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植物は光や病原など様々なｼｸﾞﾅﾙに応答する遺伝子発現制御ﾒｶﾆｽﾞﾑを

有する｡ GT-1は植物以外の他の種において類例のないDNA結合ﾓﾁ-ﾌ､

trihelixを持つDNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質で､ RBCS (Tibulose l,5-bisphosphate

carboxylasej(oxygenase small subunit)など光応答性遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-中に存

在するLRE (1ighﾄresponsive element)へ結合することから､光応答性の転写に

関わる制御ｽｲｯﾁのｺﾝﾎﾟ-ﾈﾝﾄと考えられている｡本研究はｼﾛｲﾇﾅ

ｽﾞﾅを材料に､ LREへ結合し､ trihelix構造を有するGTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ

質群の転写制御機構における役割を取らかにすることを目的とした｡

ﾎﾞｯｸｽ鈷合ﾀﾝﾊﾟ

まずGT-1と相同性を有する遺伝子の単離を試み､ 2つの新規なGTﾎﾞｯｸ

ｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質､ GT-4､ GT-5の仝長cDNAをRACE法によりｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ

した｡ GT-1とｱﾐﾉ酸-次配列を比較した結果､ GT-4及びGT-5は共にtrihelix

構造を有すること､転写括性化との関連が示唆されるﾌﾟﾛﾘﾝ､ｸﾞﾙﾀﾐﾝに

富む領域を有することが明らかになった｡組換えﾀﾝﾊﾟｸ質を用いたｹﾞﾙｼﾌ

ﾄｱﾂｾｲの結果からGT-4､ GT-5はGTl-boxをはじめとする種々のGTﾎﾞｯ

ｸｽ-結合すること､またGT-1とほぼ同-のDNA結合特異性を持つことが明

らかになった｡ BY-2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過的発現系においてGT-4は

GT-1と同程度の転写括性化能を示したが､ GT-5は明瞭な転写活性化を誘導し

なかった｡さらにGT-4､ GT-5とGFPとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質をﾀﾏﾈｷﾞ表皮細胞

に-過的に発硯させた結呆､ GT-1と同じく核局在性を示した｡従って､ GT-4

はGT-1と同じく正の転写制御因子であること､ -方GT-5はGT-1､ GT-4によ

る転写括性化を競合阻害する可能性が示唆された｡以上の結果から､ GT-4､ GT-5

は転写制御因子としての必要条件である､ DNA結合活性､核局在性､転写括

性化(抑制化)能を有することが示された｡

GT-4並びにGT-5のmRNA発現解析から､ GT-4は調査した全ての器官(花､

花芽､菓､茎､根､長角果)において発現する-方GT-1 mRNAの蓄積量は長

角果において､またGT-5 mRNAの蓄積量は花芽においてのみ低いことを見出

した｡さらに､比較したGT-1､ GT-4､ GT-5のなかでGT-4 mRNAのみが暗条

件から明条件に移した芽生えにおいて光応答性発現を示すことを見出した｡以

上の結果からGTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質群が器官特異的な転写制御､また光

に対する初期応答､二次応答など様々なﾚﾍﾞﾙの転写制御に関与する可能性が

示唆された｡



GT-1のDNA結合括性はcaMKIIによるﾘﾝ酸化を介して制御される｡そこ

でGT-4､ GT-5についてもDNA結合括性制御とﾘﾝ酸化との関連について調

査し､ GT-1との比較をおこなった｡その結呆､ caMKIIによるﾘﾝ酸化によっ

てGT-4のDNA結合括性は促進され､反対にGT-5のDNA結合活性は抑制さ

れた｡以上の結果からGT-1､ GT-4とGT-5とは､ caMKIIを介したﾘﾝ酸化に

より相反する方向にDNA結合括性が制御されることが明らかになった｡

it7 V7'voにおけるGTﾎﾞｯｸｽ蘇合ﾀﾝﾊﾟｸ管の件状解析

ﾀﾝﾊﾟｸ質の核輸送の特異性は-般に核移行ｼｸﾞﾅﾙ(NLS)とN⊥sを認識

するImportinαとによって決走される｡光抑制性遺伝子のｼｽ制御因子に結合

する転写制御因子で､ GT-1と相同性を有するGT-2は典型的な2分節型のNLS

を有することが示されているが､ GT-1､ GT-4及びGT-5には既知のNLSと相

同性を有する配列は見出されない｡そこでGT-1を材科に､核局在活性に必要

な領域の同定を試みた｡ GT-1に対する欠失変異､ｱﾗﾆﾝ置換の導入をおこ

ない､ GFP (GreenFluorescentProtein)をﾚﾎﾟ-ﾀ-としてGT-1とGFPの融合

ﾀﾝﾊﾟｸ質の細胞内局在を調べた｡その結果､ trihelix構造のほぼ中央部分の

KMREKなる塩基性ｱﾐﾉ酸に富む領域がGT-1の核局在に必要十分なNLSで

あることを明らかにした｡この新規なNLSはGT-4及びGT-5においても高度

に保存されていることから､ GT-1､ GT-4､ GT-5の核一細胞質輸送は類似した制

御ｼｽﾃﾑ下にあることが予想された｡

-方GTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の結合配列を有する新規遺伝子を見出す

ことを目的に､ TIP (transcription factor immunoprecipitation)法により血yiyoに

おける結合DNA配列の同走を試みた｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ植物体をﾊﾟﾗﾎﾙﾑｱ

ﾙﾃﾞﾋﾄﾞで固走し､核ﾀﾝﾊﾟｸ質を租精製した後､ GT-1 ､ GT-4､ GT-5に対す

る特異抗体を用いた免疫沈降法によりinviyo結合配列を有するｹﾞﾉﾐｯｸDNA

断片を精製した｡これを鋳型にして､ GT-1の結合配列を有するCABl､ CAB2

(chlwophyH M) bindl'ngpTOtel'n)遺伝子ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域をpcRにより増幅し､

精製過程を確認した｡また､ cA別､ CAβ2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-へGT-1､ GT-4､ GT-5

がそれぞれ特異的な結合ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを示すことを検出した｡さらに新規結合

配列の取得を目的に､ TⅣ法により得たｹﾞﾉﾐｯｸDNA断片のうちｱｶﾞﾛ-

ｽﾋﾞ-ｽﾞに固走したGT-1組換えﾀﾝﾊﾟｸ質と結合する断片を選抜し､塩基配

列決走をおこなった｡その結呆GT-1のin yiyo結合配列を有する新規遺伝子と

して､ GER3 (gemn'n-1ikebTOtein3)を同走した｡ GER3は細胞外ﾏﾄﾘｯｸｽ

に蓄積し､発芽やｽﾄﾚｽ応答との関連が示唆されるgeminと相同性を有する｡

以上の結果は新規なin viyo結合配列の探索におけるTIPｱｯｾｲの有効性を示

すと共に､ GT-1の多様な機能を示唆するものである｡
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本論文では高等植物固有のDNA結合ﾄﾞﾒｲﾝをもつ転写因子であるGTﾎﾞｯｸｽ

結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の特徴付けに関する研究を行い､多くの有意義な知見を得ている｡特

に既知の光応答性ｼｽ制御配列(1ight-responsive element; LRE)に結合するGT-1と類似

した結合配列特異性を示す新規なGTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする可能性が

あるGT-4およびGT-5の2種類のcDNAを単離同走し､組換えﾀﾝﾊﾟｸ質を用いてin

vitroにおける結合配列を詳細に検討している｡ GTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質は不安走

で､組換えﾀﾝﾊﾟｸ質の調製も困難であるため､これまでに結合配列に関する知見が

得られているGTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質はGT-1とGT-2の2種類のみであり､本論

文の実験結果は非常に重要な知見である｡さらに､ GT-4とGT-5の性状を検討する目

的で転写括性化と核移行に関する詳細な研究を行い､それらが転写制御因子として機

能することを示している｡特に核移行ｼｸﾞﾅﾙに関する-連の実験で､ GT-1は新規

な核移行ｼｸﾞﾅﾙを持つことを示し､それらはGT-4とGT-5にも共通の配列である

ことを指摘しているが､これは転写制御の-段階として核内輸送が関与する可能性を

考慮すると興味深い知見である｡また､ GT-4とGT-5はﾘﾝ酸化修飾を受けることを

示し､ GT-5はﾘﾝ酸化によりLRE結合括性が低下することを見出しているが､ GT-1

は同様かﾉﾝ酸化によりLRE結合括性が上昇するという知見とあわせて考えると､

GT-1とGT-5によるLRE結合の相互制御が想定される｡今後さらに検証が必要では

あるが､ﾘﾝ酸化による光遺伝子発現制御機構の具体的ﾓﾃﾞﾙとして重安な研究事例

である｡以上の研究は主にin vitroの実験系を用いた転写制御因子の特徴付けである

が､本論文ではﾌﾞn vivoのGTﾎﾞｯｸｽ結合ﾀﾝﾊﾟｸ質群の挙動に関する知見を得るこ

とを目的として､TIP法などの高度な実験系を駆使した興味探い研究を展開している｡

具体的には､ CAB遺伝子ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-への結合状況を調べ､ GT-1が明条件において

結合し､ GT-5が暗条件で結合括性が高まることが示唆される結果を得ている｡これ

は､ invitroでの相互結合の結呆と符合しており､前述のﾓﾃﾞﾙを支持するものである｡

さらに､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅｹﾞﾉﾑ配列から新規なGT-1結合配列を同走することにも成

功している｡

以上のように､本論文は植物固有の転写制御因子の特徴付けに関するもので､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-同は､本論文が博士(ﾊﾞ

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｡


