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シ ロイ ヌナズナ にお いてGZOOお よびFTが 光 周性花成 を制御 してい ることが報

告 され て いる。イ ネにおいて、 これ らのオー ソ ログ と してそれぞれOsGZHdlお よ

びHd3aが 同定 され てお り、 これ らの遺伝子 もまた開花 にお いて重要な役割 を果たす

ことが報 告 されて いる。この うち(万 は遺伝学 的な解 析か ら開花お よび概 日時計 の両方

の機能 を持 つが、そ の生化 学的機構 は未知で あった。 そ こで、本研究で はOsGIの 機

能 を明 らか にす るた めに、Tandem-affinitypurification(TAP)法 を用 いてOsGIタ ン

パ ク質複合体 の精製お よび同定 を試 みた。TAP法 は酵母の タンパ ク質複 合体 精製法か

ら発達 した手法 で、現在 で は多 くの生物種 にお いて適 用 され てい るが、植物 にお ける

適用例 は少な く、TAP法 を用 いて新 規 タンパ ク質複 合体 を同定 した報告 は無か った。

しか し、TAP法 による利 点 を加味 し本研 究 にお いて もTAP法 を利用 し、OsGIタ ンパ

ク質複合体 の精製、 同定 を行 った。

精製 を行 うに当た り、TAPタ グ を融合 したOsGIタ ンパ ク質 を発現す る形質転換培

養細胞 、植物体 を作 出 した。SGC(OsGIのC末 端 にTAPタ グを融合 した形質転換体

の 系統)形 質転換 植物体 にお いて短 日条件 で野 生型イ ネ と比較 して開花の遅延が見 ら

れた。 タグ無 しのOsGlの 過剰発現植 物体 は開花が遅延 す る ことが 早間 らによ って報

告 されて いる。この ことか ら今 回作 出 したSGCの 植物体 内 にお いて機能 的なタ ンパ ク

質が形成 され てい る可能性 が示唆 され た。 また、OsGlにGFPを 融合 した一過 的発現

用ベ クター を作成 し、イ ネの葉鞘細胞 、培養細 胞 由来 のプ ロ トプ ラス トに導入 した と

ころOsGIは 核お よ び細 胞質 に存 在 して いた。 融合 タ ンパ ク質 の発現 が確認 され た

SGC形 質転換培養細 胞 を用 いてTAP法 によ るOsGIタ ンパ ク質複合体 を精 製 し、質

量分析 計 を用 いて同定 を行 った。そ の結 果、 ダイナ ミンを含 む7つ の タ ンパ ク質 が

OsGIに 相 互作 用す るタ ンパ ク質 と して 同定 された。さ らに研 究 を進め るため に、OsGl

のC末 端 にmyeタ グを付加 した コンス トラク トを導入 した形質転換培養細胞 を作 出 し

た。myc抗 体 を用 いた共 免疫沈降 の実験 の結果、OsGIは ダイナ ミンと相互作用 す る

ことが確認 された。 同定 した ダイナ ミンつ いて イネ にお けるその突然変 異体 の種が得

られなか った こ とか ら、 シ ロイ ヌナ ズナ にお けるそ のホモ ログの 同定 を試 み、系統樹

を作 成 した。その結果ARABIDOPSISDYNAMINLIKE3(ADL3)、ARABIDOPSIS

DYNAMINLIKE6(ADL6)が そ のホ モ ログであ ることが考 え られた。表現 型解 析 の結

果 、これ らのT・DNA挿 入突然変 異体 は主軸 の上 部 にロゼ ッ ト葉 形成 す るaerialrosette

の表現 型 を示 した。 同様 の表現型がGA信 号伝達 系 にお いて機能 す ると考え られて い

るGLABROUSINFLORESOENCESTEM(θ 鋤 の過剰発現体 において も見 られ る。

この ことか らADL3、ADL6はGA信 号伝達 に関与 す る可能性が示 唆 された。本研究

は植物 においてTAP法 によ って タ ンパ ク質複合体 を同定 した初めて の報告 であ る。
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これ までの植物 にお ける光 周性花成 の遺伝学 的な解 析 か ら、 シ ロイ ヌナズナ にお い

てGZOOお よびFTが 光 周性花成 を制御 して いる ことが報告 されて いる。 イネにお

いて も、 これ らのオー ソログ としてそれぞれOsGI,Hd1お よび.Ud3aが 同定 されて

お り、これ らの遺伝子 もまた開花 にお いて重要な役割 を果 たす ことが報告 され てい る。

光 周性花 成の メカニズム をさ らに詳細 に明 らか にす るため には生化学 的手法 を用 いた

タ ンパ ク質問相互 間作用 の解析 が 重要 で あるが 、現在 、光 周性花成 にお ける生化学 的

側 面か らの解析 は少な く知見 が乏 しい。

そ こで 、 申請者 はイ ネの開花 にお いて 重要 な機能 を有す る と考 え られて いるOsGI

のタ ンパ ク質複合体 をTAP法 によ り精製 、同定 を試 み ることか ら、光周性花成 にお け

る生化学 的な知見 を得 るため に研 究 を行 った。TAP法 は酵母の タンパ ク質複合体精 製

法か ら発 達 した 手法で、生体 内で構成 され るタ ンパ ク質複 合体 を精製 可能、多 くの生

物種 にお いて適用 可能お よび、従来 の手法 と比較 し純度 の高 い精製法 と言 う利 点を持

つが、植 物 にお いてTAP法 を用 いて新規 のタンパ ク質複合体 を精製 、同定 した と報 告

は無か った。 しか し、申請者 は上記 の利 点 を加味 しTAP法 によ るOsGIタ ンパ ク質複

合体 の精製、同定 を試 みた。タ ンパ ク質複合体精 製、同定の結果、OsGIは 少な くとも

ダイナ ミンを含 む7つ のタ ンパ ク質 と相 互作用す る ことが示唆 された。 この うち、ダ

イナ ミンにつ いてOsGI・mycの 形質転換体 を用 いた共 免疫沈 降実験 によって、その相

互作用 を確 認 して い る。 さ らに、 同定 した ダイ ナ ミンのシ ロイ ヌナズナ にお ける同定

し、そ のT-DNA挿 入突然変 異体 の表現型 を解析 した ところ、主軸 の上部 において ロゼ

ッ ト葉が形成 され るaerialrosetteの 表現 型 を示 した。同様 の表現型がGA信 号伝達 系

にお いて機 能す る と考 え られ て いる遺 伝子 の過剰 発現体 にお いて も見 られ る ことか ら、

このダイナ ミ ンがGA信 号伝達 系 に関与す る可能 性が示唆 され た。今後、GIと の二重

変 異体お よび、 これ らダイ ナ ミンの過 剰発現体 を解 析す る ことによ り光 周性花成 にお

け る更な る知見 が得 られ るで あ ろう。

以上の よ うに、本論文 はTAP法 と呼 ばれ る新規 のタ ンパ ク質複 合体精製法 を用 い、

植物 にお いて初 めてOsGIタ ンパ ク質複合体 を精製、 同定 を行 った。 さ らに同定 した

タ ンパ ク質複合体 の構 成 因子がGA信 号伝達 系 にお いて も機能 す る可能性が ある とい

う新 しい知見 を得 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 委員一 同は、本論 文が博士(バ 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。


