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暗号一覧

本論文においては、以下の暗号を用いた口

ATPase adenosine triphosphatase 

ATP合成酵素

a中b ATP合成酵素βサブユニット遺伝子

cDNA 相補DNA

GUSβ-gl ucronidase 

HPf hygromycin phospho汀'ansfer拙 e

Lhcb2 集光性クロロフィルa/b結合タンパク質遺伝子(タイプ1) 

LRE Iight-responsive element 光感応性要素

mRNA メッセンジャー(伝令)RNA 

NPf II neomycin phospho甘印sfer田e

PCIミ polymerasechain reaction 

RT-P仁!R reverse transcription PC1之

SPS ショ輔リン酸合成酵素
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序章はじめに

人類はその誕生以来、地球上に繁栄する多くの植物を利用し生活してきたo す

なわち、毎日の食生活を潤す食糧、住居のための建築用材、衣類などに使われる

繊維、植物に含まれる生理活性物質を利用した薬剤など、さまざまな分野におい

て生活に欠かせないものとして利用してきた。とくに日々日常生活において意識

するとしないとにかかわらず、植物の産生する酸素の思恵によって人類はその生

命活動を維持してきたといっても過言ではない。

このように人類は、衣食住のあらゆる場面において植物を利用するための努力

をしてきた。食糧としての植物に対しては、収量・品質の改良/向上をめざすた

めに栽培技術の検討とともに、品種改良を目的として育種をおこなってきた口ま

た、バイオマス資源としての植物については有効利用を図るための研究が盛んに

おこなわれてきている O 近年の著しい進展をとげた遺伝子組換え技術によって、

さまざまな観点から植物の機能にかかわる遺伝子がクローニングされ、遺伝子の

構造、発現様式、機能が解析されてきている O その結果、植物が本来もっていな

い遺伝形質を付与し、あるいは大幅に機能を改変して新しい品種が創出され、す

でに実用化されたものもある(たとえば日もちのするトマトや害虫に強いワタな

ど)。

本論文においては、食糧生産物として、またバイオマス生産物としての植物の

生産性に関与する遺伝子について検討した。すなわち、植物を植物たらしめてい

る光合成に関係する遺伝子を中心に取り上げた。光合成に関与する遺伝子は、空

気中の二酸化炭素を有機酸に固定する反応を触媒する酵素であるリプロース，1，

5二リン酸カ jレポキシラーゼメオキシゲナーゼ (Rubis∞)をはじめとして多数の

遺伝子がクローニング、解析されている(マツ;Yamamoto etal. 1988、エンドウ;

Timko et a1. 1985、Fluhret 乱 1986、ダイズ .B町 ry-Loweet a1. 1982、ベチュニア;

恥 anet a1. 1985、Tumeret a1. 1986、コムギ;Brog1ie et al. 19目、トマト;Pichersky et 

a1.1986、Sugi回 etal.1987、タバコ;凶却rand Chui 1985)。また、光合成の反応、

の場である葉緑体には独自のDNAか存在しており、その全塩基配列もいくつか

の植物において明らかとなっている(タバコ;Shinozaki et al. 1986、イネ;

Hiratsuka et a1.1989など) 0 

第 l章では、これら光合成遺伝子の中で光を吸収して光エネルギーを反応中心

へ伝える集光性クロロフィルa/b結合タンパク質の遺伝子 (I.hcb2) について検討



した:.通常、高等植物には 4種類のクロロフィルータンパク質複合体が存在して

いるが、ここで取り上げる複合体は集地性クロロフィルタンパク質複合体E

(LHC II )と呼ばれ、葉緑体中のほとんどのクロロフィルbと、 40へ 60%のクロ

ロフィルaを結合している。主として吸収した光エネルギーを光化学系 Eへ伝達

する。 Lhch2J宣伝子の構造とプロモーター領域の特徴、さらにはこのプロモーター

の下流にモニター遺伝子を接続してLhch2遺伝子のプロモーターの強さ、ならび

に遺伝子の発現部位について検討した また、光合成遺伝子の特徴でもある光誘

導についても検討をおこなったり

第2章では、光合成によって産生される炭酸同化産物の分配を制御すると考え

られるシヨ糖リン酸合成酵素 (sps)の遺伝子について検討したヮ植物の光合成

は日中でもっとも日射量が多い午後2時頃になると効率が低下する現象が知られ

ている(光合成の昼寝現象)円これには、いくつかの原因が考えられているが、

その中のーっとして、午後2時頃までの光合成活動によって生産されたデンプン

が葉緑体内に蓄積されて光合成を抑制しているという説がある。葉緑体内で二酸

化炭素か咽定されて炭酸同化産物としてデンプンを合成するのではなく、 トリオー

スリン酸の段階で細胞質へ排出させてショ糖合成に掘り分けることができれば、

光合成の畳寝現象もなくなり活発に二酸化炭素の吸収をおこなうのではないかと

考えられる(~

炭酸同化産物をデンプンではなくショ糖に振り分けるには、炭酸同化産物の分

配を司ると言われているショ糖リン酸合成酵素を制御することがひとつの可能性

として考えられるo 分配を制御し、光合成を畳寝から目覚めさせ活発に活動させ

ることは、ソース器官の強化につながり、ひいてはシンク器官の充実をもたらす

と予想される。ソース器官の強化によって、近年地球環境の悪化の一因と言われ

る二酸化炭素をより効率良く吸収し、さらにシンク器官の充実、すなわち貯蔵組

織である種子の充実(収量の増大)や、二次肥大成長の増加が望めるo

第3章では、ミトコンドリアのATP合成酵素の戸サプユニットの遺伝子(崎地)

について検討した。ミトコンドリアは真核生物の細胞内小器官として、物質の酸

化によるエネJレギーを利用してATPを合成する酸化的リン酸化を主な役割として

いる。したがって、 ATP合成酵素はミトコンドリアの中心的な役割をはたしてお

り、その中でも戸サプユニットは活性中心として重要であるヮこのような観点か

ら、 atphj宣伝子について若干の検討をおこなったn
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第 1章 光合成に関与する遺伝子----Lhcb2遺伝子を中心に~

1.1 はじめに

植物は太陽の光を利用して大気中の二酸化炭素から多くの有機物を合成してい

るり植物における光合成の場は葉緑体であり、植物細胞 1個あたり数十個存在す

るといわれているの葉緑体は二重膜をもった構造になっており、内側の構造はチ

ラコイド膜が多数重なったゲラナから形成されている。チラコイド膜には 4つの

基本単位からなる頼粒が存在しており(図 1・1)、光化学系 IとHもこのチラコ

イド膜上にあるの

集光性クロロフィ jレタンパク質複合体Il (LHC n) は、光化学系Hに接して

チラコイド膜に存在しており、光エネ Jレギーを光化学系Eへ伝達している(図

川、総説としてはThornber1986、加derson1986、Glazerand Melis 1987など)。

このLHCIIでクロロフィルaとbを結合しているタンパク質は、チラコイド膜にお

ける主要タンパク質であり核DNAにコードされている (Schmidtet al. 1981、Terao

et al. 1988、Buetowet al. 1988) 0 細胞質で転写・翻訳されたタンパク質はトラン

ジットペプチドによって葉緑体へ輸送され、そこでトランジットペプチドを切り

落として成熟タンパク質となる (Schmidtand Mishkind 1986) 。

LHCIl遺伝子の発現は、光が照射されているときに限定され、暗所で生育させ

た植物では認められないことが明らかにされている (Apeland Kloppstech 1978、

Cllming and Benett 1981、Broglieet al. 1981、Ma出isand Burkey 1987) 。光によって

活性化されたUICPII遺伝子の発現は、少なくともフィトクロームの仲介による

ものであり転写レベルでの制御を受けている (Tobinand Silverthome 1985) 。

また、 LHCPII遺伝子は器官特異的に発現する。すなわち、口-lCPII遺伝子の

mRNAは根においては認められなかった(エンドウ;Thompson et a1. 19旬、 トマ

ト;Pi配 hllllaet al. 1986) 0 しかしながら、これらのL且仁PII遺伝子に関する報告

は大多数が双子葉植物の遺伝子に関するものであり、イネをはじめとする穀物の

大半が属する単子葉植物についての報告はコムギ (L-unmpaet al. 1985) など、ご

く限られたものを除き詳細に研究されていない。

イネのLHCPII 遺伝子ののNAについては、その一次構造によってタイプ Iと

タイプEの 2タイプに分類できることが明らかにされた (1品臥loka1990) 。こ

・3-
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れはすでに報告のある他の植物の場合と同じである(総説としては、 Beutowet

a¥. 1988)。タイプ I遺伝子はゲノム中で少なくとも 2コピー存在し、タイプH

遺伝子も同程度か、やや少ないコピー数で存在するのではないかと考えられてい

る (Matsuoka19卯)口 トマトのタイプE遺伝子もゲノム中では 2コピー存在す

ることが明らかとなっている (Pichersk.-yet al. 1987)。

本章では、イネの集光性クロロフィ jレβ/b結合タンパク質のタイプ I遺伝子

(Lhcb2)について検討した。すなわち、 Lhcb2遺伝子の構造とプロモーター領域

の特徴、さらにはこのプロモーターの下流にモニター遺伝子である GUS遺伝子

を接続し、タバコとイネに遺伝子導入をおこない、得られた形質転換植物を解析

することによりLhcb2遺伝子のプロモーターの強き、ならびに遺伝子の発現部位

について検討する。さらに光合成遺伝子の特徴でもある光誘導についても解析を

おこなう。

すなわち、 Lhcb2遺伝子のプロモーターが遺伝子レベルでの品種改良をおこな

う分子育種にとって、導入遺伝子を発現させるプロモーターとして必要となる次

の条件を満たすものであるのか、検討をおこなった。

①強力である

②発現部位が限定できる

①人為的に発現が誘導可能である

1.2 実験材料および実験方法

1.2.1 植物

イネ:Oryza sativa (日本晴)はパーミキュライト上に播種し、 30t:で発芽後

2--3週間経過した黄化芽生えをゲノムDト臥抽出用としたo

タバコ:N icotiana tabacumは温室内で成育させ、形質転換用に葉を切除して

使用した。

1.2.2 ゲノミックライブラリー

イネのゲノミックライプラリーは次の手順によって作成した仏色白uokaet al. 

・5-



1988、Roge目 elaL 1985) (， 

(1)イネの黄化芽生えを細かく裁断し、液体窒素中で粉砕する。

(言)パップアーで抽出して、遠心して残誼を除く。

CJ)フェノール/クロロホルムで除タンパクしたのち、エタノール沈殿により DNA

を得る。

再濡られたゲノムDNAを制限酵素Sau3A1 で部分分解したのち、 10~40% のシヨ

糖密度勾配達心をおこなう白

(~)1 0kbp以上の日.，j'A断片を À E~在日日にクローニングし、インピトロパッケージン

グする内

1.2，3 DNA塩基配列の決定

クローニングしたDNAの塩基配列の決定はSangerらの方法に準じておこなった

(Sanger et al. 1977)。

1，2.4 植物細胞への遺伝子導入

1.2.4a アグ口パクテリウムによるタバコ細胞への遺伝子導入

タバコ細胞への遺伝子導入は、 Horschらの方法に従いリーフディスク法によっ

ておこなった (Horschet a]， 1985)。すなわち、温室で生育させたタバコの葉を

切除・滅菌ののち、バイナリーベクターを導入したアグロパクテリウムの培養液

に懸濁させ感染させたり懸濁後、アグロパクテリウムをよくふき取り、カーペニ

シリン (250μg/ml) を添加した培地上で培養をおこなった。

1.2，4b エレクトロポレーション法によるイネ細胞への遺伝子導入

イネ細胞への遺伝子導入は、 Tadaらの方法に従いエレクトロボレーション法に

よっておこなった (Tadaet a1， 1990) 0 すなわち、継代培養4日目の培養細胞か

らプロトプラストを単離精製し、エレクトロポレーション用バッファーに懸濁し

た。これに精製したプラスミドDNA (最終濃度20μg/ml)およびモニターとな

るハイグロマイシン耐性遺伝子をもっプラスミドp35S-HPT(最終漉度10μg/me) 

を添加し、氷上にて10分間放置したのち、減衰波パルスを印可した。さらに室

温で20分間放置し、パッファーを培地と交換し培養をおこなった。

・6・



1.2.5 GUS活性分析

GUS活性の測定はJeffersonちの方法(Jcffersonet ，，1. 1987) に従ったu すなわち、

植物体の抽出液に基質となる斗-methylumhelliferyl glucronide (牛MUG) を加え、

37'C 1時間反応させたのち4-methylumherlliferon (4-1v1U)の生成量を蛍光測定し、

抽出液中のタンパク質量からGUS活性を算出したっまた、組織化学的方法は次

のようにおこなったり組織切片を 1mMの5-hromo斗 chloro-3-indlyl-s -D-glucronide 

(X-Glc) 溶液に4~ 10時間浸潰して染色したのち、エタノーjレでクロロフィル

を除去してから観察したコ抽出液中のタンパク質量はBio-Rad社のプロテイン・

アッセイキットを用いたの

1.3 実験結果

1.3.1 Lhcb2遺伝子の構造

ゲノミックライブラリーからポジテイプクローンを数個得たが、その中で完全

長をもっと思われたクローン ALHC2120について、その全塩基配列を決定した

(図 1・2) ，) A LHC2120は798bpのリーデイングフレームをもち、 265アミノ酸

残基をコードする。このクローンの塩基配列は先に決定された集光性ケロロフ f

jレηIb結合タンパク質出Cpllのタイプ I遺伝子 (Lhch2、抽出oka1990) である

ことが判明したコすでに、このLhcb2遺伝子は柊ゲノム中ではごく少数の遺伝子

ファミリーであることが知られている(Matsuoka1990)。

今回クローニングしたイネの口1:CPIIタイプ I遺伝子にはイントロンは存在し

ていない口これはすでに報告されている他の植物のタイプ I遺伝子と同様である

(Bl附 owet al. 1988)。

Lhch2は転写・翻訳されたのち細胞質から葉緑体へ輸送されるo そのときに行

き先を決定するものがトランジット・ペプチドであるが、イネのLhcb2遺伝子か

ら予想されるアミノ酸配列から、はじめの31残基がトランジット・ペプチドで

あると推定される (Keegstraet al. 1989) 巾

図1・2 イネLhcb2遺伝子の全塩基配列

イネのLhcb2遺伝子の全塩基配列を示す口枠で囲んだ領域がアミノ酸を

コードしている部分D 下線はpolyA付加配列白転写開始点を+1としている口
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• -741 
-805 

agatct日gacatcacttctgロttgggattaaggtロロtgロgccct口tctgatgtcagtggggattg

・ -671

tttロcagtaccgcagcaa日cactgacgtotgggtctggロcccatロtgttagccaccgctactgc口tc口gc
-601 

agtattgcaga目白atttgcatc臼gcロgtactgcatcagcagtatt口cagotgggggtgcロcooagccggg

・531

tcagtttacccaactaccttcctcctcttaactataacttatattc口口tttotgtctctcgaロロロtロgロt

・ ・・ 461

atgaacロtacttttttロaaロaat口atロctacatattgtgaatttgtgatccttacctttacatttgagtt
念 ・ -391 

atgacgaacaactttatcgattatotoロロロgaロロg目白tgロctt cttat ccaaocooロtcctatogtoatg
ーヨ21

tctttttaactttcロgtgロctロロcatロtaa口ccatca口ocgロgtccatatt口oaggatロロtoctocgoog

-251 

aottgt cat cccacロtttttacoctgccactatcogttaooロctgロロロoccogctcaccccロロgctcacc
. . 傘 -181

0ロgロロtc:ttc日ロgo口ac:ttロtoa口c:tccgccgaロロootctcggocaaacccgcggctcacacgcctccac

e ・事 -111

gcacccaロaccccaccctagaatatcctctccttggccロccgcgccgccac:atcagcctccccロロtct cc 

. ・・・ -41

cc:gccccロcgcgc:gagcgc亡ロotcgcgagcgcctttogatttcccoagataaggactcgロtcccccctcロ

+1 念 事 30

cttcccgcgctatttロaac:tc:ccgcgccロtctccaactccCAACTCACACTCGCTCGCTCATCGCCATCT

・ ・・・ 10日

CTCTCAGCTCTCACAGCTCACTGCATCAIATGGCCGCGGCCACCATGGCGCTCTCCTCCCCGGTGATGGC 

1M A A A T M A L 5 5 P V M A 

CCGCGCGGCGCCGTCGACCTCCTCCGCGCTCTTCGGCGAGGCGCGGATCACCATGCGCAAGACCGCCGCG 

R A A P S T S S A L F G E A R 1 T M R K T A A 

AAGCCCAAGCCGGCGGCGTCGTCGGGGAGC(CGTGGTACGGCGCCGACCGCGTCCTCTACCTCGGCCCGC 

K P K P A A 5 S G 5 P W Y G A D R V L Y L G P L 

TCTCCGGCGAGCCGCCGAGCTACCTCACCGGCGAGTTCCCGGGCGACTACGGGTGGGACACCGCGGGGCT 

S G E P P S Y L T G E F P G D Y G W D T A G L 

CTCCGCCGACCCGGAGACGTTCGCCAAGAACCGGGAGCTGGAGGTGATCCACTCCCGGTGGGCGATGCTG 

S A D P E T F A K N R E L E V 1 H S R W A M L 

GGCGCGCTCGGCTGCGTCTTCCCGGAGCTCCTCGCCCGGAACGGCGT(AAGTT(GGCGAGGCCGTGTGGT 

G A L G C V F P E L L A R N G V K F G E A V 阿 F

TCAAGGCGGGCTCGCAGATCTTCAGCGAGGGCGGGCTCGACTACCTCGGCAACCCGAGCCTGATCCACGC 

K A G S Q 1 F S E G G L D Y L G N P S L 1 H A 

GCAGAGCATCCTCGCCATCTGGGCGGTGCAGGTGGTGCTCATGGGCGCCGTCGAGGGGTACCGCATCGCC 

Q S 1 L A 1 W A V Q V V L M G A V E G Y R 1 A 

GGCGGGCCGCTCGGCGAGGTCGTCGACCCGCTCTACCCCGGCGGCGCCTTCGACCCGCTCGGCCTCGCCG 

G G P L G E V V D P L Y P G G A F D P L G L A D 

ATGACCCCGAGGCGTTCGCGGAGCTCAAGGTGAAGGAGATCAAGAAAGGCCGCCTCGCCATGTTCTCCAT 

D P E A F A E L K V K E 1 K K G R L A M F S M 

GTTCGGCTTCTTCGTCCAGGCCATCGTCACCGGCAAGGGCCCCCTCGAGAACCTCGCCGACCACCTCGCC 

F G F F V Q A 1 V T G K G P L E N L A D H L A 

GACCCCGTCAACAACAACGCCTGGGCGTACGCCACCAACTTCGTCCCCGGCAAGTGAIAGTGGGGGACCGT 

D P V N N N A W A Y A T N F V P G K .l・ 940

AGCTTAGCAGTGGTTAATTGTGGTTGGATGGATfTGTGGCCAGCGAGTTCGTTGTCTTTGGGTTGGGGAA 

e ・ ・ 1白10

GATGGGTTTAGTGCGACGAGATGATGATCGAGTTGGTGTTGTGTACACTAAGAAGATGAAGAAGAAGATG 

• • 1080 

ATGTTTTTG也工主主JGATTTTATTCGTTTCCCaactaatggtctaggtacttatccgtggtgttロttct

• • • 1150 
gattagcggatttctcatctctattagロtcggaaacaロロtactccctcgatcccaaaatataaccatttc

. 傘傘'傘・ 1220 

tggctatgtatogtgtaoatatgtagtctaaattgtttatロttgtggcatgg口口ggattaロttagtgctt

. . ・ 1271

taaロtttacgtロtacaatagattgggtcgaatctacg口agatロatggatcc
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1.3.2 Lhcb2遺伝子の転写開始点

イネLhch2遺伝子の転写開始点をプライマーエクステンション法によって決定

したり翻訳開始のATGの一つ上流のC残基から、反対ストランドの17残基をプラ

イマーとして合成した(5'-GATGCAGTGAGCTGTGA-3')。反応生成物をM13の

塩基配列のシーケンスと比較して、その塩基数が58残基であることが判明した

(図 1・3)。したがってLhch2遺伝子の転写開始点は翻訳開始点であるATGの上

流59残基であることが明らかとなった心

転写開始点の前後の塩基配列にCCAAC) は、他の植物のLHσE遺伝子の転

写開始点領域と相向性が高い(図 1-3，Lammpa et a1. 1985， Kohorn et a1. 1986) 。

しかしながら、転写開始点自身はc残基であり、他の植物の多くがA残基である

のと異なっておりきわめてまれなケースに属する(Joshi1987) 口

1.3.3 5'-領域の構造的特徴

植物を含め、真核生物の遺伝子の多くは、その 5'領域にTATAボックスキ

CAATボックスといわれる特徴的な配列を有している。イネのLhcb2遺伝子の転

写開始点から30bp上流に典型的なTATAボックスが、 92bp上流にはCAATボック

スが存在していることがわかったり

GrobとStuberは光合成関連のi宣伝子を中心にこれらの遺伝子の5'.領域に光感応

性要素 (LRE:Light-responsive element) が存在することを指摘した (Oroband 

Stiiber 1987) 0 LREのコンセンサス配列はAAGATAAGGである。この要素がイネ

Lhcb2遺伝子のどこに存在するか検索したところ、転写開始点上流64bpから56bp

にかけて存在することがわかった。 Lhcb2遺伝子の上流にL阻が存在することは、

Lhcb2遺伝子がフィトクロームを介して光によってその発現を制御されているこ

とを示唆するものである。

Lhcb2遺伝子の上流域に、さらに別の制御領域が存在しないか、イネLhcb2遺伝

子の5・-上流域と同じく単子葉植物であるコムギとトウモロコシのLhcb2遺伝子5・

上流域と比較した。コムギとは5'ー上流域ばかりでなくトランジットペプチド領

域においても相同性が認められなかった。これに対してトウモロコシLhcb2遺伝

子との比較では、 トランジットペプチド領域も含め、 TATAボックスやCAATボッ

クスなどの5'守上流域まで相向性が認められたョさらに、上流域にも相向性があっ

-9・



AGCT 

v 
Rice TCCCAAC 

Wheat CTTAAAC 

58一一争
Lemna CCTACAC 

図 1・3 プライマーエクステンション法による転写開始点の解析

合成したDNAを32pでラベルし、プライマーとしてpoly(A)+ R NAに

ハイブリダイズさせて逆転写酵素で伸長させたo M13のmp18をサイズ

マーカーとして使用した。左側の数字は伸長産物の大きさを示しているo

右側に示した塩基配列は、他の植物との転写開始点 (T) との比較を

表しているo

-10・



Rlce TTATAAACTCICG仁CGAAAAATζTCIGGACAAA仁仁仁GCGGCTCACACG仁CTCCACGCACCG仁仁GCG
ホ ネ i牢*本** キ牢**司脚 本事 本 事事 # キョドホ*訓* ** キ牢

Maize CACCTAG仁GAICGCCGCAAAAT-TC!ACCGCGAGGGGCAC仁GGGCACGGCAAAAACAAAAGCTGCC

Rlce CAAACCCCACCCTAGAATATC--ーーーー仁T---ー--CTCCT--ITGGCCA仁仁GCG仁仁GCCACAT仁A

* ヨドョーホ***** ホホ *ヨ幹事 1*ホホ*傘ホ キキキ*牟 #牢$当事キキ卒事本

Malze GCCCGGCGCGGTGAGAATATCTGG仁GACTGGCGGAGACCTGGITGGC仁AGCGCGCGGCCACAT仁A

Rlce GCCTCCCCAATCITC仁仁仁G仁仁仁CA-CG仁GCGAGCIGIC仁AATICG仁GA-G仁GCCTTTAGATTTCCC
#宰温幹 事ホキ本 事事本 キキ首位 ホキ事事*ホ牟*** *本

Malze GGCAACTCGTCTTAAGATTCCAC 

-65 -30 

Rlce rdEaTEfヒモ:C口仁ACTTCCCGic"GclTATTTA IAACTCC仁GCG仁仁ATCTCC---
** *本本$訓炉 本*1 本 キ キ本キホ* 牟 ホ

Malze GC仁AGGTG仁GCCCCCCA仁GGT

-62 

+1 

Rlce AACTCCCACT仁ACACT仁GCTCGCTC-ATCGCCATCT仁TCTCA-GCTCTCA仁AGCTCA -CT GCAT CA 
キ *酒ドホ寧 ヨ住専 事本 牢ホ 傘訓幹 事 申 ヨ幹事 * *事 牢ョド牢孝 *事事申牢 *本 ヨ幹事 ホョー

Malze ACACTC仁A仁仁A------G仁GGCATCTATAGιAAC仁GGTCCAACACTTTCAC-GCTCAGCTTCAGCA

START 

Rice ATGGCCGCGGCC 
*本 事寧字本* ホ*

Maize ATGGCTGCCTCC 

図 1-4 イネとトウモロコシのLhcb2遺伝子の5'-領域の比較

TATAボックス、 CAATボックスとLREは太線で囲んだ白その他の

相向性の高い領域を実線(相向性高い)、点綜(やや低い)で囲ん

だ口翻訳開始部位はSTARTで示した。
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たので、両者の塩基配列を比較した(図 1-4) リ

イネとトウモロコシのLhcb2j宣伝子の5・上流域の塩基配列を比較してみると、

TATA、 CAATボックスばかりでなく、 L郎やその他の領域でも相同性が高い音ß7J~

が存在することが明らかとなったけ通常、遺伝子の5'領域はL阻などの遺伝子発

現のための制御領域を除いては相向性はない円したがって、イネとトウモロコシ

のLhcb2遺伝子t領域に存在する相同配列はLhcb2J宣伝子の発現の制御に関与し

ている可能性が高いと推測できる。

フイトクロームの制御を受ける植物の遺伝子の5'領域については、 GATAボッ

クスなどのコンセンサス配列が知られている (C出 tresanael aL 1987. M'Ulzama and 

Gruissem 1988. Gidoni et al. 1989)。このGATAボックスは、タバコの細胞核から

抽出されたいくつかのタンパク因子や、カリフラワーモザイクウィルスの35Sプ

ロモーター領域に結合することが知られているASF-2因子とも相互作用を起こす

ことが知られている (L1mand Chua 1989)ι 

1.3.4 Lhcb2遺伝子のプロモーター活性

1.3.4a 形質転換タバコでの結果

イネのLhcb2遺伝子のプロモーター活性を検討するために、図 1・5に示したベ

クターpU-IC-GUSINを構築した:0このベクターをアグロパクテリウムのバイナリー

ベクター形質転換系でタバコ細胞に導入し、形質転換個体を再生させた。得られ

た形質転換個体の各組織でのGUS活性を検討した。表 1"1には葉、茎、葉柄、根

の各組織における GUS活性を測定した結果を示した。形質転換個体によって

GUS活性に差はあるが、総合してみると葉でのGUS活性がもっとも高く、次に

茎と花弁での活性が同程度で、根でのGUS活性がもっとも低い結果となってい

るo この結果はイネのLhcb2遺伝子のプロモータ}がタバコ植物体の中で器官特

異的に発現することを示しているゥこのことから、 Lhcb2遺伝子の発現様式が単

子葉植物でも双子葉植物でも類似の制御を受けていると推測される。

植物の組織切片を染色してみた結果を図 1-6に示すり葉においてもっとも強い

染色が認められた(図 1-6A) 0 葉の各組織では、海綿状組織と柵状細胞で強い

発色が認められ、主脈では若干弱い発色が認められている。エンドウの口-ICP遺

伝子のプロモーター下によりタバコ細胞でGUS遺伝子を発現させたところ、表
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表 1-1

植物体

16 

17 

18 

25 

27 

形質転換タバコにおけるGUS活性

GUS activity (pmole 4MU/min./mg protein) 

植物器宮

葉 茎 花弁 fR 

344.5 239.7 287.5 75.0 

108.6 23.5 25.0 96.1 

519.6 276.7 271.0 149.5 

431.7 191.1 162.9 122.0 

353.4 258.9 275.5 99.5 

イネLhcb2遺伝子のプロモーター制御による

GUS活性を、異なる 5種類の形質転換タバコで

調べたD
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-785+59 

山ザ
¥‘/ 

→prq NPTll Ited-H s -G US Iterトー

図 1・5ベクタ-pLHC-GUSINの構築

Lhcb2遺伝子の5'-領域である-785から+59bpまでをPCRに

よって増幅し、バイナリーベクタ一系のプラスミドである

pBI101 (Jefferson et a1.1987)に導入したo

NPTITはネオマイシン耐性遺伝子であるneomycinphospho-

transferase nの遺伝子を、 proはプロモ一歩ー、 terはターミ

ネーターを示す。
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C 

図 1-6 形質転換タバコの各組織におけるGUS活性の分布

A:葉の横断切片、B:芽生えの根、C:花弁、0:茎頂の縦方向切片

E:茎の横断切片、F:花軸の横断切片、 G:葉柄の横断切片

H、1:Gの拡大図

-15・



皮細胞での発現は認められなかったが (Simpsonet <11. 1986) 、イネのプロモーター

による GUS遺伝子の発現系では、いずれの表皮細胞においても発色が観察され

た(図1・6A) リ

根においては、根端でわずかに発色が見られた程度で発現はしていなかった

(図 1~6日) ，コ花弁では主に維管束の周辺においてのみ発現が見られた(図

1・6C).，茎頂組織の縦方向切片では維管束において強い発色が認められる(図

1・60)山とくに生長点付近では組織全体にGUS遺伝子が発現している川茎(図

1.6E)、花軸(図 1-6F)、葉柄(図 1-6G) の横断切片を観察すると維管束周

辺でのGUS遺伝子の発現が見られる山とくに、飾管近辺での発現が強いことが

観察される(図 1・6E~ 1-61)口

イネのLhcb2遺伝子のプロモーターによるGUS遺伝子の発現は、葉緑体を含む

組織での発現がもっとも強いことが観察されたが、茎や葉柄の飾管など葉緑体を

含まない組織での発現も認められたこれはイネのLhcb2j宣伝子のプロモーター

がタバコでは完全に葉緑体組織に限定されて働いていないことを示唆するもので

ある n この点については、次節の結果とあわせて比較する凸

1.3.4b 形質転換イネでの結果

イネのLhcb2遺伝子のプロモーターが本来のイネ植物体中ではどのように発現

するのかを検定するために、ベクターpLHC-GUSを構築しエレクトロポレーシヨ

ン法によってイネプロトプラストに導入した。遺伝子導入のモニターとしてハイ

グロマイシン耐性遺伝子をもっベクターp35S-GUSと共形質転換をおこなった

(図 1・7)。培養し得られたカルスから形質転換体を再生させ、そのGUS活性お

よび発現部位を調べた。

得られた形質転換体の葉、茎、穎および根におけるGUS活性を測定した(表

1・2)。形質転換個体によって若干の差は認められるものの、葉、茎、穎でGUS

がかなり強く発現してることがわかるのこれに対して根においてはGUS活性は

低〈、対照と比較するといくらか活性は強いが、葉などの器官と比較するときわ

めて低いo C品1V35SプロモーターでGUS遺伝子発現させた形質転換個体では、

いずれの組織においてもほぼ同等のGUS活性を示した。またC品1V35Sプロモー

タ}の場合のGUS活性値と、 Lhcb27・ロモーターのGUS活性値の場合とを比較す
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p35S-HPT - - - - 1 35S pr~ >1 HPT gene ter 

図 1・7 各ベクターの構造

いずれのベクターもプラスミドpUC19上に構築している D

HPTはハイグロマイシン耐性遺伝子であるhygromycinphos-

photransf erase nの遺伝子を、 proはプロモータ一、也rはター

ミネーターを示す。 35SはCalVfVの358プロモ-11-0
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表 1-2形質転換イネにおけるGUS活性

GUS activity (pmple 4MU I min. I mg protein ) 

植物体
植物器官

葉 茎 穎 t~ 

control 62 153 73 39 

LH1 68780 

LH2 516 

LH3 42420 

LH4 32140 

LH6 67180 45550 79980 780 

LH11 55900 31930 67260 250 
LG13 6010 3290 12040 2040 

各値は 3サンプルの平均値

control :非形質転換体

LH1-11 : pLHC-GUSによる形質転換体

LG13 : p35S-GUSによる形質転換体
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るとLhcb2プロモーターの方が数倍ち 10倍も強いことがわかる。

形質転換体の各樹故をX-G¥cで染色したところ、 Lhch27・ロモーターの場合では、

根を除くいずれの組織においても青く染色された(図 1-8a， b， e， g， i)。これは

葉緑素を形成している器官にGUS遺伝子が発現していることを示しているもの

である〉これに対してC品1V35Sプロモーターで導入した形質転換体では、 GUS

遺伝子は根を含めていずれの器官でも発現している(図 1-8C， d. f. h， j)。とく

に、葉の切片組織を染色した場合(図 1・8i.j)には、 Lhcb2プロモーターでは、

クロロフィルをもっ葉肉細胞で強く発現しているのが認められるのに対して、

CalvfV35Sプロモーターの場合では、葉肉細胞に加えて維管束でも発現している

のが認められる。また、荊を潰して観察したところでは、 Lhcb27"ロモーターで

は維管束が青く染色されないのに対して、 35Sプロモーターでは維管束がはっき

りと青く染色されている(図 1-8e，t)目〉これらの結果からもC品机735Sプロモー

ターが組織非特異的に発現するプロモーターであることが証明される。

さらに、形質転換個体の自殖種子でのGUSの発現を観察したo pLHC-GUSでの

形質転換個体は基質を 4時間吸収させた状態で幼根においてかすかにGUS活性

カf認められる(青く染色される)だけであり、車引支放置した状態でも変化はなかっ

たり 4日i経過すると匹で明らかに活性が認められた(図 1・9) 。これに対して、

p35S-GUSでの形質転換体から得られた自殖種子では4時間の段階ですでに匹乳

全体が青く染色され、 4日経過した段階でも糊粉層やその他の組織でもすべてに

おいてGUS活性があることがわかった。この結果からもLhcb2遺伝子のプロモー

ターによってGUS遺伝子が器官特異的に発現していることがわかる。

1.3.5 光による遺伝子発現および器官特異性

GUS活性が光によって誘導されるか、 pLRC-GUSとp35S-GUSでそれぞれ形質

転換した植物体から得た自殖種子を用いて実験をおこなった。すなわち、それぞ

れの自殖種子を25'C、暗所で発芽・生育させた (14日間)。この後、光を照射

し照射後のGUS活性の変化を追跡した(図 1-10)ハ光照射 5時間後からGUS活

性が上昇し、 8時間で最大に達したの p35S←GUSの場合には、光による誘導は認

められなかった。
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図 1-8 形質転換イネの各組織におけるGUS活性の分布

a， b， e， 9， I : pLHC-GUSによる形質転換個体LH10

C， d， f， h， j : p35S-GUSによる形質転換個体 でのGUS活性の分布

a， C 左からR/根、 L/葉、 S/茎、 G/穎 b， d 根の革大図

e， f つぶした病、 P/花粉、 V/維管束

9， h :匪珠、 ST/柱頭、 LO/鱗被、F/花糸

I， j 葉の横断切片、 PH/筒管、 M/葉肉細胞
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a b 
-1守

c d 

図 1-9 形質転換個体からの白殖種子でのGUS活性

a， b : pLHC-GUSによる形質転換個体種子

c， d : p35S-GUSによる形質転換個体種子

X-Glc吸収後 a，cは 4時間、 b，dは 4日

A/糊粉層、SC/佐盤、 SH/苗条、R/幼根
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図 1-10光照射によるGUS活性の誘導

8 

IIlumination time (hr) 

6 4 2 。

形質転換イネの黄化芽生え(暗所で14日間生育)に

光を照射し、各時間ごとにGUS活性を測定した。形質

転換は各プラスミドによっておこなった。
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1 2 3 4 

図 1・11光照射後のGUS遺伝子mRNAの発現

1， 2 : pLHC-GUSを導入した形質転換イネ

3， 4 : p35S-GUSを導入した形質転換イネ

1，3は光照射直後

2，4は光照射5時間経過後 の各mRNA10μgを

GUS遺伝子をプローブとして検出したD
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一方、 Gusi宣伝子のmRNAの発現量をノーザンハイプリグイゼーションによっ

て調べた(， pLHC-GUSで形質転換した芽生えの光照射 5時間徒ではGUS遺伝子の

I叫ぜ..JAが蓄積されるのに対して、 p35S-GUSでは変化が認められなかったこの

ことから、 Lhcb2遺伝子のプロモーターでは光によってGUS遺伝子の発現が誘導

され、mR1吋A量が増加するとともにGUS活性も上昇することが判明したのこのこ

とは、責化芽生えを使った光照射実験で、光照射後10分からmRNAの蓄積が始ま

り、約 5時間で蓄積量が最大に達するのが観察されたh生1包lIoka (1990)の結果

と一致している目〉

1.4 考察

イネの集光性クロロフィルa/b結合タンパク質タイプ Iの遺伝子 (Lhcb2)をク

ローニングし、その全構造を明らかにした。他の植物のLhcb2遺伝子と同様にイ

ントロンをもたない構造であることがわかった。遺伝子の転写開始点を決定した

ところ、転写開始点付近の配列は他の植物の配列と相同性があった、しかし転写

開始点自体はσ主基であり、他の植物ではほとんどの場合A残基であることから

イネのLhcb2遺f云子の転写開始点はきわめてまれなケースである、と考えられる r.

プロモーター領域を含む5'-領域を、同じ単子葉植物であるトウモロコシとコ

ムギとで比較した。コムギとはトランジットペプチド領域を含めほとんど相向性

がなかったっ一方、トウモロコシとはトランジットペプチドの一部も含め、

CAATボックスやCAATボックスの周辺での相同性がきわめて高かった白また、

フイトクローム感応性要素 (LRE)周辺での相向性も高く、さらにその土流域で

も相向性が認められた。通常、遺伝子の5'領域はGC含量は低くなり、プロモー

ターといわれるコン七ンサス配列以外での相向性はほとんど認められない。イネ

とトウモロコシの5'占領域に認められる相同領域は、 Lhcb2遺伝子の発現に関与す

る制御因子である可能性が考えられる。

フィトクロームによって発現の制御を受ける遺伝子の5・-領域にはGATAモチー

フがあることが知られている(Castresana et al. 1987， M1nzara and Gruissem目88，

Gidoni et al. 1989)。このGATA配列は、カリフラワーモザイクウイ jレス (C品れr)

の35Sプロモーターと結合する因子としてタバコ葉の細胞核から抽出されるタン
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パク質であるASF-2因子と相互作用することがわかっている在..amand Chua 1989)。

タバコをはじめとする双子葉植物や臼I¥1Vでは、このOATAモチーフは 2塩基を

はさんで繰り返し構造をとっているハこれに対し、イネでは繰り返しはなvi
O も

ともと双子葉植物に感染するウイルスであるCulvfVが進化の過程で双子葉植物と

同じ遺伝子発現機構を獲得したと考えられる。単子葉植物であるイネの場合には、

OATAモチーフは日Eに重複する形で存在しており双子葉植物のGATAモチーフ

と同じ機能を有するという証明は未だなされていない口しかしながら、イネとト

ウモロコシでは日Eを含む領域での相向性が非常に高いことから、双子葉植物の

場合とは亡た別にLhcb2遺伝子のcis-nctingエレメントとして独自に働いている可

能性が十分に考えられる。

イネLhcb2遺{云子のプロモーター特性を調べるために、 Lhcb2遺伝子7・ロモーター

下流に OUS遺伝子を接続しタバコ (heterologoussystem) およびイ不

(homologous system)へ導入し、それぞれ形質転換個体を得た。タバコでは葉に

おけるGUS活性がもっとも高く、茎と花弁がほぼ同じくらいのGUS活性を示し、

根のGUS活性がもっとも低かった。この結果は、イネのLhcb2遺伝子のプロモー

ターを含む5'・領域が、タバコでは器官特異性にしたがって遺伝子発現をおこなっ

ているようにみえる。類似の例としては、コムギのLhcb2遺伝子のプロモーター

でも認められている (Nagyet al. 1987)。これらの例からも、単子葉植物遺伝子

のプロモーターでも双子葉植物で閉じように器官特異的に働くことが認められる

が、その発現量については後述するhomologoussystemて'あるイネの場合と比較す

ると低い。

組織化学的にタバコとイネの形質転換植物でのGUS遺伝子の発現を比較して

みると、イネとタバコではまったく同じ発現様式をとっているわけではないと思

われる。すなわち、タバコにおけるGUS遺伝子の発現が光合成に直接関係のな

い通導組織である備管の周辺でも認められることからも明らかである。タバコに

おいてはクロロフィルの存在する葉の組織でもっとも GUS遺伝子の発現が認め

られるが、必ずしもクロロフィルの存在する組織だけではない。同じ双子葉植物

のポテトの ST-凶 l遺伝子(S tockhuus et品 1989) や、タバコの rbcS遺伝子

(Jefferson et al. 1987)のプロモータ}制御下では、 GUS遺伝子はクロロフィル

の存在する組織だけで発現しているのと対照的である。
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イネLhcb2遺伝子のプロモーター領域のもとでGUS遺伝子を発現させた場合、

イネの細胞組織の中での発現はhomologoussystemであるので、本来イネがもって

いるLhcb2遺伝子と同様の発現制御を受けると考えられる。じたがって、組織化

学的にみてもGUS遺伝子の発現している場所で本来のLhcb2遺伝子が発現してい

ると考えることができる。

pLHC-GUSで形質転換したイネでは、葉、茎、穎で青く染色されたが、根は

まったく染色されていなかった内これに対してp35S-GUSの場合では、いずれの

組織においても青く染色され、 GUS遺伝子の発現に器官特異性が認められないο

とくに対照的であるのは、葉および蔚での維管束周辺細胞でのGUSの発現であ

り、発現していないpLHC-GUSと強〈発現しているp3SS-GUSとは好対照である

(図 1・8e，1， i， j)内

Lhcb2遺伝子は光によって発現が誘導されることが証明された(図 1・10，11)山

Lhcb2のmRNAの蓄積は、光照射徒数分から始まり 5時間で最大に達するとの報

告もあり (Matsuoka1990)、光に対する応答は敏感であると考えられたの

以上の結果から、 Lhcb2遺伝子のプロモーターは、 CaMV35Sプロモーターの数

倍強力であり、発現部位もクロロフィルを有する細胞に限定され、かつ光によっ

て発現誘導がかかることが明らかとなった市このような遺伝子プロモーターは植

物の育種・品種改良を遺伝子レベルでおこなっていく上で、きわめて有効なプロ

モーターであると考えられる。
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1.5 要約

光合成において吸収した光エネルギーを光化学系Eへ伝達する集党性クロロフィ

jレ刀/b結合タンパク質のタイプ I遺伝子 (Lhcb2) をクローニングし、その一次構

造を決定した〉イントロンをもたず、予想されるアミノ酸は265残基であるが、

このうちはじめの31残基が葉緑体へ移行するために必要なトランジットペプチ

ドであると推定されたりプロモーター領域には真核生物細胞に典型的なTATA配

列、 CAAT配列があり、 CAAT配列のさらに上流にはフィトクローム感応性要素

(日E)が認められたり

このLhcb2J宣伝子のプロモーター領域をGUS遺伝子に接続し、タバコおよびイ

ネへ遺伝子導入をおこない、それぞれ形質転換体を得た各組織におけるGUS

活性は葉や茎などで強く、根では弱かった(0このことは組織化学的に染色した結

果、さらに明確となった。すなわち、 Lhcb27
0

ロモーター下で発現したGUS遺伝

子はクロロフィルの存在する組織で発現しており、これと対照的にC品机r35Sプ

ロモーター下で発現したGUS遺伝子はあらゆる組織で発現していた。したがっ

て、 Lhcb2遺伝子はクロロフィルの存在する組織に特異的に発現する遺伝子であ

ることカf明らかとなった.コ

時所発芽させたイネの芽生えに光を照射したときのGUS活性の推移を調べた

ところ、光照射時聞の経過とともにGUS活性が上昇することが判明した。これ

に対しC品1¥'35Sプロモーターの場合では光による誘導は起こらなかったりこの

ことは、mRNAの蓄積を調べた結果とも一致していた。 Lhcb2プロモーターが光

によって誘導されることか確認できた。

Lhcb2遺伝子のプロモーターはイネにおいてはC刷V35Sプロモーターの5~lO

倍発現量が多く、光によって遺伝子発現の誘導がかけられることから、とくにイ

不の分子育種においては有効なプロモーターである唱コ

ー27・



第 2章糖の合成に関与する遺伝子r-...SPS遺伝子を中心に~

2.1 はじめに

植物は大気中の二酸化炭素を取り込み、太陽光を利用して光合成をおこなうこ

とによって炭素を固定する 1 葉緑体に取り込まれた二酸化炭素はリプロース二リ

ン酸カ Jレポキシラーゼによって固定されたのち、葉緑体内でデンプンへ合成され

るか、または葉緑体から細胞質へ排出されショ糖に合成される。ショ糖合成は葉

の成長と強く関連しており、いわゆる光合成の場であるソース器官としての葉で

合成されたショ糖は師管を転流することによって蓄積あるいは消費の場であるシ

ンク器官(種子や根、生長点など)へと運ばれる。したがって、光合成の効率に

はソース器官の能力が大きく関与しているが、シンクの能力およびソースからシ

ンクへの転流能力も大きくかかわってくるの

これらのことから、植物の生産性に深くかかわるという意味においては、固定

した炭素をシンク器官へ運ぶための第 l歩となるショ糖合成が重要となってくる。

光合成の効率を高めるためには光合成の結果としての炭酸同化産物を葉緑体内で

デンプンとして蓄積させるのではなく、葉緑体外の細胞質へ排出させショ糖合成

の出発物質となるよう炭酸同化産物の分配を制御することがカギとなる口すなわ

ち、光合成によってデンプンが葉緑体内に蓄積すると光合成効率が低下すること

が知られているからである。葉の細胞質におけるショ糖合成の律速酵素であり、

なおかつ炭酸同化産物の分配に関し、その制御をおこなっていると考えられてい

る酵素がショ糖リン酸合成酵素である。

ショ糖リン酸合成酵素 (sucrosephosphate syn由市e，SPSと四割は細胞質でのショ

糖合成に関るキーエンザ、イムであると同時に、光合成によって生成された炭酸同

化産物の分配に関与すると考えられている (Sti悦 andQ.lick 1989)。また、 SPSの

活性がソース器官としての能力に比例するとして、 SPSが植物生長の制御要因と

なっているとする考え方もある (Rocheret al. 1989) 0 従来、ショ糖合成はシヨ

糖合成酵素が担っていると考えられてきたが、 1955年Leloirのグループによって

SPSがショ糖合成の重要な酵素であると発見された(Leloirand ca吋ini1955)。

葉緑体内でカjレピン・ベンソン回路を経て合成され細胞質へ排出されたトリオー

スリン酸はアルドラーゼ作用を受け7)レクトースーし G-ニリン酸 (Frul、6P2) に
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なり、ついでフルクトースー1-6二リン酸酸化酵素 (FBP田 e) によってフルクトー

ス.G.リン酸へ、さらにイソメラーゼ反応によってグルコースιーリン酸 (GIcoP)

へ転換されるけ

GlcoPはホスホグルコムターゼ作用によりグルコース.1.リン酸(GlclP) に転

換され、さらにUDPグルコースピロホスホリラーゼの作用によってUDPグルコー

スに変換される。 SPSはこのUDP-GIcとFru6Pを結合し、ショ糖1)ン酸を合成する

酵素である。生成されたショ糖リン酸はさらにショ糖ホスファターゼの作用によっ

てショ糖となる(図 2-1)。

SPSの酵素的諸性質についてはトウモロコシとホウレンソウのSPSについて研

究がおこなわれているのまずホウレンソウでSPSが精製きれ、ついでトウモロコ

シでもSPSの精製に成功している (Snlvucci et () 1. 1089、Bruneauet al. 1991) 0 

SPS は2または4個のサプユニットからなる分子量約120kdのタンパク質であり、

リン酸化によってその酵素活性を制御されていると考えられている。最近、ホウ

レンソウSPSにおいてリン酸化部位が特定された (McMichaelet al. 1ω99目3)ト，-昼

SPS~はま植物によつてリン酸およぴび、光に対する反応が異なることが知られており、

現在までのところ 3つのグル一フプ.に分けられると考えられている (Hu山l止巾b下町e町ret a吋l 

lω989叫)リすなわち、

①光によって活性化され、 Vmaxも上昇するグループ

②光によって活性化されるがVm叫には影響のないグループ

③基本的に明暗条件によってSPS活性に変動が認められないグループ

である。

このうち、①のグループはトウモロコシやオオムギなどの単子葉植物が含まれ、

②のグループはホウレンソウやサトウダイコンが含まれ「①グループにはタバコ、

ソラマメなどの植物が含まれる。

暗条件下においてマンノ}スやグルコサミンなどを添加すると明条件下での場

合と同じようにSPS活性を上昇させることができることが知られているが、これ

は上記①と②のグループにのみ観察される現象であり、①のグループでは認めら

れない。このグループには光によってリン酸の修飾を受けるような機構が存在し

ないと考えられている。

イネは単子葉植物であるが、どのグループに属するかはっきりしていない。時
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条件下でマンノース添加しでもSPS活性に影響がない、という報告もあり、いち

がいにイネのSPSが第 1グループに属するとはいいきれない l 今後の分子生物学

的・生化学的解析が求められるところである

植物の光合成機能の向上を図ろうとしたときには、まず葉緑体でおこなわれる

光合成の効率をまず先に考えるが、光合成はもっとも活性が高くなるべき午後2

時頃には活性が落ちてくる。これは、それまでの光合成活動によって生成された

デンプンが葉緑体内に蓄積され、かえって光合成活動を匝害しているからである

と考えられている。それでは、この途中で休憩してしまっている光合成活動をい

かにフル回転させることができるかによって、植物にとっては光合成活動の持続

による炭酸同化産物のフル生産に、地球環境からすれば二酸化炭素の減少につな

げることができると考えられるり

本章においては植物の光合成活動を維持させることを目指すために、基礎的な

検討をおこなったD すなわち、光合成活動によって得られた炭酸同化産物(デン

プン)による阻害を軽減させる目的で、炭酸同化産物の分配を制御するしショ糖

合成能を強化できないか、すなわちソース器官の強化が図れないかを検討した

2.2 実験材料および実験方法

2.2.1 実験材料

イネは温室で生育した植物体を用いたりまた、エレクトロポレーション法によ

る遺伝子導入のためのプロトプラストは、 Flljimllraらの方法に従い、 「日本晴j

の匹盤由来の懸濁培養細胞から調製した (Fujimuraet aL 1985) 0 

2.2.2 DNAの抽出方法

第 l章の実験方法に記載の方法にしたがって植物材料からのDNAの抽出をお

こなったむ

2.2.3 RFLPマッピング

クローニングしたSPS遺伝子の染色体上の位置を決めるために、インデイカ型

イネの'K目白血， (母系)とジヤボニカ型イネの'FL134' (父系)の交配によって

得られた144個の独立し丈主2個体を用いてハイプリダイゼーションをおこなった。

SPS遺伝子の3'-領域の0.8kbのDNA断片(エクソン10にあるSalI部位とエクソン
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11にあるSac1部位の問)をプロ}プとして用いたりリンケージ解析はKishimoto

らの方法に従っておこなった (Kishimotoet ru. 1994) 。また、染色体の命名法は

Khushの方法に従った (Khl出 1990) ・:・ SPS遺伝子とRFLPマーカーとの組換え価

は、 RFLPマーカ一群との順列組み合わせの中でLOD値が最大になるような方法

で評価をおこなった (Snitoel a¥. 1991) " 

2.2.4 エレクトロポレーション法による遺伝子導入

第 l章で記載したエレクトロポレーション法によって遺伝子導入をおこなったり

2.2.5 SPS活性の測定(アントロン法)

SPSの酵素活性はHuberらの方法にしたがって測定した (Huberetal.1989) 。

この方法は基本的にはアントロンを用いた中性糖の定量に用いられる分析法であ

り、植物体から得た抽出液にフルクトース-6.リン酸とUDPグルコースを加える

ことによってショ糖リン酸を合成させ、これを定量することによってSPS活性を

測定する(i

したがって、植物体からの持ち込みのショ糖を除くために、また脱塩のために

セファデックスのカラムを通すコしかし、完全には糖を除去することは不可能で

あるので、反応時間 O分を測定して持ち込みのショ糖を除去して酵素活性を算出

する u 活性測定の反応液組成を表 2・1に示した3

2.2.5 a植物の葉からの酵素の粗抽出

①材料となる植物の葉は、採取後ただちに液体窒素に浸潰させ、酵素の失活を

防く二明条件下での測定は、午前10時頃に葉を採取した。また、暗条件下

での測定をおこなうために植物を暗室に置き、 1時間経過したのち、葉を採

取した。

(島活性を測定する葉の重量をすばやく測り (W)、液体窒素中で葉をよくすり

潰す。液体窒素がとんだら抽出液を葉の5倍量添加し、さらによくすり潰す。

①抽出液をガーゼで漉過、遠心徒、抽出液を添加し②の量に合わせる。

④セフアデックスG-25を緩衝液で平衡化したカラム、あるいはPD-I0カラム

(77 )レマシア社)に葉の抽出植を注入する。
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表 2-1 SPS活性測定条件

Vmax Vllmiting 
(m問 (m附

10 UDP-Glc 10 

10 Fru・6・P 3 

40 Glc-6.P 12 

15 MgCI2 15 

2.5 DTT 2.5 

Phosphate buffer 10 

25
0

C 20 min. 

~)カラム上の植がすべて落ちたところでカラム平衡化液を等量加え、滴下する

液をチュープに集め、活性測定まで氷上にて保存する(粗抽出液)。

2.2.5 b酵素活性の測定

SPSの酵素活性はアントロン法によって求めた中すなわち、反応時間 O分と反

応時間 20分のそれぞれの反応液に0.15%アントロン液を添加し、 40t:で20分

間反応させたのち、 620nmの吸光度を測定した巾

2.2.5 c酵素活性の算出

SPSの酵素活性は以下のように算出したリ

①反応時間20分の吸光度A20から反応時間 O分の吸光度Aoを引く心

: A20 -Ao 

①既知のショ糖濃度で作成した検量線から、①の値をシヨ糖濃度に換算するの

: N (μM) 

①全抽出液はVmlとすると、この抽出液中には

NX (V/l000) (pmole) 

のショ糖が生成されることになる内

④①の値を l時間あたり、試料重量 1gあたりに換算すればSPSの酵素活性が

算出できる。したがって、

(N X (V 11000) X (60/20) ) IW (p mole/g/hr) 

が求めるSPSの酵素活'性である内
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2.2.6 ウエスタンブロット解析

2.2.6 aタンパク質の抽出

2.2.5 11 に記述した植物の葉からの酵素の粗抽出法と同様にして抽出した。

2.2.6 bプロープ

ウエスタンプロット解析には、ホウレンソウSPSのリン酸化部位を含む領域の

合成ペプチドから作成した抗体をプロープとして用いた (Weiner1995)。

2.2.7ショ糖濃度およびデンプン濃度の定量

葉を粗抽出し、ベーリンガーマンハイム社のFキットによってショ糖およびデ

ンプン濃度を定量したコ

2.3 実験結果

2.3.1 ゲノミックライブラリーのスクリーニング

SPS遺伝子をクローニングするために、すでに報告のあるトウモロコシ

SPScDNAの塩基配列 (Worrellet al. 1991) をもとにPCR用プライマーを2組作成

した(それぞれの組は、 cDNAの中央部分と3'-側の後半部分に当たる)。イネゲ

ノミックDNAを鋳型としてPCRをおこなった結果、中央部分のプライマーを使用

した場合には0.7kbのDNA断片 (fSPD28)が、また後半部分のプライマーを使用

した場合には1.3kbのDNA断片 (fSPK24)が得られた白それぞれの塩基配列を調

べたところ、 トウモロコシSPSのc目、JAときわめて相向性が高かった。そこで、

これらのDNA断片がイネSPS遺伝子由来の断片であると断定し、ゲノミックライ

プラリーのスクリーニングに使用した。スクリーニングの結果、 8X105個の独

立したクローンからひとつの陽性クローン ASPS6192を得たo いくつかの制限酵

素で切断し、サプクローニングしたのち塩基配列を調べたところトウモロコシ

SPScDNAときわめて相向性が高かったことから、イネSPS遺伝子を含むクローン

であると断定した。
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2.3.2 SPS遺伝子のコピ一致および座乗する染色体

スクリーニングに使用したrSPI刃時プロープにしてサザンノ 1イプリグイゼー

ションをおこなったり図 2・2に示すように、いず、れの制限酵素でイネゲノミック

DNAを切断したときにも、ハイプリダイズするDNA断片はひとつしか観察でき

なかったコこのことは、イネSPS遺伝子はゲノム中では一つないしはきわめて少

ないコピー数しかもたないことを示唆しているに』図 2・2に認められる断片の大き

さは、).SPS6192から予想される断片の大きさとほぼ一致していた目また、ここ

には示さないがfSPK24をプロープにしたときにも同様な結果が得られている。

このことから、イネゲノム中ではSPS遺伝子はシングルコピーで存在することが

示唆された。

次にSPS遺伝子がどの染色体に座乗しているか検討した。インデイカイネであ

る'K出 ala出'とジヤボニカイネである下L134'を制限酵素E∞RVでそれぞ、れ切断し、

SPS遺伝子の一部 (O.8kb) をプロープとしてサザンハイプリダイゼーションを

おこなったのリンケージ解析をおこなった結果、 SPS遺伝子 (XgrSps~l)は第l

染色体のRFLPマーカーであるXNpbl13とXNph350とからそれぞれ2.0土O.9cM、

3.6士1.2cMの距離に存在することが判明した(図 2・3) (> SPS遺伝子の座上位置

はアルドラーゼ遺伝子の座上位置 (XcrAkl~2) と 2.7cMの距離で密接にリンクし

ていること古fわかった凸

2.3.3 SPS遺伝子の構造

SPS遺伝子のエクソン/イントロンの境界を cDNAライプラリーから得られた

cDNAとRT♂αによって決定したっほとんどのエクソン/イントロンの境界はこ

の方法で決定できたが、転写開始点を含む5'.末端領域を含むdコNAは得られなかっ

た。そのため、エクソン lのイントロンとの境界は、トウモロコシcDNAとの比

較によって決定した。図 2-4にクローン ASPS6192を含むイネSPS遺伝子の構造

を示すり

イネSPS遺伝子は11個のイントロンによって分断された12個のエクソンから

構成されているゥしかしながら、トウモロコシSPScDNAと比較することによっ

て、エケソン lに15個のグリシン残基をコードする配列が挿入されていること

が明らかとなった(図 2・5)。この付加配列はGCリッチな配列であり、なおか
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(kb) 

9.4 .... 
6.6争惨

4.3.-炉

B E H 

図 2-2 イネSPS遺伝子のサザンブロット解析

レーンB，E， HはそれぞれイネゲノムDNAを制限酵素

BamH 1、Hind皿、 EcoR1で切断した 左側の数字は

DNAのサイズマーカー。プロープは、本文中に記載の

fSPD28を使用した。
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X仰せよる ~干0.7土0.8

XgrSps・1 ←ー
2.0土0.9

一ー一

刷同調十-------
3.6:t1.2 

226.3cM 

図 2・3 イネ第 1染色体の連鎖地図

イネの第 1染色体におけるSPS遺伝子と連鎖する他の

RFLPマーカーの位置を示す。総合的な距離を下に示した。

laxは地図上における遺伝標識。
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図2・4 イネSPS遺伝子の物理地図

SPS遺伝子と周辺領域の物理地図を示す。ボックスはエクゾンを示す。

各制限酵素の認融部位を上に、また大きさの尺度を右に示した。

ーーは、予想されるプロモ-::$1一領域を、 φはpolyA部位を示す。

fSPD28とfSPK24はPCRによって得られたDNA断片の位置を示す白



10283@485@687089  
CACAAATATACGTGCAATATATATTTAAGTTCTATTTTTATAAGGATTTTACTACTCTACGTTATTTGTTAATGTGCTTA 

98188119129138149159168  
GTCAATAGACAGCGTAGAGATAAAGATAAGTGAGCATACGTTATGTTCCTTATGACGCTACCAACACACCTAGATCTAAG 

17018819@299218Z  Z923@249  
ATTCAAATCCTAAATTTAATACGGGTGTTTGCACTTATGAGTAATTATTCTTTTAAATAATAGGTGACGTCCCGTCGACA 

250 260 270 280 290 300 310 320 
ACGTAAGCATACGAGTCTGTACTCTATTCCTAAAAATAAAAGTAGACAACGTAAAGAAAATTATTTAAGTGGTAGATGTA 

330 340 350 360 370 380 390 400 
CTACTCGATATGTTTGTCCAATTTATAAAGTGATCATAGTAGTAATATGTGCATGTGTGCAIATATA.CGTG.T GTTTTTTT 

410 420 430 440 450 460 470 480 
TAA~瓜AAIGGA&!以却TGTπTTGAACGTTCATAATAG丁目TTTGGGAAAATAATIA~Aエ!Al}AAGCGAAGTTTGT

490 500 510 520 530 540 550 560 
TGAGAAAACGAGTGAATTAACCAATGCCTTAATTTGGTACTGCAAGTACTACATTGGGATAACAAATTAGAGATCGACGA 

57@58@5986 88 61 86 29 63 86 49  
AAAGCGGAATATCCTTTTTATTTGCGCCCTGACGGATATCTTTCAGTTTGTAACCACCGGATGACGCACGGACGGCTCGG 

650 660 670 680 690 700 710 720 
ATCATCCCGAAAAGATCAACCGCGGGGCGAGGACGAGACCACCGTGGGCCCCATGGCCCACCGACTTACACAATCTCTCC 

730 740 750 760 770 780 790 800 
CACTGCCATGCGGGCCCANACCCGCAACAGTCCAGNCCAGAGAGCCCCGAACTCCNCCAAACCCGGGGGGGCCACACCCT 

810 820 830 840 850 860 870 880 
GCCACGTGTCACCCGCCGCGCCTCCCTCTCATCCTCTCTCTCCTCGTCCAGTGCTTCTCCTTCTCCTCCTCGCAACCGAA 

890 900 910 920 930 940 950 960 
CGCCTAGAAGCGCGCGTCCACCAAGCCACGGACTCCTCTAATTCTCTCTCTTGCTTTCTCTCTCCTCGCTTCCCGGGTTT 

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 
GATACGTGGTACGTGACGCTTTGCCCTTTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTGATCAGTTTGATTTGATCGGTTCCGC 

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 
CATTAGCAAACCTCGC(GATTCTCTCTCTCGATCGAACAGGGGTAGGGAAGCGATTAACCGGCGATCGATCGATCGATGC 

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 
AAGTGATCGCGC丁目GTTGATCCAGGAATTGGAGAGCATCGGCTGATCGAGA曲TGGCGGGGAACGAGTGGATCAATGGC

例 A G N E W 1 N G 

1210 1220 1230 1240 r -1250 ---126:0 ---1270 ---128'0 
TACCTGGAGGCGATACTGGACAGCGGCGGCGCGGCGG~GGAQGTGGAGGCGGCGGAGGAGGTGGTGGTGúAGGTGGAGG 
Y L E A 1 L D 5 G G A A G G 司 GGGGGGGG G'了丁寸一

一一τ五日 13@@ 131@ 1320 」 13IZ--1五百一一-IEE---13hE
TG G CG GTG GA GlGTG GA G G GGGAGG GG G.~GTCGACCCGAGTTCACCGACGACGGGGACGACGAGCCCGCGTGGCCCGCACA 
G G G 司 G G G G G~ V D P S S P T T G T T S P R G P H M 

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430. 1440 
TGAAETTEAATCCGAEGEAETACTTEGTGGAGGAGGTGGTGAA GG GEGTEGA C GA GA G EEAEETE EAE E66AE GTGGATE 

N F N P T H Y F V E E V V K G V 0 E S D L H R T W 1 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 
AAGGTCGTCGCCACCCGCAACGCCC 

図 2-5 SPS遺伝子のエクソン 1と5に領域の塩基配列

予想されるTATAヘ CAAT-;f-ックスを二重下線で、 GATAーモチーフやGーボックスに

類似の配列を渡線下線で示した。枠で囲んだ領域が工クゾン 1で、点線枠がグリシン

リッチな付加配列である。→棋はダイレクトリピー卜を示す。
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っその両端はBrethnachとChamhontごよって提唱された真核生物のイントロンの"

GT.・・・AG")レールにしたカfっている (BreathnachcU1d Chamhon 1981)内さらに、

この付加配列はダイレクトリピート(直列反復配列)構造をとっており、何らか

の形で挿入された配列であると推測された，

2.3.4 他の植物のSPS遺伝子との比較

SPS遺伝子のコーデイング領域は325Ghpからなり、 1084残基のアミノ酸から

構成されている。コーデイング領域での塩基配列は、同じ単子葉植物であるトウ

モロコシ (Worrellet al. 1991)とは非常に高い相向性 (82%) を示したが、双子

葉植物であるホウレンソウ(Kleinetal. 1993， Sonnewald eta1. 1993)やジャガイモ

(Sonnewald 1993) とは低かった(いずれも 58%)。予想されるアミノ酸につい

ても同じ傾向であり、トウモロコシとは非常に相向性が高く (84%)、これに比

較するとホウレンソウ (52%)、ジャガイモ (54%) は相向性が低くなっている

(図 2・6)。

Sa1vucciとKleinはホウレンソウSPSにおけるUDPグルコースの結合部位を特定

している (Sruvucciand Klein 1993)山イネのSPSにおいてもこの領域は完全に保

存されている。また、 SPSはリン酸化によってその酵素活性を制御されることが

知られているが (Huberand Huher 1991) 、キナーゼによって受けるリン酸化部

位は数カ所あり、その中でも活性に強くかかわっているリン酸化部位が明らかと

なっている (McMichaelet al. 1993)。このリン酸化部位は158番目のセリン残基

であり、この周囲にはカルシウム依存セリン-スレオニン・タイプのプロテイン・

キナーゼの認識部位 (RXXS)が存在する。

2.3.5 SPS遺伝子の5'ー領域について

SPS遺伝子の5'領域には図 2・5に示すように、 ATリッチな配列が存在している

がプロモーター配列のコンセンサスとなるような配列が見あたらない。開始コド

ンの750bp上流にはGC配列に富んだ領域が存在している。この領域にはG-ボッ

クス (Giulianoet al. 1988) に類似の配列CACGTGが認められるo この配列は光に

反応する領域と考えられており、光感応性要素(lRE)中のGATAモチーフとも

呼ばれる領域とも類似している.)このエレメントは第 l章で記載した集光性クロ
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Rice 
Mai.ze 
Spinach 
Potato 

Rice 
Mai.ze 
5pinach 
Potato 

Ri.ce 
Malze 
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Potato 

Rice 
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Potato 

Ri ce 
Maize 
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MAGNEW1NGYLEA1L05GGAAGGGggggggggggggggggGGGGGVDP55PTTGTT5PRGPHMNF 
. .HT55R.A----ー守-G--ーーーーーー.. . . . G . . R . . . K -AA . . . . A. . 
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図2・6SPSアミノ酸配列の比較

イネとトウモロコシ、ホウレンソウ、ポテ卜のSPSのDNA塩基配列

から予想されるアミノ酸配列を比較した口すべてに共通するアミノ酸は

[ • ]で示した。相同性をみるためにギャップI幽]を挿入している o

リン酸化される158番目のセリン (S) を緊ぞで、 UDP-グルコースの

結合領域を枠で囲んで示した。イネのグリシンリッチな挿入配列を[g]

で示した。
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ロフィル結合タンパク質のLhcb2j宣伝子にも認められるものである山しかしなが

ら、 SPS遺伝子のこの付近の領域には、いわゆる典型的なプロモーター配列と呼

ばれるTATA-ボックスや、 CAATボックスと呼ばれる配列が存在していない(類

似の配列は認められる)。

2.3.6 SPS遺伝子の発現について

SPS遺伝子の発現を調査するために、ノーザンハイプリダイゼ}ションを試み

たが、 SPS遺伝子の発現を確認するには至らなかったO そこで、 RTヂCR法によっ

てSPS遺伝子の発現の確認をおこなったりすなわち、発現を確認するための，出故

からrnRNAを抽出し、逆転写酵素でcDNAを合成し、これを鋳型としてPCRをお

こなって遺伝子の発現を確認するものであるの図 2・7に示したようにSPS遺伝子

のエクソン10とエクソン12からPCR用プライマーを合成し、mRNAから逆転写

して作成したcDNAを鋳型としてPCRをおこなった:目このプライマーの組み合わ

せでは、ゲノミックDNAを鋳型としてPCRをおこなえば1.2kbのDNA断片が、ま

たcDNAからではl.OkbのDNA断片が増幅してくるはずである。図 2・7に示すよう

にゲノミックDNAからの増幅では1.2kbのロぜA断片が、また成長した葉から抽出

したmRNAをもとにしたC跡 J砧Aを鋳型としたときにはl.Ok肋bの町J仙A断片が増幅したξ

しかしながら、成長葉以外の穂、未熟種子、根では白.. JA断片の増幅は認められ

なかった口ちなみに、同じcDNAを鋳型としてホメオティック遺伝子(Matsuoka

unpublished da回)のプライマーでPCRをおこなうと、図 2・7に示すようにいずれ

の組織からのcDNAでもDNA断片の増幅が認められた円

このことから、 SPS遺伝子は、成長した葉、すなわちソース器官では発現して

いるものの、未熟種子や登熟前の穂、根といった非光合成組織、すなわちシンク

器官では発現していないことが明らかとなった。

2.3.7 光膏導型ベクターpLHC-SPSの構築および遺伝子導入

植物の葉における光合成能力増強のために、 SPS遺伝子のプロモーターを

Lhcb2遺伝子のプロモーターに転換をおこなった。 SPS遺伝子のコーデイング領

域には制限酵素KpnIの切断部位がないことを利用して以下の構築をおこなった

(図 2・8)。まず、 SPS遺伝子の5'.上流域約 1kb含むクローンpXbBに、後半部
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mRNA 
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SPS gene 

1.2kb 

1.0kb 

d 

~ 

homeotic gene 

d 

図 2・7 SPS遺伝子の発現

M:分子量マーカ g:ゲノムDNA

し:葉 P:穂(登熟前) S:未成熟種子 R:根

各組織からmRNAを抽出して、cDNAを作成した。このcDNAを

鋳型にしてSPS遺伝子のRT-PCRをおこなった。プライマーは

上図に示す位置であり、泳動像においてはOと+で・それぞれ示した。

対照としてホメオティク遺伝子のRT-PCRをおこなった(-<l)。
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図 2-8pLHC-SPSの構築

SPS遺伝子内にKpn1 (悶部位がないことを利用してpl且C-SPSを構築した白

SPS遺伝子の前半部分のクローンpXbBと後半部分のクローンであるp1.6-4を

結合し、 X凶 1(Xb)、Sma1 (S)で切断しプロモーター領域を削除し、 Uzcb2

遺伝子のプロモーターを接続したロ
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分のクローンであるp1.6-4(pUC19にクローニングしである)を導入し、 SPS遺

伝子全長を含むプラスミドpSPSを構築した目〉日PS遺伝子の第 1ATGの約220bp上

流にあるSmaI部位とXba1部位をそれぞれ切断した。

次に、 Lhcb2遺伝子のプロモーター領域を有するプラスミドpLHC-GUSを鋳型

として、 5'ー慣IJにXba1 1)ンカーを、 3'ー側にKpn1リンカーを付加したプライマー

を作成し、 PCRによってプロモーター領域のみを増幅させたり増幅したLhcb2遺

伝子のプロモーター領域をpUC19のXbaI・Kpn1部位に導入し、塩基配列に置換

や脱落が生じていないことを確認したのち、 Kpn1で切断後、平滑末端に変更し、

つづいてXba1で切断しプロモーター領域を含むDNA断片を得たコこのDNA断片

を、先のSPS遺伝子領域を導入したプラスミドpSPSのXba1 -SmaI部位へ導入し、

得られたプラスミドをpLHC-SPSと命名した。

プラスミドpLHC-SPSのイネプロトプラストへの導入は、第 l章で記述したエ

レクトロポレーション法に従っておこなった。

2.3.8 形質転換植物のSPS活性

pLHC-SPSを導入して得られた形質転換イネをサザンハイプリダイゼーション

によって解析した。形質転換個体から抽出したDNAは、 XbaIとKpn1で切断し

た。プロープは1.3kbのPCR-白..rA断片目PK24を用いた。 Xba1とKpn1でイネの

DNAを切断すると、本来イネのもっているSPS遺伝子にはKpn1部位がないので

サザンプロットではXbaI切断によって10kb以上のDNA断片として認められる。

これに対して、導入遺伝子はpUIC-SPS全体が導入されていれば約 7kbのハイプ

リダイズするDNA断片が認められるはずである(図 2・8) 0 

ハイプリダイゼーションの結果を図 2-9に示す。 pLRC-SPS由来の 7kbの断片

が明りように認められる個体と、認められない個体とが混在していることがわか

る(図 2・9)。個体によってその導入の形式は異なっており、さまぎ、まなパタ}

ンが認められたO これらの形質転換個体のうちから、プロープと強くハイプリダ

イズした個体 (100、108、123、143、182、183など)を選択し、 SPS活性を

調べた。各佃体について10葉程度の枚数についてSPS活性を測定した(図 2・10)。

その結果、対照となる非形質転換日本晴と比較して約 5倍にも達する高いSPS活

性を有する個体があることが判明した (No.183)。その他の形質転換個体につ
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図 2・9pLHC-SPSの形質転換イネのサザン解析

Lhcb2プロモーターの先頭から各形質転換個体力、らDNAを抽出し、

を切り出すように制限酵素Xba1 SPS遺伝子の3'-末端まで全体(約7kb)

プローブはfSPK24を用いたoとKpn1で切断したo



いては非形質転換日本晴と閉じか、あるいは低めのSPS活性をもつものが多かっ

た山

また、形質転換イネにおけるSPSのタンパク質レベルでの発現量を調べたの

SPS抗体をプロープとしてウエスタンプロットをおこなった結果、 NO.183のみ特

異的にSPSの発現量が多いことが判明した(図 2・11)。この結果から、 NO.183

の高SPS活性はSPSのタンパク量の増加によってもたらされたものであることが

明らかとなった。したがって、 NO.1830)高SPS活性は導入したpLHC担 SPSによる

高発現の結果であると結論付けられた，

2.3.9 高SPS活性をもっ形質転換体の解析

前節で通常のイネの約 5倍高いSPS活性を有する形質転換個体が得られた。そ

こで、この高SPS活性を有する形質転換個体NO.183についてそのショ糖合成能と

デンプンの合成について調査したれ晴天の日の 8時、 12時、 15時にそれぞれ葉

中におけるショ糖濃度とデンプン濃度を測定したf・対照となる日本晴ではショ糖

濃度はほぼ10%前後で一定であるのに対して、形質転換個体No.183は 6%前後

と低かった(図 2・12)。前節の高SPS活性からすると、一見矛盾するような結

果となっている。これに対してデンプン濃度は、時間経過とともに上昇した(図

2-13)。日本晴に比較してNO.183は上昇傾向にあるものの、その濃度は1/5程度

にしかなっていない。ショ糖濃度とデンプン濃度の比較、および前節でのSPS活

性の結果とも合わせて考察にて論じてみたい。

2.4 考察

イネSPS遺伝子をクローニングし、その全構造を明らかにした。 SPS遺伝子は

約6kbの大きさで、 11のイントロンをもっていた。エクソン lには、イントロン

に類似した構造を有する48bpにわたるダイレクトリピート構造を有する付加配

列(グリシンリッチ配列)があったりこの付加配列が仮にイントロンであるとし

ても、 SPS遺伝子全体へのリーデイングフレームのシフトや破壊はおこらないり

この付加配列が、実際にエクソンであるのかイントロンであるのか、 cDNAをク

ローニングすれば明らかになることであるが、 GC-含量が多い領域であるためか、

PCR法によっても決定できなかった。
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形質転換イネの葉におけるSPS活性を測定した口
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図 2・11 形質転換体のウエスタン解析

数字は形質転換体の番号を示し、図2・10における

SPS活性を測定したものと一致する。矢印のところに

シグナルが見られる。
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すでに報告のある他の植物のSPSのcDNAと比較すると、この付加配列周辺で

の相向性は低い川トウモロコシにもわずかなグリシンの繰り返し配列があるが、

グリシンリッチな配列をもつのはイネだけであった山グリシン 1)ツチな配列は細

胞壁に関係しているという説 (Showalter1993) もあるが、イネのSPSにおける機

能は不明である h

ノーザンンハイプダイゼーシヨンによってSPS遺伝子の発現を調べることはで

きなかったりこのことはSPS遺伝子の発現量がきわめて少ないことを物語ってい

る。発現量が少ないことは、 SPSj:宣伝子のプロモーター構造に原因があると考え

られる<)SPS遺伝子のプロモーターにはプロモーターに特徴的なTATA配列や

CAAT配列などのコンセンサス配列が欠けている。明確なプロモーター配列をも

たない遺伝子としてハウスキーピング遺伝子があげられるが、 SPS遣イ云子がハウ

スキーピング的な遺伝子であるかは断定できない円 RT-PCR法によってSPS遺伝

子の転写産物は葉においてのみ確認された。これらの結果から、 SPS遺伝子はご

く弱い発現ながら、その発現はソース器官となる葉に限定されたものであること

が明らかとなったり

プロモーター領域に存在するG-ボックスやGATA・モチーフなどの光感応性要

素 (LRE) は、遺伝子の発現様式に関与している。第1章で述べたLhcb2遺伝子の

ようにLREを有する遺伝子は、光照射によって発現誘導がかかる'"SPS遺伝子に

おいても光によって遺伝子発現が誘導される可能性がある〉最近、ジャガイモで

はSPSに2つのアイソザイムか存在すると言われており、いくつか存在するSPS

遺伝子のうち一つはソース器官である葉においてのみ発現し、他は恒常的に発現

している可能性も指摘されている (Miiller-Rりberet al. 1992)。

SPSタンパク質の活'性はプロテインキナーゼ/ホスファタ}ゼによるリン酸化/

脱リン酸化によって制御されている (Walkerand Huber 1989、Huberand Huber 

1991 )。このリン酸化/脱リン酸化を受ける制御部位はホウレンソウ SPSで明ら

かにされているが、この制御部位周辺配列はイネSPSにおいても保存されており、

イネSPSもホウレンソウと同様にリン酸化/脱リン酸化による制御を受けるもの

と推測された白 SPSタンパク質は一日のうちでタンパク量にほとんど変化がなく、

したがってターンオ」パーもきわめて少ない安定なタンパク質であると予測され

ている。実際、ウエスタン解析からも日本晴でのSPSタンパク質量は少なく、遺
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伝子発現量が少なくても酵素活性には十分量であると考えられる白

クローニングしたSPS遺伝子のプロモーター領域にあたる5・-上流域を第l章で

クローニングしたLhcb2j宣伝子のプロモーターに取り換えた。 Lhcb2遺f云子のプロ

モーターは、第1章で記述したように、光によって発現が誘導され、なおかつイ

ネにおいてはC品1¥135Sプロモーターより 10倍も発現量が多い。したがって、

Lhcb2遺伝子のプロモーターによってSPS遺伝子をイネで発現させれば、本来発

現量が少なくタンパク量も多くないSPSが劇的に増加し、ソース器官におけるシヨ

糖合成能の増強につながると予測された仁

プロモーターをLhcb2遺伝子のプロモーターに変換したpLHC-SPSを日本晴に

導入し形質転換イネを作成した。これらの形質転換個体のうちもとの日本晴と比

較してSPS活性が5倍に増加した個体No.183が得られた。他の形質転換個体は

No.183ほどにはSPS活性が増加していなかったゥこのことは、導入した遺伝子が

どのように組み込まれたか、あるいは何コピー導入されたか、すなわち導入した

遺伝子カ朝侍したとおりに発現するか、が影響していると考えられる。すなわち、

ウエスタンプロットによってSPSタンパク量を検討した結果、高SPS活性株

No.183を除いてはSPSタンパク量が増加している形質転換個体がないことから、

導入遺伝子の発現によってできたSPSタンパクがリン酸化制御を受けて活性が増

加しなかったのではなく、何らかの原因で遺伝子が発現せず、もともとSPSタン

パクができていなかったことによるものであるとわかった。

WorrellらはトウモロコシのSPScDNAを光合成遺伝子の一種である油cS遺伝子

のプロモーター下でトマトで発現させた (Worrel1et ，，1. 1991)。この場合には、

トマトにおいてはトウモロコシのSPSタンパクをリン酸化する機構が異なるので、

トウモロコシのSPSはリン酸化制御を受けないとされてきた。実際に、彼らのデー

タからはSPS活性が上昇したことを示している o これとは対照的に、今回の実験

においてはイネにイネのSPS遺伝子を導入発現させている Q つまり当然ながらリ

ン酸化の機構は同じであるので、過剰量のSPSタンパクが出現したときには、必

要以上のSPS活性を抑制する方向にリン酸化機構が働くことも予測された口しか

しながら、形質転換個体No.183の結果からは大量に発現したSPSタンパクのすべ

てをリン酸化することはできず、結果として高SPS活性をもたらしたと考えられ

るO 他の形質転換個体では、生成されるSPS量が少なかったためか、たとえ通常
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以上に過剰生産されたSPSタンパク質があったとしてもリン酸化を受けてしまっ

たものと考えられる。

遺伝子導入によってもたらされた高SPS活'性によって葉中のショ糖濃度が増加

するかと期待されたカえ逆に対照の日本晴のほぼ半分の濃度になっていた、一方、

デンプンは日本晴においては日中の時間経過とともに光合成活動の結果として蓄

積きれるが、 NO.183においては蓄積量は日本晴のほぼ1/5程度にとどまった，こ

の葉中におけるショ糖とデンブンの日変化の結果から、高SPS活性株のNO.183に

おいては次の 2通りの考え方ができる。すなわち、生合成されたショ糖リン酸が

大量に生成されたためにショ糖に変換されないでショ糖リン酸のままで蓄積され

ているのか、あるいはショ糖に変換されて直ちにシンク器官に転流されたかのど

ちらかである。一般的にはショ糖合成においてはSPS活性が律速段階であると考

えられているので、ショ糖リン酸が大量に蓄積されているとは考えにくいぐl すみ

やかにショ糖に変換されて転流したと推測される1 いずれにしてもショ糖リン酸

合成酵素SPSの活性を制御することによって、葉緑体中におけるショ糖/デンプ

ンの分配を変化させることが可能であることが示された。

この結果として、植物全体について考えればSPS遺伝子の増幅によってソース

器官の強化が可能となった。すなわちショ糖合成能が増強し、これにともなって

二酸化炭素固定能が上がるので近年地球温暖化の原因と言われる大気中の三酸化

炭素の取り込み量が増える。またそれと同時に、ソース器官からシンク器官への

転流を促進し、作物においてはシンク器官での炭酸同化産物量の増加をもたらし、

木本植物においては飾管を通しシンク器官への転流と同時に、二次肥大成長の増

大をもたらすことに貢献できると期待される。この結果、炭酸固定能の増強をお

こない、バイオマス資源としての植物の有効利用の可能性をより一層高めること

ができるものである。
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2.5 要約

イネのショ糖1)ン酸合成酵素i宣伝子をクローニングし、その一次構造を始めて

明らかにしたむイネのSPS遺伝子は第l染色体に座乗しており、約6khの大きさで

11個のイントロンによって分断されていた。第 1エクソンにはグリシンリッチ

でダイレクトリピート構造をもっ付加配列が存在していたo SPS遺伝子にはプロ

モーター領域にみられるコンセンサス配列が認められなかったが、光感受性要素

(回E)があった。 SPS遺伝子の発現はソース器官である葉においてのみ認めら

れた。

クローニンク.したSPS遺伝子の5'・領域をLhcb2遺伝子のプロモータ}に変換し、

イネ(日本晴)に導入した。得られた形質転換個体の中に日本晴の約5倍強い

SPS活性をもっ高SPS活性株:No.183があった。ウエスタン解析の結果、 NO.183の

高SPS活性はSPSタンパク量が増加したことによるものであることが判明したっ

NO.183のショ精とデンプンの日変化を調べたところ、日本晴と比較してショ糖

はほぼ半分の濃度であり、デンプンは約1/5であることがわかったo これらの結

果は、 SPS活性の増加によってショ糖/デジプンの炭酸同化産物の分配カf変化し

たことを示すものであり、 SPSを増強することによってソース器官の活性を強化

し、大気中の二酸化炭素固定能を増加させる可能性が期待できることが示された。

-57・



第 3章 エネルギー産生に関与する遺伝子

~ミ卜コンドリアatpb遺伝子~

3.1 はじめに

動物や植物などの高等生物の細胞には細胞内小器官と呼ばれる組織がいくつか

存在しているコ植物には葉緑体と呼ばれる光合成器官が存在しており、この葉緑

体における炭酸固定に関して第 I章、第 2章で論述したり細胞内小器官として独

自のDNAを有するものとして、葉緑体のほかにミトコンドリアが存在する。ミ

トコンドリアは、植物、動物に共通する細胞内小器官であり、その役割の重要な

ものとして生命活動のエネルギーとなるATPの産生があげられる口 ATPは生命活

動の維持にとって欠かすことのできない物質であり、 ATP産生能の低下は植物の

生産性の低下に結びつくものであると考えることは想像に難くない口

ミトコンドリアにおけるATPの産生は、ミトコンドリア内膜に存在するATP合

成酵素であるFIFoATPase(以下簡単にATP描 eと略す)によっておこなわれる。

ATP出eは複数のサプユニットからなる酵素であり、各サ7~ユニットは核DNA ま

たはミトコンドリア日..JAに分かれてコードされていることに特徴がある。ミト

コンドリアATPaseの活性中心は、サプユニット αおよび戸であると考えられて

いる。本章で論述するATPaseのpサプユニットは植物の場合、核DNAにコード

されており細胞質で転写・翻訳されたのちにミトコンドリア内へ移送され、その

他のサプユニットと会合され一つの酵素系を作り上げている(図 3・1)。

細胞質からミトコンドリアへのタンパク質の輸送とそのレセプターについては、

Suissa and Schatz 1982、Murakamiet al. 19卯などに報告されている。

ミトコンドリアのエネルギー産生の欠陥によって引き起こされるのではないか、

と考えられる植物育種上で重要な遺伝形質として雄性不稔があるのこれは雄しべ

に花粉ができない現象であり、交雑育種をする上で非常に重要な形質となってい

る(とくにイネなどのように雄しべと雌しべがきわめて近接している植物の育種

において有効)。近年の分子生物学的手法による雄性不稔現象の解析では、ミト

コンドリアのATP合成酵素のサプユニットの遺伝子に一部欠陥があったり、雄性

不稔系に特徴的な配列をもつものなどが多く報告されている(Akagiet al. 1994、

1 wabuchi et a1. 1993など)。しかしながら、雄性不稔系統の植物は花をつけるまで
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図3-1 ミトコンドリアF1FoATPase
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は正常に生育しており、 ATP合成酵素の欠陥によるエネルギー不見は生育の最終

段階で影響すると推測される。

また、ヒトのミトコンドリアDNAに欠陥が生じた場合には、鎌状赤血球症や

ミトコンドリア脳筋症、慢性進行性外眼筋麻埠 (CPEO) などの疾患を起こすこ

とが明らかとなってきた(総説として、小沢 1989) 0 ヒトのミトコンドリア

DNAは17kbpと小さく変異速度も核DNAの約10倍であると言われているが、植物

のミトコンドリアDNAの場合には、相同領域における分子内あるいは分子聞の

組換えがおこるとされている(Lonsdaleet a1. 1988、Palmerand Schilds 1984) 0 細

胞融合によって得られた体細胞雑種では、異なるミトコンドリアのDNA問での

組換えも証明されている(Akagiet a1. 1989)。さらには、葉緑体とミトコンドリ

ア間でのDNA組換えも報告されている (M∞net a1. 1987、M∞net叫，1988) 口

本章では、植物の生産活動のエネルギー源となるミトコンドリアのエネルギー

産生の中枢であるATP合成酵素のFサプユニット遺伝子 (a中b) について検討し

た。ミトコンドリアATP合成酵素は、酸化的リン酸化をおこなう中心であり、そ

の活性中心である戸サプユニットを解析した。

3.2 実験材料および実験方法

3.2，1 植物材料

イネ : 0，賀川'ativa(日本晴)は温室内で生育させた。

トマト:Lycopersicon esculat，側 (VFNTLA1221)は温室内で水耕栽培で

生育させた。

3.2.2 イネcDNAライブラリー

登熟途中の未熟種子からmRNAを抽出し、 CurrentProtocols in Mol配 ul町 Biology

に記載の方法にしたがってcWAライプラリーを作成した (Ausubelet aL 1990) 0 

3.2.3 トマトゲノミックライブラリー

トマトのゲノミツク日-lAを制限酵素Sau3A1で部分分解し、 10.-.....40%ショ糖

密度勾配で遠心したのち、 15kbp以上の日叫A断片を;'8¥担13へクローニングした。
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インピトロパッケージングをおこない、ゲノミツクライプラリーを得た(Sugita 

et a1. 1987)。

3.2.4 スクリーニング

イネCI到 Aライブラリー:トウモロコシatpbCI到 Aの塩基配列 (R制 owel al. 

1990) をもとに次の2種類のプライマーを合成したり

S-TCTTGTTT ACGGGCAGA TGA -3' 

5'-CCITGCAATTTTCfCAGCCf _3' 

トウモロコシのゲノムDNAを鋳型としてPCRをおこない、崎地由来のDNA断片

(0.8kb) を得たので、これをスクリーニングのプロープとした。

トマトゲノミツクライブラリー:タバコ崎地 CI別Aの一部(1.5kb) をプロー

プとしてスクリーニングをおこなった (Boutryand Chua 1985) 0 

3.2.5 塩基配列の決定

クローニングした白.JAの塩基配列の決定はSangerらの方法に準じておこなっ

た (Sangeretal.1977) 0 

3.3 実験結果

3.3.1 atpb遺伝子の構造~トマトおよびイネ~

イネ未熟種子cDNAライプラリーをスクリーニングした結果、 8個の陽性クロー

ンカ吋専られた。物理地図からするといずれも同ークローンあるいは同ファミリー

の遺伝子であると判断されたので、完全長cDNAと思われた AOSAB2の塩基配列

を決定した(l841bp) 0 しかしながら、すでに報告のあるトウモロコシcDNAと

比較するとN-末端の28アミノ酸残基が欠知していた。そこで、 A団 AB2をプロー

プにしてスクリ』ニングをした結果、完全長を含trクローン AOSAB14が得られ

た(図 3~2) 0 

トマトのゲノミツクライブラリーをタバコ崎地遺伝子をプロープとしてスクリー

ニングした結果、 4個の陽性クローンを得た。このうちサザンハイプリダイゼー

ションの結果から完全長を含むと思われた A日 AB81をサプクローニングし塩基

配列を決定した(図 3・3)。エクソン/イントロンの境界はタバコatpb遺伝子の塩'
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10 20 30 40 50 60 70 

GCGATCTCCCGGCCATGGCGACGCGCCGGGCCCTCTCCTCCCTCGTCCGCGCCGCCTCCAGGCTCCGCGG 
M A T R R A L S S L V R A A S R L R G 

80 90 100 110 120 130 140 

GGCCTCGCCCGCCCCGCGCCCGCGCGGGCCGCTCCACCGACCGTCGCCATCGGGGTACCTCTTCAACCGC 

A S P A P R P R G P L H R P S P S G Y L F N R 

150 160 170 180 190 200 210 

GCCGCCGCGTACGCCACGGCCGCCGCGGCGAAGGAGCGGCCTCCCGCGCCCGCGACGGGGAAGGCCACGG 

A A A Y A T A A A A K E R P P A P A T G K A T G 

220 230 240 250 260 270 280 

GTGGAGGTAAGATCACCGACGAGTTCACCGGCGCCGGCGCCATTGGGCAGGTGTGCCAGGTCATCGGCGC 

G G K 1 T 0 E F T G A G A 1 G Q V C Q V 1 G A 

290 300 310 320 330 340 350 

CGTCGTCGACGTGCGGTTTGACGAGGGGCTGCCTCCCATCCTCACGGCGCTCGAGGTGCTCGACCACAAC 

V V 0 V R F 0 E G L P P 1 L T A L E V L 0 H N 

360 370 380 390 400 410 420 

ATCCGCCTCGTGCTCGAGGTGGCGCAGCACCTTGGCGAGAACATGGTGCGCACCATCGCTATGGACGGGA 

1 R L V L E V A Q H L G E N M V R T 1 A M 0 G T 

430 440 450 460 470 480 490 

CTGAGGGGCTTGTCCGCGGTCAGCGCGTCCTCAACACCGGCTCCCCAATCACTGTTCCTGTTGGCAGGGC 

E G L V R G Q R V L N T G S P 1 T V P V G R A 

500 510 520 530 540 550 560 

CACGCTTGGACGTATCATGAATGTTATTGGTGAGCCAATTGATGAGAAGGGTGACATAACAACGAACCAC 

T L G R 1 M N V 1 G E P 1 D E K G D 1 T T N H 

570 580 590 600 610 620 630 

TTCCTTCCCATCCATCGTGAGGCGCCTGCTTTTGTTGAGCAAGCCACAGAACAGCAAATTCTTGTTACTG 

F L P 1 H R E A P A F V E Q A T E Q Q 1 L V T G 

640 650 660 670 680 690 700 

GAATTAAGGTTGTGGATCTCGTTGCGCCCTACCAAAGAGGTGGAAAGATCGGTCTTTTTGGTGGTGCAGG 

1 K V V D L V A P Y Q R G G K 1 G L F G G A G 

710 720 730 740 750 760 770 

AGTCGGCAAAACTGTCCTTATTATGGAGTTGATCAACAATGTTGCTAAGGCCCATGGTGGTTTCTCTGTG 

V G K T V L 1 M E L 1 N N V A K A H G G F S V 

780 790 800 810 820 830 840 

TTTGCTGGTGTTGGTGAACGTACCCGTGAAGGTAATGATCTTTACAGGGAAATGATTGAAAGTGGTGTCA 

F A G V G E R T R E G N 0 L Y R E M 1 E S G V 1 

850 860 870 880 890 900 910 

TCAAGCTAGGTGACAAACAGAGTGAAAGCAAGTGTGCTCTTGTCTACGGGCAAATGAATGAGCCCCCGGG 

K L G 0 K Q S E S K C A L V Y G Q M N E P P G 

920 930 940 950 960 970 980 
TGCTCGTGCTCGTGTTGGGTTGACCGGTTTGACTGTTGCGGTTCATTTCCGTGATGCCGAAGGTCAAGAT 

A R A R V G L T G L T V A V H F R 0 A E G Q 0 
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990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 
GTGCTTTTGTTCATTGACAACATTTTTCGTTTCACTCAGGCGAACTCTGAGGTGTCTGCTCTTCTTGGAC 
V L L F 1 D N 1 F R F T Q A N 5 E V 5 A L L G R 

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 
GTATTCCATCTGCTGTGGGATATCAACCAACTCTTGCTACTGATCTTGGAGGACTTCAAGAGCGAATTAC 

1 P S A V G Y Q P T L A T 0 L G G L Q E R 1 T 

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 
AACTACAAAGAAGGGTTCCATTACATCTGTCCAAGCTATTTATGTGCCTGCTGATGACTTGACGGATCCT 

T T K K G 5 1 T 5 V Q A 1 Y V P A 0 D L T D P 

1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 
GCTCCTGCTACTACTTTTGCACATCTTGATGCTACTACTGTGTTGTCA仁GACAGATCTCTGAGCTTGGTA

A P A T T F A H L D A T T V L S R Q 1 S E L G 1 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 
TTTACCCTGCTGTCGATCCTCTGGACTCCACATCCAGAATGCTCTCCCCCCATGTTTTGGGTGAGGATCA 

Y P A V D P L D 5 T 5 R M L 5 P H V L G E 0 H 

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 

CTACAACACTGCTCGTGGTGTCCAAAGGGTTCTTCAGAACTACAAGAATCTTCAGGATATTATTGCAATT 
Y N T A R G V Q R V L Q N Y K N L Q D 1 1 A 1 

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 
TTGGGTATGGACGAGCTCAGTGAAGATGACAGGTTGACCGTCCGTCGCGCAAGGAAGATCCAGCGTTTCT 
L G M 0 E L 5 E D D R L T V R R A R K 1 Q R F L 

1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 
TGAGCCAGCCCTTCCATGTGGCTGAAGTTTTCACGGGTGCTCCTGGGAAGTACGTGGAGCTGAAGGAGAG 

5 Q P F H V A E V F T G A P G K Y V E L K E 5 

1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 
EGTEAACAGTTTEEAGGGTGTTTTGGATGGGAAATATGATGAEETTCEEGA GEAGTEATTETATATG ETG 

V N 5 F Q G V L 0 G K Y 0 0 L P E Q 5 F Y M V 

162@163@164@165@166@167@168@  

EGAGEEATTGAGGAAGTEATTGETAAAGETGAGAA GATEGEEAA G GAGTEGGETTEATAGATETETTEAT 
G G I E E V I A K A E K I A K E5A5*  

TGTTGTTAAGTTCTGTACAAGTTAAATTTTGGATTCTGGCTTTCTATATGCCCGTTCTGTAGCCAGGACG 

TGATTACAAGCAGGGGTGACATCTTCAGATGAGCGATGTTTTTTTGTCTTCCTTTTCTCCTTTTACCCCT 

AATAAGGAACCGCAGTGACATTGTATTGTGCTGCACAAAAGTACTCGGAACTTCGAAAGCATGTGTCCTT 

TATAATGCAGATCCATGAAGCATAGGATCAAAAAAAAAA 

図3-2 イネa伊'bcDNAの塩基配列と予想されるアミノ酸配列
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1 GAATTC山 T…TCAC TGCTCTGTCA 仁川CATTTCCACAAC 灯 GGC…AA

61 GGTTCTTCTC CTCCATGCTC CGATCATCCA TACGTCACTC TTCAACTAAA TCATCACTCA 

121 CAAATTCTAT TCATCGCTCC TCCCCTGTAG GCCACCTTCT CCA仁CGCGCCGTAAAATACG 

181 CTACCGCTGC GGCCGCGAAG GAAGCGCCGG CGCCTCAGAA GAAACCGACG ACGATTAAGG 

241 GAACTGGAGG CAAGATCACC GATGAGTACA CCGGTGCCGG TGCACTTGGG AGCGTATGTC 

301 AGGTGATCGG GGCTGTTGTG GATGTTCGGT TCGATGAAGG GCTACCGCCG ATTTTGACGG 

3611CTTTAGAGGT GTTGGATCAT GATATTAGGG TGGTACTTGA AGTTGCTCAA CATATGGGAG 

4211AAAATATGGT TAGGACTATT GCTATGGATG GAACTGAAGG GCTTGTGCGT GGTCAAAGAG 

4811TCCTCAATAC T山 TCCCCT刊 AAAIGTAA日 TTGACATT町山川町TGTTTATA

541 TGCTGTATTT AGTGGCGCGA CCACGATTTT TAATATAAAG ATGTAAATAC GGGAGGAAAT 

601 CAAAGGGATT CGATATCTAC TGTATATACA CAAGAAAATA AAATTGATCT TATATATATA 

661 TAAATTTTCA ACTTCTTTCT TATCAACATG GCGTTTATTT AATTTTAGAA ATTCATATAG 

721 TGTCTTTTTC TCTGAATAAT ATATGTTTTC TAGTTTGGCG TGCTCATAGT CCTTCTAAGT 

781 TCTAATCTTG GTTATAAAAT GGCAGI GTGCC AGTTGGCAGG GCTACACTTGGTCGTATTAT 

8411AAATGTCATT GGAGAGCCCA TTGATGAAAG GGGTGATCTAA ~TAAGAATT TAGGCATTAG 

901 CTAAAATCAT TTGTTTTCCT GTTAATGACA GTATTATGTT ATATAATGTT GCTTTGCTTT 

961 TTCCAATTTC ATATTTCGTG TTCATTTGGA TGAGCCTTTA CTTTTTTATA TTGTCTTTCG 
3 

1021 TTTTTTATAT TTGCTTTATT GAGATGCTGT GGAACTACAG IAAACGGAACA TTATCTCCCA 

1081 ATTCATCGTG AAGCTCCATC TTTTGTTGAG CAAGCAACAG AACAGCAGAT CCTTGTGACT 

1141 GGAATCAAG IGTGTGTGATAC TTATTTTGTA CACTAGGAGC TGAGCACATC GCAATCTTCA 

1201 TCTGTCCTCA TCTGATATAG TTTTGGTGGA AGCAAAACAG GAATAACAAA TATTTGATTA 

1261 GCATGTGCAA CTTACTGAAT GTTGTTGGTA GACGATAYWC AAATCANCCT GAATGCATAA 

1321 ATCATATGTT GTCTACTTGG TGTGGCATCC TGTATGACTT AGCTGCTTTTGATGACAG1GT 

13811 GGTAGATCTA CTTGCTCCGT ATCAAAGAGG TGGAAAGATT 

14411TGTTGGAAAG ACGGTGCTTA TTATGGAGCT TATTAACAAT GTTGCAAAGGCCCATGIGTTT 

1501 GTTATTAGTT GCACTGGGGA GTAAAAAAGA ATTTTCATGT ATTCTCATTG TTTGAGTTAA 

1561 TTTAATTTTT GTATTCTCTT CTCGTCTCA ~I'-G-T-GG-T-T-T-CT-C-A-GT-G-T-T丁目T GGT日 GGTG

1621 ~ACGTACTCG GGAGGGTAAT GATTTGTACA GAGAAATGAT TGAGAGTGGT GTTATTAAGC 

1681 lTTGGTGAAAAGCAG lGTCTCT GTAGATAACA TTTGTTTTTC AATATATAGTGCGGCACTC丁

目 1TCATGCTGAT TGCATGTATA TTGTCTGCA~IGGTGAAAGCA AATGTGCTCT GGTATATGGT 
18011CAAATGAATG AACCTCCTGG TGCTCGTGCT CGTGTTGGGC TCACTGGGCT GACAGTTGCA 

18611GAACACTTCC GAGATGCTGA AGGGCAAGAT GTGCTCCTTT TCATTGATAA TATTTTTCGC 

1921 CTTAACTAGT AGTATATTTT ACTTTTTCAA 

1981 TTGCTTATAT GTGGTGAAGA GATTTCTGAT TCTCGACCTC TTTCTCTGGG ACTGCTCTAG 
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2071GCCAACTCTG AGGTGTCTGC TTTGCiTGGT CGTATTCCCT CTGCAGTCGG TTACCAGCCA 

21011ACTTTAGCTA CGGATCTTGG AGGGCTTCAA GAGAGGATTA CTACAACCAA GAAGGGGTCA 

2161IATCA(ATCAG TCCAAGCTAT CTATGTGCCT GCTGATGA(T TGACTGATCC ，AGCCCCTGCT 

22211ACCACCTTTG CTCATCTTGA TGCTACAACT GTTTTGTCTC GGCAGIGTTAGTTTCTTATAT 

2281 TGCCAATTAT GTTTCAGAAA AGCACTCCTA CCCTATTTTT ATATACAATA TC((TTTTCT 

Z山 EmATGJIATTTCTGAG(TTGGTATTTA TC仁川町GG川町TAGATTCCACGTC 

24011CCGTAGTCTC TCTCCTCATA TCCTAGGGGA AGAT(ATTAC AACACTGCAC GAGGTGTACA 

24611AAAGGTTCTC CAGAACTACA AGAATCTTCA GGATATTATC GCCATTCTGG GAATGGATGA 

25211ATTGAGTGAA GATGACAAAT TAACTGTTGC TCGTGCCCGT AAAATTCAGA GGTTCTTGAG 

25811TCAGCCTTTC CACGTTGCAG AAGTATTTAC TGGTGCCCCT GGAAAGTATG TAGAGTTGAA 

Z川 AGAGAGCATCCAAAGTTTTCACIGTAACCAA GGAACTACTT TCTTACTGAG 川町T山

2701 CTCATCTAC丁 目 TCCTCATT G附AG~~AT TATTTCTGTA T川町TTTAAACCTTCATT 

2761 CCTCATTTGG ATTTTCATTC TGAGCAGIGGTGTCCTTGACG GTAAATATGA TGACCTATCG 

28211GAGCAATCGT TCTACCTGGT TGGGGGTATA GAAGAAGTGA TTGCTAAGGC TGAGAAGATA 

28811GCAAAGGAGT CAGCTAGTTGATITATTTAGC TGCAATTTCT TCTTTCTGTT TGTTTTGTTT 

2941 TTCCTACATG GATAGATAGC TCATAATAGC AGAGAGACTG AGATGCTCAC ACGGCCTTTT 

3001 ATAGTTCTTA TAAGTTAGTC TACACTAAGA ATTGATTTTC TTCTTTTCTC CTTGTAATTT 

3061 TCTGGCTGAG TTGATTGAAA TGAGTTACAG GATGTCAGAA GGTCATTGCT GTGCTTTTCC 

3121 GTGTTTCTCT TCAATACAAT GGATTAATTT GTGTTTACCT TTCCACCTGC TGAATAAGTG 

3181 CTCTTGAAAC ATC些工主主TCTAATGTACGA AGCATTTGAT CCGTTGACCT GCAGGTCGAC 

3241 CCTGCAGGCA TGCAAGC 

図3-3 トマトatpb遺伝子の塩基配列

トマトG伊b遺伝子の塩基配列を示したo枠で囲んだ領域は

エクソンを示す。二重下線はポIJA付加部位白
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基配列を参考にして決定した (Bollt可 andChua 1985)。 トマト崎地遺伝子は 8個

のイントロンによって分断された 9個のエクソンから構成されていた。エクソン

/イントロンの境界の配列は 5'・側のコンセンサス配列である

， A(AJG)...GTσIA)(Arr)'と3'側のコンセンサス配石IJである 'CAG... (G/A)T'とに完

全に一致した (Breathnachand Chambon 1981)。これらのクローンは、いずれも

プロモーター領域が欠けていた口

また、ゲノム中でのコピー数を調べるためにトマト全DNAを制限酵素Hind皿

で切断し、タバコatpbcDNA (Boutry and Chua 1985) をプロープとして用いサザ

ン解析をおこなった。その結果、園 3-4に示すように、明らかな 4本のポジテイ

プバンドが検出された口得られた陽性クローンの物理地図からすると、これらの

バンドはそれぞれ異なるクローンに由来すると推測されたので、トマトゲノム中

には最低でも 4個の遺伝子ファミリーをもつものと推定された。

3.3.2 生物に普遍的なatpb遺伝子

ミトコンドリアATPaseの戸サプユニット遺伝子は、その重要性からさまざま

な生物種の遺伝子がクローニングされてきた。ここで、イネとトマトの仰b遺伝

子と、他の生物種の司Jb遺伝子を比較した。アミノ酸配列で比較すると図 3-5の

ようになった。相同性は表 3-1にまとめた。植物同士での比較では、トランジッ

トペプチドを除いた領域では非常に相向性が高いことがわかる。さらにヒトや酵

母、アカバンカピとも相向性が高く、 atpb遺伝子が生物の種を越えて普遍的に存

在する遺伝子であることがわかる。また、ミトコンドリアの勾坊と葉緑体のATP

合成酵素の戸サプユニットであるatpbともかなり相向性があることが明らかとなっ

たn

3.3.3 atpb遺伝子の発現について

タバコのatpbcDNAをプロープとして、トマトの各組織から抽出した全RNAに

対してノーザンプロット解析をおこなった。対照としてはトマトの地cS遺伝子

(Sugit'1 et a1. 1987) をプロープとしたノーザンプロット解析をおこなった。その

結果、明治遺伝子はいずれの組織においても発現していた(図 3・6)。完熟・未

熟果実や茎での発現が他の組織よりも多いようにみえるo しかしこれは、電気泳
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Hind 111 digest 

kb 

23.1 c> 

9.4 [> 

6.5 [> 

4.3 [> 

2.3 [> 

2.0 c> 

図 3-4 トマトatpb遺伝子のサザン解析

トマトの全DNAをHind IIIで切断した。

プロープはトマトatpbi宣伝子の一部を使用。
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図 3・5イネ，トマトのG伊bアミノ酸配列と他の生物のa伊bとの比較

イネおよびトマトのatpbの塩基配列から予想されるアミノ酸配列を、

他の生物のatpbのアミノ酸配列と比較した口すなわち、

tabaωo (タバコ Boutryand Chua 1985) 

maize (トウモロコシ Winninget al. 1990) 

ye出 t(酵母T北油eta1. 1985) 

Neuro‘fiJJraιァ'GSsa(アカパンカピ Rassowet aI. 1990 ) 

human (ヒト Ohtaet a1. 1988) 

d民 cp(イネ葉緑体a伊bHiratsuka et al. 1989) 

k1baCCO cp (タバコ葉緑体制"Shinc四 kiet aI. 1986) 

であるロイネatpbと同じアミノ酸残基は[.]で、すべてに共通するアミノ

酸残基は下に水印で表した。相同性をみるためにギャップ[ー]を挿入したo

vは、タバコで決定されたトランジットペプチド切断部位を表す。
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ー

表 3-1ATPaseβサブ‘ユニットのアミノ酸配列相向性(%)

(出典は図 3-5の解説参照)

日ce Tomato Tobacco Maize Y伺 stN.crassa Human悶cecp Tobacco cp 

Rice 100 89 8B 96 

Tomato 88 1伺 87 96 

悶吋
Tobacco 87 85 100 90 

Maize 95 89 89 100 

Yeast 75 76 76 76 100 

N.σ'assa 69 70 72 72 80 100 

Human 78 72 79 79 74 79 100 

日cecp 66 67 66 66 67 66 66 100 

Tobaccocp 69 69 69 69 70 68 70 88 100 

斜体の教宇は、 トランジットペプチド領域を除いた場合の相向性



A 

E Rf Gf R S L L E Rf Gf R S L L 

図 3・6 トマトにおけるα伊b遺伝子の発現

E:黄化芽生え R:根 S:茎 L:葉

Gf:未熟果実 Rf:完熟果実

Aはαtpb遺伝子をプ口ーブに、 Bは対照として

rbcS遺伝子をプローブとした。
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動にのせた町吋Aを同一量lごしたためであり、たとえば葉においてはrbcSj宣伝子の

発現量が圧倒的に多いことから、単純に仰，，;，宣伝子の発現量の比較をすることは

難しい 'J むしろ、図 3・6の結果は、 a1pb遺伝子がいずれの組織においても発現し

ている証拠とした方がよいと考えられるの

3.4考察

ミトコンドリアのATP合成酵素の戸サプユニットの明地遺伝子をクローニング

した(イネcDNA、トマトゲノミック凶A) 0 ATP合成酵素は、あらゆる生物の

生命エネルギーの源となっており、生産性の根幹をなす酵素である。そのATP合

成酵素の活性中心である戸サプユニット遺伝子の塩基配列は生物の種を越えて非

常によく保存されていた。すなわち、植物では単子葉植物、双子葉植物を問わず、

トランジットペプチド領域を含めても 90%前後の相同性があり、ヒトのミトコ

ンドリアの岬b遺伝子とは80%前後、酵母とは75%前後、アカバンカピで70%

前後の相同性があった。また、ミトコンドリアの崎地遺伝子ばかりでなく、光リ

ン酸化をおこなう葉緑体のATP合成酵素の戸サプユニット遺伝子とも相向性が60

""70%あった(葉緑体崎地遺伝子は葉緑体DNAにコードされている)。これらの

結果は、 ATP合成酵素が植物ばかりでなく動物や微生物においても生命活動の維

持、あるいは生命活動の結果としての生産において必要欠くべからざる酵素であ

ることを示唆するものである。

明?b遺伝子の発現は、器官非特異的であり、トマトにおいては果実や、-黄化芽

生え、葉、根、茎のいずれにおいても発現していた。全RNAに対してノーザン

プロットをおこなったので、岬'Jb遺伝子の絶対的発現量について詳細はわからな

い。トマトの場合、ゲノム中に少なくとも 4個のクロ}ンが存在すると考えられ

るが(図 3~4) 、それぞれのクローンが、どの器官で、いつ発現するかといった

発現パターンの違いはわからないヮタバコ崎地遺伝子も 2クローンの遺伝子がク

ローニングされているが、詳細については検討されていない (Bou町 andChua 

1985)。

ミトコンドリアタンパク質はミトコンドリアDNAにコードされているものと、

核DNAにコードされているものに分かれる。 alpbをはじめとする核コードのタン
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パク質はトランジットペプチドの付加した形で合成され、ミトコンドリアに移送

されたのちに切り落とされて成熟タンパク質となる口このトランジットペプチド

を利用してミトコンドリアへ外来遺伝子のタンパク質を導入する試みもおこなわ

れている (Bou町 etal. 1987、Chaumontet al. 1994)。トランジットペプチドは、

その配列自体に相向性があるわけではない(図 3・5)。このトランジットペプチ

ド領域においては酸性アミノ酸が少なく、セリン (s)と塩基性アミノ酸である

アJレギニン (R)が多くなっている(図 3-5)。また、これらの塩基性アミノ酸

と反対側に疎水性アミノ酸が配置される典型的な両親謀性の α・ヘリックス構造

をとると推測される O

タバコにおいては、 トランジットペプチドは54残基のチロシンまでであると

決定された (Chaumontet al. 1994)。他の植物では正確にトランジットペプチド

と成熟タンパクとの境界が決定されてはいないが、イネ、トマト、トウモロコシ

ではタバコの境界領域のアミノ酸配列とほぼ同じ配列を有することから、タバコ

と同様54残基のチロシンで切断される可能性が高いと考えられるo
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3.5 要約

イネのミトコンドリアATP合成酵素の戸サプユニット遺伝子 (a伊b) のcDNA、

およびトマトのatpb遺伝子をクローニングした。トマトのatpb遺伝子は、 8個の

イントロンによって分断された構造をもっていたり岬1b遺伝子の塩基配列から予

想されるアミノ酸配列をタバコ、トウモロコシ、ヒト、酵母、アカバンカピと比

較したところ、いずれも高い相向性を示したりまた、イネとタバコの葉緑体崎地

と比較しでも 60~70%の相同性があったりこれらのことからa伊b遺伝子は生物の

種を越えてかなり高く保存されていることがわかった。

サザン解析の結果から、明'Jb遺伝子はマルチジ}ンファミリーを形成している

ことが明らかとなった。トマトでの岬'Jb遺伝子の発現を調べたところ、責化芽生

え、果実、葉、茎、根のいずれの組織においても発現しており、岬b遺伝子が組

織非特異的に発現する遺伝子であることが判明した。
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第 4章結語と今後の展望

植物の光合成反応は、空気中の二酸化炭素と光エネルギ}によっておこなわれ

ている。植物に固定された炭素はやがて植物のエネルギー源となり、成長するに

したがって増えてゆく新しい細胞を構築するための材料となる O この光合成反応

の効率が上がるということは、大気中の二酸化炭素から炭水化物を合成する効率

が上がるということであり、バイオマス資源の増加につながるものである。また

近年、大気中の二酸化炭素濃度の上昇は地球温暖化の一因といわれ、世界各国で

二酸化炭素排出量の削減へ向けての努力がおこなわれているところである。

光合成効率を上げ、炭酸固定能を増強して炭酸同化産物の生産性をあげるため

の一手法として、光合成をはじめとした遺伝子の改良があげられるo本論文では、

光合成反応の場である葉緑体中に存在する大部分のクロロフィルを結合している

タンパク質の遺伝子を利用することによって生産性の向上が図れないか基礎的検

討をおこなった(第 l章) 0 すなわち、この集光性クロロフィルa/b結合タンパ

ク質II (UIC rr) のタイプ I遺伝子 (Lhcb2) が他の光合成遺伝子と同様に光に

よって発現の誘導がかかり、またその発現する組織も葉緑体をもっ細胞に限定さ

れていることを明らかにした口また従来から植物の遺伝子組換えで使用されてい

るカリフラワーモザイクウイルス (0也瓜r)の3SSプロモーターよりも、イネに

おいては数倍~10倍高いプロモーター活性をもつことを明らかにしたりこれら

の結果から、イネLhcb2遺伝子のプロモーターは分子育種に有効なプロモーター

であり、導入遺伝子をソース器官で特異的にかつ強力に発現させるときには有力

なプロモーターとなるであろう。さらに今後は分子レベルでの育種のために、さ

まざまな場面で使用できるプロモーターの「品揃えjが必要となる o

次に第2章では、葉緑体において固定された炭酸同化産物の分配に関与する遺

伝子であるショ糖リン酸合成酵素 (SPS) の遺伝子をクローニングし、構造を明

らかにした。また、第 l章で得たイネのLhcb2遺伝子のプロモーターをSPS遺伝

子に組み込み、その発現量を増加させる試みをおこなった。 SPS活性のきわめて

高い形質転換個体が得られたが、これは導入した遺伝子によって過剰量のSPSタ

ンパク質が生産されたことによるものであることを明らかにしたo これにともなっ
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てSPS活性は非形質転換体イネの 5倍以上に増加したり増大したSPS活'性によっ

て葉中のシヨ糖濃度の上昇が起こると予想したが、逆に非形質転換体イネよりも

低濃度であった凸デンプン濃度はまったく上昇していないことから、生成された

シヨ精は転流によってすみやかにシンク器官へと流れたと推測される山今後、高

SPS活'性である形質転換体の炭酸固定能力が、どのようの変化し、光合成効率が

どのように変わっているのか、シンク器官への影響はどのようであるのか、検討

していかなければいけない口

植物の炭酸固定能力を増強し生産性を向上させるには、本論文で取り上げたソー

ス器官に関連した遺伝子を改良するほかに、炭酸同化産物を受容するシンク器官

の改変も重要となる。すなわち、炭酸同化産物を供給する側だけでなく、消費す

る側からの要求が強ければそれだけソース器官の能力も引き上げられると考えら

れるからである。とくにシンク器官の大きな植物、例えばジャガイモなどの大き

な塊茎をつける作物や、二次肥大成長自体が大きなシンクである林木など、にお

いてはシンク能力をさらに増強することによって炭酸固定能力をさらに増強でき

る可能性が高いと予想される。

第3章ではミトコンドリアのATP合成酵素の戸サプユニット遺伝子(明泊)に

ついて論述した。明ヲb遺伝子は生物の種を越えて非常よく保存されている遺伝子

であることが明らかとなった。酸化的リン酸化をおこない、エネルギーを供給す

るミトコンドリアにあるため、 Lhcb2遺伝子やSPS遺伝子と異なり、遺伝子発現

には器官特異性はなく、いずれの器官においても発現していた。ミトコンドリア

を改良するためには、改良すべきタンパク質をミトコンドリアへ移送しなければ

ならない。そのためには、 atpb遺伝子がもつようなトランジットペプチドが必要

となる。今後のミトコンドリア改良に有益な遺伝子であると思われる。

以上、本論文では植物の生産'性に関与する遺伝子について論述してきた。とく

に、植物のソース・シンク機能を向上させることは、二酸化炭素固定能を向上さ

せ、バイオマス資源の増加とともに、大気中に増加した二酸化炭素の低減に役立

つものとなるであろう。本研究が地球環境改善、バイオマス資源増加への一助と

なれば幸いであるゥ
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出願特許一覧

題名:光合成関連遺伝子およびそのプロモーター

出願番号:特願平 02・075774

題名:電気穿孔法の緩衝液およびそれを利用する遺伝子導入法

出願番号:特願平 01・215050

題名:イネショ糖リン酸合成酵素遺伝子

出願番号:特願平 05-092520 

題名:ショ糖合成能力を増強したイネおよびその作製法

出願番号:特願平 08・060644

題名:イネミトコンドリアATPasesサプユニットのcDNA

出願番号:特願平 03・303251

題名:細胞質雄性不稔イネの検出方法

出願番号:特願平 01・278620

題名:細胞質雄性不稔イネの検出方法

出願番号:特願平 02-4496 
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