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研究成果の概要（和文）：急速に進む地球温暖化は、イネなどの主要穀類の生産に大きな影響を与え、花期の高
温条件が米の品質劣化のみならず、時に不稔を招くことが明らかになってきた。この高温不稔の問題は、将来的
な食糧生産維持のために解決すべき重要課題の一つである。研究代表者らは、転写因子の機能解析をタンパク質
レベルで解析することを主な目的とし、小麦胚芽抽出液を利用する無細胞翻訳系を利用して、イネの高温雄性不
稔に関係すると予想してきた転写因子候補を完全長タンパク質として合成・精製し、さらに転写因子OsMyb80の
制御下にある花粉形成に必須な遺伝子CYP703の転写制御領域へのOsMyb80の特異的結合を生化学的に明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：The rapid global warming has a great impact on the production of major 
cereals such as rice, and the high-temperature conditions during the flowering season not only 
deteriorate the quality of seeds but also sometimes cause sterility. This problem of 
high-temperature sterility is one of the important issues to be solved in order to maintain food 
production in the future. The principal investigators predicted transcription factors that it might 
be involved in high-temperature male sterility in rice. To conduct a functional analysis of these 
transcription factors at the protein level, the candidates were synthesized and purified as a 
full-length protein by using a cell-free translation system based on the wheat germ extract. It has 
been confirmed that one transcription factor, OsMyb80, shows specific binding to the regulatory 
region of the gene CYP703, which is essential for pollen formation.

研究分野：タンパク質科学、分子生物学

キーワード： 転写因子　イネ　高温不稔
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高温雄性不稔に関連する転写因子のタンパク質レベルでの機能解析系の構築は、温度感受性を生化学的に検証す
る上で重要な技術的プラットホームの提供につながると期待される。高温条件で影響を受けやすい分子機構の解
明を加速することにより、タンパク質工学やゲノム編集を利用した転写制御様式のオーダーメイド型改変など、
イネなどの主要作物の高温条件対策を具体的に進める応用研究の下地になるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
研究分担者らは、高温により一群のタペート特異的遺伝子が発現抑制されること、柱頭上での
花粉の発芽が低下することを明らかにし (Endo et al. 2009)、タペートでの遺伝子発現制御の異常
が花粉稔性の低下の主因であるとするモデルを立てた。タペートは葯壁の最内層の組織で、花粉
に酵素や構成成分等を供給する役割を担っており、転写、翻訳、酵素活性、生成産物の高次構造
などの各ステップで高温ストレスの影響を受ける可能性が考えられる。主にシロイヌナズナと
イネから、タペートで発現する転写制御因子は十数種類報告されており、いずれも花粉形成に必
須であり（Li et al. 2006; Aya et al. 2009）、多種類のターゲット遺伝子に対する緻密な制御メカニ
ズムの存在が想起される。 
転写因子タンパク質の機能を明らかにするためには、一般的に該当するタンパク質をコードす
る遺伝子の欠損個体を作成し、この遺伝子欠損変異株と野生株の転写物の比較解析を進めると
ともに、転写因子の DNA結合領域の特定 DNAシス配列への結合能を指標とした生化学的解析
データを得る必要がある場合が多い。一方、転写因子には DNA結合領域の他にも他の因子との
相互作用に必要なタンパク質領域も存在するため、他の因子との関係性を正確に理解するため
には、各転写因子の全長タンパク質を用いた生化学的な解析が可能となることがより望ましい。
大腸菌によるタンパク質調製系は、この目的には不向きなケースが多く、実際には全長タンパク
質を利用した転写因子解析は技術的に極めて困難な状況にあった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者が基盤整備してきた無細胞翻訳系をイネ転写因子タンパク質の発現お
よび機能解析に適用し、合成した転写因子を用いて、複数の転写因子による転写活性化の分子制
御を明らかにするとともに、転写・翻訳されたターゲット因子をも含めて、一連の反応に関わる
タンパク質因子の形態や活性を解析することを目的に研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、イネ（Oryza sativa NIPPOBARE）が高温条件下で雄性不稔を引き起こす際に鍵と
なることが予想されてきた転写因子 OsMYB80およびその関連因子を材料として、近縁のコムギ
の無細胞翻訳系を利用した全長転写因子タンパク質の合成および精製系を確立し、タンパク質
レベルでの全長型の転写因子の機能解析系の構築を進めた。ここでは、転写制御を受ける遺伝子
上流の DNAに結合する領域のみではなく、多量体形成や他の転写関連因子との相互作用に重要
な制御ドメインを含む完全長の転写因子タンパク質の調製と精製の系を確立し、さらに精製し
た転写因子タンパク質を利用するインビトロでの生化学的機能解析系の構築を目指して研究を
進めた。また、ここで利用したコムギ胚芽抽出液による無細胞翻訳系は膜結合型酵素の調製にも
有効であることより、並行してイネの高温雄性不稔に深く関連、もしくは標的そのものの可能性
を秘めると考えた花粉形成期に重要な機能を果たす CYP703（Morant et al. 2007）の機能型タン
パク質再構成系の構築を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）イネ転写因子あるいは転写因子候補として、GAMYB、
OsMYB80、TDR, EAT1, bHLH142の各 cDNAのタンパク質コード領
域を無細胞翻訳の鋳型mRNA転写調製用プラスミド pYT08へサブク
ローニングした。コムギ胚芽抽出液を利用した無細胞翻訳系により、
個々のタンパク質合成試験を進めタンパク質発現を確認した。高温条
件において転写制御の乱れが不稔を招くと予想される CYP703 遺伝
子上流の DNA領域を DNA断片として領域ごとに調製し、末端をラ
ジオアイソトープ 32P で標識し、転写因子結合の予備実験を行なっ
た。各転写因子タンパク質の共存条件で標識 DNAの移動度の変化が
見られたため、さらに詳細なコントロール区との比較実験を進めた。
その結果、転写因子の量比ではなく、合成反応液に共存するコムギ胚
芽抽出液の内在性のタンパク質の量比が、DNA 断片の移動度に優勢
に影響することが判明した。これは、用いた DNA断片に特異的ある
いは非特異的に結合するタンパク質が、コムギ胚芽抽出液内に存在す
ることを示している。 
（２）CYP703タンパク質の再構成系の構築に関しては、イネ遺伝子
を pYT08 へクローニングし、さらに足場となるナノディスクを
membrane scaffold protein (MSP)とダイズリン脂質（アゾレクチン）よ
り調製した（Kuroiwa et al. 2022）。酵素解析に必要な CYP への電子供与体 cytochrome P450 
reductase (CPR)については、イネ遺伝子を新たにクローニングし、これも pYT08へクローニング

図 1. OsMYB80の合成と精
製。矢印は OsMYB80の位
置を、Mは分子量マーカを
示す。 



し、無細胞翻訳系によるタンパク質発現を
確認した。 
（３）各転写因子を精製するためにタグペ
プチドを付加したタンパク質発現系を新
たに構築した。また、転写制御領域結合タ
ンパク質のコントロールとして、大腸菌発
現系での発現・精製により機能解析が可能
という報告が複数ある GAMYB タンパク
質についても、発現・精製の系を構築した。
イネの OsMYB80および TDRについては,
精製用のアミノ末端の His6 タグおよびそ
の除去に利用する TEV プロテアーゼ切断
配列を導入した発現用ベクターを構築し、
コムギ胚芽無細胞翻訳系による合成確認
および精製を進めた。OsMYB80 について
は可溶性の全長タンパク質を得ることが
でき、SDS-PAGEおよびクマシーブリリア
ントブルー染色で 95%以上の精製度を確認した（図 1）。一方、大腸
菌発現系で合成した OsMYB80 は、全長タンパク質の発現は確認で
きず、切り縮めた DNA 結合領域を不溶性タンパク質として発現さ
せ、回収した。この不溶化タンパク質を塩酸グアニジンで可溶化し、
既報に従いリフォールディングを施した。精製した完全長 OsMYB80
タンパク質と大腸菌で発現、精製、リフォールディングを施した
OsMYB80の DNA結合領域部分に相当するタンパク質をそれぞれ利
用して、Electrophoresis mobility shift assay (EMSA)を実施した。イネ
CYP703遺伝子の上流配列末端を 32P標識し、試験を進めたところ、
特異的結合を示す領域を確認できた。大腸菌で調製した部分タンパ
ク質に比べ、完全長タンパク質結合による泳動シフト幅は顕著に大
きいことより、完全長 OsMYB80 は多量体を形成し得ることが示唆
された（図 2）。 
（４）TDRに関しては、TEV による His6 タグの除去後、すなわち
タグの無い完全長TDR自体にもNi-NTAカラム樹脂への結合能があ
り、イミダゾールによる溶出が確認された。イネ TDRのアミノ酸配
列にはヒスチジンに富む領域が認められることより、イネ TDR は
タグの無い状態でも Ni-NTA カラムでタンパク質精製可能であるという特殊な性質を有するこ
とを発見するに至った（図 3）。現時点では仮説に過ぎないが、TDRの安定した金属イオンとの
結合能は、植物細胞内での TDRへの金属イオンの配位による構造および機能の制御系が存在す
る可能性を示唆するものである。 
（５）イネ CYP703遺伝子上流の転写制御を司る
DNA領域を 140塩基領域まで狭め、合成 DNAで
の結合競合試験により OsMYB80 の結合シス配
列候補の絞り込みを行った。さらに合成プライ
マーにより 18 塩基対の断片を 6 種類作製し
EMSAを実施した。その結果、CYP703遺伝子上
流の特定の 18 塩基の断片に OsMYB80 結合領
域を絞り込むことに成功した（図 4）（論文投稿
予定）。 
（６）共同研究者により、イネの高温不稔条件
において、通常温度条件で生育させた対照区と
比較して、発現量が顕著に低下していることを確認した CYP703 以外の遺伝子５種が推定され
た。これらに対し EMSAにより完全長 OsMYB80タンパク質を利用して DNA結合領域を調査し
たところいずれにおいても特異的結合領域を確認するに至った（論文投稿予定）。 
 
＜まとめと展望＞ 

OsMYB80のみならず、GAMYBや TDRなどの転写因子タンパク質を可溶化状態で精製するこ
とに成功し、Myb 様領域を有する転写因子については、ゲルシフトアッセイにより特定のシス
配列を含む DNA 断片との特異的結合を確認できた。さらに、OsMYB80 欠損株において野生株
と比較して転写量が顕著に低下した遺伝子５種について、その転写調節領域と推定される DNA
配列に OsMYB80が結合することを確認でき、OsMYB80の結合シス配列を絞り込むことに成功
した。想定外の結果として、TDR タンパク質の金属イオン結合能の発見が加わり、転写制御に
おける特定金属イオンの寄与が可能性として新たに浮かび上がってきた。今後は、この新知見に
関する詳細な解析を進めるとともに、この完全長転写因子タンパク質の調整によるインビトロ
機能解析系の汎用性についてヒトの転写因子も視野に応用展開を予定している。 

図 3. TDRの Ni-NTAレジン
への結合能を利用した完全
長 TDRタンパク質の精製。
Mは分子量マーカー。Elute
画分 1から 3にかけて TDR
が溶出している。 

図 4．EMSAに用いた CYP703 の DNA断片の位置． 
緑色の矢印で示した断片（A～E）と、紫色で示した 18 bp
の DNA断片（Com1～6）を使用した。断片の名前の右側
に*を付けたものは OsMYB80が結合した断片、*を付けた
ものは GAMYBが結合した断片である。シフトバンドが
特に濃く見えたものは*を 2つ付けた。黄色で示した領域
は CYP703のコード領域である。 

図 2. DNA結合領域のみの OsMYB80（左）と完全長 OsMYB80
（右）による EMSAの結果。標識 DNA量は 7 fmol（左パネル） 
8 fmol（右パネル）、タンパク質量は 320 ng。矢印が OsMYB80の
結合を示すシフトバンドのシグナルを示す。 
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