
別紙1 論文内容の要旨

植物細胞は､多くのﾀﾝﾊﾟｸ質を細胞壁や細胞間隙などに分泌している｡それらのﾀﾝﾊﾟｸ質は､細胞

壁の構築､構造変化､病原体に対する防御やさまざまなｼｸﾞﾅﾙ伝達に関与し､重要な生理機能を担って

いると予想される｡動物細胞では､多くの分泌ﾀﾝ/てｸ質が同定され､それらを対象にﾀﾝﾊﾟｸ質の分泌

機構が盛んに研究されている｡しかし､植物では分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質自体についての情報も少なく､分泌機構

に関する知見も十分ではない｡そこで本研究では､ﾀﾊﾞｺBY2培養細胞を材料に､新規分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質

の単離を行い､同走したﾀﾝﾊﾟｸ質を指標に用いて､分泌機構をN一結合型糖鎖の役割を中心に調べた｡

さらに､小胞体ｽﾄﾚｽの情報伝達に関わると考えられるIRElのﾎﾓﾛｸﾞをｲﾈより単離し､その機能

解析を行った｡

BY2細胞は増殖に伴って大量のﾀﾝﾊﾟｸ質を培養液中に分泌する.二次元電気泳動によって､ 100個以

上の分泌ﾀﾝ/iｸ質を確認した.その多くは塩基性の糖ﾀﾝ/1oｸ質であった.さらに培養液中のﾀﾝ/てｸ

質を陽ｲｵﾝ交換ｶﾗﾑとSDS-PAGEによって精製し､主要な6個について､ N末端あるいは内部のｱﾐ

ﾉ酸配列を決定したoこれらのﾀﾝﾊﾟｸ質のうち2つは､ﾀﾊﾞｺで既知のぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞであった.他

の3つは部分ｱﾐﾉ酸配列の相同性検索により､それぞれｱｽｺﾙﾋﾟﾝ酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ぺﾙｵｷｼﾀﾞ-

ｾﾞ､ β-D-ｸﾞﾙｶﾝｴｷｿﾋﾄﾞﾛﾗ-ｾﾞであることが予想された｡残りの1つについては､部分ｱﾐﾉ酸配

列に基づいて単離したcDNAの配列より､ｺﾑｷﾞで全身獲得抵抗性に関連して誘導されるﾀﾝ/iｸ質のﾎ

ﾓﾛｸﾞではないかと考えられた｡ NtPRp27と名付けたこのﾀﾝﾊﾟｸ質は､病原菌感染の他､傷害やｴﾁﾚ

ﾝ､乾燥などのｽﾄﾚｽ処理に応答してmRNAが蓄積することから､新しい塩基性のPR

(pathogenesis-related)ﾀﾝﾊﾟｸ質であると結論した｡

培養液中のﾀﾝﾊﾟｸ質のほとんどが糖ﾀﾝﾊﾟｸ質であったことから､引き続きBY2培養細胞を用いて

分泌と糖鎖の関連を調べた｡先に同定した特に分泌量の多い糖ﾀﾝ/toｸ質であるﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞを指標

として用い､糖鎖の付加､あるいはﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞの分泌への影響を調べた｡糖鎖合成阻害剤であるﾂﾆｶ

ﾏｲｼﾝによる処理は､細胞外へのﾀﾝﾊﾟｸ質分泌をはぼ完全に阻害した｡それに対して､糖鎖のﾌﾟﾛｾ

ｼﾝｸﾞ阻害剤であるｶｽﾀﾉｽﾍﾟﾙﾐﾝによる処理は分泌への影響は少なく､糖鎖がﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされな

いぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞでも-部細胞外に分泌されることが示された.分泌阻害の原因として､糖鎖の異常が

ﾀﾝ/toｸ質のﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞを妨げることが考えられたため､薬剤処理がBiPをはじめとする小胞体ｼﾔ

ぺﾛﾝ遺伝子の転写に及ぼす影響を調べた｡その結果､ﾂﾆｶﾏｲｼﾝ処理､ｶｽﾀﾉｽﾍﾟﾙﾐﾝ処理共

にBiPを誘導することが示された.このことは､薬剤処理により小胞体ｽﾄﾚｽがかかり､ﾌｵ-ﾙﾃﾞｨ

ﾝｸﾞの異常なﾀﾝﾊﾟｸ質(uI血1ded protein)が小胞体内に蓄積することを示唆している｡

小胞体ｽﾄﾚｽにより､小胞体のｼﾔﾍﾟﾛﾝやﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞ酵素が転写ﾚﾍﾞﾙで誘導されるという

現象はtnR (unfo)d3dprotein response)と呼ばれ､小胞体から核への情報伝達系路を介する､真核生物で広

く保存されたｽﾄﾚｽ応答である｡高等植物におけるUPR情報伝達機構の解析の手がかりとして､酵母

でUPR情報伝達のｼｸﾞﾅﾙ分子として同定されているIRElのﾎﾓﾛｸﾞを探索した｡ Irelpは小胞体膜上

に存在すると考えられる膜貫通型のkinase/RNaseで､転写因子Haclpの産生をmRNAのｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞﾚ

ﾍﾞﾙで制御することで小胞体ｼﾔﾍﾟﾛﾝ遺伝子群の転写ﾚﾍﾞﾙの誘導に関与する｡ Irelpと相同性のある

ﾎﾞﾘﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞをｺ-ﾄﾞするｲﾈESTｸﾛ-ﾝの配列をもとにcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行

い､ｲﾈIRElﾎﾓﾛｸﾞの全長鎖cDNA (Oskel,･Oryzasativa h･el)を単離した｡予想されるｱﾐﾉ酸配列

から､ Oslrelﾀﾝﾊﾟｸ質は､ N末端にｼｸﾞﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ､中央部に膜貫通ﾄﾞﾒｲﾝをもち､ C末端側には

保存されたkinaseﾄﾞﾒｲﾝとRNaseﾄﾞﾒｲﾝが存在することが示された.小胞体内腔に存在し､ unfolded

proteil-のｾﾝｻ-として機能すると考えられているN末端側の領域については酵母との相同性は低かっ

た.また, OshelのmRNAは､ｲﾈ植物体の各組織で低いﾚﾍﾞﾙながら恒常的に発現していたo GFP融

合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いて細胞内局在性を調べたところ､ Oslrelﾀﾝﾊﾟｸ質は核膜･小胞体上に存在すること

が示された. Oslrelの構造､細胞内局在などは酵母Irelpと類似しており､ｲﾈ細胞内でUPRのｼｸﾞﾅﾙ

分子として機能している可能性が示唆された｡



酵母Irelpはｵﾘｺﾞﾏ-化と自己ﾘﾝ酸化により下流へのｼｸﾞﾅﾙ伝達軽路を活性化すると考えられて

いるが､大腸菌でGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として大量発現させたOslrelﾀﾝﾊﾟｸ質も､ )･DV]･(TOで自己ﾘﾝ酸

化能を有していたoさらに､ Oslrelがｲﾈ細胞内でUPR情報伝達に関与するかどうかを調べるため､ -

過的発現系､あるいはOstrelの発現ﾚﾍﾞﾙを変化させた形質転換植物を用いた機能解析を行った｡しかし､

どちらの系によってもOshelがｲﾈ細胞内でWRのｼｸﾞﾅﾙ分子として機能しているという明確な結果
は得られなかった｡

そこで､ Oshelが酵母内で機能的かどうかを検討するため､ 11[el欠損株(A ]･[el)を用いた相補性試験

を行ったo酵母A)'[el細胞は､ UPRの誘導ができず､ﾂﾆｶﾏｲｼﾝを含む培地上では生育が著しく阻

害されるo Oskel全長鎖cDNAをA I'nel細胞に導入し､恒常的に発現させた時は､ A ]･Tel細胞のﾂﾆｶﾏ

ｲｼﾝ耐性は復帰しなかった｡このことから､ OslrelのN末端側かC末端側のどちらか,あるいはその両

ｶが酵母では機能しないことが考えられるo掛こｲﾈと酵母で相同性の低いN末端のｾﾝｻ-部分が共

通に機能するかどうかを調べるため､ OslrelのN末端ﾄﾞﾒｲﾝのみを酵母の相当する領域と置換したｲﾈ

/酵母のｷﾒﾗIRElｺﾝｽﾄﾗｸﾄを作成し､ A]･[el細胞で発現させてその影響をみた.その結果､ｷﾒ

ﾗIRElの発現はA )'Tel細胞のﾂﾆｶﾏｲｼﾝ耐性を復帰させ､ OslrelのN末端ｾﾝｻ-領域は酵母でも

機能することが示されたoこのことから､ Oslrelがｲﾈ細胞内で小胞体内でのunfoldedproteinの蓄積を感

知して活性化され､下流に何らかの情報を伝えるｼｸﾞﾅﾙ分子として機能している可能性が示唆された｡

本研究により､新規のPRﾀﾝﾊﾟｸ質や細胞壁ﾀﾝ′loｸ質を同定するなど､高等植物の分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質

についての新しい知見を得た｡また､高等植物からはじめてIRElﾎﾓﾛｸﾞ遺伝子を単離し､ UPR情報伝

達経路を解明する手がかりを得た｡これらの知見は､高等植物でﾀﾝ/てｸ質分泌機構を解析するためのﾓ
ﾃﾞﾙｼｽﾃﾑの確立や､ UPR情報伝達経路の解析のために役立つと考えられる｡



別紙2

論文審査結果の要旨
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本桝究では､ﾀﾊﾞｺBY2培養細胞を材料に､新規分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質の単離を行い､同定したﾀﾝﾊﾟｸ質

を指標に用いて､分泌機構をN-結合型糖鎖の役割を中心に調べた｡さらに､小胞体ｽﾄﾚｽの情報伝達

に関わると考えられるIRElのﾎﾓﾛｸﾞをｲﾈより単離し､その機能解析を行った｡

BYZ細胞は増殖に伴って大量のﾀﾝﾊﾟｸ質を培養液中に分泌する｡二次元電気泳動によって､ 100個以

上の分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質を確認した｡その多くは塩基性の糖ﾀﾝﾊﾟｸ質であった｡そのうち､主要な6個につ

いて､ N末端あるいは内部のｱﾐﾉ酸配列を決定し､機能を同定した｡その結果､ﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ｱ

ｽｺﾙﾋﾞﾝ酸ｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ β-D-ｸﾞﾙｶﾝｴｷｿﾋﾄﾞﾛﾗ-ｾﾞなどが得られた｡未知の1個は､部分ｱﾐ

ﾉ酸配列に基づいて単離したcDNAの配列より､ｺﾑｷﾞで全身獲得抵抗性に関連して誘導されるﾀﾝﾊﾟｸ

質のﾎﾓﾛｸﾞであった｡ NtPRpZ7と名付けたこのﾀﾝﾊﾟｸ質は､病原菌感染､傷害､ｴﾁﾚﾝ､乾燥など

のｽﾄﾚｽ処理に応答してmRNAが蓄積することから､新しい塩基性のPR (pathogenesis-related)ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質であると結論した｡

培養液中のﾀﾝﾊﾟｸ質のほとんどが糖ﾀﾝﾊﾟｸ質であったことから､引き続きBY2培養細胞を用いて

分泌と糖鎖の関連を調べた｡ぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞを指標として用い､糖鎖の付加､あるいはﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞの

分泌への影響を調べた｡糖鎖合成阻害剤であるﾂﾆｶﾏｲｼﾝによる処理は､細胞外へのﾀﾝﾊﾟｸ質分泌

をほぼ完全に阻害した｡それに対して､糖鎖のﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ阻害剤であるｶｽﾀﾉｽぺﾙﾐﾝによる処理

は分泌への影響は少なく､糖鎖がﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされないﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞでも-部細胞外に分泌されるこ

とが示された｡このことは､薬剤処理により小胞体ｽﾄﾚｽがかかり､ﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞの異常なﾀﾝﾊﾟ

ｸ質(unfolded protein)が小胞体内に蓄積することを示唆したo

小胞体ｽﾄﾚｽにより､小胞体のｼﾔﾍﾟﾛﾝやﾌｵ-ﾙﾃﾞｨﾝｸﾞ酵素が転写ﾚﾍﾞﾙで誘導されるという

現象はUPR (unfol(bd protein response)と呼ばれる.そこで､酵母でUPR情報伝達のｼｸﾞﾅﾙ分子として

同定されているIRElのﾎﾓﾛｸﾞを探索した｡ Irelpと相同性のあるﾎﾟﾘﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞをｺ-ﾄﾞするｲﾈESTｸ

ﾛ-ﾝの配列をもとにcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行い､ｲﾈIRElﾎﾓﾛｸﾞの全長鎖d)NA

(OsLTel,･Oryzasativa lrel)を単離したo GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を用いて細胞内局在性を調べたところ,

Oslrelﾀﾝﾊﾟｸ質は核膜･小胞体上に存在することが示された｡ Oslrelの構造､細胞内局在などは酵母

trelpと類似しており､ｲﾈ細胞内でUPRのｼｸﾞﾅﾙ分子として機能している可能性が示唆された｡その

ことを検討するため､酵母の)'rel欠損株(△L'rel)を用いた相補性試験を行った.酵母A J'Tel細胞は､

UPRの誘導ができず､ﾂﾆｶﾏｲｼﾝを含む培地上では生育が著しく阻害される. OsLTel全長鎖cDNAを

A ]'Tel細胞に導入し,恒常的に発現させた時は､ △ L'Tel細胞のﾂﾆｶﾏｲｼﾝ耐性は復帰しなかった.し

かし､ OslrelのN末端ﾄﾞﾒｲﾝのみを酵母の相当する領域と置換したｲﾈ/酵母のｷﾒﾗIRElは△ 1'(el細

胞のﾂﾆｶﾏｲｼﾝ耐性を復帰させたoこのことから､ Oslrelがｲﾈ細胞内で小胞体内でのunfold:d

proteillの蓄積を感知して活性化され､下流に何らかの情報を伝えるｼｸﾞﾅﾙ分子として機能している可能

性が示唆された｡

本研究では､新規のPRﾀﾝﾊﾟｸ質や細胞壁ﾀﾝ/iｸ質を同定するなど､高等植物の分泌ﾀﾝ/1oｸ質に

ついての新しい知見を得るとともに､高等植物からはじめてIRElﾎﾓﾛｸﾞ遺伝子を単離し､ UPR情報伝

達経路を解明する手がかりを得た｡今後､高等植物でﾀﾝ/1oｸ質分泌機構を解析するために､これらの結

果は貴重な指針を与えるであろう｡


