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植物 におい て も、相 同組 換 えを利用 した遺伝子改変 が活 発化 してい る。 特 に、 ポジ

テ ィブネガテ ィブ選抜 を利 用 した遺伝 子組換 えは、 目的の遺伝子 を 自由に改変す る こ

とが可能で あ り注 目され てい る。植物 の免疫 には、膜 貫通 型 のパ ター ン認識 レセ プタ

ーを介 したPAMP－triggeredimmunityと 、細胞 内 レセプ ターで ある抵抗性 タンパ ク質

を介 したEffector－triggeredimmunityの2つ がある。

申請者 の所属す る研 究室では、低分子量Gタ ンパ ク質OsRac1が 、PAMP－triggered

immunityと 耳ffector－triggeredi㎜unityの どち らに も関与す るイネ免疫 にお けるマ

スター分子で ある ことを明 らかに してい る。 しか しなが ら、 これ までの研 究は、高発

現 のCaMV35Sプ ロモー ター の下流 に恒 常的活性化型OsR∂clを 融 合 した遺伝 子 を、T－DNA

を利用 して ランダムにイネゲ ノムに挿入 して解析 を行 っていた。 それ らの解析 か ら、

恒常的活性化型OsR∂c1の 形質転換イネ は、い もち病 に対 して抵抗性 が 向上 していたが、

綾化や不稔性 な ど育種 上好 ま しくない形質 も示 していた。

本研 究で 申請者 は、相 同組 換 えを利用 した ポジテ ィブネ ガテ ィブ選抜 を用 い、内在

性 のOsRaoZ遺 伝子 に恒常的活性型 の点変異 を導入 し（CA－gOsRac1）、内在性OsR∂019）

耐病性 にお ける役割や 、農 業上好 ま しくない形質 を回避 しつつ耐病性 を向上 させ るこ

とが可能 ど うかを検討 した。 その結果、CA－gOsRacZは 、次世代 にも安定 して伝 わ るこ

とが明 らか になった。 しか しなが ら、CA－gOsR∂clの ホモ個 体で は、内在性 のOsR∂cl

と比較 してその発現 が減少 していた。CA－gOsR∂olの ホモ個 体 を用いて耐病性 反応 を検

討 した ところ、iL？ALZやPBZIな どの耐病性 関連遺伝子や 、 これまで にい もち病菌や 白

葉枯病 菌の感 染 に よって発 現 の上昇 が確認 され てい る遺伝 子の発現上昇 が確認 された。

さ らに、い もち病菌 の感 染部位 では1強 い抵抗性反応 で観 察 され る過敏感反応 死が観

察 され た。次 に、CA－gOsRac1の ホモ個体 でのCA－gOsRao1の 発 現減少の原 因を検討 した。

内在性OsRacZと 比較 して、CA－gOsRacZの プ ロモーター一や ジ， ンボデ ィのメチ ル化 に顕

著 な変化 はなかった。また、マー カー フ リー化 の際に利 用す るCrθ 一10xpシ ステ ムのフ

ッ トプ リン トであ る10xPがOs飽01発 現 に及 ぼす影響 を検討 した ところ、OsRac1発 現

に顕 著 な効果 は観 察 され なか った。 また、 ノーザ ンプ ロ ッ トを用 いて異 常なスプ ライ

シ ングが ないか検証 したが、異 常なスプ ライ シン グは検 出 され なかった。 現在 の とこ

ろ、CA－gOsR∂c7の 発現 が どの よ うな原 因で抑 制 され るのか は不 明である。恒常的活性

化型OsRao1が 自身 の発現 を抑制す るのか、あ るいは、CA－gOsRaclmRNAの 安定性が低

いため発現 が抑制 され るのか も しれ ない。
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環境 ス トレス の中で も病害 虫に よる生物 的ス トレスに よ り、全世界 で年 間約10億 ト

ンもの作物 が失 われてお り、病 害虫 に対す る耐病性 の 向上 は、有用バ イオマ ス産生 の

た めの基盤技術 として必須 であ る と考 え られ てい る。 これ までに、病 害 虫に対する抵

抗性 を付与す るた めに、免疫 受容 体や植 物免疫 に関連 す る分子 を過剰発 現 した植物 体

な どが作成 され ている。 しか しなが ら、過剰発現 の影 響 に よ りス トレスが誘 導 され 、

バイオマ スが減 少す る場合 が多 い。 したが って、バイ オマス を減少 させ ず、耐病性 を

付与す るためには、新 たな技術 革新が必要 であ る と考 え られ ていた。

申請者 の所属 す る研 究室 では、低分子 量Gタ ンパ ク質 がイネ免疫 にお け るマス ター

レギュ レー ターで ある ことを既 に明 らかに してい る。 さ らに、恒常的 に高発 現す るプ

ロモー ター を用 いて恒常 的活性化型OsRao1を 過剰発現 したイネで は、病原 体 に対す

る抵抗 性 は向上 す るが、稔性 が低 下 しイネ の収 量が減少 す る。 そ こで 申請者 は、 これ

まで用 い られて いた遺伝 子導入法 ではな く、名城 大学 の寺 田博 士 らが開発 した遺伝子

ターゲテ ィング法 を用 いて、内在性 のOsRacZ遺 伝子 に恒 常的活性型 とな る点変 異 を導

入 す るこ とに よ り、OsR∂c1の 機能 解析や 耐病性の付与 を試 みた。本研 究で用 い る遺伝

子 ター ゲテ ィング法 は、’目的遺伝子 だ けを 自然変異 に限 りな く近 い形 で改変で き、選

抜マー カー は部位 特異的組換 えの利 用で排除 でき るこ とか ら、マー カー フ リーの画期

的な遺伝 子改変 の技術で ある。申請者 は、内在性 のOsRac1遺 伝子 に活性化型 の点変異

を導入 したターゲ ッテ ィン グイネ を作成 し、点変異 が次世代 に正 しい形 で伝 わ るこ と

確認 した。talPKKK，ifRKV等 の転写因子やPAL1やPBZI等 の防御 関連遺伝子 の発 現 が

上昇す る ことも確認 した。 さ らに、い もち病菌 の感染部位 にお いて、過敏感 反応 死様

の抵 抗性反応 も観 察 した。残念 なが ら、恒 常的活性化 型 の変異 を導入 したOsR∂oZの

発 現が低下す る とい う予期せ ぬ トラブル に見舞 われ、顕著 な耐病性 の向上は見 られ な

か った。 しか しなが ら、 申請者 は、発 現低下 の原 因解 明 にも取 り組 み、プ ロモー ター

や ジー ンボデ ィの メチル化 、異 常なスプ ライ シ ング、 フ ッ トプ リン ト10xPの 影響 な

どを丁寧 に検討 した。植 物 にお け る相 同組換 えを用 いたジー ンター ゲ ッテ ィングは未

だ黎 明期 であ り、 申請者 が行 った これ らの解析 は、今 後、 ジー ンターゲ ッテ ィングを

効率的 に行 ってい く上 で重 要な知見 を もた らす と考 え られ る。

以上 のよ うに、本論文 は免疫 マス タースイ ッチで あるOsRac1の 植物免疫 の誘導機構

を明 らか に したのみ な らず 、相 同組換 え を用い たジー ンターゲ ッテ ィングを普及 させ

る上で の学術上 、応用 上貢献す る ところが少 な くない。’よって審査委員一 同は、本論

文が博士 （バイオサイエ ンス） の学位論 文 として価 値 あるもの と認 めた。
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