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要旨

　サイトカイニンは植物細胞の分化・増殖を介して、植物個体レベルにおける様々な現

象を制御する植物ホルモンである。モデル植物シロイヌナズナにおいてサイトカイニン

シグナル伝達の初期過程は、サイトカイニン受容体ヒスチジンキナーゼからARR　1を

含むタイプBレスポンスレギュレターへのHis・Aspリン酸リレーとよばれるリン酸基

の受け渡しを介して行われている。ARR　1は転写因子であり、サイトカイニンシグナル

による初発応答遺伝子の転写を正に制御している。植物はこのようなシグナル伝達経路

を介してサイトカイニンに応答し、様々な遺伝子の発現パターンを変化させると考えら

れている。しかし、ARR　1を含むタイプBレスポンスレギュレターのダイレクトター

ゲット遺伝子群の全体像が明らかでないため、植物個体レベルにおけるサイトカイニン

応答現象へとつながるシグナル伝達経路の全容は未だ把握されていない。そこで、

ARR　1によって直接転写活性化されるサイトカイニン初発応答遺伝子群を同定するた

め、グルココルチコイドの付加によりARR　1の転写活性化能を誘導できる

353溜四必00匠一6究形質転換シロイヌナズナを用いてARR　1のダイレクトターゲヅ

ト遺伝子を探索した。まず初めに、これまでに報告のあるサイトカイニン応答遺伝子群

を調べた結果、サイトカイニン初発応答遺伝子のほとんどをARR1が転写活性化でき

ることがわった。また、躍究1遺伝子欠損型変異体であるazr1－1を用いた遺伝子発現

解析により、それらダイレクトターゲヅト遺伝子のサイトカイニン初発応答における

ARR　1の寄与については、その程度がそれぞれの遺伝子によって異なることがわかった。

このことは、ARR　1以外のタイプBレスポンスレギュレターもこれらの遺伝子を転写

活性化できることを示唆している。次に、High　Coverage　Expression　Pro五ling

（HiCEP）解析により35＆4摺1』oo匠一（詔形質転換植物におけるARR　1転写活性化

能誘導時と非誘導時の遺伝子発現を比較することで、さらなるARR　1ダイレクトター

ゲット遺伝子を同定した。このようにして同定された23のARR　1ダイレクトターゲッ

ト遺伝子には、タイプAレスポンスレギュレター、サイトカイニン代謝酵素、転写因

子、病害抵抗応答タンパク質など様々な機能をもつタンパク質をコードするものが含ま

れていた。これらの結果は、His－Aspリン酸リレーが多様な機能をもつARR　1ダイレ

クトターゲット遺伝子群の転写活性化を通して植物個体レベルにおける様々なサイト

カイニン応答現象の制御に関わっていることを示している。また、ARR　1とそのパラロ

グであるタイプBレスポンスレギュレーターがサイトカイニン初発応答における遺伝

子転写活性化のほとんどを行っていることが示唆された。
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第一章序論

　植物ホルモンであるサイトカイニンは1955年にMillerらによって、別種の植物ホル

モンであるオーキシンと共に加えるとタバコの培養細胞の増殖を促進する物質として

初めて発見された（Miller　et　al．，1955）。ここで利用されたサイトカイニンは、「kinetin」

と名付けられた人工のアデニン誘導体であった。その後トウモロコシの内胚乳からサイ

トカイニン活性をもつ物質「zeatin」が同定された（Mmer，1961）。今日では、サイトカ

イニンとして高等植物に天然に存在する舶η8zeatinやN6－（2・isopentenyl）adenine

（2iP）と人工的に作られたkinetin、6－benzylamino　purin（BA）、　thidiazuronなどが知

られており、アラビドプシスの組織内には舶η8zeatinがもっとも多く存在している

（序論図1）。

　サイトカイニンのホルモンとしての働きで最も知られている事象は、オーキシンと協

調して細胞分裂および細胞分化を制御していることである。一般的に植物の組織培養で

は、オーキシンに対してサイトカイニンの割合を高くすると芽を生じ、オーキシンに対

してサイトカイニンの割合を低くすると根を生じる。一方、植物個体においてサイトカ

イニンは、頂芽優性の制御、側芽の形成、葉の展開、老化の遅延、道管細胞の形成、ク

ロロプラストの増殖など植物体の発達において重要な役割を果たしている（Fosket，

1994；Mok，1994；Reski，1994；Buchaman　et　a1．，2000；Oka　et　al．，2002）。近年、モデ

ル植物シロイヌナズナ（曲」うゴ届2ρ5∫θ訪a左ヨ刀∂）を用いて、サイトカイニン受容から細胞

内シグナル伝達に至る経路に関する研究が飛躍的に進展している。シロイヌナズナの細

胞内でのサイトカイニンシグナル伝達は、原核生物で保存されているHisrAspリン酸

リレー系で行われている。原核生物のHis－Aspリン酸リレー系は一般的にはセンサー

ヒスチジンキナーゼとレスポンスレギュレターから構成されており、そのシグナルの伝

達は保存されたHis残基からAsp残基へのリン酸基の転移により行われている。これ

は、一段階のリン酸基転移によるシグナル伝達であるが、多段階のリン酸転移を必要と

する場合もある（序論図2）。それは、ハイブリッド型センサーヒスチジンキナーゼと

HPt（His・containing　phosphotransfer）を含むものである。ハイブリッド型センサー

ヒスチジンキナーゼはトランスミッタードメイン以外にレシーバードメインの構造を

もち、HPtはトランスミヅタードメインのみの構造をもつ。シロイヌナズナのサイトカ

イニンシグナルは、後者の多段階のリン酸転移を伴うHisrAspリン酸リレー系で伝達

されている（Aoyama　and　Oka，2003；Heyl　and　Schmulling，2003；Kakimoto，2003；

Ferreira　and　Kiebe鴨2005；Mizuno，2005）。

1．センサーヒスチジンキナーゼ（サイトカイニン受容体）
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　シロイヌナズナのサイトカイニンシグナル研究が飛躍的に進行したのは、1996年の

シロイヌナズナにおけるサイトカイニン受容体候補㎜1（φo痘η加血碓ρθη飽鉱ヱ）

遺伝子の発見以降である。CKI　1はアクチベーションタギング法によりサイトカイニン

非存在下においてカルスの緑化が起こる変異体より同定された（1（akimoto，1996）。㎜

遺伝子を過剰発現させた場合サイトカイニン非依存的に典型的なサイトカイニン応答

を行うことが示され、サイトカイニン受容体としての機能が示唆された（1（akimoto，

1996；Hwang　and　Sheen，2001）。㎜1遺伝子にコードされているタンパク質の構造は、

原核生物に保存されているHis・Aspリン酸リレー制御系の構成因子であるセンサーヒ

スチジンキナーゼと類似していることから、サイトカイニンシグナルとHis－Aspリン

酸リレー制御系との関連性が指摘され（Kakimoto，1996）、後の研究の方向付けに大きく

貢献した。しかし、大腸菌を用いた研究においてCI（11はサイトカイニンに依存せず恒

常的にHis・Aspリン酸リレー系を活性化することが示されており（Yamada　et　al．，2001）、

CI（11は現在においてもサイトカイニン受容体として認知されていない。シロイヌナズ

ナにおいてCI（11は、そのトランスポゾン挿入変異体の解析と発現部位の解析から、雌

性配偶子形成に機能していることが示されている（Hejatko　et　a1，，2003）。

　2000年にシロイヌナズナにおいて異常な根を形成する凧0ム（ヱzρo詫η血9）変異体に

関する研究が報告された（Mahonen　et　al．，2000）。この凧0ム変異の原因遺伝子は

His・Aspリン酸リレー制御機構のセンサーヒスチジンキナーゼをコードしていること

が明らかとされていたが、当時サイトカイニンとの関連は示唆されていなかった

（Mahonen　et　aL，2000）。その1年後である2001年に鍵となる3つの報告がなされた。

1つの論文では、シロイヌナズナの組織培養系を用いてサイトカイニンに対する感受性

が低下した変異体の原因遺伝子α認1（ρyπ～照込π7V翼βPOA棚1）を（Inoue　et　al．，

2001）、他の2つではシロイヌナズナESTライブラリーの加5脇ooスクリーニングで

得られた覗K4（互淵加のρ謡5盈商怠虚刀θ々抽θθ』遺伝子を報告している（Suzuki　et　al．，

2001；Ueguchi　et　a1．，2001a）。（α認1遺伝子および㎜4遺伝子は凧0ム遺伝子と全

く同一の遺伝子であり、以降．4珊4媚四1侃兀遺伝子と表記）。シロイヌナズナの

ん昭4繊四1〃りZ遺伝子へのIPDNA挿入による機能欠損変異体の研究において、サ

イトカイニン感受性が低下することが確認された（Ueguchi　et　al．，2001b）。また、酵母

や大腸菌のセンサーヒスチジンキナーゼ欠損変異体への認7酬㎜1㎜L遺伝子の

導入によりサイトカイニン依存的に酵母細胞内のシグナル伝達を制御することが出来

ることが示された（lnoue　et　al．，2001；Suzuki　et　al．，2001）。さらにシロイヌナズナのプ

ロトプラストを用いた㎜4㎜四1／凧o乙遺伝子の一過的発現実験において、サイトカ

イニン特異的にサイトカイニン初発応答遺伝子の発現が上昇することが確認された

（Hwang　and　Sheen，2001）。これらの研究は、　AHI（4／CREl／WOLがサイトカイニン受

容体であることを裏付けている。

サイトカイニン受容体はシロイヌナズナにAHK2、　AHK3、　AHI（4／CRE　l／WOLの計
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3つが存在する（Ueguchi　et　al．，2001a）。そのタンパク質構造は3つの受容体で共通し

ており、膜貫通領域を両端に持つ細胞外ドメイン、トランスミッタードメイン、レシー

バードメインから構成されている（Inoue　et　a1．，2001；Ueguchi　et　al．，2001a、序論一図

3）。サイトカイニンが結合する細胞外ドメインは250アミノ酸程度で構成されており、

CHASE（cyclase／histidine・kinase－associated　sensory　extracellular）ドメインと名付

けられた一群のドメイン構造と類似性をもっている（Anantharaman　and　Aravind，

2001；Mougel　and　Zhulin，2001）。このドメインのアミノ酸配列を原核生物や真核生物

のセンサーヒスチジンキナーゼのものと比較したところ1次構造における共通性は非

常に低いが、2次構造においては高い類似性が確認された。このことから植物と他の生

物のC且ASEドメインによる低分子の認識に共通性があることが示唆された
（Anantharaman　and　Aravind，2001；Mougel　and　Zhulin，2001）。また、3次構造予測

により、このCHASEドメインが構成するポケットにサイトカイニンが結合することが

予測されている（Pas　et　al．，2004）。このことは、膨01変異体の表現型がCHASEドメイ

ンに存在する273番目のThr残基のIle残基への置換によってサイトカイニン結合に影

響を及ぼした結果であることを構造面から支持している（Pas　et　al．，2004）。実際にサイ

トカイニン受容体とサイトカイニンの結合特異性も示されている。鼎α認1〃日0乙

遺伝子を発現させた分裂酵母の膜画分を用いた場合、サイトカイニンとしての高い生理

作用を持つisopentenyladenine、加3η5　zeatin、　benzyladenine（BA）、　thidiazuron

と高い結合活性を示したが、サイトカイニンとしての生理作用が低い
isopenteniyladenosineでは結合活性が確認されなかった（Yamada　et　al．，2001）。また、

大腸菌に発現させたAHK4／CRE　l／WOLとAHK3において、リン酸リレー活性のサイ

トカイニン特異性があることも示されている（Romanov　et　al．，2006）。

　シロイヌナズナにおけるサイトカイニン受容体のTDNA挿入多重変異体を用いた機

能解析や発現解析により、AHK2、　AHK3、　AHK4／CRE　1／WOLがサイトカイニン正の

制御因子であり、それらの機能が重複していることが示された（Higuchi　et　al．，2004；

Nishimura　et　al．，2004）。驚くべきことに、三重変異体ではサイトカイニン感受性はな

くなっているものの、成長点の分裂活性の低下による芽や根の形成に欠陥を生じるのみ

であり致死ではなかった（Higuchi　et　al．，2004；Nishimura　et　al．，2004）。サイトカイニ

ンによる根の伸長阻害は、．4珊4燃四1／〃OZの単一変異体で強く抑制されるが、且磁2

や．4珊3の単一変異体もしくは㎜2と㎜3の二重変異体では影響がない（Higuchi

et　al．，2004；Nishimura　et　al．，2004）。それとは逆に、．4砒2と温3の二重変異体で

は葉の縮小化や花茎の綾化を伴い野生型よりも小さな植物体を生じるが、。4皿2と

．4珊4燃四1覇0ムもしくは．4研3と撒㎜四1／陥OZの二重変異体では野生型と

同様な形態を示した（Nishimura　et　al．，2004）。以上の表現型の違いはこれらの遺伝子の

発現パターンに起因しており、㎜2や㎜が芽で、撒㎜四1㎜Zは根で主
な機能を示していると考えられる。しかし、三重変異体はどの組合せの二重変異体より
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も根やシュートでより強い表現型を示す。このことは3つの受容体がそれぞれ主に働く

部位はあるが、お互いに重複した機能を芽と根の両方で持っていることを示している。

（Higuchi　et　al．，2004；Nishimura　et　al．，2004）

2．HPt（AHP）

　シロイヌナズナのHPtであるAHP（△rabidopsis　histidine－contaning

phosphotrans艶r　protein）は加班窃ooでのESTライブラリーの探索により発見され、

苗P1から！蝦n5までの5つの遺伝子が存在する（Miyata　et　al．，1998；Suzuki　et　al．，

1998；Suzuki　et　aL，2000）。これら認ア遺伝子がコードするタンパク質は共通してHis

残基を含む150アミノ酸からなるドメインを有する（序論・図3）。．4丑P遺伝子がHis浩sp

リン酸リレー系におけるリン酸伝達能を有することがシロイヌナズナ以外の生物を用

いた相補実験や、加ガ伽o実験により示されている。酵母の浸透圧シグナル伝達は

His－Aspリン酸リレー系で構成されており、　His受容体キナーゼであるSln　1、　HPtタ

ンパク質である『距d1、レスポンスレギュレターであるSsk1の順番でリン酸基の受け

渡しが行われている。そのリン酸リレーに必須の珍み遺伝子の欠損変異体に朋P1

遺伝子を発現させることによって鞠d1欠損による表現型を復帰することがことが示さ

れている（Suzuki　et　al．，1998）。また、加㎡伽oにおいてAHPタンパク質は大腸菌の膜

画分のHisキナーゼからリン酸基を受け取り、シロイヌナズナのタイプAおよびタイ

プBのレスポンスレギュレター（後述する）にリン酸基を転移させることが示され、その

リン酸基転移の様相はAHPとARRの組み合わせにより様々である（Imamura　et　al．，

1999；Imamura　et　al．，2001；Imamura　et　al．，2003；Tanaka　et　a1．，2004）。大腸菌にお

ける．41皿4㎜四1／凧0ゐ遺伝子の導入実験により、AHK4／CRE　l／WOLから直接大腸菌

のHis－Aspリン酸リレー系にシグナル伝達できるが、．4珊2遺伝子を導入することに

よりそのシグナル伝達を競合阻害できることが示されている（Suzuki　et　al．，2002）。こ

のようなリン酸転移に関する事象のみでなく、酵母two－hybrid解析によってAHPと

シロイヌナズナのセンサーキナーゼや、レスポンスレギュレターとの特異的相互作用が

明らかとなっている（Imamura　et　al．，1999；Urao　et　al．，2000；Lohrmann　e七al．，2001；

Dor七ay　et　al．，2006）。

　AHPのサイトカイニン応答への関わりは様々な点で観察されている。AHPタンパク

質は主に細胞質に局在することが示されている（Imamura　et　a1．，2001；Tantikanjana

et　al．，2004）。しかし、シロイヌナズナの培養細胞やプロトプラストにおいて、サイト

カイニン処理依存的に核に局在することも示されている（Hwang　and　Sheen，2001；

Yamada　et　al．，2004）。シロイヌナズナの．4丑P2遺伝子の過剰発現体は、サイトカイニ

ンによる根や胚軸の伸長抑制実験において若干敏感になる傾向がみられた（Suzuki　et
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al．，2002）。しかし、プロトプラストを用いた超P1、　A圧皿．4丑P5遺伝子の過剰発現

において、サイトカイニン初発応答遺伝子の発現はみられない（Hwang　and　Sheen，

2001）。最近、．4丑P遺伝子へのTDNA挿入による単一変異から五重変異まで様々な組

合せで変異体解析が行われた（Hutchison　et　al．，2006）。その研究では、すべての朋P

遺伝子の単一変異体でサイトカイニン応答に影響はみられないが、朋P1、．4肥臥

㎜9の変異体であるヨ加1謁3においては、野生型に比べてサイトカイニンによる根

の伸長抑制、側根形成の抑制、幼苗におけるクロロフィルの量の減少などが低下してい

ることが観察された（Hutchison　et　al．，2006）。また、。4丑P1、！1丑P臥．41脚、搬

．4肥5の変異体であるa加1謁易45においては、サイトカイニンによる胚軸の伸長抑

制がヨ加1，23よりさらに低下していた（Hutchison　et　al．，2006）。これらのことから、5

つの．4丑P遺伝子がそれぞれ重複してサイトカイニン応答の正の制御因子として働いて

いることが示された（Hutchison　et　al．，2006）。しかし、一部のサイトカイニン応答に関

してAHP4が負の制御因子として働くことも同時に示されている（Hutchison　et　al．，

2006）。

3．レスポンスレギュレター（ARR）

　シロイヌナズナのレスポンスレギュレター（ARR（arabidopsisヱesponse監egulator））

の発見は、ほぼ同時期に3つのグループから報告されている。1つは、シロイヌナズナ

のサイトカイニン処理によって黄化した幼苗で誘導される遺伝子として朋囲4と

．4朋5が同定された報告である（Brandstatter　and　Kieber，1998）。あと2つは、原核生

物のレスポンスレギュレターを鋳型にした加8茄ooでのESTデータベースのスクリー

ニングにより．4詔1と調児2が同定された報告（Sakai　et　aL，1998）および！1詔3、．4朋4、

．4朋5、．4朋6、．4詔7が同定された報告（lmamura　et　al．，1998）である。実際にシロイ

ヌナズナには、22個の！1認遺伝子が存在することが分かっている（Hu七chison　and

I（iebeL　2002）。それらは、コードするタンパク質のアミノ酸配列やドメイン構造の類似

性により、タイプAとタイプBの2つのサブタイプに分類される（lmamura　et　al．，1999）。

10個のARRはタイプAに分類され（ARR3、　ARR4、　ARR5、　ARR6、　ARR7、　ARR8、

ARR9、　ARR　15、　ARR　16、　ARR　17）、それらはHis－Aspリン酸リレー系におけるリン

酸基の受容に関わるレシーバードメインのみで構成されている（序論図3）。また、11

個のARRはタイプBに分類され（ARR　1、　ARR2、　ARR　10、　ARR　11、　ARR　12、　ARR　13、

ARR14、　ARR　18、　ARR　19、　ARR20、　ARR21）、それらはレシーバードメイン、　DNA

結合に関わるGARPドメイン、カルボキシル末端の付加的な配列で構成されている（序

論図3）。
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3・1．タイプAARR

　タイプAのARR遺伝子は、そのmRNA量がサイトカイニン付加によって短時間で

上昇する（Brandstatter　and　K〔ebeL　1998；Taniguchi　et　al．，1998；D’Agostino　et　al．，

2000）。それらは、サイトカイニンとともにタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシ

ミドを付加した実験により、サイトカイニン初発応答遺伝子であることも示されている

（Brandstatter　and　I（ieb鋤1998；D’Agostino　et　al．，2000）。タイプAARRが機能構造

として有するレシーバードメインは、His－Aspリン酸リレー系においてAHPからのリ

ン酸基を受け取ることが示されている（lmamura　et　aL，1999）。

　シロイヌナズナのプロトプラストにおけるタイプA超囎遺伝子の一過的過剰発現に

より、サイトカイニン付加による！招究6遺伝子のプロモーター融合LUCレポーター遺

伝子の発現が抑制された（Hwang　and　Sheen，2001）。また、．4摺15遺伝子を過剰発現

するシロイヌナズナでは、サイトカイニン感受が低下する（Kiba　et　al．，2003）。また、

タイプA．4詔遺伝子のTDNA挿入変異体を多数同定し、それらの組合わせにより二

重から六重（．4κ究3、且B器4、．4朋5、！蝦四6、躍児8、．4認9）までの変異体のサイト

カイニン感受性について報告された（To　et　al．，2004）。野生型植物体と比べて、単一変異

はサイトカイニン応答に顕著な変化が見られないものの、多重変異体、特に六重変異体

においては根の伸長阻害、側根誘導、葉の黄化実験においてサイトカイニンに過敏にな

っていた②oet　al．，2004）。これらのことは、タイプAのARRは、サイトカイニンの負

の制御因子であり、機能的に重複していることを示している。

3－2．タイプBARR

　タイプAとは異なり、タイプBの．4溜遺伝子はサイトカイニンによって転写が誘導

されない（lmamura　et　al．，1999；1（iba　et　al．，1999）。タイプBARRは、その構造から転

写因子として機能していることが考えられ、核局在することが示された（Sakai　et　a1．，

2000；Hwang　and　Sheen，2001；Imamura　et　al．，2001）。また、　ARR1のDNA結合に

関わるGARPドメインは（Riechmann　et　a1．，2000）、加71加oにおいて特異的に

（G／A）GAT（TIC）に結合し（Sakai　et　al．，2000）、　ARR　1やARR2のカルボキシル末端の配

列は転写活性化能をもつ（Sakai　et　al．，2000）。タバコの葉に．4詔1遺伝子または躍児2

遺伝子を一過的に発現した場合のその転写活性化能と比較して、レシrバードメインを

欠損させた．4詔1遺伝子（．4摺必刀盟）または同様な．4詔2遺伝子（且B㎜刀囎

を導入した場合、高い転写活性化能を示した（Sakai　et　al．，2000）。また、シロイヌナズ

ナのプロトプラストを用いた一過的発現系において、ARR2のレシーバードメインのリ
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ン酸基受容に必須なAsp残基をAsn残基に置換した場合、サイトカイニン付加に依存

した朋四6遺伝子のプロモータ活性を誘導できない（Hwang　and　Sheen，2001）。これら

のことは、レシーバードメインがARR　1やARR2の転写活性化能を負に制御している

ことを示唆している（Sakai　et　al．，2000；Hwang　and　Sheen，2001）。さらに、

ARR1△DDI（にグルココルチコイド受容体のホルモン結合ドメインを融合した

躍究必刀、OK∵（況遺伝子をもつ形質転換シロイヌナズナが作製されている。この形質転

換体では、グルココルチコイド付加により人為的にARR1△DDKの転写活性化能が誘

導された。即ち、タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミドの存在下においても．4摺6

遺伝子の発現を上昇させることができた。また、超四1遺伝子のTDNA挿入機能欠損

型変異体（31γ1－1）では、サイトカイニン付加による．4詔6遺伝子の発現誘導が野生型

植物よりも低下している。これらのことは、ARR　1がサイトカイニンシグナル伝達にお

いて初発応答遺伝子発現を直接制御していることを示している（Sakai　et　al．，2001）。

　シロイヌナズナにおけるARR　1やARR2の過剰発現体は野生型植物体に比べて、根

の伸長阻害やカルスの緑化や芽の誘導などのサイトカイニン感受性が上昇していた

（Hwang　and　Sheen，2001；Sakai　et　al．，2001）。これとは反対に3zr1－1変異体では、サ

イトカイニンへの感受性が高くなっていた（Sakai　et　al．，2001）。このことは、タイプB

ARRが植物体におけるサイトカイニンシグナルを正に制御していることを示している。

4．His・Aspリン酸リレー系によるサイトカイニン応答と様々なシグナルとのクロスト

ーク

　このように、アラビドプシスのサイトカイニン受容から初発応答遺伝子の発現にいた

る経路はサイトカイニン受容体からタイプBARRへのHis－Aspリン酸リレーで行われ

ている（序論図4）。サイトカイニン応答を理解するために押さえておく必要があるも

のとして、初発応答遺伝子としてタイプBARRによって直接転写活性化を受けるタイ

プA．4詔遺伝子が注目される。タイプA朋甥遺伝子の変異体解析によりタイプAARR

が負の制御因子であること（To　et　al．，2004）と、　AHPからのリン酸受容能があること

（lmamura　et　aL，1999）が示されている。これらのことから、サイトカイニンシグナル

によりタイプAARRが蓄積することによってAHPからタイプBARRへのリン酸転移

を競合阻害し、結果として負のフィードバックループを形成していることが示唆されて

いる。また、タイプAであるARR4は、赤色光シグナル受容体であるP㎜遺伝子

（p毎600伽o盟θβ）と結合し、赤色光によるPHYBの活性化状態を安定化させる

（Sweere　et　al．，2001）。このため、　ARR4過剰発現体では赤色光に過敏感になり、この

ことはサイトカイニンシグナルと赤色光シグナルのクロストークを示唆している。
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5．サイトカイニン応答と遺伝子発現

　植物体は、サイトカイニンに応答するため、様々な遺伝子の発現パターンを変化させ

ていることはサイトカイニン受容体の発見よりも前から認知されていた（Crowell　and

Amashino，1994；Schmulling　et　al．，1997）。近年、サイトカイニンに応答した遺伝子発

現パターンの変化を厳密に調べるため、ゲノムワイドな発現解析が盛んに行われている。

シロイヌナズナの根の外殖片をカルス誘導培地から芽誘導培地に移植した場合や（Che

et　al．，2002）、シロイヌナズナの野生型や形質転換体にサイトカイニンを付加した場合

の遺伝子発現パターンの変化を調べた研究が報告されている（Rasho七te　et　a1．，2003；

Kiba　e七al．，2004；Brenner　et　a1．，2005；］Kiba　et　al．，2005；Rasho七七e　et　al．，2006）。これ

らにはサイトカイニン合成遺伝子である彰遺伝子（f5ρρθ茄θ471加η8炬畑8θ）の発現

を人為的に誘導して植物体内のサイトカイニン量を増加させたときの遺伝子発現パタ

ーン変化を調べた研究（Hoth　et　al．，2003）、サイトカイニン分解酵素（cytokinin

oxidase）遺伝子である㎜のll亘常発現により内在のサイトカイニン量を減少させた形

質転換体を用いてサイトカイニン付加時の遺伝子発現パターンを調べた研究（Brenner

et　aL，2005）、　HisrAspリン酸リレーの因子である超児21遺伝子や．4朋22遺伝子の過

剰発現体を用いてサイトカイニン付加による遺伝子発現パターンの変化を調べた研究

（1（iba　et　al．，2004；Kiba　et　a1．，2005）などが含まれる。

　サイトカイニン応答時のゲノムワイドな遺伝子発現解析によって、様々な方法による

サイトカイニンシグナルの活性化に伴い、多くの遺伝子の転写発現量が増加および減少

することが明らかとなっている。中でもサイトカイニン付加による遺伝子の転写産物量

の増減は非常に迅速である。例えば、シロイヌナズナの約24，000遺伝子の発現解析が

可能であるマイクロアレイを用いた研究において、WT植物体へのサイトカイニン負荷

後15分聞の処理によって転写産物量が71遺伝子で上昇し、11遺伝子で減少すること

が報告されている（Brellner　et　al．，2005）。サイトカイニン付加に伴う遺伝子の転写産物

量の上昇は一貫してタイプA、4朋遺伝子およびいくつかのAP2－1ike　protein遺伝子で

みられる（Rashotte　et　al．，2003；］Kiba　et　al．，2004；Brenner　et　a1．，2005；］Kiba　et　a1．，

2005；Rashotte　et　aL，2006）。　AP－2　domain　protein遺伝子は転写因子をコードしてお

り、最近の研究によってサイトカイニン応答シグナル経路においてタイプBARRと並

列な関係でサイトカイニン初発応答に関わっていることが示されている（Rashotte　et

al．，2006）。これら以外にCytokinin　oxidase遺伝子、　Cytokinin　hydroxylase遺伝子な

ど、サイトカイニン代謝系遺伝子も複数の実験系でサイトカイニン処理後1時間以内に

転写産物量の増加が確認されており、初発応答遺伝子である可能性が高い（Rashotte　et

al．，2003；1（iba　et　aL，2005）o

一方、植物個体は様々なサイトカイニン応答現象を制御しているが、そのような現象
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の制御に密接に関係している遺伝子の転写産物量の増減に関しても多数の報告がある。

例えば、細胞周期の制御に関わる伽の劣1遺伝子の転写産物量の増加はWT植物体へ

のサイトカイニン付加後24時間で観察される（Riou－Khamlichi　et　al。，1999）。また、別

の細胞周期の制御因子であるCDKA；1について、　OZ2K4／1遺伝子のプロモーターGUS

融合遺伝子を導入した形質転換体へのサイトカイニン付加後72時間処理によって、そ

の根に強いGUS活性がみられる（Hemerly　et　al．，1993）。このことから、00K4／1遺伝

子の転写産物量がサイトカイニン付加に依存して増加することが示唆される。サイトカ

イニン合成に関わる珈遺伝子の過剰発現によって、シュート形成に関わるホメオボッ

クス遺伝子であるκM471遺伝子や3卿遺伝子の転写産物量の増加がみられる（Rupp

et　al．，1999）。しかし、このようなサイトカイニン応答現象の制御に関連した遺伝子の

転写産物量の増減は、サイトカイニン付加後の早期のゲノムワイドな遺伝子発現解析に

おいては確認されていない（Rashotte　et　al．，2003；］Kiba　et　al．，2004；Brenner　et　al．，

2005；1（iba　et　al．，2005；Rashotte　et　a1．，2006）。このことは、サイトカイニン初発応答

遺伝子の発現後、様々な遺伝子の発現等の多くの経路を経て植物個体レベルでの応答現

象の制御が行われていることを示唆している。

　以上に述べたように、サイトカイニンの受容から初発応答遺伝子の転写活性化に至る

分子機構としてHis・Aspリン酸リレー系が存在すること、およびARR　1を含むタイプ

BARRがその転写活性化因子として働くことが現在明らかになっている。一方、サイ

トカイニン応答遺伝子として、サイトカイニン応答現象への直接の関わりがあるものも

含めて、膨大な数の遺伝子が同定されており、これらの発現パターンの変化がサイトカ

イニン応答現象を引き起こすと考えられている。しかし、これら応答遺伝子のうちどれ

が初発応答遺伝子であり、どれが多段階の遺伝子発現を介して制御されているものか、

さらに、初発応答遺伝子のうちどれがタイプBARRによって直接制御されているもの

かについてはほとんど明らかにされていない。このため、His・Aspリン酸リレーからサ

イトカイニン応答現象へとつながるシグナル伝達経路については現在のところ全く理

解されていないと言ってよい。

本研究の目的は、サイトカイニンシグナル伝達の初期過程であるHis盗spリン酸リレ

ーを出発点として、その下流に展開するシグナル伝達経路を分子レベルで一段ずつ辿る

ことである。そこで、これまでに開発された、35乱4研必丑0匠（況シロイヌナズナを

用いた転写活性化能誘導系を利用して、ARR　1のダイレクトターゲット遺伝子の同定を

行った。また、野生型株と∂zr1ゴ変異体株におけるダイレクトターゲヅト遺伝子のサ

イトカイニン応答性を比較することにより、実際にARR　1がそれら遺伝子のサイトカ

イニン初発応答における転写活性化を行うことを確認した。これらの結果、His－Aspリ

ン酸リレーが多様な機能をもつARR　1ダイレクトターゲット遺伝子群の転写活性化を
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通して植物個体レベルにおける様々なサイトカイニン応答現象を制御しているという、

サイトカイニンシグナル伝達経路の全体像が明らかとなった。
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序論・図1代表的なサイトカイニンの骨格構造

　　（a）trans－zeatin；（b）N6－（2－isopenteny1）adenine（2iP）；（c）kinetin；（d）

6－benzylamino　purin（BA）；（e）　thidiazurol1
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②

P

インプット　トランスミッター
ドメイン　　　ドメイン

センサーヒスチジンキナーゼ

　　P

　　1）　　灘．ビ

　レシー・バー　アウトプット
　ドメイン　　　ドメイン

　レスポンスレギュレター

⑲
P P P

　　ハイブリッド型
センサーヒスチジンキナーゼ

P

一　　L＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿」
　HPt　　　　レスポンスレギュレター

序論一図2且is・Aspリン酸リレー系によるシグナル伝達

　（a）一般的なリン酸基一段階転移によるHisrAspリン酸リレー系。インプヅトドメ

インによりインプヅト刺激を受け取り、トランスミッタードメインからリン酸シグナル

としてレスポンスレギュレターへと伝達する。リン酸基を受け取ったレスポンスレギュ

レターは、アウトプットドメインにより下流へのシグナルの伝達を行っている。

　（b）多段階のリン酸転移によるHis盗spリン酸リレー系。（a）のリン酸リレー系のセ

ンサーヒスチジンキナーゼと異なり、トランスミヅタードメインとレシーバードメイン

をともに含むハイブリヅド型センサーヒスチジンキナーゼをもつ。また、ハイブリッド

型センサーヒスチジンキナーゼとレスポンスレギュレターの間のリン酸基の中継に

HPtを伴う。このため、　His残基からAsp残基へのリン酸転移が多段階によって構成

されている。
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（a）サイトカイニン受容体佃Ks）

皿
（b）AHPs

皿

（c）タイ九レスポンスレギュレター

（d）タイフ1Bレスポンスレギュレター

序論・図3アラビドプシスシロイヌナズナにおけるサイトカイニンシグナル構成因子

の概略図

TM，膜貫通ドメイン；CHASE，　CASEドメイン；TD，トランスミヅタードメイン；RD，

レシーバードメイン；GARR　GARPドメイン
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／サイトカイニン

細胞膜

P
　サイトカイニン受容体

　　　　A『Ps

　　　　　　　　　凄　核

．㌧、タイブ難AR武5

　　　　＼、
タイフ猛A鐡s

慈レ餌ト勢鰹ン購

岬浦や

　サイ靭カイ訟ノ初癒応轡選伝子
（タイプ撫遺蘇鍬様々な選伝塑）

序論・図4シロイヌナズナにおけるサイトカイニンシグナル伝達のモデル図

細胞膜に存在するサイトカイニン受容体によりサイトカイニンが認識され、His溢sp

リン酸リレー系で核内のタイプBARRsへとリン酸シグナルが伝達される。活性化され

たタイプBARRsは初発応答遺伝子の発現を活性化し、様々なサイトカイニン応答を引

き起こす。また、初発癒答遺伝子であるタイプA．4溜遺伝子のタンパク質産物は、サ

イトカイニンシグナルを阻害する負のフィ門ドバックループを形成している。
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第二章　材料および方法

1．植物の生育条件

曲房ψρβ鉛訪3始蝦（Eeoもype　C◇1醗bia＞を野生型植物体（W7）、および本研究で使

用する変異植物体および形質転換植物体の親株として用いた。TDNA挿入変異体

（βzr1のおよび353認潔必丑OK∵6凋形質転換体の詳細については、すでに報告さ

れている（Sakai　et蝕，2001）。種子の発芽および生育は、　M耀a＄hige－Skoo霧（MS）培

地（1％S鱗cr◎se，◎。8％A霧ar）を用いて22℃、全日条件で行なった。

2．植物体の薬剤付加処理

　22°C、全日条件下でプレート内で生育させた幼苗をMS培地（2％A響ar）にのせた滅

菌水を適度に浸み込ませたろ紙上に並べ、適当な覆いを施した。この状態から2日問、

22℃、全日条件下で徐々に覆いを取り除くことにより、閉鎖的条件から開放条件に順応

させて根からの液体の吸収を促進させた。その後、WT植物体ぴ∂171・1植物対に対し

ては終濃度5μMで6－benzyiaαenine（BA、　DMSO溶液）を、353∴細必〃0縣昭凋

植物体に対しては終濃度30μMでDexamethasone（DEX、エタノール溶液）を根から

吸収させた。また、タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX、水溶液）

付加時の条件は終濃度3◎μMで、他の薬剤付加と同時に行った。尚、植物体にCHXを

付加することにより完全にタンパク質合成が阻害されることは、GVG誘導型形ルシフ

ェラーゼ遺伝子を導入した質転換植物体を用いて確認している（Ohgishまet蝕，2◎◎1、

材料および方法衷王）。所定時間処理（1時間および3時間）を行った植物体は、水分

を十分に取り除き液体窒素を用いて凍結し、・80℃で凍結保存した。

3．植物体からのノザンブ海ッティング用t◇ta田NAの抽出

以下の作業手順により行った。

①1～2霧の植物体を液体窒素で凍結状態を保ちつつ乳鉢を用いて粉状になるまで破砕

　する

②破砕物を、手早く55℃の15m1の抽出バヅファーに懸濁する

　〔抽出バヅファー〕：50mM　Tris・HC1（pH8．0）、300mM　NaC1、5mM　EDTA、2％SDS、

　　　　　　　　　　1澱MA礎ぬ吸ic鍵boxylic　Acid、1◎撮M　2一メルカプトエタノー一

　　　　　　　　　　ル

③2．1m1の3MKC1を混合し、氷上に30分間放置する

④12000xg、15分間、4°Cで遠心を行う

⑤上清を回収し6謡の8M　Lic1に混合する

⑥4℃で一晩静置する

⑦12000xg、15分間、4℃で遠心を行う

18



⑧上清を捨て、沈殿物を回収する

⑨2mlの滅菌水で沈殿を溶解する

⑩溶解液についてフェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行う

　ここまでの手順により回収された沈殿を滅菌水に懸濁し、Ultrospec　3300　pro（GE

Healthcare）で濃度定量を行った。1μg／μ1に調整したものtotal　RNAストック溶液

として用い、－80℃で保存した。

4．ノザンプロッティング解析

4－1。total　RNAの電気泳動およびメンブレンへの転写

以下の作業手順で行った。

①RNA泳動混合液（6μ1　total　RNA（1μg／ul）、12．5μ1ホルムアミド、2．5μ110　x　MOPS

　バッファー、4μ1ホルムアルデヒド（37％v／v））を作製する

②65℃、5分間恒温し、氷中で急冷する

③2．5μ1の泳動バッファー（0．1mg／m1プロモフェノールブルー、50％（v／v）グリセロー

　ル）と混合する

④1．2％ホルムアルデヒド含有アガロースゲル（1．2％アガロース、終濃度6％ホルムア

　ルデヒド、1xMOPS）を用いて、定電圧100V、4℃で電気泳動を行う

　〔10xMOPS〕：0．2M　3・Morpholinopropanesulbnic　acid（pH7．0）、0．05M酢酸ナ

　　　　　　　　トリウム、0．01M　EDTA

⑤電気泳動後、20xSSPE（3．6M　NaCl、0．2Mリン酸ナトリウム（pH7．7）、0．02M

　EDTA）を用いて、　Hybond・Nメンブレン（GE　Helthcare）へ泳動産物を12時間

　以上キャピラリープロットにて転写を行う

⑥転写の終了したメンブレンを30分間室温で適度に乾燥させ、Cl－1000

　ULrRAVIOLET　CROSSLINKER（UVP）を用いて120mJ／cm2条件でUVクロス

　リンクを行う

上記方法により作出したtotal　RNA転写メンブレンは、使用まで極度な乾燥を避け

て保存した。また、使用した10xMOPSの作製法については以下に記した。

4・2．ハイブリダイゼーション用プローブのクローニングおよびプローブの放射能

ラベル

以下の作業手順で行った。

①シロイヌナズナのcDNAを鋳型に特異プライマー（材料および方法一表2）を用い

　てPCRにより目的断片を増幅する

②PCR産物をpUC19もしくはpBluescriptへのクローニングを行う
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③クローニング産物についてABI　PRISM　310　DNA　Sequencer（Applied

　Biosystems）で配列を確認する

④クローニング産物からクローニング時と同様のプライマー士を用いてPCRを行う

⑤PCR産物の増幅をアガロースゲル電気泳動により確認する

⑥増幅産物をMicro　Spin　S・400　Column（GE　Healthcare）を用いてプライマー除去

　し、これを放射能ラベル用時の鋳型とする

⑦［α・32P】dCTP（3000Cymmol、　PerkinElmer　Li艶Science）およびRandom　Primer

DNA　Labeling］Kit　VbL2（TAKARA）を用いてプローブのラベリング反応を行う

⑧未反応の［a－32P】dcTPをProbeQuant　G－50　Micro　Columns（GE　Healthcare）を

　用いて除去する

⑨95度、5分間、恒温する

⑩氷上にて急冷する

以上の過程にて作出した産物を、ハイブリダイゼーションに用いた。

4－3．RNAプロットハイブリダイゼーション

以下の作業手順で行った。

①ハイブリダイゼーション溶液（5xSSPE、50％（v／v）ホルムアミド、5xデンハル

　ト溶液、0．5％（w／v）SDS）に熱変性させた0．5mlの1mg／ml仔ウシ胸腺DNAを混

合する

②total　RNAを転写したメンブレンを浸し50℃、1時間振盈（プレハイブリダイゼー

シヨン）する

③熱変性させたプローブを添加する

④50℃、12時間以上振盈する

⑤2xSSPEを用いて65°C、15分間の洗浄を2回行う

⑥1xSSPEを用いて65℃、15分間の洗浄を2回行う

　以上の方法にプロッティングの終了したメンブレンは、BAS2000（Fuji　Photo　Film

Co．，Ltd．）を用いてオートラジオグラフィーを行い、放射活性の定量はImage　Gauge

V4．0（Fuji　Photo　Film　Co．，Ltd．）で行った。

5．HiCEP解析

　35｝9溜霧必0、0隆（況形質転換体へのDEX付加の有無によって3時間処理を行い、

HiCEP解析に用る為のto七al　RNAをISOGEN（株式会社ニッポンジーン）を用いて抽

出した。ISOGENによるtotal　RNAの抽出方法は、付属のマニュアルに従った。HiCEP

解析はメッセンジャー・スケープ株式会社に委託し、すでに報告のある方法に従って行
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った（Fukumura　et　a1．，2003）。以下に、作業手順を記載した。

①10μgの七〇tal　RNAから5’末端をビオチン化したoligo（dT）プライマーを用いて一本

　鎖cDNAを合成する

②作製した一本鎖cDNAを鋳型に二本鎖cDNAを合成する

③制限酵素蜘1で二本鎖cDNAを切断する

④切断された．瞼ρ1サイトにアダプター歯をライゲーションする

　　　　　　　　＊5’－AATGGCTACACGAACTCGGTTCATGACA・3’

　　　　　　　　　5’－CGTGTCATGAACCGAGTTCGTGTAGCCATT－3’
⑤ビオチンを標的にして、Dynabeads　M280　Streptavidin（Dynal　Biotech）でトラ

　ップし、精製を行う

⑥Dynabeads　M280　Streptavidinに結合させたままで、二本鎖cDNAを制限酵素

　雌ρ1で切断する

⑦切断されたDNA断片を回収して、痂θ1アダプターとライゲーションする

　　　　　　　　需5’－AAGTATCGTCACGAGGCGTCCTACTGCG－3’

　　　　　　　　　5’－TACGCAGTAGGACGCCTCGTGACGATACTT－3’
⑧16種類の3’末端のバリエーションをもった雌ρ1アダプターの配列に依存した蛍光

　ラベル（6℃arboxyf［uorescein（FAM）ラベル）プライマー
　（5’－label－ACTCGGTTCATGACACGGNN－3’）と16種類の3’末端のバリエーショ

　ンをもった蕗θ1アダプターの配列に依存した蛍光ラベルしたプライマー

　（5’－AGGCGTCCTACTGCGTAANN－3’）を用いて256通りの組合わせでPCRを

行う

⑨PCR産物をABI　PRISM　310　DNA　Sequencer（Applied　Biosystems）にて変性ゲ

ル電気泳動し、DNA断片の長さに応じた泳動距離とPCRによる増幅量を蛍光強度

　（ピーク）で測定する

以上の作業を、各total　RNAに対して2回ずつ行い、同じPCRプライマーから派

生した同じ泳動度のDNA断片のピークを比較して、候補DNA断片の選出を行った。

候補DNA断片の選出の後、そのDNA断片がどのような遺伝子であるかを同定する

ために以下の操作を行った。

⑩目的のDNA断片を含むPCR産物を電気泳動し、ゲルから切り出す

⑪切り出したゲルからDNA断片を抽出する

⑫抽出したDNA断片を鋳型にして、再度同様のプライマーを用いてPCRを行う

⑬typhoon9210（GE　Healthcare）を用いて、増幅したDNA断片の配列を決定する
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HiCEP解析で行った操作のフローチャートを、材料および方法一図1に示した。

6．プロモーター配列の抽出

本研究で同定したARR　1ダイレクトターゲット遺伝子のプロモーター領域として各

遺伝子の転写開始点（＋1）の上流配列を抽出した。転写開始点の情報はRIKENのシロ

イヌナズナデータベースの完全長cDNA（http：／／rarge．gsc．riken。gojp／cdna／）を利用し

た。データベースに存在しなかった遺伝子については、GeneRacer　Kit（Invitrogen）

を用いて、転写開始点を決定した。また、無作為な500遺伝子のプロモーターの抽出

はRIKENデータベースを利用して行い、転写開始点上流配列を使用した。

7．ゲルシフトアッセィ

7・1．大腸菌による組換えタンパク質の発現およびストックタンパク質溶液の作製

　GSTとARR　1のGARPドメイン融合タンパク質の発現には、　GARPドメイン（236

から299アミノ酸）をコードする領域をpGEX－2T（GE　Heal七hcare）にクローニン

グしたコンストラクトを用いた（Sakai　et　al．，2000）。尚、本研究ではそのコンストラ

クトから発現するタンパク質をGST・ARRIDBDと記載する。また、　GSTのみの発現

にはpGEX－6P－1を用いた。タンパク質発現およびストックタンパク質の作製は以下

の作業手順で行った。

①任意のコンストラクトを形質転換したBL21（DE3）Codon　plus（Stratagene）の前

　培養液2mlを100mlLB培地（0．5％グルコース）に加え、37℃でOD600＝0．6になる

　まで振盈培養する

②終濃度1mMになるように1mlの100mMIPTG
　　（Isopropyl一β一D－thiogalactopyranoside）を添加する

③37°C、3時間振盈する

④3000xg、5分間、4°Cで遠心して集菌する

⑤10mlの結合バッファー害に懸濁する

　〔結合バヅファー〕：20mM　HEPES（pH7．4）、100mM　KCI、2mM　MgCl2、0。5mM

　　　　　　　　　　EDTA、1mM　DTT、0．2％NP－40、10％glycerol

⑥超音破破砕を行う

⑦12000xg、30分間、4℃で遠心を行う

⑧上清を回収する

上記の方法にて回収した溶液を、ブラッドフォード法によるタンパク質定量と

SDS－PAGEを行った後、分注して一80℃保存しストヅク溶液とした。

綜吉合バッファーはタンパク質抽出時にのみProtease　Inhibitor　Cocktail
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（EDTA含ee）（論ak謡ai　tes騨e）をもちいた。

7・2。ゲルシフト用プローブの作製と放射ラベル

以下の作業手順で行った。

①任意のプライマーセット魯を用いてPCRを行い、　pUC19にクローニングする

②クロー一ニング産物についてABI　PRISM　377　DNA　Se鯉eRce翌（A脚1i¢4

　勝osyste搬s）で配列を確認する

③クローニング産物からクローニング時と同様のプライマー舜を用いてPCRを行う

④アガロースゲルにて電気泳動を行い、Wi猛a撤SV　Gehnd　PCR　Cleau－Up　Syste雛

　（Pm搬egのを用いてアガロースゲルからD無A断片を抽出する

⑤抽出したDNA断片溶液をUltrospec　3300　pro（GE　Healthcar¢）で濃度定量

⑥5pmolのDNAをT4　Polynucreotiae　Ki獄a3e（TAKARA）を用いて［Y－32P】ATP

　（6000Cシm搬01、　Perk魚E1拠鍵L漁Scie駕e）で放射能ラベルを行う

⑦フリーのATPをMiα◎Sp盃G－25　C◎1鷺mns（GE　Healthcare）で除去する

⑧フェノール・クロロホルム処理、エタノール沈殿を行う

⑨o．1pmo塊1で10mM　Tris－Hc1（pH8．o）に溶解する

欄いたDNA断片作成時に使用したプライマーを以下に示す。

Noユ

No2

No．3

No．4

N◎．5

5’－CATCTCGCTGTCTCCCTCCG・3’

5’－AACCTCTT「£A（｝ATTACCACC－3’

δ’－TTACTAATTGTAGATTAAGG・3｝

5’・TCACGCATTTAACTTCTACAC・3’

5’－ACTTCCACAATTCAAC駅AC－3’

ぎ一CAAACCAGAAAATTTGGAATGG・・3’

5’－TTCTTCGTTTTGACTAAACTTG・3’

5’・ATCTTTAAGATTTTGTCAATTTGC－3，
5’－AT（｝CA♂㌦へATCTCTC（｝A↑T『｛監C徽3’

5’－ACGAATGTTGGAGGATTTGG－3’

7・3．タンパク質とDNAの結合、電気泳動および検出

以下の作業手順で行った。

①50ngのタンパク質溶液、加g　Poly（dl－dC）（GE　Healthcar¢）、02pmo1の放射能ラ

ベルしたDNA断片を終濃度が結舎バッファーの組成になるように混合する

②20℃、30分間恒温する

③5％未変性PAGEを行う

④ゲルをろ紙と共に乾燥させ、BAS2000（Fuji　Ph◎t◎Fil斑C◎．，L鳳）を用いてオー一
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トラジオグラフィーを行う

8．DNaseIフットプリント

8－1．プローブのクローニングおよびブローブの放射能ラベル

①ARR6プロモーター断片を以下のプライマーを用いてアラビドプシスシロイヌナ

　ズナのゲノムDNAを鋳型にPCRを行い、　pUC19の」研hDIIIサイトおよびぬ五

　サイトを利用してクローニングを行った

　　　　5’－CCCAAGCTTTTGGTTTGACTTTATTTCGG・3’

　　　　5’－CCCGTCGACATGGTGGCAGTGGTTGGGCC－3’

②クローニング産物についてABI　PRISM　310　DNA　Sequencer（Applied

　Biosystems）で配列を確認した

③以下に示すpUC19に含まれるM13　RV配列およびM13　M4配列に対するとくい特

　異プライマーを用いて、PCRでクローニング産物と共にPCRで増幅する

　　　　5’・CAGGAAACAGCTATGAC－3’

　　　　5’－GTTTTCCCAGTCACGAC－3’

④アガロースゲルにて電気泳動を行い、Wizard　SV　GeI　and　PCR　Clean・Up　System

　　（Promega）を用いてアガロースゲルからDNA断片を抽出する

⑤抽出したDNA断片溶液をUltrospec　3300　pro（GE　Healthcare）で濃度定量する

⑥制限酵素用いて、濃度定量したPCR産物に存在する、駈力DIIIサイトを切断したと

　　きに生じる長い方のDNA断片と甜∬サイトを切断したときに生じる長い方の

　DNA断片をそれぞれ精製する

⑦精製したそれぞれの断片にT4　Polynucleotide　Kinaseおよび【Y－32P］ATP

　　（6000Ci／mmol、　PerkinElmer　Life　Science）を用いて放射能ラベルを行う

⑧紐bDIIIサイトを切断した断片は制限酵素を用いて5囲サイトを切断して余分な

　放射能ラベルを除去し、同様に幽五サイトを切断した断片は」伍hDIIIサイトを切

　断する

⑨Micro　Spin　S－400　Column（GE　Healthcare）を用いて余剰な［Y・32P］ATPを除去し、

　フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈澱、乾燥を行う。

⑩TEに溶解すし、使用するまで一20℃で保存した。

8・2．DNaseIフットプリントに用いたタンパク質の精製

　DNaseIフヅトプリントに用いた精製タンパク質は、ゲルシフトアッセイで用いた

Gsr｝ARRIDBDを発現する大腸菌を用い、タンパク質の発現誘導および集菌に至る

までは同様に行った。精製は以下の手順で行った。

①100mlLB培地培養から集菌したものを、5mlの破砕バッファーに懸濁して超音波

破砕を行う
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〔破砕バッファー〕：50mM　Tris・HCI（p且8．0）、150mM　NaCl、1mM　EDTA、　Protease

　　　　　　　　　Inhibitor　Cocktail（EDTA丘ee）（nacalai　tesque）

②500μ1の10％Triton　X・100を混合し、4℃で20分間振盟する

③12000xg、30分間、4°Cで遠心を行う

④上清を回収し、ボアサイズ0．45μmのMILLEX－HV（MILLIPORE）フィルターで

　ろ過する

⑤1mlサイズのGSTrap　FF（GE　Heal七hcare）カラムにフィルターろ過後の大腸菌

粗精製液を通す

⑥10m1の洗浄バヅファーでGSTrap　FFを洗浄する

〔洗浄バツフアー〕：PBS

⑦5mlの溶出バッファーをGSTrap　FFに通し、500μ1ずつフラクションを回収する

〔洗浄バッファー〕：Tris－HCI（pH8．0）、10mM還元型グルタチオン

⑧回収したフラクションをSDS？AGEにて確認する

⑨NAP－5　Columns（GE　Healthcare）を用いてバッファーを保存バッファーに置換

　する

〔保存バヅファー〕：20mM　HEPES（pH7．4）、100mM　I（Cl、2mM　MgCl2、0．5mM

　　　　　　　　　　EDTA、1mM　DTT、0．2％NP－40、10％glycerol

⑩バッファー交換後、精製タンパク質として使用するまで80℃で保存した。

8－3．タンパク質とDNAの結合およびDNaseI処理

①0、3。15、6．25、12．5、25、50pmo1のタンパク質溶をそれぞれ0．15pmolの放射能

　ラベルしたDNA断片を終濃度がDNA結合バッファーの組成になるように混合し

　て、全量50μ1になるように調製する。

〔DNA結合バッファー〕：20mM　HEPES（pH7．4）、50mM　KCl、2mM　MgCl2、0．5mM

　　　　　　　　　　　　EDTA、10％glycerol、1mM　DTT、0．2％NP　40

②氷上に10分間静置する

③50m1のCa2＋／Mg2＋溶液を加えて、25°Cで1分間恒温する

〔Ca2＋／Mg2＋〕：5mM　CaC12、10mM　MgCl2

④3μ1のDNase溶液を加えて、25°Cで1分間恒温する

〔DNase溶液〕：RNase・Free　DNaseI（TAKARA）を10mM　Tris・HCI（pH8．0）で終

　　　　　　　　濃度1U／μ1に希釈したもの

⑤90ulの反応停止溶液を加える

〔反応停止溶液〕：200mM　NaCl、30mM　EDTA、1％SDS、100mg／ml　Calf　Thymus

　　　　　　　　DNA

⑥フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿、乾燥を行う
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8・4．電気泳動および検出

電気泳動は、8M尿素含有8％アクリルアミドゲルにて行った。泳動終了後のアクリ

ルアミドドゲルはろ紙に貼り付け乾燥させ、BAS2000（Fuji　Photo　Film　Co．，Ltd．）

を用いてオートラジオグラフィーを行い放射能の検出をおこなった。尚、シーケンス

ラダーはfmol　DNA　Cycle　Sequencing　System（Promega）を用いて作出した。

9．マイクロアレイ解析

　35乱4詔1ム00医一（詔形質転換体へのDEX付加の有無によって1時間処理を行い、

マイクロアレイ解析に用る為のtotal　RNAをRNeasy　Plant　Mini　Kit（QIAGEN）を

用いて抽出した。RNeasy　Plant　Mini　Kitによるtotal　RNAの抽出方法は、付属のマニ

ュアルに従った。また、マイクロアレイ解析は、タカラバイオ株式会社に委託して

GeneChip　Arabidopsis　ATH　l　Genime　Array（AFFYMETRIX）を用いて行った。尚、

作業のすべては、GeneChip　Eukaryotic　Target　Preparation＆Hybridization　Manual

（AFFYMETRIX）に従って行った。以下に方法を示す。

①total　RNAから1本鎖cDNAを作製し、次いで2本鎖cDNAを合成する

②GeneChip　Sample　Cleanup　Module　Kit（AFFYMETRIX）を用いて、2本鎖cDNA

　を精製する

③GeneChip　Expression　3’rAmplification　Regents　fbr　IVT　Labeling　Kit

　（AFFYMETRIX）を用いて、　Biotin－Labeled　cRNAを合成する

④GeneChip　Sample　Cleanup　Module　Kitを用いて、　Biotin－Labeled　cRNAを精製す

　る

⑤精製したBiotin・Labeled　cRNAを断片化する

⑥GeneChip　Hybridization　Control　Kitを用いて、　Hybridization　Controlを添加する

⑦GeneChip　Hybridization　Oven　640を用いて、45度、16時間、60rpmでハイブリ

　ダイゼーションを行う

⑧GeneChip　Fluidics　Station　450を用いて洗浄を行う

⑨streptavidin－phycoerythrin（Molecular　Probes）を用いて染色を行う

⑩GeneChip　Scanner　3000を用いてシグナルを検出する

⑪GeneChip　Operating　Sofしware　veL　1．4を用いて解析を行う

GeneChip　Operating　Software　veL　1．4にて数値化されたデータを本研究にてもちい

た。
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材料および方法一表1本研究で行ったCHX付加によるタンパク質合成阻害

GVG誘導型ルシフェラーゼ遺伝子を導入した形質転換シロイヌナズナは、ルシフェラ

ーゼ遺伝子の転写発現をDEX付加により人為的に上昇させることが出来る。その形質

転換体に対してDEXおよびCHXの付加を本研究と同様にして行ったルシフェラーゼ

活性測定の結果については既にOhgishiらによって報告されている（Ohgishi　et　al．，

2001）。以下の表は、本研究と同一の実験条件におけるCHXによるタンパク質合成阻

害を確認するために行った実験の結果である。尚、表中のルシフェラーゼ活性の値は、

DEX付加のみ3時間処理したものの相対値を1としている。

Sample Period 30mM　DEX 30mM　CHX Relative　lucifbrase　Activity

1 Omin 一 一 0．0022

2 30min ｝ 國 0．0011

3 1h 厘 一 0．0027

4 3h 一 ■ 0．0041

5 30min 十 ■ 0．0106

6 1h 十 圏 0．1636

7 3h 十 ■ 1．0000

8 30min ■ 十 0．0010

9 1h 一 十 0．0018

10 3h 一 十 0．0012

11 30min 十 十 0．0018

12 1h 十 十 0．0016

13 3h 十 十 0．0024
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材料および方法・表2ノザンプロット解析に用いたプローブ作成時に用いたプライマー
Gene

Code Product
Primers

Type－AARR　genes

Atlg59940　ARR3

AtlglO470　ARR4

At3948100　ARR5

At5962920　ARR6

Atlg19050　ARR7

At2941310　ARR8

At3957040　ARR9

Atlg74890　ARR15

At2940670　ARR16

At3956380　ARR　17

5’－CCCGTCGACTGAAACCGGTGAAACTCGCC・3’
　5’－CCCGGATCCACACAGAGGTAAACTGTCAC－3’
5’－CCCGTCGACCGGAAGCTTCCGGAAGATTC－3’

　5’・CCCGGATCCTGGTGAATGTCGAAGGTTCG－3’
5’・CCCGTCGACGTTCGGTTGGATTTGAGGATC－3’

　5’－CCCGGATCCGAAAACCCATCTTTGTCACTC・3’
5’・CCCGTCGACGCCTCGTATTGATAGATGTC－3’

　5’・CCCGGATCCGTGAGGCTTCTTAACAACTTC－3’
5’－CCCGTCGACAGATGGAGGCAAAGGGGCTTC－3，
　5’－CCCGGATCCGTGTGATGACTCTCTCAAAC－3’
5’－CCCGTCGACGAAAAGCAATGGAAGAAGTGG・3’
　5’・CCCGGATCCCTCGAAAGCTTCAATCTTTGC・3’
5’－CCCGTCGACGTCCTCAGAGAACGTTCCTG－3’
　5’－CCCGGATCCTCCCCACATACAACATCATC－3’
5’・CCCGTCGACGAGAGATTGCTTAAGATCTC－3’

　5’－CCCGGATCCGATCCTCTTGGAAGATGGAG・3’
5’・CCCGTCGACATGAACAGTTCAGGAGGTTC・3’

　5’・CCCGGATCCGCTTCTGCAGTTCATGAGATG・3’
5’・CCCGTCGACATGAATAAGGGCTGTGGAAG・3’
　5’－CCCGGATCCCTTCTGCAATTTAAAAGATGG－3’

Cytokinin－responsive　genes

At4929740

At2946310　AP2－like　transcription　factor

Atlg67110

At4911190

At4923750　AP2・like　transcription魚ctor

At2930540　Putative　glutaredoxin

Atlg69530　Expansin　EXP1

At2929490　Putative　glutathione　S・transfbrase

At4919030　Nodulin・like　protein　NIP1；1！NLM1

At4911210　Putative　disease　resistance　response　protein

At2940230　Putative　transfもrase’鉛mlly　protein

AtlgO4240　AUXIIAA－fhmily　protein　IAA31SHY2

At2920520　Fasciclin・like　arabinogalactan　protein　FLA6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGTCGACACAAGGGTGAAATGGTCTCGC・3’
Cytokinin　oxidase　CKX4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCGGGATAGAAGAGAGTAACACC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGTCGACTGCGGCGGAGATTCGTGATCC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCCTGAAATCTCCGATCACTCCC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACCTTTGTGCTCAAGCCACTCGC－3’
Cytokinin　dehydrogenase　CYP735A2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCTTTAGGGATGATTAGGTCACC・3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGTCGACATAATGGCAAACCAAATCTAC・3’
Putative　disease　resistance　response　protein
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCACGGAAATACTTACTGCCTTC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACGGAGAAGAAAATGGTTCTACC・3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCTAGTCAGAGCGTCGGGACCAC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACAGCGAGGTTTAATCTCAGGCG－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCCATTACAAAGGTTGCATAGGC・3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGTCGACCTCAATTGTCGTCACAGCCAC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCCCTCAATTGAAAGAAAGGACC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACCTGGAGCTAAACCCGCTTCAC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCTGCAATTTTGGTCATGCGCTC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACTTGCCTTCGCCTCTTGTGGCC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCCGGTCTTTAGAAATGAACCAC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACTCTCCTTGATCTGCTTGTCTG・3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCGACGCGGAAATACTTACTGCC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACTACTCCTTCCGACCAAACACC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCCGTTTTAACTCGGTTTGACTC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGTCGACAGAGCTGAGGCTGGGATTACC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGGATCCCTTCTGATCCTTTCATGATCC－3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’－CCCGTCGACAGTCCCATCAATCTCACAGCG・3’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5’・CCCGGATCCCATCAGACGATGAAGTTGAGG－3’
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材料および方法表2　（続き）

Gelles　related　to　cytokininTesponsive　phenomena

At3948750　Cyclin　dependent　kinase　CDKA；1

At4934160　D’type　cyclin　CYCD3；1

Atlg62360　Homeodomain　protein　STM

At1929930　Chlorophyll　A－B　binding　Protein　CAB　1

5’・CCCGTCGACCGGTGTGGTTTATAAGGCAC－3’
　5’－CCCGGATCCGGATACCGAATGCTCTGGCC－3’
5’－CCCGTCGACCCTTTGACCCTCTTTCATACC－3’
　5’・CCCGGATCCACTCTATCAAGCCATGGCAC－3’

5’・CCCGTCGACAGTATGAGCAAGAGCTCTCC－3’

　5’・CCCGGATCCGGTGAGGATGTGTTGCGTCC－3’
5’－GAGTGTGAGAGGAGAAAGAGAGCTTG－3’
　5’－TCAATTGTGGTAATAAACTCTGCAATTGAG・3’

Genes　activatedARR　1△DDK－GR

At3962930　Putatlve　glutaredoxin

Atlg76410　RING五nger　protein

At3944610　Putative　protein　kinase

5’・AGTTGAAGACAAACCAGTGG－3’

　5’・TTACACCCATATGGCTCCGG－3’

5’・CCCGTCGACCAATGGCGCGCCTTCTCTTCC・3’
　5’・CCCGGATCCTCGGGTATCGGGTTCGGGTCC・3’
5’－CCCGTCGACCCGATCTCAGATTCCGTCTCC・3’
　5’・CCCGGATCCAAGATTGTTCCGGTTCAGCAC－3’
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材料および方法一図1HiCEP解析の方法を示したフローチャート

HiCEP解析で行う操作をフローチャートにしてまとめた。詳しい内容については材

料および方法のHiCEP解析の解説およびFukumuraらの報告（Fukumura　e七飢，

2003）を参照。
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第三章結果

1．ARR　1ダイレクトターゲット遺伝子同定のための戦略

　本研究では、転写因子であるARR　1によって直接転写活1生化されるダイレクトターゲ

ヅト遺伝子を同定するために、ARR　1ダイレクトターゲット遺伝子の候補に対して個別

にノザンプロヅト解析を行うこととした。ARR　1ダイレクトターゲヅト遺伝子の判定に

は、DDKドメインを除いた、恒常的な転写活性化能をもつARR　1△DDKと哺乳類のグ

ルココルチコイドレセプターのホルモン結合ドメイン（GR－HBD）を融合させた

ARR1△DDK－GRタンパク質を発現する、353：4詔必刀のK－（詔形質転換体（Sakai　et　al．，

2001）を用いた。GR・HBDを融合させたタンパク質は、　dexamethazone（DEX）を付

加することにより人為的に活性化することが出来る（Picard　et　al．，1988；Picard，1994、

結果・図1）。このようなGR－HBD融合タンパク質の活性化誘導機構がcycloheximide

　（CHX）のようなタンパク質合成阻害剤によって阻害されないことを応用して、シロ

イヌナズナにおいて様々な転写因子のターゲット遺伝子が同定されている。例としては、

花成に関わるCONSTANS（CO）、雄蕊や花弁の形成に関わる
APETALA3／PISTILLATA、花の形成に関わるAPETARA1等の転写因子とGR－HBD

融合タンパク質を用いたターゲヅト遺伝子の同定があげられる（Sablowski　and

Meyerowitz，1998；Wagner　et　al．，1999；Samach　et　al．，2000）。同様にARR　1に関して

も、ARR　1△DDK－GRが特異的な遺伝子認識能および転写活性化能を保持しており、

DEXによる転写活性化能の調節が厳密なものであることが示されている（Sakai　et　al．，

2001、結果・補足図1）。これらのことから、ARR　1△DDKGRのダイレクトターゲット

遺伝子はARR1のダイレクトターゲット遺伝子であると考えられる（Sakai　et　al．，2000；

Sakai　et　al．，2001）o

　そこで、35β溜甥1』nOK－（況形質転換体に対してDEXおよびCHXの付加を組合せ

て行い、各薬剤付加後所定時間経過した植物体より抽出したtotal　RNAを用いてノザ

ンプロヅト解析を行うことにした。そして、CHX付加によって新規のタンパク質合成

を必要とする転写活性化を阻害した場合にもDEX付加によって転写産物量が上昇する

遺伝子をARR　1のダイレクトターゲット遺伝子と判定した（結果一図2）。同時に、野生

型植物体（WT）と∠協究1遺伝子欠損変異体（3zr1－1）にサイトカイニンである6－benzyl

aminopurin（BA）およびCHXの付加を組み合わせて行い、同様のノザンプロット解析

を行った。WT植物体を用いた結果から、　CHX付加条件下においてもBA付加によっ

て転写産物量が上昇する遺伝子はサイトカイニン初発応答遺伝子と判定することが出

来る（結果・図2）。また、WTとヨ理1－1へのBAおよびCHXの付加による遺伝子発現

量の比較によってその遺伝子の転写活性化におけるARR1の寄与を判定することが出
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来る（結果一図2）。各薬剤付加後の処理時間を定めるにあたって、それぞれの遺伝子に

ょって適切な時間が異なることが予想されたので、1時間および3時間の誘導を行った。

尚、本研究ではCHX付加によるタンパク合成阻害で、植物体がダメージを受けるのを

回避するために3時間を越える処理は行わなかった。

2。ARR　1によるタイプA朋匠遺伝子の転写活性化

　これまでに353辺詔勉00匠一（㍑形質転換体を用いた研究において、タイプA／1珊

遺伝子のうち．4詔4、超四5、超四6、．4朋久．4研8、．4詔9がARR　1のダイレクトタ

ーゲットであることが示されている（Sakai　et　al．，2001）。そこでまず初めに、それら以

外のタイプA．4盈遺伝子である．4朋3、朋児15、．4詔16、！扱児17について、ARR　1

のダイレクトターゲットであるかどうかを調べた。その結果、1時間または3時間処理

の358溜四必丑0医一（詔形質転換体において、すべてのタイプA．4詔遺伝子が、CHX

を付加の有無に関わらず、DEX付加によって転写産物量が上昇することを確認した（結

果一図3、4、5、6）。このことは、植物体においてARR　1△DDI（がすべてのタイプA．4詔

遺伝子の転写を直接活性化できることを示しており、それら遺伝子がARR　1のダイレ

クトターゲヅトであることを示している。また、WT植物体へのBA付加において、付

加後1時間または3時間の処理でCHX付加の有無に関係なくすべてのタイプA．4詔

遺伝子の転写産物量の上昇がみられた（結果一図3、4、5、6）。このことは、これまで

に調べられたタイプA．4朋遺伝子がすべて初発応答遺伝子であったことと一致する

（Brandstatter　and　Kieber，1998；D’Agostino　et　al．，2000）。ヨzr1－1変異体へのBAおよ

びCHXを共に付加した場合の転写産物量はWT植物体と比較して付加後3時間処理に

おいて．4研4、．4詔6、．4躍玖．4研1臥朋四1猷朋四17で非常に減少しており、．4研5

と月研8に関しても若干の減少がみられた。！蝦呪3と朋四9に関しては、1時間処理

においてその減少が明瞭に観察された（結果図3，4）。このことは、程度の違いはある

ものの、すべてのタイプA．4研遺伝子のサイトカイニン応答に対して、ARR　1の転写

活性化機能が寄与していることを示している。ここで行ったDEX付加やBA付加によ

る遺伝子の転写発現の結果から、すべてのタイプA．4朋遺伝子のサイトカイニン初発

応答における転写活性化はARR1によって行われていることが明らかとなった。

3．ARR　1によるタイプA躍匠遺伝子以外のサイトカイニン応答遺伝子の転写活性化

次に、タイプA！蝦四遺伝子以外のサイトカイニン応答遺伝子についての解析を行っ

た。サイトカイニン応答遺伝子の研究のひとつとして、Rashotteらによってサイトカ
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イニンの種類や処理時間を10通りに変化させた設定条件でマイクロアレイ解析が行わ

れている（Rashotte　et　al．，2003）。本研究では、　Rashotteらの行ったマイクロアレイに

おいてサイトカイニン付加により少なくとも6つの設定条件で2倍以上の遺伝子発現

の上昇が見られた遺伝子を選抜した。それらの遺伝子は、タイプAオ詔遺伝子である

紐四4、溜究51朋四7、．4詔16とそれ以外の13の遺伝子である。ここでは、タイプA

．4詔遺伝子以外の13遺伝子について、タイプA．4認遺伝子で行ったノザンプロット

解析と同様の解析を行った。尚、13の遺伝子の名前と予測される機能は結果表1にま

とめた。

　まず、これらの遺伝子がサイトカイニン初発応答遺伝子であるかどうかを調べた。そ

の結果、13遺伝子のすべてにおいてCHX付加を伴わないBA付加により転写産物量の

上昇が見られた（結果・図7、8、9、10）。また、CHX付加を伴った場合のBA付加に

ついては、3時間処理で巫46と2つのAP2－like　protein遺伝子以外の遺伝子で転写産

物量の上昇が見られ（結果・図9、10）、1時間処理において砿46の産物量の上昇が見

られた（結果一図7、8，）。このことより、2つのAP2－like　protein遺伝子以外の11遺伝

子がサイトカイニンの初発応答遺伝子であることが分かった。また、

35乱4襯1』00野6凋形質転換体にDEX付加をおこなった結果、　CHX付加の有無に関

わらず11のサイトカイニン初発応答遺伝子のうちputative　guluta七ione－S－trans艶rase

（GST）遺伝子とMP1，M躍1遺伝子以外のすべての遺伝子が、　ARR　1のダイレクトター

ゲット遺伝子であると判明した（結果一図7、8、9、10）。

　13遺伝子のうち0皿4、OyP735142、2つのputative
disease－resistance－response・protein（DDRP）遺伝子、班P1、鷹πK鑑46の9

遺伝子がサイトカイニンの初発応答遺伝子であり、かつARR　1のダイレクトターゲッ

トであることが明らかとなったが、次にこれらの遺伝子がサイトカイニン応答時に

ARR　1によって転写活性化されているかどうかを調べた。　WT植物体と∂π1－1変異体

にBAおよびCHXを共に付加したことによる転写産物量の変化を比較した場合、3時

間処理において0｝ア735！4鼠島43翻Xputative　transfbrase－family・protein遺伝子、

2つのputative　DDRP遺伝子の転写産物量がaπ1－1変異体で減少しており、1時間処

理においては0盟4の転写産物量の減少がみられた（結果一図7、8、9、10）。このこと

から、少なくともこの6遺伝子に関しては、サイトカイニン初発応答における転写活性

化はARR　1によって行われていることが明らかとなった。

　さらに、サイトカイニン応答により引き起こされる植物体の諸現象に密接に関与して

いる遺伝子について同様にしてノザンプロット解析を行った。調べた遺伝子は、細胞増

殖に関わる00弼ノ1（OZ）（激）と0皿03π、芽の形成に関わる3蹴クロロプラス

トの発達に関わるα4β1茄ゐoわ君3である。これら遺伝子についてはサイトカイニン応

答によってその転写産物量が変化することが既に報告されている（Flores　and　Tbbin，

1986；Hemerly　et　al．，1993；Soni　et　al．，1995；Riou－Khamlichi　et　aL，1999；Rupp　et　a1．，
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1999）。解析の結果、0㎜3／1についてのみでWT植物体に対するCHX付加を伴わな

いBA付加による転写産物量の上昇が確認されただけで、それ以外の遺伝子に関して変

化はみられなかった（結果図11、12）。また、353溜究1』丑0π・ακ形質転換体への

DEX付加によっては、これらのどの遺伝子についても転写産物量の上昇はみられなか

った（結果図11、12）。

4．HiCEP解析による新たなARR1ダイレクトターゲット遺伝子の探索

　高い分離能で転写産物の比較定量解析が出来るHigh　Coverage　Expression　Pro負hng

（HiCEP）解析を行い（Fukumura　et　al．，2003）、新たなARR1ダイレクトターゲット

遺伝子の探索を行った。35β溜究1ム刀り医・（認形質転換植物体にDEX付加の有無によ

り3時間処理を行ったものからtotal　RNAを抽出し、HiCEP解析による解析に用いた。

解析により、約18000のピークを同定した。ARR1△DDKGRにより転写活性化された

と考えられる候補遺伝子のピークの選抜にはDEX付加によって得られたピークの蛍光

強度が500以上でかつ、DEX未付加と付加を比較した場合の蛍光強度が1．5倍以上と

いうしきい値を設けた（結果一図13）。その結果、条件を満たす18のピークを分取し、

ピークに該当する遺伝子を同定した。これらの遺伝子の中には、既に本研究によって明

らかにされたARR1のダイレクトターゲット遺伝子である．4朋4と0盟4が含まれて

おり、それ以外に16の候補遺伝子が得られた（結果表2）。候補遺伝子に関しては、

HiCEP解析の確認の為に、ノザンプロット解析によってDEX付加後3時間処理によ

って遺伝子の転写産物量が上昇するかどうかを解析し、その後、各薬剤付加後1時間お

よび3時間処理のノザンプロット解析によりARR1のダイレクトターゲット遺伝子で

あるかどうか、およびサイトカイニン応答遺伝子であるかどうかの検定を行った。

　ノザンプロット解析によりputative　glutaredoxin遺伝子（At3962930）、RING・且nger

protein遺伝子（At　lg76410）、　putative　protein　kinase遺伝子（At3944610）の3つ

の遺伝子がDEXを付加した35乱4珊必nOK一α？形質転換植物体で転写活性化される

ことが明らかとなった（結果一図14、15）。しかし、ノザンプロヅト解析によってそれ

ら3遺伝子以外の13遺伝子に関してはDEX付加した35乱4詔1ム00医一（況形質転換

植物体で転写産物量が上昇するといった結果は得られなかった（結果図14、15）。得

られた3つの遺伝子の転写産物量は、358溜児1ムρ蟹一（辺形質転換植物体へのCHX

付加を伴ったDEX付加によって、3時間処理でputative　glutaredoxin遺伝子と

putative　rotein　kinase遺伝子の転写活性化がみられ、1時間処理でRING－finger

protein遺伝子の転写発現がみられた（結果・図14、15）。このことは、3遺伝子がすべ

てARR1のダイレクトターゲット遺伝子であることを示している。また、　WT植物体へ

のCHX付加を伴わないBA付加によって3遺伝子共に転写産物量が上昇するが、　CHX
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付加時にはRING哨nger　protein遺伝子のみで転写産物量の上昇が見られた（結果一図

14、15）。∂1r1－1変異体に対するBAの付加によるRING・丘nger　protein遺伝子の転写

産物量の上昇は、薬剤付加後1時間処理において明らかにWT植物体と比較して減少

している（結果一図14、15）。これらの結果により、RING一且nger　protein遺伝子が、サ

イトカイニンの初発応答においてARR　1により直接転写活性化されることが明らかと

なった。

5．ARR　1ダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターに含まれるARR　1の加画伽o結

合配列の近傍配列の解析

ARR　1は加㎡伽oで5’－GAT（TIC）－3’に結合することが既に示されている（Sakai　et　al．，

2000）。しかし、この結合配列は理論的には85．3bpに一度の確率で出現することになり、

ARR　1ダイレクトターゲヅト遺伝子を同定する基準として用いるにはあまりに短すぎ

る。そこで、植物におけるARR　1による直接の転写活性化に必須な配列を予測するた

めに、本研究で得られた23のARR　1のダイレクトターゲヅト遺伝子のプロモーター配

列の解析を行った。その為にまず、各ARR　1ダイレクトターゲヅト遺伝子の転写開始

点上流500bpのDNA配列を抽出した。また、　ARR　1のダイレクトターゲット遺伝子上

流配列との比較に用いるために無作為に遺伝子を選抜し、同様に上流500bpの配列を

抽出した。その後、それぞれのプロモーター配列に存在するARR　1の加ガ加o結合配

列5’－GAT（TIC）－3’の出現頻度を調べた。その結果、無作為に抽出したプロモーターには

ARR　1の加y1伽o結合配列が1つのプロモーターに付き平均7．54箇所存在するのに対

し、本研究で明らかとなったARR1ダイレクトターゲヅト遺伝子のプロモーターには1

つのプロモーターに対して平均926箇所存在することが明らかとなった（data　not

shown）。また、ARR　1結合配列の分布には特徴は見受けられなかった（data　not　shown）。

次に、ARR1ダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターに存在するARR　1の加ガ伽o

結合配列の5’および3’に隣接するDNAの配列がどのような傾向があるか調べた。その

結果、ARR　1の加ガ加o結合配列である5’－GAT（TIC）－3’は、　ARR　1ダイレクトターゲヅ

ト遺伝子のプロモーターと無作為に抽出した遺伝子のプロモーター共に、AITリヅチな

領域に存在する傾向が強いことが確認された（結果図16）。また、特徴的にダイレク

トターゲットのプロモーターは、ARR　1の加ガ伽結合配列の3’側の2塩基にTの存在

する傾向が（52．5％と50．2％）、無作為に抽出した遺伝子のプロモーターの場合（37．5％

と31．7％）と比較して強いことが明らかとなった。さらに、5’側の2塩基にはAの存在

する傾向が（41．6％、43．2％）、無作為に抽出した遺伝子のプロモーターの場合（30．6％

と29．4％）と比較して高いことが明らかとなった（結果一図16）。

ここまでの結果を反映した、ARR1結合配列の5’側にAAを付加した
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5’－AAGAT（TIC）－3’または3’側にTTを付加した5’・GAT（TIC）T㍗3’は無作為に抽出した遺

伝子のプロモーターには1つのプロモーターにつき平均1．75箇所存在するのに対して、

ARR　1のダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターには1つのプロモーターにっき平

均3．98箇所とより高い出現頻度であった。さらに、5’および3’の付加的配列の特徴を

両方採用した5’－AAGAT（TIC）TT　3’の場合には、無作為に抽出した遺伝子のプロモータ

ーには一つのプロモーターに平均0．094箇所存在するのに対し、ARR　1のダイレクトタ

ーゲヅト遺伝子のプロモーターには0．826箇所とより高い出現頻度であった。これらの

配列の存在箇所を23のARR　1のダイレクトターゲット遺伝子の転写開始点上流

1，000bpについて図に示した。（結果・図17）

6．朋四6遺伝子のプロモーターに対するARR　1のDNA結合ドメインの結合様式の解

析

　ダイレクトターゲヅトである．4詔6遺伝子のプロモーターにARR　1が結合している

かどうかを調べるために、ARR　1のDNA結合ドメインであるGARPドメインとGST

を融合したタンパク質（GST－ARRIDBD）を用いてゲルシフトアヅセイを行った。作

製した．4詔6遺伝子のプロモーター断片に対してGSTARRIDBDタンパク質は様々な

強度で結合を示したが、GSTのみではそのような結合は確認できなかった（結果・図18）。

結果一図18に示したように、ARR　1の加再伽o結合配列である5’－GAT（TIC）－3’の近傍に

付加的な配列が含まれた5’－AAGATT・3’、5’－GATTTT－3’、5’－AAGATTTT－3のいずれか

が3ヶ所存在するNo．4のDNA断片への結合が極めて強く、1ヶ所のみ存在するNo．3

とNo．5のDNA断片にはNo，4より弱いが結合がみられた。これとは異なり、　ARR　1

結合配列の存在しないNo．1やNo．2のDNA断片では、5’・GAT（TIC）－3’配列がそれぞれ

複数存在するにも拘らず、そのような顕著な結合はみられなかった（結果一図18）。さ

らに．4刮～6遺伝子のプロモーターのどの配列に結合しているのかを調べるために、転

写開始点上流の．4朋6プロモーター約220bpに対してGSTARRIDBDを用いた

DNaseIフットプリント解析を行った。その結果、結果一図で示したようにゲルシフトア

ヅセイで用いたNo．3DNA断片に存在する②や③の5’－AAGATTTT－3配列やNo．4DNA

断片に存在する④の5’－GATTTT3’配列を含む領域をGSTARRIDBDタンパク質が

DNaselから保護していることが示された（結果・図19）。特に③や④への保護の程度は、

プラス鎖およびマイナス鎖で共に強かった（結果・図19）。それとは異なり、ゲルシフ

トで用いたNo．3DNA断片に存在する①の5’・GATTTT－3’配列のGST－ARR　IDBDタン

パク質によるDNAaseIからの保護は確認できなかった（結果一図19）。これらの結果か

ら、ARR　1のダイレクトターゲット遺伝子プロモーター中のDNA結合配列に対する結

合には何らかの指向性があることが示唆された。
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結果一表1ノザンプロット解析結果のまとめ
Gene Result　of　the　Northern　blot　analysis袖

Code　1

Induction　by　BA　in　the

　　　　wild　typeb

Ef艶ct　of

∂∬r1－11h

　the
presellce

of　CHXc

Induction　by　DEX　in

35S－ARR　1△DDK－GRb
Product

　In　the　　　　　In　the

absence　of　presence　of

　CHX　　　　CHX

　In　the　　　　In　the

absence　of　presence　of

　CHX　　　　CHX
Type・AARR　genes

Atlg59940

Atlg10470

At3948100

At5962920

Atlg19050

At2941310

At3957040

Atlg74890

At2940670

At3956380

ARR3
ARR4
ARR5
ARR6
ARR7
ARR8
ARR9
ARR15
ARR16
ARR17

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Cytokinin－responsive　genes

At4929740

At2946310

Atlg67110

At4911190

At4923750

At2930540

Atlg69530

At2929490

At4919030

At4911210

At2940230

AtlgO4240

At2920520

Cytokini且oxidase　CKX4

AP2・like　transcription　factor

Cytokinin　dehydrogenase　CYP735A2
Putative　disease　resistance　response

AP2・like　transcription　factor

Putative　glutaredoxin

Expansin　EXPl
Putative　glutathione　S－transfbrase

Nodulin・like　protein　NIP1；1／NLMl

Putative　disease　resistance　response

Putative　trans艶rase－f訣mily　protein

AUX／IAA・鉛mily　protein　IAA31SHY2

Fasciclin－like　arabinogalactan　protein

十

十

十

十

＋1・

＋！一

十

十

十

十

十

＋1・

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

n．d．

十

十

n．d．

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

＋／・

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Genes　related　to　cytokinin－responsive　phenomena

At3948750

At4934160

Atlg62360

Atlg29930

Cyclin　dependent　kinase　CDKA；1

D－type　cyclin　CYCD3；1

Homeodomain　protein　STM

Chlorophyll　A－B　binding　protein　CAB　1

十

n．d．

n．d．

n．d．

n．d．

Genes　activated　ARR1△DDK・GR
At3962930

Atlg76410

At3944610

Putative　glutaredoxin

RING　finger　protein

Putative　pro七ein　kinase

十

十

十

十

十 十

n．d．

十

十

十

十

十

十

・転写産物量変化からの判定は、独立した2回以上のノザンプロット解析により行った。

b「＋」、「・」、「＋ノー」は、それぞれWT植物体にBA付加後1時間および3時間処理することによって転写産物量が「顕

著に増加した」か、「微妙な増加であった」か、「検出できなかった」かを示している。

・「＋」と「・」は、それぞれWT植物体と∂π1－1変異体にCHX付加を伴った状態でBA付加後1時間および3時間処
理することによる転写産物量変化を比較して、変化の差異が顕著であったか、微妙であったかを示している。また、「n．d．」

は、WT植物体にCHXを加えない状態でBAを付加したときに転写産物量の上昇が見られなかったので判定できなかっ
たことを示している。

d「＋」、「・」、「＋ノー」は、それぞれ359朋児1』nOK－6凋形質転換体にDEX付加後1時間および3時間処理することに

よって転写産物量が「顕著に増加した」か、「微妙な増加であった」か、「検出できなかった」かを示している。
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結果・表2HiCEP解析によって選出したARR1ダイレクトターゲツト遺伝子候補

Genea cDNA　fragment　detected　by　HiCEP

Code Product Length　of　cDNA　MspI－end　Msel－end
　　　　　　（bp）　　sequence　　sequence

DEX－treated
　　　　　　　　　Magnitude
　　　level　of
　　　　　　　　of　inductione
f【uorescenceb

At3962950　Putative　glutaredoxin

At4929740　Cytokinin　oxidase　CKX4

At3918780　Actin　ACT2

At5953490　Thylakoid　lumenal　protein

At3944610　Putative　protein　kinase

Atlg76410　RING　finger　protein

At2933830　Dormancylauxin　associated　protein

At4916000　Expressed　protein

At3959930　Expressed　protein

Atlg30250　Expressed　protein

AtlglO470　Type・A　response　regulator　ARR4

At5911420　Expressed　protein

At5908690　ATP　synthase　beta℃hain　2

At2905100　Chlorophyll　A－B　binding　protein

At5942450　Pentatricopeptide　repeat　protein

At3955970　Putative　oxidoreductase

At5913650　Elongation魚ctor魚mily　protein

At3962930　Putative　glutaredoxin

98

122

70

116

41

130

370

316

39

81

59

39

53

151

34

89

37

100

CCGGCG
CCGGAC
CCGGTT
CCGGTC
CCGGCT
CCGGTA
CCGGGA
CCGGCC
CCGGCT
CCGGTG
CCGGAT
CCGGCT
CCGGCT
CCGGGG
CCGGCC
CCGGAC
CCGGCC
CCGGAG

GCTTAA
AATTAA
AGTTAA
CCTTAA
GGTTAA
GATTAA
TTTTAA
TGTTAA
GGTTAA
TTTTAA
CGTTAA
ACTTAA
TATTAA
TCTTAA
TATTAA
CGTTAA
TGTTAA
CTTTAA

1272

1382

533

628

645

1283

3106

534

4176

685

1150

1451

843

860

1361

1988

2601

3481

3．16

2．52

2．42

1．96

1．81

1．77

1．75

1。70

1．68

1．62

1．60

1．60

1．57

1．56

1．54

1．51

1．51

1．50

・HiCEP解析によって検出されたcDNAの配列にコードされている遺伝子の詳細を記載した。
bDEX付加して抽出したtota　RNAを用いて行った2回のHiCEP解析で得られた低い方のピーク蛍光強度（めwer
DEX・treated　V註1ue）を示した。

・DEX付加して抽出したtota　RNAを用いて行つた2回のHiCEP解析で得られた低い方のピーク蛍光強度（Lower
DEX－treated　Value）をDEXの付加なしのときの高いほうのピーク蛍光強度（higher　DEX・untreated　nuorescence　levels）

で割った値を示している。．
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hsp90　complex

inhibition

　⊥

inactive PK）tein　X

g畠薦＼

講殿薩　驚、
誤　　　　藏慧　　　　鍔、

active prて）teln　X

＼＼串騨。。叩lex

翻難難●・・

結果・図1グルココルチコイド受容体のホルモン結合ドメイン融合タンパク質のDEX

による制御の模式図

グルココルチコイド受容体のホルモン結合ドメイン（GR－HBD）と融合させたタンパ

ク質X（protein　X）の機能は、　GRHBDへのhsp90複合体（hsp90　complex）の結合

により阻害され不活性化されている。この状態でグルココルチコイドホルモンの一種で

あるDEXを付加すると、　GR－HBDの構造変化が起こりhsp90複合体から解離して、

タンパク質Xが活性化される（Picard　et　al．，1988；Picard，1994）。
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W「 a〃例7一ブ　　35Sr熈7∠DDK－GR

CHX
BA

嚇

　　十　　十　　一　　　　　十

十　　　　　十　　　　　十　　一

十　　　　　　　　十　　十

十　　一　　一　　一　　一

一　　　　　十　　　　　　十

t「a「醐μ》＿■＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿
0「gene

　　δ轟㊨

結果・図2ノザンプロット解析結果の判定方法

本研究で行ったノザンプロヅト解析の結果からそれぞれの遺伝子についてどのよう

に判定を行ったかを模式的に示した。示した図は、WT植物体およびヨzr14形質転換

体にはBAおよびCHX、35乱4詔1』刀OK－（況形質転換体にはDEXおよびCHXをそ

れぞれ組合せて付加し、所定時間時間処理したものからtotal　RNAを抽出してノザン

プロット解析を行った結果を想定した。これらの薬剤付加による様々な遺伝子のノザン

プロヅト解析から、WT植物体においてCHX付加によって新規のタンパク質合成を阻

害した場合にBA付加によって転写産物量の上昇する遺伝子はサイトカイニン初発応

答遺伝子と判定し、35β：4朋1』00π一（況形質転換体においてDEXおよびCHXを共

に付加することによって転写産物量の上昇する遺伝子はARR　1のダイレクトターゲッ

ト遺伝子であると判定した。また、WTと∂〃1－1へのBAおよびCHXの付加による遺

伝子の転写発現の比較によってその遺伝子の転写活性化におけるARR　1の寄与の程度

を判定した。
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W「 a7プー7　35S，ARR7∠α）〈駅

　　CHX　－　　一　　十　　十　　一　　一　　十　　十　　一　　一　　十　　十

　　BA、　　一　　十　　一　　十　　一　　十　　一　　十　　一　　一　　一　　一

　　DEK　－　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　十　　一　　十

ARR3　鞭6自瓠陰．●■鰍0引朗■鰐葡讐1曽
ARR4

燃15
ARRプ6

㈱7
UBQ4

UBQプ0

o値■慶o●●輪●●鱒卿●
膿顯陰憾引瞬1幽メゆ．艦轡．瓢・鏡欝

■緊●賞●鯛螢頓●6轍偵レ．o
覆●●●・嫡●●鱒一輔蜘鍾
脚●曽■陰曽璽●曽曹●oo
喚懸騨引●い伸’輔●’輌鱒鱒麺
鯉●卿－9二画鰹醜難騨魍賑1轍轡
蕪雛撫・纏験簿・，f、’輸協繕誕鰻

1犠　饗　1麗鏑醸灘§罰鞭鑛．i醗懲

會●轡自陰●舶●引■■■
●●■■1■●■■1■1■1曹1●1■1匿

結果一図3タイブA細遺伝子のノザンプロット解析（1時間）

　タイプA』～児遺伝子のサイトカイニン初発応答による転写活性化、およびARR　1に

よる直接的な転写活性化について調べるためにノザンプロット解析を行った。WT植物

体およびa〃1－1形質転換体には5μMBAおよび30晒M　CHX、355溜究1ムaOK・碑形

質転換体には30FM　DEXおよび30μM　CHXをそれぞれ組合せて付加し、各薬剤付加

後1時間処理したものからtotal　RNAを抽出してノザンプロット解析に用いた。各レ

ーンにはそれぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。左側に用いたブローブの遺伝子名を記

載した。シロイヌナズナのユビキチン遺伝子である鵬94とα8C10をネガティブコ

ントロールとして用いた。尚、DEX付加における353溜究1」no匠・6四形質転換体に

対するコントロールとして、WT植物体にDEX付加を行い同様にしてノザンプロヅト

解析を行った（結果・補足図2、3）。
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　　　　35SrARRプ
VV「　　aπ7イ∠lDOκGR

　　　　35S〆冊マ7
vvr　　a〃ブー7∠αXGR

CHX－一十十一一十＋一一十＋
BA－十一十一十一十一一一一
DEX－一一一一一一一一十一十
1．0

0．5

0

1．0

0．5

0

1．0

0．5

0

1．0

0．5

0

1．0

0．5

0

1．0

0．5

0

締

細4

ノ槻5

備

柵

柵

一一 ¥十一一十十一一十十

一十一十一十一十一一一一

一一一一一一一一一 ¥一十

㈱

燃75

㈱6

燃77

㎜

しβQ70

結果・図4ノザン解析によるタイプA調四遺伝子の転写発現の定量（1時間）

薬剤付加後1時間処理によるタイプA紹四遺伝子の転写発現のノザンプロヅト解析

結果（結果一図3）から、各転写産物のバンドの黒化度をもとに定量を行った。各遺伝子

の転写産物で最も強いバンドの値を1として、それに対する相対値をプロヅトした。
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W「 ar1イ　　35S，ARR7∠α）〈駅

　　CHX　　　　　－　　十　　十　　一　　一　　十　　十　　一　　一　　十　　十

　　Bへ　　　　　　十　　一　　十　　一　　十　　一　　十　　一　　一　　一　　　一

　　DEX　　　　　－　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　十　　一　　十

AR昭　　．寝難．麟φ噸●梢轍魑顧9嫡轍

燃4

燃75

酬6
ARR77

「鯛圃●翰●◎1の舗●●響●『P
　　勘鱒■　　…舶噸騨解凋團騨■1

鮪o●購o鎖●ゆ一頓轍o幽曽
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露1鱒ll軸　：で話，・鱗囎蔭鉾1ぎ’婁鳶鯨r

詔（ン■　■●■●●唇■図■●●■

し召Qブ・曾■　　　●●0曽●■

結果・図5タイブA細遺伝子のノザンプロット解析（3時間）

　タイブA溜～遺伝子のサイトカイニン初発応答による転写活性化、およびARR　1に

よる直接的な転写活性化について調ぺるためにノザンプロット解析を行った。WT植物

体および8〃1・1形質転換体には5μMBAおよび30μMCHX、353一溜～必刀％一σ究形

質転換体には30ドMDEXおよび30ドM　CHXをそれぞれ組合せて付加し、各薬剤付加

後3時間処理したものからtotal　RNAを抽出してノザンプロット解析に用いた。各レ

ーンにはそれぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。左側に用いたプローブの遺伝子名を記

載した。シロイヌナズナのユビキチン遺伝子である昭ρ4と昭C10をネガティブコ

ントロールとして用いた。尚、DEX付加における353一細勉刀％・α配形質転換体に

対するコントロールとして、WT植物体にDEX付加を行い同様にしてノザンプロヅト

解析を行った（結果・補足図2、3）。
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　　　　　35SrARR7
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　　　　　35SrARR7
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結果・図6ノザン解析によるタイブA・疵四遺伝子の転写発現の定量（3時間）

薬剤付加後3時間処理によるタイプA．4詔遺伝子の転写発現のノザンプロット解析

結果（結果図5）から、各転写産物のバンドの黒化度をもとに定量を行った。各遺伝子

の転写産物で最も強いバンドの値を1として、それに対する相対値をプロットした。
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結果・図7タイブA・掘遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子のノザンプロット解

析（1時間）

　タイプA、4丑児遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子のサイトカイニン初発応答に

よる転写活性化、およびARR　1による直接的な転写活性化について調べるためにノザ

ンプロット解析を行った。WT植物体および8rr1・1形質転換体には5ドM　BAおよび

30μMCHX、358・盟～1ム刀り匠一67～形質転換体には30晒M　DEXおよび30晒M　CHXを

それぞれ組合せて付加し、各薬剤付加後1時間処理したものからtotal　RNAを抽出し

てノザンプロット解析に用いた。各レーンにはそれぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。

左側に用いたブローブの遺伝子名、もしくは遺伝子のコードしているタンパク質名を記

載した。薬剤付加後1時間の結果・図1と同様のtotal　RNAを用いている為、〇四ρ4と

α8｛210の結果は省いた。尚、DEX付加における355・㎜？1△刀、0』酢6四形質転換体に

対するコントロールとして、WT植物体にDEX付加を行い同様にしてノザンプロット

解析を行った（結果・補足図4、5）。
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結果一図8ノザン解析によるタイプA1蝦四遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子の

　　　　　　　　　　　　　転写発現の定量（1時間）

　薬剤付加後1時間処理によるタイプA紹四遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子

の転写発現のノザンプロット解析結果（結果一図7）から、各転写産物のバンドの黒化度

をもとに定量を行った。各遺伝子の転写産物で最も強いバンドの値を1として、それに

対する相対値をプロットした。
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結果一図9タイプAAR 遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子のノサンプロット解

柿 (3時間)

タイプAARR遺伝子を除くサイトカイニン初発応答による転写活性化､およびARRl

による直接的な転写活性化について調べるためにノサンプロット解析を行った｡WT植

物体およびaLTl-1形質転換体には5uMBAおよび30uMC江X､35S-ARRIADDK･GR

形質転換体には30pMDEXおよび30pMCHXをそれぞれ組合せて付加し､各薬剤付
加後3時間処理したものからtotalRNAを抽出してノサンプロット解析に用いた｡各

レーンにはそれぞれ6pgのtotalRNAを用いた｡左側に用いたプローブの遺伝子名､
もしくは遺伝子のコー ドしているタンパク質名を記載した｡薬剤付加後 3時間の結果一

図6と同様のtotalRNAを用いている為､UHQ4と と/方QIOの結果は省いた.尚､DEX
付加における35S･ARRlADDK･GR形質転換体に対するコントロールとして､WT植物

体にDEX付加を行い同様にしてノザンプロット解析を行った (結果･補足図4､5)0
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結果一図10ノザン解析によるタイプAARR遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子の

転写発現の定量 (3時間)

薬剤付加後 3時間処理によるタイプAARR遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝子

の転写発現のノザンプロット解析結果 (結果一図9)から､各転写産物のバンドの黒化度

をもとに定量を行った｡各遺伝子の転写産物で最も強いバンドの値を1として､それに

対する相対値をプロットした｡
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結果・図11サイトカイニンに応答して植物体の諸現象に関わる遺伝子転写発現の定量

のノザンプロット解析

　サイトカイニンに応答して植物体の諸現象に関わる遺伝子のサイトカイニン初発応

答による転写活性化、およびARR　1による直接的な転写活性化について調べるために

ノザンプロット解析を行った。WT植物体およびヨrr1・1形質転換体には諏M　BAおよ

び30μMCHX、358・溜～必刀り匠・侃形質転換体には30μM　DEXおよび30μM　CHX

をそれぞれ組合せて付加し、各薬剤付加後1時間（a）または3時間（b）処理したも

のからtotal　RNAを抽出してノザンプロット解析に用いた。また、各レーンにはそれ

ぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。左側に用いたプローブの遺伝子名、もしくは遺伝子

のコードしているタンパク質名を記載した。薬剤付加後1時間および3時間の結果・図

3、5と同様のtotal　RNAを用いている為、昭C4と昭C10の結果は省いた。尚、　DEX

付加における3519溜児必no』K・α7形質転換体に対するコントロールとして、WT植物

体にDEX付加を行い同様にしてノザンプロット解析を行った（結果・補足図6、7）。
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結果一図 12サイトカイニンに応答して植物体の諸現象に関わる遺伝子転写発現の定量

薬剤付加後 1時間または3時間処理によるサイトカイニンに応答して植物体の諸現象

に関わる遺伝子の転写発現のノザンプロット解析結果 (結果一図 11)から､各転写産物

のバンドの黒化度をもとに定量を行った｡各遺伝子の転写産物で最も強いバンドの値を

1として､それに対する相対値をプロットした｡
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結論一図 13HiCEP解析で検出されたピークのスキヤツタープロット

35S-ARRIADDK-GR形質転換植物体にDEX付加の有無により3時間処理を行い､

totalRNAを抽出して各 2回のHiCEP解析を行った｡DEX付加して抽出したtotal

RNAを用いて行った2回の解析のうち低い方のピーク蛍光強度 (LowerDEX･treated

Ⅵllue)がDEX付加しないで抽出したtotalRNAを用いて行った2回の解析のうち高

い方のピーク蛍光強度 (HigherDEX-untreatedValue)より高かったものを左上のグ

ラフにプロットした｡また､それとは逆にDEX付加して抽出したtotalRNAを用いて

行った2回の解析のうち高い方のピーク蛍光強度(HigherI)EX-treatedValue)がDEX

付加しないで抽出したtotalRNAを用いて行った2回の解析のうち低い方のピーク蛍

光強度 (LowerDEX･untreatedValue)より低かったものを右下のグラフにプロット

した｡水平に引いた破線はLowerDEX-treatedValueの500のしきい値の境界を示し､

斜めの破線はLowerDEX･treatedValueとHigherDEX-untreatedValueの1.5倍の

閥値の境界を示している｡グラフ中の白抜きのドットは､HiCEP解析によって選抜さ

れたARRlダイレクトターゲット遺伝子の候補を示している｡
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結果一図14mCEP解析により同定したARRlダイレクトターゲット遺伝子のノサンプ

ロット解析

mCEP解析により同定した ARRlダイレクトターゲット遺伝子のサイトカイニン

初発応答による転写活性化､および ARRlによる直接的な転写活性化の影響について

調べるためにノザンプロット解析を行った｡WT植物体および arTl･1形質転換体には

5pMBAおよび30pMCHX､35S-ARRlADDK･GR形質転換体には30uMDEXおよび

30pMC江Xをそれぞれ組合せて付加し､各薬剤付加後 1時間 (a)または3時間 (b)

処理したものからtotalRNAを抽出してノサンプロット解析に用いたOまた､各レー

ンにはそれぞれ6帽 の totalRNAを用いた.左側に用いたプローブの遺伝子名､もし

くは遺伝子のコー ドしているタンパク質名を記載した｡薬剤付加後 1時間および3時間

の結果･図2､3と同様の totalRNAを用いている為､UBQ4と tBQIOの結果は省い

た.尚､DEX付加における35S-ARRIADDK･GR形質転換体に対するコントロールと

して､WT植物体に DEX付加を行い同様にしてノサンプロット解析を行った (結果-

補足図6､7)｡
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結果･図15ffiCEP解析により同定したARRlダイレクトターゲット遺伝子の転写発現

の定量

薬剤付加後 1時間または3時間処理に､よるHiCEP解析により同定したARRlダイレ

クトターゲット遺伝子の転写発現のノザンプロット解析結果 (結果-図 14)から､各転

写産物のバンドの黒化度をもとに定量を行った｡各遺伝子の転写産物で最も強いバンド

の値を1として､それに対する相対値をプロットした｡
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結果一図 16本研究により同定したARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーター

の特徴

本研究で同定 した ARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターに存在する

5'-GAY(T/C)-3'の近傍の塩基配列の解析を行った.1'nT4tTOでのARRl結合配列である

5'-GAで(T/C)-3'(Sakaieta1.,2000)を本研究により同定した23遺伝子､および無作為に

選抜した 500遺伝子のプロモーターより抽出して､その近傍に存在する塩基配列を比

較した｡5'･GAT(T/C)･3'の近傍のそれぞれの位置に存在する塩基の割合をARRlダイレ

クトターゲット遺伝子は右に､無作為に選抜した500遺伝子は左に模式的に示した｡
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結果一図 17本研究により同定したARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーター

に存在するARRl結合配列の分布

本研究により同定した23のARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターに存

在するARRl結合配列の分布を示した｡ARRlダイレクトターゲット遺伝子の転写開

始点上流 1,000bpに存在する各配列を 5'-AAGATT-3'および 5'-GATTTT-3'は白三角､

5'-AAGATCl3'および 5'-GATCTT-3'は黒三角､5'-AAGATTTTl3'は白のひ し形､

5'-AAAAGATTTT-3'は黒のひし形で示した｡
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結果一図18ARR　1のDNA結合ドメインを用いた耀6プロモーター断片のゲルシフト

アツセイ

　（a）（b）に示したP・32でラベルされた紹児6プロモーター断片（1から5）と

GSTARRIDBDとGSTを発現させた大腸菌の粗抽出画分を用いてゲルシフトアヅセ

イを行った。

　（b）GSTARRIDBDとDNA断片の結合の程度を「＋」と「一」で示した。用いた

ARR6プロモーターのDNA断片の位置を模式図で示した。5’・GAT（TIC）・3’は垂直の矢

印を用い、5’－GAT（TIC）冊3についても結果・図17と同様に白矢印とひし形を用いて示

した。
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結果一図19ARR　1のDNA結合ドメインを用いたDNa8eIフットブリント解析

精製したGSTARRIDBDタンパク質を用いて、溜％プロモーターDNAの部分断

片に対するDNaseIフットプリント解析を行った。この図は、電気泳動後のアクリルア

ミドゲルに対するオートラジオグラフィーの像を示しており、左右それぞれブラス鎖

（TOP）およびマイナス鎖（BOTTOM）の結果である。プラス鎖およびマイナス鎖の

泳動像上部に示した1から6までの数字は、DNA断片（0．15pmol）に対して用いた

GSTARRIDBDタンパク質がそれぞれ0、3．15、6．25、12．5、25、50pmo1であったこ

とと対応している。各泳動像の右側に示している線について、太い線はGSTARRIDBD

タンパク質によって強くDNaseIから保護された場所、それに比較して細い線は弱く保

護された場所を示している。尚、同時にシーケンスラダーを泳動しており、上部にヌク

レオチド名を示した。また、シーケンスラダーの左の数字は朋児6遺伝子の転写開始

点を＋1としたときの場所を示している。
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aqaaaqatgaatat二atttaccgqgttqgtgacggtgqtaccaaag－5冒　BOTT（〕M

結果一図20ARR1のDNA結合ドメインを用いたDNaseIフットプリント解析のまとめ

　　（a）結果一図18の（a）で用いた模式図と同様のものに、DNaseIフットプリント解

析に用いた！1詔6プロモーター断片の場所を示した。5’－GAT（TIC）・3’は垂直の矢印を用

い、5’－GAT（T／C）TT－3についても結果・図17と同様に白矢印とひし形を用いて示してお

り、この中でDNaseIフットプリント解析に用いたDNA断片に含まれるものには①か

ら④までの番号を付した。

　　（b）結果・図20の（a）に示したDNaselフットプリント解析の結果をまとめた。朋％

プロモーターの一1から一200までのDNA配列に対して、結果・図で太い線および細い線

で示したGST・ARRIDBDタンパク質によってDNaselから保護されている場所を対応

させた。尚、①から④までの番号を付けた四角で囲んだ配列は（a）の模式図と対応し

ている。また、DNA配列の上側はプラス鎖、下側はマイナス鎖を示している。
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結果・補足図1様々なARR　1形質転換植物体の示す表現形

WT植物体、355・燃1形質転換植物、353溜児1」刀りK形質転換植物へのBA付加

により示される表現形および353・細1」刀りK・σ児形質転換体へのDEX付加により示

される表現形を示すためにSakaiらの研究から図を抜粋した（Sakai　et　al．，2001）。（a、

e）WT植物体に1μM　BAをそれぞれ付加しなかったものと付加したもの；（b、　f）

353溜児1形質転換植物に1μMBAをそれぞれ付加しなかったものと付加したもの；（c、

d）BA付加を行わなかった355・溜～1△0％形質転換植物；（g）（f）を拡大したもの；

（h、i）35ぷ溜～1△o％一σπ形質転換体にo．単MDEXをそれぞれ付加しなかったも

のと付加したものを示している。尚、図中の矢印は子葉を示し、スケールバーは1mm

を示している。

解説：シロイヌナズナのWT植物体をBAの付加した状態で生育させると、著しい生

育阻害が見られる（e）。このような表現型が、ARR　1の過剰発現体である35ig・膿～1

形質転換体においては、BA付加時の生育阻害が助長される（f、　g）。　BAの制御を必要

としない、恒常的転写活性化能をもつARR　1△DDKを過剰発現する355F・燃1」0帰

形質転換体は、BA付加に依存せず生育阻害が誘導される（c、　d）。この生育阻害は、

W植物体にBAを付加したときに見られる表現型よりも強い。このARR　1△DDKの転

写活性化能をグルココルチコイド依存的に人為的に制御できるARR1△DDK・GRタン

パク質を発現する355溜児1」刀捌一（丑～形質転換体は、DEX未付加の場合には通常に

生育させたWT植物体と変わらない表現型であるが（h）、DEX付加時には

59一細1」刀z贋形質転換体と同様な表現型を示す（i）。
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結果・補足図2WT植物体へのDEX付加によるタイブA朋児遺伝子の転写発現への影

響

WT植物体へのDEX付加によるタイブA！捌～遺伝子の転写産物量への影響を調べる

ためにノザンプロット解析を行った。WT植物体に30ドM　DEXおよび30μM　CHXを

それぞれ組合せて付加し、各薬剤付加後1時間または3時間処理したものからtotal

RNAを抽出してノザンプロット解析に用いた。また、各レーンにはそれぞれ6μgのtotal

RNAを用いた。左側に用いたブローブの遺伝子名を記載した。
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結果一補足図3WT植物体へのDEX付加によるタイプAZ協四遺伝子の転写発現の定量

WT植物体へのDEX付加後1時間または3時間処理によるタイプA．4詔遺伝子の転

写発現のノザンプロヅト解析結果（結果一補足図2）から、各転写産物のバンドの黒化度

をもとに定量を行った。各遺伝子の転写産物で最も強いバンドの値を1として、それに

対する相対値をプロヅトした。
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結果・補足図4WT植物体へのDEX付加によるタイブA溜児遺伝子を除くサイトカイ

ニン応答遺伝子の転写発現への影響

WT植物体へのDEX付加によるタイプAA醍～遺伝子を除くサイトカイニン応答遺伝

子の転写産物量への影響を調べるためにノザンプロット解析を行った。WT植物体に

30酔MDEXおよび30μM　CHXをそれぞれ組合せて付加し、各薬剤付加後1時間または

3時間処理したものからtotal　RNAを抽出してノザンプロット解析に用いた。また、各

レーンにはそれぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。の左側に用いたブローブの遺伝子名、

もしくは遺伝子のコードしているタンパク質名を記載した。
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結果・補足図5WT植物体へのDEX付加によるタイプA躍四遺伝子を除くサイトカイ

ニン応答遺伝子の転写発現の定量

WT植物体へのDEX付加後1時間または3時間処理によるタイプAオ詔遺伝子を除

くサイトカイニン応答遺伝子の転写発現のノザンプロット解析結果（結果・補足図4）か

ら、各転写産物のバンドの黒化度をもとに定量を行った。各遺伝子の転写産物で最も強

いバンドの値を1として、それに対する相対値をプロットした。
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結果・補足図6WT植物体へのDEX付加によるサイトカイニンに応答して植物体の諸現

象に関わる遺伝子およびHiCEP解析により同定したARRlダイレクトターゲヅト遺伝

子の転写発現への影響

WT植物体へのDEX付加によるサイトカイニンに応答して植物体の諸現象に関わる

遺伝子およびHiCEP解析により同定したARR1ダイレクトターゲット遺伝子の転写産

物量への影響を調ぺるためにノザンプロット解析を行った。WT植物体に30FM　DEX

および30区MCHXをそれぞれ組合せて付加し、各薬剤付加後1時間または3時間処理

したものからtotal　RNAを抽出してノザンプロヅト解析に用いた。また、各レーンに

はそれぞれ6μgのtotal　RNAを用いた。の左側に用いたプローブの遺伝子名、もしく

は遺伝子のコードしているタンパク質名を記載した。
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結果一補足図7WT植物体へのDEX付加によるサイトカイニンに応答して植物体の諸現

象に関わる遺伝子および1｛iCEP解析により同定したARR　1ダイレクトターゲット遺伝

子の転写発現の定量

WT植物体へのDEX付加後1時間または3時間処理によるサイトカイニンに応答し

て植物体の諸現象に関わる遺伝子およびHiCEP解析により同定したARR　1ダイレクト

ターゲット遺伝子の転写発現のノザンプロット解析結果（結果・補足図6）から、各転写

産物のバンドの黒化度をもとに定量を行った。各遺伝子の転写産物で最も強いバンドの

値を1として、それに対する相対値をプロヅトした。
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第四章 考察

1.ARRlによるダイレクトターゲット遺伝子の転写制御

本研究ではARRlのダイレクトターゲット遺伝子として､ARRIADDK-GRによって

新規のタンパク質合成なしに転写産物量が上昇する23遺伝子を同定した｡また､23遺

伝子中の 21遺伝子がサイトカイニン初発遺伝子あることが明らかとなった｡さらに

WT植物体とazTl-1変異体における遺伝子の転写産物量の増加を比較することにより､

ARRlがダイレクトターゲット遺伝子の中で少なくとも17遺伝子の転写産物量の増加

に寄与していることが明らかとなった｡このことは､それら17遺伝子がサイトカイニ

ン応答時に ARRlによって直接転写活性化されていることを示している｡このように

して明らかとなった ARRlダイレクトターゲット遺伝子は､多様な機能を有するタン

パク質をコードしていた｡以下にそれら機能を列記すると､cytokininhydroxylaseで

あるCYP735A2はサイトカイニンの合成を触媒し､cytokininoxidaseである CKX4

はサイトカイニンの分解を触媒する(Wernereta1.,2001;Takeleta1.,2004)｡タイプA

ARR遺伝子は､リン酸リレーシグナルの出力装置であり､サイトカイニンシグナルの

負の制御因子であると考えられている(Imamuraeta1.,1999,'Kibaeta1.,2003;Toet

a1.,2004).AP2･likeproteinは転写因子であり､おそらくサイトカイニン直下の転写を

促進していると考えられる｡IAA3/SHY2は､重力屈性や側根形成などの根におけるオ

ーキシン応答に関与している(TianandReed,1999)02つのDDRPはリグニンやリグ

ナンの生合成に関わるタンパク質をコードしており､細胞外基質の再構成を行っている

と考えられている(Gangeta1.,1999)｡ARRlが受け取ったサイトカイニンシグナルは､

このような様々な ARRlダイレクトターゲット遺伝子によってサイトカイニン応答時

に起こる植物個体の現象の制御に関わっている｡

本研究においてサイトカイニン初発応答遺伝子のほとんどは､ARRlのダイレクトタ

ーゲットであることが明らかとなった｡このことから､ARRlやARRlと類似した分

子機能を有するタイプBARRが(Sakaieta1.,2000;Lohrmanneta1.,2001;Hosodaet

alリ2002;Imamuraeta1.,2003)､ほとんどのサイトカイニン初発応答遺伝子の転写制

御を行っていることが示唆される｡サイ トカイニン初発応答遺伝子である

glutathione-S-transferase遺伝子(At2g29490)やNTPl/1AV:LMlは､ARRIADDK-GR

によって転写活性化されなかったが､これらについては ARRl以外の因子によって転

写活性化されていると考えられる｡AP2･1iketranscriptionfactor遺伝子 (At4g23750)

とputativeproteinkinase遺伝子 (At3g44610)はARRIADDX-GRの転写活性化能

の誘導によって転写産物量が増加したが､WT植物へCHX付加を伴ったBA付加によ

ってはそれら遺伝子の転写産物量の増加はみられなかった｡Rashotteらの報告

(Rashotteeta1.,2003)および本研究のどちらにおいてもそれらの遺伝子はCHX付加を
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伴わないときにBA付加によって転写産物量が増加すること、およびARR　1のダイレ

クトターゲヅト遺伝子であることから、CHX付加時のサイトカイニン応答が検出でき

なかっただけで、実際にはサイトカイニン初発応答遺伝子である可能性は残されている。

　putative　pro七ein　kinase遺伝子を除くARR1ダイレクトターゲヅト遺伝子は、これま

でに報告された遺伝子発現解析においてサイトカイニンに早期に応答する遺伝子であ

ることが示されている（Hoth　et　al．，2003；Rashotte　et　a1．，2003；K［ba　et　al．，2004；

Brenner　et　al．，2005）。一方、比較的長い時間を要してサイトカイニン応答を行う

αK4／1や3盟はARR1△DDK・GRの転写活性化能誘導後1時間または3時間では転

写産物量が増加しなかった。このことは、ARR　1がサイトカイニンの初発応答に関わっ

ていることと辻褄が合う。0塑03α遺伝子の転写活性化には、サイトカイニン応答に

よる新規のタンパク質合成を伴わないことが報告されている（Riou・1（hamlichi　et　al．，

1999）。しかし、本研究ではこの遺伝子の転写活性化はCHX付加を伴わないBA付加

時に確認されたのみで、DEXを付加した35β溜児1△00蜂（況形質転換体ではそのよ

うな転写産物量の増加はみられなかった。0㎜3π遺伝子のサイトカイニン初発応答

における転写活性化にはARR　1以外の何か他の因子が関わっている可能性が考えられ

る。

　WT植物体と8zr1－1変異体のサイトカイニン応答の比較によって、ARR　1によるダイ

レクトターゲット遺伝子の転写活性化への寄与の程度が多様であることが明らかとな

った。このことから、ターゲヅト遺伝子によって転写活性化に関わるタイプBARRの

それぞれの寄与の程度が異なっている可能性が考えられる。また、いくつかのタイプB

ARRはARR1とは微妙に異なる配列選択性を有しており（lmamura　et　al．，2003）、この

ことが転写活性化に対する寄与の違いにつながっているのかも知れない。最近の研究で、

．4詔ム超究10、朋究12のタイプB．4朋遺伝子三重変異体では、本研究で行ったノ

ザンプロット解析において∂zr1－1変異体でほとんど変化がなかった．4詔3や．4詔9の

サイトカイニン応答に大きな影響がみられている（Mason　et　aL，2005）。これらの事実は、

サイトカイニン応答遺伝子が一つ以上のタイプBARRによって制御されており、それ

らタイプBARRの寄与の程度はそれぞれの遺伝子によって異なることを示している。

また、ARR　1のダイレクトターゲットではないとされたputative
glutathione－S－trans艶rase遺伝子やMP1／1肌〃1についてもARR　1以外のタイプB

ARRによって転写量を増加されている可能性がある。最近の報告において、　AP2転写

因子であるCRFが早期のサイトカイニン応答における遺伝子の転写活性化に関与して

いることが示された（Rashotte　e七al．，2006）。この転写因子は、本研究で解析したいく

つかの遺伝子のサイトカイニン初発応答に影響を及ぼしているかもしれない。
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2．HiCEP解析によるARR　1ダイレクトターゲット遺伝子のスクリーニング

　HicEP解析によって選抜したARR1△DDKGRの転写活性化能の誘導によって転写

産物量が上昇する18のARR　1ダイレクトターゲット候補遺伝子のうち、13遺伝子に

ついてはノザンプロヅト解析で再現性が確認出来なかった。また、いくつかの候補遺伝

子についてはノザンプロヅト解析によって検出できず、これはノザンプロット解析によ

る検出感度がHiCEPよりも低いためであると考えられた。また、ノザンプロット解析

は完全長のmRNAを、それに対してHiCEPはcDNAの断片を検出しており、不安定

なmRNAを対象とした場合には二つの方法から異なる結果が示される可能性が予測さ

れる。これらのことから再現性の確認できなかった13遺伝子には、ARR　1のダイレク

トターゲットが含まれている可能性が残されている。

　本研究では、ARR　1ダイレクトターゲット遺伝子のスクリーニングのために、　HiCEP

解析以外の方法としてマイクロアレイ解析も行った。そのマイクロアレイ解析ではアラ

ビドプシスの24，000遺伝子についてスクリーニングを行うことが出来る。

ARR1△DDK－GRの転写活性化能をDEX付加後1時間誘導したときに転写産物量が変

化する遺伝子の探索を行った。その結果、様々な遺伝子の転写量の変化が観察された（考

察図1）。ARR　1△DDI（－GRの転写活性化能を誘導しないときのマイクロアレイ解析の

シグナル強度に比べて、誘導したときのシグナル強度が1．5倍以上に増加した遺伝子を

考察表1に列記した。その中には、本研究によってARR　1のダイレクトターゲット遺

伝子として同定したタイプA．4詔遺伝子である．4詔夙．4朋6、．4研スPutative

glutaredoxin遺伝子、　Putative　disease　resistance　response遺伝子（At4911190）が

含まれていた。このことは、マイクロアレイ解析結果の正当性を支持するものであると

考えられ、さらなるARR　1ダイレクトターゲット遺伝子の存在を期待させるものであ

る。考察・図1に示したスキャヅタープロットから、本研究で行ったマイクロアレイ解

析における遺伝子の転写量の変化の程度がRashotteらの研究で行われたマイクロアレ

イ解析（Rashotte　et　a1．，2003）におけるWT植物体にサイトカイニン付加したときの遺

伝子の転写量の変化よりも小さいように思われた（data　not　shown）。このような結果

が得られた理由の1つとして、BAが根から植物体へ吸収されて効果を発揮するよりも

DEXが根から吸収されて植物体で効果を発揮するほうが時間を必要としている可能性

が考えられる。本研究で行ったノザンプロット解析において傾向としてWT植物体への

BA付加による遺伝子の転写産物量の増加は1時間処理と3時間処理のどちらの場合で

も明瞭に観察されるが、DEX付加によるARR1△DDK－GR　DEXの転写活性化能の誘導

では1時間処理よりも3時間処理で顕著な差が認められる。これらのことからDEX付

加後の処理時間を1時間よりも長時間行ったときの遺伝子の転写産物量の変化を解析

することが、マイクロアレイ解析にってARR　1ダイレクトターゲット候補遺伝子探索

するときの最良の条件であると考えられる。

68



興味深いことにHiCEP解析およびマイクロアレイ解析においてARRIADDK-GRの

転写活性化能の誘導により転写産物量の減少がみられる遺伝子の候補が確認された(考

察一表 2)｡しかし､そのような遺伝子の解析は本研究では行っていない｡サイトカイニ

ンによって転写産物量の減少がみられる遺伝子がいくつか報告されているが(Cheet

a1.,2002,'Hotheta1.,2003,'Rashotteeta1.,2003;Brennereta1.,2005)､ARRlや他

のタイプBARRによって直接転写が抑制される遺伝子については報告がないので今後

さらなる解析が必要であろう｡

3.ARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーター解析

本研究において ARRlダイレク トターゲット遺伝子のプロモーターに含まれる

ARRlの1'DVltTOでの結合配列である5'-GAY(T/C)-3'の近傍の配列の解析を行った｡そ

の結果､その 5'上流にAA､3'上流にTTの配列の出現頻度が高いことが明らかとなっ

た｡それらの配列の一つである 5'･GATCTT-3'がサイトカイニン応答遺伝子の上流に高

頻度で存在することが示されている(Rashotteeta1.,2003).5'や 3'の付加的な配列は

ARRlの1'DVl'tz10におけるDNAへの結合にどのように影響するかは分からないが､植

物個体においてARRlのDNAへの結合安定性に関わっている可能性が考えられる｡ま

た他の可能性として､ARRlと相互作用してこれらの配列に結合するタンパク質が存在

するのかも知れない｡また､両端に付加的な配列をもつ 5'･AAGAT(T/C)TT-3'は､パリ

ンドローム構造もしくは擬似的なパリンドローム構造をしており､ARRlがホモダイマ

ーもしくは他のタイプBARRとのヘテロダイマーを形成し､DNAに結合している可

能性が示唆される｡

ARRlと類似した DNA結合 ドメインを有する GARPファミリー転写因子である

CCAlは､アラビドプシスにおいて概日リズムの調整を行っている｡この CCAlは

CABl/LAcbl"3遺伝子 (Atlg29930)のプロモーターに存在する5'-AAAAATCT-3'およ

び5'-AACAATCT･3'とinvl'tz10で結合することが示されているが(Wangeta1.,1997)､

5'-AAjW TCT-3'の相補配列である5'-AGATTTTT-3'は､ARRlダイレクトターゲット

遺伝子のプロモーターに高頻度で出現する5'-AAGAT(T/C)TT･3'と類似している｡この

ことは GARPファミリー転写因子群が類似したDNA配列を認識していることを示唆

している｡ しかし本研究では､ARRIADDK-GR の転写活性化能の誘導によって

C4Bl/LAcbl*3遺伝子の転写量は上昇しなかった｡このことから､5'-AAGAT(T/C)TT-3'

以外にもcl'Sェレメントとして必要な構造が存在するのかも知れない｡
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4.ARZt6遺伝子のプロモーターに対するARRlのDNA結合ドメインの結合様式の解析

本研究では大腸菌で発現させたARRlの DNA結合 ドメイン (GST･ARRIDBD)を

用いて ARR6遺伝子プロモーターのどのような配列に結合しているのかを調べた｡ゲ

ルシフトアッセイを行ったいくつかの ARR6遺伝子のプロモーター断片に対して､

ARRlの1'DVjtTOでの結合配列である5'-GAY(T/C)-3'を基本配列とした5'･AAGATT-3'､

5'-GATTTT-3'､5'-AAGATTTT･3'のいずれかの配列を含むDNA断片に結合することが

示された｡また､約220bpのARR6プロモーター断片を用いて行ったDNaseIフット

プリントにより､少なくともゲルシフトアッセイで強い結合の確認されたいくつかの

DNA断片に存在する5'-AAGATTTT･3や 5'-GATTTT-3'を含む配列に選択的に結合して

いることが示された｡これらのことは本研究で行った ARRlダイレクトターゲット遺

伝子のプロモーター に高頻度 に出現す る 5'-AAGATT･3'､5'-GATTTT-3'､

5'-AAGATTTT-3'の配列がARRlによって特異的に認識されている可能性を支持するも

のである｡本研究の結果のみではまだARRl認識配列を決定することは出来ないので､

さらなるARRlダイレクトターゲット遺伝子のプロモーターを用いたDNaseIフット

プリント解析による情報の蓄積が期待される｡

本研究の結論と今後の展望

本研究の結果から､シロイヌナズナのサイトカイニンシグナル伝達に関する2つの重

要な事象が明らかとなった｡第一に､ほとんどの場合において初発応答遺伝子がARRl

ダイレクトターゲットであったということから､サイトカイニン受容から初発応答遺伝

子の転写活性化への主要な経路がタイプBARRへのHis-Aspリン酸リレーであること

が示唆された｡第二に､ARRlダイレクトターゲット遺伝子は広範囲な制御機能を持っ

たタンパク質をコードしていることが明らかとなった｡このことは､サイトカイニンシ

グナル伝達経路がHis-Aspリン酸リレーを介してARRlの転写活性化能を調節し､多

様性に富んだ ARRlターゲット遺伝子の転写量を上昇させて植物個体の様々なサイト

カイニン応答現象を制御していることを示している｡これらの2つの事象は､ARRlや

他のタイプBARRが植物体の様々なサイトカイニン応答現象に通ずるシグナル経路に

おける中心的存在であることを示している｡

一方､ターゲットプロモーターに存在する必須構造については､さらなる研究の余地

が残っている｡例えば､本研究で行ったARRlのDNA結合 ドメインタンパク質を用い

て行ったゲルシフトアッセイや､DNaseIフットプリントによってARR6プロモーター

以外のプロモーターを多数解析することによってその結合様式情報を集積することが

必要であると考えられる｡また､新規のタンパク質合成なしにARRIADDX･GRの転写

70



活性化能を誘導することで転写産物量の変化する遺伝子をマイクロアレイ解析によっ

て抽出し、それらのプロモーター構造解析を行うことも有効な手段であると考えられる。

今後プロモーター解析の情報の蓄積により詳細な必須構造が明らかになると共に、

ARR　1のダイレクトターゲット遺伝子がプロモーターのDNA配列情報から抽出できる

ようになることが期待される。
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考察・表1マイクロアレイ解析によって検出された35ぷ溜冗勉〃り野6囎形質転換櫨物
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考察表1　（続き）
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・DEX付加時のmRNAのマイクロア1ノイ解析におけるシグナル強度をDEX未付加時の強度で割った値が15以．hのも
のを示している。

去本礒究においてAR斑ダイレクトターゲット遺伝子として嗣定した遺伝子を示している。
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考察表2マイクロアレイ解析によって検出された35ぷ朋児1」9り四匠（況形質転換植物へ

のDEX付加したときに転写発現に変化が見られる遺伝子（転写発現減少）
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考察一義2(続き)
弧PS
Accession
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aDEX末付加時のmRNAのマイクロアレイ解析におけるシグナル強度をDEX付加時の強度で割った値が1.5以上のも
のを示している｡
bMIPSaccetionの存在しない遺伝子を示している｡
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考察一図 1ARRIADDK-GRの転写活性化能誘導に伴う遺伝子転写産物量変化を蘭べる

ために行ったマイクロアレイ解析結果のスキヤツタープロット

35S-ARRIADDK-GR形質転換体へのDEX付加によるARRlの転写活性化能誘導に

伴う遺伝子転写産物量変化を調べるためにマイクロアレイ解析を行った｡アレイ解析に

は､35S-ARRIADDK-GR形質転換体にDEX付加を行うものと行わないものを設け､

薬剤付加後 1時間のmRNAを調製して用いた｡この図は､マイクロアレイ解析の結果

をスキヤツタープロットにして示したものである｡図の縦軸は DEX付加時の mRNA

のマイクロアレイ解析におけるシグナル強度を示しており､横軸はDEX未付加時の強

度を示している｡水平および垂直の破線はDEX付加および末付加時のシグナル強度50

のしきい値の境界線を示している｡また､斜めの2本被線はDEX付加時と未付加時の

シグナル強度を比較したときに1.5倍以上のしきい値の境界線を示している｡
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