
博士論文

植物の塩および酸化ストレスの応答性と抵抗性獲得に開する研究

平成16年3月

広島大学大学院生物圏科学研究科

生物機能科学専攻

立　石　能　子



<目次>

略号

第1章　序論(p.1-3)

第2章　材料・方法(p.4-27)

1.材料(p.4-5)

(1)シカクマメ植物

(2)シカクマメ培養細胞

¢)タバコ植物

(4)タバコ培養細胞

2.試薬観成(p.5-13)

(l)DNA操作関連試薬

(2)抗生物質

(3)大腸菌用培地

(4)アグロバクテリウム用培地

(5)RNA調製用試薬

(6)ノーザンプロット解析用試薬

(7)ウエスタンプロット解析用試薬

(8)硝酸銀染色

(9)過酸化脂質測定用試薬

(10)タンパク質調製・酵素活性測定用試薬

(ll)プロリン測定用試薬

(12)シカクマメ培養細胞用貯蔵液

(13)タバコ植物体・BY-2培養細胞用貯蔵液

(14)同調培養実験用試薬

3.方法(p. 13-26)

(1)エタノール沈殿

(2)フェノール/クロロホルム抽出

(3)大腸菌からのプラスミドDNA調製

(4)DNAの制限酵素処理

(5)DNAのアガロース電気泳動

(6)アガロースゲルからのDNA切り出し精製

(7)DNAの結合



(8)大腸菌への遺伝子導入(トランスフォーメーション)

(9)DNAのPCR (Polymerase Chain Reaction)増幅

(10)PCR増幅DNA断片のサブクローニングCrAクローニンの

(l l)DNA塩基配列の決定(シークエンス解析)

(12)GTC(guaiiidine thi∝抑止e)法によるRNAの調製

(13)ATA(aurintric軸Iie acid)法によるRNAの調製

(14)シカクマメクラスI型キチナ-ゼcDNAのクローニング

(15)タバコBY-2のプロリンデヒドロゲナ-ゼ(NtProDlカcDNA

のクローニング

(16)形質転換タバコBY-2細胞の作製

(17)ノーザンプロット解析

(18)ウエスタンブロッテイング

(19)シカクマメのオスモティツタストレス応答性

(20)タバコ植物体へのアスコルビン酸および前駆体の添加

(21)タバコの葉への塩ストレス処理

(22)タバコへのUVストレス処理

(23)アスコルピン酸量の測定

(24)クロロフィル含量の測定

(25)過酸化脂質の甜定

(26)硝酸銀還元法

(27)プロリン含量の測定

(28)プロリンデヒドロゲナ-ゼ酵素活性の潮定

(29)生細胞のフルオロセインジアセテートによる染色

(30)タバコ形質転換培養細胞の同調培養

第3章　塩ストレスおよびオスモティツクストレスによるシカクマメのキテナ

ーゼ遺伝子の発現応答(p. 27-44)

緒言(p. 27-28)

結果(p. 29-32)

(1)シカクマメのクラスIキテナーゼcDNAの単離

(2)シカクマメのクラスIキテナーゼ遺伝子の各観鼓における発現

(3)シカクマメのクラスIキテナーゼのオスモティツクストレス応答

性



(4)耐塩性シカクマメ培養細胞におけるクラスIキチナ-ゼの発現

考察(p. 33-35)

図(p.36-44)

第4章　タバコ植物体へのアスコルビン酸の添加と塩および酸化ストレス抵抗

性(p.45-59)

緒言(p. 45-46)

結果(p. 47-49)

(l)L-ガラクトノー1,4-ラクトンおよびアスコルビン酸処理したタバ

コの植物体におけるAsA含量の変化

(2)L-ガラクトノー1,4-テクトンおよびアスコルピン酸処理したタバ

コの葉における塩およびUVストレス抵抗性

(3)L-ガラクトノー1,年うクトンおよびアスコルビン酸処理したタバ

コ植物体におけるAsAの紅蘇局在怪

奇察(p. 50-52)

図(p.53-59)

第5章　RNAi法によりプロリンデヒドログナ-ゼ遺伝子を発現抑制した形質

転換タバコの作製とその性質(p. 60-79)

緒言(p. 6C卜61)

結果(p. 62-64)

(1)タバコの植物体と培養細胞におけるProDH遺伝子の発現

(2)RNAi法によるタバコBY-2 NtProDHの発現抑制

(3)打o高含量形質転換タバコ培養細胞における細胞増殖の促進

(4)打o高含有タバコ培養細胞の打Oに対する感受性

(5)打o高含有タバコ培養細胞のオスモティツタストレス感受性

考察(p. 65-68)

図(p. 69-79)

第6章　総合討論(p.80-82)

参考文献(p. 83-98)

謝辞(p.99)



<略号>

本論文に用いた略号を以下に記載する。

AAO; ascorbic oxidase

ABA; abscisic add

ascorbic acid

DHA; dehydroascorbate

DNA; de噛bonucleic add
DMF; AT, i¥Fdimethylformamide

EDTA; ethyienediaminetetraacetic acid

EtBr; ethidium bromide

FDA; fluorescein diacetate

FW; fresh weight

xg; gravity

GalL; L-galactono-1 ,4-lactone

GalLDH; L-galactono- 1 ,4-lactone dehydrogenase

GTC; guanidine thi∝蜘e
h; hour (s)

IPTG; isopro]鮒D(」-thic^alactopyranoside
K-; potassium

Li-;止thium

M巨　TgftTS

M.I.; mitotic index

mRNA; mess斑iger ribonucleic acid

Na-; s也n
PAGE; polyacrylamidegel electrophoresis

P5C ; A*-p田rroline-5-血boxylate

P5CDH ; A^pyrroline-S-carb醜e de蜘enase
PCR; polymerase chain reaction

P5CR ; Al-!雌5-C蜘e reductase
P5CS ; A^pyrroline-S-C蜘e synthetase
PEG; polyethylene glycol

PVDF; poly vinffidene difluoride



打o; prc山Ile

RoDH; proline dehydrogenase

RACE; rapid amplification of CDNA ends

RNA; ribonucleic add

RNase; ribonuclease

RNAi; 臥 i工止erference

rpm; revolutions per minute

SDS; sodium dodecyl surfate

SOD; sue把rO由de dismutase

thiobarbituric acid-reactive substance

T^is-; TOs-amiaomethane

WT; w戟d-type

w/v; volume per weight

v/v; volume per volume



第1章　序論

西暦元年頃の世界人口は3億人であったが、 20世紀初頭には15億人になっ

た0 5倍に増えるまで2000年近くかかったことになる。ところ野20世紀に入

ると、医療など科学技術の発達により、人口は、 100年足らずでさらに4倍近

く増加した。国連の世界人口予測によれば、現在約60億人といわれている世

界人口は、 2050年には98億人になると推定されている(世界人口白書、 2003

午)。人口増加に伴い食糧不足や環境の感化も深刻な問題となってきている。

現在、 1700万ha/年の砂漠化や温暖化の進行、オゾンホールの拡大等地球的

親横での環境悪化が進んでいる(国連環境計画、 1991).また、アフリカなど

の発展途上国では食糧問題が深刻で、 10億もの人々が食糧不足、あるいは栄養

不足の状況にあると言われている(FAO Newsroom 2003/68)、これらの地域

では気候や土壌条件などが農作物の栽培にとって厳しく、また、非効率的な農

業システムのため農作物の収量が低いと考えられている。

食糧不足への対策としては、農耕地を拡大したり,作物の生産性を向上させ

ることが不可欠であると考えられる。ところが、地球上の陸地の3分の1は乾

燥地・半乾燥地で農耕に適さない。さらに世界の主要穀倉地の10%以上で、過

剰な潅概のた削こ土壌に塩類が集積し、作物の収量が著しく減少しつつある。

このため,乾燥や高・低温、高塩などの劣悪環境に耐える植物の作出は農業生

産問題の観点からも環境問題の観点からも緊急な課題となっている。

竜棟や、高・低温、高塩、酸化ストレス臥しばしば相互に閑係しており、

細胞に同じようなダメージをもたらす。例えば、乾燥や塩はオスモティツクス

トレスとなり、細胞のホメオスタシスやイオンの分布を乱す(Serrano et at,

1999, Zhu, 2001a)。高温や高塩、乾燥ストレスに伴う酸化ストレスは、タン

パク質の機能を阻害したり、構造を変性させる(Sirdrno坑1998)。その鈷果、

これらの多様な環境ストレスは同一の細胞情報伝達系路を活性化させたり

(Shinozaki and Yamaguchi-ShinozaM, 2000, Knight and Knight, 2001,

Zhu, 2001b, 2002)、ストレスタンパク質の生産や抗酸化物の増加、適合溶質

の蓄積など、細胞応答畢活性化させる(Vierling and Kimpel, 1992, Zhu et血,

1997, Cushman and Bohnert, 2000)。

環境ストレス耐性の分子機構の解明により、ストレス特異的に発現が誘導さ

れる遺伝子が明らかにされてきた。 MAPキナ-ゼやSOSキナ-ゼなどのシグナ
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ル伝達や転写調節に開与する遺伝子(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,

1997, Munrdk et al., 1999, Zhu, 2001b)や、リン脂質代謝開連酵素(Chapman,

1998, Frank et al., 2000)、 HSFやCBF/DREB、 ABF/ABAEファミリーなど.

の転写因子(St∝hinger et al., 1997, Schoffl et al., 1998, Choi et al., 2000,

Shinozab and Yam確nichi-Shinozaki, 2000)がストレスにより発現誇導され

る。また、ヒートショックタンパク質(Hsps)などのシャペロン(Vierling, 1991)、

IBAタンパク質(Ndong et al., 2002)、オスモティツク保護剤、活性酸素のス

カベンジャー(Bohnert and Sheveleva, 1998)などの膜やタンパク質を保護す

る機能を持つ遺伝子や、アクアボリンやイオントランスポーター(Maurel, 1997,

Serra∞ et sd.t 1999, Tyerman et aL, 1999, Zimmermann and Sentenac,

1999, Blumwald, 2000)などの水やイオンの取り込みに関与する遺伝子も誘導

されることが知られている。

植物の環境ストレス耐性を向上させるために、ストレス時に発現誘導される

遺伝子や、オスモティツタ調節剤の合成・代謝に関わる酵素の遺伝子を導入し

た形質転換植物が作製され,環境ストレス耐性の植物も報告されている。

CBF/DREBlファミリーはrd2Aや、 rd.17, cor6.6, cor15a、 erdlO,丘bl,

kin2などの乾燥や水ストレスに応答する遺伝子の転写を調蔚する転写因子であ

る。アラビドプシスの転写因子であるDREBユA遺伝子を導入した形質転換アラ

ビドプシスは、乾燥.塩、凍結に対し耐性を示した胞suga et aL, 1999)。ま

た、アラビドプシスのCB円遺伝子をトマトで過剰発現させた形質転換体では、

低温と酸化ストレス抵抗性が向上した(Hsieh et aL, 2002)。塩ストレスを受け

た植物では、細胞質や菓線体にグリシンベタインが数百mM-- 1 Mも蓄積する

ことが知られている。グリシンベタインは適合溶質として知られ、窒素原子が

トリメチル化された正電荷と負電荷を持つ4級アンモニウム化合物である。植

物では、グリシンベタインは、葉緑体でコリンから合成される。土壌バクテリ

アのArthrobacter globifom】血のコリンオキシダーゼC∝払遺伝子を導入した

アラビドプシスやイネでは、グリシンペタイン量が増加し、塩耐性も野生株に

比べ増加した(蜘hi etal., 1997, Sakamoto etal., 1998)。また、大腸菌の

べタインアルデヒドデヒドロゲナ-ゼbeとB遺伝子を導入した形質転換タバコも

耐塩性を獲得した(Holmsrom et al., 2000)。その他,適合溶質のマンニトール

やトレハロース、 myo-イノシトール、ソルビトールなどの糖アルコールの生

産量を増大させた報告もある。大腸菌のトレハロースー6-リン酸シンタ-ゼと
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トレハロースー6-リン酸フオスフアタ-ゼを導入した形質転換イネは,トレハ

ロース含量が高く、乾燥、塩、'低温ストレスに耐性を示したGang eta/., 2003)。

抗酸化物質には、カタラーゼやスーパーオキシドディスムタ-ゼSOD)、ア

スコルビン酸ベルオキシダーゼ、グルタチオンレダクタ-ゼなどの酵素や、ア

スコルビン酸、グルタチオン、カロテノイド、アントシアニンなどの化学物質

が知られている。 Mn-SOD遺伝子を過剰発現した形質転換アルファルファは、

水欠乏ストレスによる傷害を減少させた(McKersie et at, 1996)。一方、他の

研究では、 MIトSODまたはFe-SODのいずれかの遺伝子を過剰発現させた形質

転換アルファルファは冬季の生存率と収量が増加した(McKersie et aL, 1999,

2000)。しかし、 Fe-SOD形質転換アルファルファは酸化ストレス耐性は示さ

なかった(McKersie etal., 2000)。 β-カロテンヒドロキシラーゼ遺伝子を過剰

発現したアラビドプシスはキサントフィルサイクルの貯蔵量を2倍に増加させ、

強光と温度に対する抵抗性を増加させたDavison et al., 2002)。このように現

在、 1つまたは数個の遺伝子を導入した形質転換植物の作製によって,植物の

ストレス耐性獲得のための研究が行われている。しかしながら、環境ストレス

耐性の遺伝子応答のメカニズムは複雑であり、実際に育種レベルでの実用化を

はかるためには厳密な遺伝子発現の制御を行うことが必要である。

本研究では、塩および酸化ストレスに開与する遺伝子の発現応答や機能を調

べ、それらの遺伝子の発現を調節することにより、塩および酸化ストレス耐性

の植物を作出することを目的とした(1)塩ストレスにより発現誘導される遺伝

子であるシカクマメのクラスIキチナ-ゼ遺伝子のcDNAのクローニング、およ

び塩ストレス応答性の解析を行った。シカクマメは亜熱帯性のマメ科植物であ

り、亜熱帯地方の食糧資鯨として農業上有用な植物である。 CZ)フリーラジカル

や活性酸素種を除去して無毒化する抗酸化剤として知られているアスコルビン

酸をタバコに添加して、塩およびWに対するストレス抵抗性の検討を行った。

(3)打oデヒドログナ-ゼ遺伝子(乃uDFカを脱法により発現抑制することに

より、適合溶質である加を高渡度に蓄積した形質転換タバコ培養卸胞を作製

し、その塩ストレス抵抗性を解析した。以上、 3つの視点から研究を行い、植

物の塩および酸化ストレス耐性の獲得に開する評価,考察を行った。
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第2章　材料・・方法

1.材料

(1)シカクマメ植物

シカクマメは農林水産省熱帯農業研究センターより譲渡して頂いた

籍ophoαzrpus te蜘olobus L. DC. N垣eria TFト2を使用した。水を含ま

せた櫨紙を敷いたシャーレに、シカクマメ種子を蒔き、 28 eC、明所で3-5日

間静直して発芽させた。発芽後、市販の土(花と野菜の土/ (株)ダイキ)に

移植し、生育させた。

(2)シカクマメ培養細胞

シカクマメ種子を無菌的に発芽させ、その子葉からカルス化した培養細胞を

用いた。 1ケ月ごとに、 100 ml容三角フラスコ内の0.8% (w/v)の精製寒天末

を含む50血1のシカクマメカルス培地上に、培養細胞を1gずつ植え付け、継

代培養した。

(3)タバコ植物

Mcotiana tabacum L. BY-4 (Bright Yellow 4)を用いた。日本たばこ産業株

式会社より譲渡していただいた種子を1.5血容マイクロチューブへ0.1g分取

し、 lmlの70%エタノールを加え、 1分間転倒混合した。マイクロピペットを

用い、エタノールを除去した後、 1mlの種子の滅菌溶液を加え、 2分間転倒混

合した。滅菌溶液を取り除いたあと,滅菌水を加え転倒混合した。滅菌水を除

去し、新たな滅菌水を加え、転倒混合した。滅菌水による洗浄は5回繰り返し

た。先端を切断した、マイクロピペット用チップを用いて、種子を滅菌水ごと

吸い上げ,シャーレ中の0.8% (w/v)の精製寒天末を含むタバコ植物体用培地

へ均等に種子を蒔いた。明所16時間、暗所8時間の条件下で6,000lux、 25。C

にて栽培を行った。

(4)タバコ培養細胞

日本たばこ産業株式会社より譲渡していただいたNicotiana tabacum L.

BY-2 CNagata et aL, 1992)を用いた。カルス培養細胞は、 100 ml用三角フラ

スコ内の0.8% (w/v)の精製寒天末を含む50 mlのBY-2カルス培地上で、 28。C、
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暗所で2週間ごとに1gずつ継代培養した車のを用いた。感濁培養細胞は、 300ml

容三角フラスコ内の100 mlの懸濁培養培地中で、 28。C、暗所、 130 rpmの回

転振畳の条件下で1週間ごとに2rnlずつ継代培養したものを用いた。

2.試薬観成

(l )DNA操作関連試薬

・TE

IO mM Tris-HCl, pH 8.0

l mM EDTA, pH 8.0

・フェノール/クロロホルム

(phenol : chloroform - 1:D/TE

・ 3M酢酸ナトリウム,pH5.2

・ I液(プラスミドDNA精製用)

50 mM glucose

25 mM Tris-HCl, pH 8.0

10 mM EDTA, pH8.0

・ II液(プラスミドDNA精製用)

0.2 N NaOH

l.0% (w/v) SDS

Ill披くプラスミドDNA精製用)

5M酢酸カリウム　60ml

aceticacid ll.5 m1

7K　28.5ml

PEG溶液

20% (w/v) polyethylene glycol #6,000

2.5 M NaCI

TAE (DNAアガロース電気泳動用緩衝液)

40 mM Trls-acetate, pH 8.0

1 mM EDTA, pH 8.0

(2)抗生物質

Ampidllin仏mp)※注射用アンピシリンナトリウム(明治製菓)
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100 mg/mlに常盤し、凍緒保存

Kanamycin駄m)※注射用硫酸カナマイシン(明治製菓)

100 mg血1に調製し、凍結保存

Cefotaxime sα丑urn (Claforum, Cla)※注射用セフォタキシムナトリウム

(中外製薬)

250 mg血1に調製し、凍結保存

・ H蜘omydnB (Hyg) (ロシュ)

50mg血1に謝製し、凍捨保存

Chloramphenicol (Cm) (ロシュ)

30 mg/mlに調製し、凍結保存

(3)大腸菌用培地

・ LB液体・固形培地

1.0% (w/v) Bacto-tryptone

O.5% (w/v) Bacto-yeおt extract

l.0% (w/v) NaCl

1.5% (w/v) agar (固形培地用)

※I NNaOHでPH7.0に調製する。

soc液体培地

2.0% (w/v) B∝to軸tone
O.5% (w/v) Bado-ye鮎t嘘act

lO mM NaCl

2.5 mM KCl

lO mM MgSQ,

10mM峨
20 mM glucose

※I NNaOHでPH 7.0に調製する。

(4)アグロバクテリウム用培地

YEB液体・固形培地

0. 5% (w/v) Bacto-beef extract

O.5% (w/v) Bacto-tryptone
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0.1% (w/v) Bacto-yeast extract

0.5% (w/v) sucrose

l mM MgSO,

1.5% (w/v) agar (固形培地何)

※最終濃度30 mg/1Cm、 50 mg/l恥g、 50 mg/lKmを加える。

(5)RNA調製用試薬

GTC ddine thiocyanate)抽出緩衝液(mC法)

4.2 M guanidine thi∝yanate

O.5% (w/v)仙∬oylsarcosine sodium salt
25 mM sodium citrate dihydrate

O.1% (v/v) antifoam A emulsion (30%)

10 M IiCI

ATA (aurintricarboxylic acid)抽出緩衝液hTA法)

50 mM Tris-HCl, pH 8.0

300 mM NaCl

5 mM EDTA

2 mM aurinfricarboxylic add

2.0% (w/v) SDS

3M KCl

(6)ノーザンプロット解析用試薬

20 x MOPS

O.4 M MOPS, pH 7.0

100mM酢酸ナトリウム

10 mM EDTA, pH 8.0

RNA変成溶液

formamide : 20xM0円: formaldehyde - 10 : 3 : 4

RNA用アガロースゲル

1.0% (w/v)昭汀OSe

16.7% (v/v) formamide

l x MOPS



20 x SSC

3 M NaCl

mM sodium citrate

・プレハイブリダイゼ-ション緩衝紋

50% (v/v) formamide

5xSSC

5Ⅹデンバルト溶液

1.0% (w/v) SDS

50mMリン酸バッファー,pH6.5

0.5 mg仙変性サケ精子DNA

(7)ウエスタンプロット解析用試薬

30%アクリルアミド混合液

30% (w/v) acrylamide

O.8% (w/v) fois-acrylamide

12%ポリアクリルアミドゲル

伝)濃締ゲル(10 ml)

水　6.8m1

30%アクリルアミド混合液1.7ml

l MTris-HCl, pH6.8 1.25 m1

10% (w/v) SDS 0.1 m1

10% (w/v) ammonium persulfate 0.1 ml

TEMED 0.01 ml

も)分離ゲル(20 ml)

水　4.6ml

glycerol　2 m1

30%アクリルアミド混合液　8.0m1

1.5 MTris⊥HCl, pH8.8　5.0血

10% (w/v) SDS 0.2m1

10% (w/v) ammonium persulfate 0.2 ml

TEMED 0.01ml

・タンパク質変性捧液(X6)



0.3 M Tris-HCl, pH 6.8

50% (v/v) glycerol

6% (w/v) SDS

12% (v/v) 2-mercaptoethanol

0.15% (w/v) bromophenol blue (BPB)

・電気泳動用緩衝液

25 mM Tris

192 mM glycerol

0.1% (w/v) SDS

・　Ix50

20 mM Tris-HCl, pH7.5

150 mM NaCl

・ブロッキング溶液

3.0% (w/v) skim milk/TBS

・抗体反応溶液

1 ;0% (w/v) skim milk/TBS

・Tween一洗浄液

0.05% (v/v) Tween 20/TBS

DAB検出溶液

5 mg DAB (3,3'-diamino acetic acid

3/d Iも02

10ml TBS

(8)硝酸銀染色

・硝酸銀溶液

5% (w/v) silver nitrate

66% (v/v)無水アルコール

5% (v/v) dadal ace也c acid

※起純水で調製した。

・洗浄液

5ml ar血
95 ml ethanol (70%)



(9)過酸化脂質測定用試薬

0. 1% (w/v) trichloroacetic acid

20% (w/v) trichlora鑑etic acid/0.5% (w/v) thiobarbituric acid

(10)タンパク質調製・酵素活性謝定用試薬

・タンパク質抽出緩衝液(ミトコンドリア画分詞襲用)

100mMリン酸カリウムバッファー,pH7.4

400 mM sucrose

l mM EDTA

・チトクロムC溶液

cytochrome c 1.05 mg/ml

・基質溶液

0.5 M L-proline

O.5% 0-aminobenzaldehyde /5% trichloroacetic acid

(ll)プロリン測定用試薬

・プロリン抽出緩衝液

3% (w/v) sulfosalicylic acid

・酸性ニンヒドリン

acetic acid　30 ml

蜘n 1.25g
6M IもPO4　20ml

(12)シカクマメ培養細胞用貯蔵液

・貯蔵液A　<XIO) (ll)

NH4NO3 4.8g

KNO3 48.5g

CaCl2-2H20 4.4g

M岳SCV7Iも0 3.7g

岬1.7g
EDTA-Na-Fe虹)salt 0.422g

lO ml貯蔵液B
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・貯蔵液B (ll)

日3BO3 6.2g

MnSO4-4H20 24. 1g

ZnSO4-7H2O 10.6g

KIO.83g

Na2MoO4-2H20 0.25g

CuSO4- 5H20 0.025g

CoCl2- 6H20 0.025g

2,4-D溶稜

I OQmg/1 2 ,4-dichlorophenoxyacetic acid

Kinetine mi

50mg/l kinetine

・ビタミン溶液(ID

inositol lOg

glydne 0.2g

nicotinic add 0.05g

pynd血HCI 0.05g
thi血ne-HCI O.Olg

・シカクマメカルス液体・固形培地

10% (v/v)貯蔵液A

3.0% (w/v) sucrose

O.1% (v/v) 2,4-D

O.1% (v/v) kinetine

O.1% (v/v)ビタミン溶液

0.8%(w/v)精製寒天末(ナカライ) (固形培地用)

※IN NaOHでPH 5.6に調製する。

※液体懸濁培地は、 300 ml用三角フラスコに上記の培地(精製寒天末は含

まない) 100mlを入れ,シリコンキャップをかぶせて滅菌する。

(13)タバコ植物体・ BY-2培養細胞用貯蔵液

・貯蔵液A (XIO) (ll)

NH4NO3 16.5g

ll



KNO3 19.0g

CaCL-2Iも0 4.4g

MgSO4- 7H2O 3. 7g

KH2PO4 3.7g

ED払-NarFe(ni) salt 0. 422g

lO ml貯蔵液B

・貯蔵液B (ll)

H3BO3 6.2g

MnSO4-4H2O 24. 1g

ZnSO4-7H2O 10.6g

KIO.83g

Na2MoO4-2H20 0.25g

CuSO4- 5H20 0.025g

CoCl2- 6H20 0.025g

2,4-1)溶液

200 mg /1 2,4-didilorophenoxyacetic acid

・ビタミン溶液

10% (w/v) myo-inositol

0.1% (w/v) thi血ne hydrochloride

・タバコBY-2液体・固形培地

10% (v/v)貯蔵液A

3.0% (w/v) sucrose

O.1% (v/v) 2,4-D ^
0.1% (v/v)ビタミン溶液

0.2% (w/v) Gelrite純血o) (固形培地用)

※IN NaOHでPH 5.6に調製する。

※液体懸濁培地は、 300 ml用三角フラスコに上記の培地(Gelriteは含ま

ない) 100mlを入れ、シリコンキャップをかぶせて滅菌する。

※植物の培養には、上記の培地から2,4-Dを除いたものを用いた。

(14)同調培養実験用試薬

・細胞固定液
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ethanol : acetic acid - 3 : 1

・オルセイン染色液

1.0% (w/v) orcein

45% (v/v) propionic add

3.方法

(1)エタノール沈殿

DNA・RNA溶液に1/10倍量の3 M酢酸ナトリウム(pH 5.2)と2.5倍量の

冷却100%エタノールを加えてよく混和させた後、 10分間、 -20oCで放置した。

その後.冷却遠心株を用いて、 4oC、 12,000 xgで15分間遠心してDNAまた

は鮎の沈殿を得た。この沈殿を約1工山の冷却した70%エタノールで洗浄

した後、再び同条件で3分間遠心した。エタノールを除去し、沈殿を真空乾燥

機で乾燥させた。

(2)フェノール/クロロホルム抽出

DNA・RNA溶液に含まれるタンパク質はフェノール/クロロホルム抽出に

より除去した。等量のフェノール/クロロホルム溶液を加えて、ボルテックス

を用いて激しく携拝した。卓上遠心機を用いて、室温、 12,000 xgで10分間

遠心後,上層を新しいマイクロチューブに移した。さらに等量のクロロホルム

を加え、再び同条件で遠心後、その上層を回収した。

(3)大腸菌からのプラスミドDNA調製

大腸菌(E.α曲からのプラスミドDNAの調製は、改変アルカリ法により行っ

た。まず、一晩培養した大腸菌1 mlをマイクロチューブにとり、卓上遠心機

を用いて12,000 xgで30秒間遠心して菌体を回収した。培地を除去した後、 I

液0ユmlを加えて菌体を懸濁した。 Ⅱ液0.2 mlを加えて転倒混和させた後、

さらにⅢ液を0.15 ml加えて再び転倒混和させた。さらにクロロホルム/イソ

アミルアルコールを0.15 ml加えて、ボルテックスで激しく混合し挺。卓上遠

心機を用いて12,000 xgで5分間遠心し、水屑を新しいマイクロチューブに移

した後、 2.5倍量のエタノールを加えてエタノール沈殿を行った。得られた沈

殿を適量の滅菌水に溶解させた後、 1 plのRNase溶液を加え37eCで5分間イ
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ンキュベ-トして大腸菌由来のRNA畢分解させた。さらに3/5倍量のPEG

溶液を加えて氷上で20分間静直した後.冷却遠心樵を用いて4oC、 12,000 xg

で15分間遠心した。沈殿を70%エタノールで洗浄した後、真空乾燥させ、適

量の滅菌水に捧解させた。得られたプラスミドDNAはアガロース電気泳動に

より確認し、制限酵素処理やトランスフォーメーション等の操作に使用した。

(4) DNAの樹限酵素処理

プラスミドDNA、 fCR増幅断片の制限酵素処理は、添付の緩衝液を用いて

指定の反応温度87eCまたは30eC)で2時間以上反応させた。反応後は、アガ

ロース電気泳動によりDNAの滑化を確認した後、エタノール沈殿またはフェ

ノール/クロロホルム抽出を行って、制限酵素を除去した。

(5) DNAのアガロース電気泳動

DNAの濃度測定および制限酵素処理はアガロース電気泳動により行った。

大きさが1.0-15.0 kbpの高分子DNA杖0.6-0.8% (w/v)のアガロース

仏garose LE, Classic Type/ナカライ)ゲルを使用し、また0.1-1.0 kbpの低

分子DNAは1.0-1.5% (w/v)のアガロースゲルにより分離した。 DNAの分子

量マーカーとして、 AHind III分子量マーカー(BioLabs)および100 bpラダー

分子量マーカー(宝酒造)を用いた。泳動は電気泳動緩衝液としてTAEを用

いてサブマリン型電気泳動装置で行った。泳動後のアガロースゲルは、エチジ

ウムブロマイドを含むTAEで染色し、 UVイルミネ一夕-を用いてUV撫射

下でDNAを検出した。

(6)アガロースゲルからのDNA切り出し精製

アガロース電気泳動後のアガロースから目的のDNA断片を剃刀を用いて切

り出した後、 Quantum Prep Free紀N Squeeze Spin C血mn (7†イオ・ラッ

ド)を用いて精製した。精製後、一部を再びアガロース電気泳動を行い回収率を

確認した。

(7) DNAの患合

制限酵素処理したDNAを結合させる際は、市販のライゲ-ションキット

Uigation沌gh/東洋紡、 DNA Iigation K比/宝酒造)を使用し、 16。Cで1時

IE!



間以上反応させた。なお、制限酵素処理したDNA断片をプラスミドDNAに

挿入する際には、モル比が挿入DNA:プラスミドDNA-3 : 1になるように

調製した。

(8)大腸菌への遺伝子導入(トランスフォーメーション)

氷上でゆっくりと溶かしたコンビテントセル100 ¥dにプラスミドを加え30

分間氷冷した。 42oCで40秒間ヒートショックを与え、氷上に5分放置したの

ち、 500 |ilのSOC培地を加え370Cで1時間培養した。この培養液を抗生物

質を含む大腸菌用培地aB培地)に均一に塗布し. 37eCで12-15時間静置培養

した。得られた大腸菌のコロニーは、導入されたプラスミドDNAを確認した

後、抗生物質を含む大腸菌用液体培地に植菌し. 37oCで9-12時間振畳培養を

行った。培養後の大腸菌液をキャップ付きのマイクロチューブにとり、等量の

滅菌80% (v/v)グリセロール溶液を加えてよく混合した。この混合液は、グリ

セロールストックとして-80-Cで保存した。

(9) DNAのPCR (Polymerase Chain Reaction)増幅

PCR法による目的由DNA断片の増幅は、市販の耐熱性PCR用ポリメラー

ゼ(KOD Dash/東洋紡、 ExTaqpolymerase/宝酒造)を用いて行った。反応は、

添付説明書の基本条件をもとに改変しながら行った。また、増幅に用いたプラ

イマーは北海道システムサイエンス社に依頼して合成したものを使用した。な

おPCR増幅機器は、 PROGRAM TEMP CONTROL SYSTEM PC-700, PC-707

(アステック)を使用した。

(10) PCR増幅DNA断片のサブクローニング(TAクローニング)

fCR増幅DNA断片のサブクローニングは市販のTベクター(pGEMョーT

Vector System 1/プロメガ)を用いて行った。反応は添付説明書に従い行った。

(ll) DNA塩基配列の決定(シークエンス解析)

DNAの塩基配列の決定は、 DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing

K放くアマシャムバイオサイエンス)を用いて反応を行い、 DNAシークエンサー

373A Cパーキンエルマー)により決定した。また、得られた塩基配列の解析は、

Editview ver.l.O.Kアプライドバイオシステム)およびDNASIS-Mac v3.0 (日
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立ソフトエンジニアリンのを使用した。

(12) GTC C酢皿Iidine thi∝yan虹e)法によるRNAの調製

0.6 mlのGTC抽出緩衝液を滅菌したマイクロチューブにとり、数plの2-メ

ルカプトエタノールを加えた。この抽出緩衝液に液体窒素で粉砕した試料約100

王喝を加え、直ちにボルテックスを用いて捜拝した。冷却遠心機を用いて12,000

Ⅹgで5分間遠心分辞した。上清を新しいマイクロチューブに移し、 1/10量の

3M酢酸ナトリウム(pH 5.2)を加えた後、フェノール/クロロホルム抽出処理を

5回行った。水屑を新しいマイクロチューブに移し、室温の2.5倍量のエタノ

ールを加え冷却遠心機を用いて12,000 xgで20分間遠心し、・上清を取り除い

た。得られた沈殿を400 nl滅菌水にとかし. 100 idの10 M UClを加え転倒

混和させ、氷中に30分間静直した後、冷却遠心機を用いて12,000 xgで20

分間遠心し上清を取り除いた。 70%エタノールで洗浄後、滅菌水に溶解L RNA

サンプルとした。

(13) ATA (aurintricarboxylic acid)法によるRNAの調製

0.6 mlのATA抽出緩衝液を滅菌したマイクロチューブにとり、数plの2-メ

ルカプトエタノールを加えた。この抽出緩衝液に液体窒素で粉砕した試料約100

mgを加え・直ちにボルテックスを用いて槍拝した。 3M塩化カリウムを84^1

添加して転倒混和させ、氷中に1 5分間静置した後、冷却遠心機を用いて1,800

Ⅹgで5分間遠心分離した。上清を新しいマイクロチューブに移し、最終濃度

が4Mとなるように塩化リチウムを加え、 4.Cで数時間から一晩静直してRNA

の析出を行った後、遠心分離器を用いて12,000 xgで15分間遠心して艶RNA

沈殿を得た。この沈殿を適量の滅菌水に溶解させ.さらに1/10量の3M酢酸

ナトリウム(pH5.2)を加えた後、フェノール/クロロホルム抽出処理を行った。

水屑を新しいマイクロチューブに移し、 2.5倍量のエタノールを加えてエタノ

ール沈殿を行った。得られた沈殿を滅菌水に溶解L RNAサンプルとした。・

(14)シカクマメクラスI型キチナ-ゼcDNAのクローニング

(a) RT (reverse transcription)-PCR

1% (w/v) NaClを液体培地に添加して4日間振畳培養したシカクマメ培養細

胞から、 GRニ法により調製したtotal RNAを鋳型として、TakaraRNA PCRK托
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(AMV) Ver.2.1 (宝酒造)を使用し、 cDNAの合成およびPCR増幅を行った。

反応は添付説明書の基本条件をもとに改変しながら行った。 01垣o dT-Adapter

Primer (キット添付)を用いて逆転写反応を行った後、センスプライマー5し

AGCCAGTTCGGG¶^GTGCGGC-3' (PI)とアンチセンスプライマー5L

CCAGAACCATATGGCTGTCTTGAA-3 '伊2)でPCR増幅を行った。

(b) 3'」ミACE仕apid軸i丘cation of CDNA ends)法・

KF-PCRによりクローニングしたシカクマメクラスI型キテナーゼCDNAの

部分塩基配列を　も　とに、新たにセンスプライ　マー　5L

ACGTACGAGGAGATGCTGAAGCAT-3'(P6)を作成した。 3'」払CEには前

項で合成されたcDNAを鋳型として、 P6プライマーとM13 primer M4 (キッ

ト添付)を用いてPCR増幅を行った。

(c) 5'」?ACE (rapidむnplification of CDNA ends)紘

KT-PCRによりクローニングしたシカクマメクラスI型キテナーゼcDNAの

部分塩基配列をもとに、新たに　5'末端リン酸化プライマー　5'-

CGACACTGTCCGT-3' (P3)と　セ　ン　ス　プ　ラ　イ　マ　ー　5'-

CCATACGCCTGGGGATACTGC-3' (P4)とアンチセンスプライマー　5L

CCGT℃GnGCGATGCTTCAGCAT-3'(P5)を作成した。前項のシカクマメ

total RNAからP3プライマーを用いて逆転写反応を行いcDNAを合成した後、

T4 RNAリガーゼ(宝酒造)により1本鎖DNAの環状化を行い、 P4プライマー

とP5プライマーを用いてf℃R増幅を行った。

(15)タバコBY-2のプロリンデヒドロゲナ-ゼ(NtProDH) cDNAのタロここ

ング

100 mM加を添加した培地に1日間培養したタバコBY-2のカルスから,

GTC法により調製したtotalRNAを鋳型として、 TakaraRNAPCRK托仏MV)

Ver.2.1 (宝酒造)を使用し、 cDNAの合成およびfCR増幅を行った。センスプ

ライマー5'-TTA CAC CAC CGA GGT TTT ACTF3'とアンチセンスプライマ

ー5'-TCATGAAGTTGC CAC TTT-3'でPCR増痛を行った。

(16)形質転換タバコBY-2細胞の作製
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(a) RNAi用プラスミドの構築

RNAi用ベクターほ島凝大学の中川強先生から譲渡していただいたpGWHPR

を使用した。このpGWHPRはattPl、 attP2配列が紅み込まれており、 BPク

ロナ-ゼによりattBl、 attB2配列と紅み換えることができる。 NtProDHクロ

ーンを鋳型にしてattBl、 attB2配列を付加した429-bp蜘H-Bl、 Fig.

5-2)と376-bp (NtProDHrB2、 Fig. 5-2) cDNA断片をPCRにより増幅した。

Blの増幅では、センスプライマーとして5'」ユGGGACAAGTTTGTACAAA

AAA GCA GGC TCCTCC GAT CATTTG TCC-3'を、アンチセンスプライマ

ーとして5'」ニGG GAC CAC TIT GTA CAA GAAAGC TGG Gm CAC CCC

ATA Am AAG C-3'を用いた。 B2の増幅では、センスプライマーとして5'-

G GGG ACAAGTTTG TAC AAAAAA GCA GGC TGC TGA GAT GGG AAC

ACAT3'を、アンチセンスプライマーとして5LGGG GAC CACTTT GTA CAA

GAAAGC TGG GTC CATTTT CTC TGCAGC CT3'を用いた　NtProDH-Bl、

-B2 PCR増幅断片をそれぞれ、 BPクロナ-ゼ反応を行いmベクター

PGWHPR-attPトattP2へ紅み換えた。

恥)アグロバクテリウムヘの導入

構築した形質転換用プラスミド10-100 ng　をアグロバクテリウム

(Agrobacterium tume血dens) EHAIOlのコンビテント細胞50 piにエレク

トロボレーション法により導入した。なお、エレクトロボレーションには、エ

レクトロボレーション用キュベット(E.Coli Pi血er Cut把tte/バイオ・ラッド)

を使用し、 GenePi血erlKバイオ・ラッド)を用いて、電圧2.5 kV、電気容量

25 nF、パルス制御200Qの条件で行った。導入したアグロバクテリウムにSOC

培地をl ml加え、 28eCで1時間インキュペ-トした後,約1 plを抗生物質と

して30mg/lのクロラムフェニコール、 50mg/lのハイグロマイシン、 50mg/l

のカナマイシンを含むYm固形培地に塗布して、 28eCで2日間培養した。得

られたコロニーを抗生物質として30喝Aのクロラムフェニコール、 50 ii噂/1

のハイグロマイシン、 50mg/1のカナマイシンを含むYEB液体培地に植菌し、

28eCで振鼓させながら一晩培養した。培養後のアグロバクテリウムはタバコ

培養細胞へ感染させるまで80%ダリセロールを加えて-80eCで保存した。

(C)タバコ培養細胞への感染
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形質転換用プラスミドを導入したアグロバクテリウムを一晩、抗生物質とし

て30 mg/1のクロラムフェニコール、 50mg/lのハイグロマイシン、 50 mg/1

のカナマイシンを含むYEB液体培地で振鼓培養した。懸輯培養3日目のタバ

コBY-2培養細胞4mlを無菌シャーレに取り,アグロバクテリウム培養液100

plを加えて十分混和させた。 28eCで48時間静置して共存培養を行うことによ

り、タバコ培養細胞への感染を行った。なお、この操作は、クリーンペンチ内

で無菌的に行った。

(d)形質転換細胞の洗浄・選抜

共存培養した細胞に、タバコ培養用の新鮮培地(タバコBY-2液体培地)駒lo

miを加えてよく懸濁させた後、無菌の15 ml容遠心管に取り、卓上遠心機を

用いて、 800 rpmで1分間、室温条件下で遠心して細胞を沈降させた。液体培

地を除去し、さらに新鮮な液体培地約10 mlを加えてよく懸濁して細胞を洗浄

した。この洗浄操作を5回繰り返してアグロバクテリウムを完全に除去した。

最終的に細胞を約10 mlの新鮮培地に懸濁させた後、約2-3 mlの細胞懸濁液

を、抗生物質を含むBY-2選択固形培地に広げ、この培地を28eC、暗所に静

置して培養した。このBY-2選択培地は、抗生物質としてアグロバクテリウム

死滅用に500 mg/1のクラフオラン、および形質転換体耐性マーカー用の200

mg/1のカナマイシンを含んでいる。培養約2週間後にカナマイシン耐性遺伝

子が紅み込まれた形質転換細胞株のコロニーを得た。これらのコロニーを滅菌

した爪楊枝で掻き取り、新しいBY-2選択固形培地に植え換えて継代培養を行

った。

(17)ノーザンプロット解析

伝)鮎のアガロース電気泳動

GFC法または、 An法により抽出したtotal RNAの濃度を測定した後、解

析に必要な量になるように調製した。数plのm変性溶液とtotal RNAを混

和し、 65eCで5分間加熱変性させ、直ちに氷中に静直した。これらの変性RNA

は、電気泳動用色素と混和させた後、 RNA用アガロースゲルで泳動した。な

お、電気泳動緩衝液はI x MOPSで行った。泳動後のアガロースゲルをエチジ

ウムブロマイド液で数十秒染色した後、大量の滅菌水で2時間以上振塗しなが

ら洗浄した。洗浄後のゲルは、 UV照射下で写真撮影した。
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わ) RNAの膜転写

RNA泳動後のアガロースゲルは20 x SSCを溶媒としたキヤビラリーブロッ

テイングにより、ナイロンメンブレン蜘dN+ (アマシャムバイオサイエン

ス)に6時間以上かけて転写した。転写後のメンプレンは、 UVイルミネ一夕-

を用いて表裏それぞれ3分間UV無射して鮎のメンブレンへの固定化を行

った。

(C)プレハイブリダイゼ-ション

プレハイプリグイゼ-ション溶液にメンブレンを浸し、ポリエチレン袋に入

れた。適等量のプレハイブリダイゼ-ション溶液を加え、ポリエチレン袋を空

気が入らないようにシールし、 42eCで1時間以上インキュぺ-トした。

(a)プローブの標識

シカクマメのクラスIキテナーゼmRNAの検出にはSer^Trp,221に相当す

るcDNA断片をプローブとして用いた。タバコのProDHmRNAの検出には5,

末端から251bpから575bpまでのcDNA断片をPCRにより増幅して用いた。

20 ngのプローブをrediprime^H (アマシャムバイオサイエンス)を用いて、 [a

-3甲]dCTP (37MIね/rd、 ICN)で標識し、プローブとした。操作は添付のプロ

トコールに従って行った。

(e)ハイブリダイゼ-ションおよび洗浄

プレハイプリグイゼ-ションを行ったナイロンメンブレンを、新しい20 ml

のプレハイブリダイゼ-ション溶液と標識プローブの入ったタッパー容器に浸

し、 42oCで16時間インキュペ-トした。洗浄はタッパー容器にメンブレンを

浸しインキュベ-トすることで行った2XSSC」).1%SDS溶液を用いて42eC、

15分間の洗浄を3臥0.2XSSC4.1%SDS捧液を用いて65eC、 15分間の洗

浄を1回、 0.1XSSC-0.1%SDS溶液を用いて65eC、 15分間の洗浄を1回行っ

た。

(D検出

洗浄したナイロンメンブレンは、台紙の上に置きラップをかぶせた後、 Ⅹ線

フイルムを重ねたカセットに入れ、 -80eCにてオートラジオグラフィーを行っ
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た。もしくは、メンブレンを富士イメージングプレート(富士写真フイルム株

式会社)に露光した後、バイオイメージングアナライザー(富士写真フイルム

株式会社)で解析した。

(18)ウエスタンブロッテイング

(a) SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

艶抽出液にタンパク質変性溶液を加え、よく混和した後、沸騰蕩浴中で5分

間煮沸した後、 12%アクリルアミドゲルで泳動,分離した。

b)タンパク質の膜転写

泳動後のアクリルアミドゲル中のタンパク質をPVDF膜(ボリスクリーン)に

セミドライブロッテイング装置を用いて転写した。転写は、膜の面積(mりⅩ 2

mAの低電流で1時間行った。転写後の膜をブロッキング溶液に移し、ゆっく

り浸透させて30分以上ブロッキングした。

(C)抗体反応・検出

ブロッキング後の膜を1%の抗カボチャクラスIキテナーゼ抗体を含む溶液で

37℃、 1時間反応させた。反応後、 Tween-TBSで激しく浸透させながら5分

間洗浄した。この洗浄操作を3回繰り返した。洗浄後, 1/10,000量の抗ウサ

ギIgG-ベルオキシダーゼ抗体(ICN)を含む溶液で37℃、 1時間反応させた後、

再びTween-T顎Sによる洗浄操作を行った。タンパク質の検出は, DAB検出

溶液で検出した。

(19)シカクマメのオスモティツタストレス応答性

シカクマメから葉をカットし、 NaCl・ KCl・ CaCl2、マンニトール、サッ申

ロースまたはアブシジン酸溶液を入れたシャーレに28℃、常光化で1-4日間

浮かべた。シカクマメカルスのオスモティツクストレスは, 1.0 gのカルスを

100 mlの250 mM NaCl・ 250 mM KCl・ 250 mM CaC^・ 250 n此マンニト

ールまたは250 mMサッカロースを添加したシカクマメ培養細胞用液体培地へ

移し、 28℃暗所で2卜6日.間振畳培養した。

(20)タバコ植物体へのアスコルビン酸および前躯体の添加
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寒天培地で3-4週間育てたタバコ植物体を、アスコルビン酸またはその前駆

体溶液が入ったマイクロチューブへ移した。 24時間培養後、アスコルビン酸含

量を測定した。

(21)タバコの葉への塩ストレス処理

寒天培地で3-4週間育てたタバコ植物体を、アスコルビン酸またはLガラ

クトノー1,4-ラクトン溶液が入ったマイクロチューブへ移した。 24時間培養後、

葉を茎からカットしリーフディスクとした。リーフディスクをアスコルビン酸

またはLガラクトノー1,4--ラクトンと600 mM NaCl溶液を入れたシャーレに

浮かべ、・ 25℃で3日間,常光下で培養した後クロロフィル量を測定した。

(22)タバコへのUVストレス処理

伝)タバコの葉へのUVストレス処理

寒天培地で3-4週間育てたタバコの植物体をアスコルピン酸溶液で24時間

処理し、葉を切り取った後、アスコルピン酸溶液に葉を浮かべて24時間UV

照射を行った。照射したUVの強度は400W/cm2 (GL15/Toshiba)、 253.7 nm

(UV-C)の波長であった。バックグラウンドの光量は17細s"1 (FL20SS-

W/18/Toshiba)であった。試料とランプとの距離は45 cmであった。照射後、

それぞれ新しい溶液に移し、 24時間インキュベ-トした後、クロロフィル量を

測定した。

(b)タバコ植物体へのUVストレス処理

寒天培地で3-4週間育てたタバコ植物体を、アスコルビン酸溶液が入ったマ

イクロチューブへ移した。 24時間インキュベ-ト後、前項の条件下でUVを

照射し、さらに24時間インキュペ-下した後、土(花と野菜の土/(株)ダイキ)

に植え換え、 2週間後の生存率を比較した。.生存率は、植え換えた全植物体の

うちの生存している植物の割合で算出した。生存している植物体は、 2週間後

に新しい葉が出芽してその後大きく育つかどうかで判断した。一方、死んだ植

物体は2週間後でも新しい葉は出芽せず、その後枯れてしまった。

(23)アスコルビン酸量の測定

液体窒素中で粉砕した試料に2倍量(v/w)の6%メタリン酸(w/v)を加え、
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10,000 xg、 4.C、 10分間遠心し、得られた上清をアスコルビン酸含量の測定

に使用した。アスコルビン酸含量はRQ-Flex-Plus仏正ERCK)によって測定し

た。アスコルピン酸試験紙に得られた上清を反応させ、詳細は付属の方法に従

った。なお、得られた値から試料の希釈率を換算し、新鮮重量あたりのアスコ

ルピン酸含量を算出した。

(24)クロロフィル含量の謝定

サンプルを乳鉢を用いて液体窒素中で粉砕し,サンプル0.02gに対してl ml

のDMF (N,八トdimetfiyfformamide)を加えて捷拝した。 4.C、 1,500 xg、 10

分間遠心し上帯100〝1を新しいチューブに移し、 900〝1のDMFを加えて捜拝、

4.C、 6,000xg、 5分間遠心した。上清の647 runの吸光度仏朗7)および664.5 nm

の吸光度仏　　を潮定した。

総クロロフィル量は以下の式で求めた。

総クロロフィル量(mg/l) - 17.90A紺+ 8.08A664.5

(25)過酸化脂質の測定

過酸化脂質の測定は,チオバルビツール酸とマロンジアルデヒドとの反応に

より生成する色素を謝定することにより求めた。 0.1gの試量を0.2mlの0.1%

(w/v)トリクロロ酢酸中でホモジナイズし、 0.8 mlの0.5% (w/v)チオ/†ルビ

ツール酸を含む20% (w/v)トリクロロ酢酸を加えた。反応液を95oCで30分

反応させた後、氷上で冷却した。冷却遠心株で10,000 xgで10分遠心した。

上清を新しいマイクロチューブへ移し、 532 nmの吸光度仏5謡を謝足した。過

酸化脂質量は生成色素のモル吸光係数155 mM^cm-iより換算し求めた。

(2 6)構酸録還元法

(a) 100%第三プチルアルコールの調製

第三プチルアルコールは、 Molecular sieve 0.4 nM蜘CK)で脱水した。

Molec血sieveはよく洗浄、風竜した後200oC、 120分間竜燥させたものを、

溶媒11に対して150g加え1時間以上捜拝して作製した。

b)硝酸銀染色・固定・パラフィン包哩

タバコの発芽5日目の植物体をイオン交換水または10 mM L-ガラクトノー
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1,4-テクトン、 10 mMアスコルビン酸を含む水溶液に凝のみが浸るようにし

て24時間インキュベ-トした。植物体を-個体ずつイオン交換水ですすぎ、

シュートの部分をカッターで切り取った。シュートは5% (w/v)硝酸銀溶液に

浸汝し.暗所下で、 4oC、 5日間インキュペ-トした。その後観舟を洗浄液(70%

エタノール、 5%アンモニア)で洗浄し、第三プチルアルコールシリーズを使っ

て脱水した。

第三プチルアルコール:エタノール:水

①

②

③

㊨

⑤

㊨

10　　　　　　　　40　　: 50

20　　　　　　　　50　　: 30

50　　　15

55　　　　　　　　45　　: 0

75　　　　　　　　25　　: 0

100　　　　　　　　　0　　: 0

それぞれの溶液に半日以上、 100%第三プチルアルコールのみ36時間以上浸け

て脱水した。第三プチルアルコールシリーズが終了したら、敵籍を第三プチル

アルコールに入れたままで蓋付きのビンに移しかえ、 60eC、恒温器内で1日イ

ンキュベ-トした。アルコールと等量のあらかじめ60℃でインキュベ-トする

ことにより溶かしておいたパラフィンを添加して圭を閉め、 60oCで半日間イ

ンキュペ-トした。恒温器内で蓋を敢り、 2-3日間アルコールをとばした。ビ

ンをアルコールランプで温めてパラフィンを溶かし、紅穀とパラフィンごと包

哩皿に移した。完全にバラフィンが固まったことを確認した後、固定された紅

緒を包哩皿から取り出した。

(C)スライドの作製

紅蝕の入ったパラフィンブロックを包埋された紅蝕に合わせてカットし、 8

pmの切片に切り、 Haupt接着液(1%ゼラチン、 2%フェノール、 15%グリセリ

ン)を薄く塗ったスライドグラスに載せ、その上から水を垂らし、伸展器(50eC)

で伸展させた。十分に伸展させた後、水分を除いて再び伸展器上で12時間以

上乾燥させた。

(d)染色・封入・観察

スライドグラスを1% (w/v)サフラニン水溶披(0.1%サフラニン　95%
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alcohol)で10分間染色し、流水で洗った後、蒸留水で1分間浸漬した。続い

て水分をふき取り、 0.5% (w/v)フアストグリーン溶液(0.5% fast green, 95%

alcohol)で10分間染色し、流水で洗い、蒸留水で1分間(2回)浸鼓した。 37oC

で乾燥させ、キシレンに5分間(2回)浸漬させた。スライドをキシレンから取

りだし、エンテラン・ニュー伽ERCK)で封入した。観察は光学顕微鏡(Nikon

ECLIPSE E600; Nikon)により行った。

(27)プロリン含量の測定

0.5gの試料を1 mlの3% (w/v)スルホサリチル酸溶液中でホモジナイズし、

冷却遠心横で10,000 xgで10分遠心した。新しいマイクロチューブに0.2 ml

の上清および0.2 mlの酸性ニンヒドリンと0.2 mlの無水酢酸を加え、 100-C

で1時間反応させた後、氷冷した。反応溶液は0.4mlのトルエンで抽出した。

トルエンをブランクとして、 520 nmの吸光度軸を勘定した。また、検量線

はL廿Oを適当の倍率で希釈して作製した。加の濃度は検量線より求め、得

られた値から新鮮重量あたりの加含量を算出した。

(28)プロリンデヒドロゲナ-ゼ酵素活性の測定

(a)粗ミトコンドリア画分の調製

プロリンデヒドロゲナ-ゼ(ProDH)はミトコンドリアタンパク質であるため,

タバコBY-2培養細胞からミトコンドリア画分の調製を行った。まず、十分に

冷却した乳鉢を氷上に置き、試料を入れた。試料の生鮮重量に対して3倍量の

タンパク質抽出緩衝液(100mMリン酸カリウムバッファー、 400mMショ糖、

I mM EDTA)を加え、乳棒を用いてゆっくりすりつぶした。ガーゼで櫨過した

後、新しいマイクロチューブに1 mlずつ教本に分けて取り、冷却遠心機で300

Ⅹgで10分間遠心し、さらに上清を10,000 xgで20分間遠心した。得られた

沈殿を0.1 rdのタンパク質抽出緩衝液に溶解させたものを粒ミトコンドリア

画分として、 RoDH活性の謝定に使用した。

も)プロリンデヒドロゲナ-ゼ活性の測定

ProDH活性は、その基質であるProの代謝産物である△1-ピロリンー5-カル

ポキシレートと0-アミノベンズアルデヒドが反応して生成する色素を443 run

の吸光度仏蛸)を測定することにより求めた。 75 mMリン酸カリウムバッファ

25



-(pH7.4)、 1.0 ML一廿0、 3.4]MチトクロムCと20 /dの粗ミトコンドリア

画分を含むeoOfAの反応バッファーを37-Cで16時間反応させた。反応液に、

0.5 mlの0.5% (w/v) 0-アミノペンズアルデヒド/5% (w/v)トリタロロ酢酸を

加え室温で30分静置した。卓上遠心機で10,000 xgで遠心後、_上清を新しい

マイクロチューブに移した。基質であるL-Proを入れずに反応させたものをブ

ランクとして、 443 ranの吸光度鮎を測定した。生成色素のモル疲光係数は

2,710 M^cm,-iとして酵素活性を求めた。

(29)生細胞のフルオロセインジアセテートによる染色

フルオロセインジアセテート(FDA)は細胞内のエステテーゼ活性により分解

され蛍光物質となる。死細胞はエステラーゼ活性を持たないので.生細胞のみ

染色できる。固形培地から0.5 gのカルスを打O、 NaClまたはマンニトールを

添加した液体培地に移し、 24時間振畳培養した。細胞を0.01% (w/v)FDAで

染色し、蛍光顕微鏡(N蜘i ECLIPSE E600; Nikon)による観察を行った。約

1,000個の細胞を観察し、生存率を算出した。

80)タバコ形質転換培養細胞の同調培養

タバコBY-2培養細胞の同調化はNagataら(1992)およびK虹o and Esぬ

(1999)に記述されている方法に従って行った。まず、懸濁培養6日目の細胞10

mlを細胞分裂阻害剤であるアフイディコリン(シグマ) 5 mg/lを含む新鮮培地

100 mlに植え、 24時間回転振畳培養して細胞分裂直前の状態に停滞させた。

培養細胞をガラス櫨過器で渡過した後,新鮮培地1 1を用いて懸濁・櫨過を繰

り返して細胞を洗浄し、アフイディコリンを除去した。アフイディコリンの除

去により細胞分裂の停滞が解除された細胞を再び新鮮培地100 mlに移して回

転振畳培養を行い、 1時間ごとに1 mlずつ細胞を分敬した。回収した細胞は卓

上遠心機を用いて、 70 xgで1分間、室温条件下で培地を除去した後、細胞固

定液(エタノール:酢酸- 3:1)を加えて固定した。固定した細胞は、オルセイ

ン染色液で細胞核を染色し、光学顕微鏡(LABOPHOT ; Ni血)による観察をし

た。約1,000個の細胞を観察し、有糸分裂している細胞の割合を有糸分裂指数

細otic Index; M.I.)として算出した。 1時間あたりの有糸分裂指数の変移を指

標として細胞分裂活性を評価した。
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第3章　塩ストレスおよびオスモティツクストレスによるシカクマメのキチナ

-ゼ遺伝子の発現応答

緒言

キチナ-ゼはJV-acetyl-D-glucosamineのポリマーであるキチンのβ -1,4

結合を加水分解する。植物におけるキテナーゼの研究は生体防御に関するもの

がほとんどである。植物はキチンを構成成分に含む病原菌から自身を守るため、

キチナ-ゼを生産する(Bell, 1981)。植物は病原菌に感染すると、キチナ-ゼの

誘導が起こる。また、キチン、キトサンのオリゴ糖、タバコモザイクウイルス

などの植物ウイルス、植物ホルモンのエチレン(Mauch and Staehelin, 1989)

やサリチル酸、重金属の塩化水銀(Margis-I戦rfieiro et al., 1993)や、傷害紬mel

and Bellemare, 1995)などの物理的な刺激によっても誘導が起こる。キチナ-

ゼを高発現させたトランスジェニック植物は病気抵抗性が増加することが報告

さ中ており、キチナ-ゼが生体防御に深く関わっていることが知られている

(Broglie et aL, 1991, Suarez et al, 2001)。また、開花時や種子の形成の際に

キチナ-ゼの発現が誘導される(Neale et aL, 1990)という報告や、マメ科のキ

テナーゼが墳粒形成に関与するNod factorと呼ばれるリボオリゴサッカライ

ドを認識することも知られており(Goormachtig et al., 1998, Staehelin et al.,

1994)、植物のキテナーゼは生体防御以外の機能も有していると考えられてい

る。

キチナ-ゼはその一次構造によって4種類に分類される(Collinge et al.,

1993、 Fig. 3-1)。クラスIキテナーゼはN末端側からキチン態合ドメイン、

ヒンジドメインと呼ばれる結合部分、活性触媒ドメインの3つの観域で構成さ

れている。クラスIキチナ-ゼはさらに液胞輸送シグナルの有無によって2?

のサブクラスに分類される。液胞輸送シグナルのあるものが血、無いものがIb

とされている。クラスⅡキテナーゼはクラスIキテナーゼのN末端側のキチン

結合ドメインとヒンジドメインが欠失している以外は、クラス1キチナ-ゼと

似ている。クラスⅢキチナ-ゼはクラスIキテナーゼ及びクラスⅡキチナ-

ゼとは構造的に異なっており、むしろ細菌などのキテナーゼに構造が類似して

いる。クラスⅣキチナ-ゼは基本的にはクラスIキテナーゼと同じ構造をし

ているがそのアミノ酸配列の4カ所で欠矢が見られる。

これまでの研究で、耐塩性シカクマメカルスから特異的に6種類のタンパク
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質が分泌されることがSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動解析により明ら

かにされており,それぞれSAP1. -2、 -3、 -4、 -5、およびン6と名付けられ

ている(Esaka et aL, 1992)。 N末端のアミノ酸解析によりSAmはクラスIキ

チナ-ゼであることが分かっている(Esaka et al, 1994)。これまで、クラスII

キテナーゼがオスモティックストレスとアブシジン酸(ABA)により誘導された

という報告はあるが、クラスIキテナーゼが塩およびオスモティツクストレス

によって誘導されたという報告はない。そこで、シカクマメからクラスIキテ

ナーゼのcDNAを単離し,シカクマメの葉観韓とシカクマメの培養細胞を用い

て塩およびオスモティツクストレスによる発現応答について解析した。
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患果

(1)シカクマメのクラスIキテナーゼcDNAの単離

1% (w/v) NaClを含むシカクマメ液体培養用培地で、 4日間振畳培養したシ

カクマメ培養細胞から全RNAを抽出した。インゲン豆(BrogUe etal., 1986)、

タバコ(Shinshi et al., 1990)やカボチャ仏rie et at, 2000)のアミノ酸配列を比

較し、高度に保存されている飯域を調べた。保存飯域の塩基配列をもとに2つ

のPCR増幅用プライマーPlとP2を設計した。シカクマメ培養細胞から調製

した全RNAを鋳型としてRT (reverse transcription)-!℃R増幅を行った結果、

約570塩基のcDNA断片を得た。このcDNA断片をサブクローニングした後、

DNAシークエンサーにより塩基配列を解析したところ、他のクラスIキチナ-

ゼと楯同性が高いことから、クラスIキテナーゼであることが判明した。次に

この塩基配列をもとにシカクマメのクラスIキテナーゼに特異的な3,1ミACE

(rapid訂nplification of CDNA ends)および5'」ミACE用プライマーを設計し

た。

特異的プライマーを用いて3'、 5LRACEを行なった結果,約1,000塩基と

400塩基のcDNA断片を獲得し、それぞれ塩基配列を決定した。シカクマメの

クラスIキチナ-ゼの全鎖cDmは1,070塩基で、 945塩基のオープンリーデ

ィングフレームを有し、 315アミノ酸残基をコードしていた(Fig. 3-2)。また

N末端側には15アミノ酸からなるシグナルペプチドを持っていた(Fig.3-2)。

一般にクラスIキチナ-ゼは液胞に集積すると言われている。しかし、今回ク

ローニングしたクラスIキチナ-ゼ遺伝子が液胞輸送シグナルを持つかは不明

であった。また、得られたクラスIキチナ-ゼはN末端のアミノ酸配列がSAP3

(Esaka et at., 1994)とは異なっていたので、今回クローニングされたcDNA

はSAP3とは異なるクラスIキテナーゼ遺伝子であると考えられた任海. 3-3)。

シカクマメのグラスIキテナーゼのアミノ酸配列は、インゲン豆のクラスIキ

テナーゼ(Broglie et aL, 1986)とでは70%、タバコ(Shinshi et al., 1990)とで

は58%、カボチャ馳eta/., 2000)とでは64%、イネ紬唱eta/., 1991)と

では58%、ポテト(Andllo et aL, 1999)とでは60%と,他のクラスIキチナ-

ゼとホモロジーが高かった(Fig. 3-4)。また、 N末端側にクラスIキチナ-ゼに

特徴的な8つのシステイン残基が認碕らYtた(Iseli et al., 1993)。一方、ゲノミ

ックPCRでクラスIキテナーゼゲノム遺伝子のクローニングも行った。その籍

果、多くのクラスIキチナ-ゼと同様にシカクマメのクラスIキチナ-ゼ遺伝
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子もイントロンを持たなかった(Fig. 3-2)。

(2)シカクマメのクラスIキチナ-ゼ遺伝子の各組親における発現

発芽後1ケ月のシカクマメ植物の各観籍についてノーザンプロット解析を行

い、シカクマメのクラスIキテナーゼmRNA量を調べた。シカクマメのクラ

スIキテナーゼmRNAの検出にはSer^Trp.221に相当するcDNA断片をプロー

ブとして用いた。したがって、他のクラスIキテナーゼmRNAとハイプリダイ

ズした可能性もある。シカクマメのクラスIキチナ-ゼは札茎、子葉、葉に

それぞれ発現しており、植物体に串いて恒常的に発現していた(Fig. 3-5A)。次

に種子の発芽時におけるキテナーゼmRNAの発現について調べた。吸水後5

日目から発現が増大し10日目で最高となり、 12日目以降は急激に減少したこ

とから.種子の発芽の際にクラスIキテナーゼ遺伝子が誘導されることが示さ

れた(ng. 3-5B)。

(3)シカクマメのクラスIキチナ-ゼのオスモティツタストレス応答性

シカクマメのクラスIキテナーゼが塩ストレスによって誘導されるかを調べ

るためNaCl処理した発芽後1ケ月のシカクマメ菓敵良と培養細胞のノーザン

プロット解析を行いmRNA量を調べた。 1ケ月間生育させたシカクマメ植物

体の葉を用いて塩ストレスを与えた。切り取った直後の葉をコントロールとし、

0% (w/v), 0.5% (w/v)または1.0% (w/v)のNaCl溶液をいれたシャーレにシ

カクマメの葉を浮かべ、インキュベ-トした葉からRNAを抽出し、ノーザン

プロット解析を行った。塩ストレスを与えない0%濃度下でほ2日目、 4日目

と徐々にクラスIキチナ-ゼrnmの発境が低下したのに対し、塩ストレス

を与えた菓紅弟においては、 0.5%、 1.0%と塩濃度が高くなるにつれクラスIキ

テナーゼmRNAのより高い発現が見られた(Fig. 3-6A)。特に1.0%塩漬度下で

は4日目にクラスIキチナ-ゼmRNAの発現畳が高くなった。また、塩の入

っていない寒天培地で20日間培養したシカクマメカルス培養細胞を0%、. 5%、

10.%または1.5%のNaClを添加したシカクマメ披体培地に植え継ぎ、振畳培

養後RNAを抽出し、ノーザンプロット解析を行った。培養細胞においても0.5%、

1.0%、 1.5%と塩濃度が高くなるにつれクラスIキテナーゼmRNAの発現量が

高くなった(Rg. 3-6B)。 l.(では2日目に、 1.5%では4日目に最もクラスI

キチナ-ゼmRNAの発現量が増加した。
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次に、 NaClによる発現量の増加がNaClに特異的なものかどうかを調べた。

シカクマメ植物体の葉を用いて,切り取った直後の葉をコントロールとして、

250 mM KCl、 250 mM CaCL、 250 mlはマンニトール、 250 mMショ糖によ

るストレスを4日間与えた。その結果、葉観縄においては、クラスIキチナ-

ゼは塩だけでなく、マンニトールやショ糖などによるオスモティツクストレス

によっても発現が誘導されることが分かった(Fig. 3-7A)。また、シカクマメカ

ルス細胞を、 250mMKClや、 250mMCaCl2、 250mMマンニトール、 250mM

ショ糖を添加した液体培地へ移し, 4日間振畳培養を行いストレスを与えた。

培養細胞においても、塩だけでなく、マンニトールやショ糖などによるオスモ

ティツクストレスによってもクラスIキテナーゼの発現が誘導されることが分

かった(Fig. 3-7B)。

シカクマメカルス細胞を0%、 2%、 4%, 6%、 8%または10%のショ糖を含む

液体培地へ移し、振畳培養を行い、培養2日目および4日目のクラスIキチナ

-ゼmmの発現を解析した。 6%、 8%および10%の高ショ糖濃度でクラス

Iキチナ-ゼmRNAの発境量は増加した。通常の液体培地に含まれているショ

糖濃度(3%)に近い2%および4%ショ糖濃度ではクラスIキチナ-ゼmRNAの

発現は低かったが、まったくショ糖を含まない0%の条件では培養2日目にお

いてクラスIキテナーゼmRNAが強く誘導された伊短. 3-8A)。

シカクマメ種子を吸水後、 0%、 1%または2%のマンニトール溶液下で7

日間インキュベ-トしたところ、 0%、 1%マンニトール下ではほとんどクラ

スIキチナ-ゼmRNAの発現が認められなかったが、 2%マンニトール下で

はmm量は顕著に増加したことから、種子の発芽時にもオスモティツクス

トレスによりクラ女Iキチナ-ゼmmの発現が誘導されることが示された

(Fig. 3-8B)。

ABAは、一般に植物の乾燥や塩ストレス応答に開与するホルモンといわれて

いる(Skriver and Mundy, 1990)。これまでの研究で、塩およびオスモティツ

クストレスにより誘導される遺伝子の多くはABAによっても誘導されること

が知られている吋as且et al.} 1995, Mundy and Chua, 1988)。そこで、シカ

クマメのクラスIキチナ-ゼもABAによって発現が誘導されるかどうかも解

析した任*ig. 3-7C)。シカクマメの葉を0.1 mMやl mMのABAで処理しても

クラスIキチナ-ゼmRm量に変化は認められなかった。
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(4)耐塩性シカクマメ培養細胞におけるクラスIキチナ-ゼの発現

0.5%または'1.0% NaCl濃度下で維持し、耐塩性を獲得しているシカクマメ

のカルス培養細胞におけるクラスIキチナ-ゼの遺伝子発現について調べた。

0乳0.5%または1.0%のNaCl濃度下のカルス培養細胞をそれぞれの濃度の液

体培地に植え継ぎ、 2、 4、 6日目のクラスIキテナーゼのmRmの発現量を

ノーザンプロット解析で、クラスIキチナ-ゼタンパク質量の変化を抗カボチ

ャクラスIキテナーゼ抗体CArle et aL, 2000)を用いたウエスタンプロット解析

により調べた(Rg. 3-9)。 0%より0.5%および1.0タ跡抱Cl濃度下のカルス細胞の

方がmRNAの発現量が高かった(Fig. 3-9A)。ウエスタンプロット解析では2

本のバンドが検出されたが、これは、今回クローニングしたキテナーゼに似た

アイソザイムが存在するためと考えられ、分子量34,000に相当するバンドが

本クラスIキテナーゼと思われる。クラスIキテナーゼタンパク質量の変化も

mRNAの発現量の変化と相関していたくRg. 3-9B)。
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Tm

シカクマメのクラスIキテナーゼは315アミノ酸残基をコードしており(Fig.

3-2)、他の植物のクラスIキテナーゼのアミノ酸配列と相同性が高かった(Fig.

3-4)。ほとんどのクラスIキチナ-ゼは液胞シグナルを持つクラスIaであるが、

シカクマメのクラスIキチナ-ゼが液胞シグナルを持つかどうかは不明であり、

IaであるかIbであるかは分からなかった。インゲン豆のクラスIキテナーゼ

はN末端嶺域に10アミノ酸の欠矢があるが(Broglie et al., 1986)、シカクマ

メのクラスIキチナ-ゼにも9アミノ酸の欠矢が見られた(Rg. 3-4)。今回そ

のcDNAがクローニングされたクラスIキテナーゼはSAP3C地etal., 1994)

とはN末端アミノ酸配列が異なっていたので(Fig. 3-3)、 SAP3とは異なるク

ラスIキチナ-ゼであることが示唆された。

シカクマメのクラスIキテナーゼmRNAは、種子の発芽後10日目に最も高

くなり、その後、減少することから種子の発芽時に何らかの生理的機能を有す

る可能性があることが示された(Fig. 3-5B)。ノーザンプロット解析により、シ

カクマメの美観歳と培養細胞において添加したNaCl濃度に比例してクラスI

キテナーゼmRNAの発現が誘導され、またシカグマメ耐塩性培養細胞におい

ても同様にNaCl濃度に比例してクラスIキテナーゼのmRNAとタンパク質が

発現していたことから(Figs. 3-6、 3-9)、クラスIキテナーゼのmRNA発現は

NaClストレスに応答すると考えられた。さらに, KClや、 CaCl2、マンニトー

ル、ショ糖によってもクラスIキテナーゼmRNAの発現が葉観縄と培養細胞

の両方において増加したことから(Fig. 3-7)、クラスIキチナ-ゼ遺伝子は塩ス

トレスに特有なだけでなく,オスモティツクストレスにも応答することがノー

ザンプロット解析により示された。また、シカクマメ種子の発芽時にも、 2%

マンニトール下でクラスIキチナ-ゼmRNA量が顕著に増加することから

(Fig.3-8B)、クラス1キチナ-ゼは発芽の際のオスモティツタストレスによっ

ても誘導されることが示された。

ショ糖濃度0%、 2%、 4%、 6%、 8%また故10%の液体培地に串けるシカクマ

メ培養細胞のクラスIキチナ-ゼmRNAの発鄭ま、 6%以上の高ショ糖濃度下

では強く誘導された(Fig. 3-8A)。しかし、 2%や4%濃度ではmRNA発現量は

低かうた。一方、ショ糖を含まない場合では処理2日目にクラス・Iキチナ-ゼ

mRNAの強い発現が認められた。これは、通常培養細胞を維持している培地に

は、 3%のショ糖が含まれているため、 2%や4%ショ糖が含まれている培地では

m



培養細胞は大きなオスモティツクストレスを受けずクラスIキチナ-ゼが誘導

されなかったと考えられる。一方、 0%セは培地からショ糖を取り去ったため、

オスモティツクの低下によるストレスを受けクラスIキチナ-ゼのmRNAの

発現が誘導されたものと考えられる。

乾燥、塩ストレスで誘導される遺伝子の多くはABAで誘導されるが、一部

の遺伝子はABAによる誘導を受けない。すなわち、 ABAを介したシグナル伝

達系路と、 ABAを介さないシグナル伝達経路があると考えられている。 ABA

によって誘導される遺伝子には、小麦のEm (Vasil et al., 1995)遺伝子やイネ

のrab (Mundy and Chua, 1988)遺伝子などがある。一方、 ABAを介さない

で窮導される遺伝子には、アラビドプシスのDREB遺伝子(Iiu et al., 1998)が

ある。本クラスIキチナ-ゼほシカクマメの葉を0.1 mM、 1 mMのABAで処

理してもそのmRNA量の変化が認められなかったことから(Fig. 3-7C)、少な

くともこの条件下では、シカクマメのクラスIキチナ-ゼ遺伝子はABAによ

る誘導は受けないことが示された。

アラビドプシスの塩ストレス時に発現誘導される遺伝子がマイクロアレイに

より解析されている(Seki et aL, 2002a)。また、大麦の塩ストレス時に誘導さ

れる遺伝子のマイクロアレイ解析も行われている(Oztur et ad., 2002)。これら

のマイクロアレイ解析によって、塩ストレスによってキテナーゼやβ-1,3-グ

ルカナ-ゼなど生体防御に関わる遺伝子が塩ストレスにより多数誘導されるこ

とが示されている。一方、タバコの塩ストレスによって誘導されるEREBP/71P2

ファミリーの転写因子Tsil遺伝子はエチレンやサリチル酸によっても誘導さ

れる任地et aL, 2001)。 Tsil遺伝子を過剰発現させたタバコは、いくつかの

病原性陶連の遺伝子の発現を誘導し、その籍果、塩ストレス耐性と病気抵抗性

を蕉得し, Tsil遺伝子が2つのシグナル伝達系路に関与することを示した。こ

のように、塩ズトレスや病原菌などに応答するための生体防御系路はクロスト

ークしていると考えられる。

本研究で、シカクマメのクラスIキチナ-ゼ遺伝子は塩およびオスモティツ

クストレスにより発境が誘導されることを示した。植物は塩ストレスやオスモ

ティツタストレスを受けると生体防御機能が弱まる。そこで、病気抵抗性を増

大させるためにキチナ-ゼの誘導を引き起こすのではないかと推測される。 ・一

方、ストレス時のシグナル伝達にクラスIキテナーゼが関与し、耐性に関与す

る遺伝子の発現を制御する可能性も否定できない。シカクマメのクラスIキチ
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チ-ゼの塩およびオスモティツクストレス時における生理的役割を解明するた

めに、さらなる研究が必要であると考えられる。
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Class IV

Class la

Class Ib

Class II

Class III

HBB^BM

団Chitin binding domain Hinge domain

□ Mainstructure　囲・ Vacu。Iartarge血gsignal

田Catalytic domain

Fig. 3-1 Classificati側ofplant chi血ases based on their amino acid sequences.
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l tG空c亀姐ABX GG&GS姐GhG GiG舶ICTI班G c研加CO*GSTGftC GTTGTTGTTGTT60
H B V D V V O

61 GB℡cGhAOGMGGG&飽GC姐℡弧姐CSGGC&G白GcG℡cGh研GXGC CC&GGGGGG 120

llG G R K l苫　Q C G　サ　O G G G V C

121 CW3TGT TGCAGCSAG TTC GGGTGG℡GC GGC TC&aCfiGC℡ GもG I&C TGC GGGS醍QS&IGC ISO

31エ　　　　　　　　X F G W C G S　℡　A I;　T C G　玉　G C　50

181 C地点Gt C姐tGC 甘GG GGGCCCAA&.CCC ACACCGAG6GS℡ ch空C℡asc Aロcare皿瑠C 240

51 Q S 0 C　甘　c P K P I P R G D I.　S S O

241 flGGAaCACGTaC G&G GhGAXG CTGJaGC&X C∝:ABC GSC GG&GCC TGC CCB.GC&岨GGC 300
Y E E H I,　K　　　　　　甘　D G A C R G　90

301 TTT TCCSCG TSC G班mRC C2&GC&GCGGC&SQGGC&℡℡C CCCfiGC ℡T GGfi且hCACG 360

91 F S T T D A F L A A A R A F P S F G H I 110

351娘GhC班l;CCiCT CGC MA城曲GG℡T恥GC& TTC TTGGGG C姐ACC ℡C℡CJC G姐420

Ill G D t A T H K R V A A F I.　G　¢　　　S H E 130

421岨JLロC GGI GG&TGG GG&aCC GCGCCGGSC qGRccarac oロC TQSGG&S包E SBC TTX CR 480

131 I t G G W G T A P D G P Y A G Y C F L ISO

481 AGG GMICGAAAC CCAACAAG℡AhC空hC ℡GC TCACCC AAC G亡C CfiA TIC CCA℡6℡cc℡ tCC 540

151 R E R　甘　　　I S H T C S P　甘　A O F P C a S 170

541 QSC且GGC且hxac xac GC訂CGGGGSCCC AXC C独班C tCA TGGiAC I且° AhCもC GG&C姐500

171 G H O T T G H G P I Q　エ　S W H Y　甘　7　6　0 190

601 XGTGG&AG&mArc AGC CTGGBC CTGCTCaaC fifiC CCaCコは: CTGGTTGCC弧GBC GC℡ 660

191 C G R　&　I V D L L　甘　耳　P D I.　V　6　T D a. 210

661 AXCAXC TCC UCaaG TCC GCC R&TGG t守c tGGSTGaCT CcacacrcT ccc姐G CC℡ TCC 720

211 I　エ　S F K S A L　甘　F R H T P Q S P

721 TGC CBC IaC GTCMC SCC弧CGftTqsacc OCC ICC te℡ mGh℡ CAGGCC GCC GGC CGC 780

231 C H D V I T G E W T P A Q A A G R　250

781 C℡ CCC GGC X&C 96Cnenace抽CATC且tcmlc gg℡ GGC CTT血TGC GGC CGC GG℡ 840

251 L P G T G T L　℡　　　　　　I K G G L E C G R G　270

841 ChGG把m CGC GTC CSGGhC CG℡且IC GGC ℡蝣C liCAiG姐XBC IS℡GSC TX&CIC XC℡ 900

271 Q D S R V Q G F Y X R Y C D L I.　S　290

901 SM CCT I乱rl宗3CABC心C CTC GfiC TGT TTC TCT CaG誠CC&XTXGG&AaT ℡ci crrc℡C 9SO

291 V P Y G ∫ I.　D C F O R P F G H S L L　310

961 CnCftTCCC TtC AtC恥ChfCtC ttC HI GCTTCC CTC HCCCTC℡ CCC ICT ℡OCCTC 1020

311 t H P F I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　315

1021 ℡℡C CCftCTTCCAICT TCC*IATT&AATaa&AIC TSATCG mm t℡C mMA MAA姐1080

Fig. 3-2 Nud紺dde sequence ofthegenomic DNA ofda貼I chitina駆鮎m winged bean. The

ammo acid sequ組ce deduced丘om血e nucleotide sequence of崩喝Cd kin class I chitinase

CDNA is血own und肝each codon. The m血ead indicates the pm欄皿g site for removal of

puta丘ve signal pep丘de sequence.
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6　7　8　9　10 ll 12 13 14 IS 16

Class I chitinase

SAP3

Fig. 3-3 Comparison of the amino-terminal amino acid sequences of class I chi血ase

and SAP3丘om wi喝ed bean. Id餌血al atnino acids were血own in gray boxes.
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(.蝣!蝣S吉:Tobacc0----MRLCKFTALSSLLFSLLLLSASA
pumpkin
Rice二二二二-_二T孟LHT
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Tobacco
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Rice
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蝉
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Fig. 3-4 Co江甲anson ofamino acid sequences ofclむ措I chi血ases丘om winged bean, kidney

bean (Broglie et aL, 1986), tobacco (Shinshi ei at., 1990), pumpkin (Ane et al., 2000), rice

(鞄lang et al., 1991), and potato (Aneulo et al., 1999). Amino acid sequences were aligned

to give maximum homolog. Amho acid residues conserved in more than four sequences

were shown in black boxes. The Cys resi血es that a陀characteristic of class I chitinase云

were shown in gray box鑑

39



A

m l
* S >

一..亡

: J {

: L l

3　51012 (d)

i- fc

Fig. 3-5 Northern blot狙alysis of class I chitinase mRNA in ¥i血s tissues of

winged bean. (A) Northern blot analysis of class I chitinase血RNA in roots, stems,

cotyl血s and leaves of winged bean. (B) Northern blot analysis of class I cm血ase
mRNA in winged bean seedlings germinated for 3, 5, 10 or 12 d a鮎r water

absorption.
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Fig. 3-6 Northern blot孤alysis of class I chitinase mRNA treated with NaCl in leaves or

su甲蝕Si仙瑠ultured cells of winged bean. (A) RNA wぉextracted 血an leaves treated

witii 0, 0.5 or 1.0% (w/v) NaCl for 0 (Control), 1, 2 or 4 A (B) RNA was extracted丘om

cells s岬飢sion-cultured in culture medium containing 0, 0.5, 1.O or l.5% (w/v) NaCl
for 0 (Control), 2, 4 or 6 d.
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Fig. 3-7 Northern blot analysis of class I chitinase mUNA in leaves併馳spension-cultured

cells of winged bean during osmotic stress. (A) RNA was extracted h皿Ieaves treated with

water (輯O), 250 mM NaCI, 250 mM KCl, CaCら250 mM mannitol or 250 mM saccharose
for 0 (Control) or 4 d. (B) RNA was extracted from cells su;甲ension-cultured in the culture

medium without (N仙e), or with 250 mM NaCl, 250 mMKCl, C叫, 250血M mannitol or
250 tnM saccharose for 0 (Control) or 4 d.
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Fig. 3-8 Northern blot analysis of class I chitinase mRNA of winged bem. (A) RNA was

extracted丘om cells suspension-cultured in the culture medium cαltainmg 0, 2, 4, 6, 8 0r

10% (w/v) sacchamse for 2 or 4 d. (B) RNA was extracted丘om the seedlings germinated

in the presence ofO, 1 or 2% (w/v) manmtol for 7 A (C) RNA was extracted hm leaves

treated with 0 (Control), 1 or 0.1 mM ABA for 1 A
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Fig. 3-9 Analysis of class I chitinase gene in salt-a I su甲氾sion-cultured cells of

winged bean. Northern blot皿alysis (A) and western blot analysis (B) of cell su甲ension-

culture of winged bea皿callus軸d to 0, 0.5 or 1.0% (w/v) NaCl for 0, 2, 4 or 6 d.
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第4章　タバコ植物体へのアスコルビン酸の添加と塩および酸化ストレス抵抗

性

緒言

多くの植物は、数mMから数十mM濃度のL-アスコルビン酸仏怠A)を生合

成している。 AsAはサイトゾルやミトコンドリアに局在する酵素によりD-グ

ルコースから合成されるが、アポブラストや液胞、ベルオキシゾ-ム、葉魚体

にも局在する(Smirnoff et el., 2001)。自然の状態で、植物は様々なストレス

にさらされている。 AsAは様々な酸化ストレス耐性と関係していることが良く

知られている。すなわち、 AsAは抗酸化剤として働き、光合成や酸化的代謝、

様々なストレスから生じるフリーラジカルや、活性酸素種を除去することによ

り、酸化的ダメージから植物を保護する(Foyer and Lelandais, 1993)。活性酸

素種の一つである過酸化水素は急速に、 water-waterサイクルと呼ばれるアス

コルピン酸ベルオキシダーゼ経路により、水へと無毒化される仏sada, 1999)。

アラビドプシスの突然変異体vtclは野生株の30%しかアスコルビン酸量がな

く、オゾンやUV-B、 S02に高感受性を示す(Con出in et al., 1996, 1997)。し

かし、このオゾン感受性はAsAの添加により回復する。

AsAやその酸化物デヒドロアスコルピン酸(DHA)の細胞内外への輸送は、プ

ロトンシンポ-トやAsATDHAアンチボートによって行われていると提唱され

ている(Horemans et at, 2000)。 K曲tら(2001)はDHAとAsAが、アラビ

ドプシスの葉雛鳥でアポブラストからシンブラストへ輸送されることを報告し

た。また、アラビドプシスの葉にL-[14C] AsAを添加すると、鯨部にAsAが

蓄積した後、凝端や花器官へ輸送されるが成熟葉には輸送されないことが明ら

かになっている(Franceschi and Tarlyn, 2002)。アスコルピン酸酸化酵素

(AAO)はAsAをモノデヒドロアスコルピン酸へと触媒する酵素である。本研究

室でこれまでにカボチャAAO遺伝子を高発現した形質転換タバコ培養細胞か

ら調整したプロトプラストは野生株のもめに比べ著しく膨張することが示され、

AAOが植物の細胞膨張・伸長の制御に必須な酵素であることを提唱している

(Kato and Esaka, 2000)。植物ではAsAの合成系の最終酵素はL-galactono-

1,軸tone de蜘enase (GalLDH)である。本研究室で作製されたタバコ

GalLDH遺伝子をアンチセンス法により抑御した形質転換タバコ培養細胞は、

アスコルピン酸量が野生株の70%も減少し、細胞の形状も細長くなり、細胞の
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分裂も遅くなることが示されている(Tabata etal., 2001)。

外部からのAsAの添加により叡線内のAsA含量が増加することが、トマト

の植物体を用いた研究で報告されている仏rrigoni et sL, 1997)。 AsAを添加

したトマトの植物体は、 300 mMのNaClで6時間処理した塩ストレスから驚

異的な回復を示し、さらに、脂質の過酸化も抑制された(Shalataand Neum,

2001)。また、種子の発芽の際に2mMのAsAを添加することにより、 100mM

のNaCl存在下でのアラビドプシスの種子の発芽と成長が、野生株に比べ改善

されたという報告もある(Borsani etal., 2001)。そこで、本研究ではAsAの添

加によりタバコが塩ストレス耐性を獲得することができるかを検討した。さら

に、他の酸化ストレスとしてUVストレスに着目し、その抵抗性についても検

討した。
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結果

(l) L-ガテクトノー1,4-ラクトンおよびアスコルビン酸処理したタバコの植物体

におけるAsA含量の変化

AsAは、 D-グルコースからGDP」:トマンノース、 GDP-L-ガラクト-ス、 L-

ガラクト-ス、 Lガラクトノー1,4-ラクトン(GalL)を経てAsAへと合成される

と考えられている卸Ieeler et aL, 1998)。 4種類のAsAの前駆体、 D-グルコ

ース、 D-マンノース、 Lガラクト-ス、 GalLをタバコの植物体に添加し、 AsA

の前駆体の添加でシュートのAsA含量が増加するかを検討した(Fig. 4-1)。 10

mMのD-グルコースやD-マンノースの添加では、 AsA含量に範著な変化は見

られなかった。しかし、 10 mMのL-ガラクト-スやGdLの添加では、 AsA

含量は約2倍に増大した。

Vincent and Nathan (Vincent and Nathan, 2002)は、アラビドプシスとア

ルファルファの葉を10mMまたは20mMのGalLで処理すると、 7-8倍AsA

含量が増大したと報告している。そこで、発芽後3-4週間のタバコの植物体を

o (コントロール)、 1、.10、 50 mMのGdL溶液またはAsA含溶液で処理して

AsA含量と成長を比致した。各溶液で24時間処理後、 AsA含量を測定したと

ころ、コントロールに比べGdL、 AsAのいずれの処理でもAsA含量は増加し

たが、特にGalLの方が効果が高かった(Fig. 4-2A)。 50 mMのGdLの添加で

AsA含量は18.7倍、50mMのAsAの添加で14.2倍増大した。3日間の10血M

のGdLや、 AsAの添加では植物体に変化はないが、 50 n加の濃度では両方と

も植物に深刻なダメージを与え薬が萎れた(Fig. 4-2B)。特にGdLの添加によ

るダメージは大きく、全ての植物が萎れた。 ・

(2) L-ガラクトノー1,4-ラクトンおよびアスコルビン酸処理したタバコの葉にお

ける塩およびUVストレス抵抗性

AsA含量の増大と塩耐性の獲得の関係を解析するた桝こ、タバコの植物体を

GalL溶液またはAsA溶液で24時間処理し、葉を切り取った後,葉を600mM

のNaClを添加したGalL溶液またはAsA溶液に浮かべて25℃、常光下(6,000

hユ由で3日間塩処理を行い、葉緑体に含まれる色素で、塩やUVなどのストレ

スによって分解されやすいクロロフィル含量を指標として塩抵抗性を解析した

(Fig. 4-3)。 600 mMのNaClで塩処理したAsAを添加していない葉では、無

処理の葉と比較してクロロフィル含量が61.8%減少した。 AsAを添加した600
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mM NaCl溶液で処理した葉では、 AsA濃度0.8 mMで37.1%、 3 mMで15.7%、

10 mMで5.4%とそれぞれ低下した。また、 GalLを添加した葉では、 0.8 mM

では25.6%、 3 mMでは43.4%、 10 mMでは19.1%減少した。 AsAの添加に

より塩ストレスによるクロロフィル合成阻害が軽減されたことが示された。一

方、 Gamを添加して塩処理した葉のクロロフィル含量の減少もGalLを含まな

いNaCl溶液で処理した葉に比べ低かった。しかし、塩処理をしていない10m

MのGdLを添加した葉のクロロフィル含量は、水のみの溶液で処理した葉の

クロロフィル含量の34.3%も減少した　GalLの添加により、塩ストレスを与

えない条件でもクロロフィル含量が減少することから、 GalLは植物体にとっ

て毒性を有することが示唆された。

次に、糞の酸化ストレスとしてUV抵抗性についても解析した(F輸. 4-4)。

UV照射は細胞に光酸化ストレスを与え、成長や光合成、開花、受粉、蒸散な

どに影響を与える曲詔ema et al., 1997, Jansen et al., 1998)。タバコ個体を

AsA溶液で24時間処理し、切り取った葉をAsA溶液に浮かべて24時間UV

照射を行った。照射後、それぞれ新しいAsA溶液に移し、 24時間28℃常光下

(6,000 lux)でインキュベ-トした後、クロロフィル含量を測定した(Fig. 4-4)。

コントロールの水に浮かべた葉では、クロロフィル含量が66.4%減少した。 AsA

を添加した集では、 0.8mMでは41.7%、 3 mMでは43.0%、 10 mMでは15.3%

の減少を示したことから、 AsAの添加はUV照射による酸化ストレスの軽減に

も有効であることが示された。

さらに詳細な解析を行うために、 UV照射後のタバコ個体の生存率を調べた。

はじめに、 UV耐性を獲得とAsA濃度の関係について検討した。 0 mM、 0.8 mM、

3 mMおよび10 mMのAsAで24時間処理後、 120分間UVを照射し新鮮な

AsA溶液に移しかえた。 24時間AsA溶液でインキュペ-ト後、植物体を土壌

へ移植し、さらに2週間観察を行った。生存率は、 2週間で新しい集が生芽しこ

生育するかどうかで判定した。 UVによる傷害の激しい個体は、 2週間後でも

新しい葉が生じず、その後枯れてしまった。添加濃度がタバコ個体のUV耐性

に与える影響を検討した結果、 AsAの至連濃度は0.8 mMであったので、この

濃度をその後の解析に用いた。 AsA O mM (コントロール)または0.8 mM処理

したタバコ植物を用い0、 75、 90、 105または120分間のUV処理を行った。

コシトロールでは生存率はUV照射により低下し、 120分では26%と最も低か

った(Fig. 4-5B)。一方、 0.8 mM AsA処理下では、 105分、および120分の

48



無射後も93%の生存率を示した。

0.8 mMAsAで処理したタバコ植物体のAsA含量に、 UV照射が与える影響

を測定した。 UV照射の開始後75分までAsA含量は急激に増加したが、その

後、減少した(Fig. 4-6A)。コントロールに比べAsA処理によってAsA含量は

上昇したが、その葦はUV照射120分でAsA含量がコントロールの1.2倍と

あまり大きくはなかった。

酸化的ストレスによるダメージは、脂質の過酸化の謝定により評価できる

(Rao eta/., 1997, Rao and Davis, 1999)。 UV照射後のチオバルビチュリック

酸反応性物質(W)を測定することにより脂質の過酸化量を調べた(Fig. 4-

6B)。タバコ植物を0.8 mM AsAで24時間処理を行い、 105分間UVを旅射

した後、AsA溶液を更新した。コントロールのTRARS量はUV無射後1-3

日後で急激に上昇したが、 AsA処理下のそれは減少した。

(3) L-ガラクトノー1,4-テクトンおよびアスコルビン酸処理したタバコ植物体に

おけるAsAの紅識局在性

O mM (コントロール)および・ 10 mMのGalLまたはAsA溶液で処理したタ

バコの植物体におけるAsAの紅織局在性を硝酸銀染色法(C軸, 1984)によ

り調べた。発芽5日目のタバコの植物体を24時間、それぞれの溶液でインキ

ュペ-トした後、シュートを切り取りスライド標本を作製し、光学顧微鏡で戟

察した。 10 mMのGalLで処理したものは、大きなAsAのドットがコントロ

ールに比べより多く瀬端分裂敵縄で観察された伊ig. 4-7A)。また、葉紅籍にお

いても多量のドットがつながって列状に観察された(Fig. 4-7B)。 10 mMのAsA

で処理したものは,瀬端分裂紅緒ではコントロールとほぼ同程度のAsAのドッ

トが観察された(Fig. 4-7C)。しかし、葉紅縄においては10 mMのAsAで処

理したものは多量の列状につながったドットが観察された鞄. 4-7D)。
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考察

AsAはフリーラジカルや過酸化水素、酸化的ストレスから植物を防御する主要

なファクターである。 AsAの添加は脂質の過酸化を抑制し、活性酸素種による

膜やタンパク質へのダメージから生体を保護する(Shalata and Neumann,

2001)。本研究では、タバコの植物体へのAsAの添加により、血vitroの条件

下で菓において塩ストレスとUVストレスに対する耐性を獲得することが明ら

かにされた(Rgs. 4-3、 4-4)。さらに、血vivo下でも0.8 mM AsAの添加に

よりタバコのUV耐性が向上することが示唆された(ng. 4-5)。 0.8 mM AsA

の植物体では、 120分間UV照射した場合の2週間日の生存率は93%であった。

しかし、 AsA無添加のコントロールでは26%と生存率は低かった。しかしなが

ら、 UV照射時のAsAを添加したタバコの植物体とコントロールとのAsA含

量の差は小さかった(門ig. 4-6A)。 105分のUV処理後の脂質過酸化の指標とな

るTMSは1日目から3日目にかけ減少したのに対し、コントロールでは急

激に増加した(Rg. 4-6B)。これらの絵具により、タバコ植物体のAsA含量が

UV耐性に影響を与えたと推測される。 Shalata and Neum (Shalata and

Neumann, 2001)は0.5 mMのAsAの添加によりトマトが塩耐性を獲得した

と報告している。また、 Borsaniら(2001)も2 mMのAsAの培地への添加に

より、 100 mM NaCl存在下でのアラビドプシスの種子の発芽やその後の成長

が改善されたと報告している。タバコで本研究では0.8 mMのAsA濃度でUV

ストレス耐性が得られている。一方、 GdLはAsAに比べ、タバコ植物体に添

加したときのAsA含量の増大が大きかったが肝垣. 4-2A)、添加により植物体

が萎れて枯れることから植物体たとり有毒であることが示唆され、また塩スト

レス抵抗性もAsAと比赦して低かった(Figs. 4-2B、 4-3)。

タバコの植物体のAsA含量は、 AsAの前駆体であるL-ガラクト-スやGdL

の添加で約.2倍量増加した(Fig. 4-1)。しかし、 D-グルコースやD-マンノー

スの添加では変化が見られなかった。 D-グルコースとD-マンノースはAsA生

合成のための経路以外にも様々な経路で代謝されるので(Smirnoff, 2000)～ AsA

含量に影響を与えなかったものと推測される。

タバコの植物体を10 mMのGdLで24時間処理すると、 3.1倍、 ,10mMの

AsAで24時間処理すると2.7倍AsA含量が増加した伊1g. 4-2A)。また、 10 mM

のGanやAsAで処理したタバコの植物体において、多量のAsAが葉に局在

することが硝酸銀染色法による絵巣から示された(円gs. 4--7B、 4-7D)。これら
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の結果から、 AsAを培地に添加するとタバコの根からAsAが吸収され葉へと

輸送されることが明確になった。また、 GalLも租から吸収された後AsAに変

換され、同様に葉へと輸送されたと考えられる。しかし、どの敵縄でGalLか

らAsAへ変換されたかは不明である。

Maddisonら(2001)は、オゾン感受性のラディッシュに50 mMのGalLを添

加するとAsA含量が2倍に増大し、オゾン耐性が増大することを示した。本

研究で、タバコにGalLを添加した結果,塩ストレス抵抗性は増大せず、逆に

植物体に対して毒性を示した(Figs. 4--2B、 4-3)。両者の結果が相違する理由に

ついては明確ではないが、 Maddisonらの実験はGalL処理が1日だったのに

対し、本研究では3日または4日間GdL処理を行っており、処理時間の違い

から起因したものかもしれない。あるいは、塩ストレスにより細胞は酸化的ス

トレスのほかにイオンによるストレスやオスモティツタストレスを受けるので、

オゾンストレスと塩ストレスの両者のストレスが細胞に与えるダメージの違い

によるものかもしれない。一方、ラディッシュは50mMのGdLの添加でAsA

含量が2倍増大するのに対し、タバコの植物体は10mMのGdLの添加でAsA

含量が約3倍増大する(Fig. 4-2A)ことから、増大したAsA含量の違いから起

因した可能性も否定できない。

Yabutaら(2002)は、テラコイド膜総合型アスコルピン酸ベルオキシダーゼ

遺伝子を過剰発現させた形質転換タバコは野生株に比べて約37倍の酵素活性

が増大し、結果的にスーパーオキシドを発生させるメチルバイオログンに対す

る抵抗性や、強光下での低温ストレスに対する耐性が増加したと報告している。

キュウリのアスコルピン酸オキシダーゼ遺伝子を過剰発現させた形質転換タバ

コは野生株の380倍のアスコルビン酸オキシダーゼ活性を有した鎗果、全体め

AsA含量は変化しなかったが、アポブラストのAsAレドックス状態が変化し

てアポブラスト内のAsA含量が減少し、酸化型のDHA量が増加した

(sanmartin et a/., 2003)。この形質転換タバコは、オゾン感受性が野生株より

高かったことから、アポブラストのAsAのレドックスがオゾン耐性に関与する

ことが示唆された。最近では、アラビドプシスの低AsA含量ミュータントvtcl

においてマイクロアレイ解析により種々の遺伝子の発現が調べられた伊恕tori

et aL, 2003)。 vtclでは生体防御遺伝子、特にβ-グルカナ-ゼやキテナーゼ

などの病原菌に対する防御に関連する遺伝子が野生株に比べ高い発現を示した。

vtclではABA量が野生株より60%高くなり、その結果、細胞伸長や分裂活性
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が減少したことが示された。 ABAは多くの生体防御に関連する遺伝子を誘導す

る。これらの能巣から、 AsA含量が生体防御や成長に関与する遺伝子の発現を

調爵することが明確になった。

AsAの生合成経路については未だ明確になっておらず、 AsA含量を増加させ

るための様々な研究が行なわれている。 D-ガラクツロン酸からLガラクトン

酸へ変換する酵素D-ガラクツロン酸レダクタ-ゼ遺伝子を過剰発現させたア

ラビドプシスの形質転換体のAsA含量は2-3倍に増加したという報告もある

(Agius et aL, 2003)。また、デヒドロアスコルビン酸レダクタ-ゼ遺伝子を過

剰発現させたタバコとトウモロコシの形質転換体は、 2-4倍アスコルビン酸含

量が増大し、AsAレドックスポテンシャルが顕著に増加した(Chen eta/., 2003)。

しかし、アラビドプシスのIIガラクト-スをGdLへ酸化するL-ガラクト-

スデヒドログナ-ゼ遺伝子を過剰発現させた形質転換タバコでは、 L-ガラクト

-スデヒドログナ-ゼ活性は増加したもののAsA含量は変化しなかった

(Gatzek et aL, 2002)。本研究室で作製されたタバコのGdLDHを過剰発現さ

せた形質転換タバコ培養細胞はAsA含量が野生株の1.5-2.0倍高く、活性酸

素の発生をひき起こすパラコートに耐性を示した。 AsAの合成系路は複数存在

している可能性が高く、 AsA含量を増加させるには1つの遺伝子だけでなく多

数の遺伝子を制御する必要があると思われる。 AsA高含量植物の作製は、、栄養

価が高く、生育が早くて酸化的ストレス耐性のある植物の作出につながると考

えられ,今後の研究の発展が望まれる。
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第5章　RN如法によりプロリンデヒドロゲナ-ゼ遺伝子を発現抑制した形質

転換タバコの作製とその性質

緒言

多くの植物は、高塩や低温、乾燥ストレスなどの環境ストレスにさらされる

とプロリン(Pro)やグリシンベタイン、マンニトールなどの適合溶質と呼ばれる

物質を蓄積し、タンパク質や膜などの高分子を保護すると考えられている

(Delauney and Verma, 1993)。 Roは細胞構造を安定化させ、フリーラジカ

ルを除去することが知られている(Smirnoff and Cumbes, 1989)。

打Oは、グルタミン酸からAl-ピロリンー5-カルボン酸(P5C)を経て合成され

る(Fig. 5-1)。合成系ではP5C合成酵素伊5CS)が律速酵素であることが知られ

ている(Kishor eta/., 1995)c打Oからグルタミン酸への代謝系はミトコンドリ

アで行われている(Boggess and K∝ppe, 1978, Huang and Cav曲eri, 1979,

Elthon md Stewart, 1981)。この経路は2つの酵素によって触媒される。ま

ず、打oデヒドログナ⊥ゼ(打oDH)がはじ釧こ触媒し、次に、 P5Cデヒドロ

グナ-ゼによって触媒される。

ProDH cl)NAはアラビドプシスからはじめて単離された(AtProDH;

Kiyosue eta/., 1996, Pemg eta/., 1996, Verbruggen etal., 1996)。 A伽D汀

遺伝子の発現は乾燥ストレス時に抑制されるがFtoの添加や亀燥ストレスから

の回復時に誘導される(帥ue et al., 1996, Nakashima etal., 1998X Nanjo

ら(1999a)は、 AtProDHのアンチセンス遺伝子をアラビドプシスに導入し、そ

の発現を抑えることにより乾燥ストレスからの回復時においても高打o含量を

維持することができる形質転換植物(anti-ProDH)を作製した。このa嘘ト

ProDH植物は、 600 mMのNaCl下でも倒伏するまで時間が野生株より延長

されることから、打Oの蓄積量の増加が塩耐性獲得に寄与していると考えられ

る。しかし、 M由止ら(2榊2)も、 A伽D汀のアンチセンス遺伝子を導入したア

ラビドプシスの形質転換体を用いて同様の研究を行ったが、 Nanjoら(1999a)

の結果とは異なり、塩耐性を示さなかったと報告している。

アラビドプシスのP5CS遺伝子をアンチセンス法で抑制した形質転換体では、

葉の形態に異常が見られ、花序も伸長せず、オスモティツクストレ大に高感受

性を示した(Nanjo et al., 1999b)。一方、トマトのP5CS遺伝子を過剰発現さ

せた辞母は、 Proを100倍量蓄積したにも関わらず顕著な塩ストレス耐性を示

60



きなかった(Maggio etat, 2002)。アラビドプシスの耐塩性ミュータントpstl

は、オスモティツク耐性を示すが、塩ストレス下でのRo含量は50%も低下し

た(Tsugane et aL, 1999)。アラビドプシスの塩感受性ミュータントSα1は、

野生株より20倍もNaCl感受性が高山号、塩ストレス後には野生株の2倍の打o

含量の増加を示した帆i et aLt 1996)。また、トマトの塩感受性ミュータント

toslは、オスモティツクストレス後の打o含量が野生株の約3倍であった

(BorsむIi et a/., 2002)。

このように、 Roの蓄積により植物の耐塩性が増加するかどうかは未だに明

確になっていない。そこで、タバコのProDH遺伝子(NtProDM)の発現を二本

鎖RNA interference収NAi)法を用いて抑制し、打Oの蓄積により塩ストレス

耐性を獲得するかどうかを検討した。
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結果

(1)タバコの植物体と培養細胞における乃uDH遺伝子の発現

タバコのProDH遺伝子はKimら(2001)によってサイトカイニンによっ

て誘導される遺伝子(dgrl)としてNico血aぬm cv.蝕nsun NNCNI)よ

り単軒されている。タバコBY-2の乃uDH (NtProDlカcDNAは、培養3日

目のBY-2カルス培養細胞から抽出した全RNAを鋳型とし、 dglの配列をも

とに設計したプライマーを用いたmにより増幅した。タバコBY-2の

NtProDH cDNAの塩基配列から推定したアミノ酸配列にはそのN末端にミト

コンドリアタ-ゲテイングシグナルと推定される配列が存在した(Fig. 5-2)。

タバコ植物体とBY-2培養細胞を寒天培地からProを添加した溶液や培地に移

して処理し、 NtProDHのmm量をノーザンプロット解析により調べた(Fig.

5-3)。タバコの植物体では, 50 mMの汁Oにより24時間後にわずかな発境が

認められ、 100mM、 150mMの加処理では12時間後に大量のmmの発

現が認められた(Fig. 5-3A)。一方、 BY-2培養細胞においても, 50 mM、 100 mM

の汁o処理により1日後および2日後に大量の血RNAの発現が認められた(Fig.

5-3B)。タバコのNtProDHは、アラビドプシスのAtfねDH遺伝子(Nakashima

et al., 1998)と同様に通常の培養条件下ではほとんど発現していなかったが、

打Oの添加によって著しく誘導された。

(2) RN如法によるタバコBY-2 NtProDHの発現抑制

タバコBY」2のNtProDH遺伝子の発現をRNAi法を用いて抑制するために、

N末端側429塩基(Bl)と内部嶺域376塩基(B2)のcDNA断片(Fig. 5-2)をRNAi

用ベクターpGWHPRへGATEWAYクローニングテクノロジーを用いて挿入

し、それぞれpGWHPR-Nt打oDH-Blおよび-B2とした(Fig. 5-4)。アグロバ

クテリウム法により、 pGWH円棚・oDH-Blおよび」迫をタバコBY-2培

養細胞に導入し、抗生物質(Km)により選抜を行った。得られた形質転換株か

ら無作為に70株を選抜し、ノーザンプDrツト解析によりNtfねD打血鮎の

発現を解析した。通常の培養条件では、 NtfねD汀mRNA量の発現は非常に低

いので(Fig.5-3B)、 50 mM Proで24時間処理してNtProDHの発現を誘導し

てからImの抽出を行い、ノーザンプロット解析を行った。その結果、ほと

んど全てのB2系統の株において、 NtProDH mRNAの発現が、野生株のもの

に比べ抑えられていた(Fig. 5-5A)。しかし、 Bl系統の株ではNtProDHmRNA
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の発場が抑制されているものは少なかった。そこで、 B2系統の中でNtProDH

mRNAの発現が顔著に抑えられている11個体の株についてより詳細な解析を

行った。

これら11個体の形質転換株と野生株を3日間培養L ProDHの酵素活性を

珊定した結果・形質転換株のProDH活性は野生株の4.恥32.2%となり非常に

低い活性を示した(Fig. 5-5B)。さらに,遊離の打o量を謝定したところ、形質

転換株の汁o含量は野生株のものより1.2-3.0倍高かった(Fig. 5-5C)。以上

の廟析結果をもとに、 NtProDHiriRNAの発現が低く、かつ、遊離の打。含量

の高いB2系統の3株17、 22および23株についてさらに詳細な解析を行った。

(3)打o高含量形質転換タバコ培養細胞における細胞増殖の促進

野生株および形質転換株である17、 22、 23株の細胞を振畳培養し7日後に

光学顕微鏡によって細胞を観察したところ、形質転換株の細胞は野生株のもの

より非常に小さなことが分かった。それぞれ、 50個の細胞の長さを潮定し、比

較したところ、野生株では79.2士17.9〝mであったのに対し、 17、 22および

23株の細胞の長さは、それぞれ33.4士8.3、 31.5士8.1, 36.9±9.9 //inとな

り、野生株のそれの1/2以下であった(Fig. 5-6A)。固形培地でのカルスの増

殖を培養後、 1週間および3週間後に比赦したところ、形質転換株の増殖が野

生株の増殖よりも速いことが示された(Fig. 5-6B)。さらに:懸濁培養下におけ

る細胞増殖速度も謝べた。培養後、 1日おきに細胞を回収してその新鮮重量を

測定した結果,野生株よりも17および23株の方が増殖能が高いことが明らか

になった辞ig. 5-6C)。また,タバコ同調培養系を用いて細胞分裂速度を比較し

た。 DNAの合成阻害剤であるアフイディコリンを加え全ての細胞をS期伽A

合成期)の直前に停滞させ、その後、アフイディコリンを除去することにより細

胞分裂を同調化させることができる。 17、 23株および野生株について同調培

養を行い、 1時間ごとに有糸分裂細胞の割合(有糸分裂指数)を比較したところ、

野生株では9時間後に有糸分裂指数が最大となったが、 17、 23株では8時間

後に最大となり、細胞分裂速度が増加したことが分かった(Rg. 5-6D)。

以上の結果から、打o高含有形質転換タバコ培養細胞の細胞分裂活性が野生

株より高くなり、結果的に増殖速度も高まったと考えられる。興味深いことに、

高fVo含量形質転換株は細胞分裂速度が高いにも開わらず、細胞の老化によっ

て引き起こされる褐変化が野生株に比べ抑えられていることが分かった(Fig.
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5-7).

(4)打o高含有タバコ培養細胞の打Oに対する感受性

打Oがストレスに対して膜やタンバク質などの高分子を保護するにも関わら

ず、植物に過剰のRoを添加すると、植物の生育を阻害するなど植物にとって

有毒であることが報告されている(Bonner eta/., 1996, Hellmann etal., 2000,

Deuschle etal., 2001)。そこで、打o含量の高い形質転換株に打Oの添加が与

える影響について解析を行った。加・を添加した液体培地に、固形培地で増殖

させたカルスを0.5gずつ移植Lで振畳培養を行い、 24時間後の細胞の生存率

を調べた。生存はフルオロセインジアセテート(FDA)による染色によって評価

した。約1,000個の細胞のFDAによる染色率を蛍光顕微鏡により観察した(Fig.

5-8C)。 FDAは生細胞内のエステテーゼ活性により分解されて蛍光物質となる。

死細胞はエステテーゼ活性を有していないので、 FDAにより染色されない

(Zhang et al., 1998)。 2 mM打Oの添加では、生存率は野生株の21%-62%を

示したCFig.5-8A)。 5 mMの加を添加した場合では形質転換株の生存率は野

生株の35%-54%となり,打o添加に対し高感受性を示した(円g. 5-8B)。

(5)打o高含有タバコ培養細胞の塩およびオスモティツクストレス感受性

形質転換株の塩ストレス抵抗性を解析するた糾こ, 200 mMのNaClを液体

培地に添加し、形質転換株および野生株の24時間後の生存率を求めた。形質

転換株では、野生株と比較して2.5-2.9倍高い生存率を示した(Fig. 5-9A)。ま

た、 250 mM NaCl下でも形質転換株は野生株に比べ、 0.0'^'O.y倍高い生存率

を示した(Fig. 5-9B)。

さらに、恥含量の増大が塩ストレス以外の水ストレスに対しても有効であ

るかどうかを検討した。液体培地に0.5 Mマンニトールを添加し、形質転換株

および野生株の24時間後の生存率を求めた。その絵巣、形質転換株では野生

株に比べ2.5-2.7倍の生存率を示した(四g. 5-10)。

これらの解析により、恥高含有形質転換タバコ培養細胞では、塩ストレス

およびオスモティツタストレスに対しての抵抗性が増大するものと考えられた。
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考察

これまでI P5CSやP5CR、打oDHなどの酵革遺伝子を過剰発現・抑制した

形質転換体を用いた研究や、耐塩性あるいは塩感受性ミュータントを用いた跡

究があるにもかかわらず、打Oの蓄積とオスモティツタ耐性の関係は不明であ

った(Bor盟ni eJaZ., 2002, H血g etsd., 2000, Na増o etaL, 1999a, Nanjo eta/.,

1999b, M由止et al., 2002, Maggio et al., 2002, Tsugane et al., 1999, Wu et

al., 1996)。本研究では、タバコBY二2培養細胞のProDH遺伝子の発現をRN如

法により抑御することで加含量を増大させた形質転換タバコBY-2培養細胞

を作製した。

タバコのNtProDHmSNAの発現は、打Oを添加した誘導条件下でもほとん

ど認められず、ほとんどのB2系統の株でm法によりNtProDHの発現は

抑制されていた。一方、 Bl系統の株ではRN如法による抑制効果はほとんど

認められなかった(Fig. 5-5jD。この相違が、どのような理由からか不明である

が以下の可能性が考えられる。 a) m活性がRNAの構造によって異なるた

めB1°よりB2の方がmRNAの分解反応が高かった(Hohjoh, 2002)。也)アラ

ビドプシスのゲノムにはAtProDHと84%の相同性のある遺伝子が存在するの

で、タバコのBY-2にも、まだクローニングされていないがNtProDHに類似

したアイソザイムが存在する可能性がある。その場合、導入したBlの二本鎖

鮎のターゲットよりB2の二本鎖RNAのターゲットの方がNtProDHに類

似したアイソザイムとNtProDHの相同性の高い蘇域に存在するため、

NtProDHとそのアイソザイムの両方のmRNAの分解反応が生じた。ともあれ

脱法によりNtProDH w虎NAの究理が抑制された結果、形質転換タバコ培

養細胞の恥DH括性が低下して野生株のものの4.9-23.3%となり、結果的に、

Pfo含量は野生株の1.2-3.0倍に増大した(臼gs. 5-5B、 5C)。

アラビドプシスのProDH過剰発現株では、打o含量が約50%低下し、 ProDH

のアンチセンス遺伝子を導入した抑制株では打o含量が約60%増大した伽bd

et al. 2002)。しかし、この打o含量の変化は、形質転換植物体の種子の発芽

や成長に影響を及ぼさなかった。アラビドプシスのProDHが欠失した突然変

異体p曲においても、十分な水条件下では生育に影響は見られなかった(Nanjo

et al. 2003)。 P5CSのアンチセンス遺伝子を導入した形質転換アラビドプシス

では、野生株よりもRo含量が低下し、葉の形態に異常が認められ、花序の伸

長も阻害された(Na増o eta/. 1999b)。また、トマトのP5CSを過剰発壊させた

65



酵母では加含量が野生株より約63倍高くなり、生育の遅延が認められた

(Maggio et al. 2002)。本研究によって得られた研究結果は、これまでの報告

とは異なっせいた。固形培地での打o高含量形質転換タバコ培養細胞は野生株

より速い増殖を示した(Fig. 5-6B)。また、液体魅濁培養においても、同様に

打o高含量形質転換タバコ培養細胞は野生株より速い増殖を示した(Fig. 5-6C)。

同調培養による細胞分裂の解析結果から加高含量形質転換タバコ培養細胞の

細胞分裂が野生株よりも活性化されていることが示された(Fig. 5-6D)。また、

打o高含量形質転換タバコ培養細胞のサイズは野生株の細胞のサイズの

40%-47%と小さく(Fig. 5-6A),打o高含量形質転換タバコ培養細胞が細胞分

裂が活発であることと相関している。

多くの植物において、竜燥や、高塩、低温や高温、重金属などのストレス柱

より打Oは蓄積される。植物体に打Oが蓄積されることにより、膜やタンパク

質へのダメージを軽減させることができる仏Iia and M誠ysik 2001, Shah and

Dubey, 1998, Verma, 1999)。加の生合成は、細胞質のNADPVNADPH

比を適正に維持する。ストレス時の回復による急速な打o代謝も、ミトコンド

リアでの酸化的リン酸化を軽減し、オスモティツクストレスによるダメージか

ら回復するためのATPの合成を誘起する(Hare and Cress, 1997)。加はオス

モティツタ調静剤伽Ieg et al., 1984, Delauney and Verma, 1993, Taylor,

1996)や、タンパク質安定剤馳Ietsov and Shevyakova, 1997, Shah and

Dubey, 1998)、金属のキレ一夕-(Farago and Mullen, 1979)、脂質の酸化防

止(Mehta md G乱打, 1999)、ハイドロキシルラジカルのスカベンジャー

(Smirnoff and Cuih加盟, 1989)として機能すると提唱されている。タバコBY-

2懸淘培養細胞では1週間で細胞は飽和し.栄養分および増殖空間が不足し、

生育を阻害する老廃物も蓄積するために増殖を行えず、やがて死に至る。汁o

高含量形質転換タバコ培養細胞は高い増殖度を示すにも開わらず、細胞の酸化

による褐変化が野生株に比べ低下した(Fig. 5-7)。これらのことにより、打o

高含量形質転換タバコ培養細胞ではFtoの蓄積により脂質の酸化が抑制され、

膜やタンパク質に対する傷害が軽減されたと推察される。

アラビドプシスでProの添加が成長を阻害するという報告がいくつかある。

Mmiら(2002)は、アラビドプシスの乃也D汀遺伝子をアンチセンス法で抑制し

て得られたRo高含量形質転換アラビドプシスが打Oに高感受性であることを

示した。 Nanjoら(2003)も、アラビドプシスのProDHが欠失した突然変異体
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p曲が加に高感受性であることを報告しており、これらの患巣から過剰量の

打o蓄積が植物体にとって有毒であることを示している。本研究においても、

ProDHの発現をRNAi法により抑御した打o高含量形質転換タバコ培養細胞

を2 mMや5 mMのRoで処理すると野生株のものに比べ、それぞれ、 21期ト62%、

35%-54%の生存率となった(Fig. 5-8)。グリシンを除くアミノ掛ま高濃度の存

在で他のアミノ酸の合成や代謝を阻害する(Banner et al., 1996)。打o処理し

たp血のマイクロアレイ解析の酷果.過剰のRoによりアスパラギンの合成

が阻害されていることが明らかとなった紬増o et aL, 2003)。従って、加代

謝が抑制された打o高含量形質転換タバコ培養細胞も、恥の添加により、他

のアミノ酸の合成や代謝を阻害し、加に対する感受性が高まったものと考え

られる。

Nanjoら(1999a)は、アラビドプシスのAtProDHの発現をアンチセンス法

で抑制した形質転換アラビドプシスが、塩ストレス耐性を獲得したと報告して

いる。一方、 Mmiら(2002)は、 AtProDHの発現を同様にアンチセンス法で抑

制した形質転換アラビドプシスは、耐塩性を獲得しなかったと報告している。

本研究では、タバコのNtProDHの発現をRNAi法により抑制することにより

Pro含量を増加させることができ、その結果、塩耐性を獲得することができた

(Figs. 5-5、 5-9)。 Ro高含量形質転換タバコ培養細胞は, 200血MのNaCl

処理条件下で野生株の2.5-2.9倍, 250 mMのNaCl条件下で3.5-4.9倍の生

存率を示した(Fig. 5-9)。さらに, 500 mMマンニトール処理の条件下でも野

生株のものに比べ2.5-2.7倍の生存率を示した(Fig. 5-10)。これらの結果から、

加高含量形質転換タバコ培養細胞は塩およびオスモティtiク耐性を蕉得した

ことが示された。.しかし、本研究の結果は細胞レベルでの解析にとどまってい

るため、植物体における紅耗レベルでの解析がさらに必要であると思われる。

打Oと、その水酸化物のハイドロキシプロリンは、細胞壁の主要構成成分で

ある。 C岬rら(1994)は、 Roを水酸化する酵素プロリルヒドロキシテーゼ

を3,4デヒドローL-プロリンにより阻害した細胞壁の再生を阻害したタバコの

葉肉細胞のプロトプラストを用いて、細胞壁のハイドロキシプロリンリッチな

糖蛋白質の機能を調べた。 3,4デヒドローL-プロリンで6日間処理したプロト

プラストは膨張するものの、細胞分裂も観察されなかった。この結果は、 Ro

が細胞分裂に重要な役割を果たしていることを示している。本研究で.加高

含量形質転換タバコ培養細胞の細胞分裂が活性化された理由については以下の

67



ように考えたく円g. 5-ll)。 (i)加の蓄積が細胞壁の合成を活性化し、その結果、

細胞分裂が促進された。 Oi)培養細胞条件下で、常にオスモティツタストレスに

さらされているがProが高含量になったことによってオスモティツタストレス

に耐性を獲得し、もともと抑制されていた細胞分裂が解除され、見かけ上細胞

分裂が活性化された(Figs. 5-9、 5-10)。

本研究において、 Roの代謝を抑制することにより打o含量を高めた形質転

換タバコBY⊥2培養細胞は、その細胞分裂・増殖が活性化されることが明らか

になった。打Oはストレスを受けている植物にとってオスモティツタ調節や活

性酸素のスカベンジャーとして機能するだけでなく、細胞の分裂を刺激する可

能性も示した。他の適合溶質を増加させた形質転換体の解析では生育阻害が認

められたという報告もあるので収Dmero et al., 1997, Karakas et al., 1997)、

本研究の成果は、植物にオスモティツク耐性を獲得させるとともに成長速度の

高い作物を作出できる可能性を示したもので、非常に興味深い。
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L-glutamic acid

Lproh皿e

P5 CDH

ProDH

P5CS

apontaneous
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Fig. 5-1 Metabolic pathway of Pro in plants. GSA, glutainic-Y-semiald叫e; P5C, A'-
iline-c　　　　　　　5, P5C syndic由岨e; P5CR,円C reductase; ProDH, proline

dehydrogenase; P5CDH,円C dehydrogenase.
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Fig. 5-2 A血o acid sequence and the region used for RNAi construction ofNtProDH.

Putative mitochondria! signal is indicated by gray box. The region used for constru血g
PGWHPR-NtProDH-B l is indie地d by double underline, and -B2 is indicated by bold
line. The accession number is ABO464 1 9.
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尊i串ij義貞

Fig. 5-3 Northern blot malysis for the ProDHmRNA in tobacco plants and BY-2 cells. (A)

Three- to 4-week-old tobacco plants were transferred to MS medium with 50 mM, 100 mM

or 150 mM L-Pro or without Pro (Control). Numbers above each lane indicate the number of

hours a食er the treatment. A total of 10 ¥ig RNA was loaded onto each lane and st血ed with

ethidium bromide (EtBr). (B) Tobacco BY-2 cells were transferred to MS agar with 50 mM

or 100 mM L-Pro or without Pro (Control). Numbers above each lane indicate the m皿iber of

days after the treatm甜t. A total of 10 ng RNA was loaded onto each lane and stained with

e血idium bromide (EtBr).
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1腰

IC聞mtron

Fig二5-4 C伽蜘血m ofpGWHPR-NtProDH ust喝GATEWAY cloning technology.

PCR products 61 and B2 were amplified h>m the target g印e Wi血attBl and at田2 sites

hcorporated i且to the PCR primers. This product is then inserted into the PGWHPR

vector by recombin血between attB l/attB2 and attP l/attP2 mediated by BP dona虹・
When the construct is expressed in plants a hairpin KNA脚A) with血e nitron
甲Iiced out is produced. NPT-II; neomycin pho甲hotransferase 礼 35S; CaMV 35S

p叫ICDH; NADP isocitrate dehydrogenase, CmR; chloramphenicol resistance
, Nos-T; nopaline野nthase terminator, HPT; hygromycin phosphotransferase,

RB and L6; right border and le丑border, respec丘ve抄.
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Fig. 5-5 Selection oftransgenic cell lines with suppression ofNtProDH by RNAi. (A)

Northern blot analysis for the NtProDH mRNA. Transgenic Bl組d B2 cell lines and wild-

type cells (WT) were treated with 50 mM Pro for 1 d. A total of lOjig RNA was loaded onto

each lane and stained with ethidium bomide (E但r). (B) ProDH activity oftransgenic B2 cell

lines. The transgenic cell lines and wild-type cells (WT) were cultured for 3 d on皿MS agar

plate. Crude mitochon血ial丘ac丘ons pr甲ared丘om transg組ic cell lines皿d w止d-type cells

(WT) were used hr determination ofProDH activity. (C) Free Prq contents in transgenic B2

cell lines. The transg蝕ic cell血es and wild-type cells (WT) were cultured for 3 d on an MS

agar plate. The erode extract丘om each cell line was used for determin血on of丘ee Pro.
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Fig. 5-6 Appearance皿d growth of NtProDH一血ting transgenic cell lines. (A)

Microscopic photographs of wild-type cells and transgenic cell lines cultured for 7 d (bars -

20 ¥im). (B) Appearance ofwnd-type calli and transgenic c姐i. Photographs of wild-type

calli皿d transgenic calli cultured for 1 or 3 weeks at 28-C in darkness. (C) 2 ml of line 17

(open square), line 23 (open tri孤gle) md wild-type cells (open diamond) w併e transferred to

100 ml of丘c血medium and maintained on rotary shaker at 130 r.p.m. at 28-C for 1 week.

Following this, the cells were collected丘om each flask every day and the丘esh weight of

cells was measured- uIe ratio of丘esh weight on 1, 2, 3, 4, 5, 6 0r 7 dto丘esh weight on 0 d

was de血ed as growth rate. (D) Mitotic division oftransgenic cell lines 17 and 23, and wild-
type cells in野nchronous division culture. The synchronous division cultures of line 1 7 (open

square), line 23 (op組triangle)皿d wild-type cells (open diamonのwere carried out using

aphidicolin. Mito血c index, which is de血ed as the r血o ofmitotic cells to total cells, was

determined every hour.
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WT 17　22　23

Fig. 5-7 Senescence of wild-type cells and transgenic cell lines in suspension culture.

Photographs of wild-type and tr皿sgenic cell lines su甲ension-cultured for 2 weeks on

rotary shaker at 130 rpm.

75



A
70

PS-コ

^ォ・
ヽ_■l

ォ　so
ここコ

巴40
l■-

r^^^M^Tf

20

声10
く乃

B
60

(

^　so
ヽ_l.′

a>　411

虚

30

虚

.己　20

巨lo
班

Fig. 5-8 Hypersensitivity oftransgenic cell lines in the presence of既ogenous Pro. (A) and

(B) Percentage mean value ± SE (n-3) of survivors oftransgenic cell lines treated wi血2

mM (A) or 5 mM (B) Pro for 1 d. The wild-type and transgenic calli were trans丘irred to

liquid medium with Pro. Survival rate was determined by examining about 1,000 cells

stained with fluorescein diacetate伊DA). (C) Microscopic photographs of wild-type cells

and transgenic cell lines treated with 2 mM Pro for 1 d and stained with FDA. They were

observed under visible light (lower) or an epifluorescence microscope (upper). The viable

cells became bright green仲ars - 20 ¥im).
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Fig. 5-9 Salt tolerance oftransgenic cell lines. The wild-type calli and transgenic calli were

tranSfe汀ed to liquid medium with 200 mM (A), or 250 mMNaCl (B) hr i d and the survival

rates (mean v血e ± SE) (n-3) were determined by examining about 1,000 cells stained with

FDA. Photographs of wild-type cells and tra皿sgenic cell lines su甲ension-cultured with 200

mM (C) for 2 weeks, or 250 roM (D) NaCl for 3 weeks. (E) Microscopic photograph ofwild-

type cells and transgenic cell lines treated with 200 mM NaCl foK 1 d and stained with FDA.

They were observed under visible light (lower) or an epifluorescence microscope (upper)

(bars - 20 nm).
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Fig. 5- 10 Osmotic tolerance oftrmsgenic cell-lines. (A) The wild-type calli and transgenic

calk were transferred to liquid medium with 500 mM mannitol for 1 d皿d the survival rates

mean value ± SE (n=3) were calculated by exj聖空g about 1,000 cells stained with FDA.
(B) Photographs of wild-type cells and transgenic cell-lines suspension-cultured for 3 weeks
with 500血M mannitol.
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Fig. 5-1 1 A model for the role of Pro ac銅地肌in cell grow血. Ace切血n of Pro
activates cell wall synthesis by increasing fay血堺曲由and consequently鴫
cell division and growth- Furthermore, Pro accumulation restricts cell death caused by

osmotic stress. Finally, cell grow血may be血dated by Pro a∝umulation
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第6章　総合討論

本研究により、 1)シカクマメのクラスIキテナーゼ遺伝子の発現が塩およびオ

スモティツクストレスに応答することが示され、クラスIキチナ-ゼがストレス

時に何らかの機能をする可能性が示唆された。しかし、その機能の解明までに

は至らなかった。 2)アスコルビン酸をタバコに添加することにより、塩および

UVによって引き起こされる酸化ストレスに対して抵抗性を獲得することが示

された。したがって、アスコルビン酸を増大させることにより,様々な酸化的

ストレス耐性植物を作出できる可能性が示唆された。 3)タバコ培養細胞の

丹nDH遺伝子をRN如法により抑制し、打o含量を増加させることができた。打o

高含量形質転換タバコ培養細胞は,塩およびオスモティツクストレスに対して

耐性を示すとともに、細胞分裂が活性化され増殖速度も増大した。この結果に

より、適合溶質である打Oの蓄積が塩およびオスモティツクストレス耐性の獲

得につながることが明らかとなり、加えて細胞成長の促進にもつながる可能性

が示された。

近年、モデル植物であるアラビドプシスゲノムの塩基配列が公開された(Seki

et al., 2002b)。また、完全長cDNAのランダムクローニングプロジェクトも進

展しポストゲノムのための研究も進んでいる。また、イネやトウモロコシなど、

その他の植物のゲノム解析も進んでいるo　このようなゲノムやcDNAの塩基配

列の情報増加に伴い、従来の特異的遺伝子発現解析法であるディファレンシャ

ルディスプレー法やcDNAサブストラクション法に代わり、一度に数千～数万

の遺伝子を解析できるマイクロアレイによる遺伝子発現解析が盛んになってき

ている。乾燥、低温、高塩ストレス下における遺伝子の発現が、 7,000個のア

ラビドプシスのcDNAを用いたマイクロアレイ解析により調べられている(SeM

et ah, 2002a)。その結果、 277個の遺伝子が乾燥ストレスにより誘導され、 53

個の遺伝子が低温により、また、 194個の遺伝子が高塩ストレスにより誘導さ

れた。また、それらの遺伝子のうち約11%が転写因子であった。さらに、 22個

の遺伝子は、 3種のストレスに共通して発現誘導されていた。一方、 78個の遺

伝子が乾燥により、 89個の遺伝子が高塩により、 71個の遺伝子が低温ストレス

によりその発現量が減少していることが明らかになった。また、 ABAによる遺

伝子の発現応答の解析もアラビドプシスを用いたマイクロアレイによって行わ

れている(Seki et al., 2002c)。その患果、 ABAにより245個の遺伝子の発現が

増大した。 ABAにより誘導される多くの遺伝子が、竜棟や、高塩ストレスによ
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っても同様に誘導されており、特にARAと乾燥に応答する遺伝子がクロストー

クしていた。このように、多くの遺伝子が異なるストレスに対して共通に誘導

されることがマイクロアレイ解析により明らかとなった。さらに塩ストレスに

抵抗性を有するイネ(yar地曲において、塩ストレス処理後15分から1週間

の間に転写量を変化させる遺伝子が、 1728個の根から調製したcDNA.マイクロ

アレイ解析により調べられた(Kawasaki et a/., 2001)。 PQkおぼではストレス

地理後15分からいくつかの遺伝子の転写が活性化し始め、 1時間以内に10%の

遺伝子が顕著にアップレギュレートまたはダウンレギュレートすることが分か

った。これらの遺伝子の発現応答は、普通の塩に対して抵抗性を持たないイネ

よりも速かった。早期にタンパク質の合成と代謝回転が促進され、引き続いて、

数時間以内に既知のストレス応答性遺伝子の転写が活性化され、その後、生体

防御に開達する遺伝子の転写が誘導される。ストレスからの回復に関連する遺

伝子の誘導は、 1週間後に観察された。その他にも、タバコにおけるUV13ス

トレスによる遺伝子の発現応答や、アラビドプシスにおける観光ストレスによ

る遺伝子の発現応答など、様々なストレスによる遺伝子の発哉応答がマイクロ

アレイにより解析されている(Izaguirre etal., 2003, Kimura etal., 2003)。こ

のように、ストレスによる網羅的な遺伝子発現解析によりストレス応答のため

の発場ネットワークが明らかになりつつある。タバコ植物へのアスコルビン酸

の添加により塩および酸化ストレスに対する抵抗性を麓待したメカニズムが、

網羅的な遺伝子の変動をマイクロアレイにより解析することにより明らかにで

きるのではないかと考える。また、本研究で作製した加高含量形質転換タバ

コ培養細胞においてもアップレギュレートまたはダウンレギュレートした遺伝

子をマイクロアレイにより解析を行うことにより、細胞分裂が活性化されたメ

カニズムが明らかになるのではないかと期待できる。

他方、突然変異体の解析は、表現形とそれに開わる遺伝子とを相関させるこ

とを可能にし、遺伝子の機能同定につながる。突然変異体の作成には2種類あ

り、遺伝子の機能を破壊したもの(トランスポゾン法、 mNAタギング法)と遺

伝子の機能を増強したもの(アクティベ-ションタギング法)がある。前者では

アラビドプシスやイネなどで多数のタグラインが作製されて解析されつつある。

アラビドプシスのT-DNAタグラインから単離されたミュータントosmlltNaCl

やマンニトールなどのオスモティツタストレスに感受性を示した位hu et at,

2002)。 omlは野生株に比べ竜操に弱く、 ARによって調節される気孔の開閉
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が阻害されていた。 T-DNAの挿入位置から、 OSMl遺伝子は,膜のα十やCl-

イオンチャンネル活性を制御するSNAREタンパク質と相同性が認められた。

またOSMl遺伝子が孔辺鍬即こ多量に発現していたことから、 OSMlの機能は

オスモティツクストレス耐性やABAにより調節される気孔開閉の応答に開与し

ていることが示された。 Catakら(2003)は、テラビドプシスにおいて低温によ

って誘導され、細胞内α+量を調節する液胞のCa2VH十アンチボーターをコー

ドするG∠はコ遺伝子の機能を解析するため、 G4Ⅹヱ遺伝子が破壊されているT-

DNAタグミュータントを解析した。予想通り、このミュータントは液胞膜の

Cが+/H十アンチボーター活性が減少していた。また、ミュータントの乾燥、高

塩、低乱凍缶に対する抵抗性は野生株と変わらなかったが、低温に順化後の

凍絵耐性は増加し、低温への順応応答に重要な機能をしていることが示された。

近年ではDNA挿入部位の配列とそれに伴う植物体の表現型がミュータントパネ

ルとしてデータ-ベース化されてきており.突然変異体を用いた遺伝子の機能

解析が一層進展するものと思われる。

現在、遺伝子紅換え植物では導入遺伝子産物の安全性やアレルギー誘発性の

有無、さらに遺伝子導入によって伴われる副次的な有害物質の産生の可能性な

どの観点から安全性基準審査が行われ、これらの審査にバスした農作物、例え

ば日持ちのよい作物(トマト) ・害虫に強い作物(ジャガイモ・トウモロコシ

など) ・除草剤の影響を受けない作物(ダイズ・ナタネ・ワ夕など) ・病気に耐

性の作物(イネ・ニンジンなど)などが、すでに市場に出回っている。しかし、

塩や乾燥、酸化などの暴境ストレスの遺伝子の発現応答は複雑で、これらの抵

抗性を付与するには複数の遺伝子の導入が必要であると言われている。近年、

複数の遺伝子を導入することができる多重遺伝子導入の技術の開発が試みられ

てきている。環境ストレス耐性に開与する遺伝子を複数個植物体へ導入するこ

とにより、より清密な遺伝子制御をされた塩や乾燥、高・低温、酸化などのス

トレス耐性形質転換植物が作製されることが期待される。
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