およびプロトプラストを用いた一過
的発現系により、(A) WRI1 サブファミリー
遺伝子の発現制御機構を解析し、マイクロア
レイやゲルシフトなどにより、(B) WRI1 あ
るいは (C) WAT1, 2 による遺伝子発現の制
御機構を解析する。また、(D) WRI1 サブフ
ァミリーの植物における生理機能について、
破壊株や過剰発現体における遺伝子発現の
変化や脂肪酸・油脂の組成や蓄積量変化など
を詳細に解析する。 
 
４．研究成果 
(A) WRI1 遺伝子のプロモーター解析 
 種々の欠失を持つ WRI1 プロモーターと 
GUS との融合遺伝子の種子登熟過程における
発現を解析した結果、RY 配列を持たない翻訳
開始点上流 300 bp までの領域でも種子登熟
過程において発現が見られ、200 bp までの領
域では発現が見られなくなったことから、
WRI1 の種子における発現に必要なシス配列
は翻訳開始点から 300 から 200 bp の領域
中に存在することが明らかになった。この

100bpの領域中に 10bpごとに塩基置換を導入
したプロモーターと GUS との融合遺伝子につ
いて同様に登熟種子における発現を解析した。
その結果、250bp から 241bp までの領域に塩
基置換を導入した場合のみ、登熟種子におけ
る発現が見られなくなった。この 10bp の領域
に WRI1 の種子での発現を制御する転写因子
が作用すると考えられる。 

 
 
(B) WAT1, 2 による遺伝子の発現制御機構 
 WAT1, 2 それぞれの過剰発現株を作製し、
マイクロアレイ解析をおこなった結果、WAT1, 
2 ともにWRI1 に比べて影響は小さかったが、
WRI1 過剰発現株と同様にいくつかの脂肪酸
合成系遺伝子の発現量が増加していた。また、
WAT2 に関して、大腸菌で発現させた組み替え 
GST 融合タンパク質を用いたランダムオリゴ
セレクションアッセイにより結合コンセンサ
ス配列を調べたところ、WAT2 は WRI1 や 
WAT1 とよく似た結合コンセンサス配列を持
つことが明らかになった。さらに、標的遺伝
子の一つである葉緑体ピルビン酸キナーゼの
WRI1サブファミリーの変異体における発現を
調べた結果、WRI1 サブファミリーそれぞれの
発現が見られる部位において弱くなり、wri1 
wat1 wat2 三重変異株では完全に見られなく
なった。 
 以上のことから、WRI1 サブファミリーは結
合配列と標的遺伝子は共通しており、それぞ
れの発現部位の違いなどにより脂肪酸合成を
制御していると考えられる。 

 
 



(C) WRI1 サブファミリーの変異株の解析 
 wat1 変異株は花器官が合着する表現型が
見られ、表面のクチクラワックスが減少して
いることが明らかになった。さらに詳細に走
査型顕微鏡観察により観察した結果、ワック
スの結晶構造に異常は見られなかったが、ク
チンに特徴的なナノリッジ構造が消失してい
るといった異常が観察された。また、変異株
において、脂肪酸合成系、ワックス合成系、
クチン合成系遺伝子の発現量を調べた結果、
ワックスおよびクチン合成系遺伝子の発現に
は変化は見られなかったが、脂肪酸合成系の
一部の遺伝子の発現が顕著に減少していた。 
WAT1は花器官における脂肪酸合成を調節して
おり、これらが欠失すると脂肪酸から作られ
るワックスが減少して、花器官の合着が起こ
っていると考えられる。 
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