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研究成果の概要（和文）：植物の細胞死誘導機構の解明のために、シロイヌナズナの細胞死制御因子LSD1、及びLSD1と
相互作用するAtbZIP10の機能解析を行ってきた。本研究では、細胞死誘導に関わるAtbZIP10がAtbZIP53、ABI3と共に強
い転写活性化能をもつ転写因子複合体エンハンセオソームを形成するという知見を基に、AtbZIP10を含むエンハンセオ
ソーム転写因子複合体による細胞死誘導における転写活性化メカニズムを解明することを目的とした。その結果、AtbZ
IP10は他の転写因子とエンハンセオソーム転写因子複合体を形成することで、細胞死誘導に直接関与する遺伝子群の転
写活性化を行っていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism for induction of cell death in plants, we hav
e analyzed the function of cell death regulator LSD1 and its interacting bZIP transcription factor AtbZIP1
0 in Arabidopsis so far. Recently it has been reported that the seed maturation genes are transcriptionall
y regulated by a protein complex of transcription factors with strong transcription activity termed enhanc
eosome, formed by AtbZIP10, AtbZIP53 and ABI3. Here, we examined the possibility that this enhanceosome pa
rticipates in transcriptional regulation for induction of cell death. Taken all our results, we suggested 
that AtbZIP10 activates transcription for the genes directly involved in induction of cell death by formin
g enhanceosome with other transcription factors.
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１．研究開始当初の背景 

プログラム細胞死は生物に利益をもたらす
遺伝的に制御された積極的な細胞レベルで
の死である。植物において、細胞死が病害抵
抗性を始めとする防御応答や器官形成等の
高次機能の制御に幅広く関与することが明
らかになってきているが、細胞死の誘導に直
接関わる転写制御メカニズムについてはほ
とんど明らかになっていない。 

(1)モデル植物であるシロイヌナズナの細胞
死の負の制御因子LSD1タンパク質と相互作
用する AtbZIP10 の核―細胞質間移行が、細
胞死の誘導機構に密接に関わることを見い
だした(Kaminaka et al., EMBO J., 2006)。
また IAA8 などの複数の細胞死の誘導に関わ
る転写因子とLSD1が相互作用することも明
らかにしている。 

(2)AtbZIP10 の標的遺伝子や転写制御機構に
関する詳細な知見はこれまでに得られてい
ないが、別の研究グループにより、AtbZIP10

は AtbZIP53、ABI3と共に「エンハンセオソ
ーム」という転写活性化能が非常に強い転写
因子複合体を形成することで、貯蔵タンパク
質の蓄積や浸透圧調節などに関わる遺伝子
群の転写制御を行っていることが報告され
ている(Alonso et al., Plant Cell, 2009)。 

(3)共発現解析、シス配列の解析等により、細
胞死誘導に関わる γVPE と LSD1 が
AtbZIP10 の直接の標的遺伝子である可能性
が強く示された。 

 

２．研究の目的 

AtbZIP10 を含むエンハンセオソームに注目
し、シロイヌナズナにおいてエンハンセオソ
ームによる細胞死誘導遺伝子の転写制御に
関する研究を行うことで、植物細胞死の誘導
の転写制御の分子機構の全体像を明らかに
することを目的とする。  

(1)ノックアウト変異体を用いた発現解析や
表現型解析により、AtbZIP10,AtbZIP53 と
エンハンセオソームを形成する ABI/VP1 転
写因子を同定する。また、これら 3種類のタ
ンパク質間の相互作用と細胞内局在性を詳
細に明らかにする。 

(2)AtbZIP10 の直接の標補遺伝子の候補であ
る γVPEとLSD1が実際にエンハンセオソー
ムにより転写活性化を受けていることを、遺
伝子の一過的発現系を用いたレポーターア
ッセイによる解析や、クロマチン免疫沈降 

(Ch-IP) 法を用いた解析により明らかにする。 
 

３．研究の方法 

(1)シロイヌナズナの 11 種類の ABI3/VP1 転
写因子について、全ての遺伝子の T-DNA 挿
入機能欠損変異体について、ヒートショック
等の細胞死誘導処理による表現型を解析す
ることで、細胞死の誘導に関わるエンハンセ
オソームの形成に関わるABI3/VP1転写因子

の候補の同定を試みた。 

(2)酵母ツーハイブリット(Y2H)法を利用し
て、AtbZIP10-AtbZIP53 間の相互作用を調
べた。 

(3) AtbZIP10、AtbZIP53、及び ABI3の細胞
内局在部位を、これらタンパク質に GFP を
付加したタンパク質をシロイヌナズナの葉
肉プロトプラストで一過的に発現させるこ
とにより調査した。 

(4)AtbZIP10 の過剰発現体、機能欠損変異体
における標的候補遺伝子群の発現量を
RT-PCR法を用いて解析した。 

(5)γVPEとLSD1のプロモーター領域をルシ
フェラーゼ遺伝子の上流に融合したコンス
トラクトを作成し、AtbZIP10, AtbZIP53, 

ABI3/VP1 によるこれらの遺伝子の転写活性
化について、植物細胞における遺伝子の一過
的発現系を用いたルシフェラーゼアッセイ
によるプロモーター活性の測定結果を指標
に詳細に調査した。 

(6) AtbZIP10 過剰発現植物 を用い、
ChIP-PCR法により γVPEとLSD1のプロモ
ーター領域上に AtbZIP10が直接結合してい
ることを検証した。 

 

４．研究成果 

(1)11 種類の ABI3/VP1 転写因子の機能欠損
変異体にヒートショック処理等を行うこと
で、細胞死を誘導したが、野生型植物と比較
して有為な差は観察されなかった。細胞死関
連処理により遺伝子発現が誘導される遺伝
子が複数存在していたので、機能の冗長性等
により、単一遺伝子の変異体では表現型の変
化が観察できなかった可能性が示唆される。 

(2)Y2H法によりAtbZIP10-AtbZIP53間の相
互作用を詳細に調べた結果、これらタンパク
質は DNA に結合する bZIP ドメインを介し
て結合していることが明らかになった(図 1)。
本結果から、AtbZIP10 と AtbZIP53 はヘテ
ロダイマーを形成して標的遺伝子に直接結
合していると考えられる。 

図 1 酵母のツーハイブリット法を用いた

AtbZIP10-AtbZIP53間の相互作用解析 

  



(3) GFP蛍光を指標に AtbZIP10、AtbZIP53、
及び ABI3 の細胞内局在部位を調べた結果、
AtZIP53 と(At)ABI3 は核のみに局在してい
るのに対し、AtbZIP10 はこれまでの報告
(Kaminaka et al., EMBO J., 2006)通り、核
と細胞質の両方に局在していた(図 2)。これ
らの結果から、細胞質から核へ移行すること
により AtbZIP10がトリガーとして機能する
可能性が示唆された。 

図 2 GFP 蛍光を指標にした AtbZIP10、

AtbZIP53、ABI3の細胞内局在性の解析 

 

(4) RT-PCR 法を用いて AtbZIP10 の過剰発
現体である 35Sp::AtbZIP10-GFPと、機能欠
損変異体 atbzip10-1 における標的候補遺伝
子群の発現量を解析した結果、既にエンハン
セオソームにより転写活性化を受けると報
告されている ProDH(Alonso et al., Plant 

Cell, 2009)と同様に、過剰発現体における
γVPEと LSD1の発現量の劇的な増加は観察
されなかった(図 3)。本結果から、これらの
遺伝子の劇的な転写活性化には AtbZIP10だ
けでなく、AtbZIP53 や ABI3 といったエン
ハンセオソームを構成する転写因子の機能
が必須であることが示された。 

図 3 AtbZIP10過剰発現体、機能欠損変異体にお

ける標的候補遺伝子群の発現解析 

 

(5) γVPE と LSD1 について、AtbZIP10 を
中心としたエンハンセオソームによる転写

活性化を調査したところ、AtbZIP10、
AtbZIP53、ABI3を同時に発現させた場合で
のみ両遺伝子が強く転写活性化された(図 4)。
本結果から、これらの遺伝子が AtbZIP10を
含むエンハンセオソームの標的遺伝子であ
り、エンハンセオソームの形成により強く転
写活性化されることが明らかになった。 

図 4 エンハンセオソームによる(A)γVPEと

(B)LSD1 の転写活性化レベルの解析 

  

(6) AtbZIP10 の過剰発現体を用いた
ChIP-PCR 法による解析の結果、AtbZIP10

の標的遺伝子として報告されている
ProDH(Alonso et al., Plant Cell, 2009)と同
様に、γVPEと LSD1のプロモーター領域に
AtZIP10 が直接結合していることが明らか
になった(図 5)。 

図 5 クロマチン免疫沈降法を用いた AtbZIP10

と標的遺伝子のプロモーター領域との結合解析



これらの結果から、AtbZIP10は他の転写因
子とエンハンセオソーム転写因子複合体を
形成することで、γVPEや LSD1といった細
胞死誘導に直接関与する遺伝子の転写活性
化を行っているという、植物細胞死の誘導の
転写制御の分子機構に関する新しい知見が
得られた。 
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