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研究成果の概要（和文）：N 遺伝子のプロモーター上流領域に結合する転写因子として，Dof

ファミリーに属する BBF1,	 BBF2,	 及び BBF3 を同定した。N 遺伝子の約 2.3	 kb の上流配列

（NP2.3）にレポーター遺伝子 GFP を接続してプロモーター解析を実施した結果，BBF1 の一過

的発現は N遺伝子の転写を増大させた。また，BBF1 の過剰発現時により，ROS 産生，及び HR

誘導と関連遺伝子の転写増強がもたらされた。	 

	 
研究成果の概要（英文）：Dof	 transcription	 factors	 BBF1,	 BBF2	 and	 BBF3	 were	 binding	 factors	 
to	 the	 region	 upstream	 of	 the	 N	 gene	 promoter.	 Transient	 expression	 of	 BBF1	 led	 to	 
enhancements	 of	 N	 gene	 transcription,	 ROS	 production	 and	 HR	 induction. 
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１．研究開始当初の背景 
	 申請者らは N遺伝子の上流域にレポーター
遺伝子（GFP）を接続して，アグロバクテリ
ウム浸潤法による一過性発現実験でこれを
再現させる系を確立した。連続的な欠失体を
用いた転写量測定の結果，転写開始点を含む
上流域約	 0.26	 kb	 のゲノム断片があれば，
p50依存的に転写が3〜4倍に上昇することが
わかった。p50 に加えて，N タンパク質を同
時に発現させることにより，さらに転写が増
強された。そこで，タバコモザイクウイルス
（TMV)	 遺伝子産物の一部である p50 がエリ
シターとして植物細胞内の転写因子を直接

に活性化するのか，またはＮタンパク質のよ
うな細胞質内のタンパク質との相互作用を
介して活性化するのかを明らかにする必要
があった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 申請者らは，N タンパク質が，N	 遺伝子す
なわち自己遺伝子上流域の	 p50 標的配列を
介した転写増強にも関与しているという新
事実を発見し，最小標的配列となる 20	 bp	 の
エンハンサー配列の	 Dof 結合モチーフ
（AAAG)が必須であることを明らかにしてい
た。本研究では，タバコに複数存在する Dof
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転写因子の cDNA クローニングを行い，組換
えタンパク質を得て，DNA 結合能やファーウ
エスタン法等を用いたタンパク質ｰタンパク
質間相互作用の詳細な解析を進める。これら
の結果から，Nタンパク質，p50，Dof 因子が
どのような相互作用により転写を調節して，
HR 誘導が導かれるかを解明しようとした。	 
 
３．研究の方法 
（１）タバコに存在するDof転写因子うち，
BBF1,	 BBF2 および BBF3 の完全長 cDNA	 を
クローニングし，組換えタンパク質を発現
して精製を行う。これらの組換えタンパク
質と20	 bp	 のエンハンサー配列の結合につ
いて in	 vitro の実験を行い，３種の転写
因子の結合能の比較や標的配列の詳細な
分析を行う。また，Dof タンパク質の植物
細胞での発現系を構築し，N	 遺伝子転写活
性化のエフェクターとしての評価を行う。
これらの方法により，Dof は単独でも転写
活性化を起こすか，p50 や N タンパク質と
相加的に作用または相乗的に働くかを調
べ，３つのエフェクターの関係について解
析する。	 
	 
（２）DOF タンパク質が in	 vivoで実際に転
写活性化に関与することを確認するために，
タバコ葉から調製した抽出物と混合してゲ
ルシフトアッセイを行い，エンハンサー結合
性転写因子を検出する。シフトバンドの特異
性を確認するためには，非放射性プローブに
よる競合実験や変異型プローブを用いる。細
胞内での Dof 因子と標的 DNA との結合につい
ては，質量分析機を用いて同定し，転写活性
化に関与する新規因子を明らかにして，転写
活性化機構を推定する。	 
	 
４．研究成果	 
（１）	 N 遺伝子の約 2.3	 kb の上流配列
（NP2.3）にレポーター遺伝子 GFP を接続し
てプロモーター解析を実施した結果，p50 が
関与する転写増強には Dof ファミリー転写因
子が関与している可能性が示唆された。そこ
で BBF1 について，N 遺伝子の転写増強と Nを
介した防御応答における役割を調べたとこ
ろ，N 遺伝子をもつタバコで p50 の非存在下
で BBF1 を一過的に過剰発現させると，HR は
誘導されないが，内在性 N遺伝子の発現が増
加した。	 
	 
（２）p50 存在下で BBF1 を一過的に共発現さ
せた結果，BBF1 を共発現しない場合と比べて
HR が増強された。一方，HR 誘導時における
内在性 BBF1 の発現量の変化を調べたところ，
TMV 感染や p50 による HR 誘導時において，N
遺伝子の発現は増強されたが，BBF1 遺伝子の
転写量に変化は見られなかった。	 

	 	 
（３）興味深いことに，N 遺伝子の有無に関
わらず，BBF1 の過剰発現時では，p50 発現に
非依存的に ROS の産生量が増大したが，ROS
産生に関わるとされる NADPH オキシダーゼ遺
伝子（NtrbohD）の発現は影響がなかった。
また，N遺伝子の非存在下で HR が誘導されな
い場合でも，BBF1 を過剰発現時させると，サ
リチル酸やジャスモン酸を介したシグナル
伝達経路のマーカー遺伝子（PR1a，PR1b）や
HR マーカー遺伝子（Hsr203j，Hin1）の発現
が増加した。	 
	 これまで Dof ファミリー転写因子の機能に
ついては，数多くの報告があるが，病原抵抗
性に関与する報告はほとんど存在しない。本
研究の成果は，代表的なウイルス抵抗性遺伝
子の作用機構について，重要な新規知見を得
たものとなった。	 
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