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題目 ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花序茎頂で高発硯する

ｴﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転移酵素遺伝子の機能解析

要旨
ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花序茎頂の機能を探る目的で､ｽﾃ-ｼﾞ5までの花を含む組織

において発現する遺伝子が､ほぼ-走の割合で含まれるように構築された均-化

cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-から､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花序茎頂に高発現して植物の形態に

直接に探く関っている遺伝子種を網羅的に単離を試みた｡花序由来のcDNA､栄

養生長期由来の均-化cDNAをﾌﾟﾛ-ﾌﾞとしたﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲ

ｾﾞ-ｼｮﾝを行った｡ 2次ｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞで､得られた13のｸﾛ-ﾝについてｼﾛ

ｲﾇﾅｽﾞﾅのﾛｾﾞｯﾄ葉､茎生葉､茎､花､花序の外側(ｽﾃ-ｼﾞ7から12の

花) ､花序の内側(ｽﾃ-ｼﾞ6以前の花と茎頂)の組織由来の仝RNAに対してﾉ

-ｻﾞﾝﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行い､組織特異的発現を確認した｡選抜したｸ

ﾛ-ﾝの塩基配列より相同性検索を行った結果､核酸､ﾀﾝﾊﾟｸ質合成にかかわ

るCTPｼﾝﾀ-ｾﾞや翻訳伸長因子､ﾘﾎﾞｿ-ﾑﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする遺伝子と

相同性を示すｸﾛ-ﾝ､細胞間ｼｸﾞﾅﾙ伝達に関わる遺伝子として､ﾚｾﾌﾟﾀ-

ｷﾅ-ｾﾞと推走されるﾀﾝﾊﾟｸをｺ-ﾄﾞしているERECTA遺伝子と相同性を示す

ｸﾛ-ﾝ､細胞壁の伸長､発達に関わる細胞膜の水ﾁﾔﾝﾈﾙであるｱｸｱﾎﾟﾘ

ﾝ､細胞壁の構造ﾀﾝﾊﾟｸ質であるｸﾞﾘｼﾝﾘｯﾁﾀﾝﾊﾟｸ質､そしてｴﾝﾄﾞ型

ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転移酵素遺伝子､ EXGTと相同性を示すｸﾛ-ﾝなどであった｡

強く発現している遺伝子は茎頂分裂組織の機能や､細胞壁の形成にとても探く関

わっているものであった｡また､報告されている遺伝子と相同性を示さか､仝く

新規なｸﾛ-ﾝが1つ選抜された｡また､同じものを重複して取ることなく効率的

に候補ｸﾛ-ﾝが単離された｡ 13ｸﾛ-ﾝのうち10ｸﾛ-ﾝについてはｼﾛｲﾇ

ﾅｽﾞﾅで報告のある遺伝子と相同性を示し､ 2ｸﾛ-ﾝがｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅでは初め

てのもの､残る1ｸﾛ-ﾝは仝くの新規なものであった｡ 2000年にｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

の仝ｹﾞﾉﾑ配列が解読され､さらにｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのESTの登録配列数は2000年

12月の時点で11万2千5百に達している｡この数は重複したものも含まれている

が､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの給遺伝子のかなりの部分を含む｡それにもかかわらず今回

均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を便用したﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞによっ

てｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅでは報告されていか､遺伝子や未知な遺伝子が単離された｡こ

のことは高発現な遺伝子であっても､まだｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの中には単離されてい

ないものが存在していることを示している｡
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EXGTは細胞壁の主要構成成分である多糖のｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝの切断､繋ぎ換えを

する酵素として近年注目を浴びている酵素である｡花序茎頂部分の細胞は新しい細

胞が次々に生まれているので細胞壁が薄く､固さも丈夫ではない｡これを-次細胞

壁と呼ぶが､この-次細胞壁のｾﾙﾛ-ｽ微繊維間を架橋しているｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ

を切断することによって-次細胞壁の構造が緩み細胞拡大が起こると考えられてい

る｡このｴﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転位酵素遺伝子(EXGT)と相同性を示した候補

ｸﾛ-ﾝの花序茎頂に高発現という特徴と植物の分化､特に植物体の最終的な形態

に深く関わる細胞壁の構築酵素という点に注目し､全長cDNA及びｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝ

の単離と発現部位､発現時期の解析を行った｡この遺伝子は､ ⅩRP (xyloglucan
reratedprotein)の新規なﾒﾝﾊﾞ-であることから､ EXGT-A6遺伝子と命名した｡

EXGTIA6は花序茎頂部分の細胞壁代謝に深く関わるものと予想された｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-からEXGT-A6の全長cDNAを単離した｡

EXGT-A6はN糖付加を受けると予想される部位を有し､ N末端に疎水性ｱﾐﾉ酸に

富むｼｸﾞﾅﾙ配列と予想される部分を持っていた｡また､活性部位と予想される配

列が他のEXGTと異なっていた｡ ⅩRPは活性部位と予想される共通なｱﾐﾉ酸配列

としてDEID(F/Ⅰ)EFLGNを含むが､ EXGT-A6ﾀﾝﾊﾟｸ質は､これに相当する部分は

匹E至DFEFLGNであった｡またEXGT括性検出の報告のあるXRPのﾒﾝﾊﾞ-とのｱﾐ

ﾉ酸配列の相同性は約30%-50%であった｡

EXGT-A6は生殖生長期において花芽茎頂で発現するが､分化の場である茎頂で

細胞の拡大･伸長に関わるこの遺伝子がどのように関わるのか輿昧深い｡そこで､

EXGT-A6の発現様式を時間及び空間的に解析した｡ EXGT-A6の経時的なﾉ-ｻﾞﾝ

分析を行ったところ､ EXGT-A6は栄養生長期は茎頂部にのみ転写産物の蓄積が観

察され､その後生殖生長期に移行すると急激に発現量が増加した｡また､ EXGT_

A6は根及び根端部には転写産物の蓄積が観察されなかった｡

EXGT-A6は花序茎頂部に加えて生殖生長期移行後の急数な細胞拡大による花茎

の伸長にも働く遺伝子であることが新たに明らかとなった｡このことはｳｴｽﾀﾝ

分析によるﾀﾝﾊﾟｸ質の分布においても-致した｡

また､花茎の細胞伸長欠損を示すacl変異株においてEXGT-A∂転写産物の蓄積

は､茎において著しく減少しており､細胞伸長の欠損とEXGT-A6の発現量の低下

に強い相関が見られ､ EXGT-A6が花茎伸長に重要な役割を持つことが予想され

た｡花序茎頂が花芽になる結果として､花茎の伸長が早期に停止してしまうtJl変異

株においても同様の結果が得られた｡また､暗所で生育させたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの黄

化植物体における肱軸の伸長にはEXGT-A6は関与していなかった｡

今までにｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの他のEXGT遺伝子についてその転写産物の蓄積部位の

解析がなされているが､ EXGT-A6の様に細胞分裂､細胞伸長活性の高い部分に特

異的に発現する遺伝子は単離されておらず､花茎における細胞の伸長及び花序茎頂

部における分化､形態形成に密接かつ重要な働きを持つ最初のEXGrごあることが
示唆された｡
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論文審査結果の要旨

申請者氏名兵頭秀貴

本論文では､植物の茎頂における細胞増殖と細胞拡大の理解を目指し､植物の細胞伸

長に重要な機能をもつ細胞壁再編成に関わるｴﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転移酵素の発現解

析を行った｡まず､第1章において､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花序茎頂分裂組織機能を発現遺

伝子から把撞するために､花序茎頂で特異的に発硯している遺伝子種がどのようなもの

であるのかを系統的に調べた｡すなわち､花発生ｽﾃ-ｼﾞ5までの花を含む組織におい

て発現する遺伝子が､ほぼ-走の割合で含まれるように構築されたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花

序茎頂由来均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-から､植物の形態に直接に深く関っている花序茎

頂に高発硯する遺伝子種を､ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞにより同定した｡その

結果､高発硯している遺伝子は茎頂分裂組織の発達や､細胞壁の発達や伸長にとても探

く関わっているものである事が明らかとなり､花序茎頂の機能に直接的に関わる遺伝子

の理解が進んだ｡そして､表題の研究へ発展することになった｡

第2章においては､これらの遺伝子の中で最も花序茎頂特異的で高発硯であった､ｴ

ﾝﾄﾞ型ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝ転位酵素遺伝子(EXGT)と相同性を示した候補ｸﾛ-ﾝの､花

序茎頂に高発現という特徴と植物の分化､特に植物体の最終的な形態に探く関わる細胞

壁の構築酵素という点に注目し､仝長cDNA及びｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝの単離と発硯部位､発

現時期の解析を行った｡この遺伝子は､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのEXGTの新規なﾒﾝﾊﾞ-であ

ることから､ EXGT-A6遺伝子と命名した｡ EXGT-A6の発現様式を時間及び空間的に解

析した所､ EXGT-A6は栄養生長期は茎頂部にのみ転写産物の蓄積が観察され､生殖生長

期に植物が移行すると花序茎頂部と花茎の伸長部に発硯していることが新たに明らかに

なった｡このことはｳｴｽﾀﾝ分析によるﾀﾝﾊﾟｸ質の分布においても-致した｡また､

EXGT-A6は根及び根端部には転写産物の蓄積が観察されなかった｡花茎の細胞伸長欠損

を示す変異珠の解析において,細胞伸長の欠損とEXGTIA6の発現量の低下に強い相関が

見られ､ EXGT-A6が花茎伸長に重要な役割を持つことが予想された｡また､黄化植物体

の解析よりEXGT-A6は細胞分裂を伴わない茎の伸長には関わっていない事が示唆された｡

今までにｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの他のEXGT遺伝子についてその転写産物の蓄積部位の解析

がなされているが､ EXGT-A6の様に細胞分裂､細胞伸長括性の高い部分に特異的に発硯

する遺伝子は単離されておらず､花茎における細胞の伸長及び花序茎頂部における分化､

形態形成に密接かつ重要な働きを持つ最初の報告のEXGrであり､今後の酵素活性の研

究による細胞伸長研究の責献が期待される｡

以上のように､本論文は植物の茎頂における細胞伸長を細胞壁の再編成という観点で

分子ﾚﾍﾞﾙで研究したもので､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｡


