
論文内容の要 旨

申請者氏名 川邊 陽文

維管束植 物 は、水や無機塩類 を輸送す るた めに道管 を発 達 させ てい る。道 管の基本 単位

は道管細胞 で あ り、厚 い二次細胞壁 を発達 させ 、プ ログ ラム細胞死 を起 こす こ とで水輸送

の機能 を担 う。 これ までに道 管細胞分化のマス ター制御 因子 と して、VASCULAR－RELATED

NAC－DOMAIV（ ㎜ ）フ ア ミ リー が 同定 され て い る。 シ ロイ ヌナ ズ ナ ゲ ノム には7つ の

P7VDフ ァミ リー遺伝子 が存在す るが、これ らの中で も ㎜7は と くに強い道管細胞分化誘

導活性 を持 つ こ とが報告 され ている。 さらに、㎜7の 上流因子や下流 因子 、相互作用 因

子 の探 索 と機 能解析 の結果、VND7は 二次細胞壁肥厚 とプ ログラム細胞死 に関わる遺伝 子

群 の発現 を正 に発 現 し うるこ と、 さらにVND7は エ ピジェネ テ ィクス な発 現制御だ けでな

く、タ ンパ ク質 レベル の翻訳後制御 な どご緻密 な機能調節 制御下 にあ るこ とが示唆 され て

きた。 しか しなが ら、そ の実態は未解 明で あ り、本研究 で は、VND7が 制御す る道管細胞

分化 に関す る新 たな分子 メカニズム を順遺伝学 的に明 らか にす るた め、VND7の 制御 下で

誘 導 され る道 管細胞 分化が異常 となった新規変異体 の解析 を行 った。

順遺伝 学的解析 の材料 と しては、PI7VD7機 能 をグル ココルチ コイ ド依存 的 に誘 導 し、異

所的 な道 管細胞分化 を全身的 に誘 導可能なシ ロイヌナズナ形 質転換体 ㎜7才P16－GRラ イ

ンを用 いた。 この ライ ンのエチル メ タンスル ホ ン酸処理変 異体 プール か ら、 ㎜7機 能誘

導 に よる異 所的道 管細胞分化 が抑圧 された劣性変異体 と して得 られ た2B－8ラ イ ンを研究

対象 と した。表 現型解析 の結果 、2B－8ラ イ ンでは、特 に芽生 え地上部器 官 にお ける異所 的

道管細胞分化 の抑 制 と顕著 な生育 阻害が観 察 され た。 さ らに 、㎜ ）7の 直接 的制御 下にあ

る ことが分 か ってい る遺伝子LBD30お よびMYB46（ 転 写因子）、CesA4、CesA7お よびCesAS

（セノレn“A成 酵 素遺伝子）、㎜ および ㎜0（ ヘ ミセノレロー ス舗 酵素遺伝子）、お

よびXCP1（ 細胞 死 に関わるプロテアーゼ遺伝子 ） の発 現 レベル をRT－qPCRで 調べた とこ

ろ、2B－8ラ イ ンで はす べての遺伝子 の発現誘 導 が顕著 に抑 制 されてい た。2B－8の 責任遺伝

子 は 、S－NITROSOGLUTATIHIIONEREDUCTASE1（GSNOR1） で あ っ た。GSNOR1は 、

S－nitrosoglutathione（GSNO） 還 元酵 素であ り、翻訳後 タンパ ク質機 能制御機構 の一っであ

る、S一ニ トロシル化修 飾 の制御 に関わ っている。 そ こで、VND7がS一 ニ トロシル化修飾 制

御 のター ゲ ッ トで ある可能性 を調べ るため、組換 えVND7タ ンパ ク質 を調製 し、 ビオチ ン

スイ ッチ法 に よってS一ニ トロシル 化修飾 の有無 を調べ た ところ、VND7の 転写活性化 ドメ

イ ンに位置 す る264番 目と320番 目のCysがs一 ニ トロシル化 修飾 を受 ける ことを突 き止め

た。また、GSNOを 供 与す る、あ るいは、擬似S一ニ トロシル化修飾 を行 ったVND7を 用 い

た 、一過性発 現 実験 に よ りVND7の 活性化 能 を評価 した ところ、有意 に抑 制 され ていた。

以上 の結 果 を通 して 、本研究で は、GSNOR1に よるS一ニ トnシ ル化修飾制御 の道管形成

にお け る重要性 を新 た に明 らか に した。 さらにGSNOR1の 道 管形成 にお ける役割 一つが

VND7のS一 ニ トロシル 化修 飾に よる分子機 能制御 にある可能性 を示 した。
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水や無機 塩類 を輸送す る道 管細胞 は、そ の分化過 程で起 こる厚 い二次細胞壁 の形成 とプ

ログ ラム細胞死 に よ り特徴 付 け られ る。 これ まで に この過程 を制御 す るのマス ター転写因

子 と して、VNDフ ァ ミリーが同定 されてい る。なかで もシ ロイ ヌナズナ のVND7に 関す る

研 究 が進 み 、そ の上流 因子や 下流 因子、相 互作用 因子 が見いだ され、VND7を 中心 とした

道管 分化 の分子 メカニズムが明 らかになって きた。 また、VND7の 機 能 が翻訳後調節 を受

けてい る可能性 が予想 され てきたが、その実態 は未解 明で あった。そ こで 申請者 はVND7

が制御 す る道 管細胞 分化 に関す る新たな分 子 メカニズムを順 遺伝学 的に明 らかにす るた め、

VND7の 制御 下で誘導 され る道管細胞分化 が異常 となった新 規変異体 の解析 を行 い、以下

に示 す知 見 を得 た。

1． ㎜7機 能誘 導 に よって異所 的な道管細胞分化 を全身 的 に誘導可能 なシ ロイヌナズナ

形 質転換体V7VD7－VP16－GRラ イ ンのエチル メタンスル ホ ン酸処理変異体 プールか ら得 られ

た異所 的道 管細胞分化 が抑圧 された劣性変異体2B－8ラ イ ンを研 究対象 と し、詳 細解析 を行

った ところ、地 上部器 官 にお ける分化抑制 と顕著 な生育阻害 とV7VD7の 直接 ターゲ ッ ト遺

伝 子LBD30お よびMYB46（ 転写 因子）な どの発現 レベル の顕著 な抑制 が見いだ され た。

2．2B－8の 責任遺伝子 が、翻訳後 タ ンパ ク質機能制御機 構 の一つ であ る、S一ニ トロシル化

修 飾 の制御 に関わ るS－nitrosoglutathione（GSNO） 還元酵素 を コー ドす るGSNORIで あるこ

とを明 らか に した。 さらに、VND7がS一 ニ トロシル化修飾制御 のターゲ ッ トで あるか否 か

を解析 し、vND7の 転写活性化 ドメイ ンに位置 す る264番 目と320番 目のcysがs一 ニ トロ

シル化修飾 を受 ける ことを突 き止 めた。また、GSNOを 供 与す る、 あるい は、擬似S一ニ ト

ロシル化修 飾 に よって、VND7の 活性化能 が有意 に抑制 され るこ とを見 いだ した。

以 上の結果 を通 して、本研究 では、GSNOR1に よるS一ニ トロシル化修飾制御 の道管形成

にお ける重要性 を新 た に明 らかに した。 さ らにGSNOR1の 道 管形成 におけ る役割一っが

VND7のS一 ニ トロシル化修飾 による分子機 能制御 にあ る可能性 を示 した。

以 上 の よ うに、本論文 は、道 管細胞分化 の過 程 に鍵転 写因子で あるVND7のS一 ニ トロシ

ル化修 飾 が関わ る こ とを初 めて示 した もので、道管細胞分 化 のメカニズ ムに一端 を明 らか

に した こ とか ら、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。


