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【論文内容の要旨】

【研究題目】植物細胞における外来遺伝子の有用発現系の構築

【要旨】

本論文では､高等植物において効率良く外来遺伝子を発現させる技術の確立を目指

し､有用ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の単離とposition effectの抑制について､ﾀﾊﾞｺ培養細胞BY2を宿

主として､解析を行った結果を記載した｡

第1章では,ﾀﾊﾞｺ培養細胞から有用ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の単離について述べた｡ 2種類の

遣伝子(NtlO8:機能未知､ NL4TPD:ATPase6)のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を単離し､ β-ｸﾞﾙｸ

ﾛﾆﾀﾞ-ｾﾞ(GUS)をﾚﾎﾞ-ﾀ-遣伝子としてBY2細胞で解析に行った結果､特に

NtATPDﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-はCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の数倍の安定した転写括性を示した.細

胞増殖停止期に高い転写括性を示すﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-として､ NtADH (alcohol

dehydrogenase)およびNtPES (pectinesterase)遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を取得した｡上と

同様の解析により､両者がCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の数十倍の転写括性を培養後期に発揮

することを示した｡

第2章では､植物への外来遣伝子導入に際し,しばしば観察されるpositioneffectの抑

制を試みた結果を記載した｡ｳﾆ､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおいてｴﾝﾊﾝｻ-機能を遮断

することが知られている､ｳﾆのA(sｲﾝｽﾚ-ﾀ-にCaMV35Scoreﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-/

GUSを連結しﾀﾊﾞｺ培養細胞の染色体に導入した｡ｲﾝｽﾚ-ﾀ-を付加しない対照の

形質転換細胞では独立に選んだ50ｸﾛ-ﾝの約60%はGUS括性極めて低い値であったが､

ｲﾝｽﾚ-ﾀ-を付加したものでは全てが顕著なGUS括性を示した｡ｲﾝｽﾚ-ﾀ-の

挿入位置はﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の5T上流が有効であった｡これはALSｲﾝｽﾚ-ﾀ-が植物の

position effectを抑制する最初の知見であり､貴重な成果である｡

第3章では､第1章に述べたNtADm;a伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-がやはりpositioneffectを抑

制することを述べた.抑制に有効な断片をTATABoxの上流200bpに限定したoこの断片

はｳﾆの細胞でもｴﾝﾊﾝｻ-効果を遮断したが,酵母のｻｲﾚﾝｻ-機能を遮断しな

かった｡この200bp断片は転写括性やｺﾋﾟ-数の増大には無効であること､染色体への

特定の位置に外来遣伝子を導入するものではないこと､からpositioneffectを抑制すろも

のと結論した｡

以上､有用ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-による発現制御およびｲﾝｽﾚ-ﾀ-やNtADHﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-

簡域に同定された機能街域によるposition effectの抑制が､外来遺伝子発現系の構築にお

ける貴重なﾂ-ﾙになることを述べた｡
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【論文蕃査括果の要旨】

遺伝子組換え技術により植物にｽﾄﾚｽ耐性を付与すること､代謝工学により新規代

謝産物を蓄積させることが､植物ﾊﾞｲｵﾃｸﾉﾛｼﾞ-の主たる課題である｡これを実用

化するには解決しなければならない多くの間題点があるが､導入した外来遣伝子を効率

的に安定して発現させる技術も､その-つである｡

本論文では,高等植物において効率良く外来遣伝子を発現させるために､有用ﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-を数種類､単離･評価し､さらに,導入遣伝子の発現を不括性化するpositioneffect

を回避する貴重な成果を述べている｡

1)ﾀﾊﾞｺ培養細胞から対数増殖期に高発現する2種類のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ- (NtlO8:機

台抹知､ NL4TPD : ATPase6)を単離し､特にNtATPDﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-はCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-の数倍の安定した転写括性があることを示した｡

2)ﾀﾊﾞｺ培養細胞の増殖停止期に高い転写括性を示すﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-として､ NtADH

(alcohol dehydrogenase)およびNtPES (pectin esterase)遣伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を取得し

た｡両者がCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の数十倍の転写括性を培養後期に発揮することを示し

ている｡

3) CaMV35S coreﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-/GUSをﾀﾊﾞｺ培養細胞の染色体に導入し､独立に

選んだ50ｸﾛ-ﾝのGUS括性を調べると,約60%はGUS括性が極めて低い値であった｡

ｳﾆ､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおいてｴﾝﾊﾝｻ-機能を遮断することが知られているｳﾆ

のA[sｲﾝｽﾚ-ﾀ-を､このﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の上流に付加すると50ｸﾛ-ﾝ全てが顕著

なGUS括性を示した.ｲﾝｽﾚ-ﾀ-の挿入位置はﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の5-上流が有効であっ

た｡これはA[sｲﾝｽﾚ-ﾀ-が植物のpositioneffectを抑制する最初の例であり､貴重な

成果である｡

4) NL4D〃遣伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-がやはりpositioneffectを抑制することを発見した.

抑制に有効な断片をTATABoxの上流200bpに限定した｡この断片はｳﾆの細胞でもｴﾝ

ﾊﾝｻ-効果を遮断したが,酵母のｻｲﾚﾝｻ-機能を遮断しなかった｡ NtADHの200

bp断片は転写括性やｺﾋﾟ-数の増大には無効であること,染色体への特定の位置に外来

遣伝子を導入するものではないこと､からpositioneffectを抑制するものと結論した.

以上､本論文は,ﾀﾊﾞｺ細胞から取得した有用ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-による発現制御およびｲ

ﾝｽﾚ-ﾀ-やNL4DHﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-街域に同定された機能領域によるposition effectの抑

制が､外来遣伝子発現系の構築における貴重なﾂ-ﾙになることを明らかにした｡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｡


