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論文内容の要旨

植物は外界の様々な刺激に応答し､環境の変化に適応するが､その分子生物学的なﾒ

ｶﾆｽﾞﾑには不明な点が多い｡しかし､ﾀﾝﾊﾟｸ質のﾘﾝ酸化が様々な外的､内的なｼ

ｸﾞﾅﾙ伝達系に重要な働きをすることが知られている｡ｺﾑｷﾞのｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝﾌﾟﾛ

ﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞであるWPK4は光､栄養飢餓､ｻｲﾄｶｲﾆﾝなどの刺激によりmRNA

が蓄積し､その蓄積は抗ｻｲﾄｶｲﾆﾝ存在下で阻害されることが明らかにされた｡し

たがって､光､栄養の情報はｻｲﾄｶｲﾆﾝを介して伝達されていると考えられた｡相

同性検索の結果､ wpK4は出芽酵母での炭素代謝系の調節因子であるSNFI (旦uCrOSe野n

fermenting l)とｱﾐﾉ酸配列で230/.の相同性がある｡よって､ WPK4遺伝子翻訳産物は炭

素代謝に探く関わっている可能性が考えられた｡

これまで様々な植物から20以上のSNFl関連遺伝子が単離され､ 3つのｻﾌﾞﾌｱﾐﾘ-

に分類されている(旦些F-1工elatedprotein生inase:SnRKl, 2, 3)｡ WPK4はｻﾌﾞﾌｱﾐﾘ- 3

に属する｡出芽酵母､ﾋﾄにおいてはsNFl関連遺伝子はそれぞれ1種類しか報告され

ていないが､植物ではl種当たりのｹﾞﾉﾑ中に1 0種類以上存在し､ 3つのｻﾌﾞﾌｱﾐ

ﾘ-を構成する｡これらのｻﾌﾞﾌｱﾐﾘ-は異なる機能を分担していると考えられる｡

SnRKlは酵母snfI変異体を相補し､ sNFl複合体と同様の調節因子と複合体を形成するこ

とから､ sNFlｷﾅ-ｾﾞのorthologと考えられている｡ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸ植物を用いた

解析から､糖誘導性のsucrose synthase(Susy)の遺伝子発硯を昂進することが明らかになっ

た｡このことから､ snRKlは糖ｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞにおける遺伝子発現制御に関与していると

考えられている｡しかし､ snRK2､ 3の役割については不明である｡

本研究では,初めにｺﾑｷﾞの個体を用いて､栄養の変化によるwpK4のmRNA量の経

時変化を詳しく解析した｡土壌で育てた成熟個体におけるwpK4の組織特異性を解析し

たところ､葉､茎など主に光合成を行なう組織でmRNAが蓄積していた｡根では殆ど蓄

積は確認出来なかった｡ wpK4のmRNAはｼｮ糖および無機塩飢餓により蓄積し､逆に､

ｼｮ糖および無機塩漆加により減少した｡糖の種類による応答特異性はｼｮ糖にのみ見

られ､ｸﾞﾙｺ-ｽあるいはｶﾞﾗｸﾄ-ｽには応答しなかった｡水耕栽培した培地の無機

塩膿度により､ｻｲﾄｶｲﾆﾝに対する応答性が反比例的に変化した｡栄養とｻｲﾄｶ

ｲﾆﾝとの関係を解析したところ､栄養漆加とｻｲﾄｶｲﾆﾝ添加の情報は括抗的に作

用し､その優位性は､相互の量に依存していることが示唆された｡

WPK4遺伝子翻訳産物をGSTとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として調製し､自己ﾘﾝ酸化能を調

べた｡その結果､ Mg2+ｲｵﾝに依存した自己ﾘﾝ酸化能を持ち､そのﾘﾝ酸化部位は非

触媒領域のC末端であることが分かった｡これまでに､ SnRKlあるいはｶﾙｼｳﾑ依存

的ｷﾅ-ｾﾞ(cDPK)が3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase (HMGR)のC末端領

域及びNitrate reductase(NR)ﾋﾝｼﾞ1領域のｾﾘﾝ残基をﾘﾝ酸化することが報告されて

いる｡ wpK4についてもこれらの領域のｱﾐﾉ酸を基質としてﾘﾝ酸化反応を調べた結

呆､これらのﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞをﾘﾝ酸化した｡ wpK4とsnRKlのｷﾅ-ｾﾞﾄﾞﾒｲﾝ間では約

50%の相同性が認められることから､少なくとも]'ny)'troでは似たような基質特異性を示



すことが考えられる｡これまでに､ SnRKlは酵母snfl変異体相補し､ﾓﾛｺｼのSnRK3

ﾎﾓﾛｸﾞ(SNFLI)Cま相補しないことが報告されている｡ wpK4についても相補性試験を

行ったところ､仝長では相補しなかったが､ c末端の非触媒領域を欠いたｷﾅ-ｾﾞ領域

だけの変異体で相補した｡このことから､ wpK4のC末端領域はｷﾅ-ｾﾞ領域に負の作

用を及ぼす事が示唆された｡

WPK4の生体内での役割を明らかにするために､ WPK4と相互作用する因子をyeast

two-hybrid法によって単離した｡異なる2つのｱｲｿﾌｵ-ﾑの14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質が単離

され､これらをTaWIN LTn't]'cum9eSt]'vum_WPK4阜pteracting factor)1 ､ TaWIN2と命名した｡

TaWINlはｲﾈより単離されたGF14d(単子葉型)と高い相同性を示し､ TaWIN2はw型と

相同性が認められた｡共にC末端側にEFﾊﾝﾄﾞに似たﾓﾁ-ﾌがl箇所存在し､ ca2+ｲｵ

ﾝの関与が示唆された｡ TaWINl､ TaWIN2共に､ WPK4のC末端の2筒所の領域

(RPApSLN,RFIpSGEPM: pSはﾘﾝ酸化ｾﾘﾝ)を介して､ l分子のWPK4に対してﾀﾞｲﾏ-

のTaWINlあるいはTaWIN2がwpK4のｷﾅ-ｾﾞ活性依存的に結合することが明らかになっ

た｡これらの2つの配列中のｾﾘﾝ残基は､ )'nvL'tTOで自己ﾘﾝ酸化されることがわかっ

た｡

-般的に､ｷﾅ-ｾﾞ領域中のいわゆるｱｸﾃｲﾍﾞ-ｼｮﾝﾙ-ﾌﾟに保存されているｽ

ﾚｵﾆﾝ残基のﾘﾝ酸化がｷﾅ-ｾﾞ活性に影響を与えることが知られている｡ WPK4に

おいても､ｽﾚｵﾆﾝ残基をｱﾗﾆﾝ(T204A)あるいはｸﾞﾙﾀﾐﾝ酸(T204E)に置換した

変異体を作成し､これらとTaWINlあるいはTaWIN2との結合能に影響を及ぼすかを調べ

た｡その結果､野生型と比べ､ T204Aで結合能が75%､ T204Eで116%となった｡このこ

とは､ wpK4においても､ｱｸﾃｲﾍﾞ-ｼｮﾝﾙ-ﾌﾟ中のｽﾚｵﾆﾝ残基のﾘﾝ酸化が

ｷﾅ-ｾﾞ括性に影響を及ぼすことを示唆する｡またTaWINlのK60､ R67､ L185､ V189､

L233のｱﾐﾉ酸がwpK4との結合に重要であることが明らかとなった｡ ]'nv]'troにおいて､

これらの異なるｱｲｿﾌｵ-ﾑの14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質がﾎﾓ､ﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-を形成した｡

TaWINlのmRNAはどの組織においても蓄積しており､ wpK4のmRNAが蓄積する条件下

でもその蓄積量は変化なかったことから､転写ﾚﾍﾞﾙでは制御されていないことが分かっ

た｡

以上のことから､ snRK3に属するWPK4がsnRKlと近い基質特異性を示したこと､そ

して14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質という新規な因子と相互作用することを明らかにした｡これまで

に14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質と結合するｷﾅ-ｾﾞが報告されているが､自己ﾘﾝ酸化依存的に結

合するのはwpK4だけである｡ wpK4の基質となったNRは14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質と結合して

不括性化されることが報告されている｡ TaWINlあるいはTaWIN2がwpK4によりﾘﾝ酸

化されたNRと結合する可能性もあり興味探い｡これらの知見から､ snRK3に属する

wpK4は代謝酵素群を直接ﾘﾝ酸化して活性調節を行うことが示唆された｡
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論文審査結果の要
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植物は外界の様々な刺激に応答し､環境の変化に適応する｡その情報伝達系ではﾀﾝﾊﾟｸ質のﾘﾝ酸

化が中心的な働きをする｡栄養代謝に係わるﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞとしては､出芽酵母での炭素代謝系の調

節因子であるSNFIﾌｱﾐﾘ-に属するｸﾞﾙ-ﾌﾟが知られている｡植物のSNFl関連遺伝子は3つのｻﾌﾞﾌｱ

ﾐﾘ-に分類され(snRKl,SnRK2,SnRK3)､それぞれ､異なる機能を分担するらしい｡ SnRKlは糖ｼｸﾞ

ﾅﾘﾝｸﾞにおける遺伝子発硯制御に関与する｡しかし､ snRK2､ SnRK3の役割については不明である｡

ｺﾑｷﾞのｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝﾌﾟﾛﾃｲﾝｷﾅ-ｾﾞであるwpK4はsnRK3に属し､光､栄養飢餓､ｻｲ

ﾄｶｲﾆﾝなどの刺激によりmRNAが蓄積する｡その蓄積は抗ｻｲﾄｶｲﾆﾝ存在下で阻害される｡した

がって､光､栄養の情報はｻｲﾄｶｲﾆﾝを介して伝達されていると考えられた｡本研究では､ snRK3の

機能を解析するために､ WPK4をﾓﾃﾞﾙ系とし,ｺﾑｷﾞの個体を用いて､栄養応答をさらに詳しく解析

した｡ wpK4のmRNAはｼｮ糖および無機塩飢餓により蓄積し,逆に､ｼｮ糖および無機塩添加により減

少した｡栄養とｻｲﾄｶｲﾆﾝとの関係を解析したところ､栄養涼加とｻｲﾄｶｲﾆﾝ漆加の情報は括抗

的に作用し､その優位性は､相互の量に依存した｡ｻｲﾄｶｲﾆﾝによるWPK4の活性化は糖合成を促

進し､生じた糖はﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ的にWPK4を抑制することが示唆された｡

wpK4ﾀﾝﾊﾟｸ質はMg2+ｲｵﾝに依存した自己ﾘﾝ酸化能を持ち,そのﾘﾝ酸化部位は非触媒領域のC

末端であることが分かった｡さらに､外来基質として31Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductELSe

(HMGR)のC末端領域､およびNitratereductase(NR)ﾋﾝｼﾞ1領域のｾﾘﾝ残基をﾘﾝ酸化した｡これらの結

果はwpK4が栄養代謝系の酵素類をﾘﾝ酸化し､括性調節することを示唆する｡これを直接､証明するた

めに､酵母snf]変異体の相補ﾃｽﾄを行った｡ wpK4仝長では相補しなかったが､ c末端の非触媒領域を

欠いたｷﾅ-ｾﾞ領域だけでは相補した｡このことから､ wpK4のC末端領域はｷﾅ-ｾﾞ領域に負の作用を

及ぼす事が示めされた｡

さらに､ WPK4と相互作用する因子をyeasttwo-hybrid法によって単離した｡異なる2つのｱｲｿﾌｵ-ﾑ

の1413-3ﾀﾝﾊﾟｸ質が単離され､これらをTaWINlおよびTaWIN2と命名した｡ 1分子のWPK4に対してﾀﾞｲ

ﾏ-のTaWINlあるいはTaWIN2がwpK4のｷﾅ-ｾﾞ括性依存的に結合することが明らかになった｡さらに

両者の相互作用を詳しく検討したところ, WPK4の388と418のｾﾘﾝ残基のﾘﾝ酸化が必要であることが

示された｡またTaWINlのK60､ R67､ L185､ V189､ L233のｱﾐﾉ酸がwpK4との結合に重要であることも

明らかとなった｡ TaWIN]のmRNAはどの組織においても蓄積しており､ wpK4のmRNAが蓄積する条件下

でもその蓄積量は変化なかったことから､転写ﾚﾍﾞﾙでは制御されていないことが分かった｡これらの実

験から､ snRK3に属するWPK4が14-3-3ﾀﾝﾊﾟｸ質という新規な因子と相互作用すること､その複合体は

代謝酵素群を直接ﾘﾝ酸化して括性調節を行うことが示唆された｡

以上のように､本論文は栄養代謝に係わる情報伝達系の作用機構の本質に迫るもので,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｡


