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制御の分子機構の解明 

 被子植物がもつ道管は水の輸送を担う重要な組織である。所属研究室では、シロイヌナ

ズナ道管細胞分化のマスター制御転写因子である VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN

（VND）ファミリー（VND1～7）を同定し、その分子機能解析を行ってきた。VND タンパ

ク質は転写活性化因子であり、道管細胞分化の重要な要素である二次細胞壁（二次壁）形成

およびプログラム細胞死に関連する遺伝子群の発現を誘導することが明らかにされてき

た。また、VND ファミリーの下流には複数の転写因子が存在しており、道管細胞分化は、

VND ファミリーを起点とした複雑な転写制御によって達成されると考えられている。 

これまでの植物分子生物学的研究は、植物が環境ストレスや病原菌感染に応答し、エピ

ゲノム制御、転写制御、転写後制御といったさまざまな方法で自らの発生・成長を調節して

いることを明らかにしている。水輸送効率の制御も重要な制御要素の一つであり、例えば、

病原菌感染や塩ストレス応答時には、VND7 発現誘導による異所的な道管細胞分化が起こ

ることが示されている。また、VND7 の転写活性化活性はタンパク質 S-ニトロシル化修飾

を通して直接的に細胞内レドックス状態の影響を受けることも示唆された。以上は、植物

にとって、環境条件に適応した水輸送効率を実現するための鍵過程の一つが、VND 活性調

節による道管細胞分化調節であることを想像させるが、VND 活性の変動自体が道管細胞分

化にどのように影響するのか、また、どのような細胞ストレスが VND 活性およびその下流

転写制御ネットワークを調節するのか、その分子的理解は十分ではない。 

そこで本研究では、VND 活性調節による道管細胞分化制御の解明を目指して、 

1) VND 活性レベルが道管細胞分化の転写制御ネットワークに与える影響の解析 

2) VND 活性調節に寄与する細胞ストレスの探索とその作用機序の解析 

を行った。実験材料としては、VND7 に転写活性化ドメイン VP16 およびグルココルチコイ

ド受容体（GR）を結合させたキメラタンパク質の過剰発現体である、シロイヌナズナ VND7-

VP16-GR 植物体を使用した。この VND7-VP16-GR では、グルココルチコイド（例えば DEX）

を添加処理することによって、VND7 活性が誘導され、全身的に異所的道管細胞分化誘導が

起こる。この系では同調性高く、かつ再現性高く道管細胞分化を誘導できることから、VND7

活性調節の詳細解析に最適であると考え、以下の解析に用いた。 

1) VND7 活性レベルが転写制御ネットワークに与える影響の解析 

先行研究によって、GR を利用した転写因子活性誘導系には、DEX 濃度依存性があるこ

とが示されている。そこで播種後 7 日目の VND7-VP16-GR を 0、1、10、100 nM DEX で処

理し、プログラム細胞死の指標としてクロロフィル量の減少度を、また子葉総面積当たり

の二次壁形成率を、それぞれ 24 時間ごとに観察した。その結果、1 nM DEX 処理は二次壁

形成を弱く誘導する一方で、プログラム細胞死は誘導しないことがわかった。これに対し、

10 nM および 100 nM DEX 処理では、有意な二次壁形成とプログラム細胞死の誘導が観察

された。また、クロロフィル量の減少は、100 nM DEX 処理時には 24 時間後から、10 nM 
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DEX 処理の場合には 48 時間後に確認された。これらの結果から、道管細胞分化プロセスは

低濃度 DEX 処理時には遅くなることも示された。 

さらに、VND7 下流遺伝子の発現解析の結果、下流遺伝子の発現誘導のタイミングは DEX

濃度の低下に伴って遅くなること、VND7 下流遺伝子の発現ピークは DEX 濃度の低下によ

って有意に低くなること、も明らかとなった。また DEX 濃度低下の影響は、VND7 下流遺

伝子の転写制御ネットワーク内の位置（VND7 からの距離）に依存することも示され、転写

制御ネットワーク内の階層依存的な影響が示唆された。 

これらの結果は、VND タンパク質は、従来想定されてきたような道管細胞分化の誘導開

始スイッチとして機能するだけでなく、転写活性依存的に下流遺伝子発現のタイミングと

レベルを制御する、道管細胞分化プロセス調節因子でもあることを示唆している。 

2) VND7 活性調節に寄与する細胞ストレスの探索とその作用機序の解析 

次に、 道管細胞分化に影響を与える細胞ストレス誘導剤の同定を行った。既知の細胞ス

トレス誘導剤 50 種類を、VND7-VP16-GR に対して 1 nM あるいは 10 nM の DEX と同時に

添加処理し、クロロフィル量および二次壁形成率を調べた。その結果、道管細胞分化を促進

する細胞ストレス誘導剤は見出されなかった一方で、道管細胞分化を阻害する細胞ストレ

ス誘導剤として、グルタチオン、酸化型グルタチオン、Trichostatin A（TSA）、Sirtinol およ

びクエン酸ナトリウムが同定された。このうち、グルタチオンおよび酸化型グルタチオン

は、VND7 活性制御への関与が既に報告されていることから、本試験の妥当性を支持する結

果であると考えられた。 

そこで、今回新たに見出された、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の活性阻害剤 TSA

および Sirtinol について、詳細解析を行った。TSA および Sirtinol の添加タイミングを変え

て分化への影響を調べたところ、TSA および Sirtinol は、いずれも DEX 誘導後 0〜6 時間目

までの分化誘導初期に作用することが分かった。また、TSA および Sirtinol 添加によって、

直接標的遺伝子を含む下流遺伝子の多くについて発現低下が観察され、そのパターンは、1) 

で見られた VND7 活性レベルに依存した発現パターンと概ねよく似ていた。以上から、TSA

および Sirtinol は、道管細胞分化誘導初期において VND7 活性を低下させる効果があると考

えられた。また、HDAC 阻害による道管細胞分化の負の転写制御因子の発現を調べたとこ

ろ、TSA 処理によって MYB75 と OVATE FAMILY PROTEIN1（OFP1）が、Sirtinol によって

OFP4 が、それぞれ発現上昇していた。MYB75、OFP1 および OFP4 は、KNAT7 および BLH6

と結合し、転写抑制複合体として機能することが知られており、このうち KNAT7 が木部形

成特異的な制御因子である。そこで、HDAC 阻害による道管細胞分化の抑制に対する knat7-

1 変異の影響を、ホルモン処理によって道管細胞分化を誘導する KDB システムを用いて調

べた。この結果、TSA 処理は野生型において KDB システムによる道管細胞分化を強く抑制

する一方で、knat7-1 変異体では TSA による道管細胞分化抑制が有意に緩和されており、

HDAC 阻害による道管細胞分化阻害には KNAT7 が関与していることが示された。興味深い

ことに、KNAT7 自体の発現レベルは HDAC 阻害剤によって強い影響を受けないことも示さ

れた。すなわち、HDAC 阻害は、道管細胞分化初期の転写抑制複合体の基礎活性を上昇さ

せることで VND7 活性に影響し、以降の転写制御ネットワークおよび道管細胞分化プロセ

スを調節することが示唆された。 

以上、本研究では、VND7 活性レベルが道管細胞分化制御の重要な要素であることを実

験的に示し、さらに VND7 活性制御因子として新たに HDAC を同定することに成功した。

HDAC は、植物環境ストレス応答の重要制御因子であることはよく知られている。すなわ

ち、本研究成果から、植物は HDAC による VND7 活性制御を通して、環境に適した道管形

成を実現しているという新規の植物環境応答戦略が示唆されたと考えている。 
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1. 序論 

 

1-1 VND ファミリーによる道管細胞分化の制御機構 

陸上維管束植物がもつ道管は、水の輸送と植物体の支持を担う重要な組織である。

道管細胞は、その分化途中に、セルロース、ヘミセルロース、リグニンからなる肥

厚した二次細胞壁（二次壁）を発達させ、さらに最終的にはプログラム細胞死が起

こり、中空構造になる、という複雑なプロセスを経て形成される（Turner et al., 

2007）。分子生物学的研究の進展によって、道管細胞分化の分子メカニズムについて

は多くのことが明らかになってきた。その道管細胞分化研究進展の契機の一つは、

人工的道管細胞分化誘導系の開発と利用である（Tan et al., 2019）。1980 年に Fukuda 

and Komamine によって、ヒャクニチソウの単離葉肉細胞を用いた道管細胞分化系が

開発され（Fukuda and Komamine 1980）、これを用いた研究が進展し、細胞的特徴と

遺伝子発現プロファイルに基づいた、道管細胞分化のステージ分けがなされた

（Demura and Fukuda, 1994; Turner et al., 2007）。さらに 2005 年には、シロイヌナズナ

培養細胞を用いた人工的道管細胞分化系が確立され、道管細胞分化に伴うゲノムワ

イドトランスクリプトームデータが取得された（Kubo et al., 2005）。さらに Kubo ら

（2005）は、得られたトランスクリプトームデータから、道管細胞分化初期に発現

が上昇する NAC 型転写因子群 VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN（VND）ファミリ

ーと名付けた（Kubo et al., 2005）。VND ファミリーは VND1～VND7 を含んでおり、

VND 遺伝子は発達中の道管細胞に発現すること（Kubo et al., 2005; Yamaguchi et al., 

2008）、また VND 遺伝子の過剰発現は二次壁の肥厚とプログラム細胞死を誘導する

（Kubo et al., 2005; Yamaguchi et al., 2008, 2010a; Zhou et al., 2014; Endo et al., 2015）一

方で、VND 機能の人工的な機能抑制が道管細胞分化を抑制すること（Kubo et al., 

2005; Yamaguchi et al., 2010b）から、VND ファミリーは道管細胞分化のマスタースイ

ッチとして機能していることが示唆された。また、VND7 の過剰発現が強い道管細胞

分化誘導を起こすこと（Kubo et al., 2005）や、全てのタイプの道管細胞で発現して

いること（Yamaguchi et al., 2008）、さらに VND1～VND6 は VND7 発現を誘導するこ

と（Endo et al., 2015）、などから、現在のところ、VND ファミリーの中でも VND7

が、道管細胞分化を決定づける中心的な役割をもっていると考えられている

（Hussey et al., 2013; Nakano et al., 2015; Ohtani and Demura et al. 2019）。 

2010 年には、VND 遺伝子発現誘導系を用いたゲノムワイドトランスクリプトーム解

析が行われ、VND タンパク質の直接標的因子が明らかとなった（Ohashi-Ito et al., 

2010; Zhong et al., 2010; Yamaguchi et al., 2011; 図 1）。この解析によって、VND7 は、

二次壁形成に関わる遺伝子群、例えば二次壁特異的セルロース合成酵素である

CELLULOSE SYNTHASE A 4（CesA4）や CesA7（Brown et al., 2005）、キシラン合成酵

素である IRREGULAR XYLEM 8（IRX8）や IRX10（Peña et al., 2007）や、プログラム

細胞死に働くプロテアーゼ XYLEM CYSTEINE PEPTIDASE 1（XCP1）（Funk et al., 
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2002）や METACASPASE 9（MC9）（Bollhöner et al., 2013）などの、道管細胞分化に機

能する遺伝子群を制御することが明らかとなった（Ohashi-Ito et al., 2010; Zhong et al., 

2010; Yamaguchi et al., 2011; 図 1）。また、VND7 の下流には、LOB DOMAIN-

CONTAINING PROTEIN 30（LBD30）、LBD15、LBD18（Soyano et al., 2008; Ohashi-Ito 

et al., 2018）や MYB46、MYB83、MYB63（Zhou et al., 2009; Ko et al., 2009; Zhong et al., 

2012）などの転写因子が多く含まれていることも分かった。上記の LBD タンパク質

は VND7 発現を正に制御することから、VND7 と LBD の間には正のフィードバック

制御の存在が示唆されている（Soyano et al., 2008; Ohashi-Ito et al., 2018）。また、

MYB46 および MYB83 は、VND7 が標的とする CesA 遺伝子など二次壁関連遺伝子

の発現を誘導し（Zhong et al., 2012）、VND7 といわゆる feed-forward loop を形成して

いる（Taylor-Teeples et al., 2015; Turco et al., 2019）。 

 

1-2. 道管細胞分化を抑制する転写因子 

VND ファミリー遺伝子は道管細胞分化を正に制御するが、VND ファミリーの下流に

は道管細胞分化や二次壁形成を抑制する転写因子も知られている。例えば、NAC 型

転写因子に分類される VND-INTERACTING2（VNI2, Yamaguchi et al., 2010b）、XYLEM 

NAC DOMAIN1 （XND1, Zhao et al., 2007; Zhang et al., 2019）や、ホメオボックス転写

因子である BEL1-LIKE HOMEODOMAIN6（BLH6, Liu et al., 2014; Liu and Douglas, 

2015）や KNOTTED ARABIDOPSIS THALIANA3（KNAT3; Wang et al., 2020）、KNAT7

（Bhargava et al., 2010; Li et al., 2011, 2012; Liu and Douglas, 2015）、OVATE FAMILY 

PROTEIN に属する OFP1 や OFP4（Li et al., 2011; Liu and Douglas, 2015）、MYB 転写

因子である MYB4、MYB5、MYB7、MYB32、MYB75（Preston et al., 2004; Ko et al., 

2009; Bhargava et al., 2010, 2013）である。これらのうち NAC 型転写因子である VNI2

と XND1 は VND7 とヘテロダイマーを形成してその機能を抑制する可能性が示唆さ

れている（Yamaguchi et al., 2010b; Zhang et al., 2019）。また、ホメオボックス型転写

因子の BLH6、KNAT7 と MYB 転写因子である MYB4、MYB7、MYB32 は、前述の

MYB46 の下流遺伝子であると考えられている（Ko et al., 2009; Zhong and Ye 2012; 図

1）。すなわち、道管細胞分化過程では、VND7 を中心とした正の制御と、上記の道

管細胞分化を負に制御する転写因子群の複雑な転写制御ネットワークが形成されて

おり、この転写制御ネットワークによって、様々な状況に合わせた道管細胞分化が

達成されていると考えられる（Ohashi-Ito and Fukuda, 2010; Hussey et al., 2013; Nakano 

et al., 2015; Ohtani and Demura, 2019; McCahill and Hazen, 2019）。 

 

1-3. ストレスに応答した道管細胞分化制御 

さまざまなストレスによって道管細胞分化が影響を受けることは古くから報告され

ている。例えば、wound vessel members と呼ばれる損傷によって誘導される異所的な

道管細胞（Jacobs, 1952; Comer, 1987）や塩ストレスを受けたダイズの根における道

管細胞数増加（Hilal et al., 1998）などが知られており、真菌病原体 Verticillium 
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longisporum の感染によって、維管束鞘細胞の道管細胞化が起こること（Reusche et 

al., 2012）も報告されている。興味深いことに、シロイヌナズナの根では塩ストレス

処理が VND7 発現を上昇させ（Taylor-Teeples et al., 2015）、また、V. longisporum 感染

時には VND7 発現が有意に上昇する（Reusche et al., 2012）。さらに ATTED-II

（Obayashi et al., 2018）を用いた遺伝子共発現データベース解析からは、VND ファミ

リーを含む道管細胞分化に関する転写因子遺伝子の発現パターンは、塩や乾燥とい

ったストレス存在下と非存在下では異なっていることも示唆された（Ohtani and 

Demura, 2019）。すなわち、こうした生物的・非生物的ストレスは VND ファミリー遺

伝子の発現変化を通して、道管細胞分化に影響を与えていると考えられる。 

さらに、分子遺伝学的研究からも、VND ファミリー遺伝子を介した環境に適した道

管細胞分化制御の重要性が示唆されている。VND ファミリーの中でも、VND1、

VND2、VND3 は分子系統樹上でサブグループを形成しており、根の分裂組織領域で

も発現するという特徴をもつ（Kubo et al., 2005; Yamaguchi et al., 2008）。vnd1 vnd2 

vnd3 三重変異体の表現型解析の結果、vnd1 vnd2 vnd3 は明条件下では野生型と同様の

葉脈を形成する一方、暗条件では葉脈パターンが単純化し、二次葉脈以降が形成さ

れないことが分かった（Tan et al., 2018）。さらに vnd1 vnd2 vnd3 では VND 遺伝子発

現パターンの光応答性が乱れ、また光に応答した側根形成促進が起こらないことも

示された（Tan et al., 2018）。この結果は、VND1〜VND3 が光環境と道管形成や芽生

えの発生をつなぐ、重要因子であることを示唆している。また、VND7 活性を人工

的に誘導する VND7-VP16-GR システム（Yamaguchi et al., 2010a; 図 2）を導入したシ

ロイヌナズナを用いた順遺伝学的解析から、道管細胞分化抑制変異体 suppressor of 

ectopic vessel cell differentiation induced by VND7（seiv）変異体が単離され、そのうち

seiv1 は細胞内の一酸化窒素（NO）代謝に関わる酵素 S-NITROSOGLUTATHIONE 

REDUCTASE 1 （GSNOR1）の機能欠損型変異体であることが分かった（Kawabe et 

al., 2018; Ohtani et al., 2018）。この解析の結果、VND7 タンパク質は S-ニトロシル化

修飾を受けることや、S-ニトロシル化されるシステイン残基は、VND7 の転写活性に

重要であることも示された。加えて、道管細胞分化を抑制する転写因子である

XND1 は VND7 とヘテロダイマーを作ることが示唆され、細菌感染の際にその遺伝

子発現が上昇することが知られている。また、この XND1 のノックアウト変異体で

ある xnd1-5 は細菌感染への抵抗性が低下することも報告されている（Tang et al., 

2018）。こうした研究結果は、細菌感染や NO 代謝といった細胞内環境の変化が

VND7 の翻訳後制御に作用し、直接的に VND7 活性を変化させ道管細胞分化を制御

する可能性を示している。 

以上の情報を統合すると、VND ファミリーは通常発生時の道管細胞分化マスタース

イッチとして機能するだけではなく、環境状況に応じてその発現レベルやタンパク

質活性を変化させ、環境に応じて道管細胞分化を調節する鍵因子としても機能して

いると考えられるが、その詳細メカニズムについては、いまだ分っていないことが

多いのが現状である。 
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1-4. ストレス応答とエピジェネティックな発現制御 

 植物は環境変化や植物ホルモンに応答してヒストン修飾を介したクロマチン再構

成や、遺伝子発現制御を介して環境への応答を達成している。例えば RPD3-like ヒ

ストン脱アセチル化酵素（HDAC）のうち、Class I サブファミリーに分類される

HDA19 の変異体 hda19-3 ではストレス応答遺伝子の発現と耐塩性が上昇し、逆に

Class II に分類される HDAC の変異体である hda5/14/15/18 四重変異体では耐塩性が

低下することが報告されている（Ueda et al., 2017; 2019）。また、光応答はヒストン

アセチル化酵素（HAT）である GENERAL CONTROL NONDEREPRESSIBLE5

（GCN5）、TBP-ASSOCIATED FACTOR 1（TAF1）と HDAC である HDA19 によって拮

抗的に制御され、HDA15 の細胞内局在は光環境によって制御されていることが報告

されている（Benhamed et al., 2006; Alinsug et al., 2012）。植物ホルモンへの応答で

は、HDA6 と HAD9 はオーキシンシグナル（Yuan et al., 2019）、Sirtuin1（SRT1）と

SRT2 はエチレンシグナルに関わることが報告されている（Zhang et al., 2018）。道管

細胞形成にはオーキシンやエチレンシグナル、光応答が重要な役割を果たす

（Fukuda and Komamine 1980, Kubo et al., 2005, Pesquet et al., 2011; 2013; Tan et al., 

2018）ことを考慮すると、これらのエピジェネティックな遺伝子発現制御が道管細

胞分化に関わることが推測されるが、道管細胞分化とエピジェネティックな発現制

御の関連性は明らかになっていないことが多い。 

 

1-5. 本研究の目的 

 以上を背景に、本研究では、「道管細胞分化制御における VND 活性調節の役割の

解明」を目的に、 

1）VND 活性レベルが道管細胞分化の転写制御ネットワークに与える影響の解析 

2）VND 活性調節に寄与する細胞ストレスの探索とその作用機序の解析 

を行った。実験材料としては、VND7 に転写活性化ドメイン VP16 およびグルココル

チコイド受容体（GR）を結合させたキメラタンパク質を過剰発現させた、シロイヌ

ナズナ VND7-VP16-GR 植物体を使用した。この VND7-VP16-GR では、グルココルチ

コイド（例えば DEX：デキサメタゾン）を添加処理することによって、VND7 活性

が誘導され、全身的に異所的な道管細胞分化誘導が起こる（図 2, 図 3）。この道管細

胞分化誘導は DEX 添加依存的で同調性が高く、かつ再現性が高いことから、VND7

活性調節の詳細解析に最適であると考え、本博士論文研究の解析材料として用い

た。 
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2. 方法 

 

2-1. 植物材料と育成条件 

 植物材料として、所属研究室で確立された 35S:VND7-VP16-GR 導入シロイヌナズナ

形質転換体（Col 背景、以降 VND7-VP16-GR と表記; Yamaguchi et al., 2010）と 35S:VP16-

GR 導入シロイヌナズナ形質転換体（Col 背景、以降 VP16-GR と表記; Yamaguchi et al., 

2010）と Columbia-0（Col-0）および knat7-1 変異体（Col 背景）を用いた。本研究で

は作成された VND7-VP16-GR のうち、特にもっとも強く道管細胞分化が誘導されるラ

イン 611-8-2 を用いた。種子滅菌は、70％（v/v）エタノールで 1 分間処理、上清を捨

て滅菌水で 2 回洗浄、10％（v/v）次亜塩素酸で 15 分処理、滅菌水で 2 回洗浄、によ

り行った。滅菌した種子は 24〜72 時間 4℃にて遮光低温処理した後、以下に示す発芽

培地を角型プレート（栄研化学）に 30 ml 分注したものに播種し、22〜23°C の連続光

のインキュベーター（EZ-220、日本医化器械製作所）で育成した。次世代の種子を得

る際には、約 2 週間発芽培地で育てた芽生えを、ピートモスを主原料にした育苗ポッ

ト（ジフィー7、Jiffy Product International AS）に移植し、22〜23℃の 18 時間明期／6

時間暗期に設定したインキュベーター（LH-220S、日本医化器械製作所）で育成した。 

 

発芽培地（pH を 5.7 に KOH で調整）  

1 L 用 Murashige & Skoog 培地用混合塩類（Wako）  1 袋 

Sucrose（ナカライテスク）     10 g 

2-（N-Morpholino）ethanesulfonic acid（ナカライテスク） 0.5 g 

Gellan gum（Wako）      0.6 g 

RO 水        Up to 1L 

 

2-2. 道管細胞分化誘導のための DEX 添加処理 

 エタノールに溶解した 10 μM DEX（SIGMA）ストック溶液をエタノールまたは滅

菌水で希釈し、目的の濃度になるように調製した。エタノール濃度は終濃度で 0.1％

（v/v）になるように調製した。DEX 処理は角型プレ―トで作成した発芽培地上で 7

日間育成した芽生え（上記条件で育成）に 20 ml の DEX 溶液を加え、通常育成と同

様のインキュベーター内で水平静置することで行った。 

 

2-3. クロロフィル定量 

 5-9 個体の DEX 処理した芽生え全体を、キムワイプを詰めた 1.5 ml チューブに入

れ 1,000 rpm, 4℃ 3 分で遠心し水気を取ったあと、計量し、生重量を算出した。計量し

た芽生えを 2 ml チューブに移し、1 ml あたり生重量が 1.7 mg 以下になるようジメチ

ルホルムアミド（ナカライ）を加え、4℃に一晩静置しクロロフィル抽出した。クロロ

フィル定量は分光法によって行い、分光光度計（DU640, Beckman もしくは INFINITE 
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M NANO, Tecan）を用いて A480、A646.8、A663.8、A750 を計測し、Porra ら（1989）

の式に従ってクロロフィル量を算出した。 

 

2-4. 組織学的解析 

 透明化観察のための固定処理は、芽生えを要時調製した固定液（10 %（v/v）酢酸、

90%（v/v）エタノールの混合液）の入った 1.5 ml チューブに回収し、4℃で一晩以上

静置し行った。固定したサンプルは、90、70、50、30%（v/v）エタノール中で 20 分

ずつ静置したのちに滅菌水に移して水和した。 

 VND7-VP16-GR および VP16-GR の観察および二次壁形成細胞率の測定には水和後

のサンプルを 5 ng/ml の濃度の PI（Sigma）水溶液染色液に入れ一晩遮光条件で転倒混

和したのち、滅菌水で 2 回洗浄し PI 染色を行った。透明化およびスライドガラスへ

の封入は以下に示す TOMEI 液を用いた（Hasegawa et al., 2016）。 

 KDB 処理（2-12.に記載）を行った子葉については固定液で固定した後、上記のエタ

ノールシリーズで水和し、以下に示す透明化液でスライドガラスとカバーグラスに封

入し、マニキュアシールプレパラートを作成した。 

 

ストック溶液 A  

没食子酸プロピル（ナカライテスク）  25 mg 

EtOH（ナカライテスク）   Up to 1 ml 

 

TOMEI 液  

1/10 ストック溶液 A（PBS で希釈）  100 μl 

PBS      200 ml 

2,2’-チオジエタノール（Sigma-Aldrich） 9.7 ml 

 

透明化液  

抱水クロラール（ナカライテスク） 8 g 

グリセロール（ナカライテスク） 1 ml 

RO 水     2 ml 

 

2-5. 顕微鏡観察 

 作製した観察用サンプルは共焦点顕微鏡デジタル撮影システム（FV10i, Olympus）

を用いて観察・撮影した。芽生えの観察・撮影には実体顕微鏡デジタル撮影システム

（SXZ16 および DP72, Olympus）を用いた。 

 

2-6. 子葉の面積を元にした二次壁形成細胞率測定 

 FV10i を用いて撮影した顕微鏡画像を Image J を用い Max intensity で Z スタック画

像を 1 枚にしたのち、Image J（https://imagej.nih.gov/ij/index.html）のプラグインである
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Mosaic J（Thévenaz and Unser, 2007）を用いて結合させた。結合させた画像から子葉の

面積および二次壁が形成されている領域を計算した。二次壁形成細胞率は二次壁が形

成されている面積/子葉の面積とした。 

 

2-7. RNA 抽出 

9-10 個体ずつ回収し、キムワイプを用いて水気を取り除いたあと、2 ml ビーズショ

ッカー破砕用チューブに入れ、液体窒素を用いて凍結させたのち-20℃で保存した。回

収したサンプルはビーズショッカー（Tissuelyser II, Qiagen）を用いて破砕したのち、

1 ml TRIzol （Invitrogen）を加え、手でよく攪拌したのち、5 分間静置した。その後、

200 ml クロロフォルム（ナカライテスク）を加え、15 秒攪拌し、120,000g, 4℃, 15 分

で遠心分離した。上清を 450 ml とり、同量の 450 ml の 70 %エタノール（v/v）を加

え、RNeasy（QIAGEN）を用いて RNA を精製し、-80℃で保存した。 

 

2-8. 逆転写反応 

回収した RNA を Nanodrop（Thermo Fisher scientific）を用いて RNA 量を測定し、1-

2 mg の RNA に対し RQ DNase（Thermo Fisher Scientific）を用いて DNase 処理を行っ

た。RQ DNase のプロトコルに従い DNase の不活化を行ったのち、3 M NaOAC を 10 

ml、70%エタノール（v/v）を 500 ml 加え-80℃で一晩静置しエタノール沈殿を行った。 

エタノール沈殿を行ったサンプルを 150,000 rpm, 4℃, 20 分で遠心し、上清を取り除

き、70 %エタノール（v/v）で洗浄したのち、10 ml 滅菌水に RNA を溶解した。溶解

した RNA を Nanodrop で濃度測定したのち、1 mg になるように各サンプルを PCR チ

ューブへ分注し、12 mlになるように滅菌水でメスアップした。このRNAをTranscriptor 

Reverse Transcriptase（Roche）とオリゴ dT（18 mer）を用いてプロトコルに従い逆転

写反応を行った。 

 

2-9. 発現量解析 

 発現解析には Light Cycler 480 II（Roche）を用いて以下に示す反応液組成の 10 μl の

系で行った。プライマーは表 1 のものを用いて以下に示す反応条件で定量 PCR を行

なった。内在性コントロールは UBQ10 とし、ΔΔCt 法を用いて計算し UBQ10 に対す

る相対定量を行った。また、プライマーはすべて北海道システムサイエンス

（https://www.hssnet.co.jp/）に合成を依頼した。 

 

 

 

 

反応液組成  

Light cycler 480 SYBR Green I Master（Roche） 5 μl 

Forward primer     0.5 μl 
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Reverse primer     0.5 μl 

cDNA（RO 水で 5 倍希釈したもの）  2 μl 

 

qPCR 反応条件    

    Target  Ramp rate 

（℃）  （℃/second） 

Pre-incubation   95  4.8 

Amplification  Denature 95  4.8 

（45 cycles）  

  Annealing 60  2.5 

  Extension 72  4.8 

Cooling    50  2.5 

 

2-10. 発現パターンのクラスタリング解析 

 UBQ10 によって標準化された RT-qPCR のデータを DEX 濃度もしくは阻害剤処理

区ごとに分け、生物学的反復の平均値を計算に用いた。標準化を行ったのち、MeV ver. 

4.9.0（Saeed et al., 2003）を用いてヒートマップの作図とピアソン相関係数による遺伝

子ごとの発現パターンをクラスタリングした（Pearson correlation; average linkage 

clustering method）。 

 

2-11. 白化度合い指標とした道管細胞分化に影響を及ぼす細胞ストレス誘導剤の探索 

 細胞ストレス剤処理には、1 well あたり 1 ml の発芽培地を入れた 12 well プレート

（Corning）に滅菌した種子を 9 粒播種し、七日間生育させた VND7-VP16-GR を用い

た。細胞ストレス誘導剤処理は七日齢の VND7-VP16-GR に DEX と表 2 に示す細胞ス

トレス誘導剤入りの溶液を 1 ml 加えることによって行った。細胞ストレス誘導剤の

濃度は表 2 に示した、基準濃度を元に 3 つの濃度（基準濃度を 1 とした場合、1/10、

1、10）に分けて 3 日間処理を行った。また、細胞ストレス誘導剤のストック溶液は

処理時に溶媒の終濃度が 0.1 %（v/v）になるように調製した。道管細胞分化を亢進す

る細胞ストレス誘導剤の探索には 1 nM DEX 処理が処理後 3 日で視認できる白化を示

さない事、クロロフィル量の低下を示さず、子葉面積の約 40 %が異所的な道管細胞を

形成することからこれを用いた。道管細胞分化を亢進する細胞ストレス誘導剤の探索

には、10 nM DEX が視認できる程度の白化を誘導する事と子葉面積の約 80%が異所

的な道管細胞を形成することから、これを用いた。 

 

2-12. KDB 処理 

 角型プレートに播種し栽培した発芽後 7 日目の芽生えからハサミを用いて子葉を

切り出し、6 well plate（Corning）を用いて以下に示す KBD 溶液につけ 22〜23℃の連
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続光のインキュベーター（EZ-220、日本医化器械製作所）で KDB 処理を行った（Tan 

et al., 2018）。これらの植物ホルモンの溶媒には DMSO を用いた。 

 

 

KDB 用植物ホルモンストック溶液  

Kinetin（ナカライテスク）   5 mg/ml 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid（Wako）  50 mg/ml 

Brassinolide（Wako）    10 mM 

 

KDB 溶液  

Kinetin ストック溶液    0.5 μl 

2,4-dichlorophenoxyacetic acid ストック溶液 0.5 μl 

Brassinolide ストック溶液   5 μl 

1/2 液体発芽培地    Up to 50 ml 
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3. 結果 

 

3-1. VND7 活性レベル変化がもたらす道管細胞分化誘導への影響の解析 

先行研究では、VND7-VP16-GR（35S::VND7-VP16-GR）を 10 µM DEX で処理するこ

とで、播種後 7 日目の芽生え全身的に異所的道管細胞分化が起きることが報告されて

いる（Yamaguchi et al., 2010a）。このシステムの基盤となっているグルココルチコイド

レセプター（GR）システムについては、0～1 µM DEX の範囲で、DEX 濃度と誘導さ

れる転写因子活性の間に正の相関がある事が報告されている（Aoyama and Chua, 2000）。

そこで、VND7活性レベルの大小が道管細胞分化にもたらす影響を明らかにするため、

VND7-VP16-GR において DEX 濃度変化が VND7 活性誘導を変化させ道管細胞分化率

に影響することを期待し、VND7-VP16-GR およびベクターコントロール VP16-GR

（35S::VP16-GR; Yamaguchi et al., 2010a）を材料として 0、1、10、100 nM DEX 処理に

よる道管細胞分化の様子を調べた（図 3A-H）。処理後 3 日目の様子を観察した結果、

VP16-GR ではどの濃度の DEX 処理でも芽生えの成長が継続して起こった一方で、

VND7-VP16-GR では 10 nM および 100 nM DEX 処理時に、明瞭な子葉の白化と、芽生

えの成長阻害が見られた（図 3G, H）。また、100 nM DEX では芽生えが完全に白化し

枯死することも分かった（図 3H）。これに対して、0 nM および 1 nM DEX 処理の場合

には VND7-VP16-GR はそのまま成長を続けることも分かった（図 3E, F）。 

以上の結果を受けて、0、1、10、100 nM といった DEX 濃度変化が道管細胞分化に

与える影響について詳細解析を行った。 

 

3-1-1. DEX 濃度依存的なクロロフィル量変動 

VND7-VP16-GR および VP16-GR の播種後 7 日目の芽生えを 0、1、10、100 nM DEX

で処理し、処理後 0、24、48、72 時間目にサンプリングを行った。回収した芽生えサ

ンプルからクロロフィルを抽出し定量した結果、VP16-GR においてはどの時点にお

いても、クロロフィル量の大きな変動は見られなかった（図 3I-L）。その一方、VND7-

VP16-GR では、DEX 濃度依存的なクロロフィル量変動が見いだされた（図 3I-L）。0 

nM と 1 nM DEX 処理では植物体の白化や有意なクロロフィル量低下は見られなかっ

たが（図 3E, F, I, J）、10 nM DEX 処理では 72 時間後に、100 nM では 24 時間後から、

クロロフィル量が有意に低下していた（図 3K, L）。クロロフィル量の低下は、道管細

胞分化によって引き起こされるプログラム細胞死によると考えられることから、この

結果は、プログラム細胞死の誘導は、DEX 濃度の影響を受けることを示している。 

 

3-1-2. DEX 濃度依存的な二次壁形成変動 

さらに二次壁形成への DEX 濃度の影響を調べるため、VND7-VP16-GR および VP16-

GR の播種後 7 日目の芽生えを 0、1、10、100 nM DEX で処理し、0、24、48、72 時間

目に回収した。PI 染色および TOMEI 法による透明化サンプルを観察した結果、VP16-
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GR では DEX 濃度に関わらず異所的な道管細胞分化は全く見られなかった（図 4 E, J, 

O, T）。これに対して、VND7-VP16-GR では、0 nM DEX 処理では 72 時間後にごく少

数の異所的二次壁の形成が、それ以外の濃度では明瞭な異所的二次壁形成が、処理後

24~48 時間以降に観察された（図 F-I, K-N, P-S）。二次壁形成は、1 nM DEX 処理した

VND7-VP16-GR では処理後 48 時間から（図 4H）、10 nM および 100 nM DEX 処理し

た VND7-VP16-GR では処理後 24 時間（図 4L, Q, U）から、それぞれ観察された。ま

た、10 nM DEX 処理 24 時間目の VND7-VP16-GR の二次壁形成細胞は、二次壁を示す

蛍光シグナルが弱く、また核を持つ細胞が多く観察されたことから（図 4Q）、10 nM 

DEX 処理 24 時間目では、道管細胞分化途中の細胞が多いと考えられる。 

また、子葉における二次壁形成細胞率を定量化するため、子葉について得られた複

数の共焦点画像を貼り合わせて子葉全体像を作製し、子葉総面積あたりの二次壁形成

細胞面積が占める割合を測定した（図 5）。この結果、1 nM DEX 処理では処理 72 時

間後に約 40%の、10 nM および 100 nM DEX 処理では約 80~100%の二次壁形成細胞率

が観察された（図 5）。以上から、DEX 濃度が低下すると二次壁分化のタイミングが

遅れ、さらに最終的な分化効率も低下することが分かった。 

 

3-1-3. DEX 濃度依存的な VND7 下流遺伝子の発現量変動 

続いて、VND7 下流因子の遺伝子発現への影響を明らかにするため、VND7-VP16-

GR および VP16-GR の播種後 7 日目の芽生えを 0、1、10、100 nM DEX で処理し、0

時間目から 6 時間おきに 72 時間目まで回収し、定量的 RT-PCR 解析を行った。VND7

下流因子としては、LBD30（Soyano et al., 2008）、二次壁合成制御のマスター転写因子

である MYB46（Zhong et al., 2007; Kim et al., 2012; Zhong et l., 2012; Ko et al., 2014）、リ

グニン生合成制御転写因子である MYB63（Zhou et al., 2009）、プログラム細胞死に関

わるプロテアーゼ XCP1 およびMC9（Bollhöner et al., 2013）、セルロース合成酵素 CesA7

（Brown et al., 2005; Persson 2005）、ヘミセルロース合成酵素 IRX8（Peña et al., 2008）、

リグニン合成関連酵素 CAFFEOYL COENZYME A ESTER O-METHYLTRANSFERASE7

（CCoAOMT7）（Raes et al., 2003）を選び、これらに加えて内在性 VND7 についても発

現を調べた。その結果、CCoAOMT7 以外の全ての遺伝子について、DEX 濃度が高い

ほど発現のピークのタイミングが早く、ピーク時の発現量が高くなるという傾向が見

いだされた（図 6, 7）。また、CCoAOMT7 では、10 nM DEX と 100 nM DEX の間に大

きな違いが見いだされなかった（図 6）。 

これらの遺伝子のうち、LBD30、MYB46、MC9 および XCP1 は VND7 のダイレクト

ターゲットであり（Ohashi-Ito 2010; Yamaguchi et al., 2010a）、MYB63、CesA7、IRX8、

CCoAOMT7 は MYB46 のダイレクトターゲットであると考えられている（Kim et al., 

2012; Zhou et al. 2009; Zhong et al., 2012）。こうした転写制御ネットワーク構造関係と

遺伝子発現パターンに関連があるかを調べるため、遺伝子発現パターンの階層的クラ

スタリングを行った（図 8）。その結果、VND7, LBD30, XCP1, MC9 からなるグループ
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1、MYB46, CesA7, IRX8, CCoAOMT7 からなるグループ 2、MYB63 のみのグループ 3 に

明確に分けることができた（図 8）。 

 

3-2. 細胞ストレス誘導剤処理が道管細胞分化に与える影響の解析 

3-2-1. VND7 による道管細胞分化をかく乱する細胞ストレス誘導剤の探索 

VND7 による道管細胞分化に影響を与える新たな因子を同定するため、VND7-VP16-

GR における道管細胞分化をかく乱する細胞ストレス誘導剤の探索を行った。既知の

細胞ストレス誘導剤 50 種類（表 2）について、植物に影響することが報告されている

濃度に加え、その 1/10 倍および 10 倍の合計 3 段階の濃度で、1 nM あるいは 10 nM 

DEX 処理と同時に播種後 7 日目の VND7-VP16-GR 芽生えに 3 日間処理を行った。処

理個体の白化程度を指標に分化程度を判定した結果、1 nM DEX 処理下で道管細胞分

化を促進すると判定された細胞ストレス誘導剤が 25 種、10 nM DEX 処理下で道管細

胞分化を抑制すると判定された細胞ストレス誘導剤が 12 種、それぞれ見いだされた

（表 3）。しかしながら、道管細胞分化を促進すると判定された細胞ストレス誘導剤 25

種について、処理個体の子葉を顕微鏡観察したところ、ほとんどの場合に異所的二次

壁形成が起こっていないことが分かった。さらに DEX 未処理時やコントロール個体

においても、これら細胞ストレス誘導剤の処理によって子葉が白化する様子が観察さ

れたことから、これら白化促進は道管細胞分化とは関連しないストレス誘導による細

胞死（ネクロシス）によると推測された。また、ネクロシスを引き起こさないと思わ

れた細胞ストレス誘導剤 3 種類（Ethylenediaminetetraacetic acid、Streptomycin、5-

Fluorouracil）について、二次壁形成細胞率を測定したところ、いずれの細胞ストレス

誘導剤も二次壁形成促進効果はないことが分かった（図 9）。以上から、今回調べた細

胞ストレス誘導剤の中には、VND7-VP16-GR において道管細胞分化を促進する化合物

は含まれていないと結論した。 

一方、道管細胞分化を抑制する細胞ストレス誘導剤 12 種について、同様に子葉に

おける二次壁形成細胞率を調べたところ、Citrate acid、酸化型グルタチオン、還元型

グルタチオン、Trichostatin A（TSA）および Sirtinol の 5 種について、有意に二次壁形

成細胞率を抑制することが示された（図 10）。これら 5 種の細胞ストレス誘導剤のう

ち、TSA および Sirtinol はヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）の機能阻害剤である

（Grozinger et al., 2001; Chang and Pikaard, 2005; Bourque et al., 2011; Liu et al., 2017; 

Mengel et al., 2017; Ueda et al., 2017）。また、酸化型グルタチオンおよび還元型グルタ

チオンは細胞内チオール環境をかく乱する化合物であるが、すでに所属研究室の先行

研究によって、VND7 が直接的に S-ニトロシル化修飾を受けること、この S-ニトロシ

ル化が VND7 の転写活性制御において重要であることが示されている（Kawabe et al. 

2018; Ohtani et al. 2018）。タンパク質 S-ニトロシル化は、酸化型グルタチオンおよび還

元型グルタチオンの影響をを受けるため、本研究で得られた酸化型グルタチオンおよ

び還元型グルタチオンによる道管細胞分化の抑制効果は、こうした VND7 の機能かく

乱を反映していると考えられた。HDAC 阻害剤である TSA は、同時に、タンパク質
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の S-ニトロシル化を促進する事も報告されている（Mengel et al., 2017）。そこで、TSA

およびタンパク質 S-ニトロシル化を抑制する NO スカベンジャー2-（4-Carboxyphenyl）

-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide（cPTIO）の同時処理を行い、TSA による

道管細胞分化の抑制効果が、酸化型グルタチオンおよび還元型グルタチオンと同様に

VND7 の S-ニトロシル化に関連しているのかを調べた（図 11）。その結果、TSA によ

る道管細胞分化の抑制は、cPTIO 添加による影響を受けなかった見られなかった（図

11C）ことから、TSA による道管細胞分化抑制はタンパク質 S-ニトロシル化ではなく、

主には HDAC 機能阻害にあると推測した。 

 

3-2-2. ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤が道管細胞分化に与える影響の解

析 

これまでに、HDAC 機能と道管細胞分化制御の関係についてはほとんど知られてい

ない。そこで以降は TSA と Sirtinol に関して詳細な解析を行うことにした。 

 

3-2-2-1. HDAC 阻害剤による道管細胞分化阻害 

2-1. で見いだした TSA および Sirtinol について、3-1-1. および 3-1-2. と同様に、二

次壁形成細胞率への影響を調べた（図 12, 13）。その結果、TSA の場合には調べた全て

の濃度で、Sirtinol では 10 µM のときのみ、有意な白化程度の低下と二次壁形成細胞

率の低下が観察された（図 12, 13）。また、TSA および Sirtinol が作用するタイミング

を明らかにするため、DEX 処理後 0、6、12 時間後に 5 µM TSA あるいは 10 µM Sirtinol

を添加し、その影響を調べたところ、いずれも DEX 添加と同時に処理した場合のみ、

白化程度の抑制と有意な二次壁形成細胞率の低下が観察された（図 14, 15）。このこと

から、TSA および Sirtinol による HDAC 機能阻害は、VND7 によって誘導される道管

細胞分化の初期過程に作用し、道管細胞分化を阻害していると考えられる。 

 

3-2-2-2. 道管細胞分化関連遺伝子の発現量に与える影響 

 HDAC 阻害剤が VND7 による下流遺伝子発現誘導に与える影響を明らかにするた

め、VND7-VP16-GR を 10 nM DEX と 5 μM TSA、あるいは 10 nM DEX と 10 µM Sirtinol

で処理し、処理後 0、6、12、18、24、48、72 時間目のサンプルを用いて定量的 RT-PCR

解析を行った。1-3. と同様の VND7 下流遺伝子（図 6）について調べた結果、MC9 と

MYB63 を除くすべての遺伝子の発現が抑制されることが分かった（図 16, 17）。この

ことから、HDAC 阻害剤は VND7 そのもの（あるいは VND7 のごく近傍）に作用し、

VND7 を起点とした転写制御ネットワークをかく乱している可能性が示唆された。そ

こで、HDAC 阻害剤処理が上記 1. で示した DEX 濃度低下と同様の効果をもたらして

いるのか調べるため、1 nM DEX および 10 nM DEX 処理時の遺伝子発現データを元に

した階層的クラスタリング解析結果と、10 nM DEX への HDAC 阻害剤添加および非

添加の遺伝子発現データを元にした階層的クラスタリング解析結果を比較した（図

18）。その結果、TSA 処理と Sirtinol 処理はほぼ同じクラスタリング結果をもたらして
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おり（図 18B, C）、両者が転写制御ネットワークに類似の作用をもたらしていること

が分かった。さらに、いずれの場合でも MC9 と MYB63 のグループとそれ以外の遺伝

子からなるグループに分かれる点は共通している一方で、HDAC 阻害剤処理では、低

濃度 DEX 処理時に見いだされた転写制御ネットワーク内の位置に依存した遺伝子発

現制御の変化とは異なる、転写制御ネットワークとは関連の見られないパターンを示

した（図 18）。以上から、HDAC 阻害剤処理は、下流遺伝子発現パターンに VND7 活

性低下とよく似た影響だけを与えるものの、それだけでは説明出来ない側面もあるこ

とが示唆された。 

HDAC 機能の阻害は、ヒストンの過剰アセチル化を引き起こし、遺伝子発現を亢進

する方向に働くと期待される（Jenuwein and Allis, 2001;Wang et al., 2014）が、上記の結

果は、VND7 下流遺伝子の発現が抑制されることを示した。そこで、HDAC 阻害剤処

理は、道管細胞分化の負の制御因子の発現を上昇させるのではないかと考え、既知の

11 の転写因子、すなわち VND-INTERACTING 2（VNI2, Yamaguchi et al., 2010b）、MYB75

（Bhargava et al., 2010, 2013）、KNOTTED ARABIDOPSIS THALIANA 7（KNAT7, Bhargava 

et al., 2010; Li et al., 2011, 2012; Liu and Douglas, 2015）、Xylem NAC domain 1（XND1, 

Zhao et al., 2007）、BEL1-LIKE HOMEODOMAIN 6（BLH6, Liu et al., 2014; Liu and Douglas, 

2015）、MYB 4（Preston et al., 2004; Ko et al., 2009）、MYB 5・MYB 7・MYB 32（Preston 

et., 2004）、および、OVATE FAMILY PROTEIN 1（OFP1）・OFP4（Li et al., 2011; Liu and 

Douglas, 2015）について、発現解析を行った（図 19, 20）。その結果、TSA 処理によっ

て MYB75 と OFP1 の発現が、Sirtinol 処理によって OFP4 の発現が、それぞれ DEX 処

理誘導後 6 時間目以降に上昇していた（図 19, 20）。OFP1、OFP4 および MYB75 は

KNAT7 や BLH6 と複合体を形成し、木部細胞形成を抑制する転写抑制することが知

られている（Bhargava et al., 2010; Li et al., 2011, 2012; Liu and Douglas, 2015）。すなわ

ち、HDAC 阻害によって、OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLBH6 転写抑制複合体の発現が誘

導され、道管細胞分化が阻害されている可能性が示唆された。 

 

3-2-2-3. KDB システムをもちいた道管細胞分化への knat7 変異の影響の解析 

最後に、HDAC 阻害は OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLBH6 転写抑制複合体の機能を介

して道管細胞分化を阻害しているという上記の可能性を検証するため、転写抑制複合

体の中でも木部形成特異的因子である KNAT7 に注目し（Zhong et al., 2008; Li et al., 

2011; 2012）、knat7-1 変異が異所的な道管細胞分化にもたらす影響についてホルモン

処理によって道管細胞分化を誘導する KDB システム（Tan et al., 2018）を用いて調べ

た。この結果、TSA および Sirtinol 処理は、野生型で見られる KDB システムによる道

管細胞分化を強く抑制することが分かった（図 21B, C）。一方で、knat7-1 変異体では

TSA による道管細胞分化抑制が緩和されており（図 22D）、HDAC 阻害による道管細

胞分化阻害には、少なくとも部分的に、KNAT7 が関与していることが示された。 
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4. 考察 

 

4-1. DEX 濃度が VND7-VP16-GR の核移行へ与える影響の推定 

 先行研究により、VND7-VP16-GR は 10 mM という高濃度の DEX 処理によって植

物体全身に異所的な道管細胞分化による二次壁の肥厚とプログラム細胞死が起こっ

た結果として、白化することが報告されている（Yamaguchi et al., 2010a）。これまでに

GR を結合させたタンパク質の挙動は動物細胞を用いて研究されており、beta 

galactosidase-GR は 10 mM DEX 処理で 5 分以内、green fluorescent protein-GR は 1 nM 

DEX 処理で 3 分以内に核移行が起こること、GR と結合したタンパク質の活性に DEX

濃度依存性があることが報告されている（Picard et al., 1987; Htun et al., 1996）。これら

の報告から、幅広い DEX 濃度で GR を結合させたタンパク質の核移行が数分単位の

素早い反応として起こると予想される。したがって、VND7-VP16-GR においてその核

移行は分単位の反応であることが推測され、本研究で観察された VND7-VP16-GR の濃

度依存性は VND7-VP16-GR タンパク質の核移行速度によるものではなく、VND7-

VP16-GR タンパク質の核移行量によるものだと考えられる。本研究の発現量解析に

おいて低濃度（1 nM および 10  nM）DEX 処理では VND7 下流遺伝子の発現ピーク

の遅延だけでなく、最大発現量が低下していることが観察されており（図 6-8）、この

考察を支持している。 

 

4-2. VND7 活性レベルに依存した道管細胞分化制御 

シロイヌナズナ VND7 は、その過剰発現によって、ほとんとすべての種類の細胞を

道管細胞へと分化転換させること（Kubo et al., 2005; Yamaguchi et al., 2010; Endo et al., 

2015）、VND7 は二次壁形成やプログラム細胞死といった道管細胞分化過程で機能す

る遺伝子発現を誘導すること（Ohashi-Ito et al., 2010; Yamaguchi et al., 2011; Zhou et al., 

2014）などから、道管細胞分化開始のマスター制御因子であると考えられてきた（Kubo 

et al., 2005; Yamaguchi et al., 2008.; Zhong et al., 2010; Endo et al., 2015; Nakano et al., 2015; 

Ohtani and Demura, 2019）。本研究では、VND7 自身の活性レベルに着目し、人工的

VND7 活性誘導システムである VND7-VP16-GR（Yamaguchi et al., 2010）を利用して、

VND7活性レベルを変化させた際の道管細胞分化への影響を明らかにすることを試み

た。 

VND7-VP16-GR に処理する DEX 濃度を低下することで誘導する VND7 活性レベル

を低下させたところ、プログラム細胞死誘導によるクロロフィル量減少（図 3I-L）お

よび二次壁形成（図 4-5）のいずれについても、開始のタイミングが遅れることが分

かった。同様の様子は VND7 下流因子の遺伝子発現解析でも観察され、下流遺伝子の

発現誘導のタイミングは DEX 濃度の低下に伴って遅くなること、VND7 下流遺伝子

の発現ピークは DEX 濃度の低下によって有意に低くなること、が見いだされた（図

6）。以上の結果から、VND7 活性レベルの変化は、道管細胞分化過程の進行を大きく
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変化させる重要要素であることが示された。 

さらに、1 nM DEX 処理ではクロロフィル量減少と芽生え発生阻害が起こらない（図

3F, J）一方で、二次壁形成はその進行速度は遅いものの誘導される様子が観察された

（図 4F-I, 図 5）。すなわち、道管細胞分化に関わる各プロセスの進行を可能にする

VND7 活性レベルは、プロセスごとに異なっており、二次壁形成はより低い VND7 レ

ベルでも進行しうることが示唆された。VND7 下流遺伝子の発現解析からは、他の

VND7 下流遺伝子と比較して、とくにプログラム細胞死に関わるメタカスパーゼをコ

ードする MC9 遺伝子（Escamez et al., 2016）の発現パターンに対する DEX 濃度低下

の影響が大きいことが示されている（図 6-8）。先行研究により、MC9 遺伝子プロモー

ターに存在する推定 VND7 認識配列の配列保存性は、他の VND7 標的遺伝子に比べ

て低いことが分かっているため（Tamura et al., 2019）、こうした発現パターンへの影響

の違いは、VND7によるプロモーター配列結合性の強弱に依存していると考えられる。

また、遺伝子発現データを用いた階層的クラスタリング解析結果は、DEX 濃度低下の

影響は転写制御ネットワーク内の位置、つまり VND7 からの制御関係距離に依存する

ことを示している（図 8）。プログラム細胞死関連遺伝子群は VND7 の直接的発現誘

導制御を受ける一方で、二次壁関連遺伝子群は、VND7 に加えて二次壁形成マスター

制御転写因子である MYB46 や MYB83 の転写制御を強く受ける（Ko et al., 2009, 2014; 

Zhong et al., 2012; Kim et al., 2014）。こうした転写制御ネットワーク内の階層構造が、

各プロセスの VND7 活性レベル依存性の違いを生み出し、より精緻な道管細胞分化制

御を達成していると考えられる。 

以上、本研究の結果から、VND タンパク質は、従来想定されてきたような道管細胞

分化の誘導開始スイッチとして機能するだけでなく、転写活性依存的に下流遺伝子発

現のタイミングとレベルを制御する、道管細胞分化プロセス調節因子でもあることが

示唆された。不要なプログラム細胞死は植物発生において避けねばならないことを考

えると、プログラム細胞死の進行により高い VND7 活性が必要とされる（図 8）とい

う結果は生理学的には妥当であり、非常に興味深い。また、VND 活性レベルの強弱が

二次壁形成プロセス進行に影響することで、最終的に形成される道管細胞の性質が決

定されている可能性が浮上した。VND7 の転写活性が細胞内レドックス環境の影響を

受けること（Kawabe et al., 2018, Ohtani et al., 2018）、各 VND ファミリーの発現強度は

道管細胞の種類ごとに異なること（Yamaguchi et al., 2008）、VND7 および VND6 の上

流制御遺伝子である E2Fc は活性依存性があることが報告されていることから

（Taylor-Teeples et al., 2015）、生体内での道管細胞分化の際にもこれらの遺伝子の制御

による VND7 活性レベルの違いが生まれていると考えられる。今後の詳細解析による

VND 活性レベルの具体的貢献についてのさらなる解明を期待したい。 

 

4-3. ヒストンアセチル化制御を介した道管細胞分化制御 

先行研究によって、道管細胞分化はさまざまな環境ストレス、例えば損傷ストレス

（Jacobs, 1952; Comer, 1987）、塩ストレス（Hilal et al., 1998; Taylor-Teeples et al., 2015）、
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細菌感染（Reusche et al., 2012）、光環境（Tan et al., 2018）などの影響を受けることが

明らかにされてきた。また、道管細胞分化に影響を与える環境因子として、グルタチ

オン（Henmi et al., 2001, 2005）や NO（Kawabe et al., 2018; Ohtani et al., 2018）が報告

されている。とくに Kawabe ら（2018）は、VND7 が S-ニトロシル化を受けること、

この S-ニトロシル化が VND7 の転写活性に大きく影響することを示し、細胞内チオ

ール環境が直接的に道管細胞分化に反映される可能性を示唆している（Kawabe et al., 

2018; 図 23）。本研究でも、VND7-VP16-GR における異所的道管細胞分化に影響する

細胞ストレス誘導剤として、グルタチオンや酸化型グルタチオンが同定され（表 3, 図

10）、VND7 による道管細胞分化誘導における細胞内チオール環境の重要性を支持す

る結果となった。以上から、道管細胞分化時には、さまざまな環境情報が VND タン

パク質の活性制御に反映され、状況に応じた道管細胞が作られていると考えられる。 

本研究では新たに、HDAC の阻害剤である TSA と Sirtinol による VND7 による道管

細胞分化抑制を見いだした（図 13, 20）。シロイヌナズナゲノムには 22 個の HDAC 遺

伝子が存在しており、これらは REDUCED POTASSIUM DEFICIENCY 3（RPD3）-like 

HDAC（16 個）、HD-tuin（4 個）、Sirtuin（2 個）の 3 種類に分類される（Hollender et 

al., 2008）。このうち、TSA は PRD3-like HDAC および HD-tuin を阻害し、Sirtinol は

Sirtuin を特異的に阻害する（Chang and Pikaard, 2005; Ueda et al., 2017; Bourque et al., 

2011; Grozinger et al., 2001, Liu et al., 2017）。遺伝子発現解析の結果は、TSA と Sirtinol

は VND7 下流遺伝子群によく似た影響をもたらすことを示しており（図 18）、本研究

からは HDAC クラスと道管細胞分化との関わりについては更なる情報を得ることは

できなかった。 

 

4-4. KNAT7 を含む転写抑制複合因子による道管細胞分化抑制 

HDAC の阻害はヒストンの過剰アセチル化を引き起こし、遺伝子発現を上昇させる

と考えられる。そこで、道管細胞分化を抑制する転写因子の発現を調べたところ、興

味深いことに、TSA および Sirtinol 処理は、MYB75 や OFP1、OFP4 といった道管細胞

分化の負の制御因子の発現を上昇させることが分かった（図 19, 20）。MYB75 や OFP1、

OFP4 は KNAT7 と BLH6 とともに OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 転写抑制複合体を形

成することが知られている（Bhargava et al., 2010; Li et al., 2011, 2012; Liu and Douglas, 

2015）。これらのうち木部特異的因子は KNAT7 であり（Zhong et al., 2008; Li et al., 2011, 

2012）、KNAT7 および BLH6 のノックアウト変異体 knat7-1 および blh6-1 では、道管

細胞の二次壁形成異常に起因する道管が潰れる表現型（irregular xylem, irx 表現型と呼

ばれる、Li et al., 2012; Liu and Douglas, 2015; Wang et al., 2020）の程度が比較的マイル

ドに現れる一方で、knat7 blh6 二重変異体では irx 表現型が亢進され、強い道管異常が

起こる（Liu et al., 2014）。本研究では、knat7-1 変異体では KDB システムにおける TSA

による道管細胞分化の抑制が緩和されることを見いだし（図 22）、TSA による道管細

胞分化阻害の少なくとも一部は、KNAT7 を含む OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 転写抑

制複合体によって起こっている可能性が示された（図 23）。すなわち、HDAC 活性が
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低下すると、MYB75 および OFP1/4 の発現が道管細胞分化初期に上昇し、これによっ

て OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 転写抑制複合体の形成が促進されることで VND7 の

転写活性化が阻害され、道管細胞分化が負に制御される、と考えられる。 

KNAT7 は ChIP-PCR の結果から、VND7 上流の転写因子である REVOLUTA（REV）

のプロモーターに直接結合し、REV の発現を抑制することが報告されている（Liu et 

al., 2014）。KDB 処理によっても REV の発現は誘導されるが（Tan et al., 2018）、本研究

では野生型と knat7-1 変異体の間に Mock 処理では有意な道管細胞数の違いは見られ

なかった（図 22）。Liu ら（2014）の行った ChIP-PCR は、MYB75 や OFP1/4 が発現し

ている花茎を用いていることから（Bhargava et al., 2010; Li et al., 2011）、KNAT7 によ

る REV の発現抑制にも MYB75 や OFP1/4 が関わっているかもしれない。 

 

4-5. OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 転写抑制複合体による VND7 の転写活性抑制メカ

ニズム 

OFP1 および OFP4 は Ovate ファミリーに属する転写因子である。転写抑制ドメイ

ン Ethylene-responsive element binding factor-associated amphiphilic repression（EAR）を

持つものの（Ohta et al., 2001; Wang et al., 2007）、明確な DNA 結合モチーフを持たず

単体では核内移行せず、BLH 転写因子と結合することによって核内へ移行すること

が報告されている（Hackbusch et al., 2005, Wang et al., 2007）。MYB75 は単独では弱い

転写活性化因子として働き、MYB75 の過剰発現はアントシアニンの高蓄積を誘導す

ることが知られている（Borevitz et al., 2000; Bhargava et al., 2010）。ポプラの PtrMYB6

は MYB75 に近い MYB 転写因子で、MYB75 と同様に過剰発現ではアントシアニンを

蓄積し、KNAT7 と結合し二次壁肥厚を抑制することが報告されている（Wang et al., 

2019）。PtrMYB6 による二次壁肥厚の抑制では PtrMYB6 が二次壁関連遺伝子のプロモ

ーターに結合し二次壁肥厚が抑制されると考えられることから、シロイヌナズナの

MYB75 による抑制も同様に MYB75 が二次壁関連遺伝子プロモーターに結合してい

るかもしれない。本研究で発現解析を行った遺伝子のプロモーター領域に MYB75 結

合モチーフ(C/T)CNCCAC(A/G)(A/T)(G/T)または(C/T)(A/C)NCCACN(G/T)(G/T)（Dare 

et al., 2008）があるか調べたところ、TSA 処理によって発現が低下していた、VND7（2 

kb, Kubo et al., 2005; -1423~-1432, -1585~-1594）、XCP1（705 bp, Yamaguchi et al., 2011, -

690~-699）、MYB46（3 kb, Zhong et al., 2007; -1567~1576）、CesA7（1.5 kb, Taylor et al., 

1999, -1175~1184, -1224~-1235）、のプロモーター上には MYB75 結合モチーフが存在

した。また、LBD30（Soyano et al., 2008, -2587~-2596）には開始コドンから 3 kb 以内

に MYB75 結合モチーフが存在した。このうち、XCP1、LBD30 および MYB46 は VND7

のダイレクトターゲットである。また、VND7 プロモーターには VND7 が結合しうる

ことが報告されている（Endo et al., 2015）ことから、TSA によるこれらの遺伝子の発

現低下は、MYB75 が VND7 プロモーターに直接結合し、KNAT7、OFP1 や BLH6 との

転写抑制複合体を形成し VND7 による転写の抑制を引き起こすためかもしれない。ま

た、CesA7 は VND7 のダイレクトターゲットではなく、MYB46 によって制御される
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（Kim et al., 2012）と考えられるため、MYB75 を含む転写因子複合体は MYB46 によ

る転写も抑制するかもしれない。これらのことから、OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 複

合体は MYB46 を含む VND7 のダイレクトターゲットの発現を低下させることによっ

て分化率を低下させていると考えられる。一方、TSA により発現が低下する IRX8（2.7 

kbp, Peña et al., 2007）、CCoAOMT7（1.5 kbp, Zhong et al., 2012）、TSA による影響を受

けない MC9（1500 bp, Tsiatsiani et al., 2013）、MYB63（3 kb, Zhou et al., 2009）のプロモ

ーター上および上流 3 kb 以内に MYB75 結合モチーフは存在しなかった。IRX8 およ

び CCoAOMT7 は MYB46 による制御を受けていると考えられているため、この転写

抑制複合体によるこれらの遺伝子への影響は MYB46 を介した間接的なものであるか

もしれない。TSAによって発現が低下しないMC9およびMYB63の上流配列がMYB75

結合モチーフを持たないこと、myb75-1 変異体で VND7 と MYB46 のダイレクトター

ゲットを含む二次壁合成関連遺伝子の発現が上昇することは、この考察を支持してい

る（Bhargava et al., 2010）。これらの情報を用いて OFP1/4 や MYB75 の発現上昇が VND7

の転写活性化機構へ与える影響の解析は今後の課題の一つである。 

 

4-6. エピジェネティックな遺伝子発現制御と道管細胞分化制御 

VND7 プロモーターおよび第一イントロンから第二エキソン領域は DNA メチレー

ション修飾を受けており、ヒストンも H3K27me3 修飾を受けていることが報告されて

いる。DNA メチル化阻害剤である 5-adC の存在下では VND7 の発現が上昇すること

が報告されている（Endo, 2014）。一方、本研究では 5-adC による道管細胞分化の亢進

は見られなかった（表 2, 3）。本研究では七日齢の芽生えに阻害剤を処理しているが、

子葉の細胞分裂は発芽後 3 日以内に終わるとされていること（Stoynova-Bakalova et al., 

2003）、5-adC による DNA メチレーションの阻害は細胞分裂の際に起こるとされてい

ることから、本研究の実験条件では子葉細胞において 5-adC による DNA メチル化阻

害は起こらなかったため道管細胞分化への影響が観察されなかったのかもしれない。

また、DNA メチル化もヒストンアセチル化と同様にストレス応答に関わることが報

告されている（Dowen et al., 2012; Le et al., 2014）。今後、これらのエピジェネティック

な発現制御と環境に応じた道管細胞分化の制御メカニズムの理解は今後の課題の一

つである。 

 

4-7. まとめ 

本研究で得られた結果を総合すると、植物は環境の変化に応じて HDAC 活性を制

御しているが、この HDAC 活性の強弱を OFP1/4-MYB75-KNAT7-BLH6 転写抑制複合

体の活性に反映することで、環境に適した道管細胞分化を実現している、と推測され

る。以上、本研究によって、「植物は HDAC による VND7 活性制御を通して、環境に

適した道管形成を実現している」、という新規の植物環境応答戦略を示唆することが

出来たと考えている。 
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5. 図表 

 

 

図 1．VND7 を基点とした NAC-MYB 転写ネットワーク構造 

VND7 は LBD 転写因子群とポジティブフィードバックを形成する。また、VND7 は

直下の MYB 転写因子（MYB46、MYB83、MYB103）と二次壁形成とプログラム細胞

死の実行因子（酵素群）の遺伝子発現を直接活性化する。VND7 直下の MYB 転写因

子は二次壁形成実行因子と MYB 転写因子（MYB63、MYB85）やホメオボックス転写

因子（BLH6、KNAT7）を含む多数の転写因子の遺伝子発現を活性化する。この転写

ネットワークには BLH6 と KNAT7 などによる二次壁形成の抑制経路も含まれてい

る。図中には本研究における遺伝子発現解析の対象とした代表的な転写因子と実行

因子を示した。  



27 

 

 

図 2．VND7-VP16-GR システムの作用機序模式図 

グルココルチコイド非存在下では VND7-VP16-GR タンパク質は HSP90 と結合し巨

大複合体を形成するため核への移行が出来ず、転写活性化能を発揮できない。グル

ココルチコイド（例えば DEX）存在下では、グルココルチコイドが GR と結合する

ことで立体構造が変化して HSP90 が外れ、その結果 VND7-VP16-GR の核移行が可

能となり、VND7 が転写活性化能を発揮し、ターゲット遺伝子の発現を誘導する。 

  



28 

 

図 3．シロイヌナズナ VND7-VP16-GR において DEX の濃度はプログラム細胞死の進

行に影響する 

（A-H）VP16-GR（ベクターコントロール）および VND7-VP16-GR シロイヌナズナ

芽生えの成長と形態に異なる DEX 濃度が与える影響 

7 日齢の VP16-GR（A-D）および VND7-VP16-GR（E-H）シロイヌナズナを終濃度

0、1、10、100 nM の DEX で 3 日間処理した。Bar = 5 mm。 

（I-L）VP16-GR および VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えにおけるクロロフィル

量の変化 

7 日齢の VP16-GR および VND7-VP16-GR シロイヌナズナを終濃度 0、1、10、100 nM 

DEX で処理した後、24 時間ごとに 72 時間目までサンプリングし、クロロフィル量

を測定した。Student-t 検定で統計的有意差が検出されたタイムポイントをアスタリ

スクであらわした（P<0.05, n=4）。  
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図 4．シロイヌナズナ VND7-VP16-GR において DEX の濃度は二次壁形成の進行に影

響する 

（A-T）7 日齢の VP16-GR（E, J, O, T）および VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生

えを終濃度 0 nM（A-D）、1 nM（F-I）、10 nM（K-N）、100 nM（P-S）の DEX で

処理した後、24 時間ごとに 72 時間目までサンプリングした。サンプリングした芽生

えの子葉を固定した後、二次壁を可視化するために PI 染色と透明化処理を行い、

FV10i を用いて顕微鏡観察を行った。U は L のコントラストを強くし拡大したも

の。矢印は二次壁形成中の細胞核を示している。Bar = 100 m。  
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図 5．DEX 濃度依存的に子葉における二次壁を持つ細胞の相対的な比率は上昇する 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを終濃度 0、1、10、100 nM DEX で

処理した後、24 時間ごとにサンプリング・固定し、PI 染色と透明化、顕微鏡観察を

行った。これら子葉における二次壁を持つ細胞の比率を、ImageJ を用いて算出し

た。Tukey 多重検定により統計的有意差が検出された組み合わせを異なる文字で示

した（P<0.05, n=5）。エラーバーは SD を示す。 
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図 6．DEX 濃度依存的に VND7 下流遺伝子は誘導される 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを終濃度 0、1、10、100 nM DEX で

処理した後、0、6、12、18、24、48、72 時間目に芽生え全体をサンプリングし、

RT-qPCR を行った。UBQ10 をリファレンスとした相対値を表記している。三回の反

復実験を行い、この図には代表的なデータを表記した。エラーバーは SD を示す。 
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図 7．低濃度の DEX 処理でも VND7 による下流遺伝子の発現誘導は起きる 

図 6 のデータから終濃度 0、1 nM の DEX で処理したサンプルのデータを表記した。

エラーバーは SD を示す。 
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図 8. DEX 濃度が道管細胞分化関連遺伝子の発現パターンを変化させる 

図 6 で行った三回反復分のデータから、その平均値を用いてクラスター解析を行っ

た。遺伝子ごとに標準化を行ったのち、MeV ver. 4.9.0 を用いてヒートマップの作

図、ピアソン相関係数を計算し発現パターンをクラスタリングした。グループ 1～3

の明瞭なクラスターが形成された。 
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図 9．白化を亢進する細胞ストレス誘導剤である EDTA、Streptomycin、5-fluorouracil

は道管細胞分化を促進しない 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを終濃度 1 nM DEX と細胞ストレス

誘導剤で同時に処理し、72 時間目に Mock 処理よりも子葉の白化を亢進する細胞ス

トレス誘導剤（25 種; 表 3）を見出した。これらの子葉を顕微鏡で観察し、二次壁形

成が確認できた 1 nM DEX と 10 mM EDTA、20 mg/L Streptomycin、450 μM 5-

fluorouracil をそれぞれ加えて処理した子葉について、図 5 の方法で二次壁形成細胞

率を計算した。n = 10。いずれも、Mock に対する統計的有意差はなかった（Student 

t-test, p<0.05）。エラーバーは SD を示す。 
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図 10. 白化を抑制する細胞ストレス誘導剤である Citrate acidNa、酸化型グルタチオ

ン、還元型グルタチオン、Trichostatin A、Sirtinol は道管細胞分化を抑制する 

（A-C）7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM DEX と細胞ストレ

ス誘導剤で同時に処理し、72 時間目に Mock 処理よりも子葉の白化を抑制する細胞

ストレス誘導剤（12 種; 表 3）を見出した。これらのサンプルを図 5 と同様の方法で

二次壁形成細胞率を計算した。（A）溶媒が DMSO の細胞ストレス誘導剤 5 μM 

Trichostatin A（TSA）、10 μM Sirtinol、1 μM Phenylarsine Oxide（PAO）（B）溶媒が

エタノールの細胞ストレス誘導剤 20 μM N-ethylmaleimide（NEM）、50 μM 

Aurintricarboxylic acid（ATA）、1 mM Caffeic Acid 

（C）溶媒が水の細胞ストレス誘導剤 50 mM Sodium citrate、3 mM 酸化型グルタチ

オン（GSSG）、3 mM 還元型グルタチオン（GSH）、1 mM Hydroxy urea、1 μM 

Epigallocatechin gallate（EGCG）、1 mM Glutamic acid 

ストレス誘導剤の溶媒の種類ごとに Mock に対する統計検定を行い、アスタリスク

は統計的有意差を示す n = 10（Student t-test, p<0.05）。エラーバーは SD を示す。 
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図 11．TSA による道管細胞分化抑制はタンパク質 S-ニトロシル化によるものではな

い 

（A-C）子葉の白化と道管分化を抑制する TSA（終濃度 5 μM）と NO スカベンジャ

ーの cPTIO（500 μM）が 7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えに対する終

濃度 10 nM の DEX 処理（72 時間目）による白化に与える影響を観察した。（A）10 

nM DEX（B）10 nM DEX＋5 μM TSA（C）10 nM DEX＋5 μM TSA＋500 μM cPTIO 

Bar = 1 mm。 
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図 12 VND7 による白化は 0.5、5、50 μM TSA もしくは 10 μM Sirtinol によって抑制

される 

（A-F）7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM の DEX とそれぞれ

終濃度が 0.5、5、50 μM TSA もしくは 1 0 μM、10 μM Sirtinol になるように処理し、

72 時間目に観察した。Bar = 1 mm。 
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図 13 VND7 による二次壁形成は 0.5、5、50 μM TSA および 10 μM Sirtinol によって

抑制される 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えに 10 nM DEX と 0.5、5、50 μM TSA

もしくは 10 μM、10 μM Sirtinol になるように処理し、3 日後にサンプリングし図 5

と同様の方法で二次壁形成細胞率を測定した。n≧10。アスタリスクは統計的有意差

を示す（Student t-test, p<0.05）。エラーバーは SD を示す。 
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図 14．HDAC 阻害による白化の抑制は VND7 誘導初期でのみ起こる 

（A-I）7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM DEX を処理し、

DEX 処理後 0、6、12 時間目に終濃度が 5 μM TSA（D-F）もしくは 10 μM Sirtinol

（G-I）になるように加えた。Mock 処理では HDAC 阻害剤の代わりに DMSO を加

えた（A-C）。3 日間処理後、観察した。 

Bar = 1 mm 
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図 15. HDAC 阻害による道管細胞分化の抑制は VND7 誘導初期でのみ起こる 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えに 10 nM DEX を処理し、DEX 処理後

0、6、12 時間目に終濃度が 5 μM TSA もしくは 10 μM Sirtinol になるように各阻害剤

を加えた。Mock 処理では HDAC 阻害剤の代わりに DMSO を加えた。3 日間処理後

サンプリングし、図 5 と同様の方法で二次壁形成細胞率を測定した。n = 15（Student 

t-test, p<0.05）。エラーバーは SD を示す。 
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図 16．TSA は VND7 下流遺伝子の発現を抑制する 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM DEX または 10 nM DEX+5 

μM TSA で処理し、0、6、12、18、24、48、72 時間目に芽生え全体をサンプリング

し、RT-qPCR を行った。UBQ10 をリファレンスとした相対値を表記している。三回

の反復実験を行い、この図には代表的なデータを表記した。エラーバーは SD を示

す。 
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図 17. Sirtinol は VND7 下流遺伝子の発現を抑制する 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM DEX または 10 nM DEX+10 

μM Sirtinol で処理し、0、6、12、18、24、48、72 時間目に芽生え全体をサンプリン

グし、RT-qPCR を行った。UBQ10 をリファレンスとした相対値を表記している。三

回の反復実験を行い、この図には代表的なデータを表記した。また、Mock 処理は図

16 と同様のデータを用いている。エラーバーは SD を示す。 
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図 18. TSA 処理と Sirtinol 処理は

VND7下流遺伝子発現パターンに

よく似た影響を及ぼす 

図 8 で示した 1 nM DEX と 10 nM 

DEX 処理時の遺伝子発現データ

を元にした階層的クラスタリン

グ解析結果と、10 nM DEX への

HDAC 阻害剤添加および非添加

の遺伝子発現データを元にした

階層的クラスタリング解析結果

を比較した。 

（A）1 nM DEX と 10 nM DEX 処

理を比較した階層的クラスタリ

ング結果。（B）10 nM DEX および

10 nM DEX＋5 μM TSA 処理を比

較した階層的クラスタリング結

果。（C）10 nM DEX と 10 μM DEX

＋10 mM Sirtinol 処理を比較した

階層的クラスタリング結果。 
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図 19．TSA 処理によって MYB75 と OFP1 の遺伝子発現が上昇する 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM の DEX と 5 μM の TSA で処

理し、0、6、12、24 時間目に芽生え全体をサンプリングし、RT-qPCR を行った。

UBQ10 をリファレンスとした相対値を表記している。アスタリスクは統計的有意差

を示す（Student t-test, p<0.05, n=3）エラーバーは SD を示す。。 
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図 20．Sirtinol 処理によって OFP4 の遺伝子発現が上昇する 

7 日齢の VND7-VP16-GR シロイヌナズナ芽生えを 10 nM の DEX と 10 μM の Sirtinol

で処理し、0、6、12、24 時間目に芽生え全体をサンプリングし、RT-qPCR を行っ

た。UBQ10 をリファレンスとした相対値を表記している。アスタリスクは Mock 処

理との比較での統計的有意差を示す（Student t-test, p<0.05, n=3）。エラーバーは SD

を示す。 

  

10 nM DEX 
10 nM DEX + 10 µM Sirtinol 
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図 21. HDAC 阻害剤は KDB システムによる道管細胞分化を抑制する 

（A-C）7 日齢の野生型（Col-0）シロイヌナズナの子葉を切り出し、KDB 処理と同

時に DMSO もしくは 5 μM もしくは 10 μM になるよう TSA または Sirtinol を加え、5

日間培養した。 

Bar = 200 μm 
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図 22. knat7-1 変異は TSA による道管細胞分化抑制を緩和する 

（A-D）7 日齢の野生型（Col-0）シロイヌナズナもしくは knat7-1 シロイヌナズナの

子葉を切り出し、KDB 処理と同時に DMSO もしくは終濃度が 100 nM になるよう

TSA を加え、6 日間培養した。Bar = 200 μm 

（E）A-D で示した KDB 処理を行ったサンプルの子葉一枚当たりの異所的な道管細

胞数を測定したもの。n ≧ 19。（Student t-test, p<0.05）。エラーバーは SD を示

す。  
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図 23. 本研究で新たに見出された VND7 による道管細胞分化制御経路 
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表 1.  プライマーリスト  

プライマー名 配列（5'-3'） 目的 

MC9-qRT F GTGCCATGAAGAACAAGCAA RT-qPCR 

MC9-qRT R AGAAAGGAACGTCGCGTCT RT-qPCR 

CCoAOMT7-qRT F GGAAACTAAGACTTCAGTCATCTGAG RT-qPCR 

CCoAOMT7-qRT R GAGCTCTTCACTTTTCAGCAATC RT-qPCR 

MYB63-qRT F AACAGCTCAGGCTCAAGAGCAAC RT-qPCR 

MYB63-qRT R ATGTATCATGAGCTCGTAGTTCTT RT-qPCR 

BLH6-qRT F CAAGACAAACGGGCTTGAG RT-qPCR 

BLH6-qRT R TTCCTCCTTGTATATCTCCTCCA RT-qPCR 

SRT1 qRT F AGACCTGAAATGGAAGCTGG RT-qPCR 

SRT1 qRT R CTATGCCTTGGTTTCTTCTGCC RT-qPCR 

SRT2 qRT F TCATGAGGCTGGTGCTATGAC RT-qPCR 

SRT2 qRT R CTAGAGAGCTGGGACACTGAG RT-qPCR 

MYB75 qRT R AAGCCTATGAAGGCGAAGAA RT-qPCR 

MYB75 qRT L TGGCACCAAGTTCCTGTAAG RT-qPCR 

OFP1 qRT R GAATCTTCAGAGCCAACCAAA RT-qPCR 

OFP1 qRT L GTAGGGACTGCGTGGTGTTT RT-qPCR 

KNAT7 qRT F CGAGAATCGAAGATGTAAGAG RT-qPCR 

KNAT7 qRT R  GTGTTTGCGCTTGGACTTCAA RT-qPCR 

XND1-qRT F ATTACGATCCTTGGGACCTTC RT-qPCR 

XND1-qRT R TGCTTGTCACTCTCTCTTGTGTC RT-qPCR 

OFP4 qRT F CATTTCATCAAAGCCATGATTCT RT-qPCR 

OFP4 qRT R CAGAAGAAATGACTTTCAAGTTGG RT-qPCR 

MYB4 qRT F ACTATCTCCGGCCTGACCTT RT-qPCR 

MYB4 qRT R CGGCAATAAGCGACCATT RT-qPCR 

MYB7 qRT F TGTTGGCGATCTCTTCCTAGA RT-qPCR 

MYB7 qRT R AAGACGGCAGCTTTTACCG RT-qPCR 

MYB32 qRT F CTTGTCAAGATTCTCTCTTTTGGTC RT-qPCR 

MYB32 qRT R AATTCTCTCGTCCCCGAAAT RT-qPCR 

MYB5 qRT F AATTACGTCGGACGAGGAAG RT-qPCR 

MYB5 qRT R CTTCCCGCGATCAATGAC RT-qPCR 
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表 1.  プライマーリスト（つづき）  

プライマー名 配列（5'-3'） 目的 

XCP1-for1 TTGACCCATGAAGAGTTCAAAGGAAGA RT-qPCR 

XCP1-rev1 GAAAGCGAACTCAGATTCCCTGTTG RT-qPCR 

MYB046-for2 GAATGTGAAGAAGGTGATTGGTACA RT-qPCR 

MYB046-rev4 CGAAGGAACCTCAGTGTTCATCA RT-qPCR 

LBD30-for4 CTATCTACGGCTGCGTCTCTCACATCGT RT-qPCR 

LBD30-rev7 TAGAGATCCTGAAGATGACACCGGAAC RT-qPCR 

Ubq10-for1 AACTTTGGTGGTTTGTGTTTTGG RT-qPCR 

Ubq10-rev1 TCGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAA RT-qPCR 

CesA7-RT-for1 ATGGGTAGACAGAACAGAACACCAA RT-qPCR 

CesA7-RT-rev1 CTTCAGCAGTTGATGCCACACTT RT-qPCR 

IRX8-RT-for1 TCAAGAGCTGTCACATTAGAGCAT RT-qPCR 

IRX8-RT-rev1 ATGATCCGGTAGAGAAGTGAAAAC RT-qPCR 

endo_VND7_RT_F AATACGTTTATAGGATCATCGTGG RT-qPCR 

endo_VND7_RT_R TTTGATAGTACCGCCTTGTCTCTAC RT-qPCR 
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表 3. 道管細胞分化に影響をおよぼすと考えられた細胞ストレス誘導剤候補 

促進する細胞ストレス誘導剤候補 抑制する細胞ストレス誘導剤候補 

2 mM 還元剤ジチオスレイトール 5 μM Trichostatin A 

500 μM Chlorpromazine, Hydrochloride 10 μM Sirtinol 

30 mM 酸化型グルタチオン 1 μM PAO 

30 mM 還元型グルタチオン 20 μM N-ethylmaleimide 

500 mM Citrate acidNa 50 μM Aurintricarboxylic acid 

1 mM バナジン酸 Na 1 mM Caffeic Acid 

5 μg/L ツニカマイシン 50 mM Citrate acid 

100 μM Verapamil 3 mM 酸化型グルタチオン 

20 mg/L Streptomycin 3 mM 還元型グルタチオン 

10 mM Hydroxy urea 1 mM Hydroxy urea 

10 mM EDTA2Na 1 μM Epigallocatechin gallate 

50 μM グリホセート 1 mM Glutamic acid 

60 μM Silver Thiosulfate   

10 μM Pladinoride B   

450 μM 5-fluorouracil   

5 μM Trimethoprim   

10 μM Wortmannin   

10 μM PAO   

500 nM W-7 Hydrochloride   

10 μM Staurosporine   

10 μM PD98059   

100 μM Indomethacin   

400 μM クルクミン   

5 μM 1-Triacontanol   
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