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緒論

生物は遺伝情報に従って一生の生命活動を営んでいる。植物の場合、受精卵が分

裂を繰り返し、胚発生を行う0成熟した種子は発芽し芽生えとなり、その後茎を伸

長ざせ菓を展開して栄養を蓄積する栄養生長期を経て、次世代を残すための花を形

成する生殖生長期へと生長する0このような生物の発生、分化、形態形成が正しく

行われるためには、それぞれの働きを行う遺伝子が正しく適切な時期や位置で発現

することが必要であり、そのための制御機構が存荏する。生物の遺伝情報は、DNA

からRNAへの転写、そしてタンパク質へ翻訳されることで伝達され、機能する。

遺伝子発現はこの転写、転写後、翻訳、翻訳後の各段階で制御されている。真核生

物のDNAはヒストンに巻きついたヌクレオソーム構造をとっており、クロマチン

として格納ざれている0この状態は遺伝子が不活性な状態であり、転写が行われる

際にはクロマチン構造変化を伴う0このクロマチンリモデリングに関わる因子とし

て、アセテル化やエビキチン化などを行うヒストン修飾因子や、SⅥ／SNF・のよう

な瓜P依存的リモデリング因子がある0また、DNAのメチル化によって転写が抑

制されるという現象もある0転写因子がDNA上の制御配列に結合すると、このヌ

クレオソーム構造が破壊ざれ、mRNAへの転写が開始される。転写後の調節とし

て、真核生物のmRNAはスプライシングを受けるが、選択的スプライシングによ

り1種の転写産物から複数種のmRNA、例えば機能的なmRNAと機能的でない

m卿Aが作られることにより、遺伝子の発現の調節が行われているものもある。

また、～22ヌクレオチドからなるmicroRNA分子が相補配列を持つRNAに結合し

て二本鎖RNAとなり、分解へ導くという機構も近年明らかになっている（Jones，

2002；CarringtonandAmbros，2003）0高等植物のミトコンドリアや葉緑体では、転写

ざれたRNAのシトシン（C）がウラシル（叩こ変換されるRNAエディティングという

機構があり、開始コドンの生成やコドン変換によるアミノ酸の置換がおこっている

（Maieretalリ1996）0翻訳時には、タンパク質生合成の開始因子の不活化や、mRNA

のリボソーム結合部位に結合することにより翻訳効率を低下ざせる因子などが知ら

れている0さらに、タンパク質の翻訳後の調節機構として、リン酸化、メチル化、

アセテル化、アデニリル化、ADPリボシル化、糖鎖付加などの修飾が知られてい

る0タンパク質が核やミトコンドリアに局荏して働く場合、リン酸化や多量体化な
どによって移行が制御ざれる例もある。

このように多くの段階で遺伝子発現は制御されているが、すべてはDNAが転写

されることに始まり、それゆえに転写制御は、遺伝子発現制御の根幹に関わるもの

であるoDNAの配列をm蛸Aへと転写を行うのはRNAポリメラーゼである。真

核生物では基本転写因子と呼ばれる複合体が転写開始に必要であり、DNA上には

基本転写因子が結合するmボックスのようなシス配列が存在し、転写開始点を
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決定している｡しかしながらRNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞや基本転写困子は遺伝子の発現を

厳密に制御することはできない｡時間的､空間的に発現を制御するためには転写因

子の働きが必要になる｡転写因子はDNAに結合し､基本転写因子やRNAﾎﾟﾘﾒ

ﾗ-ｾﾞに働き､その構造変化の誘導や安定化､ RNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞがﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-

に集結する速度を変化させることで転写の効率を上昇していると考えられている

(Ptashne and Gann, 1997)｡このように､転写因子が遺伝子発現の最初の段階となる

制御を行っており､転写因子の機能を解析することは発生､分化､形態形成の仕組

みの解明につながるものである｡

植物の発生､分化､形態形成において､様々な転写因子が関与していることが､

ﾓﾃﾞﾙ植物であるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを用いた解析から明らかになってきている｡また､

同じﾌｱﾐﾘ-に属する転写因子群が同じような役謝を行うといった､それぞれの

転写因子群によるある程度の機能分担が見られることが示されてきた｡例えば､植

物に特徴的な器官である花の形態形成に関わる遣伝子として､ APE7;4LA3 (AP3)､

PISTILLAT4 (Pl)､ AGAMOUS (AG)､ SEPALLAT41 (SEPl)､.SEP2､ SEP3が同定され

ているが､全て転写因子であるMADSﾌｱﾐﾘ-に属している｡これらが複合体

を形成し､その組み合わせでがく片､花弁､雄ずい､心皮の分化が決定される(Jack

et al･, 1992; Goto and Meyerowitz, 1994; Yanofsky et al., 1990; Pelaz et al., 2000)｡地上

部組織の源となる茎頂分裂敵織では､ NACﾌｱﾐﾘ-と呼ばれる植物特異的な転

写因子であるCUP-SHAPED COTYLEDONl (CUCl)､ CUC2が働き､茎頂分裂組織

の形成と器官分離に関わっている(Takada et al., 2001)o KNOXﾌｱﾐﾘ-に属する

SHOOT MERISTEMLESS (STM)も茎頂分裂組織の形成に開与し､茎頂分裂組織の推

持にはﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝﾀﾝﾊﾟｸ質のWUSC虻L(WUS)が働く｡菓への分化にはMyb

塾転写因子であるASYMMETRIC LEAVESl (ASl)や(Long et al･, 1996; Mayer et al.,

1998; Byrneetal., 2000)､ ASlによって制御されるKNATlなどの働きが知られてい

る(Semiarti et al･, 2001).菓の背腹性を決定しているのはHD-ZIPIIIﾀｲﾌﾟに属する

ﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞするpHABULOSA (PHB)やpHAVOLU7;4 (PHV)､ YABBYﾌｱﾐ

ﾘ-のFILAMENTOUS FLOWER (FIL)やy4BBY2 (YAB2)などである(McConnell et al.,

2001; Sawa et al･, 1999; Siegfried et al･, 1999)｡根においては､ NAClが側根形成に､

GRASﾌｱﾐ7) -のSCARECROW (SCR)やsHORT-ROOT (SHR)が内皮や皮層の分化

に機能している(Ⅹie et al･, 2000; Di Laurenzio et al･, 1996; Helariutta et al., 2000)｡根毛

やﾄﾗｲｺ-ﾑはMybﾌｱﾐﾘ-､ bHLHﾌｱﾐﾘ-､ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽなどの転

写因子の働きにより形成されるoざらに､植物ﾎﾙﾓﾝの応答に関与する転写因子

や､光や温度､塩､低温などの環境応答に関わる転写因子､病傷害抵抗性に関わる

転写因子も数多く同定されている.このように､生育の各段階で転写因子が磯能し

ており､転写制御は発生､分化､形態形成に必要不可欠である｡

転写因子の特微として､生物種を超えて保存ざれたDNA結合ﾓﾁ-ﾌが存在す

ることがあげられる(表1)oﾍﾘｯｸｽｰﾀ-ﾝ-へﾘｯｸｽ(HTH)ﾓﾁ-ﾌは2つ
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表1.各生物の転写困子の分類

ﾌｱﾐﾘ- A･ thaliana D･ melanogaster C. elegans S. cerevisiae

bZIP

Myb

MAD S

b HLH

HB

AP2/ER五B P

NAC

GRAS

GARP

C2H2 (Zn)

81

190

82

139

89

144

109

32

56

105

C3H-typel (Zn) 17

WRKY (Zn)

C2C2 (Zn)

72

GATA 2 8

Dof 37

CO-1ike 3 3

YABB Y 6

21

6

2

46

103

0

0

0

0

291

3

0

6

0

0

0

25

3

2

25

84

0

0

0

0

139

15

0

9

0

0

0

21

10

4

8

9

0

0

0

0

53

3

0

10

0

0

0

合計1533 635 669 209

DNA結合ﾓﾁ-ﾌの相同性をもとに分類したﾀﾝﾊﾟｸ質の数を示した｡ (zn)は､亜鉛膚合ﾓﾁ

-ﾌを表すo示したのは⊥部のDNA結合ﾓﾁ-ﾌであり､合計は全遺伝子に対する転写因子数

を表している｡

Riechmann et al. (2000)より改変｡

のα-へﾘｯｸｽが短いｱﾐﾉ酸の鎖で連結ざれた構造をとる｡ﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-

(bZIP)ﾓﾁ⊥ﾌは塩基性ｱﾐﾉ酸領域とそれに続くﾛｲｼﾝ残基の繰り返し配列を

持つo Mybﾀﾝﾊﾟｸ質は2-3の反復配列からなるDNA結合領域を持つ｡ MADS

ﾄﾞﾒｲﾝは酵母のMCMl､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのAGAMOUS､ｷﾝｷﾞｮｿｳの

DE円CIENCE､ﾋﾄのSRF.に共通して見られる領域であることから名付けられ､ α_

へﾘｯｸｽとそれに続く2つのβ-ｼ-ﾄ構造からなる｡亜鉛を配位するｼﾞﾝｸﾌｲ

ﾝｶﾞ-は大きなﾌｱﾐﾘ-を形成している｡全転写因子に占める亜鉛結合ﾓﾁ-ﾌ

を持つも'のの謝合は､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅで約22%,ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴで約51%,線

虫で約64%､出芽酵母で約56%を占める(Riechmann et al., 2000)｡ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ

ｰはｼｽﾃｲﾝ(C)とﾋｽﾁｼﾞﾝ(H)が亜鉛を配位する構造をとるが､その構造によ

ってｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-型転写因子はざらにｸﾞﾙ-ﾌﾟ分けできる｡ﾀﾝﾊﾟｸ質のﾄﾞﾒ
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ｲﾝのﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽであるInterPro (http://www.ebi.左c.uk/interpro/)によると､これま

でに同定されているｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-はc2H2､ C4､ C3HC4､ C2HC5､ C4HC3など､

ｻﾌﾞﾀｲﾌﾟも含めると70以上ものﾀｲﾌﾟに分類される｡古くから知られているも

のには､ C2H2のTFIIIAﾀｲﾌﾟ､ c4のｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞ受容体ﾀｲﾌﾟ､ c6のGAL4

ﾀｲﾌﾟ､ c2C2のGÅrAﾀｲﾌﾟなどがある｡

以上のDNA結合ﾓﾁ-ﾌは生物界で広く保存ざれているものであるが､植物に

はこれらに加え､植物特異的なDNA結合ﾓﾁ-ﾌが存荏する｡例えば､ 68ｱﾐﾉ

酸残基を単位とする反復配列を持つAP2侶R五BPﾌｱﾐﾘ-､ぺﾁｭﾆｱのNO

APICALMERISTEM (NAM)やｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのCUC2などが属するNACﾌｱﾐﾘ

-が知られている｡それに対しGRASﾌｱﾐﾘ-は､ bZIPﾓﾁ-ﾌ､ VHIIDﾓﾁ

-ﾌ､ SH2ﾓﾁ-ﾌという､多くの生物で見られるﾓﾁ-ﾌを持つが､その艶み

合わせは植物特異的である｡ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌの中にも植物特異的なﾀｲ

ﾌﾟが存荏しており､ c2C2のDofやyABBY､ C2H2またはC2HCのWRKYといった

ものが知られている(Harison, 1991; Takatsuji, 1998; Riechmann et al., 2000)｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ(Arabidopsis thaliana)は2000年12月に､植物で初めて全ｹﾞﾉﾑ

配列の解読が終了し､配列から各遺伝子の機能が予測された(The Arabidopsis

Genome lnitiative, 2000)｡その結果､上述のようなDNA結合ﾓﾁ-ﾌをもとに､約

26,000遺伝子のうち5.9%が転写因子をｺ-ﾄﾞしていると推測された｡これは出芽

酵母(saccharomyces cerevisiae)の3.5%､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ(Drosophila melanogaster)

の4.5%､線虫(caenorhabditis elegans)の3.5%と比較すると明らかに多い(鮎echmahn,

2000).また､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの機能未知のﾀﾝﾊﾟｸ質の中にもLまだ多くの転写因

子が含まれていると考えられ､さらに高い謝合を占めると思われる｡このように､

植物では他の生物よりも転写因子の謝合が高く､また植物特異的な転写因子も存荏

することから､植物における転写制御の垂要性がうかがわれる｡これは､植物が移

動することができないために､通常の発生や分化に加えて､様々な環境変化や乾燥､

低温､塩などのｽﾄﾚｽに対処できるよう､また病原菌に対する防御のために遺伝

子発現を詞節する必要があるためであることが考えられる｡

植物の発生段階の全てにおいて転写因子が働いていることや､植物特異的な転写

因子が存在することから､植物の転写因子を解析することは植物特有の現象の解明

につながるかもしれない｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの1500以上あるとされている転写因子

の多くは､ DNA結合領域の相同性から予測された転写因子であり､そのうち機能

が明らかになっているのはごくわずかである｡既知の転写因子と相同性が高い場合､

分子的､生理学的な研究の進んでいる動物や菌類の情報をもとにある程度磯能は予

測できるが､植物特異的な転写因子の場合､生体内での働きを知るた釧こは実験的

な磯能解析が必要である｡例えば､実際に転写因子として機能するかどうかを検証

するため､ DNA結合能や転写活性化能の解析が行われる｡ DNA結合領域の特性を

調べるた釧こ､認識配列の同定が､特に植物特異的な転写因子の場合は必要である｡
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転写因子は復合体を形成して働くものも多く知られていることから､相互作用ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質の探索も行われるo転写因子の植物体内での機能を探るためには､ｾﾝｽや

ｱﾝﾁｾﾝｽｺﾝｽﾄﾗｸﾄ導入植物体や､ RNAi､ TIDNAﾀｸﾞなどの手法を用い

た形質転換体による解析､すなわち磯能欠失変異体や機能獲得変異体を用いた逆遺
伝学的な解析が有効である｡

我々の研究室では､植物の花成や形態形成の機構を解明するため､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞ

ﾅの花序組織由来の均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いたﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙｽｸ

ﾘ-ﾆﾝｸﾞが行われ､花芽特異的かつ低発現性の遺伝子が384ｸﾛ-ﾝ得られてい

る(Takemura et al･, 1999)oそのうちzIM (Zinc-jinger protein expressed in _Injlorescence

A4eristem)はそのｱﾐﾉ酸配列からN末端側に転写活性化領域と考えられる酸性領

域､ c末端側にDNA結合領域と考えられるｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌを持つこと

が予測ざれた(Nishii et al., 2000)o GFPを用いた解析からzIMﾀﾝﾊﾟｸ質は核に局

在することが確かめられ､転写因子として働くことが推測ざれた｡

ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌは､屈述のように亜鉛を配位するｼｽﾃｲﾝとﾋｽﾁ

ｼﾞﾝの数と配置により様々なﾀｲﾌﾟに分類される｡ zIMが持っｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-

はc2C2のGATAﾀｲﾌﾟ(InterPro accession No･ IPROOO679)のものと相同性を示した｡

GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を持つGATA因子群は脊椎動物で最初に同定ざれた｡

これらは赤血球分化に特異的な転写制御因子であり､ (A汀)GATA(A/G)という配列

を認識する(Evanset al･, 1988; Martin et al･, 1989)oその後ｱｶﾊﾟﾝｶﾋﾞで窒素同化に

関わる因子がGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を持つことがわかり(Ballario et al.,

1996)､現在までに酵母や粘菌､植物において数多くのGATA因子が同定ざれて
いる｡ GAIAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-

は4つのｼｽﾃｲﾝが亜鉛を配位する

C-Ⅹ2-C-Ⅹ17_19-C-Ⅹ2-Cというﾓﾁ-ﾌ

を持ち､ 2番目と3番目のｼｽﾃｲﾝ

に挟まれたｱﾐﾉ酸がﾙ-ﾌﾟを形成す

る(図1)｡ ZIMのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-

はこれとは少し異なり､ﾙ-ﾌﾟを形成

するｱﾐﾉ酸が20残基であった｡脊

椎動物や菌類などのGATAﾀｲﾌﾟｼﾞ

ﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-のﾙ-ﾌﾟ領域は17_19

残基であり､植物においてこれまでに

報告されているGÅrA因子のﾓﾁ-

ﾌも18残基であることから､ c-x2-C-

Ⅹ2｡-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つZIMは新

親のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-

ﾀﾝﾊﾟｸ質であった｡
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図1･ GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-の模式図

亜鉛を配位するｼｽﾃｲﾝと特に保存ざれて

いるｱﾐﾉ酸残基を示Lた｡



本研究は､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの新規GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質を

ｺ-ﾄﾞするZIMの機能の解明を目的とした.まず相同性検索などのﾊﾞｲｵｲﾝﾌ

ｵﾏﾃｲﾂｸｽにより､ zIMの構造上の特徴付けを行った｡さらに転写活性化能

の解析を行うことによりzIMの分子的な機能の解明を行った.また､ zIMを植物

体内で過剰に発現させたときに与える影響として､表現型の観察､およびﾏｲｸﾛ

ｱﾚｲによる遣伝子ﾚﾍﾞﾙでの解析を行うことにより､植物体内でのZIMの働き

を考究した｡
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第1章新親GATAﾌｱﾐ1)-の岡定

序論

2000年12月に､植物では初めてとなるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの全ｹﾞﾉﾑ配列の解読が

完了した(The Arabidopsis Genome lnitiative, 2000)oｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅには約26,000の

遺伝子が存荏することが示されたが､配列だけから機能を同定することは容易では

ないoその-方で､様々な生物種における急速なｹﾞﾉﾑﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄの進行やEST

(expressed sequence tag)の情報蓄債などにより､ﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽの充実が進んだ｡そ

のため､既知の遺伝子およびﾀﾝﾊﾟｸ質と比較することにより､磯能の推測が容易

に行えるようになってきている｡ﾎﾟｽﾄｼ-ｸｴﾝｽの時代を迎えた現荏､こうい

ったﾊﾞｲｵｲﾝﾌｵﾏﾃｲﾂｸｽの手法による機能解析が注目ざ.れる｡ﾓﾃﾞﾙ植物

であるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのｹﾞﾉﾑﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄの完了により､個々の遺伝子の磯能の

比較はもとより､全体像として植物と他生物との遺伝子構成の比較を行うことがで

きるようになったo植物では転写因子の割合が高いことも､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴや線

虫などと比較することにより明らかになったo植物の転写因子には､ bZIP､ b乱H､

Mybなど飽生物にも共通して見られるものと､ AP2侶貼BPやNAC､ GRASのよう

に植物特異申なものが存在することが示ざれた.植物特異的な転写因子は､植物の

転写制御の重要性を示唆するものであるoこれらの機能を解明することは､植物と

動物や菌類との分子的な比較において有効な手がかりになると考えられる｡

我々の研究室で単離されたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのZIMはGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝ

ｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする(Nishii et al･･ 2000)o脊椎動物のGATA因子はc-Ⅹ2-C-

Ⅹ17-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を2つ持つ｡ C末端側のﾌｲﾝｶﾞ-がDNA

を認識し､ N末端側のﾌｲﾝｶﾞ-は飽のﾀﾝﾊﾟｸ質との相互作用に働く｡ c末端側

のﾌｲﾝｶﾞ-が(AJT)GATA(A/G)という塩基配列を認識することからこの名前がつ

けられている｡その後､酵母やｶﾋﾞ､粘菌などで解析が進み､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を

1つしか持たないもの､ﾙ-ﾌﾟを形成する2番目と3番目のｼｽﾃｲﾝを隔てるｱ

ﾐﾉ酸数が18残基のものが見つかったoざらに酵母ではGAr3 (YkO13w)とGAr4

(yirO13c)の2つが19残基のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-として同定された(Teakle

and Gilmartin, 1998)o -方植物のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-の研究はほとんど

進んでおらず､ﾀﾊﾞｺのNTLlとｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのGATA-1-GATA-4､ GATA-20､

および本研究の対象であるzIMが報告されているにすぎない(Daniel-Vedele and

caboche, 1993; Nishii et al･, 2000; Teakle et al･, 2002; Jeong and`shih, 2003).植物の

GATA因子はｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を1つ持っoz別のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-の特徴として､

動物や酵母､飽の植物のG∬Aﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-のﾓﾁ-ﾌと異なり､ 2番

目と3番目のｼｽﾃｲﾝが20ｱﾐﾉ酸残基で隔てられてし】るﾓﾁ-ﾌを持ってい

11



た｡このC-Ⅹ2-C-X2.-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-はこれ

までに報告されておらず､ zIMは新規のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ

質であると考えられた(Nishii et al., 2000)｡

本章では､ ZIMが持つ特徴的なGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-について､構造

上の特徴を詳細に記述するため､ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｵﾏﾃｲﾂｸｽの手法による解析を

行った｡それによりzIMが新規の転写因子群に属し､このﾌｱﾐﾘ-は植物特異

的であることが示されたことについて言及する｡また､植物体内での特徴付けを行

うため､ zIMを含むｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのZIMﾌｱﾐﾘ-の発現ﾊﾟﾀ-ﾝの詳細な解

析を行った｡
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材料と方法

ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｵﾏﾃｲﾂｸｽ

ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｵﾏﾃｲﾂｸｽによる解析のために､以下のｳｪﾌﾞｻｲﾄを利用し

たo MIPS Arabidopsis thaliana database (MATB; http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.

htmi) ; CLUSTALW (http://clustalw･genome･ad.jpn ; Th色TIGR Gene lndices (TGI; http://

www･tigr･org/tdb/tgi/) ; InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

癖物材料

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ(Arabidopsis thaliana, Columbia ecotype)を用いた｡土または0.8%の

寒天を含むGM (ge-ination medium; Ⅵ1vekens et al., 1988)に播種し､明期16時間/

暗期8時間の長日条件の22oCの人工気象器で生育させた｡

ZZM-1ike港伝子のｻﾌﾟｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅから調製したRNAより､ ReverTraAce -a- (Toyobo, Osaka, Japan)を

用いてMXL-K3 (5'-AATGTGCCCACATAGACTGAGATTAACCCA)およびF5D-K3 (5,-

TGÅfÅAAGCTACAGAACCTGAGGCGArTCA)の各ﾌﾟﾗｲﾏ-により逆転写し､生成

した1st strand DNAを鋳型にMXしc5 (51rATTGTTTCGCGTGAATTAGCTCTGCA

AAGG)とMXL-K3､およびF5D-c5 (5,-GCGTTATCCATCGGTTCAATTGTCATCTTC)

とF5D-K3を用いてPCRにより増幅したoこれをpGEM⑳-Tﾍﾞｸﾀ-(托omega, Madison,

WI, USA)にTAｸﾛ-ﾆﾝｸﾞすることにより､ zMLlとzML2をそれぞれｻﾌﾞｸﾛ

ﾆﾝｸﾞしたo得られたｸﾛ-ﾝについてM13Fﾌﾟﾗｲﾏ-(5,-CAGTCAC

GACGTTGTAAAACGACGGCCAGT)を用いて配列を決定した｡

ﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析

植物体の各組織より肌easy Plant MiniKit (Qiagen, Hilden, Germany)またはsepasol-

RNA'I (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)を用いてtotal NAを調製した｡ 1.0%ｱｶﾞﾛ-ｽ

/ﾎﾙﾑｱﾙﾃﾞﾄﾞｹﾞﾙで泳動し､ﾅｲﾛﾝﾒﾝﾌﾞﾚﾝ(Hybond-N, Amersham

Biosciences, Piscataway, NJ, USA)にﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞしたoﾌﾟﾛ-ﾌﾞ断片はzIMには

ZIM249 (5'-ArCG∬TGGTACArTGAGGGArCTC)とzIM-T3 (CGGmCGGTTTCTA

TAATACATGTGATG)を､ zMLlにはzMLl-F (5--TGGAATTCTGCACATTGGTGTAG

CG)とzMLl-R (57-AAGAGCTCAAACTTGTCCCTGGAAGG)を､ zA4L2にはzML2-F

(5'-CCGAArTCTGCACArTAGAGAAGCTC)とzML2-R (5しTTGAGCTCACTGArCTC

CTTGTTCAC)をﾌﾟﾗｲﾏ-に用いてRT-PCRすることにより作製した. zMには全

長cDNA (DDBJ血e accessionnu血erA即35310)も用いた｡各ﾌﾟﾛ-ﾌﾞは正しいものが

pcRによって増幅されていることを塩基配列の決定により確認したoこれをstdp-EZ

DNA (Ambion, Austin, TX, USA)を用いて32p標識して使用した｡ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-

ｼｮﾝは常法に従った(c血urch and Gilbert, 1984)｡

13



結果

ZIMのGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌ

我々の研究室で単離されたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのZMは､ 309ｱﾐﾉ酸からなる約33

kDaのﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､そのｱﾐﾉ酸配列から､ N末端側から順に､

酸性領域､塩基性領域､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌを持つことが示ざれていた(Nishii

et al･, 2000)｡酸性領域は転写活性化､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-はDNA結合にそれぞれ働

くことが予測されている｡また､塩基性領域には核移行ｼｸﾞﾅﾙ様の配列が見られ､

GFPとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いた局在解析よりzm4全長ﾀﾝﾊﾟｸ質が核に局荏す

ることが示された｡これらの特徴は､ zIMが転写因子として働くことを示唆する

ものであるo zIMの特徴についてさらに詳細に調べるため､ Zm4のｱﾐﾉ酸配列

を用いてﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ検索を行った｡

まず､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌについて検証した｡ zIMのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-

はc-x21C-Xn-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌで表ざれる｡ﾙ-ﾌﾟを形成する2番目と3番目のｼ

ｽﾃｲﾝを隔てるｱﾐﾉ酸残基数(n)がz別では20残基あり､これまで知られてい

るGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-は17-19残基である. zMがGATAﾀｲﾌﾟに属

するかを検証するため､ zIMが持つC-Ⅹ2-C-X2.-C-X2-Cのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-とc_

Ⅹ2-C-X.,-1,-C-X2-Cのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を比較したところ､ｼｽﾃｲﾝ以外のｱﾐ

ﾉ酸残基も比較的保存されていた(図2A)｡それに対してｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの

CONSTANS (CO)やDAGlのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌもc-x2-C-Xn-C-X2-Cﾓﾁ-

ﾌで表すことができるが､ｼｽﾃｲﾝ以外のｱﾐﾉ酸が保存ざれておらず､それぞ

れB-boxﾌｱﾐﾘ-とDofﾌｱﾐﾘ-に分類ざれている(図2B) (Robsonetal.,2001;

Papietal･,2000)oこれにより､ zMのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-はGATAﾀｲﾌﾟのものと相

同性を示す､新規のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質であることが確認

された｡

保存性の高い､ C末端側のｼｽﾃｲﾝを含む6-7残基はc-Ⅹ2-C-X17-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ

ｰﾌにおいてDNA結合に関わることが示されている(0michinski et al., 1993)｡ ZM

においてこれらのｱﾐﾉ酸が保存ざれていることは､ c-x2-C-Ⅹ2.-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌ

がDNA結合能を持つことを示唆するo c-Ⅹ2-C-Ⅹ20-C-Ⅹ2-Cとc-Ⅹ2-C-Ⅹ17_19-C-Ⅹ2-C

のﾀｲﾌﾟの違いで特徴的なものが､ z別のﾙ-ﾌﾟの10番目に相当するｱﾐﾉ酸が､

これまでに知られている全てのGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ではﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱ

ﾝであるのに対し､ z別ではﾒﾁｵﾆﾝであった(図2A).後述するzMと相同

性を示す飽のC-X2-C-X20-C-X2-Cを持つﾀﾝﾊﾟｸ質においてもこの位置のｱﾐﾉ酸

残基はﾒﾁｵﾆﾝであり(図3､ 6)､これがc-x2-C-X20-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌのｼﾞﾝｸ

ﾌｲﾝｶﾞ-のｱﾐﾉ酸配列上の大きな特徴のひとつであった｡
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図2･ GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌ

(A)各生物のこれまでに知られているﾓﾁ-ﾌのｱﾗｲﾒﾝﾄとzIMのｼﾞﾝｸﾌｲ

ﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌo亜鉛を配位するｼｽﾃｲﾝ残基を★で示した｡全てのﾓﾁ-ﾌで

保存性の高いｱﾐﾉ酸残基を黒で示したo本文で言及しているﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ残

基とﾒﾁｵﾆﾝ残基をoで示したo (B)GATAﾀｲﾌﾟに属ざないｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-
ﾓﾁ-ﾌ｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのC･X2･C･Ⅹ2.-C-X2-CﾀｲﾌﾟのGATA困子

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおけるGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲｶﾞ-を持つﾀﾝﾊﾟｸ質をﾃﾞ-

ﾀﾍﾞ-ｽより検索したところ､一27のﾀﾝﾊﾟｸ質が存在することが明らかになった.

ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域を用いて作製した系統樹とｱﾗｲﾒﾝﾄを図3に示した｡ｼ

ﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのGATA因子は､ zMが属するc-x2-C-X2.-C-X2-Cのﾀｲﾌﾟと､ c-

X2-C-X18-C-X2-Cのﾀｲﾌﾟの2つに分類ざれたoその多くは後者に属するものであ

り､前者はzMとAt3g21175､ Atlg51600の3つであった.

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのC-Ⅹ2-C-Ⅹ20-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質であるAt3g21175

とAtlg51600について､ﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽに登録ざれているESTの配列(EM乱accession

No･ AYO42817 (At3g21175), AYO45906 (Atlg51600))をもとに全長o肝を網羅するよ

うにﾌﾟﾗｲﾏ-を設計し､ RT-PCRにより各遺伝子をｻﾌﾞｸﾛ-ﾆﾝｸﾞした｡ｱﾐ

ﾉ酸配列を比較したところ､ At3g21175とAtlg51600はz別と約44%甲相同性を

示すことが明らかになり､それぞれzMLl (ZIM-1ike l; DDBJ accessionNo･ ABl19060)､

ZML2 (ZIM-1ike2;ABl19061)と名付けたo zMLlとzML2では約75%の相同性を示
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☆ ☆

At4g24470(Z=M)

At3g21175 (ZMIJl )

Atlg51600(ZML2)

At5g26930 RC

At5g56860 R

At4g26150 R=

At4g■16141 RT

At3g16870 RT

At5g49300 ⅩT

At3gO6740
At2g18380 (GATA-20 )

At4g36620

且t3g50870

A七1gO8000

At2g28340
AtlgO8010

At4g36240

At5g66320

At3g51080

At3g54810 R

At3g24050 (GATA-1 )
Å七5g■25830

Å七4932890

At3g60530

At2g45050

At4g34680
At3g45170

GATA-4) R

GATA-2 )

GATA-3 )

囲3.ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのGATA困子のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝ

CLUSTAL W(ht申://clustalW.genome.ad.jp/)とneighbor-joining法を用いて系統樹を作製した.ｱﾗｲﾒﾝﾄ

はZIMと同-ｱﾐﾉ酸を黒で､類似ｱﾐﾉ酸を灰色で示した｡亜鉛を配位するｼｽﾃｲﾝ残基を☆で､

本文で言及しているﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝ残基とﾒﾁｵﾆﾝ残基をoで示した.

したoｹﾞﾉﾑ配列と比較することでｲﾝﾄﾛﾝ挿入部位を決定したところ､ zn4乙1､

Zna2はzIMと全く同様のｴｷｿﾝｰｲﾝﾄﾛﾝ構造を持つことが明らかになった

(図4)oｲﾝﾄﾛﾝ挿入部位におけるｺﾄﾞﾝの分剖のざれ方もzMとzMLl､ZML2

で全く同じであり､完全に-致するものであったo

ZIM､ ZMLl､ ZML?のｱﾐﾉ酸配列を比較したところ､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域

以外でも保存されている部分が見出された(図4)｡ひとつは､これまでにZIMの

塩基性領域とされていた領域であり､ coNSTANS (CO)､ CO-1ike､ TMNG OF CABl

(TOCl)/APRRlに保存ざれているCCTﾄﾞﾒｲﾝに相当することが明らかになった

(図5A).この領域はzMの核局荏に必要であることが示唆されており(Nishiietal.,

2000)､ APRRlやcoにおいてもccTﾄﾞﾒｲﾝが核局在に必要であることが示ざ

れてい_る(Makinoetal" 2000; Robsonetal., 2001)｡さらに､ CCTﾄﾞﾒｲﾝはﾀﾝﾊﾟｸ

質間相互作用にも働くと考えられており(Robson et al., 2001)､ ZⅢ舶‡飽のﾀﾝﾊﾟｸ

質と相互作用して働くことが予測ざれた｡
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Z=M I

ZMLl l

ZML2 1

Z=M 58

ZML1 57

ZML2 6 1

Z=M l18

ZMLl l14

ZML2 118

Z=H 177

Z弧1 174
ZML2 178

Z=M 229

Z朋ｴ1 234

Z弧2 237

Z=H 285

ZML1 292

Z瓜2 297

≡喜≡藍≡ …≡≡…≡≡蕎≡三蓋憲… …≡三… …重……≡ ≡ ≡萎
▼

; ;≡憲≡葦葺憲憲葉覇匪葦嚢墓≡喜

童垂堅董華i!=1-i:7=f≡≡ … ……三塵堅壷

AAS VEEHTSMVS LANGDNSNMLGDH
拷.抑}閤準架

図4. ZMとzMLl､ ZML2のｱﾗｲﾒﾝﾄ

3つのﾀﾝﾊﾟｸ質で保存されているｱﾐﾉ酸とzm=ikeﾀﾝﾊﾟｸ質間で保存ざれているｱﾐﾉ酸

を､黒と灰色でそれぞれ表したoｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域を下線､ ccTﾄﾞﾒｲﾝを二重下線､機能

未知領域を点線でそれぞれ示したoｲﾝﾄﾛﾝ挿入部位を▼で示した｡
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(A)

Z=M

Z肌I
ZML2

APRRl /TOC I

APRR3

APRR5

APRR7

APRR9

CO

CO工一1

COL2

(B)

Z=M

ZMLI

ZML2

83

79

83

At5g20900 57

At3g■43440 45

131

At3g17860 178

Atlg70700 119

Atlg48500 122

Atlg19180 126 P

Atlg74950 119 P

Atlg72450

Atlg17380

Åt4g14720

At4g■32570

106

98

157

238

H FAAN P

=LPNTYTLD=

機能未知領域

彊萱董-_;I;!7
200

305

223

237

205

207

FE

LE

LE

LE

LE

LE

H■

EJ=

E?=

E■

D;

D_■

2138芸昏璃震%,D雷

CCTﾄﾞﾒｲﾝN末端側

図5. ZMの保存された領域

ZIMと同-ｱﾐﾉ酸を黒で､類似ｱﾐﾉ酸を灰色で示した. (A)CCTﾄﾞﾒｲﾝのｱﾗｲﾒﾝﾄo

(B)機能未知領域のｱﾗｲﾒﾝﾄ｡ At3g43440はこの領域を2つ持つ｡ CCTﾄﾞﾒｲﾝのN末端側を

持つものは後に統けて示した｡数字はｱﾐﾉ酸番号｡

ZMﾌｱﾐﾘ-間で保存されていたもうひとつの領域は､これまで同定ざれて

いない機能未知の領域であった｡ c-x2-C-X2.-C-X2-Cをﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質以

外にもこの領域を保持しているﾀﾝﾊﾟｸ質がいくつかあることが､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

のﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽの検索により明らかになった(図5B)oこれらのﾀﾝﾊﾟｸ質はいず

れも機能未知ﾀﾝﾊﾟｸ質であるが､ひとつの特徴として､そのC末端側にCCTﾄﾞ

ﾒｲﾝのN末端側15ｱﾐﾉ酸を持つものが多いことが明らかになった｡この機能

未知領域の役謝の解明が期待ざれる｡
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椿物に特敢拘なc･x2･C･Ⅹ2.･C-Ⅹ2･Cﾓﾁ-ﾌ

ｼﾛｲ対ｽﾞﾅにおいて､ Z臥ZMLl､ ZML2の3つのﾀﾝﾊﾟｸ質がc-Ⅹ21C-

Ⅹ20-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持っことが明らかになった｡このﾓﾁ-ﾌを持っﾀﾝﾊﾟｸ質

はこれまでに報告ざれていなかったが､ ESTを連結ざせることにより再構築した

遺伝子のﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽであるThe TIGR Gene lndices (TGI; http:"www･tigr10rg/tdb/tgi)

(Quackenbush et al., 2000)を検索した結果､ｲﾈ(oryza sativa)､ﾄｳﾓﾛｺｼ(Zea

mays)､ｵｵﾑｷﾞ(Hordeum vulgare)､ｺﾑｷﾞ(Triticum aestivum)､ﾀﾞｲｽﾞ(Glycine max)､

ﾄﾏﾄ(Lycopersicon esculentum)Gここのﾓﾁ-ﾌを持つものがそれぞれ1-5遺伝子

見出されたo植物だけでなく､ﾋﾄ(Homo sapiens)､出芽酵母(saccharomyces cereviciae)､

分裂酵母(schizosaccharomyces pombe),ｱかloﾝｶﾋﾞ(Newospora crassa)にも存在す

ることがわかった(図6)｡しかしながら､酵母とｱかヾﾝｶﾋﾞのものは､植物で

TP(WA)Mに保存ざれている､ 2組のｼｽﾃｲﾝを繋ぐﾙｰﾌﾟ領域の7-10番目の

ｱﾐﾉ酸が保存ざれていないなど､保存性が低かった｡そのため､酵母とｱか1ﾝ

Z=M

ZMLI

ZML2

ma子zeJTC181525
maﾁzeけc181526
m?lZelTC187944

r!.ce L TC135001

rﾁceI℡cl19807

rﾁceけcl17187
r=ce lTC129995

barleyI TC83985

barleyL TC71761

barleyけc70002
barleyLAV834946

wheat l TC73736

wbea七けc91963
wheatけc94455
tomatoけcl18842
soybeanJ TC152145

soybeanL TC168599

soybeanけc166807
soybeanけc148453
soybean I B王:822609

human IAW857766

f3eaSt.NP269534
neurospora L NP619700

臥各生物におけるc･Ⅹ2･C-X20･C･X2-Cﾓﾁ-ﾌのｱﾗｲﾒﾝﾄ

高い保存性を示すzut同-のｱﾐﾉ酸を黒で示した.亜鉛を配位するｼｽ

ﾃｲﾝを咋､本文で言及しているﾄT)ﾌﾟﾄﾌｱﾝ残基とﾒﾁｵﾆﾝ残基をo
で示した｡
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ｶﾋﾞのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-は､ c-Ⅹ2-C-Ⅹ2.-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌの中でもz皿止のものとは

異なるﾀｲﾌﾟに分類できた｡ﾋﾄのものは植物のものと相同性が高かった｡検索で

得られたc-Ⅹ2-C-Ⅹ2｡-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質はいずれもESTとして登録

されているものの､その機能はわかっていない.ﾏｳｽ(Mus musculus)､ｺｳｼﾞｶ

ﾋﾞ(Aspergillus nidulans)､ﾀﾏﾎｺﾘｶﾋﾞ(Dictyostelium discoideum)､ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ

(Chlamydomonas reinhardtii)､ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙ(Xenopus laevis)､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞ

ｴ(Drosophila melanogaster)､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ(Danio rerio)､線虫(caenorhabditis

elegans)のTGIのﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽにはc-x2-C-X2.-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持つものは含ま

れていなかった｡詞べた全ての植物にはc-Ⅹ2-C-Ⅹ2.1C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟ

ｸ質が必ず存荏することから､植物に特徴的なﾓﾁ-ﾌであることが明らかになっ

た｡

検索で得られたc-Ⅹ2-C-Ⅹ2｡-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質の､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝ

ｶﾞ-以外の領域を､ EST配列より得られるORF (openreading frame)から予測した｡

その結果､植物のものの多くはｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域以外にもzIMと相同性を示

し､全長で37-52%の相同性(identity)を持っていた(図7)｡ ZMLl､ ZML2にも保

存されていた磯能未知領域とccTﾄﾞﾒｲﾝを持ち､これらの領域は60-92%の高

い相同性(identity)を示した｡ざらに､ ZIMはN末端側に22%の酸性ｱﾐﾉ酸(ｸﾞ

ﾙﾀﾐﾝ酸およびｱｽﾊﾟﾗｷﾞﾝ酸)を含む酸性領域を持つが､これらのﾀﾝﾊﾟｸ質

酸性領域機能末知領域CCTﾄﾞﾒｲﾝｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞｰ

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

(ZIM)

ﾀﾞｲｽﾞ

ｲﾈ

ﾄｳﾓﾛｺｼ

ｵｵﾑｷﾞ

ｺﾑｷﾞ

囲7･各桓物におけるZIMと楯同性を示すﾀﾝﾊﾟｸ質

ESTから予測ざれるORFをもとにｱﾐﾉ酸配列を決定し､ z別との相同性を示した.ﾄｳﾓﾛｺｼ

TC181526､ｲﾈTCl17187､ｵｵﾑｷﾞTC71761､ｺﾑｷﾞTC73736､ﾀﾞｲｽﾞTC152145の配列を用いた｡枠

内の数字は各領域内のZ別との相同性(同-ｱﾐﾉ酸､ %) ､右の数字ほ全長でのZIMとの相同性を示

した｡保存性の高い領域については図5を参照のこと｡
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も同様にN末端側には酸性ｱﾐﾉ酸が28-56%含まれており､ﾀﾝﾊﾟｸ質全長に

わたって構造が類似したﾀﾝﾊﾟｸ質であった｡これら個々をzn4-1ikeﾀﾝﾊﾟｸ質､

総称をzm4ﾌｱﾐl)-と呼ぶことにした｡ﾋﾄのものは､公開されているESTか

ら得られるORFはｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞｰ領域を含めて107ｱﾐﾉ酸残基であり､酸性

領域､機能未知領域､ ccTﾄﾞﾒｲﾝを含まない短いものであった｡以上ことから､

cIX2-C-X2.1C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持つ新規GATAﾌｱﾐ1) -が植物特異的に存在する

ことが示唆された｡

zLM, ZMLl, ZML2の空問略滞晩解析

zLMは生殖生長期の花や花芽で発現するものとして単離されてきた(Nishii etal.,

2000)｡これまでにGUSﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を用いたzIMのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-解析から,

zLM■は栄養生長期の茎頂と､花序茎頂､雄ずい,雌ずいで発現することが示されて

いた(藤田､ 1998;西井､ 2000).植物特異的新規GATA因子をｺ-ﾄﾞするZTMの

時間的､空間的発現ﾊﾟﾀ-ｼをmRNAﾚﾍﾞﾙで詳細に解析するため､栄養生長期

(発芽後14日目)および生殖生長期(発芽後1ｹ月)の植物体を用いて組織別に

ﾉｻﾞﾝ解析を行った｡その結果,発現量に差はあるものの､詞べた全ての組織で発

現が認められた(図8)o栄養生長期の茎頂と根､生殖生長期の花序で発現が高く､

葉での発現量は低いものであった｡

zIMと相岡性を示すzMLlとzM乙2についても同様に空間的な発現解析を行った

.ところ､ zLMと同榛の発現ﾊﾟﾀｰﾝを示した(図8)｡このことは,これらz[M-like

遺伝子がZLMと重複した機能を持つのではないかということを示唆しているo

1 4 30 (days)

蔓頂葉堀花序葉花茎

ZIM

ZMLI

ZML2

rRNA

回8. ZIM. ZMLl. ZML2の垂問栂発貌解析

長日条件で生育させた14E】目および30日目の植

物体の各組織より詞製した107Lgのtotal RNAを

用いて､冬遭伝子特異的なﾌﾟﾛｰﾌﾟによるﾉｻﾞ

ﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析を行った｡ﾛ-ﾃﾞｲﾝｸﾞｺﾝﾄ

ﾛ-ﾙとして25S rRNAのEtBr染色を示した｡
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zIMの時問的発現解析

zMはCCTﾄﾞﾒｲﾝを持っている｡ CCTﾄﾞﾒｲﾝを持つCOやcoLl､ COL2､

TOCl/APRRl'､ APRR3､ APRR5､ APRR7､ APRR9をｺ-ﾄﾞする遺伝子は､発現ﾊﾟ

ﾀ-ﾝが24時間周期で増滅する概日1)ｽﾞﾑを示すことが知られている(Suarez-

L6pez et al･, 2001; Ledger et al･, 2001; Makino et al" 2000; Strayer et al･, 2000; Matsushika

etal.,2000)｡ CCTﾄﾞﾒｲﾝが概日ﾘｽﾞﾑを示す遣伝子に特徴的なﾄﾞﾒｲﾝなのでは

ないかと考え､ zIMの発現ﾊﾟﾀ-ﾝを経時的に調べた｡長日条件で生育ざせた植物

体の発芽後10日目より4時間おきに各50個体程度ｻﾝﾌﾟﾘﾝｸﾞし､ total RNAを

調製し､ﾉｻﾞﾝ解析を行っ.た｡その結果､ 10日目は発現量に変動はなかったが､ 11

日目､ 12日目に発現量が上昇する時亥柑‡見られた(図9A, B).しかしながら発現

量の増減のﾘｽﾞﾑは24時間周期ではなかった｡なお､概日ﾘｽﾞﾑを示すことが知

られているCAβでは､これまで報告されているような規則的な24時間周期の発現

量の増減が見られた(図9A, B)｡発芽後14日目からも同様にﾉｻﾞﾝ解析を行った

ところ､大きな発現変動は見られなかった(図9C)｡なお､図9のAとcは同時

に実験を行っていなv)ため､発現量の比較はできないoこのような24時間周期で

はない発現変動は､ 12時間明期/12時間暗期の条件においても､長日条件と同様

の生育段階である本菓4枚程皮の時期に確認された.このことから､ zIMの発現量

は1日の中で変動する時期があるものの､それは概日ﾘｽﾞﾑではないことがわかっ

た｡この発現量の変動が何により制御ざれているのかは今回の実験では明らかにで

きなかった｡
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(A)

27M

CAB

rRNA

(B)

5B

4.5

4.D

3.5

3.D

(10) (1 1) (12) (13)

61014182228101418222 61014182226

61ﾛ1418222 61【】141E222 61ﾛ141E)222 6

時朝

(C) (14) (15) (-6) (17)
610141822261014182≧2 6101418222 6

zTM瀦麗療済磯離麹欝

回9. ZtMの時脚栂弗砂iﾀ-ﾝ

(A)長日条件で生育きせた10日目から13E]目の植物体を用いてﾉｻﾞﾝ解析

を行った｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙとして25SrRNAのEtBr染色を示した｡上の数字

は時刻を､括弧内の数字は発芽後の日数を表す｡

o3)発現量をEtBr染色した25SrRNAのｼｸﾞﾅﾙ茸度により標準化し､ 10日

日6時の発現量をlとして相対億として,発現変動をｸﾞﾗﾌに示した｡下に

示した箱は白が明期､黒が暗期を表す｡

(c)長日条件で生育きせた14日目から17日目の植物体を用いてﾉｻﾞﾝ解析

を行った｡上の数字は時刻を､括弧内の数字は発芽後の日数を表す｡
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考察

zD止のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-はGAIÅﾀｲﾌﾟのものと相同性を示したが､ﾙ-ﾌﾟを

形成する2番目と3番目のｼｽﾃｲﾝが20残基隔てられており､これまで知られ

ているGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-とは異なるものであった(図2). zMが持

つC-Ⅹ2-C-Ⅹ2.-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌのGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-は､双子菓である

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅやﾀﾞｲｽﾞ､単子菓のｲﾈ､ﾄｳﾓﾛｺｼ､ｵｵﾑｷﾞ､ｺﾑｷﾞで見ら

れ､植物界に広く存在するﾓﾁ-ﾌであることが示唆ざれた(図6)｡そしてこの

ﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質の多くはZIMと同様､酸性領域とccTﾄﾞﾒｲﾝと機能

未知領域を持ち､全長で相同性を示す植物界で保存されたﾀﾝﾊﾟｸ質であった(図

7)｡このことから､ zIMﾀﾝﾊﾟｸ質群は植物に特異的かつ普遍的な転写因子であ

ると予測された｡

C-X2-C-Ⅹ1,_18-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌのGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-は(A/T)GATA(A/G)

というDNA配列を認識する.ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいても､GATA-1､GATA-2､GÅTA-3､

GATA-4がGATAを含む配列に結合することが示されている(Teakle et al., 2002)｡ C-

Ⅹ2-C-Ⅹ.,-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持つﾆﾜﾄ1)のGATA-1において､核磁気共鳴(NMR;

n∝1ear magnetic resonanace)によるDNAと結合した状態の三次元構造解析が行われ

ている(Omichinskietal., 1993)｡それによると､図2Aに示した､多くのGÅrA因子

において保存性の高い残基がDNAの認識に関わるｱﾐﾉ酸残基であることがわか

っている｡ C-Ⅹ2-C-Ⅹ2｡-C-Ⅹ2-Cのﾓﾁ-ﾌにおいてもこれらのｱﾐﾉ酸の多くは保

存ざれているため､このﾓﾁ-ﾌがDNAに結合できることを強く示唆している｡

それでは認識配列も他のﾓﾁ-ﾌと同じなのだろうか.ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのGjiTA_20

は､ GÅTA-1-GATA-4と同じc-x2-C-X18-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌを持つにもかかわらず､

GJWA配列を含むDNAへの結合は検出されない(Jeong and Shih, 2003). GATA-20は

系統的にGÅIA-1-GAIA-4とは異なっており(図3)､この違いがDNA認識配列

の違いをもたらしているのかもしれない｡ ZIMﾌｱﾐﾘ-が持つｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ

-はﾙ-ﾌﾟを形成するｱﾐﾉ酸残基の数が20であり､認識配列が異なる可能性は

十分ある｡ C-Ⅹ2-C-Ⅹ20-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌではﾙ-ﾌﾟの10番目がﾒﾁｵﾆﾝであり､

他のﾓﾁ-ﾌで保存ざれているﾄﾘﾌﾟﾄﾌｱﾝとは異なっていたが､このﾄﾘﾌﾟﾄ

ﾌｱﾝはDNA認識ではなくｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-の構造維持に必要な残基であった

(0血cbinski et al., 1993)｡これは他のﾓﾁ-ﾌと異なる構造をとる可能性を示唆し

ている｡ざらにﾆﾜﾄﾘのGATAでは､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-に統く･c末端側の領域

がDNAの小さい清(minor groove)に入り込んで認識配列の特異性を高めていること

もわかっており､この領域はZm4との相同性はない｡また､ﾀﾊﾞｺのAGPは､DNA

への結合にはCIX2-C-Ⅹ1S-C-X2-CのC末端側の2つのﾋｽﾁｼﾞﾝ残基が必要である

ことがわかっており､ AGATCC配列を認識する(Sugimoto et al., unpublished results).

ZMはこのﾋｽﾁｼﾞﾝ残基は持っていない｡ ZIMはDNAには結合するが認識配列
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は,GATAやAGArCCとは異なるのかもしれないo Z別が持つCIX2-C-X20-C-X2-C

ﾓﾁ-ﾌのGA払ﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-がどのようなDNA配列を認識するのか

を調べることにより､ c-Ⅹ2-C-Ⅹ20-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌのDNA結合ﾓﾁ-ﾌとしての特
徴がより明らかになるであろう｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおける､植物特異的新規GATA因子をｺ-ﾄﾞするzLM, ZA4Ll､

zA4L2の発現ﾊﾟﾀ-ﾝを解析したところ､この3遺伝子は茎鳳根､花序で発現が

高く葉で低いという同様の空間的発現ﾊﾟﾀ-ﾝを示した(図8)｡このことはこれ

らが重複した機能を持つことを示唆しているo zIMとzMLl､ ZML2は､ｲﾝﾄﾛ

ﾝの挿入部位が全く同-であることからも(図4)､進化的にも近緑であると考え

られ､これらが機能的に重復しているという考えが支持された. ㌧また､ zIMは花芽

特異的かつ低発現性の遣伝子として単離されてきたが(Nishii et al., 2000)､ﾉｻﾞﾝの

結果では調べた全ての組織でZIMmRNAが検出ざれ､発現量もtotalRNAを用いた

ﾉｻﾞﾝで検出できるほどの高いもので■ぁった(図8)｡生殖生長期における各組織

の発現量を比較すると､花芽と花が含まれる花序で高く､葉や花茎ではそれに比べ

ると低かったo Nishiietal･ (2000)のﾃﾞ-ﾀでは､菓と花茎においてmR恥が検出で

きていなかったが､おそらく検出感度が低かったと考えられる｡すなわち､いずれ

の組織でもr zIMは発現しており､特に花序で発現量が高いということが本研究か
ら明ちかになった｡

zIMの経時的な発現ﾊﾟﾀ-ﾝの解析を行った結果､発現量が変動する時期がある

という結果が得られた(図9)o ccTﾄﾞﾒｲﾝを持つﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする遺伝

子の発現は概日ﾘｽﾞﾑを示すが､ zLMの発現ﾊﾟﾀ-ﾝは概日7)ｽﾞﾑではなかったこ

とから､ ccTﾄﾞﾒｲﾝが概日ﾘｽﾞﾑを示す遺伝子に特微的な領域ではないと考え

られるo現時点ではどのような機構によりzMの発現量が変動しているのかは不

明であるo解析をおこなった長日条件での発芽後11日目頃は､栄養生長期から生

殖生長期への転換がおこる時期であり､茎頂分裂組織の属性が変化する時期だと考

えられるo zIMは茎頂で発現量が高いことから(図8)､ ZIMが花成制御に関与し

ている可能性はあるが､ zLMの発現変動時における既知の花成制御遺伝子の発現解

析を行うなど､今後詳細な解析が必要であるo今回の解析では複数個体よりRNA

を詞製してﾉｻﾞﾝ解析を行ったが､発現量の変動が正確に表れるためにはある程度

個体間でZLMの発現時期が同調している必要がある.ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞﾚﾎﾟ-ﾀ-

遺伝子をzIMﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-に連結することで､植物体を固定せずに生体のまま発

現変動をﾓﾆﾀ-できるような系を用い､ 1個体でのZMの発現変動を詞べること

により､ zIMの時間的発現変動の機構を明らかにすることができるであろう｡
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第2章zIMの転写活性化能の解析

序論

転写因子は標的となる遣伝子のｼｽ配列に結合し､基本転写因子やRNAﾎﾟﾘﾒ

ﾗ-ｾﾞに作用することで転写を制御していると考えられている｡転写因子のDNA

に結合する領域と転写制御を行う領域は明確に分けることができ､それぞれを切り

離しても独立して機能することができる｡これらの領域に加えて､転写因子自身の

機能を調節する領域として､ﾘﾝ酸化や多量体化のためのﾀﾝﾊﾟｸ質間相互作用領

域や､ﾎﾙﾓﾝや金属補囲子などを結合するためのﾘｶﾞﾝﾄﾞ結合領域を持つものも

あるoこれらの領域も機能的に独立して働き､転写因子は独立した領域が組み合わ

されたﾓｼﾞｭ-ﾙ構造をとっているo酵母の転写因子GAL4のDNA結合領域と単

純へﾙぺｽｳｲﾙｽのVP16の転写活性化領域とのｷﾒﾗﾀﾝﾊﾟｸ質が､ DNA上

のGAL4結合部位に結合して強力な転写活性化能を示したことから､転写因子の

ﾓｼﾞｭ-ﾙ構造の概念が認知された(sadowski et al., 1988)｡また､この実験は転写

因子の各領域が生物種を超えて機能することも示している｡このﾓｼﾞｭ-ﾙ構造の

原理を利用したものとして､ﾀﾝﾊﾟｸ質間相互作用を検出する酵母two-hybrid法が

あるo DNA結合領域と転写活性化領域が､それぞれⅩとyというﾀﾝﾊﾟｸ質との

融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として存荏するとき､ Ⅹとyが相互作用すれば転写活性化能を持

ったﾀﾝﾊﾟｸ質復合体となり､ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の活性を測定することにより相互

作用の有無を判定できる､というものであるoﾓｼﾞｭ-ﾙ構造を利用した別の実験

系として､ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝ受容体のﾎﾙﾓﾝ結合領域との融合ﾀﾝﾊﾟｸ質z

の､-ﾀﾝﾊﾟｸ質機能誘導があるoﾎﾙﾓﾝ非存在下では､ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝ結合

領域が複合体を形成し､ zの機能を抑制するoﾎﾙﾓﾝ存在下では復合体が解離し､

zの機能が回復することより､ﾀﾝﾊﾟｸ質の機能を誘導できる系である｡このよう

に､転写因子の領域が独立して機能することが利用ざれている｡

DNA結合領域は保存された配列からなる明確なﾓﾁ-ﾌが存荏するが､転写の

活性化能や抑制能を与える制御領域はそのようなｺﾝｾﾝｻｽ配列を持たない｡し

かしながら､ｱﾐﾉ酸の組成によりいくつかのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類することができる｡

転写活性化に働く領域としては､酸性ｱﾐﾉ酸に富む領域､ｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域､

ﾌﾟﾛﾘﾝに富む領域などが同定ざれているo酸性ｱﾐﾉ酸に富む領域を持つ転写因

子として､酵母のGAuやGCN4などが知られている(Ma andPtashne, 1987; Hope and

St血1, 1986)o Splはｸﾞﾙﾀﾐﾝ､ CT帥『-Ⅰはﾌﾟﾛﾘﾝに富む領域を持つ転写活性

化因子である(Chourey and Tjian, 1988; Mermod et al･, 1989)｡転写活性化領域は上記

のようなｱﾐﾉ酸の謝合だけで決まるわけではなく､例えば酸性領域が転写活性化

領域として働くには､疎水性ｱﾐﾉ酸残基や芳香族ｱﾐﾉ酸残基も重要であること
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も知られている(Triezenberg'1995).転写活性化能の解析は､転写因子のﾓｼﾞｭ-

ﾙ構造の特徴を生かして行われてきたoすなわち､解析したいﾀﾝﾊﾟｸ質と､ GAL4

のDNA結合領域との融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いて､ GAL4結合部位を上流に持つﾚﾎﾟ

-ﾀ-遣伝子の転写量を､そのﾀﾝﾊﾟｸ質の括性を測定することにより評価を行う

ことができるoこれまで酵母や噂乳類､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ､植物の細胞を用いた転

写活性化能の解析が行われてきている(Ma et al., 1988)｡

植物特異的GATA因子zm4は､転写活性化領域と考えられる酸性領域､核局荏

とﾀﾝﾊﾟｸ質間相互作用に働くと考えられるCCTﾄﾞﾒｲﾝ､ DNAに結合するため

のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域を持ち､転写因子として働くと予測ざれている｡しかしな

がらそのﾀﾝﾊﾟｸ質としての機能は､ z別全長ﾀﾝﾊﾟｸ質が核に局在することが

確かめられているだけであり(Nishiiet al･, 2000)､転写因子として機能するかどうか

は不明であるo本章では､ zMが転写因子としての機能を有するのかを､転写活

性化能を解析することにより検証したoまた､酸性領域が転写活性化領域であると

考えられることから､転写因子のﾓｼﾞｭ-ﾙ構造を利用した転写活性化領域の同定
を行った｡
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材料と方法

転写活性化能解析用ｺﾝｽﾄﾗｸﾄの構築

転写活性化能の解析は､酵母GAL4のDNA結合領域(GAL4-DBD)とzIMとの融

合ﾀﾝﾊﾟｸ質をｴﾌｪｸﾀ-とし､ GAL4結合領域を上流ｼｽ配列に持つﾙｼﾌｪ

ﾗ-ｾﾞ遺伝子をﾚﾎﾟ-ﾀ-とするｼｽﾃﾑを利用した｡ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遣伝子の上

流に結合したGAL4融合ﾀﾝﾊﾟｸ質が転写活性化能を有するならば､ﾙｼﾌｪﾗ

-ｾﾞ遺伝子の転写が活性化され､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性として検出することができる｡

ｴﾌｪｸﾀ-構築のために用いた35S-GAL4ｺﾝｽﾄﾗｸﾄ､ﾚﾎﾟ-ﾀ-ｺﾝｽ

ﾄﾗｸﾄ､内部標準ｺﾝｽﾄﾗｸﾄは平塚博士(横浜国立大学)から分与していた

だいたo 35S-GAL4ｺﾝｽﾄﾗｸﾄはcaMV 35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流に酵母GAL4

全長およびE9ﾀ-ﾐﾈ-ﾀ-が連結したものがpuc19ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞべｸﾀ-

(GenBank accession No. LO9137)に挿入されたものである.ﾚﾎﾟ-ﾀ-ｺﾝｽﾄﾗｸ

ﾄはpBluescript由来であり､ 6個のGAL4結合部位(UAS)の下流にCauliflower mosaic

virus (CaMV) 35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の-46配列とﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遺伝子が連結されたも

のである｡内部標準ｺﾝｽﾄﾗｸﾄは､pBI221 (BD Biosciences Clontech, PaloAlto, CA,

USA)由来であり､ﾉCaMV 35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ｢の下流にｳﾐｼｲﾀｹ(Renilla)のﾙｼﾌ

ｪﾗ-ｾﾞが挿入されている｡

各ｴﾌｪｸﾀ-のｺﾝｽﾄﾗｸﾄを構築するために､まず35S_GAI,4ｺﾝｽﾄﾗ

ｸﾄより､GAL4全長とE9ﾀ-ﾐﾈ-ﾀ-を含むxbaI-SmaI断片を､pBI221のCaMV

35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流となるXbaI-SmaI部位に挿入したもの(pBI-GAL4)を作製し

た.このｺﾝｽﾄﾗｸﾄのClaI-SacI部位に遺伝子を挿入することでGAL4_DBDと

の融合遺伝子を構築することができる. zIM全長のｺﾝｽﾄﾗｸﾄ(Full)は､ zIM

cDNAを鋳型としてCla-Z皿止(5'-CCACGATGTTTGGTCGCCATTC)とzM-Sac_Cla

(5'-CCATCGATGAGCTCTATCTTCTGArTC)を用いて増幅し､ claI-SacI断片をpBI-

GAL4のClaI-SacI部位に挿入し､構築したo c末端側を欠失させたｺﾝｽﾄﾗｸ

ﾄ(204､ 147､ 71)は､ zM全長jﾝｽﾄﾗｸﾄの205､ 148､ 72番目のｱﾐﾉ酸を

ｺ-ﾄﾞする塩基をTransformerT" site-Directed MutagenesisKit (BD Biosciences

Clontecb)を用いて停止ｺﾄﾞﾝに置換することによりそれぞれ構築した｡塩基置換に

用いたﾌﾟﾗｲﾏ-は､ zIM-204R (5'-GGGCATCATCTTAGGCAGAATCTTG)､ ZI叶

147R (5'-TATCCAAGGArTATGCCCGTTGCGG)､ ZIM-72R (5'- CCGAGAAACAAGT

TATTCAGAGCC)である(太字が置換した塩基). zMのC末端側をGAL4_DBDに

融合ざせたｺﾝｽﾄﾗｸﾄ(c)は､ zIMcDNAを鋳型にZM249-309 (5,-ATCGATTGG

TACATTGAGGGATCTC)とzIM-Sac-Claのﾌﾟﾗｲﾏ-を用いて増幅し､ claI-SacI断

片をpBI-Gju4のClaI-SacI部位に挿入することにより構築した｡ GAL4_DBDｺﾝ

ｽﾄﾗｸﾄは､ 35S-GAL4ｺﾝｽﾄﾗｸﾄを鋳型としてM13R(5,-

TuCAATTTCACACAGGAAACAGCTmGAC)とGAL4BD-Sac (5 ,-CCTGAGCTCTA
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ATCGATACAGTCAAC)を用いて増幅したxbaI-SacI断片をpBI221のXbaI_SacI部位
に挿入し､構築した｡

ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性の珊定

ﾄﾗﾝｼﾞｪﾝﾄｱﾂｾｲに用いたﾀﾊﾞｺ培養細胞BY-2は関根博士(奈良先端科

学技術大学院大学)より供与いただき､ -週間ごとに改変LS培地(Nagataet al., 1981)

に植え継いだo植え継ぎ後5日目のBY･2の培養液2 mlを1%寒天を含む改変LS

培地に広げたものに､ｴﾌｪｸﾀ-､ﾚﾎﾟ-ﾀ-､内部標準ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを､ﾊﾟづ

ｲｸﾙｶﾞﾝ(PDS-1000/He, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を用いて導入した｡導入条件

は､真空度28 inches Hg､へﾘｳﾑ圧1100 psi､試料までの距離12 cmとした｡ﾌﾟ

ﾗｽﾐﾄﾞDNAは各o･8-金粒子は直径1･6pm(Bio-Rad)のものを用いたo導入後､

遮光して25oCで-晩静置たo BY-2を氷冷した乳鉢で氷上で被砕し､得られた抽出

液を用いて､ Dual-LuciferaseTM ReporterAssay ･system (promega)のﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに従

いﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を測定したo活性は1uminometer (Lumat LB9501, Berthold

Technologies, BadWildbad, Germany)により発光強度を測定することで評価した｡
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結果

転寧活性化髄の解析

ZMは転写活性化領域と考えられる酸性領域をN末端側に持つため､転写活性

化能を有するかどうかを､ GAuのDNA結合領域(GAu-DBD)との融合ﾀﾝﾊﾟｸ

質とﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を用いることにより解析した｡ GAL4-DBD

にzIM全長を連結させたｺﾝｽﾄﾗｸﾄを作製し､ GAu結合部位を上流ｼｽ配

列に持つﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子のｺﾝｽﾄﾗｸﾄと同時にﾀﾊﾞｺ培養細

胞BY･2に導入し､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を測定した(図10A)｡

図10Bに示すように､ ZIM全長をGAL4-DBDに融合ざせた場合(ｺﾝｽﾄﾗｸ

ﾄFull)､ GAL4-DBDのみの場合(ｺﾝｽﾄﾗｸﾄGAu)よりも約2倍ﾙｼﾌｪ

ﾗ-ｾﾞ活性が高かったことから､ zm4が転写活性化能を持つことが示された｡転

ﾉ写活性化領域はN末端側の酸性領域であると考えられることから､これを検証す

るた4),様々なc末端側欠失ｺﾝｽﾄﾗｸﾄを作製した.二次構造をもとにして､

ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域､ ccTﾄﾞﾒｲﾝ､機能未知領域以降のC未端側を欠失させ

るように､ site-directed mutagenesisにより205番目のｸﾞﾙﾀﾐﾝ､ 148番目のｸﾞﾙ

ﾀﾐﾝ､72番目のﾛｲｼﾝをｺ-ﾄﾞするｾﾝｽｺﾄﾞﾝ(それぞれcAA､CAA､TTA)

を停止ｺﾄﾞﾝ(TAA)に置換した(ｺﾝｽﾄﾗｸﾄ204､ 147､ 71).これらのｺﾝｽ

ﾄﾗｸﾄを用いてﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を詞べたところ､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域を含

む205-309ｱﾐﾉ酸､ ccTﾄﾞﾒｲﾝ以降の148-309ｱﾐﾉ酸の領域を欠失ざせたも

の(ｺﾝｽﾄﾗｸﾄ204､ 147)では活性の低下は見られず､全長と同等のﾙｼﾌ

ｴﾗ-ｾﾞ活性を示したoこのことから､ zIMが標的遺伝子の転写を活性化させる

ためにはccTﾄﾞﾒｲﾝやｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域は必要でないことが示された｡ 72-

147ｱﾐﾉ酸の領域は磯能未知領域を含むが､そのうち12ﾄ129ｱﾐﾉ酸の領域は

9残基中4残基がｸﾞﾙﾀﾐﾝであるo -般にｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域は革写活性化領

域として働くことから､このｸﾞﾙﾀﾐﾝｸﾗｽﾀ-領域も転写活性化に働くのでは

ないかと考えられた.この72-147ｱﾐﾉ酸の領域を欠失ざせると(ｺﾝｽﾄﾗｸ

ﾄ71)､全長のものよりもﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性は低下するがGAL4-DBDのみより

も活性は約1･5倍高かったoこのことから､ 72-147ｱﾐﾉ酸の領域も転写活性化に

必要であるようだが､ 71ｱﾐﾉ酸までの領域でも十分であることが明らかになっ

たo 1-71ｱﾐﾉ酸の領域のうち､ 22-71ｱﾐﾉ酸の領域は､ 50残基中11残基(22.0%)

が酸性ｱﾐﾉ酸である領域であり､ z別のN末端側の酸性領域が転写活性化能を

持っことが示唆ざれたoまた､ c末端側にも､ 38残基中9残基(23.7%)が酸性ｱﾐ

ﾉ酸である領域(253-290)が見られたため､この領域を含む領域(249-309)の転写活性

化能も詞べたoしかしながら､ GAL4-DBDに対する有意なﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性の

差は検出されず､ｺﾝｽﾄﾗｸﾄ204を用いた結果と同様､この領域は転写活性化
には必要ではないと考えられる｡
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図10. ZIMの転写活性化能

(A)転写活性化能の解析に用いたｴﾌｪｸﾀ-ｺﾝｽﾄﾗｸﾄおよび

ﾚﾎﾟ-ﾀ-ｺﾝｽﾄﾗｸﾄAN,N末端側酸性領域(ｱﾐﾉ酸22_

71) ;U,磯能未知領域(83-112) ;C,CCTﾄﾞﾒｲﾝ(146-190) ;Z,ｼﾞ

ﾝｸﾌｲﾝｶﾞ- (214-248) ;AC,C末端側酸性領域(253-290) ｡数字
はzIMの閲始ｺﾄﾞﾝからのｱﾐﾉ酸の位置｡

@)各ｺﾝｽﾄﾗｸﾄのﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性下に示したｴﾌｪｸ

ﾀ-と､ﾚﾎﾟ-ﾀ-､内部標準ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをﾀﾊﾞｺ培養細胞BY2に導

入し､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を謝定したo活性はRUCの活性で標準化

したoﾃﾞ-ﾀは3回のｱｯｾｲの平均±標準誤差を示したo
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考察

GAuのDNA結合領域とzIMとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質と､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞﾚﾎﾟ-ﾀ

-遺伝手を用いた転写活性化能の解析より､ zIMのN末端側の酸性領域が転写活

性化領域として働くことが示された(図10B). -般に酸性ｱﾐﾉ酸に富む領域は

転写活性化に働くと考えられており､ N末端側の22-71ｱﾐﾉ酸の領域中の酸性ｱ

ﾐﾉ酸の謝合は22･0%であったo c末端側にも23.7%b瀞陸ｱﾐﾉ酸の領域が見ら

れたが､ c末端側の領域は転写活性化領域としては働かないことが示ざれた｡転写

活性化領域は他の因子に作用する領域であると考えられているため､立体構造に折

りたたまれた際にﾀﾝﾊﾟｸ質表面に表れる必要があるなど､酸性ｱﾐﾉ酸の謝合だ

けで転写活性化能が決まっているわけではないというこれまでの報告と-敦した

(Triezenberg, 1995)o ZIMのN末端側は酸性ｱﾐﾉ酸に富む領域であったが､飽の

植物のZM-1ikeﾀﾝﾊﾟｸ質も､ N末端側の領域は酸性ｱﾐﾉ酸に富む領域であっ

た(図7)o特に単子菓の†ｳﾓﾛｺｼ(TGI No･ TC181526)､ｵｵﾑｷﾞ(TC71761)､

ｺﾑｷﾞ(TC73736)､ｲﾈ(TCl17187)では酸性ｱﾐﾉ酸が約50%を占めており､双子

菓であるﾀﾞｲｽﾞ(TC148453)の27･5%やｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ(zmL ZMLl､ ZML2)の22.0

～29･6%Gこ比べて高い謝合であった｡

機能未知領域を含む72-147ｱﾐﾉ酸の領域を欠失させると､転写活性化能は低

下したが､完全に消失しなかったoこの領域は9残基中4残基がｸﾞﾙﾀﾐﾝ残基で

ある領域も含んでおり､ -般にｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域は転写活性化に働くことが知

られているo 72-147ｱﾐﾉ酸領域がz別の転写活性化能に必要かどうかは詳細な

解析を行う必要があるが､ｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域に閲して′は､ zIMと相同性を示

すzMLl､ ZML2ではこの4残基のｸﾞﾙﾀﾐﾝのうち1残基しか保存されていない｡

また他の植物のZIM-1ikeﾀﾝﾊﾟｸ質においてもｸﾞﾙﾀﾐﾝ残基は保存されていな

いo Z別ﾌｱﾐﾘ-がﾀﾝﾊﾟｸ質として同等の働きを持つとすれば､ zm4ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質におけるこの領域は､ｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域として転写活性化の機能を持って

いるわけではないと考えられるo 72-147ｱﾐﾉ酸の領域を欠失ざせるとﾙｼﾌｪ

ﾗ-ｾﾞ活性が低下した飽の原因として､この領域が転写活性化の機能の修飾や安定

化などに働いている可能性が考えられるo 72-147ｱﾐﾉ酸中の83-112ｱﾐﾉ酸の

領域に見られる機能未知の領域は､ z別ﾌｱﾐ7)-や他のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのﾀﾝ

ﾊﾟｸ質において保存ざれている(図5臥7)｡この機能未知領域の役謝を探ること
が求められる｡

GAL4-DBDとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遺伝子と､ﾎｽﾄとしてﾀﾊﾞ

ｺ培養細胞BY12を用いて測定したzm4の転写活性化能は､ ､z別全長を用いた場

合でもGAL4-DBDの2倍程度のものであったoこれは有意な差ではあるが､転写

活性化能としては弱いものであった｡同じ実験系を用いた転写活性化能の解析の例

として､ﾕT)(Lilium longljlorum)のGRASﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸ質LISCLがあるが､
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この場合GAL4-DBDの10倍以上の活性が示されている(Morohashi et al., 2003).Zm4
＼

の転写活性化能ほそれほど高くなく､この程度で十分機能するものなのかもしれな

いoあるいは本来はLISCLのように高い活性化能を持って.いるが､今回の実験系

で検出できなかったことも考えられるo･そのひとつの可能性として､融合ﾀﾝﾊﾟｸ

質の構造の間題があるo z別はN末端側に転写活性化領域､ c末端側にDNA結合

領域を持っ構造をとっているo G瓜4-DBDとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質となったとき､

G瓜4-DBDがN末端側に来ることから､本来のZIMの構造と異なるものになる｡

転写因子はﾓｼﾞｭ-ﾙ構造をとっており､各領域は独立して働くことが知られてい

るが､立体構造がうまく形成ざれなければ働かないと考えられる｡ GAL4-DBDを

z別のC末端側に連結させるなどして検証する必要がある.

zm4の転写活性化能が弱い理由として､ﾘﾝ酸化などの修飾を受ける､あるい

は単独で働くのではなく復合体を形成して､高い活性の転写活性化能を得るという

可能性も考えられるo複合体を形成するという仮説を支持するものとして､ﾏｳｽ

のGATA因子であるGATA11の例があるo Gjl=A-1は転写活性化因子としてGATA

配列に結合し､赤血球分化に関わる遺伝子の転写を活性化する.また､ splやEKLF

はKrBppelﾌｱﾐﾘ-の転写因子であり､ c2H2ﾀｲﾌﾟのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-と転写活

性化領域であるｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域を持つo赤血球分化に関わる遣伝子のﾌﾟﾛﾓ

-ﾀ-にはGATA-1の認識配列とsplまたはEKLFの認識配列が含まれており､そ

れぞれ単独でも転写活性化能を持つが､ GA払1とsplまたはEKLFが相互作用す

ることによって､相乗的な転写活性化の効果を示すことが知られている. GATA_2

やGATA-3もsplと相互作用を示したことから､ GA=A因子-般的な現象だと考え

られるoなお､相互作用はそれぞれのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-領域を介したものであり､

DNA結合能とは独立した相互作用であることが確かめられている(Me血aandO血,

1995)oﾏｳｽのGATA-1やsplと相同性を示すﾀﾝﾊﾟｸ質はｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅには

存在しないが､類似したｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌを持っzMも､飽の因子と相

互作用することにより高い転写活性化能を示す可能性が考えられる｡ z別におい

てもｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を介した相互作用が考えられるが､ざらにzm4はﾀﾝﾊﾟｸ

質一ﾀﾝﾊﾟｸ質相互作用に働くと考えられているCCTﾄﾞﾒｲﾝを持っている｡ccT

ﾄﾞﾒｲﾝはco､ coL､ TOClなどに見られるﾄﾞﾒｲﾝであり(Robsonetal･,2001)､

coとAIPl (TOCl/APRRlと同-)のCCTﾄﾞﾒｲﾝがA別3と相互作用することが

two-hybrid法により確かめられている(Kurup et al･, 2000)o今回転写活性化能の解析

に用いたﾎｽﾄは酵母や昆虫細胞ではなく､よりｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅに近い系であるﾀ

ﾊﾞｺの培養細胞を用いているoそのためzm4と相互作用する因子がﾀﾊﾞｺ細胞内

に含まれている可能性もあるが､ zm4と協詞して高い転写活性化能を与えるよう

な相互作用因子が組織や時期特異的に発現するようなものであれば､ﾀﾊﾞｺ培養細

胞に存荏する可能性は低いo今後z別と相互作用する因子を探索することにより
Z別の転写制御の機構が明らかになるであろう｡
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欝3章　Z財過剰発現件の解析

序論

遺伝子の機能解析を行うにおいて、逆遺伝学的手法により遺伝子から機能を解析

する場合や、変異体の原因遺伝子を同定した場合、塩基配列やアミノ酸配列から一様々

な情報を得ることができる。現在では多様な生物種のゲノムプロジェクトやEST

解析の進行により、配列からの相同性で機能を予測することが可能になってきてい

る。分類学的に離れた種であっても類似した機構を備えているものが多いことが示

されてきていることから、配列情報をもとに解析が進むことが多い。ZIMにおい

■ても第1章で示したように、相同性検索により新規のGÅ払タイプジンクフィン

ガーモチーフやCCTドメインを持っことが明らかになり、植物に特異的な転写因

子であることが予測された。第2章では、一般的に酸性領域が転写活性化領域とし

て働くというこれまでの知見を利用し、Zm4の転写活性化因子としての同定に至

った0このように配列から機能予測を行い解析を進めていくことが可能な一方で、

データベースに含まれる遺伝子は機能未知のもの、あるいは推定上の機能のものが

多いため、配列からの機能予測には限界があるのも事実である。Z別の場合も転

写因子であることは予測できたが、生体内での機能は配列の情報だけでは予測は困
難である。

生体内での働きを知るた捌こはTDNAの挿入による機能欠損や、アンチセンス

m、RNAiによって遺伝子発現が抑制されている形質転換体を用いて、その表現

型から機能を推測するといった道道伝学的解析が非常に有効である。しかしながら、

これらは変異体を原点とする順遺伝学と基本的に変わらないことから、解析を行う

ことができる遺伝子には限界がある。例えば機能重複遺伝子が存在する場合には、．

目的の遺伝子のみを被壊してもこれらが相補して働くため、表現型として表れない

ことがしばしば見られる。また、機能欠失による形態変化が微小の場合、観察で見

落とすことが考えられる0さらに、敦死遺伝子の場合は何らかの戦略を立てない限

り変異体の生育すら困難である0このように、機能欠失変異体による解析には限界

があり、そのためアクチベーションタギングラインや過剰発現体など、機能獲得変

異体を用いた解析が現実的に行われている。

機能欠失変異体を用いた解析における機能重複遺伝子の問題は、特に遺伝子重複

の多い植物では大きな障壁になると考えられる。シロイヌナズナの全遺伝子の中で

単一のものは35・0％であり、37・循が5以上のメンバーを持っファミリーを形成し

ている0これはショウジョウバエの12■1乳線虫の24．0捌こ比べても高い割合にな

っており（TheArabidopsisGenomeInitiadve，2000）、植物での機能欠失変異体による

解析の困難さを表す0転写因子においても、植物の転写制御の重要性ゆえに機能垂
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凌が見られる0例えばMADSタンパク質をコードするA毘mA∫（肌）、

以肌0間尺（叫、用mア比乙岬∽がま茎頂分裂組織の属性の決定に働く遺伝

子群であり、重複した機能を持つことが変異体を用いた解析から明らかになった

（Ferrindizetal・，2000）0また、SEmuA7Al（SEPl）、SEP2、SEP3のファミリーは、

次世代を残すための花器官形成に働くものであるが、これらも重複した機能を持っ

ている0撒づの単独の変異体はその機能の重複性ゆえに野生塾と表現型にわずか

な違いしか表れないが、画呼2呵j三重変異体では顕著な表現型を示す（Pelazet

al・，2000）0こういった場合、CaMV35Sプロモータなどを用いた過剰発現体による

解析が有効である（RiechmannandRa比1ifb，2000）0事実、SEP3の過剰発現体は単独

でも多面的な表現型を示し、機能解明の手がかりとなっている（HonmaandGoto，

第1章において、植物特異的新規GA払タイプ転写因子をコードするZ財と相

同性を示す遺伝子が、シロイヌナズナに2つ存在することが明らかになった。これ

らZ紺地遺伝子の空間的発現パターンはZ財のものと類似しており（図8）、Z財

と重複した機能を持っと予測ざれる0そのため、Z財の機能欠失変異体では、Z肱J

および捌乙2が相補して働くことが考えられる0事実、現在までにZ財のTDNA

タグラインやアンチセンス導入植物体は野生型と表現型に顕著な差が見られていな

い（西井、2000ノ）0そこで、遺伝子の機能解明における有効なもうひとつの手段で

ある、過剰発現体を用いた解析を行った0転写因子は生長の様々な段階で働いてい

ることが明らかになってきている0光のような外的要因や植物ホルモンのような内

的要因によっても、遺伝子発現は複雑に制御ざれていると考えられる。Z財を過剰

発現ざせることで植物体にどのような影響を与えるかを解析し、そして野生型にお

いてZ財が植物体内でどのように働いているかを推測した。

ZMは転写活性化因子であることが第2章で示されたoz別の標的遺伝子を同

定することはZ財の機能を推測する上で大きな手がかりとなる。マイクロアレイ

技術の発達により、異なる植物体間の発現の違いを網羅的に解析することが可能と

なっている0本章でほざらにマイクロアレイを用いて、Z財過剰発現体と野生型に

おける遺伝子発現パターンを比較することにより、Z別の標的遺伝子群の同定お

よびZ財過剰発現体の表現型を引き起こしている因子の探索を行った。
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材料と方法

植物材科

-ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ(Colu血ia)を用いた｡明期16時間/暗期8時間の長日条件また

は明期8時間/暗期16時間の短日条件の22oCの人工気象器で生育ざせた｡

zIM過剰発現体は西井により作出された(西井､ 1997)oこの形質転換体は､ pBI121

(Jefferson et al･, 1987)のBamHI-SacI部位にzIM cDNAを挿入することでﾍﾞｸﾀ-の

β-glucuronidase遣伝子をzIMと置換したｺﾝｽﾄﾗｸﾄを､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ野生型

(Col)にAgrobaaerium tumefaciens C58CIRifRを用いて減圧湿潤法(Bechtold et al.,

1993)により導入したものであるo Tl種子をｶﾅﾏｲｼﾝ選抜することにより形質

転換体を得た｡ TLDNAが1ｺﾋﾟ-ﾎﾓに挿入されたﾗｲﾝを確立し､ T3またはT4
世代の植物体を実験に用いた｡

腫軸長の謝定

減菌した種子をｽｸﾛ-ｽを含まないGMに播種し､ 4｡Cで3日間低温処理した｡

2時間白色光に当てることで発芽を誘導させ､ざらに暗所で1日静置した｡その後

ﾌﾟﾚ-ﾄを白色光(160 pmol m-2 s-1)､赤色光(660 nm, 10 pmol m-2 s-1)､遠赤色光(730 nm,

20 〃mol m~2 s~1)､育色光(470 nm, 6 〝mol m-2 s-1)の連続光または暗所で5日間生育ざ

せたo白色光は白色蛍光灯(Toshiba, Tokyo, Japan)､赤色と遠赤色はLEDﾗﾝﾌﾟ

(Sanyo, Osaka, Japan)を用い､青色光は白色蛍光灯の光に青色のﾌｲﾙﾀ-(Tuffcal,

Nakagawa Chemical, Tokyo, Japan)を通すことにより得た.歴軸の長さはImage-Ana

L汀E (Omron, Kyoto, Japan)を用いて測定した｡

糞柄長の謝定

ｽｸﾛ-ｽを含まないGMで8日間､長日条件で生育ざせた芽生えを､o-o.1〝M

の､ Brz220 (Sekimata et al･, 2002)またはpaclobutrazol (Wako, Osaka, Japan)を含むGM

(ｽｸﾛ-ｽ含む)に植え継ぎ､ざらに8日間長日条件で生育ざせた｡第3葉およ

び第4葉の葉柄の長さを謝定したo 'Brz220は理化学研究所の浅見博士より供与い
ただいた｡

ﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析

当研究室の安藤によって作製ざれたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-

由来ﾏｲｸﾛｱﾚｲ(安藤､ 2001)を用いた解析では､発芽後20日目の茎頂と葉

よりRNeasyを用いてtotal NAをそれぞれ調製し､ﾘﾁｳﾑ沈殿により精製した

ものを用いたo 30 pgのtotal RNAをcy3またはcy5標識したdUTP (Amersham

Bioscienses)存荏下でSuperscript II reverse transcriptase (Invitrogen, carlsbad, CA, USA)

を用いて逆転写を行った後､ pcRPmificationKit(Qiagen)により精製したoこれに25
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pgのpoly(A)+RNA (Roche, Mannheim, Germany)を加え､ hybridization solution (4 X SSC,

lO X Denhardt's solution, O125 % SDS)で25 plにﾒｽｱﾂﾌﾟした.この混合液を､

prehybridiiation solution (4 X SSC, 1 % BSA, 0.25 % SDS)中で37oCで1時間､前処理

したﾏｲｸﾛｱﾚｲに添加し､ｶﾊﾞ-ｶﾞﾗｽ(45 Ⅹ 24 mm, Matsunami, Osaka, Japan)

㌧で覆ったoこれを65oCで16時間静置した後､ 1ⅩSSC(0･2%SDS)､ 0.2ⅩSSC(0.2%

SDS)を用いて各55oCで洗浄し､さらに0･2 Ⅹ SSCを用いて室温で洗浄した｡洗浄

後ｽﾗｲﾄﾞを240gで10分遠心することにより乾燥ざせたo蛍光強度はScanArray

4000XL (GSI Lumonics, 0Ⅹnard, CA, USA)を用いて測定し､ QuantArray (GSI

Lumonics)を用いて解析したo ACT2とACT8を内部標準遺伝子として蛍光強度を補

正した(松田､ 2002)｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞﾏｲｸﾛｱﾚｲ(Agilent Arabidopsis I Micro-

array, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)を用いた解析では､発芽後20日目の

葉からRNeasyを用いて詞製したtotalRNA20pgを用いた｡ﾌﾟﾛ-ﾌﾞの調製､ﾊｲ

ﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ､洗浄は､ Agilentのﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに従い行った｡

ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝは各ﾏｲｸﾛｱﾚｲにつき1回ずつ行った｡

ﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂ71解折

長日条件発芽後20日目の植物体の茎頂よりtotal RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)を

用いて､また､菓よりsepasol-RNAI (NacalaiTesque)を用いて､それぞれfotalRNA

を調製したo 1･0%ｱｶﾞﾛ-ｽ/ﾎﾙﾑｱﾙﾃﾞﾄﾞｹﾞﾙで泳動し､ﾅｲﾛﾝﾒﾝﾌﾞﾚ

ﾝ(Hybond-N,AmershamBiosciences)にﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞした｡ﾌﾟﾛ-ﾌﾞ断片はxTH33

にはⅩTH33-F (5'-AGAGArGArTGGACGArCCAGACG)とⅩTH33-R (5 ,-GCAGGCAr

GACTTTGTATCTTGGC)､ ACT8 GこはACT8a (5 ,-ATGAAGATTAAGGTCGTGGCA)と

ACT8b (5'-TCCGAGTTTGAAGAGGCTAC)の各ﾌﾟﾗｲﾏ-の組み合わせでRT_PCR

を行うことにより作製したo sEP3､ NR2､ ASN2のﾌﾟﾛ-ﾌﾞは安藤により作製ざれ

たcDNAｸﾛ-ﾝを用いたo sEP3のﾌﾟﾛ-ﾌﾞはⅠﾄﾞﾒｲﾝ､ Cﾄﾞﾒｲﾝ､および｡

3'-UTRを含む断片である. Lhcbのﾌﾟﾛ-ﾌﾞは京都大学理学研究科の望月博士から

供与いただいたcAB3のﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いた.このﾌﾟﾛ-ﾌﾞはcABl､･ CAB2もとら

えるものであるo各ﾌﾟﾛづはｼ-ｸｴﾝｽでｴﾗ-がないことを確認し､ strip&z

DNA (A血bion)を用いて32p標識して使用したoﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝは常法に

従った(c血urc血and Gilbert, 1984)｡

RT-PCRによる発現解析

長日条件発芽後20日目の葉よりtotalRNAを精製し､1 pgのRNAをReverTraAce

-α- (Toyobo)を用v)てoligo(dT)20ﾌﾟﾗｲﾏ-により逆転写を行った｡生成した1sl

strand DNAを鋳型に､以下に示す各遺伝子断片を増幅させるﾌﾟﾗｲﾏ-の組み合
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わせでJPCRを行った｡ pcRに用いたﾌﾟﾗｲﾏ-は､ xTH33にはⅩTH33-F (5,-

AGAGATGATTGGACGATCCAGACG) t XTH33-R (5 '-GCAGGCATGACTTTGTATCT

TGGC)､ XTH15にはⅩTH15-F (5'-CGATATGCAGCTCAAACTTGTCGC)とⅩTH15-R

(5'-TGCCATAAGCATTGAGCTCGGTTG)､ XTH16にはxTH16-F (5'-ACA GCATTCTC

CGGTAGCTTCAAC)とxTH1 6-R (5'-CCCTGAAGAAACAGTACAAGCT GC)､ XTH30

にはⅩTH30-F (5'-AAGCTTCCCGCTGATTATACTGCC)とxTH30-R (5 '-GTAGAGGC

TCAGGATACCTAAGTG)､ UBQ5にはuBIl (5'-GGTGGTGCTAAGAAGAGGAA)と

UBI2 (5'-CTACAACAGArCAAGCTTCA)である｡
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結呆

ztM潮発現体の礎立

zIMは植物特異的新規GATAﾀｲﾌﾟ転写因子であり､転写活性化能を持つこと

が,第1章および第2章でそれぞれ示されたo ZMが植物体内でどのような遣伝子

の転写制御を行い､どのような生理現象に関わっているかを詞べることは､植物特

異的新規GATAﾌｱﾐ1)-全体の機能の解明につながると考えられる.そこで､ZLM

を植物体内で過剰に発現させた場合の影響を調べることにより､ zIMの分子とし

ての機能､およびz(Mが植物体内でどのような現奉に閑与しているかを推測する

ことにした. zIMがCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-制御下で発現するｺﾝｽﾄﾗｸﾄを導

入した形質転換体を作出し､ 15ﾗｲﾝが得られた｡ｻｻﾞﾝﾊｲﾌﾟT)ﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮ

ﾝにより､そのうち3ﾗｲﾝ(S8､ Sll､ S12)が1ｺﾋﾟ-のT-DNAが挿入されたも

のであることが確認された(松田､ 2002)｡発芽後16日目の植物体の地上部を用い

てﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄによる発現解析を行ったところ､ 1ｺﾋﾟ-の3ﾗｲﾝいずれも野

生型に比べて大きく発現量が上昇していることが示された(図11)｡なお､ Zm4巾Ⅹ

におけるZLMの発現量が非常に高いことから､図11ではⅩ線ﾌｲﾙﾑへの感光時

間を短くしたが,感光時間を長くすると図8のように野生型におけるZTMの発現

が検出きれた｡形質転換体はいずれも同様な以下に述べる表現型を示したことから､

1ｺﾋﾟ-のSllﾗｲﾝのﾎﾓ系統のものを主に用いて以後の解析を行った｡

WT S8 SllS12

ACT8

固11. Z淵弗現体の弗赫析
長日条件で生育きせた発芽後16日目の植物体より

totalRNAを調製し､ 2vgを泳動してﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄ

解析を行った｡ﾌﾟﾛ-ﾌﾟはZTM%長cDNAを用いた｡

ACTSをｺﾝﾄﾛ-ﾙとして示した｡

zIM,oXの腫軸と葉柄の伸長表現型

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを明所下で生育させると腫軸の伸長は抑制されるが､ zTM過剰発

現体(zM-oX)は明所下においても野生型に比べて肱軸が伸長するという表現型を示

した(図12A) ｡走査型電子顕微鏡(s-3200N, Hitachi, Tokyo, Japan)による歴軸表皮細

胞の観察より, zMdXでは野生型より細胞が伸長していることが明らかになった

(図12B,C).腫軸の長さはZIM-oXでは野生型の約2.5倍の長さになっており､肱

軸の細胞も約2.5倍であることから､伸長の要因は細胞数の増加ではなく､細胞の
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伸長により説明することができると考えられた｡また､ zIM過剰発現体では腰軸に

加えて菓柄も伸長するという表現型を示した(図12D)｡葉柄が伸長するのに対し､

葉身は野生型より同じかやや小さい傾向にあった｡短日条件で生育させた場合は葉

身は野生型より明らかに小さくなった(図12E,F)o

囲12. ZIM-oXの衷槻

(A)長日条件発芽後5日日｡左,wT;右,

ZIM-oxQ (B,C)長日条件発芽後5日目の腫

軸表皮細胞の電子顕微鏡写真｡ B, WT; C,

ZIM-oX｡ (D)長日条件発芽後17日臥上,

WT;下, zIM-oXo (E, F)短日条件で4週間

生育させたwT(E)とzIM-ox(F)o (G)長日

条件発芽後10日目｡左,wT;右,zIM-ox.

ﾊﾞ-はそれぞれ1 mm(A)､ 200pm(B, C)､

1 cm(D,E,F)､ 5 mm(G)｡

また､ zIM-oxは水平面に対する本葉の角度が上昇するという表現型も示した(図

12G)｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅは昼に菓を展閲し夜には葉を立てるという就眠運動をする

ことが知られており,これは概日時計に制御されている(Baraketal., 2000)｡ ZIM-｡x

の葉の角度が上昇しているのは､暗期の応答をしているためではないかと考えられ

たため､菓の動きの日周運動を調べた｡しかしながら､ zIM-｡xにおいても野生型

のように夜には菓の角度がより上昇するという日周運動を示し(図13)､概日時計
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は正常に機能していることが示された. zIMが過剰発現することにより､菓柄の背

軸側が向軸側より伸長することにより菓の角度が上昇するというような機構が働い

ていると考えられる｡

(B) 90

80

70

r_ 60

宮
q50

40

30

20

10

14 20 2 8 14 20

時刻

回13.糞の卦き

(A)長日条件で生育させた植物体を発芽後9日日から6時間ごとに撮影したo数字は時刻

を表す｡光は6時に照射が開姶される｡中央の四角は明暗を模式的に示した.白抜きが

明期､黒が暗期を表すo各写真の左がwT､右がzIM-oxo (B) (A)の結果をｸﾞﾗﾌに表し

たo角度は水平を基準としたQ実線がwT､点線がzmI-oxo
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腫軸伸長と光

腫軸は暗所で伸長し明所で伸長が抑制ざれるが､この伸長抑制は光形態形成のひ

とつであり､光受容体からのｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの働きである｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいて

は､赤色/遠赤色光を受容するﾌｲﾄｸﾛﾑ､青色光を受容するｸﾘﾌﾟﾄｸﾛﾑや

ﾌｵﾄﾄﾛﾋﾟﾝといった光受容体が存在する｡ phyA､ phyB"り,1のような光受容

体の変異体はそれぞれ遠赤色､赤色､膏色光での腫軸伸長抑制に欠損を示す(R｡ed et

al･, 1993; Nagatamiet al･, 1993; Park and Quail, 1993; Ahmadand Cashmore, 1993)｡各光

受容体からのｼｸﾞﾅﾙ経路は､ coplやHt5などが働く経路に統合ざれる(Quail,

2002)oそのためHY5に変異がおこると光質非依存的な歴軸伸長を示す(Koornneefet

al･, 1980)o ZM-oxの歴軸伸長と光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞとの関わりを調べるため､白色､

赤色､遠赤色青色の連統光および暗所で生育ざせたときの腫軸の長ざを測定した｡

その結果､光照射下ではいずれの光質でもzIM-oXでは野生型よりも歴軸の伸長が

認められた(図14).暗所ではzM-oXの歴軸の長さは野生型と変わらず､伸長す

る能力は野生型と同様に持つことが示された｡また､光照射下の艦軸は暗所のもの

よりも短いことから､伸長抑制が働いており､光質特異的なｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは機能し

ていることが示唆されたo以上の結果から､ zIMの過剰発現による歴軸伸長は､光

質特異的な光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが統合された後の経路､あるいは光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞとは独

立した経路におよぼざれた影響であると考えられた｡
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図14･各光質で生育させた芽生えの腫軸の長さ

発芽を誘導した種子をそれぞれ白色光(叩､赤色光(R)､遠赤色光(叫､育色光@)の

連続光､または暗所(D)で5日間生育ざせ､歴軸の長さを測定した｡白抜きがwT､灰

色ｶihzIM-oXを表す○ﾃﾞ-ﾀは15-24個体の平均±標準偏差｡
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菜柄伸長と植物ﾎﾙﾓﾝ

細胞伸長に働く植物ﾎﾙﾓﾝとして､ｼﾞﾍﾞﾚﾘﾝ(GA)とﾌﾞﾗｼﾉｽﾃﾛｲﾄﾞ(BR)

が知られている(Hooly, 1994; Clouse and Sasse, 1998)｡ ZM-oXの伸長表現型の原因と

して､ GAやBRのｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが正に制御されていることが考えられる｡この場

合､ GAやBRの生合成が阻害された場合においても､ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが正に働くこ

とにより恒常的なGAおよびBR応答が見られると考えられる｡そこで､ GAとBR

の生合成阻害剤としてﾊﾟｸﾛﾌﾞﾄﾗｿﾞ-ﾙ(PAC)とBrz220をそれぞれ用いて､菓柄

の伸長阻害を調べたopACはGA生合成経路のうちent-kaureneからent_kaurenoic acid

への酸化を触媒するmono-oXygenaseを阻害する(Jacobsen and OIszewski, 1993; Reed

et al･, 1996)o Brz220はBR生合成経路のC-22位の水酸化の段階を特異的に阻害す

る(Sekimata et al･, 2002; Asa血and Ybshida, 1999)｡ PAC､ Brz220それぞれの阻害剤存

在下で生育ざせた結果､ zIM-oXの菓柄の伸長はいずれも阻害ざれた(図15)｡こ

のことから､ zM-oXではGAやBRのｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが恒常的に上昇しているので

はないと考えられたoまた､伸長が抑制ざれているものの葉柄の長ざは野生型のも

のよりも長かったoこれは､阻害剤が働く段階より上流の生合成経路が活性化され

ていることで､量依存的に伸長が見られた可能性を示唆する｡その場合､ GAとBR

両方の生合成を活性化する必要があり､そのような機構は考えにくい｡別の仮説と

して､ ZIM-oXの細胞伸長はGAやBRとは独立した機構によるものであるとも考
えられる｡
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⊆
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(B)
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伽r
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嘩
･6;''4

轟2

0 0.01 0. 1

[Brz220] bM)

図15･弟桁伸長の生合成阻害謝による影響

発芽後8日目の植物体をpACまたはBrz220を含む培地に植え継ぎ､ 8

日後に第3葉と第4葉の葉柄の長ざを謝定した｡白抜きがwT､灰色

ｶihzIM-oXを表すoﾃﾞ-ﾀは3個体(葉6枚)の平均±標準誤差.
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表2. ZIM･oXの花成時期

植物体日数(日)a菓の枚数(枚)b

長日条件

実験1 Wild type

ZIM-ox

実験2 Wild type

ZIM-oX

短日条件

実験1 Wild type

ZIM-oX

実験2 Wild type

ZIM-oX

17.7 ± 0.5 10.9 ±0.5

18.1 ±0.3 10.2±0.6

19.4±0.6 12.5 ±0.5

18.0±0.8 11.6±0.8

48.6 ± 5.9 32.5 ± 9.4

62.6 ± 6.0 44.1 ± 7.5

45.0 ± 7.0 36.3 ±10.6

59.0 ± 7.2 48.4 ±13.2

a花芽が確認できた時期を花成時期とした｡

bﾛｾﾞｯﾄ菓と茎生菓を合わせた数を菓の枚数とした｡

ﾃﾞ-ﾀは･9-15個体の平均±標準誤差o 2回の実験結果を示したo

ZIM-oXの花成時斯

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅは長日植物であるが､花成に対して光が絶対的な要因というわけ

ではなく､促進効果を持つ｡そのため､短日条件下においても最終的に花成がおこ

る｡近年花成に関わる遺伝子が数多く単離､同定ざれてきてお.り､長日条件で働く

長日経路､短日条件で働くGA経路､自律的に花成にむかう経路などの花成経路が

提唱されている｡これらの花成経路は統合ざれ､茎頂の属性が栄養生長分裂組織か

ら花序分裂組織に転換することで花成がおこる｡このときに茎頂で働くのが

TERMLNAL FLOIWER l (TFLl)､ LEAFY(LFY)､ APE7;ALA l (ml)などである(Pi缶eiro and

Coupland, 1998). ZIMは茎頂で発現が高いことが第1章で示された(図8)oまた､

生長相の転換がおこると考えられる時期に､ zIMの発現が上昇するような現象も見

られた(図9). zLMが花成時期の決定に閲わっているのかを詞べるため､長日､

短日それぞれの条件でZM10Ⅹを生育ざせ､花成時期を調べた｡ z皿心.xの花成時

期は長日条件では野生型と変わらなかったが､短日条件で花成時期が遅れるという

表現型を示した(表2)｡これまでに知られている花成時期変異体のうち短日条件

でのみ花成遅延がおこるものは､短日条件での主な花成経路であるGA経路に欠損

がある(Mouradov et al･, 2002)｡ GA生合成変異体やｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの変異体がこれに

あたるoしかしながら､ zIM-oXではGA生合成変異体のような棲性にはならず､

逆に歴軸や葉柄が伸長するという表現型を示した.また､ zM_.xに外生的にGA

を与えるとざらに歴軸が伸長することから､ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの欠損でもないことが示

されている(松田､ 2002)o以上のことから､ zIM-oXの花成遅延はGAとは独立し

た現象であることが推測された｡
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層

ZIM･oXにおいて発現上昇が鬼られる遼伝子群

zIMは転写活性化能を持つ転写因子であることが第2章で示された｡転写因子

は遺伝子発現を詞節する役割を持つため､ zIMの標的遺伝子群を知ることはzLM

が植物体内でどのような役謝を果たしているかを知る有力な手がかりとなる｡そこ

で､ﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いて野生型とzm4-oXの遣伝子発現ﾊﾟﾀ-ﾝを詞べること

により､zIMの標的遺伝子群のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行ったoまた､これにより1ZM-oX

の伸長表現型を引き起こす要因となっている遺伝子の推測も行うことができると考

えられたoﾏｲｸﾛｱﾚｲには､当研究室の安藤によって作製されたｼﾛｲﾇﾅｽﾞ

ﾅ均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-由来のﾏｲｸﾛｱﾚｲ(以下cDNAｱﾚｲ､約6,400

ｸﾛ-ﾝ､約4,600遺伝子) (安藤､ 2001;血doetal･,inpress)と､ｱｼﾞﾚﾝﾄﾃｸﾉ

ﾛｼﾞ-社のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞﾏｲｸﾛｱﾚｲ(以下ｵﾘｺﾞﾇｸﾚ

ｵﾁﾄﾞｱﾚｲ､約14,000遺伝子)を用いたo zMは菓と茎頂で発現量が異なるた

め(図8)､菓と茎頂の両者を解析したo野生型に対するzm410Ⅹの発現量の比が2.0

以上またはo･5以下のものを発現に差があったものとして選抜したが､ zMは転写

活性化因子であることが示ざれたことから(第2章)､ zIM-oXにおいて発現上昇し
ていたものについて注目した｡

cDNAｱﾚｲについては､松田(2002)が行ったものを再解析した｡ cDNAｱﾚｲ

では､ zIM-oXにおいて発現上昇していたものが42遺伝子､発現減少していたもの

が76遣伝子あったo茎頂と葉の両方で発現上昇していたものは1遺伝子であり､

ほとんどは茎頂または菓特異的な発現上昇であった(表3)｡機能未知のものが多

く含まれていたが､茎頂で発現が上昇したものにsERALLA7A 3 (SEP3)/AGL9があっ

たo sEP3は花の第2-4ｳｵ-ﾙで発現する遺伝子であり､花弁､雄ずい､心皮の

器官形成に働くことが知られている(Mandel and Yanofsky, 1998; Pelaz et al., 2000)｡

菓で発現上昇が見られたものには､一光によって発現が制御ざれることが知られてい

るNR2 (niirqte reductase 2)lhcb (light-harvesting chlorophyll a/b binding protein, CAB) ､

ASN2 (asparagine 3ynthase 2)が含まれていた(cheng et al･, 1991; Karlin-Neumann et al.,

1988;Lametal･, 1998)o cDNAｱﾚｲにおいて野生型とzM-oXで発現に差が見られ

たものの中には､ zINLoxの伸長表現型を説明できるようなｱﾉﾃ-ｼｮﾝが付け

られている遺伝子は含まれていなかった｡

ｵ7)ｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲでは､菓のRNAを用いて解析を行った｡野生型に対

するzM-oXの発現量の比が2･0以上､ o･5以下のものはそれぞれ666､ 805あった｡

666の上昇遺伝子のうち､ zM-oXで5.0倍以上発現が上昇していたものが27あっ

た(表4)oこの27遺伝子のうちcDNAｱﾚｲの約4,600遣伝子に含まれていたも

のはAt3g55840とAt2g34930の2つのみであり､ｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲ解析を

行うことにより､より多くのZ別標的候補遣伝子群をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞすることが

できたと考えられるo最も発現量の比が高かったものは､野生型の30倍のXTH33

であったo xTHはﾌｱﾐﾘ-を構成しており､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅには33遺伝子ある
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表3. cDNAｱﾚｲにおいてzIM･oxで発晩上昇群見られた遭伝子

組織ID遣伝子名zIM-oX (a) Wildtype (b) a/b

Apices and leaves

At5g14840

Api ces

At5g49 1 20

At3g55660

At l g24260

Leaves

Atlg371 30

At4g2 97 8 0

Atlg1 8740

At2g42 840

At2g40 140

At4gO9580

At4gO 8950

At4g 1 0340

Atl g27730

Atlg23870

At2gO5 100

At2g29980

At3g15210

At4g3 9330

At3g12120

At4g3 2020

At3g46620

At5g650 1()

At5g59550

At4g1 5790

Atlg22190

At2g3 8470

At3g1 6400

At2g45470

Atlg19180

At3 g50 960

At4g3 9800

Atl g64660

Atl見54100

Atlg15820

At5g45 620

At4g 1 7490

At2g27080

At2gO59 90

At2g43 750

At l g74470

At3g5 72 90

At l g62570

putative protein

p utative protein

putative pmtein

SEPALLATA3 (SEP3)

nitrate reductase 2 (NR2)

u血oⅥ′n protein

unknown protein

protodermal factor l (pDFl)

putative CCCH-type zinc finger protein

unknown protein

putative phi- 1 -1ike phosphate-induced protein

chlorophy11 a/b binding protein (Lhcb5)

putative salt-tolerance zinc丘mger protein

(S T2JZAT IO )

trehalose 61Phosphate synthase, putative

chlorophyll a/b binding protein(Lhcb2)

omega-3 fatty acid desaturase (FAD3)

ethylene responsive element binding factor 4

(ERF4)

manmitol dehydrogenase, putative

omega-6 fatty acid desaturase (FAD2)

unknown protein

C3HC4-tYpe RNG finger protein血mi1y

asparagine synthetase 2 (ASN2)

C3HC4-tYpe RING fhger proteinfami1y (CIP8)

unknown protein

AP2 domain transcription factor, putative

WRKY fami1y transcription血ctor (Ⅵ収KY33)

putative iasmonate inducible protein

fasc iclin-1ike arabinogalactan-protein (FLA8 )

unknown pmtein

p utative DrOtein

myo-inositol- 1 -DhosDhate synthase

Cys/Met metabolism pyddoxal-pbosphate-

dependent enzyme family

aldehyde dehydrogenase, putative (ALDH)

chlorophy11 a/b binding protein (Lhcb6)

26S proteasome subunit-1ike protein

ethylene responsive element binding fTactor

(ERF6)

unk皿OWn prOtein

enoyl-ACP reductase (ENRl )

cysteine syntbase (cpACS l )

geranylgeranyl redu ctase

flavin-containing monooxygenase fami1y

由trate reductase

1324.0 640.6 2.1

2894.6 472.8 6.1

699.8 276.6 2.5

3403.8 1492.3 2.3

1 950.3 434.3

1529.0 365.8

3753.2 970.4

1 199.6 337.9

5565.2 1737.7

3161.1 1042.8

1572.9 582.6

1 687 10.6 64957. 1

1()95.1. 423.2

1 992.9 770.5

5828.9 2275.9

3523.6 1 404.3

4.5

4.2

3.9

3.5

3.2

3.0

2.7

2.6

2.6

2.6

2.6

2.5

5053.4 2022.9 2. 5

1884.6 764.2 2.5

4919.2 2022.3 2.4

8723.4 3619.7 2.4

768.0 319.3 2.4

1733.6 727.0 2.4

1481.7 622.9 2.4

743.1 313.6 2.4

1468.8 633.5 2.3

2346.2 1015.9 2.3

2189.7 956.3 2.3

2753.9 1208.6 2.3

2139.3 943.6 2.3

1 704.7 758.6

728.9

1217.3 544.5

1240.2 556.3

1 6796.0 7603.1

1053.6 483.9

804.4 3 69.7

1 137.5 523.7

1838.5 853.1

1267.1 611.6

26068.7 12668.7

5978.7 2919.7

1070.5 528.7

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

､2.2

2.2

2.1

2.1

2.0

2.0

ZIM-oX/wild type (a佃)の値が2.0以上のものを示した｡
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表4.ｵﾜ ｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲにおいてZIM･oXで発現上昇力唄られた遭伝子
ID遣伝子名

ZIM-ox (a) w止d type an)

AtlglO550 ⅩTH33

AtlgO1680 hypothetical protein

At2g23680 simi1ar to cold acclimation proteinWCOR413

Atlg15010 hypotheticalpmt血

Atlg72240 hypothetical protein

At5g64750 putativeprotein

Atlg68690 protein kinase, putative

Atlg75930 fami1y II extracellular lipase 6 (EXL6)

Atlg30900 puta上ive vacuolar so血g receptor

AtlgO5340 unknown protein

At2gO4450 putative mutT domain protein

At3g48520 cytoc血rome P450一放e prot血

At3g55840 n甲atOde resistance protein-1ike protein

AtlgO2340 HFRl/REPI

Atlg24530 bypothetical protein

At2g34930 putative disease resistance protein

At5g63230 glycosyl hydrolase family 17

At3g57260 β-1,3-glucanase 2 (BG2)

At2g45680 putative PCF2-1ike DNA bi皿ding prot血

At2g41480 putative peroxidase

Atlg30720 putative reticuline oxidase-1ike protein

Atlg76040 calcium-dependent protein kinase, putative (CPK29)

At3g45970 putative protein

At2g27690 putative cytochrome P450

At4g14130 ⅩTH15/ⅩTR7

At2g30540 putative glutaredoxin

At2g15180 hypothetical protein

ZIM-oX/wild type (〟b)の値が5.0以上のものを示した｡

47

監′

3102.8 103.5 30.0

1281.5 83.2 15.4

333.8 35.1 9.5

4167.5 452.8 9.2

653.0 83.0 7.9

1763.7 239.4 7.4

885.8 128.8 6.9

398.4 58.3 6.8

505.7 74.1 6.8

325.5 49.5 6.6

1153.0

1232.2

275.3

754.4

2047.7

6799.3

1224.5

4255.9

350.7

395.1

1553.3

253.8

177.9 6.5

195.8 6.3

44.1 6.2

126.2'6.0

343.1 6.0

1154.6 5.9

210.3 5.8

746.6 5.7

62.0 5.7

70.6 5.6

277.7 5.6

45.9 5.5

4336.1 841.3 5,2

802.3 155.9 5.2

3508.0 683.5 5.1

1268.3 247.9 5.1

201.6 40.3 5.0



ことが知られている｡ xTHはｴﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転移酵素/加水分解酵素

(Ⅹyloglucanendotransglucosylase/hydrolase)をｺ-ﾄﾞしており､ EXGT (endoxyloglucan

transfeiase)やxET (Ⅹyloglucan endotransglycosylase)とも呼ばれている(Rose et al.,

2002)｡ ⅩTHのいくつかは細胞壁の再編､構築に働くことが示されており(Roseetal.

2002)､ ZIM-oXの伸長表現型の要因であることが予測ざれた. zIM-oXではxTH33

のほかのXTHとして､ XTH15/XTR7､ XTH16, XTH30/XTR4の発現がそれぞれ5.1

倍､ 3.0倍､ 2.5倍上昇してし;た｡

XTHﾌｱﾐﾘ-のほかにも､ｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲではいくつかﾌｱﾐ1)

-を構成する遺伝子群の発現上昇が見られたo EXL6 (Atlg75930) (Mayfield et al.,

2001)が6･8倍の発現上昇を示したが､同じGDS(L)ﾓﾁ-ﾌを持つﾌｱﾐﾘ-ⅠⅠﾘ

ﾊﾟ-ｾﾞ(Arpigny and Jaeger, 1999)をｺ-ﾄﾞするAtlg28570 (2.9倍)､ At2g19060 (2.5倍)､

At2g24560 (2･2倍)､ Atlg29670 (2･2倍)､ At2g19010 (2.1倍)､ Atlg74460 (2.1倍)の発

現上昇が見られた.また､ β-1,3-ｸﾞﾙｶﾅ-ｾﾞをｺ-ﾄﾞするBG2,(At3g57260､ L5.7

倍)､ BG3 (At3g57240､ 4･8倍) (Dong et al･ 1991)は､ At5g63230 (5.8倍)､ At3g55430 (2.6

倍)と同じﾌｱﾐﾘ-に属する｡ EXL6は荷で発現し､ β-1,3-ｸﾞﾙｶﾅ-ｾﾞも荷や子

房で発現するものが知られている(Mayfield et al･, 2001; Hird et al･, 1993; Delp and

Palva, 1999)｡ XTH33もざやでの発現が高いことが知られている｡さらに､蔚や雌

ずいで発現するextensin-1ike protein (Goldman et al., 1992; Wu et al., 1993; St,atford et

al･, 2001)､ thaumatin (Walden et al., 1999)などの発現上昇も見られた｡ cDNAｱﾚｲ

で発現上昇が見られたsEP3は上述したように花器官形成に働く遺伝子である｡ｵ

ﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲでは葉のRNAを用いているものの､これらの遣伝子群は

ZIMの花における遺伝子発現制御ﾈｯﾄﾜ-ｸを表しているのかもしれない｡

ZIM過剰発現により発現が変静する遼伝子の謝合

ZJM過剰発現体と野生型を比較したﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析において､ cDNAｱﾚｲ

では4,600遺伝子の約2.6 %,ｵ7)ｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲでは14,000遺伝子の約10%

の遣伝子の発現変動が見られた｡ cDNAｱﾚｲは発現量の異なるmRNAを均-化

して作製ざれたものであり､低発現性の遺伝子が多く含まれる(Kohchietal., 1995).

ﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析においてｼｸﾞﾅﾙ強度が弱いものはﾃﾞ-ﾀ処理によって棄却ざ

れやすく､低発現性遺伝子は発現に変動があってもとらえられないおそれがある｡

そのためｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞｱﾚｲにおける発現変動遺伝子の謝合が多くなったの

ではないかと考えられる｡

ZIMによるxTHの発現御御

XTH Gま細胞壁の再編､構築に働くことから､ zIM-oXにおけるxTH33､ XTH15､

XTH16､ XTH30の発現上昇はzIM-oXの伸長表現型の要因であると考えられるoこ

れら4遺伝子について､ RT-PCRによる発現解析を行ったところ､ﾏｲｸﾛｱﾚｲ
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の結果と同様, zm4-oxの葉における発現上昇が確認ざれた(図16A). xTH33につ

いてはさらに,ﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄによる発現解析を茎頂と葉について行った｡棄にお

いてはﾏｲｸﾛｱﾚｲやRT-PCRの結果同様, zm4-oxでの発現上昇が検出された

が､茎頂ではZIMが過剰発現しているにもかかわらず､ xTH33の発現は野生型と

差がなかったoこのことは､組織特異的に発現する相互作用囲子の存在などによる､
組織持異的な発現制御が存在することを示しているo

(A) (B)茎頂葉
WT ox

x77133 i≒空(30)
x'M5 * (5･.)

UBO5

WT ox WT ox

(C)茎頂葉

WT oxWT ox

Lhcb

(30) ASN2

(2 ,3) NR2

rRNA

困16･ﾏｲｸﾛｱﾚｲで変方始唄られた遭伝子の発溌辞析

長日条件で生育させた発芽後20日目の植物体の各鼠織よりtotalRNAを詞製し､発現解析を行っ

たc wT･野生型, ox･z別-ox｡右の括弧内の数字はﾏｲｸﾛｱﾚｲの胤(A)葉より詞製した

totalRNAを用いてRT-PCRを行ったoｺﾝﾄﾛｰﾙとしてUBQ5%用いた｡ pcR反応はxTH15は

30ｻｲｸﾙ､他は20ｻｲｸﾙで行ったo (B･C)葉および茎頂より詞製したtotalRNAを用いてﾉ

ｻﾞﾝ解析を行った｡ zIMの検出には2pg､他の遣伝子の検出には10vgを用いてﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄ

解析を行った｡ 25SrRNAのEtBr染色をｺﾝﾄﾛ-ﾙとして示した○ (B)SEP3とxTH33の発乱
(c)光制御遣伝子の発乳

ZIM-oxは葉柄が伸長しているのに

対し,菓身は野生型と変わらないかや

や小ざくなった(図12D,E,F)｡これ

がxTH33の葉柄特異的な発現上昇に

よるものかどうかを詞べるため､発芽

後20日目の葉柄と葉身を用いたﾉｻﾞ

ﾝ解析を行った｡その結果､ zIMの発

現量もzIM-oxにおいて葉身と菓柄で

やや差はあったが(菓身を1とすると

葉柄は1.15)､ XTH33はより葉柄での

発現量が大きくなっていた(菓身を1

とすると葉柄は2.89) (図17)oこの

ことから､葉身と菓柄においても組織
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珂17･糞析と菜身におけるxTE33の発貌

長日粂件で生育させた発芽後20日目の植物

体の葉身(柑),葉柄のよりtotal RNAを詞製

L, z(Mの検出には2JLg, XTH33の検出には

1q〝gを用いてﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析を行っ

た｡ 25SrRNAのEtBr染色をｺﾝﾄﾛ-ﾙと

して示した｡



特異的な発現制御があることが示唆ざれた｡

zIM-oxではXTH33の発現が上昇することが示されたが,野生型においてZIM

がXTH33を制御しているかを検討するため,空聞的なxTH33の発現ﾊﾟﾀ-ﾝをzIM

の発現ﾊﾟﾀ-ﾝと比較した｡ xTH33は根や花茎で発現量が高く､茎頂で低いとい

う空間的発現様式を示し, zIMと異なる発現ﾊﾟﾀ-ﾝであった(図18)｡このこと

から, zIMは本来はXTH33の発現制御には閑与しておらず､ zIM過剰発現による

xIH33の発現上昇は間接的な影響によるものである可能性が示唆された｡あるい

は､ ZIMがxTH33の発現制御に閲わっているとしても, zIM単独では十分ではな

く､他の因子による制御が大きいことも考えられた｡

1 4 30 (days)

茎現薫根花序蕪花茎

囲1S. XTH33とsEP3の空脚柑発現

図8のﾒﾝﾌﾟﾚﾝを用いて､ XTH33およぴ

sEP3をﾌﾟﾛｰﾌﾟにﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析を

行った｡

zn4によるsEP3の発現御御

cDNAｱﾚｲにおいて､茎頂での変動が見られたsEP3について､ﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂ

ﾄ解析を行った｡ﾏｲｸﾛｱﾚｲの結果と同じく､茎頂ではZn4_oXにおけるSEP3

の発現上昇が確認ざれた(図16B■)｡ XTH33は葉特異的な発現上昇が見られたが,

それに対しsEP3は菓での発現が野生型と差がなく､茎頂特異的な発現上昇であっ

た｡このことから, sEP3においても組織特的な発現制御が存在することが示され
た｡

･野生型におけるSEP3の発現は､花序特異的であることが示された(図18)o花

序は花と花芽を含むものであるが､ SEP3は花芽で発現することが報告されている

(Mandeland Yanofsky, 1998)｡ ZIMがsEP3の発現を制御している場合､花芽以外の

組織でSEP3の発現が抑制されるような,親織特異的な発現制御が存在することが

示唆された. zM10Ⅹにおいて,葉でのSEP3の発現上昇が見られなかったことも､

同様の発現制御によるものであると考えられた｡
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光御御遭伝子のﾉｻﾞﾝ解析

cDNAｱﾚｲでは光制御遺伝子であるLhcb､ ASN2､ NR2の発現上昇が見られた｡

これらほ光で発現が誘導される遺伝子であるoﾉｻﾞﾝ解析で発現を確認したところ､

Lhcbは野生型と大きな差は見られなかったが､ NR2､ ASN2は葉でやや発現量が
ZIM-oXで多いことが確認ざれた(図16C)｡
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考察

ZIMを過剰発現させると､歴軸や菓柄が伸長する､菓の角度が上昇する､短日で

花成時期が遅れる､という表現型が見られた.これらの表現型はZIMの機能を推

測する上で大きな手がかりとなる｡ -般的に過剰発現体を用いた解析は､遺伝子の

機能を推測する上で非常に有効な逆遺伝学的な解析の手法である｡過剰発現体を用

いた解析の有効な点として､機能重復の間題を避けることができるということがあ

る｡機能が重複した遺伝子がある場合は､ 1遺伝子の機能欠失変異体では重複遺伝

子が磯能を相補して表現型が表れないことがある｡近年､遣伝子の転写を活性化さ

せるｱｸﾁﾍﾞ-ｼｮﾝﾀｷﾞﾝｸﾞによる解析が盛んに行われているのも､機能欠失変

異体による解析の限界がひとつの原因であるo ZIMにおいても､これまでにT_DNA

ﾀｸﾞﾗｲﾝやｱﾝﾁｾﾝｽを用いた解析が行われてきたが､明確な表現型が得られ

ていない｡ 2つのZIM-1ike遣伝子がzIMと発現ﾊﾟﾀ-ﾝが類似していることからも

(図8)､ ZIMとzIM-1ike遣伝子の機能重複が考えられる｡過剰発現による解析は

非常に有効な手段である-方､注意が必要である｡過剰発現体や異所的発現により

得られる結果は､ﾀﾝﾊﾟｸ質の機能を示してｼﾕるかもしれないが､必ずしも生物学

的な機能を反映しているとは限らない｡本来発現していない部位での表現型が変化

した場合でも､それは野生型における磯能を示しているとは言えない｡そのため､

他の解析結果と組み合わせて考察することが重要である｡過剰発現体の表現型は､

2つのﾀｲﾌﾟに分額することができる｡ひとつは､過剰発現により遺伝子の活性が

高まることによって表れる､強調された表現型である(bypemorph, high fbrm)｡こ

の場合は本来の遺伝子の機能を表している｡もうひとつは過剰発現が他の無関係な

遺伝子の機能に影響を及ぼすことにより､野生型には見られない新たな現象として

表れる表現型である(neomorpb, new fbrm)｡この場合の表現型は本来の遺伝子の機

能を反映していない(Zhang, 2003)｡異所的な発現により表現型が表れた場合は､本

来発現していない部位での現象であることから注意が必要で串る. zIM mRNAが

調べた全ての組織で検出されたことから､野生型においてZIMが単独で働いてい

るならば､ zIM-oXの表現型は本来のZIMの機能が増強されたことによるものだと

考えられる｡しかしながら､ﾀﾝﾊﾟｸ質間相互作用に働くと考えられるccTﾄﾞﾒ

ｲﾝの存在､低い転写活性化能､およびzM-oXを用いたﾏｲｸﾛｱﾚｲの結果か

ら､ zIMは飽の因子と相互作用して働くことが示唆ざれた｡そのため､ zIM_｡Ⅹの

表現型は､zIMの過剰発現によって引き起こされた新たな現象である可能性もあり,

注意する必要がある｡

ZIM-oXの歴軸や葉柄の伸長や水平面に対する葉の角度の上昇という表現型は､

暗所における野生型の応答に類似していた(図12)｡このことから､光ｼｸﾞﾅﾘﾝ

ｸﾞが負に制御されていることが予測された｡しかしながら､ zIM_oXの歴軸は光照

射下では伸長するが､暗所ほどは伸長せずに伸長抑制が見られ(図14)､歴軸伸長
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を抑制する光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが働いている.ことが示された｡また､ﾏｲｸﾛｱﾚｲの

結果から､ zIM過剰発現体ではLhcbやASN2､ NR2のような光制御遺伝子の発現が

葉において上昇していることが明らかになった(図16C)｡野生型におけるこれらの

遺伝子は明所で発現が誘導され､暗所では発現量が減少する｡つまり､ zIM-oXで

は光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが正に働いていることを示す｡このことからも､ zIM-oXは野生

型と同様､正常に光を感知しており､光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞも機能していることが示唆さ

れたoしたがってZIM-oXの伸長や葉の角度上昇の表現型は､光ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞの負

の制御によるものではなく､光ｼｸﾞﾅﾙの下流または独立した経路で働く伸長制御
の変化によるものであると考えられた｡

-般的に､細胞伸長にはGAやBRなどの植物ﾎﾙﾓﾝが働くことが知られてい

るoGAやBRを植物に投与すると､歴軸や菓柄､上歴軸､花柄などが伸長がする(Hooly,

1994; Clouse and Sasse, 1998)o逆にGAやBRの生合成変異体は矯性になる｡ GAｼ

ｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが常に活性化ざれている変異体であるspyは歴軸や菓柄が伸長する

(Jacobsen and OIszwski, 1993)o BRの生合成遺伝子の過剰発現体やBRｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞ

が常に活性化されている変異体でも同様である(Choe et al･, 2001; Wang et al., 2001;

wang et al･, 2002)o葉の角度が上昇するという現象も､機構は不明であるがGAや

BRが関わっているという報告がある(Jacobsen and OIszwski, 1993; Gocal et al.,

2001;Arteca andArteca, 2001)oこれらの知見から､ zIM-oXの表現型とGAやBRと

の関与が考えられたoしかしながら､ zIM-oXはGAおよびBRの生合成阻害剤に

感受性を示し､またこれらの存在下でも菓柄は野生型よりも伸長した(図15)｡ざ

らに､ﾏｲｸﾛｱﾚｲの結果からも､これまでに同定ざれているGAやBRの生合

成やｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞに関わる遺伝子の発現変動は見られなかった｡以上のことから､

zIM-oXの伸長は､ GAやBRの生合成やｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞが正に働いたことによるもの

ではなく､ GAやBRとは独立した機構によるものであると考えられた. z別-oXの

花成時期が遅延したことも(表2)､これを支持するものである｡なぜなら､ GAは

花成に促進的に働くこと(Jacobsen and OIszwski, 1993; Jacobsen et al., 1996; Ⅶ1son et

al･, 1992)､ BRの生合成変異体は花成時期が遅延することから(Takahashi et al., 1995;

cboe et al･, 1999; C血ory et al･, 1991)､ ZIM-oXの伸長表現型がGAやBRによるもの

であると仮定すると､花成時期は早くなると考えられるためである｡ zIM-oXにお

いて花成時期が遅延する機構については､今後ざらに詞べていく必要がある｡

zIM-oXの伸長がGAやBRとは独立した機構によるものだという仮説は､発現

上昇したxTHの種類によっても支持ざれるo zIM-oXではxTH15､ XTH16､ XTH30､

xTH33の発現上昇が見られた(表4､図16A, B). xTHはｴﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ

転移酵素/加水分解酵素をｺ-ﾄﾞしている(Rose et al･, 2002)｡ ZIM-oXで上昇してい

た4つのXTHがｺ-ﾄﾞするﾀﾝﾊﾟｸ質がこの酵素活性を持つかどうかは確かめら

れていないが､ xTHは細胞伸長に働く遺伝子群であることから､ zIM-oXの伸長表

現型の要因ではないかと期待ざれるo植物細胞は細胞壁が存在するため､細胞が伸
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長するためには細胞壁の再編を行う必要がある｡細胞壁はｾﾙﾛ-ｽ微繊推が架橋

性多糖やぺｸﾁﾝ性多糖類などを介した網状構造をとっている｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅで

はｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝが架橋性多糖であり､卿胞が伸長するためにはこのｷｼﾛｸﾞﾙｶ

ﾝの架橋を切断､繋ぎ替えする必要がある｡この働きを行うのがⅩTHである｡ま

た､細胞伸長の方向はｾﾙﾛ-ｽ微繊維の配向によって制御され､この配向は細胞

膜直下に存荏する表層微小管に､よる制御を受ける｡上述のGAやBRは伸長軸に対

し表層微小管を垂直方向に配列させることにより縦方向の細胞伸長を促進する｡さ

らにGAやBRはxTHの発現制御も行っている.例えば､xTH3､XTH4､XTH5､XTH17､

XTH22､ XTH23はBRにより発現が上昇する(Xu et＼al･, 1995; Yokoyama and Nishitani,

2001; Godaet al･, 2002;Yinetal., 2002)o GAによりxTH23の発現の上昇とxTH26の

発現の抑制が見られる(Ⅶkoyama and Nisbitani, 2001)｡また､ｵ-ｷｼﾝによって

はxTH3､ XTH17､ XTH19､ XTH22､ XTH23が発現上昇し､ xTH21が発現抑制ざれ

る(Yokoyama and Nishitani, 2001)o 33個のﾌｱﾐﾘ-からなるⅩTHは､その構造

から機能的に3ｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類ざれるが､発現部位は様々であり､同じ特性を持っ

ﾒﾝﾊﾞ-が発現器官特異性やﾎﾙﾓﾝ応答性などの点で､明確な役謝分担をしてい

ると考えられている(Yokoyama and Nishitani･, 2001)｡ ZIM-oXで発現上昇が見られた

4つのXTHは､上に挙げた植物ﾎﾙﾓﾝによって制御を受けるxTH群とは異なる

ものであった. xTH15/XTR7とxTH30/XTR4については生理学的な解析が行われて

おり､ BR処理による発現変動はなく､いずれも暗所で発現が上昇する遣伝子であ

ることが確か妙られている(Ⅹuetal., 1996)｡また､植物ﾎﾙﾓﾝによって制御を受

けるxTH群のうち､ｵﾘｺﾞﾏｲｸﾛｱﾚｲに含まれていたのはxTH5とxTH22､

XTH26の3遣伝子であったが､これらの遺伝子はzIM-oXでは発現変動が見られな

かったoこのことからも､ zIMによる伸長制御は植物ﾎﾙﾓﾝを介ざない､独立

した経路によるものであることが支持ざれた｡

植物ﾎﾙﾓﾝを介さない伸長制御の例として､ ACAULIS (ACL)遺伝子群がある.

節間伸長に欠損のあるacl変異体は､ GAやBR生合成の欠損変異体のように矯性

になるが､ｼﾞﾍﾞﾚﾘﾝ､ﾌﾞﾗｼﾉｽﾃﾛｲﾄﾞ､ｵ-ｷｼﾝ処理によっても表現型は

回復しない(Tsukaya et al･, 1993; Tsukaya et al･, 1995; Hanzawa qt al., 1997)o acl変異体

についてはいくつかのXTHの発現解析も行われており､ xTH25/XTR3 ､

XTH9/EXGT-A6の発現が野生型に比べて減少していることが示ざれている

(此amatsu et al･, 1999; Hyodo et al･, 2003)｡ XTH25､ XTH9も植物ﾎﾙﾓﾝによる変動

が確認ざれていないXTH群である.ざらに､ xTH9は茎頂で高発現する遣伝子であ

るが､その発現は伸長と密接な関係があることが｡c′変異体を用いた解析から明ら

かになった(Hyodo et al･, 2003)oこのように､植物ﾎﾙﾓﾝを介さない伸長制御機

構が存在し､ zIMはそのような経路で働いていることが示唆された.

以上のように､植物体内でZIMを過剰発現させるとxTHの発現が上昇し､伸長

表現型を引き起こすと考えられるoしかしながら､野生型におけるxTH33の発現
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は､茎頂や花序で低く､花茎で高いものであり､茎頂や花序､ ′根で発現が高いZIM

とは発現様式が異なっている(図18).野生型においてZIMがxTH33の発現制御

に関与している場合､茎鳳根､花序でXTH33の発現を抑制する､あるいは菓や

花茎でXTH33の発現を誘導するような､組織特異的な機構が存在すると考えられ

るo図16Bにおいても､ zIM過剰発現による下流遺伝子の発現変動の影響は､組

織特異的であることが示されたo zIM-oXで観察された細胞伸長はz肘を過剰発現

させた場合の影響であることを注意し､野生型におV)てZIMが細胞伸長に関わっ

ているかどうかを今後解析する必要がある｡

野生型におけるzIMの発現は､葉では低く､茎頂で高いという空間的発現制御

が存在していた(図8)o zIM-oXにおいて､菓では伸長表現型が観察ざれたが､茎

頂での形態的な変化は見出されなかったo遺伝子発現の観点からは､ zIM-oXの茎

頂ではsEP3の発現が上昇していることが示されたo sEP3を過剰発現ざせた植物

体(35S::SEP3)では､矯性､葉が巻く､花成時期が早くなる､有限花序になる､と

いう多面的な表現型を示す(Honma and Goto, 2001)｡ ZIM-oXではこのような表現型

は示さなかったoこれは､ 35S･･:SEP3では腿P3が植物体全体で発現しているのに

対し､ zIM-oXにおいては脚3が組織特異的な発現上昇をしているためではない

かと考えられる(図16B)o zIMが組織特異的にsEP3を制御していることを支持

するものとして､ ZIMの転写活性化能を上昇ざせるために作出した35S::ZIM-VP16

植物体があるoこれはzIMと強力な転写活性化能を持っｳｲﾙｽの転写因子vp16

の転写活性化領域とを連結させた融合遺伝子を､植物体内で過剰発現ざせたもので

あるo 35S::ZIM-VP16･植物体は､ vp16による強力な転写活性化能のため､ zIMに

よる転写活性化の組織特異性が排除されていると考えられる｡現在解析が進行中で

あるが､ 35S::ZIM-VP16植物御ま､替性､菓が巻く､花成時期が早くなる､有限花

序になるという表現型が観察ざれているoこれは35S::SEP3と同様な表現型である｡

このことは､ 35S::ZIM-VP16では､ 35S::SEP3のように植物体全体でSEP3の発現

上昇がおこっていることを示唆しているo vp16の連結によりsEP3の発現の組織

特異性が欠失しているようであるo以上のことから､ zIMはsEP3の発現を制御す

る因子であるが､ sEP3の発現制御には他の因子も関与していることが示唆ざれた.

このように､ zIMが制御している遣伝子は組織特異的な発現制御を受けているこ

とが示唆ざれたo zIM-oXを用いたcDNAｱﾚｲで変動が見られた飽の遺伝子も､

菓特異的または茎頂特異的に変動したものがほとんどであった｡さらにzIM_oXの

葉においては､菓身と葉柄でXTH33の発現量が異なっており､組織特異的な制御

が見られた(図17)｡葉柄と菓身では異なる伸長制御があることは､遺伝学的また

は生理学的な解析から示唆ざれている(Gocal et al･, 2001; Tsukaya et al., 2002).こう

いった組織持異的な制御はどのような機構によるものであろうか｡ひとつの可能性

として､発現を抑制する因子の存荏があげられる(図19A)｡図19にはDNAに結

合したzIMと相互作用して抑制しているﾓﾃﾞﾙを示したが､相互作用することに
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よってDNAへの結合を阻害することや､抑制因子がzIMと競合的にDNAに結合

するようなﾓﾃﾞﾙも考えられるoこのような抑制因子の例として､ CURLYLEAF

(cLF)による制御があるo cLFはMADSﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞするAGAMOUS (AG)

やAPE7:4LA3 (AP3)の菓での発現を抑制する(Goodrich et al. 1997)｡ SEP3はAGと

同じMADSﾌｱﾐﾘ-に属しており､同様にCLFによって菓での発現が抑制ざれ

ているのかもしれない｡

組織特異的発現制御を説明するもうひとつの仮説として､ ZIMと相互作用する

ことにより転写活性化を促す因子が､組織特異的に発現することによるものが考え

られる(図19B)占第2章においても､ zIMは転写活性化能を持つものの､その活

性は低く､ zIMと相互作用し活性を高める因子の存在が推測ざれた｡今後､ zIM

と相互作用する因子の探索はzIMの磯能を解明する上で非常に重要な手がかりに

なるであろうoまた､ zIMが直接的に組織特異的発現制御に関わっているのでは

なく､ zIMの標的遺伝子の下流で同様の機構が働いていることも考えられる｡

因[二]

図19.親巌特異臓御御のﾓﾃﾞﾙ

Ⅹ､ yは組織持異的に発現する因子｡標的遣伝子の発現量を

矢印の太さで表Lている｡

(A)組織特異的に発現する因子女が抑制因子の場合o

(B)組織特畢的に発現する因子yが活性化因子の場合.

cIX2-C-X20-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持っ新規GATA因子zMｶゞ､ c-x2-C-X1,-C-Ⅹ2-Cﾓ

ﾁ-ﾌのGATA因子と同-の塩基配列である(A/T)GATA(A/G)を認識するかどうか

不明ｾあるoしかしながら､ﾏｲｸﾛｱﾚｲ解獅ﾗら､ GATA配列をｼｽ配列に持

つ光制御遣伝子の発現上昇がzIM-o耳において確認ざれた(図16C)o光制御遣伝

子のGATA配列に､植物のGATA因子が結合して制御しているかどうかは明らか

にされていないが､ in vitroではいくつかのｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのGATA因子がGATA

配列に結合することが確かめられている(Teakle et al･, 2002; Jeong and Shih, 2003).
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これはzIMがGATA配列に結合することにより光制御遺伝子の発現制御を行った

可能性を示唆するoしかしながら､現解析方法ではzIMを恒常的に発現させてい

るため､ﾏｲｸﾛｱﾚｲにおいて発現変動が見られた遺伝子群は､ zIMの直接の

標的遺伝子ではないものも含まれているoそのため､光制御遣伝子の発現上昇はzLM

過剰発現の間接的な影響であることも考えられ､ zIMがGATA配列に結合すると

は断定できないoﾏｲｸﾛｱﾚｲ解析において発現変動のあった遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-領域にｺﾝｾﾝｻｽ配列は見出ざれず､ zIMの認識配列の同定には至らなか

ったが､直接の標的遺伝子ではなかったためかもしれない｡､直接の標的遺伝子のみ

の発現上昇を検出することで､ ZIMの認識配列を含めたzIMの機能がより明らか

になると考えられる｡そのために､機能誘導型zIMを用いた実験系が有効である

と考えられる(Sablowski and Meyerowitz,1998; Samac血et al･, 2000)｡手法としては例

えば､ｸﾞﾙｺｺﾙﾁｺｲﾄﾞ受容体とzIMの融合遣伝子のｺﾝｽﾄﾗｸﾄを導入し

た植物体を用いるoこれにﾃﾞｷｻﾒﾀｿﾞﾝ処理を行うと､抑制されていた融合ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質の磯能が誘導ざれ､標的遺伝子の転写が活性化される｡ﾀﾝﾊﾟｸ質生合成阻

害剤であるｼｸﾛへｷｼﾐﾄﾞを用いれば､新たなﾀﾝﾊﾟｸ質は合成ざれず､ zIM

の直接の標的遣伝子のみがとらえられるo今後このような手法を用い､ ZIMの直
凝の標的遣伝子を同定することが必要である｡

本研究では､過剰発現体を用いたzIMの機能解析を行ったo zIM-oXの伸長表現

型と4つのXTHの発現上昇より､ zIMはxTHの発現制御を行うことにより､ GA

やBRとは異なる磯構で細胞伸長を引き起こすのではないかと示唆ざれた.また､

zIMは茎頂ではsEP3の発現制御を行っているが､他の因子による発現制御も存荏

することが明らかになったo待られた表現型はzIMの過乗幌現による影響であり､

zIMの本来の機能を知るためには他の解析を組み合わせて検証することが重要であ

るo zLMの機能欠失変異体ではこれまで野生型と表現型に差が見られないが､重複

した機能を持つと考えられるzMLlおよびzML2との二重変異体､三重変異体では

手がかりとなる表現型が得られるかもしれないo今後こういった変異体を解析する

ことにより､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのZIMの機能だけでなく､植物特異的新規GATAﾌ

ｱﾐﾘ-の植物体内における役剖が解明できると期待ざれる｡
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括静

新規GAIAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌを持つﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞするｼ

ﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのZIMの機能解析を行うため､ｱﾐﾉ酸配列からの検証､発現解析､

転写活性化能の解析､過剰発現体を用いた解析を行った｡ zIMのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ

-はこれまで知られていたc-Ⅹ2-C-X17_1,-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌのGATAﾀｲﾌﾟとは異な

るC-Ⅹ2-C-Ⅹ2｡-C-Ⅹ2-Cﾓﾁ-ﾌで.あったが､ｱﾐﾉ酸の保存性の高ざからDNAに

結合することが推測された. c-Ⅹ2-C-X2.-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌは植物に特徴的なｼﾞﾝｸ

ﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌであった｡このﾓﾁ-ﾌを持つ夕･ﾝﾊﾟｸ質の多くは､ｼﾞﾝｸﾌ

ｲﾝｶﾞ-､ ccTﾄﾞﾒｲﾝ､機能未知ﾄﾞﾒｲﾝの3つの領域が特に高度に保存され

ており､さらにN末端側に酸性領域を持ち､ zIMと全体的に相同性を示すもので

あった｡これらは植物界に広く保存されたﾀﾝﾊﾟｸ質であり､植物の発生､分化に

基本的な機能を持っているのではないかと予測ざれた｡ﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾄ解析から

ZIMは植物体全体で-生を通じて､発現していることが示唆され､また空間的には茎

頂や花序､根で発現量が高く､葉では低いという発現ﾊﾟﾀ-ﾝを示した｡ｼﾛｲﾇ

ﾅｽﾞﾅにはzIMと相同性を示すzMLl､ ZML2が存荏し､これらも同様の発現ﾊﾟﾀ

-ﾝを示した.このことからzIM-1ike遺伝子がzIMと重複した機能を持つと予謝
された｡

GAL4のDNA結合領域とzIMとの融脊ﾀﾝﾊﾟｸ質と､ﾙｼﾌｪ㌧ﾗ-ｾﾞﾚﾎﾟ⊥ﾀ

-遣伝子を用いた解析から､ zIMは転写活性化能を持ち､ N末端側の酸性領域が

転写活性化領域であることが示ざれた｡このことから､ zIMは転写因子として働

きうることが示されたoまた､飽のﾀﾝﾊﾟｸ質と相互作用して働く可能性も示唆ざ
れた｡

ZIMをｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいて過剰発現ざせると､､歴軸や菓柄が伸長するという

表現型を示したo zIM-oXと野生型の遺伝子発現ﾊﾟﾀ-ﾝをﾏｲｸ占ｱﾚｲにより

比較したところ､細胞壁の再編に閲わると考えられるxTHﾌｱﾐ′ﾘ-遺伝子の発

現がzIM-oXにおいて上昇していることが示ざれた.これがzIM-.Xの伸長表現型

の要因であると考えられたo発現上昇していたxTHの種類から､その伸長機梼は

ﾌﾞﾗｼﾉｽﾃﾛｲﾄﾞやｼﾞﾍﾞﾚﾘﾝとは独立したものであることが示唆ざれた｡しか

しながら､ zIM本来の機能が伸長に関与するかは今後詳細に解析する必要がある.

茎鳳こおいてはsEP3がzIM-oXで発現上昇しており､表現型は見いだせなかった

がzIMの標的遺伝子の有力な候補であった.また､ﾏｲｸﾛｱﾚｲで変動が見ら

れたxTH33とsEP3の発現解析から､組織持異的な発現制御が存荏することが示
された｡

このように､本研究により､ c-Ⅹ2-C-X20-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持つｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

のGA払ﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質zIMが､転写因子として働き､おそ
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らく他の因子と相互作用して標的遺伝子を制御していることが示唆された｡ zIM

の標的遺伝子は不明であるが､相互作用する相手を変えることにより様々な制御を

行っていることが推測されたo GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-は脊堆動物や菌類で

の解析が進んでいるが､ c-Ⅹ2-C-Ⅹ20-C-X2-Cﾓﾁ-ﾌを持っGA払ﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌ

ｲﾝｶﾞ-は初めての幸陪であり､植物のGATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-としても

植物体を用いた機能解析は初めてであるo今後､ zIMと相互作用するﾀﾝﾊﾟｸ質

の探索や認識配列の同定など､転写制御の機構を解析することにより､植物特異的

GATAﾀｲﾌﾟｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質遺伝子であるzIMの機能の解明につな
がるであろう｡
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