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博士論文要旨

高等植物の多くは一年の間で規則的に変移する［】長を識別し、開花反応を行う時期を

厳密に決定する。日長に対する反応様式には複数のタイプがあり、長日条件下において花

成を促進する植物や、逆に短日条件下において花成を促進する植物が存在する。日長によ

る開花時期の決定機構はこれまで生理学的、分子生物学的研究が盛んに行われてきてお

り、この機構には特定の光受容体と約24時間の内生リズムを発生させる概日時計が関与

することが長日、短日植物の間で知られてきた。近年、シロイヌナズナを用いた分子生物

学的解析により、長日植物における花成の日長反応の分子機構に関する知見は飛躍的に増

えたが、一方で短日植物においては、関連遺伝子の単離例の少なさから、開花時期決定機

構の分子機構に関する知見は比較的乏しかった。そこで本研究では、短日植物に属するイ

ネから関連遺伝子の単離、解析を行い、イネの開花時期を制御する分子機構を研究した。

フィトクロム発色団の生合成欠損変異株であるイネ5e5変異株は、花成の日長応答性

を示さず野生型株に比べ早く開花する。まず、この変異株において野生型株と異なる発現

様式を示す遺伝子群の単離を行った。5e5変異株における花成の表現型は長日条件下で顕

著に現れることから、長日条件下で育成した5e∫変異株と野生型株から経時的にRNAを

収集し、これらのRNAを蛍光ディファレンシャル・ディスプレイ法を用いて解析した。

約8，400の独立な遺伝子を検証した結果、Se5変異株においてmRNAの発現様式の変化し

た遺伝子が27見いだされた。うち12の遺伝子のmRNAの発現には野生型殊において日

周性の変動が見られ、これらの発現は概日時計により制御されると考えられた。これらの

中からmRNAレベルが日長により変化する遺伝子を探索すると、5つの遺伝子では

mRNA量が短日条件下において上昇しており、何らかの日長反応に関与することが示唆

された。これら5つの全長cDNAの塩基配列を決定した結果、NAC－ドメイン様転写調節

因子あるいは花成制御の1因子である糖の代謝を調節するアルドラーゼ遺伝子などが同

定された。

一方、発現に日周性の変動が見られた遺伝子の中に、GJGAⅣm（GJ）のイネ相同

遺伝子が見いだされた。GJは長日植物シロイヌナズナにおいて長日条件下での開花促進

に機能する遺伝子である。近年になって、イネの開花時期決定に関与する遺伝子の単離が

いくつか報告されたが、それらもシロイヌナズナの開花時期決定に関与する遺伝子の相同

遺伝子であったことから、開花時期決定の分子機構はイネとシロイヌナズナとの間で一部

保存されていると考えられる。本研究ではさらに、GJのイネ相同遺伝子の機能解析を行

い、イネの開花時期を制御する遺伝的経路の同定を行うと同時に、この遺伝的経路をシロ

イヌナズナで働く遺伝的経路との間で比較した。

まず、GJのイネ相同遺伝子（05GJ）の発現用式を調べたところ、05GJmRNAの発

現は明期の終わりにピークを迎える形での概ロリズムを示し、GJのそれと同様のパター

ンを示した。この結果は、双方のGImRNAの調節機構が保存されていることを示唆す

＿＿」



る。さらに、05GJを過剰発現する形質転換イネを作成し、開花時期を調べた結果、05GJ

過剰発現株は開花が遅くなると同時にその日長反応が減少し、05GJは良‖条件下での花

成の抑制に機能すると考えられた。以上の結果から、双方の植物柱間に存在する日長応答

性の違いはGJの下流の分子機構により引き起こされると考えられた。GJはCO八STA＜惜

（CO）の発現を活性化し、さらにCOは凡0腫尺〃VG上OCU5T（FT）の発現を誘導す

る。そこで、丑ブJ（COのイネ相同遺伝子）および〃dj∂（FTのイネ相同遺伝子）の05GJ

過剰発現株における発現様式を調べたところ、比ブJの発現は05GJ過剰発現株において上

昇しており、GJによるCOの発現調節と同一の関係を示した。このことから、GJ

（05G♪　によるCO（〃dJ）の発現制御機構も双方の植物種間において保存されていると

考えられた。しかしながら、比ブj∂の発現は05GJ過剰発現株において減少しており、GJ

によるFTの発現調節とは逆の関係を示した。以上の結果より、イネとシロイヌナズナの

あいだの日長感受性の違いを決定する分子基盤は、CO（〃dJ）によるFr（〃dj∂）の発現

調節機構にあると考えられた。

以上の結果を総合すると、イネとシロイヌナズナとの間の日長感受性の違いは、それ

を制御する遺伝的経路が遺伝子レベルで全く異なると言うよりはむしろ、シロイヌナズナ

との間で保存された遺伝的経路のうち途中の遺伝子の発現制御機構が逆転しているという

比較的単純な違いで決定されているように思える。このような発現制御機構の逆転を引き

起こす分子機構の解明が今後の課題として考えられる。
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序論

一年を通じた季節の変化のなかで、多くの生物は自らの行動様式や生活環を劇

的に変化させる。ある種の晴乳類や鳥類は春にかけて生殖活動を活発に行い、また

ある種の昆虫は秋にかけて蛸を形成し休眠状態に入る（Follettetal．，1998）。これらの

生物は、季節の変動に伴う環境の大規模な変化に村処するために、一年の間の時間

の流れを積極的に認識する機構を獲得してきたのであろう。これらの生物が時間の

流れを認識するための手がかりとする主要な環境要因は日長である。規則的に推移

する日長を時間認識の手がかりに用いることは、規則性の乏しい温度を時間認識の

手がかりにすることと比べ有利であったに違いない。

生物が日長に応答してその生命活動を変化させる反応は光周性反応と呼ばれて

いる。光周性反応の存在が初めて明らかになったのは高等植物の花成反応に関する

研究からである。GarnerとAllard（1920）はビロキシ品種のダイズを春から秋の間の

様々な時期に播種し、その後の開花時期を調べることで、このダイズが自分の生理

的年齢ではなく季節ごとに変化する環境因子に応答して花芽形成を起こすことをま

ず明らかにした。さらにGarnerとAllard（1923）は、タバコのメリーランドマンモス品

種を7月はじめから毎夕暗所に移し、日長を短縮させた場所で育成させ、その開花時

期を調べることで、この植物が日長を識別することを明らかにした。

シソやその他の植物を用いた実験から、日長の識別には厳密な内在機構の関与

が示唆されている。例えば、日長の15分の変化は、それまで全く花成反応を示さな

かったシソの群を一斉に花成誘導へと導くことが示されている（滝本，1998）。光周性

反応の生理学的研究は、光周性反応には一日の間の光エネルギーの総量が重要であ

るのではなく、明暗サイクル中の明あるいは暗のタイミングが重要であるとしてい

る（ThomasandVince－Prue，1997）。このことに関して、光周性反応に関する生理学的

解析は、日長の識別機構に約24時間の内因性のリズムを発生させる概日時計と特定

の光受容体との間の相互作用が関与することを示唆している。それは少なくとも次

のような実験結果からである。ビロキシ品種のダイズを明暗周期の後に、64　時間の

暗期を与えて、その間の様々な時間に光を照射すると、時間依存的に花成が抑制さ

れたりされなかったりすることが観察され、それは約24時間ごとに繰り返される。

このことは、概日時計により規定された時刻に光があるかないかで花成の有無が決

定されることを示唆している（ThomasandVince－Prue，1997）。

花成の光周性反応を示す植物種は多数知られているが、日長に対する花成反応

の様式は植物種において異なる。例えば、ヒヨス、ホウレンソウあるいはシロイヌ

ナズナなどの開花は長日条件下において促進され、短日条件下では遅延する。その
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一方で、アサガオ、シソ、あるいはイネなど開花は長日条件下において逆に遅延

し、短日条件下において花成を促進する。前者は長日植物、後者は短日植物と呼ば

れている。また、これらの他に、一定期間の長日（短日）に続いて短日（長日）が与え

られた場合に開花を促進する長短日植物（短長日植物）や、日長が一定範囲内にある

場合に開花が促進される中間植物などが知られている。これらの植物の間では日長

の識別機構にどのような差異があるのであろうか。光周性反応に関する生理学的解

析は、短日植物の日長の識別に暗期の長さが重要であることを示唆している。すな

わち、暗期の長さが一定以上あれば、同時に与えられた明期の長さに無関係に花成

反応が起こる現象が複数の短日植物において示されている（Thomas and Vince－Prue，

1997）。一方複数の長日植物においても暗期の長さが重要であることが知られてはい

るが、長日植物の多くは花成の促進に長い明期を必要とすることが示されている

（ThomasandVince－Prue，1997）。

高等植物における花成の光周性反応を包括的に理解するためには、日長反応性

において異なる様々な植物種を対象にした研究が必要である。花成の光周性反応に

おける近年の分子生物学的研究は日長反応性の異なる複数の植物種を対象に行われ

ているが、得られた知見の多くは主に長日植物に属するシロイヌナズナを用いた研

究によるものである（Simpsonetal．，1999；ReevesandCoupland，2000）。シロイヌナズ

ナを用いた研究において同定された遺伝子あるいは遺伝子座は20以上あり、これら

は光周性反応の制御機構における役割から　3　つのグループに分けることができる。

一つは概日リズムの制御、あるいはリズム情報の伝達に関与する遺伝子群であり、

これらの機能欠損は光周性反応の変化と同時に、多くの遺伝子の発現の概目リズム

あるいは特定遺伝子の発現の日周変動に変化を引き起こす。二番目は光受容体ある

いは光シグナリングに関与する遺伝子群であり、これらの機能欠損は同時に光形態

形成の変化あるいは光応答性遺伝子の発現変化などを引き起こす。三番目としては

花成誘導を直接的に誘導する遺伝子であり、これらの遺伝子は花成促進条件である

長日条件下において発現レベルが上昇する。

概日リズムの制御因子として光周性反応の制御に関与する遺伝子としては、

⊥0悩乱ONGATED〃yPOCOTyL（⊥〃り、C択C4上）JAⅣCLOCKA5■∫OCJATEDJ

（CCAJ）、GJGAⅣm（G刀、W OFCAβm月55JOⅣJ　（mCJ）、且A兄上y

凡0ⅦLNG3（ELF3）、ZEJnUPE（Z7L）、且KFl（flabin－binding，kelchrepeat，F－boxの

略称）、LPK2（LOVkelchprotein2の略称）が挙げられる。LHYおよびCC41は共に

Myb様転写調節因子をコードしており、共通の遺伝子ファミリーに属する（Schaffbr

etal．，1998；WangandTobin，1998；Greenetal．，1999）。これらの過剰発現は花成の遅延

を引き起こす（Schafftretal．，1998；WangandTobin，1998）。CK2はCCAlと結合する
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タンパク質として同定された遺伝子であり、カゼインキナーゼ2の′ヲサブユニット

をコードする（Suganoetal．，1998）。CK2はCCAlおよびLHYタンパク質のリン酸化

活性を有することが示されている（Suganoetal．，1998；Suganoetal．，1999）。また、CK2

の過剰発現は花成早化を引き起こす（Suganoetal．，1999）。GIは機能未知の核タンパ

ク質をコードしており、GIの機能欠損は花成の遅延を引き起こす（Park et al．，1999；

Fowleretal．，1999；Huqetal．，2000）。TOClは二成分制御系におけるレスポンスレギュ

レーター様タンパク質をコードしており、この機能欠損はLandsbergerec［a背景の短

日条件下では花成の早化を引き起こす（Millaretal．，1995；Somersetal．，1998）。且LF3

遺伝子は機能未知の核タンパク質をコードし、この機能欠損は開花の早化を引き起

こす（Zagottaetal．，1992；Hicksetal．，1996；Liuetal．，2001；Hicksetal．，2001）。Z71，、

NI，LPK2はともにPASドメイン、Fボックス、kelchリピートを含むタンパク質

をコードしており、ユビキチン／プロテアソーム経路においてタンパク質分解制御に

関わると考えられている（Somersetal．，2000；Nelsonetal．，2000；Schultzetal．，2001）。

FKFJの機能欠損は花成の遅延を引き起こすが、⊥PK2の過剰発現も花成の遅延を引

き起こす（Nelsonetal．，2000；Schultzetal．，2001）。この遺伝子ファミリーの機能欠損時

と機能獲得時における表現型がどちらも花成遅延であることの理由は明らかではな

い。またzrJ変異は共優性変異であると考えられており、この変異株は花成遅延を示

す（Somersetal．，2000）。

概日リズム制御遺伝子で構成される花成経路はほとんど分かっていない。これ

らの突然変異株あるいは過剰発現株同士の掛け合わせによる遺伝学的解析は進んで

いないのが現状である。また、特定変異の遺伝子発現に対する影響を調べた例はい

くつかあるが、ひとつの変異が他の発現に変化をもたらすと同時に、その道も見ら

れる。例えば、CCAJおよびL打yの過剰発現はGJの発現に変化をもたらすが、同

時にgl変異もこれらの遺伝子の発現に影響する（Fowleretal．，1999）。同様のことが

mcJとCCAJ、あるいはmcJと⊥〃yとの間の発現制御において報告されている

（Alabadietal．，2001）。ところで、概日リズムの発生機構は24時間周期への同調のた

めの環境情報入力系、リズムを発生させる中心振動系、そして情報出力系により構

成され、特に中心振動系は特定遺伝子間の発現のネガティブ・フィードバックによ

り構成されていると考えられている（Dunlap，1999）。このフィードバック成分をコー

ドする遺伝子群は発現を相互に調節し合い、この成分遺伝子の一方の変異は他方の

発現に影響を与えると考えられる。これに関連して、mCJと　CCAJ、およびTOCJ

と上〃yは、中心振動系のフィードバックループを形成しているという仮説が提唱さ

れている（Alabadiet al．，2001）。また、フィードバックループ成分および情報出力系

成分をコードする遺伝子は発現に概日リズムを示すが、環境情報入力系成分をコー
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ドする遺伝子の多くも発現に概ロリズムを示す（McWattersetal．，2000；Covingtonet

al．，2001；Parket al．，1999）。このことは、概ロリズム形成に関わる遺伝了一の多くは活

性を相互に調節し合うことを示唆する。

情報出力系に関わる因子として花成の光同性に関fナする遺伝子としては、

CONSTANS（CO）が挙げられる。COはzinc－fingerドメインを持つことなどから、転

写調節因子として機能すると考えられている。COの機能欠損は花成の遅延を引き起

こし、過剰発現は花成の顕著な早化を引き起こす（Putterillet al．，1995）。また、CO

mRNAの発現は概目リズムを示すが、COの過剰発現はCAβ遺伝子の発現の概臼リ

ズムに有意な影響を与えないことから、COはリズム情報を花成反応へと導く遺伝子

であるとされている（Ledgeretal．，2001；Suarez－Lopezetal．，2001）。これまでにgi、

肋γ、e旧変異株においてCOの発現レベルの変化が示されており、またこの発現変

化はこれらの変異株における花成の表現型と良く¶一致する（Suarez－Lopez et al．，

2001）。

花成を直接的に制御する遺伝子としては、凡OWE尺∬VG上OCU5T（F乃および

5UPP尺占550尺OFOVE尺且mg55JOⅣOFCOJ（∫OCJ）が挙げられる。Frはホスファ

チジルエタノールアミン結合タンパク質（PEBP）様の配列を有するタンパク質をコー

ドする（Kardailskyetal．，1999；Kobayashietal．，1999）。FTの発現は花成促進条件であ

る長日条件下において上昇し、この機能欠損は花成遅延を引き起こす（Kardailsky et

al．，1999；Kobayashietal．，1999）。SOClはCOの過剰発現による花成早化の表現型を抑

制する変異の一つとして見いだされた遺伝子であり、MADS－box　タンパク質ファミ

リーの一員として単離された　　AGL20　　と同一遺伝子であることが知られている

（Onouchietal．，2000）。またSOClはCOの過剰発現により発現が上昇する遺伝子群と

しても見いだされている（Samachetal．，2000）。SOClの発現は長日条件下において上

昇し、この機能欠損は花成の遅延を引き起こす（Samachetal．，2000；Leeetal．，2000）。

光受容体因子として光周性反応を制御する遺伝子としては、P打yTOC〃尺0ル旺A

（P打YA）、P打yTOC〃ROM吉β　　　（P打yβ）、P打yTOC〃ROル〃LD　　　（P打yD）、

P打yTりCf躇OM万古（P〃yり、およびC尺mOC〃尺0ル防2（（罰y2）が挙げられる。し

かしながら、これらの遺伝子の花成に対する役割は一様ではない（Linetal．，2000）。

PHYA、P打YB、PHyD、EWYE　遺伝子は赤色光および遠赤色光受容体であるフィト

クロムファミリーに属する。このなかで、P打yA　の機能欠損は花成の遅延を引き起

こすことから、mYAは花成の促進に機能する（Johnsonetal．，1994）。一方、mYB、

P打yD、P打yEの機能欠損はいずれも花成の早化を引き起こすことから、これらのフ

ィトクロム分子は花成の遅延に機能する（Goto et al．，1991；Bagna11et al．，1995；

Aukermanetal．，1997；Devlinetal．，1998；Devlinetal．，1999）。CRy2はUV－B／古色光受
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容体ファミリーに属する。この機能欠損は開花の遅延を引き起こすことから、C尺y2

は花成の促進に機能する（Guoetal．，1998）。また、PhyBおよびcty2変異株を川いた

遺伝学的解析から、C尺y2はP打yβシグナリングを抑制することで花成の促進に機

能するとされている（Guo et al．，1998；Mockleret al．，1999）。このことに関連して、

CRY2とPHYBタンパク質は核内において結合することが示されている（Maset al．，

2000）。

光シグナリング因子として花成の光周性反応の制御に関わる遺伝子あるいは遺

伝子座としては、PyTOC〃尺OME－5JGML〃VG且A尺⊥y凡OW℃尺〃VGり（PEFり）、

およびCON5〃TU〃VE P打OmMO尺P〃OG£MCJ（COPJ）が挙げられる。PEFJは

P打YAおよびP打yβに共通のシグナリングに、PEF2およびPE胃はP打yβシグナリ

ングに関与し、これらの変異株では共に花成の早化を引き起こす　（Ahmad and

Cashmore，1996）。これらの遺伝子は同定には至っていない。COPlはRINGフィンガ

ー、コイルドコイル領域、ならびにWD40リピートを含むタンパク質をコードして

おり、この遺伝子の機能欠損は花成の早化を引き起こすとされている（McNe11isetal．，

1994）。COPJは光形態形成の抑制因子としての役割がよく知られており、光形態形

成の促進因子であるb－Zip型転写因子HY5の暗所での分解に関与する（Osterlundet

al．，2000）。

花成の光周性反応に関する生理学的解析は、日長の識別に概日時計シグナルと

光受容体シグナルとの相互作用が重要であることを示唆している。このことに関し

て、シロイヌナズナでは次のようなことが明らかになっている。fTの発現レベルは

長日条件下で上昇し、この制御には　CO　が関与することが明らかになっている

（Kardailskyetal．，1999；Kobayashietal．，1999）。また、FTのCOによる発現誘導には新

規な転写翻訳系を必要としないことから、この制御には直接的な発現機構が関与す

る。また、COの一日のあいだの発現レベルは長日条件下と短日条件下との間で有意

な変化を示さない。そこで、fTの長日条件下での発現誘導はCOタンパク質と光受

容体シグナルとの相互作用により制御されているという仮説が提唱されている

（Suarez－Lopezetal・，2001）○

長日植物における花成の光周性反応の分子生物学的研究はシロイヌナズナ以外

の植物においてもなされている。エンドウでは、P打m　の機能欠損が花成遅延を、

P打YBの機能欠損が花成早化を引き起こすことが知られている（Weller et al．，1997；

Welleretal．，2001）。またオオムギでは、PHYBタンパク質の光安定性が失われた突然

変異株において花成の早化が報告されている（Hanumappaetal．，1999）。

短日植物の光周性反応の制御機構に関する知見は、シロイメナズナを主体とし

た長日植物での研究と比べると少ない。しかしながら、この知見は近年の分子生物

－5－
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学的解析により飛躍的に増加する傾向にあり、これは主にイネを用いた研究成果に

よるものである。イネは世界的な主要穀物のひとつと数えられ、その開花時期が栽

培範囲や栽培時期を決定する上で大きな影響を及ぼすことから、イネの花成研究は

育種学的な立場も含めてこれまで積極的な研究が行われている。

月dJ、〃d2、〃dj∂、〃djb、〃d∫および比ブ6遺伝子座はカサラス品種と日本晴品

種を用いたQTL解析から同定され、これらの準同質遺伝子系統を用いた遺伝解析が

進められている（Yanoetal．，1997；Yamamotoetal．，1998；Yamamotoetal．，2000；Yanoet

al．，2001）。他に、5eJ、5ej～5e7、且卜」ヨ　が光周性に関連する遺伝子座として同定

されている（Chandraratna，1955；Yokoo and Okuno，1993；川瀬，村札1958；川瀬ら，

1959）。このうち　〃dJ、月払ね、丑臥5eJ、5£5　は遺伝子がすでに単離されている

（Izawaetal・，2000；Yanoetal・，2000；Yanoetal．，2001；Takahashietal．，2001）。これらの

遺伝子はシロイヌナズナの光周性反応を制御する遺伝子とアミノ酸レベルで類似し

たタンパク質をコードしていたことから、花成の光周性反応の制御機構はイネとシ

ロイヌナズナとの間で一部共通している可能性が示唆されている（Yano et al．，

2001）。

丑ブJは　CO　とアミノ酸配列のレベルで類似したタンパク質をコードする。ま

た、〃dJは品種間の花成の違いを決定する因子のひとつ5eJと同一遺伝子座である

ことが示されている。さらに、5eJの機能欠損は長日条件下での花成の早化を引き起

こすと共に、短日条件下での花成の遅延を引き起こすとの報告がされている。この

ことから、5eJは長日条件下での花成の抑制、および短日条件下での花成の促進の両

方に機能するとの考察がされている（Yanoetal．，2000）。一方、当研究室の杉山およ

び中野はそれぞれ独立に5eJ変異株の異なるアリルの開花時期を調べ、5eJ変異株の

短日条件下での開花遅延を認めることが出来なかった（杉山，2000；中野，2001）。この

ことから、5eJ変異の短日条件下での花成遅延の表現型の有無は生育条件に依存する

と考えられる。〃dj∂はFTとアミノ酸レベルで類似したタンパク質をコードする。

この遺伝子の過剰発現は花成の早化を引き起こすことが示されている。また、〃dj∂

の発現は短日条件下において上昇することが明らになっている（Yanoetal．，2001）。

〃d6はカゼインキナーゼ2のαサブユニットをコードする。順同質遺伝子系統の解

析から、この機能欠損は花成の早化をもたらすことが示されている（Takahashietal．，

2001）。∫占J（∫eカは植物体が淡緑色を呈す変異株の原因遺伝子として同定され、フィ

トクロムの発色団の生合成酵素のひとつであるヘムオキシゲナーゼをコードする。

5e5変異株では長日条件下と短日条件下のいずれでも花成が早化することに加えて、

連続明期においても同様の花成早化を示すことから、5e5変異株では光同性反応が完

全に欠損しているとされている（Izawaetal．，2000）。また、ソルガムの光周性欠損突
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然変異株の原因遺伝子として単離された遺伝子はP打yβであったことから、短日植

物の光周性反応の制御にフィトクロムの重要性が示唆されている　（Childs et al．，

1997）。

長日植物での光周性機構に関する知見はシロイヌナズナにおいて豊富に蓄積さ

れている。イネは短日植物の中でも分子生物学的知見が豊富に蓄積されつつある

が、イネでの機構解明にはさらなる遺伝子単離が必要であると考えられる。そこで

本研究では、イネにおける花成の光周性反応の制御機構を解明する一環として、関

連遺伝子の同定およびその機能解析を行った。第1章では、イネの光同性反応に関

与する候補遺伝子を同定し、発現様式およびコードするタンパク質の特徴からこれ

らの光周性反応における役割を論じた。第2章では、同定遺伝子の機能解析を行う

ことでイネの光周性反応に対する同定遺伝子の役割を検証し、イネの光周性反応を

制御する遺伝的経路について論じた。

7
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第1章　イネの光周性反応に関与する候補遺伝子の同定

シロイヌナズナにおける光周性反応の分－f・生物学的解析から、光周性の制御に

はmRNAレベルでの発硯調節機構が重安であることが示唆されている。生理学的研

究から光周性制御に対する重要性が示唆されてきた概目リズムは、多数の関連遺伝

子のmRNAレベルでの発現様式に認められる特徴であり、また関連遺伝子のなかで

もCCAl、LHY、LPK2、およびCOmRNAの過剰発現はシロイヌナズナの光同性反

応を顕著に減少させることが知られている（Putteri11etal．，1995；Schaffbretal．，1998；

WangandTobin，1998；Schultzetal．，2001）。さらに、シロイヌナズナの花成が長日条

件下で促進されることと関連して、mRNA　レベルが長日条件下において上昇する遺

伝子が複数同定されており、なかでもFTmRNAの過剰発現はシロイヌナズナの光

同性反応を減少させることが知られている（Kobayashietal．，1999）。このことは、花

成の光周性反応に関与する遺伝子を、mRNA　の発現様式を指標に同定する手法が有

用であることを示している。SamachらはCOの発現誘導時にmRNAレベルでの発現

が変化する遺伝子を探索し、シロイヌナズナの光周性制御に関与する遺伝子を複数

同定している（Samachetal．，2000）。そこで本研究では、mRNAの発現様式を指標に

した、イネの光周性反応に関与する候補遺伝子の探索、および同定を行った。

材料と方法
1．植物材料および育成

1－1．材料

イネ（0り7∂5∂れ∂L．）

・農林8号。日長感受性を保持する日本稲品種。光周性関連遺伝子座として5。小、

旦、包、およびejを持つ。

・5e5突然変異株。イネ品種農林8号に対するγ線照射により得られた日長感受性

欠損変異株（YokooandOkuno，1993）

ト2．イネの育成

イネの発芽処理は、30％次亜塩素酸を用いて滅菌した種子をMS固体培地上に播

種することで行った。人工気象室で発芽させた幼苗を培地上で－－、一週間から10日間生

育させ、その後培土に移し生育させた。人工気象室の日長条件は長日条件を14時間

日長、短日条件を10時間日長とした。温度条件は、明期の間を30℃、暗期の間を
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25℃とした。

2．Fluorescentdifferentialdisplay　　法による遺伝子単離

Kunoらの方法を一部改変した（Kunoetal．，2000）。

2－l．RNA　の抽出

GTC－CsCl　法を用いた。イネの葉身を液体窒素で満たした乳鉢で十分に破砕し、12

mlGT溶液（4MGuanidineThiocyanate，25mM酢酸ナトリウム，117mMメルカプトエ

タノール）に移し5．7MCsCl溶液（5．7MCsCl，25mM酢酸ナトリウム）を用いて濃度

勾配を作成し、32，000rpm、20℃、22時間超遠心機（BECKMAN社）で遠心しRNA

沈殿を回収した。

2－2．cDNA　合成

2．5Flg相当のRNAを含んだ水溶液にDEPC水を加えて6．5FLlにし、これを4サン

プル用意した。これらに以下に示す25／ノMオリゴdTプライマーをそれぞれ1種類

ずつ2〃1加えた。その後これらをサーマルサイクラーを用いて70℃で10分間熱処

理し、その後すばやく水冷した。

・逆転写用オリゴdTプライマー（宝酒造）

DDIpnmer；51－GT15VA－3’

DD2pnmer；5’－GT15VT－3’

DD3prlmer；5’－GT15VC－3’

DD4primer；5’－GT15VG－3’v：T以外の塩基の混合

次に、それぞれの溶液に次の試薬を加え、以下の条件下で逆転写反応を行った。こ

の反応にはサーマルサイクラーを用いた。

5×Firststrandbuffbr（BRL社）

2．5mMmixeddNTPs（宝酒造）

0．1MDTT（BRL社）

RNaseinhibitor（宝酒造，130U／〃1）

4／∠1

4／バ

2／バ

0・5／ノ1

SuperScriptIIReverseTranscriptase（BRL社，200U／FLl）　　1FLl

反応条件

＿L
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25℃、10min

42℃、50min

90℃、5min

それぞれの溶液に滅菌水を加え全量を100ノ“1とし、以下のPCR反応に用いた。

2－3．PCR　反応

4種類の異なるcDNAプールをテンプレートに、以下に示す任意配列プライマー80

種類を用いてPCRを行った。以下にPCR反応液の組成および反応条件を示す。

PCR反応組成（10〃1）

CDNA

lOXPCRbuffbr（宝酒造）

2．5mMmixeddNTP（宝酒造）

25／∠M蛍光アンカーオリゴdTプライマー

2〃M任意配列プライマー

Ex－Taqpolymerase（宝酒造）

滅菌水

PCR反応条件

94℃（3min）、40℃（5min）、72℃（5min）×1

95℃（15sec）、40℃（2min）、72℃（1min）×25

72℃（10min）

1〃1

1〃1

0・2／ノ1

0・1／ノ1

2・5／ノ1

0・1／バ

5・1／バ

PCR　反応に用いる蛍光アンカーオリゴdT　プライマー（以下に示した）の配列は

CDNA合成に用いた4種類のプライマーと同一であり、PCRの際にはcDNA合成に

使用したのと同一配列プライマーを用いた。

・蛍光アンカーオリゴdTプライマー（宝酒造）；5－末端がローダミン標識されたオ

リゴdTプライマー

DDlpnmer；

DD2pnmer；

DD3pnmer；

DD4pnmer；

5’－Rhodamine－GT15VA－3’

5’－Rhodamine－GT15VT－3－

5’－Rhodamine－GT）5VC－3’

5一－Rhodamine－GT15VG－3．V：T以外の塩基の混合

ー10－
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・10merの任意配列プライマー（Operon社）；

AP1　5’－AGCCAGCGAA－31

AP2　5’－GACCGCTTGT－3’

AP3　5’－AGGTGACCGT－3’

AP4　5’－GGTACTCCAC－3’

AP5　5一－GTTGCGATCC－3’

AP6　5’－GCAATCGATG－3－

AP7　5’－CCGAAGGAAT－3’

AP8　5’－GGATTGTGCG－3’

AP9　5’－CGTGGCAATA－3’

APlO　5’－TAGCAAGTGC－31

APl15l－CAGACCGTTC－31

AP12　5’－TGCTGACCTG－3’

AP13　5’－AGTTAGGCAC－3－

AP14　5一－AATGGGCTGA－3－

AP15　5’－AGGGCCTGTT－3’

AP16　5’－CGTCAGTGAC－31

AP17　5’－GCAAGGAGTC－3’

AP18　5’－CTGAGCTAGG－3’

AP19　5’－GGCTAATGCC－3’

AP20　5’－GTGATCGGAC－31

OPB1　5T－GTTTCGCTCC－3’

OPB2　5’－TGATCCCTGG－3－

OPB3　5’－CATCCCCCTG－3■

OPB4　5．－GGACTGGAGT－3’

OPB5　5’－TGCGCCCTTC－31

0PB6　5’－TGCTCTGCCC－3’

OPB7　5l－GGTGACGCAG－3－

OPB8　5一－GTCCACACGG－31

0PB9　5’－TGGGGGACTC－3’

OPBlO　5一－CTGCTGGGAC－31

0PBl15’－GTAGACCCGT－3’

－11－
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80種類

OPA15一－CAGGCCCTCC－31

0PA2　5’－TGCCGAGCTG－3’

OPA3　5’－AGTCAGCCAC－3’

OPA4　5’－AATCGGGCTG－31

0PA5　5T－AGGGGTCTTG－3’

OPA6　5’－GGTCCCTGAC－3－

OPA7　5’－GAAACGGGTG－3．

OPA8　51－GTGACGTAGG－31

0PA9　5’－GGGTAACGCC－3－

OPAlO　5一－GTGATCGCAG－3’

OPAl15’TCAATCGCCGT－3’

OPA12　5’－TCGGCGATAG－3’

OPA13　5’－CAGCACCCAC－3’

OPA14　5’一TCTGTGCTGG－3’

OPA15　5㌧TTCCGAACCC－31

0PA16　5’－AGCCAGCGAA－3’

OPA17　5一－GACCGCTTGT－3’

OPA18　5’－AGGTGACCGT－3－

OPA19　5’－CAAACGTCGG－3’

OPA20　5’－GTTGCGATCC－3’

OPC1　5一－TTCGAGCCAG－3－

OPC2　51－GTGAGGCGTC－3’

OPC3　5’－GGGGGTCTTT－3．

OPC4　5’－CCGCATCTAC－3■

OPC5　5’－GATGACCGCC－3’

OPC6　5’－GAACGGACTC－3’

OPC7　5’－GTCCCGACGA－3’

OPC8　5’一TGGACCGGTG－3’

OPC9　5’－CTCACCGTCC－31

0PClO　5一－TGTCTGGGTG－3’

OPCl15一－AAAGCTGCGG－3’



OPB125’－CCTTGACGCA－3－

OPB13　5一－TTCCCCCGCT－3－

OPB145’－TCCGCTCTGG－3－

OPB15　5一－GGAGGGTGTT－3▼

OPB165’－TTTGCCCGGA－3－

OPB17　5一－AGGGAACGAG－31

0PB18　5’－CCACAGCAGT－31

0PB195’－ACCCCCGAAG－3，

OPB205’－GGACCCTTAC－3I

OPC12　5l－TGTCATCCCC－3’

OPC13　5’－AAGCCTCGTC－3’

OPC14　5l－TGCGTGCTTG－3－

OPC15　5■－GACGGATCAG－3’

OPC16　5’－CACACTCCAG－3－

OPC17　5’－TTCCCCCCAG－3－

OPC18　5’－TGAGTGGGTG－31

0PC19　5一－GTTGCCAGCC－3’

PCR反応後、10FLlのローディングバッファー（95％ホルムアミド、20mMEDTA）

を反応液に加え、電気泳動に用いた。

2－4・ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびバンドの検出

定法に従って組み立てたゲル板に、以下の要領で作成したポリアクリルアミド

溶液を流し込み、ゲルを作成した。

4％ポリアクリルアミドゲル組成

・生化学周尿素（和光純薬）

・10×TBE

21g

5ml

・40％アクリルアミド／ビス溶液，19‥1（5％C）（Bio－Rad社）　　5ml

滅菌水を用いて50mlとしたのち、ゲル板に流し込む直前に

・10％APS

・TEMED

を加えた。

240〃1

24／ノ1

これをDualAdjustableNucleicAcidSequencer（C・B・SScientific社）にセットし5分間の

pre－runを行った。85℃、3minの熱変成を行ったPCR産物3Fllを電気泳動に用い

た。ゲル板1枚当たり1500V、20mA、約3時間を泳動条件とした。その後FM＿

BIOII（宝酒造）を用いてバンドを検出した。

2－5．PCR　断片のサブクローニング

目的バンドのゲル上での位置を確認した後、この部分をゲルごと回収し、30／パTE
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の入ったエツペンドルフチューブに移した。凍結融解を　3　匝I繰り返し行うことで、

PCR断片をTEに溶出させた。ここでのPCR断片量は非常に少ないので、この上清

1FJlをテンプレートとして、FDDに用いたのと同一プライマーを使って再度PCR

反応を行い、多量のPCR産物を得た。これをDNAligationkitver．2（宝酒造）を用い

てp－GEM－Tベクター（Promega社）へ挿入、大腸菌に形質転換し、複数の大腸菌コロ

ニーからプラスミドを抽出した。

2－6．目的の　PCR断片が挿入されたプラスミドの選抜

回収されたゲルには、目的とするPCR断片の他に隣接した無関係なPCR断片が混

在すると考えられる。そこで、得られた複数のプラスミドの中から目的とする　PCR

断片が挿入されたプラスミドを選抜するために、プラスミドに挿入されたPCR断片

をプローブに用いた、FDDの際のRT－PCR産物に対するサザン解析を行った。

2－6－1．プローブ作成

プローブは、PCR断片が挿入されたプラスミドを鋳型にT7およびSP6プライマー

を用いてPCR反応を行い、インサートを増幅することで得た。

2－6－2．メンプレン作成

RT－PCR　産物を再度電気泳動し、バンド検出を行った後、目的バンドを含むゲル領

域上にメンプレン（HybondN＋；Amersham社）を未処理のままのせ、さらにその上に

同じ大きさの濾紙（3MM；Wattman社）を3枚重ねて乗せ、サランラップを被せた状

態で3時間から一昼夜おいた。その後UVクロスリンカーを用いてPCR産物をメン

プレン上に固定した。

2－6－3．サザン解析

ECLdirectnucleicacidlabbelinganddetectionkit（Amersham社）を用いた。プローブの

ラベリング、ハイプリダイゼーション、メンプレンの洗浄およびシグナルの検出方

法は添付の説明書に従ったが、メンプレンの洗浄温度は60℃で行った。FDDの際

のバンドパターンと同一のシグナルパターンが得られるプローブを同定し、そのプ

ラスミドを目的のものとした。

2－7．同一遺伝子から増幅された重複バンドの同定

10mer任意配列プライマーは、FDDに用いるPCR反応条件では鋳型に対して非特異

的に結合する。その結果、特定遺伝子から増幅されたPCR断片が別の任意配列プラ

－13－
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、

イマ一便用時においても増幅されることがあると考えられる。このような重複バン

ドをサブクローニングの対象から除外するために、同一遺伝子由来と考えられるバ

ンドをゲル上で同定した。

サブクローニングしたバンドと同様の発現様式を示すバンドを展開する　RT－PCR　産

物を全て再度電気泳動し、その後2－2－5－6と同様の方法によりDNAをメンプレンに

固定し、サブクローニングしたPCR産物をプローブにサザン解析を行うことで重複

バンドを同定した。

2－8．擬陽性クローンの除去

同定クローンのse5変異珠での発現変化をRNaseprotection法（RPAIIIkit；Ambion

社）を用いて確認し、再現性の得られない擬陽性クローンはこの時点で除去した。

2－8－1．アンチセンスプローブ合成のためのテンプレートの作成

村象遺伝子のDNA断片が挿入されたベクターに関して、そのインサートの方向性を

確認した後、SP6、T3、あるいはT7のいずれかのRNAポリメラーゼを使用するか

を決定した。さらに、適切な長さのアンチセンスプローブが合成されるように、適

当な制限酵素でベクターを線状化し、これをテンプレートとした。それぞれの解析

遺伝子において用いた制限酵素、およびRNAポリメラーゼをFig．1に示す。

2－8－2．アンチセンスプローブの作成

T3、T7もしくはSP6RNAポリメラーゼ（Promega社）を用いてjnYI（TD転写反応を行

うことによりアンチセンスRNAプローブを得た。なお、高比活性プローブを作成し

た場合の反応組成を（）に示す。

血v加転写反応組成（10〃1）

5×Firststrandbuffbr（BRL社）

100mMDTT（BRL社）

ATP，GTP，andCTP（2．5mMeach）

100FJMUTP

linearizedtemplateDNA（500FLg／／ul）

【α－32p］UTP

RibonucleaseInhibitor（宝酒造130u／FLl）

2／ノ1

1〃1

2′〃1

1（0）〃1

1／∠1

1（3）／ノ1

0・5／ノ1

T3，T70rSP6RNAPolymerase（Promega社）　　　0．5／11

滅菌水　　　　　　　　　　　　　　　　1（0）／∠1
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T

C／∂1
1078

fuIllengthcDNA，

1712bp

PGEM－T

AO31 〟co1

850　　sp6

fuIllengthcDNA，

1366bp

PGEM，T

AO61 ズわo1
82

PCRproduct，

260bp

PGEM－T

SP6
←

AO91
T7

一◆

Hind

lIた70

fulllengthcDNA，

1001bp

PGEM－T

L

A131 月cc1

249　　　　　T7

fuIllengthcDNA，

724bp

PBIuescnpt＝KS

CO81
T7

PCRproduct，

220bp

PGEM－T

Spel

OsG／（CO61）
〃coI

PCRproduct，

83bp

PGEM－T

SP6
←

SeT
軸et

PCRproduct，

401bp

PBIuescrip川KS

ど

Fig．1．RNAプローブの作成に用いたテンプレート

プラスミド線状化のための制限酵素および逆転写反応に使用したポリメラー

ゼ（T7、T3、SP6）を示した。AOll、AO31、AO91、A131はそれぞれ全長
cDNAの挿入されたプラスミドを、AO61、CO61、CO81はそれぞれFDDの際
のPCR産物が挿入されたプラスミドを、SelはcDNAプールから増幅した
PCR産物の挿入されたプラスミドをテンプレート作成に使用した。
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37℃、2時間の逆転写反応の後DNaseI（Pharmacia杜）1／11を反応液に加え、37

℃、15分間反応させることでテンプレートを除いた010′〃1のローディング・ダイ

を加え、これを94℃、3分間熱変成させたのち急冷し、4％ポリアクリルアミドゲ

ルを用いて280V、40mA、30分間の電気泳動を行った。このゲルをX線フイルムに

30秒間感光させることによりプローブのシグナルを得て、この部分をゲルごと恒川又

した。さらに、キットに添付のgelelutionbuffer50／ulにこのゲルを人れ、これを37

℃で3時間インキエペー卜することで、プローブをゲルから溶出させた。

2－8－3．Protection反応

全てキットに涼付の説明書に従った○また、RNaseは涼付のRNaseTを使用した。

3．全長cDNAの単離

Marathonkit（Cloneteck杜）あるいは5’fu11racecorekit（GibcoBRL社）を用いて行っ

た○方法は添付の説明書の準じた。シークエンスは定法に従った。

4．発現解析

RNase protection法を用いた。2－8に記載した方法により行った。コントロールとし

てubjqultjn（ubq）遺伝子（AccessionNo．D12629；Nishietal．，1993）を伽一た。

結果

1・mRNAの発現様式がぶe∫変異株において変化した遺伝子の単離

脚　遺伝子はフィトクロムのクロモフォア生合成に関与する酵素のひとつであ

るヘムオキシゲナーゼをコードし、この機能欠損は活性フィトクロム呈の顕著な低

下および赤色光／遠赤色光下での光形態形成反応の欠損を引き起こす（Izawa et al．，

2000）。また、5e∫　変異株における花成の表現型は極めて顕著であり、良［＿J条件下で

の花成遅延が全く認められず光周性反応が完全に欠損する。このことから、光周性

関連遺伝子の発現様式が　5e∫　変異株において顕著に変化していることが予想され

る。そこで、まずmRNAレベルでの発現様式がse5変異株において変化する遺伝子

の同定を行った。解析方法としてnuorescentdiffもrentialdisplay法を用いた。

花成の光周性反応に対するフィトクロムの関与は複数の短日植物種を用いた生

理学的解析から示唆されている。これらの植物では、暗期の長さが宣以上あれば

同時に与えた明期の長さに無関係に花成が引き起こされることから、光周性に必要
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な条件は暗期の長さであり、暗期の間での花成誘導機構の活性化が示唆される。と

ころで暗期の始めに照射した遠赤色光（FR）パルスは、残存する活性型フィトクロム

（Pfr）を不活性型（Pr）に変換し、Pfr量の急速な減少を引き起こすと考えられている

（Thomas and Vince－Prue，1997）。またこの光処理はイネヤアサガオなどの長日条件下

での花成を早化させることが示されており（TakimotoandHamner，1965；Ikeda，1985）、

暗期中に花成制御活性を持つフィトクロムが存在することを示唆する。また、光化

学的活性フィトクロム量を顕著に減少させる　5e5変異は、暗期中での活性フィトク

ロム量をも顕著に減少させていると考えられる。このことは、暗期において花成調

節を行う機構が　5e5　変異株において変化していることを示唆する。以上のことか

ら、暗期に発現し、なおかつ　5e5変異株と野生型株との間で異なる発現様式を示す

遺伝子を単離することで、光周性関連遺伝子を同定することが可能であると考え

た。そこで、解析には野生型株と5e5変異株から夜間に2時間おき（5回）に収集した

葉身由来RNAを用いた。また5e5変異株の表現型は長日条件下において顕著に現れ

ることから（Izawaetal．，2000）、これらのRNAは長日条件下において育成した植物体

から抽出した。植物体は播種後28日目のを使用した。このとき、用いた少数の5e∫

変異株における茎頂に花芽原基が認められた（早間，datanotshown）。また、解析法

としてnuorescentdiffbrentialdisplay法を用いた（Kunoetal．，2000）。

4種類の01igo－dTprimerと80種類のarbitraryprimerとの組み合わせによるPCR

を行い、約　32，000　バンドについてアクリルアミドゲル上でパターンを比較した。

Fig．2は電気泳動の結果の一例を示しており、5e5変異株において野生型株と異なっ

たバンドパターンを示すものを矢印で示している。その後このようなパターンを示

すバンドをゲルから切り出し、PCR産物をクローニングした。ところで、約32，000

のバンドの中には同一遺伝子由来のバンドが重複して存在する可能性が考えられ

る。これらのPCR産物をサブクローニングの対象から除外するために、サブクロー

ニングされたPCR産物をプローブに用いたRT－PCR産物に対するサザン解析を行っ

た。さらに、この解析により得られた独立な配列を持つクローンについて、発現変

化の再現性をRNaseprotectionassayを用いて確認した。その結果、Se5変異株におい

て発現が上昇しているクローンを10、逆に低下しているクローンを17　単離した

（Tablel）。

同一配列を持つPCR断片を同定するためのサザン解析によると、独立な27遺

伝子の元となったバンドは、電気泳動により展開された約32，000バンドのうち合計

で99本を占めた（Tablel）。これは、ひとつの遺伝子に由来するバンドが32，000バン

ドのうち平均　　3．8　　本重複して存在することを示している。この結果をもとに

difftrentialdisplayによって吟味することができた独立な遺伝子の総数を予測する
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Fig・2・5e∫変異株において発現の変化する遺伝子のディファレンシャル・ディスプレイ
による同定

（A）植物体から葉身をサンプリングした時刻。矢印で示す。（B）PCR産物のポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動の一例。矢印は規則的なシグナル変動の認められるバンドを示
す。星印は、上記の特徴に加え5e∫変異株においてシグナル強度の変化しているバンド
を示す。
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TablelFDDによるスクリーニング結果

Total Genesshowlngdiurnalexpression

No・OfBands，e蕊蕊芯。eS No・OfBands re蕊監禁nes

Up－regulated
in5・ピ5

Down－regulated

in5・e5

32

67

Unchanged　　～32，000

10

17

31

18

～3，200a

9

3

aシグナル強度に規則的な変動を示したバンドを示す（Fig．2参照）
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と、その数は約8，400であると見積もることが出来る。・ノ∴約32，000バンドの内

99本が5e5変異株においてパターンの変化を示していたことから、本条件下におい

て発現している遺伝子なかで、約0．3％の遺伝子のmRNAの発現がSE5によって制

御されていると見積もることができる。

2．日周性の発現様式を示す遺伝子の同定

光周性反応は日周性の生理反応の一つに定義されることから、光周件制御に関

与する遺伝子は日周性の発現様式を示すと考えられる。実際、シロイヌナズナでの

一連の研究において単離された光周性関連遺伝子の大多数がmRNAの党規に口周変

動を示す。そこで、同定遺伝子における発現の日周変動を調べた。2時間おきに採取

した葉身からRNAを抽出し、RNaseprtectionassay法により解析した。その結果、27

遺伝子のうち12の遺伝子には日周性の発現変動が見られた。（Fig．3）。これらの遺伝

子群は、明期開始時刻に発現のピークを迎えるもの、あるいはちょうど明期の中間

に当たる時刻にピークを持つもの、さらに明期終了時刻にピークを持つものなど、

様々な日周パターンを示した（Fig．3）。

日周性の発現様式を示す遺伝子はシロイヌナズナにおいて非常に多数知られて

いるo DNAチップを用いた解析では、対象としたシロイヌナズナの8，000遺伝子の

うちの約480に概日リズムの発現様式を示すことが明らかになっている（H。，rne，et

al・，　2000）。日周性の発現様式を示すイネの遺伝子数を推測するために、diffbrential

display　において、ゲル上でシグナル強度に規則的な変動が見られるバンドを数え

た。その結果、約3200のバンドにシグナルの規則的な変動が認められた（Tablel）。

このことは、イネの葉において発現する遺伝子のなかで、約10％が軋同性の発現様

式を示すことを示唆している。ところで、ここで得られた12の遺伝子の元となるバ

ンドの数は、サザン解析の結果、49バンド存在する明らかになったことから（Table

l）、日周性の発現パターンを示す遺伝子の中で、約1．5％（49／3200）という限定された

遺伝子の発現がぶg5により制御されることを示唆している。

これらの遺伝子のタンパク質の生化学的機能および生物学的役割を調べるた

め、GenBankデータベースを用いて相同性検索を行った。その結果、AO61、A151、

CO61、CO81、JOllはイネの既知の遺伝子と塩基配列レベルでほぼ完全に一一致した。

AOll、AO21、AO31、AO91、A131、GOllはGen Bank＿上に有意な相同性が認められ

る配列が存在しなかったことから、5▼および3－レース法を用いて仝塩基配列を決定

し、再度相同性検索を行った。また、AO71はアミノ酸レベルで有意な相打性の認め

られる遺伝子がデータベース上に存在したので、完全長cDNAの単離を省略した。

Table2はBLASTXアルゴリズムを用いたアミノ酸配列レベルでの相同性検索の結果
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Fig．3．発現が日周変動を示す同定遺伝子
長日条件下において28日間育成した植物体の葉身由来RNAを用いた。シグナルの検
出にはRNase protection法を用いた。横軸は時刻を、縦軸は同定遺伝子のシグナル強
度をuわqシグナルを用いて標準化した値を示す。
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を示している。その結果、NAC－ドメインタンパク質など転写調節因子として機能す

る遺伝子（AO21およびAO31）、特定の代謝経路上において機能する酵素（AO61、

A151、およびJOll）、タンパク質の糖修飾に関与する酵素（AO71）、あるいはプロテア

ーゼ阻害剤（A131）が検索されたほかに、シロイヌナズナ光周性を制御する遺伝子GJ

とアミノ酸レベルで類似した配列を持つ遺伝子が検索された。以下に有意な相同性

が認められた既知の遺伝子について述べる。

AO21の推定アミノ酸配列は、B－boxタイプのZn－fingerを二つ持つシロイヌナズ

ナのタンパク質と最も高い相同性を示した。このタンパク質はシロイヌナズナのゲ

ノム解読プロジェクトにおいて存在が推定されたもので、その生物学的役割は未知

である。B－boxタイプのZn－nngerドメインは、晴乳類における癌遺伝子あるいは転

写調節因子の間で保存された領域として最初に報告され、システイン残基を多く含

むことが特徴として知られている（Borden，1998）。このZn－fingerドメインの生化学的

機能は余りよく分かっていないが、タンパク質問相互作用への関与が示唆されると

の報告がある（Caoetal．，1997）。高等植物では、シロイヌナズナの光周性関連遺伝子

CO、あるいはCOファミリーに属するCOLlおよびCOL2がこのタイプのZn－finger

を二つ持つ（Ledgeretal．，2001）。ただし、AO21のCOファミリーとの類似領域はZn．

nnger　モチーフ領域に限られ、タンパク質問相互作用に関与すると考えられている

CCTモチーフなどCOファミリー間の共通領域は存在しない（Strayeretal．，2000。

Kurupetal・，2000）。また、シロイヌナズナの光形態形成に対する負の調節因＋のひと

つとしてCOPJ遺伝子が知られているが、●coplと結合する因子として最近単離が報

告されたSTOもこのタイプのZn－nngerを持つ（Lippuneretal．，1996）。ただし、COPl

との結合に関与する領域はSTOのC末端部位に存在し（Holmetal．，2001）、AO21配

列内にこれと類似した領域は見られない。

AO31

AO31は、NACドメインを持つイネのタンパク質と最も高い相同性が認められ

た。このタンパク質はイネゲノム解読プロジェクトにおいて存在が推定されたされ

たもので、その生物学的役割は未知である。NACドメインは、茎頂分裂組織の形成

に関与するペチュニア遺伝子〃AMおよびシロイヌナズナ遺伝子CU（フとの間で保

存された領域として最初に報告された（Soueretal．，1996；Aidaetal．，1997；Aid。et。1．，

1999）。NACドメインタンパク質は植物界において大きな遺伝子ファミリーを形成し

ていることが知られている。その生物学的役割は遺伝子により異なり、MMおよび

CU（コ　　の他に、花器官細胞の伸長に関与するとされるシロイヌナズナの遺伝子
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MP、オーキシンを介した側板形成に関与するシロイヌナズナの遺伝子　MCノ、さ

らにカブクリンクルウイルス（TCV）のコートタンパク質と結合することでTCVに対

する抵抗性に寄与することが示唆されているシロイヌナズナ　丁了P遺伝子などがこれ

までに知られている（Sablowskiand Meyerowitz，1998；Xie et al．，2000；Ren et al．，

2000）。またこれらの他に、老化に伴い　mRNA　の蓄積が誘導されるトマトの退転

SENU5、ムギ接化ジェミニウイルス（WDV）のRepAタンパク質と結合するタンパク

質として単離されたパンコムギ遺伝子G尺A別およびG尺Aβ2、維管束系を通して茎

頂へと輸送されるmRNA種に見いだされたCmMCPなどが知られている（John，et

al．，1997；Xieetal．，1999；Ruiz－Medranoetal．，1999）。

人（1日

AO61はイネの葉緑体局在性アルドラーゼをコードすることが示された（Tsutsumi

et al．，1994）。葉緑体局在性アルドラーゼはカルビン回路でのCO，固定に関与する酵

素として知られており、この代謝経路においてグリセルアルデヒドー3－リン酸とジヒ

ドロキシアセトンリン酸とのアルドール縮合を触媒する。また、柴緑体局在性アル

ドラーゼ活性をアンチセンスRNAを用いて減少させたポテトの形質転換体では、光

合成能の減少とともにデンプン生合成量およびスクロース生合成量の減少が認めら

れている（Haakeetal．，1998）。

坐二辻（部分配列）

AO71のPCR断片（414bp）をBLASTXアルゴリズムを用いて検索を行った結

果、5’末端の131bp領域においてシロイヌナズナ0－GIcNAcトランスフエラーゼ（推

定）のC末端部位と有意な相同性が認められた。GIcNAcとは糖の一種N－アセチルグ

ルコサミンの略称であり、0－GIcNAcトランスフエラーゼは0－GIcNAcのタンパク質

に対する転移を触媒する。タンパク質の　0－GIcNAcトランスフエラーゼを介した糖

修飾機構は、シグナル伝達機構のひとつである可能性が近年考えられている（Wells

et al．，2001）。例えば、0－GIcNAcの標的タンパク質への転移は、細胞周期の移行、T

細胞の活性化、グルコースの代謝と共に進行することが知られている（Hart，1997）。

また、0－GIcNAcによる修飾が増した標的タンパク質はプロテアソームによる分解か

ら免れることや、別のタンパク質との相互作用が阻害されることなどが知られてい

る（HanandKudlow，1997；Roosetal．，1997）。なお、高等植物では、ジベレリンのシグ

ナリングに関与するシロイヌナズナSPYia伝子が0－GIcNAcトランスフエラーゼを

コードすることが知られている（Jacobsenetal．，1996）。

A131

A131はイネプロテアーゼインヒビターと最も高い相同性が認められた。このプ

ロテアーゼインヒビターはγ－チオニンと非常に高い相同性を有していた。γ－チオニ
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ンは、抗真菌性のポリペプチドとして知られているα－およびノ？－チオニンと類似した

構造を持つポリペプチドであり（FlorackandStiekema，1994；Eppleetal．，1997）、γ－チ

オニンに関してはinvitro翻訳系において翻訳の阻害活性を持つこと、また昆虫のα一

アミラーゼ活性を阻害することなどの報告がある（Mendez et al．，1990；Ary et al．，

1989）。

A151

A151はイネのピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼをコードすることが明らか

になった。ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体は、糖代謝系においてピルビン酸か

らアセナルCo－Aを生ずる反応を触媒するが、ピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ

はこの複合体成分のピルビン酸デヒドロゲナーゼをリン酸化することにより複合体

の不活性化に機能するとされている。また、ピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ

活性をアンチセンスRNAの発現により減少させた形質転換シロイヌナズナでは開花

が早くなるとの報告がある（Zouetal．，1999）。

∈坤1

CO61はシロイヌナズナの光同性反応を制御する遺伝子GJとアミノ酸レベルで

類似した配列を持つタンパク質をコードすることが明らかになった（Parketal．，1999；

Fowleret al．，1999）。gj変異はいくつかの遺伝子の発現リズムの周期を変化させるこ

とから、この遺伝子は概日時計の制御を担う因子のひとつとして光同性反応を制御

すると考えられている（Parketal．，1999）。一方、GIは連続赤色光下での光形態形成反

応が減少した突然変異株の原因遺伝子でもあったことから、PhyBのシグナリングに

も関与することが示されている（Huqetal．，2000）。

〔1（）HI

CO81は発現に概日リズムを示すイネJJrJ遺伝子であることが明らかになった。

ノブrJ　　　は機能未知のタンパク質をコードし、またその生物学的役割は不明である

（ReimmannandDudler，1993）。

JO11

JOllはミオイノシトール　ーl－　リン酸シンターゼをコードすることが明らかに

なった（Yoshidaetal．，1999）。この酵素は、グルコースー6－リン酸からミオイノシトー

ルー1－リン酸が生合成される反応を触媒する。ミオイノシトールー1－リン酸およびこ

の物質から生合成されるミオイノシトールは様々な物質の生合成経路における出発

点であり（Bohnertetal．，1995）、ミオイノシトールー1－リン酸からはシグナル伝達系に

おいて重安な役割を果たすホスファチデルイノシトールや細胞膜におけるリン脂質

などが生合成され、ミオイノシトールからは炭水化物の貯蔵形態のひとつであるラ

フイノースや、細胞壁成分のひとつであるガムなどが生合成される（Bohnertetal．，
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Table2日周発現遺伝子がコードするタンパク質

Genename BestHomology：aCCeSSionNo．

Up－regulatedinse5

AOll

AO21

AO31

AO61

AO71

AO91

A131

A151

GOll

ArabidqpsISunknownprotein：AAF24535

ArtlbidqpsISPutativeB－boxzinc－fingerprotein：CAB38816

RiceputativeNAC－domainprotein：CAB55403

Rice丘uctose－bisphosphatealdorase（AldP）：Q40677

ArtlbidqpsISPutativeO－GIcNActransftrase：AAC25927

Riceproteinaseinhibitor：AAB17095

RiceputativepyruVatedehydrogenasekinase：AAG46146

Down－regulatedinse5

CO61

CO81

JOll

GIGANmhomologofrice：CAB56058
Ricelirlgene：S33632

Ricemyo－inositoIphosphatesynthase（RINOl）：ABO12107

a有意な相同性なし
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1995）。

3・発現量が日長により変化する遺伝子の同定

シロイヌナズナの光周性関連遺伝子である打および50CJは、花成の促進され

る長日条件においてmRNAレベルが増大する（Kardailskyetal・，1999；Kobayashietal．，

1999；Leeetal・，2000）。Se5変異株は花成の光周性反応を示さないことから、このよう

な遺伝子の発現様式が変化していると予想される○そこで、日周件の発現様式を示

した12の遺伝子の中から、mRNA量が日長により変化する遺伝子を探索した。RNA

は長日および短日条件下において育成した野生型株の葉身由来のものを使用した。

また、葉身は一日の間で2時間おきに収集し、一目間の発現量を長日および短日の

間で比較できるようにした。植物体は播種後47日後のものを使用した。この時期で

は、短日条件下で育成した少数の野生型株の茎頂に花芽原基が観察される（早間，data

notshown）。RNaseprotectionassayにより発現解析を行った結果、発現量がE］長に応

答する遺伝子が5つ同定された（AOll、AO31、AO61、AO91、A131）（Fig．4A，B）。こ

れらの遺伝子は全て花成の促進される短日条件下においてmRNAレベルが増加して

いた（Fig・4A，B）。このことは、これらが短日条件下での花成促進に機能することを

示唆する。またこの発現の日長応答性は、これらの発現レベルがぶe∫変異株におい

て上昇することと矛盾しない。

日周性の発現様式を詳細に観察した結果、これらの遺伝子は暗期の間に発現が

上昇し始め、明期の始めあるいは中間に当たる時間に発現極大を迎えていた（Fig．

4A）。また、暗期中での発現上昇は暗期の早く始まる短日条件下において早い時間に

見られた。これらの遺伝子の発現極大は、AO61、A131では長日条件下において明期

開始からそれぞれ4時間、2時間後にあり、短日条件下での発現極大よりも後ろの時

間に移動していた（Fig・4A）。その一方で、AOll、AO31およびAO91は、いずれの日

長条件下においても明期の始まり発現極大を迎えた（Fig・4A）。ところで、概日時計

の明暗周期に対する同調化反応に関する研究から、概日時計制御－下にある遺伝子の

発現様式には、その日周パターン全体が日長の長化に伴って後方に移動する特徴が

あると考えられている（MillarandKay，1996）。AO61およびA131の発硯様式は、

条件下で発現が上昇することを除くと、概日リズム様の発現様式とよくⅧ…一致する。

一方、AOll、AO31、およびAO91は長日と短日の両方の条件下において同一の時間

に極大を迎えることから、これは概日リズムの発現様式とは一部異なると考えられ
る。
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Fig．4．発現レベルが日長により変化する同定遺伝子
（A）日周性の発現用式の長日条件下および短日条件下での比較。47　日間育成した野生
型株の葉身由来RNAを用いた。シグナルの検出にはRNaseprotection法を用いた。横軸
は時刻を、縦軸は同定遺伝子のシグナル強度をuわqシグナルを用いて標準化した値を示
す。矢印は同定遺伝子シグナルを、星印はubqシグナルを示す。（B）mRNA総量の長日
条件下および短日条件下での比較。
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4・日長応答性遺伝子の　ぶe∫変異株における発現様式

AOll、AO31、および　AO91の発現レベルが明期の始まりと共に減少すること

は、これらの発現が光により抑制されていることを示している。そうであれば、こ

れら遺伝子の発現低下のパターンはフィトクロムの機能が大幅に失われた5e5変異

株において変化している可能性が考えられる。このことを検証するために、AO31の

5e5変異株での発現様式を調べた。植物体は播種して28日後のものを使用した。こ

の時期では、長日条件下で育成した少数の5e5変異株の茎頂に花芽原基が観察され

る（早間，datanotshown）0一日の間で2時間おきに単離したRNAを用いて解析を

行ったところ、短日条件下では、AO31の5e5変異株での発現様式に野生型との大き

な変化は見られなかった（Fig・5A）。一方、長日条件下ではAO31の5e5変異株での発

現様式に野生型との有意な変化が見られた。すなわち5。5変異株では、AO31の発現

極大が野生型株と比べ明期の側に約4時間移動しており、その部分の発現が野生型

株と比べ上昇していることが示された（Fig・5A）○このことは、AO31の光による発現

抑制に5がが関与することを示している○さらに、AO31の一日の間での総発現量を

長日条件と短日条件との間で比較すると、野生型株で見られた短日条件下での発現

上昇が5e5変異株では失われており、5e5　変異株ではむしろ長日条件下においてわず

かに増加していることが明らかになった（Fig・5B）。5e∫変異株の開花は短日条件下よ

りも長日条件下でわずかに早くなることから、この発現様式は5e5変異株での花成

反応とよく一致している。以上の結果は、AO31の発現レベルの日長応答性には光に

よる発現抑制が重要であること、さらにこの光による発現抑制には∬∫が関与する

ことを示している。加えて、この制御へのフィトクロムの関与が示唆される。

5・0ぶG∫のぶe∫変異株での発現様式

αとアミノ酸レベルで類似した遺伝子（CO61）の発現が5e5変異株において変化

していたことは、この遺伝子の発現変化が5e5変異株における光周性欠損の原因で

あることを連想させる。そこで、このG∫類似遺伝子（05G刀の5e5変異株での発現様

式を野生型株と比較した。その結果、5e∫変異株の花成早化の表現型が顕著に現れる

長日条件下では、05αの5e5変異株での発現レベルはその極大を迎える前後の時間

において野生型株と比べわずかな減少を示した（Fig．3）。一方、0止ガのぶe5変異株に

おける極大レベルに野生型株との有意な変化は認められなかった（Fig．3）。このこと

は、5e5変異株は光周性を完全に失い長日条件下での花成が顕著に早化するにも関わ

らず、05αの5e5変異株での長日条件下における発現変化はさほど顕著ではないこ

とを示している。
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Fig．5．AO31の発現の5e5変異株における日長応答性
（A）日周性の発現用式の長日条件下および短日条件下での比較。28日間育成した野生
型株の葉身由来RNAを用いた。シグナルの検出にはRNaseprotection法を用いた。横
軸は時刻を、縦軸は同定遺伝子のシグナル強度をubqシグナルを用いて標準化した値
を示す。矢印はAO31シグナルを、星印はubqシグナルを示す。（B）mRNA総量の長
日条件下および短日条件下での比較。
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考察

1．膨制御下の日周反応

発現に日周性の変動を示す遺伝子はこれまでに非常に多数知られている。DNA

チップを用いた解析では、対象としたシロイヌナズナの8，000遺伝子の約6％（480遺

伝子）が発現に概目リズムを示すことが明らかになっている（Harmeretal．，2000）。こ

の中には、概目リズム制御に関わる遺伝子の他に、光合成反応など光応答性の生理

反応に関わる遺伝子群や、炭酸、窒素、硫酸同化、および様々な代謝経路を構成す

る遺伝子群が含まれる（Harmeretal．，2000）。またこの中には光周性反応の制御に関わ

る遺伝子も複数見いだされている。本研究では、約10％のバンドがシグナル強度の

規則的な変動を示しており、葉において発現している遺伝子の約1割は日周性の発

現様式を示すものと推測された。一方、5e5変異株において発現が変化する遺伝子は

この中のさらにl．5％に限られることから、5e5変異は日周性の発現様式を示す遺伝

子の中でも、特定の遺伝子集団の発現を変化させる。すなわち　5月5は、数多く存在

する日周性の生理反応の中でも、特定の反応を制御していると考えられる。

CAβ　など光合成関連遺伝子の発現の光誘導にはフィトクロムが関与することが

古くから知られている。一方、5e5変異株において発現の変化した遺伝子には、光合

成に関連する遺伝子は含まれていなかった。このことから、光合成関連遺伝子の5e5

変異株における発現様式は、本実験条件では、野生型珠と比べ大きくは変化してい

ないことが示唆される。これと類似した実験結果がシロイヌナズナにおいて報告さ

れている。すなわち、活性フィトクロムがほとんど検出されない力γJ変異株のアリ

ルでは、CAβやm　などの光応答性遺伝子の明暗周期での発現様式に変化が見ら

れないことが知られている（Choryetal．，1989）。この原因として、上記の光応答性遺

伝子の明暗周期での正常な発現には、活性フィトクロム（Pfr）が必要ではない、ある

いはごく少量あるだけで十分である可能性が考えられる。明暗サイクルには白色光

が用いられることから、他の光受容体も上記遺伝子の正常な発現に関わるのであろ

う。

では、5e5変異株において変化した日周反応とはいったい何であろうか。発現が

日周変動を示した遺伝子の中には、アルドラーゼ、0－GIcNAcトランスフエラーゼ、

ピルビン酸デヒドロゲナーゼ・キナーゼ、ミオイノシトール1－リン酸シンクーゼな

どが見いだされる。これらのことから、5e5変異珠では炭酸同化、糖代謝経路やイノ

シトール1－リン酸を起点とする特定の生合成経路、また0－GIcNAc転移を介した特定

タンパク質の活性調節機構が変化していると考えられる。ところで、この中にアル

ドラーゼが含まれることは興味深い。アンチセンスRNAを用いてアルドラーゼ活性
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を減少させたポテトの形質転換体では、光合成能の減少に伴ってデンプンおよびス

クロースの生合成量が減少することが知られている（Haakeetal．，1998）。また、デン

プン代謝異常を示すシロイヌナズナの突然変異株では花成に異常が見られること

や、スクロースの外的投与がシロイヌナズナの花成を変化させることなどから

（Casperetal．，1985；Casperetal．，1991；Bemieretal．，1993）、アルドラーゼ遺伝子のse5

変異株での発現変化は、5e5　変異株での花成変化に一部関与する可能性が示唆され

る。

一方、日周性の発現様式を示す12の遺伝子の中には、発現パターンあるいはア

ミノ酸配列から光周性に関連すると考えられる遺伝子が6つ見いだされた。AOll、

AO31、AO61、AO91、A131は日長に依存して発現レベルが変化し、CO61はGIとア

ミノ酸レベルで類似した配列を有していた。

2．発現量が日長に応答して変化する遺伝子

短日条件下においてmRNAレベルの上昇していた5つの同定遺伝子は、イネの

短日条件卜での花成促進に関与することが示唆される。一方、これらの遺伝子がコ

ードするタンパク質はこれまでに同定されてきた光周性関連遺伝子には見いだされ

ないことから、これらは発現が日長に応答して変化する新奇な遺伝子であることが

示される。また、高等植物の光周性反応は花成反応以外にもいくつか知られている

ことから、これら遺伝子の花成反応とは異なる光周性反応への関与も示唆される。

花成反応以外の光岡惟反応としては、光合成産物の貯蔵器官への分配、塊茎などと

いった貯蔵器官の発達、休眠芽の形成、種子の発芽などが知られている（Thomasand

Vince－Prue1997）。

3．日長応答性遺伝子の発現様式

生理学的解析あるいは分子生物学的解析から、日長識別には概日時計シグナル

と光受容体シグナルとの相互作用が重要であると考えられているが、この分子機構

は明らかではない。近年になって、シロイヌナズナなどから花成の光周作に関与す

る遺伝子が多数同定され、この中にはFTや50CJ遺伝子など発現レベルがEl良によ

り変化する遺伝子群が見いだされる。日長識別の分子機構の解明には、このような

遺伝子の日長依存的発現の発生機構を知ることが婁要である。一一方、同定された　5

つの遺伝子の発現レベルは日長に依存して変化することから、これらの発現制御機

構を知ることは、日長識別の分子機構を知る手掛かりとなりうる。中でも、党規の

日長応答性が5e5変異株において失われるAO31は、「】長の識別機構を考える上で特

に興味深い。
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AO31の発現の日長応答性には光による発現抑制が関与し、さらにこの光抑制に

はフィトクロムが関与することが示唆される。では、AO31の光抑制を受けていない

場合の発現様式はどのようなものであろうか。AO31の5e5変巽株での発現様式を見

ると、長日条件下での発現極大は短日条件下と比べ後の時間に移動しており、これ

は時計制御下にある遺伝子の明暗周期での発現様式と一致する。このことから、

AO31の日長依存的発現の原因は、概日時計により発生した日周発現にフィトクロム

による発現抑制が加わり、その結果、長日条件下での発現レベルが減少したことに

よると示唆される。また短日条件下において、AO31の5e5変異株での発現様式が野

生型株と比べ大きな変化を示さなかったのは、AO31の野生型株での発現極大がちょ

うど明期開始時刻と重なったためであると考えられる。

一方、AO6l、A131の発現レベルは概日リズム様の日周変動を維持したまま短［1

条件下で上昇する。時計制御下にある遺伝子の発現レベルを長日条件と短日条件と

の間で比較した場合、一目の間での発現レベルは大きくは変化しないのが一般的で

あることから、この制御機構は不明である。

4．05GJのぶe5変異株での発現変化

光周性反応が失われた5e5変異株において05GJの発現が変化していたことは、

この遺伝子の発現変化が　5e5変異株における光同性欠損の原因であることを連想さ

せる。しかしながら、5e5変異株は長日条件下において顕著な花成早化の表現型を示

すにも関わらず、05GJの5e5変異株での発現様式に野生型株との顕著な変化は認め

られなかった。このことから、この発現変化は　5e5変異株の長日条件ワトでの花成早

化の原因ではない可能性が示唆される。今後、この仮説を検証するための遺伝学的

解析が必要であろう。

5．同定遺伝子の花成反応における役割

短日植物イネの光周性反応における分子生物学的知見は最近になって増えつつ

ある。光同性反応の失われた突然変異株から　5占5が、開花時期の品種間差を決定す

る遺伝子として〃dJ（5eJ）、〃dj、比ブ6および5月Jが遺伝学的手法により単離され、

その開花時期決定に対する役割が解析されている。本研究では、mRNA　レベルでの

発現制御の光周性制御における重要性に着目し、発現が光周性反応の制御特性と一

致する遺伝子を探索した。まず、5e∫変異株において発現様式が変化した遺伝子の単

離を行い、合計27の独立な遺伝子を同定した。（Fig．6）。さらに、この中から日周性

の発現様式を示す遺伝子を探索することで、12　遺伝子を見いだした。すなわちこれ

らは、5占5　制御下の日周反応に関与する遺伝子であり、光周性反応への関与が期待
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される。ところで、これらの発現は概日時計により制御されると予想されるが、5e5

変異は白色光下では　CAβ　の概目リズムに影響を与えないことが知られており、5e5

変異はこの条件では概日時計の制御に大きな影響を与えていないと考えらえれてい

る（杉山，2000）。従って、日周変動を示す12の同定遺伝子の5e5変異株における発現

変化は、概日時計を介さない経路の活性変化に起因すると考えられる（Fig．6）。これ

ら12の遺伝子は5e5変異株において発現レベルの上昇していた遺伝子群と、逆に発

現レベルの減少していた遺伝子群とに分けられる。5e∫変異株は開花の早くなる表現

型を示すことから、前者の遺伝子群は開花の促進に機能すると期待され、一方後者

の遺伝子群は開花の抑制に機能すると期待される。前者の遺伝子群には、花成促進

条件である短日条件下において発現レベルが上昇する遺伝子が　5　つ見いだされた

（Fig．6）。一方、シロイヌナズナの光周性を制御する　GJの類似遺伝子である　05GJ

は、後者の遺伝子群に見いだされた（Fig．6）。これら6遺伝子はイネの光周性への関

与が示唆される。
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Fig・6・イネの花成反応に対する同定遺伝子の役割の推定

5e5変異株において発現様式が変化した遺伝子に、発現に日周性のパターンを示す遺伝子
が12見いだされた。これらの同定遺伝子の中から、mRNAレベルの増大を示す遺伝子
を9つ、逆に減少を示す遺伝子を3つ同定した05e5変異株は花成の早化を引き起こすこ
とから、前者は花成促進に機能することが期待される○このグループの中には、発現レ
ベルの短日条件下において上昇する遺伝子が5つ見いだされた（AOll、AO31、AO61、
AO91、A131）。一方、後者は花成抑制に機能することが期待され、05GJが見いだされた
（CO61）。また、同定遺伝子の5e5変異株での日周パターンの変化は、概日時計の制御が
5e5変異株において変化したためではないと考えられる。
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第2章　05（汀の機能解析

短日植物における光周性反応の分子生物学的知見は近年になって飛躍的に増加

する傾向にあるが、これは主にイネを用いた研究成果によるものである。これまで

に5月5、〃dJ（5eJ）、〃dj臥〃d6が遺伝学的解析から同定され、これらのイネにおけ

る光周性反応への役割が解析されている（Yanoetal．，2000；Izawaetal．，2000；Yanoet

al．，2001；Takahashietal．，2001）。興味深いことに、これらの遺伝子はそれぞれシロイ

ヌナズナの光同性関連遺伝子　〃yJ、CO、FT、CK2　とアミノ酸配列レベルで類似し

たタンパク質をコードしており（Yanoetal．，2000；Izawaetal．，2000；Yanoetal．，2001；

Takahashiet al．，2001）、イネの光周性を制御する遺伝的機構がシロイヌナズナと一部

類似している可能性を示唆している。また05GJが本研究において見いだされたこと

もこの可能性を支持する。一方、イネとシロイヌナズナは日長に対して逆の花成反

応を示すことも事実であり、光周性を制御する双方の遺伝的経路は必ず何らかの形

で異なるはずである。本研究では、05GJの機能解析を行うことでイネの光周性反応

を制御する遺伝的経路の同定を試みた。それと同時に、イネとシロイメナズナの光

周性経路における相違点を探索した。

材料と方法

1．植物材料

農林8号（N－8）および05GJ過剰発現株（05GJ二ox株）。05GJJox株は、農林8号にFig．

7のコンストラクトをアグロバクテリウム感染法により導入することで得た。（Hiei

etal．，1994）。

2．方法

2－1．開花時期の測定

種子を長日（14時間日長）あるいは短日条件（10時間日長）に設定した人二L気象室に

おいて発芽させ、そのまま出穂まで生育させた。発芽処理および植物体の育成は第

1章に記載した方法で行った。汁1穂口数は播種から出穂までの日数とした。

2－2．発現解析

▲
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2－2－1．RT－PCR

CDNA合成にはSuperscriptIIReverseTranscriptase（GibcoBRL杜）を用いた。方法は涼

付の説明書に従った。逆転写用プライマーはrandom9－mer（宝酒造）を使用した。得

られた反応液に滅菌水を加え100′“1とし、以下のPCR反応を行った。

プライマー配列

05GJ（209bp）

5㌧TGGAGAAAGGTTGTGGATGC＿3－

5’－GATAGACGGCACTTCAGCAGAT＿3一

∫eJ（401bp）；

5．－GTTTGCAGAGAAGGAAGGGAGCGAGTG－31

5一－CAAGAAAGGCGTATGCAGAGGCACGACC－3・

fⅢj∂（257bp）；

5’－TCAGGGTTTTTTGCAAGATCGATGG＿3T

5’－GGTAGACCCAGATGCACCAAGCCCA＿3－

U叫u高月（止ゆ（209bp）；

5’－GACAAGGAGGGAATCCCG－3－

5’－GCATAGCATTTGCGGCA－3r

PCR反応組成（10〃1）

CDNA

lOXPCRbuffbr（宝酒造）

2・5mMmixeddNTP（宝酒造）

10FIMspecificprlmerl

lOFIMspecificprlmer2

Ex－Taqpolymerase（宝酒造）

滅菌水

r－′り1

1／∠1

Ⅰ．り1

0・5／ノ1

0・5／ノ1

0・1／バ

】′りl

PCR反応条件

96℃（1min）

94℃（30sec）、64℃（30sec）、72℃（30sec）×サイクル数

FIg・13におけるPCRでは、05GJ、5eJ、〃dね、Uわqの増幅にそれぞれ24、28、28、

24のサイクル数を適用した。FIg・14，15においては、協丸叫にそれぞれ19、17

のサイクル数を通用した。シグナルの検出にはエチジウムブロマイド染色（Fig．13）
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Fig．7．05GJ過剰発現用コンストラクト

導入したOsGI配列には5T－UTRおよび3一－UTRとしてそれぞれ240bpおよび274
bpを含む。
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あるいはサザン解析（Fig．14，15）を用いた。

2－2－2・RNaseprotectionassay

第1章に記載した方法を用いた。Fig．1にRNAプローブ作成に使用したテンプレー

トプラスミドを記載する。

結果

1．05（汀のアミノ酸配列の特徴

GIのイネ類似遺伝子（OsGDcDNAの仝塩基配列から、OsGIは1160アミノ酸か

ら成るタンパク質をコードすると予測された（Fig．8）。05GJの仝アミノ酸配列をGI

と比較した結果、GIとは約67％の相同性が認められ、またアミノ酸配列全体にわ

たって高い相同性が見られた。GIタンパク質には11箇所の膜貫通領域の存在がコ

ンピュータ解析によって予測されていたが（Fowleretal．，1999）、その後の解析からGI

は核内に局在化することが示され、核タンパク質として機能すると考えられている

（Huqetal・，2000）。GIタンパクの核局在に必要な領域はすでに同定されており、その

内部には塩基性アミノ酸に富んだ核移行シグナル様配列が認められている（Huqetal．，

2000）。この領域を比較すると、OsGIにも同様の断片領域が保存されていることが明

らかになった（Fig・8）。このことは、OsGIがGIと同様核タンパク質として機能する

ことを示唆する。

2．0ぷ（汀のゲノム中におけるコピー数

OsGIのイネゲノム中におけるコピー数を調べるために、OsGI全長cDNAをプ

ローブにサザン解析を行った。その結果、得られたバンド数およびシグナル強度に

洗浄条件による変化が見られなかった（Fig．9）。このことから、これらのバンドは全

て05αそのものに由来すると考えられた。またデータベース検索の結果、イネゲノ

ム配列およびESTに仇GJと似て非なる配列は存在しなかった。これらのことは、

仇GJがイネゲノム中に1コピー存在することを示唆する。また、GJはシロイヌナズ

ナのゲノム中に1コピー存在することから、05GJはGJの相同遺伝子であることが

示唆される。

3．0βGJの発現様式

イネは花成反応においてシロイヌナズナとは逆の日長応答性をホすことから、

双方の光周性経路には異なる調節段階があるはずである。さらにこの段I階は双方の
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rlce G工

Arabidops上s GI

rlce GI

Araわidopsis GI

rice GI

Ar∂ムユdops上s G工

rlce G工

Arabidopsis GI

rlce GI

Arabidops上5　G工

rice GI

Arabidopsis GI

rlCe GI

Ar∂ムi（ゴopsis GI

rlce GI

Arabidopsis GI

rlce GI

Arabidopsis G工

rice GI

Araムi（ゴopsis GI

rlCe GI

Arabidopsis GI

rlCe GI

Ar（ヨ上土dopsis GI

ri＿Ce GI

Arabi（ゴopsis G工

rlce GI

Arabi（ゴops上s GI

rlce GI

Ar∂わi（わpsis GI

rice GI

Ar∂ムidop5is GI

M一－SASNEKW＝DGLQFSSLFWPPPQDSQQKQAQ＝IJAYV甘YFGQFTADSEQFPED工AQLIQSCYPSKEKRLVDEVL

MASSSSSERW＝DGLQFSSLLWPPPRDPQQHKDQVVAYVEYFGQFTSE－←QFPDD工AELVRHQYPSTEKRLLDDVL

ATFVLHHPEHGHÅⅤVHP＝LSRI＝DGTLSYDRNGFPFMSF工SIJFSHTSEKEYSEQWÅLACGE＝LRVLTHYNRPIFK

AMFVLHHPEHGHÅⅤ工LP＝ISCIJIDGSLVYSKEAHPFASF＝SI．VCPSSENDYSEQWALACGE工LRILTHYNRPIYX

VT）HQHSEAECSSTSDQASSCESMEKRANGSPRNEPDRKPLRPIJSPWITD＝I．LAAPLG＝RSDYFRWCGGVHGKYÅÅ

TEQQNGDTERNCLSKATTSGSPTSEPKAGSP－TQHERKPLRPLSPW工SD＝LLAApLGIRSDYFRWCSGVMGKYAA

GGELKPPTrAYSRGSGKEPQLJ4PSTPRⅥAVANGÅGVZLSVCDEEVARYrrÅNI．TAAAVPAmLPPmPLDEHLV

G－ELXPPT工A－SRGSGKHPQI⊥HPSTPRWWÅNGAGV工LSVCDDEVARYFrATLTAVAVPÅLLLPPPでTSLDEHLV

AGLPPLEPYARIJFTiRYYA＝ATPSATQRILFGLL且APPSWÅPDÅ工皿AAVQI，VELMYDSGMRLPKNWⅦiLHF

ÅGIJPALEPYARLFHRYYAIATPSATQRLLLGIJLEÅPPSWApDA工皿AAVQLVELLRAAmYASGVRLPR冊HLHF

uu＝GTZuASMRAGIAADTSAALLFR工IJSQPTLLFPPLRHAEGVEIJHHEPIJGGYVSSYKRQLmSEAT工DATAQ

LRAIG＝A比SmGVAADAAAAiJLFRZLSQPALLFPPLSQVEGVE＝QHAPIGGYSSNYRKQ＝EVPAAEAT＝EATAQ

GZASmGPDVEWR工CT工WEAAYGLLPLSSSAVDLPEZVVAAPLQPPrLSWSI．YIJPLLXVFEYLPRGSPSEAC

G工ÅSHLCAHGPEVm＝CTェWEAAYGL＝PLNSSAVDLPE工＝ⅤÅTPLQPP＝LS肌Y＝PLLKVLmPRGSPSEAC

IJMR＝FVATVmLRRTFPSETS－EQSRPR一一－一一－SQSmVÅELRTM＝HSLFVESCASMI）LASRLLFVVlげV

LMKZFVATVET工LSRTFPPESSRELTFtJLA．RSSFTTRSAT7CNmELRmI，ESCAGVELASRLLFVVも¶V

CVSHQALPGGSERmSDNHSSEEVTNDSRIJTNGL－”－RNRCKKRQGPVATFDSYVLAAVCALSCEIJQLFPF＝S

CVStWRSEYASTTEN工EANQPVSNNQTANRX8RNVXGQGPWSYVI▲AÅVCAuCEVQLYPMIS

KNGNHSNLKDS＝K＝VIPGXTTG工SNELHNS＝SSA＝LHTRRェLGZLEALFSLKPSSVGTSWSYSSNE工V

GGGNFSNSAVAGT＝TKPVXINGSSKEYGAG＝DSÅ＝SHTRR＝LA＝LEALFSLKPSSVGTPWSYSSSE＝ⅤÅAm

HVSELF7utBRPCIJNAIJSALKQCXWDAE工STRASSLYHL工DLHGXTTVTS工VmPLEAHITIJTFVKKDEPP＝EEK

HISELFRRBmLTHALSGLMRCXWDKE＝HKRASSLYNL工DVHSKVVASIVT）KAEPLEAYLKNTPVQKDSVTCLm

NINSSDGGALEKKDASRSHRKNGFARPLLKCAEDV＝LNGDVASTSGKAIASLQVEASDLANFLTMDRN（Ⅹ；－YRGS

KQENTCASTTCFDTAVTSASRTEM－NPRGNHKYARHSDEGSGRPSEKGIKDFIJLDASDLANFLTADRLAGFYCGT

QTLLRSVLSEKQELCFSWSLLWQKIJ＝ÅSPEMQMSAESTSAHOGWRKVVDALCD工VSASPTXASAÅ＝VLQAEKDL

QKLLRSVLAEKPELSFSWSLLVmKIJ工ÅÅPEIQPTAESTSAQQGWRQVVDALCNVVSATPAKAÅAAVVIQAEREL

QPVMDEQGQK帥RVNQRlm＝AEumSPEAエVILASÅSDLLLRATDG虻LV皿CTLPQLELLEVTAR
QPW＝AKDDEEGQXHWK工NQRZVmVEUmDRPESLVTLASA5DIJuRATDGHLVつGEACTLPQIJELLEATÅR

ÅVHIJ＝VEWGDSGVSVADGLSNLLXCRLSTT＝RCLSHPS2nVRAuMSV加工LNSG＝Q＝NSSKLIQGEHRNGIQ

A＝QPVLAWGPSGLAVVDGLSmI■KCRLPAT工RCLSHPSAHVRALSTSV皿工MNQSSIPIKVTpKLPTTEKNGMN

SmQCLAAS＝工Ⅰ寸WQADVERC＝EWEAHSRRATGLTLAFLTAAAmm－－PLTC

SPSYRFFNAAS工mIQNCLNW苫A封SLLSTTMPTQFLDTAARELGCTISLSQ
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Fig．8．OsGIのアミノ酸配列のGJとの比較
灰色の囲いはOsGIとGIとの間での相同あるいは類似アミノ酸を示す。下線はGI
の核移行に必要な領域を示す。太字は核移行シグナル様の塩基性アミノ酸配列を示
す。
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た。メンプレンの洗浄に用いたSSC濃度を上に示した。
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▲

GJの発現調節機構なのかもしれない。この可能性を確かめるために、05GJの発現解

析を行った。ところで、GImRNAの発現は概日時計により制御されていることが明

らかになっている（Parket al．，1999）。そこでまず、OsGIの発現における概目リズム

の有無を調べた。連続明期あるいは連続暗期の間で4時間おきに2　日間にわたって

採取した葉身由来RNAを用いて発現解析を行った結果、OsGImRNAレベルは連続

明期および連続暗期において約24時間周期で上下し、典型的な概日リズムのパター

ンを示した（Fig．10）。このことから、05GJの発現制御にはGJ同様概日時計の関与が

示された。このリズムパターンを詳細に観察すると、05GJは主観的明期の終わりに

発現極大を迎える形の概日リズムを示すことが分かった（Fig．10）。この特徴はGJに

おいて観察されている特徴と同一であり（Parketal．，1999）、OsGIの発現はGIと同様

のパターンの概日リズムを示すことが明らかになった。

光周性反応は明暗周期において調節される生理反応に定義されることから、

05G上　の明暗周期での発現様式を調査する必要がある。そこで、05GJの発現の一目

の間での発現様式を調べた。一日の間に2時間おきに採取した葉身由来RNAを用い

て解析を行った結果、05GJの発現は明期の終わりに発現極大を迎える形の日周パタ

ーンを示した（Fig．11）。この日周パターンはGIのそれと同様であり（Fowleret al．，

1999）、05GJの明暗周期での発現はGJと同様の日周パターンを示すことが明らかに

なった。さらに、この発現様式を長日条件と短日条件との間で比較すると、長日条

件下における発現極大は短日条件下よりも後ろの時刻に移行し（Fig．11）、GJと同一

の特徴を示した。（Fowleretal．，1999）。以上の結果は、OsGIの発硯様式がGIのそれ

と類似していることを示しており、イネとシロイヌナズナの日長応答性の違いが双

方のGJの発現制御機構に起因するものではないことを示唆している。

4．05GJの機能解析

4－1．05（汀－OX株の開花時期

05GJの花成に対する役割を調べるために、05GJをユビキチンプロモーターに

より恒常的に発現する形質転換体を作成した（Fig．11）。その結果、独立な形質転換体

を5系統得た。次いで、これらのうち3系統の後代（分離世代）を長日条件及び短日

条件下で育成し、開花に要する目数を測定した。このとき、使用した　3　系統の個体

はサザン解析により導入遺伝子座の遺伝子型を確認した（datanotshown）。

解析に用いた05GJ過剰発現株（05Glox株）の3系統すべてにおいて、導入遺伝

子をヘテロあるいはホモに持つ集団は、野生型株あるいは導入遺伝子を持たない集

団と比べ花成の遅延を示した（Fig．12）。さらに、これら集団の開花時期には長日と短

－41－
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Fig・10．OsGImRNA発現の概日リズム

明暗サイクル（12時間明、12時間暗）に5日間同調させた野生型株を連続明期（LL；36時
以降）あるいは連続暗期（DD；24時以降）に移した○葉身は4時間おきにサンプリング
し、ここから抽出したRNAを解析に用いた。シグナルの検出にはRNaseprotection法を
用いた。横軸は時刻を、縦軸は同定遺伝子のシグナル強度を叫シグナルを用いて標準
化した値を示す。矢印は05αシグナルを、星印は呵シグナルを示す。
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05GJ勺X株の3系統（Tl世代）を長日条件および短日条件下において育成し、出掛ニーほ
調べた。それぞれの個体における導入遺伝子の遺伝子型はサザン解析により同定し
た。＋／＋、＋／－、ノーは導入遺伝子の遺伝子型を示す。
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こl

目条件下との間での有意な違いが見られず、花成の光周性反応がほとんど失われて

いた（Fig．12）。以上の結果は、05GJが長日条件下において花成の抑制に働くことを

示している。さらに、GIは花成の促進に機能する遺伝子であることから（Fowler et

al．，1999）、05GJは花成においてGJとは逆の働きをすることが示される。

4－2．イネ光周性関連遺伝子の　05Gトox株での発現様式

これまでの結果は、シロイヌナズナとイネとの間の光周性反応の違いを決定す

る分子機構が双方のGJの下流にあることを示唆している。GJと05GJは互いに類似

した発現様式を示し、またGJは長日条件■Fにおいて花成の促進に働く一方、05GJは

同様の日長条件下において花成の抑制に機能すると考えられるからである。シロイ

ヌナズナの光周性経路において、GIはCOの発現を正に制御し（Suarez－LopeZetal．，

2001）、さらにCOはFTの発現を誘導する（Kardailskyetal．，1999；Kobayashietal．，

1999；Suarez－Lopezetal．，2001）。一方イネにおいては、COおよびFTの相同遺伝子と

してそれぞれ〃dJおよび〃dj∂が知られており、これらはイネの光周性反応の制御

に関与する。（Yanoetal．，2000；Yanoetal．，2001）。そこで、GIを介したシロイヌナズ

ナでの遺伝的経路がイネにおいてどの程度保存されているかを調べるために、〃dJ

および〃dj∂の05GJ刀X株での発現様式を調べた。

Fig．13Aは05GJ、5eJおよび〃dj∂の形質転換体後代すなわち分離集団での発現

レベルをRT－PCRを用いて調べた結果を示している。この結果をもとにSelとOsGI

の発現レベルの間に相関関係が認められるかを調べると、05GJの機能する長日条件

下では、05GJを高発現する個体において5eJの発現レベルが上昇する傾向が認めら

れ、5eJと05GJの発現レベルの間には1Eの相関関係が見られた（Fig．13B）。ところ

で、Selの発現には日周性の変動が認められる（Fig．14A，E，F）。そこで、OsGLox株

の一系統（Line18）を用いてSeIのOsGlJox株での発現レベルを一日を通して調べた

ところ、SeImRNAレベルのOsGLox株での上昇は、野生型株での発現の低い時間

帯において主に観察された（Fig．14A，E）。以上の結果は、05GJがぶeJの発現を正に

制御することを示しており、同時に、5eJの05GJによる発現調節がCOのGJによ

る発現調節と同一の関係をとることを示している。

ところで、OsGLox株でのSelmRNAレベルの上昇は短日条件下においても認

められた（Fig．13C，14D，F）。すなわち、05GJの過剰発現は短日条件下での5eJの発

現に長日条件下と同等の影響を及ぼした考えられた。

一方、〃dj∂と　05GJの発現レベルの間の相関関係を調べたところ、長日条件下

では、〃djaの発現レベルは05GJを高発現する個体において減少しており、〃dj∂と

05GJの発現レベルの間には負の相関関係が認められた（Fig．13D）。また、〃dj∂の発

－45－
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現にも日周変動が認められることから（Fig．14B，G，H）、Hd3aのOsGl二ox株での発現

レベルを一日を通して調べた。その結果、〃dj∂の05GJ二ox株での発現レベルは野生

型株と比べ減少していた（Fig．14B，G）。以上の結果は、05G上が〃dj∂の発現レベルの

抑制に機能することを示しており、それと同時に、月且ねの05GJによる発現調節は

fTのGJによる発現調節とは逆の関係をとることを示している。

また、OsGLox株でのHd3amRNAレベルの低下は短日条件下においても観察さ

れ（Fig．13B，14B，H）、OsGIの過剰発現が短日条件下でのHd3aの発現に長日条件下と

同等の影響を及ぼした考えられた。

栄養成長から生殖成長へと移行するタイミングを知ることは花成反応の研究に

とって重要であるが、茎長分裂組織の位相転換が播種後どのタイミングで起こるか

は今のところ明らかではない。しかしながら、花成促進条件である短日条件下で

は、播種してから45日から50日間ほど育てた野生型株の茎長において花芽の原基

がしばしば観察される（早間，datanotshown）。一方、花芽原基は播種後30日目ほど

の比較的若い野生型株には全く見られないことから（早間，datanotshown）、茎長分裂

組織の生殖成長期への転換期は、短日条件下では30日目から50日目の間に起こる

と考えられる。5eJおよび月dj∂レベルの日周パターンの解析に用いたRNAは30日

目の比較的若い植物体であり、この生育段階における　05G上ox　株での　∫eJおよび

月放ね　の発現変化は、05G⊥ox　株での花成変化の直接的な原因ではない可能性があ

る。そこで、播種後47日目の植物体を用いて同様の発現解析を行った。

その結果、仇G人5eJ、および〃dj∂の05Grox株での発現変化は播種後30日

目の植物体と比べ異なっていた。まず、05GJの05GJ二ox株での発現は野生型株での

発現極大よりも下のレベルで推移していた（Fig．15A，C，D）。同様の結果は花成が遅

延する別の系統（Line21）においても認められ、またこの系統での05GJの発現低下

はLine18と比べ顕著であった（Fig．16A，B，C）。次いでSelの発現レベルを解析する

と、OsGIO）発現と同様の特徴がSeIの発現様式においても認められた（Fig．15A，E，

F，Fig・16A，D，E）。このことは、OsGIがSelの発現を正に制御するという考えと一致

する。すなわち、5eJの05GJJox株での特定の時間帯における発現低下は、05GJの

05Gトox株での特定の時間帯における発現低下に起因すると考えると、この結果を説

明することができる。一方、月止ねの05Gトox株での発現レベルは、播種後30日目

の過剰発現株での発現低下の度合いと比べさらに減少の度合いを増ており、同時に

Hd3aの発現レベルの日長変化は完全に失われていた（Fig．15B，G，H）。このことは、

OsGrox株の花成の表現型とよく一致する。

また、OsGJの05G上ox株での発現が野生型株での発現極大よりも下のレベルで

推移していたにも関わらず、〃放ねの発現レベルに顕著な減少が見られたことは、
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〃dj∂の発現低下が05GJによる発現制御だけでは説明できないことをホしている。

考察

1．05GJの同定

GIおよびOsGIはそれぞれ1173a．a．および1160a．a．の比較的大きなタンパクを

コードし、これらはアミノ酸領域全体において高い相同性が認められることから、

OsGIタンパク質と　GIタンパク質問の構造維持がこれらの生化学的機能に重安であ

ると考えられる。またGIには塩基性アミノ酸に富んだ核移行シグナル様配列が見い

だされ、さらにGI－GFP融合タンパクは核に局在することが示されている（Huqetal．，

2000）。核移行シグナル様の配列はOsGIにおいても見いだされることから、OsGIも

核タンパクとして機能することが予測される。また、OsGIのアミノ酸配列には　GI

と同様膜貫通領域が見いだされるが（Parketal．，1999）、このことが何を意味している

かは現在のところ　GIも含め不明である。GI－GFP融合タンパク質に由来するシグナ

ルはもっばら核の内部に見られ、核膜において強いシグナルが見られるわけではな

いことが知られている（Huqetal．，2000）。

OsGIタンパク質の生化学的役割を予測できる特徴配列は、現在のところ核移行

シグナルと膜貫通領域のほかに見いだすことはできない。一方GIにおいては、gノア

リルの変異箇所から、その機能発現にC一末端200アミノ酸領域の重要性が予測され

ている（Parketal．，1999）。Putteri11のグループは最近GIのC一末領域をbaitにyeast

two－hybrid　法を行い、この領域に結合するタンパクを複数同定している（Putteri11et

al．，2000）。また、Couplandのグループは最近GIのC一末部位に変異を入れた変異型

gノをシロイヌナズナに導入することで、この変異型GJがシロイヌナズナにおいて

dominant－negativeに機能することを明らかにしている（Coupland，PerS．COmmun．）。こ

れらのことは、GIタンパク質の機能において　C一末部位が重要性であることを強く

示唆する。この領域はOsGIにも保存されていることから、OsGIのC一末領域がタン

パク質としての機能に重要であることが示唆される。

2．05GJの発現様式

05GJの発現に概ロリズム見られることは、05GJの発現が概日時計により制御

されていることを示している。概日時計の自律振動体成分をコードする遺伝子はこ

れまでに昆虫、富菌類、藻類および菌類から同定され、これら生物種における概［1

時計の分子的基盤が明らかにされつつある（Dunlap，1999）。しかしながら高等棉物で

は、概ロリズムの制御に関連する遺伝子が多数同定されているものの、概H時計の
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実体である自律振動体の構成成分はシロイヌナズナも含め明らかにされておらず、

今後の解析が待たれる。ただし、CCAJ（および⊥〃りと　TOCJは互いの発現調節に

おいて負のフィードバックループを形成していることが近年ホ唆され、これらの遺

伝了一は自律振動体の構成成分をコードする吋能性がホ唆されている（Alabadiet al．，

2001）。

05G上の発現リズムはGJと類似したパターンを示すことから、双方のGJの発現

制御機構はイネとシロイヌナズナとの間で保存されていることが′Jこ唆される。シロ

イヌナズナでは、肋γ変異あるいはCCAJの過剰発現がGJの発現を変化させること

から、これらの遺伝子はGJの発現を間接的あるいは直接的に制御すると考えられて

いる（Fowleretal．，1999）。ところで、GIの発現は明期終了時刻に稗人を迎える形の概

目リズムを示す。この形の概目リズムを示す遺伝子は、近年のマイクロアレイを用

いた解析からシロイヌナズナにおいて60以上同定されており、またこれら道伝十の

プロモーター上には’’aaaatatct一▼　という共通配列がしばしば見いだされる（Harmer et

al・，2000）。この共通配列に導人した変異はレポ一夕一道伝十のリズム振幅を大幅に

減少させることから、この共通配列は明期終‾r時に極大をとるパターンの「†周党規

に重安であることが示唆されている（Harmeretal．，2000；Alabadietal．，2001）。さら

に、この共通配列には　CCAJおよび　上〃y　が結合することが拉近ホされている

（Alabadietal．，2001）。興味深いことに、この共通配列はGIプロモーターLにおいて

も見いだされる。このことから、GJの発現は、上〃yおよびCCAJにより直接制御さ

れている可能性が考えられている（Alabadietal．，2001）。OsGIのプロモータートにこ

の共通配列が存在するか否かは興味深い点であるが、現在のところ05GJのコーディ

ング領域の上流において転写開始点を見いだすに至っていないため、0∫GJのプロモ

ーター上における共通配列の有無は明かではない。しかしながら、05GJの発現様式

がGJと酷似していたことは、05GJの発現調節においても、⊥〃yのイネ相同遺伝子

による直接的な機構の関与が連想される。このことに関連して、Oikawa　らは　LHY

とアミノ酸レベルで類似したイネ遺伝子（05⊥〃りの発現解析を行い、0止〃yの発現

が⊥〃yと類似した形の日周変動を示すことを報告している（及川，1999）。

05GJの発現には、発現の極大を示す時間が長日条件下で後にずれるという［1長

応答性が認められる。この日長応答性は時計制御下の遺伝子における党規様式によ

く見られる特徴であるが、この日長応答性が花成の光周性反蘭ことって重安な意味

を持つかどうかは明らかではない。

3．イネの光周性を制御する遺伝的経路

シロイヌナズナの光周性経路において、GJ、CO、FT　は共に長日条件下での花
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成の促進に機能し、これらの発現はGI，CO、FTの順に活性化される（Fowleretal．，

1999；Putterilletal・，1995；Kardailskyetal．，1999；Kobayashietal．，1999；Suarez－Lopezet

al．，2001）。本研究において、05GJの過剰発現株は花成遅延を引き起こすと同時に光

周性反応を減少させたことから、05GJは長日条件下での花成の遅延に機能すると考

えらる。従って、05G上の花成に対する役割は5eJの花成に対する役割と一致する。

一方、〃dj∂　は短日条件下での花成の促進に機能することから、〃dj∂　の花成に対す

る役割は05GJあるいは5eJとは逆である。すなわち、05GJおよび5eJは、GJおよ

びCOと同様、主に長日条件下において機能する遺伝子である一方、〃dj∂は短日条

件下において機能する遺伝子であり、FT　とは逆の日長条件下で活性化されると考え

られる。

発現解析の結果、05GJの過剰発現株において　∫eJの発現が上昇していたこと

は、05GJがぶeJの発現を正に制御することを示している（Fig．17）。この特徴はCO

のGJによる発現制御と一致し、GJからCOに至る光周性経路がイネにも保存されて

いることが示唆される（Fig．17）。また、05GJの発現様式がGJと、∫eJの発現様式が

COとそれぞれ類似していることも、この経路がシロイヌナズナとイネの間で保存さ

れていることを支持する（Fig．14，1516；Fowleretal．，1999；Parketal．，1999；Suarez－

Lopezetal．，2001）。ML一方、Hd3aの発現レベルはOsGI－OX株において減少しており、

〃dj∂の05GJによる発現制御は、FTのGJによる発現制御とは逆の関係を示す。こ

のことは、05GJとfⅢj∂が同一の光周性経路〉Lに位置しながら、〃dj∂の発現調節機

構はシロイヌナズナとは全く逆であることを示している。このことに関連して、

〃dj∂の発現の日周パターンはFTとちょうど逆位相の関係をとる。すなわち、fTの

発現が極小を迎える時間において、Hd3aの発現は極大となる（Fig．14，15；Suarez－

Lopezetal・，2001）○

以上のことは、イネとシロイヌナズナの間に存在する日長感受性の違いを決定

する分子的基盤が、Fr（〃dj∂）のCO（5eJ）による発現制御機構にある可能性を示唆

する（Fig．17）。すなわち、シロイヌナズナでは、COが長日条件下においてFTの発

現を誘導するのに対して、イネでは5eJが長日条件‾Fにおいて〃dj∂の発現を抑制す

ることで、これらの植物種の間に日長感受性の違いが発生すると考えられる。この

ことに関して、Izawaは最近Hd3aの発現レベルが長日条件下で育成したse］変異株

において上昇することを明らかにした（Izawa，perS．COmmun．）。このことは、上記の仮

説を強く支持するものである。

以上のことから、シロイヌナズナとイネの光周性反応の違いは、それを制御す

る遺伝的経路が構成遺伝子レベルで全く異なるというよりはむしろ、イネとシロイ

ヌナズナとの間で保存された遺伝的経路のうち一部の遺伝子発現制御が逆転してい
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るという比較的単純な違いで決定されることが示唆される。この発現制御の逆転を

引き起こす原因を解明することが今後の大きな研究課題のm一つといえよう。これに

より生物の多様性を生み出す分子的変化の一例の解明が期待されるからである。

シロイヌナズナあるいはイネにおいて同定された花成経路は植物界においてど

の程度保存されているのであろうかo G∫、COおよびⅣの類似遺伝子一はこれまでに

複数の植物種において確認されているo G∫の類似遺伝子はオオムギにも存在するこ

とがデータベース上において確認されるo coの類似遺伝子はアブラナ、クロガラシ

や、アサガオにおいてクローニングされている（Lagercrantzetal・，1996；Robertetal．，

1998；Lagercrantzetal・，2000；Liuetal．，2001）。興味深いことに、アサガオのCO類似

遺伝子伽COの発現はCOと類似した形の日周変動を示し、さらに勒COのシロイ

ヌナズナでの過剰発現はco変異株の花成遅延の表現型を回復させることが明らかに

なっている（Liuetal・，2001）。また、打の類似遺伝子はオレンジにおいて確認されて

いる（Kobayashietal．，1999）。

4・ぶeJおよび月放ねの05GJによる発現制御

5eJの0打方による発現制御機構の解明は今後の研究課題の一つとして考えられ

る。例えば、SelmRNAの日周変動の制御にOsGImRNAの日周変動が必要か否かと

いう点は現在明かではない。このことについては、05αの恒常的発現がぶeJの発現

リズムを欠失させるかを今後検証する必要がある。Putteri11のグループは最近、GI

をgi変異株において恒常的に発現させた場合、COmRNAの振幅性には大きな変化

が認められないと報告しており、COmRNAの日周変動の制御にGImRNAの日周変

動が必ずしも必要でないことを示唆している（Putteri11，perS．COmmun．）。本研究では

∫eJの05Gムox株での日周変動を観察し、この振幅性はある程度残存していることが

示されたが、このとき05αにもある程度の振幅性が残存していた（Fig．14）。05GJ

の野生型株での発現レベルが05G∫の05Glox株での恒常的発現を阻害しており、こ

のことが上述の疑問に答えることを困難にしている○ところで、05GJの05G⊥ox株

での発現は野生型株と比べ一日の間の全ての時間帯で上昇していたにもかかわら

ず、5eJの05αox株における発現の上昇は、元来発現の低い明期の間にのみ認めら

れ、発現極大レベルに野生型株との大きな差異は認められない。このことは、5eJの

0打方　による発現誘導をある程度制限する機構が存在することを示唆している。ま

た、上述の点とは別に、05GJによる5eノの発現誘導には更なる転′す翻訳系のステッ

プが介在しているのか、あるいは新規な転写翻訳系を介さないl自二捌勺な制御機構が

関与するのかという点も、今後明らかにすべき課題であろうと考えられる。

47日目の05G上ox株では、05GJの発現レベルが野生型株と比べ時間帯によって
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は低‾‾Fするにも関わらず、〃dj∂　の発現レベルは顕著に減少する傾向カゞ観察される

（Fig・15，16）。この結果は、〃dj∂の05GJによる発現抑制に特定時間に発現している

05GJが重要であることを示唆する。また、〃dj∂の発現を抑制する機能を持つこと

が最近明らかになった5eJの発現も、05GJと連動する形で時間帯によっては野生型

株と比べ低レベルを示す（Fig．15，16）。興味深いことに、5eノの05GJ－。X株での発現

の上昇は明期の間に限られていることから、〃dj∂のぶeノによる発現抑制に、明期に

おいて発現する5eJが重安であることが示唆される。このことは、光と概日時計によ

る－一一つの日長識別機構モデルを連想させる。すなわち、概日時計の出力系（この場合

5eり　が光により活性化され、この活性レベルは日長変化（光のある時間の良さの変

化）により大きく変化するというモデルである（Fig．18）。これと同様のモデルは光周

性反応における生理学的研究あるいはシロイヌナズナを用いた分子生物学的研究に

おいても提示されている（Harmeretal．，2000；Suarez－Lopezetal．，2001）。また、Selは

その変異株の花成の表現型から主に長日条件下で機能すると考えられるが、5eJ

mRNA　の発現には日周変動が見られるのみで日長依存的な量的変化は見られない。

Fig．18　に示したモデルは、5eJの長日条件下での機能発現モデルを示しているとも

いえよう。すなわち、Selタンパク質の光による活性化が長日条件下での機能発現に

重要であるのかもしれない。
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Fig・17・イ不とシロイヌナズナの花成経路のモデル

花成の光周性反応を制御する双方の遺伝的経路において、CO（5eハのGJ（05G月によ
る発現制御機構は保存されていることが示唆される。GJとCO、および05GJと5eJ

はともに長日条件下において活性化され、前者の二つは花成の促進に機能する一
方、後者の二つは花成の抑制に機能する。このとき、前者は長日条件下で打の発現
を誘導するのに対し、後者は甜j∂の発現を抑制する○イネとシロイヌナズナの日長
感受性の違いを決定する分子的基盤はCO（5e∫）による打（〃肋）の発規制御機構に
あることが示唆される。
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Fig．18．光と概日時計による日長識別機構のモデル
概日時計の出力系は明暗周期において日周性の発現様式を示す（黒線）。光シグナ
ルはこれと相互作用し、活性化する（灰色の部分）。日長変化、すなわち光の当た
る時間帯の長さの変化は、この活性化量を変化させる。また、概日時計の出力系
の日周変動は、わずかな日長変化から活性化量の大きな変化を発生させる。
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