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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのDREB2Aという転写因子は、周囲の環境に応じて乾燥と高温の両方の
ストレスに対する植物のストレス応答を制御していることが知られているが、どのようにストレスの種類に応じ
た制御を行うかは分かっていなかった。今回、我々は乾燥と高温のストレス時にそれぞれ特別な因子がDREB2Aに
作用して、それぞれのストレスに応じたDREB2Aの機能を発揮させていることを発見した。

研究成果の概要（英文）：A transcription factor DREB2A that is induced by drought and heat stress 
specifically regulates its target genes according to environmental conditions, however it remains 
unclear how the transcription factor specifically functions under drought and heat stress 
conditions. In the present study, we have identified two novel proteins that regulate DREB2A-target 
genes specifically under drought and heat stress conditions. They are specifically induced by 
drought or heat stress, respectively. They are suggested to form drought or heat stress-specific 
transcriptional complexes with DREB2A and activate DREB2A-target genes specifically under drought or
 heat stress conditions.

研究分野： 植物の環境ストレス応答に関わる転写制御ネットワークと転写複合体解析

キーワード： 植物　シロイヌナズナ　環境ストレス　乾燥　高温　転写因子　転写複合体　トランスクリプトーム解
析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シロイヌナズナにおいてDREB2Aという因子は乾燥と高温ストレスの両方の応答を制御している。この因子に着目
することで、乾燥と高温ストレスの2つの環境ストレスが細胞内でどのように別々に認識され、その応答が制御
されているかという新たな知見を得られた。また、地球温暖化で引き起こされる干ばつや高温などの異常気象に
対しても高い耐性を持つ作物の育種に役立つ情報を得ることができた。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) シロイヌナズナの転写因子 DREB2A は
乾燥と高温ストレスに誘導され、多くの標的
遺伝子を制御する重要な転写因子である。
DREB2A は乾燥と高温ストレス条件下にお
いて、それぞれ特異的な標的遺伝子の発現を
誘導する。しかし、どのようにして単一の転
写因子が外部環境に応じて、それぞれ別の標
的遺伝子群を制御することができるのか、そ
の詳細な分子機構は明らかにされていなか
った。 
 
(2) DREB2A は乾燥と高温のストレス条件だ
けではなく、組織、細胞種特異的な機能を持
つ可能性が示唆されていた。しかし、乾燥や
高温ストレス条件下において、組織や細胞種
特異的に遺伝子発現解析を行うための実験
系が確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 転 写 制 御 因 子 NF-YA2 、 NF-YB3 、
NF-YC10 の 3 つのタンパク質が三量体を形
成して、高温ストレス特異的な DREB2A の
コアクティベーターであることが示唆され
ていたことから（①）、これらの内、高温ス
トレス誘導性を持ち、機能解析がなされてい
ない NF-YB3 について解析を行うこと。さら
に乾燥ストレス特異的な DREB2A のコアク
ティベーターを単離し、その機能解析を行う
こと。 
 
(2) 組織、細胞種特異的な遺伝子発現解析方
法として知られている INTACT（isolation of 
nuclei tagged in specific cell types）法や
TRAP （ translating ribosome affinity 
immunopurification）法を行うために、地上
部および地下部において、表皮、維管束、葉
肉細胞など細胞種特異的な発現パターンを
示し、さらに乾燥および高温ストレスへの応
答性が低く、発現量の高いプロモーターを単
離して、実験系を確立すること。 
 
３．研究の方法 
 
(1) NF-YB ファミリー遺伝子について乾燥お
よび高温ストレス時の発現を地上部および
地下部で調べて、乾燥ストレス特異的な
DREB2A の制御因子の候補を単離する。また、
上記で単離された候補のNF-YBおよびNF-YB3
の過剰発現体およびノックアウト変異体を
単離して、DREB2A 標的遺伝子の発現の変化や、
ストレス耐性の変化を調べる。また、タグ付
きのNF-YBタンパク質を発現した植物を作出
し、DREB2A 標的遺伝子プロモーターへのスト
レス時の結合性を調べる。 
 
(2) 様々なプロモーターを GUSおよび GFPレ
ポーターに繋いで植物中で発現し、目的の組

織、細胞種特異的な発現パターンを示すプロ
モーターを単離する。プロモーターの候補と
して、既知のマーカー遺伝子のプロモーター
や、それ以外に過去の論文中で細胞種特異的
な発現パターンを持つことが報告されたプ
ロモーターが考えられる。また、公共のデー
タベースを探索し、さらに候補となるプロモ
ーターを単離する。 
 
４．研究成果 
 
(1) まず NF-YBファミリー遺伝子の乾燥およ
び高温ストレス環境下における遺伝子発現
解析を行った。その結果、地上部において
NF-YB3 が高温ストレスで誘導され、乾燥スト
レスで抑制される一方で、NF-YB3 に最も相同
性の高い NF-YB2 が乾燥ストレスで発現誘導
され、高温ストレスで抑制されることが明ら
かになった。このことから、NF-YB2 が乾燥ス
トレス条件下に特異的な DREB2A のコアクテ
ィベーターである可能性が示唆された。一方
で、地下部では NF-YB3 の高温ストレス条件
下における発現誘導性が見られなかったこ
とから、NF-YB3 の高温ストレス条件下におけ
る役割が地上部と地下部で異なる可能性が
示唆された。 
 
(2) 候補として単離された NF-YB2 および
NF-YB3 を過剰発現するシロイヌナズナを作
出し、機能解析を行った。まず、乾燥および
高温ストレス環境下における DREB2A 標的遺
伝子の発現を調べた所、NF-YB2 過剰発現体で
は乾燥ストレス誘導性遺伝子の発現が乾燥
ストレス条件下で向上している一方で、高温
ストレス誘導性遺伝子の発現は高温ストレ
ス条件下で変化がなかった。NF-YB3 過剰発現
体では高温ストレス誘導性の遺伝子の発現
が高温ストレス条件下で向上している一方
で、乾燥ストレス誘導性遺伝子の発現は乾燥
ストレス時に変化が見られなかった。また、
同様に、NF-YB2 過剰発現体は乾燥ストレス耐
性が上昇している一方で、高温ストレス耐性
には変化がなく、NF-YB3 過剰発現体では高温
ストレス耐性が上昇している一方で乾燥ス
トレス耐性には変化がなかった。これらの結
果から、NF-YB2 は乾燥ストレスに特異的な、
NF-YB3 は高温ストレスに特異的な DREB2A の
コアクティベーターであることが示唆され
た。 
 
(3) RNA-seq 法により、NF-YB2 および NF-YB3
過剰発現体におけるトランスクリプトーム
解析を行った。その結果、NF-YB2 過剰発現体
では、NF-YB3 過剰発現体よりも多くの乾燥ス
トレス誘導性遺伝子の発現が上昇しており、
一方で NF-YB3 過剰発現体では、NF-YB2 過剰
発現体よりも多くの高温ストレス誘導性の
遺伝子の発現が上昇していることが確認さ
れた。このことから、NF-YB2 および NF-YB3
は、それぞれ乾燥および高温ストレス条件下



における植物のトランスクリプトームの変
化に影響を与える因子であることが示唆さ
れた。 
 
(4) NF-YB2、NF-YB3 についてそれぞれのノッ
クアウト変異体に、それぞれのプロモーター
で GFP融合タンパク質を相補的に発現する植
物を作出した（ NF-YB2pro: GFP-NF-YB2/ 
nf-yb2 お よ び NF-YB3pro: GFP-NF-YB3/ 
nf-yb3）。これらの植物を用いて、NF-YB2 お
よび NF-YB3 が乾燥および高温ストレス条件
下において DREB2A 標的遺伝子プロモーター
に 結 合 す る か を ChIP (chromatin 
immunoprecipitation) assayによって調べた。
その結果、NF-YB2 タンパク質は、乾燥ストレ
ス条件下において乾燥ストレス誘導性を持
つ DREB2A 標的遺伝子プロモーターへの結合
量が上昇し、NF-YB3 タンパク質は、高温スト
レス条件下において高温ストレス誘導性を
持つ DREB2A 標的遺伝子プロモーターへの結
合量が上昇することが明らかになった。この
ことから、予想されたように NF-YB2、NF-YB3
はそれぞれ乾燥および高温ストレス条件下
において DREB2A と協調して標的遺伝子の発
現を制御することが示唆された。興味深いこ
とに、高温ストレス条件下では、乾燥ストレ
ス誘導性プロモーターに対する NF-YB2 の結
合量が低下する一方で、乾燥ストレス条件下
では、乾燥および高温ストレス誘導性遺伝子
プロモーター双方に対する NF-YB3 の結合が
著しく低下することが明らかになった。この
ことから NF-YB3 が乾燥ストレス条件下にお
ける乾燥ストレス誘導性遺伝子に対して影
響を持つ可能性が示唆された。 
 
(5) また NF-YB2、NF-YB3 のノックアウト変
異体（それぞれ nf-yb2、nf-yb3）およびそれ
らの二重変異体（nf-yb2 nf-yb3）を単離し
機能解析を行った。乾燥および高温ストレス
条件下における DREB2A 標的遺伝子の発現変
化を調べた所、過剰発現体の場合とは反対に、
nf-yb2 変異体では乾燥ストレス条件下にお
いて乾燥ストレス誘導性遺伝子の発現が低
下している一方で、nf-yb3 変異体では高温ス
トレス条件下において高温ストレス誘導性
遺伝子の発現が低下していた。そして興味深
いことに、nf-yb2 変異体では高温ストレス条
件下において高温ストレス誘導性遺伝子の
発現に変化は見られなかったが、nf-yb3 変異
体では乾燥ストレス条件下における乾燥ス
トレス誘導性遺伝子の発現が、野生型植物を
比較してさらに向上していることが明らか
となった。このことは、NF-YB3 が乾燥ストレ
ス条件下において、乾燥ストレス誘導性の
DREB2A 標的遺伝子の発現に抑制的に寄与し
ていることを示唆しており、また ChIP assay
によって示されたように、乾燥ストレス条件
下において、乾燥ストレス誘導性遺伝子のプ
ロモーターに対する NF-Y3の結合が低下する
という結果とも整合している。また、nf-yb2 

nf-yb3 二重変異体では、遺伝子発現の傾向は
nf-yb3 変異体と同様で、高温ストレス条件下
において高温ストレス誘導性遺伝子の発現
が低下している一方で、乾燥ストレス条件下
においては乾燥ストレス誘導性遺伝子の発
現は向上していた。このことは NF-YB2 の変
異よりも、NF-YB3 の変異の方が乾燥ストレス
応答に対する影響が大きいことを示唆して
いる。また、乾燥および高温ストレス耐性試
験を行った所、遺伝子発現の変化と整合して、
nf-yb2 変異体では乾燥ストレス耐性が低下
しており、nf-yb3 変異体および nf-yb2 
nf-yb3 二重変異体では高温ストレス耐性が
低下していた。これらの結果から、NF-YB2、
NF-YB3 はそれぞれ乾燥および高温ストレス
特異的な DREB2A のコアクティベーターであ
る、ということに加え、さらに NF-YB3 は乾
燥ストレス条件下における乾燥ストレス誘
導性 DREB2A 標的遺伝子の抑制因子であると
いうことが示唆された。 
 
(6) プロモーターの探索では、マーカーとさ
れているいくつかのプロモーターにおいて
ストレス条件下での発現の変動が見られる
ことが明らかとなった。そのため、それらの
細胞種特異的なプロモーターと同様の発現
パターンを示すプロモーターについて、公共
の デ ー タ ベ ー ス （ GENEVESTIGATOR: 
https://genevestigator.com/gv/）や、細胞
種特異的な発現パターンを示すプロモータ
ーを報告している過去の論文から探索した。
その結果、細胞種特異的な発現パターンを示
し、ストレスに対する応答性の低いプロモー
ターを複数単離することに成功した。 
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