
高等植物の小胞子形成過程において発現する

アミノ酸トランスポーター様遺伝子に関する研究

上藤　洋敬

奈良先端科学技術大学院大学

バイオサイエンス研究科　植物遺伝子機能学講座

（橋本　隆　教授）

平成13年1月　9日提出

■’・青

汁き

…消

毒箋■吾
iちl

！阜†

竜∫‡

盲…

蔓i

＝

El

】

】

ぎj

‡l
■■

l

≠j

l

l

I

星毒

‡i

lt

雇∃

巨ぎ

l董

】

】

‡

l

l

；i

う

弓

旨

【

】

卓

2

i

ト

I

E

【

l

I

r

f

†

‾＝

】

l

l

f

J

l

ざ

i

；

】

！

】



目次

序論

第一章　テッポウユリの小胞子母細胞で発現するエ〝β遺伝子

1－1　序文

1－2　材料と方法

1－3　結果

1－4　考察

第二章　ム馳招遺伝子と相同なシロイヌナズナのAA7乙J遺伝子

2－1　序文

2－2　材料と方法

2－3　結果

2－4　考察

総括

参考文献

謝辞

2

3

8

8

8

13

29

34

34

34

39

56

61

63

77



序論

有性生殖は真核生物において一般的に見られる増殖様式であり、異なる個体に由

来する配偶子が接合することによって新たなゲノムの組合せを生じ、その結果、次

世代に遺伝的な多様性を与える機構である。有性生殖を行う生物種は配偶子の接合

によってゲノムが倍数化することを防ぐため、その生活環において減数分裂を行い、

半数体の細胞を形成することが必須である。例えば、下等真核生物の酵母は栄養源

の枯渇によって減数分裂が誘導され、半数体の胞子を形成する。一方、高等真核生

物の被子植物は環境の刺激（日長の変化など）によって茎頂で花芽が分化し、雄性器

官の薪および雌性器官の胚珠において減数分裂が起こり、それぞれ半数体の小胞子

と大胞子を形成する。減数分裂過程では二回の連続した核分裂によってゲノムが半

数化するだけでなく、相同染色体間で高頻度の遺伝子組換えが起こることによって

更に遺伝的多様性が高められている。従って、減数分裂（半数体形成）は有性生殖に

おける基盤的な過程であり、その機構を明らかにすることは重要な研究課題である

と考えられる。

減数分裂は第一分裂と第二分裂の連続した二回の有糸分裂から構成されている。

第一分裂は体細胞有糸分裂と著しく異なることから異型分裂とも呼ばれ、その前期

は染色質が細い糸状に凝縮する細糸期、相同な染色糸が対合を始める対合期、村合

を終えて染色糸が太くなる厚糸期、キアズマを残して二組の姉妹染色分体が分離す

る複糸期、染色体が短縮肥厚する移動期に細分されている。また、第一分裂の後期

では四本の染色分体が二本ずつ紡錘体の両極に分離する。一方、第二分裂は同型分

裂であり、その後期では二本の染色分体が一本ずつ極へ分離する。第一分裂の前期

では、シナプトネマ構造の消失と分離を伴った相同染色体の安定な対合と分離が起

こっており、また、相同遺伝子組換えに関与すると考えられる組換え節がシナプト

ネマ構造上に形成されている。これらのことから第一分裂の前期は減数分裂過程の

中でも特に注目される時期となっている。

これまで減数分裂に関して様々な生物種と様々な手法を用いて非常に多くの研究

が行われてきた。例えば、高等動植物では減数分裂細胞の形態学的な観察が容易で

あり、相同染色体の村合に関与すると考えられるシナプトネマ構造について多数の

報告がなされてきた（Moses，1968）。出芽酵母や分裂酵母は遺伝学的な解析が容易で

あるとともに人為的に減数分裂を誘導できることから、減数分裂の進行制御横棒や

相同遺伝子組換え機構が解析されてきた（Yamamoto，1986；Roeder，1990；Malone，

1990）。また、トウモロコシ、コムギ、ショウジョウバエなどでも多数の遺伝学的解

析が行われている（Golubovskaya etal，1989；SearS，1976；Smith andKing，1968；

Carpenter，1988）。一方、ユリヤマウスでは雄性の減数分裂細胞（小胞子母細胞、精母

3



細胞）の摘出が容易であり、それらを細胞周期のステージごとに分画することが可

能なことから、相同遺伝子組換えに関与するタンパク質の生化学的な解析が行われ

てきた（Hottaetal．，1985；Higashitamietal．，1990a，1990b）。近年では特に酵母を用いた

分子遺伝学的な研究が盛んになり、減数分裂の進行制御機構や相同遺伝子組換え機

構について解析が進んでいる（YamamOtO，1996；Mitchell，1994；Roeder，1995，1997；

Hめer，1998）。これまでのところ減数分裂に関する分子レベルの知見は大部分が酵母

から得られたものである。しかしながら、酵母の様な下等真核生物と高等動植物の

間では減数分裂細胞を取り巻く環境や減数分裂前後の発生過程が全く異なっており、

減数分裂の開始と進行の制御機構および減数分裂細胞の栄養動態などについては、

各生物分類群において独特の様式を有していることが考えられる。従って、高等動

植物の減数分裂についても分子レベルで詳細に研究される必要がある。

シロイヌナズナは古くから遺伝学的研究が行われ、近年では分子遺伝学、生理学、

生化学、発生学においてモデル植物として広く研究に用いられている（Meyerowitz，

1989）。また、シロイヌナズナはゲノムの全塩基配列の解読が試みられ、モデル植物

としての有用性が更に高められている（Mei止e，1998）。これまで高等植物の配偶子形

成を理解するために、シロイヌナズナの雄性不稔変異体を用いていくつかの遺伝学

的解析が行われてきた（Dawsonetal．，1992；Chaudhuryetal．，1994；Peirsonetal．，1996；

Heetal．，1996；Rossetal．，1997）。近頃では、それらの研究から減数分裂異常を起こす

原因の遺伝子が分子遺伝学的手法によって単離されている（Gloveretal．，1998；Heand

Mascarenhas，1998；Bhattetal．，1999；Baietal．，1999；Caryletal．，2000）。また、酵母など

から単離された既知の減数分裂関連遺伝子のシロイヌナズナにおける相同遺伝子も

単離され、道道伝学的手法によって機能解析が行われている（Couteau et al．，1999；

Yangetal．，1999；HartungandPuchta，2000）。これらのシロイヌナズナを用いた研究に

よって、高等植物の減数分裂過程は断片的ではあるが理解が進み始めている。

これまで我々の研究グループは高等植物における減数分裂あるいは小胞子形成の

全体像を理解するため、小胞子母細胞において発現する遺伝子群のcDNAを単離す

ることを試みてきた。Kobayashiら（1994）はテッポウユリの小胞子母細胞から調製

したcDNAライブラリーを用い、サブトラクティブハイプリダイゼーション法によ

って減数分裂過程において発現誘導される18種類のLily messagesInduced at

Meiosis（エ財）遺伝子に対応する　cDNA群を単離している。また、Morohashiら

（2000）はKobayashiらのcDNAライブラリーを用いて大規模な塩基配列決定を行

い、減数分裂あるいは小胞子形成に関与すると考えられる数多くの遺伝子を同定し

ている。これまでにムⅢオ遺伝子のいくつかは詳細な機能解析が行われている。エ〃オJ5

遺伝子がコードするタンパク質は原核生物の遺伝子組換え酵素RecAと類似してお

り、減数第一分裂前期の村合期においてシナプトネマ構造上の組換え節に局在する
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ことから、相同塩基配列の検索と対合に関与することが考えられている（Terasawaet

al．，1995；Andersonetal．，1997）。LM9遺伝子はセリンプロテアーゼをコードしており、

小胞子が四分子から分離する過程で機能している可能性などが考えられている

（Tayloretal．，1997）。その他にも新規タンパク質をコードするLM5とuM13、グリ

シンリッチタンパク質をコードする〟〃J4、熟ショックタンパク質70をコードす

るム仇rJβについてタンパク質レベルの発現様式や細胞内局在が解析されており、こ

れらの機能が考察されている（Ogataet al，1999；Mousavietal．，1999；Minamietal．，

2000）。

植物は光独立栄養生物であるが、正常な発生と生育のために糖とアミノ酸の取込

みに依存する多くの従属栄養組織から構成されている（Thome，1985）。例えば、全て

の細胞は分化の初期において一過的に従属栄養であるし、根、展開途中の葉、生殖

器官、成熟過程の種子は従属栄養組織で構成されている。多くの従属栄養組織は無

機窒素を利用することができないため、窒素同化の起こっている組織からアミノ酸

を輸入することが必要である。植物個体において窒素の再配置は重要な事象であり、

その過程においてアミノ酸トランスポーターは中心的な役割を果たしていると考え

られている。高等植物では培養細胞あるいは原形質膜由来の小胞を用いたアミノ酸

取込実験が行われており、基質特異性の異なる複数のアミノ酸トランスポーターが

存在していることが示唆されていた（HarringtonandHenke，1981；BernSteinandHenke，

1982；LiandBush，1990；LiandBush，1991）。これらはプロトン供役シンポ一夕ーであ

り、P型プロトンポンプによって作られるプロトン駆動力と結びついていることが

考えられていろ（Se汀弧0，1989）0

近年になるとアミノ酸輸送能が欠損する酵母変異株を用いた発現スクリーニング

が行われ、シロイヌナズナから基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーター

をコードするA班APl，qVAn遺伝子のcDNAが単離されてきた（Frorrmeretal．，1993；

Hsuetal．，1993）。現在では、種々の植物から推定のものを含めて数多くのアミノ酸ト

ランスポーターおよびオーキシントランスポーターの　cDNAが単離されている

（Fischeretal．，1998）。これまでに同定されてきた大部分の植物のアミノ酸トランスポ

ーターは真核生物に特異的なaminoacid／auxinpermeaSe（AAAP）ファミリーに属して

いる（Youngetal．，1999）。出芽酵母、線虫および大部分の原核生物においてアミノ酸

の輸送はAAAPファミリーとは遠縁のaminoacid－POlyamine－Cholinefacilitator（APC）

ファミリーのトランスポーターが主に担っているのに対して、シロイヌナズナでは

AAAP　ファミリーのトランスポーターが主要であると考えられている（Tbe

ArabidopsisGenomeInitiative，2000）。AAAPファミリーのトランスポーターは大部分

が400から500残基のアミノ酸で構成され、アミノ末端が細胞内に、カルポキシ
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ル末端が細胞外に配した11回膜貫通型の膜タンパク質であると考えられている

（Youngetal．，1999）。また、AtAAPl爪AT2については実験によって11回膜貫通型の

膜タンパク質であることが示唆されている（ChangandBush，1997）。これまでに単離

されてきたアミノ酸トランスポーターについて、いくつかは発現様式の解析などか

ら発生および生育における役割が考察されてきたが、多くのものは詳細なことが不

明のままである。

小胞子形成過程において、小胞子母細胞は維管束から薪隔、荊壁の各組織を通し

て糖およびアミノ酸の供給を受けることが推測されている。本研究を開始した当初、

テッポウユリの小胞子母細胞で発現するエ購遺伝子はA仏APJ爪仏コワ遺伝子など

のアミノ酸トランスポーター遺伝子群と相同性を示すことが見いだされた。そこで、

本研究ではム独摘遺伝子の小胞子形成過程における機能を明らかにすることを試み、

一次構造の解析、発現様式の解析、細胞内局在の解析、出芽酵母を用いた生育相補

試験、小胞子母細胞と捌こおけるアミノ酸動態の調査を行った。また、シロイヌナ

ズナよりLJM8相同遺伝子（aminoacidtranSPOrter－1ikeproteinl：AA几1）を単離し、

これについて一次構造の解析、発現様式の解析、遺伝子強制発現植物の解析を行っ

た。

植物ではアグロバクテリウムを介したT－DNA導入、エレクトロボレーション、

パーティクルボンバードメント、マイクロインジェクションなどの様々な外来遺伝

子導入法が確立され、種々の植物において形質転換体の作成が可能となった（Gasser

弧dFraley，1989）。これによって分子遺伝学的に遺伝子機能が解析されるようになっ

ただけでなく、農作物の分子育種が行われるようになった。現在ではトウモロコシ、

大豆、綿花、ジャガイモなどの形質転換作物が商業的に栽培されており、この他の

多くの形質転換作物についても圃場試験が行われている（Dunwell，2000）。

形質転換植物において導入遺伝子を発現させるためには、様々な植物種で構成的

に機能するカリフラワーモザイクウイルスのj5∫プロモーターが広く利用されてい

る。植物個体の特定の場所や時期において遺伝子を発現させたい場合には、目的に

あった発現様式を示す遺伝子のプロモーターを利用する必要がある。例えば、前の

夕べート組織で特異的に発現する遺伝子のプロモーターを用い、毒素をタペート組

織で生産することによって、雄性不稔形質を獲得したタバコが作成されている

（Krieteet al．，1996）。また、推管束の師部組織で特異的に発現する遺伝子のプロモー

ターを用い、レクチンを師部組織で生産することによって、吸汁害虫に対する抵抗

性を獲得したイネが作成されている（Raoetal．，1998）。今後更に、導入遺伝子の発現

様式を制御した形質転換作物を育種するため、様々な植物種から数多くのプロモー

ターが単離され、それらの知見が蓄積されることが望まれている。
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これまでに様々な植物種において紡あるいは花粉粒で発現する遺伝子が同定され、

それらのゲノミッククローンが単離されてきた。これらの大部分は、プロモーター

領域にβ－gulcronidase（GUS）のコード配列を連結した融合遺伝子が作成され、その

発現様式が解析されている（Twelletal．，1990；Hami1tonetal．，1992；Pauletal．，1992；

JohnandPetersen，1994；Treacyetal．，1997；Zabaletaetal．，1998）。更に、花粉粒で発現す

る遺伝子のプロモーターは、GUSあるいは1uciftrase（LUC）を用いて特異的発現に

関与するシス領域が詳細に解析されてきた（Twe11etal．，1991；Eyaletal．，1995；Bate

andTwe11，1998；Hamiltonetal．，1998；Zabaletaetal．，1998）。一方、小胞子母細胞で発現

する遺伝子は方法的な難しさによってあまり多く同定されていないのが現状である。

その中でシロイヌナズナのAtDMCl遺伝子（Klimyuk andJones，1997）とタバコの

αα〟方遺伝子（Poov扇abetal．，1999）はゲノミッククローンが単離されており、これ

らのプロモーターと　G∽の融合遺伝子について発現様式が解析されている。しか

しながら、これらのプロモーターのシス領域については未だ報告がなされていない。

私が所属するグループは、基礎研究および分子育種への利用を目的として、テッ

ポウユリの小胞子母細胞で発現するエ以遠伝子群についてプロモーター領域の単離

を試みている。テッポウユリはゲノムサイズがシロイヌナズナの約800倍であり、

従って、そのゲノム断片をハイプリダイゼーションスクリーニングによって単離す

ることは現実的ではない。そこで、これまでにインバースPCR法（Ochmanet al．，

1988）やベクトレット法（Isegawaetal．，1992）を用いてLJMlO、LJM12、LJM15、LM18

のプロモーター領域が単粧されている（Minamietal．，未発表）。

エ〝β　とエ財JO、ムⅢオJ2、エ財ノ5、エ財Jβの間では小胞子形成過程における　mRNA

の蓄積量および変動様式が異なっている（Kobayashietal．，1994）。そこで、本研究で

は〟財β遺伝子の5，上流領域を単離し、これについてプロモーター活性の検出、

定量的なプロモーター活性の測定を行った。また、本研究ではム眺招の相同遺伝子

としてシロイヌナズナからAA7ユノ遺伝子のゲノミッククローンを単離した。そこで、

ん侃J遺伝子の5，上流領域と　G∽の融合遺伝子について組織化学的に発現様式

を解析した。
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第一章　テッポウユリの小胞子母細胞で発現する〟血相遺伝子

序文

ユリ科植物の小胞子母細胞は、1）紡が大きいため比較的大量に存在し、2）同調的

に発生が進み、3）減数分裂期が約一週間と長いことが特徴である（Erickson，1948；

TaylorandMcMaster，1954）。更に、ユリでは菅の大きさと小胞子母細胞における減数

分裂ステージが厳密に対応している。これらのことからユリの小胞子母細胞は、1）容

易にかつ大量に調製でき、2）減数分裂のステージごとに分画でき、3）生化学的およ

び分子生物学的な実験を始め、様々な目的に適している。これまでにユリの特徴を

活用して減数第一分裂前期の小胞子母細胞に由来するcDNAライブラリーが作成さ

れ、サブトラクティブハイプリダイゼーション法によって、減数分裂過程において

発現誘導される18種類のL山ymessagesInducedatMeiosis（L〟）遺伝子に対応する

CDNA群が単離されている（Kobayashietal．，1994）。

第一章では初めに、エ〟オ遺伝子の一つであるエ財β遺伝子について相同性検索を

行った。その結果、エ財β遺伝子は高等植物のアミノ酸トランスポーター遺伝子群と

相同性を示すことが見いだされた。そこで、ム軌招遺伝子の小胞子形成過程における

機能を明らかにすることを試み、一次構造の解析、発現様式の解析、細胞内局在の

解析、出芽酵母を用いた生育相補試験、小胞子母細胞と前におけるアミノ酸動態の

調査を行った。また、エ以β遺伝子の特異的な発現制御機構を明らかにすることを試

み、ム軌招遺伝子の5，上流領域を単離し、これについてプロモーター活性の検出、

定量的なプロモーター活性の測定を行った。

材料と方法

配列情報の解析

相同性検索は日本DNAデータバンク（DDBJ）、NationalCenterfbrBiotechnology

Information（NCBI）およびEuropeanMolecularBiologyLaboratory（EMBL）のデータ

ベースにおいてBLASTプログラム（Altschuletal．，1990）を用いて行った。アミノ

酸配列のアライメントはCLUSTALW（Thompsonetal．，1994）プログラムを用いて行

った。分子系統樹の描画はTreNiewプログラム（Page，1996）を用いて行った。疎

水性プロットの描画と膜貫通性部位の予測は、KyteとDoolittle（1982）あるいは
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Engelman（1986）の方法に従ってTopPredII（ClarosandHeiine，1994）プログラムを用

いて行った。シスエレメントの検索は農業生物資源研究所のPLACEデータベース

（Higoetal．，1999）においてSignalScanプログラムを用いて行った。

植物材料

温室で栽培したテッポウユリ（Liliumlongylorumcv．Hinomoto）の膏を1mm毎の

長さによって分別した。それぞれのグループについて菅から小胞子母細胞を摘出し、

顕微鏡観察によって減数分裂および花粉成熟のステージを決定した。膏を半分の位

置で輪切りにすると薪の上端が切開されるので、この膏を押しつぶすことによって

小胞子母細胞を摘出した。

出芽酵母の生育相補試験

Plim8（Kobayashietal．，1994）のApaIサイトを切断、平滑化した後にEcoRIサイ

トで切断し、1．7kbpのLLM8cDNAを切り出した。これを酵母用の発現ベクター

抒ES2（Invitrogen）のEcoRl－XbaI（平滑化）サイトへ挿入し、ⅠⅣES2－LM8ベクター

を作成した。A班AP2cDNAを単離するため、シロイヌナズナの花芽から調製した

cDNAライブラリーを鋳型として、AAP2Flプライマー（GCGGTACCAAGAGGA－

GATGGGTGAAA）と　AAP2Rlプライマー（GCGAATTCGTTCATGGTCCATW－

CATC）のセットを用いてPCRを行った。PCRはTaKaRaLATaq（Takara）を用い

て以下の条件で行った。反応液を940Cで1分間置き、その後に、980Cで20秒

間、580Cで30秒間、680Cで2分間の反応を30サイクル行った。この1．6kbpの

増幅産物をプライマー配列中の埠乃ⅠサイトおよびgcoⅢサイトで切断し、抒ES2

のRinI－EcoRIiTイトへ挿入することによってpYES2－AAP2ベクターを作成した。

ⅠⅣES2－LⅡ止8、再鷲S2－AAP2およびpYES2を用いて出芽酵母のKY11株（JT16株：

Wah＊1－614his4－401un13－52inoIcanl：TanakaandFink，1985）を形質転換した。

PYES2由来のベクターを含んだUra＋形質転換体をSl寒天培地（2％グルコース、

0．67％yeastnitrogenbase（Difto）、0．002％イノシン、0．1％アルギニン、3．9mMヒ

スチジン：Hsu et al．，1993）によって選抜した。これらの形質転換株と　KYll秩を

HLM培地（4％ガラクトース、0．67％yeastnitrogenbase、0．002％イノシン、0．1％ア

ルギニン、130pMヒスチジン：Hsuetal．，1993）およびHm培地（2％グルコース、

0．67％yeastmitrogenbase、0・002％イノシン、0．1％アルギニン：Hsuetal．，1993）に

移し、生育を観察した。

エ淵mRNA発現様式のRT・PCR解析

RNAPCRkit（AMV）ver・2・1（Takara）を用いてRT－PCRを行った。RNeasyplantmini
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kit（Qiagen）を用いてtotalRNAを調製し、これを逆転写反応の鋳型とした。Lm48RTl

プライマー（AATGCAATTGGGATCATCGC）とLm48RT2プライマー（GCTTm－

TTCACACCAGTCTCGACC）のセットおよびLiEFl－1（GAGGCAGACTGTTGCTG－

TCGG）とLiEFl－2（AGCAGACTGAAATGAAGATGC）のセットを用い、以下の条件

でPCRを行った。反応液を940Cで1分間置き、その後に、940Cで30秒間、

570Cで30秒間、720Cで1分間の反応を25サイクル行った。増幅産物は1％ア

ガロースゲルによる電気泳動で分離し、エチジウムブロマイドで染色した。

抗LIM8タンパク質抗体の作成

Plim8のApaIサイトを切断、平滑化した後にBamHIサイトで切断し、l．7kbpの

エ劫蕗cDNAを切り出した。これをヒスチジン6量体タグ融合タンパク質発現ベク

ターPQE－30（Qiagen）のBamHI－SmaIサイトへ挿入し、PQE－LIM8ベクターを作成

した。更に、このベクターの卑乃Ⅰサイトと〟玩dⅢサイトを切断することによっ

てLIM8タンパク質の219残基から508残基までの配列を削除し、その後、平滑

末端化および自己環状化してpQE－LM8dlベクターを作成したo pQE－LIM8dlで大

腸菌SG13009株を形質転換し、LIM8由来の27kDaの組換えタンパク質を生産し

た。27kDaの組換えタンパク質は変性条件下でNi－NTA親和性クロマトグラフィー

によって部分精製し、SDS－PAGEによって分離した後、mOde1422electro－eluter（Bio－

Rad）を用いて分取した。分取したタンパク質が組み換えタンパク質であることは、

ヒスチジン6量体タグを認識する抗RGS（H）4抗体を用いたウエスタンプロット解

析によって確認した。この組換えタンパク質で免役されたウサギの血清を抗Ln朋

抗血清とし、これをプロテインA親和性クロマトグラフィーすることによって抗

LM8抗体を得た。

LIMSタンパク質のウエスタンプロット解析

発現様式を調査するために、植物材料を等量の2Ⅹ試料緩衝液（1Ⅹ‥12mMトリ

ス一塩酸（PH6・8）、5％グリセロール、0・4％SDS、1・6M尿素、0・1MDTT、0．02％BPB）

中で磨砕し、5分間煮沸した後、40C、15，000rpmで5分間遠心分離した上清をタ

ンパク質試料として用いた。細胞分画はWangら（1993）の方法に従って行った。

小胞子母細胞を等量の緩衝液A（50mMトリス一塩酸（PH8．0）、1mMEDTA、10mM

塩化カリウム、2mMDTT、0・5mMPMSF、0．5Mショ糖）中で磨砕したものを全抽

出物とした。更に、仝抽出物は40C、6，000gで20分間遠心分離した後、その上

清を40C、110，000gで1時間遠心分離し、この上清を可溶性画分、沈殿をミクロ

ソーム画分とした0可溶性画分は等量のアセトンを加えてタンパク質を析出させ、

40C、14，00Og、10分間の遠心分離によって沈殿を得た。可溶性画分とミクロソー
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ム画分は等量の緩衝液B（緩衝液Aからショ糖を除いたもの）に懸濁し、5Ⅹ試料

緩衝液を加えて5分間煮沸した後、40C、15，000rpm、5分間の遠心分離を行い、

これによって得られた上清をタンパク質試料とした。ウエスタンプロットはImn－

LiteIIChemi1uminescentProteinDetectionSystem（Bio－Rad）の付属の説明書に従って行

った。タンパク質はSDS－ureaPAGE（BollagandEdelstein，1991）によって分離した後、

Hybond－PVDF（Amersham）メンプレンに転写した。メンプレン上のタンパク質は抗

LM8抗体で一次標識し、アルカリフォスファターゼを結合した抗ウサギIgG抗体

で二次標識した。二次標識由来の化学発光はⅩ線フイルムNewRX（F頑）を用いて

検出した。

LIM＄タンパク質の組織免疫染色

薪を4％パラホルムアルデヒドを含んだPBS（PH7．4）中で固定し、エタノール

シリーズで脱水した後、Technovit7100樹脂（Kulzer）に包埋した。ミクロトームを

用いて1ドMの厚さの切片を作成し、これを0．1％ポリーL－リジンでスライドグラ

スに張り付けた。この切片をブロッキング液（3％BSA、0．1％アジ化ナトリウムを

含んだPBS）で1時間処理した後、ブロッキング液で100倍希釈した抗LM8抗

血清によって40Cで一晩処理した。更に、この切片をPBSで洗浄した後、PBSで

40倍希釈したFITC結合抗ウサギIgG抗体およびDAPIによって370Cで一時間

処理した○顕微鏡観察による透過光像および蛍光像はASA400フイルム（F頑）を用

いて写真撮影した。

小胞子母細胞および薪における遊離アミノ酸含量の分析

薪あるいは小胞子母細胞を20mM塩酸中で磨砕した後、40C、15，000叩mで20

分間遠心分離した。この上清を口径0．45叫mのフィルターで濾過することによって

分析試料とした。アミノ酸混合標準液H型（W止0）にアスパラギン、グルタミン、

トリプトファンを加え、それぞれ0．1mMのアミノ酸混合標準液を調製した。分析

試料中に含まれる遊離アミノ酸あるいは混合標準液中のアミノ酸を蛍光誘導体化試

薬AccQ－Fluor（Waters）によってラベルした。HPLCはAccQllagアミノ酸分析シス

テム（717＋オートサンプラー、626LCシステム、AccQllagアミノ酸分析カラム、

474蛍光検出器、Millenniumクロマトグラフィーマネージャープログラム‥Waters）

を用いて行った。蛍光誘導体化アミノ酸の分離は390Cで行った。溶離液A（蒸留

水1Lに酢酸ナトリウム三水和物19g、トリエチルアミン700mg、EDTAlmgを

加え、リン酸によってpH5・8に調節したもの）、溶離液B（アセトニトリル）、溶離

液C（M皿i－Q水）を用い、以下の条件で分離を行った。0から1分は100％溶離

液A（同組成）、1－16分は99％－97％溶離液Aと1％－3％溶離液B（直線勾配）、
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16－25分は

94％一91％

溶従液Aと

14％－18％

（同組成）、51

97％－94％溶離液Aと3％－6％溶離液B（直線勾配）、25－35分は

溶離液Aと6％－9％溶離液B（直線勾配）、35－43分は91％－86％

9％－14％溶離液B（直線勾配）、43－50分は86％－82％溶離液Aと

溶離液B（直線勾配）、50－51分は82％溶離液Aと18％溶離液B

－54分は60％溶離液B　と40％溶離液C（同組成）、54－65分は

100％溶離液A（同組成）。1mL／分の流速で分離を行った。

エ淵遺伝子5，上流配列の単離

ゲノミック　DNAから　Lm48遺伝子5，上流配列を増幅するためにインバース

PCR（Ochmanetal．，1988）を行った。CTAB法（MurrayandThompson，1980）によっ

て小胞子母細胞からゲノミック　DNAを抽出した。ゲノミック　DNAを制限酵素で

切断し、自己環状化したものをPCRの鋳型として用いた。PCRはTaKaRaLATaq

（Takara）を用いて行った。LIM8Flプライマー（ATTGTGAGCATGAGAGGCTN－

CTGG）とLM8Rlプライマー（AGTGGTGATCGGGTTAGGGATG）のセットを用い

て、以下の条件でPCRを行った。反応液を940Cで1分間置き、その後に、980C

で20秒間、糾OCで30秒間、680Cで2分間の反応を30サイクル行った。更

に、その増幅産物を鋳型にして、L刀M8F2　プライマー（CCATACTCTCAG－

TTCTGGCATTG）と　LM8R2プライマー（GTCACCGGCATGGACTGT）のセットを

用いて、以下の条件でPCRを行った。反応液を（Novagen）へ挿入した。DNA塩基

配列決定はDNAシーケンサー（Applied Biosystems）を用いてダイプライマ一法に

よって行った。インバースPCRによって得られた配列走法をもとにLm48F3プラ

イマー（CGCTTACTAGGAGACAACCTAGCA）、LM8F4プライマー（GGCATGTGA－

TTCTTTGCTATT）、LIM8F5プライマー（CCCAAAGTACCTAGGACTrA）、LIM8F6プ

ライマー（GGTAAGAGTGCCATTGTTGG）、LIM8F7　プライマー（AAGCTTAGAA－

TGACCCACCACT）を設計した。これらのプライマーとLM8R2プライマーを用い、

制限酵素処理を施していないゲノミック　DNAを鋳型にして、以下の条件でPCRを

行った。反応液を940Cで1分間置き、その後に、980Cで20秒間、580Cで30

秒間、680Cで1分間の反応を30サイクル行った。これらの増幅産物（0．6kbpと

0．4kbp）をpT7BlueT－VeCtOrへ挿入した後、塩基配列決定を行った。

G〃S遺伝子を用いたプロモーター活性の検出

Lm遺伝子の5，上流配列と部分コード配列を含んだ、0．6kbpのPCR増幅断

片をPsiIおよびBamHIによってpT7BlueT－VeCtOrから切り出した。この断片を

pBI221ベクター（Clontech）のPstI－BamHIサイトへ挿入することによって、

pLⅡ止8（600）－GUSベクターを作成した。0．5pgのpLIM8（600）－GUSを0．5mgの金
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粒子（直径1・6pm）に吸着させた。これをPDS－1000meparticledeliverysystem（Bio－

Rad）を用いてパーティクルボンバードメント法によって改変White寒天培地（Ito

狐d Stem，1967）上の小胞子母細胞へ導入した。遺伝子導入後、小胞子母細胞を改変

White液体培地で埋没させて暗所で24時間培養した。Martinら（1992）の方法に

従って遺伝子導入した細胞を2日間X－gluc染色した。微分干渉像をC－CUユニバ

ーサルシステムコンデンサと　COOLPIX990デジタルカメラを装着したECuPSE

E800M顕微鏡（Nikon）を用いて撮影した。

ルシフェラーゼ遺伝子を用いたプロモーター活性の測定

PBI221－1uc＋ベクター（Matsuoetal．，inpress）をHindIIIおよび舵oIで切断する

ことによってカリフラワーモザイクウイルスj5∫プロモーターを削除し、その後に

平滑化した。この断片へ、PstIおよびBamHIによってpT7BlueT－VeCtOrから切り

出して平滑化したム財β遺伝子5，上流配列と部分コード配列を含んだ0．6kbpの

断片を挿入することによってpLIM8（600）－1uc＋ベクターを作成した。PBI221－1uc＋ベ

クターを月加dⅢで切断することによってj5∫プロモーターを削除し、自己環状化

することによってpless－luc＋ベクターを作成した。0．5LLgのpLM8（600）－1uc＋、

PBI221－1uc＋あるいはpBI221－1uc＋を0・5pgのpBI221－Rhc（Matsuoetal・，inpress）

と共に0・5mgの金粒子（直径1・6pm）に吸着させた。これをPDS－1000胴eparticle

delivery system（Bio－Rad）を用いてパーティクルボンバードメント法によってテッポ

ウユリへ導入した。1cm2の葉片と薪はプラスチックシャーレに、小胞子母細胞は改

変W鮎te寒天培地に置いて遺伝子導入を行った。遺伝子導入後、葉片と掛ま湿らせ

たキムワイプで包み、小胞子母細胞は改変White液体培地で埋没させ、暗所で24時

間培養した。PLIM8（600）－1uc＋、PBI221－1uc＋およびpless－1uc＋に由来するホタルル

シフェラーゼ（F－1uc）の活性、およびpBI221－R山cに由来するウミシイタケルシフ

ェラーゼ（R－luc）の活性をDual－LuciftraseReporterAssaySystem（Promega）を用いて

測定した。

結果

エ傭遺伝子の配列解析

ム軌招cDNAは513アミノ酸残基のタンパク質をコードするORFを有している

（図1）。LM8タンパク質について予測アミノ酸配列の相同性検索を行ったところ、

LM8はシロイメナズナから単離された基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランス

ポーター（AtAAPlからAtAAP5）およびNicotiana5ylvestrisから単離された推定ア
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ミノ酸トランスポーター（NsAAPl）と相同性を示すことが見いだされた（図2）。

KyteとDoolittleの方法に従って疎水性プロットを作成したところ、Lm48、AtAAP2、

NsAAPlは互いによく類似していることが示された（図3A）。KyteとDoolittleの

方法では、LM8から10個の予測膜貫通性部位が検出され、AtAAP2とNsAAPlか

ら11個の予測膜貫通性部位が検出された（図3B）。また、Engelmanらの方法に従

って疎水性プロットを作成したところ、Lm48も11個の予測膜貫通性部位が検出

された（データ省略）。

LM8タンパク質と高等植物のアミノ酸トランスポーター群は膜貫通性領域にお

いて高い相同性が示すが、アミノ末端から一番目の予測膜貫通性部位までの配列と

長さは著しく異なることが見いだされた（図3B）。Lm48タンパク質のアミノ末端領

域の配列に注目したところ、セリン残基、スレオニン残基、プロリン残基に富んで

いることが見いだされた（図1）。

LIM8タンパク質の機能検討

L別8タンパク質がアミノ酸トランスポーターとして機能するかどうかを検討す

るため、ヒスチジンの輸送系と合成系に欠損がある酵母変異株（KYll）を用いた生

育相補試験を行った（図4）。酵母用発現ベクターのPYES2へLJM8cDNAあるい

はシロイヌナズナの中性／酸性アミノ酸トランスポーターをコードするAdAP2cDNA

を挿入して、畔ES2－Lm48および坪ES2－AtAAP2を構築した。dYES2ベクター、

岬S2－LIM8ベクターあるいは抒ES2－AtAAP2ベクターで形質転換したKYll株

は、いずれもヒスチジン3．9mM添加培地において生育が観察された。ヒスチジン

130什M添加培地においては、抒ES2－LIM8形質転換体が生育できなかったのに対し

て、対照の畔ES2－AtAAP2形質転換体は生育が観察された。ヒスチジン無添加培地

においてはいずれの形質転換体も生育が見られなかった。

エ淵mRNAの蓄積様式

LmmRNAの発現様式をRT－PCRによって解析した（図5）。その結果、LJm

mRNAは薪および蔚より摘出した小胞子母細胞と花粉粒において蓄積していたが、

栄養器官では蓄積していなかった。また、ム軌摘mRNAは小胞子母細胞において減

数第一分裂前期の対合期から四分子期までの間で徐々に蓄積量が増加していたが、

一核性花粉粒で著しく蓄積量が減少していた。対照のエ〝ノ5mRNAは小胞子母細

胞において減数第一分裂前期の細糸期で最も多く蓄積していたが、減数第一分裂前

期の複糸期までにほとんど蓄積が見られなくなった。また、ム軌指mRNAおよび

助けJ5mRNAは荊よりも小胞子母細胞において強いシグナルが観察された。
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LIM＄タンパク質の蓄積様式

LⅢ止8タンパク質の発現様式を免疫学的に解析するため、まず、Lm48タンパク質

を特異的に認識する抗体を作成した（材料と方法を参照）。大腸菌において、完全長

の組換えLm48タンパク質を生産できなかったため、Ln48タンパク質のアミノ末

端から4番目の予測膜貫通性部位までの組換えタンパク質（27kDa）を生産し、こ

れを抗原に用いて抗LM8抗体を作成した。

抗LM8抗体を用いてウエスタンプロット解析を行った（図6A）。その結果、LⅢ舶

タンパク質は小胞子母細胞と花数粒において蓄積していたが、栄養器官では蓄積し

ていなかった。また、LIM8タンパク質の蓄積量は減数第一分裂前期で低く抑えら

れていたが、減数第二分裂期において著しく上昇し、四分子期には減少していた。

LIM8　タンパク質の細胞内局在

小胞子母細胞を細胞分画して抗Lm48タンパク質抗体を用いてウエスタンプロッ

ト解析を行った。その結果、LIM8タンパク質に由来するシグナルはミクロソーム

画分から検出されたが、可溶性画分からはほとんど検出されなかった（図6B）。

紡の組織切片を作成し、抗LM8タンパク質抗血清を用いて免疫染色を行った（図

7）。その結果、減数第一分裂前期の対合期から四分子期までの小胞子母細胞におい

て原形質膜および細胞壁の存在する場所からLm48タンパク質に由来するシグナル

が検出された。一方、いずれの時期のタペート細胞においても原形質膜および細胞

壁の存在する場所からLⅡ正8タンパク質由来のシグナルは観察されなかった。

小胞子形成過程における遊離アミノ酸の動態

タンパク質合成に用いられる20種類の遊離アミノ酸について、小胞子形成過程

における動態調査を行った（図8）。その結果、減数分裂の開始時において小胞子母

細胞よりも小胞子母細胞を含む薪で遊離アミノ酸の含量（20種類の合計量）が2倍

程度高いことが観察された（図8A）。そして、小胞子母細胞および前の遊離アミノ

酸含量は減数第一分裂前期の間に大きく減少し、小胞子形成完了後の一核性花粉期

には同レベルになることが観察された。

更に、小胞子形成過程における遊離アミノ酸組成の変動を調査した。その結果、

小胞子母細胞および薪ともに減数第二分裂付近から四分子期の間で分枝側鎖アミノ

酸であるバリン、ロイシンの組成比が著しく上昇していることが観察された（図8B、

C）。同時期において、他の分枝側鎖アミノ酸であるイソロイシンの組成比はわずか

に上昇することが観察された。

〟材ぎ遺伝子5，上流配列の単離
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ム軌招遺伝子の5，上流配列をインバースPCR法によって単離することを試みた

（図9）。制限酵素肋gIIで処理したテッポウユリのゲノミックDNAを自己環状化

して鋳型を作成し、これとLZM8cDNAから設計したプライマーセットを用いてPCR

を行ったところ、1．1kbpの増幅産物が得られた。この増幅産物について塩基配列決

定を行い、新規配列として見いだされた領域から5種類のプライマーを設計した。

これらのプライマーとム財βcDNAから設計したプライマーのセットを用い、制限

酵素処理を施していないゲノミックDNAを鋳型として5組のPCRを行ったとこ

ろ、0・6kbpと0・4kbpの増幅産物のみが得られた。0．6kbpと0．4kbpの増幅産物

について塩基配列決定を行ったところ、これらはム軌帽cDNAの5，末端配列と新

規配列を含んでおり、この新規配列を〟財β遺伝子の5，上流領域とした。

エ淵遺伝子の5，上流領域の配列解析

工甜∂遺伝子の5，上流領域について配列の解析を行った（図10）。エ財∂遺伝子5，

上流領域おいて、エ財βcDNAの5，末端と一致する場所を転写開始点（＋1）とした。

－38の位置にTmボックスが、－224および－246の位置にCAATボックスが見

いだされた。また、－121、一133およびA52の位置にASF－1結合モチーフ（TGACG）

が、－453の位置にCボックス（GACGTC）が見いだされた。更に、LJM83％伝子5，

上流配列と既に単粧されている他のエ以遠伝子5，上流配列の間で配列比較を行っ

たところ、3種類の共通あるいは類似する配列が見いだされた。一59の位置にエ〟オJO

およびLM12で繰り返し存在する配列（CTTCCC／ATCC）が、一135の位置にLJM15

で存在する配列（CAGTTCCGT）が、－289　の位置に　LJM12で存在する配列

（CTTrCCCCC）が見られた。これらの共通／類似配列にはいずれもTTCC配列が含

まれている。

エ淵遺伝子5，上流領域のプロモーター活性

工肋帽遺伝子5’上流領域とGと岱遺伝子の融合遺伝子（〟朋苫∴G叩）をパーティ

クルボンバードメント法によってテッポウユリの小胞子母細胞へ導入し、Ⅹ－gluc染

色を行った（図11B）。その結果、融合遺伝子をコーティングした金粒子が導入され

ている細胞においてGUSの発現が観察された。一方、金粒子が導入されていない

細胞においてはGUSの発現は観察されなかった。

山肌相通伝子5’上流領域とホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子（ダー血りの融合遺伝

子（エ〟ば＆∵ダーJ〟C）、カリフラワーモザイクウイルスj5∫プロモーターとダーJ〟Cの融

合遺伝子（j5∫∴ダーJ〟C）およびプロモーターを連結していないダーJ〟C遺伝子をj5∫プ

ロモーターとウミシイタケ由来ルシフェラーゼ遺伝子（虎J〟C）の融合遺伝子（j∫∫∴尺一

山c）と同時にテッポウユリの種々の部位へ導入し、それぞれの相対活性（F－1uc活性
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侃－1uc活性）を測定した（図11C）。その結果、小胞子母細胞においてム眺相違伝子5，

上流領域を用いた場合は、j5∫プロモーターを用いた場合の14．04％の活性が見ら

れ、プロモーターを連結していない場合の470倍の活性が見られた。一方、葉にお

いてエ財β遺伝子5，上流領域を用いた場合は、j5∫プロモーターを用いた場合の

0．38％の活性が見られ、プロモーターを連結していない場合の13倍の活性が見ら

れた。従って、ム肋博通伝子5，上流領域は小胞子母細胞において葉におけるよりも

約40倍高いプロモーター活性を有することが示された。
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AGC⊂AGC⊂A⊂CAAm⊂ATGCCGGTGACCCCGmCCC
M E V Ql日■H　6■Ⅴ　－R　丘■G　白■コ

00CCGCC⊂mCGCCCTCm⊂mCA℡CCCTrm

R V　■－■■ミ▼■－工　8■A　■一■■劇■■Q L H　血■L】臼■R
皿⊂mCm⊂肌CCCGAGGGCGTmCmCC
－L L G　白■A　脚－R A E■R L　加－■些事L。良lヨ■コ
GA皿AGGCでATTGでGAGCATGAGAGGCTATC℡GGAAGAGGTGGGG⊂ATGでTACCCG
工　　R K A　エ　V S M R G Y L E E V G H V T R

GCTCGACC⊂A⊂AGGACGAGTmCG狐CmGAGGAACGG⊂AACでCCTAm
IJ D P Q D E W IJ P　＝　T Q S R N G N S Y Y

CTCGGCGITCC紀でACTmTTYWCAGGCGCTGGTGGmCGGTAGC

S A F H　で　L S S G　工　G F Q A LサブJ
Cでで（コ珊ATCTGTGGGCTでCでGCTGG⊂A
F T F IJ＿G W IJ W G　＝　V L L S V G F C W Q

℡M IAm⊂AmCCm
L Y T IJ W L L V E L H E S V P G T R Y SC卿GGCCCT
R Y L H L A K D T F G E R IJ G K F M A LGmCCAmCTCTCCGCCGG⊂A00CCT⊂m
V P　＝　　＝　Y L S A G T C S A IJ　＝　　＝　V G G S

℡朗【2GmCAGmCAAmmCCCTGAC
T M K G F F Q　＝　V C G P T C R Y M P L T

AACCGTAGmTA⊂CTY3TrGTTCGTCTGCCTIY3CGGTAGTCCTCGCT⊂AGCTACCT⊂A
T V E W Y IJ V F V C L A V V L A O IJ P H

℡別【3

CCTCZmCG⊂TGGTGTCTCGCT⊂ATCGGGGCGGTCACCGCCGT⊂ACCTmTAC
L N S　　工　　A G V S L　　工　　G A V T A V T■　Y C　　で

℡別【4⊂Am
M　工　W V　工　　S V R K G K　工　　P N　工　　S Y E A VTm⊂mTCGCTCGAGTACTCAmCTCmCGC

60

（15）
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（35）
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（55）
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（75）
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（95）

360

（115）
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（135）

480

（155）
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（175）
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（195）
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（215）

720

（235）
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（255）
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（275）

900

D T S W D V A R V L S　エ　L N A　工　G　工　工　A　　（295）
Ⅷ　5

rIVIVrImCmTCCTAGAGATC⊂狐Cm⊂ATCGACTCA　　960
F A F R G H N L V L E　工　Q G T■　二M■　P S　で　Q　（315）

G皿⊂AGCCCmCmGAGGAMCm lO20K H P　Å　R V P M W R G V≠ゑL　（335）CTTrCTmCCTWCTACGG00CTCC lOBO
F C L F P V A L　工　G F W S Y G N Q　工　P P　（355）

℡lば　6

CAACGGG∝CTuCmCmCA⊂GA⊂ACerC⊂AGGACGATモACで　1140

N G V IJ T A IJ N Q F H S H D T S R T　＝　L　　（375）

TGGACTAACGmCGでTGT⊂AT⊂AACTGCCT⊂AGCTCGTでC⊂AGATCでATGCAAで　1200

G IJ　で　T L L V V　エ　N C　工J S S F O　工　Y’．A．：M　　（395）

℡別【7GCCGATCmCmCC⊂A　1260
P　工　F D N■　二M E A G Y　で　S X X N K P　⊂　P Q　（415）

mGA¶＝GGmGCCmCTCm　1320

W I」　R S G F R A F F G A V A F L　工　S S A　（435）

℡別【8

TTTCC⊂AmCGCAmmmCm　1380
F P F I」　P Q L A G L　工　G A V A L P V　で　F （455）

℡別【9m⊂Cm⊂AGAGm　1440
A Y P C F M W　工　Ⅴ　エ　Ⅹ　R P E R F G V M W （475）

GTGG－rで（躍rK訂℃汀TGGm　1500
W I，　N W C L G C L G M G L S V V IJ V V A （495）

Ⅶ　10

AGGGGでAT脚且GCでTCTTCGAmCTTCm　1560
G．岬L V E　で　G V N　ェ　S F F D P Q　★　　　（513）AAGA礼卿∬TGC仙　1620
AAAA礼姐AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1647

図1LLM8cDNAの塩基配列とその予測アミノ酸配列

plim8クローン（Kobayashietal．，1994）に含まれるLM8cDNAの塩基配列（上段）と
その予測アミノ酸配列（下段）を示した。終止コドンの下にアスタリスクを記した。
1から60残基までのセリン残基、スレオニン残基、プロリン残基を白抜き文字で示
した。予測膜貫通性領域（mlからm10）を下線で示した。
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AtAAP5

AtAAP3

AtAAPl／NAT2

LIM8

AtAAP4

AtAAP2

NsAAPl

図2　Lひ止8タンパク質とその関連タンパク質群との分子系統解析
LIM8・タンパク質とその関連タンパク質群との間で予測アミノ酸配列のマルチ
プルアライメントを行い、分子系統樹を作成した。枝の長さは系統的な距離と

比例している。AtAAPl仰AT2（Frommeretal．，1993；Hsu etal．，1993）、AtAAP2
（Kwartetal．，1993）、AtAAP3（Fischeretal．，1995）、AtAAP4（Fischeretal．，1995）、
AtAAP5（Fischeretal．，1995）はシロイヌナズナから単離された基質特異性の範囲
が広いアミノ酸トランスポーターである。NsAAPl（Lalanne et al．，1995）は
州co血朋即Jγe蛮力5から単離された推定アミノ酸トランスポーターである。
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図3　LIM8タンパク質と高等植物アミノ酸トランスポーター群との一次構造比較

（A）KyteとDoolittle（1982）の方法に従って疎水性プロットを作成した。0．7（破線）以
上の疎水性を示すところが予測膜貫通性部位として検出された。（B）疎水性プロット
から予測された膜貫通性部位（灰色）とLm偶に特徴的なセリン残基、スレオニン残
基、プロリン残基に富んだ領域（黒色）を模式図に示した。
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もしくは
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GALlプロモーターターミネーター
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図4　⊥m州道伝子の生育相補試験
ヒスチジンの輸送系および合成系に欠損がある出芽酵母KYll株をpYES2、

pYES2－LIM8、pY田2－AtAAP2で形質転換した。右下にべクダーの模式図を示
した。KYll株および形質転換株を3．9mMのヒスチジンを含むSl培地、130

汁Mのヒスチジンを含むm培地、ヒスチジンを含まないHFM培地に移し
て生育を観察した。
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小胞子母細胞椛粉粒　　　　　薪　　　　栄養器官

12　3　4　5　6　7　8　91011121314151617

U〟β　　　　　‾‾■丁‾t・」■

UんI75■‾■・・－■ii」

亡Fプロ　■「－　■・・・■　1－1　－‾■■一」

図5　上朗gmRNAの蓄積様式
テツポウユl）の各部位から調製したtotalRNAを用いてRT－PCR解析を
行った。細糸期（レーン1と9）、対合期（レーン2と10）、厚糸期（レーン3
と11）、複糸期から減数第二分裂期（レーン4と12）、四分子期（レーン5
と13）の小胞子母細胞、一核性初期花粉粒（レーン6と14）、一核性後期花
粉粒（レーン7）、二核性花粉粒（レーン8）、葉（レーン15）、茎（レーン
16）、根（レーン17）を用いた。上財J5を小胞子母細胞および掛こおける

特異的発現の村照として示した0£F∫αを仝レーンの対照として示した0
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囲6　LIM8タンパク質のウエスタンプロット解析
（A）LM8タンパク質の蓄積様式を調査した。細糸期（レーン1）、対合期（レーン
2）、厚糸期（レーン3）、複糸期から移動期（レーン4）、減数第二分裂期（レーン
5）、四分子期（レーン6）の小胞子母細胞、一核性花粉粒（レーン刀、二核性花粉粒
（レーン8）、菓（レーン9）、茎（レーン10）を用いた。（B）LIM8タンパク質の細胞内
局在を調査した。仝抽出物m、ミクロソーム画分げ110）、可溶性画分（SllO）を用
いた。
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図7　LIM8タンパク質の組織免疫染色
荊の組織切片を作成し、抗LIM8抗血清を用いた免疫染色像、DAPI染色像、透過
光像を観察した。自失印は小胞子母細胞の、黒矢印はタペート細胞の細胞壁およ
び原形質膜が存在する場所を示す。
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図8　小胞子形成過程における遊離アミノ酸の動態
（A）タンパク質合成に用いられる20種類の遊離アミノ酸の合計含量を示した。
（B）小胞子母細胞、（C）掛こおける遊離アミノ酸の組成比（20種類のアミノ酸の
合計mol数に占める各アミノ酸mol数）を示した。エラーバーは2回以上の測
定で得られた平均値の標準偏差を示す。
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図9　インバースPCR法による⊥皿館遺伝子5－上流配列の単離

（A）ゲノミックDNAの制限酵素処理。（B、F）ゲノミックDNAの環状化とLIM8
コード配列をもとにしたプライマー設計。（C、G）環状化ゲノミックDNAを鋳
型にしたPCR。（D、H）新規配列をもとにしたプライマー設計。（E、I）未処理ゲ
ノミックDNAを鋳型にしたPCR。黒矢印はプライマーを示す。灰矢印は単経
過程の流れを示す。実際には、⊥購遺伝子5’上流配列が不連続配列と共に環
状化したために　A、F、G、H、Ⅰの流れで行った。その融合配列の境目を黒丸
で示した。
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（A）GGTAAGAGTKCATTGTTGGGACCTTAmTACTAATATAGAAGAGGTTGT
AACAAAGAAでAATAAAATCAAAACACAGGATCAGACAGGAAATGATTCA

TTGGGACGGTATCATGCCATGCTGmGGACGTCAGCATAGAATGAAAATG

GACGAAAACTCATCAGCCCACGGmCTTTATAGTCATATAGGTAATAGC

TGATATATTTAAACTATAAGTCAAGTCAGCCAAAGTCAGCTATGTTCAGA

cccAACTAAAGCTTAGAATGACCCACCACTAACCTAC垂cA
AAGAAAAでCTCACCAACCCTAAでmCATGTG埴cGGTAAATT
AACTTAAAE＊cTAGG∝ATTATAATCCCCAGAGCTAGACGGTAGTGG
GCGACAGTCCTTGCGCTTTAAAAAGmCCCでGTATrm型些竺竺

駈ACGGTTGGTGACGTGGCGAGTTACACCTGAでCCGAGCCCACAAAGCAT

GACACACCAACCCCAGT□師弼叫謳叫叫川鵬弛TCAGCTCCCAGC□TACAT GG

「■ト

GTTGGGCTGAGGGAGGGAGAGAAGCAAGCTGAAAGAGCCAGCCACCAAGC

AA7mGアACAGワーCCAmCCGG了GAC

（B）　LIM8（一59）

LIMlO（－84）

LtM12（－236）

LIMlO（－125）

L暮M12（－109）

LtMlO（－242）

コンセンサス配列

CででCCC℡CC

CTTCCCTCA

CTTCCCTAC

CTTCCATCC

CTTCCATCC

GTTCCATCA

A
CTTCC TCC

C

－536

－486

－436

－386

－336

－286

－236

－186

－136

86

－36

＋15

十42

LIM8（一135）　　　剛■捌

LIM15（－57）　　　CAGTTCCGT

コンセンサス配列　cAGTTCCGT

LIM8（－289）　　　竺甲河側

LIM12（一136）　　CTTTCCCCC

コンセンサス酉己列　cTTTCCCCC

囲10　エ購遺伝子5t上流領域の解析
（A）インバースPCR法によって増幅したエ購遺伝子の5－上流配列と部分コード
配列を示した。LM8cDNAの5一末端と一致する場所を転写開始点（＋1）として矢
印で示した。コード配列を斜体で示した。TATAボックス、CAATボックスを枠
で囲んだ。ASF－1結合モチーフ（TGACG）とその逆向き配列およびCボックス
（GACGTC）を下線で示した0他のLM遺伝子5一上流領域と共通あるいは類似する
配列を白抜き文字で示した。（B）⊥測道伝子5，上流領域と他の上皿オ遺伝子5’上
流領域との間で共通あるいは類似する配列を示した。⊥以g遺伝子5’上流領域中の
配列を白抜き文字で示した。各々の5－上流領域中での位置を括弧の中に示した。
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図11⊥財g遺伝子5・上流領域のプロモーター活性
（A）テッポウユリヘ導入したベクターに含まれる遺伝子の模式図を示した0
仲）pLIM8やUSを小胞子母細胞へ導入し、Ⅹ－gluc染色を行った0左は金粒子
と共にベクターが導入された細胞を、右は金粒子が導入されていない細胞を

示した。矢印は金粒子を示す0スケールバーは賀岬を示す0（C）p221－1uc＋、

pLIM8（600日uc＋あるいはpless－luc＋をpBI221－Rlucと同時にテッポウユリヘ導
入し、F－1uc活性およびR－1uc活性を測定した0少なくとも3回以上の遺伝子
導入から得られた相対活性肝－1uc／R－1uc）を示したopBI221－1uc＋を導入したと
きの相対活性を100％としたときの各々の割合を括弧内に示した。エラーバ
ーは標準偏差を示す。
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考察

⊥淵遺伝子の配列解析

LJM8cDNAは513アミノ酸残基のタンパク質をコードするORFを有している

（図1：Kobayashietal，1994）。予測アミノ酸配列の相同性検索を行ったところ、LM8は

シロイヌナズナから単離された基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーター

（AtAAPl／NAT2からAtAAP5：Frommeretal．，1993；Hsuetal．，1993；Fischeretal．，1995）

および邦c∂血乃α平ルビ∫打ねから単離された推定アミノ酸トランスポーター（NsAAPl：

Lalanneetal．，1995）と相同性を示すことが見いだされた（図2）。このことから、LIM8

はアミノ酸トランスポーターと関連した機能を有することが考えられた。

KyteとDoolittle（1982）の方法に従って疎水性プロットを作成したところ、LIM8，

AtAAP2、NsAAPlは互いによく類似していることが示されたが、LIM8からは10個

の予測膜貫通性部位が検出され、AtAAP2　と　NsAAPlからは11個の予測膜貫通性

部位が検出された（図3B）。AtAAP2とNsAAPlの1番目と2番目の予測膜貫通

性部位に相応する領域において、L別8は1つの予測膜貫通性部位しか検出されて

いなかった。しかしながら、Engelmanら（1986）の方法に従って疎水性プロットを

作成したところ、Lm48についてもその領域から2つの予測膜貫通性部位が検出さ

れた（データ省略）。近年、LM8はAtAAPl朋AT2からAtAAP5およびNsAAPlと

同様に真核生物のaminoacid／auxinpermeaSe（AAAP）ファミリーに属することが報告

されている（Youngetal．，1999）。そして、AAAPファミリーのメンバーはいずれも11

回膜貫通型の膜タンパク質と考えられている。

LIM8は既知の高等植物アミノ酸トランスポーター群と膜貫通性領域において高

い相同性が示したが、アミノ末端から一番目の予測膜貫通性部位までの配列と長さ

において著しく異なることが見いだされた（図3B）。また、LM8のアミノ末端領域

（60残基）はセリン残基、スレオニン残基、プロリン残基に富んでいることが見いだ

された（図1）。このアミノ末端領域は既知の植物アミノ酸トランスポーターに存在

しない機能的な特徴をLm48タンパク質に付与している可能性が考えられた。

LIM8　タンパク質の機能検討

Lmd8は既知の植物アミノ酸トランスポーター群と比較的高い相同性を示した。

そこで、LM8　についてアミノ酸輸送活性の検出を試みた。AtAAPlrNAT2から

AtAAP5は基質特異性の範囲が広く、いずれもヒスチジンの輸送系と合成系が欠損

する出芽酵母の変異株（JT16）を用いた生育相補試験によって単離されることが報告

されている（Rentsch et al．，1996）。このことから、LIM8が基質特異性の範囲が広い

アミノ酸トランスポーターとして機能するならば、AtAAP群と同様にJT16株の欠
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損を相補することが考えられた。

遺伝子型および表現型が汀16株と同一であるKYll株を用いて生育相補試験を

行った（図4）。その結果、村照のAtAAP2については生育相補が見られ、アミノ酸

輸送活性を有することが確認されたが、L刀M8については生育相補が見られず、ア

ミノ酸輸送活性を検出できなかった。このことから、Lm蟻は1）出芽酵母において

機能発現しない可能性、2）ヒスチジン以外の特定のアミノ酸を輸送する可能性、3）ア

ミノ酸トランスポーター以外の機能を有する可能性などが考えられた。そして、LM8

と　AtAAP群は、一次構造解析の結果だけでなく生育相補試験の結果からも特性の

異なるタンパク質であることが示された。

出芽酵母においてLD止8が発現しているかどうかは、抗LIM8タンパク質抗体を

用いたウエスタンプロット解析によって調査することを試みた。その結果、L工M8、

LM8の分解産物あるいは交差認識されるタンパク質に由来すると考えられる多数

のシグナルが検出されたため、明瞭にLm48の発現を確認することはできなかった

（データ省略）。

ム淵遺伝子の発現様式

ム軌招遺伝子が機能している時期と場所を明らかにするため、詳細な発現様式の解

析を試みた。RT－PCR解析およびウエスタンプロット解析を行った結果、LJM8mRNA

と　L別8　タンパク質はともに小胞子母細胞で蓄積しているが、一核性花粉粒では蓄

積がほとんど消失しており、栄養器官では蓄積していないことが観察された（図5、

6A）。更に、前の組織免疫染色を行った結果、Lm48タンパク質に由来するシグナル

は小胞子母細胞から特異的に検出された（図7）。これらのことから、ム軌相違伝子

は小胞子母細胞で特異的に発現することが明らかになった。

小胞子母細胞において、エ剖躇mRNAの蓄積量は減数第一分裂前期の対合期から

四分子期までの間で徐々に増加することが観察された（図5）。また、LⅡ止8タンパ

ク質の蓄積量は減数第一分裂前期で低く抑えられているが、減数第二分裂期におい

て著しく上昇し、四分子期には減少することが観察された（図6A）。これらのこと

から、ム軌招遺伝子は減数分裂が完了する付近で機能することが示唆された。また、

mRNAレベルとタンパク質レベルの発現様式の違いから、小胞子母細胞における

エ劫蕗遺伝子の発現には転写後調節の関与が示唆された。

LIM＄　タンパク質の細胞内局在

LIM8　タンパク質は一次構造の解析によって10から11個の予測膜貫通性部位

を有した膜タンパク質であることが推測された。そこで、LM8が膜タンパク質で

あることを免疫学的な解析によって検証することを試みた。小胞子母細胞を細胞分
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画してウエスタンプロット解析を行ったところ、LM8　タンパク質に由来するシグ

ナルはミクロソーム画分から検出されたが、可溶性画分からはほとんど検出されな

かった（図6B）。このことから、LM8は膜タンパク質であることが示唆された。

更に、L別8が何れの膜構造に局在しているのかを明らかにすることを試みた。

前の組織切片を作成し、抗Lm48タンパク質抗血清を用いて免疫染色を行った。そ

の結果、L別8　タンパク質に由来するシグナルは小胞子母細胞の原形質膜および細

胞壁が存在する場所から特異的に検出された（図7）。一次構造解析、細胞分画実験

および組織免疫染色実験の結果から、LM8　タンパク質は小胞子母細胞の原形質膜

に局在することが示唆された。

小胞子形成過程における遊離アミノ酸の動態

ム軌招遺伝子はアミノ酸トランスポーター様のタンパク質をコードし、小胞子母細

胞において発現することから、小胞子形成過程における遊離アミノ酸の動態につい

て興味が持たれた。そこで、タンパク質合成に用いられる　20種類の遊離アミノ酸

について小胞子形成過程における動態調査を行った（図8）。その結果、小胞子母細

胞および小胞子母細胞を含む前において、遊離アミノ酸含量（20種類の合計量）は

減数第一分裂前期の間に大きく減少することが観察された（図8A）。テッポウユリ

の減数第一分裂前期の小胞子母細胞は、～乃V才知培養において培地ヘアミノ酸を添加

しないと正常な紡錘体を形成できないことが報告されている（ItoandStern，1967）。

このことから、減数第一分裂前期で減少する遊離アミノ酸の大部分は紡錘体を構成

するタンパク質の合成に用いられている可能性が考えられた。

次に、各々の遊離アミノ酸について変動様式を調査した。アミノ酸含量（タンパ

ク質重量当たりの各アミノ酸mol数）の調査では誤差が大きくなるため、アミノ酸

組成比（20種類のアミノ酸の合計mol数に占める各アミノ酸mol数）の調査を行

った。その結果、小胞子母細胞と裏引こおいて、大部分のアミノ酸種の組成比は小胞

子形成過程を通して顕著に変動していなかったが、分枝側鎖アミノ酸であるバリン

とロイシンの組成比は減数第二分裂付近から四分子期の間で著しく上昇しているこ

とが明らかになった（図8B、C）。また、バリンとロイシンは組成比だけでなく含量

も上昇することが示された（データ省略）。バリンとロイシンの組成比および含量が

上昇する要因として、これらのアミノ酸種が細胞内へ取り込まれている可能性や細

胞内で合成される可能性が考えられた。LM8タンパク質は減数第二分裂期で蓄積

量が著しく増加している（図6A）。このことから、Lm48がバリンおよびロイシンを

細胞内に取り込んでいる可能性も考えられた。
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〃材g遺伝子の5，上流領域

これまでに、小胞子形成関連遺伝子の発現制御機構を理解するため、ム仇オブO、ム財J2、

エ朗オJ5、エ甜オブβについて5，上流領域が単離されており、各種レポ一夕ー遺伝子を用

いてそれらの特徴付けが行われている（Minamietal．，未発表）。LJM8t LMlO、

エ財J2、エⅢオ〃、エ〟Jβの間では小胞子形成過程におけるmRNAの蓄積量および変

動様式が異なっている（Kobayashietal．，1994、図5）。そこで、山肌帽遺伝子につい

ても　5，上流領域を単離して特徴付けすることを試みた。

テッポウユリはゲノムサイズが非常に大きいため、ハイプリダイゼーションスク

リーニングによってゲノミッククローンを単離することが実際的に不可能である。

本研究ではインバースPCR法を用いることによって、0．6kbpのLm遺伝子5，

上流領域を含んだゲノミッククローンを単離した（図10）。エ購遺伝子の5，上流

領域にはTⅢAボックス、CAATボックス、ASF－1結合モチーフ（TGACG：Lametal．，

1989）、Cボックス（GACGTC：Izawaetal．，1993）が存在していた。また、LJM8i5伝

子と他のエ財遺伝子の5，上流配列を比較したところ、3種類の共通あるいは類似

する配列（CTTCCC／ATCC、CAGTTCCGT、CTTTCCCCC）が見いだされた。これら

の共通／類似配列にはいずれもTTCC配列が含まれていることに興味が持たれた。

単離した0．6kbpの〟財β遺伝子5，上流領域がプロモータとして機能するかど

うかを　G∽遺伝子との融合遺伝子を用いて解析した。その結果、融合遺伝子をコ

ーティングした金粒子が導入されている細胞においてGUSの発現が観察されたが、

金粒子が導入されていない細胞においてはGUSの発現は観察されなかった（図

11B）。このことから、パーティクルポンパードメント法によるテッポウユリの小胞

子母細胞への遺伝子導入が有効であることが示されるとともに、ム軌帽遺伝子5，上

流領域はプロモーターとして機能することが示唆された。

次に、ム軌拍遺伝子5，上流領域のプロモーター活性を定量的に測定することを試

みた。ム眈招遺伝子5，上流領域とホタル由来ルシフェラーゼ遺伝子（ダーメ〟C）の融合

遺伝子、カリフラワーモザイクウイルス∫5∫プロモーターとダーJ〟Cの融合遺伝子お

よびプロモーターを連結していないダーJ〟C遺伝子をj5∫プロモーターとウミシイタ

ケ由来ルシフェラーゼ遺伝子（尺J〟C）の融合遺伝子（j5∫Jご尺－J〟C）と同時にテッポウ

ユリの種々の部位へ導入し、それぞれの相対活性（F－1uc活性収－1uc活性）を測定し

た（図11C）。その結果、小胞子母細胞においてム軌相通伝子5，上流領域を用いた

場合は、j5∫プロモーターを用いた場合の14．αl％の活性が見られ、プロモーター

を連結していない場合の470倍の活性が見られた。一方、葉において昆材β遺伝子

5，上流領域を用いた場合は、j5∫プロモーターを用いた場合の0．38％の活性が見

られ、プロモーターを連結していない場合の13倍の活性が見られた。従って、エ〟β

遺伝子5，上流領域は小胞子母細胞において葉におけるよりも約40倍高いプロモ
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一夕一括性を有することが示された。これらのことから、0．6kbpのム馳相通伝子5’

上流領域は小胞子母細胞において特異的に活性化されるプロモーターであることが

示唆された。これまでに、〟肌0遺伝子5，上流領域あるいはエ〟Jβ遺伝子5’上

流領域と各種レポ一夕ー遺伝子との融合遺伝子は形質転換タバコにおいて薪、小胞

子母細胞および花粉粒などで発現することが観察されている（Minamietal．，未発表）。

このことから、ム軌招遺伝子の5，上流領域についてもタバコの小胞子母細胞におい

て活性化されることが期待される。
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第二車　上調達伝子と相同なシロイヌナズナのAA花J遺伝子

序文

第一章では、テッポウユリのエ〝β遺伝子についてアミノ酸トランスポーターと

関連した機能を有することを推察し、遺伝子産物が原形質膜に局在することを示唆

した。また、ム仇招遺伝子は小胞子形成過程の小胞子母細胞で発現することを明らか

にし、小胞子形成過程の遊離アミノ酸動態についても知見を得た。本研究では、更

に、エ〃β遺伝子の機能を分子遺伝学的に解析することを試みた。

テッポウユリは形質転換体の作成が困難であることや、遺伝学的な知見が乏しい

こと、ゲノムサイズが大きいことなどから、分子遺伝学的な研究には通していない。

一方、シロイヌナズナは形質転換体の作成が容易なだけでなく、既に十分なT－DNA

挿入変異体が作成されていることなどから、分子遺伝学的な研究に最も通している。

そこで、シロイヌナズナより　ム軌招相同遺伝子を単離し、これについて分子遺伝学

的な手法で機能解析することを試みた。

第二章では初めに、データベース検索によってム軌相通伝子と高い相同性を示す

シロイヌナズナの2種類のゲノミックDNA塩基配列を見いだした。そこで、これ

らがコードする遺伝子にaminoacidtranSPOrter－1ikeproteinl（AA花1）およびAA花2

と命名し、相応するcDNAクローンを単離して一次構造と　mRNAの蓄積様式につ

いて解析を行った。これらの解析からム仇招と相同な機能を有すると考えられた

AA7乙J遺伝子については、その5，上流領域と　G∽遺伝子の融合遺伝子について

組織化学的な発現様式の解析を行い、更に、遺伝子強制発現植物を用いて分子遺伝

学的な機能解析を行った。

材料と方法

配列情報の解析

相同性検索は日本DNAデータバンク（DDBJ）、NationalCenterfbrBiotechnology

Information（NCBI）およびEuropeanMolecularBiologyLaboratory（EMBL）のデータ

ベースにおいてBLASTプログラム（Altschuletal．，1990）を用いて行った。アミノ

酸配列のアライメントはCLUSTÅLW（Thompsonetal．，1994）プログラムを用いて行

った。分子系統樹の描画はTreⅣiewプログラム（Page，1996）を用いて行った。疎
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水性プロットの描画と膜貫通性部位の予測は、Kyteと　Doolittle（1982）あるいは

Engelman（1986）の方法に従ってTopPredII（ClarosandHeijne，1994）プログラムを用

いて行った。

植物材科

シロイヌナズナ伍rtzbidqpsisthalianaecotypeColumbia）の種を培養土（Metro－Mix

350；Scotts）もしくはMS寒天培地（MurashigeandSkoog，1962）に植えた。播いた種

を　40cの暗所に3から4　日間置いて春化処理を行った。培養土に植えた種を23

0cから250cで温室で栽培し、MSプレートに植えた種を240cで長日条件（16時

間の照明と　8時間の暗黒）で栽培した。

AATLLcDNAおよびAArL2cDNAの単離

シロイヌナズナから1mm以下の花芽を採集し、RNeasyPlantMiniKit（Qiagen）を

用いてtotalRNAを調製した。このtotalRNAを以下の3，，raPidamPlincation of

cDNA ends（RACE）、5，－RACEおよびreverse tranSCriptase－POlymerase chain reaction

（RT－PCR）においてcDNA合成用の鋳型とした。

RNALAPCRKit（AMV）Ver．1．1（Takara）を用いてAA7LlおよびAAmの3，－

RACEを行った。01igodT－adapterprimer（Takara）を用いてtotalRNAから合成した

cDNAをPCRの鋳型とした。AA花1はAⅢLIFlプライマー（CTGCÅrCGTTCT－

GTCTCAGC）とM13prim：rM4（GTrTTCCCAGTCACGAC：Takara）を用いて、AAn2

はAATL2F2プライマー（GACCTGGAGTGACGATTATGG）とM13primerM4を用

いて、940cで30秒間、550cで30秒間、720cで1分間を35サイクルするPCR

を行った。これらの増幅産物をpT7BlueTNector（Novagen）へ挿入した後、塩基配

列決定を行った。

5’RACESystemforRapidAmpli丘cationofcDNAEnds，Version2．0（Gibco）を用いて

AA花1およびAA7L2　の　5，－RACE　を行った。AA7乙1は　AAnlR2　プライマー

（CTCGACATATCGATTG）を用いて、AAn2はAAn2R2プライマー（ACATGTTA－

GCCATAGC）を用いてtotalRNAからcDNAを合成した。それぞれのcDNAに

poly（C）＋を付加したものを鋳型として、AA7LlはA幻LIR3プライマー（CAGC－

TTCGTGCAACTGAACC）と5，RACEabridgedanChorprimer（GGCCACGCGTCGAC－

TAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG：Gibco）を用いて、940cで30秒間、60Ocで30秒

間、720cで1分間を35サイクルするPCRを行い、AA7乙2はAノ丑L2R3プライ

マー（TAGGCTACAAmCTCCTCTCCACATTG）と5，RACEabridgedanChorprimer

を用いて、940Cで30秒間、640cで30秒間、720cで1分間を35サイクルす

るPCRを行った。その後、それぞれの増幅産物を鋳型として、AATLlはAÅmlR3プ
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ライマー　と　al）ridged universalampli丘cation prirrkr（GGCCACGCGTCGACTAGTAC：

Gibco）を用いて、AATuはA肌2R4プライマー（TGGACTrTCTrGAGGGATGC）

とabridgedumiversalamPlincationprimerを用いて、940cで30秒間、600cで30

秒間、720cで1分間を35サイクルするPCRを行った。これらの増幅産物を

pT7BlueTNectorへ挿入した後、塩基配列決定を行ったo

RNALAPCRKit（AMV）Ver．1．1を用いて、完全長コード配列を含んだA肌1

cDNAおよびAA几2cDNAを増幅した。01igodT－adapterprimerを用いてtotalRNA

から合成した　cDNA　を　PCRの鋳型とした。AA花1は　AÅmlF2　プライマー

（CGGGATCCCGTCCAATGGACGAAAGACC）と　AAnlRlプライマー（CCGCT－

CGAGCTACTTAGTTAGGCGGCTTG）を用いて、940cで30秒間、550cで30秒

間、72Ocで1．5分間を35サイクルするPCRを行った。AA几2はAÅm2F2プ

ライマー（CGGGATCCAGGAGjuATGGGGAACAGTG）と　A朋L2R2　プライマー

（TCCCCCGGGTGATCCATCTAAGAGAAGAAC）を用いて、940cで30秒間、60Oc

で30秒間、720cで1．5分間を35サイクルするPCRを行った。A肌1cDNAは

プライマー配列中のBammサイトおよびXhoIサイトで、AA几2cDNAはプライ

マー配列中のBamHIサイトおよびSmaIサイトで切断し、それぞれpBluescriptII

KS－プラスミド（Stratagene）へ挿入した後、塩基配列決定を行った。AAnlcDNAが

挿入されたクローンをpcAATLl、AA几2cDNAが挿入されたクローンをpcAÅm2

と命名した。

AA几Jゲノミック　DNAの草鞋

AAnlの3，－RACE増幅産物をHindIIIサイトで切断することによって、AA7乙1

部分コード配列とpoly（A）＋配列に分断した。この部分コード配列をRandomPrimer

DNALabelingKitVer．2（Takara）を用いて32p－dCTPでラベルし、スクリーニング用

のプローブとした。1ambdaZAPIIベクターへ挿入されたシロイヌナズナ（Columbia）

ゲノミックDNAのライブラリー（Stratagene）を定法（Sambrooketal．，1989）に従っ

てプラークハイプリダイゼーションによってスクリーニングした。約4Ⅹ105プラー

クのスクリーニングによって8個の陽性ファージプラークを単離した。これらの陽

性ファージをStratageneの説明書に従ってinvivoexcisionによりpBluescriptSK－

プラスミド（Stratagene）の形態へ変換した。これらのゲノミックDNAクローンに

ついて制限酵素マッピングと塩基配列決定を行った。AA几J遺伝子の完全長コード

領域と　5，上流領域を含む4．6kbpのゲノミック　DNAが挿入されたクローンを

pGAATLlと命名した○

DNAの塩基配列決定
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DNAシーケンサー（AppliedBiosystems）を用い、ダイプライマ一法あるいはダイ

ターミネーター法によってDNAの塩基配列を決定した。

核酸のゲルプロット解析

走法（Sambrooketal．，1989）に従って核酸のゲルプロット解析を行った。CTAB法

（MurrayandThompson1980）によって薫からゲノミックDNAを抽出した。制限酵素

で切断した10鵬のゲノミックDNAを0．7％アガロースゲル電気泳動によって分

離し、0．4NNaOHによってHybond－N＋ナイロンメンプレン（Amersham）へ転写し

た。Am法（Kuhlemeieretal．1988）によって各器官からtotalRNAを抽出した。20pg

のtotalRNAを18％ホルムアルデヒドを含んだ1．2％アガロースゲルで電気泳動

し、0．03NNaOHによってよってHybond－N＋ナイロンメンプレンへ転写した。完

全長のコード配列を含んだA仇1cDNAおよびAAm cDNAを　Random Primer

DNALabelingKitVer．2によって32p－dCTPでラベルし、プローブを作成した。DNA

あるいはRNAが転写されたメンプレンを50％ホルムアミド、5XSSC、5％SDS

を含む緩衝液において420cでプレハイプリダイゼーションした後、その緩衝液に

プローブを加えて16時間ハイプリダイゼーションした。その後、DNAが転写され

たメンプレンを420cの2XSSC、1％SDSを含む緩衝液において、RNAが転写

されたメンプレンを50Ocの2XSSC、0．1％SDS　を含む緩衝液において、それぞ

れ2回洗浄した。medicalx－ray nlm（F咄）を用いてメンプレンのオートラジオグラ

フイーを行った。

形質転換シロイヌナズナの作成

pGAATLlプラスミドをEcoRIで切断し、3．7kbpと0．9kbpのゲノミックDNA

断片を得た。この3．7kbpの断片をpuc18プラスミドのEcoRIサイトへ挿入する

ことによってpGAATLIAプラスミドを作成した。PGAÅmlAをAvaIで切断し、

自己環状化することによって、AA花Jの5，上流領域（1．6kbp）と部分コード配列

（17bp）を含むpGAÅmlproプラスミドを作成した。PGAA几1proをHindIIIおよ

び助∽HIで切断するこによって、5，上流配列と部分コード配列を切り出した。こ

の断片をpBIlOlベクター（Clontech）のHindⅢ－BamHIサイトへ挿入することによ

ってpAA几1－GUSベクター（AA花1：：GUS融合遺伝子を含む）を作成した。

pcAAnlプラスミドを別0Ⅰで切断し、平滑化した後に、BamHIで切断するこ

とによってAA几1cDNAの完全長コード配列を得た。PBI121ベクター（Clontech）

を∫αCIで切断し、平滑化した後に、助椚Hで切断することによって、ベクター中

のGUS遺伝子コード配列を削除した。これにAA花1cDNAの完全長コード配列を

挿入することによってp35S－AATLlベクター（35S：：AA几1融合遺伝子を含む）を作
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成した。PCAA几1を鋳型とし、A肌1F3プライマー（CGGGATCCATGAAAGGGT－

ATCTTGAAGAAG）とA皿1Rlプライマーを用いて、940cで30秒間、550cで

30秒間、72。cで1．5分間を35サイクルするPCRを行った。これによってAA花1

cDNAのアミノ末端領域（60残基）を削除したコード配列を増幅した。この増幅産

物をAAJLIRlプライマー配列中の別0Ⅰサイトで切断一し、平滑化した後に、

A皿1F3プライマー配列中のβα椚Ⅲサイトで切断した。この断片をpBI121の

B。mHI－SacI（平滑化）サイトへ挿入することによってp35S－AAAn・1ベクタ‾

（j5∫∴Aん侃J融合遺伝子を含む）を作成した○

ェレクトロボレーションによってpAATLl－GUS、P35S－AATLlおよびp35S－

AAAILlをアグロバクテリウム伍grobacteriumtumdbciens）のLBA4404株へ導入し

た。これらの形質転換アグロバクテリウムをfloraldip法（CloughandBent，1998）に

ょってシロイヌナズナへ感染させた。感染個体から得られた種子を50ド釘血のカナ

マイシンと100けg〟山カルペニシリンを含んだMS寒天培地に播種し、形質転換さ

れたシロイヌナズナを選抜した。

Ⅹ・gluc染色

Ma血ら（1992）の方法に従って、形質転換体を370cで2日間Ⅹ－gluc染色し

た。芽生えおよび花芽は蒸留水を滴下したスライドグラスに載せ、カバーグラスで

軽く押しつぶした。その他の器官は蒸留水を入れたプラスチイツクシャーレに置き、

水中に沈めた。これらの試料をカメラFDXおよび写真撮影装置H一Ⅲを装着した

実体顕微鏡SMZ－U（Nikon）を用いて撮影した。

花芽の組織切片を以下の通りに作成した。花芽をⅩ－gluc染色した後、更に50％

エタノールに溶かした0．01％サフラニンで染色した。これをエタノールシリーズ

で脱水した後、Teclmovit7100樹脂（Kulzer）で包埋した。ミクロトームを用いて12

pmの厚さの切片を作成し、これをスライドグラスに張り付け、ENTELLANneu

（Merck）を滴下してカバーグラスで封入した。作成した試料をC5810－01colorchilled

3CCDcamera（HAMAMATSUPHOTONICS）を取り付けたECLIPSEE800M顕微鏡

（Nikon）を用いて写真撮影を行った。

RT＿PCR解析

RNAPCRkit（AMV）ver．2．1（Takara）を用いてRT－PCRを行った。RNeasyplantmini

kit（Qiagen）によって各器官からtotalRNAを調製し、これを逆転写反応の鋳型とし

て用いた。A皿1F2プライマーとAAILIRlプライマーを用いてAA几1の完全長

コード配列を増幅した。AAn．1F4プライマー（CTGCATCGTTCTGTCTCAGC）と

AATLIR4プライマー（GTGAACCAGAAGTCGAAGGC）プライマーを用いてAA7乙1
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の部分コード配列を増幅した。AAP2Flプライマー（GCGGTACCAAGAGGAGÅト

GGGTGAAA）と　AAP2Rlプライマー（GCGAATTCGTTCATGGTCCATAArCATC）

プライマーを用いてA鮎炉2の完全長コード配列を増幅した。EFlαFlプライマー

（TCGAGACCACCAAGTACTACTGC）とEFlαRlプライマー（ATCATACCAGTCTC－

AACACGTCC）を用いてEF－1α遺伝子群の部分コード配列を増幅した。これら全て

のプライマーセットについて、940cで30秒間、550cで30秒間、720cで1．5分

間を35サイクルするPCRを行った。増幅産物を1％アガロースゲル電気泳動に

よって分離し、エチジウムブロマイドで染色した。

結果

AA刀∴遺伝子群の単罷

工肋指cDNAと関連する塩基配列をデータベースにおいて検索したところ、シロイ

ヌナズナに由来するいくつかのゲノミック　DNA塩基配列およびExpressed

SequenceTag（EST）塩基配列が見いだされた。これらの内、BACクローンF28D8に

含まれている遺伝子断片のコード配列とBACクローンF21J9に含まれている遺伝

子のコード配列がエ財β　と特に高い相同性を示した。F28D8に含まれている遺伝子

断片にaminoacidtranSpOrter－1ikeproteinl（AA花1）、F21J9に含まれている遺伝子に

AAm　と命名し、完全長のコード領域を含んだAA7ユノのゲノミッククローンと

AAnlBよびAA7L2のcDNAクローンの単離を試みた（図12）。

BACクローンF28D8の塩基配列をもとに設計したプライマーと、シロイヌナズ

ナの花芽より調製したtotalRNAを用いて3，－RACEを行い、AAnlの部分的なコ

ード配列を得た。この部分的なコード配列をプローブに用いて、シロイヌナズナの

ゲノミックライブラリーをハイプリダイゼーションスクリーニングしたところ、4．6

肋pのゲノミックDNAが挿入されているクローンが単離された。このゲノミック

クローンの塩基配列を決定したところ、アミノ酸トランスポーター様のコード配列

とその5，上流配列（1．6kbp）が含まれていた。

単離したAA花Jゲノミッククローンの塩基配列とBACクローンF21J9の塩基

配列をもとにして、AA7乙JとA仇2の完全長のコード配列を増幅するプライマー

セットを設計した。これらのプライマーセットと花芽由来のtotd RNAを用いて

RT－PCRを行ったところ、1・6kbpのAA花1cDNAおよび1．3kbpのA化cDNA

が増幅された。その後に、A肌1cDNAおよびAA几2cDNAの配列をもとにしてプ

ライマーを設計し、AA7Llについては5，一RACEを、AAn2　については5，－RACE

と　3，－RACEを行った。これによってAAnlmRNAおよびAAm2mRNAの末端配
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列を明らかにした。

AA7乙遺伝子群についてサザン解析を行い、これらと関連する遺伝子の検索を試

みた（図13）。しかしながら、ハイプリダイゼーションによって交差認識される遺伝

子は見いだされなかった。

AA乃∴遺伝子群の配列解析

AAnlmRNAは519アミノ酸残基の、AAn2mRNAは441アミノ酸残基のタ

ンパク質をコードするORFを有することが見いだされた（図14）。疎水性プロット

を作成したところ、AÅmタンパク質群はいずれも11回の予測膜貫通性部位が検

出され、膜タンパク質であることが予測された（図15A）。相同性検索を行ったとこ

ろ、AAn．タンパク質群はAtAAPl／NAT2からAtAAP5が含まれる　aminoacid／auxin

pemease（AAAP）ファミリーのメンバーと相同性を示すことが見いだされた（表l）。

AAJLタンパク質群とその関連タンパク質群の間で分子系統解析を行った（図

16）。その結果、A皿1はLm48と最も類似しており、これらは新規のサブグループ

を形成していることが示された（図16E）。一方、AÅm2はシロイヌナズナのリジ

ン／ヒスチジントランスポーターであるAtLHTlやNicotiana3ylvestrisの推定アミノ

酸トランスポーターであるNsAAPlと近縁であり、これらは同じサブグループに属

していることが示された（図16E）。また、Lm爛とAATLlのグループ（図16E）は、

オーキシントランスポーターを含むグループ（図16A）、プロリントランスポーター

を含むグループ（図16B）、基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーターを含

むグループ（図16C）よりも、リジン／ヒスチジントランスポーターを含むグループ

（図16D）と近縁であることが示された。

AÅILlとLIM8はアミノ末端からカルポキシル末端まで良く類似しており、LIM8

と同様に、AÅmlのアミノ末端領域についてもセリン残基、スレオニン残基、プロ

リン残基に富んでいることが明らかになった（図14、15B）。一方、AAn．2とLm48は

膜貫通性領域において類似性が見られたが、アミノ末端領域が互いに異なっていた

（図15B）。

AA乃∴遺伝子群のmRNAの蓄積様式

RNAゲルプロットによってAATL遺伝子群のmRNAの蓄積様式を解析した（図

17）。AA几JmRNAの蓄積は花芽において見られたが、開花した花ではほとんど見

られなかった。一方、AA7乙2mRNAの蓄積は花芽においてほとんど見られなかった

が、開花した花ではわずかに見られた。栄養器官において、AA几JmRNAの蓄積は

根と花茎で見られたのに対して、AAm mRNAの蓄積は葉で見られた。テッポウユ

リ　エ甜オノ5の相同遺伝子であるAの〟CJについても解析を行ったところ、Aめ〟CJ
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mRNAは花芽において蓄積していたが、開花した花では蓄積量が減少していた。ま

た、力D〟CJmRNAは果実や根においても蓄積が観察された。

シロイヌナズナにおけるAAアユJJJG∽融合遺伝子の発現様式

AA7乙J遺伝子の5，上流配列と部分コード配列（17bp）を含むゲノミックDNA

をG〃∫遺伝子のコード配列に連結して融合遺伝子（AA花JニごG叩）を作成した。バ

イナリーベクターのT－DNA配列に挿入されたAA花1：：GtLS融合遺伝子をアグロバ

クテリウムを介してシロイヌナズナに導入し、形質転換体を作成した。A仇JごごGと塔

を含んだ形質転換シロイヌナズナについてX－gluc染色を行い、GUSの発現様式を

観察した（図18）。GUSの発現は芽生えにおいて胚軸や幼根の基部で見られたが、

胚軸と根の細胞伸長領域、茎頂、根端、子葉では見られなかった（図18A）。根にお

けるGUSの発現は栄養成長期の植物体でも観察された（図18B）。生殖成長期の植

物体では花芽においてのみ発現が観察された（図18C）。花芽と花の集合を分解して

詳細に調べたところ、GUSの発現は花芽が0．4m程度に発達してから開花するま

での間に薪で特異的に観察された（図18D、E、F）。他の花器官である花糸、雌蕊、

花弁、琴においてGUSの発現は観察されなかった。

前におけるGUSの詳細な発現様式を解析するため、X－gluc染色した花芽の組織

切片を作成して観察を行った（図19）。その結果、GUSは薪特異的に発現している

ことが確認され、更に前の全ての組織で発現していることが明らかになった（図19A、

B）。次に、時期的な特異性を明らかにするため、薪の発生段階に従って発現様式を

調べた。その結果、前の全ての組織が形成された段階では、いずれの組織において

も　GUSの発現は観察されなかった（図19C）。その後、小胞子母細胞の減数分裂開

始付近から減数分裂期を通して、薪の全ての組織でGUSの発現が観察された（図

19D、E、F、Ⅰ、J）。そして、四分子から分離した小胞子（花粉粒）が体細胞分裂を経

て成熟する過程においても薪全体でGUSの発現は継続していたが、花粉粒が成熟し

て薪が裂関する段階ではほとんどGUSの発現は見られなかった（図19G、H、K、

L）。

j5gごごAAr乙Jおよびj55ごごAIA托Jを導入したシロイヌナズナの解析

カリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターに、AJ4TLIcDNAの完全長コ

ード配列あるいはアミノ末端領域（60残基）を欠失したコード配列を連結して、

j5∫∴AA花J融合遺伝子およびj5∫ごごAAA几J融合遺伝子を作成した（図20A）。バイ

ナリーベクターのT－DNA配列に挿入された35S：：A仇1および35S：：AAAnlをア

グロバクテリウムを介してシロイヌナズナに導入し、形質転換体を作成した。

形質転換体における導入遺伝子の発現を確認するため、葉および花茎より調製し
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たt。talRNAを鋳型に用いてRT－PCR解析を行った（図20B）。その結果、独立し

た2つのj5∫∴AA几ノ導入系統（＃1、＃2）について、葉と花茎で野生型よりも著し

いAA几1完全長コード配列の増幅が観察され、外来性の完全長AA几1mRNAの蓄

積が示された。また、独立した3つのj5∫∴Aむ仇J導入系統（＃1から＃3）につ

いて、葉と花茎で野生型よりも著しいAA花J部分コード配列の増幅が観察され、外

来性の欠失変異AAnlmRNAの蓄積が示された。

基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーターをコードするA班AP2遺伝子

の発現を　RT－PCRによって解析した（図　20B）。その結果、葉ではいずれの

j5∫ご」」J乙J導入系統においてもA舶P2mRNAの蓄積が消失しており、花茎では

AAnリmRNAの蓄積がより多い方の35S：：AA7Ll導入系統（＃2）においてA姐AP2

mRNAの蓄積が消失していることが観察された。一方、いずれのj5∫∴Aん仇J導

入系統においても葉と花茎でA班AP2mRNAの蓄積に顕著な変化は見られなかった。

形質転換体の形態を観察したところ、いずれのエ∬上AA門」導入系統も野生型よ

りロゼット葉の枚数が増加しており、複数のロゼット型シュートが重なっている様

な形態が見られた（図21A、B）。また、j5∫ごJuJ乙J導入系統は複数の花芽を同時に

形成することと、野生型と比較して花成誘導、花茎伸長、開花の全ての過程におい

て著しい遅延が観察された（図21D、E）。しかしながら、j5∫∴AA7乙J導入系統は稔

性や種子の発芽率については異常が見られなかった。一方、いずれのj5∫ごニAAA花J導

入系統も野生型との形態的な違いを見いだせなかった（データ省略）。
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図12　AA7L遺伝子群とそれらに対応するBACクローンの模式図
AATL遺伝子群のエクソンを箱で示し、コード配列を灰色で示した。これらに対応
するゲノミックDNAのBACクローンを太線で示した。翻訳開始コドン、翻訳終
止コドンおよびゲノミックサザン解析に用いた制限酵素サイトを示した0（A）BAC
クローンF28D8の末端配列をもとにプライーマーを設計し、3－－RACEを行った0
この増幅産物をプローブに用いてAA几J遺伝子のゲノミッククローンをハイプリ
グイゼーションスクリーニングによって単離した。AA乃ノJゲノミッククローンの
配列をもとにプライマーセットを設計し、RT－PCRによってAA7LIcDNAを増幅
した。更に、5l－RACEによってAA7L2mRNAの5一末端配列を決定した0（B）BAC
クローンRIJ9の完全配列をもとにプライーマーセットを設計し、RT一陀Rによっ
てAA7L2cDNAを増幅した。更に、5一－RACEおよび3一－RACEによってAA7L2
mRNAの末端配列を決定した。
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図13　AATL遺伝子群のゲノミツクサザン解析
シロイヌナズナのゲノミツクDNAを助成Ⅰ（E）、肋dIII（H）、刑d（Ⅹ）で切断
した。完全長のコード配列を含んだAATLIcDNAAATL2cDNAを用いてハイ
プリダイゼーションを行ったoAA几∫は第4イントロンに血）RIサイトが、
AA几2は第2エクソンに肋dIIIサイトが存在している0
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図14　AAnタンパク質群の予測アミノ酸配列
AATLlおよびAATL2の予測膜貫通性部位（TMlからTMll）を下線で示し
た。AATLlの1から60残基までのセリン残基、スレオニン残基、プロリン
残基を白抜き文字で示した。
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図15　AATLタンパク質群の一次構造解析
（A）KyteとDoolittle（1982）の方法に従って疎水性プロットを作成した。0・7（破線）
以上の疎水性を示すところが膜貫通性部位として検出された。（B）AATLタンパク
質群とLIM8、AtLHTlの模式図に疎水性プロットから予測された膜貫通性部位（灰
色）とAATLlおよびLIM8に特徴的なセリン残基、スレオニン残基、プロリン残
基に富んだ領域（黒色）を模式図に示した0
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表IAA几遺伝子群と関連する遺伝子群a

種　　　　　　遺伝子　　タンパク質横能　　　　　参考文献

加ゎ粛呼出古曲血a　　血AAP∫朋乃b

A班A招b

A班A円b

A班A囲b

A班A摺b

A班A邦b

A伽TJb

A伽乃a

A凪〝n

A班U方Jb

書乙アユ∫

FJJPJスJ

FJ2β乙20

月22JJj．20

用朗タ．夕

月2dだ24．J夕

招＆Jユタ

∬2AJg．∫

∬JβL22．g

」MROJJ．J∫

丁フj（フJg．夕

丁フ刀J．j

A瑚朗クβ

A止．AズJ

A‘勿2Jα和

丁ヨ2gg．2

AqがタノブO

A吻4JJ卯

月⊥24．20

尺ヲ⊥24．2J

尺チ別タ．β0

用ル佗J．JjO

F2gPJO．Jタロ

∬5だJj．ク

T7〃20．220

T7〃20．2j口

中性、酸性アミノ酸トランスポーター

中性、酸性アミノ酸トランスポーター

非特異的アミノ酸トランスポーター

中性、酸性アミノ酸トランスポーター

非特異的アミノ酸トランスポーター

中性、酸性アミノ酸トランスポーター

プロリントランスポーター

プロリントランスポーター

リジン、ヒスチジントランスポーター

オーキシントランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定アミノ酸トランスポーター

推定プロリントランスポーター

推定オーキシントランスポーター

推定オーキシントランスポーター

推定オーキシントランスポーター

未知

未知

未知

未知

未知

未知

未知

未知

未知

未知

Frommeretal．，1993；

Hsuetal．，1993

Kwa托etal．，1993

Fischeretal．，1995

Fischeretal．，1995

Fischeretal．，1995

Rent5Chetal．，1996

Rentschetal．，1996

RentschetaL，1996

ChenandBush，1997

Bennettetd．，柑96

ACO79281C

ACOO2294C

ACOl1020C

ALO35539C

ACO16163C

ACO16795C

ACOlO797C

ABOl1474C

ABO1687lC

ABOO52糾C

ACOl1438C

ACOO4122C

ACOO62糾C

AL137189C

ACOO5770C

ACO12193C

ACOO5770C

ACOO4261C

ACOl1436C

ACOl1436C

AL391147C

AL353993C

AL似9655C

ABO25615C

AL162508C

AL162508C

次のページへ続く
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種　　　　　　遺伝子　　タンパク質機能　　　　　参考文献

A坤eズム血∫J∫

⊥班um血堰班omm

A力伽r

⊥爪作b

りC呼e柑icαIeぶC山朗山m　玩伽TJ

b伽T2

⊥e伽丁フ

ル肋卑gO如月田山血

州co上fa朋呼J叩g山∫
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図16　AATLタンパク質群とその関連タンパク質群との分子系統比較
AATLタンパク質群とその関連タンパク質群との間で予測アミノ酸配列のマルチ
プルアライメントを行い、分子系統樹を作成した。枝の長さは系続的な距離と
比例している。LIM8、AATLl、AATL2は文字を強調して示した。オーキシント
ランスポーターを含むグループ（A）、プロリントランスポーターを含むグループ

（B）、非特異的アミノ酸トランスポーターを含むグループ（C）、リジン／ヒスチジ
ントランスポーターを含むグループ（D）、LIM8とAATLlのグループ（E）を楕円
で囲んだ。各々の遺伝子に関する情報は表1に記した。
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図17　AATl遺伝子群のmRNAの蓄積様式
シロイヌナズナの各部位から調製したtotalRNAを用いてRNAゲルプロット
解析を行った。シロイヌナズナ上以相同遺伝子の対照として、⊥即J5の相同
遺伝子であるA旺朋Cjを示した。rRNAを仝レーンの対照として示した。
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AAmJごごG∽融合遺伝子を含む形質転換体をⅩ－gluc染色した。発芽から3日目
の芽生え（A）、発芽から14日目の個体の根岬）、開花した花と花芽（C）、若い花
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図19　薪におけるAA乃．JごごGL唱融合遺伝子の発現様式
AA乃．JごニGU5融合遺伝子を含む形質転換体の花芽をⅩ－gluc染色した後、切片を作成
した。／ト胞子母細胞で減数分裂が開始している花芽（A）、小胞子形成（減数分裂）が
完了した花芽（即、小胞子母細胞が出現した薪裂片（C）、減数分裂開始付近の荊裂片
（D）、減数分裂期の薪裂片（E）、小胞子形成が完了した荊裂片（F）、花粉粒で体細胞分
裂が起こっている薪裂片（G）、成熟花粉粒を含む荊裂片（H）、減数分裂開始付近の前
の維管束（Ⅰ）、減数分裂期の前の維管束（J）、花粉粒で体細胞分裂が起こっている前の
維管束（K）、成熟花粉を含む前の維管束（L）を観察した。荊（a）、子房（0）、尊（S）、花
弁（p）、表皮（e）、内皮（en）、中間層（ml）、タペート（t）、小胞子母細胞（mmc）、薪隔
（C）、維管束（V）、四分子（td）、ストミウム（St）、セプタム（Sm）を図中に示したo Aお

よびBのスケールバーは5叫mを、CからLのスケールバーは1叫mを示す0
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固20　プ∬：ニAAn∫および3∬ニニ舶ATl∫導入植物の作成とRT－PCR解析

（A）形質転換植物の作成に用いたj∬ニごAATl∫およびj∬ごご舶AnJが発現する

タンパク質の模式図を示したoAAATLlはAATLlの1から60残基までのセリ

ン残基、スレオニン残基、プロリン残基に富んだ領域（黒色）を欠失しているo
RT－PCRによって増幅したmRNA配列に対応する部分を線で示した0（B）独立し
た2つの野生塑個体、独立した2系統の3∬ごニAATl∫導入植物および独立した3

系統の35S：AAA7Ll導入植物の、菜と花茎からtotalRNAを調製してRT－PCR
解析を行った。内在性と外来性のAATL∫mRNAは完全長コード配列と部分コ

ード配列の増幅によって検出した0外来性のAAA¶いmRNAは部分コード配列

の増幅によって検出したoA班A招は基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランス

ポーターをコードする遺伝子である0且F∫αは全レーンの対照として示した0
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図21野生型と3∬ごごAATIJ融合遺伝子を含むシロイヌナズナの表現型
同条件で栽培した野生型（A）と形質転換体（B）の全体像および野生型（C）
と独立した2系統の形質転換体（D、E）の拡大像を示した。拡大像の矢印
は花芽を形成したシュートを示す。
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図22　j5∫ニニAA几JによるA班A招の発現抑制機構に関するモデル
（A）AATLlはアミノ酸トランスポーターとして機能しており、AA77．1の強制
発現によって細胞内に過剰なアミノ酸が蓄積したため、それに由来するシグナ
ルによってAtAAP2の発現が抑制された可能性を示している。（B）AATLlはア
ミノ酸センサーとして機能しており、AA几Jの強制発現によって遺伝子発現を
制御するシグナルが増幅されたため、A班AP2　の発現が抑制された可能性を示
している。
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考察

AATLタンパク質詳の一次構造

シロイヌナズナにおける　エ甜β相同遺伝子の候補としてAA花JおよびAAm

を同定し、それぞれのcDNAクローンを単離した。AAnlmRNAは519アミノ酸

残基の、AA7ユ2mRNAは叫1アミノ酸残基のタンパク質をコードするORFを有

することが見いだされた（図14）。A肌タンパク質群について相同性検索を行っ

たところ、いずれもaminoacid／auxinpermeaSe（AAAP）ファミリー（Youngetal．1999）

のメンバーと相同性を示すことが見いだされた（表l）。AAAPファミリーのメンバ

ーは疎水性プロットの解析から11回膜貫通型の膜タンパク質であると考えられて

いる（Youngetal．，1999）。また、NAT2は実験によって11回膜貫通型の膜タンパク

質であることが示唆されている（ChangandBush，1997）。AATLタンパク質群につい

て疎水性プロットを作成したところ、いずれも11回の予測膜貫通性部位が検出さ

れた（図15A）。これらのことから、AÅmタンパク質群は他のAAAPファミ1）－

のメンバーと同様に11回膜貫通型の膜タンパク質であると考えられた。

本研究を開始した当初、高等植物におけるAAAPファミリーのメンバーはシロイ

ヌナズナから単離された基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーターの

AtAAPl朋År2からAtAAP5、Nicotianasylvestrisから単離された推定アミノ酸トラ

ンスポーターのNsAAPlおよびテッポウユリから単離された機能未知のLIM8だ

けであった。現在では、様々な植物種から推定のものを含めて数多くのアミノ酸ト

ランスポーターおよびオーキシントランスポーターが単離されている。これらは基

質特異性によって、基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーター、プロリン

トランスポーター、リジン／ヒスチジントランスポーター、オーキシントランスポー

ターに分類されている。また、シロイヌナズナにおいて全ゲノム塩基配列の解読が

行われたことにより、AAAPファミリーのメンバーと考えられる数多くのタンパク

質が同定されている（TheArabidopsisgenomeInidative，2000）。

AATLタンパク質群とその関連タンパク質群との間で分子系統解析を行った（図

16）。その結果、AAnlはL刀M8と最も類似しており、これらは新規のサブグループ

を形成していることが示された（図16E）。一方、AÅm2はシロイヌナズナのリジ

ン／ヒスチジントランスポーターであるAtLHTlやNicotiana5ylvestrisの推定アミノ

酸トランスポーターであるNsAAPlと近縁であり、これらは同じサブグループに属

していることが示された（図16D）。また、LIM8とAAnlのグループ（図16E）は、

オーキシントランスポーターを含むグループ（図16A）、プロリントランスポーター

を含むグループ（図16B）、基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーターを含

むグループ（図16C）よりも、リジン／ヒスチジントランスポーターを含むグループ
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（図16D）と近縁であることが示された。

AATLタンパク質群とLm48の一次構造を詳細に調べたところ、A肌1とL

はアミノ末端からカルポキシル末端までよく類似しているが、Aノ打L2と　LⅢ泌8は

アミノ末端領域が著しく異なっていることが見いだされた（図15B）。第一章におい

て、Lm侶は他の植物アミノ酸トランスポーターと比較してアミノ末端から第一予

測膜貫通性部位までが長く、その領域（60残基）はセリン残基、スレオニン残基、

プロリン残基に富んでいることが見いだされていた。そして、LIM8のアミノ末端

領域と類似した配列はAÅmlにも保存されていることが見いだされた（図14）。

AAml几即8のアミノ末端領域は、既知の植物アミノ酸トランスポーターに存在し

ない機能的な特徴をAÅml几M8に付与している可能性が考えられた。以上の一次

構造の解析結果からAATLlとLM8はともにアミノ酸トランスポーターと関連し

た機能を有し、互いに特性が類似していることが推察された。

AA乃∴遺伝子群のmRNAの蓄積様式

第一章において、ム軌招mRNAは薪および小胞子母細胞で蓄積していることが示

されていた（図5）。そこで、AA71遺伝子群のmRNAが薪および小胞子母細胞を

含む花芽で蓄積しているのかどうかをRNAゲルプロットによって解析した（図

17）。その結果、AA花JmRNAの蓄積は薪および小胞子母細胞を含む花芽において

見られたが、開花した花ではほとんど見られなかった。一方、AA7乙2mRNAの蓄積

は花芽においてほとんど見られなかったが、開花した花においてわずかに見られた。

これらのことから、AA花Jはム肋値と同様に小胞子形成過程で機能する可能性ある

と考えられた。

〟財βmRNAは根、茎、葉において蓄積していか－ことが示されていた（図5）。

しかしながら、AA花JmRNAは根と花茎で著しく蓄積していることが示された（図

17）。これと同様のことは、遺伝子組換え酵素RecAの類似タンパク質をコードする

テッポウユリの昆材J5と、そのシロイヌナズナの相同遺伝子であるAめ〟CJの間

でも観察された。昆材J5mRNAは根、茎、葉において蓄積していないことが示され

た（図5）。これに村して、Aめ〟CJmRNAは根で著しく蓄積していることが示され

た（図17）。また、Aめ〟CJmRNAは懸濁培養細胞においても著しく蓄積している

ことがこれまでに報告されている（Doutriauxetal．，1998）。これらのことから、シロ

イヌナズナの小胞子形成に関連する遺伝子は小胞子母細胞以外の場所でも　mRNA

が蓄積し得ると考えられている。現在のところ、AtDMClタンパク質が花芽以外の

器官で発現しているかどうかは明らかになっていない。しかしながら、Aめ〟CJに

T－DNAが挿入されたホモ接合変異体は、稔性の低下が見られるものの、その他の発

生過程は正常であることが報告されている（Couteauetal．，1999）。以上のことから、
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AA几Jは花芽だけでなく栄養器官においてもmRNAの蓄積が見られるが、小胞子

形成過程だけで機能する可能性があると考えられた。

シロイヌナズナに釦ナるAA几JJJG∽融合遺伝子の発現様式

一次構造の特徴とmRNAの蓄積様式から、AAnlはLJM8と同様に小胞子形成

過程で機能する可能性が考えられた。そこで、AA門」遺伝子の発現様式を詳細に解

析するために、A4門」遺伝子の5，上流配列および部分コード配列（17bp）を含む

ゲノミックDNAとG∽遺伝子の融合遺伝子（A肌JニごGぴ）を用いて組織化学的

な発現様式の解析を行った（図18）。その結果、AA几J∴Gこ搭を導入したシロイヌナ

ズナにおいて、花芽でGUSの発現が観察された（図18C）。更に、GUSの発現は

花芽が0．4m程度に発達してから開花するまでの間に薪で特異的に観察された（図

18D、E、F）。他の花器官である花糸、雌蕊、花弁、等においてGUSの発現は観察

されなかった。Peirsonら（1996）が報告したシロイヌナズナの花芽の大きさと小胞

子形成および花粉成熟の段階の関係を指標にしたところ、GUSは減数分裂前から花

粉成熟が完了するまでの間で発現していることが示唆された。

前におけるGUSの詳細な発現様式を解析するため、花芽の組織切片を作成して

観察を行った（図19）。その結果、GUSは薪特異的に発現していることが確認され、

更に前の全ての組織で発現していることが明らかになった（図19A、B）。また、Sanders

ら（1999）の報告を指標にして前の発生段階を同定したところ、GUSは減数分裂期

と花粉体細胞分裂期を通して発現していることが明らかになった（図19D－L）。内在

性のAA7乙JはAA几JごニG乙げと同じか類似した様式で発現していることが示唆され

た。第一章において、Lm48　タンパク質は減数分裂期の小胞子母細胞で特異的に発

現することが示されていた（図6A、7）。このことから、AA花ノ∴G【帯は内在性AA7ユノ

の発現様式を精確に再現していないことが考えられた。これまでに、ム【材J5の相同

遺伝子であるAの〟CJのmRNAは胞子母細胞特異的に蓄積しているのに対して、

A£D〟CJ5，上流領域と　G∽の融合遺伝子は荊および子房の全体で発現しているこ

とが報告されている（Ⅲimyuketal．，1997）。また、雄蕊および雌蕊の形成に必要な

AGA材0∽（AG）遺伝子の発現様式を、G∽との融合遺伝子によって再現するため

には、AGの5，上流領域だけでなくコード領域も必要であることが報告されている

（SieburthandMeyerowitz，1997）。これらのことから、内在性のAA几1はLZM8と同

様に減数分裂期の小胞子母細胞で特異的に発現している可能性があると考えられた。

j∫∫ごAAr乙Jおよびj55JごA4A花Jを導入したシロイヌナズナの解析

AA花J遺伝子の機能を分子遺伝学的に解析することを試みた。そこで、j5∫ごごAA71J

融合遺伝子によって、完全長のAA几1を強制発現する形質転換シロイヌナズナを
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作成した。また、AATLlが機能するためには、セリン残基、スレオニン残基、プロ

リン残基に富んだアミノ末端領域（60残基）が必要であるのかどうかについて興味

が持たれた。そこで、ま黒L∴Aん吏円」融合遺伝子によって、そのアミノ末端領域を欠

失したAATLl（AA肌1）を強制発現する形質転換シロイヌナズナを作成した。これ

らの形質転換体についてRT－PCR解析を行ったところ、35S：：A仇1導入植物では

独立した2つの系統（＃1、＃2）について、葉と花茎で外来性の完全長A仇JmRNA

の蓄積が示された。また、j5∫∴Aん4花J導入植物では独立した3つの系統（＃1、＃2、

＃3）について、葉と花茎で外来性の欠失変異AA7乙JmRNAの蓄積が示された。

形質転換体の形態を観察したところ、いずれの且∬上AA7乙J導入系統も野生型よ

りロゼット葉の枚数が増加しており、複数のロゼット型シュートが重なっている様

な形態が見られた（図21A、B）。また、j5∫∴AA花J導入系統は複数の花芽を同時に

形成することと、野生型と比較して花成誘導、花茎伸長、開花の全ての過程におい

て著しい遅延が観察された（図21D、E）。これらのことから、j5∫∴AA花Jは形質転

換体において何らかの機能を発現したことが示唆された。一方、いずれの

j5∫∴A旭7乙J導入系競も野生型との形態的な違いを見いだせなかった（データ省略）。

このことから、AAILlが機能発現するためには、セリン残基、スレオニン残基、プ

ロリン残基に富んだアミノ末端領域が必要であることが示唆された。

AATLlがアミノ酸トランスポーターに関連した機能を有するのであれば、AA7乙J

の強制発現によって個体内のアミノ酸局在様式が変化して、他のアミノ酸トランス

ポーター群の発現様式に変化が現れることが予想された。そこで、基質特異性の範

囲が広いアミノ酸トランスポーターをコードするA班AP2の発現様式をRT＿PCRに

よって解析した（図20B）。その結果、葉ではいずれのエ∬LAA刀り導入系統におい

てもA班AP2mRNAの蓄積が消失しており、花茎ではAA花1mRNAの蓄積がより多

い方のj5∫ごニAA花J導入系統（舵）においてA班AP2mRNAの蓄積が消失しているこ

とが観察された。このことから、AÅmlタンパク質はアミノ酸トランスポーターと

して機能しており、AA花Jの強制発現によって細胞内に過剰なアミノ酸が蓄積した

ため、それに由来するシグナルによってA班AP2の発現が抑制された可能性が考え

られた（図22A）。また、他のAAAPファミリーの遺伝子についても発現様式が変化

していることが予想された。j∫∫ごごAも4几J導入植物はいずれの系統においても葉と

花茎でA班AP2mRNAの蓄積に顕著な変化は見られなかった。このことからも、

AATLlが機能発現するためにはアミノ末端領域が必要であることが示唆された。

近年、出芽酵母から単離されたアミノ酸トランスポーター様のSsylpはアミノ酸

センサーとして機能することが報告されている（Didionetal．，1998；Iraquietal．，1999；

Rlassonetal．，1999）。Ssylpはアミノ酸輸送能を有しておらず、細胞外のアミノ酸を

感知し、そのシグナルを細胞内へ伝達することによってアミノ酸輸送系およびアミ
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ノ酸合成系の遺伝子発現を制御していると考えられている。また、出芽酵母から単

推されたグルコーストランスポーター様のSnf3pとRが2pはグルコースセンサー

として機能することが報告されている（LiangandGaber，1996；Ozucanetal．，1996）。

Ssylpはアミノ末端領域が他のアミノ酸トランスポーター群よりも長く、Snf3pと

Rgt2pはカルポキシル末端領域が他のグルコーストランスポーター群よりも長いこ

とが示されている。そして、Snf3pとRgt2pのカルポキシル末端領域は遺伝子発現

の制御に必須であることが明らかにされている。これらのことから、AATLlタンパ

ク質はアミノ酸センサーとして機能しており、AATIJの強制発現によって遺伝子発

現を制御するシグナルが増幅されたため、A〟lAfワの発現が抑制された可能性も考

えられた（図22B）。
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鎗括

これまでに、高等植物における減数分裂と小胞子形成の全体像を理解するため、

テッポウユリの小胞子母細胞で転写誘導される18種類のLilymessagesInduced at

Meiosis（Lm4）遺伝子に対応するcDNA群が単離されていた。本研究では、LJM遺

伝子の一つである以財βとそのシロイヌナズナ相同遺伝子であるAA花Jについて

機能解析および5，上流領域の特徴付けを行った。

1）テッポウユリの小胞子母細胞で発現するム眺値遺伝子

LM8タンパク質はaminoacid／auxinpermeaSe（AAAP）ファミリーに属することが

示され、アミノ酸トランスポーターと関連した機能を有することが考えられた。Lm48

のアミノ末端領域（60残基）は既知のアミノ酸トランスポーター群と異なり、セリ

ン残基、スレオニン残基、プロリン残基に富んでいることが見いだされた。また、

出芽酵母のヒスチジン輸送系変異株において、基質特異性の範囲が広いアミノ酸ト

ランスポーターであるAtAAPlからAtAAP5は生育相補ができるのに対して、LIM8

は生育相補ができなかった。これらのことから、LM8はAtAAP群とは特性の異な

るタンパク質であることが示された。

ム肋招遺伝子について発現様式の解析を行ったところ、mRNAレベルにおいても

タンパク質レベルにおいても山肌招は減数第一分裂前期から減数分裂完了時までの

小胞子母細胞で特異的に発現していることが明らかになった。また、Lm48タンパ

ク質は減数分裂完了時の前後で蓄積量が著しく増加することが示された。テッポウ

ユリの小胞子母細胞と、小胞子母細胞を含む前について遊離アミノ酸の動態を調査

したところ、減数分裂完了時の前後で、分枝側鎖アミノ酸であるバリンとロイシン

の含量および組成比が上昇することが明らかになった。この要因の一つとして、LM8

が小胞子母細胞あるいは前の構成細胞ヘパリンとロイシンを取り込んでいる可能性

が考えられた。

LIM8　タンパク質は疎水性プロットの解析から、他のAAAPファミリーのアミノ

酸トランスポーターと同様に11回膜貫通型の膜タンパク質であることが推察され

た。更に、小胞子母細胞の細胞分画によって，LⅢ止8はミクロソーム画分への局在が

示された。そこで、組織免疫染色実験を行ったところ、LM8に由来するシグナル

は小胞子母細胞の原形質膜と細胞壁が存在する場所から特異的に検出された。これ

らのことから、LⅡM8は小胞子母細胞の原形質膜に局在することが示唆された。

LM8遺伝子の5’上流領域（0．6kbp）をインバースPCR法によって単離した。

この5，上流領域についてG∽との融合遺伝子をテッポウユリの小胞子母細胞へ導

入したところ、GUSの一過性発現によってプロモーター活性が示された。更に、エ以β
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遺伝子5，上流領域とホタル由来のルシフェラーゼ遺伝子（ダーJ〟C）の融合遺伝子をテ

ッポウユリの小胞子母細胞と葉へ導入したところ、小胞子母細胞では葉よりも約40

倍高いF－1uc活性が示された。このことから、エ〟β遺伝子5，上流領域（0．6kbp）は

小胞子母細胞で特異的に活性化されることが示唆された。

2）ム批帽遺伝子と相同なシロイヌナズナのAA几J遺伝子

ム軌相通伝子と高い相同性を示すシロイヌナズナのゲノミック塩基配列にamino

acidtransporter－1ikeproteinl（AAnl）と命名し、これに対応するゲノミッククローン

およびcDNAクローンを単離した。A肌1はLIM8　と同様に、セリン残基、スレ

オニン残基、プロリン残基に富んだアミノ末端領域（60残基）を有することが見い

だされた。そして、分子系統解析からAATLlとLIM8はAAAPファミリーにお

いて新規のサブグループを形成していることが示された。

AA7乙JmRNAは小胞子形成の起こる花芽で蓄積していることが示された。また、

AA7乙J遺伝子5，上流領域とG【∬の融合遺伝子伍A花J∴G∽）はシロイヌナズナ

の花芽において、腐の全ての組織で小胞子形成過程と花粉成熟過程を通して発現す

ることが示された。そして、内在性のAA花J遺伝子はAA花JニごG∽融合遺伝子と

同じか類似した様式で発現していることが推察された。これらのことから、小胞子

形成過程においてAA7乙Jは〃〃βと同様の役割を担っていることが示唆された。

カリフラワーモザイクウイルスj∬プロモーターと完全長AA几Jコード配列の

融合遺伝子（j∬ごニAA几J）を導入した形質転換シロイメナズナではロゼット葉の枚

数が増加し、頂芽優性が減少することが観察された。更に、j55ニごAA几J導入植物で

は葉と花茎において基質特異性の範囲が広いアミノ酸トランスポーターをコードす

るA〟lA招の発現が消失することが示された。このことから、l）A肌1タンパク

質はアミノ酸トランスポーターとして機能しており、AA71Jの強制発現によって細

胞内に過剰なアミノ酸が蓄積したため、それに由来するシグナルによってA班AP2の

発現が抑制された可能性と、2）AATLlタンパク質はアミノ酸センサーとして機能し

ており、AA几Jの強制発現によって遺伝子発現を制御するシグナルが増幅されたた

め、A班Afワの発現が抑制された可能性が考えられた。また、セリン残基、スレオ

ニン残基、プロリン残基に富んだ60残基のアミノ末端領域を欠失したAATLlは

完全長AATLlと同様な表現型の変化を引き起こせないことが観察された。このこ

とからAATLlの機能発現にはアミノ末端の60残基が重要であると考えられた。
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