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研究成果の概要（和文）：　本研究においては研究代表者が発見した植物の細胞伸長制御システム、
tri-antagonistic bHLH system研究の発展研究であり、内的な要因（植物ホルモンや発生プログラムなど）と生
育環境（光、温度など）のシグナル下で細胞伸長に関連する因子を網羅的に解析するために、酵母two hybrid法
を用いて、既知因子の相互作用因子を網羅的に単離し、個々の因子間の関連性と機能を解析した。本研究の成果
として、既知の因子であるPIF4, ACE, PREを含む新規相互作用因子候補116因子を単離し、複数の因子について
細胞伸長への関与や、各種シグナル下での発現変動が確認できた。

研究成果の概要（英文）：Plants regulate cell elongation in response to various phytohormones and 
environmental conditions, and competitive HLH/bHLH systems, controls cell elongation under various 
signals. The competitive HLH/bHLH systems are composed of typical bHLH transcriptional activators 
and non-DNA-binding atypical HLH inhibitors; typical bHLH activators directly bind to the DNA and 
regulate gene expression, and atypical HLH interfere with the DNA binding of the bHLH activators by 
forming heterodimers. In this study, we tried to isolate novel transcription factors which related 
to regulation of plant cell elongation. By using the yeast two hybrid method, we isolated 116 
candidate factors. The candidate factors included various novel factors in addition to known 
elongation regulators, PIF4, ACE and PREs. 

研究分野： 植物分子発生生理学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞伸長を適切に制御することは、植物
の正常な発生や、光や温度などの外環境に
適切に応答するために重要である。そのた
め、細胞伸長は内的要因と、環境に由来す
るさまざまな外的要因によって総合的に制
御されている。内外的な要因はレセプター
によって受容され、細胞内にシグナルとし
て伝達されるが、これに加えて、これらの
シグナルの下流、あるいは、これと平行し
て、各種の植物ホルモン（ジベレリン、オ
ーキシン、ブラシノステロイドなど）が細
胞伸長を制御している。つまり、植物の細
胞内では多くのシグナルが細胞伸長を制御
しているのである。従来の研究では、個別
のシグナルによってどのように細胞伸長が
制御されているかが研究され、多くの成果
が得られてきた。しかし、複数のシグナル
がどのように統合されるのかについてはこ
れまで全く明らかにされてこなかった。 
 近年、細胞伸長を制御する因子として複
数の DNA 非結合型 bHLH 因子（PRE1,AIFs, 
AtIBH1 など）が報告されてきた。我々は
2012 年に細胞伸長に関わる酵素遺伝子
EXP8 の発現を直接活性化する転写活性化
因子 ACE1 を同定し、AtIBH1 が ACE1 と相
互作用して転写活性化能を阻害しているこ
と、さらに、PRE1 が AtIBH1 と結合して
AtIBH1 による阻害を邪魔することを発見、
ACE, AtIBH1, PRE1 の３者が転写を拮抗的
に阻害するシステム（tri-antagonistic bHLH 
system）を構築することを解明した。この
システムにおいては、ACE1, AtIBH1, PRE1
の存在量のバランスによって下流の酵素遺
伝子の発現量が促進、あるいは抑制されて
いる。さらに各々の因子の量を制御する要
因として、ブラシノステロイド、ジベレリ
ン、細胞の加齢が AtIBH1 と PRE1 の遺伝子
発現を同定した。このことから、これら３
種のシグナルはこの tri-antagonistic bHLHシ
ステムに統合され、細胞伸長を制御するこ
とが示唆された。 
 その後、我々と Bai らがそれぞれ AtIBH1
や ACE1 と機能重複する可能性のある因子
を報告した。これらの因子の存在は
tri-antagonistic bHLH システムが３つの因子
の量比ではなく、３つのグループの因子の
量比で下流因子の発現を調節していること
を暗示している。そこで、私は細胞伸長を
制御する内外的要因や各種植物ホルモンな
どの個別のシグナルが、 tri-antagonistic 
bHLH システムを構成する特定の因子の量
を制御し、その結果、３つのグループのタ
ンパク質の総量比が変わって、下流の酵素
遺伝子の発現が総合的に調節されるのでは
ないかと着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、植物の細胞伸長を制御する新規
転写因子の単離とその機能解析を通して、植

物の細胞伸長制御メカニズムを解明する事
を目的としている。 
 
３．研究の方法 
 過去の我々の研究から、植物の細胞伸長を
制御する複数の植物ホルモン（ジベレリン、
ブラシノステロイド）のシグナルなどを統合
するハブ的なシステム、 tri-antagonistic 
bHLH system の存在が知られている。この
tri-antagonistic bHLH systemは３グループ
の bHLH 因子によって構成されており、お互
いに相互作用することによって、細胞伸長レ
ベルを制御している。 
 この背景を踏まえ、本研究においては、下
記の４点について研究を行った。 
 
(1) tri-antagonistic bHLH system 構成因
子の相互作用因子の網羅的探索 
 
 シロイヌナズナの転写因子のみからなる
ライブラリーを用い、既知の tri-antagonistic 
bHLH system 構成因子 13 因子を bait にし
た酵母ツーハイブリッド法により、既知の因
子に相互作用する転写因子を網羅的にスク
リーニングする。 
 
(2) tri-antagonistic bHLH system 構成因
子の網羅的相互作用性の解析 
 
 酵母ツーハイブリッド法で単離した候補
因子の間で、総当たり的に相互作用解析を行
い、これらの因子の相互作用ネットワークを
明らかにするとともに、各因子をグループ化
し、メカニズムの全容を推察する。 
 
(3) tri-antagonistic bHLH system 構成因
子の相互作用因子の遺伝子発現解析 
  
 各種公開アレイデータなどを用いて、既知
の細胞伸長関連要因（光、温度、植物ホルモ
ン処理など）の条件を変化させた際の、候補
因子の発現パターンを解析する。 
 
(4) 候補因子の機能解析 
 
 キメラリプレッサー体、過剰発現体、変異
体の形態観察や、遺伝子発現解析などを通し
て、各因子の機能や上下関係などを解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) tri-antagonistic bHLH system構成因子
の相互作用因子の網羅的探索 
 
 まず、IBH1SRDX 体、および、IBH1 過剰
発現体におけるマイクロアレイ解析の結果か
ら、IBH1 遺伝子を過剰に発現した際に IBH1
グループの遺伝子の発現が低下する傾向を見
いだし、新たな IBH1 グループ候補因子を複
数同定、ACE グループ・PRE グループとの



結合性をイーストツーハイブリッド法で確認
した。これらにより、現在までに、ACE グル
ープ因子５種類、IBH1グループ因子９種類、
PRE グループ因子６種類を単離・同定してい
る。これらの因子のうち、13 因子を bait にし
て、シロイヌナズナの全転写因子 1700 個か
らなるライブラリーを対象とした酵母ツーハ
イブリッドスクリーニング(Y2H)を行なった。
1st スクリーニング、2nd スクリーニングの結
果、既知の tri-antagonistic bHLH system 因
子に結合する候補因子 116 個を単離した。こ
れらの中には細胞伸長制御に関連する植物ホ
ルモンであるブラシノステロイドやジベレリ
ン、オーキシンのシグナル伝達や生合成に関
連するものが含まれていた。この結果は
tri-antagonistic bHLH システムが各植物ホ
ルモンの上下で細胞伸長を制御することを示
している。また、青色光受容体 CRY の結合因
子や、光受容体結合因子 PIF と相互作用する
因子など、細胞伸長と関連性のある光関連の
因子も複数含まれていた。この結果は
tri-antagonistic bHLH システムと光による
細胞伸長制御が関連していることを暗示して
いる。一方で、候補因子の中には未だ報告の
無い未知の因子も多数含まれていた。新しい
グループの non-DNA binding bHLH や、
MADS family, NAC family など既知の
bHLH システムの枠に収まらない因子や、転
写リプレッサーなどが多数含まれており、シ
ステムの全体像が従来の理解よりも複雑であ
る可能性が示された。 
 
(2) tri-antagonistic bHLH system構成因子
の網羅的相互作用性の解析 
 
 酵母ツーハイブリッドスクリーニング
(Y2H)から単離した 116 の候補因子のうち、
bHLH family 因子を中心とした 70 超個の転
写因子について個別に総当たりの相互作用解
析を行った。その結果、40 種近い多数の因子
と相互作用する non-DNA binding bHLH の
存在も明らかになり、３グループの因子から
構成されていた既知の tri-antagonistic 
bHLH システムの枠に収まらない新奇グルー
プの存在が強く示唆されている。当初の予定
よりも多くの相互作用因子が単離されたため
に、全ての因子の総当たり Y2H 解析を終了す
るに至らなかったが、一方で、non-DNA 
binding bHLH を中心としたタンパク質—タ
ンパク質相互作用による転写因子の機能制御
という巨大な未知のメカニズムの存在を明ら
かにすることができたことは大きな成果と言
える。現在、これらの Y2H 相互作用解析結果、
表現型観察結果、遺伝子構造などの知見を総
合し、インフォマティクス的な手法を用いて、
立体的な相互作用メカニズムモデルを構築し、
細胞伸長を制御するメカニズムの全容解明に
つなげる準備を行っている。 
 
(3) tri-antagonistic bHLH system構成因子

の相互作用因子の遺伝子発現解析 
 
 酵母ツーハイブリッドスクリーニング
(Y2H)から単離した116の候補因子について、
公開アレイデータなどを用いた遺伝子発現解
析を行った結果、光誘導性、遠赤色光誘導性、
ホルモン誘導性などを示す因子が含まれてい
ることがわかった。また、各種植物ホルモン
によって発現変動する因子や、鞘、花器官、
根毛などの組織特異的発現パターンを示す因
子も含まれていた。これらの結果は、
tri-antagonistic bHLH システムが多様な植物ホ
ルモンや光などのシグナル伝達下で、細胞伸
長を制御する可能性や、個別の植物組織・器
官の伸長制御にも関与する可能性が示唆され、
tri-antagonistic bHLH 関与する植物現象につい
て、より深い理解と、多様な可能性が得られ
たといえる。 
 
(4) 候補因子の機能解析 
 
 酵母ツーハイブリッドスクリーニングから
単離した候補因子のうち、特に新規の転写因
子について、キメラリプレッサー発現体の形
態観察を行い、矮性や短い鞘といった細胞の
伸長阻害に由来する形質、あるいは、葉や茎
の伸長など細胞の伸長促進に由来する形質を
多数のラインで確認した。 
 特に、遠赤色光と 28 C̊ で発現誘導される
bHLH 転写活性化因子、ACE4 (Activator for 
Cell Elongation 4)については詳細な解析を
行った。ACE4 のキメラリプレッサー発現体は
実生の胚軸長が遠赤色光照射下と 28 C̊ 条件
下において野生型よりも短くなることから、
ACE4は遠赤色光下や高温条件下での胚軸伸長
を促進する因子と思われた。そこで、我々は
遠赤色光と高温条件下での細胞伸長に関与す
る既知の因子 PIF4 と ACE4 の関係に着目して
解析を進めた。まず、PIF4 過剰発現体、およ
び、変異体における ACE4 の発現解析を行った
ところ、PIF4 過剰発現体においては ACE4 の
発現が促進され、pifq変異体などでは逆に発
現が低下することがわかった。また、トラン
ジェントアッセイから、PIF4 が ACE4 プロモ
ーターを活性化すること、その活性化が HFR1
と PAR1 によって阻害されることが示された。
さらに、ゲルシフトアッセイの結果、PIF4 が
ACE4 プロモーターに特異的に結合すること、
PAR1によってその結合が阻害されることが明
らかとなった。これらの結果から、ACE4 は
PIF4, PAR1, HFR1 の制御下で発現制御される
因子と思われる。さらに興味深いことに、PAR1
は ACE4 とも結合し、ACE4 の DNA 結合も阻害
した。この結果から、遠赤色光と高温条件下
での細胞伸長は２段階の antagonistic bHLH 
systemによって制御されていることがわかっ
た。 
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