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【要旨】

菓緑体は､独自の遺伝情報を持っており､代謝経路の多くが局在する植物の独立

栄養性を支える重要な細胞小器官である｡菓線体の遺伝子発現は､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-､

RNAﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ､ﾘﾎﾞｿ-ﾑの構造などから原核生物と類似の機構を有してい

ると考えられているが､その発現機構にはまだ不明の点も多くある｡そこで､本研

究では､菓緑体DNAの相同組換えや形質転換体の取得が比較的容易な緑藻ｸﾗﾐ

ﾄﾞﾓﾅｽを研究材料として用い､特に転写機構に注目して解析を進めた｡

ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ葉緑体の遺伝子発現については､転写後制御が重要な役剖を担っ

ていると考えられており､これまでにmRNAの安走性やﾌﾟﾛｾｯｼﾝｸﾞに関わる

因子について多くの研究がなされている｡ -方､転写開始や転写速度に影響を与え

る因子に関する解析はほとんどなされていない｡唯- RuBisCO大ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを

ｺ-ﾄﾞするrbcL,に関して､転写活性が減少している核ｹﾞﾉﾑ変異体(76-5EN)が取

得され､またrbcL,の構造遺伝子領域が転写括性の維持に必須であるという報告が

ある.本研究では､菓緑体遺伝子の構造遺伝子領域と転写の関係を調べ､特にrbcLJ

の転写に着目して構造遺伝子領域内に存在することが示唆された転写括性化領域の

性格付けを行った｡さらに､構造遺伝子領域に変異を導入した株を用い､転写時の

核様体構造を調べることで､ rbcLの構造遺伝子領域がどのような機構で転写を括

性化しているのかの基本的なﾓﾃﾞﾙを提唱することを試みた｡また本研究では､業

緑体で高転写されているrbcL,の発現機構をより詳細に調べるために､ LbcL/ﾌﾟﾛﾓ

-ﾀ-領域への変異導入により転写括性が減少した変異株の取得､及び大腸菌由来

の1ac系を用いた菓緑体遺伝子の人為的発現制御系の開発を行った｡

まず､ TbcLと同様に他の菓緑体遺伝子においても構造遺伝子領域の-部が十分

な転写に必要であるかを調べた｡ rbcL,､ psbA､ psbD､ ∂申Aの各菓緑体遺伝子の5-

領域及び構造遺伝子領域の-部と､ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子としてβ-glucuronidase遺伝子

(uidA)を連結したｷﾒﾗ遣伝子を用いて､ﾉｻﾞﾝ解析､ｳｪｽﾀﾝ解析､転写括性

及びGUS括性の測走を行った｡その結果､ psbAにおいてもTbcLと同様に構造遺

伝子領域の-部が十分な転写に必要であることが示唆された｡ -方､ psbD及びa申A

においては､構造遺伝子領域の有無による転写-の影響は認められなかった｡

次に､ rbcLJの転写に影響を与える構造遺伝子領域(80 bp)に注目し､この領域の

性格付けとさらなる領域限定を行った｡解析にはuidAまたはgreenfluorescentprotein

遺伝子(g&)をﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子としたｷﾒﾗ遺伝子を用いた｡まず､ 80 bpの方向



を逆にすることによる転写への影響を調べたところ､ 80 bpの方向には依存せず転

写が十分行われた｡また､転写阻害剤であるActinomycin Dを用いて､ 80 bpを含

まないRG(GFP)および80 bpを含むRGF27(GFP)のmRNA半減期を調べた結呆､

RG(GFP)とRGF27(GFP)のmRNA安定性はほぼ同じであった｡これらのことより､

80 bp領域は転写括性の上昇に寄与していると結論づけた｡次に､ 80 bpをTbcL,以

外の菓緑体遺伝子(16S rRNA, a申B)ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流に挿入し転写へ与える影響

を調べた｡その結果16STRNAの転写括性を減少させたのに対し､ ∂申Bの転写括性

を上昇させた｡この両者はﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ﾀｲﾌﾟが異なることから､ rbcL,の構造遺

伝子内に存在する転写に影響を与える領域は､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ﾀｲﾌﾟによって作用が

違うことが示唆された｡この領域をさらに限走するために､変異導入実験を行った

ところ､約40 bpの領城が転写括性の上昇に必須の領域であった｡大腸菌内におい

てはこの40 bp領域の有無､あるいは40 bp領城への変異導入の有無に関わらず転

写には影響がなかったことから､この40bpによる転写への影響は､ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅ

ｽ乗緑体内部での特異的な現象で､葉緑体内の何らかの因子が40 bpに関与して転

写に影響を及ぼしていると推測された｡ｹﾞﾙｼﾌﾄｱﾂｾｲ及び核様体に対するﾇ

ｸﾚｱ-ｾﾞ感受性試験を行うことで構造遺伝子領域により転写が促進される機構に

ついて検討した｡

ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ菓緑体遺伝子において､ rbcLは16STRNAに次ぐ高い転写括性を

持つことが知られている｡高転写の機構を考える上で､菓緑体遺伝子発現における

転写の意味付けをすることは意義深いと考え､以下の実験を行った｡まず､ L･bcL,

のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域に変異を導入することで､転写括性を減少させたときにrbcL,

の発現にどのような影響があるか調べた｡ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ｺｱ配列を2塩基置換した

変異株において転写括性の劇的な減少が認められた｡ -方､蓄積mRNA量および

ﾀﾝﾊﾟｸ質量は､転写括性ほど減少していなかった｡転写活性が減少した数種の変

異株の結果より､転写調節がrbcLの発現にどのような影響を及ぼすのか考察した｡

次に､大腸菌由来の1ac系を用いた菓緑体での人為的遺伝子発現制御系の構築を行

い､ rbcLの発現を人為的に調節することで､菓緑体機能や他の遺伝子発現にどの

ような影響が及ぼされるかを経時的に観察することを目指した｡ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ菓

緑体の16SrRNAﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-に2つの人工ｵﾍﾟﾚ-ﾀ-配列､ rbcLSUTR､ ul'dA､

1acIを導入したｷﾒﾗ遺伝子において､ Lacﾘﾌﾟﾚｯｻ-による転写抑制と､ IPTG

の添加による転写誘導が認められた｡また､ﾀﾝﾊﾟｸ質ﾚﾍﾞﾙでの抑制､誘導も認

められた｡この系において､至適ⅣTG濃度及び至適ⅣTG誘導時間を調べたとこ

ろ､それぞれ5mM､ 12時間であった｡さらに､内性TbcL,の発現を人為的に制御

するための前段階として､ rbcLﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-とuidAを用いたｷﾒﾗ遺伝子にｵﾍﾟ

ﾚ-ﾀ-を挿入して､ rbcLJﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-による遺伝子発現を人為的に制御するこ

とを試みた｡
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論文審査結果の要旨
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植物の菓緑体遺伝子であるrbcLのｺ-ﾄﾞ領域には転写を促進する配列の存在が報

告されているが､その構造と機能は不明である｡本論文ではその詳細を緑藻､ｸﾗﾐ

ﾄﾞﾓﾅｽの菓緑体を用いて検討し､特徴的な構造を明らかにし､この転写促進配列の

応用の可能性について論議している｡

1)菓緑体ｹﾞﾉﾑにｺ-ﾄﾞされている代表的な遺伝子として､ rbcL､ psbA､ psbD､

atpAを選び､それぞれのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-､ 5'UTR､ 5'末端側90bp以下の種々の長さの

ｺ-ﾄﾞ領域を､翻訳はGUSのATGから始まるように､ GUSﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子に連

結し､ｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ菓緑体に導入し､相同組換えにより菓緑体ｹﾞﾉﾑに組み込んだ｡

rbcLおよびpsbAではｺ-ﾄﾞ領域を付加することにより､ mRNA蓄積量が大幅に増

大した｡ mRNAの安定性には変化はなく､ mRNAのﾊﾟﾙｽﾗﾍﾞﾙ実験より､転写速

度が増大した結呆である｡また､ psbDとαtpAではその効果は見られず､遺伝子に

特異的な現象であると結論している｡

2) rbcLのｺ-ﾄﾞ領域81bpを3'側から33bpまで欠失させると､転写促進効果は大

きく減少した｡ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子をLUCに換えても同様の結果が得られた｡また81bp

を逆向きに挿入しても転写促進効果があり､転写開始点から90bp程度下流にずらし

ても効果は維持されたが､ 250bpずらすと効果は消滅した｡ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ﾀｲﾌﾟの異

なるrm16ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-に､この81bpを連結したもの､および大腸菌に導入した場

合は､転写促進効果はなかった｡以上の結果から､ｺ-ﾄﾞ領域81bpの転写促進効果

は､それに対応した特異的なﾀﾝﾊﾟｸ質因子がｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽの-10ﾀｲﾌﾟﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-上の転写開始ﾕﾆﾂﾄと相互作用し､転写活性を上昇させると結論している｡

3)この81bpDNA断片に特異的に結合するﾀﾝﾊﾟｸ質が存在することがｹﾞﾙｼﾌﾄ

ｱｯｾｲで示唆されたo 81bpDNAの中央部を10bp-20bp置換すると転写活性増大効

果が消失すること､この領域に2ｹ所存在するAAAGCA/CGGTG配列が要因ではな

いかと推定している｡

4)菓緑体の-10ﾀｲﾌﾟﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-はｺｱ配列､ TATAATに続き､ ATが保存され

ている｡ rbcLﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-のATを種々の塩基に置換したが､ｺｱ配列の塩基置換に

比べ転写活性-の影響は少なかった｡

5)大腸菌の遺伝子発現誘導系のIacZﾘﾌﾟﾚｯｻ-遺伝子とIacｵﾍﾟﾚ-ﾀ-をGUS

をﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子としてｸﾗﾐﾄﾞﾓﾅｽ菓緑体に導入した｡わc∫の発現によりGUS

の発現は抑制され､ IPTG添加により発現が誘導された｡これは､菓緑体で遺伝子発

現を人為的に制御する系として今後大いに有用である｡



以上のように､本論文は植物の菓緑体における遺伝子発現機構の興味深い-面を明

らかにするとともに､外来遺伝子の高発現をもたらす実用面での価値も高く､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｡


