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論文内容の要旨

植物は移動できないため､さまざまな環境ｽﾄﾚｽに対して常に受け身であり､素早い対応をしなけれ

ばならない｡なかでも､昆虫や動物による食害や暴風雨などの物理的作用によって起きる傷害は大きなｽ

ﾄﾚｽであり､放置すれば病原菌感染や壊死の広がりにより個体の死にもつながる｡このため､植物は傷

害に対する防御機構を発達させてきた｡傷害応答は､細胞･組織･器官の修復･再生､傷害のｼｸﾞﾅﾙ伝

達､感染･食害に対する予防など､さまざまな遺伝子が関与する複雑な系である｡特に､被害を確実に認

識し､ -刻も早くその情報を仝身に伝達することが重要である｡傷害ｼｸﾞﾅﾙはｼﾞﾔｽﾓﾝ酸合成を通じ

て､ﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞｲﾝﾋﾋﾞﾀ-(PI)などの防御遺伝子の発硯を誘導することがこれまでに明らかになって

いる｡しかし､ｼﾞﾔｽﾓﾝ酸合成に至る伝達経路の初期過程で働くﾀﾝﾊﾟｸ質や仝身性ｼｸﾞﾅﾙなどはほ

とんど分かっていない｡本研究では､仝体としてこの傷害応答の初期過程で起きる現象を分子ﾚﾍﾞﾙで明

らかにすることを目的とした｡

本研究の前半では､傷害応答の初期過程で発硯が制御される遺伝子の単離を試みた｡そのために､まず､

蛍光ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾃﾞｲｽﾌﾟﾚｲ法による傷害応答遺伝子のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ･ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ系を確立

した｡次に､合計64回の独立したpcRによる傷害応答遺伝子の探索により､ 8種類の傷害応答遺伝子の

cDNA断片を得た｡このうちｸﾛ-ﾝA7に対応する転写産物は傷処理により数分以内に蓄積し始め､ 30分

後に極大となる-過的な蓄積ﾊﾟﾀ-ﾝを示した｡ｸﾛ-ﾝA8､ C14､ C20に対応する転写産物は傷処理後3

時間から12時間の間に蓄積し始めた｡これらはいずれも防御関連の遺伝子をｺ-ﾄﾞしていた｡ pI遺伝子は

傷処理後24時間から発硯した｡これらの傷害応答遺伝子は分･時間･日ﾚﾍﾞﾙでの段階的な制御を受けて

いることがﾉｻﾞﾝ解析によって明らかになった｡

このｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞによって､ｸﾛ-ﾝA7以外にも分ﾚﾍﾞﾙで傷害に応答する複数の遺伝子の存在が

確認されたことから,本研究の後半ではこれらの遺伝子の単離を行った｡その結果､すでに単離したｸﾛ-

ﾝA7以外に､ｸﾛ-ﾝCIO､ C15､ 6-1を得た｡ｸﾛ-ﾝA7とclOは､ 5--RACE法によって仝長cDNAを得た｡

A7遺伝子産物は513ｱﾐﾉ酸からなるﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､ c末端側にﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-ﾄﾞﾒｲ

ﾝを持っていた｡驚くべきことに､仝ｱﾐﾉ酸のうち70%以上が､ﾘｼﾞﾝ(K)､ｸﾞﾙﾀﾐﾝ酸(E)､ｱｽﾊﾟ

ﾗｷﾞﾝ酸(D)から構成されていた｡このことから､この遺伝子をkedと名付けた｡相同性を示す遺伝子は報

告されておらず､そのｱﾐﾉ酸組成より,ﾃﾞﾋﾄﾞﾘﾝ様の機能を持つのではないかと推定した｡ 6-1は､

ﾘﾝ酸処理で誘導されるﾀﾊﾞｺのph]'-]と同-であることが分かった｡

c)o遺伝子産物は356ｱﾐﾉ酸からなるﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､ﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-ﾄﾞﾒｲﾝとｼﾞ

ﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝをもつことから､この遺伝子をwjzz(竺Ound-inducedleu-zipper革inc-finger)と名付け

た｡ｱﾐﾉ酸配列の相同性検索の結果より､ｵ-ﾄﾑｷﾞのABF2やﾊﾟｾﾘのWRKY3などのよく保存された

領域を持つ蛋自質群に属することが示された｡そのｱﾐﾉ酸配列中にはwRKYを含む約60残基が保存され

ており､この部分がc2-H2型のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝとなり転写因子として働くことが推走されてい

る｡従ってWIZZも転写因子であると考えられた｡ GFPとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質をﾀﾏﾈｷﾞの表皮細胞で-過

的に発硯させると､融合ﾀﾝﾊﾟｸ質は核に局在した｡ｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲによって､ WIZZはほとんどの

WRKYﾌｱﾐﾘ-が結合するDNA配列のTTGAC(C/r)を認識し結合した｡この結合はｷﾚ-ﾄ剤の涼加に

よって阻害された｡一-過的発硯実験によって､ WIZZはﾀﾊﾞｺBY-2細胞内では転写括性化能を示さなかっ

た｡しかし､この認識配列は多くの防御関連遺伝子の転写制御に関っていることから､ wIZZは傷害応答

遺伝子の転写を制御していることが示唆された｡

kedとw)'zzの転写産物は健仝な葉ではみられず､傷害により数分以内に蓄積し始めることから､転写ﾚﾍﾞ

ﾙでの制御が示唆される｡そこで､両遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子としてﾎﾀﾙﾙｼ

ﾌｪﾗ-ｾﾞ遺伝子をつなげたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを作製し､ﾀﾊﾞｺの葉で-過的に発硯させた｡約o.7kbのkedﾌﾟﾛ

ﾓ-ﾀ-を導人した場合､ﾚﾎﾟ-ﾀ-括性が仝く認められなかったことより､約o.7kbの領域では転写に



必要な部分を欠いていることが示唆された｡ -方､約l.5kbのwjzzﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を導入した場合､導人後3

時間から6時間にかけてﾚﾎﾟ-ﾀ-括性は-過的に上昇した｡次に､約1.5kbから約o.2kbまで5-末端側から

wjzzﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の長さを変えた場合､導人後5時間目のﾚﾎﾟ-ﾀ-括性は､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-が短くなるに

つれ低下した｡このことから､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-上に分散するｴﾚﾒﾝﾄが協調的に働いていることが示唆さ

れた｡

kedとwjzzの転写にかかわるｼｸﾞﾅﾙ伝達経路を明らかにするために､ﾀﾊﾞｺ葉の傷害時にさまざまな阻

害剤や作動薬で前処理し､その影響を調べた｡また､ ph)'-1twJ'pkの転写も同時に調べ､非常に早く-過的

に発硯する道伝子群がすべて同様の制御を受けているのかどうかを調べた｡ kdとw)'zzの転写産物は､多く

の傷害応答遺伝子の発硯を誘導するﾒﾁﾙｼﾞﾔｽﾓﾝ酸､ﾘﾉﾚﾝ酸､ｱﾌﾞｼｼﾞﾝ酸で処理しても蓄積し

なかった｡ kdとw)'zzの傷害による転写産物の蓄積は､ｼｸﾛﾍｷｼﾐﾄﾞ前処理では打ち消されなかったこ

とから､新規の蛋自質の合成を必要としないと考えられた｡さらに､ｼｸﾛﾍｷｼﾐﾄﾞ処理のみで､これ

ら4種類の遺伝子すべての発硯が誘導された｡傷害によるw)'zz転写産物の蓄積は､ｽﾀｳﾛｽﾎﾟﾘﾝ前処

理では打ち消され,ｵｶﾀﾞ酸前処理で持続した｡ｵｶﾀﾞ酸前処理による持続効果はw]'pkの場合にもみられ､

蛋自質のﾘﾝ酸化･脱ﾘﾝ酸化の関与が示唆された｡これら4種類の遺伝子の傷害およびｼｸﾛﾍｷｼﾐ

ﾄﾞによる転写産物の蓄積は､ｼﾞﾌｪﾆﾚﾝﾖ-ﾄﾞﾆｳﾑｸﾛﾘﾄﾞ前処理では打ち消されなかったことから､

NADPHｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞによる括性酸素種の産出とは関係ないと考えられた｡ｷﾚ-ﾀ-､ﾁﾔﾈﾙﾌﾞﾛｯ

ｶ-､ｲｵﾉﾌｵｱ処理の実験から,ｶﾙｼｳﾑの流入による発硯の誘導も認められなかった｡細胞膜に

局在するH+-ATPaseの阻害剤であるｴﾘﾄﾛｼﾝB前処理と括性化困子であるﾌｼｺｸｼﾝ前処理は､傷

害による転写産物の蓄積を阻害しなかったが､その処理自体で転写産物の蓄積を誘導し､細胞内のpHの

変化が関与していることが示唆された｡さらに､ﾌﾟﾛﾋﾟｵﾝ酸処理による細胞内の酸性化によって4種類

の遺伝子すべての発硯が-過的に誘導された｡

これらの結果より､傷害応答の初期過程では､細胞内の酸性化や蛋自質のﾘﾝ酸化･脱ﾘﾝ酸化による

制御がkedやwJ'zzなどの早く-過的に応答する遺伝子群の発硯に垂要な役割を果たすことが明らかになった｡

そして､ WIZZは転写因子として下流の防御関連遺伝子の発硯を誘導し､ KEDは細胞内環境の維持･改善

にかかわると示唆された｡本研究により､いまだ同走されていない傷害応答の仝身性ｼｸﾞﾅﾙの同走に向

けて大きな足がかりができ､新たな展開が期待できる｡
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植物に対する環境ｽﾄﾚｽのうち､傷害は最も大きなｽﾄﾚｽの-つであり､放置すれば病原菌感染や

壊死の広がりにより個体の死にもつながる｡このため､植物は傷害に対する防御機構を高度に発達させて

きた｡傷害反応は傷害の認知､情報の伝達､生理応答の三つの素過程に分けられる｡この中で､傷害の認

知とその情報伝達については末知の部分が多く､分子ﾚﾍﾞﾙでの研究も遅れていた｡

本研究では､傷害応答の初期過程で発硯が制御される遺伝子の単離から始め､それらの性格づけを行う

ことによって､傷害応答の仝体像を明らかにすることを目指した｡そのために､蛍光ﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙ

ﾃﾞｲｽﾌﾟﾚｲ法による傷害応答遣伝子のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ/ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ系を確立し､ 1 1種類の傷害応答

遺伝子のcDNA断片を得た｡このうち4ｸﾛ-ﾝは傷害後､ 1 0分以内にmRNAの蓄積が始まる､超初期

応答遺伝子であることが明らかになった｡

A7遺伝子産物は513ｱﾐﾉ酸からなるﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､ c末端側にﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-ﾄﾞﾒ

ｲﾝを持つ｡仝ｱﾐﾉ酸のうち70%以上が､ﾘｼﾞﾝ(K)､ｸﾞﾙﾀﾐﾝ酸(E)､ｱｽﾊﾟﾗｷﾞﾝ酸(D)から構成さ

れていた｡このことから､この道伝子をKEDと名付けた｡相同性を示す遺伝子は報告されておらず､その

ｱﾐﾉ酸組成より､ﾃﾞﾋﾄﾞﾘﾝ様の機能を持つのではないかと推完した｡ 6-1は､ﾘﾝ酸処理で誘導され

るﾀﾊﾞｺのPHI-1と同-であることが分かった｡ともにﾎﾒｵｽﾀｼｽの維持に係わることが示唆された｡

clO遺伝子産物は356ｱﾐﾉ酸からなるﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞしており､ﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-ﾄﾞﾒｲﾝとｼﾞ

ﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝをもつことから､この遺伝子をw詑Z(竺Pund-inducedleu一革ipper呈inc-fhger)と名付け

た｡ｱﾐﾉ酸配列の相同性検索の結果より､ｵ-ﾄﾑｷﾞのABF2やﾊﾟｾﾘのWRKY3などのよく保存された

領域を持つWRKY蛋自質群に属することが示された｡ GFPとの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質をﾀﾏﾈｷﾞの表皮細胞で-

過的に発現させると､融合ﾀﾝﾊﾟｸ質は核に局在した｡ｹﾞﾙｼﾌﾄｱｯｾｲによって､ WIZZはほとんど

のWRKYﾌｱﾐﾘ-が結合するDNA配列のTTGAC(Crr)を認識し結合した｡しかし､ﾀﾊﾞｺBY-2細胞内で

は転写活性化能を示さなかった｡とは言え､この認識配列は多くの防御関連遺伝子の転写制御に関ってい

ることから､ wIZZは傷害応答遺伝子の転写を制御していることが示唆された｡

ﾀﾊﾞｺ葉の傷害時にさまざまな阻害剤や作動薬で前処理し､超初期応答遺伝子の転写にかかわる因子を

探索した｡ wIZZおよびKEDのmRNAは､多くの傷害応答遺伝子の発硯を誘導するﾒﾁﾙｼﾞﾔｽﾓﾝ酸､

ﾘﾉﾚﾝ酸､ｱﾌﾞｼｼﾞﾝ酸によっては蓄積しなかった｡ｷﾚ-ﾀ-､ﾁﾔﾈﾙﾌﾞﾛｯｶ-､ｲｵﾉﾌｵｱ

処理の実験から､ｶﾙｼｳﾑの流入による発硯の誘導も認められなかった｡しかし､傷害によるwIZZ

mRNAの蓄積は､ｽﾀｳﾛｽﾎﾟﾘﾝ前処理では打ち消され､ｵｶﾀﾞ酸前処理で持続した｡このことは蛋自

質のﾘﾝ酸化･脱ﾘﾝ酸化が関与することを示唆する｡さらに､細胞膜に局在するH+-ATPaseの阻害剤で

あるｴﾘﾄﾛｼﾝBと括性化因子であるﾌｼｺｸｼﾝによってmRNAの蓄積が誘導された｡ﾌﾟﾛﾋﾟｵﾝ酸

処理による細胞内の酸性化によって4種類の道伝子すべての発硯が誘導された｡したがって､細胞内のpH

の変化がこれらの遺伝子発硯のﾄﾘｶﾞ-になることが示唆された｡これらの結果により､傷害応答の初期

過程では､細胞内の酸性化､蛋白質のﾘﾝ酸化･脱ﾘﾝ酸化が初期応答遺伝子の発硯を制御することが示

された｡さらに､ WIZZは転写因子として下流の防御関連遺伝子の発硯誘導､ KEDとpHﾄ1は細胞内環境の

維持･改善にかかわることも明らかにされた｡

以上のように､本論文は､植物の傷害応答の機構解明のために新しい､重要な知見を加えるものであり,

学術上､応用上貢献するところが少なくない｡したがって､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｡


