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水や無機 塩類 の運搬 に機 能す る道 管細 胞 の分化過程 では、二次細胞壁 の形成 とプ ロ

グラム細胞死 の進行 、細胞 の空洞化 を経 るこ とで形成 され る。 これ まで に、道管細胞

分 化 の 鍵 転 写 因 子 と し てNACド メ イ ン 転 写 因 子VASCULAR－RELATED

NAC・DOMAIN7（VND7） が同定 され、 さらにVND7下 流因子 として多 くの二次壁

合 成や 細胞死 の 関連遺伝子 が明 らか にされて きた。 しか しなが ら、道管 細胞分化 の実

行 部 隊であ るタ ンパ ク質の量的 ・質 的動態 に迫 るプ ロテオー ム解析 は不十分 であった。

そ こで本 研 究で は、道管 細胞分化 を人為 的 に誘 導す る ことが可能 な形 質転換 タバ コ

BY－2細 胞 （BY2／35S：：VND7：VP16：GRラ イ ン） を用 いて定量的プ ロテオー ム解析 を

行 った。 この分化誘 導系では、誘導後24時 間 目に二次壁形成 が観察 され始 め、36時

間 目には80％ 近 い細胞 に二次壁沈着が確認 され 、誘 導48時 間 目には、90％ の細胞 でプ

ログラム細胞 死 が起 こ り、道 管細胞 分化 が完了す る。本研 究で は、二次 元電気泳動 に

よ る プ ロテ オ ー ム解 析 とLabel－free法 よ る定 量 的 プ ロテ オ ー ム解 析 を行 っ た。

Label・free法 では、サ ンプル全体で合計1093種 のタンパ ク質 を同定 し、この うち977

種 の タンパ ク質 につ いて、NormalizedSpectralAbundanceFactor法 に基づ いて定量

的デ ー タ を取 得 し、階層 的 クラスタ リン グ解 析 （WardD法 ） と多重 統計検 定解析

（Tukey・Kramer法 ） を行 った。 その結果、7つ のクラスター に有意 に変動す るタン

パ ク質群 が多 く含 まれ ることが示 され た。 つ ぎに、 これ ら7つ のクラス ター につい て

GeneOntology（GO）term角 翠析 を行 った ところ、分化誘 導24時 間 目には、細 胞壁 ・液

胞 関連 タ ンパ ク質 が蓄積 し始 め る と同時に ミ トコン ドリアや葉 緑体 の機 能が低下 し始

め、36時 間 目以降 にはタンパ ク質や転写 といった生合成活性 も低 下 し、細胞 内のタン

パ ク質分解 が進行 す ることが示唆 され た。 さ らに、道管細胞 分化 の過程 で一過的 に蓄

積上昇 を見せ るクラスター について詳細 なGOterm解 析 を行 った ところ、分化誘導

24時 間 目に細胞壁 お よび初期 エ ン ドソー ム関連 タ ンパ ク質 が蓄積 し、36時 間 目あるい

は48時 間 目に細胞壁 （とくに リグニン生合成）お よび細胞 死関連 タンパ ク質 がそれぞ

れ濃縮 され て い るこ とが分 かった。 この ことか ら、道管細胞 分化 にお いて重要 なイベ

ン トで あ る二次壁 形成 とプ ログラム細胞 死が、 関連 タンパ ク質 の分化段 階 に沿 った発

現 ・蓄積 に よって制御 され てい る可能性 が考 え られた。 また、得 られ たプ ロテオー ム

デー タ と先行研 究 で取得済み の トランス ク リプ トー ムデー タを相 関性解 析 （Pearson’s

correlationcoefficient法 ） に よって比較す るこ とで、細胞壁修飾 （とくにペ クチン関

連酵 素）や プ ロテ ア ソー ムの関連 タ ンパ ク質が分化過程 で高い蓄積 を見せ る一方 で、

転写物 は減 少す るこ とが示 され た。 この よ うに、本研 究 にお ける道管細 胞分化過程 の

プ ロテオー ム解析 に よ り、分化段 階 に沿 った タンパ ク質 の多段階的 な発 現 ・蓄積制御

に よって 、新 規 の二次壁形成 とプ ログラム細胞 死 の協調 的な進 行 をな し得 ている と可

能性 を示 す こ とが できた。
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道 管細胞 は水や 無機塩類 の運搬 を司る重 要な細胞 で ある。 これ まで に、道 管細胞 の

分化過 程 につい て、詳細 な細胞 生物 学的解析や網 羅 的な トランス ク リプ トーム解析 を

含 む分 子 生物学 的解析 、分子遺伝学 的解析 が精 力的 に進 め られ 、道 管細胞 分化の鍵 転

写 因子 としてNACド メイ ン転写 因子VND7が 同定 され るな ど、道管 細胞分化の制御

メカ ニズ ム に関す る情報 が徐 々に蓄積 され て きた。 しか しなが ら、分化制御 の実行 因

子 とな るタ ンパ ク質 の量 的 ・質 的動 態について は不 明 な点が多 く残 され ていた。 そ こ

で 申請 者 は 、 道 管 細 胞 分 化 の人 為 的誘 導 が 可 能 な 形 質 転 換 タ バ コBY2細 胞

BY・2／35S：：VND7：VP16：GRを 用いてプ ロテオーム解 析 を行い 、以 下に示す知見 を得た。

1． 二次元 電気泳 動 によるプ ロテオーム解析 によ り、道管分化過程 で増減 す る多数 の

ス ポ ッ トを見 いだ した。MS／MS解 析 の結果 、道管分化 の形態形成 の実行 因子 となる既

知 の様 々な タンパ ク質 の増減 が確認 され た とともに、一部 のタ ンパ ク質 が分化 の過 程

で多様 な翻訳後就 職 を受 けてい るこ とが示 され た。

2．Label－free法 よ る定量的プ ロテオー ム解析 と してLTQorbitrapxLに よるMS／MS

解析 を行 った。 同定 した合計1093種 の タンパ ク質 の うち977種 のタ ンパ ク質 につい

て、NormalizedSpectra1AbundanceFactor法 に基づ く定量的デー タの取得 と階層 的

クラス タ リング解 析 （WardD法 ）、多重統計検 定解析 （Tukey・Kramer法 ） を行 い、

有意 に変 動す るタンパ ク質群 を含む7つ の クラス ター を提示す るこ とに成功 した。

3．7つ の クラス ター についてGeneOntologyterm解 析 を行 い、分化 の 開始後速や

か に、細胞壁 ・液胞 関連 タンパ ク質 が蓄積 し、 同時 に ミ トコン ドリアや葉緑 体の機 能

が低 下、続 いて 、 タンパ ク質や転写 の活性 が低 下 し、 さ らには、細胞 内のタ ンパ ク質

分解 が進 行す る こ とが示唆 され た。加 えて、分化 の過程 で一過 的に蓄積 上昇 を見せ る

クラス ター には細胞 壁お よび初期エ ン ドゾーム関連 タ ンパ ク質 が濃縮 され てい るこ と

な どが分 か った。

4． 本研 究 で得 られ たプ ロテオー ムデー タを、先 行研 究で取得済み の トラ ンス ク リプ

トー ムデー タ と相 関性解析 に よって比較 し、細胞 壁修飾 （とくにペ クチ ン関連酵 素）

や プ ロテア ソー ムの関連 タンパ ク質 の一部 が、転 写物 とは異 なる蓄積 パ ター ンを示 す

ことを見い だ し、分化段 階 に沿 った タンパ ク質 の多段 階的な発 現 ・蓄積 制御 の重要性

を示 唆 した。

以上 の よ うに、本論 文は、道管細胞分化 の過程 を初 めてプ ロテオ ー ム レベル で詳 細

に解 析す るこ とで 、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 としで価値 あ るもの と認 めた。う


