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題　目
テッポウユリの減数分裂時期に発現が誘導される
熟ショックタンパク質の解析

LM（LilymessagesInducedatMeiosis）は、減数分裂過程が同調して進行する

テッポウユリ（エ血Jm血郷omm）の特徴を活かし同定された18種類の遺伝子であ

り、それらの多くは花粉母細胞特異的に転写される。これらのうち、Lm肌8遺伝子

産物は、分子シャペロンとして機能するHSP70に高い相同性を示すことから、減数

分裂細胞に見られる特徴的な事象（遺伝子組み換え等）に関与することが期待され

た。本研究では、LD止18を含むHSP70様タンパク質の機能解析のために、免疫学的

手法およびレポ一夕一道伝子を用いた方法により、発現様式、細胞内所在を調べ

た。更に、減数分裂特異的遺伝子の発現調節機構を明らかにするために、テッポウ

ユリのゲノムDNAよりエ仇燵伝子のプロモーター領域を含む断片を単離し、それら

の特徴づけを行った。

テッポウユリの花粉母細胞において発現するHSP70様タンパク質の解析

（1）発現様式：テッポウユリの各組織の抽出物を二次元電気泳動法により分離

後、抗LM18ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解析を行った。その

結果、花粉母細胞の抽出物からは、花粉母細胞特異的なものと、花粉母細胞以外に

葉、茎においても検出されるHSP70様タンパク質由来のシグナルが、それぞれ3個

ずつ確認された。花粉母細胞特異的な3個のシグナルのなかのひとつは、抗LM18

モノクローナル抗体を用いた解析においても検出され、この発現様式はエ皿オブβ遺伝

子の転写産物の消長と一致した。（2）細胞内所在：抗LM18ポリクローナル抗体

を用いて、テッポウユリ花粉母細胞の抗体染色を行うと、核を含む細胞全体からシ

グナルが検出された。また、花粉母細胞を用いた細胞分画実験の結果から、この抗

体に反応性を示すものは、細胞質のみならず核にも存在することが示された。更

に、L別18：：GFP融合タンパク質をタバコBY－2細胞において発現させたところ、緑

色蛍光は細胞質と核より検出され、LIM18は核移行能を持つHSP70様タンパク質で

あることが示唆された。以上の結果から、高等植物の減数分裂細胞の推持には、発

現様式の異なる複数のHSP70様タンパク質が、核および細胞質において、異なる役

割を担うこと、あるいは協調して働くことが必要であると考えられる。
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上皿才遺伝子のプロモーター領域の－耶および特　づけ

（1）プロモーター領域の単離：ユリはゲノムサイズが大きい（1×1011bp）た

め、PCRを原理としたVectorette法およびInversePCR法を用いて、プロモーター領

域を含むDNA断片の増幅を行った。この方法により、エ財紙上以J2（共に低分子

量月車道伝子）、上以∫∫（出芽酵母βmc∫應c2相同遺伝子）、および⊥以Jg遺伝子に

関して、それぞれ1309bp、1305bp、2962bp、1731bpの長さの断片を単離した0

（2）プロモーターの特徴づけ：植物細胞において構成的に発現するa血Ⅳ1発遺伝

子、あるいはL仇卯Ⅵ、⊥劇仇柑遺伝子のプロモーターにルシフェラーゼ遺伝子を連結

した遺伝子、を遺伝子銃を用いて各細胞・組織に導入し、そのプロモーター活性を

測定した。テッポウユリの花粉母細胞では、各遺伝子のプロモーター間に活性の差

は見られなかったが、葉では、n血Ⅳ了箔遺伝子プロモーターのみが高い活性を示

し、⊥刀けJg遺伝子プロモーターの活性の67倍となった。エ以州道伝子プロモーター

の活性は、プロモーターを全く含まないルシフェラーゼ遺伝子のみ、を導入した時

の活性と同程度であった。タバコの葉においても、テッポウユリの葉を用いた結果

と同様の傾向を示し、エ劇オブO遺伝子プロモーターの活性は低く、C誠MV∵持古遺伝子

プロモーターの活性は、⊥〃Jβ遺伝子のそれより27倍高かった。タバコの茎では、

これらエ以遺伝子のプロモーター活性は、Ca〃Vj∬遺伝子プロモーター活性の、

1／6以下であった。以上の結果から、エ皿4遺伝子のプロモーターの働きは、細胞・

組織特異的に制御されており、体細胞組織では抑制されていると考えられる。

ェ財川およびエ財Jg遺伝子のプロモーターに、ルシフェラーゼ遺伝子（⊥【ノd　あ

るいはβ－グルクロニダーゼ遺伝子（G∽）、を連結させた遺伝子を導入した形質

転換タバコを作成し、これらを用いて発現様式を調べた。エ劇オほエU窃直物体は、

独立した形質転換体6系統、⊥刀けほニG∽植物体は9系統を用いて、レポ一夕一夕ン

バク質の活性測定を行ったところ、全ての植物体において、減数分裂細胞、一核性

小胞子、二細胞性花粉を含むヤクから活性が検出された。一方、エ以川ごごエUCおよ

び上皿オ川ニニG∽植物体は、それぞれ6系統を用いて解析を行ったが、活性は減数分裂

細胞、一核性小胞子を含むヤクからは検出されない、あるいは検出されても低い

が、二細胞性花粉形成時期のヤク、成熟花粉から高い活性が検出された。テッポウ

ユリの⊥仇グ遺伝子のプロモーターが、タバコの雄性配偶体形成過程においても働く

ことから、高等植物の生殖細胞形成時期に働く遺伝子の発現調節には、類似の制御

機構が広く存在する可能性が示された。また、⊥〃Jg遺伝子のプロモーターは減数

分裂時期より以降に、⊥以JO遺伝子のそれは二細胞性花粉形成時期より以降に働く

ことから、これらのプロモーターは異なる時期の生殖細胞における外来遺伝子発現

系の構築に使用可能であると考えられる。
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略語

本文中に用いた略語を以下に示す。

CaMV35S：Cauliflowermosaicvirus35S

CDNA：COmPlementaryDNA

CTAB：Cetyltrimethylammoniumbromide

2，4－D：2，4－dichlorophenoxyaceticacid

DAPI：4，6－diamidino－2－Phenylindole

DTT：dithiothreitoI

EDTA：ethylenediaminetetraaceticacid

EF－1α：elongationfactor－1α

EGTA：ethyleneglycolbis（2－aminoethylether）tetraaceticacid

GFP：greenfluorescentprotein

GUS：β－glucuronidase

HEPES：2－〔4－（2－hydroxyethyl）－1－Piperazinyl〕ethanesulfonicacid

HSP：heatshockprotein

HSC：heatshockcognate

HSE：heat shockelement

IPTG：isopropylthio－β一D－galactoside

LUC：1uciferase

MES：2－（N－mOrPholino）ethanesulfonicacid，mOnOhydrate

PAGE：POlyacrylamidegelelectrophoresis

PCR：POlymerasechainreaction

PMSF：Phenylmethylsulfonylfluoride

RT－PCR：reVerSetranSCrlPtlOn－POlymerasechainreaction

SC：SynaPtOnemalcomplex

SDS：SOdiumdodecylsulfate

X－Gluc：5－bromo－4－Chloro－3－indolylglucuronide
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緒言

高等植物の生殖細胞形成は、花芽形成の誘導に始まり、胞原細胞の分化、減

数分裂、およびその後の成熟過程を経て、花粉および胚のうが形成される過程

である。これら諸過程のなかでも減数分裂は、酵母から高等動植物に至るまで

多くの真核生物の間で高度に保存されている分裂様式であり、有性生殖を行う

生物の生殖細胞形成において重要な過程である。減数分裂過程では、1回のDNA

複製が終了した後、続けて行われる減数第一分裂、減数第二分裂により、細胞

当たりの染色体数が半減した生殖細胞が形成されるため、これら雌雄生殖細胞

間の接合によって染色体数が倍加されることはない。また、減数分裂過程では、

対合した相同染色体間で高頻度の遺伝子組み換えが行われるため、次世代の個

体には遺伝的な多様性が高められることになる。

減数分裂の研究は、減数分裂過程の各時期に特徴的な異常を示す変異体を単

離し、単離した変異体を遺伝学的・分子生物学的方法により解析することが比

較的容易な酵母を中心に進められてきた。現在までに、酵母では体細胞分裂か

ら減数分裂への移行を制御する遺伝子（Watanabe et al．，1988；Watanabe and

Yamamoto，1994）、相同染色体の対合や遺伝子組み換えに関与する遺伝子

（Ho11ingsworthetal・，1990；Bishopetal．，1992；Shinoharaetal．，1992；Symetal．，

1993；ChuaandRoeder，1998；Leuetal．，1998）等、減数分裂の開始やその進行

過程を制御する多数の遺伝子が単離されており、これらの遺伝子の構造、発現

調節機構、機能が明らかにされてきた（Engebrecht et al．，1991；Roeder，1995，

1997；Haber，1998）。

一方、高等真核生物では減数分裂過程に異常を示す変異体を単離し解析する

ことが難しいため、各生物種の有する特性を活かした生化学的・形態学的解析

が主に行われてきた。例えば、減数分裂のステージ毎に均一な細胞集団を得る

ことが可能なテッポウユリ花粉母細胞を用いた生化学的な解析から、相同的遺

伝子組み換えが行われる減数第一分裂時期に、DNA巻き戻しタンパク質、RecA

様タンパク質等、遺伝子組み換えに関与すると考えられる種々のタンパク質の

活性が上昇することが明らかになっている（HottaandStern，1978；Hottaetal．，

1985a）。また、テッポウユリ花粉母細胞には、村合した相同染色体間にシナプ

トネマ構造（SC：SynaPtOnemalcomplex）と呼ばれる特徴的な構造体が出現す

るが、単離したSCを抗原に用いて抗体を作成し、免疫学的手法により　SCの

構成成分を単離・分析することで、相同染色体村合の制御機構ならびに遺伝子

組み換え機構を明らかにすることが試みられた（Ohyamaetal．，1992）。ラット

の精母細胞を用いた研究では、抗SC抗体を用いた免疫スクリーニングにより、
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SCの構成タンパク質をコードする遺伝子、∫甲∫、∫甲2および5甲jが単離さ

れ、それらの遺伝子産物の構造、発現様式、細胞内局在が調べられている（M。。。S

etal・，1987；Meuwissenetal・，1992；Lammersetal．，1994；Offenbergetal．，1998）。

マウスの精母細胞系を用いた研究では、Higashitaniら（1990a，1990b）によっ

て、DNA連結酵素とDNA鎖交換タンパク質の活性がマウスの精巣の減数第一

分裂時期の細胞で高いことが見出されている。この様な種々の生物材料を用い

た生化学的アプローチにより、減数分裂進行の素過程とそれに関わる遺伝子お

よびタンパク質の研究が進められたきたが、酵母における減数分裂研究に比べ

ると、単離されている減数分裂特異的遺伝子の数が少なく、また、単離した遺

伝子の解析方法が限られていることから、減数分裂進行過程の制御機構に関す

る知見が乏しい。

減数分裂進行過程で起こる諸反応を解明するためには、減数分裂時期特異的

に転写が誘導される遺伝子を同定しその機能を解析することが有効なアプロー

チのひとつと考えられる。Kobayashiら（1994）は、テッポウユリ花粉母細胞

の減数分裂がヤク内で同調して進行することに着目し、減数分裂時期のテッポ

ウユリ花粉母細胞由来のcDNAライブラリーをサブトラクト法によるスクリ

ニングを行うことで、減数第一分裂時期に発現が誘導されるcDNA仕朋射

～LM18：Lily messagesInduced at Meiosis）を18個単離した（表1）。これらの

なかには、既知の遺伝子と相同性を示さないものも含まれていたが、⊥財J∫

の様に、この相同遺伝子佃mcJ爪c2）が、酵母の減数分裂時期の組み換え過

程に必要であることが示されたものが存在した（Bishopetal．，1992；Kobayashiet

al・，1993）。従って、転写産物が減数分裂細胞特異的に蓄積する他の⊥以遠伝

子もまた、減数分裂進行過程において重要な働きを担うことが予想された。

減数分裂過程は、主に減数第一分裂時期に高頻度の相同遺伝子組み換えが行

われること、あるいは染色体数を半減させる分裂様式を示すという点において、

体細胞分裂とは異なる生物学的重要性を含んでいるが、これらの制御機構を調

べるうえで、HSP70（heatshockprotein70）様タンパク質をコードするL，LM18

遺伝子は解析対象に通した遺伝子であると考えられた。月如70遺伝子は、単離

された当初は外的ストレスに対して細胞の耐性を高めるために機能すると考え

られていたが、現在ではこの他にも生理的条件下にある細胞において分子シャ

ペロンとして様々な過程に関与することが明らかになっている（Schlesinger，

1990；Vierling，1991；Hendrick andHartl，1993；Bostonet al・，1996；Hartl，1996；

Miernyk，1997）。例えば、HSP70は合成途中あるいは合成終了後のタンパク質

の折りたたみ（Beckmannetal．，1990；Frydmanetal．，1994）、分子集合体の形成

と分解（Smith etal．，1992，1995）、細胞質タンパク質の各オルガネラへの輸送
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（Kangetal・，1990；Imamotoetal．，1992）等の過程に関与する。また、真核生物

では月如70遺伝子はファミリーを形成しており、そのメンバーは発現様式の

違いによって、ストレスによって発現が誘導される鱒P70遺伝子サブファミ

リーと、ストレス非依存的に細胞内で恒常的に発現しているHsc70（heatsh。Ck

cognate70）遺伝子サブファミリーに分けられる。更に、各サブファミリーの

メンバーのなかには、発生過程の特定の時期あるいは組織で発現誘導される遺

伝子も存在する（Bensaudeetal．，1983；Kurtzetal．，1986；Zakerietal．，1988；

Wisniewskietal・，1990，1993；DuckandFolk，1994；Christiansetal．，1995）。この

様な発現様式・機能の報告、および減数分裂細胞において観察される特徴的な

事象には、種々のタンパク質の働きが必要であることを考えあわせると、LIM18

は高等植物ではこれまで報告されていない、減数分裂特異的な分子シャペロン

として働く可能性が高いと思われた。そこで、第1章では、高等植物の減数分

裂過程で発現するHSP70様タンパク質の働きを明らかにするために、テッポ

ウユリ、タバコを材料に用いて、LIM18分子の特徴づけおよび抗LIM18抗体

を用いた免疫学的解析を行った。

生化学的あるいは免疫学的解析に加え、減数分裂特異的遺伝子の機能を、ア

ンチセンス、強制発現実験等の分子生物学的方法を用いて調査するためには、

減数分裂細胞で働くプロモーターが必要である。しかし、高等植物では、単離

されている減数分裂特異的遺伝子の数が少ないこともあり、この様な特性を示

すプロモーターの同定、およびこれを用いた発現調節機構、機能の詳細な解析

は行われていない。KlimyukとJones（1997）は、LIM15に相同性を示すシロ

イヌナズナのA江湖CJ遺伝子を単離し、その遺伝子のプロモーターが減数分

裂細胞で働くことを示した。しかしながら、これは細胞分裂が盛んな体細胞組

織でも働くこと（Doutriauxetal．，1998）から、その働きは減数分裂特異的に厳

密な制御を受けていないと考えられる。これに対し、上月け遺伝子の多くは、

それらの転写産物が主に花粉母細胞に蓄積すること（Kobayashiet al．，1994）

から、エ以遠伝子の発現制御領域は減数分裂細胞特異的に機能することが予

想された。従って、第2章では、減数分裂細胞で働くプロモーターを単離する

ために、⊥月けJgおよび他のエ月け遺伝子のプロモーター領域を含むDNA断片を、

テッポウユリのゲノムDNAより単離し、その特性解析を行った。
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表1LIM遺伝子産物の特徴

遺伝子産物　　　　相同タンパク質および構造上の特徴

LIMI

LIM2

LIM3

LIM4

LIM5

LIM6

LIM7

LIM8

LIM9

LIMlO

LIMll

LIM12

LIM13

LIM14

LIM15

LIM16

LIM17

円Ll、HML7、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い

FILl、HML7、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い

円Ll、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い

N末端領域は疎水性アミノ酸が多い

LIM13、核局在シグナルあり、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い
N末端領域は疎水性アミノ酸が多い
なし

なし

セリンプロテアーゼ

低分子量HSP、EMPR

低分子量HSP

低分子量HSP

LIM5、核局在シグナルあり、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い

グリシン、セリンが多い、N末端領域は疎水性アミノ酸が多い
RecA、DMCl／ISC2、RAD51
なし

なし

LIM18　　　HSP70

作表は、Kobayashiら（1993，1994）、Ogataら（1999）、Mousaviら（1999）の
報告を参考にした。
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第1章　テッポウユリの花粉母細胞において発現する

HSP70様タンパク質の解析

序論

熟ショックタンパク質70（HSP70）は、熱等の外的ストレスから細胞を保護

するだけではなく、生理的状態にある細胞の分化・増殖にも、分子シャペロン

として重要な働きを担っている（Schlesinger，1990；Vierling，1991；Hend，ickand

Hartl，1993；Bostonetal・，1996；Hartl，1996；Miernyk，1997）。高等植物のHq70

遺伝子ファミリーのメンバーのなかには、その発現が発生段階および器官特異

的に制御されているものが存在し、生殖細胞あるいは胚が形成される過程では、

LTq70遺伝子の転写産物、遺伝子産物が蓄積する（Ducketal．，1989；Fro，aetal．，

1989；Hopf et al・，1992；Duck and Folk，1994；DeRocher and Vierling，1995；

Gagliardietal・，1995；Prandletal．，1995）。これらの研究は、発現様式に主眼を

置いたものが多く、例えばトウモロコシでは、熟誘導による遺伝子発現が一核

性小胞子形成時期には見られるが、これより後の時期になると低くなること

（Frovaetal・，1989；Gagliardietal．，1995）、大部分の高等植物の成熟花粉では熟

誘導性が消失している、あるいは極めて低いこと（Mascarenhas and C，。ne，

1996）等が報告されている。この他に、セイヨウアブラナでは、HSP70の細

胞内の局在が花粉形成の段階あるいは熱ストレスに応じて変化し、HSP70の

働きが雄性配偶体形成に重要であることを示唆する知見が得られている

（Gordewener et al．，1995）。しかしながら、上記に述べた雄性配偶体形成の研

究は、減数分裂時期より後のステージの細胞・組織を対象にしており、高等植

物の減数分裂細胞は解析に必要な量を集めることが困難なこともあり、減数分

裂細胞における鱒P70遺伝子あるいはその遺伝子産物の発現様式、機能は明

らかになっていない。

テッポウユリは、ヤク内で減数分裂の進行が約一週間と長い時間を要し、同

調して進行する（Erickson，1948）。また、花粉母細胞の減数分裂のステージと

つぼみの大きさに対応関係がみられるため、つぼみを大きさにより選別した後、

ヤク内の花粉母細胞を絞り出すことによって、ステージ毎に分別した細胞を大

量に調製することが出来る。本章では、減数分裂細胞におけるHSP70様タン

パク質の機能を推察するために、大腸菌に生産させた組み換えLIM18タンパ

ク質を抗原に用いて抗体を作成後、抗LIM18抗体を用いて免疫学的解析を行

った。更に、タバコ培養細胞（BY－2）を用いてLIM18の細胞内局在を調べた

ので、これらの解析結果に基づいて考察を試みた。
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材料と方法

孟監

制限酵素、アルカリフォスファターゼ等のDNA修飾酵素は、宝酒造社から

購入した。ナイロンメンプレンはPVDF（Amersham社）を用いた。X線フイ

ルムは、RX（富士フイルム社）を用いた。その他、生化学試薬は和光純薬社、

ナカライテスク社より購入した。キット等については文中に適宜記載した。

大腸蘭の帝粗

プラスミドDNAの調製等にはXLl－Blue株あるいはDH5α株を、組み換え

タンパク質の発現にはM15（pREP）殊（Qiagen社）を用いた。それぞれの菌

株の遺伝子型を以下に示す。

XLl－B］ue株：recA］，Jac－，endA），gyTA96・thi－）・hsdR］7，SuPE44，reJA］，†F・，PrOAB，

JacJq，ねcZ△〃J∫）

DH5α株：叩朗4，△Ja押〃汐（〆β肋qZ△肌カ，鮎戯∫7，reqA∫，e月舶J，がタ∂，

班ゴーJ，re〟＝

M15（pREP）株：NalS，StrS，rifS，1ac－，aTa－，ga（，mt（，F－，TeCA・，uYf．

嘩物材料

ユリは、LjljumlonglfIoTumCV．Hinomoto（テッポウユリ）を用いた。花粉母

細胞の減数分裂の時期は、酢酸オルセイン染色による核の形態観察を光学顕微

鏡下で行うことにより決定した。花粉母細胞の減数分裂の時期に従いつぼみを

その長さによって分別し（Erickson，1948）、花粉母細胞をホワイトの培養液（It。

and Stern，1967）の中に絞り出した。絞り出した花粉母細胞をホワイトの培養

液で数回洗浄しタペート細胞を取り除いた。

基地の細成

大腸菌の培養には、LB培地あるいはSuper培地、野生型のタバコBY－2細胞

の培養にはNT培地を用いた。それぞれの培地の組成を以下に示す。

LB液体培地：1％パクトトリプトン、0．5％　イーストエキストラクト、0．5％

塩化ナトリウム。水酸化ナトリウムを添加してpHを7に調整した。

Super液体培地：3．2％パクトトリプトン、2％　イーストエキストラクト、

0・5％塩化ナトリウム。水酸化ナトリウムを添加してpHを7に調整した。

固形培地は同じ組成で、濃度が1．5％になるように寒天を加えた。
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NT液体培地：Murashige－Skoog培地（Murashige，1974）に、3％　ショ糖、25mM

MES、3FLMチアミン塩酸塩、550FLM　ミオイノシトール、1．3mMリン酸二

水素カリウム、1FLM2，4－Dを加えた後、水酸化カリウムを添加してpHを5．7

に調整した。固形培地は同じ組成で、濃度が0．9％になるように寒天を加えた。

遡鞄抽出物の調製

SDS－PAGE解析用の細胞抽出物は次の方法で調製した。15個のつぼみより

取り出した減数分裂前のヤクとヤクより絞り出した花粉母細胞、1．5gの葉お

よび3．Ogの茎を、0．5～1．OmlのSDS－PAGE用サンプル緩衝液〔125mMトリス

一塩酸（pH6．8）、200iLMDTT、20％　グリセロール、4．1％SDS、0．001％　ブロ

モフェノールブルー〕に懸濁し、ガラスホモジェナイザーを用いてすりつぶし

た。この懸濁液を95℃、5分間煮沸した後、4℃、10，000×gで15分間遠心

を行い不溶性成分を沈降させ、上清を細胞抽出物として使用した。

二次元電気泳動用の細胞抽出物はフェノール抽出法（Barent and Elthon，

1992）により調製した。15～20個のつぼみより絞り出した花粉母細胞、0．6g

の葉および0．6gの茎を液体窒素下で凍結させ、乳鉢を用いて粉末状になるま

ですりつぶした。この粉末に1mMのEDTAおよび3mlの水飽和フェノールを

加え、4℃で2分間激しく撹拝した。この懸濁液を4℃、10，000×gで10分

間遠心した後、上清のフェノール溶液を回収し、メタノールに溶解した0．1M酢

酸アンモニウム溶液15mlに加え混合し、－20℃で2時間静置した。タンパク質

抽出物を、4℃、10，000×gで20分間の遠心により沈降させ回収し、これを

1・2mlのメタノールに懸濁した。懸濁液を、4℃、10，000×gで20分間遠心

した後の沈降物を真空条件下で乾燥後、1％　SDS溶液に再懸濁した。最終的

に、不溶性物質を遠心により取り除いた残りの上清を実験に用いた。

タンパク皆の雷気泳動

一次元のSDS－PAGEはLaemmli（1970）の方法に基づいて行った。

二次元電気泳動は、Mini－PROTEANII2－D CELL（Bio－Rad社）を用いて、

0，Farrell（1975）の方法に基づいて行った。一次元目の等電点電気泳動は、

Bio－Lyte5／7とBio－Lyte3／10（Bio－Rad社）を4：1の比率で混合した。二次

元目のSDS－PAGEは10％のアクリルアミドゲルを用いて行った。

鑑藍色

銀染色は、銀染色ⅠⅠキットワコー（和光純薬社）を用いて付属のプロトコ

ールに従って行った。
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エス　　ン　舟ロ、、　　刀

ウエスタンプロット解析は、Immun－LiteTMIIChemiluminescent P，。tein

DetectionSystem（Bio－Rad社）を用いて、付属のプロトコールに従って行った。

電気泳動終了後、タンパク質をPVDFメンプレン（Amersham社）に転写した。

転写後、メンプレンをTBS溶液〔100mMトリスー塩酸（pH7．5）、0．9％塩化

ナトリウム〕で洗浄し、ブロッキング溶液（5％non－fatdrymilkを含んだTBS

溶液）に浸して8～12時間ブロッキングを行った。ブロッキング終了後、TTBS

溶液（0・2％Tween20を含んだTBS溶液）で洗浄し、TTBS溶液で希釈した一

次抗体を反応させた。反応終了後、メンプレンをTTBS溶液で洗浄し二次抗体

を1時間反応させた。メンプレンをTTBSで洗浄し、発光反応を行いシグナル

をX線フイルムで検出した。抗LIM18ポリクローナル抗体、抗LIM18モノク

ローナル抗体（mAb7A3）、抗LIM13ポリクローナル抗体、抗LIMlOモノクロ

ーナル抗体、抗GFPモノクローナル抗体（Clontech社）および抗H2B抗体（横

浜市立大、田中一郎博士より供与）は、それぞれ、2000倍、2倍、500倍、2

倍、2倍および2倍希釈して使用した。

細　　　ゝ　　n　　　ンパ　新　一　制　　　〔　⊥　ゝ

抗原に用いる組み換えLIM18タンパク質の調製は、QIAexpressionistキット

（Qiagen社）を用い、付属のプロトコールに従って行った。PBluescriptSK－LIM18

プラスミド（Kobayashietal．，1994）をKbnIで処理することにより、LM18遺

伝子のコーディング領域を含んだcDNA断片を切り出し、この断片をpQE30

のKbnI部位に組み込んだ発現ベクター（pQE30：：LIM18）を構築した。大腸菌

M15（pREP）株をpQE30：：LIM18で形質転換し、この形質転換体を400mlの25

FLg／mlのカナマイシンおよび100FLg／mlのアンピシリンを含むSuper液体培地

で培養した。培養液のOD6。。が0．6になった時点で、最終濃度が2mMになる

ようにIPTGを加え、4時間培養を続け発現を誘導した。発現誘導後、回収し

た菌体を、30mlの緩衝液A〔8Mグアニジン塩酸、0．1Mリン酸二水素ナトリ

ウム、0．01Mトリス一塩酸（pH8．0）〕に懸濁し、超音波破砕した後、室温で1

時間撹拝した。遠心分離を行って上清を回収し、これをNi－NTA担体カラム（担

体容量8ml）に通した。80mlの緩衝液A〔8Mグアニジン塩酸、0．1Mリン酸

二水素ナトリウム、0．01Mトリス一塩酸（pH8．0）〕、40mlの緩衝液B〔8M尿

素、0・1Mリン酸二水素ナトリウム、0・01Mトリス一塩酸（pH8．0）〕、20mlの

緩衝液7・4〔8M尿素、0・1Mリン酸二水素ナトリウム、0．01Mトリスー塩酸（pH

7．4）〕、40mlの緩衝液7．0〔8M尿素、0．1Mリン酸二水素ナトリウム、0．01Mト

11



リスー塩酸（pH7・0）〕、60mlの緩衝液C〔8M尿素、0．1Mリン酸二水素ナトリ

ウム、0・01Mトリス一塩酸（pH6．3）〕を用いて順次カラムを洗浄した。洗浄後、

緩衝液D〔8M尿素、0・1Mリン酸二水素ナトリウム、0・01Mトリスー塩酸（pH

5・9）〕で組み換えLIM18タンパク質を溶出した。以上の方法により、400mlの

培養液より12mgの組み換えタンパク質を精製した。精製した組み換えタンパ

ク質をウサギおよびマウスに免疫し、走法に従って抗LIM18ポリクローナル

抗体と、2種類の抗LIM18モノクローナル抗体（mAb7A3、mAb4C12）を作成

した。

6　＿　細胞の形管転換

LIM18：：GFP発現プラスミドの構築：L，1M18遺伝子の5，側の領域を、pBluescript

SK－LIM18プラスミド（Kobayashiet al．，1994）をXbaIおよびBstXIで処理す

ることにより切り出した。⊥m須唱道伝子の残りの3，側の領域は、プライマー

に18－fordと18－backを用いたPCRにより増幅した。使用したプライマーの配

列を次に示す。

18－ford：5’－TTGTGCCAGGGAATTGGTG－3，

18－back：5’－ACCAGATCTACCTCCTCAATCTTCGGTCC－3，

増幅した断片のβgⅢ部位を平滑末端化した後、β封ⅩⅠで処理した。これらL甜仇柑

遺伝子を含む断片をβ封ⅩⅠ部位で結合させた後、pGFP2（ロックフェラー大、

Pius Spielhofer博士とNam－HaiChua博士より供与）のXbaIおよび平滑末端化

したズカ0Ⅰ部位に挿入した。続けて、軸ⅢおよびAa丑Ⅰで処理することにより、

偽〟V3∬遺伝子プロモーター：：⊥月けJ鋸GFPを含む断片を切り出した。この断

片の両端を平滑末端化した後、バイナリーベクターPBIlOl（Clontech社）のSmaI

および平滑末端化したβcoRI部位にサブクローニングした。

LIM13：：GFP発現プラスミドの構築：報告されているプラスミド（Ogataetal．，

1999）をズ如Ⅰおよび∫acIで処理することにより、CA如∩′コリ芯遺伝子プロモー

ター：：⊥〃仇り：：G戸Pを含む断片を切り出した。この断片をバイナリーベクター

pBI121（Clontech社）のXbaIおよびSacI部位にサブクローニングした。

GFPのみを発現するプラスミドの構築：pGFP2をXbaIおよびSacIで処理す

ることにより　G押遺伝子を含む断片を切り出し、この断片をpBI121のズわaI

および∫∂CI部位にサブクローニングした。

発現ベクターは、エレクトロボレーション法により、アグロバクテリウム

LBA4404株（AgTObacteIjum tumehcjensLBA4404）に導入した。BY－2細胞の

形質転換は、MatsuokaとNakamura（1991）の方法に準じて行った。形質転換

BY－2細胞の選抜・培養には、NT培地に、カナマイシンは50FLg／ml、カルベ
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ニシリンは250／∠g／mlの濃度になるように加えた培地を用いた。

胆晩生画

テッポウユリ花粉母細胞の細胞質と核画分の分画はHigashitaniら（1990a）

の方法を参考にして行った。30～50個のつぼみより絞り出した花粉母細胞を、

緩衝液B〔20mMトリスー塩酸（pH7．5）、10％　グリセロール、0．2mMEGTA、

0．1mMPMSF、0．5mMDTT、0．3Mショ糖、10mM塩化マグネシウム〕で3回

洗浄後、4mlの同緩衝液に懸濁した。細胞をガラスホモジェナイザーを用いて

すりつぶした後、4℃、4，000×　gで10分間遠心した。この時の上清を細胞

質画分として用いた。沈降物を緩衝液Bで2回洗浄した後、1mlの緩衝液B

に懸濁した。この溶液を、緩衝液Bで希釈した30％　パーコールに重層し、4℃、

1，500×　gで10分間遠心した。沈降物を緩衝液Bで2回洗浄後、ショ糖と塩

化マグネシウムを含まない緩衝液B　に再懸濁し、この懸濁液を核画分として

使用した。

BY－2細胞の細胞質と核画分の分画は、BuskとPages（1997）の方法を参考

にして行った。BY－2細胞0．4～0．6gにこれと同重量の緩衝液A〔10mM HEPES

（pH7．8）、10mM塩化カリウム、10mM塩化マグネシウム、5mMEDTA、1mM

DTT、0．2mM PMSF、25％　グリセロール〕を加え、ガラスホモジェナイザー

を用いて細胞を破砕した。細胞破砕液を、ミラクロス（Calbiochemistry社）を

通して4℃、3，000×　gで15分間遠心し、上清を細胞質画分として用いた。

沈降物を緩衝液Aで2回洗浄した後、緩衝液Aに再懸濁し、これを核画分と

して用いた。
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結果

凸　　　ンパ　併、利　一　　汁瓦Ln　　⊥　ゝ
んロ　7．＋晶．三

L，M18遺伝子のcDNA断片を発現ベクターに組み込み、LIM18遺伝子産物

をヒスチジンタッグを連結した組み換えLIM18タンパク質として大腸菌で大

量発現させた。発現誘導処理を行った大腸菌をグアニジン塩酸を含む緩衝液を

用いて可溶化した後、ヒスチジンタッグを持つ組み換えLIM18タンパク質を、

変性条件下でNi－NTA担体を用いたカラムクロマト法で精製した。最終精製標

品をSDS－PAGE後、クマシー染色によってタンパク質を検出した。LM18遺

伝子のcDNA断片を組み込んだ発現ベクターを導入した大腸菌由来の精製タ

ンパク質の分子量は、組み換えLIM18タンパク質の予想される分子量（69kDa）

と一致した（図1）。予想される分子量より低分子のタンパク質の存在も多数

見られたが、これらのタンパク質は発現ベクターのみで形質転換を行った大腸

菌由来の精製タンパク質には検出されないことから、組み換えLIM18タンパ

ク質の分解産物、あるいは、タンパク質の翻訳過程が終止コドンの前で終了し

完全長の組み換えタンパク質が作られなかったものであると判断した。この精

製組み換えLIM18タンパク質を、ウサギおよびマウスに免疫し、走法に従っ

て抗LIM18ポリクローナル抗体と　2種類の抗LIM18モノクローナル抗体

（mAb7A3、mAb4C12）を作成した。また、抗LIM18モノクローナル抗体mAb7A3

と　mAb4C12の間で、反応性に違いは認められなかったため、本研究では

mAb7A3を用いた解析の結果を示した。

、、ポ　ユ1ニ　ーⅠ　。ロ　　　　ンパ　斤斤　又え王

減数分裂前の若い時期のヤク、減数分裂時期（レプトテン期、ザイゴテン期、

パキテン期、デイプロテン・デイアキネシス期、四分子期）の花粉母細胞、未

成熟花粉、成熟花粉、葉、茎および根より調製した細胞抽出物に村して抗LIM18

ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解析を行った。その結果、減

数分裂前の若い時期のヤクから成熟花粉の細胞抽出物中には分子量が68kDa、

69kDa、70kDaと異なる3種類のタンパク質が、その他の細胞・組織の抽出物

中には分子量70kDaのタンパク質のみが検出された（図2）。

真核生物においては、御70遺伝子はファミリーを形成していること

（Vierling，1991；HendrickandHartl，1993；Bostonetal．，1996；Miernyk，1997）、

および図2において複数のタンパク質が検出されたことから、抗LIM18ポリ

クローナル抗体が、LIM18遺伝子産物以外の〃甲70遺伝子ファミリーのメン

バーに反応性を持つことが考えられた。そこで、より詳細にHSP70様タンパ

14



ク質の発現様式を調べる目的で、種々の細胞・組織の抽出タンパク質を、二次

元電気泳動法により分離後、ウエスタンプロット解析を行った。抗LIM18ポ

リクローナル抗体を用いた時には、パキテン期の花粉母細胞の抽出物中に、等

電点（pI）の異なる、分子量68kDaから70kDaの移動度を示す6個のシグナ

ルが検出された（図3）。レプトテン期、ザイゴテン期および四分子期の細胞

抽出物を用いても同様の結果が得られたこと（データー省略）から、複数の

HSP70様タンパク質が減数分裂細胞において発現していることが示唆された。

これらのシグナルのうち一つ（eのタンパク質）は、そのタンパク質の蓄積す

る組織・時期が、LLM18遺伝子の転写産物の消長（Kobayashiet al．，1994）に

一敦したことに加えて、抗LIM18モノクローナル抗体（mAb7A3）を用いた解

析によっても、花粉母細胞特異的に検出された。以上のことから、タンパク質

eはLIM18由来のシグナルであり、その他のタンパク質は、抗LIM18抗体が

交叉認識したLIM18とは異なるHSP70様タンパク質であると思われた。

、、ポ　ユlニ　ーけZ＝肌汀　　　　ンパ　皆の縮

減数分裂細胞におけるHSP70様タンパク質の細胞内所在を調べる目的で、

細胞の切片に対して、抗LIM18ポリクローナル抗体を用いた間接蛍光抗体染

色を行った。その結果、シグナルは夕べート細胞に比較し花粉母細胞から強く

検出された。また、花粉母細胞では核を含む細胞全体よりシグナルが検出され

た（図4）。次に、ザイゴテン期の花粉母細胞より核および細胞質画分を調製

後、ウエスタンプロット解析を行った。この実験では、核と細胞質に局在する

マーカータンパク質として、それぞれヒストンH2B、細胞質型低分子量HSP

に分類される　LIMlO、を同時に検出した。図5に示した様に、ヒストンH2B

は核画分に、LIMlOは細胞質画分に主に蓄積することが確認された。これに

村し、抗LIM18ポリクローナル抗体に反応性を示すタンパク質は、細胞質画

分のみならず核画分にも検出され、図4において観察されたHSP70様タンパ

ク質の細胞内所在の結果と一致した。

LIMl只の細胞内所存

図4、5の実験では、LIM18以外のHSP70様タンパク質にも交叉反応性を示

す抗体を用いているため、LIM18　自身の細胞内所在を明確にしたものではな

い。そこで、GFP（greenfluorescentprotein）をレポ一夕一道伝子に用いて、LIM18

分子の細胞内所在を調べることにした。初めに、カリフラワーモザイクウイル

ス35S遺伝子（CムMV35S：Cauliflowermosaicvirus35S）のプロモーターの下流

に、エ甜ほニGFP融合遺伝子を連結させたプラスミドを遺伝子銃を用いてタマ

15



ネギ表皮細胞に導入し、強制発現させ観察実験を行った。しかしこの時、融合

タンパク質の発現量が過剰であること等の理由により、GFPのみを発現させ

た細胞、あるいはLIM18‥：GFP融合タンパク質を発現させた細胞との間に、観

察像の明瞭な違いは見られなかった（データー省略）。

このため、より生理的環境に近い条件下で、細胞内所在の調査を行うために、

タバコBY－2細胞にアグロバクテリウムを用いて上甜ほニGFP融合遺伝子を導

入した形質転換BY－2細胞を作成し、これを用いた検討を行った。この際、核

局在性を示すマーカータンパク質としてLIM13：：GFP融合タンパク質（Ogataet

al．，1999）を発現するBY－2細胞も作成し、あわせて観察実験を行った。形質

転換BY－2細胞における融合タンパク質の安定性を、ウエスタンプロット解析

により調べたところ、分子量100kDaのLIM18：：GFP融合タンパク質が検出さ

れた（図6、レーン6）。このタンパク質以外にも、分子量70kDa以下のタン

パク質が複数検出されたが、これらは野生型およびGfP遺伝子のみを導入し

たBY－2細胞の抽出物中にも存在したこと（図6、レーン4、5）から、抗LIM18

ポリクローナル抗体が交叉認識したBY－2細胞由来のHSP70様タンパク質お

よびその分解産物であると考えられた。抗GFPモノクローナル抗体を用いた

場合には、100kDaのタンパク質のみが検出されたこと（図6、レーン3）から、

LIM18：：GFP融合タンパク質の大部分はBY－2細胞において、分解されずに安

定に存在すると思われた。

GFPのみあるいはLIM13：：GFP融合タンパク質を発現しているBY－2細胞に

おいて、緑色蛍光はそれぞれ主に細胞質、核より検出された（図7）。これに

対し、エ刃けほニGFP融合遺伝子を導入したBY－2細胞では、これらの細胞の中

間的な観察像を示し、緑色蛍光は細胞質と核に見られた。この結果に加え、形

質転換BY－2細胞より細胞質画分および核画分を分画後、ウエスタンプロット

解析を行ったところ、GFPは細胞質画分に、LIM13：：GFP融合タンパク質は核

画分に多いことが示された（図8）。LIM18：：GFP融合タンパク質は、両者の画

分にほぼ同量含まれていた。以上の結果から、LIM18は核移行能を持つ分子

であると考えられた。
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図1組み換えLM18タンパク質の精製

発硯ベクター（pQE帥）のみ（レーン1）、あるいは、pQE30：：LM18

（レーン2）を導入した大腸菌をm処理後、細胞抽出物のSDS－PAGE

解析を行った。レーン3およびレーン4は、それぞれレーン1、レ‾ン2の
抽出物をNi－mA担体を用いて精製したタンパク質を泳動した。タンパ

ク質はクマシー染色により検出した。矢印は組み換えLIM18タンパク質
を示している。
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図2　テッポウユリにおける耶門0様タンパク質の発現様式
テッポウユリの種々の組織より抽出したタンパク質（5〃g）を、7・5％のアクリルア

ミドを含むSDS，PAGEゲルにより分離後、抗LIM18ポリクローナル抗体を用いたウエス

タンプロット解析を行った。泳動した試料は以下の通り。減数分裂前の若い時期のヤク

（レーン1）、レプトテン期の細胞（レーン2）、ザイゴテン期の細胞（レーン3）、パ
キテン期の細胞（レーン4）、デイブロテン・デイアキネシス期の細胞（レーン5）、四

分子期の細胞（レーン6）、未成熟花粉（レーン7）、成熟花粉（レーン8）、葉（レー

ン9）、茎（レーン10）、根（レーン11）。
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図3　二次元電気泳動法によるテッポウユリ鮎門0様タンパク質の発現解析
テッポウユリのパキテン期の花粉母細胞、菓および茎より調製したタンパク質

（5〃g）を、等電点電気泳動法により分離後、10％のアクリルアミドを含むSDS－
pAGEゲルを用いて泳動した。タンパク質は銀染色法、抗LIM18ポリクロ‾ナル

抗体および抗Ln418モノクローナル抗体（nlAb7A3）を用いたウエスタンプロッ

ト法により検出した。四角で囲んだ領域の拡大図を、それぞれのパネルの右に示

す。同一の位置に泳動されるタンパク質は、同じ文字を用いて表示している0
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抗LIM柑抗体 DAPI

減数第一分裂中期

花粉母細胞と
夕べート細胞

減数第一分裂中期
花粉母細胞

図4　テッポウユリの減数分裂細胞におけるHSP70様タンパク質の分布
減数第一分裂中期の花粉母細胞およびタペート細胞の切片を作成後、
抗LIM18ポリクローナル抗体を用いて免疫染色を行った。パネルAほ花
粉母細胞と夕べート細胞、パネルCは花粉母細胞を間接蛍光抗体染色し
た像。パネルBおよびDは、それぞれパネルAとCの細胞のDAPI染色を
行った像。矢印はタペート細胞、矢じりほ花粉母細胞を示している。パ

ネルB、D中のスケールバーの長さは50〃mを示している。
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抗皿1。抗体　細　工弘訟

坑ヒストン氾B抗体■●■

図5　テッポウユリ花粉母細胞の細胞分画実験
テッポウユリのザイゴテン期の花粉母細胞の全細胞抽出物（レーン1）、

細胞質画分（レン2）および核画分（レーン3）を電気泳動後、抗LM18
ポリクローナル抗体、抗LMlOモノクローナル抗体および抗ヒストンH2B

抗体を用いたウエスタンプロット解析を行った0タンパク質はレーン当た

り5〃gを電気泳動に用いた0
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図6　L仇弟ごG押融合遺伝子を導入したタバコBY－2細胞における発現確認

野生型の細胞、G戸Pのみあるいは⊥皿れ闇Pを導入した形質転換細胞よ

り細胞抽出物を調製後、抗GFPモノクローナル抗体、抗LMlgポリクロ

ーナル抗体、抗LM13ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロット

解析を行いタンパク質を検出した。央じり、央印および星印はそれぞ

れ、GFP、LIM18：：GFP、LIM13：：GFPタンパク質を示している。
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図7形質転換BY－2細胞におけるL肌萬F摘合タンパク質の局在
左のパネル（A、C、E）は緑色蛍光を観察した像。同じ細胞を明視野で

観察した像を右のパネル（B、D、F）に示す0パネルA中のストルバーの
長さは加阜mを示しており、パネルAからFの細胞は全て同じ倍率で観察し
た。
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図8　形質転換BY－2細胞の細胞分画実験

形質転換細胞の全細胞抽出物（レーン1）、細胞質画分（レーン2）お

よび核画分（レーン3）を電気泳動後、GFP、LIM13：＝GFP、LIM18：：GⅣ

タンパク質を、それぞれ、抗GFPモノクローナル抗体、抗LM13ポリク

ローナル抗体、抗LM18ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロッ

ト解析により検出した0タンパク質はレーン当たり5〃gを電気泳動に用

いた。
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考察

、、ポ　ユ1ニ　ーけZ＝肌汀　　　　ンパ　所　思王

本章では、減数分裂進行過程におけるHSP70様タンパク質の機能を推察す

るために、大腸菌に生産させた組み換えLIM18を抗原に用いて抗体を作成後、

免疫学的解析を行った。テッポウユリのパキテン期の抽出物を二次元電気泳動

法により分離後、抗LIM18ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロット

解析を行ったところ、6個のシグナルが検出された（図3）。このうち3個（d、

e、f）はパキテン期の細胞特異的に、この他の3個（a、b、C）はパキテン期

の細胞以外に葉、茎からも検出された。抗LIM18モノクローナル抗体を用い

た場合は、パキテン期の細胞抽出物からは、抗LIM18ポリクローナル抗体で

認識された3個のシグナル（d、e、f）のうちeのみが検出された。従って、e

はLIM18遺伝子産物由来のシグナルであり、LIM18は減数分裂細胞特異的に

働くHSP70様タンパク質であると考えられる。

パキテン期の細胞からは、抗LIM18ポリクローナル抗体に認識されるシグ

ナルが6個検出されたが、これらが全て異なるHSP70様タンパク質なのか、

あるいは、トマトおよびエンドウにおいて観察された様に、リン酸化等の修飾

（NoverandScharf，1984；Miernyketal．，1992）を受けた同じ分子由来のタンパ

ク質を含むのか否か、詳細は明らかではない。しかし、マウスの減数分裂細胞

には、減数分裂特異的なもの（HSP70－2）と、体細胞であるセルトリ細胞にお

いても存在するHSP70様タンパク質（HSC71とHSC74）が含まれること（A11en

etal・，1988a，1988b；Rosarioetal．，1992）から、テッポウユリの減数分裂細胞に

は、複数のHSP70様タンパク質が発現していると思われる。高等真核生物の

減数分裂細胞の維持には、減数分裂細胞特異的なものを含む、複数種のHSP70

様タンパク質が関与しており、各々のタンパク質が異なる役割を担うこと、あ

るいは協調して働くことが必要であると考えられる。

ある種のHSP70様タンパク質は、熱ストレスにより発現誘導される（Vierling，

1991；HendrickandHartl，1993；Bostonetal・，1996；Hartl，1996；Miernyk，1997）。

そこで、LIM18の熱ストレス応答性の有無を検討するために、テッポウユリ

の減数分裂細胞を42℃で20～120分間処理した後、細胞抽出物を調製し、抗

LIM18　ポリクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解析を行った。その

結果、LIM18の量的増加は認められなかった（データー省略）。従って、⊥拍動博

通伝子に関しては、そのプロモーター領域内に、熟誘導性の遺伝子発現に関与

する熱ショックエレメント（HSE：heatshockelement）様配列が確認された（第

2章、図13）が、その発現は熟等のストレスにより誘導されるのではなく、組
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織・発生段階特異的に制御されると予想される。ヒマワリの低分子量月車道

伝子のひとつである助力甲J7．∂Gは、熱依存的な発現誘導を示さないが、そ

のプロモーター領域内にはHSE様配列が存在する（Carrancoetal．，1997，1999）。

このシス配列は種子の登熟過程における遺伝子発現に必要なことから、LⅢ飢唱

道伝子のHSE様配列もまた、組織・発生段階特異的な発現調節に関与してい

る可能性がある。LIM18と同様に、抗LIM18抗体に反応性を示す他のタンパ

ク質も、減数分裂細胞では熱処理によって量的変動を示さなかった（データー

省略）。以上の結果から、減数分裂細胞において発現するHSP70様タンパク質

は、外的ストレスに対して細胞の防御機能を高めるために働くというよりは、

むしろ生理的条件下における減数分裂過程の進行に関与すると考えられる。

口　ロ　　　　　ンパ　斤斤　系

テッポウユリの減数分裂細胞の抗体染色および細胞分画実験の結果から、抗

LIM18ポリクローナル抗体に反応性を示すHSP70様タンパク質は、細胞質の

みならず核内にも分布することが明らかになった（図4、5）。図4の実験では、

細胞切片に対して種々の染色を行っているため、DAPI染色においてシグナル

が観察された部位が、抗体染色される事実は、核内のHSP70様タンパク質の

なかには、染色体上に分布するものが存在することを示唆している。しかし、

これらの実験に用いた抗LIM18ポリクローナル抗体は、LIM18を含め、これ

以外の月如70遺伝子ファミリーのメンバーも交叉認識するため、図4、5の結

果は、LIM18自身の細胞内局在のみを反映したものではないと考えられる。

LIM18を特異的に認識する抗体を得るために、LIM18とHq70遺伝子ファ

ミリーの他のメンバーとの間で保存性が低い領域を抗原に用いて、抗体作成を

試みたが、LIM18のみを認識する抗血清は得られなかった。そこで、GFPを

レポ一夕一道伝子に用いて、LIM18の細胞内局在を調査した。タバコBY＿2細

胞において、LIM18：：GFP融合タンパク質を発現させた時、GFPのみを導入し

た細胞に比較し、緑色蛍光は核においてより強く観察された（図7）。BY＿2細

胞は、細胞内が大きな液胞で占められているため、緑色蛍光が核あるいは細胞

質どちらに由来するのか判別しにくいが、細胞分画実験によりLIM18‥：GFP融

合タンパク質は細胞質と核に蓄積することが確認された（図8）。LIM18：：GFP

融合タンパク質の分子量は100kDaであり、この大きさのタンパク質は受動拡

散によって核内に移動しないと考えられること（Grebenoketal．，1997）から、

LIM18は核移行能を有し、細胞質と核、両方で機能する分子であると推測さ

れる。

HSP70様タンパク質のなかには、タンパク質の核への移行過程で働くもの
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（Imamotoetal．，1992；Okunoetal．，1993）、微少管の構成成分であるチューブ

リンと結合するもの（MarchesiandNgo，1993）、染色体の分配時に機能するセ

ントリンタンパク質と結合するもの（Uzawa et al．，1995）、タンパク質同士が

会合し複合体を形成する過程で働くもの（Smithetal．，1992，1995）が知られて

いる○以上のことから、核内に分布するHSP70様タンパク質は、核で機能す

るタンパク質を細胞質から核へ輸送する過程や、分子集合体の形成と分解に関

与し、その結果、相同的遺伝子組み換え、遺伝子組み換えが行われる時期に観

察される細胞骨格・染色体構造の変化に直接的あるいは間接的に関与している

ことが予想される。実際に、高等動物においてこの考えを支持する結果が報告

されている。マウスのHSP70－2は、LIM18にアミノ酸レベルで74％の高い相

同性を示すHSP70様タンパク質であるが、これはパキテン期の精母細胞の細

胞質と核に分布し、核内のHSP70－2はシナプトネマ構造に局在する（Allenetal．，

1996）。月如70－2遺伝子破壊マウスでは、村合した相同染色体が分離する過程

に異常を呈し、減数分裂過程の進行がデイブロテン・デイアキネシス期で停止

してしまうため、正常な生殖細胞が形成されずに不稔となる（Dixetal．，1996，

1997；Zhuetal・，1997；Eddy，1999）。LIM18の構造、発現様式および細胞内所見

は、HSP70－2のそれらと類似することから、LIM18はHSP70－2に類似した機

能を担っていると考えられる。今後、⊥封けJg遺伝子の機能を抑制・阻害した、

形質転換植物を用いて解析を行うことにより、以上の可能性を検討することが

可能である。

LIM18は、小胞体等の細胞内小器官への移行シグナルはなく、C末端側に

EEVD配列が存在することから、細胞質型のHSP70様タンパク質に分類され

る（Hartl，1996；Miernyk，1997）。当初、この構造的な特徴から、LIM18は減数

分裂細胞の細胞質において、分子シャペロンとして合成途中あるいは合成終了

後のタンパク質の折りたたみ等の過程に関与すると予想されたが、これ以外に

も、本研究により核内において働く可能性が示された。テッポウユリの減数分

裂細胞の核に分布する、LIM18以外のHSP70様タンパク質の機能にも興味が

もたれるが、それを明らかにするためには、各々のHSP70様タンパク質を同

定し、これらが相互作用する分子の単離等を行うことが必要である。

畠登植物の打甲遺伝子について

高等植物の月如70横道伝子のなかには、その遺伝子産物の構造がLIM18に

類似性の高いものがある。ホウレンソウ、シロイヌナズナ、トマト、エンドウ

およびダイズには、LIM18のアミノ酸配列に80％以上の相同性を示すタンパ

ク質が存在する（Linetal・，1991；RobertsandKey，1991；Wuetal．，1994；DeR。。he，
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andVierling，1995；Sunetal．，1996；Lietal．，1999）。しかし、これらのタンパク

質を含め、他に報告されている　HSP70様タンパク質のなかに、減数分裂細胞

に蓄積することが確認されているものはない。高等植物の減数分裂細胞で発現

する月如遺伝子の研究は、低分子量月如およびガ甲卯遺伝子の構造、発現様

式が調査されているのみである（Dietrichetal．，1991；Atkinsonetal．，1993；Marrs

etal．，1993）。

これまでの坤70遺伝子の機能に関する研究は、ストレスとの関連性に着

目したものが多い（Vierling，1991；HendrickandHartl，1993；Bostonetal．，1996）。

例えば、月如70遺伝子を過剰発現させた細胞では、変性したタンパク質の再生

能が強くなること（Forreiter et al．，1997）、傷害を受けた光化学系ⅠⅠの回復能

が上昇すること（Schrodaetal．，1999）が報告されている。また、細胞内のHSP70

の発現量の減少により、熟ストレスへの耐性能が低下する（Lee and Sch6ffl，

1996）。この様な働きは、HSP70が分子シャペロンとして一時的に、標的タン

パク質に結合・作用することにより行われると考えられる（Vierling，1991；

HendrickandHartl，1993；Bostonetal．，1996；Hartl，1996；Miernyk，1997）。しかし、

出芽酵母のミトコンドリアのエンドヌクレアーゼEndo．SceIでは、HSP70が最

終構造体に含まれ、酵素の性質の制御に関与していることが明らかになってい

る（Morishimaetal．，1990；Mizumuraetal．，1999）。従って、テッポウユリの減

数分裂細胞で発現する　HSP70様タンパク質に関しても、分子シャペロンとし

ての機能以外に、それ自身が何らかの活性を持つのか否か等、様々な可能性を

考慮に入れた解析を行う必要があると考えられる。
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第2章　⊥〃け遺伝子のプロモーター領域の単離および特徴づけ

序論

高等植物の雄性生殖細胞の形成過程は、特定の器官（被子植物ではヤク）に

おいて行われ、減数分裂時期の遺伝子組み換え、花粉有糸分裂等、細胞・組織

の形態および生理的環境が著しく変化する過程であり、これらの事象には空間

的・時間的に制御された遺伝子発現を伴うと考えられる（Mascarenhas，1990；

Scott，1993）。これまでに、ヤクあるいは花粉において活性化される遺伝子は

多数単離されているが（Albanietal．，1990，1992；Koltunowetal．，1990；Twelletal，

1990，1991，1993；VanTunenetal，1990；Xuetal・，1993；Eyaletal・，1995；Huanget

al・，1996；01denhofetal・，1996；Custersetal・，1997；Hamiltonetal．，1998；Zabaleta

et al．，1998）、それらの多くは減数分裂過程が終了した後の一核性小胞子にお

いて一過的に発現する遺伝子（Koltunowetal．，1990；01denhofetal．，1996；Custers

etal・，1997）、1回目の花粉有糸分裂が行われる時期あるいはその後に転写が誘

導される遺伝子（Twelletal・，1990，1991；VanTunenetal，1990；Albanietal．，1992；

Eyalet al・，1995；Huangetal．，1996）、これら両方の時期すなわち一核性小胞子

が形成されてから、1回目の花粉有糸分裂が終了した後の期間において、転写

産物が検出される遺伝子（Albanietal．，1990；Koltunowetal．，1990）に分類され

る。特に、成熟花粉において発現する遺伝子は、解析に用いる材料を確保する

ことが比較的容易なこともあり研究が進展しており、発現制御に関与するシス

領域が限定されている（Twe11etal，1991；Eyaletal．，1995；Zabaletaetal．，1998）。

これに対し、減数分裂時期に活性化される遺伝子に関しては、シロイヌナズ

ナのA9、AtDMCl、AILLM15（Pauletal・，1992；Satoetal．，1995；KlimyukandJones，

1997；Doutriauxetal・，1998）、タバコのCCa〟好（Poovaiahetal．，1999）が報告

されているが、発現の時期・組織特異性を規定するシス配列および転写制御因

子に関する解析は行われていない。減数分裂細胞において働くプロモーターは、

遺伝子の機能・発現調節機構の解析に利用可能なだけではなく、減数分裂細胞

に人為的に新たな機能を付与する等、減数分裂細胞を用いた遺伝子発現系の開

発につながるため、その様な特性を持つプロモーターを得ることは、応用的な

観点からも重要であると考えられる。そこで、本章では減数分裂時期に機能す

るプロモーターを単離するために、その遺伝子の多くが減数分裂細胞特異的に

発現する⊥以より発現制御領域を複数同定し、これらの特性を一過的発現実

験および形質転換植物を用いた方法により調査した。
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材料と方法

堕財材革

タバコは、州co血a融acu〃】CV．SRlを用いた。雄性配偶体形成過程におけ

る発生段階の決定はKoltunowら（1990）の報告を参考にし、最終的には、ヤ

ク内より絞り出した細胞を光学顕微鏡下で観察することにより決定した。各ス

テージとつぼみの長さとの関係は、減数分裂時期は6－8mm、一核性小胞子形

成時期は9－15mm、二細胞性花粉形成時期は17mm以上であった。

プライマーの配列

使用したプライマーの名称および配列を表2に示す。

、、ポ　ユ1　　や　ム　D　　　詔制

テッポウユリの花粉母細胞からのDNAの抽出は、CTAB法（Murrayand

Thompson，1980）により行った。ザイゴテン期の花粉母細胞1～1．5mlに海砂

と液体窒素を加え、乳棒と乳鉢を用いて細胞をすりつぶし、3mlの2％cTAB

溶液〔100mMトリス一塩酸（pH8．0）、20mMEDTA、1．4M塩化ナトリウム、2％

CTAB〕を加え更に混和し、それを65℃で30分間インキュベートした。次に、

クロロホルム／イソアミルアルコール（24：1）を3ml加え5分間転倒混和した。

混和後、20℃、7，700×gで20分間遠心を行い上清を得た。上清800〃1を微

量遠心チューブに分注し、更に、1％CTAB溶液〔50mMトリス一塩酸（pH8．0）、

10mMEDTA、1％CTAB〕1mlを加え転倒混和した。室温で1時間放置後、20℃、

4，000×gで10分間遠心を行い沈澱を回収した。それに1M塩化セシウムを

600〃1加え、45℃に保温し沈澱を溶解させた。溶解後、それに100％エタノ

ールを1，200〃1加え、20℃、8，500×gで5分間遠心し沈澱を得た。それを70％

ユタノー）L／で洗浄して、600FLlのTE緩衝液〔10mMトリス一塩酸（pH8．0）、1mM

EDTA〕に溶解し、更にRNase処理を行い、フェノール／クロロホルム／イソア

ミルアルコール（25：24：1）処理を3回線り返し、エタノール沈澱後、TE緩

衝液に溶解しDNAを得た。

地上Orette接およびTTIVerSePCR法

Vectorette法（Isegawaetal・，1992）およびInversePCR法（Ochmanetal．，1988；

Trigliaetal・，1988）は、それぞれLAPCRlnvltTOCloningKit（宝酒造社）、LAPCR

Kit Ver．2．1（宝酒造社）を用いて行った。それぞれの方法の原理およびプロモ

ーター領域単離方法の概略を、本文の結果の項と図9、10に示す。
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⊥〟オ川遺伝子のプロモーター領域の単離：ゲノムDNAをβa∫刀HI処理後、

キットに添付のカセットを付加したものを、PCRの鋳型に用いた。PCRはカ

セットプライマーClとプライマー10Prolを用いて、94℃で5分間変性した

後、94℃で30秒－64℃で1分－72℃で2分の反応を30サイクル行った。更に、

この反応液を鋳型としてNested－PCRを行った。PCRはカセットプライマーC2

とプライマー10Pro2を用いて、94℃で5分間変性した後、94℃で30秒－66℃

で1分－72℃で2分の反応を30サイクル行った。得られた断片をpT7BlueT－

vector（Novagen社）にサブクローニング後、塩基配列を決定した。最後に、

未処理のゲノムDNAを鋳型として、プライマー4S－44および10Prolを用いて

PCRを行った。PCRは94℃で5分間変性した後、94℃で1分－64℃で1分－72℃

で2分の反応を25サイクル行い、続けて72℃で5分間反応させた。増幅した

断片を、PBluescriptKS（Stratagene社）のSmaI部位にサブクローニング後（以

下、このプラスミドをpLIMlO：：－1309とする）、塩基配列を決定しこの断片が

⊥劇オ〃）遺伝子の5，上流－1309までの領域を含むことを確認した。

⊥月けJ2遺伝子プロモーター領域の単離：ゲノムDNAを丑月CII処理後、自己

環状化したものを、PCRの鋳型に用いた。PCRはプライマー12Pr。2および

12Pro3を用いて、94℃で5分間変性した後、94℃で1分－55℃で5分－72℃

で4分の反応を30サイクル行い、続けて72℃で5分間反応させた。更に、こ

の反応液を鋳型としてNested－PCRを行った。PCRはプライマー12Pr。1およ

び12Pro4を用いて、94℃で5分間変性した後、94℃で1分－59℃で1分－72℃

で3分の反応を25サイクル行い、続けて72℃で7分間反応させた。得られた

断片をpBluescript KSのSmaI部位にサブクローニング後、塩基配列を決定し

た。最後に、未処理のゲノムDNAを鋳型として、プライマー12＿inter＿7およ

び12Pro2を用いてPCRを行った。PCRは94℃で5分間変性した後、94℃で1

分－55℃で1分－72℃で3分の反応を25サイクル行い、続けて72℃で5分間

反応させた。更に、この反応液を鋳型としてNesteq－PCRを行った。PCRはプ

ライマー12－inter－8および12Prolを用いて、94℃で5分間変性した後、94℃で

1分－50℃で1分－72℃で5分の反応を25サイクル行い、続けて72℃で5分

間反応させた。増幅した断片を、PBluescript KSのSmaI部位にサブクローニ

ング後、塩基配列を決定しこの断片が⊥刀けJ2遺伝子の5，上流－1305までの領域

を含むことを確認した。

⊥J財Jg遺伝子プロモーター領域の単離：ゲノムDNAをgcoRI処理後、キッ

トに添付のカセットを付加したものを、PCRの鋳型に用いた。PCRはカセッ

トプライマーClとプライマー18Prolを用いて、94℃で5分間変性した後、94℃

で30秒－62℃で1分－72℃で2分の反応を30サイクル行った。更に、この反
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応液を鋳型としてNested－PCRを行った。PCRはカセットプライマーC2とプ

ライマー18Pro2を用いて、94℃で5分間変性した後、94℃で30秒－62℃で1

分一72℃で2分の反応を30サイクル行った。得られた断片をpT7BlueT－VeCt。，

にサブクローニング後、塩基配列を決定した。次に、未処理のゲノムDNAを

鋳型としてプライマー18PrimAおよび18Pro2を用いてPCRを行った。PCR

は94℃で5分間変性した後、94℃で30秒－52．5℃で1分－72℃で2分の反応

を25サイクル行った。増幅した断片を、PT7BlueT－VeCtOrにサブクローニング

後（以下、このプラスミドをpLIM18：‥－399とする）、塩基配列を決定しこの断

片がL甜仇柑遺伝子の5，上流－399までの領域を含むことを確認した。

続けて、5，上流のより長い領域を単離するために以下の反応を行った。ゲノ

ムDNAをズ羞0Ⅰ処理後、キットに添付のカセットを付加したものを、PCRの

鋳型に用いた。PCRはカセットプライマーClとプライマー18Pro3を用いて、

94℃で5分間変性した後、94℃で30秒－66℃で1分－72℃で2分の反応を30

サイクル行った。更に、この反応液を鋳型としてNested－PCRを行った。PCR

はカセットプライマーC2とプライマー18Pro4を用いて、94℃で5分間変性

した後、94℃で30秒－62℃で1分－72℃で2分の反応を30サイクル行った。

得られた断片をpBluescript KSのSmaI部位にサブクローニング後、塩基配列

を決定した。最後に、未処理のゲノムDNAを鋳型として、プライマーP64＿19

および18Pro3を用いてPCRを行った。PCRは94℃で5分間変性した後、94℃

で1分－64℃で1分－72℃で2分の反応を25サイクル行い、続けて72℃で5

分間反応させた。増幅した断片を、PBluescript KSのSmaI部位にサブクロー

ニング後（以下、このプラスミドをpLIM18：‥－1731とする）、塩基配列を決定

しこの断片が⊥拍動相通伝子の5，上流一1731から－196の領域を含むことを確認

した。

上〃オブ∫遺伝子プロモーター領域の単離：シロイヌナズナの⊥朗オブ∫相同遺伝

子（A止月けJ∫、A〟刀けCJ）には、イントロンが含まれていることが報告されて

いる（Satoetal．，1995；KlimyukandJones，1997）ため、L，1M15遺伝子にもイン

トロンが含まれているか否かを調べた。初めに、未処理のゲノムDNAを鋳型

として、プライマー15Pro4および15Pro8を用いたPCRにより、L，LM15遺伝

子のコーディング領域の増幅を行った。、94℃で5分間変性した後、94℃で1

分－58℃で1分－72℃で3分の反応を30サイクル行い、続けて72℃で5分間

反応させた。得られた断片をpT7Blue T－VeCtOrにサブクローニングし、部分的

に塩基配列を決定したところ、上ムMり5遺伝子はイントロンを持つことが明ら

かになった（図14）。従って、イントロン領域内にある制限酵素（ズわ。Ⅰ）およ

びプライマーを用いてプロモーター領域の単離を行った。
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ゲノムDNAをXbaI処理後、自己環状化したものを、PCRの鋳型に用いた。

PCRはプライマー15Pro2および15Pro9を用いて、94℃で5分間変性した後、

94℃で1分一55℃で1分－72℃で3分の反応を30サイクル行い、続けて72℃

で5分間反応させた。更に、この反応液を鋳型としてNested－PCRを行った。

PCRはプライマー15Prolおよび15ProlOを用いて、94℃で5分間変性した後、

94℃で1分－55℃で1分－72℃で5分の反応を30サイクル行い、続けて72℃

で5分間反応させた。得られた断片をpBluescript KSのSmaI部位にサブクロ

ニング後、塩基配列を決定した。最後に、未処理のゲノムDNAを鋳型とし

て、プライマー15Pro2および15Prollを用いてPCRを行った。PCRは94℃

で5分間変性した後、94℃で1分－50℃で1分－72℃で5分の反応を25サイ

クル行い、続けて72℃で5分間反応させた。更に、この反応液を鋳型として

NestedrPCRを行った。PCRはプライマー15Prolおよび15Pro14を用いて、94℃

で5分間変性した後、94℃で1分－55℃で1分－72℃で5分の反応を25サイ

クル行い、続けて72℃で5分間反応させた。増幅した断片を、PBluescriptKS

のぶmaI部位にサブクローニング後、塩基配列を決定しこの断片が⊥且Mり5遺伝

子の5，上流－2962までの領域を含むことを確認した。

プロモーター循j盛の配列の解析

プロモーター領域の配列の解析には、農林水産省農業生物資源研究所が作成

した解析プログラム（http：／／www．dna．affrc．go．jp／htdocs／PLACE／signalscan．html）、

およびBlastsearch（http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／BLAST／）を利用した。

植物体の各組織からの仝RNAの一拍出および逆転写反応は、それぞれ、RNeasy

（Qiagen社）、RNAPCRkit（AMV）Ver．2．1．（宝酒造社）を用いて、付属のプ

ロトコールに従って行った。仝RNA O．5〃gにランダムプライマーを混合し容

量10FLlの反応液でcDNAを合成させた後、この中から1FLlを次に示すPCR

の鋳型として使用した。

PCRの反応液の容量は10／∠1、反応の温度設定は

1）変性

2）変性

3）アニーリング

4）伸長反応

5）伸長反応

94℃、5分

94℃、30秒

55℃、30秒

72℃、30秒　　2）から4）のサイクルを繰り返す

72℃、5分

で行った。この時、β－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼおよび且F」α遺伝
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子のcDNAの増幅には、それぞれ、プライマーセットとして、GUS5，RTとGUS

3，RT、F－LUC＋とR－LUC＋、EF－1α一5，RTとNT，EF－1α，3，RTを使用した。PCR

産物の検出には反応液4〃1を電気泳動に用いた。

プラスミドの埠登

⊥〃川遺伝子プロモーター：：ルシフェラーゼ融合遺伝子を持つプラスミドの

構築：pLIMlO‥：－1309を勾叩Ⅰで処理後、平滑末端化し、続けて〃c。Ⅰで処理す

ることにより、プロモーター領域を含む断片を切り出した。この断片を、

pBI22トLUC＋の∧koIおよび平滑末端化した丑乃dII部位にサブクローニングし、

このプラスミド（以下、pLIMlOprom：：221：：LUC＋とする）を、一過的発現実験

に用いた。次に、PLIMlOprom：：221：：LUC＋をPvuIIで処理し、LLMlO遺伝子プ

ロモーター：：ルシフェラーゼ融合遺伝子を含む断片を切り出した。この断片を

バイナリーベクターpBIlOl（Clontech社）のSmaIおよび平滑末端化したEc。RI

部位にサブクローニングし、このプラスミドを形質転換体の作成に用いた。

上皿オ州道伝子プロモーター：：β－グルクロニダーゼ融合遺伝子を持つプラス

ミドの構築：pLIMlO：：一1309をβ扇ⅩⅠで処理後、平滑末端化し、続けて鳥托で

処理することにより、プロモーター領域を含む断片を切り出した。この断片を、

pBI221（Clontech社）のSmaIおよびPstI部位にサブクローニングした（以下、

このプラスミドをpLIMlOprom：：221：：GUSとする）。次に、PLIMlOprom‥：221：：GUS

を外山Iで処理し、⊥〃川遺伝子プロモーター：：β－グルクロニダーゼ融合遺

伝子を含む断片を切り出した。この断片をpBIlOlのぶmaIおよび平滑末端化

したgcoRI部位にサブクローニングし、このプラスミドを形質転換体の作成

に用いた。

⊥〃オ∫β遺伝子プロモータ●－：：ルシフェラーゼ融合遺伝子を持つプラスミドの

構築：pLIM18：：－399をKbnI処理後、平滑末端化し、続けて顆uMIで処理し

た。PLIM18：：，1731をXhoI処理後、平滑末端化し、続けて顆uMIで処理した。

これらの処理を行ったプラスミドからプロモーター領域を含む断片を回収後、

それぞれの断片をjやUMI部位で結合させ、単離したプロモーターの全長およ

び⊥財Jβ遺伝子のコーディング領域（＋48の埠乃Ⅰ部位より5，上流域）を含む

断片を作成した。この断片をpBI221－LUC＋の平滑末端化したmndIII部位にサ

ブクローニングし、このプラスミド（以下、PLIM18prom：：221：：LUC＋とする）

を一過的発現実験に用いた。次に、PLIM18prom：：221：：LUC＋をPYuIIで処理し、

⊥月けJg遺伝子プロモーター：：ルシフェラーゼ融合遺伝子を含む断片を切り出し

た。この断片をpBIlOlの∫m∂Ⅰおよび平滑末端化したβcoRI部位にサブクロ

ーニングし、このプラスミドを形質転換体の作成に用いた。

34



エ財Jg遺伝子プロモーター：：β一グルクロニダーゼ融合遺伝子を持つプラス

ミドの構築：pLIM18：：－399をKbnI処理後、平滑末端化し、続けて顆UMIで

処理した。PLIM18：：－1731をHindIIIおよびEPuMIで処理した。これらの処理

を行ったプラスミドからプロモーター領域を含む断片を回収後、それぞれの断

片を顆UMI部位で結合させ、単離したプロモーターの全長およびLⅢ机相通伝

子のコーディング領域（＋48の埠刀Ⅰ部位より5，上流域）を含む断片を作成し

た。この断片をpBI221の丑刀dIIおよび平滑末端化したβa〃】HI部位にサブク

ローニングした、（以下このプラスミドをpLIM18prom：：221：：GUSとする）。次

に、PLIM18prom：：221：：GUSをPYuIIで処理し、LM18遺伝子プロモーター：：β

－グルクロニダーゼ融合遺伝子を含む断片を切り出した。この断片をpBIlOlの

ぶmaIおよび平滑末端化したβcoRI部位にサブクローニングし、このプラスミ

ドを形質転換体の作成に用いた。

ルシフェラーゼ遺伝子のみを持ちプロモーター領域が含まれないプラスミド

の構築：pBI221－LUC＋をmndIIIで処理することにより、偽MV35S遺伝子の

プロモーター領域を取り除いた。これを、自己環状化したプラスミドを一過的

発現実験に用いた。

形曾転換タノヤコの作成

バイナリーベクターをエレクトロボレーション法によりアグロバクテリウム

LBA4404株（AgTObacteTlumtumefbcjensLBA4404）に導入後、Horschら（1985）

の方法に基づいて葉に感染させた。形質転換体の選抜・培養には、Murashige－

Skoog培地（Murashige，1974）にカナマイシンは50FLg／ml、カルペニシリンは

250／∠g／mlの濃度になるように加えた培地を用いた。感染させた葉由来の再生

個体を　TO世代とし、自家受精を繰り返した植物体を順番に、Tl、T2、T3世

代とした。解析には、TlからT3世代の植物体を用いた。

ー凋的発王目安験

内部標準用のプラスミドとして、C∂〃V3∫5遺伝子のプロモーターの下流に、

ウミシイタケ（月e刀川a re月〟b〃加5）のレニラルシフェラーゼ遺伝子を連結した

プラスミド、およびプロモーター活性測定用のプラスミドとして、それぞれの

遺伝子のプロモーターの下流に、ホタル（翔0血uぶ〝raノブ5）のファイヤーフラ

イルシフェラーゼ遺伝子を連結させたプラスミド、を同時に遺伝子銃を用いて

種々の細胞・組織に導入後、それぞれのプラスミドがコードするレポ一夕一夕

ンバク質の活性測定を行った（図15）。

遺伝子銃は、PDS－1000／He Biolistic Particle Delivery system（Bio－Rad社）を
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用いて、付属のプロトコールに従って行った。金粒子（直径1．6〃1）へのDNA

の吸着方法を次に示す。金粒子を、50％グリセロールに懸濁し、濃度を60mg／ml

に調整した。これを25〃1ずつチューブに分注し、激しく撹拝しながら順次、

1FLg／FLIDNAを2FLl、2．5M塩化カルシウムを25FLl、0．1mスペルミジンを10

〃1加え、更に撹拝を2～3分間行った。1分間静置後、遠心し上清を捨てた。

金粒子を、200〃1の70％エタノールおよび200〃1の100％エタノール、そ

れぞれの溶液により1回ずつ洗浄し、最後に30〃1の100％エタノールに懸

濁した。この溶液6〃1を1回の遺伝子導入実験に用いた。遺伝子を導入した

後、24～28時間経過した試料より細胞抽出物を調製し、活性測定を行った。

活性測定は、Dual－LuciferaseTMReporterAssaySystem（Promega社）を用いて、

付属のプロトコールに従って行った。試料にPassivelysis緩衝液を加え、乳鉢

を用いて試料の破砕を行った後、これを4℃、10，000×gで5分間遠心し上

清を回収した。この上清10〃1とLARII溶液50〃1を混合し、フォトンカウン

ター（Berthold社、Lumat LB9501）を用いて10秒間測定を行った。この時の

カウント数を、ファイヤーフライルシフェラーゼの活性値とした。続けてこの

溶液に、Stop＆GloTM試薬50FLlを加え混和し、フォトンカウンターを用いて10

秒間測定を行った。この時のカウント数を、レニラルシフェラーゼの活性値と

した。ファイヤーフライルシフェラーゼの活性値を、レニラルシフェラーゼの

活性値で除した数値をプロモーターの活性とした。

形質転：換体のβ－グルクロニダーゼ満仲の測寿

形質転換体の細胞、組織のβ一グルクロニダーゼ活性の測定は、GUS－LightTM

（Tropix社）を用い、付属のプロトコールに従って行った。0．05～0．2gの試料

に100～200FLlのLysis緩衝液を加え乳鉢あるいはガラスホモジュナイザーを

用いて試料の破砕を行った後、これを4℃、10，000×gで5分間遠心し上清

を回収した。回収した上清をLysis緩衝液により10倍に希釈後、この希釈液10

〃1と100倍希釈した基質を含む溶液70〃1を混合し、28～30℃で1時間反応

させた。反応終了後、アクセレ一夕ー溶液100〃1を加え混和し、フォトンカ

ウンターを用いて5秒間測定を行った。上清のタンパク質の濃度を、プロテイ

ンアッセイキットI（Bio－Rad社）を用いた色素結合法により定量した。活性

測定に使用した上清に含まれるタンパク質量当たりのフォトンカウンターの値

を活性（counts／sec／ngprotein）とした。

；併□□‾　　ゝ　ルご　　ェ‾－ゼ、、′、　測宕

形質転換体の細胞、組織のルシフェラーゼ活性の測定は、LuciferaseReporter
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GeneAssay（BoehringerMannheim社）を用い、付属のプロトコールに従って

行った。試料0・05～0・2gに100～200FLlのLysis緩衝液を加え乳鉢あるいはガ

ラスホモジェナイザーを用いて試料の破砕を行った後、これを4℃、10，000×

gで5分間遠心し上清を回収した0回収した上清をLysis緩衝液により10倍に

希釈後、この希釈液10〃1と基質溶液50〃1を混和し、フォトンカウンターを

用いて10秒間測定を行った0上清のタンパク質の濃度を、DCProteinAssay

キット（Bio－Rad社）を用いたLowry法により定量した。活性測定に使用した

上清に含まれるタンパク質量当たりのフォトンカウンターの値を活性

（counts／sec／ngprotein）とした。

乳棒染色

β－グルクロニダーゼ活性は、X－Gluc（5－bromo－4－Chloro－3－indolylglucuronide）

を基質として用いた活性染色（Jeffersonetal．，1987；Nishiharaetal．，1993）によ

り検出した。ヤクより絞り出した細胞あるいは花粉を固定液〔0．25％パラホ

ルムアルデヒド、0・125mMEDTA、100mMリン酸水素ニナトリウム／リン酸二

水素ナトリウム（pH7・0）〕に浸し、室温で20分間処理する。その後、100mMリ

ン酸水素ニナトリウム／リン酸二水素ナトリウム（pH7．0）で3回洗浄し、染

色液〔0・1％TritonX－100、20％メタノール、10mMβ－メルカプトエタノー

ル、2mMX－Gluc、50mMリン酸水素ニナトリウム′リン酸二水素ナトリウム（pH
7．0）〕中で37℃、36～40時間反応させた。
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結果

rノーM三貴伝子のプロモーター領域の単離方法の概略

ユリはゲノムサイズが非常に大きい（1×1011bp）ため（Johnson，1994）、ゲ

ノムライブラリーをスクリーニングする方法により、エ月け遺伝子のプロモー

ター領域を単離する方法は現実的ではないと考えられた。そこで、PCRを原

理としたVectorette法およびInverse PCRを併用することにより、プロモータ

ー領域を含むDNA断片の増幅を行った。図9、10に各方法の原理およびプロ

モーター領域単離方法の概略を示す。

Vectorette法およびInversePCR法ともに、ゲノムDNAを制限酵素で処理後、

カセット付加あるいは自己環状化の操作段階において、本来、プロモーター領

域には存在しないDNA断片（図10、×で示した断片）が挿入されてしまい、

この断片がプロモーター領域に結合したキメラDNAが増幅されてしまう問題

が生じた。このため、キメラ断片とプロモーター領域のみが増幅された目的の

断片を区別するために、増幅された断片の配列を決定後、この領域内にプライ

マーを設定し、これとエ朋け遺伝子のcDNA領域内のプライマーを用いて、制

限酵素処理を行わないゲノムDNAを鋳型としたPCRを行った。最終的に得ら

れた断片の配列を決定し、この断片がcDNAの5，上流域に存在することを確

認後、上J財遺伝子のプロモーター領域を含む断片とした。この方法により、

⊥〃JO、⊥刃けJ2（共に低分子量鱒P遺伝子）、⊥〃J∫（出芽酵母βmcJ〝ic2相同

遺伝子）およびL，M18遺伝子に関して、それぞれ、1309bp、1305bp、2962bp、

1731bpの長さのプロモーター領域を含む断片を単離した（図11、12、13、14）。

JノーMj貴イ云子のプロモーター領域の配列

単離した4種類のL月け遺伝子のプロモーター領域いずれにおいても、TATA

box様配列等の既知のシス配列、あるいは特徴的な配列が存在したので以下に

それらを示す。

⊥mオブOおよび⊥月けJ2遺伝子のプロモーター領域には、鱒p遺伝子の熟スト

レスによる発現誘導に寄与するシス配列HSE（heat shock element、nGAAnと

nTTCnが交互に3個以上並んだ配列、nは任意の塩基）（Fernandesetal．，1994）

に類似の配列が、エ〃川遺伝子では－144と－114に、エ財J2遺伝子では－156に

存在した（図11、12）。⊥月肌0遺伝子には、カリフラワーモザイクウイルス35S

遺伝子（CムMV35S：Cauliflowermosaicvirus35S）の発現の際にエンハンサーと

して働く、TGACG配列およびこれの逆向きの配列（Lam et al．，1989）が、そ
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れぞれ－281と－591に、光誘導性遺伝子rわc∫の　5，上流域に存在するIbox

（GATAAG）（Giuliano et al．，1988；Donald and Cashmore，1990；Terzaghiand

Cashmore，1995）が－366　と－30に、光以外にも植物ホルモン等、種々の刺激に

より発現誘導される遺伝子のシス配列として働く　G box（CACGTG）（Donald

andCashmore，1990；Fosteret al．，1994）が一329に確認された（図11）。これら

の他に、ATに富む相称配列（AAATTATAATATTAAAATTT）が－577から－558

に、エリシターによる発現誘導に関与するTTGACC配列（Raventosetal．，1995；

Rushtonetal．，1996）が－121に存在した。

LLM12遺伝子には、TATAbox様配列の近傍に、CCAATboxが－89に、TTGACC

配列およびこれの逆向きの配列が、それぞれ－122と－106に存在した（図12）。

この他に、Iboxの逆向きの配列が－1294に、対称配列（ACTCTAGTCTAGAGT）

が一948から－934に見られた。また、エJ〃川および土用オJ2遺伝子のプロモータ

ー配列の比較を行ったところ、それぞれの遺伝子の開始コドンより　5，上流約

270bpの領域において、配列の71％が同一であった（図11）。

エ財Jβ遺伝子のプロモーター領域には、Iboxの逆向きの配列が－1416に、G

boxが－1192に、TGACG配列の逆向きの配列が－1570と－1518に見られた（図13）。

また、HSEに類似の配列は、－1287、－868および－226の3ケ所に存在した。49bp

の繰り返し配列が、－684から－636と－635から－587との間において見られ、こ

のうち26bpの配列は－546から－521にも存在した。この他に、ヤク・花粉関連

遺伝子（トマトのエA乃2、エA乃∂遺伝子、シロイヌナズナのPぶぶr、5了五βa、

TYKY遺伝子）の発現制御に関与する、Pollen boxのコア配列（TGTGGTT）

（Twelletal．，1991；Zabaletaetal．，1998）が－733に見られた。

⊥mオJ∫遺伝子のプロモーター領域内には、Pollen boxのコア配列およびこれ

の逆向きの配列が、それぞれ－2954と－1168の2ケ所に、2個のCCAAT boxお

よびこれの逆向きの配列が、それぞれ一318、－61と－273に、TTGACC配列およ

びこれの逆向きの配列が、それぞれ－1796と－201に存在した（図14）。また、

シロイヌナズナ⊥甜J∫相同遺伝子（A止朋仇け）の転写開始点から5，上流300bp

までの領域内には、6bpの配列（AAAGTG）が3ケ所にある（Satoetal．，1995）

が、⊥上板り5遺伝子にもこの配列および逆向きの配列が、それぞれ－431と一392

に見られた。

こ　　　　　洩‾　　0ロモー　ー　土、　言。杏ー、向日、発瑞雲

⊥以遠伝子プロモーターの活性の細胞・組織特異性を調査するために、プロ
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モーターの下流にホタル（翔0血u5〝raJj5）のファイヤーフライルシフェラー

ゼ遺伝子を連結させた融合遺伝子を、遺伝子銃を用いてテッポウユリおよびタ

バコの各細胞・組織に導入後、レポ一夕一夕ンバク質の活性測定を行った。こ

の実験では、遺伝子の導入効率の違いによる活性の変動を補正するために、内

部標準用として、体細胞において構成的に発現するCa〃Vj∫ぶ遺伝子のプロモ

ーター（Wilkinsonetal．，1997）の下流にウミシイタケ（RenjllaTenlfbtmjs）の

レニラルシフェラーゼ遺伝子を連結したプラスミド、を同時に各細胞・組織に

導入した。それぞれのレポ一夕一夕ンバク質の活性を測定後、ファイヤーフラ

イルシフェラーゼの活性値を、レニラルシフェラーゼの活性値で除した数値を

プロモーターの活性とした（図15）。

テッポウユリの花粉母細胞では、プロモーターを含まずファイヤーフライル

シフェラーゼ遺伝子のみを持つプラスミドを導入した時の活性に比較して、

Ca〟V j∫∫、エ月け川および⊥拍動は遺伝子のプロモーターの活性は100倍以上高

い数値を示した（図16、パネルA）。これに対し、葉ではCa財V3∫∫遺伝子プ

ロモーターのみが高い活性を示し、⊥J財相違伝子プロモーターの活性の67倍

となった。エ〃川遺伝子プロモーターの活性は、プロモーターを含まないフ

ァイヤーフライルシフェラーゼ遺伝子のみを持つプラスミドを導入した時の活

性の大きさと差はなかった。タバコの葉においても、テッポウユリの葉を用い

た時の結果と同様の傾向を示し、エ劇肌0遺伝子のプロモーターの活性はプロ

モーターを含まないプラスミドを導入した時の活性と同程度であり、CaルーV3∫∫

遺伝子のプロモーター活性は、Lm机唱道伝子のそれより27倍高かった（図16、

パネルB）。茎では、⊥JM川およびL拍動相通伝子プロモーターの活性は、それ

ぞれCb〟V3∫5遺伝子のプロモーター活性の、1／16以下、1／6以下であった。

以上の結果から、エ月け川および上上Mりβ遺伝子のプロモーターの働きは、細胞・

組織特異的に制御されており、体細胞組織では抑制されていると考えられた。

□≠併　‾　　バコ　　い，　　洩一　　0ロモー　ー　引件の認容

タバコは、雄性配偶体の形成過程がつぼみの伸長に伴い比較的同調した状態

で進行するため、つぼみの大きさを指標にして、発生段階の各ステージにある

細胞を得ることが可能である（Koltunowetal．，1990）。そこで、単離した

および上上Mりβ遺伝子のプロモーターの下流に、レポ一夕ー遺伝子としてルシ

フェラーゼあるいはβ－グルクロニダーゼ遺伝子を連結させた融合遺伝子を導

入した形質転換タバコを作成し、これを用いてプロモーターの性状解析を行っ

た。以下、⊥〟オ川遺伝子のプロモーターにルシフェラーゼあるいはβ－グルク

ロニダーゼを連結した融合遺伝子を導入した形質転換タバコを、それぞれ
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⊥〝JO∴⊥UC植物体、⊥〃川ごごGU∫植物体と記載する。L仇〃臥　Ca〃Vj∫∫遺伝

子のプロモーターを用いて作出した形質転換体も、これに準じて表記する。

JノーWナけ遺伝子プロモ∵クーの特件

⊥乃オ川∴⊥UC、エ財川∴GU∫植物体、それぞれ独立した形質転換体6系統を用

いて、種々のステージにあるヤク、成熟花粉、葉、茎および根より細胞抽出物

を調製し、レポ一夕一夕ンバク質の活性測定を行った。その結果、植物体間で

活性の発現様式が異なる系統、あるいは発現様式が類似するものの活性レベル

に違いがある系統（例えば、エ刃け川ごニ⊥UC植物体では6－4、10－4、3－5－2、8－3－3、

ト5－2、⊥〃川∴G【侶植物体ではト5－5、20－2）が存在した（図18、19）。しかし、

調べた全ての形質転換体において見られた共通の特徴として、ヤクの活性は、

減数分裂時期から一核性小胞子形成時期では野生型のヤクの活性と同程度もし

くは数倍高い程度であるが、二細胞性花粉形成時期以降ではつぼみの伸長に伴

い上昇した。また、この活性は、7系続の植物体（⊥刃M7α∴LUC植物体では6－4、

10－4、3－5－2、11－1、エ月け川ごごGU∫植物体では1－5－5、20－2、12－2）の成熟花粉に

おいても推持されていた。野生型の植物体では、上記の細胞・組織において、

ルシフェラーゼ活性は0．002以下、β－グルクロニダーゼ活性は0．2以下の数倍

を示した（図17）。二細胞性花粉を含むヤクの活性に比較し、茎あるいは根の

活性が高い植物体（⊥月け川ニニGU∫植物体では系統2－5－1、19－3）、明瞭な組織特

異性を示さない植物体（エ刃け川ごニエUC植物体では系統1ト1、⊥刀け川ニニG【乃植物

体では系統18－4－1）も観察されたが、レポ一夕一道伝子の種類に関係なく、12

系統全ての植物体において、ヤクの活性とつぼみの大きさとの間には相関が認

められたことから、L拍動Ⅶ遺伝子プロモーターは、少なくともヤクにおいて

は発生段階特異的にその働きが制御されていると考えられた。

つぼみを構成する器官におけるプロモーター活性の特異性を調べるために、

葉、茎、根に比較してヤクにおいて140倍以上高い活性を示す⊥麒Mlα∴LUC植

物体（系統3－5－2）を用いて、大きさの異なるつぼみおよび開花した花より、

ヤク、めしべ、がく、花弁、花糸および成熟花粉を分別後、これらのルシフェ

ラーゼ活性を測定した。つぼみ長が7mm、13mmの時は、いずれの器官にお

いても活性は低いが、長さが30mm、39mmのつぼみ由来のヤクと開花した花

の成熟花粉の活性は、他の器官の活性に比較し70倍以上高い測定値を示した

（図20）。

次に、エ甜〃γニC【侶植物体（系統20－2）のヤクより絞り出した細胞および成

熟花粉に対して、X－Glucを基質とした活性染色を行った。この時、比較村照

として、野生型および図17に示した活性特性を持つCa〃V3∫5∴GU∫植物体
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（系統A8－8）を用いた。エ月け川∴GU∫植物体では、減数分裂細胞、一核性小胞

子は染色されないが、二細胞性花粉および成熟花粉からβ－グルクロニダーゼ

活性が検出された。野生型と偽〃Vj∫ざ∴GU5植物体では、同時期の細胞にお

いて活性は確認されなかった（図21）。以上のことから、⊥拍動Ⅶ遺伝子プロモ

ーターは雄性配偶体形成過程において特異的に働き、二細胞性花粉、成熟花粉

においてその働きが活性化されることが示唆された。

LrM7β遺伝子プロモーターの特件

⊥財Jg∴⊥UC植物体は6系統、ん仇〃飲イ托惜植物体は9系統を用いてヤク、

成熟花粉、葉、茎および根におけるレポ一夕一夕ンバク質の活性測定を行った。

その結果、植物体間で活性の発現様式が異なる系統、あるいは発現様式が類似

するものの活性レベルに違いがある系統（例えば、⊥刃けJgニニG【帯植物体では

13－ト2－1、28－3、25－4、26－3）が存在した（図22、23）。ヤクにおける活性が、

二細胞性花粉形成時期より後の段階において上昇する現象は、⊥月け川遺伝子

プロモーターを導入した形質転換体の解析結果にも見られた共通の特徴である。

しかし、⊥〃止〃L⊥UC、エ甜川ニニG【搭植物体とは異なり、⊥刃Mリ＆∴LUC、⊥月けほニG【乃

植物体では、調べた15系統全ての植物体の減数分裂時期のヤクより活性が検

出された。更に、エ月けJβニニGU∫植物体（系統13－ト2－1）において、ヤクより絞

り出した減数分裂細胞、一核性小胞子、二細胞性花粉および成熟花粉、いずれ

の細胞からもβ一グルクロニダーゼ活性が検出された（図21）。以上のことか

ら、上上板りg遺伝子プロモーターは、雄性配偶体形成過程において減数分裂時

期から成熟花粉が作られる期間を通して、活性化されていることが示唆された。

減数分裂時期のヤクの活性が、葉、茎、根に比べ50倍以上高い⊥刀けJ飢ニ⊥UC

植物体（系統7－2－1）において、長さが8mmのつぼみではめしべの活性は、減

数分裂時期のヤクの活性の24％の測定値を、長さが13mmのつぼみでは、め

しべの活性がヤクのそれより約2．2倍高い数値を示した（図24）。従って、エ以Jg

遺伝子プロモーターは雄性配偶体形成器官であるヤクのみならず、雌性配偶体

形成過程においても働く可能性が考えられた。

レポー　　、虫‾　　　‾写産物の消

形質転換体におけるレポ一夕一夕ンバク質の活性の変動と、レポ一夕一道伝

子の転写産物の消長との相関を明確にするために、同一のつぼみより分取した

ヤクと、葉、茎を用いて、活性測定およびRT－PCR実験を行った。L，LMlO：：L，UC、

⊥甜川∴GU∫植物体では、つぼみの長さが18mm以上の時、ヤクにおける活性

の上昇と転写産物の蓄積が見られた（図25）。また、ペプチド鎖伸長因子1α
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遺伝子（EF－1q：elongationfactoト1α）の転写産物の量は、種々の時期のヤク、

葉および茎の間で差は認められなかった。

エ財ほニGU∫植物体では、つぼみ長が6－8mmの時のヤクでは、この時期以外

のヤク、葉、茎に比較し、£ダーJα遺伝子の転写産物量は少ないが、β－グルク

ロニダーゼ遺伝子の転写産物は検出された（図26）。これに対し、活性の低い

葉と茎ではβ－グルクロニダーゼ遺伝子の転写産物は検出されなかった。いず

れの　エ乃オ遺伝子プロモーターを用いて作出した形質転換体においても、レポ

一夕一夕ンバク質の活性の変動の様式と、転写産物の消長は一致したことから、

検出されたレポ一夕一夕ンバク質の活性は転写産物の消長を反映したものであ

ると考えられた。
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表2　プライマーの名称と配列

名称　　　　　　　　　　　　　配列

10Pro1　　　5，－ACGCTGGCGACTTCGAGTCGAACCGTCAG－3，

10Pro2　　　　5，－GCGGCGAGCAAAGTATCATATTCCTCTCTT－3，

4S－44　　　　　5，－ATGCATGCACATGTAAGTCCTGCGT－3，

12Pro1　　　　5，－GAATCCATGGATTTCAGTGG，3，

12Pro2　　　　5，－ATGATCCACTTCGAACTTCG－3，

12Pro3　　　　5，－TCTCTGATCGCCAAGCTCAA－3，

12Pro4　　　　5，－AACCAACTGACGGAGTTCC－3，

12－inter－7　　　5，－TAACATCGTCIAATAACTT－3，

12－inter－8　　　5，－AATGTCTGAATCTTATCATG－3，

15Pro1　　　5，－AAGCTTTCTGCGATCTGAGAAAGCGACAGG－3，

15Pro2　　　　5，－GGCGCTCCTCGAACTTGACATCCACCAT－3，

15Pro4　　　　5，－TTCGATCTCACTCTTAGTTACGCTC－3，

15Pro8　　　　5，－CTGCAGCCTCACAGATCTTGTCCAC－3，

15Pro9　　　　5，－TATCTGTCCTGATGGATAGC－3，

15ProlO　　　　5，－GGATTGCTTCGAGTCCATAG－3，

15Prol1　　　5，－TCTAGATCTAGGATTACACAT－3，

15Pro14　　　　5，－ATATCCTATGTGGTTAGACATGG－3，

18Pro1　　　5，一ATCATTGGCTTGTCACGGGTGCCGGAGATC－3，

18Pro2　　　　5，－GGTCGCTGAAGTGACGGCCGATCAGCCGC－3，

18Pro3　　　　5，－ATGACTCGCGCACTCTCTGGATCGTTCGAG－3，

18Pro4　　　　5，－AGTGAGGTCGCCATGGTTCTCCGTTGCGAG－3，

18PrimA　　　　5，－GAATTAATCCGTAGAGTCC－3，

P64－19　　　　5，－ATGTACGAACTATTGCACACTCTTGAG－3，

GUS5’RT　　　　5’－GGAAGTGATGGAGCATCAGG＿3，

GUS3’RT　　　　5’－AAGTCCGCATCTTCATGACG＿3，

R－LUC＋　　　　5，－TAGCTGATGTAGTCTCAGTG－3，

F－LUC＋　　　　5，－GAACGTGAATTGCTCAACAG－3，

EF－1α－5’RT　　5’一TCGAGACCACCAAGTACTACTGC＿3，

NT，EF－1α，3’RT5’－AACTTCAGTGGTCAGACCAGTG＿3，

44



A Vectorette法

プロモーター ⊥朗

十

l制限酵素処理

プロモーター　　　　　⊥以

lカセット付加

十

「‾ヵ叫プロモーター　　　⊥朗
→－　　　　　　　　　　　　　　　イ●－

lpcR

＝　プロモーター　仁些鱒．」

増幅されたDNA断片

B hversePCR法

プロモーター

十 l制限酵素処理十

⊥以

†環状化
一■－　　　　－●－

上以

†pcR

⊂］プロモ‾夕‾　麺司

増幅されたDNA断片

図9　プロモーター単離方法の原理
A Vectorette法

初めに、LLM遺伝子のcDNA領域と、プロモーター領域を含むゲノムDNAを制

限酵素で切断する。次に、キットに添付のカセットを付加する。最後に、カセッ

ト部分とcDNA領域内に設定したプライマーを用いてPCRを行い、プロモーター

領域を含む断片を増幅する。

B hversePCR法

初めに、エ捌遺伝子のcDNA領域と、プロモーター領域を含むゲノムDNAを制

限酵素で切断する。次に、制限処理を行って得られたDNA断片を自己環状化す
る。最後に、CDNA領域内に設定したプライマーを用いてPCRを行い、プロモー

ター領域を含む断片を増幅する。
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十プロモーターlざ品質の皇プロモーター［至芸言ラ

1ゲノムDNAを鋳型に用いたPCRl

プロモーター　　いふ1

目的のDNA断片が増幅される

DNA断片は増幅されない

図10　増幅されたDNA断片の選別方法
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図11上瓜〃0遺伝子のプロモーターの構造

A　エ肌〃0遺伝子のプロモーター領域の構造

シス配列を下線で、プライマーの位置を矢印で示している。開始コドン（ATG）とTATA

box様配列は四角で囲んでいる0下線が記してある塩基の上のドット（・）は、HSEのコア配

列（nGAAnnTrCnのGAArrrC部分の配列）に一敦した塩基であることを意味する。開始コド
ンのAを＋1としている。形質転換体の作成には、－1にある肋あるいは－25にあるβ扇ⅩⅠより5・
上流域を用いた。

B　エガげJOおよび⊥抑2遺伝子のプロモーター配列の比較
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図12　エ仇〃2遺伝子のプロモーターの構造

シス配列を下線で、プライマーの位置を矢印で示している。開始コドン（ATG）とTATA

bx様配列は四角で囲んでいる。下線が記してある塩基の上のドット（・）は、HSEのコア配

列（nGAA皿TrCnのGAA〃TC部分の配列）に一致した塩基であることを意味する。開始コド

ンのAを＋1としているoゲノムDNAを、＋586にある肋dIで処理後、自己環状化したDNAを
hversePCRの鋳型に使用した。
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シス配列を下線で、プライマーの位置を矢印で示している。開始コドン（ATG）とTATA

box様配列は四角で囲んでいる。下線が記してある塩基の上のドット（・）は、HSEのコア配

列（nGAAmTTCnのGAA〝TC部分の配列）に一致した塩基であることを意味する。二重線は

26bpの繰り返し配列を示している。開始コドンのAを＋1としている。形質転換体の作成には、

＋48にある勾，dより5’上流域を用いた。
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シス配列を下線で、プライマーの位置を央印で示している。開始コドン（ATG）とTATA

box様配列は四角で囲んでいる。開始コドンのAを＋1としている。点線はプロモーター単離の

過程において見い出されたイントロン配列を示している。イントロン領域内のNは配列が未決
定の塩基を意味している。ゲノムDNAを、両75にあるXbdで処理後、自己環状化したDNAを
hversePCRの鋳型に使用した。

50



Cb朗γj∫プロモーター　レニラルシフェラーゼ
lNOS－terl

各種プロモーターファイヤーフライルシフェラーゼ両

内部標準用

活性測定用

I

2個のプラスミドを同時に細胞・組織に導入

I

ファイヤーフライルシフェラーゼ活性の測定

I

レニラルシフェラーゼ活性の測定

図15　一過的発現実験

NOS－krはノバリン合成酵素遺伝子のターミネーターを示している。
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減数分裂時期（M）、一核性小胞子形成時期（U）、二核性花粉形成時期（B）のつぼみより取り

出したヤク、成熟花粉（P）、葉（L）、茎（S）、根（R）より抽出物を調製し、β一グルクロニダ
ーゼ活性（パネルA、B）、あるいはルシフェラーゼ活性（パネルC）の測定を行った。横軸の数値
は、ヤクを採取したつぼみの長さ〔mm〕を示している。
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減数分裂時期（M）、一核性小胞子形成時期（U）、二核性花粉形成時期（B）のつぼみより

取り出したヤク、成熟花粉（P）、葉（L）、茎（S）、根（R）より抽出物を調製し、ルシフ

ェラーゼ活性の測定を行った。横軸の数値は、ヤクを採取したっぼみの長さ〔mm〕を示して

いる。グラフの中のハイフン（－）を用いて表示した数値は、解析に使用した植物体の系統を
表している。
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図19　上月けJOニごG∽植物体におけるβ－グルクロニダーゼ活性の測定

減数分裂時期（M）、一核性小胞子形成時期（U）、二核性花粉形成時期（B）のつぼみより

取り出したヤク、成熟花粉（P）、葉（L）、茎（S）、根（R）より抽出物を調製し、β－グル
クロニダーゼ活性の測定を行った。横軸の数値は、ヤクを採取したつぼみの長さ〔m〕を示
している。グラフの中のハイフン（－）を用いて表示した数値は、解析に使用した植物体の系
統を表している。
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発生段階の異なる時期のヤクより絞り出した細胞および成熟花粉に対して、Ⅹ－Glucを

基質に用いた活性染色を行った。比較対照として野生型およびC良材V35∫ごニGU∫植物体を

使用した。一核性小胞子および二細胞性花粉は、つぼみの長さがそれぞれ9～12mm、25

、30mmのヤクより絞り出した。減数第一分裂前期および減数第一分裂終期の花粉母細

胞において、それぞれ上段は明視野像、下段はDAPI像を示している。この他のパネル

は全て明視野像を示している。C址けVニヲ5∫ニごGU扇直物体は系統A8－8、上∬オJ仇：G【／新直物体

は系統20－2、⊥〃JβごニGL†粛直物体は系統13－1－2－1を用いた。成熟花粉のパネル中のスケー

ルバーの長さは10〃mを示しており、全ての細胞は同じ倍率で観察した。
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図23」uM朋出罰乃植物体におけるβ－グルクロニダーゼ活性の測定

減数分裂前の時期（Y）、減数分裂時期（M）、－核性小胞子形成時期（U）、二核性花粉
形成時期（B）のつぼみより取り出したヤク、成熟花粉（P）、葉（L）、茎（S）、根（R）よ
り抽出物を調製し、β－グルクロニダーゼ活性の測定を行った0横軸の数値は、ヤクを採取し
たつぼみの長さ〔m〕を示している。グラフの中のハイフン（－）を用いて表示した数値は、
解析に使用した植物体の系統を表している。

図23、その2
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減数分裂時期（M）、一核性小胞子形成時期（U）、二核性花粉形成時期（B）
および開花した花（Of）より、種々の器官と花粉を分別後、ルシフェラーゼ活性
の測定を行った。A、Pi、Se、Pe、F、Pはそれぞれヤク、めしべ、がく、花弁、
花糸、成熟花粉に相応する。横軸の括弧内の数値はつぼみの長さ〔m〕を表し
ている。植物体は系統7－2－1を用いた。
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図は5．u≠〃仇イ礼惜およびU肌仇ニ⊥Ⅳ植物体におけるレポ一夕一道信子の転写産物の検出

大きさの異なるつぼみより取り出したヤク、葉（L）および茎（S）に対して、レポ一夕一

夕ンバク質の活性測定とRT一隅によるレポ一夕一道伝子の転写産物の検出を行ったログラフ

の横軸の数値は、ヤクを採取したつぼみの長さ〔m〕を示しているoRT－mの増幅サイク

ル数は、肝一Jαは30サイクル、GⅢは28サイクル、⊥UCは”サイクルで行った0
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大きさの異なるつぼみより取り出したヤク、菓（L）および茎（S）に対して、レポ一夕一

夕ンバク質の活性測定とRT－PCRによるレポ一夕一道伝子の転写産物の検出を行った。グラフ

の横軸の数値は、ヤクを採取したつぼみの長さ〔mm〕を示しているoRT－PCRの増幅サイク

ル数は、邸－Jαは30サイクル、G∽は33サイクルで行った0
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考察

□　港‾　　　　ロモー　一　芸、告

上五Mり0および⊥〟オブ2遺伝子のプロモーター領域には、HSEに類似した配列

が見られた（図11、12）が、テッポウユリ花粉母細胞の熟ストレスによって

LIMlO遺伝子産物の量的増加が見られなかった（未発表データー）。従って、

上財川遺伝子に関しては非熟誘導型低分子量月密通伝子であり、その発現が

発生段階特異的に制御されていると予想される0⊥〟オJ2遺伝子がストレスに

よりその発現が誘導される低分子量月車道伝子に分類されるものなのか否か、

の判断をするためにはこの遺伝子の発現様式をより詳細に調査する必要がある。

両遺伝子のプロモーター領域の間には約270bpの相剛生の高い領域が確認され

たが、この領域は他の遺伝子のプロモーターにはないことから、少なくとも、

テッポウユリの雄性配偶体形成過程における遺伝子発現に重要な役割を担うこ

とが期待される。

L拍動柑遺伝子のプロモーター領域には、Pollenboxが見い出された（図13）。

Pollen boxは、二細胞性花粉形成時期より後のステージで働くトマト上Ar毀

およびエAT了∂遺伝子のプロモーター領域内に存在するシス配列であり、この

配列に変異を導入することによりヤクあるいは花粉におけるプロモーター活性

が抑制・阻害される（Twelletal．，1990，1991）。LM18遺伝子プロモーター‥：レ

ポ一夕ー融合遺伝子を導入した形質転換タバコでは、ヤクにおけるレポ一夕一

夕ンバク質の活性は、二細胞性花粉を含むヤクで高くなった（図22、23）が、

これはこの時期の遺伝子発現に、Pollenboxが関与する可能性を示唆している

と思われる。

エ月けJ∫遺伝子、およびこれのシロイヌナズナ相同遺伝子A止朋仇けのプロモ

ーター領域の間に顕著な相同性は見られなかった。しかしながら、プロモータ

ー領域の構造に高い相同性がない場合でも、類似した発現様式を示す遺伝子の

プロモーターには部分的に共通のシス配列が存在する例が報告されている

（Eyaletal・，1995）0今回、両遺伝子のプロモーター領域には、AAAGTG配列

が存在することが明らかになったこと（図14）から、減数分裂細胞の遺伝子

発現制御における、AAAGTG配列の重要性が示唆される。

単離した4個の⊥〟オ遺伝子のプロモーター領域には、体細胞組織における

遺伝子発現制御に関与するシス配列（Gbox、TGACG配列等）が存在した。

マウスでは、サイクリックAMP応答遺伝子の転写を調節する因子としてC軋説W

およびC尺月月遺伝子が単離されているが、これらの遺伝子にはそれぞれ精巣

特異的なアイソフォームが存在する0両遺伝子の精巣特異的あるいはこれ以外
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の組織特異的なアイソフォームは、各々サイクリックAMP応答遺伝子のプロ

モーター領域内の共通配列を認識し、転写調節を行うことが報告されている

（Foulkesetal．，1992；Ruppertetal．，1992；DeCesareetal．，1999）。従って、LLM

遺伝子の発現もまた、G box、TGACG配列等に配偶体形成過程特異的に働く

転写制御因子が結合することにより、調節されている可能性がある。この他に、

⊥財Jg遺伝子のプロモーター領域には26bpの繰り返し配列が3ケ所に、上皿オ川

および⊥封けJ2遺伝子のプロモーター領域には対称配列が見られた。繰り返し

配列や対称配列が遺伝子の発現制御に関わっている事例は報告されており

（Fernandesetal・，1994；Fosteretal・，1994；FujiwaraandBeachy，1994）、ラット

のプロエンケファリン遺伝子の精巣特異的な発現には、3ケ所に繰り返し存在

する6bpの配列が必要であることが示されている（Liuetal．，1997）。いずれに

しても、現時点では高等植物の生殖細胞形成過程、なかでも減数分裂時期特異

的な遺伝子の発現誘導を規定するシス配列および転写制御因子は同定されてい

ない。今後は、今回単離した4個以外の⊥〟オ遺伝子のプロモーター領域、あ

るいはテッポウユリ以外の植物の減数分裂関連遺伝子を同定し、それらのプロ

モーター領域の配列の比較検討により、更に構造的な特徴を明らかにすること

が重要である。

LJルーi貴イ芸子プロモーターの埠性

⊥甜川およびエ月け相通伝子のプロモーターを導入した形質転換体では、葉、

茎および根におけるレポ一夕一夕ンバク質の活性の発現様式が、それぞれのプ

ロモーターを導入した植物の系統の間で異なるものが見られた（図18、19、22、

23）。この理由のひとつに、葉、茎、根では、プロモーターの働きが、プロモ

ーター：‥レポーター融合遺伝子が導入された染色体の位置による影響（P。Siti。n

effect）、を受けたことによると考えられる。

これに対し、ヤクにおける活性の様式には、いずれの遺伝子のプロモーター

を導入した形質転換体においても、それぞれ共通の特徴が見られた。もし、ヤ

クにおけるプロモーターの働きが、Position effectの影響を受けているのであ

れぼ、この様な共通性はないと予想される。従って、ヤクで検出された活性は、

導入した上〃遺伝子プロモーターの特性を反映していると考えられる。

洩‾　　○ロモー　ー

エ朗オ丑ニG打∫および⊥〃オJ批エUC植物体では、調べた形質転換体全ての系統

おいて、二細胞性花粉を含むヤク、成熟花粉からレポ一夕一夕ンバク質の活性

が検出された（図18、19）0図21には、二細胞性花粉形成時期のヤクと成熟
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花粉特異的に高いβ－グルクロニダーゼ活性が検出されたエ甜〃hG∽植物体

（系統20－2）の活性染色実験の結果を示しているが、この他に、ヤク以外の

組織から活性が検出された植物体（系統19－3、1－5－5）においても、二細胞性

花粉および成熟花粉が活性染色されることを確認している（データー省略）。

この実験では、ヤクより取り出した細胞あるいは成熟花粉を固定処理後、緩衝

液を用いて洗浄操作を行っているため、目的以外の細胞・組織の混入による結

果への影響はほとんどないと考えられる。以上の結果に加え、ヤクおよび成熟

花粉において特異的に高い活性を示す植物体は観察されるが、これら以外の細

胞・組織のみからレポ一夕一夕ンバク質の活性が検出される植物体はないこと

から、LⅢ仇Ⅶ遺伝子のプロモーターは、タバコの雄性配偶体形成過程の二細

胞性花粉形成時期より後のステージにおいて働くと考えられる。

エ月け川遺伝子の転写産物はテッポウユリにおいては減数分裂細胞特異的に蓄

積する（Kobayashiet al．，1994）が、L，MlO遺伝子のプロモーターを導入した

形質転換体では、レポ一夕一夕ンバク質の活性の上昇およびレポ一夕一道伝子

の転写産物の蓄積が、減数分裂時期ではなく、これより後のステージの二細胞

性花粉形成時期より見られた。このことは、⊥J肌0遺伝子の発現制御におい

て、ヤクあるいは花粉という組織特異性を規定するシス配列と、発現の時期を

規定するそれとは異なっており、単離したプロモーター領域内に、ヤク・花粉

での遺伝子発現に必要なシス配列は含まれているが、減数分裂時期の遺伝子発

現に必要なシス配列は含まれていない可能性を示唆している。今後、更に長い

プロモーター領域を用いて解析を行うことにより、これを検証することが可能

である。

発生段階特異的に発現制御を受ける低分子量月如遺伝子は報告されている

（Carrancoetal・，1997；Almogueraetal．，1998）が、高等植物において、二細胞

性花粉形成時期より後の時期において、転写産物・遺伝子産物の蓄積が見られ

る低分子量月密通伝子は同定されていない。アブラナのβ卯J、シロイヌナズ

ナのACTりおよびACrJ2遺伝子のプロモーターは、上川飢Ⅶ遺伝子のそれと同

様の発現様式を示す（Xuetal．，1993；Huangetal．，1996）が、これらのプロモ

ーターの間には、構造上明らかな類似性はない。従って、配偶体形成過程（特

に、二細胞性花粉形成過程）の遺伝子発現の調節に関与する新規のシス配列が、

エ財川遺伝子プロモーターには存在する可能性がある。

；曹‾　　○ロモー　ー　　土′

エ刃けほニGぴおよび⊥財J批エUC植物体では、調べた形質転換体全ての系統

において、減数分裂細胞、一核性小胞子および二細胞性花粉を含むヤクからレ
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ポータータンパク質の活性が検出された（図22、23）。ヤク以外の細胞・組織

のみから、レポ一夕一夕ンバク質の活性が検出される植物体はなかった。更に、

発現様式に関係なく、ヤクおよび成熟花粉以外に茎、根の活性が高い

エ以ほごGU∫植物体（系統14－5－2、16－ト3）においても、図21に示した活性染

色実験の結果と同様に、種々の時期のヤクから絞り出した細胞、成熟花粉から

β－グルクロニダーゼ活性が検出された（データー省略）。以上の結果から、

⊥財Jg遺伝子のプロモーターは、タバコの雄性配偶体形成過程において、減

数分裂時期から成熟花粉が形成される期間を通して、機能していると考えられ

る。本研究では、雄性配偶体形成器官に主眼を置いた解析を行ったが、つぼみ

の長さが13mmの時、めしべの活性がこの時期のヤクの活性に対して、約2．3

倍高い値を示した（図24）。このことは、上財Jg遺伝子プロモーターは雌性配

偶体形成器官においても働いている可能性を示唆しており、このプロモーター

の働きを制御するシス配列、転写制御因子等の解析を行うことにより、雄性お

よび雌性配偶体形成器官における遺伝子発現制御機構への理解が深まると思わ

れる。

減数分忍細胞における遺伝子発現

減数分裂細胞では、減数第一分裂の前期から染色体の凝集が始まり、染色

体が強く凝集した状態で分裂過程が進行する。減数第一分裂終了後から減数第

二分裂前期の間には、DNA合成期がなく間期の時間も短いため、減数分裂過

程の大部分の時期では、染色体は凝集した状態にある。従って、形態的には転

写が行われにくいと予想される（Crydermanetal．，1999；Hennig，1999）。しかし、

⊥乃オほごG∽植物体では、減数第一分裂前期から四分子期の細胞においてβ－グ

ルクロニダーゼ活性が検出された（図21）。減数分裂時期に遺伝子の転写が誘

導される現象は、種々の生物種において報告されており、出芽酵母では減数分

裂期間中に、少なくとも400個以上の遺伝子に関して、転写産物の量的増加が

見られる（Chuetal・，1998）。高等動物の減数分裂細胞では、減数分裂の進行過

程を制御する、すなわち遺伝子組み換え、細胞周期、あるいは核構造の変化等

の制御に関与する遺伝子の発現誘導が行われる（EddyandO・Brien，1998）。こ

れに村し、体細胞では、有糸分裂時期に染色体の強い凝集と遺伝子の転写抑制

現象が観察される（PrescottandBender，1962；ShermoenandO・Farrell，1991；Ha，tl

etal・，1993；Martines－Balbasetal・，1995）。以上に述べた様に、減数分裂細胞と

体細胞の間では、染色体の構造が遺伝子発現に与える影響が異なり、それぞれ

の細胞種特異的な発現調節機構が存在すると思われる。それらの調節機構が異

なる原因は明らかではないが、高等植物の減数分裂細胞では、減数分裂前の
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DNA合成期以外にも、減数第一分裂前期にDNA合成が行われること（H。ttaet

al・，1粥5b）から、減数分裂時期の細胞には、染色体を部分的に脱凝集する機

構が備わっている可能性が考えられる。

現在までに、高等植物の減数分裂関連遺伝子の発現調節機構の解析は、タ

バコのCC白丸Ⅸ、およびシロイヌナズナのA〟刀けCJのプロモーターを用いて行

われている（KlimyukandJones，1997；Poovaiahetal．，1999）。しかし、CCa〟打

遺伝子プロモーター：：β－グルクロニダーゼ融合遺伝子を導入した形質転換タ

バコでは、β－グルクロニダーゼ活性が減数分裂時期のヤクから検出されたが、

この活性がヤク内の減数分裂細胞に含まれるか否かは調査されていない

（Poovaiah et al．，1999）。また、形質転換体を用いた解析によって、AtDMCl

遺伝子のプロモーターが、この遺伝子を単離した植物であるシロイヌナズナの

減数分裂細胞で働くことは示されているが、他の植物において同様に機能する

ことは確認されていない（KlimyukandJones，1997）。本研究では、テッポウユ

リ由来の⊥月けJg遺伝子のプロモーターが、タバコの減数分裂細胞で働くこと

を明らかにした。これは、高等植物の減数分裂関連遺伝子のプロモーターが異

種植物の減数分裂細胞において、働くことを示した初めての報告であり、減数

分裂関連遺伝子の発現調節機構が、種々の植物の間で保存されていることを示

唆している。今後、タバコ以外の植物を用いた⊥J財遺伝子のプロモーター解

析、あるいはエ朋け以外の減数分裂関連遺伝子のプロモーターを用いて同様の

解析を行うことにより、このことが明らかになると考えられる。
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まとめ

本研究第1章では、減数分裂細胞を大量に調製することが可能なテッポウユ

リの特徴を活かし、生化学的・細胞学的方法によりHSP70様タンパク質の動

態を調べた。その結果、減数分裂細胞には発現様式の異なる複数のHSP70様

タンパク質が存在すること、これらのなかには核内に局在するものが含まれる

ことが示された。LIM18自身も、タバコ培養細胞では、核移行能を持つこと

が明らかになった。以上の知見から、LIM18を含め核内に分布するHSP70様

タンパク質は、減数分裂細胞において特異的に観察される相同染色体の対合と、

この間で行われる遺伝子組み換え、およびそれに伴うタンパク質の動態、染色

体構造等の変化に関与すると考えられる。高等植物では、減数分裂細胞を用い

てHSP70様タンパク質の発現様式、細胞内所在は解析されておらず、本研究

により、減数分裂過程の進行にHSP70様タンパク質が重要な役割を担ってい

る可能性を、初めて示すことが出来た。

第2章では、減数分裂特異的遺伝子の発現制御機構を調べるために、テッポ

ウユリのゲノムDNAより、⊥月け川、L仇〃ユ、⊥朋吼ほおよびエ甜Jβ遺伝子のプ

ロモーター領域の単離を行った。⊥甜新値遺伝子のプロモーターに関しては、

タバコの減数分裂細胞において働くことを確認した。このことは、減数分裂特

異的遺伝子の発現制御機構が植物種間で保存されている可能性を示しているだ

けではなく、このプロモーターが、種々の植物の減数分裂細胞における外来遺

伝子発現系の構築に使用可能であることを示唆している。また、同定されてい

る減数分裂関連遺伝子が少ない現在の状況では、減数分裂細胞で働く遺伝子の

発現制御機構を解析するうえで、本研究で行ったエ劇け遺伝子に着目したアプ

ローチが、有効な方法のひとつであることを示している。

近年、高等植物におけるゲノムプロジェクトの進展、あるいは変異体に関す

る知見の蓄積に伴い、減数分裂時期に働く遺伝子の単離が行われつつある（Bai

etal・，1999；Bhattetal・，1999）。今後は、各種の植物、更には植物以外の生物（酵

母、線虫等）が持つ特徴を利用した解析を行うことにより、減数分裂進行過程

の制御機構への理解が深まることが期待される。
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