
シロイヌナズナの花序茎頂で高発現する
エンド型キシログルカン転移酵素遺伝子の機能解析
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㌢

植物と動物の両者の間には多くの相違点が存在する。動物では胚発生の時期から

すべての器官が決定され、細胞数増加を通じて器官形成を制御している。一方種子

植物の胚では胚軸と幼根よりなる主軸上に根端分裂組織、茎頂分裂組織を持つ子葉

が分化している。植物は胚発生以降、植物の茎の先端と根の先端に存在する頂端分

裂組俄で器官形成を行う。そこでは未分化な細胞が次々に生み出され、分化し、そ

の後細胞が拡大し、各器官の形態形成がなされる。植物は動物の様に細胞数を増加

させるだけでなく、細胞の大きさを増加させて成長する。植物の成長過程は一般に

組織を構成する細胞の急激な拡大を通じて制御されている。細胞分裂直後にできた

植物の細胞は、数十倍から数千倍、時には数万倍にその体積を増加させ、細胞の形

を変化させながら器官、組織の形成を行う（Cosgrove，1997a；Cosgrove，1997b）。

植物の細胞は周りを細胞壁に取り囲まれている。植物細胞の内部は外部環境の水

より高張になっている。植物細胞が水を吸うと、吸水力は低下し、浸透圧も低下す

るが、体積が増大し、内から細胞壁を押す力が働く。この細胞壁に加わる圧力を膨

庄と呼ぶ。膨庄は植物細胞壁の伸展にとって必要な駆動力となる。しかし、細胞壁

の粘弾性が高いままであると、細胞壁の力学的強度と膨庄が釣り合ったまま細胞の

拡大は停止してしまい、植物は細胞拡大をともなう生長ができなくなる。植物細胞

の細胞拡大を伴った生長には細胞壁の力学的な応力の低下が必要となる。植物は細・

胞拡大の際細胞壁の強度を巧みに調節することによって細胞壁の可塑性を増す一方、

細胞内の水の流入速度を調節することにより細胞が破裂しないように緩やかな細胞

拡大を行っている（図1）（Cosgrove，1997a；T由z，19糾）。

今までの細胞壁に関する知見はどれも細胞壁の応力低下が細胞拡大、伸長の直接

的な原因であることを示してきた（Taiz，1984）。こうして考えると、植物の成長は細

胞壁の力学的性質の変化によりその調節を受けており、その後の植物の分化、形態

形成の過程も究極的には細胞壁の構造の変化によって引き起こされているとする見

方も可能である。

細胞壁の構築や伸展に関する顧究は、最初は細胞壁の伸展制御に関わる酵素の探

索や細胞壁そのものの構造成分の解析に焦点が絞られて生化学的、生理学的な方法

による研究が行われてきた。これらの研究の流れを通して細胞壁の構造に関する現

在の知見は膨大なものとなったが（Q叩i也‖沈al．，1993；臨終喝Ia虎d．，1973；McC弧nd

al．，1990；TarbottandRay，1992）、それにも関わらず未だ細胞生長の分子機構の全容を
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理解するには至っていない。その不明な部分が細胞壁構築や伸展の分子過程である。

現在では細胞壁構築、伸展の分子過程の研究に焦点が移り、90年代に入ってエクス

パンシシやエンド1，4－β－グルカナーゼ、エンド型キシログルカン転移酵素といった

細胞壁成分の再構築に関わる酵素の遺伝子単離が相次いで報告され、同時にそのタ

ンパク質としての機能についても解析が進んだ（Cosgrove，1999；Fry，1995；Nishitani，

1997）。

植物の細胞壁の機能は一般には見過ごされがちな部分であるが、植物における細

胞壁の凄み、再構築に関する事柄は植物にとって特に植物の成長を含めた形態形成

において欠くことのできないものである0植物の細胞壁の研究は、動物にはない植

物細胞の構造的特徴に着日したもので、植物と動物との根本的相違を探る上で有益

な知見が得られると期待される。

本論文においてはシロイヌナズナの茎頂由来均一化cDNAライブラリーより単離し

たエンド型キシログルカン転位酵素遺伝子丘ⅩGm∂の、花序茎頂の細胞壁における

機能を推定した0第1章ではエンド型キシログルカン転位酵素遺伝子点描m∂の解析

の端緒となったシロイヌナズナ花序茎頂に於いて高発現する遺伝子の系統的な単離

について、第2章では主に既Gmβ遺伝子のクローニングとその構造、発現部位及び

発現時期の解析を行った0シロイヌナズナにおける左方Gm占の機能を花茎伸長変異

殊、花成早化変異株、黄化植物体を用いて推定した○点描m甜細胞分裂、細胞伸

長活性の高い部分に特異的に発現しており、点描m舶植物の形態を決める上で重

要な働きを持つ事が示唆された。
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細胞壁弛緩

吸水力低下

細胞壁の変形
ストレス緩和
膨庄低下

細胞拡大

水の故人
細胞壁伸展
膨庄増大

吸水力増大

水の浸透

国1．植物朝腹拡大のモデル国（Co8grO▼○，19978を改変）
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第1章　均一化cDNAライブラリ．－を用いたシロイヌナズナの花序特異

的に高発現する遺伝子の系統的単離と・解析

序論

高等植物は分裂組織と呼ばれる、細胞分裂の盛んな、新しい細胞を生み出してい

く組織を持ってレiる0分裂組織は成長途上の若い植物においては一生を通してシュ

ートの先端と根め先端に見られ、これらを特に頂端分裂組織と呼び、シュートの先

端部位の頂端分裂組織のことを茎頂分裂組織、根の先端の頂端分裂組織のことを根

端分裂組織という。根端分裂組織は根を作り出し、茎頂分裂組織は発生段階に応じ

て地上部器官を作り出している。植物は花、種子の形成の為に必要なエネルギーや

栄養分を蓄える必要がある。その為に栄養成長器官である葉を次々と形成する。こ

の時期を栄養生長期と呼ぶ0そしてその後各種環境条件に応じて茎頂分裂組織は栄

養生長分裂組織から花序分裂組織に転換する。花序分褒組織は細胞分裂を繰り返し、

花序を成長させるとともに花分裂組織を形成する。これまでに栄養生長期から生殖

生長期への移行のメカニズムを明らかにする様々な試みが行われているが、花の形

態形成を含めて花序茎頂に特異的な遺伝子の知見は十分であるとはいえない。例え

ば花の形態形成に関与している数多くの遺伝子の構造、機能が明らかになるにつれ、

遺伝子の転写制御や細胞間のコミュニケーションが重要だということが分かってき

たが（C血正芳tal，1997）、それらの標的となり器官の形質決定に関与する遺伝子の報

告はない。

デイフア・レンシヤルスクリーニング法は時期特異的あるいは部位特異的な発現を

している遺伝子の単離に効率的な方法の一つである。今までにも幾つかのグループ

によって一般的なcDNAライブラリーを利用してディファレンシャルスクリーニング

法を用いた、花序茎頂に特異的な遺伝子の単離に関する報告がされている（Kellyd

al・，1990；Meeks－Wagneretal．，1989）。しかしながら単離されてくる候補クローンは

実験に使用する組織中でのmRNAの発現比率によって大きく左右され（Uts噛dd．，

1996；Iuchietal・，2000）、また幾つも同じcDNAを持つ候補クローンが単離されてしま

い効率が悪い。我々の研究室で作成した均一化cDNAライブラリーは、組織内での

mRNAをその組織内での発現量に関係なく全て同等に扱うことが可能になり非常に

効率的である（Kohchietal・，1995）。実際、本研究室において花序葺頂に特異的且つ

低発現性遺伝子の効率的な単離に関する報告がなされている（Thkemuraetal．，1999）。
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本研究は植物の花序茎頂部位ほ 駆る遺伝子の単離に関するもの

で奉り、茎頂部位において高発現をして植物の形質発現を司る遺伝子、言い換える

と植物の「かたち」そのもの、つまり植物の形態に直接に深く関わると考えられる

遺伝子を網羅的に単離し花序茎頂の機能を探る目的で均一化瓜NAライブラリー（藤

垂，1995）を利用してディファレンシャルスクリーニングを行った0スクリーニング

の結果シロイヌナズナの茎頂分裂組織においてどのような遺伝子種が高発現してい

るのかが明らかになった。発現している遺伝子は茎頂分裂組織の発達や、細胞壁の

形成にとても深く関わっているものであった0タンパク質、核酸合成に関わる遺伝

子、細胞間シグナル伝達に関わる遺伝子、細胞壁の伸長、発達に関わる遺伝子と相

同性を示すクローンが得られた。
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材料と方法

植物材料

実験材料として用いたシロイヌナズナ；血bjd＃d7atibt7a（ecotype‥Columbia）は研究

室のストック由来のものを使用した0栽培方法は春化処理した種子を、滅菌した培

養土（Metro－Mix350：・Scotts－SierraHodculturalProductsCompany）に播種し、温室で長

日条件（釣23℃、明期16時間、暗期8時間）下で4－6週間栽培した。ノーザンハイプ

リダイゼーション分析用にはそれぞれロゼット葉、茎生業、茎、花、花序の外側（ス

テージ7から12の花）、花序の内側（ステージ6以前の花）の組織を採集し液体窒素

で凍結、－80℃で保存した。

ディファレンシャルスクリーニング

本研究室の藤重により構築されたシロイメナズナのステージ5まで（Smythetal．，

1990）の花序茎頂を含む花の組織において発現する遺伝子が、全て一定の割合で含

まれる均一化cDMライブラリー（藤重，1995）を利用してディファレンシャルスク

リーニングを行った0このライブラリーは合計105枚の96穴タイタープレートに保存

されており、そのうちの34枚を使用したo HighD飢SityReplicatingSystem（BI

lO00‥B∝加叫を使用して8×10mの一枚のナイロンメンプレン上にタイタープレー

ト34枚分の均一化d削Aライブラリー由来のコロニーを高密度に転写しオートクレー

ブ（121℃，1分）とWクロスリンガー処理によってコロニーのD恥をメンプレンに

固定した0ネガティブコントロールとしてベクターのプラスミドを持つクローンを、

メンプレン内のポジションコントロールとしてニワトリの核内レセプターⅩ50のク

ローンを同時に転写した（図払）。このメンプレンにシロイヌナズナの花芽由来の

d）甑、栄養生長期由来で均一化を行った瓜NA（1回均一化サイクルを行ったもの）、

栄養生長期由来で均一化を行ったcD仙（3回均一化サイクルを行ったもの）をプロ

ープとしたディファレンシャルハイプリグイゼーションを行い、花芽由来のcDNAで

シグナルが見られ（図2B）、栄養栄養生長期由来で均一化を行ったcD甑でシグナル

の見られないもの（図2C）、つまりステージ5までの花序華頂を含む花の組織特異的

に発現しているクローンを選び出した0プローブ調製の際にⅩ50も同時にラベルして

ハイプリグイゼーション操作を行うことにより得られるⅩ50のシグナルの位置から、
8



メンプレン上の候補クローンを決窓掛幽蘭壊輝禰細－プはPrime－ItIIRandom

PrimerLabelingKit（Stratagene）を用いて【α－32p］dCTPで標識して行った。65℃で一晩

ハイプリダイゼーションを行い、ハイプリダイゼーション操作の後、メンプレンに

ついて室温下で2×SSC、0．1％SDS液（ChtlrChandGilbert，1984）で5分の洗浄操作を3

回行い、その後65℃で0．2×SSC、0．1％SDS液（ChurchandGilbert，1984）で15分の洗浄

操作を2回行った。

ノーザンハイプリダイゼーション

凍結したシロイヌナズナの組織からAcid－Guanidinium－Phenol－Chloroform（AGPC）

法によりトータルRNAを調製した後（ChムmczynskiandSacchi，1987）、各々IjLgのト

ータルRNAをl％アガロースーホルムアルデヒドゲル中で電気泳動し、ナイロンメン

プレン（Hybond－N：Andam）に転写後、UVクロスリンカーでトータルRNAをメン

プレンに固定した。このフィルターに候補クローンのPCR断片をブロープとしてノ

ーザンハイプリダイゼーションを行った。プローブはPrime－ItIIRandom蝕mer

助血gKit（Stratagene）を用いて【a－32p］dCTPで標識した060℃で一晩ハイプリグイ

ゼーションを行い、室温下で2×SSC、0．1％SDS液で5分の洗浄操作を3回行った後55

℃で0．2×SSC、0．1％SDS液で15分の洗浄操作を2回行った。X線フイルムを増感紙と

共にカセットに装着し－80℃で一晩露光した。コントロールとして柑S正掛仏をプロー

プとして、ハイプリダイゼーションを行った。

塩基配列の決定

pBluescriptIIKS＋にクローニングされたライブラリーのクローンについて、

DideoxyChainTem血ator（D㌍一Primer）法（Sangeretal・，1977）でABI373DNAシーケ

ンサー（AppliedBiosystems）を用いて塩基配列を決定した0解析にはGeneWorks

2．5．1N（htelhG餌et血，Inc．）を用いた。

ホモロジーサーチ

得られた塩基配列を日本DNAデータバンク（DDBJ：DNADataBahkofJAPAN）の

BL舶T（h叩：〟www・ddq・nig・aCjp但一mail伽mologyj・html）プログラムを利用してホモ

9

l

l，．

㌢

i
l

彗

∃

j



ロジーサーチを行った（Altschuletal・，1997）0プログラムはblastxm配列vs

Proteinデータベース）、データベースはProteinAll岬m＋SWISS－PROT＋DAD＋PDB）

を用いて行った。
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結果ご●・

ディファレンシャルスクリーニング

シロイヌナズナの花の発生過程の各段階を記載したステージ表より（Smy血成al．，

1990）、ステージ5はがく片が花芽を覆い、花弁の原基は殆ど見分けられず、花弁と

雄ずいの原基が生じている段階であり、実体顕微鏡で識別可能な段階の組織である。

このシロイヌナズナのステージ5までの組織において発現する遺伝子が、ほぼ一定の

割合で含まれるように構築された均一化d洲Aライブラリーを用いてディファレンシ

ャルハイプリダイゼーションを行い、生殖生長期の組織で高発現している候補クロ

ーンを26選びだした。

選抜クローンの番号は2H4、3E4、5El、9F3、9F12、10C9、11All、13H3、13H12、

14B3、15Dl、16D2、18B5、20Cll、20H4、22C7、22D7、22G12、25DlO、26HlO、

27F2、30G6、32Ell、32H8、33H8、34HlOで合計26個であった。次にこれらの選抜

クローンが実際に生殖生長期の組織で高発現しているのかをノーザンハイプリダイ

ゼーション分析で確認することにより2次選抜を行うことにした。

ノーザンハイプリダイゼーション分析による候補クローンの選抜

スクリーニングの2次選抜の為に各選抜クローンに対してノーザン分析を行った。

シロイヌナズナの葉、茎生葉、茎、花、花序の外縁部分、花序の内部分からトータ

ルRNAに対してクローンのインサ⊥トをプローブにしてノーザンハイプリダイゼー

ションを行った。その結果栄養生長期の組織で低発現で生殖生長期の組織で高発現

している候補クローンを選び出した（図3）。選抜されたクローンは2H4、3別、5El、

9F3、10C9、11All、13H12、18B5、20H4、22G12、30G6、32Ell、33H8の合計13ク

ローンであった。選抜から除外きれたクローンの中には栄養生長期の組織と生殖生

長期の組織間でmRNAの蓄積の差が観察されたものの一晩の露光ではシグナルが観

察されなかったものや、栄養生長期でもmRNAの蓄積がはっきりと観察されるもの、

また全体的にmRNAの蓄積の差が見られないものも存在していた。これは最初のス

クリーニングで誤って選抜したものと考えた。次に選抜された13クローン中にどの

ような遺伝子が含まれているのかを調べるために相同性検索を行った。
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相同性検索による候補クローンの評価

得られた13クローンのインサートの塩基配列を決定し、それらを日本DNAデータ

バンクのBL舶Tプログラムを用いて相同性検索を行った（表1）。6クローン（2H4：

L27、9F3：L18、10C9：LIA、13H12：S3A、22G12：S15、33H8：L17）がそれぞれ異

なったリボソームタンパク質と相同性を示し、3B4はCTPシンターゼと、11Allはア

クアポリン、18B5はERECTAタンパク、20H4は翻訳伸長因子eEF－1、30G6はグリシ

ンリッチタンパク質、そして32Ellはエンド型キシログルカン転移酵素とそれぞれ相

同性を示した。また、光1は報告されているどの遺伝子とも相同性を示さないクロー

ンであった。

12
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図L均一一化cDNAライブラリーを用いたディファレンシャルスクリーニング

A．メンプレン内でのポジション「当（模式図）D8XlOcmのナイロンメンプレンの一

部分を同時に拡大して示した0メンプレンの左に示すA－＝の文字、上に示す1－12の

数字はcDNAライブラリー叫のクローンのマイクロタイタープレート内でのポジ

ションを表す。拡大図小の1－36の数字はマイクロタイタープいトの番号を示して

いる。ネガティブコントロールとしてベクターのプラスミドを持つクローンを35番

目に、ポジションコントロールとして柿物に類似配列を持たない、ニワトリの核内
レセプターⅩ50のクローンを36番目に転写したDシロイメナズナ膿NAl廿来cDNÅ

プローブと同時にX50プローブを加え、ハイプリダイズさせて得られたシグナルの

x50に対する位置から、メンプレン上の候補グロ】ンの番号を決定したoB・シロイ

ヌナズナの花序再来の均一化のNAを邦－プに用いて、ハイプリグイズさせ得ら

れたオートラ像。C．シロイヌナズナ栄養生長期由来のcDNAプローブをハイプリダ

ィズさせ、得られたオートラ條D回申の崇矢印は選抜した個々のクローンの位置を

示す。
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図3．2次スクリーニングにより組織特異性が観察されたクローンの
RNAゲルプロット解析結果

温室で4＿6週生育させたシロイヌナズナ（ecotype：Columbla）の各組織FFl

来のトータルRNAを1／∠g使用したoRL：ロゼット菓、CL：茎生菓、S＝茎、F＝
花、OB：花序の外縁部分、Ⅲ‥花序の内部分。検出された転写産物の大きさ

（kb）は図の右に、候補クローンの番号を左側に示す。ローディングのコン
トロールとして18SIつNAを最下部に示した。
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考察

今回のスクリーニングでは均一化cmAライブラリーを使用したため同じものを重

複して取ることなく効率的に花序茎頂高発現性の遺伝子が単離された，OESTやゲノム

の情報から得られたデータだけでは、各遺伝子ごとに発現する時期やその量が異な

るので単離された遺伝子に関する情報は不十分である。ゲノム配列が明らかになっ

ても（TheArabidopsisGenornehitiative，2000）遺伝子の機能が分かったとは言えず、

個々の遺伝子の発現の解析は重要である。均⊥化cDNAライブラリーを利用したディ

ファレンシャルスクリーニングの2次スクリーニングとして、各候補クローンcD甑

の実際の植物体でのmRNA蓄積を量的な情報として確認したことで、スクリーニン

グの精度が増したといえる。栄養生長期の組織と生殖生長期の組織間でmRNAの瞥

積の差が観察されたものの一晩の露光ではmRNAの検出が不十分であったものは、

高発現ではか－ものとして除外した。栄養生長期でmRNAの蓄積がはっきりと観察

されるものも、本スクリーニングの目的と異なるため蔭外した。また、各々の組織

間でmRNAの蓄積の差が見られないものも存在していた。これは候補クローンの選

抜を目視で行ったために起こったのではないかと考察している。

今回のスクリーニングでは均一化cDNAライブラリーの約3分の1（3，264クローン：

給数は10，080クローン）を使用し、単離された遺伝子の数は13であった。シロイヌ

ナズナの仝ゲノム中の遺伝子数は2万数千余りにのほると推定されていたが（Gibs。。

弧dSomeⅣille，1993）2000年にシロイヌナズナの全ゲノム配列が解読され、約2万6千

に上ることが明らかになった（nleArabidopsisGenomehitiative，2000）。そのうちス

テージ5までの花序茎頂を含む花の組織に特異的に発現している遺伝子の数を推定す

るのは困難であるが、均一化cDNAライブラリーの総数10，080クローンが、発現する

遺伝子をランダムにクローン化していると考えると、ステージ5までの花序茎頂を含

む花の組織において発現している遺伝子の大部分を含んでいると考えられる

（Takemuraetal・，1999）。今回実験には均一化cDNAライブラリー全てではなく、約3

分の1の3，264クローンを母数として解析を行った為、残りの均一化cDMライブラリ

ーを用いて再度ディファレンシャルスクリーニングを行えば更に単離される遺伝子

の数が増える事が予想される0シロイヌナズナのEST（expres如sequencetag）の登

録配列数は2000年12月の時点で11万2千5百に達している。この数は重複したものも

含まれているが、シロイヌナズナの拾遺伝子のかなりの部分を含む。それにもかか

わらず今回均一化cDNAライブラリーを使用したディファレンシャルスクリーニング
16
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によってシロイヌナズナでは報告肇 未知な遺伝子が単離された。

このことは高発現な遺伝子であってもまだシロイヌナズナの中には単離されでいな

いものが存在していることを示し、これまでにシロイヌナズナにおいて遺伝子の組

織特異性や花序茎頂を含む花の組織において機能している遺伝子の情報が乏しい事

を意味している。

選抜された13クローンを機能的に分類すると、タンパク質、核酸合成にかかわる

ものとしてリボソームタンパク質や、mシンターゼ、翻訳伸長因子をコードする

遺伝子と相同性を示すクローンが、細胞間シグナル伝達に関わる遺伝子として、レ

セプターキナーゼと推定されるタンパクをコードしているERECTA遺伝子と相同性を

示すクローンが、そして細胞壁の伸長、発達に関わるものとして細胞膜の水チャン

ネルであるアクアポリン、細胞壁の構造タンパク質であるグリシンリッチタンパク

質、そしてエンド型キシログルカン転移酵素遺伝子、EXGTと相同性を示すクローン

が得られた。

選抜された13クローン中の6クローンはリポソームタンパク質と相同性を示した。

リポソームタンパク質ほ細胞分裂の分裂活性の盛んな部位で発現している。植物に

おいて細胞の伸長、拡大に伴ってリポソームタンパクの発現が調節されているとい

う報告がある（ⅥⅦiamsandSussex，1995；GanttandKey，1985）。この6クローンの中

で9F3（リポソームタンパク質L18）に関してはシロイヌナズナの各成長段階の組織

での転写産物の蓄積を調べた報告があり、それによるとリポソームタンパク質L18

をコードする遺伝子は、今回の実験の10倍の量である10〝gのト∵クルRNAを用いた

解析で、若いつぼみといった細胞分裂が活発な部位で特に高いmmの蓄積が観察

され仲通m劇al．，1995）、生殖生長期と栄養生長期で差が見られている。3別はmを

産生する叩シンターゼと相同性を、また20H4はイネの翻訳伸長因子eEト1のβ鎖と

相同性を示した（M舶umOtOetれ1992）。これらも核酸合成や翻訳の機構に関する

遺伝子で、細胞分裂が盛んな部位に発現していることは理解できる。

幾つかのクローンは頂端分裂組織の発達に深く関わっているタンパク質と相同性

を示した。11Allはプラズマ膜に存在している水チャンネルであるアクアポリンと相

同性を示した。このタンパク質ファミリーのメンバーは他に液胞膜（トノプラスト）

にも存在していて、細胞間や細胞内での水の輸送に関わり浸透圧調節を行っている

（Schafher，1998）。Yamadaらはiceplant由来アクアポリンのプロモーターにGUSを

繋げた実験をタバコで行っており、それによるとプロモーターの活性（GUSめ染色

部位）は水輸送が盛んだと予想される、急速に成長している部位に強く見られてい
17
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る（Y如拙血成れ1997）。頂端分裂組織の1次細胞壁といった部分では、急激な細胞

拡大にともなう細胞伸長が起こる時に細胞内の水の流入が起こるが、水の単純拡散

だけでは間に合わず、積極的に水を輸送する水チャンネルを必要としていることが

予想される。

1紬5はシロイヌナズナ？鹿（肌）遺伝子でレセプターキナーゼと推定され

るタンパク質をコードしており、茎頂部分において高発現しているとの報告がされ

ている（Toriietal．，1996；、Yokoyamaetal．，1998）。このレセプターキナーゼは細胞外

にシグナル受容部位を有しており、茎頂部分において器官形成に関わる細胞間シグ

ナルの伝達に関わぅている．のではないかと思われる。

30G6はグリシンリッチタンパク質（GRP）と相同性を示した。グリシンリッチタ

ンパク質はヒドロキシプロリンリッチタンパク質、プロリンリッチタンパク質と同

じく細胞壁の構造タンパク質として知られている（Cassal？andVamer，1988；Cassab，

1998）。これらの構造タンパク質は1次細胞壁中に数％含まれているが、はっきりと

した機能はまだ不明である、（Showalter，1993）。考えられている機能としては架橋構

準を形成して細胞壁の強度を増すということが考えられているが定かではない。

32E11はエンド型キシ甲グルカン転移酵素（EXGT）と相同性を示した。EXGTは

細胞壁の主要構成成分である多糖のキシログルカンの切断、繋ぎ換えをする酵素と

して近年注目を浴びている酵素である（Nishita血，1如7）。花序茎頂部分の細胞は新

しい細胞が次々に生まれているので細胞壁が薄く、固さも充分ではない（Nishitani，

1997）。この細胞壁を一次細胞壁と呼ぶが、この一次細胞壁のセルロース微繊維間

を架橋してい為キシログルカンを切断することによって一次細胞壁の構造が緩み細

胞拡大が起こると考えら隼ている（Ni血t別厄eれ如．，1992）。この遺伝子は花、t花序の

外側、花序の内側におし、て非常に強く発現しており、またディファレンシャルスク

リーニングで同様の方法で頂端分裂組織特異的遺伝子として単離されている血－∫や

（Medfordetal．，1991）、既知のシロイヌナズナのEXGTと・異なるものであることか

ら花序で発現している新規なアイソザイムではないかと推測した。このクローンは

前の3∝誰と同様、植物の細胞壁構築に必須のタンパク質であり、その発現パターン

より、植物の茎頂部位の分裂組織の細胞壁の再編成における生理学的に重要な酵素

であると推測される。茎頂分裂組織は新しい細胞を生み出し、器官形成や組織形成

といった植物体の最終的な形の決定を司る重要な部分だという事実からも細胞壁構

築に関わると予想される以GT遺伝子が選抜されたことは合理的であると考えられる。

今回の均一化d）NAライブラリーを用いたディファレンシャルスクリーニングによ

18

，



こJ◆‾・、、ナ　　’▲　　　・・．、l　　　・、－　∴・卜、－・一・√■‾→い

り、どのような遺伝子種がシ臼イて・襲撃攣轡機軸鰍裂組織において高発現している

のかが明らかになった。発現している遺伝子は茎頂分裂組織の発達や、その後の細

胞の形態形成にとても深く関わっているものであった0これらの遺伝子によって茎

頂分裂組織が細胞分裂、発達の盛んな部分であることを改めて示したことになる0

これらの遺伝子の中で特に、£XGT遺伝子と相同性を示した32－Ellの、花序茎頂に

高発現という特徴と植物体の最終的な形態に深く関わる細胞壁の構築酵素であると

いう点に特に注目し、以降その単離と発現部位、発現時期の解析を行った0

19



第2章　シロイヌナズナの花序茎頂特異的エンド型キシログルカン転移

酵素遺伝子長方Gm占の単離とその発現様式

序論

高等植物の個々の細胞を形作っているのは細胞壁である。細胞壁は植物の形態を

表す外部骨格として、又、細胞間のシグナル伝達や防御、そして成長や分化に深い

関わりをもっている。植物の細胞壁は大きく分けて一次細胞壁と二次細胞壁に分け

ることができる。一次細胞壁は細胞分裂後から細胞拡大、成長が停止するまでの細

胞の細胞壁のことをいう。いったん成長を終えた細胞はリグニンや多糖が沈着し、

細胞壁の厚みを増して行く。この時期の細胞壁を二次細胞壁という。多細胞生物で

ある植物体の中で一次細胞壁は、常に新しい細胞が生み出されている分裂組織の細

胞に見られる（Carpitaetal．，1993）。分裂組織、特に茎の先端に位置している茎頂分

裂組織の細胞は拡大、伸長を経て全体として各々の組織、器官を形作っていく。

拡大、伸長成長を行っている細胞の一次細胞壁の主な構成成分はセルロース、ヘ

ミセルロース（キシログルカン）、ペクチンがその大部分を占め、残りをエクスパ

ンシン、エクステンシン等の構造タンパクが加わっている。セルロースは細胞壁の

繊維成分であり一次細胞壁に引っばり強度を与えている。セルロースはセルロース

分子間で水素結合を形成し数十本の分子が束状になって会合し、セルロースミクロ

フィプリルと呼ばれる巨大分子を形成する（C釘p血etal．，1993）。双子葉植物におけ

るヘミセルロースの主成分であるキシログルカンはセルロース同様グルコースが直

鎖状に連なった構造をしている。セルロースと異なる点は枝分れの構造としてキシ

ロース側鎖を、キシロース側銀にはさらにガラクトース側鎖またはフコシルガラク

トース側鎖がかなりの頻度で結合している事である（Ffy，1989；Hayashi，1989；McNd

成al．，19糾）。キシログルカンはセルロースの表面に結合し、セルロースミクロフィ

ブリル間に網状の架横棒造を形成すると考えられている。ペクチン分子はちょうど

キシログルカンーセルロースミクロフィプリルの高分子複合体の隙間を埋める形で存

在している。セルロースはプラズマ膜上のロゼットと呼ばれる合成酵素複合体によ

って合成され（Kimuraetal．，1999；Brownetal．，1996）、キシログルカン、ペクチンと

いったマトリックス分子はゴルジ体で合成されユキソサイトーシスによって細胞壁

空間に運搬される（M00化成れ1991；No地cote，1979）。

もう一つ欠くことのできない細胞壁の主要な構成成分は水である。水はマトリッ
20
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クス分子間に存在しており＼特に幾喪馨整物故細胞壁はその大部分が水である。

水分子は植物細胞壁中の細胞外液という形で存在し、植物の外部環境中の水よりは

高張だが、細胞の内部よりは低張である0このため浸透圧が不均衡になり細胞の内

部に大きな膨庄が生じ、細胞壁を外に押す力が働く。膨庄は細胞に水が流入しない

様に浸透圧と平衡するまで上昇する。細胞が拡大、伸長をするには細胞壁の構造が

緩む過程が必要になってくる。この圧力は成長中の細胞を伸長させる主な駆動力で

あり、生きている植物組織に機械的な強さを与えるので植物の生存になくてはなら

ないものである（CosgTOVe，1993；Cosgrove，1997a；Taiz，1984）0

植物が成長するためには細胞壁が伸長、変形しなければならない。結晶構造をと

っているセルロースミクロフィプリルは伸長できないので、こうした細胞の伸長、

変型が起こるにはミクロフィブリル相互の滑りや隣接したミクロフィブリルの間隔

の拡張が必要である。細胞拡大や伸長で起こる細胞壁の再編には、キシログルカンー

セルロース複合体の枠組み全体を再編する過程が必須である0その過程にはキシ占

グルカン架橋の切断や繋ぎ換え反応を触媒する酵素が関与する。分裂組織の一次細

胞壁は伸長、拡大の際にある程度その厚さを保ちながら細胞壁の力学的な強さを維

持している。分裂組織の一次細胞壁の維持には、ゴルジ体からのユキソサイトーシ

スによる細胞壁成分の輸送や、細胞分裂の際形成される細胞板、あるいはフラグモ

プラストの形成が深く関わっており、この細胞壁成分の新たな組み込みにもキシロ

グルカン架橋の切断や繋ぎ換え反応を触媒する酵素が関与していると推定されてい

る（Fry，1995；Nishitani，1997）0

この細胞壁のキシログノ｝カン架席の再編過程を触媒する鍵になる酵素として、90

年代初頭から脚光を集めている酵素のlつがエンド型キシログルカン転移酵素

鱒ndoxyloglucantransftrase；EXGT）である0この酵素はキシログルカン架橋をエンド型

に切断し、他のキシログルカン分子または水分子に転移することにより細胞壁の弛

緩、再構築を行っていると推定されて．いる（図4）（西谷、1997）oEXGTの他にセ

ルロースヰシログルカン複合体の再編に関わっていると推定される酵素として、以

前よりエンドl，4－β－グルカナーゼ（EOase）（図5A）、ユキソグリコシルハイドロラ

ーゼ（グリーコシダーゼ）（図5B）・、エクスパンシンが挙げられてきたo

EGaseはセルロースの化学修飾誘導体であるカルポキシメチルセルロース（CMC）

のβ－l，4結合を切断する0しかしEG胱は血血での基質が不明な酵素で、その基質

の有力候補として挙げられているのが、キシログルカンとセルロース微繊維の表層

に存在する非結晶性領域のβ－l，4－グルカンである0現在のところ、EGaseに関しては
2l



キシログルカンの切断に直接関わっているのかは不明である。シロイヌナズナにお

いて胚軸、茎、葉の細胞伸長欠損の結果燻性となる如鴫卸（慮叫変異株の原因遺伝子

がEG鮎eの遺伝子であることが明らかとなっている。KORは原形質膜、細胞板に局在

し、細胞伸長や分裂時にキシログルカンもしくはセルロース微繊維の切断による細

胞壁の構築に関わっていると予想されている（Nicoletal．，1998；NicolandHofte，1998；

Zuoetal．，2000）。グリコシダーゼはその名前の通り、多糖の側鎖を一つ一つ切断し

ていく酵素であり、EXGTやEGむ氾に比べると細胞壁の弛掛こ関しては直接的な役割

を持った酵素ではないが、キシログルカ㌢の側鎖の除去によってEXGTを含む、グル

カン鎖にエンド型に作用する酵素が反応しやすい環境を作り出しているのではない

かと推測されている。またキシログルカンの側銀は、セルロースミクロフィブリル

との結合に必要な部分だとキシ臼グルキン鎖の立体構造の予測や生化学的な解析よ

り考えられている（Levyetal・，1997；払yashietal・，1994）？グリコシダーゼはキシロ

グルカンの側鎖を除去することによって、キシログルカンとセルロースミクロフィ

ブリルとの会合の親和性を変えることも土より、セルロースーキシログルカン複合体の

枠組みに変化を及ぼしているという説も提唱されているが定かではない。エクスパ

ンシンは早く－から報告があるにもかかわらず、その生化学的な酵素反応機構は明ら

かにされていないが、セルロースミクロフィブリルーキシログルカン間の水素結合を

切断することにより細胞壁の弛緩を引き起こすと考えられている（McQueen－Masonet

れ1992）。トマトにおいて茎頂分裂組織の葉原器が出現すると予想される部位にエ

クスパンシンをコーティングした微粒子を載せると、葉原器が早期に出現すること

が報告されている（Flemingetal，1997；砧mingetal，1999）。最近になって、C末端側

に存在している推定されるセルロース解合ドメインがセルロース微繊維上を移動し、

N末端側の推定される酵素活性ドメインがキシログルカンとセルロース微繊維間の水

素結合を切断するという反応モデルが提唱されている（Cosgrove，2000a；Cosgrove，

200Ob）。

しかしながらこれら3つの酵素はいずれも細胞壁の構成成分の分解や分子間の滑り

に限定されたもので、それだけではキシログルカンの新たな取り込みによる細胞壁

の再編成過程を説明できるものではなかった。細胞内架僑の切断と繋ぎ変えの2つの

反応を触媒するEXGTの発見（Nishi血ietal．，1991；Nishitamietal．，1992；Fryetal．，1991；

Smi血狐dFⅣ，1卵2）によって、初めて細胞壁の再編、再構築に関する議論が可能に

なってきた。

第1章のディファレンシャルスタリ⊥ニングで選抜されたクローンの中で、エンド
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型キシログルカン転移酵素岬n血xyl喝輌噸掛軸；彗・鱒GT）遺伝子と相同性を示した

肪JJ遺伝子は葉、茎生葉、茎といった栄養生長期の組織では殆どmRNAの蓄積が見

られず、開花した花、頂端分裂組織を含む花序といった生殖生長期の組織において

大量のmRNAの蓄積が観察された。32古」J遺伝子丘状汀遺伝子のシロイヌナズナでの

6番目の新規なメンバーであった。

本章ではこの点ⅩGmβ遺伝子の花序茎頂に高発現という特徴と、EXGTが植物の

分化、特に植物体の最終的な形態に深く関わる細胞壁の構築酵素であるという点に

注目し、見方Grd廓の構造及び発現時期、発現部位の解析を行った。
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糖転位反応

因むEXGTの加水分解反応、糖転位反応モデル（西谷、1997を改変）
この酵素はキシログルカン主鎖の／・ラー1，4一グルコシル結合をエンド型で切

断し、新しく生じる還元末端を水または他のキシログルカン分子の非還元

末端のグルコース残基の4位に結合させる0水に転移すると加水分解反応

が、他のキシログルカン分子に転移すると繋ぎ換え反応が起こるoG：グル
コース、F：フコース、Ga：ガラクトース、Ⅹ：キシロース。
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図5．細胞垂の緩みに関与していると考えられている他の酵素の反応
モデル

A．エンド1，小β－グルカナーゼ（EGa駆）によるキシログルカン鎖の切断
モデル。この酵素はキシログルカン主鎖のβ－1，4一グルコシル結合をエン

ド型で切断するのではないかと考えられているが実際に植物内でキシロ

グルカン鎖を基質にしているのか不明である。B．ユキソグリコシルハイ

ドロラーゼ（グリコシダーゼ）によるキシログルカン鎖の切断モデル。

グリコシダーゼはキシログルカン主鎖の切断は行わず、側鎖の糖鎖を一

っ一つ切断する。G：グルコース、F：フコース、Ga：ガラクトース、Ⅹ：キシ

ロース。
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材料と方法

材料

実験材料として用いたシロイヌナズナ；Ambi4t＊＊d7aLima（ecotype：Columbia）は

研究室のストックを使用した。栽培方法は春化処理した種子を播種し、人工気象器

で23℃の長日条件（明期16時間、暗期8時間）下で栽培した。2－6日の幼植物体はハ

イポネックス（moNeX：（株）ハイポネックスジャパン）溶液を染み込ませたろ

紙を敷いたシャーレ上で栽培した。根組織採集用の植物はMS寒天培地上に滅菌処理

した種子を播種し、シャーレを垂直に立てて栽培し窄。暗黒下で生育させた実生の

組織採集用の植物はMS寒天培地上に滅菌処理した種子を播種し、23℃の暗黒下で10

日間栽培した。花茎伸長変異琴acI（aca血）L－2、ad2－1、aCI3－1、aCI4－1（Columbia）

の種子は北海道大学理学部米田好文教授から分与して’頂き、春化処理後滅菌したメ

トロミックスに播種し、人工気象器で23℃の長日条件（明期16時間、暗期8時間）下

で約60日間栽培し．t。器官分化変異株嘲血m血d伽呵I－1（Columbia）、

（LandsbergeTW）の種子（CS6167，CS3091）（Alvarezetal．，1992；Shannonand

Meeks－Wagner，1？91；ShannOnandMeeks－Wagner，1993）＿はオハイオ州立大学シロイヌ

ナズナ生物資源センターより供与されたものを同様め条件で約20日間栽培した。

シロイヌナズナ野性株の組織を用いたノーザンハイプリダイゼーション分析用には、

栄養生長期のシロイヌナズナの発芽後2－14日の全植物体、発芽後8－14日の植物の茎頂

部分、胚軸、葉（葉柄を含む）を採集し液体窒素で凍結し、一80℃で保存した。生殖

生長期においては、抽苔直後（発芽後約20日）および発芽後約40日の植物体から組

織を採集した。抽苔直後（発芽後約20日）のシロイヌナズナでは、花序茎頂部分を

含むつぼみ、開花した花を含むつぼみ、茎生葉、ロゼット葉、茎生葉を含む部分の

茎、茎生薬を含まない部分の茎、根の根端部分（根端部分から約Icmの部分）、根の

主根部分（側板も含む）の組織を採集、発芽後約40日のシロイヌナズナでは、花序

茎頂部分を含むつぼみ、開花した花を含むつぼみ、花柄、茎生葉、ロゼット葉、茎

生業を含む部分の茎、茎生葉を含まない部分の茎、さや（未熟）の組織を採集し、

液体窒素で凍結、－80℃で保存した。

暗黒下で生育させたシロイヌナズナ黄化植物組織を用いたノーザンハイプリダイ

ゼ‾ション分析用には子葉（茎頂部を含む）、胚鱒の2種類の組織を採集し、同様に

一80℃で保存した。花茎伸長変異株庇〃－∬〟及び器官分化変異株成り－J，鯛ノー2の組織を
26
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用いたノーザンハイプリグイゼー洪繹鏑繍翫纏、葉、花序茎頂部分を含むつ

ぼみと開花した花の3種類の組織を採集した。

£ズGmβのcDNAの全長を単離するために用いたシロイヌナズナ（印呵匹：

LandsbergeTtW）花組織由来の人Z亜IIcDNAライブラリー（CD4－6）はオハイオ州

立大学シロイヌナズナ生物資源センターより僕与されたものを，丘ⅩGmβ遺伝子を含

むゲノムmAのスクリーニングに用いたシロイヌナズナ（∝0碑：Co血血ia）由来の

九FIXIIライブラリーは研究室のストックをそれぞれ使用した。

EXGT－A6の全長cDNAクローン、ゲノムDNAクローンのスクリーニング

cDNA及びゲノムDNAクローンのスクリーニングの方法はBenton及びGrunSteinのプ

ラークハイプリダイゼーションの方法に従った（Bentonetal．，1977；Grunsteinetal．，

1975）。プロープには月ガGrと相同性を示したクローンユ2ぜJJの勅fト∫∫g8387Ⅰ挿入

断片を用いた（1章参照）。

RNAゲルプロット解析

方法は1章と同じである。コントロールとしてアクチン遺伝子（坤g）を同様にラ

ベルし、プロープとしてハイプリダイゼーションを行いm量が一定である事を調

べた（Anetal．，1996）。

ゲノムサザンハイプリグイゼーション

シロイヌナズナ（エコタイプColu血bia）のゲノムmAIFLgをそれぞれ月伽ばIII，Bh？

軋助川，β∽HIの制限酵素で処理した01％アガロースゲルで電気泳動を行った後、

DNAを変性させナイロンメンプレン（Hybond－NA服rSham）ぺ移しtJVクロスリンカ

ーでmをメンプレンに固定した。ハイプリダイゼーションは60℃で一晩行った。2

×SSC，0．1％SDSで室温で5分間の溌浄を3回行った後、強い洗浄条件（high

stringency：65℃，0．2×SSC，0・1％SDS）でメンプレンを15分で2回洗浄したものと弱い

洗浄条件（lows血gency：50℃，0・2×SSC，0・1％SDS）でメンプレンを15分で2回洗浄

したものを用意した。
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塩基配列の決定

PBluescriptIISK（－）に励oRI－XhoIで挿入されている約1．Okbの32LuZcDNAと

Ⅰ鱒1uescriptIIKS（＋）にSbcIでクローニングされた4．3kbの32＆IlゲノムDNAについて

塩基配列を決定した。ヱ詑」Jげノムmが挿入されたプラスミドは制限酵素頻Ⅰと

肋Ⅰで切断しExonuclea紀ⅡⅠを用いて1方向に分解、デリーションプラスミドを作成

した（GuoandWu，1983）。MungBeannuCleaseでプラスミドの末端部分を平滑化し、

¶mhga経でプラスミドを連結後大腸菌に形質転換した。デリーションプラスミ

ドを持つクローンからプラスミドを調製し塩基配列を決定した。CDNAの塩基配列、

ゲノムmの塩基配列共に全領域につし′－て両方向から塩基配列を決定した。

CAPSマッピング

シロイヌナズナの染色体上の且ⅩGm∂遺伝子座を、CAPSマッピング法

（KomiecznyandAusubel，1993）によって決定した。PCR反応液中には標準的な試薬

と鋳型DNAとしてRecombinantinbred（RI）ライン植物体（ListerandDean，1993）の

ゲノムmAl00〃gと合成プライマー

5’EXGTA蝕5’－GGAATGCAGATGATrGGGCTACACおよび、

3TEXGTA毎5l－CCGmCACAGATCTTGTCTCCATを含む。PCR反応は94℃で1分、

50℃で2分、72℃で3分を1サイクルとして25回線り返した。PCR反応後、増幅された

mをA血Ⅰ（T血）で制限酵素処理し、1．5％アガロースゲルで電気泳動を行●った。

この泳動パターンからColumbia型（603bp）とLandsbergetecbz型（351bpと248bb）

を区別した。100個体のⅢラインについて得られたデータをインターネットを利用し

てNottinghamjhbidopsisSt∝kCentre（NASC；h叩：仙asc．nott．ac．ukhewj．pap．htmi）に

送り、遺伝子のマッピングを依頼した。

ウエスタンブロツティング

シロイメナズナの組織を使用したウエスタンブロツティングにはEXGTA6dDNA

配列から導かれた、特異性の高い領域に対応するオリゴペプチドKFDn〝RSSW肌

DHC（28番目から42番目のアミノ酸配列に相当）の合成および抗体作成は（株）サ

ワデイーテクノロジーに依頼した。
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シロイヌナズナの植物体から花序茎頂蔀分緒払ちぼみ、開花した花を含むつぼ

み、茎生葉、ロゼット葉、茎生薬を含む部分の茎、茎生薬を含まない部分の茎の6種

類の組織を採集し液体窒素で凍結後凍結プレス破砕装置（CRYO－PRESSCP－100W：マ

イクロテックニチオン）で破砕後抽出バッファー（0・1MTris－HClbu触r、PH7・0、

1MN妃1）を添加、110，000×gで30分遠心後の上清を実験に使用レた0調製した4〝

gのタンパクを12・5％のSDSポ1）アクリルアミげルで電気泳動してPVDF膜

（Hybond－P，Ameqsham）にプロットした0タンパク質量の測定にはBio－Radの恥tein

扇say蜘を使用した（Bra肋rd，1976）0プロツティングバッファー、ブロツティン

グの条件は日本エイドーのプロツティング装置（NA－1512）の説明書に従った0シグ

ナルの検郵ま作成された抗EXGT－A6抗体を一次抗体として、抗ウサギIgG抗体

（biotincpqiugated）を2次抗体としてstreptavidin－biotinlabeledHRP（horseradish

pe，bxidase）complex溶液を反吋させた0検出にはIrmnoStuKitfbrRabbit（和光）を

用いた。
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結果

gズGr－Aβ遺伝子の構造解析

見方GTと相同性を示した且LE‖の全長cmを単離し、構造解析により他の月ⅩGrと

の比較を行う為、第1華ゃ述べた莞LE‖の∧bル5ぶe8387IcDNÅ断片を用いてシロイヌ

ナズナの花のcDNAライブラリーから約0．5～1．Okbの大きさのタロL－ンを得た。最長

の断片を持つクローンの塩基配列を決定した。既Gmβ遺伝子の全長cDNÅ塩基配列

及び推定されるアミノ酸配列を図6に示す。得られたcmの塩基配列の長さは一

1，014bp（ポリA配列を含む）で5一非翻訳領域47bp、3，非翻訳領域97bpを含み、290ア

ミノ酸をコードしていた。推定されるタンパク質の分子質量は33．1kDaであった。推

定される最長ORFのアミノ酸配列中のN末端部には、合計5つのメチオニンが含まれ

ていたが、植物の翻訳開始AUGのコンセンサス配列（叫GCT）（Joshi，

1987；htckeetal．，1987；Kozak，1986）から最初のATGが開始メチオニンであると推

定される。推定されるポリA付加シグナルはポリA開始点から60bp上流に存在してい

た（図7）。この遺伝子は£ⅩGTと相同性を示し、花序で特異的に高発現するアイソ

ザイムと考えられた0ユ路JJ遺伝子はシロイヌナズナの長方G7題碍子ファミリーの6

番目の新規なメンバーであることから丘ⅩGm∂遺伝子と命名した。また、他のⅩRP

ファミリーとのアミノ酸配列の相同性は約30％－50％の範囲で卑った（図8）。

EXGT－A6の配列のN末端側には疎水性アミノ酸を多く含む部分が存在している。

このシグナル配列は配列解釈ソフトであるPSORT（Predictionbf恥teinSortingSignals；

http：仲sort．ims．u－tOkyo．acjpDから25番目のセリンの後で切断されると推定された

（NakaiandHorton，1999）。シロイヌナズナにおいてこのタンパク質はシグナル配列

の切断後、アミノ酸の修飾を考慮しないと、30．5kDaの分子量で存在すると考えられ

る。このシグナル配列はEXGT－A6の小胞輸送に関与していると予想された。EXGT一

郎の配列中には膜貫通領域が見られなかったことから、このシグナル配列は細胞壁

空間に輸送するシグナルとして機能していることが考えられる。また、配列中には

N一糖鎖の付加シグナルと考えられる配列（NXγS：Ⅹはプロリン、アスパラギン酸以

外のアミノ酸）が2箇所（55番目と109番目）存在している（図6）。また、配列中に

は他のEXGT間で保存されている4つのシステイン残基（図6丸囲み）及びキシログル

カンの切断に関与すると考えられているアミノ酸配列（図6下線部）が認められた

（Nishitani，1997）。しかし、キシログルカンの切断に関与すると考えられている
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EXGT＿A6のアミノ酸配列は、他のギ画画醐糊㊥関連タンパク質（Xyloglucanrel

p血in：ⅩRP）アミノ酸配列と異なっていた（図9）0ⅩRPは共通なアミノ酸配列とし

てDEID（印）EFLGNを含むが、EXGT－A6タンパク質の場合、この共通配列に相当する

部分は辻【望pFEロリGNであった。

月ズGT－A占の構造

次に見方Gmβ遺伝子はシロイヌナズナのゲノム中に相同な遺伝子を有してい皐の

かを調べるために丘ⅩGmの刃bfI－ぶ虎8387Id》仏断片（第1章）をブロープにゲノ

ムサザンハイプリダイゼーションを行った。その結果、強い洗浄条件では各々のレ

ーンに1本のバンドが、弱い洗浄の条件においては強い洗浄条件で観察されたバンド

に加えて新たに数本のバンドが確認された。このことから左方Gm∂はシロイヌナズ

ナのゲノム中に弱く相同性を持つ遺伝子を持つものの、高度に保存されたものはな

いと考えられた（図10）。

シロイヌナズナの九FIXIIライブラリーより長方Gm∂を含むゲノムクローンの単離

を試みた結果、£ⅩGmβ遺伝子領域を含む12kbの断片を持つゲノムクローンが得ら

れた。展ⅩGmβ遺伝子領域を含む4．3kbの肋Ⅰ断片の塩基配列を決定したところ、こ

のクローンには長Ⅹ¢m∂のコ⊥ド領域が全て含まれていた。この中には偽遺伝子の

配列の一部が含まれていた（図7）。また、且釈刀1はのcDNA配列と比較した結果

展ⅩGmβ遺伝子は4つのエクソンと3つのイントロンを持らていることが明らかとな

った。EXGT－A6はシグナル配列に翻訳される部分を第1エクソンに含み、活性中心に

相当する部分が第3エクソンに存在した。シロイヌナズナのⅩTRであるEXGT⊥Alから

EXGT＿A5（Okazawaetal．，1993；Ⅹuetal．，1996；Nishitani，1997；）においては、EXGT－

AlからEXGT＿A4がEXGT－A6と同様にグナル配列に翻訳される部分を第1エ■ク？ンに

含み、活性中心に相当する部分が第3エクソンに存在している。EXGT－A5は第1土ク

ソンにシグナル配列があり、第2エクソンに活性中心に相当する部分が存在している

（図11）。£XGmβ遺伝子は870bpのコーディング領域を持っていて、5俳翻訳領域

の上流にTATA配列、M配列を推定した（図7）。

また、mTA6のcDNA配列はLandsbergeTeCね由来でゲノム配列はColumbia由来で

あった為、2つの配列の間で多型が観察された。多型の観察された部位は長方Grd点の

第4エクソンのコーディング領域と3’非翻訳領域で、第4エクソンにおいては、最初

のATGのAを十1とすると、＋987のAがL狐dsberg型ではTに、＋1023のGがLandsberg型で
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はAに置換され、3一非翻訳領域には＋1246のGがLandsbe喀塑ではAに置換され、＋1280

から＋1281のCÅ、＋1288のTがLandsberg型では欠失していた（図7）。Landsberg

とCd血血aの間で多型が観察されたことで、シロイヌナズナのゲノム上における

疲卸元の遺伝子座の決定が可能になり、そして長方Grd点の位置から他の既知の細

胞伸長変異体との関係を議論できないかと考えCAPSマッピングを行った。実験に使

用した100のⅢ（RecombinantInbred）ラインのゲノムのうち42がColumbia型を、45が

L狐血b甲geぽね型を示した。残りの13ラインについてはどちらかの判別が困難であっ

た為、合計87ラインについてのデータをノッティンガムのシロイヌナズナストック

セシターに送り解析を依頼・した所、長方Gmβ遺伝子はシロイヌナズナの第4染色体上

腕部のg3843マーカーから6．9dM、GAlm448Ag2616m506マーカーから2．9dMの位置

にマッピングされた（図12）。しかしながらこの領域上にはこれまでに知られてい

る蓼異体の遺伝子座がマップされておらず、変異体の遺伝子座と丘ⅩGmβ遺伝子と

の関連を染色体上の位置から類推することは不可能であった。

シロイヌナズナの各成長段階、各器官での且ズGr－Aβ転写産物の蓄積

鱒m∂は1章のノザン解析において、葉、茎生薬、茎といった栄養生長期の組織

でほ殆ど血RNAの蓄積が見られず、開花した花、頂端分裂組織を含む花序といった

生殖生長期の組織において大量の転写産物の蓄積が観察されている。更に£ⅩGm∂

の経時的な発現を詳細に解析する事を目的として、シロイヌナズナの芽生えから時

間経過に従って（発芽後2、4、6、8、．10、12、14日）植物個体を採取し、それぞれ

の全RNAを抽出してノザン解析を行った（図13A）。長方Gmβ転写産物の蓄積は発

芽後2－14日の全植物体において確認された（図14A）。囲13Aに示す様に更に発芽後

8－14日の植物体を葉、胚軸、茎頂部分の3つに分けて解析した結果、葉と胚軸には転

写産物の蓄積は観察されず、茎頂部分において転写産物の蓄積が観察された（図14B）。

この結果から長方ロm古は生殖生長期の花序茎頂部を含む花序だけではなく、栄養生

長期の茎頂部分においても特異的に発現してヤ、ることが予想された。生殖生長期移

行後の抽苔直後（発芽後約20日）、発芽後約40日目の植物体は各器官ごとに全m

を抽出してノザン解析を行った（図13B）。抽苔直後の発芽後約20日の植物体におい

ては花序茎頂部分を含むつぼみ、開花した花を含むつぼみにおいて強いシグナルが

観察されたのに加えて、茎生葉を含まない部分の茎にもシグナルが観察された。ま

た、1茎生葉を含む部分の茎にもわずかながらシグナルが観察された。根の根端部、
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主根部分といった根端分裂組織でばが轡轡郷均嘲察きれなかった・（図15）0発芽後

約40日のシロイヌナズナにおいては花序茎頂部分を含むつぼみ（ステージ6以前の花）、

開花した花とつぼみ（ステージ7から12の花）、そして花柄においてシグナルが観察

された。茎生薬を含享ない部分の茎にもわずかながらシグナルが観察された0また、

さやではシグナルが観察されなかった（図15B）。これらのことから長方Gmβは生

殖生長期においては花序茎頂部に加えて花柄、茎生薬を含まない部分の茎といった

組織において発現していることが示された0

ウェスタンプロツティングによる見方Gr－Aβ翻訳産物の検出

次にノザン分析で得られた長方Grd應の発現部位は、タンパク質レベルでも反映し

ているのかを調べる為、EXGT－A6の抗体を用いて、シロイヌナズナの抽苔直後（発

芽後約20日）の植物体の花序茎頂部分を含むつぼみ、開花した花を含むつぼみ、茎

生葉、ロゼット葉、茎生葉を含む部分の茎、茎生薬を含まない部分の茎の6種類の組

織からタンパク質を抽出し、ブロツティングを行った046虻ね付近に花序茎頂部分

を含むつぼみおよび開花した花を含むつぼみから抽出したタンパク質を含むレーン

にバンドが確認された（図16）。茎生業を含む部分の茎、茎生葉を含まか一部分の

茎にもわずかにバンドが確認された0またロゼット葉、茎生薬にはバンドが確認さ

れなかった。EXGT一朗の推定されるシグナル配列を除いたアミノ酸配列から予想さ

れる分子量は約3批Daであるが、E草餅一A6は2箇所N糖付加サイトを持つので、糖鎖

付加による結果亜■抄a付近にバンドがシフトしているのではないかと思われる0ま

た、30肋a付近に観察されるバンドは、糖鎖修飾を受けていないEXGT－A6であると考

えられる。この土とからEXGTA6は花序茎頂を含むつぼみ、開花した花を含むつぼ

みといった生殖生長器官や花茎に存在して機能している事が示唆された0この事は

ノザン分析により得られた点雛刀1はの発現部位の結果と一致した0以上のことふら

以後の丘ⅩGm∂の発現解析はノザン分析で行った。

花茎伸長変異珠aca誹5におけるβズGr－Aβ転写産物の蓄積

左方Gmβ転写産物の蓄積が生殖生長期の花序茎頚部を含む花序、栄養生長期の茎

頂部分といった組織に加えて、新たに花柄、茎生葉を含まない部分の茎といった細

胞伸長のポテンシャルが高い組織で観察された事から、花茎における細胞伸長と
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丘状刀りはの発現量との間に相関関係が見られるのではないかと考え、花茎伸長変異

株ム（由紀鮎）の各組織についてノザン解析を行った。戚変異株は花茎の細胞伸長

欠損を示す変異株として知られており、野性株に比べて花の形態は正常であるが花

茎が殆ど伸長せず著しい燻性を示す（図17）（Ts止町a如1・，1991；Ts血y串再来

1993）0これらの変異株都〃からa劇の茎、葉、そして花序茎頂を含めたつぽみ、花

をあわせた部分の3種類の組織について解析を行った。コントロールとして抽苔直後

（発芽後約20日）のシロイヌナズナ野性株の茎、ロゼット葉、開花した花を含むつ

ぼみから抽出した全RNAを使用した。その結果、既Gmβ転写産物の蓄積は融変異

株において野性株に比べ、茎において著しく減少していることが明らかとなり細胞

伸長の欠損と丘ⅩGm占の発現量の低下に強い相関が見られた（図18）。一方葉にお

いては戚変異珠、野性株共に全くシグナルが見られず、花においては同程度であっ

た0これにより感変異株の花茎伸長の抑制という現象に左方Gmdが関与してし、るこ

と、すなわち丘状刀りはが花茎伸長に重要な役割を持つことが示された。

花成早化変異株肋Ⅶ血ほJ〟owerにおけるβズG㌻Aβ転写産物の蓄積

シロイヌナズナの分化形態形成過程における既Gmβ遺伝子の役割を探ることを

目的として先の融変異株と同様に、花成早化変異株血虚血畑山灯における廠由元舶

の器官別発現を野性株と比較した。ぬ血裏伽咋ぺ吟変異株は花序茎頂が花芽になっ

てしまう為に花序の形成がそこで停止■してしまう（図19）。田上－J，別々の変異株か

ら茎、ロゼット葉、花序全体（開花した花、つぼみを含む）の3種類の級織にワいて

解析を行った0コントロールとして抽苔直後（発芽後約20日）のシロイヌサギナ野

性株の茎、ロゼット葉、開花した花を含むつぼみから抽出した全mを使用しよ㌔

その結果ばり一J，爵JJの変異株の茎においては、£ⅩGmβ転写産物の蓄積が野性株と

比較して減少していた（図20）。ロゼット葉においては粛変異株、野性株のいずれ

も点描mβ転写産物の蓄積が観察されなかった0花序全体の器官では野性株と同程

度であった0甜変異株は花序茎頂が花芽になる結果、野性殊に比べて早咲きになり、

花茎の伸長が早期に停止してしまう（Shamon成aL1991；A山脈Z成れユ9蜘。感変

異珠の茎における丘ⅩGmβ転写産物の蓄積の減少は、戚変異株と同様に長打げrA虎が

花茎伸長に重要な役割を持つことを示している。
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章化植物体における£ズGr－Aβ転写産物の蓄積

展ⅩCmβ転写産物の蓄積が花柄、茎生葉を含まない部分の茎といった細胞伸長

活性が高い組織で観察され、融変異株を用いた解析により花茎伸長に重要な役割を

持つことが明らかとなった0花柄や茎生葉を含まない部分の茎の様に、細胞伸長が

盛んな組織の1つに黄化植物体の胚軸を挙げることができる0暗黒下で育てられた黄

化植物は、いわゆるもやし状の形態をしており、光の下で生育した植物と比較する

と胚軸が伸長し、葉が展開せず、黄色をしている（図21A）0黄化植物体の胚軸伸長

は細胞数の増加（細胞分裂）の結果起こるのではなく、個々の細胞が伸長した結果

起こることが分かっている。このことから、細胞伸長と細胞分裂の区別が可能な系

として黄化植物体の胚軸を用いてく黄化植物体における胚軸伸長と£ガロm∂の発現

量との間に相関が見られるのかを検証する目的でノザン解析を行った023℃の暗黒

下で10日間栽培した黄化植物より子葉（茎頂を含む）、胚軸の2種類の組織について

解析を行った。コントロールとして野性株のシロイヌナズナの発芽後10日目の植物

体の葉、茎頂部、胚軸の組織から抽出した全脚Aを使用した0その結果、£描m∂

転写産物の蓄積は黄化植物体の子葉、胚軸のいずれにも観察されなかった（図21D）0

野性株においては茎頚部に丘ⅩGmβ転写産物の蓄積が観察されるが、黄化植物体の

子葉（茎頂を含む）には邸mβ転写産物の蓄積が観察されなかった（図21D）0

黄化植物体の茎頂は休眠していて細胞分裂を行っていない為に転写産物の蓄積が観

察されなかったと考えられる0以上のことから点灯m占は細胞分裂を伴わない茎の

伸長には関わっていない事が判明した0
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囲‘．点Ⅹ¢九A占のcDNA配列と推定アミノ酸配列

推定されるアミノ酸配列をcDNA配列の下に示した。細菌のβ一1，3‥1，4－グ

ルカナーゼでの解析でβ－1，小グルコシド結合の切断の活性中心であると推
定されている部位を下線で、属ⅩGrの立体構造に関わると推定される4つ

のシステイン残基を丸で囲んだ。糖鎖修飾を受けると推定されるN糖付加

部位を四角で囲んだ。推定シグナル配列の予想される切断部位を央印で示
す。CDNÅ配列及び推定されるアミノ酸配列の番号は右に示した。
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匝は．EXGT－A6と他のXRPとのアミノ酸配列の比較とアライメント

DDBJのデータ解析サービスmalign（htp＝／hvww・ddqnigACLjpm－rTniVmalwelJhtml）

を利用して作製した。A．EXGTrA6と酵素活性検出の報告がある他のXRPとのアミノ

酸配列のアライメント。赤線で示しているのは凡打〟鵬属の細菌のノ■ラーり－1，小ghcanase

の研究で予想されているノヲ一日－グルコシド結合の切断の活性中心配列0保存されて
いるシステイン残基を青で示した。配列は上からシロイヌナズナのEXGT－A6、

TCH4、トマトのtXml及びB2、アズキのEXGT－Vl、ダイズのBRUl、－ノウゼンハ
レンのNXGlの配列を示す。B．EXGT－A6と他のXRPのアミノ酸配列間の矧司性0相

同性を百分率で示した。参考文献および血∝∬ionnuけnbe柑‥TC＝4＝Xu汗dれ1朔：

u27609；tXET－Bl：Arrowsmid－etal・，1995‥X82685；tXETrB2：Arrowsmithetal・，1995＝

x82684；EXGTrVl＝Okazawaetalり1993＝D16458；BRUl＝ZureketalL，1994＝I－22162；

NXGl：deSllvae［a］J993：S48101
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図9．EXGTの活性中心付近と予想されるアミノ酸配列のアライメント図

下線で示しているのはβ∂d仙ざ属の細菌の′・ヲー1，3－1，4－glucanaseの研究で予想され

ている′ラー1，4－グルコシド結合の切断の活性小L、配列（Bol¶SSetal■，1990）。配列
は上からシロイヌナズナのEXGTrA6、TCH4、トマトのtXETBl及びB2、アズキ

のEXGT－Vl、ダイズのbrul、ノウゼンハレンのNXGlの配列を示す。参考文献お

よびAccessionnumbers：TCH4：Xuetal．，1995：U27609，tX王TBl：Arrowsmithetal．，

1995：X82685，tXETB2：Arrowsmidletal．，1995：X82684，EXGT－Vl：Okazawaetal．，

1993：D16458，NXGl：deSiIvaetal．，1993：S48101，BRUl：Zureketal．，1994：L22162
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囲10．左方Gr－A6遺伝子のゲノムサザンハイプリダイゼーション

シロイメナズナ（ecobTpe＝Columbia）のゲノムDNAl，LEgをそれぞれ制限

酵素で処理した。A．highstringency（2×SSC，0．1％SDS，室温で5分間の洗

浄を3回行った後、65℃，0．2×SSC，0．1％SDS，15分で2回洗浄）のオートラ

像。13．）owstringency（2×SSC，0．1％SDS，室温で5分間の洗浄を3同行った
後、50℃，0．2×SSC，0．1％SDS，15分で2回洗浄）のオートラ條。レーン
1：£coRl処理したもの。レーン2：β∂mHI処理したもの。レーン3：

β〆Ⅲ処理したもの。レーン4：〃血dlII処理したもの。サイズは右に示し
た。
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図11．且XGT遺伝子の構造比較

各々のエキソンでタンパク質をコードしている領域を塩基配列の数と共に四角で示した。

括弧内の数字はイントロン内の塩基配列数を示している。推定されるシグナル配列をコード

している部分を含むユキソンを青で、キシログルカンのβ－1，牛グルコシド結合の切断の活性

中心であると推定されている部分を含むユキソンを赤で示した。参考文献およびAccession

numbers：EXGT－Al：Okazawa e（aL，1993：D16454，AF163819；EXGT－A2（m）：XuetaL，1996：
U43487，D63510，AF163820；EXGTLA3：Nishltani，1997：D63509，An63821；EXGT－A4‥Nish舶鴫

1997：ABO26486，AF163822；EXGT－A5（mR3）：Xu，etal，，1996：U43485，AF163823

‡
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図12．且XGr－A∂の遺伝子座

CA円マッピング法（Konieczny，AリandAusubeLF．Mり1993）で遺伝子

座を決定した。且町「A6遺伝子は第4染色体のトップ側、g3糾3マーカー

とGAIM448Ag2616m506マーカーの間にマッピングされた。
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回13．ノーザンハイプリグイゼーション分析に用いたシロイヌナズナ各組織の名称
A滋養生長期の各組織の名称。下に発芽後2、6、14日目の植物体の写真を示した0
実験には植物体全体と棄（leaf）、肝軸（hypocotyl）、茎頂部（shootapex）の組織を使用
した（方法参照）。横棒は1m恥B．生植生長期のシロイヌナズナの各組織の名称。上に花
序の拡大図を示した。OB＝開花した花を含むつぼみ、m＝花序茎頂部分を含むつぼみ、FS＝花
柄、SI：さや（未熟）、α＝茎車乗、RL‥ロゼット葉、u＝茎生業を含まない茎、Ll＝草生菓を
含んだ茎、R：根の主根部分（側根も含む）、RT＝根の根端部分（根端部分から約1cmの部

分）（Bowm叫1994）。
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AEXGT－A6転写産物の発現量の程時的変化。発芽後2‖（レーン1）、4口（レーン2）、
6口（レーン3）、8日（レーン4）、10日（レーン5）、12日（レーン6）、14Ll（レーン7）

の個体を時間を追って採取、それぞれの植物体全体からトータルRNAを調製してノーザン

ハイプリグイゼーションを行った（方法参照）。．使用したトータルRNA畏は各Ⅰ′′‘g。B．
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■■1．0

■■1．5

（kb）

■■1．0

7ン■■1．5

回15．生殖生長期シロイヌナズナの各組瀾におけるgズGr－A∂遺伝了▲転写縫物の蓄積

シロイヌナズナの個体から各組織を採取、それぞれからトータルRNAを調製してノーザ

ンハイプリグイゼーションを行った（方法参照）。使用したトータルRNA量は各1〃g。
A生殖生長期（柑苔直後）のシロイヌナズナにおける且代汀一舶退伝千転写産物の＃桔。レ

ーン1：花序茎頂部分を含むつぼみ、レーン2：開花した花を含むつぼみ、レーン3：茎生薬、

レーン4：ロゼット柴、レーン5：茎壁紫を含む部分の茎、レーン包茎生薬を含まない部分の

茎、レーン7：枇の根端部分（根端部分から約Icmの部別、レーン8：根の主根部分（側板

も含む）B．生殖生長期（開花最盛期）のシロイヌナズナにおける占ズGrA占遺伝子転写産物

の蓄積。レーン1：花序茎頂部分を含むつぼみ、レーン2：開花した花を含むつぼみ、レーン

3：花柄、レMン4：茎生葉、レーン5：ロゼット葉、レーン6：茎生業を含んだ茎、レーン7：芸

牛葉を含まない茎、レーン8：さや（未熟）。
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図16．柚苔直後のシロイヌナズナ（ecotype：Columbia）における上ズGT一崩

御訳産物の検出
A．ペプチド抗体による且ⅩGrA6翻訳産物のウエスタン像0シロイヌナズナより

抽出した4〃gのタンパクを使用した。B・電気泳動後CBB染色を行ったゲルの写
真。レーン1：ロゼット葉。レーン2‥茎生業0レーン3＝花序茎頂部分を含むつぼ

み。レーン4：開花した花を含むつぼみ0レーン5＝茎生薬を含む部分の茎。レーン

6＝茎生業を含まない部分の茎。サイズは右に示した。
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岡17．∂CJ（ac8UJ上古）変異株

Aはac］1－2変異株（background：Columbia）。Bはad2－1変異株

（background：Columbia）。Cはad3一峻異株（background：ColuITbia）。
Dはac］4－1変異株（backgrc・und：ColuTTlbia）。Eは野性株（Columbia）。各々
の植物体全体の写真を示した。横棒は1cm。
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図18．飢ゾ変異株におけるgズGT－A∂転写産物の蓄積
シロイヌナズナの個体から茎（レーンlから5）、柴（レーン6か

ら10）：花序茎頂を含めたつほみ、花をあわせた部分（レーン11から

15）の組織を採取、それぞれからトータルRNAを調製してノーザン
ハイプリダイゼーションを行った。使用したトータルRNA量は各1

〃gcレーン1、6、11：aCけ2変異軋レーン2、7、12：∂d2一億異
株。レーン3、8、13：∂CけJ変異軋レーン4、9、14：∂CJ4－J変異
株。レーン5、10、15：野性株。
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図19．げ〃（rer〃】血∂J〟ower）変異株
AはtfTl－1変異株（background：Columbia）。Bはd71－2変異株

（background＝LandsbergeLWa）。Cは野性株（Co）umbia）。各々
の植物体全体の写真と花序の拡大写真を示した。横棒は1cm。
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図20．f〃変異株における左方GT－Aβ転写産物の蓄積

シロイヌナズナの個体から茎（レーン1から3）、柴（レーン4か

ら6）、花序茎頂を含めたつぼみ、花をあわせた部分（レーン7から

9）の各組織を採取、それぞれからトータルRNAを調製してノーザ
ンハイプリグイゼーションを行った（方法参照）。使用したトータ

ルRNA量は各1／∠g。レーン1、4、7：摘＝－J変異株。レーン2、5、8＝
fガト2変異株。レーン3、6、9：野性株。

／
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図21．黄化柄物体におけるgズGT－A∂転写産物の蓄積
暗黒下で10日間生育させたシロイヌナズナの黄化柄物体から各組織を採
取、各々からトータル蛸Aを調製してノーザンハイプリグイゼーションを

行った（方法参照）。使用したトータルRNAは各1／′針A．暗黒■卜で10日間生
育させた黄化植物体。縦棒は1cm。B．実験に使用した黄化柵物体の組織の名

称。apicalhook：子葉（茎頂部を含む）。hypocotyl‥胚軸。C・長LT条件下で生
育させた発芽後10日［∃の植物体。横棒は1mm。D．シロイヌナズナ黄化植物体
における飾GrA∂転写産物の蓄積。コントロールとして長日条件下で生育さ
せた発芽後10日日の植物体を使用した。1：黄化植物体の子葉（茎碩部を含
む）。2：長日条件下で生育させた発芽後10口目の植物体の紫。3：長日条件下
で生育させた発芽後10日目の植物体の茎頂部。4：長日条件■卜で生育させた発
芽後10日目の植物体の胚軸。5：黄化植物体の胚軸。
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考察

シロイヌナズナの花序茎頂部に高発現する遺伝子としてディファレンシャルスク

リーニングにより選抜された左方Gm∂の全長cDNAを単離した。推定されたアミノ酸

配列のN末端側には疎水性アミノ酸を多く含む部分、N一糖鎖の付加シグナルと考え

られる配列、他のE丈釘間七保存されタンパクの立体構造安定化に関与していると推

定されている4つのシステイン残基、及びキシログルカンの切断に関与すると考えら

れているアミノ酸配列が認められた（図6）。

シロイヌナズナゲノム中における長方Gm∂遺伝子のコピー数を調べるためにゲノ

ムサザンハイプリダイゼーションを行った結果、左方Cm∂はシングルコピーで存在

していると予想されたことから丘ⅩGmβ遺伝子を含むゲノムクローンを単離し、そ

の構造を決定した（図7）0その過程で第4エクソンと3俳翻訳領域にLandsbergeTt！C由

とColumbiaの間で多型か観察された。しかしながら全体として塩基の置換、欠失に

よって翻訳されるアミノ酸への影響は見られず、ColumbiaとLandsbergeLeC払では同一

のアミノ酸配列のEXGT－A6タンパク質が翻訳されると推定された。

EXGT－A6タンパク質の活性中心のアミノ酸配列は、他のⅩRPの活性中心付近のア

ミノ酸配列とは異なっていた0ⅩRPは共通なアミノ酸配列としてDEID（印）E凡GNを

含むが、EXGT－A6タンパク質の場合、この共通配列部分がNEFDFEFLGNで最初のア

スパラギン酸がアスパラギンに、最初のイソロイシンがフェニルアラニンに置換し

ていた（図9）0この保存された共通配列は細菌のβ－1，3：l，4一グルカナーゼ類などに

見られ（Bo汀issetal・，1990）、活性部位のアミノ酸残基を別のアミノ酸に変換した細

菌の変異株の実験中ら2番目のグルタミン酸、4番目のアスパラギン酸、6番目のグル

ダミン酸が必須で、その中でも2番目のグルタミン酸が最も重要でβ－1，4－グルコシド

結合の切断の活性中心であると推定されている（Juncosaetal・，1994；Planasetal．，1992；

H可成al．，1992）（図9）。

rFXGTファミリーの一つであるTCH4を昆虫の培養細胞で発現させた実験において、

保存配列DEID（印）E札GNの中で最も重要な2番目のグルタミン酸をグルタミンに変

換すると、活性が2％以下にまで減少することが分かっている（CamPbe11etal．，1998）。

このグルカン鎖切断に重要な3つのアミノ酸残基が他のⅩRP同様EXGT－A6においても

保存されている0また、Ⅹ線結晶解析の知見から活性部位の前半部分DEⅡ）即）は酵

素活性部位の下方に位置し、それらの側鎖が活性部位を形作る部分である事が判明

している（Keiteletal・，1993）。EXGT－A6は活性中心を挟むアミノ酸が他のXRPとは
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異なっており、このことは酵素括如′摘次完触に影響を及ぼすと考えられるo

EXGT－A6は基質となるキシログルカンに対する特異性や酵素の反応特異性が他のシ

ロイヌナズナのEXGTと異なる事により、EXGT間で機能の分担を行っていることが

予想され非常に興味深い。

EXGT一朗には町糖鎖の付加シグナルと考えられる配列が2箇所存在しているoN糖

付加に関しては酵素が機能を持つのに必要な過程であると考えられている0最近

叫uらはTCH4の組み換えタンパク質の一連の実験でこのことについて調べてい

る（C如画比叡山・，1998）0彼等は昆虫の培養細胞で糖鎖を持つTCH4の組み換えタ

ンパク質を発現させ、その活性を以前報告のある大腸菌の発現系を用いた、糖鎖を

持たないTC別の観み換えタンパクと比較したところ、昆虫の培養細胞で発現させた

TCH4の組み換えタンパク質が、大腸菌のTC肘組み換えタンパク質に比べて酵素活

性が20倍以上増加する事、さらに糖鎖修飾を受けているTCH4組み換えタンパク質に

グリコシダーゼ処理を行うことよってその活性が98％減少することを明らかにして

いる（Ⅹ。etal．，i995；hggananetal・，1997；C叩p旭andBraam，1998）0しかし最近

になって同じグループによってEX釘のファミリーの中には糖鎖修飾を受けていなく

ても酵素活性が修飾を受けているものと変化しないものが存在することが報告され

ている（叫benahdBraBLm，1999b）oEXGT－A6は大腸菌の発現系で組み換えタンパ

ク質を発現させても、酵素活性が極めて低く（データは示さず）、ⅨGT－A6は糖鎖

修飾を受ける事によって始めて機能する酵素であると考察している0

当初EXGTは伸長中の組織から発見され、細胞伸長との関連が議論されてきたが、

EXGTのファミリー中には成熟した果実中でその発現が観察されるものや

（Amwsmith9td・，1995；Schrbderetal・，1998）、水に浸した根の酸素欠乏時に速やか

に生ずる通気租繊の形成（Pesc址e飢l・，1994）、種子中の貯蔵組織分解に関与する

もの（Fan血由れ1993）が新たに見い出され、伸長部位だけではなく、植物体の各

部分で様々な役割を担っている酵素であることが判ってきた0現在までに報告又は

ゲノム配列の情報等から存在が予想されているEXGTの数は亜個で、シロイヌナズナ

だけでも20に上る（図22）（C狛pbllandBr姐m，19卵鍔Ⅶe心血i血p由G飢Ome

加地鵬ve，2000）dこれらの酵素遺伝子群は大きな遺伝子ファミリーを形成し、キシ

ログルカン関連タンパク質（xylo卸元融通p爪鹿如ⅩRP）ファミリーという名称が

Nishitbniによって提唱されている（Nishitani，1995）0ⅩRPファミリーの遺伝子群は単

に重複しているのではなく、植物細胞の個性によってⅩⅣを使い分けていると考え

られる（Nishitani，1997；CmiPbdlandBraam，1999a）0細胞はそれぞれの器官や組織
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によって独自の個性を持ち、細胞壁の硬さ、構成成分等も異なる。それぞれの個性

に合った細胞壁を構築し、キシログルカンを繋ぎ換えるために複数のⅩ即が存在し、

機能しているのだと考えられる（TheJbabidopsisGenomehi血ve，2000）＿。実際幾っ

かのⅩRPの組み換えタンパクについてその酵素学的な解析の報告がC卸画叫らによっ

てされており（CampbeuandBraam・1999b）、シロイヌナズナのⅩRPの中でも基質特

異性、至適温度、至適p＝といった酵素反応条件が大きく異なっている辛が明らかに

なっている。

認Pファミリーはアミノ酸配列のC末端配列の構造上の相違から幾つカナのサブグル

ープに分けられる0酵素機能からこのファミリーを分類すると、キ幸平グルカンの

切断反応を触媒する加水分解酵素のグループと、■キシログルカンの糖転移反応を触

媒する酵素のグループに分けることができる。加水分解酵素グループのオンバーは、

他のグループとはEXGT間で保存されている活性部位付近の配列が異な？ている。加

水分解酵素のグループのアミノ酸配列の共通した構造上の特徴は、保存された

DEm（印）Eロリ丘N配列のN末端側に3つのアミノ酸が、そして保存配列に続くアミノ酸

配列中に数個のアミノ酸が付加されている（Ⅹu朗1・，1996）事であり．‡掴9）、この

構造上の違いが加水分解酵素のグループと糖転移酵素グループの酵素機能の性質の

違いを反映しているのでほないかと推測されている0糖転移酵素グループのメンバ

ーはキシログルカンの繋ぎ換え反応によりキシログルカンの架橋切取＿架橋の変更、

架橋の形成のユつの反応を触媒すると考えられている（図23）0架橋切断反応は細胞

壁中のセルロースーキシログルカン複合体と遊離型キシログルカンとの糖転移反応を

介して起こり、架橋の変更、形成反応はセルロースーキシログルカン複合体間相互の

反応の結果起こる（図23）。

2000年末、シロイメナズナのゲノムの塩基配列が決定された。、ⅩⅣファミリーを

構成している遺伝子（en血xylogluc叫ヤ如喝1ycosylase）の総数は20と報告されている

（職eAmbidqpsisGenomeInitiative，2000）0これは西谷により命名されたEXGT

（endoxyloglucantranSferase）とFryのグループにより命名されたXET（XylogIucanendo一

触ns如COSylas¢）と相同性を示す遺伝子が含まれておらず、これらを含めると29にな

ることがデータベース解析（DBGETDatabaseLinks以agram：hQ：伽ww・genOme・

dbget－binルww－b触d』uery？a・thaliana）から明らかとなった0遺伝子の重複は軌染色

体の点描M（ズ乃㍑）を含む領域と第2染色体の点描m施含む領域、第2染色体

のズⅧけを含む領域と第4染色体のズ刀U＆∴M細野を含む領域、第3染色体の

A晦か77縫合む領域と第4染色体のA嘲j㈱、A嘲3㈱、m7を含む額域、第4染
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色体のズ乃は、ズ耶汐を含む領域と衰5庵色体みぬ紘既Gm∫（ズ耶臼）、

A唾げ黒田仇A唾げ桝0を含む領域の間で起こっていることがデータベース解析

（MAm：h坤：〟www．mips．biochem．mp宮二叫両伸al伽dex・html）から明らかになった

（図24）。染色体の間で重複が見られる遺伝子中で、左方G㍑（ズ丁Ⅹカ　と見方Gr

Ajはシロイ・ヌナズナのどの組織においても転写産物の蓄積が確認されている

（Abmatsuetal．，1999）が、他に重複の見られた遺伝子については詳細な発現解析の

報告がなされていないものが殆どで、ⅩRP遺伝子の重複と個々のⅩRPの機能との類

推は困難である。

叫Ilらの進化系統解析に使用されているシロイヌナズナの配列中には、完全長

ではないもの（ⅩTR2、m3）や重複（ⅩTRll）しているものが含まれていた

（CanTPbe11andBraam，1999a）。今回シロイヌナズナXRPファミリーの、29の推定さ

れるアミノ酸配列から新たに進化系統樹を作成した（図25A）。これらの中でⅩTRl

だけが、活性中心付近のアミノ酸配列DEm（印）EFLGNが昭pFⅢ屯GNで、2つの

アミノ酸が付加されており、ⅩTRの活性中心付近のアライメントにギャップが生じ

た。その為、ⅩTRlを除く全てのⅩRPについても進化系統樹を作成した（図25B）。

EXGT＿A6は他のEXGTとは離れた位置を示し、これはEXGT－A6がⅩRPファミリーの

進化の初期に分岐し、単に遺伝子重複によって生じたものではないことを示してお

り、EXGT－A6は他のⅩRPと酵素の基質特異性や反応条件が異なる事が予想され、そ

の酵素機能に興味が持たれる（図25）。

シロイヌナズナ各部組織でのノーザン分析において、丘ⅩGmβ遺伝子は花および

花序茎頂部分を含むつぼみ（花序の外縁部分、花序の内部分）で高発現し、ロゼッ

ト葉、茎、茎生葉においては低レベルであることが示されている（第1章）。花、花

序茎頂部分を含むつぼみで高発現するという事に関しては今回のノザン分析におい

ても同様の結果が得られたが、新たに花柄、茎生薬を含まない部分甲茎といった細′

胞伸長の盛んな組織においても発現していることが示された（図15）。根と根魂部

においては£Ⅹロmd転写産物の蓄積は観察されず、根端分裂組織においてはEXGT－

A6は機能していないと考えられる。また、若いさやにおいて長方Gmβ転写産物の蓄

積が観察されなかったことは£ⅩGm占がさやの伸長には関わっていない事を示して

いる。また、胚においても丘ⅩGmβが関与していない事オざ示唆される。

さらにシロイメナズナの発芽後2－14日の個体から抽出した全RNA、各組織の全

RNAを用いて経時的にノザン分析を行った所、茎頂部分において特異的に£方Gmβ

転写産物の蓄積が認められた（図14）0月ⅩGmβ転写産物の蓄積は葉柄を含む葉に
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おいて観察されなか？た事から、長方Gm∂はこの時期の葉の展開、葉柄の伸長には

関与し・ていなレ†と思われる0胚軸に関しても同様に考えられる。発芽後2一拍の個体

は非′削；植物体が小さい為、組織ごとに植物体を分けることができなかったが、恐

らく；の時期の植物体においても、茎頂部分に磨いて特異的に月ズGmβ転写産物の

蓄積が蒔こ？ていると予想される。発芽後2日目の植物体全体から抽出した全RNAに

おいて車軸唾写産物の蓄積が他よりも多く観察されているが、これはEX釘＿A6

が2日目の植物体において何らかの重要な役割を担っている事が考えられる。

シロイメナズナのⅩRP遺伝子の中で発現の解析がなされているのはごく僅かでし

かなレモ（廟etal．，1991；Xuetal，1995；A。be，tetal．，1996）。Medfordらはシロイヌ

ナズナと同じアブラナ科のカリフラワーから、ディファレンシャルスクリーニング

により分裂組織特異的に発現しているⅩRP遺伝子mふ訪を単離した。シロイヌナズナ

においても車中は存在しており、シロイヌナズナmeがのプロモーター：：GUS融合遺

伝子を導入しキ植物（シロイヌナズナ、タバコ、アブラナ）の解析から、10日目の

幼植物体の茎頂部と子葉（シロイヌナズナ、タバコ）、茎及び彼の分岐部分（アブ

ラナ）∴花と維管束（タバコ）、そして全ての植物の根端部分にGUSの蓄積が観察

されてい阜∴（M虎狼血石沈d・，1991）。Ⅹuらは接触刺激によって発現が誘導されるⅩRP

遺伝子である、花認印のプロモーター：‥GUS融合遺伝子を導入したシロイヌナズナの

解析から、トライコーム、めしべ及びさや、幼植物体の胚軸、維管束、茎頂部と子

葉にGUSの蓄積が観察される事を報告している（Ⅹuetal，1995）。Aubertらはディフ

ァレンシャルスクリーーニングによりAⅨG（Aばmg）を単離している。ATXGの転

写産物の蓄穣は、根と茎において観察され、種子の吸水後24時間から96時間の間に

特異的に転写産物の蓄積が観察されている（Auh，r（etal．，1996）。

最近、血㌫血らはシロイヌナズナの且靴汀遺伝子（五和mノー既Gmカについ

てその転写産物の蓄積部位の解析を行っている0それによると点描mJは7日目の幼

植物体、軋ロゼット革、茎生葉を含まない部分の茎、つぼみ、そしてさやにおい

て転写産物の蓄積が観察されている0点描M（ズ押切、長方Grdjは全ての組織で転

写産物の蓄積が観察され、左方Gm4では根に、長方Gm∫（ズ乃カではさやに特異的な

転写産物の蓄積が観察されている（Ak弧atSuetal・，1999）0この様に£描71ま各々少

しずつ異なった独自の発現レベルや発現パターシを示す事が明らかになっている。

点描m鑓伝子は栄養生長期は茎頂部に発現していて、生殖生長期に植物が移行

すると急激に発現が増加する遺伝子であり、生殖生長期移行後に花序茎頂部に加え

て急激な細胞拡大による花茎の伸長に速やかに働き、細胞の伸長、分化、形態形成
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に密接かつ重要な役割を果たす事が示唆嘗経歴㍍七め事はウエスタン分析によるタ

ンパク質の分布に寿いても支持された（図16）。シロイヌナズナの組織切片を用い

た血扇血ハイプリダイゼ「シ占ン分析、抗ウサギ抗ⅨGトA6抗体を用いたイムノヒス

ト分析においても、長方Gmβ転写産物の蓄積及びEXGT－A6の分布は花茎及び花柄の

表層部分、茎頂部分を含む花序において観察されている（武田、兵頭，未発表）0

また花茎の細胞伸長欠損を示す変異株dでのノザン分析から、属ⅩGm細ざ花茎の

細胞伸長に関与していることが示された。戚変異株の花茎が極端に短いという表現

塑は細胞数の欠損ではなく、細胞の伸長の欠損であることが戚変異珠の花茎切片の

解析から既に明らかにならている（Tsdkayaetal・，1991；Tsukayaetal・，1993）0従来

単離されてきた茎の伸長に関わる変異株は植物の伸長に関するホルモンに関与して

いるものが多い（Lietal．，1997；Sunetal．，1994；Lincolnetal・，1990）が、感変異株はい

ずれもジベレリン、ブラシノステロイド、オーキシンといったホルモン処理によっ

て花茎伸長は回復しない（Tsukayaetal．，1991；Tsukayaetal・，1993；米田ら、1994）0

現在融変異株は血〟、瓜玖、ぉβ、銘打、鉱βの5つが見つかっており、如β遺伝子は最

近クローニングされ（H血豆押a成al．，2000；半澤ら、2000）、動物などで細胞増殖、

分化を促進する成長率節物質であるポリアミン合成経路中のスペルミン合成酵素遺

伝子であることが明らかとなっている。今回実験に使用した乱射からa班については、

花茎伸長欠損を示す原因遺伝子は未だクローニングされていない0£ガロmβ転写産

物の蓄積の減少が扇変異株の花茎において観察されたのは、花茎の伸長に展Ⅹ¢m∂

が深く関わっていることを示している。戚J、鉱β、ぬ4の変異株は花茎に加えてロ

ゼット葉も非常に小さく展開せず、波打っている（図17）。この表現型も細胞伸長

の欠損によるものである。，シロイヌナズナ野性株及びd変異株のロゼット葉におい

ても長方Gm∂の転写産物の蓄積は観察されていない為、融変異株におけるロゼット

葉の細胞伸長の欠損は別のEXGT遺伝子もしくは他の細胞伸長に関わる酵素遺伝子が

関与している可能性が考えられる。葉や花茎に対して花は野性株と同様正常に発達

しており、このことはノザン分析の結果と一敦する（図18）。以上の事から、戚変

異株を用いた解析において花茎伸長と郡m∂の発現量との問に襲い相関が見られ

たことから、左方Gm占は融通伝子の下流に位置し、花茎伸長に直接的な役割を担っ

ていると考えられる。融遺伝子は細胞の拡大、特に花茎での細胞の拡大に何らかの

きっかけを与え、その結果EXGT－A6の発現が誘導され、細胞壁の再編成が起こる可

能性が考えられる。同様に茎頂分裂組織、花においても且ⅩGm∂は植物の最終的な

形態を決める上で重要な働きを持つと思われるod変異株は通常の生育条件（22℃）
55

■＿



で著しい漆性を示すが、生育温度を28℃にして生育させると花茎伸長、ロゼット葉

の展開が琴こり野性型と区別がつかなくなる（Ts止町aetd．，1991；瓜狐血飢1．，

1999）0この戚変異株の茎伸長回復と且机刀1はの発現量との問に相関がみられるの

ではないかと予想される0シロイヌナズナの既G相伝子の一つである£描mJの＿

転写産物の蓄積は22℃で生育させた7日目幼植物体において野性株に比べて拙一－8吼

北川変異株では減少しているが、2陀の条件で生育させた7日目幼植物体においては・

野性株のレベルにまで五和m∫の転写産物の蓄積が回復している（此肌血如1．，

1999）0鼠机刀1日は当初夜茎伸長変異株鉱捌こおいて転写産物の蓄積が花茎において

減少する事から興味を持たれてきた（施肥aWaetal・，1997）○既Gm配おいても同

様に温度シフトによって花茎において転写産物の蓄積が増加する事が期待される。

これに対して暗黒下で生育させた黄化樽物体の胚軸伸長と点描m∂との間には針

く相関が見られなかった（図21）0黄化植物の胚軸は種子中で胚発生時に形成され、

発芽後細胞分裂を経ずに伸長したものである（Cos卯Ⅴら1994）。他の植物ではアズ

キから単離された見難刀1〃遺伝子転写産物の蓄積が、暗所で生育させたアズキ上胚

軸で観察されており、酵素精製もなされている価sh血i如1．，け91）。また、トマ

トの血段別ま暗所で生育させた植物体の胚軸で転写産物の蓄積が観察されていろ・

（Cぬ1a血・・1997；Okaz飾a飢1・・1993）0黄化植物の胚軸伸長に関わるEXGTは、主

に細胞分裂を伴わないキシログルカン分子の切断（水分子に転移する加水分解反応

もしくはキシログルカンオリゴマ一に転移する糖転移反応の結果）による細胞壁の

弛緩（Lerencesetal・，1993；Creelmanetal・，1997）、遊離のキシログルカン分子を細胞

壁に取り込む結果起こる、細胞壁構造の維持に働くと考えられており（N血t血etal．，

1991；Ⅹu飢1・・1995；C虹血etal・，1997）、点描m鑓伝子は黄化胚軸における細胞の

伸長、拡大に伴うキシログルカンの代謝回転には機能していないと思われる。ま・た

長方Grd廓は、シロイヌナズナの栄養成長期の植物体の胚軸では転写産物の蓄積が観

察されていない（図14）0興味深い事に黄化植物体の子葉（茎頂を含む）において

点描m鹿写産物の蓄積は観察されなかった（図21）0長日条件下で生育させた同

時期の植物体の茎頂部には点描m鋸写産物の蓄積が観察されている。葉において

は転写産物の蓄積が観察されていか（図14、図21）0これは、点描m鑓伝子が

茎頂部において、光によって誘導される細胞分裂に伴って発現が増加する可能性を

示唆している0野性株シロイヌナズナの暗所で発芽した植物体は、光を受けるまで

葉の展開を抑制し胚軸の伸長を早める（伽卵al・，1989；恥g叫1992）。暗所で

は茎頂の分裂組織の細胞分裂は停止しており、光条件下に置く・ことにより茎頂部の
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細胞分裂が開始すると考えられる。∫ご締主都濾阜が発芽して地上に芽を出し、

器官を発達させながら成長していく現象と同じで、展ⅩGmβ遺伝子は光刺激による

細胞増殖、特に茎頂部位における細胞分裂を伴う細胞拡大、伸長を引き起こす遺伝

子の下流で働く遺伝子である事が予想される0

更にシロイヌナズナにおける£方Gm∂の役割を探ることを目的として、器官分化

変異株加血撼伽聞直卯こおける既¢mdの器官別発現を野性株と比較した0鯛変異

珠は戚変異珠ほどではないが、花序茎傾が花芽になる結果として花茎の伸長が早期

に停止してしまう為、野性株に比べ雛で花茎の生長が抑えられている（Sbannond

d．，1991；刃v脈Zetal・，1992）（図19）0鯛変異株の茎において£ⅩGr4β転写産物の

蓄積が野性殊と比較して減少していたのは、長方Gmβが花茎伸長に直接的な役割を

担っているという仮説を支持するものである（図20）0鯛変異株の花序部分におけ

る左方Gmβ転写産物の蓄積は野性株と同程度であった。コントロールとして抽苔直

後（発芽後約20日）のシロイヌナズナ野性株の開花した花を含むつぼみから抽出し

た全RNAを使用した。この組織は花序茎頂を含まない組織である0どちらも開花し

た花（一部つばみを含む）であるので月ⅩGm占は鯛変異珠の花序部分においては野

性株と同様に機能していると考えられる0

本章では月ⅩGm∂の遺伝子を単離してその遺伝子構造を決定した0そのコピー数

の解析の為にサザンハイプリグイゼーション分析を、属ⅩGm占の発現特異性及び発

現時期の興味から器官別、経時的な転写産物蓄積の観察を行った0更に花芽・茎の

生長異常変異株における且ⅩGmβの器官別発現を野生株と比較した0その結果

点ⅩGm古は細胞分裂、細脆伸長の盛んな部分に特異的に発現する新規な£方GT遺伝

子であることが明らかとなったo EX研一A6はⅩ肝の中で糖転移反応酵素のグループ

に属しているものの、反応中心のアミノ酸配列がグループ中の他のⅩⅣとは異なり、

進化系統解析からも他のⅩ肝とは離れた位置を示し、その機能に興味が持たれる0

シロイヌナズナのゲノムの全塩基配列が決定され、細胞壁代謝に関連する酵素遺伝

子は420以上に上ることが明らかとなり、既GTだけでなく、エクスパンシンや各種

グルカナーゼといった細胞壁の伸展性に関わる酵素遺伝子も、複数の遺伝子が含ま

れていることが明らかとなった（TbeA血i40PSis蝕nomehidadve・20do）0しかしな

がら、ゲノム配列が明らかになっても遺伝子の機能が分かったとは言えない0今後

はどのように個々の遺伝子が相互作用しながら、細胞壁の中で機能しているのかを

明らかにしていかなくてはならない0また、EXGT－A6の酵素学的な機能に関しては、

£ⅩGm∂が茎頂部位に高発現しているという事実から、EXGT－A6が茎頂部位におい
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て果たしている機能の全容解明が待たれる0ⅨGT－A6の活性からⅩRPファミリーの

中でEXGT－A6がどのような位置付けがなされるのか今後明らかになるだろうと思わ

れる。
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岡22．EXGTの進化系統（Campbell，1999）
キシログルカンの加水分解酵素と推定されているグループを
括弧で示した。その他のグループのメンバーは糖転移酵素で
あると推定されている。Accessionnumberは括弧内に示した。
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図23．EXGTにより触媒されると考えられるキシログルカン・

セルロース徴繊維の構造変化の反応素過程（Nishitani，1997）
A．キシログルカン架橋の加水分解による切断。キシログルカン

の加水分解酵素グループのタンパク質によって触媒されると考えら

れている。B．キシログルカン架橋の糖鎖転移反応による切断。キシ

ログルカンの糖転移酵素グループのタンパク質によって触媒される

と考えられている。C．糖鎖転移反応によるキシログルカン架橋の変

更。D．糖鎖転移反応によるキシログルカン架橋の形成。】】，C，Dの反

応は糖転移酵素グループのタンパク質によって触媒されると考えら

れている。ⅩG：キシログルカン鎖CM：セルロース微繊維
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園24．シロイヌナズナの染色体上におけるXRPファミリー遺伝子の位‾「鞋

インターネット上にシロイヌナズナのゲノム全塩基配列を公開しているMIPS

（munichinfomationcenterforproteinsequences）のデータベース解析（MATDB＝

http＝／／www，mipゝbiochem，mPg．debroj＾haVdb／index・hbnl）を用いて解析を行ったu

ローマ致ブーケ：は染色体番－ぢ▲を示す。染色体を白樺、セントロメアを白樺内の黒棒

で模式的に示した。染色体間で塵複の見られる部分を同色の丸印で示したし－〕
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図25．シロイヌナズナのⅩRPファミリーの進化系統解析

A∴ⅩTRlを含む全てのXRPファミリーの進化系統解析。8．Xmを除く全て

のⅩRPファミリーの進化系統解析。EXm－A6とシロイヌナズナにおける他の

ⅩRPの推定されるアミノ酸配列（シグナル配列を含む）について解析を行っ

た。DDBJのデータ解析サービスCLUSTALW（http：／血wwdd句．nig．肛jp／♭
maJl／cIusblw－eJltml）を利用して作製した。新たに見つかったXRPをAccession

numb訂で示した。キシログルカンの加水分解酵素と推定されるグループを括

弧で示した。その他のグループのメンバーは糖転移酵素であると推定され

る。酵素活性が既に報告されているものに＊印を示した。EXGTAl、m、

Meri5：CampbellandBraam，1999b；TCH4＝XuetaL1996
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結論

本研究では、シロイヌナズナの花序茎頂に高発現して花序茎頂の分化と維持に関

ゎる遺伝子を網羅的に単離し、花序茎頂の機能を探る月的で、シロイヌナズナのス

テージ5までの花序茎頂を含む花の組織において廃現する遺伝子が、全て一定の割合

で含まれるように構築された均一化d洲Aライブラリーから、シロイヌナズナの花序

茎頂花序由来の戯NA、栄養生長期由来の均一化d洲Aをプロープとしたディファレ

ンシャルハイプリダイゼーションを行った0スクリー一子ングにより26の候補クロー

ンが得られた。候補クローンの実際の発現パターンを確認する為、シロイヌナズナ

のロゼット葉、茎生葉、茎、花、花序の外側（ステージ7かち12の花）、花序の内側

（ステージ6以前の花）の組織由来の全郡Aに対してノーザンハイアリダイゼーショ

ンを行い、組織特異的発現を確認した結果、生殖生長期に高発現しているクローン

が13得られた。選抜したクローンの塩基配列より相同性検索を行った結果、タンパ

ク質、核酸合成にかかわる・CⅣシンクーゼや翻訳伸長由子、リポソームタンパク質

をコードする遺伝子と相同性を示すクローン、細胞間シグナル伝達に関わる遺伝子

として、レセプターキナーゼと推定されるタンパクをコードしている月R月CTA遺伝子

と相同性を示すクローン、そして細胞壁の伸長、発達に関わる細胞膜の水チャンネ

ルであるアクアポリン、細胞壁の構造タンパク質であるグリシンリッチタンパク質、

そしてエンド塑キシログルカン転移酵素遺伝子、郎rと相同性を示すクローンなど

であった。発現している遺伝子は茎頂分裂組織の発達や、細胞壁の形成に深く関わ

っているものであった。このことは、茎頂部の紳胞問シグナル伝達、タンパク、核

酸合成及び細胞壁の合成が茎頂の分化に必要であろことを示している0今回のスク

リーニングにより、報告されている遺伝子と相同性を示さない新親なクローンが1つ

選抜された。また、同じものを重複して取ることなく効率的に候補クローンが単離

された。13クローンのうち10ク由一－ンについてはシロイヌナズナで報告のある遺伝

子と相同性を示し、2クローンがシロイヌナズナでiま初めてのものであった0シロイ

ヌナズナの全ゲノム配列が解読され、さらにシロイヌナズナの田Tの登録配列数は

2000年12月の時点で11万2千5百に達している0この数は重複したものも含まれてい

るが、シロイメナズナの絵遺伝子のかなりの部分を含む0それにもかかわらず今回

均一化cD恥ライブラリーを使用しげイファレンシヤルスタリーニシグによってシ

ロイヌナズナでは報告されていない遺伝子や未知な遺伝子が単離された。このこと

は高発現な遺伝子であっても、まだシロイヌナズナの中には単離されていないもの
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が存在していることを示しており、このことは本スクリーニング法が簡便なだけで

なく非常に有効な方法であることを示すものである。

EXG汀は柵胞壁の主要構成成分である多糖のキシログルカンの切断、繋ぎ換えをす

る事により、細胞壁の伸展性に関与する酵素として近年注目を浴びている○花序茎

頂部分の細胞は新しい細胞が次々に生まれているので細胞壁が薄く、固さも丈夫で

はない0これを一次細胞壁と呼ぶが、この一次細胞壁のセルロース微繊維間を架橋

しているキシ叩ルカンを切断することによって一次細胞壁の構造が緩み細胞拡大

が起こると考えられている0このエンド型チシログルカン転位酵素遺伝子（点描カ

と相同性を示した候禰クローンの花序茎頂に高発削いう特徴と植物の分化、∵掛こ

植物体の最終的な形態に深く関わる細胞壁の構築酵素という点に注目し、全長d訓NA

及びゲノムタロ→ンの単経と発現部位、発現時期の解析を行った。この遺伝子は、

ⅩRP（xylogluc弧代地dpm血）の新規なメンバーであることから、五和m絹伝子

と命名した0月描m舶花序茎頂部分の細胞壁代謝に深く関わるものと予想された。

シロイヌナズナのcD阻ライブラリーから点描m∂の全長cD恥を単離した。

EXGT－A6は他のEXGTと同様に、C末端に保存されている4つのシステイン残基や、

キシログルカンの切断に関与していると予想されるアミノ酸配列、N据付加を受舶

と予想される部位を有し、N末端に疎水性アミノ酸に富むシグナル配列と予想される

部分を持っていたが、既GT－A6は、活性部位と予想されている共通のアミノ酸配列

DEⅡ）（珊E札榔相卸托比価で他のEXGTと異なる部分を有していた。しかしな

がら、キシログルカンの切断に必須と予想されているアミノ酸残基は、E灯トA6に

おいても全て保存されており、EXGT－A6は他のシロイヌナズナのEXGTと、酵素の

反応特異性が異なる事が予想され、その酵素機能に興味が持たれた。シロイヌナズ

ナのゲノミッタライプラリーから4・3kbのゲノムD恥を含む断片が得られ、点描r

A嘩伝子についてコーディング領域およびその上流の領域のゲノム構造を明らかに

した0既Gm甜シロイヌナズナのゲノム中にシングルコピーで存在していた。

シロイメナズナにおいて既Gm∂の経時的なノ・－ザン分析を行ったところ、

点描m鑓伝子は栄養生長期は茎頂部にのみ転写産物の蓄積が観察され、その後生

殖生長期に移行すると急激に発現量が増加するという事が明らかになり、点描m∂

は植物の形態を決める上で重要な働きを持つと思われる0また、五和m銅板及び

根端部には転写産物の蓄積が観察されなかった0さらに、点描m鑓伝子は花序茎

頂部に加えて生殖生長期移行後の急激な細胞拡大による花茎の伸長にも働く遺伝子

であることが新たに明らかとなった0また、花茎の細胞伸長欠損を示す戚変異株の
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解析において点描m頗写産物の東嶺軋茎において著しく減少しており、細胞伸

長の欠損と展Ⅹ抑A鑓伝子の発現量の低下に強い相関が見られ、EXGT－A6が花茎伸

長に重要な役割を持つことが予想された。ぷ犯告舶はぬ遺伝子の下流に位置し、花

茎伸長に直接的な役割を担っていると考えられる0花序茎頂が花芽になる結果とし

て、花茎の伸長が早期に停止してしまう鯛変異株を用いた解析においても同様に茎

において丘ⅩGmβ転写産物の蓄積が減少していた。また、暗所で生育させたシロイ

ヌナズナの黄化植物体を用いた解析から、細胞分裂を伴わない茎の伸長には点Ⅹ抑

A古が関わっていない事が明らかとなり、£ⅩGmd遺伝子が茎頂部位における、光刺

激による細胞分裂を伴う細胞拡大、伸長を引き起こす遺伝子の下流で働く遺伝子で

ある事が示唆された。

これまでにシロイヌナズナの他の丘ⅩGT遺伝子についてその転写産物の蓄積部位の

解析がなされているが、点訳刀りはの様に細胞分裂、細胞伸長活性の高い部分に特異

的に発現する遺伝子は単離されておらず、£ⅩGm細囁初であり、花茎における細

胞の伸長及び花序茎頂部における分化、形態形成に密接かつ重要な働きを持つ遺伝

子であることが示唆された0
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