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研究成果の概要（和文）：植物の発生において細胞分裂を時空間的に制御するためには、細胞周期に関わる遺伝子の発
現を適切にコントロールする必要がある。このような細胞周期遺伝子を制御する主要な転写因子として、G1/S期制御に
関わるE2FとG2/M期制御に重要なMYB3Rが知られている。本研究では、植物のMYB3RとE2Fが同一のタンパク質複合体に存
在していることを初めて明らかにし、それが動物において知られるDREAM complexと進化的に関連している可能性を示
した。またシロイヌナズナには、このような複合体が複数種類存在することなど、この複合体が示す植物特有の性質を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Proliferation of plant cells should be regulated spatially and temporally during 
plant organ growth. This regulation largely relies on the proper transcriptional regulation of the cohort 
of genes with cell cycle-related functions. Among them, two main classes of genes, G1/S- and 
G2/M-specific genes, are known to be regulated by families of transcription factors, called E2F and 
MYB3R, respectively. In this study, we first showed that MYB3R and E2F family proteins are present 
together in the same multi-protein complex in plants, which may be evolutionarily related to the protein 
complex, known as DREAM complex in animals such as human, fly, and worm. Unlike other organisms, plants 
specifically express multiple DREAM-like protein complexes that contain different members from E2F and 
MYB3R families and probably have distinct functions in the cell cycle.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 転写因子複合体　細胞周期　Myb転写因子　E2F　シロイヌナズナ　DREAM複合体

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
 
植物の成長はメリステムにおける継続的な
細胞分裂と、メリステムから離脱した細胞に
おける分裂の停止と分化によって引き起こ
されている。メリステムにおける細胞分裂に
は、細胞周期の各ステージを規則正しく移行
させるための制御が必要であり、このために
は細胞周期の特定のステージに、次のステー
ジへの移行に必要な遺伝子を発現させるこ
とが重要である。また、シロイヌナズナをは
じめとする多くの植物種では、細胞分裂の停
止に伴って M 期をスキップする特殊な細胞
周期、すなわちエンドリプリケーションサイ
クルを起こし、その結果、核内 DNA 量の倍
加と細胞サイズの増大が引き起こされる。こ
のため、植物の発生における細胞分裂の停止
には、とりわけ細胞周期中の G2/M 期におけ
る制御が重要であると考えられている。 
 細胞周期中で発現が変動する主要な遺伝
子群として、DNA 複製などに機能をもつ
G1/S 期遺伝子と、有糸分裂や細胞質分裂に機
能する G2/M 期遺伝子の 2 つのクラスが知ら
れている。動物細胞の研究により G1/S 期遺
伝子の多くは進化的に保存されたE2F転写因
子によって共通に制御されることが明らか
にされている。一方、G2/M 期遺伝子群の転
写制御に中心的な役割を持つ転写因子とし
てR1R2R3型Mybが本研究代表者らにより同
定されている。 
 シロイヌナズナに 5 個存在する R1R2R3 型
Myb は MYB3R と名づけられており、これま
での逆遺伝学的な研究から以下のことがわ
かっている。(1) MYB3R ファミリーには転写
活性化因子として働くもの（活性化型
MYB3R）と転写抑制因子として働くもの（抑
制型 MYB3R）の両方が存在している。(2) 活
性化型 MYB3R である MYB3R4 は、それ自体
が G2/M 期に特異的に発現しており、
MYB3R1 と共にメリステムにおいて G2/M 期
遺伝子の発現を誘導し、細胞質分裂をはじめ
とする M 期の進行を正に制御している。(3) 
抑制型 MYB3R である MYB3R3 と MYB3R5
は、メリステムの細胞とメリステムを離脱し
た細胞の両方において G2/M 期遺伝子の転写
を負に制御している。(4) メリステムの細胞
における抑制型 MYB3R の機能は、G2/M 期
以外の細胞周期の時期に標的遺伝子の発現
を抑制し、発現の起きる期間を G2/M 期に限
定することである。(5) 一方、メリステムを
離脱した細胞では、抑制型 MYB3R は G2/M
期遺伝子を継続的な抑制状態に保つために
必要である。このように、活性化型 MYB3R
と抑制型 MYB3R の協調的な働きにより、増
殖中の細胞と増殖を停止した細胞（休止細
胞）の両方において、G2/M 期遺伝子の発現
を適切に制御し、細胞周期の規則的なイベン
トの進行を支え、発生における時空間的な細
胞分裂の制御を可能にしている。しかし、こ
れらの MYB3R がどのようにして下流遺伝子

の転写を制御しているのかについて、生化学
的な知見はまだほとんど得られていない。 
 
２．研究の目的 
 
抑制型 MYB3R3 の標的遺伝子を網羅的に同
定する目的で、MYB3R3-GFP を発現するシロ
イヌナズナを用いて、クロマチン免疫沈降と
次世代シーケンスを組み合わせた ChIP-seq
解析を行った。その結果、MYB3R3 は期待通
りに in vivo において G2/M 期遺伝子群の上流
域に結合していることが示されたが、それ以
外の標的遺伝子として、E2F に制御される
G1/S 期遺伝子群が数多く同定された。シロイ
ヌナズナの E2F 標的遺伝子には、E2F 結合モ
チーフが高度に濃縮されているが、MYB3R
の標的配列である MSA エレメントにはその
ような濃縮が見られないことから、MYB3R
はE2F標的遺伝子に直接結合するのではなく、
E2F との複合体形成により間接的に結合して
いると考えられた。このように Myb と E2F
を同時に含むタンパク質複合体として、ショ
ウジョウバエの dREAM complex が知られて
いる。類似のタンパク質複合体は、ヒトやセ
ンチュウにも知られており、機能や構造が進
化的に保存されている可能性が指摘されて
いる。ヒトの DREAM complex には、抑制型
の E2F (E2F4/5)、E2F とヘテロ二量体を形成
する DP、Rb 関連タンパク質（p130/p107）の
ほかに、5 個のタンパク質（LIIN9/Mip130, 
LIN37/Mip40, LIN52, LIN54/Mip120, 
LIN53/Caf1/RBRP4）からなるコア複合体
（MuvB コア）が含まれており、タンパク質
8 個以上からなる大きな複合体として存在し
ている。これらの複合体では Myb と E2F が
共通の MuvB 複合体に異なる時期に結合する
場合（ヒト）や同じ複合体に同時に存在する
場合（ショウジョウバエ）などがあり、Myb
とE2Fの機能がこの複合体を通じて密接に関
連していると考えられている。このような観
察から、DREAM complex は細胞周期関連の
多くの遺伝子の転写制御を統合する役割を
担っている可能性が指摘されているが、研究
の歴史が浅く、まだ多くのことは明らかにさ
れていない。本研究では、シロイヌナズナに
おいて MYB3R と E2F が同一の複合体に含ま
れているかどうか、そして、それが進化的に
保存された植物版の DREAM complex である
のかについて明らかにすることを目的とし
た。さらに、本研究から、動物においても未
だ完全な理解に至っていない、この謎に満ち
たタンパク質複合体の機能やその制御につ
いて知見が得られることを期待した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 共免疫沈降解析 
MYB3R3-GFP あるいは GFP-MYB3R4 を発現
する形質転換シロイヌナズナの芽生え、また
は葉を用いて、乳鉢、乳棒により全可溶性タ



ンパク質を抽出した。抗 GFP 抗体が結合した
磁性ビーズを用いて免疫沈降を行い、精製さ
れた沈降物をイムノブロット解析、または質
量分析によるプロテオミクス解析に供した。 
 
(2) 質量分析によるタンパク質複合体の解析 
抗 GFP 抗体を用いて免疫沈降により精製し
たサンプルをトリプシン処理後、質量分析
LC-MS/MS (Orbitrap-Elite, Thermo Fisher 
Scientific 社)に供した。質量分析による解析や、
データ処理の詳細は文献①を参照。 
 
(3) AlphaScreen によるタンパク質間相互作用
解析 
PCR により目的タンパク質のコード配列を
増幅し、in vitro transcription の鋳型として用い
た。AlphaScreen による相互作用解析のため、
PCR の際に FLAG タグ、または BAP タグを
末端に付加して cDNA を合成した。in vitro 
transcription により合成した RNA に対して小
麦胚芽抽出物を用いて in vitro translation を行
い、タグが付加されたタンパク質を合成した。
PerkinElmer 社の AlphaScreen のシステムを用
い、MYB3R3 および MYB3R4 が、DREAM 
complex 構成タンパク質のホモログと相互作
用するかどうか調べた。詳細は文献①を参照。 
 
(4) 多重変異体の作出と表現型解析 
複数のリソースからシロイヌナズナ T-DNA
挿入系統を取得し、E2FA/B/C、MYB3R1/3/4/5、
RBR、および ALY1/2/3 の各遺伝子が破壊され
ていることを PCR をベースとした方法によ
り確認した。それぞれの遺伝子の破壊をホモ
に持つ株を選抜するとともに、交配により多
重変異体の作出を行った。得られた多重変異
体における表現型を、表皮や胚における細胞
分裂の異常を中心に評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) MYB3R3-GFP および GFP-MYB3R4 形質
転換体を用い、抗 GFP 抗体による免疫沈降を
行った結果、それぞれの MYB3R が E2F およ
び RBR と同じタンパク質複合体に存在して
いることが明らかになった。この結果から、
ヒトやショウジョウバエで知られる DREAM 
complex に対応するタンパク質複合体が植物
にも存在し、それらが多様な細胞周期関連遺
伝子の制御に関わっている可能性が考えら
れた。他の生物の複合体とは異なり、シロイ
ヌナズナに見出された複合体には、主要なサ
イクリン依存性キナーゼであるCDKA;1も含
まれていた。おそらく、MYB3R など、複合
体の構成タンパク質をリン酸化することに
より、複合体の働きをコントロールしている
のではないかと予想される。 

 
(2) MYB3R3-GFP 植物から、抗 GFP 抗体を用
いて得られた免疫沈降物をプロテオミクス
の手法により解析した結果、ヒトやショウジ

ョウバエの DREAM complex の構成因子に対
応するシロイヌナズナのホモログが複数検
出された。これらには、 LIN54/Mip120, 
LIN9/Mip130 に対応するシロイヌナズナのタ
ンパク質（ALY2, ALY3, TCX5）が含まれてい
た。この複合体解析の精度を上げることで、
今後、未知の構成タンパク質の同定や、この
タンパク質複合体の実体の解明が期待され
る。 
 
(3) E2FB-GFP 形質転換体から、抗 GFP 抗体
を用いて得られた免疫沈降物をプロテオミ
クス解析した結果、動物の DREAM complex
の構成因子のホモログが検出された。これら
に は ALY2, TCX5/6 の ほ か 、
LIN53/Caf1/RBRP4のホモログであるMSI1も
含まれていた。またこの実験により MYB3R1
も検出されたことから、改めて E2F と
MYB3R が同じ複合体に存在していることが
支持された。同様に E2FC-GFP 形質転換体を
用いた場合にも、ALY3, TCX5, および MSI1
が検出された。しかし、E2FA-GFP を用いた
場合には、DREAM complex の構成因子のホ
モログは検出されないことから、E2FA は他
のシロイヌナズナの E2F とは異なり、
DREAM 様の複合体を形成せずに機能してい
ると考えられた。 
 
(4) MYB3R3 および MYB3R4 が、DREAM 
complex の既知の構成因子と相互作用するか
どうかを検討した。このため、in vitro におけ
るタンパク質間相互作用を簡便に検出する
ことができる AlphaScreen の手法を用いた。
この解析から、MYB3R3 は DREAM 構成因子
のホモログと物理的に相互作用することを
示す結果が得られた。興味深いことに in vitro 
translation に用いた小麦胚芽抽出物中におい
て、DREAM 様の大きなタンパク質複合体が
再構成されることを示唆する結果が得られ
た。今後、この小麦胚芽抽出物を用いた
AlphaScreen の実験系を DREAM 様複合体の
再構成系として利用できるかどうかの検討
を行い、これを用いて、未知の構成因子の同
定など、タンパク質複合体のサブユニット構
成を決定していく予定である。 
 
(5) ヒトやショウジョウバエの DREAM 
complex を構成するコアサブユニットの１つ
として LIN9/Mip130 が存在する。この因子に
相同な遺伝子が、シロイヌナズナには 3 個
（Aly1, Aly 2 および Aly 3）存在している。こ
れらの遺伝子の変異を組み合わせた多重変
異体を作出し、表現型の解析を行った。2 つ
の遺伝子に同時に変異を持つ 2 重変異体では、
植物の成長に大きな違いは見られなかった。
一方、3 重変異体は単離することができず、
種々の組合せの多重変異体において胚発生
の様子を観察した結果から、ALY1,2,3 は機能
重複しており、その機能は胚発生に必須であ
ることが示唆された。今後、ALY1,2,3 の多重



変異体における遺伝子発現を解析し、G1/S 期
遺伝子や、G2/M 期遺伝子の転写に対する影
響を調べる予定である。また、ALY1,2,3 が同
じ複合体に存在して機能しているのであれ
ば、MYB3R や E2F と遺伝学的に相互作用す
る可能性がある。今後、この可能性について
MYB3R や E2F の変異を組み合わせた多重変
異体を作出することにより検討する予定で
ある。 
 
(6) MYB3RとE2Fの間の機能的な相互作用を
調べるため、MYB3R と E2F を同時に欠く多
重変異体を作出して、表現型の解析を行った。
まだ、すべての組み合わせの変異体は得られ
ていないが、現在までのところ、MYB3R と
E2F の遺伝学的な相互作用は観察されておら
ず、植物において、この 2 つの転写因子が同
じ複合体内で機能していることの生理的な
意義は明らかではない。今後、MYB3R と E2F
の変異を様々な組合せで持つ多重変異体を
作出し、この可能性について調べていく。ま
た、RBR の変異体を用いて、同様に MYB3R
やE2Fとの間の遺伝学的な相互作用の有無を
調べ、相互作用が検出された場合にはその分
子的な背景を解析する予定である。 
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