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真核生物は全て 太古の 地球上で起 こ っ た細胞内共生にその 起源を辿る こ とが で きる と言われ

てt ) るが ､ こ の 細胞内共生 とt ) う事象が実際に どの ような宿主細胞 で起 こ っ た こと により原始

真核生物が誕生 したの か は全く未知で ある. また ､ そ の ような原始真核生物に現存の シ アノ バ

クテ 1) ア様光合成原核生物が細胞内共草する こ とによ っ て 植物系統の真核生物が 生 じた とされ

て い るが , こ の 葉緑体祖先生物 の起源や､ ミ ト コ ン ド1) ア様オ ル ガネラを既に共生させ てV ) た

と考えられる宿主細胞の 姿は未だ想像の域を出なt ) .

太陽光 は生物圏全体を支える光合成の エ ネル ギ ー 源 であると同時に､ 細胞内にお ける多くの

生体分子の構造や活性 に影響を与える ｡ そ の ため ､ 地球上の殆 ど全て の 生物が直接或は間接的

に光環境に応答する機構 を持 つ と考えられる. そ して ､ 光合成原核生物を細胞内共生させ た原

始真核生物におも､ て は ､ 自らの 光環境応答機構 に加え､ さ らに共生体が持ち込んだ光シ グナ ル

伝達機構の みならず光合成活性制御機構まで をも統合 した新たなシ グナ ル伝達ネ ッ トワ ー クを

構築する必要があ っ た と考えられる｡

既に絶滅した で あろうこう した原始光合成生物の 姿を知るた め には､ 現存の生物種を従来の

方法で 系統分類するだ けで は不十分 である こと は既に広く認められて い る ｡ 本研究に先立 ち ､

直径約 2 L L m と い う微小な単細胞性原始紅藻 C y a n L
'

d)
'

o s c h y z o n n e r o ) a e の全ゲノ ム配列を解

読 し
1
･
2

､ 植物 の起源に近い進化的に重要な系統群に関するゲノ ム 情報を得た ｡ これにより ､ こ



れま で の ゲノ ム 科学の 進展に より我々 の手許 に氾濫 して t ) た膨大な情報を比較解析 し､ 細胞内

共生過程 にお ける光環境応答シス テムの 進化を統 一 的に理解する道が開かれつ つ あると言える｡

本研究で は､ 主に原始紅藻及びシ アノ バ クテリアを材料とし､ 光合成生物 に広く保存されて い

る光環境応答機構に焦点を当て ､ 植物細胞におt 】て 宿主由来及び共生体由来と考えられるシ グ

ナ ル伝達経路を解析すると共 に, 高等植物か らシ アノ バ ク テリアをも含めた比較ゲノ ム 的視点

か らその進化的意義を考察した ｡

> i < 原始紅藻における植物型ク 1) プトクロ ム を介 した光環境応答機構

光合成生物は太陽光を光合成以外で も様々 な形 で利用 して い るが ､ 特に高等植物には様 々 な

光受容能を持つ タン パ ク質が存在 し､ 中でも青色光受容体 で あるクリ プトク ロ ム と赤色 ･ 近赤

外光受容体で あるフ ァイ トクロ ム が協調的にシ グナ ル伝達を行う こ とで ､ 植物体の光依存的な

形態形成 を制御 して い る こ とが知られて い る｡ そ の
一

方で ､ 下等植物で は光受容体の機能はお

ろかそれらの進化的保存性すら殆 ど明らか にされてし) なt ) 0

本研究 で は､ C . m e L10 1 a e の全ゲノ ム配列情報を用心】て 光受容体の 探索をt - ､ 既知の 光受容

体 として は幾つ かの クリプトクロ ム 遺伝子のみ がコ ー

ドされて い る ことを見出した ｡ これは C

n e r o ) a e が音色光シ グナ ル伝達経路を中心 と した非常にシ ン プルな光応答機構を有して い るこ

とを示唆して t ) る o また ､ これらク 1) プトクロ ム 遺伝子群 には植物型及び機能未知の バ クテ 1)

ア型両方の 遺伝子が含まれても) た こ とか ら, C . m e L TO I a e は宿主由来及び共生体由来の シ グナ

ル伝達経路 を解析するの に適した材料で ある と考えられた . さらに､ C: m e L1 0 1 a e を赤色光下

(1 5 L l m O l m 1
2

s
~1) で培養すると, 通常培養条件 (7 0 LL m O l m 1

2

s-
l

白色光) に比べ 生育が遅れ

るもの の ､ 増殖が可能で ある ことを明らか にした ｡ こ の こと は､ 青色光シ グナ ル伝達経路が生

育その もの には必須で はなく､ 何らか の調節的な役潮を持つ ことを示唆して い る｡

そ こ で ､ C . m e LT O l a e 核 コ ー

ド遺伝子に対する マ イ クロ ア レイ を用いて トラ ンス ク 1) プト -

ム 解析を行t - , 青色光依存的な遺伝子発現制御機構 を解析 した ｡
.
まず第 一 次的なス ク 1) - こ ン

グとして過去にシ アノ バ クテリアや植物細胞に関して 報告されて い るような条件､ 即ち 1 2 時

間暗順応後 に 1 時間の青色光 (1 5 p m o l m ~
2

s-
1

) 照射を行い ､ マ イ クロ ア レイを用い て青色光

照射前後 にお け る核 トラ ンス クリ プト - ム の 変化を解析 した と ころ ､ 葉緑体型 シ ャ ペ ロ ン タン

パ ク質をはじめとする所謂 ｢ ス トレ ス応答性｣ の 遺伝子群の m R N A 量が青色光照射後 に上昇

して い ることが示唆された ｡ こ の こ とは ､ こ の条件におt ) て は, シ グナ ル伝達と して機能する

ような
一

次的な遺伝子発現変化 と, 暗条件か ら明条件 へ の 急激な変化に伴う光合成系を中心 と

した 二 次的な光応答とが区別 で きず混在 した ア ウトプッ トと して検 出して しま っ てV ) る ことを

示して い る｡



そ こで ､ より青色光特異的と考えられる応答を検出するため､ 1 2 時間の赤色光 (1 5 p m o l m
- 2

s
~ 1) 噸応後､ さらに微弱な青色光 (0 . I p m o l m

~2 s~
l

) を追加照射 して 1 時間処理した細胞にお

い て ､ 青色光照射前後 にお ける マ イ クロ ア レイ解析を行 っ た . そ の 結果､ 転写産物量の 変化の

度合t ) は小さくな っ たもの の ､ 前述 した条件とは全く異なる転写産物量プロ フ ァ イ ル が得られ

た ｡ 転写産物量が上昇 した遼伝子 には様々 なカ テ ゴ1) 一

に属するもの が含まれても) たが ､ そ の

中で もエ ビキチ ン修飾に関与する と考えられる造伝子群は ､ シ ロイ ヌナズナにお ける青色光シ

グナ ル伝達経路の 解析結果 を想起させ る こ とか ら､ 植物細胞におし) て 青色光依存的にユ ビ キチ

ン / プロ テ アソ ー ム 系の遺伝子発現 レベ ル で の制御が進化的に保存されて きた可能性が 示唆さ

れた ｡

また ､ こうした 青色光依存的転写誘導を受けると考 えられる遺伝子群 の プロ モ ー

タ
ー 領域 を

抽出し, コ ン セ ンサ ス 配列を探索した結果, パリ ン ドロ ー ム様構造を含む 1 0 塩基程度の モ チ

ー

フ を見出した ｡ こ の モ チ ー フ は青色光依存的シ ス 因子と して 何らかの 転写因子との相互作用

を介して遺伝子制御に関与 してV ) る可能性がある . しか し ､ こ の モ チ ー フが転写誘導を受ける

全て の 遺伝子におい て 完全 に保存されて い た訳で は無t , こ とから､ 異なる転写制御メカ ニ ズム

によ る発現調節が同時に行われてt ) る可能性も示唆された o 逆 に､ 全ゲノ ム配列中で この モ チ

ー

フ をプロ モ ー タ ー と思われる領域 に含む ような遺伝子を探索した と こ ろ､ 抽出された推定プ

ロ モ ー タ ー (約 1 k b) のうち約 3 0 % が こ の モチ ー フ を含む ことが示された｡ こ の ことか ら､ C .

m e r o l a e におt ) て は青色光シ グナ ルが グロ ー バ ルな遺伝子発現を制御する光環境応答の 初期過

程におt - て重要な役割を果た してt ) る ことが推察された ｡

シ ロイ ヌナズナにおt ) て は､ H Y 5 及び H Y H とし】う b Z I P 型転写因子が ヘ テロ ニ量体を形成

し､ 構物墾クリプトクロ ム と C O P l ユ ビキチンリガ - ゼ とを含む複合体により光依存的な分解

制御を受け る こと で青色光遺伝子発現制御を担 っ て b ) る と考えられて い る . 本研究により､ C .

m e L1 0 1 a e におい て も同様の 青色光依存的転写制御に関与すると考えられる b Z I P 型転写因子が

見出されたo こ の b Z I P 型転写因子は前述の H Y 5 及び H Y H とは
一

次配列レベ ルで の顕著な保

存性は見られない が ､ C . m e r 10 1 a e の全ゲノ ム 中に ホモ ロ グと して は只 一

つ しか見出されない

ことから､ ホモ ニ量体と して光応答性の転写制御に関与するこ とが推測された｡

> 2 < シ アノバ クテリアにおけるバ クテリア型クリプトクロ ムの機能

前述の ように､ C . m e T Ol a e は植物型とバ クテ 1) ア型の 青色光受容体を持 つ が , 後者の バ ク

テ 1) ア型 ク 1) プトクロ ム ( ク 1) プトク ロ ム D A S H とも呼ばれる) は動物 ･ 植物を含む真核生物

及び原核生物 にも広く保存されて い る にもかか わ らず, そ の機能は全く未知で ある ｡
こ の光受

容体 はオ ル ガネラに局在 して何 らか の機能を果たすと考えられて い たが､ 唯
一

葉緑体及びミ ト



コ ン ド1) ア両方 へ の 局在が示唆されてt - た シ ロ イ ヌナズナの ク 1) プトクロ ム D A S H におt ) て ､

局在 に重要 とされて い た トラン ジ ッ ト配列部分が ゲノム情報の 更新によりデ ー

タ ベ ー ス より削

除され る等､ 事態は混沌を極めて V ) る.

本研究で は､ シ アノ バ クテ 1) ア S y n e ch o c y s ti s s p . P C C 6 8 0 3 G T 株を用t ) ､ ク.) プトク ロ

ム D A S H 破壌株及び恒常的発現株を作製 した｡ 破壊株は通常培養条件下 ( 白色光) 及び非光合

成条件下 ( 青色光) で の生 育､ マ イク ロ ア レイを用い た遺伝子発現解析等 にお い て 野生株と顕

著な表現型の 差異を示さなか っ た ｡ 一 方､ 恒常的発現株 で は顕著な生育阻害と色素組成変化に

よる黄化 の表現型が得 られた . これらの こ とか ら､ S y n e c h o c y s tj s にお い て ク 1) プトク ロ ム

D A S H の適切な発現量調節が生育に大きな影響を与える ことが示唆された ｡

また , C . m e r o l a e におい て 二 つ の ク 1) プトクロ ム D A S H 相同遺伝子を同定し, これらの部

分配列を抗原 として抗体を作製 した が ､ 十分な反応性を未 だ得る こ とが出来て い なt ) . そ こ で

これらと G F P と の 融合遺伝子をタマ ネギ表皮細胞に導入 して局在解析を行 っ たと こ ろ､ 両者

の 融合遺伝子 と もに ミ ト コ ン ドリ ア局在 と思わ れ る 蛍光 パ タ ー ン を示 した こ とか ら､ C .

m e LTO l a e ク
1) プトクロ ム D A S H はミトコ ン ドリア におt ) て何らか の機能を有する可能性が示

唆された ｡ しか し､ 葉緑体 へ の 局在や機能の有無も今後詳細に解析して行く必要があると考え

られ る｡

> 3 < 原始紅藻を用いた新た な遺伝子工学的手法の 開発

C . m e L10 1 aF e の形質転換 ･ 遺伝子組み換え技術は急速 に進展 して おり､ 遺伝学的解析も既に

実行段階に入 っ て い るが ､ 外来遺伝子を 一 過的或は恒常的に発現させ ､ 迅速に機能解析を行う

手法 は未だ試み られて い なt ) ｡ 真核生物の初期進化 に関する遺伝子機能解析には この ような技

術が必須であると考え､ 現在､ マ イクロ イ ン ジ ェ クシ ョ ンを用t ) た微小な C . m e r o l a e 細胞 へ

の遺伝子導入技術の開発を行 っ て い る｡
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