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Xylem vessel ce11 di貸"erentiation ls marked by the deposition of secondary ce11、¥aⅡ(SCW), made up of

CeⅡUlose, hemiceⅡUlose and ⅡgniD. The biosynthesis ofscw lsregulated by vASCULAR,RELATED NAC

DOMAIN (VND) proteins, a set ofNAc transcription f会Ctors,the overexpresslon of、vhich induces ectopic

Xylem vessel ce11 di仟erentiation e仟ectively and synC11ronously A prevlous study on the inducible

Overexpression of vND7 Uslng "1e GR・DEx inducible system ln tobacco BY、2 Ce11S indlcated si号ni打Cant

Changes in primary metabolites during xylem vessel ceⅡ differentlation; ho、Never, the metabolic ao、、1S aれd

regulatory metab0ⅡC steps in xylem vessel ceⅡ di仔erentiation are not yet weⅡ elucldated.1n 小Is study,

metab010mic anelysis W部 Performed using vND7・induclble ".所αhαπα T87 Suspension ceⅡS to oblain

nove11nsiahts into primary metabolic regulation lmportant for sc、v blosyn小esis. This included analysis of

metabolic amounts,13C labelin8 experiments, and comparlsons W北h transcriptome activity.

Flrstly,1t was con6rmed that xylem vessel ce11 di仟er帥tlation is mostly occurring between 24 t048

hours a丑er induction (HAD. From these di仟erentiatin8 CeⅡS,57 metabolites were q山nti丘ed by capiⅡary

EleC廿Ophoresls Time ofF1電ht Mass spectrome廿y (CE・TOF MS). sparse pa丘lal Least squares Discriminant

Analysis (SPLSDA) ofthe data iれdicaled S1号ni打Camly changed metabolic pro"1es during the di丘'erentiation.

Further data analysls wlth heatmap aれd melabolic P飢h、vay map indlcated that slmilar metab011C tr即ds

Occurs for similarly cate号orized metabolites and 小at essential precursor metabolites for scw polymers, such

as glucose・6・phosphate, UDP・glucose, erythrose・4・phosphate, and phenylalanine,、vere transienuy increased

at12 t024 h ofDEx treatment.

Next,13C labeling experiments was carried out to provide insiaht on metabolic aow during xylem

Vessel ceⅡ di仔erenliation. As a result, tlme・course cE・TOF Ms analysis quantified the 13C labeling ratio for

44 metabolites, of which 18 metabolites showed the increased 飢d decNased Bc labeⅡng ratios a丑er the

induction. The lncre給ed carbon ao、¥ was observed with lignin biosynthesis precursors, includin三

ribose・5・phosphate, shikimate, phenylalanine, and 3・phosphoglycerate. on 仙e other hand, the decreased

Carbon flow towards pyruV飢e derivatives,1ncluding lactate, was fbund. These data indicate the metabolic

aow for liBnin biosynthesis ls c0船tantly activated during xylem vessel ce11 di行'erentiation.

FinaⅡy,1he comparatlve analysis of transcriptome and metab010lne data 、¥as carried. Transcriptome

data lndlcates actlve regulation of primary metabolic pathways during the di仟erentiation; enzyme genes for

UDP 創Ucose biosynthesis and ln shikimate path、¥ay for production of phenylalanine 、vere upregulated

Si8nlnca爪ly. 1n contrast, alycolysls pathway genes (for lactate producti0川, SignificantlyWere

downregulated. As the expression pattern is paHia11y correlated with observed metab010mic dynamicl active

re旦Ulation ofprim釘y metabolism durin底Ule di丘erentiation ls expected to be undertranscriptional contr01.

Taken t0底elher, the study successfU11y showed active regulation of primary metab0ⅡSm for scw

Polymer biosyn小esis. This active regulation would be, at least paHly, through transcriptlonal regulation of

etlzymatic aenes.
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論文審査結果の要旨
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木部道管細胞は維管束植物の生存に必須な水の通道を担う細胞であり、その分化過程

で、セノレロース、ヘミセルロース、りグニンからなる二次ホ闇包壁を形成する。本研究

で申請者は、木部道管細胞の二次細胞壁形成のメカニズムのさらなる理解に向けて、

木部道管細胞分化過程における代謝物量の変動と代謝フローを詳細に解析した。これ

には時系列での解析が重要であり、道管細胞分化マスター転写因子VND7を利用して、

人エコルチコイドであるデキサメタゾンΦEX)の添加によって高効率かつ同調的に

道管細胞分化を誘導できるシロイヌナズナT幻培養細胞を用いた。さらに、トランス

クリプトームデータとの比較解析を行った。主な発見は以下の通りである。

1.道管ホ醐包分化過程での Electrophoresis Time ofF1地M Mass speclrometry (CE・TOF MS)

解析を行うことで、 57 の代謝物を定量化することに成功した。さらに、 SP餓$e partial

Least squares Discriminant Analysis(SPLSDA)1こよって、これらイ弌;鶚寸物プロファイノレカ§分

化過程で劇的に変動していることを示した。また申請者は、 he飢m叩および met北olic

Pathway maP解析にようて、類似した一群の代謝物が似かよった変動パターンを示し、

glucose・6・phosphate、 UDP・glucose、 eryt11rose・4・phosphate、 phenylalanine とし、つた一次糸田

胞壁ポリマーの前駆代謝物が分化誘導初期に増加することを明らかにした。

2.申請者は、 BC ラベル実験を行うことで道管細胞分化過程での代謝フローを解析し

た。時系列サンプルのCE、TOFMS解析にようて、叫の13Cラベル代謝物を見いだし、

そのうち、18の代謝物の量が分化過程で増減することを示した。増加する代謝物は、

ribose・5・phosphate、 shikimate、 phenylalanine、 3・phosph0旦lycerate とし、つたりグ'ニンの剛」

駆体だった。一方、減少する代謝物は lactate を含むピルビン酸派生代謝物であった。

これらの結果から、道管細胞分化過程でりグニン生合成に向かう代謝フローが活性化

されることを示すことに成功した。

3.トランスクリプトームデータとメタボロームデータの比較解析を行った。詳細なト

ランスクリプトームデータ解析から、一次代謝経路に関わる多様な酵素遺伝子群の発

現が活発に増減することが示された。とくに、 UDpglucose合成に関わる酵素遺伝子群

とPhewlalanine合成につながる Sh迦matepathway に関わる酵素遺伝子の発現が上昇す

る一方で、乳酸合成に向けた解糖系の酵素遺伝子の発現は顕著に低下することを見い

だした。また、これらの遺伝子発現変動が代謝物の蓄積量やフローの変動と深く関連

していることを示し、道管細胞分化過程における一次代謝物の活発な変動が転写調節

によって制御されている可ヨ計生を示すことに成功した。

以上のように、本論文は道管細胞分化過程における二次細胞壁形成のしくみについ

て、代謝物の観点から新たな知見をもたらしたもので、学術上、高い貢献が期待され

る。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。
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