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論 文題 目 イネ に お け る ジ ャ ス モ ン 酸応 答性遺伝子 の 機能 解析

氏 名 桐測 協子

植 物 は 動 物 の よ う に 動 き ､ 移動 す る こ と が 出来 な い ｡ そ の た め ､ 低 温 ､ 高 温
､

乾燥 ､ 強 い 紫 外 線 な ど の 環 境 ス ト レ ス に 対 す る植 物 独 自 の 抵 抗性 を 持 っ て い る と

考 え ら れ て い る ｡ ま た ､ 非常 に 多く の 病原 菌 の 感 染 か ら 防御 す る 動 物 の 免 疫 反 応

の よ う な ､
し か し植 物 独 自 の 抵抗 性 機 構 を も 有 して い る ｡ 近 年 ､ 分 子 生 物 学 の 発

展 に よ り こ れ ら防御 応 答 の 分子 レ ベ ル に お い て の 研 究が な さ れ て い る が
､ 依然 と

し て 未 解 明 な 部分 が 多 い ｡ こ れ ら の
■
こ と を 明 ら か に す る た め に は ､ 植 物 が 病 原 菌

甲感 染 シ グナ ル を ど の よ う な メ カ ニ ズ ム で 核 内 に 伝 え る か ､
そ して そ の シ グナ ル

が ど の よ う な 遺伝 子 の 発 現 を誘導 す る の か ､ そ し て そ の 遺伝 子 産 物 が ど の よ う に

機能 す る こ と に よ っ て 防 御応 答 に 繋 が る の か を理 解 す る 必 要 が あ る ｡ 最近 ､
こ れ

ら防御応 答 に 植物 ホ ル モ ン の
一

種 で あ る ジ ャ ス モ ン 酸 (j a s m o n i c a ci d ; J A ) が 関与 し

て い る こ と が わ か っ て き た ｡ J A は 他 の 植物 ホ ル モ ン と ク ロ ス ト
ー

ク し て 働 き ､ 病

害抵抗性 の み な らず ､ 様 々 な機 能 を有す る こ とが わ か っ て き て い る ｡

我 々 の グ ル
ー プ はイ ネ培養細胞 を用 い て ､

J A の シ グナ ル 伝達 機構 に 関 す る 研 究

を行 っ て き た ｡ イ ネ培 養 細胞 に お い て は 病原 菌感染 シ グ ナ ル の
一

つ で あ る キ チ ン

エ リ シ タ
ー

処 理 に よ り 抗 菌性 二 次 代謝 産物 ( フ ァ イ トア レ キ シ ン) 生 産 が 誘 導 さ

れ る が ､ こ の シ グ ナ ル 伝達系 に お い て ､
J A が シ グナ ル 物 質 と し て 重 要 な機 能 を果

た して い る こ とが 明 ら か に され た ｡

本研 究 は J A の シ グナ ル 伝達経路解 明 の
一

環 と し て 行 われ た も の で ､ イ ネ培養 細

胞 に お い て ､
J A に よ っ て m R N A レ ベ ル が 増加 す る遺伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し

､ そ の

機 能解析 を行 う こ と を 目的 とす る も の で あ る ｡

第 2 章に お い て は ､ J A 処 理 2 時 間 の イ ネ培養細胞 c D N A ライ ブ ラ リ
ー を作製 し ､

L

デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ
ー

ニ ン グ に よ り
､
J A 処 理 で m R N A レ ベ ル が 増加 す る 遣



伝 子 の c D N A ク ロ ー ニ ン グ及 び機能 解析を行 っ た ｡ そ の 結果 ､
二 種 の J A 応 答 性 遺

伝子 R R J l と R R J 2 の c D N A ク ロ ー ニ ン グす る こ と に成功 した 0 R R J l は ､ 3 3 7 ア ミ

ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る と推 測さ れ た ｡ 推定 ア ミ ノ 酸 配 列 は イ
ネ の シ ス タ チ オ ン γ - リ ア - ゼ 完全 に

一

致 し た o シ ス タ チ オ ン γ - リ ア - ゼ は シ ス

タ チ オ ン か ら シ ス テ イ ン に変換す る酵素 で あ り ､ 得 ら れ た シ ス テ イ ン の 多 く は抗
酸化 剤 と し て 働 く ､ グル タ チ オ ン ヘ と変 換 さ れ , 防御応 答 に 関 わ る 遺 伝 子 発 現 を

制御 し て い る と 考 え ら れ る o R N l の c D N A の フ ラ グメ ン ･トは ､ イ ネい も ち病 菌
M a g n a p o T t h e g TI s e a に 感染さ せ た イ ネ葉か ら の E S T ク ロ ー

ン と し て 登 録 さ れ て

怠 り ､ 培養 細胞 だ け で な く ､ イ ネ 植 物体 に お い て も 発 現 し て い る も の と 考 え ら れ

る o こ れ ら の こ と か ら ､ 植物 の 病 害 応 答 の
一

つ と し て 合 流 ア ミ ノ 酸 の 生 合 成 代謝
が 誘 導 さ れ ､ そ れ に は ､ J A が 関 与 して い る 事が 示 唆さ れ た ｡ R R T2 は 6 0 5 ア ミ ノ

酸 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る と推 測 され ､ イ ネ の ピル ビ ン 酸デ カ ル ポ

キ シ ラ ー ゼ 酸 配列 と ほ ぼ
一

致 し た o ピル ビ ン 酸 デカ ル ポ キ シ ラ ー ゼ は 嫌 気 条件 下

で アル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
-

ゼ と と も に 機能 し 生 物 の エ ネル ギ ー

獲得 に 関 与 し て

い る ｡ 最近 の 研 究 で , ピ ル ビ ン 酸デ カ ル ポキ シ ラ
ー ゼ は 嫌 気的条 件下 以 外 で も ､

植物体 で A B A 処理 ､
マ ン ニ ト ー ル処理 や 傷害ス ト レス に 対 して も発現 す る こ と が

分 か っ て い る ｡ さ ら に ､ 植物 が 病原菌 感 染後 や 障害 に 対 し ､ 多 く の エ ネ ル ギ ー を

防御応 答 に 向 け る こ と が考 え ら れ ､ R RJ 2 は そ の 場 合 の エ ネ ル ギ ー 獲得 の た め に 働

く 酵素で あろ と 考 え られ る .

第3 章 で は よ り早 いJ A 応 答性 を示 す 遺伝 子 を探 索す る た め ､
J A 処理 3 0 分 の イ ネ

培養細胞か ら作製 し た c D N A ライ ブ ラリ ー を用 い て ､ デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス タ リ -

ニ ン グ を 行 い ､
R E R T1 と 命 名 し た

一

種 の J A 応 答 性遺 伝 子 の c D N A を単 離 し た o

R E N l は 3 1 0 ア ミ ノ 酸か らな る タ ン パ ク 質 を コ
ー

ド して お り ､ そ の 推定 ア ミ ノ 酸配

列 と 相同 性 の 高 い も の は見 つ か らな か っ た が ,
M y b D や ガ ン 遺伝子 産物で あ る M y c

な ど
.
を代表 とす る

一

群 の 転写 因 子 に 見 出 さ れ る D N A 結合 モ チ ー

フ で あ る 塩 基性 簡

域 ヘ リ ッ ク ス
- ル ー プ -

ヘ リ ッ ク ス (b a s i c h eli x -

l o o p - h eli x ; b H L H ) モ チ ー

フ

を有 し て い た o b H L H 転写 因 子 はゲ ノ ム 解析が 終 了 し た シ ロ イ ナ ズ ナや イ ネ に お い

て ､ それ ぞれ ゲ ノ ム 中 に1 0 0 個以 上存在 し ､ ス
ー

パ
ー

フ ァ ミ リ ー を形成 し て い る が ､

生 物学的機 能 解析 が 明 ら か に な っ た も の は ごく 一 部 で , 大部 分 は機 能未知 の ま ま

で あ る ｡ R E R J l は現 在機 能が 研 究 さ れ て い る 植物 の b H L H タ ン パ ク 質 と は 系統樹

上 は な れ て お り ､
R E R J l は ､ 今 ま で に無 い 新規 の 機能 を持 つ 転 写 因子 で あ る 可 能

性 が 考 え ら れ た ｡
R E R J l は 培養 細胞 でJ A 応 答性 を示 すだ け で な く ､ イ ネ 植 物体 に

お い て もJ A に 応答 し て 発現 が 見 ら れ た ｡
J A は 様 々 な 生物学 的 ､ 藤生 物学 的環境 ス

ト レス に 対 す る 防 御応答 に 関 与 し て い る 植物 ホ ル モ ン で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い

る こ とか ら ､
R E RJ l も ス ト レス 応答 に 関 与 し て い る 可 能性 が 考 え ら れ た ｡ 植 物体

に お け る R E R Tl 遺 伝子 の 様 々 な 環境 ス ト レス に 対 す る 応 答 性 を解 析 し た と こ ろ ､

傷 害 ､ 乾 燥 な ど の ス ト レ ス に 対 し て ､ R E 足Tl が 応答性 を示 し た o
R E R J l の ス ト レ

ス 応 答が がJ A を介 して い る か 否 か を R E A Tl 発現前後 で の 内生J A レ ベ ル の 定量 し た

と こ ろ , 滋E R T1 の 発現 時 に は 内 生J A の 増 加 が 認 め られ ､ R E R fl の 発 劉 こ はJ A が 関

与 して い る こ と が 強く示 唆され た ｡

第 4 章 で は ､
さ ら に R E 足Tl の 生 物 学的機 能を解析 す る た め ､

セ ン ス ､ ア ン チ セ



ン ス R E R 71 m R N A の 過 剰 発現 イ ネ を作製 し ､ そ れ ら の 表現 型 の 解析 を行 っ た .

また ､ R E R Il 過 剰 発現株 を用 い て ､
マ イ ク ロ ア レイ 解析 を行 い , R E R J l の 制御下

に あ る 遺 伝 子 の 探 索を 試 み た o
セ ン ス 体 に お い て 生 長抑 制が 見 ら れ ､ ノ

ー

ザ ン 解
析 の 結果 ,

セ ン ス R E A Tl 遺伝 子 の 発現が 強い ほ ど生長 抑 制が見 ら れ た こ とか ら ､

R E N l が 伸長 生 長 の 制 御 に 関与 し て い る 可 能性 を示 唆 し て い る と考 え ら れ た
｡
こ

の こ と は 第 二 葉鞘 伸長抑制検 定 を行 う と ､ 野 生 型 で は J A 濃度依存 的に 第 二 葉鞘 の

伸長 抑制が 観察 さ れ る の に 対 して , ア ン チ セ ン ス 体 に お い て ､
J A に よ る 伸長 生 長

の 抑制 は見 られ な か っ た こ と か ら も支持さ れ う る ｡ さ ら に ､ 野 生型 で は J A に よ り

ネ ク ロ ー

シ ス が 誘導 さ れ る が ､ ア ン チ セ ン ス 体 で は ネ ク ロ ー

シ ス が み ら れ な い こ

とか ら , R E R Jl は病害抵抗性 に も関与 して い る 可能性 が示 唆 され た o R E N l 過 剰

発現 抹 由来 の カ ル ス を用 い て ,
マ イ ク ロ ア レイ 解 析 を 行 っ た 結果 ､ u p - r e g u l a t e

さ れ た 遺伝 子 の 中 に は 転写 因 子 が 含 まれ て お り ､ R E 足J1 が 早期 に 発 現す る こ と も

踏 ま え て ､
シ グナ ル伝達系 の 比較的上 流で 働 い て い る こと が示 唆され た ｡ さ ら に

｢

乾燥ス ト レス 時 の 転写 因子 D R E と結合す る タ ン /i ク質 も u p
-

r e g u l a t e さ れ た こ と

は R E R Ul が乾燥ス ト レス に対 し て 発現す る こ との 証拠 に も な る と考 え られ た o

以 上 ,
J A に 対 し て 早 期 に 応 答す る R E R Tl 遺伝子 は ､ イ ネ の 伸長 生 長 や 病害 抵

抗性 に 関 与 し , 様 々 な 環境 ス ト レス に 対 す る 応 答性 を示 した ｡ さ ら に
､
R E R J l の

発 現 に は J A が 関 与 し て い る こ と が 示 され た ｡ こ れ ら の こ と は ､
マ イ ク ロ ア レイ 解

析 の 結果 か ら も示 唆さ れ た ｡ 今後 ､ R E R J l の 標的遺伝子 を同 定 し ,
R E R J l を中心

と した シ グナル伝達 の ネ ッ トワ ー ク を解明 して 行く こ と が必 要 と考え られ る ｡




