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研究成果

本研究では、日本産dgrobacterium rhizogenes MAFF301724株が保有するpRil 724

roIB遺伝子のオーキシン化合物による転写制御に関する研究を行った。始めに、

pRil724 T-DNAのright borderを決定し、新規ORFXの発見と転写を確認した。次に、

pRil724のcore T-DNAの上に存在する不定根分化遺伝子群の転写状況をnorthern

blottingおよびRT-PCR法を用いて解析した。その結果、全てのORfの転写が確認さ

れた。しかし、 ORFIO(7724rolA)、 ¥2{1724rolC)および13aでは、逆鎖に転写産物が

あることが確認され、隣接したORFからreadthroughされた転写産物の可能性が考

えられた1724rolBプロモータのオーキシン化合物による転写促進をアジュガ毛状

根で調べたところ、オーキシンであるNAA添加培地移植後6時間以内に転写の活性

化が起こり、 12時間目までにはピークに達することが分かった。 1724rolB遺伝子の

上流から約1200bpのDNA断片を単離し、 GUS遺伝子の上流に繋いだプラスミドを

構築し、これを導入したタバコ毛状根内でのGUS活性を測定した。その結果、こ

の領域にプロモータ活性があることが確認された。また、本プロモータの発現部

位を組織化学的なGUS染色によって調べたところ、根の表皮と根毛部分での発現

が見られた。しかし、その活性はCaMV35Sプロモータに比較すると10分の1程度で

あった。 GUS遺伝子の上流に繋いだ1724rolBプロモータ領域を上流から順次deletion

Lたプラスミドを作製し、これを導入したタバコ毛状根におけるプロモータ活性

を調べた。その結果、プロモータ活性は986-678bpで急激に減少し、この位置に転

写活性化領域があると考えられた。オーキシンでの転写活性化は678-540bpで消失

したので、この領域に活性化の額域、すなわちシス因子の存在が示唆された。一

方、 pRiA4のrolB遺伝子プロモータ内でオーキシンにより活性化されるシス因子

(ACTTTA)のmotifを含む配列が兄いだされており、これと類似した1724rolBプロモ

ータ内の配列を3回繰り返した合成DNAを用い、 Yeast One-Hybrid法によってタバ

コcDNAライブラリーからこの配列に結合するトランス因子の単離を試みている。

なお、さらに詳細な報告を以下に記す。
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I.　緒言

生物は出現以来、途方もなく長い時間をかけて多様な種を創り出してきた。す

なわち、多様な生息場所・状態に適応するためにその形態を変化し、また、変化

したその形態がさらに新しい生息場所・状態に適応するといった変異と淘汰の繰

り返しで、現存する生物種が生まれてきたと推測される。したがって、同じ多細

胞真核生物といっても、植物と動物とは形態が大きく異なり、ライフサイクルに

おいても著しく異なっている。特に、植物と動物が異なる点の1つは、前者のほ

とんどは移動できず、その一生を同一箇所で過ごすのに対し、後者は自由に移動

できることであろう。形態の違いは外見に留まらず、体内の器官同士の連絡も大

きく異なり、どちらも管状の器官が体内に張り巡らされて、各種の栄養物などの

交換をするが、実際の形態や機能は大きく異なっている。また、体内の恒常性を

保つために必要な微量生体分子、すなわちホルモンに両者の共通性は現在兄いだ

されていない。

植物細胞の構造は、一部のオルガネラを除けば、酵母や動物細胞のそれと基本

的に同じ構造をしていると言ってよい。また、植物細胞の生命維持を行うべきハ

ウス・キーピング遺伝子や細胞分裂を司る遺伝子群も、酵母や動物細胞と類似の

ものが続々と兄いだされてきており、形だけでなく質的にも共通であることが示

唆されてきている。さらに、外界からの刺激に対する反応、すなわちシグナル伝

達系の大枠には、原核、真核生物を問わず類似性・共通性が兄いだされてきてい

る。しかしながら、前述の通り、細胞の生命現象を調節すべきホルモンには共通

なものはなく、調節のシグナル伝達機構を動かす物質には、両者の形態と同様の

差異があると考えられている。

植物の生長や細胞分裂を調節する物質は、植物生長調節物質と呼ばれ、特に植

物細胞由来のものを植物ホルモンと総称している。これらには、オーキシン類、

サイトカイニン類、ジベレリン類、アブシジン酸類、エチレン及びブラシノライ

ド類が知られ、各々が特有の生理活性を持っている1)。これらのうち、植物の生長

や細胞分裂にはオーキシン類とサイトカイニン類が重要とされ、その生理作用の
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解明に多大な努力がそそぎ込まれてきた。しかし、多大の努力にもかかわらず、

これらの物質の多様な機能の本質は、現在も十分に理解されているとは言い難い。

特に、分子レベルでの理解は十分に得られておらず、上記のいずれの植物生長調

節物質による刺激のメカニズムはまだ闇の中である。

オーキシン類化合物は、多様な生理作用を持つことが知られているI)。たとえば、

個体レベルでは、伸長生長、屈性、維管束分化、カルス分化、着果及び果実の肥

大生長、落葉、発根、花芽形成促進、頂芽優先など、数多くの生理作用が観察さ

れる。また、細胞レベルでは、膜結合型のproton-ATPase活性を上昇することが知

られており、細胞外-の急激なプロトン放出により酸性度が上昇し、このため非

共有結合型のセルロースが緩み細胞の縦方向の伸長、すなわち酸生長が起こると

いわれている。また、分子レベルでは、核酸やタンパク質の生合成が高まること

が知られており、オーキシン類化合物により遺伝子発現の調節や促進が起こるこ

とにより、上記の個体レベルでの反応が観察されるのは疑いない。以前から、オ

ーキシン類化合物による分子レベルでの反応は、直ちに起こるものとしばらくた

ってから起こるものがあることが知られていた1)。ただし、しばらくたってから起

こる反応の中には、オーキシンによって最初に生じた反応によって派生したもの

も含まれるので、これらとは区別する必要がある。直ちに起こる反応では、核酸、

タンパク質の合成を伴わないものがあると考えられてきた。一方、最近の分子生

物学的手法により、オーキシンによって転写制御される遺伝子が少しずつ単離さ

れてきた。これらは、数分以内に直ちに転写が起こる遺伝子と数時間かかってか

ら転写が起こる遺伝子に大別されるようである2)。しかし、上記のオーキシンによ

る反応と遺伝子の転写調節を直接結びつけるには至っていない。また、これらの

知見からオーキシン類化合物によるシグナル伝達の根幹を説明するには至ってい

ない。

ところで、土壌細菌であるAgrobacterium属細菌は、植物に感染し癌腫を形成さ

せる病原菌であるが、その形成メカニズムは極めてユニークである3)。すなわち、

該細菌はその菌体内に巨大なプラスミドを有し、該プラスミドの一部であるT-DNA

上に植物を癌化させる遺伝子群がコードされている。該細菌が植物に感染すると
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き、該プラスミドの一部であるT-DNAが植物細胞に送り込まれ、染色体に挿入さ

れる。植物を癌化させる遺伝子群は植物細胞内でのみ発現し、感染細胞、すなわ

ち形質転換細胞は癌化の道をたどるのである。該プラスミドのT-DNA上に存在す

る癌化遺伝子群は、植物ホルモン生合成遺伝子群、機能不明であるが植物ホルモ

ンの機能制御に関わる遺伝子群、機能不明であるが前記2つの遺伝子群の機能に関

与しその強度を調節する遺伝子群、 Agrobacterium属細菌が資化できるアミノ酸誘

導体を生合成する遺伝子群、そして全く機能不明な遺伝子群とに大別できる。一

方、これらの癌化遺伝子群による形質転換細胞は、不定形の腫癌を形成するもの

と不定根を分化するものに大別され、それ故、腫疲形成を生じるプラスミドは

tumor-inducing (Ti)、不定根分化を起こすプラスミドはroot-inducing (Ri)と呼ばれて

いる。Riプラスミド上の不定根形成に関与する癌化遺伝子群は特にrooting locus (ml)

遺伝子と呼ばれており、遺伝子破壊による不定根分化能の変異から、 rolA、 rolB、

rolC、 rolDの存在が報告されている4)。これらのうち特に不定根分化に重要とされ

ているのはrolB遺伝子であり、本遺伝子は単独で不定根分化能がある4)。しかしな

がら、本遺伝子は、オーキシン類化合物を生合成するものではない。ところで、

細胞内に過剰に存在するオーキシン類化合物はアミノ酸や糖の誘導体などの結合

により不活性化されることが知られている。本遺伝子はこのような不活性型オー

キシン類化合物のうち、グルコシドが結合したオーキシン類化合物よりグルコシ

ドを切り離す触媒機能を持つグルコシダーゼであるという提案がなされた5)。しか

し、その後の入念な研究により、 rolB遺伝子で形質転換された植物体での遊離オー

キシン量は非形質転換対照植物のそれと差が見られないこと、グルコシダーゼ活

性測定に使用されたグルコシド結合オーキシン化合物は植物体内には通常存在し

ないことなどが報告され6)、グルコシダーゼ説はほぼ否定されたと言って良い。一

方、 rol遺伝子群あるいはrolB遺伝子で形質転換された細胞では、通常の3000倍か

ら100,000倍にオーキシン感受性が上昇すると報告されている7,8)。この感受性は、

オーキシン添加によるproton-ATPase活性を測定したものであり、 rolB遺伝子のオ

ーキシンシグナル伝達系との関係を示唆するものである。その後、 rolBタンパク質

はオーキシン化合物結合能がある膜結合タンパク質であること9)、さらにprotein
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tyrosine phosphatase (PTPase)活性があること10)などが報告され、オーキシンシグナ

ル伝達系との関連が推測されるようになっている。一方、 rolB遺伝子自体がオーキ

シン類化合物によって転写促進されることが報告されており11)、オーキシンシグナ

ル伝達にリンクしている可能性がますます高くなった。

本研究では、植物の生長、特に細胞伸長や分裂に非常に重要な植物生長調節

物質であるにもかかわらず、未だに十分な解明がなされていないオーキシンのシ

グナル伝達の一部を解明することを目的としている。具体的には、日本で発見さ

れたアグロバクテリウム属細菌(Agrobacterium rhizogenes MAPF301724株12))が保有

するRiプラスミドpRil724 T-DNA13)上に存在するrolB遺伝子(1724rolB)u)のプロモー

タ領域を解析することにより、プロモータ内のオーキシンに反応する領域(シス

因子)を兄いだす。ついで、オーキシンで何らかの調節を受け、このシス因子に

結合するタンパク質(トランス因子)をスクリーニングし、オーキシンシグナル伝達

との関わりを兄いだすことを目的とする。なお、最近pRiA4のrolB遺伝子プロモー

タのオーキシンに反応するシス因子を用いてNtBBFlというトランス因子が採られ

ている15)。そこで、本研究では、上記シス因子及びトランス因子と異なるものを取

得できるかを検討している。

日本産アグロバクテリウムを使用した理由を以下に記す。これまで解析されて

きた鮎プラスミド及び不定根分化遺伝子群は全て外国産の菌株由来である。特に、

前述のrolB遺伝子の解析を含めてA. rhizogenes A4株のpRiA416)について知見がもっ

とも多く、 A4株及びpRiA4を標準とした形で解析が進められてきている。アグロ

バクテリウムは感染細胞にopineと総称される非タンパク態アミノ酸誘導体を生産

させ、これを感染菌が消費できることが知られている3)。そして、 opineを生合成さ

せる遺伝子は巨大プラスミドのT-DNA上にコードされている。巨大プラスミドは、

前述の癌化遺伝子の存在の違いの他に、生合成させるopineでも分類されうる。 Ri

プラスミドではagropine型、 mannopine型、 cucumopine-mikimopine型4)の存在が知ら

れており、 pRiA4はagropme型であるが、日本産pRil724はcucumopine-mikimopine型

である1刀。 pRiA4は2つのT-DNAを持つことが知られ、一方(TR-DNA)にはagropme

合成遺伝子のほかに、オーキシン生合成遺伝子がコードされている4)。もう一方
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(TL-DNA)には不定根分化遺伝子群がコードされている。 pRiA4で形質転換された

細胞内ではオーキシンが生合成されることにより不定根の誘発が活発となるため、

強病原性プラスミドと呼ばれている4)。 mannopine型及びcucumopine-mikimopine型

は、 TR-DNAを持たないため、 pRiA4に比べ発根能が低く、弱病原性プラスミドと

呼ばれている。前述の通り、これまでRiプラスミド、 T-DNAおよび不定根分化遺

伝子に関する知見の多くはpRiA4に関するものであり、本プラスミドによって得ら

れた結果がそのまま全てのRiプラスミドに当てはまるものと考えられてきた。し

かし、少ないながらも、 pRiA4以外のRiプラスミドからの知見には、 pRiA4では得

られなかったものが存在する。したがって、 pRiA4での知見と比較すべきデータの

取得が必要とされるのである。最近、報告者らは、少なくとも6種のタバコ属植

物の染色体中に存在するRiプラスミドT-DNAと相同性が高い領域(cellular T-

DNA)18)の起源がpRil724もしくはその近縁プラスミドであることを見出している19)

pRil724のようなT-DNAを一つしか持たない弱病原性Riプラスミドが強病原性Riプ

ラスミドより以前より存在したと考えるほうが自然であり、 cellularT-DNAの起源

として少なくとも数千万年前から存在したであろうpRil724を使用した研究には意

義があると思われる。さらには、 pRi1724の全塩基配列を決定する研究も進行中で

あり、この点からも意義付けられる。

Ⅱ ・　日本産dgrobacterium rhizogenes MAFF301724株の有するpRil724 T-DNAの解

析20,21)

1. pRil724 T-DNAのright borderの決定

1724rolB遺伝子のプロモータ領域の解析に先立ち、 pRil724 T-DNAの詳細な解析

を行うこととした。

pRil724の制限酵素切断地図の作製及びT-DNAとvirulence領域の決定は、すでに

1994年に報告者らによって行われている13)図1)。また、 pRil724T-DNA上にrol遺

7



伝子群のホモログの存在とそれらがコードされている領域を含めたT-DNAの塩基

配列の一部が報告者らよって決定されている14)図2)。本研究では、始めに、 T-DNA

の植物細胞-の転移開始に必須とされるright borderを見出し、 pRil724 T-DNAのよ

り正確な解析を行った。

まず、形質転換細胞の染色体中にpRil724 T-DNAのどこまでが実際に挿入される

かを少し詳しく解析するために、 pRil724 T-DNAを含むDNA断片をプローブとし

てSouthernblotting分析を行った(図3, 4)。すなわち、 1724株を感染することによっ

て得られたシソ科植物アジュガ(Ajuga reptans var. atropurpurea)毛状根の系統山一4お

よび血-2422)よりDNAを単離し、その10〃 gをBam和とEcoKlで切断して電気泳動し、

Southern blotting分析の試料に供した。 pRil724 T-DNAの左部分を含む13.5 kbの

BamEl断片(pRTB5)をプローブとしたとき、 Ar-4系統では、 3.5 kbのBamHl-EcoRl断

片が、 Ar-24では4.9 kb、 2つの3.5 kbおよび1.5 kbのBamHI-EcoKL断片が検出された

(図4-a)。したがって、 Ar-4系統では1.5 kbのEcoRI断片の中に、 Ar-24系統では3.5 kb

のBamtt-EcoBl断片のさらに右側にT-DNAと植物ゲノムDNAとの連結点があり、

Ar-4ではT-DNAの全領域が挿入されていないと考えられた。さらには、2.5 kb、 1.4 kb

および0.5 kbのシグナルバンドがアジュガ非形質転換根にも見出されたため、

pRil724 T-DNAの左部分と相同性の高い領域がアジュガ染色体中に存在することが

示唆された。次に、 pRil724のrolA (以下、 1724rolA)、 γolB (以下、 1724rolB)およびrolC

(以下、 1724rolC)が存在するT-DNAの中央部分(core T-DNA)が含まれる9.5 kbの

Barrim断片(pRTB9)をプローブにすると、両系統とも6.4kb、 1.8kbおよび1.3 kbの

シグナルバンドが検出された(図4-b)。このことは、両系統が形態のみならずrol遺

伝子群によって形質転換された真の意味での毛状根であることを示している。こ

こでも、非形質転換根で3.0kb、 1.5kbおよび0.3kbのバンドが検出された。 T-DNA

の右部分が含まれる5.5 kbのBamHl断片(pRTB19)をプローブにすると、両系統とも

1.4kb、 1.2kb、 0.8kbのバンドが検出されたが、その右側に存在する2.1 kbのバン

ドのシグナルは検出されなかった(図4-c)。したがって、 pRil724 T-DNAが植物ゲ

ノムDNAと連結する点、すなわちright borderは2.1 kbのBam和,EcoKL断片中に存在

することが推測された(図2)。
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pRil724 T-DNAのright borderの位置を決定するために、既に報告者らが決定して

いる1.2kbのEcoKL断片までの塩基配列14)をさらに右側に拡げることとし、 0.8 kbの

EcoRI断片及び1.0 kbのEcoBJ-PstI領域の塩基配列を決定した(図2)。この配列に対

し、 24 bpのT-DNA border consensus (5 '-TGGCAGGATATATTC/GXαAT/GTGTAAA

T/C-3')配列23)と相同性の高い配列の検索を行ったところ、 1.0 kbのEcdBl-Pstl断片

中に5つ-TGACAGGATATATTCTAAAGTAAT-3'の配列が見つかり(図5)、その相

同性は74%であった。この配列が真のrightborderであるかを決定するために、前述

のアジ,ユガ毛状根系統Ar-4とAト24およびキョウチクトウ科植物VincaminorL.の

pRil724形質転換植物個体系統Vm-101とVm-10224)よりゲノムDNAを単離した。こ

れらのDNAを鋳型とし、 T-DNA border consensusと相同性が高い配列の左側近傍に

primerを設計し、これらを用いたinverse PCRを行い、 T-DNA border consensusと相

同性が高い配列付近のDNA断片を単離した。この領域の塩基配列を決定すること

により、形質転換植物ゲノム中のT-DNAの挿入領域を調べた。その結果、上述の

T-DNA border consensusと相同性が高い配列を境にした右側で、 pRil724 T-DNAと

ゲノムより単離したDNAの間で両者の相同性は全く消失した(図5)。このことは、

pRil724 T-DNAは上述のT-DNAborder consensusとの相同配列より切り出されて植

物細胞に移行し、植物ゲノムに挿入されたことを示すものである。以上より、T-DNA

border consensusと相同性が高い24 bpの塩基配列はpRil724の真のright borderである

ことが証明された。

このpRil724 T-DNA right borderのすぐ右隣の塩基配列に、 5'-GTGCCTTC-3'の

octanucleotideの10回繰り返し及び1塩基のみ異なるoctanucleotideの2回の繰り返し構

造が見られた(図5)。これは、 pRi8196やpRi2659に見られるTSS (T-DNAtransfer

stimulatorsequence)様配列25)と類似している。これらのRiプラスミドには、 Tiプラ

スミドやpRiA4に共通して見られるoverdrive配列23)は存在せず、その代わりTSSが

存在する。 overdrive配列にはvirCと呼ばれる病原性遺伝子の翻訳産物が結合し、

VirDlとVirD2と呼ばれるDNAに切れ目を入れる病原性遺伝子の翻訳産物が結合す

るための足場となると推定されており、 T-DNAの植物細胞-の移行に重要な役割

を果たす配列である。 TSSは、 overdrive配列の代わりにVirCタンパクあるいは類似
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のタンパク質を結合すると考えられる。 pRil724にも類似の配列が存在することが

分かった。

2.新規open reading丘ame Xの発見

pRil724 T-DNA上のORF14とright borderの間に、 Open reading丘ame (ORF)が1つ

存在することを見出した(図2)。このORFは984bpで、 328アミノ酸のタンパク質

をコードしていると考えられた(図6)。 DNAおよびアミノ酸データベースをサー

チしたが、本ORFと相同性があるものは見出されなかったので、取りあえずⅩと命

名し、現在、その機能を調べるため、本ORFXを単離し植物細胞に導入する実験を

行っている。いずれにしても、このORFXは、不定根分化に必須の遺伝子をコード

していないと推測されるが、何らかの機能をもつ遺伝子ではないであろうか。こ

れまで調べられた弱病原性RiプラスミドであるpRi8196およびpRi2659では、 ORF14

とright borderの間にopine synthetaseが存在する26)。 pRil724 T-DNAでも同様である

とすれば、 ORFXはmikimopine synthetaseである可能性がある。近いうちに得られ

るであろう結果から判断したい。 ORFXの開始コドンから73 bp上流には、 TATAbox

様配列が存在し、また、下流には3カ所、ポリアデニレーション(poly(A)+)シグナル

が存在し、このORFXの転写が推測された(図6)。そこで、アジュガの毛状根系統

Ar-4と山一24から単離したpoly(A)+RNAに対し、 ORFX断片をプローブとした

northern blotting分析を行った。その結果、両系統でORFXの1.35 kbの転写産物が確

認されたが、その発現量は、 Ar-4の方がAr-24より多いようであった(図7)。

IM.　pRi!724 T-DNA上の不定根分化遺伝子群の転写解析21)

トランスポソンによる変異実験から、 pRiA4T-DNAでは、不定根分化に必要な

遺伝子はrolA {以下、 A4rolA)、 rolB (以下、 A4rolB)、 mIC (以下、 A4rolC)及びrolDと

同定されている。さらに、各々の遺伝子の植物-の導入実験から、 A4rolAおよび
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A4rolBが単独で不定根分化機能があることが明らかとなっている3)。報告者らのタ

バコ及びニンジン-の導入実験から、 pRil724 T-DNA上の不定根分化遺伝子群の

homologでも同様な結果を得ているが、その強度はpRiA4のそれらに比べるとかな

り弱いようである。 pRil724の不定根分化遺伝子群では、 1724rolAおよびノ724rolB

単独で不定根分化機能はあるものの、伸長機能が極めて弱い。また、 pRiA4では、

A4rolB単独で誘発される毛状根は、 A4rolAおよびCの存在によって、正常根の形態

に近くなり、さらにORF13と14の存在により、再び毛状根の形態と増殖能をもつ27)。

すなわち、特にA4rolBが不定根分化能が強く毛状根の形態を示すのに対し、 A4rolA

とCはその機能を打ち消し、さらにORF13と14は打ち消された機能を再現する。こ

れらの遺伝子間での相互作用については全く不明であるが、興味ある問題である。

一方、 pRil724では、 ORF13と14の機能はpRiA4のそれらと類似しているものの、

機能は弱いようである。 pRil724では、 T-DNA上の他の遺伝子を必要としているの

かも知れない。

このように、ヌクレオチドやアミノ酸の相同性から、 pRil724T-DNA上の不定根

誘発遺伝子群は、 pRiA4T-DNA上のそれらと類似しているが、機能的には弱いと

推測される。これは、不定根分化遺伝子群の各々の発現量との関係があるのであ

ろうか。これまで、 RiプラスミドT-DNA上の遺伝子の転写についての研究が幾つ

かあるが、プローブが大きく、幾つかのORFが一度にカバーされたため、各々のORF

の転写状況を一つづつ把握した研究は存在しない。そこで、 pRil724 T-DNA上の不

定根分化遺伝子群の各々の転写状況をアジュガ毛状根系統Ar-4とAr-24から単離し

たRNAを用いて解析した。始めに、前述の2系統より単離したpoly(A)十RNAを用い、

PCRで作製した各oRfのDNA断片をプローブとしてnorthern blotting分析を行った。

その結果、 1724rolA (ORFIO)、 J724rolB (ORFll)、ノ724rolC(ORF12)、 ORF13aおよ

びORF14の転写産物が確認された(図8)。各々のサイズは、 1724rolAでは0.69と0.36

kb、 1724rolBでは1.2 kb、 1724rolCでは0.8 kb、 ORF13aでは0.63 kb、 ORF14では1.2 kb

であった。 ORF13の転写産物は確認できなかった。また、ノ724rolABCに比べ、 ORF13a

および14では、 27時間の暴露ではシグナルは弱かった(図8)。

各々のORFにおける転写方向を確かめること及びORF13の微量の転写の有無を
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調べるため、 reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)を行った。 RT反

応にはDNaseで染色体DNAを消化した1 〟 gのtotal RNAを用い、各々のORFの5'

側(sense: S)primerもしくは3'側(a血sense: A)primerを用いた。次に、 PCRでは、

両方のprimerを用いた。その結果、 1724rolA、 1724rolC、 ORF13、 13aおよび14でR

T反応にAprimerを用いたときに各々のORFと同じサイズのDNAが増幅された(図

9-a)。一方、 1724rolBでは、 DNAの増幅が見られなかった(図9-a)。そこで、異な

る位置にSおよびAprimerを設計し(図9-b, 10)、 RT-PCRを行ったところ、予想され

たサイズのDNAが増幅された(図9-c)。驚いたことに、 1724rolA、 ORF13aおよび14

では、 RT反応にSprimerを用いたときにもDNAの増幅が見られた。同様な結果は、

poly(A)+RNAを鋳型に用いたときも観察された。そこで、これらのDNAがT-DNA

由来のものであるかを確認するため、 pRil724 T-DNAをプローブとしてSouthern

blotting分析を行った。その結果、 RT反応にA primerを用いたときの増幅DNAはも

とより、前述のS primerでの増幅断片にもhybridization signalが見られ、 pRil724 T-

DNA由来であることが確認された(図9-a)。以上より、塩基配列より推定されたORF

は全て転写されていること、ノ724rolBはORFの3'側にsplicingもしくは何らかの変化

が起き、ここを起点としたRT反応がうまく起きなかったこと、 1724rolA、 ORF13a

および14では逆鎖での転写産物の存在の可能性があること、などが考えられた(図

ll)。 、 Ri plasmid T-DNAでは隣接するORFの位置が非常に近いため、逆鎖での転写

産物は、隣接したORfからの転写産物のterminatorが十分に機能せず、 read through

されている可能性が考えられた。

Ⅳ・　オーキシン化合物による1724rolB遺伝子の転写制御

1. 1724rolB遺伝子のオーキシン化合物による転写促進

northern解析、RT-PCR解析によって、 1724rolB遺伝子の転写が確認されたOところ

で、 A4rolB遺伝子はオーキシン化合物によって転写促進されることが知られてい
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る11)。これは、 A4rolB遺伝子のプロモータ領域にオーキシン類化合物によって転写

調節される配列、すなわちシス因子が存在するからである28)。また、オーキシン添

加によって不定根の分化能が高められることも知られているoそこで、 1724rolB遺

伝子もオーキシンによって転写促進されるかを、 pRil724T-DNAによって形質転換

されたアジュガ毛状根を用いて行った。植物ホルモン無添加のMurashige-Skoog(MS)

液体培地で20日間振とう培養後、増殖した毛状根を10-5 Mのナフタレン酢酸(NAA)

を添加したMS液体培地に移植し、引き続き振とう培養し、経時的(0、 6、 12、 24、

48、 72時間後)にサンプリングした。コントロールとして同様に20日間培養した

アジェガ毛状根をNAA無添加のMS培地移植し、そこからサンプリングした。これ

らのサンプルから単離したpoly(A)+RNAに対し、 1724rolB遺伝子をプローブとして

northern blotting分析を行ったoその結果、 J724rolB mKNAは常時転写されており、

移植直後もその転写産物は確認できた。しかし、そのままNAA無添加の培地で培

養を続けても、転写量にほとんど変動はなかった。一方、 NAA添加培地で培養す

ると、移植6時間後には1724rolBの転写産物のシグナルが強くなり、 12時間後以降

では強度はほぼ一定になった(図12)。すなわち、 1724rolB遺伝子もA4rolB遺伝子

と同様にオーキシン類化合物で転写促進されることが明らかとなった0

2. 1724rolB遺伝子の転写開始点の決定

1724rolB遺伝子はオーキシン化合物によって転写促進されることが分かった。

そこで、本遺伝子のプロモーター額域にはオーキシンの存在により転写が調節され

る額域が存在すると考えられた1724rolB遺伝子のプロモータを詳細に解析するた

めに、本遺伝子の転写開始点の決定をprimerextension法で行った。すなわち、翻訳

開始点から+55bpと+76bpの位置に2種類のビオチン化したantisense primer (1 1PE2‥

5つ-biotin- GTTGAAGGAATAGTGATCGAGGAGC -3'およびI IPE3: 5'-biotin_

TGAGATCTCGTGGTTGAAAGCGTTG-3')を設計し(図10, 13)、 non-RI法でprimer

extensionを行った。アジュガ毛状根系統Ar-4およびAト24より単離したtotal RNAを

R(∋1 DNaseで処理することによってゲノムDNAを完全消化し、上記の2種類の
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antisense primerを用いてmRNAの5宋端に向かい、 reverse transcnptaseでcDNAを伸

長させた(図13)B同時にこれらのprimerを用いたシーケンス反応を行ったoこれら

を電気泳動して、 cDNAとシーケンス・ラダーと比較したところ、どちらのprimer

を用いた実験でも、両毛状根系統とも5'-GGCACAGTCTC配列の最後のCの位置に

シグナルが見られた(図13)。すなわち、 mRNAはこの逆鎖の5'-GAGACTGTGCCの

最初のGが転写開始点であることが判明した。このGは翻訳開始点から44b上流の

ところ位置し、さらにこの上流の翻訳開始点から76上流の位置には(転写開始点

から32b上流)にTATTというTATA-box様配列が存在していた(図10, 13)0

3. 1724rolBプロモータの特徴

転写開始点が決定できたので、次に1724rolB遺伝子のプロモータの解析を行った。

翻訳開始点より1202bp (!724rolCのORFの一部を含む)上流までを単離し、 GUS

遺伝子とNOSターミネータの上流に連結したバイナリー・ベクターを作製した(図

10, 14)。これをA. rhizogenesDC-AR株(MAFF301724株由来、 pRil724保有、 kms) 29)

に導入し、タバコNicotianatabacum SR-1の培養植物某にリーフ・ディスク法で接

種し、カナマイシン含有MS固形培地で培養して、カナマイシン耐性毛状根を取得

した。また、比較のため、カリフラワー・モザイク・ウイルス35Sプロモータで制

御されるGUS遺伝子を同様にDC-AR株に導入し、これを接種することで毛状根を

取得した。なお、コントロールとしては、 DC-AR2株接種で得られた毛状根を用い

た。これらのカナマイシン耐性毛状根の多くは、 1724rolBプロモータもしくは35S

プロモータで制御されるGUS遺伝子が染色体に組み込まれているはずある。なお、

これらの毛状根は増殖にオーキシンを必要とせず、オーキシンによる1724rolBの転

写促進を観察するためには好都合であった。これらの毛状根をNAA無添加および

添加MS培地で24時間培養し、 4-metyl-umbelliferyl- β -D-glucronido (4-MUG)を用い

た蛍光法によるGUS活性の測定を行った。その結果、 1724rolBプロモータが導入さ

れた毛状根で顕著なGUS活性が見られた(図15)。しかし、この活性は35Sプロモ

ータをのそれに比べると約10分の1程度であった。一方、 GUS遺伝子を導入しなか
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った毛状根でのGUS活性はほとんど見られなかった。また、 NAAを添加して培養

した1724rolBプロモータは無添加と比較してGUS活性が数倍上昇することが観察さ

れた(図18)。しかし、その活性の上昇はA4rolBに比べ低いものであり、オーキシ

ン化合物による1724rolBプロモータの活性化の度合いはそれほど高くないようであ

った30)。

4.組織化学的染色法(X-Glucによる染色)によるGUS活性の観察による1724rolB遺

伝子発現部位の評価

前述のように1724rolB翻訳開始点から1202b上流までのプロモータ領域をGUS遺

伝子の上流につないだバイナリー・ベクター(図14)で形質転換したタバコ毛状根

を用い、この1724rolBプロモータが毛状根のどの組織で発現するかをX-Glucを用い

た組織化学的染色法で調べた。同時に35Sプロモータで制御されるGUS遺伝子を組

み込んだ毛状根とGUS遺伝子を組み込まなかった毛状根も併せて観察した。その結

果、35Sプロモータで制御されるGUS遺伝子を組み込んだ毛状根では、維管束部分

及び先端部分を中心に染色された。一方、 1724rolBプロモータで制御されるGUS遺

伝子を組み込んだ毛状根では、表皮及び根毛部分が染色されていた(図16)。また、

controlの毛状根ではX-Glucによる染色がみられなかったoこの結果、1724rolBプロモ

ータは、35Sとは異なる組織で発現することがわかった。さらに、この発現部位は

A4rolB遺伝子で観察された維管束部分、特に師管部及び生長点部分とも異なってい

た28)。

5. 1724rolBプロモーターの転写制御領域の検索

GUS遺伝子を制御する1724rolBプロモータをExoinで上流から順次deletion Lたバ

イナリー・ベクターを作製した(図17)。これらをA. rhizogenesDC-AR2株を介して、

N. tabacumに導入し、 deletedプロモータで制御されるGUS遺伝子を組み込んだ毛

状根を誘発した。これらのGUS活性を調べることで、ノ724rolBプロモータのどの領域
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にオーキシンによって転写が促進される部分があるかを調べたdeletedプロモーター

GUSを組み込んだ毛状根をNAA無添加もしくは添加MS培地に接種し、24時間培養

後、これらのGUS活性を4-MUG法を用いた蛍光法で測定した.同時に35Sプロモータ

で制御されるGUS遺伝子を組み込んだ毛状根とcontrolとしてGUS遺伝子を持たな

い毛状根のGUS活性も測定した。

その結果、測定した1724rolBプロモータ領域を持つ毛状根でcontrolに比べて明ら

かに高いGUS活性が測定された(図18).各々のクローン間では活性値にばらつきが

見られたが、一連のdeletionされたプロモータ領域に活性の差異の傾向があると判

断された(図18)。 GUS活性はプロモータ領域が678bpまでのものと986bpまでのも

のの間で著しい差がみられた。すなわち、プロモータ活性はプロモータ領域の986-

678bpの間で急激に低下し、ここに転写自体を制御する因子が存在するようである。

この領域は、 pRiA4で報告されている623-471 bpに存在すると考えられる同様な制

御領域よりも上流に存在する。

また、678bpのものはオーキシンによる転写促進が観察されたが、540bpまでのも

のではオーキシンでの促進効果がみられなかった(図¥%¥A4rolB遺伝子では、オー

キシンで転写制御を受けるシス因子(ACTTTA)が312-307 bpの位置に存在する30)。

1724rolBでは、 ORFのスタートコドンがA4rolBのそれより上流にあるため(その分

1724rolBはアミノ酸配列のN末側が長くなっている) 、 268-263 bpに同じ配列が存

在する。本研究では、 1724rolBプロモータにおいても本配列がオーキシンによって

転写活性化されるシス因子であるか調べていないが、 678-540bpの領域でオーキシ

ンによる転写促進活性が消失してしまうため、 A4rolBシス因子と同じ本配列の活

性が検出しにくいのかも知れない。なお、 1724rolBプロモータの678-540bpには上

記のACTTTAのmotif配列は存在しなかった(図10).また、このmotifと類似した配

列(ACTTAAおよびACTTGTA)が存在したが、いずれも1塩基異なるか多いので、

本motifに結合するとされるトランス因子NtBBFlタンパク質の結合は期待できない。

したがって、 ACTTTA配列とは異なるオーキシンによる転写促進活性を持つシス

因子が存在するのかも知れない。これは、前述したオーキシンによるA4rolBと

1724rolB遺伝子の転写促進時間の相違と関係するのかもしれない。また、オーキシ
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ンに素早い反応をするPS-IAA4/5やGH3遺伝子のプロモータに存在するオーキシン

応答性エレメント(AuxRE)のオーキシン結合motifであるTGTCCCATやTGTCTC配

列も見られなかった31)。そもそも、ここで単離した1724rolBプロモータは、反対方

向に1724rolCプロモータとしても活性を持ちbidirectionalな役割を持っている。

A4rolBプロモーターでは、オーキシンで転写促進を受けるシス因子が312-307bpの

部分に存在すると報告されている。一方、 1724rolBプロモーターではこれよりかな

り上流領域にオーキシンで転写制御される領域が存在するようである。 678-540bp

の位置にオーキシンで転写促進されるシス因子が存在すると考えられた。

986-678 bpの領域は隣接した1724rolC遺伝子に近く、この遺伝子発現に重要な領

域である可能性があるため、更に詳しい解析が必要である。

Ⅴ・　酵母One-Hybrid Systemを用いたシス因子ACTTTA配列に結合するトランス

因子の探索

すでに、 A4rolBプロモータ領域でオーキシン対する反応ドメインが幾つか推定

されており、特に、翻訳開始点から312-307bp上流にシス因子ACTTTAが決定され

た15)。この配列を中心にトランス因子が結合することは間違いないことも証明され

た。九ZAPIIタンパク発現ライブラリーからシス因子に結合するNtBBFlというト

ランス因子が単離され、オーキシン添加時のA4rolB発現調節に関わっていること

が示唆されている15)。一方、 1724rolB遺伝子上流にもACTTTAというシス因子を含

む領域が存在する。ただし、 1724rolBの翻訳開始がA4rolBのそれより上流から開始

すると考えられるので、 1724rolBでは翻訳開始点から268-263bp上流の位置である

(図10)。酵母One-Hybrid System32)を用いて、このシス因子に結合するトランス因

子をスクリーニングすることにした。酵母One-HybridSystemは、シス因子を数回

繰り返した配列を酵母の選択あるいはレポーター遺伝子、例えばビスチジン生合

成遺伝子(HIS3)などの上流に組み込む。一方、スクリーニングすべきシス因子結合

遺伝子すなわちトランス因子の遺伝子を含むcDNAを転写活性化ドメイン、例えば
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GAL4遺伝子のVP16遺伝子の転写活性化ドメインなどと結合したライブラリーを

作製し、前述の酵母に導入し、適当な選択培地でスクリーニングする。シス因子

にトランス因子が結合すれば、選択あるいはレポーター遺伝子発現が活性化され、

選択培地でコロニー形成が見られたり、レポーター遺伝子の発現に区別され、選

抜されるという仕組みである。本法では、 cDNAを九gtllベクターなど繋いだライ

ブラリーで発現させたタンパク質とシス因子を含むDNA配列との結合によってト

ランス因子のスクリーニングするサウス・ウェスタン法で採れないようなトラン

ス因子を単離することも可能である。本研究では、 1724rolBプロモータ中に存在す

るのACTTTA配列を含むTTCGGCCAACTTTAAGCTCT(図10)を3回繰り返した配

列の5'側にEcdRI部位(GAATTC)と塩基(TA)を、 3'側にXbal部位(CTAGAT)と2塩基

(TA)を付加したDNA(75塩基)およびその相補鎖を合成した。これを、酵母プラス

ミドベクターpfflSiのHIS3遺伝子の最小プロモータの上流のEcoKL一励aI部位に挿入

したpHRBlを作製した(図19)。このプラスミドを用いて酵母YM4271株のHIS3遺

伝子の部分と相同組み換えによって導入し、 YYMl株を作製した(図19)。一方、

タバコ培養細胞BY-2株より単離されたmRNAを鋳型として作製されたcDNAと転写

活性化ドメインVP16と結合したライブラリー(京都大学大学院理学研究科　町田

泰則教授より分譲)を上記酵母菌株に導入し、ヒスチジン無添加の合成培地上で

コロニーを形成させた。現在、出現したコロニーのうち、増殖が速いものを選択

し、これが上記DNA配列に結合するCDNA-VP16によるHIS3の転写活性化によるも

のかを調べ、シス因子に結合するトランス因子のスクリーニングを行っている。

V　　　>-!- ',

本研究では、日本産dgrobacterium rhizogenes MAFF301724株が保有するpRil724

T-DNAのrolB遺伝子{1 724rolB)のオーキシンによる転写制御機構の解明に挑んだ.

特に、ノ724rolBプロモータ内でオーキシン化合物によって転写活性化される配列(シ

ス因子)を決定するに至るための基礎的なデータの取得を行った。残念ながら、
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本研究期間内にシス因子の決定およびこれに結合するトランス因子の単離という

最終目標にまでは達することができなかった。今後も引き続きこの研究を継続す

ることによって1724rolBプロモータのシス因子およびトランス因子の単離を試みる

予定である。なお、本研究期間中に、イタリアの研究グループによって、 A4rolB

プロモータ内でオーキシン応答シス因子(ACTTTA)の決定ならびに本因子に結合す

るトランス因子NtBBFlが単離されたとの報告が出ている15)。 1724rolBプロモータ

内にも上記シス因子と同一の配列を含む領域翻訳開始点から上流の268-263 bpの位

置に存在し、この部分が同様にシス因子である可能性はある。しかし、本研究で

は、 1724rolBプロモータ内のこの配列のオーキシン応答性に関しては確認していな

い。一方、 1724rolBプロモータの翻訳開始点から678-540bpの領域にオーキシン応

答性に関与する配列が存在する可能性が示唆されたため、この領域の更なる解析

を進め、 ACTTTAとは異なるmotifCDシス因子の探索を試みるつもりである。

オーキシンによるrolB遺伝子の転写促進機構はどの様な意味があるのであろうか。

A4rolBおよ由724rolB遺伝子ともオーキシンによる転写活性の上昇はオーキシン添

加後数時間で観察される。これは、オーキシンに素早い反応をするparB、 PS-IAA4/5

やGH3遺伝子のプロモータに存在するオーキシン応答性とは異なると考えられる。

緒言でも述べたように、オーキシンシグナル伝達系は現在未解明である。しかし、

これまで得られてきた知見を基にすると、オーキシン-オーキシンレセプター

(ABPl?)→ドッキングタンパク質?-Gタンパク質?-???-トランス因子桝tBBFlな

ど)-rolBプロモータのシス因子-rolB遺伝子の転写促進という経路が考えられる。

あるいは、植物細胞内に浸透したオーキシンが直接トランス因子に結合し、 rolB遺

伝子の転写促進をする可能性もある。転写・翻訳されたRolBタンパク質は、細胞

膜に結合し、オーキシンと結合することによって何らかの機能(proteintyrosine

phosphatase?)を持ち、オーキシンシグナル伝達系を撹乱するのであろう。最近、

報告者らは酵母Two-hybrid systemを用いて1724RolBタンパク質と相互作用する遺

伝子の探索を試み、動物や酵母のシグナル伝達系で重要な役割を担うと考えられ

る遺伝子のホモログを単離している(未発表) 。 RolBタンパク質は、オーキシン

のシグナルによってup regulationされ、存在するオーキシンを独占する。一方では、
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オーキシンシグナル伝達系に干渉し、不定根分化の経路にそのシグナルを注ぎ込

むことによって旺盛な不定根誘発が見られるのではあるまいか。

なお、オーキシンによるA4rolB遺伝子の転写促進は6-10時間程度を要するのに対

し、 1724rolB遺伝子では6時間以内に起こるので、両者の転写促進機構に相違があ

ることも考えられる。また、組織化学的染色1法による1724rolBプロモータとA4rolB

プロモータの発現部位の相違から、両プロモータ間に本来の転写制御の違いが存

在することも考えられる。発現部位の違いがあるものの両遺伝子の不定根分化機

能が同一であることはいかなる理由によるものであろうか。
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図の説明

図1

pRi1724の制限酵素(Bam岬)切断物理地図.番号はBamHl断片のサイズの大きいほうから

順番を示している. T-DNAはTransferred-DNA, virは病原性領域を示す.

図　2

pRil724 T-DNAの制限酵素切断地図および決定された塩基配列より推定されたOpen

Reading Frame (ORF).制限酵素地図内の数字は切断片のサイズを表す・ RBはright borderを

表す.

図　3

アジュガ毛状根系統Aト4およびAト24のT-DNA挿入領域ならびにRT-PCRで増幅された

DNA断片を調べるSouthern blotting分析用プローブ.中央の矢印はプローブ(pRTB106およ

びpRTB5, 9, 19)の領域を示す.下の太線は実際にAr-4およびAr-24のゲノムに挿入されたT-

DNA領域を示す.

図4

アジュガ毛状根系統Ar-4およびAr-24のT-DNA挿入領域を調べるためのSouthern blotting

分析・各々のDNAはBamm-EcoWで切断されている. (a) pRTB5 (13.5 kbBam和断片)での

結果. ▲印はアジュガゲノムDNAに元々存在するDNA配列. ●印はT-DNAとゲノムDNA

とが連結しているDNA断片を示す. (b) pRTB9 (9.5 kbBamHl断片)での結果. ▲印はアジュ

ガゲノムDNAに元々存在するDNA配列. (c)pRTB19 (5.5 kbAwn和断片)での結果・左の数

字はpRIB106のBamHI-EcoRI断片のサイズを示している. VはベクターpBR329を示す.

図　5

pRil724 T-DNAのright borderおよびその付近の配列およびアジュガ(Ar-4)とVinca minor

(Vm-101, 102)形質転換細胞ゲノムDNAのright border近傍の配列.影付きの配列はDNAの相

同配列を示す・ボックスはpRil724 T-DNAのrightborder,実線の矢印はTSS繰り返し配列

を表す.なお,破線の矢印は8塩基のうち1塩基が異なる繰り返し配列.
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図6

ORFXの塩基ならびにアミノ酸配列. *は終始コドン,ボックスはTATA配列,下線は

poly(A)付加配列を示す.

図7

ORFXからの転写産物のnorthernblotting分析.レーン1はコントロールとして非形質転換

アジュガ培養植物根,レーン2はアジュガ毛状根系統Ar-4,レーン3はアジュガ毛状根系統

Ar-24からのpoly(A)十RNAを使用.プローブはPCRで合成したORFXのDNA断片を用いた・

図　8

pRil724 T-DNA上の各ORFの転写産物のnorthern blotting分析. Lineはアジュガ毛状根系

統Ar-4もしくはAト24,左の数字は暴露時間,各写真の左側の数字は転写産物のサイズ(kb)

を表す.プローブはPCRで合成した各ORFのDNA断片を用いた.

図9

pRil724 T-DNA上の各oRFの転写産物のRT-PCR分析. (a)上は逆転写にantisense primeを,

下は逆転写にsense pnmerを使用し, PCRで増幅したDNA断片を, pRIB106をプローブとし

たSouthernblotting分析によって確認した。レーン1, 2, 3, 4, 5, 6は各々ORFIO (1724roIA), ll

(1724rolB), ¥2{1724rolC), 13, 13a, 14の結果である.なお,左の数字はDNAのサイズ表す・(b)

ORFll (1724rolB)に設計したsenseおよtKantisense primerの名称と位置および増幅されてく

るDNA断片のサイズ・矢印はprimerとその方向を示す・(c) (b)に示したprimerを用い, RT-PCR

を行い、増幅したDNAをSouthernblotting分析した結果.レーン1,2はprimer ll-1 (A)を,レ

ーン3, 4はprimer ll-2 (A)を,レーン5, 6はprimer ll-1 (S)を,レーン7, 8はprimer ll-2 (S)を

逆転写に用いた。また、レーン1,3はprimerll-1 (S)を,レーン2,4はprimerll-2(S)を,レ

ーン5,7はprimer lト1 (A)を,レーン6, 8はprimer ll-2(A)を　PCRに用いた.なお,左の数

字はDNAのサイズ表す.プローブはPCRで合成した1724rolBのDNA断片を用いた.

m io

1724rolB遺伝子およびそのプロモータ頒域の塩基ならびにアミノ酸配列.矢印はRT-PCR,

primerextensionならびにroWプロモータ単離に使用したprimerとその方向を示す. 0で囲ん

だ塩基は1724rolB mRNAの転写開始点,ボックスはTATA様配列を示す.下線はA4rolBでオ
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-キシンによって調節を受けるシス因子と相同で酵母One-Hybridに用いた配列を示す.

-A ll

pRi l724 T-DNAのORFの転写産物のnorthern blotting分析およびRT-PCR分析による解析結

果.下のRT-PCRの結果では,転写産物の方向を示す.

図12

1724rolB遺伝子のオーキシン印AA)による転写促進. NAA添加培地に移植後,経時的に

アジュガ毛状根をサンプリングし,単離したpoly(A)+ RNAを使用してnorthern blotting分析

を行った.

図13

Primer extension法による1 724rolB遺伝子の転写開始点決定.上の図は転写開始点Cおよ

びその上流に存在するTATA様配列を表す.その下は,使用したpnmerとその位置を表す.

下の写真はprimer extensionで検出されたシグナルならびに比較のDNAシーケンスを表す.

矢印は転写開始点の塩基を表す.

図14

1724rolBプロモータの単雛とプロモータ活性の検出法.

図15

GUS蛍光測定を用いた1724rolBプロモータ活性の評価. ControlはpRil724で形質転換し

たタバコ毛状根, pBMYlは1724rolBプロモーターGUSを導入したタバコ毛状根, pBI121は35S

プロモーターGUSを導入したタバコ毛状根各々5本ずつのGUS活性を4-MUGを用いて測定し

た. GUS活性は, pmol/mi〟mg proteinで算出した.

蝣;! ih

組織化学的なGUS活性検出による1724rolB遺伝子の発現部位の評価. 1724rolBプロモー

ターGUSを導入したタバコ毛状根をX-Glucによって染色した.

図17

26



1724rolBプロモータ配列の上流からのdeletion.各線の右側にプラスミドの名称を記した.

線の下の数字は翻訳開始点からの塩基数を示す.

IN

deletionLた1724wlBプロモータのGUS活性. Deletion LたプロモーターGUS配列を導入し

たタバコ毛状根各5本ずつのGUS活性を4-MUGを用いて測定した.白抜きの棒は測定24時

間前にMS液体培地で培養した各毛状根のGUS活性,黒棒は測定24時間前にNAA添加MS液

体培地で培養した各毛状根のGUS活性を示す. GUS活性は, pmol!min/mg proteinで算出し

た.

図19

酵母One-Hybrid Systemの概要.
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1 GGCATGCGGG GCCTCTTGCT CAAACAACCC壇塾TCTC CACTTCCAAG CCAACAAAGC TCAAGTGAAT TCGACATTGA

81　GAAAATCCGC AACTCCAGGT TCTTCAAATG

M

161　GAGGTTAATG AGGGAACAAA ATCCCCAAGT

R L M R E Q N P Q V

241　CAAACGTTTC GGGGGCGGGC TTCTTATTGC

N V S G A G F L L P

321　GGAGCGGTCT ATTTGTATGC CCCAGGACAG

G A V Y L Y A P G

401　ATTTGCTGAG GTTTTCGAGG AAGACATGCC

F A E V F E E D M P

481　TTGAGCATAA AGTAATAGGT GCCACAGTCC

E H K V I G A T V R

561　CCCTTGGAGG TCGTAGGCGG ATGGCGAAAA

P L E V V G G W R K

641　CGCTGATATC TCTTCTAGCT TCTCAGGAGT

A D I S S S F S G V

721　ATCAATGGAG CTACTTGATG ACGGATGGGC

Q W S Y L M T D G P

801　CTCCCAATCA TGGTTGAGCT CTCCCGCAAT

L P I M V E L S R N

881　CACAAAATTC AAGACATGGG GTGCGATCTA

T K F K T W G A I Y

961　CAATCGCCCT CCTGACGCTA GTGAATCTCT

I A L L T L V N L F

I041　TTGCACGGCT GCAAATATAG CACTCGGCTC

L H G C K Y S T R L

TCTCGCTCCC CCCACATCGA AATCGACGTC GCTGGACGCA CCATACGTGC

S R S P H I D V A G .R T I R A

GGTGGATCTT GTTTACTCTC ATCTGCCGGT CACCAGCTTC GCGCTTCATC

V D L V Y S H L P V T S A L H P

CTACGATGAT CACTCACACA GGAGAGAGCT ACATGGTTAA TCGCCACCCA

T M I T H T G E S Y M V N R H P

TCAATCGTCC TCACATACGG CGATACAAAC GAGAGCGCTC CCGTCAACAA

S I V L T Y G D T N S A P V N K

CGAACTTATG ACGATCGGAA AACTTGTTTA TGACCAAACT CTTGCAAATG

E L M T I G K

GACTGGCCGG GCCCCACGAC

L A G P I王　D

GCAGAAGCAA TTTTCTTGAC

A E A I F L T

TATCCCCAGC GGGATGGGAA

P S G M G T

CAAACACGCT TTATCGATTT

N T L Y R F

CATTTACTGA GGCCTTTTAA

H L L R P F N

TTCTGCTGCA CTTGACGACC

S A A L D D L

TTCATCGAAG AGTTC姐TTG

H R R V Q L

GACCAGGATG AAACTGACTT

D Q D E T D F

L V Y D Q T L A N V

TTTATTTCGA CAGAGCGGCC CCCGCTTGAT

F I S T E R P P L D

CGAAGCCAGG CGCGCGCTCT CCGGTGAGCC

E A R R A L S G E P

CGGGGGGAAA CCTTCTTCCA GTTTGGATGC

G G N L L V W M H

GTTACCGACA CGCAAATCCC CGATATGACA

V T D T Q I D M T

CCATTTCGAC TTTTTGGGGG ACCTCGGCCT

H F D F L G D L G L

TGAATTCCCT TGCAGAGTTC AAGAGACTGA

N S L A E F K R L T

CGTTTTCCGT TTTATCTTGG AAAGGCTTTT

R F P F Y L G K A F

TTGAGCGGTA CTCAAACGAT AGCTTAAATA
★

1121 TCTGCTTTTC ATTTCAATCG GCAATAATTT GCATGTTCCC GGCGTTTGCG TAAAATAAGA GTCACGGTAC CGTGACAACA

1201 ATACTATCAC CTTTGTATCT CTATCTTAAT TCATGCGTTA AGCTTACAAT ATTCGGCTTA TATTGTTGAT TTATGGTTAG

1281 TTTCGATATT CCTCCACGAG AAATTGATGG TTCTTATTTC GATTCAAATT TTTTTTGAGG TGATTTTTTA GAGCGAAAAA

1361　TCAGGTGACA AAATAAACAT ATTATTGATT ATAATGAGAC　11-00

240

320

WB

480

560

640

720

800

880

960

104

112

図6



I
的
C
'
L

(qn



二

m

●
m

図　8

s
A
e
p
ト

S
L
n
O
u
ト
N

!

(

一

　

　

i

,

T
c

・
＼

¥'Y,

L'ei-

測
.

N
L

u

O
L



8

　

ト

　

9

　

9

　

寸

　

C

 

～

 

i

in　|ir>

〇　　　°

の
N
h
O

I

9
0

m

(V)

1
▼

(V)　J-L I

=
∪

I
S
)
　
0
-
1
I

△
-

(S)　IJL

△
-

阿
　
　
t
l
^
^
^
E
S
　
訳
　
独
　
　
語

図9



10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　40　　　　　　50　　　　　　60　　　　　　70

TCCGTCAGGGGGGTCCGCTCCTTTGAGGCGCTCTGGATGTGTTTCTTTAGCTCATCGCTGGACGATACGTCGCCT

pfoP

85　　　　　　95　　　　　105　　　　　115　　　　　125　　　　　135　　　　　145

ACC T TAAGAC T GGAAAAGAGAGCACATAG G T CAAAT T CCGC CAT GT TAGCAAAG TAGGAAATAATAGT GGCG TGC

t?2棚JC ←」

160　　　　　170　　　　　180　　　　190　　　　　200　　　　　210　　　　　220

ACCCAGAACT GGAAGCAT CAT T CC T T T TATAGATGC T T T TGCT TATAT GAT T T GAATAT CAGT TAGGTAT AGCTG

235　　　　　245　　　　　255　　　　　265　　　　　275　　　　　285　　　　　295

CAAAACCCAATAT T CATAAAT TATAC GAC TATAGAT G T T CCAC G TC T CACAT T TGTAAAATAAT TAT AGACCGGC

310　　　　　320　　　　　330　　　　　340　　　　　350　　　　　360　　　　　370

ACGTGTCTGTACTTAAAATGGCCTTTAAGGGTTTTGCATCTTTGCAAAAGCACGGGTGGGAATAGGTTCTGCTGT

385　　　　　395　　　　　405　　　　　415　　　　　425　　　　　435　　　　　445

CCAATAATGGTGTCACATCGTCAATAGCATCTTTCTTTTTCCTTTAATTATGGTCGCACGCGCCTACCTTTATTT

460　　　　　470　　　　　480　　　　　490　　　　　500　　　　　510　　　　　520

ATGTTGCGAAAAGGCACTACTTTTTCAACCTGTGCACCACGTTAGGCCTGTCTGCACCACACAGGTGTCGCTTTT

535　　　　　545　　　　　555　　　　　565　　　　　575　　　　　585　　　　　595

CCATGGGATCTCATTCAAAGCACTTAACTAGCCACGACTCCTTCTT TTAGATAAATGCTATTTCGGCCCATTTTG

610　　　　　620　　　　　630　　　　　640　　　　　650　　　　　660　　　　　670

AT T T T T GGGCCC TAAAACGAT T GAT GG GC T T CAAAT C TAAAAC T T GTAT CAGGAT GGCAC C T ATAGCAAGATCCG

685　　　　　695　　　　　705　　　　　715　　　　　725　　　　　735　　　　　745

AATGGACTGTTTGCCTGGCGTGGCAATATTAAGTCGTATAGGTCCAAAGTGTATTTAATATTACAATTGCTATAT

760　　　　　770　　　　　780　　　　　790　　　　　800　　　　　810　　　　　820

AATCCACATTTTATTGGCATAAGAGTAATTGCGTAATTGAAATAAATTATTTGTATGGGCAGACATATGCACTTT

835　　　　　845　　　　　855　　　　　865　　　　　875　　　　　885　　　　　895

CAAAATATAACACATATAT CAATAGAT T TAAT T GATAT TGT C GGCAATAAT T ACAT C T TAAT TATAAATAGCAT C

910　　　　　920　　　　　930　　　　　940　　　　　950　　　　　960　　　　　970

GAGAGTGCAACCATAAACACGTTTTCCCGTGCAGCTTTCACGAAATCCTATATTCGGCCAACTT TAAGCTCTACC

985　　　　　995　　　　1005　　　　1015　　　　1025　　　　1035　　　　1045

CCACCCTCCTCATTTCATGTATCTTTTAGACATACTTTCACTAAAGCCAAACAAAAAAAACAAAAAAGCTAGGCC

1060　　　　1070　　　　1080　　　　1090　　　　1100　　　　1110　　　　1120

CACTACTATGACCTCGTGACCAATCAAGCGGGCAT TATTT TTCGCTTGATCCAGGTTTTAAGGCCGCCATGTCCG

1135　　　　1145　　　　1155　　　　1165　　　　1175　　　　1185　　　　1195

AGCATCGATTTTGATGCGATGGTGA堰空事CCAGATTGCCTCTGGCT TTCCCGACC⑧GACTGTGCCTGATTG
t



1210　　　　1220　　　　1230　　　　1240　　　　1250　　　　1260　　　　1270

GTGCCACTTGCCGGCGGTGCACTTTAAATGGCACTGAACTTGCCGTTyiTTCCATAGTTATCCCCAACCTCACATC

pro R M A L N L P

L　っ!?蝣?串′r<王

L F

lト¥(S)

H S Y P Q P H I

1285　　　　1295　　　　1305　　　　1315　　　　1325　　　　1335　　　　1345

ACAATGGCTCCTCGATCACTATTCCTTCAACGCTTTCAACCACGAGATCTCACAAAAGCCTGGAACCAGCTTAAC

T M J p　　　　　でi・ Q P R D

llfti

T K A W N Q L N

げE3
1360　　　　1370　　　　1380　　　　1390　　　　1400　　　　1410　　　　1420

TTGTTCGATGAGATCCAATTTGCTTTTTTAATCTATAGCCAAGTCTATAGCAAAACTCTCATGGATTTCCAGAAA

E F A S Q V Y S K T L M D Q K

1435　　　　1445　　　　1455　　　　1465　　　　1475　　　　1485　　　　1495

AGGT GGGCCCAAGGCG TGC T T GAT T TGGAGGAAAACGCTCCGCCGG T GGT CATAC T TAAACAAC T GGCCCATC T T

R W A Q G L D L E N A P P V V K A H

1510　　　　1520　　　　1530　　　　1540　　　　1550　　　　1560　　　　1570

C T GAAAAACAAAG TAT G T TAT CAC

K N K V

T GT CGATCAC CCGGAT C T T GCCAGAGAAAACGACCGACAT

M V D H P L A R E N R H

l卜2(S)

1585　　　　1595　　　　1605　　　　1615　　　　1625　　　　1635　　　　1645

GTATTTGTCTATCTATCTCGCGAGAAGATGCAGAAAGTACTGGAGGAAAAATCCATCACGTT TGGATTGGAGGCC

V F V S R E K M Q K V L E K F G L E

1660　　　　1670　　　　1680　　　　1690　　　　1700　　　　1710　　　　1720

GTGCTGGCGACCACGATGCAACCCTATCGTAGCGACCTCGTCCTCCAGGAGATGGTCCGTGCTCACAACATTGCT

V L T M Q P Y R S L V L Q E M V R A H N

1735　　　　1745　　　　1755　　　　1765　　　　1775　　　　1785

TGGCCGCACCGCCGCGTGGAAGAACCTGATCTGGAAGGCTTTATCGCCATTTTTGCAAGTA

W P H R R V E E P D L E G F I A I F A S

5971

問 ヽ

l

ノ
q/しユ

H
 
I

図10

1810182018301840185018601870

CTGCTGGAGTTAAAAGTGACAAATGTGTACGGCAGGGAGGTAGCCTGCACCTTCTTCGTGCGGCAAGGCACTGGA

LLELKVTNVYGREVACTFFVRQGTG

1885189519051915192519351945

AACCGCTCCTATGACGTCATTGCTTGCGGCATCACACAGTTCACCAAAAATGCTGGCGTGATGCCACGACCGGCG

NRSYDVIACGITQFTKNAGVMPRPA

1960197019801990200020102020

GTACCGTCACCGGAGCCAGACCTCACCCTGCGGCTCTCGGGACCCAACCAGA姐CGTGAAGAGGGTGATATGAAG

VPPEPDLTLRLSGPNQKREEGDMK

2035204520552065207520852095

CCTGCTATAGTAAATCTGAAGAAAGAAACCTCGGCGACTTGAGGTCCCCTGCAGGCCACCTTTAACTATAAGTTT

vNLKKESALT*
|l-((A)

2110212021302140

GGTAGGATTTCCATGTTTTCCGCGTAGCCATTGCTCCTG
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rolB promoter region

Start point of transcription

⊂竺コ輸-l車一一-日.--‥空走畠コ
pBMYl

Agrobacterium

1202bp

I
rhizogen閑 strain DC-AR2

lnfection of Nicotiana tabacum leaf disk

l
Hairy roots

l
1 724roiB promoter actovity

/　＼
Histochemical staining Fluorescent measurement

(X-Gluc)　　　　　　　　(4-MUG)
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rolBpro region

Start Point of Translation

Start Point of Transcription

:-_　　　∴　二~ニ云r二
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Control

pBMYl

(1202bp)

pBMY2

(1076bp)

pBMY7

(41 2bp)

i
I

F
i I-

,

i-
El l

iI

! ! I一iI
I
i
IJ

i
I

i

ーIi
i I

! 】

iI
i

l
i -

i一i
i ILZ tl

-t F

i

～
一 一 一

l i l0 200 4 00 6 (K > 80 0 10

Deleted rolB promoter activity
図18



TTCGGCCAACTTTAAGCTCT x 3

1

Yeast strain YM4271

I

HIS+

Yeast One-Hybrid System

図19




