
論文内容の要旨

申請者氏名 八反 順一郎

多細胞 生物 にお いて 、受容体 型キナーゼ(RLK)は 細胞間 シグナル伝達 を仲介 し、個体 の

正常な発 生分化 に不可欠で ある。 シロイ ヌナズナで はゲ ノム解析 によ って600以 上のi？Lzr

遺伝子 の存在 が予想 され て いるが 、そ れ らの遺伝子 の機能や遺伝子産 物が 関わ るシ グナル

経路 の解 明はあ ま り進んで いな い。 これ まで に、茎頂分裂組織 の発 生 を制御 す る 万∬を探

索す るた めに、均一化cDNAラ イ ブ ラリー を用 いたデ ィファ レンシャル スク リーニ ングが実

施 され、ロイ シ ンリッチ リピー ト型の シロイ ヌナ ズナreva∫m！ ノorescemceamdrootap膓ces

receploτ 一ノ批θkinase(/RZOが 単 離 されて いる。本 論文で は、 シ ロイ ヌナズナ 刀Mの シグ

ナル経路 の機能 および構成 因子 を明 らか にす るために酵母 ツーハ イブ リ ッ ドス ク リーニ ン

グを行 な い、キナ ーゼ ドメイ ンに対 す る相 互作用 タ ンパ ク質 を単離 し、IRK-interacting

protein(IRKI)と 命名 した。 試験管 内結 合ア ッセイ にお いて、IRK-IRKI相 互作用 を確 認

した。発現解析 の結 果、/rezr,翅7は 分裂組 織や花 、若 い葉等で発現 してお り、両者 の発

現パ ター ンは重複 していた。GFP：IRKI融 合 タ ンパ ク質 を 翅7プ ロモー ターで発現 させ た

株で は、GFP：IRKIは 細胞膜 に局在 してお り、細胞膜 局在 のIRKと の相互作用が示唆 され た。

培養細胞 では/reff/は 発現 して いな か った ことか ら、皿7の 発現 には多細胞体制が必要 と

考 え られた。 ∫τ宏変異体や ∫τ宏 ノ批 ∫2重 変異体 は通常 の育成条 件で、花茎や葉 のサ イズが

やや小 さ くな る ことを見 出 した。そ の表現型 の背景 にある要 因 と して植物 ホルモ ンとの関

連 を予想 し、 ∫τ品irki変 異体 のホル モ ン応 答性 を調べ た。 その結果 、∫批1rki2重 変異

体で、 オー キ シンやサ イ トカイニ ンに対す る感受 性が高 まって いた。 また、泌 雁 ∫と

糖や窒素な どの栄養 の利用 との関連 を予想 し、 ノ砿 ∫批1変 異体 の糖 に対す る応答 を解 析

した。そ の結果 、IRK、IRKIは 糖 の濃 度 に応 じた適正な応答 を誘導す るのに必要 で あると

予想 された。次 に、植物体 に糖 の枯渇 を引き起 こすよ うな暗黒処 理 を施 し、応答 を観 察 し

た。 ∫批 変 異体 で は、WTに 比較 して老 化が促進 された。 この表現型 は 皿 遺伝子 を含 むゲ

ノム断片 によ り相補 された 。栄養分 の リサイ クル 、あ るいは糖や エネルギー の枯渇 とい っ

たス トレス の応 答 に必 要 な 、SNF1-relatedkinaseHを コー ドす る5尻 〃 一/、 お よび

ノ〃7汲μ酩 γ8θ遺伝子等 に着 目し、暗黒処理 中の発現 の経時 変化 を追 った。その結果 ：いず

れ の遺伝子 もWTに 比べ1τ㌦変 異体 の茎頂 にお ける発現 の上昇が顕著で あった ことか ら、IRK

は栄養 ス トレス応答 に関与 して い るこ とが示 唆 され た。以 上 の結果か ら、IRKは 、部分 的

にIRKIと 共 同 し、栄養 シグナル をSAMや 若 い組織で検 出 し、茎や 葉等 の器官形成 にお ける

効率的な個体 統御 に寄与 して いる と考 え られた。
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細 胞間 シグナル伝達 を仲介す る受容体 型キナーゼ(RLK)は 、多細胞 生物 の細 胞間、組織

間、あ るいは個体 としての調和 の とれた発生 に重要 な役割 をもつ タンパ ク質 であ る。 シロ

イヌナズナで は600以 上の 厄∬遺伝子 の存在 が 予想 されて いるにもかかわ らず、そ れ らの

個 々の機 能解 析 は遅 々 として進 んで いな い。 これ まで に、発現組織特異性お よび低 発現性

を指標 と して、均一化cDNAラ イブ ラ リー を用 いたデ イ ファレンシャルス ク リーニ ングを実

施 し、 ロイ シン リッチ リピー ト型 のreLff./nf！oτescemceamdrootap∫cesreceplor-〃ke

〃刀那θ(刀鋤 が単離 され て いたが 、茎 頂分裂 組織 の発 生制御 との関わ りは解析 され ていな

か った。本研 究 は、Z％ シグナル経路 の機 能および構成 因子 を明 らか にす る ことを 目的 と

して 、分子 や遺伝子 の解析 と個 体生理応 答解 析が統合 的に行 なわれて いる。博士論 文 とし

て評価 でき る具体的 な点 は以 下 の通 りであ る。

第1章 で は、 まず酵母 ツーハイ ブ リッ ドス ク リーニ ング を行 な い、IRKと 相 互作用す る

IRK-interactingprotein(IRKI)の 単離 を示 してい る。続 いて、試験管内結合 ア ッセ イ に

よるIRK-IRKI相 互作用 の確認 と、タ ンパ ク質 の細胞内局在 を明 らかに して いる。/Rff,Z鮒

両遺伝子 の発現組織特異性 は類似 してお り、分裂組織や花 、若い葉等 にお いて発現 してい

る ことを示 して いる。 さ らに、増殖 の盛 んな培養細胞 での実験か ら、、翅7の 発現 は増殖活

性そ の もの には依 存せず 、多細胞体 制が必要で ある ことも示 して いる。 皿7遺 伝子構造 を

最大限 に保 ったGFP融 合 タ ンパ ク質の利用 によ る発現 と局在解析 によ り、分裂組織 にお け

る発現 を詳細 に観 察 して いる。

第2章 で は、機i能喪 失変異体 を用 いた機能解析 か ら、IRKお よびIRKIの 役割 を推定 して

いる。 ∫批 変異体や ∫τ舌 ∫㎡ ∫2重 変 異体が通 常の育成条件で 、花茎 や葉のサイズがやや小

さ くな る ことを手がか りに細胞 と分子 レベル の現 象 の観察 を行 って いる。オーキ シ ンとサ

イ トカイニ ンへの応答性 の違 いか ら 珊 仁 翅7と 植 物ホルモ ン との関連 を示 して いる。 ま

た、糖 を含 む培 地での植物 の発芽 や生育 、お よび糖枯 渇 を引き起 こす暗黒処理 に対す る生

理応答か ら/IZZff,/RZ［/と糖 の利用 との関連 を見 出 して いる。そ して、IRK、IRKIは 培地 中

の糖 の濃度 に応 じた適正な応答 を誘導す るのに必要 で ある こと、さ らに、IRKは 暗黒処理

中 に栄 養分 の リサ イ クル に関わ る ことを示 して い る。更 に糖やエ ネル ギーの枯 渇 といった

ス トレス の応答 に必要 な、SNF1-relatedkinase1-1お よび4〃 狸朋6γ8θ等 をコー ドす る遺

伝子 の適正な発現 に 力％ が必要で ある ことを示 して いる。 これ らの結果 か ら、IRKは 葉か

らの糖 シグナル を茎頂 や若 い組織 で検 出 し、IRKIと 部分 的 に共 同 して植物 の個体統御 に寄

与す ることを推定 して い る。

以 上のよ うに、本論 文はRLKお よびそ の相互作用 因子 が個体 として の生長制御 に関わ る

ことを示 した 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。


