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論 文 内 容 の 要 旨

現在の大気には二酸化炭素 (CO2)が0.04%含まれるが,十分な光エネルギーが与えられる場合,C02の供給が光合成の

伝子群を誘導してC02をRubisco周辺に能動的に輸送する｡ このようなCO2濃度の変化に応答した遺伝子の転写調節が微

細藻類で知られているが,その分子機構についての知見は極めて限られている｡

本論文では,緑藻クラミドモナスの炭酸脱水酵素遺伝子 CAHlをモデルとし,環境中の炭素源の供給に応答した転写調

節機構を明らかにすることを試みている｡その主な内容は以下の通りである｡

第 1章では,CAHl遺伝子上流の転写調節に関与する領域の同定について速べられているoクラミドモナスのアリルス

ルプアタ-ゼ (ARS)遺伝子をレポーター として用いることにより,転写開始点上流 -651から-109の543塩基がCO2

濃度の変化および光に応答した転写調節に十分であることを明らかにしている｡ さらに,この領域の5′側の358塩基はC02

が十分量供給された条件下でCA打1の転写を抑制すること,J3′側の185塩基はC02が欠乏した条件下で転写を活性化する

ことそ示しているOこれらの結果に基づき,CO2濃度変化に応答したCAHlの転写調節は,抑制に関わる因子と活性化に

関わる因子が括抗的に働くことにより行われるという可能性を示唆している｡

第2章では,転写の活性化に関与するエンハンサーとそれに特異的に結合する核タンパク質について述べている｡ 塩基配

列を連続的に置換するリンカースキャン法を用いて転写活性化に必要な塩基を調べることにより,2つのエンハンサー,

EE-1(25塩基)とEE-2(11塩基)を同定している｡ また,シス配列のデータベースに対する相同性検索により,EE-1

の5′側の9塩基はエンドウ,アデノウイルス,ヒトの遺伝子のエンハンサーと高い相同性を示すことを見出し,動物から

高等植物で普遍的に機能しているエンハンサーがクラミドモナスのC02に応答した転写調節にも関与している可能性を指

摘している｡ さらに,ゲルシフト法により′2つのエンハンサーに結合する核タンパク質が存在することを示し,これらのタ

ンパク質が転写の活性化に関与することを示唆している｡EE-1･結合タンパク質は,他の生物のエンハンサーと相同性を示

した9塩基の配列を特異的に認識することも明らかにしている｡また,EE-1とEE｣2に結合する.タンパク質は,いずれも

CAHlの活性化が起こらない高いCO2濃度下や暗所でも常に核抽出液中に含まれることを見出している｡ この結果に基づ

き,CO2濃度変化や光に依存したEE-1,EE-2結合タンパク質の転写リプレッサーとの相互作用や,リン酸化などの翻訳

後修飾の働きによりCAHlの転写が制御されるというモデルを提唱している0

.第3章では,酢酸とCAHlの発現との関連について述べている. ク′ラミドモナスは酢酸を代謝して従属栄養的に生育す

ることができ,この培養条件下ではCAHlの転写は抑制される｡ この転写抑制は呼吸の変異株では起こらないことを示し,

呼吸が酢酸によるCAHlの転写抑制に必須であることを明らかにしている｡この結果から,酢酸が呼吸により代謝される
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と結論づけている｡また,この結果より,細胞内のCO2濃度を感知して遺伝子発現を制御する機構が存在する可能性を指

摘している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

C3型の光合成を行う生物では,C02のRubiscoへの供給が光合成の律速となっている｡多くの微細藻類は,環境中の

C02の欠乏を感知して無機炭素濃縮機構に関与する遺伝子群の転写を活性化することにより,C02を葉緑体内に能動的に

取り込むことができる｡ これらの遺伝子の発現誘導は,､従属炭素源である酢酸の添加によって抑えられる｡ この合日的な転

写調節の分子機構については全く知られておらず,その解明が待たれている｡本論文は,分子遺伝学的手法を取りうる唯一

の真核緑藻であるクラミドモナスの炭酸脱水酵素遺伝子 CAHlを用いて,C02と酢酸に応答した転写調節機構の解明を試

みたものである｡ 本論文の評価すべき点は以下の通りである｡

1.CAHl遺伝子転写開始点上流 -651から-109の543塩基が,環境中のCO2濃度変化に応答した転写調節に必要であ

ることを明らかにした｡

2.Cm lの発現調節は,C02が十分供給された条件下での転写抑制と,C02が欠乏した条件下での転写活性化の2つの

機構により行われていることを証明した｡抑制には-651から-294の358塩基が,活性化には-293から-109の185塩基

が必要であることを明らかにした｡

3.CO2欠乏に応答した転写活性化に必要な2つのエンハンサー,EE-1とEE-2を初めて同定した｡配列のデータベー

スとの相同性検索から,動物や高等植物など幅広い生物で普遍的に機能するエンハンサーが,クラミドモナスのC02に応

答した転写調節に関与している可能性を指摘した｡

4.2つのエンハンサーには,核抽出液中に含まれるタンパク質が配列特異的に結合することを示し,これらのDNA結合

タンパク質が転写を調節している可能性を示唆した｡

5.2つのエンハンサーに結合するタンパク質は,CAHlの転写活性化の起こらない条件下でも核抽出液中に含まれるこ

とを見出し,転写リプレッサーとの相互作用やリン酸化等の翻訳後修飾により転写活性化が制御されるというモデルを提唱

した｡

6.酢酸によるCAHlの抑制には,呼吸による酢酸の代謝が必須であることを明らかにしたoこれより,酢酸が呼吸によ

り代謝された結果引き起こされる細胞内CO2濃度の上昇を感知して,転写を抑制する機構が存在する可能性を示唆した｡

以上のように本論文は,環境中のCO2濃度に応答した転写調節機構ならびに従属炭素源である酢酸との関連についての

理解を大幅に前進させたものであり,植物分子生物学,植物分子生理学に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として底値のあるものと認める｡

なお,平成13年2月14日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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