
論文内容の要

申請者氏名田村尚

(背景)植物は固着生括をするがために､様々な環境ｽﾄﾚｽから空間的移動によ

って逃れることができない｡特に塩や乾燥､低温に由来する極度の浸透圧変化は植物

にとって最も厳しいｽﾄﾚｽの1つである｡そのため植物は､浸透圧ｽﾄﾚｽに対し

て素早い対応をとり､自己死を防ぎ､酷環境に順応する高い能力を進化させてきた｡

浸透圧ｽﾄﾚｽに対する自己防御機構は次の3つの素過程に分けられる｡ (1)浸透庄

ｽﾄﾚｽの認識､ (2)情報伝達､ (3)対応｡第1の認識の素過程において､大腸菌の

EnvZや酵母のSLNlなどが浸透庄ｾﾝｻ-として研究されている｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

では二成分系のAtHKlが同走されているが､その植物体内での機能はまだ未知であ

る｡第2の情報伝達の素過程には､ﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞやｱﾌﾞｼｼﾞﾝ酸などが関与し

ており､浸透圧ｽﾄﾚｽ応答遺伝子の発現を誘導することが知られている｡第3の対

応の素過程は最も研究がなされており､様々なoR (osmotic stress-regulated)遺伝子が

単離されている｡また､それら遺伝子を用いて浸透庄耐性を付与する研究もされてい

る｡このように第2､第3の素過程についての研究は比較的多いが､第1の認識につ

いての知見は少ない｡そこで本研究では､認識に関わる遺伝子の単離を目的とした｡

(結呆)蛍光ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾃﾞｲｽﾌﾟﾚｲ(FDD)法によって､野生型ﾀﾊﾞｺ

(Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc)菓で浸透庄ｽﾄﾚｽ初期に応答する遺伝子を単離した｡

いくつかのcDNA断片のうち､ mRNAが10分以内に蓄積を始め3時間後には減少す

る遺伝子断片c7 (NtC7), C15, C20 (NtNAK)について検討した｡三者の発現様式を詳し

く検討した結呆､傷害､ 200mMNaClによる塩ｽﾄﾚｽや500mMﾏﾝﾆﾄ-ﾙによ

る浸透圧ｽﾄﾚｽに対して早期-過的にmRNAを蓄積することが分かった｡NtC7, C15

は病傷害ｽﾄﾚｽ応答遺伝子を誘導するｼﾞﾔｽﾓﾝ酸(50い′MMeJA)やｴﾁﾚﾝ(100

pM ethephon)､浸透庄ｽﾄﾚｽ応答遺伝子を誘導するｱﾌﾞｼｼﾞﾝ酸(100ﾄLM ABA)

では発現が誘導されなかった｡しかし､ NtNAKはｴﾁﾚﾝ､ ABAに応答しmRNAの

蓄積が誘導された｡

本研究ではNtC7についてさらに詳しく調べた｡ cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-より1,210塩基

対で308ｱﾐﾉ酸をｺ-ﾄﾞするNtC7の仝長鎖cDNAを単離した｡予想されるｱﾐﾉ

酸配列より､疎水性ｼｸﾞﾅﾙ配列や膜貫通領域が同走された｡相同性検索より､ﾚｾ

ﾌﾟﾀ-様ｷﾅ-ｾﾞ(receptor-1ikekinase; RLK)のﾚｾﾌﾟﾀ-部位と相同性が見られた｡

NtC7-GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用い､ﾀﾏﾈｷﾞ表皮細胞でのGFP蛍光を指標にNtC7の

細胞内局在を調べたところ､原形質膜上に局在することが示された｡ 〃JC7の生理機

能を調べるために､ CaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-で過剰発現させたﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸ植

物体を作製した｡ 10ﾗｲﾝ以上の形質転換体が得られ､ pcRにより9ﾗｲﾝで導入



遣伝子が確認できた｡ﾉ-ｻﾞﾝ解析により､それらのうち7ﾗｲﾝで恒常的なmRNA

の蓄積が見られたが､ 2ﾗｲﾝでは見られなかった｡ﾗｲﾝ#1のT3種子を用いて､ 220

mMNaClの塩ｽﾄﾚｽ､ 500 mMﾏﾝﾆﾄ-ﾙの浸透圧ｽﾄﾚｽ培地で発芽試験を行

った｡野生型の種子は､それらのｽﾄﾚｽ下で発芽しなかった｡ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸ

種子は､ NaClによる塩ｽﾄﾚｽ下で発芽したものの､黄化や根の伸長阻害が見られ

た｡ -方､ﾏﾝﾆﾄ-ﾙによる浸透庄ｽﾄﾚｽ下ではほぼ正常に発芽した｡ NaClに

よる生育阻害が塩ｽﾄﾚｽあるいは､浸透庄ｽﾄﾚｽのどちらによるか調べるために､

60 mM LiClのｲｵﾝｽﾄﾚｽを与えた｡この濃度のLiClはｲｵﾝ毒性は高いが､浸

透庄ｽﾄﾚｽはほとんどかからない｡その結果､ NaClよりも顕著に黄化､根の伸長

阻害が見られた｡ T｡健仝菓を用いて浸透庄ｽﾄﾚｽ耐性を調べた｡条件検討のために､

野生型の健仝菓を500 mMﾏﾝﾆﾄ-ﾙで処理したところ､ 12時間でほとんど回復

できなかった｡ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸ植物体葉では､ 12時間処理後でも回復した｡これ

らの結果より､､州C7はｲｵﾝ毒性には対応せず､浸透庄変化にのみ対応することが
明らかになった｡

(考察) FDD法を用いて浸透庄ｽﾄﾚｽ初期に関わる遺伝子を単離した｡ NtNAK

はNAKｷﾅ-ｾﾞにに分類され､情報伝達に関わっていると示唆された｡ c15は3'断

片のみで機能は明らかではないが､ 〃JC7と同様な発現様式をしているためｽﾄﾚｽ

初期に重要な役割を呆たしていると示唆された｡ c15やNtC7の発現が傷害ｽﾄﾚｽ

でも誘導されたが､ﾎﾙﾓﾝで誘導されなかった｡このことから､ｽﾄﾚｽｼｸﾞﾅﾙ

のlつに水庄変化があることも示唆された｡ NtC7は予想されるｱﾐﾉ酸配列により

疎水性ｼｸﾞﾅﾙや膜貰通領域を持つことが分かり､ RLKのﾚｾﾌﾟﾀ-部位と相同性が

あった｡これはGFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の結呆からも原形質膜上に局在することが支持

された｡ RLKはﾚｾﾌﾟﾀ-構造の違いからいくつかのｸﾞﾙ-ﾌﾟに分類されるが､ NtC7

はそれらどれにも属さない仝く新規なものであった｡細胞質ｷﾅ-ｾﾞを持たないﾚｾ

ﾌﾟﾀ-は細胞質内のﾀﾝﾊﾟｸ質と相互作用することが予想されており､ NtC7にもそ

のようなﾊﾟ-ﾄﾅ-が存在することが示唆された｡ NtC7は浸透圧ｽﾄﾚｽを認識し､

細胞内にその情報を伝達して耐性を付与する働きをしているのではないだろうか｡そ

の意味で､ NtC7は新規な浸透庄ｾﾝｻ-である可能性が高いと思う｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名田村尚

本研究では,植物の浸透圧ｽﾄﾚｽ応答を分子ﾚﾍﾞﾙで明らかにすることを目的とした｡植

物は環境ｽﾄﾚｽから空間的移動によって逃れることができない｡特に塩や乾燥､低温に由来

する極度の浸透圧変化は植物にとって最も厳しいｽﾄﾚｽの-つである｡そのため植物は､浸

透圧ｽﾄﾚｽに対して順応する高い能力を進化させてきた｡浸透圧ｽﾄﾚｽに対する自己防御

機構は(1)浸透圧ｽﾄﾚｽの認識､ (2)情報伝達､ (3)対応の3段階がある｡本研究では､第

-の認識に関わる遺伝子の単離と解析を課題とした｡実験材料にはﾀﾊﾞｺを選んだ｡

本論文では､まず､蛍光ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾃﾞｨｽﾌﾟﾚｲ法によって､野生型ﾀﾊﾞｺ(Nicotiana

tabacum cv. Xanthi nc)葉で浸透圧ｽﾄﾚｽ初期に応答する遺伝子を単離した(第1章)｡いくつ

かのcDNA断片のうち､mRNAが10分以内に蓄積を始め, 3時間後には減少する遺伝子C7(NtC7),

c15, C20 (NtNAK)を同定した｡次に､ 3者の発現様式を詳しく検討した(第2章).傷害, NaCl

による塩ｽﾄﾚｽやﾏﾝﾆﾄ←ﾙによる浸透圧ｽﾄﾚｽに対して､早期-過的にmRNAを蓄積

.することが示された｡病傷害ｽﾄﾚｽ応答遺伝子を誘導するｼﾞﾔｽﾓﾝ酸やｴﾁﾚﾝ､浸透圧

ｽﾄﾚｽ応答達伝子を誘導するｱﾌﾞｼｼﾞﾝ酸に対してNtC7, C15は応答しないがNtNAKは応答

することが明らかになった｡続いてNtC7についてさらに詳しく調べた(第3章)｡まず､ 308

ｱﾐﾉ酸をｺ-ﾄﾞするNtC7の全長鎖cDNAを単離した｡相同性検索より､ﾚｾﾌﾟﾀｰ様ｷﾅ

-ｾﾞ(receptor-1ike kinase; RLK)のﾚｾﾌﾟﾀｰ部位と相同性が見られたo NtC7の細胞内局在を

調べたところ,原形質膜上に局在することが示されたoさらにNtC7の過剰発現ﾄﾗﾝｽｼﾞｪ

ﾆﾂｸ植物体を作製した｡種子の発芽と生長を調べたところ,野生型では完全に抑制されるﾏ

ﾝﾆﾄ-ﾙに抵抗性を示した｡しかし､ NaClやLiClによるｲｵﾝ毒性には野生型と同様の感

受性があった｡これらの結果から､ NtC7は浸透圧ｽﾄﾚｽを認識し､細胞内にその情報を伝達

する機能を持つことが推測された｡多数の浸透圧ｽﾄﾚｽ応答遺伝子群を活性化し､最終的に

耐性を付与することが推察される｡その意味で､ NtC7は新規な浸透圧ｾﾝｻ-であることが強

･く示唆された｡今後､実用的な悪環境耐性植物の創出が実現できる可能性を開いたことは､本

研究の大きな成呆である｡

以上のように､本論文はこれまで報告例の少ない､植物の浸透圧認知機構ついて多くの新し

い知見を与えるもので､学術上､応用上責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｡


