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研究成果の概要（和文）：転写因子と結合し、標的遺伝子の発現を制御するWD40ドメインを持つタンパク質の網羅的な
解析を、申請者が開発したトランスリプレッションシステムと転写因子だけを対象にした酵母ツーハイブリッド法を利
用しておこなった。具体的には、個々のWD40タンパク質にSRDXリプレッションドメインを付与したコンストラクトをシ
ロイヌナズナに導入し、形態が変化するラインを探索した。その結果、これまでに30個のリプレッションドメインを付
与したWD40発現体で、形態が変化することが明らかになり、その中で特に矮性を誘導するWD40遺伝子について、相互作
用する転写因子の同定を酵母ツーハイブリッド法によって解析をおこなった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we performed comprehensive analyses of the WD40 proteins that 
interact with transcription factors in Arabidopsis, using the trans-repression system and yeast two 
hybrid system with cDNA library containing only transcription factors, which we had developed. We 
prepared transgenic Arabidopsis that expressed the chimeric genes of the WD40 protein fused with the SRDX 
repression domain, and screened the lines with altered phenotype. As a results, we identified that 30 
lines that expressed each of WD40-SRDX exhibited altered morphological phenotype. We focused the dwarf 
lines among them and analysed the transcription factors that interact with the WD40 protein using the 
yeast two hybrid system.

研究分野： 植物分子生物学
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プレッション　転写抑制　酵母ツーハイブリッド

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
転写調節には、転写因子のみならず、転写

因子に結合する多様な因子が転写因子の活
性調節等に重要な役割を果たしている事が
明らかになってきた。例えば、オーキシン
応答転写因子ARF1に結合するAux/IAAは、
ARF1 が転写活性化因子あるいは抑制因子
と機能するかを決めている｡別の例として
bHLH 転写因子に結合する WD40 ドメイン
タンパク質である TRANSPARENT TESTA 
GLABRA (TTG1)は、表皮細胞の制御に中心
的な役割を果たしている事が知られており、
この遺伝子が欠損すると、それぞれ結合す
る転写因子の欠損型と同様な表現型を示す。
WD40 ドメインをもつタンパク質はシロイ
ヌナズナゲノム中に約 240 個あるとされ､
そのうち核に局在すると予測もしくは実証
されているものは約 160 個(約 70%)ある｡ 
(PfamデータベースおよびSUBAIIデータベ
ースによる)｡これら細胞内局在の予測数は
多く見積もった場合であるが､同じ手法を
全タンパクコード遺伝子に適用した場合､
約 45%しか核に局在すると予測もしくは実
証されないことから､WD40 タンパク質は
統計的に有意に高頻度に核に局在すると予
測もしくは実証されている｡そして､それら
の中には、TTG1, TPL, FIE 等､転写因子と相
互作用して重要な転写調節に関わることが
実証されているものが散見されることから､
他の多くの WD40 タンパク質も転写調節に
関与していることが推察される｡しかしな
がら上記のように機能解明されている
WD40 タンパク質はごくわずかであり､多
くは未だ機能不明であり､相互作用する因
子も不明である｡タンパク質間相互作用を
検 出 す る 方 法 と し て は 、 主 に 酵 母
Two-hybrid (Y2H)系が一般に用いられてい
る。しかし、転写因子の多くは、酵母内で
転写活性化能を持っている場合が多く、そ
のままでは bait として用いることが出来な
いため、転写活性化領域を除く必要があり、
その領域に結合する因子の検出は不可能で
あるという欠点がある。一方、免疫沈降に
よって、転写因子に結合する複合体を調べ
る方法は、大変有効であるが、システムが
複雑で実験コストが高いという欠点があり、
網羅的な解析にまだ不向きであると考えら
れる。我々は、これまでに EAR-motif を含
む転写抑制化ドメイン(リプレッションド
メイン[RD])を､転写因子に網羅的に付加し
たキメラリプレッサーを植物に発現させ
(CRES-T 法)､その表現型を観察してきた｡

その一方で､転写因子と相互作用するタン
パク質に RD を付加して植物体内で発現さ
せることにより、転写制御因子複合体全体
を転写抑制因子複合体に機能変換でき、複
合体を形成する転写因子遺伝子の欠損型あ
るいはその転写因子のキメラリプレッサー
を発現する形質転換体と同様な表現型を誘
導できることを見出した。このことは、あ
るタンパク質にリプレッションドメインを
付加して発現させたときに表現型が現れ､
リプレッションドメインを付加せずに発現
させた場合には表現型が現れないか､異な
る表現型が現れるならば､そのタンパク質
は、転写因子と結合していること可能性が
高いことを示している。つまり、RD によ
るトランスリプレッション機能を利用する
ことによって、植物体内で転写因子に結合
する因子の同定、機能解析が可能となるこ
とを示している。 

 
２．研究の目的 
遺伝子発現の第一段階である転写制御を

担う転写因子は、シグナルを介在する多様
な因子と複合体を形成し、転写の調整を行
っていると考えられている｡とくに WD40
ドメインをもつタンパク質は､その多くが
核に局在すると想定され､転写因子と相互
作用して協働する可能性が高い重要な研究
対象である。本研究では、CRES-T 法が転
写因子と相互作用する因子に対しても有効
に働く(トランスリプレッション)ことや､
転写因子だけを対象にした酵母ツーハイブ
リッド法を利用して、転写因子と相互作用
するWD40タンパク質を網羅的に見つけ出
し、キメラリプレッサー発現体の表現型解
析と連動して機能解析を行う。本研究によ
り転写因子が生体内でどのように制御され､
働いているのかなど､包括的な理解が進む
ものと期待される。 

 
３．研究の方法 
シロイヌナズナゲノムに存在する約 240

個のWD40ドメインをもつタンパク質遺伝
子を解析対象とする。発現様式などを参考
に優先順位を付け､SRDX リプレッション
ドメインを融合したキメラ遺伝子を発現す
る形質転換シロイヌナズナを作成する。一
方でこれらWD40タンパク質遺伝子を単純
過剰発現する植物の作成も同時に行い､T1
世代の表現型を比較解析することにより､
両者が異なる表現型を示すラインを探索す



る｡そのようなラインが同定できた場合､こ
れまでに観察したキメラリプレッサー発現
植物の表現型データベースから類似する表
現型を示すものを探索し、且つ転写因子遺
伝子のみからなるライブラリーを用いた
Y2H 法により相互作用する転写因子の探
索を行い､発現パターンが類似する転写因
子のキメラリプレッサー発現植物の表現型
を観察することによって､相互作用する転
写因子を同定する。さらに複合体を形成す
る因子が転写制御にどのように影響を及ぼ
しているのか、その分子機構について詳細
な解析を行う。 
まず、転写因子と結合して複合体を形成し、

転写制御に関与する可能性が高いタンパク

質因子として、シロイヌナズナゲノム中に

約 240 個存在する WD40 ドメインを持つタ

ンパク質を研究対象とする。公的マイクロ

アレイデータベースなどの情報を参考に､

環境ストレス応答に対する関連性が小さく､

かつ組織特異的な発現するものから優先的

に cDNA の収集を行う。具体的には、リソ

ースセンターおよび cDNA ライブラリーか

ら PCR により単離する（100 個の遺伝子の

cDNA については、既に取得済み）。これら

収集した cDNA のタンパク質コード領域を

適切なプライマーを用いて PCR で増幅し、

研究代表者の研究室で作成したキメラリプ

レッサー作成用および単純過剰発現作成用

Gateway カセットベクターにクローニング

する。これらを個別に植物に形質転換する

のは多大な労力を必要とするので、個々の

キメラ遺伝子で形質転換されたアグロバク

テリア形質転換体 10 種類を混合し、バッチ

1〜20 までの 20 個のプールを作成する。各

バッチでシロイヌナズナの形質転換をおこ

ない、バッチごとに 50〜100 個の形質転換

を単離し、形態観察を行う。形態、生育速

度、大きさ、生殖生長への移行、花器官等

について詳細に観察し、野生型と比較し何

らかの変異が見られる形質転換体から､ゲ

ノム PCRによって導入されたWD40タンパ

ク質遺伝子を同定する。並行して、単純過

剰発現用コンストラクトで形質転換した植

物体も同様の手法で作成して表現型観察お

よび導入遺伝子の同定を行う。キメラ遺伝

子導入ラインと単純過剰発現導入ラインと

は常に同じバッチを同時に育成､観察する

ようにする｡この時点で､キメラ遺伝子を導

入しても､単純過剰発現コンストラクトを

導入しても同様の表現型を示すものが相当

程度リストアップできると考えられるが､

それらは転写因子と相互作用して表現型を

誘導したとは考えにくいので､その後の解

析対象から外す。キメラ遺伝子導入ライン

でのみ表現型を観察した遺伝子に関しては､

単純過剰発現ラインとともに個別に遺伝子

組換え体を作成し直し､キメラ遺伝子導入

ラインでのみ表現型が観察されることを確

認する｡これらは転写因子と相互作用する

WD40 タンパク質の有望候補となる｡ 
次に有望な WD40 タンパク質を同定した

場合､そのキメラ遺伝子発現植物の表現型

と類似した表現型を示すキメラリプレッサ

ー発現植物を､すでに構築してあるデータ

ベースからの検索によって探索する｡その

ような候補が見つかる場合は､すでに作成

済であるキメラリプレッサー発現個別 T1
種子を再播種して表現型観察を行い類似性

を検証する｡ 
一方、データベース検索で類似する表現

型がみつからない場合は､対象としている

WD40 タンパク質遺伝子と類似した発現パ

ターンを示す転写因子を一般的なデータベ

ースなどで検索し､それらのキメラリプレ

ッサー発現植物を観察して表現型に類似性

があるかどうかを検証する｡類似性が認め

られる場合は､酵母ツーハイブリッド法や

BiFC 法､免疫沈降法などを駆使して物理的

相互作用の有無を慎重に検証する｡ 
相互作用に確認のため、研究代表者らはこ

れまでに収集した転写因子クローンを利用

して､転写因子だけからなる酵母ワン／ツ

ーハイブリッドライブラリーを作成済であ

る｡本ライブラリーを使用すると､非常に高

効率に特定の DNA もしくはタンパク質に

結合する転写因子を同定することができる｡

さらに最近では 96穴プレート 4枚を利用し

て準一対一にスクリーニングする手法も開

発しており､より高感度なスクリーニング

系を確立している｡そこで､本ライブラリー

を駆使しY2Hスクリーニングにより同定し

た優先順位の高い WD40 遺伝子について､

相互作用する転写因子を網羅的に探索する｡

相互作用する転写因子を同定できた場合は､

それらのキメラリプレッサー発現植物を観

察して､WD40 キメラ遺伝子発現植物との



間に表現型の類似性があるかどうかを検証

する｡類似性が認められる場合は､BiFC 法､

免疫沈降法などを駆使して物理的相互作用

の有無を再検証する｡ 
転写因子とアクセサリータンパク質(本研

究の場合は WD40 タンパク質)の相互作用

の意義としては､転写因子の活性調節(転写

活性化／抑制化能力の変化)､DNA 結合能

力の変化(アクセサリータンパク質と相互

作用したときのみDNAに結合する､あるい

は DNA から解離する)などがあげられる｡

いずれであるにせよ転写因子とアクセサリ

ータンパク質の複合体もしくは転写因子が

どのような塩基配列に結合するか明らかで

なければ､検証実験を行うのは難しい｡その

ため、まず CASTing 法などを用いて結合塩

基配列を明らかにする｡結合塩基配列がわ

かればそれらを繰り返してレポーター遺伝

子に連結したコンストラクトを作成するこ

とができるため､転写因子のみを発現させ

た場合と､転写因子および WD40 タンパク

質を発現させた場合とでレポーター遺伝子

の活性化(抑制化)度合いを調べることがで

きる｡さらに､ゲルシフトアッセイにより転

写因子のみの場合と転写因子および WD40
タンパク質の場合とで DNA 結合能力に変

化があるかを調べることができる｡また､そ

のほか一般的な実験手法により､転写因子

と相互作用するWD40タンパク質との間で

プロモーター活性(組織特異性)にどの程度

差異があるかを解析することができ、また､

ノックアウトラインにおける表現型を比較

するなどの研究が可能であり､本相互作用

の意義を明らかにできると期待される｡ 
一方、転写因子と相互作用する WD40 タ

ンパク質が一対一に対応し、且つ表現型も

類似しているならば､転写因子キメラリプ

レッサー発現植物とWD40キメラ遺伝子発

現植物とでは、そのトランスクリプトーム

が高い類似性を示すはずである｡このよう

な観点からマイクロアレイ実験を行い､下

流遺伝子発現に及ぼす影響を比較解析する｡

また､クロマチン免疫沈降−次世代シーケン

シング(ChIP-seq)解析も、転写因子および相

互作用するWD40タンパク質の両方につい

て実施し､標的(結合)領域に明確な違いが

あるかどうかを調べる｡非転写因子に対す

る ChIP-seq 解析はあまり前例がないが､原

理的には可能であると考えられる｡もし転

写因子と相互作用するWD40タンパク質が

複数対一のような関係の場合は標的(結合)
領域に違いが見られる可能性があり非常に

興味深い｡ 
WD40 タンパク遺伝子(キメラ遺伝子およ

び単純過剰発現遺伝子)導入ラインおよび

転写因子キメラリプレッサー遺伝子導入ラ

インの表現型は､類型化された約 40 種類の

表現型リストから選択することによってデ

ータベースに記録し､後日類似性などを検

索しやすいようにしておく｡データベース

プラットフォームはすでに整備してある

FioreDB を介して順次一般公開していくも

のとする｡ 
 
４．研究成果 
遺伝子発現の第一段階である転写制御を

担う転写因子は、シグナルを介在する多様
な因子と複合体を形成し、転写の調整を行
っていると考えられている｡とくに WD40
ドメインをもつタンパク質は､その多くが
核に局在すると想定され､転写因子と相互
作用して協働する可能性が高い重要な研究
対象である。本研究では、CRES-T 法が転写
因子と相互作用する因子に対しても有効に
働く(トランスリプレッション)ことや､転写
因子だけを対象にした酵母ツーハイブリッ
ド法を利用して、転写因子と相互作用する
WD40 タンパク質を網羅的に見つけ出し、
キメラリプレッサー発現体の表現型解析と
連動して機能解析をおこなった。本研究に
より転写因子が生体内でどのように制御さ
れ､働いているのかなど､包括的な理解が進
むものと期待される。 
本研究では、転写因子と結合し、標的遺伝

子の発現を制御するWD40ドメインを持つ
タンパク質の網羅的な解析を、研究代表者
が開発したトランスリプレッションシステ
ムと転写因子だけを対象にした酵母ツーハ
イブリッド法を利用しておこなった。具体
的には、転写因子と結合し、標的遺伝子の
発現を制御するWD40ドメインを持つタン
パク質の網羅的な解析を、研究代表者高木
が開発したトランスリプレッションシステ
ムと転写因子だけを対象にした酵母ツーハ
イブリッド法を利用しておこなった。その
ため、シロイヌナズナゲノム解析から明ら
かになったWD40タンパク質をコードする
遺伝子の cDNA からタンパク質コード領域
を PCR で増幅した。それらをリプレッショ



ンドメイン(SRDX)に融合するためのベク
ターにクローニングしたコンストラクトを
用いてシロイヌナズナを形質転換した。形
質転換したそれぞれの WD40-SRDX を発
現するシロイヌナズナの表現型について、
形態、生育速度、大きさ、生殖生長への移
行時期、花器官などの多様な形質について
詳細に観察をおこなった。その結果、これ
までに 30 個のリプレッションドメインを
付与した WD40 発現体で、形態が変化する
ことが明らかになり、その中で特に矮性を
誘導する WD40 遺伝子について、相互作用
する転写因子の同定を酵母ツーハイブリッ
ド法によって解析をおこなった。 
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