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植 物 細 胞 は 分 化 全 能 性 や 環 境 に 対 す る ダ イ ナ ミ ッ ク な 適 応 性 な ど 極 め て ユ ニ ー ク な

性 質 を 持 っ が 、 こ れ ら の 現 象 の 基 盤 と な る 細 胞 分 化 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 に 対 す

る 分 子 生 物 学 的 な ア プ ロ ー チ は よ う や く 始 ま っ た ぱ か り で あ る 。 植 物 種 子 は 胚 発 生 の

壜 と し て 、 大 量 の 貯 蔵 タ ン パ ク 質 の 合 成 、 蓄 積 の 壜 と し て 、 さ ら に は 休 眠 、 発 芽 の 場

と し て 、 時 間 と と も に 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が 大 き く 変 動 す る 極 め て 特 徴 的 な 性 質 を

持 ち 、 植 窃 に お け る 遺 伝 子 発 現 調 節 研 究 の 対 象 と し て 格 好 の 材 料 で あ る 。 本 研 究 で は 、

マ メ 科 植 物 種 子 に 多 量 に 蓄 積 さ れ て い る Kuni t2型 プ ロ テ ィ す ー ゼ イ 冫 ヒ ビ タ ー に 注 目

し、その器官および時期特異的な遺伝子発現調節穣構の基礎的な解析を試みた。材料

として用いたシカクマメは、種子に加えて、地中に形成する塊根にも強いイ冫ヒビタ

ー活性を有している。さらに近年、シカゥマメの根粒においてもKunitz型プロティナ

ーゼイ冫ヒビターの発現が報告きれるなど、異なる器官における遺伝子発現調節作用

の比 較 と いう 意 味か ら も 将来 的 な研 究 の発展 が期待さ れる植物 である。

シ カ ゥ マ メ 種 子 に 多 量 に 蓄 積 ぎ れ て い る Kunitz型 キ モ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ピ タ ー

（  WCI -3)誼 、 ゲ ノ ム 中 で 多 重 遺 伝 子 族 に よ ル コ ー ド さ れ て い た 。 い CI多 重 遺 伝

子 族 は 、 偽 遺 伝 子 を 含 む 少 な く と も 7穫 以 上 の 遺 伝 子 か ら 構 成 き れ て い た 。 構 造

解析の結果、 このうち少なくとも 4穫の遺 伝子（ WCI - 3a，WCI -3b，ソCl-2， ソCIーx）

が 機 能 的 な Ku ni tz型 キ モ ト リ プ シ ン イ 冫 ヒ ビ タ ー タ ン パ ク を コ ー ド し て い る と
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推 定 し た 。 種 子 中 に 最 も 多 量 に 存 在 す る と 推 定 さ れ る UCI -3は 2つ の 遺伝 子

（  wc｜- 3a， wc｜-3b)に コード されて おり、これらの2つの遺伝子のオープンリー

デ ィ ン グ フレ ー ム と その 上 流 約 l100bpまで の領域は 互いに 99X以上 の相同性 を示

し た。¥rICI -2遺伝子 は、種 子WCIの22Xを占め ると報告 されて いるWCI-2タンバク

を 、VC｜ -x遺伝子 は、未 知のUCIタ ンバク をそれ ぞれコー ドして いると推定した。

WCI - Pl遺伝子 を除く 各りC｜遺伝子の5’上流領域誼極めてA-T塩基対に富み（平均

75％ ） 、典 型 的なTATAボ ックス 配列を 含む20bpの 配列は 各VC｜遺 伝子お よびダ イ

ズ Ku ni tz型 ト リ プ シ 冫 イ ン ヒ ビ タ ー 遺 伝 子 に お い て も 保 存 き れ て い た 。

2． ldCI-3cDNAを プ ロー プ と し たノ ザ ン ハ イブ リ ダ イ ゼー シ ョ 冫 の結 果 、 WClmRNAの

3．

蓄 積 演 器 官 特 異 的 な 制 御 を 受 け て い る こ と が 示 きれ た 。 塊 根に お い て もり CI

mRNAおよ び タ ン パク が 多 量 に検 出 さ れ たこ と か ら 、塊 根 に お ける キ モトリ プシ

ン イ ン ヒ ビタ 一 活 性 のか な り の 部分 が WCIに由 来する と推定 した。 種子に おいて

は UClmRNAの 蓄 積 誼種 子 の 成 熟に 伴 っ て 一過 的に 観察さ れ、時 期特異的 な制御 を

受 け て い るこ と が 示 され た 。 WClmRNAと UCIタ 冫 パ ク の出 現 時 期 はほ ぱ一 致し、

イ ン ヒ ビ タ一 活 性 の出現 時期に 開する 報告と 合わせ て、wc｜ mRNAの転写 後、た だ

ち に 翻 訳 、ブ ロ セ シ ング を 経 て 、成 熟 タ 冫 パゥ と し て 蓄積 さ れ る こと が示され

た 。 機 能 的な イ 冫 ヒ ピタ ー タ ン バク を コ ー ドして いると 推定さ れたVCl遺 伝子由

来 の mRNAの 蓄 積 量は シ カ ク マメ 各 器 官 や種 子 成 熟 過程 で そ れ ぞれ 異 なり、 別々

の 発 現 制 御作 用 を 受けて いるこ とが示 された 。UCIーPl遺伝子を 除く各 VCl遺伝 子

の 5’上流 領域は トうン ス、ジ ェニッ ゥタバ コにお いても種 子特異 的な転 写能を持

っ こ と が 示さ れ 、 VC｜遺 伝子の 発現に転 写段階 の調節 作用が 存在す ること が示唆

さ れた。

ゲ ルシ フ ト ア ッセ イ お よ びDNaselフ ッ ト プリ ン テ ィ 冫グ の 結 果、シ カクマ メ各

器官 および成 熟の各 段階の 種子由 来の核 抽出物 中にUCI -3aおよびぃ CI -3b遺伝子

の5’ 上流領 域の複数 の位置 に特異 的に結 合するタンパク性因子が少ナよくとも2種

存 在す る こ と が示 さ れ た 。こ れ ら の 因子 に 関 し て、 各 器 官 およ び種子 の成熟 の

各 段階 で 結 合 DNA断片 の 特 異 性は 同 じ だが、 因子の 性萱ま たは因 子の種 類が異な

53－



る ことが 予想さ れ′こ 。これら の因子 はA-T塩 基対に富 む領域に結合するが、認識

配列の厳密性は低いことが推定され、high mobility group protein（HllGタ

冫バゥ）様の性質を持っと予想された。

以 上の こ と からシカ クマメ におけ るソCI多 童遺伝 子族の 構造と 、その 器官お よび時 期

特異的な発現の特徴が明らかになった。さらにこれらの特異的発現には転写段階の調

節作用が関与していることが示され｀各器官、時期における共通の因子の修飾また誼

同じ配列に結合する異なる因子によって調節ぎれている可能性が示唆きれた。
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シ カ ク マ メ Kunitz型 キ モ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ―

遺 伝 子 の 構 道 と 発 現 に 関 す る 研 究

植 物 細 胞 は 分 化 全 能 性 や 環 境 に 対 す る ダ イ ナ ミ ッ ク な 遭 応 性 な ど 擾 め て ユ ニ ー ク な

性 質 を 持 っ が 、 こ れ ら の 現 象 の 基 盤 と な る 細 胞 分 化 に 伴 う 遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 の 分 子

生 物 学 的 な 解 析 強 よ う や く 始 ま っ た ば か り で あ る 。 植 物 種 子 強 胚 発 生 の 揚 と し て 、 大

量 の 貯 蔵 タ ン パ ク 質 の 合 成 、 蓄 積 の 場 と し て 、 さ ら に は 休 眠 、 発 芽 の 揚 と し て 、 遺 伝

子 発 現 の パ タ ― ン が 大 き く 変 動 す る 特 徴 的 な 性 質 を 持 ち 、 植 物 に お け る 遺 伝 子 発 現 調

節 研 究 の 対 象 と し て 格 好 の 材 料 で あ る 。 申 請 者 強 、 マ メ 科 植 物 種 子 に 蓄 積 さ れ て い る

Kunitz型 プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー に 注 目 し 、 そ の 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 の

基 礎 的な 解析 を 行っ た。

1．   シ カ ク マ メ 種 子 に 多 量 に 蓄 積 さ れ て い る Kunitz型 キ モ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ 一

（  WCI-3)は 、 ゲ ノ ム 中 で 多 童 遺 伝 子 蕨 に よ ル コ ー ド さ れ て い た 。 構 造 解 析 の 結 果 、 こ

のう ち少 な くと も4租 の遺 伝 子（  NCI- 3a， ¥ICI - 3b, VCIー 2， IICI-x)が 機能的なXunitz型 キ

モ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ― タ ン パ ク を コ ー ド し て い る と 推 定 し た 。 種 子 中 に 最 も 多 量

に 存 在 す る と 推 定 さ れ る WCI-3は 2っ の 遺 伝 子 （ NCI-3a,ICI-3b)に コ ー ド さ れ て お り 、

こ れ ら の 2っ の 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と モ の 上 流 約 l100bpま で の 領 域

-55―



は 互 い に 99名 以 上 の 相 同 性 を 示 し た 。 UCI-2遺 伝 子 は 、 租 子 WCIの 22篤 を 占 め る と 報 告 さ

れ て い る ICI-2タ ン パ ク を 、 WCI-x遺 伝 子 は 、 未 知 の VC.Iタ ン パ ク を そ れ ぞ れ コ ー ド し て

い る と 推 定 し た 。 各 NCI遺 伝 子 の 5'上 流 領 域 は 極 め て A-T塩 基 対 に 奮 み 、 典 型 的 な TATA

ボ ッ ク ス 配 列 を 宙 む 20bpの 配 列 は 各 VCI遺 伝 子 お よ び ダ イ ズ Kunitz型 ト リ プ シ ン イ ン ヒ

ビ タ 一 遺 伝 子 に お い て も 保 存 さ れ て い た 。

2．   ノ ザ ン ′ ヽ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 、 NCI nRNAの 書 積 強 器 官 特 異 的 な 制 御 を

受 け て い る こ と が 示 さ れ た 。 塊 根 に お い て も NICI nRNAお よ ぴ タ ン パ ク が 多 量 に 検 出 さ

れ た こ と か ら 、 塊 根 に お け る キ モ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ 一 活 性 の か な り の 部 分 が V CIに

由 来 す る と 推 定 し た 。 種 子 に お い て は VICI mRNAの 蓄 積 は 瞿 子 の 成 熟 に 伴 っ て 一 過 的 に

観 察 さ れ 、 時 期 特 異 的 な 制 御 を 受 け て い る こ と が 示 さ れ た 。 NCI mRNAと タ ン パ ク の 出

現 時 期 は ほ ば 一 致 し 、 転 写 後 、 た だ ち に 翻 訳 、 プ ロ セ シ ン グ を 経 て 、 成 熟 タ ン パ ク と

し て 蓄 積 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 機 能 的 な イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク を コ ー ド し て い る と

推 定 さ れ た VICI遺 伝 子 由 来 の mRNAの 蓄 積 量 は シ カ ク マ メ 各 器 官 や 種 子 成 熟 過 程 で そ れ ぞ

れ 異 な り 、 別 々 の 発 現 制 御 作 用 を 受 け て い る こ と が 示 さ れ た 。 各 NCI遺 伝 子 の 5’ 上 流 領

域 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク タ バ コ に お い て も 種 子 に お け る 転 写 館 を 持 つ こ と が 示 さ れ 、

V CI遺 伝 子 の 発 現 に 転 写 段 階 の 調 節 作 用 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

3．   ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ お よ び DNaseIフ ッ ト プ リ ン テ イ ン グ の 結 果 、   シ カ ク マ メ 各

器 官 由 来 の 犠 抽 出 物 中 に NCI- 3aお よ び NCI- 3b遺 伝 子 の 5'上 流 領 域 の 複 敷 の 位 置 に 特 異

的 に 結 合 す る タ ン パ ク 性 因 子 が 少 な く と も 2租 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 結 合 DNA断 片

の 特 異 性 は 同 じ だ が 、 性 質 の 異 な る 複 数 の 因 子 が 各 器 官 お よ び 種 子 の 成 熟 の 各 段 階 に

存 在 す る こ と が 予 想 さ れ た 。 こ れ ら の 因 子 強 A-T塩 基 対 に 書 む 領 域 に 結 合 す る が 、 認 識

配列の厳密性は低いことが推定され、high mobility group protein様の性質を持つ

と予想された。

以 上 の よ う に 申 請 者 は 、 シ カ ク マ メ に お け る VCI多 童 遺 伝 子 旗 の 構 造 と 、 モ の 器 官 お

よ び 時 期 特 異 的 な 発 現 の 特 徴 を 明 ら か に し た 。 さ ら に こ れ ら の 特 異 的 発 現 に は 転 写 段

階 の 調 節 作 用 が 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ 、 各 器 官 、 時 期 に お け る 共 通 の 因 子 の 修 飾

ま た は 同 じ 配 列 に 結 合 す る 異 な る 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

  審査量一同は、申請者が博士（理学）の学位を得るに充分な資格を有するものと認

定した。
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