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研究成果の概要（和文）：植物ホルモンのブラシノステロイド（BR）は植物の成長と発達に重要な役割を果たし
ている。そのシグナル伝達のマスター転写因子であるBIL1/BZR1はBR応答性遺伝子の転写を抑制と活性化の双方
向に制御することが示唆されているが、その分子機構はまだ十分に理解されていない。本研究では、DNA形状の
読み取りによる塩基配列認識を介したBIL1/BZR1単独のプロモーターへの結合は、BR応答性遺伝子の転写を抑制
する方向に制御することが示された。また、BIL1/BZR1と相互作用する転写因子を探索し、それらが協調的に結
合する標的塩基配列をゲノムワイドで解析するための拡張型DAP-seq法を構築した。

研究成果の概要（英文）：The phytohormone brassinosteroid (BR) plays an important role in plant 
growth and development. BIL1/BZR1, the master transcription factor for BR signaling, has been 
suggested to regulate transcription of BR-responsive genes in both repression and activation modes. 
However, the molecular mechanism is still poorly understood. In this study, we show that the binding
 of BIL1/BZR1 alone to the promoter, through nucleobase recognition by the DNA shape readout 
mechanism, regulates transcription of BR-responsive genes repressively. We also discovered multiple 
transcription factors that interact with BIL1/BZR1 and constructed an extended DAP-seq method to 
analyze their target sequences genome-wide on promoter regions.

研究分野： 植物生化学・分子生理学

キーワード： 植物　ブラシノステロイド　転写調節　転写因子間相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においてBIL1/BZR1が単独で強く結合可能な塩基配列パターンが特徴づけられ、BRシグナル伝達に関連す
る新規遺伝子の発現調節の推定が可能になった。これにより、抑制型のBR応答性遺伝子の発現を個別に調節し、
BRによる植物の成長促進・ストレス耐性効果を高めるプロモーターゲノム編集などへの応用が期待される。ま
た、本研究で同定された転写因子との組み合わせに対して検討を重ねることにより、BR応答性遺伝子の発現調節
機構と、BRと他の植物ホルモンの協調的・拮抗的な生理作用が転写因子をハブとしたネットワークとして理解す
ることにつながると期待される。

※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 

植物ホルモンのブラシノステロイド（BR）の合成やシグナル伝達経路を欠損させると、重度
の矮性や暗所での脱黄化などの表現型が見られる。このように、BR は植物の成長と発達に重要
な役割を果たし、細胞伸長、細胞分裂、光形態形成、木部分化、生殖などの多様な生理プロセス
を制御している。また、植物の多岐にわたる成長過程を総じて促進的に調節する BR は、高温・
低温や乾燥などのストレスに対する応答においても重要な役割を果たしていることが明らかに
なりつつある。BR は細胞膜に局在する膜貫通型受容体キナーゼ BRI1 に結合するとリン酸化カ
スケードを活性化し、最終的に脱リン酸化された bHLH 様転写因子 BIL1/ BZR1、およびそのホ
モログの BES1 が核内に蓄積する（図 1）。こうして、BR の生理作用に必要な遺伝子セットの発
現が調節される。 

BIL1/BZR1 および BES1 は，核において実に
5,000 を超える BR 応答性遺伝子の発現を制御する
ことから、BR シグナル伝達のマスター転写因子と
捉えられており、その N 末端側に共通した DNA
結合ドメインで標的遺伝子のプロモーター領域に
結合する。これまでに研究グループは、BIL1/BZR1
の DNA 結合ドメインと標的 DNA の複合体構造を
解析し、BIL1/BZR1 が典型的な bHLH 転写因子と
は異なる二量体化機構によって NN-BRRE-core 配
列（5´-NNCACG -3´）を認識することを明らかにし
た（Nosaki, et al., Nat. Plants, 2018）。BIL1/BZR1 は
BR 応答性遺伝子のプロモーターに結合し、それら
の転写の抑制（オフ）だけでなく活性化（オン）に
も機能することが示唆されている（図 1）が、この
転写制御の方向性がどのような分子機構によって
決められているのかについては、まだ十分に理解
されていない。 
 
２．研究の目的 

BRの生理作用に必要な遺伝子セットの発現調節を担うBIL1/BZR1が、BR応答性遺伝子のプロ
モーター上の標的塩基配列への結合を介して、抑制と活性化の双方向で転写を直接制御する仕
組みの解明を目指し、本研究では「BIL1/BZR1が認識する塩基配列パターンと転写制御方向の関
係性」および「他の転写因子との相互作用を介した協調的なDNA認識・転写制御機構」に着目し
て研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) BIL1/BZR1 が認識する塩基配列パターンと転写制御方向の関係性 
単独の転写因子の標的塩基配列をゲノム DNA 上で探索するために DAP-seq 法が開発されて

いる。独自に取得した BIL1/BZR1 の DNA マイクロアレイデータと統合し、BR 処理条件で
BIL1/BZR1 を介して発現レベルが有意に変動する遺伝子の発現パターンとプロモーター上の結
合塩基配列パターンを解析した。さらに、ゲルシフトアッセイ（EMSA）とシロイヌナズナの葉
肉細胞由来プロトプラストを用いた一過性発現レポーターアッセイにより、各塩基配列に対す
る BIL1/BZR1 の結合性への影響を定量評価し、その構造基盤を解析した。 

 
(2) 他の転写因子との相互作用を介した協調的な DNA 認識・転写制御機構 

BIL1/BZR1 との相互作用が報告されている PIF4 は、BIL1/BZR1 と共通のプロモーター制御下
にある遺伝子の発現を上昇させることが示唆されている。そこで、PIF4 に着目して BIL1/BZR1
と協調的に結合する標的塩基配列をゲノムワイドで解析するための拡張型 DAP-seq 法を検討し
た。また、酵母ツーハイブリッド（Y2H）法などにより、BIL1/BZR1 と相互作用する転写因子を
探索した。 

 
４．研究成果 
(1) BIL1/BZR1 が認識する塩基配列パターンと転写制御方向の関係性 
シロイヌナズナの野生型（WT）Col-0 植物と BR 処理した機能獲得型 bil1-1D/bzr1-1D 変異体

の DNA マイクロアレイデータの解析により、WT と比べて bil1-1D/bzr1-1D 変異体では、4,015
遺伝子が発現上昇し、4,121 遺伝子が発現低下していることが示された。この DNA マイクロア
レイデータとBIL1/BZR1のDAP-seqデータを統合した解析により、DAP-seqピークはBIL1/BZR1

図 1 BRシグナル伝達におけるBIL1/BZR1
を介した遺伝子発現制御 



を介して発現が抑制される遺伝子
のプロモーターに有意に濃縮され
ていることが明らかになった（図
2）。これにより、BIL1/BZR1 単独の
プロモーターへの結合は、BR 応答
性遺伝子の転写を活性化するので
はなく、転写を抑制する方向に制
御することが示された（Nosaki et 
al., Nat. Plants, 2022）。 

次に、発現が抑制される遺伝子
のプロモーターに DAP-seq ピーク
が検出された配列を解析した結
果、NN-BRRE-core 配列を含む 10
塩基の配列パターンが見出され
た。この配列パターンは、EMSA と
一過性発現レポーターアッセイに
よって検証され、BIL1/BZR1 の結
合能と転写抑制能がいずれも高い
組み合わせが明らかになった。さ
らに、複合体構造に基づいた変異
体解析により、BIL1/BZR1 は DNA
の主鎖リン酸基との強固な相互作
用ネットワークを形成するために
DNA を歪ませ、この DNA 形状の読み取りによって塩基配列パターンを識別していることが結
論づけられた（図 3）（Nosaki et al., Nat. Plants, 2022）。 
本研究において BIL1/BZR1 が単独で強く結合可能な塩基配列パターンが特徴づけられたこと

により、BR シグナル伝達に関連する新規遺伝子の発現調節の推定が可能になった。実際に、葉
緑体発達の調節に関わる bpg4、BR シグナル伝達の負の制御因子である BIN2 の抑制に関わる
bil8 のプロモーター領域に標的塩基配列が見出され、これらの遺伝子の転写が BIL1/BZR1 およ
びそのホモログの BES1 により抑制される分子機構が明らかになった（Chagan et al., Plant Physiol., 
2024; Tachibara et al., Nat. Commun., 2024）。 
以上の研究成果を踏まえると、BIL1/BZR1 による直接的な BR 応答性遺伝子の発現誘導におい

ては、BIL1/BZR1 単独では結合能が比較的低い塩基配列パターンをもつ NN-BRRE-core 配列に
対して、BIL1/BZR1 を効率的に誘引する仕組み、さらには BIL1/BZR1 と相互作用する転写抑制
化因子 TPL との相互作用を解除する仕組みが必要であることが示唆される。 

 
(2) 他の転写因子との相互作用を介した協調的な DNA 認識・転写制御機構 

BIL1/BZR1 が PIF4 と協調的に認識する塩基配列パターンを詳細に解析するため、2 種類の転
写因子を用いた拡張型 DAP-seq 法を検討した。まず、BIL1/BZR1 と PIF4 のタンパク質調製条件
を検討し、最終的に in vitro タンパク質合成系とアフィニティ精製用の 2 種類の融合タグを組み
合わせることで、それぞれ単独の合成と共合成による全長タンパク質の取得に成功した。この全
長タンパク質と DNA 結合ドメインを用いた相互作用解析および DNA 結合解析により、両者が
DNA 結合ドメインとは異なる領域で複合体を形成することが強く示唆された。次に、融合タグ
を利用して精製が可能な磁気ビーズを用いたプルダウンアッセイにより、BIL1/BZR1 と PIF4 の
それぞれ単独条件、および両者の共存条件で濃縮されるゲノム DNA 断片を調製し、次世代シー
ケンシング（NGS）により塩基配列情報が得られた。また、BIL1/BZR1 と核内で相互作用する新
規因子を組み合わせた条件でも DAP-seq データを取得している。BIL1/BZR1 と PIF4 の標的塩基
配列として特定の塩基配列の濃縮がこれまでに確認されている一方、RNA-seq による発現デー
タと組み合わせた詳細な解析が進んでおり、BIL1/BZR1 と PIF4、さらには新規因子の共存条件
に特有の塩基配列パターンの解明が期待される。 

BIL1/BZR1 と相互作用する転写因子を Y2H 法により網羅的に解析した結果、シロイヌナズナ
において複数の転写因子が BIL1/BZR1 と相互作用することが見出された。また、これらの転写
因子は複数の転写因子ファミリーに分布しており、BIL1/BZR1 が幅広いタイプの転写因子と相
互作用することが示唆された。この中には、種子発芽などの生理機能に関わる転写因子が含まれ、
転写因子間の相互作用を介した BR と他のシグナル伝達のクロストークの理解につながる可能
性がある。新たに同定された転写因子との組み合わせに対しても、本研究で検討した拡張型 DAP-
seq 法を適用することで、BIL1/BZR1 を介した BR 応答性遺伝子の発現調節機構のさらなる解明
が期待される。 
 

図 2 BIL1/BZR1 が直接標的とする遺伝子の発現変化 

図 3 BIL1/BZR1 の DNA 形状読み取り機構 
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