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      ' Xylem vessels are important tissues that function in water conduction in vascular plants. ¥ -
          To function, xylem vessel cells must form a strong¥ lignified secondary wall cell (SCW) and
          undergo programmed cell death (PCD) during cell differentiation. These two events arg known
          to be initiated by specific ¥grpup of NAC transcription factors named¥J>i4SCULAR-RELA71TD
 ' , NAC DOMAIN1 -(JZ7VDI) to V7VD7 in Arabidopsis, which can upregulate the gene sets required
          for SCW formation and PCD. Because ofrelatively strong aptivities of VND6 and VND7 to
          indvce ectopic xylem vessel cell differentiation, the functional analysis has been extensively -
  - focused on VND6 and VND7, and physiological roles for VNDI to 5 have not fully understood. '          

It has¥been reported that VNDI to 5 have the xpotential to upregulate VND7 expression, and `
          each J>7VD gene have distinct gene.expression patterns. These data suggested functional
    , diversity among VND prOteins; however, no critical evidence has been shown yet. ,
              In 'vitro induction systems for Xylem vessel cell$ have proven to be powerful tools to
          understand molecular mechanisMs of xylelm cell differentiation. To investigate potential t
. , functional diversity of VND proteins,¥I established a novel in,tviJtro system named the KDB
          system, in which xylem vessel cells can be induced ectopically in cotyledons by the application¥
          ofthree phytohormQnes, cytokinin (Kinetin), auxin (2,4-D) and brassinosterojd (Brassinolide).        ' The advantages of KDB system are 1) simple and repeatable material Preparation, as ekQised
  i cotyledbns are readily available 6-days after germination of Arabidopsis seedlings and 2) the ' ¥

          reeaSeo,rtOefrailiiglrikCgrti//negf thiS SYS!eM tO, the rich Arabidopsis r.esources including rliutant lines and
              Using this Ill)B system, time-course muA-seq analysis was perfbrmed to obtain global , ]
          transcriptome profiling during xylem vessel .cell diil}:rentiation. All of the V7VD genes were , ,
          upregulated in the KDB, system, however, comparing their gene expression with known ,
          vascular-relqted genes,,each V7VD gene was separatgd into, difllerent gene- clusters, suggesting          differential respon$es to the KDB treatment by V7VD gene. Mutant ahalysis'of IZ7VD family '
          genes showed that,ectopic xylem vessel cell differentiation in the KDB systeM is largely
          dependent on VND2 activity, and that"vndl vnd2 double and vndl vnd2¥ vnd3 triple mutants ,
     , showed additive redUctions of cell differentiation efficiencies. Therefore, VNDI and VND3
          also contributewvith VND2 to the cell differentiation in this system. In contrast, ectopic xylem -
          vessel cells phenotypes of vnd6 vnd7 mutants was less dramatic. Taken together, VNDI ¥to 3, ,          

but nbt VND6 and"VND7, would be main contributors to the diilerentiation of ectopic xylem
          vessel cells in cotyledons induced by the KDB system '
               The KDB system also shoWed that the cell differentiatioh was not observed underi
 . continuous dark conditions, indicating the importance of light to induce xylem vessel cell

          fbrmation in cotyledons. Base on this observation, I checked the vein formation in cotyledons
          under cbntinuous light or dark conditions in vnd1 , vnd2,' vnd3, vnd6 and vnd7'mutants, as well
          as double and triple' mutant of them The results demonstrated that VNDI to 3, but not VND6
          and VND7, are required for xylem 'vessel 'cell differentiation in secbndary vein of cotyledons .
          grown under continuous dark condition.'InterestinglM secondary venation was not inhibited in
    ' vndl vnd2 vnd3 cotyledons ¥under continuous light condition, although V7VD expresSions in
          vndl vRd2 vnd3 cotyledons were not different by the light conditions. These suggested that
 ' ' distinct ,roles fot VNDI to 3 ptoteins in vein fbrmation in'cotyledon under dark condition.
            ` Put all into together, I successfully disclosed specific roles fbr VNDI, 'VND2Land VND3,          

in xylem vessel cell differentiation of cotyledons. My results also showed the possibility that '
          the light signals can replace such specific rOles for, VNDI to 3 in xylem vessel cell                                                                                            l
          differentiation, further suggesting novel connection between environmental signals qnd VND
          functi6ns. '"' '
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論文審査結果の要旨

申請者 氏名TanTianTian

道 管は被子植物 に とって生存 に必須 の通水組織 であ り、その分化 メカ ニズムの分子

的理解 は生物学 的に も農 学的 に も非 常に重要 な課題で あ る。道 管細胞分化 の特徴 とし

て、強固 な二次細胞壁 の形 成 とプ ログラム細胞死 に よる内容物 の消失が挙 げ られ、 こ

れ らに よって中空の堅い壁 をもつ管状構 造体 とな り、高 い通水機 能 を実現 してい る と

考 え られてい る。 これ まで の研究 か ら、道管細胞分化 マス ター制御 因子 として、NAC

転写因子群 に属す るシ ロイヌナ ズナVASCULAR・RELATEDNACDOMAIN（VND）

ファ ミリー遺伝子 が同定 され、機能解析 が進 め られ て きた。VNDフ ァ ミリーは二次細

胞壁 形成 とプ ログラム細胞 死 に必要 な遺伝子 セ ッ トの発現 を誘 導 し、道 管細胞分化 を

誘 導す るこ とが分か ってい る。 シロイヌナ ズナ では7つ のVNDフ ァミ リー遺伝子 が

存在 してい るが、 しか しなが ら、 これ までの解析 は、過剰発現 時の道 管細胞形成能 が

高いVND6お よびVND7を 中心に行 われ てお り、VND1～5の 生理 的役割 について は

未解 明の点が多か った。

申請者 は この点 に切 り込 むた め、新 たに確 立 した道 管細胞分化誘 導系 と変異体解析

を組 み合 わせ 、以下の成果 を得 た。

1． シ ロイヌナズナ子葉 を材 料 とした植 物 ホルモ ン （オー キシン、サイ トカイニ ン、

ブ ラシノステ ロイ ド）に よる道管細胞 分化誘 導系、KDBシ ステムを確 立 し、VND

ファ ミリー遺伝 子の発 現パ ター ンが異 なるこ とを示 した。

2．

3．

4．

さ らにKDBシ ステ ムにお ける道管細胞分化誘導 はVND1、VND2、VND3に

依存 してお り、VND6お よびVND7の 役割 は限定的で あるこ とを示 した。

KDBシ ステムの知見 を元 にvnd変 異体の子葉 の葉脈 形成 の解析 を行い、暗黒条

件 下での子 葉の二次葉脈形成 が、VND6あ るいはVND7で はな く、VND1、

VND2、VND3に 大 き く依存 してい るこ とを示 した。

種子給水後 ～発芽7i日 目までの芽 生 えにおけ るVNDフ ァ ミリー遺伝子 の発現

解析 を通 して、光条件 に よってVNDフ ァ ミリー遺伝 子の発 現パ ター ンは変化

しない ものの、連続光条件 下では、暗黒条件下 に比べ て、VNDフ ァ ミリー遺伝

子 の発現 レベル が上昇す る ことを示 した。

これ らは、子葉 の二次葉脈 の道管細胞分化 にお けるVND1、VND2、VND3特 異的 な

役 割 を示唆す る結果で あ り、VNI〕 フ ァミ リー遺伝子 間の生理的機 能分化 を初 めて明 ら

か とす る成果 であった。

以上O ，よ うに、本論文 は、VNDフ ァミ リー遺伝子 間の生理 的機 能分化 を明 らか に し、

さ らには光 とい った環境条件 に応 答 した道管形成制御 が、特 定のVNDを 通 して行 わ

れ てい る とい う新 たな可能性 を示す ことに成 功 した。 これ らの成 果 は、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。


