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【論文内容の要旨】

【研究題目】西洋ﾜｻﾋﾟのぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ遣伝子における傷害誘導発現の分子機構

【要旨】

本論文は西洋ﾜｻﾋﾟのぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ遣伝子､ pTXC2が傷害により発現が誘導され

る機構をﾀﾊﾞｺを材料に,分子ﾚﾍﾞﾙで解析したものである｡

第1章では植物が物理的傷害を受けると-群の遺伝子の発現が誘導される現象の解明

の現状を､傷害信号の伝達経路､信号を受けて遺伝子の転写が起こる機構､傷害で発現

誘導が起こる植物のぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ遣伝子についてﾚﾋﾟｭ-し､本研究の背景を説明

した｡

第2章ではp[xC2遺伝子の5■上流に傷害に応答して転写を誘導する領域を翻訳開始点

の上流, -177--134bpの43bpに限定した｡手法はまず､種々の5-上流断片をﾚﾎﾟ-ﾀ-

遣伝子である, β-ｸﾞﾙｸﾛﾆﾀﾞ-ｾﾞ(GUS)遣伝子に連結し､ﾀﾊﾞｺに導入して得ら

れた､形質転換ﾀﾊﾞｺの葉に傷害を与えた後のGUS転写物とGUS括性の測定により行っ

た｡この43bp内には既知の傷害応答のｼｽ配列､ PALboxに類似の配列(POP)が存

在した｡ POPに欠失あるいは変異を与えると､形質転換ﾀﾊﾞｺにおける傷害応答が消失

した｡さらにPOPには傷害を受けたﾀﾊﾞｺの葉の核ﾀﾝﾊﾟｸ質が特異的に結合するこ

とをｹﾞﾙｼﾌﾄ解析で示した｡

第3章では､まずPOPに結合するﾀﾝ^oｸ質のcDNAのｻｳｽｳｴｽﾀﾝ法による

単離を述べた. 106のﾀﾊﾞｺCDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-よりﾎﾞｼﾞﾃｲﾌﾞｸﾛ-ﾝを1個得た｡

これはNtL血1と名付けた200ｱﾐﾉ酸残基より成るﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする｡ NtLhll

はuMﾄﾞﾒｲﾝと呼ばれるZnﾌｲﾝｶﾞ-構造を2個有し､ C末端側に酸性に富むﾄﾞﾒ

ｲﾝを持つ. NtL血1はﾀﾊﾞｺにおいて構成的に発現すること､およびGFP融合ﾀﾝﾊﾟ

ｸを用いた解析により､核に局在することを示した. NtL血1全長および2個のLIMﾄﾞ

ﾒｲﾝをそれぞれｺ-ﾄﾞするDNA街域をGST融合ﾀﾝ/toｸ質として大腸菌で発現させ､

それぞれの精製ﾀﾝ/toｸ質を得た.これらはいずれもPOPと特異的に結合することを

示した｡またC末端側の酸性嶺域は転写括性化能を有することを､ﾀﾊﾞｺﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽ

ﾄでのﾚﾎﾟ-ﾀ-遣伝子の-過性発現で示したo pLXC2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-/GUS融合遺伝子

を持つﾀﾊﾞｺにNtLi血1のｱﾝﾁｾﾝｽDNAを導入すると, GUSの傷害発現誘導が消

失したことから､ NtLlm1ﾀﾝﾊﾟｸ質はit"1'voにおいても傷害誘導の転写因子として機

能すると結論した｡

以上は植物遣伝子の傷害による発現誘導の機構に新たな知見を加える価値ある成果で

ある｡
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論文審査結果の要旨

移動できない植物は物理的傷害も含め,環境からのｽﾄﾚｽに対応する巧妙な防御系

を備えており､その機構の解明は植物の基礎および応用研究に重要である｡本論文は西

洋ﾜｻﾋﾟに多く存在するぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ遣伝子の中で､傷害により発現誘導が起こる

pI:XC2遺伝子を対象に､その誘導機構に関わるｼｽ配列と転写因子をﾓﾃﾞﾙ植物のﾀﾊﾞ

ｺを材料に解析したもので､以下の明瞭な結果を得ており,優れた成果を収めている｡

1) pI:XC2遺伝子の5'上流領域の種々欠失断片をβ-ｸﾞﾙｸﾛﾆﾀﾞ-ｾﾞ(GUS)遣伝子

に連結し､ﾀﾊﾞｺ植物体に導入後,傷害に応答してGUS遣伝子の転写および翻訳を解

析することにより,翻訳開始点の上流､ -177--134bpの43bpに重要なｼｽ配列がある

と限定している｡

2)この43bp内には既知の傷害応答のｼｽ配列､ PALboxに類似の配列(POP)が存

在し､ POPには傷害を受けたﾀﾊﾞｺの葉の核に存在するﾀﾝﾊﾟｸ質が結合すること､そ

の結合は過剰のPOP添加により消滅するが､塩基置換した変異POPでは消滅せず､結

合が配列特異的であることをｹﾞﾙｼﾌﾄ解析により証明している｡

3) POPに結合するﾀﾝﾊﾟｸ質のcDNAを106のﾀﾊﾞｺCDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-より-つ単

離し､ NtL血1と名付けたo NLLh21は200ｱﾐﾉ酸残基より成るﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞし､

ﾀﾝﾊﾟｸ質/ﾀﾝﾊﾟｸ質およびDNjVﾀﾝﾊﾟｸ質の会合に寄与するLIMﾄﾞﾒｲﾝと呼ばれ

るZnﾌｲﾝｶﾞ-構造を2個､転写括性化に寄与する酸性簡域を持つことを示している｡

4) NtLl'mlは核に局在することをGFP融合ﾀﾝ^oｸのGFPの蛍光から明らかにしてい

る｡ NtLl'ml全長および2個のuMﾄﾞﾒｲﾝを単独にｺ-ﾄﾞするDNAを大腸菌で発現さ

せ､それぞれの精製ﾀﾝ^oｸ質を得た.この組換えﾀﾝﾊﾟｸ質はいずれもPOPと特異

的に結合することを血Ⅴ血)実験で示している｡

5) NtLh771のｱﾝﾁｾﾝｽDNAを､ p(xC2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-/GUS融合遣伝子を持つﾀﾊﾞ

ｺ植物体に導入し､葉に傷害を与えると､対照の葉とは異なり､ GUS遣伝子の発現が

誘導されないことから,血vl'voにおいてもNtLh11が傷害に応答して遣伝子発現を誘導

することを示している｡

6) C末端側の酸性額域は転写括性化能を有することを､ﾀﾊﾞｺﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄでのﾚ

ﾎﾟ-ﾀ-遣伝子の-過性発現で示しているo

以上､本論文はp(xC2遣伝子の傷害による誘導発現に必要なｼｽ配列,それに結合す

る転写因子の同定と機能解析を示しており､植物遣伝子の環境ｽﾄﾚｽ応答機構の-部

を明確にし､植物生理学､植物分子生物学の発展に顕著な頁献がある｡よって審査委員

-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)学位論文として価値あるものと認めた｡


