
論文内容の要旨

申請者氏名 小川 太郎

植 物 の光 合 成 は 、CO2固 定 酵 素Ribulose1,5-bisphosphatecarboxylase/oxygenase

(RuBisco)の 大 量 蓄 積 に よ り達 成 され 、そ の蓄 積 量 は葉 可 溶 性 タ ンパ ク質 の40％ を 占め

る。 一 般 に犬 腸 菌 や 動 物 の細 胞 内 タ ンパ ク 質 濃 度 は約250mg垣1で あ る が 、植 物 葉 緑 体

で は400mg/mlに も達 し、 これ らの タ ンパ ク質 濃 度 差 はRuBisCOの 蓄 積 に よ る もの で あ

る。 この よ うな 葉 緑 体 内 にお け るRuBisco高 蓄 積 を達 成 す るた め に 、 植 物 は特 有 の メ

カ ニ ズ ム を有 して い る と予 想 され るが 、 明 らか に され て い な い 。

そ こで 本 研 究 で は ま ず 、正 の遺 伝 学 的 ア プ ロー チ か らRuBisco高 蓄 積 の達 成 に必 要

な遺 伝 子(gene4ecessaryfortheQchievement’ofR ...uBisCO2ccumulation,NARA)を 単 離 す

るた め 、RuBisco蓄 積 量 が 低 下 した シ ロイ ヌ ナ ズ ナ 変 異体 の ポ ジテ ィ ブ 選 抜 法 を確 立

し、EMS突 然 変 異 体 プー ル か らRuBisco蓄 積 量 が 低 下 した4系 統 のnara劣 性 変 異 体

を取 得 した 。RuBisCO蓄 積 量 が70、90％ に 低 下 した2系 統 は 、 機 能 未 知 タ ンパ ク質 、

RNaseHdomaincontainingprotein(NARA4)とpfkB-typecarbohydratekinase(pfkB-CK)

familyprotein(NARA5)の 変 異 体 で あ る こ と を 明 らか に した 。

次 に 、NARA4お よ びNARA5とRuBisco高 蓄 積 との 関連 を理解 す る こ と を 目的 に 、

分 子 遺 伝 学 的 解 析 を行 った 。NARA4局 在 解 析 か ら、NARA4の 一 部 が 葉 緑 体 に 局在 す

る こ とが 示 唆 され た。nara4変 異 体 と欠 損 株 は 、本 葉 が 黄 化 し、RuBiscoを 含 め た 光

合 成 タ ンパ ク質 の蓄 積 量 が 低 下 して お り、 こ の原 因 は転 写 産 物 の蓄 積 低 下 で あ った 。

以 上 の 結 果 か ら、植 物 葉 緑体 にお いてRNaseHホ モ ログ で あ るNARA4がRuBisCOを

は じめ とす る光 合 成 遺 伝 子 の 発 現 に必 要 で あ る こ とが 明 らか とな っ た。

一 方
、NARA5は 、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の 光 独 立 栄 養 成 長 に 必 須 で あ り、 変 異 株 で は

RuBiscoを 含 め た光 合 成 タ ンパ ク 質 蓄 積 量 が 低 下 して い た。NARA5-sGFPを 発 現 させ

たnara5変 異 体 相 補 株 を用 い たGFP蛍 光 観 察 か ら、NARA5が 葉 緑 体 に 局在 す る こ と

が 示 唆 され た 。ま た 発現 解 析 よ り、変 異 体 で は 、葉 緑 体 遺 伝 子 の 転 写 装 置 の1つplastid

gncodedRNARolymerase(PEP)に よ り転 写 され る 光 合 成 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 中 で も

RuBisCOlargesubunit遺 伝 子(rbcL)の 転 写 産 物 量 が 著 し く低 下 して い た。これ らの結 果

か らNARA5はPEPと 共 に、葉 緑 体 にお け るrRAIAの 転 写 促 進 によ る翻 訳 装 置 の増 大 、

か つ光 合 成 遺 伝 子 の特 にrbcLの 遺 伝 子 発 現 強 化 に関 わ る こ とで 、RuBiscoを 含 め た 光

合 成 タ ンパ ク質 の 高 蓄 積 に 寄 与 して い る こ と を 明 らか に した。

本 研 究 で は 、2つ のNARAタ ンパ ク 質 がRuBiscoの 高 蓄 積 を通 じて 、植 物 の 光 合 成

能 の最 適 化 に貢 献 して い る こ と を 明 らか に した。
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光合成co2固 定酵 素RuBiscoは 光合成能 力の発揮 のために、植物葉緑体 内 にお い

て、大量 に合成蓄積 され る。RuBisCOの よ うに1タ ンパ ク質が ×量 に合成蓄積 され る

例 は、他 に存 在 しな い。 しか じなが ら、RuBisCOの 高蓄積 を達 成す るための因子 は ほ

とん ど明 らか に されてお らず、 またそ の単 離 を 目指 したス ク リーニ ングが試み られた

こともなか った。本論 文で は、 シ ロイヌナズ ナ変 異種子 プール か らRuBisco量 低下

変異株 ス ク リーニ ング法確立 を 目指 した。RuBiscoが 触媒 す るオキ シゲナーゼ反応が

細胞毒性 を示 す アンモニア を大量放 出す る光呼 吸代 謝 の初発 で ある ことに着 目し、 こ

の代謝反 応 を利用 したRuBisCO量 低下変 異株 のス ク リー ニ ング法 を実験 的 に確立 し

た。 この スク リーニ ング法 は、植 物代謝 を利用 した、新規性 、独創 性 に富 む手法で あ

り、RUBisco合 成蓄積 に関わ る因子 の単離 にお いて 、この実 験手法 の確立 は生物 学土 、

非 常 に意義 のあ るもので ある。

確立 した スク リーニ ング法 を用 いて、特 に2つ のRuBisco高 蓄積 の達成 に必要 な

遺伝子(geneuθcessaryforthθaehievementof-R-uBisOOaeeumu！ation,N4R,4)を

単離 した。NARA4に 関 して、葉 緑体ゲ ノムコー ドのRuBisco遺 伝子 を含む光合成遺

伝子 の高発現 に必要 で ある ことを明 らか に した。 また 、 この遺伝子 が葉緑体 ゲ ノム の

コ ピー数 を最適 に制御す るため に必要で あ る ことを明 らか に した。NARA4は 、RNase

Hと 相 同性 を示 す ことか ら、RNA-DNAハ イブ リッ ド鎖 に対 す るRNA分 解活 性 を用

いて、葉緑体 ゲ ノム コピー数 と転写活 性 の最適化 を通 して、光合 成遺伝子 高発現 に寄

与 して いる とい う新 しいRuBisco高 蓄積 メカニズ ムのモデル を提唱 した。

またNA,1｛Zl5は 葉緑体 ゲ ノム コー ドのRNApolymerase(PEP)に よ って転写 され る光

合 成遺 伝子 、特 にRuBisCOlargesubunit遺 伝子rbcLの 高蓄 積 に必須 で あるこ とが 明 ら

か にな った。 これ まで 、rbcLの 転写 に特 異的 に関わ る遺伝子 は これ まで に報告例 がな

く、NARA5が は じめてで あった。NARA5は 葉緑体PEP相 互作用 因子 の2つ と同 じ

pfkB-typecarbohydrateknase(pfidB-CK)familyproteinに 属 して いる ことか ら、NARA5

がPEPと 相互作用 す るこ とによ りPEPにrbcL特 異的 に高転写活 性 を発揮 させ る新 規

モデル を提 唱 した。

以上 のよ うに、本論文 は植物RuBisco高 蓄積 に関与す る遺伝子 のス ク リー ニ ング

法 を確立 し、2つ の新規 因子 を単離 し、また、これ らの因子 の解析 結果か らRuBisCO

高蓄積 の新規 モデル を提 唱 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。


