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論 文 内 容 の 要 旨

本論文では,核にコードされる葉緑体転写因子群の同定と機能解析を行い,葉緑体遺伝子の核遺伝子系による転写制御機

構について検討した結果を報告している｡

葉緑体は植物特有の細胞内小器官で,独自のゲノムと遺伝子発現系を持つ｡葉緑体ゲノムにコードされる約100種類の蛋

白質のほとんどは光合成に必須な蛋白質や,遺伝子発現系の賓白質であり,これらの発現調節は主として転写レベルで行わ

れる｡葉緑体で働くRNAポリメラーゼには少なくとも2種類あるが,光合成関連遺伝子の転写は主にPEPと呼ばれる大

腸菌タイプのRNAポリメラーゼによって行われ,遺伝子ごとに異なる組織特異性,光応答性を示す｡特に,光化学系Ⅱの

コア-タンパク質をコードするpsbD,psbA遺伝子の転写は成熟葉緑体で光応答性を示し,psbDはさらに概日時計の制御

を受ける｡ これら葉緑体遺伝子の組織特異的な転写や光応答転写には,PEPのプロモータ認識性の変化が中心的な役割を

果たすことが明らかとなっている｡ 本論文はPEPのプロモータ認識性とその変化の分子機構を解明することを目的とし,

核にコードされる幾つかの因子の同定と機能解析を行ったものであり,第2章と第3章に分けてその内容が報告されている｡

第2章では,PEPを構成するサブユニットのうち,プロモータ認識因子 (シグマ因子)を介する制御機構についての研

究結果が述べられている｡PEPのコア酵素部分を構成するサブ土ニット群は葉緑体ゲノムにコードされているが,コア酵

素だけでは部位特異的な転写を開始することはできか -O大腸菌などの細菌では,部位特異的な転写開始にはコア酵素に結

合するシグマ因子が必要である｡ しかし,植物では,シグマ因子の遺伝子は葉緑体ゲノムには存在しないことがら核にコー

ドきれると想像されていたが,同定されてはおらず,シグマ因子による転写制御の知見はまったくなかった｡そこで,･当時

藍藻や紅藻で同定されていたシグマ因子遺伝子の配列情報をもとにした逆転写pcR,cDNAライブラリーの作成.･スクリ

ーニングにより,高等植物であるコムギを対象として,核コード葉緑体シグマ因子 (TasigA)のクローニングを試み,世

界に先駆けてこれに成功した｡さらにTasigAの発現が細胞の発達段階,光,及び概日時計により制御されていることを

ノーザン解析によって見出した｡これらの結果は,葉緑体内での光応答転写や,概日時計に依存した転写,あるいは細胞の

発達段階に依存した転写が,核コードのシグマ因子を介することを示すものである｡

第3章では,シグマ因子に結合し,その活性を調節するタンパク質因子の発見とその機能解析の結果が報告されている｡

細菌では複数存在するシグマ因子の使い分けによる制御のほかに,シグマ因子に結合し,そめ活性を調節する蛋白質が知ら

れているが,PEPに関してはシグマ因子に結合する蛋白質は全く見つかっていなかった｡そこで,シロイヌナズナの†グ

マ因子sigA_に結合する蛋白質をyeasttwo-hybridscreening.によって検索し,SigAの領域4に結合する蛋白質をコード

する遺伝子のクローニングに成功した.SibIと名付けたこの蛋白質はまったく新規な蛋白質であり,N末端倒木:はSer,

Thrに富んだ葉緑体移行シグナルの特徴がみられた.また,SibIがSigAの領域4に直接かつ特異的に結合することを,

two-hybridassay及びGSTIPulldownassayによって確かめている｡ ついで,SibIとGFPのfusion贋白質を発現させ

るために作成したプラスミドをシロイヌナズナのプロトプラストに導入して,発現したGFPの細胞内局在を観察した｡そ
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の結果,GFPシグナルが葉緑体中で検出されたことから,SibIが葉緑体へ輸送されることを確認している｡ さらに,葉緑

体に入ったSibIが葉緑体内の転写にどのような影響をあたえるかを調べるために,形質転換プロトプラストを用いたrun-

onassay系を確立した｡恒常的に機能するCaMV35Sプロモータの制御下でぶibIを発現させるために作成したプラスミド

をプロトプラスりこ導入し,培養後のプロトプラストに対しrun-onassayを行い,個々の葉緑体遺伝子の転写活性を調べ

たところ,SibIの発現がpsbDとpsbAの転写活性を顕著に増加させることを見出した｡ 特にpsbDの転写活性化は顕著で

あり,最高で数千倍に達する場合もあったOさらに,sibZのmRNAは成長したロゼット葉,茎上乗,根に特異的に蓄積し

ており,また光によって誘導されることをノザン解析によって明らかにした｡これらの結果は,SibIによる葉緑体遺伝子

の転写制御機構の存在をはじめて示したものである｡

･なお,第1章では,本研究の背景が,また,第4章では今後の展開が述べられている｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

植物細胞中で光合成の場として働く葉緑体は原核生物型の独自のゲノムとその発現系を持っており,葉緑体遺伝子の発現

は細胞の発達段階や環境の変化に応答するように制御されている｡ この応答性に関して,核と葉緑体遺伝子系間のクロスト

ークが重要な働きをしていることが示唆されており,その分子論的な実体の解明に向けた研究が現在植物生理学の分野の重

要な研究課題の1つとなっている｡

本学位申請論文では,核コードの葉緑体転写制御因子群の同定及び機能解析により,核遺伝子系による葉緑体遺伝子転写

制御の2つの機構が明らかにされている｡ そのうちの1つはまったく新しく提唱された機構である｡ 本論文は4章から成り,

第1章ではこの研究に関わるこれまでの諸研究の成果と問題点に触れ,当該研究の動機付けと目的が述べられている｡ 第2

章及び第3章で申請者の研究成果が報告されており,第4章で全体の結論と将来-の展望が記述されている｡

葉緑体での転写には複数のRNAポリメラ∴ゼが関与するが,光合成関連遺伝子群の転写は主に大腸菌型のRNAポリメ

ラーゼによって行われる｡ 土のポリメラーゼは,そのコア部分が葉緑体ゲノムにコードされていることからPEP(plastid-

encodedplastidRNA polymerase)と呼ばれている｡PEPによる光合成関連遺伝子群の転写では,それぞれの遺伝子ごと

に異なる組織嘩異性,光応答性,概日時計依存性が見出′されている｡ これらの制御のなかでも,光化学系‡のコアタンパク

質をコ二ドするpsbD,psbA遺伝子の転写制御に関しては詳しい解析が行われており,両遺伝子の転写活性は成熟葉緑体で

光応答性を示し,pSbDはさらに概日時計の制御を受けることが分かっている.これらの応答性には各遺伝子の上流に存在

するプロモータ配列が重要であることが本研究以前に示されていたが,プロモータ配列を認識するためのシグマ因子の遺伝

子は葉緑体ゲノムには見出されず,その実体は分かっていなかった0

第2章では,コムギを対象としその核ゲノムから葉緑体シグマ因子の遺伝子 (Tasis:A)をクローニングし,TasigAの

発現が光シグナル及び概日時計による制御を受けることを明らかにtた結果が報告されている｡現在では,多くの高等植物

において,それぞれ複数のシグマ因子が核ゲノムからクローテングされているが,∴本研究の成果はそのひとつとして重要な

位置を占めている｡ また,TasigAの発現挙動の解析結果は葉緑体遺伝子の転写制御における核と葉緑体ゲノム問のクロス

トークがシグマ因子を介して行われている可能性を最初に示したものであり,きわめて重要な知見である｡ また,この結果

は第3章での研究の発展基盤と奉っている.

第3章では,葉緑体シグマ因子に結合する蛋白質をはじめて発見し,きら､にシグマ因子結合蛋白質が葉緑体内で働く転写

因子であることを証明しているO申請者はシグマ因子の発現調節のほかに,それらカチ葉緑体に輸送された後,何らかの活性

制御が行われているとの作業仮説を立て,細菌の転写装置の知見を基に葉緑体シグマ因子に結合する蛋白質の検索を行い,

現が,ある条件下でpsbD及びpsbA遺伝子の転写を特異的に活性化することを見出している｡ また,sJibZの発現が成熟葉

特異的であり光によって制御されていることを示し,葉緑体遺伝子転写制御におけるSibIの役割の-端を明らかにしてい

る｡ この成果は高く評価できる｡ 一万,本顧究で新しく開発したassay系は,他の目的にもすでに利用され大きな成果が得

られていることから,核コードの葉緑体転写因子群の機能を解析する上で一般性を持つ非常に優れた手法であると評価でき
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る｡

以上,本研究の成果は,植物の葉緑体遺伝子の転写制御に関して,核と葉緑体ゲノム間のクロストークを担う中心的な分

子論的実体を明らかにしたものであり,特に葉緑体シグマ因子結合蛋白質による遺伝子特異的な転写の活性化ははじめて見

出された制御機構で,国際的にも高い評価を受けているo今後の植物の葉緑体機能統御に関する分子レ云ルでの研究に新た

な展開を与えるものであると言える｡ .

本申請者が所属する分子生命環境論講座の目的の1つは,生命現象と環境の相関を分子レベルで追求していくことにあり,

本研究は,この目的に添ったものと言える｡

よって,本論文は博士 (人間 ･環境学)の学位論文として価値あるものと認める｡また,平成13年1月15日,論文内容と

それに関連した事項について試問を行った結果,合格と認めた｡
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