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道管 は水 の輸送 を担 う通水組 織 であ り、そ の分化過程 は二次壁 肥厚 と、 プ ログラム

細胞死 に大別 され る。シ ロイヌナ ズナ にお ける この2つ の素過程 は、NAC型 転写制御

因子VASCULAR－RELATEDNAC－DOMAIN（VND）1～VND7に よ り制御 されてお

り、中で もVND7は とくに強 い道管細胞 分化誘 導能 を持っ こと、全 ての道管細胞 で発

現 が見 られ るこ とな どか ら、集 中的 に解析が進 め られ てきた。 とくに、VND7を 起点
ノ

と した道 管細胞分化 におけ る転写制御機構 の解 析が進 んでお り、道管分化時 に特徴 的

に発現す る二次細胞壁形成 とプ ログラム細胞 死 に関連す る遺伝 子のプ ロモー ター 上の

共通配列 としてTERE（11bp） が、VND7お よびそ のホモ ログを含むNAC型 転写制

御 因子 が直接 的 に結合 す るプ ロモー ター の コンセ ンサ ス配列 と してSNBE（19bp） が

同定 された。 さらに、VND7の 直接標 的遺伝子 で あるXCPI遺 伝子 プ ロモー ター上 の

XIE1領 域 （53bp） にVND7が 直接結合す るこ とが示 され ている。TEREはSNBE

、に内包 され 、いずれ もXIE1上 に存在す ることか ら、VND7が この配列 を介 して道管

細胞 特異的発 現 を制御 してい るこ とが示唆 され たが、その詳細 は不 明であった。

本研 究ではまず、前述 のXCPIXIEI領 域 内のVND7の 結合 配列 を同定 した。本研

究では、 ゲル シフ ト解析 な どの従来 か らの定性 的 なシス同定法に加 え、蛍光相 関分光

法 （FCS） に基づ く定量的 な分子 間相互作用解析 に よ り、一塩基 レベル でXIE1上 の

配 列 とVND7間 の結合親和性 を定量評価 し、結合 に寄与す る塩基 を高解像度 で同定 し

た。 その結果 、vND7はx1E1上 の18bpか らな る配列 （cTTTGcTTcAAAGccAAr；

XIE1－18bp） に対 して高 い結合親和性 を もつ こ とが示 された。次 に、SELIEX法 に よっ

てVND7の 結合配 列 を探索 した。そ して、前述のTEREとSNBEと ともに、XIE1・18bp

配 列 と比 較 す る こ とで 、VND7がXIE1上 の2セ ッ トのパ リン ドロー ム構 造

℃TTNNNNNNNAAGに 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 可 能 性 、 そ し て 、VND7が

CTTNNNNNNNA配 列 を強 く認識 す る可能性 を見 出 した。さらに、これ らの配列 に塩

基置換 を行 ったXCPIプ ロモー ター を用いて 、シ ロイ ヌナ ズナ培養細胞 での一過 的発

現解析 お よびシ ロイヌナズナ植物 体でのGUSレ ポー ター発 現解析 を行 うこ とで、これ

らの配列 が植 物細胞 と植物 体で も道管細胞分化 特異的 な発現 に重 要であ るこ とを示 し

た。 さ らに、CTTNNNNNNNA配 列 を ヒメツ リガネ ゴケのXCP1ホ モ ログ遺伝子 の

プ ロモー ターが持 つ こ とを示 した。そ して 、これ らの結果 と既知 のNAC型 転写制御 因

子 の結合配列解析 とタンパ ク質構造解析 の知見 とを もとに、XIE1上 では、4分 子 の

VND7が2っ のホモ ダイマー を形成 して2セ ッ トのCTTNNNNNNNA配 列 に結合 す

るとのモデル を提 唱 した。
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道 管細胞 の分化 は、NAC型 転写制御 因子VASCULAR・RELATEDNAC・DOMAIN

（VND）1・〈・VND7に よ り制御 され てい る。 これ までの研 究か ら、VND7が 道管細胞分

化時 に特徴 的 に発 現す る遺 伝子 群 のプ ロモ ー ター上 の コンセ ンサ ス共通配列TERE

（11bp）お よびSNBE（19bp） に結合す る こと、VND7の 直接標 的遺伝子 であ るXCPI

遺伝 子プ ロモー ター上のXIE1領 域 （53bp） にVND7が 直接結合す ることが示 され

てい るが、詳細 な結合配列 と結合様式 については不明で あった。

申請者 は本研究 において、この点を明 らかにす るた めに、主 に蛍光相関分光法 （FCS）

を用い た結合親 和性解析 を行 い、以下の成果 を得た。

1．FCS法 に基 づ く定量的な分 子間相互作用解析 によ り、一塩基 レベル でXIE1上 の

配列 とVND7間 の結合親 和性 を定量評価す る ことで、VND7がXIE1上 の18bp

か らな る配列 （cTTTGcTTcAAAGccAAr；x1E1－18bp） に対 して高い結 合親和性

をもつ ことを示 した。

2．SELEX法 に よってVND7の 結合配列 を探 索す るこ とで、18bpの コンセ ンサス配

列C（G／T）T㎜TNA（C／A）G㎜ を見出 した。そ して、前述 のTEREとSNBE

とともに、XIE1・18bp配 列 と比較す るこ とで、VND7がXIE1上 の2セ ッ トのパ

リン ドローム構造CTTNNNNNNNAAGに 高い親 和性 で結合す る可能性、そ して、

VND7がCTTNNNNNNNA配 列 を強 く認 識す る可能性 を示 した。

3’1上 記 の配列 に塩基置換 を行 ったXCPIプ ロモー ター を用 いて、シ ロイ ヌナズナ培

養細胞 での一過 的発 現解析 お よび シロイヌナズナ植 物体 でのGUSレ ポー ター発現

解析 を行 い、これ らの配 列が植 物細胞 と植 物体で も道管細胞分化特異 的な発現 に重

要 であ るこ とを示 した。

4．CTTNNNNNNNA配 列 を ヒメツ リガネ ゴケのXCP－1ホ モ ログ遺伝 子のプ ロモー タ

ー が持っ ことを示 した。’
5． 以上 の結果 と既知 のNAC型 転写制御 因子の結合配列解析 とタ ンパ ク質構造解析 の

知見 とを もとに、XIE1上 で は、4分 子のVND7が2つ のホモダイマー を形成 し

て2セ ッ トのCTTNNNNNNNA配 列 に結合す る とのモデル を提 唱 した。

以上 の よ うに、本論 文は、道管細胞分化 にお け るVND7に よる下流遺伝子 の発現制

御 メカ ニズムの解 明 に向けて、極 めて重 要 な知 見を提供 す るものであ り、学術 上、応

用上貢献す るところが少 な くない。 よって審査委員一 同は、本論文 が博 士 （バ イオサ

イエ ンス） の学位論文 として価値 あ るもの と認 めた。


