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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナAtERF1はGCCを含む配列を連続する3つのベータ鎖によって認識しているのに
対して、同じサブグループに属するタバコERF189やニチニチソウORCA3は類似するが異なる配列を認識する。これら同
種の転写因子がDNA結合特異性をどのように多様化させ、それぞれの植物系統で異なる防御代謝を制御するに至ったの
かを解明した。DBDのアミノ酸置換変異解析の結果、２つの異なるDNA-タンパク質相互作用が認識の配列特異性と結合
親和性に働くことが推定された。対象とした同種のERF転写因子は比較的少数のアミノ酸置換変異によってDNA結合特異
性を多様化されてきたことが考察された。

研究成果の概要（英文）：Transcription factors (TFs) recognize target DNA sequences with distinct DNA-bindi
ng domains (DBDs). The DBD of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ETHYLENE RESPONSE FACTOR1 (AtERF1) uses t
hree consecutive beta-strands to recognize a GCC-containing sequence, but tobacco (Nicotiana tabacum) ERF1
89 and periwinkle (Catharanthus roseus) Octadecanoid-derivative Responsive Catharanthus AP2-domain protein
3 (ORCA3) of the same TF subgroup appear to target similar but divergent DNA sequences. Here, we examined 
how DNA-binding specificities of these TFs have diverged in each plant lineage to regulate distinct defens
e metabolisms. Extensive mutational analyses of these DBDs suggest that two modes of protein-DNA interacti
ons independently contribute to binding specificity and affinity Divergent DNA-binding specificities of th
e ERFs may have arisen through mutational changes of these amino acid residues.
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１． 研究開始当初の背景 

含窒素塩基性天然物であるアルカロイドと

して、これまでに 1万種以上の化学構造が知

られている。ニコチン（タバコ）、カフェイ

ン（コーヒー）、モルヒネ（ケシ）、アトロ

ピン（べラドンナ）、ビンブラスチン（ニチ

ニチソウ）など多くの生理活性物質がアルカ

ロイドに含まれ、医薬、麻薬、毒物として利

用されるものも多い。各アルカロイドは、特

定の種や属にだけ蓄積される二次代謝産物

でもある。また、多くの場合、限定された組

織や生育条件でのみ合成されることも知ら

れている。多様な生合成経路の確定、及び、

生合成酵素遺伝子クローニングが急速に進

展する一方で、生合成がいかに時空間的制御

されるのかに関する知見は限られてきた。 

タバコ属植物に見出されるニコチン及び

その類縁化合物（タバコアルカロイド）は、

その毒性と喫煙習慣性がよく知られている。

一方、植物にとっては防虫性の化学防御物質

としての役割がある。タバコの葉が害虫によ

り食べられると、そのシグナルが葉から根に

伝達され、傷害ホルモンであるジャスモン酸

を介した情報伝達系によりタバコアルカロ

イド生合成遺伝子群が根の先端部分で活性

化される。根端で合成されたニコチンの大部

分は導管を伝わって地上部へ転流され、全草

に蓄積する。これまでに JA シグナルが COI1

受容体、JAZ 転写抑制因子、MYC2 転写因子を

介する伝達系に依存することや低ニコチン

品種の原因遺伝子座 NIC2 に存在する複数の

ERF 型転写因子が既知の全構造遺伝子をコン

トロールするマスター遺伝子(NIC2-locus 

ERF)であることなど、生合成遺伝子の発現制

御に関する知見を得てきた。 

二次代謝の制御遺伝子として R と C1 遺伝

子などが植物色素アントシアニンを含むフ

ラボノイド生合成系に共通して働くことが

知られている。一方、ニコチンを含むアルカ

ロイドは色素のように形質を簡便に判別で

きないことなどから、変異体とその原因遺伝

子の同定は困難だった。低ニコチンタバコ変

異株の原因遺伝子として、植物体内でアルカ

ロイド量を実際に決めている因子が同定さ

れた意義は大きい。特に、インドールアルカ

ロイド生合成や抗マラリア薬アルテミシン

生合成を制御する転写因子とタバコ

NIC2-locus ERFが構造的に相同であることか

ら、類縁因子が広く植物に利用されている可

能性がある。 

 

２． 研究の目的 

タバコアルカロイド生合成系を制御するマ

スター転写因子 ERF189 が上流のジャスモ

ン酸情報伝達系によってどのように制御さ

れているのか？また、ERF189の DNA結合

配列特性は相同因子とどう違い、その違いは

どのようにして生じたのか？以上のような

問題の解明を目指した。 

 

３． 研究の方法 

アグロバクテリウムを用いてタバコへの遺

伝子導入を行った。転写産物量は qRT-PCR

によって測定した。常法により遺伝子コンス

トラクトの作成、組換えタンパク質の大腸菌

における発現と精製を行った。EMSA法を用

いて DNA結合特異性を解析した。 

 

４．研究成果 

MYC2 型 bHLH 転写因子によるタバコアルカロ

イド制御メカニズムの解明 

高等植物は普遍的なコアとなるジャスモ

ン酸シグナル経路を持っている。ジャス

モン酸非存在下ではbHLH ファミリーの

MYC2転写因子に結合したJAZ リプレッサ

ーがコリプレッサーを含む複合体を標的

遺伝子近傍にリクルートする。この複合体は

クロマチン構造変換を促し, 標的遺伝子の発

現を積極的に抑制すると考えられている。活

性型ジャスモン酸であるジャスモン酸イソロ



イシンがCOI1 に結合すると, JAZ がユビキ

チン化を受けた後に分解される。そして, JAZ 

から解放されたMYC2 は転写活性化因子とし

て機能することが可能となる。 

タバコにもジャスモン酸伝達系を構成する

COI1,JAZ,MYC2 は保存されており, いずれの

機能を阻害してもニコチンのジャスモン酸応

答性は失われる(Shoji et al. 2008, Todd et 

al.2010, Shoji & Hashimoto 2011)。特に転

写因子であるMYC2 はニコチン生合成遺伝子

プロモーター内のG box に結合して直接に転

写活性化するばかりでなく, ニコチン制御に

関わるERF の発現も直接または間接に制御す

ることが示された(Shoji & Hashimoto 2011)。

クレード2 のERF はいずれもジャスモン酸応

答性を示すが(Shoji et al.2010), その応答

性はMYC2 に依存するものと考えられる。 

タバコアルカロイド制御転写因子のDNA結合

特異性を決定する構造学的基盤の解明と分子

進化に関する考察 

転写因子はそれぞれ特有のDNA結合ドメイン

(DBD)を介して特異的配列を認識する。シロイ

ヌナズナAtERF1はGCCを含む配列を連続する3

つの鎖によって認識しているのに対して、同

じサブグループに属するタバコERF189やニチ

ニチソウORCA3は類似するが異なる配列を認

識する。本研究では、これら同種の転写因子

がDNA結合特異性をどのように多様化させ、そ

れぞれの植物系統で異なる防御代謝を制御す

るに至ったのかを解明した。DBDのアミノ酸置

換変異解析の結果、２つの異なるDNA-タンパ

ク質相互作用が認識の配列特異性と結合親和

性に働くことが推定された。１番目の鎖内の

よく保存されたArgがLysに置換されたERF189

ではGCC配列の２番目のGC対との相互作用が

緩慢になっていた。一方、ORCA3では最初の２

つの鎖にある塩基性アミノ酸の数が増えて

いることで陰性に荷電したDNAのリン酸バッ

クボーンへの結合が増し、より多くのGCC様配

列を認識できるようになったことが推定され

た。対象とした同種のERF転写因子は比較的少

数のアミノ酸置換変異によってDNA結合特異

性を多様化されてきたことが考察された。 
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