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学位論文内容の要 旨

  生体内における酵素の役害9を明確に説明することは難しい場合がある。ペルオキシダー

ゼ(EC1．11 .1.7)は生物界に広く分布し、発見も早く、研究も多方面に亘って行なわれて

いるにもかかわらず、その生理的役割はいまだ明確ではない。過酸化水素を一方の基質と

して、いろいろな化合物を酸化すること、特に高等植物では電気泳動により多くのぺルオ

キシダーゼ分子が検出されることが複雑な要因となっている。本研究はイネを対象として、

ペルオキシダーゼの生理的役割を弱らかにすることを目的として、ペルオキシダーゼの多

様性を分子レベルで明らかにし、一部の分子についてその遺伝子の器官および組織におけ

る特異的発現を調べ、さらにぺルオキシダーゼを過剰に発現した形質転換植物の性質を解

析することによって、その分子の生理的役割を明らかにした。

1．イネペルオキシダーゼの分離と性質

  イネ苗条の抽出液が少毅くとも25種のぺルオキシダーゼ分子を含むことを電気泳動に

よって明らかにし、その内の4種を分離精製し、それらが異なる性質をもっぺルオキシダ

ーゼであることを示した。それらのN末端分析からは明らかに配歹Uが異なる2つのグルー

プに分けられ、その配列の中に、既知のぺルオキシダーゼの全てに保存されている相同性

の高い配列を確認した。相同性の高い配列とN末端の配列からプライマーを作襲し、cDNA

を鋳型としたPCR法によりDNA断片を調製し、その断片を用いてぺルオキシダーゼ遺伝

子のクローニングを試みたが、成功しなかった。

2．イネペルオキシダーゼcDNAの構造とmRNAの分析

  ペルオキシダーゼに保存されている相同性の高い2ケ所の配列と．PCR法とを用いて、イ

ネ苗条のcDNAライブラリーからぺルオキシダーゼをコードする2種のcDNAを分離して、

prxRPAおよびprxRPNと名づけ、それらの塩基配列を決定した。これらの配列から導き出

されるアミノ酸配列は互いに約7略の相同性を示し、他の高等植物から得られたぺルオキ

シダーゼとは40～50$の相同性を示した。これら2種のcDNAを用いてイネmRNAをノー

ザンハイブリダイゼーションにより分析した。その結果、根には大量に検出され、また構

成的に発現されていることが示されたが、葉身部や葉鞘部における発現は低レベルで、傷

害やエテフオン処理や紫外線照射により顕著に誘導されることが明らかになった。

3． イネ ペル オキシ ダー ゼ遺 伝子 の構造 およ びプ ロモ ータ一 領域 の解 析

  イネ苗条のcDNAライブラリーから分離されたぺルオキシダーゼprxRPA cDNAおよび
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prxRPN cDNAを用いてiイネゲノミックライブラリーからぺルオキシダーゼ遺伝子を含む

DNA断片を分離し、遺伝子をそれぞれpoxAおよびpoxNとした。分離したDNA断片の塩

基配列を決定して、2つの遺伝子はともに3イントロン－4エクソンからなること、エク

ソンの配列はそれぞれ対応するcDNAの配列に一致することを明らかにした。またpoxA

については転写開始部位も特定することができた。2つの遺伝子のプロモーター領域の配

列には、他の遺伝子で検出されているエチレンや傷害や紫外線などに応答する因子が含ま

れていると解析された。そこでpoxAとpoxNのプロモーター領域の5’側を数段階の長さ

で削除した断片を調製し、それにpーグルクロニダーゼ遺伝子を接続し、タバコに導入し

た。得られたタバコには、プロモータ二領域の長さに関係なく、p－グルクロニダーゼ活

性の増大は認められず、エテフオンや傷害の処理でも増大しなかった。繋外線照射した場

合に、poxAの転写開始部位の上流111 bpまで短くした断片を用いて得られた形質転換タ

バコでのみ、p－グルクロニダーゼ活性の増大が認められた。この現象は形質転換体の次

世代でも観察され、また、紫外線照射後に可視光線を照射することによって更に活性は増

大した。これらの結果から、イネペルオキシダーゼ遺伝子EoxAとpoxNのプロモータ一

領域にはエテフオンや傷害に応答する因子が認められるが、タバコの中にあってはその因

子は活性を示さないことが示唆された。さらに、poxAのプロモーター領域の転写開始部位

の上流111 bp以内にタバコで活性を示す繋卿線照射応答因子が存在するか、あるいはタ

バコで活性を示すサイレンサ一様の因子が111 bpのさらに上流に存在することが推定さ

れた。

  po吐およびpoxNのそれぞれのプロモータ一領域を含むDNA断片、．約2．2kbおよび

1．4 kbをp－グルクロニダーゼ遺伝子に接続したプラスミドをエレクトロボレーションに

よってイネに導入した。得られたイネのp－グルクロニダーゼ活性の発現の様子や傷害、

エテフオン、紫外線照射による活性誘導の様予は、cDNAを用いたmRNAの分析の結果と合

致するものであった。このことはタバコでは活性を示さなかったプロモータ一領域に認め

られた諸因子が、イネで憾活性を示していることを示唆している。さらに、形質転換イネ

の切片に存在するp－グルクロニダーゼ活性を染色して顕微筑で観察した。イネの地上部

では切片にするという傷害によって増加した活性が維管束木部柔組織に染也された。この

組織はりグニン染色によっても陽性であり、染色の度合は傷害によって増強されたので、

2種のぺルオキシダーゼがりグニン代謝に関与していることが強く示唆された。また、根

の切片の染包像からpoxA，poxNともに根の中心部に強く発現されることが認められた。

4．イネペルオキシダーゼ過剰発現の試み

  イネペルオキシダーゼcDNAをカリフラワーモザイクウイルス35S mRNAプロモーター

に接続してイネに導入した結果、prxRPAを用いて得られた形貿転換イネの生育は著しく

抑制されて、死滅した。また、prxRPA cDNAやprxRPN cDNA、遺伝子poxAやpoxN、さら

にそれらからイントロンを一部削除したものなどをタバコに導入した場合には、幼少期に

側芽の形成が観察された。これら゛の結果から2種のぺルオキシダーゼがIAAオキシダーゼ

活性を現わしていることが推定された。得られた形質転換タバコの葉を用いてタバコ野火

病菌に対する抵抗性を調べた結果、全ての形質転換タバコで抵抗性の強化が認められたが、

特に、cDNAを導入した場合の抵抗性が安定していた。また、これらの形質転換タバコでは

ぺルオキシダーゼ活性の上昇が観劇された。

  以上の結果から、1）イネペルオキシダーゼには少なくとも25種類の分子が存在し、多

数のアイソザイムから構成されること、2）2つのイネペルオキシダーゼ遺伝子poxA，
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po塑がイネの根では強く構成的に発現し、葉身部や葉鞘部では低レベルで傷害などのスト

レスによって誘導発現すること、3）葉身部や葉輔部における発現が維管束木部柔組織で特

異的に起こっており、傷害によって高くなるりグニン合成に関係しうること、4）ペルオキ

シダーゼ過剰発現植物で顕在化したぺルオキシダーゼとIAA代謝との関係などを明らかに

した。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

イネ(Oryza sativaL．）ペルオキシダーゼ遺伝子の

発現に関する研究

  本論文は、酵素が生体内で示す機能に関するものであり、序論と総合的討論を含んで6

章で構成され、図58、表13、引用文献284を含む総頁数182の和文論文である。別に参考論

文13編が添えられている。

  植物に広く分布するぺルオキシダーゼ(EC1．11．1．7）は、一つの植物体が多様な分子種

をもつこと、ペルオキシダーゼが過酸化水素を基質として、いろいろな化合物を酸化する

ことなどの理由で、生理的な役割はいまだ明確になっていない。本論文はイネを対象とし、

ペルオキシダーゼの生理的役割を明らかにすることを目的として、酵素分子の多様性、2種

の遺伝子の分離、遺伝子の器官および組織特異的発現、傷害や紫外線などストレスの影響、

酵素を過剰発現させた形質転換イネやタバコの観察を通して、リグニン代謝やIAA代謝との

関係について述べたものである。

1．ペルオキシダーゼはイネ苗粂の抽出液に少なくとも25種含まれることを明らかにし、

その中の4種を分離精製し、それぞれが性質の異なるぺルオキシダーゼであることを示し

た。それらはN末端分析から明らかに配列の異なる2つのグループに分けられ、その配列

の中に、既知のぺルオキシダーゼ全てに保存されている相同性の高い配列が認められた。

2．イネペルオキシダーゼcDNAを分離するために、相同性の高い2ケ所の配列とPCR法

とを用いて、イネ苗条のcDNAライブラリーをスクリーニングし、2種のcDNAを分離し

た。それぞれをprxRPAおよびprxRPNとし、塩基配列を決定した。得られたcDNAを用

いたノーザンハイブリダイゼーションによってイネmRNAを分析した結果、根には大量に

検出され、構成的に発現されていること、地上部での発現は低レベルで、傷害やエテフオ

ン処 理 や紫 外線 照射によっ て顕著に誘 導されるこ とが明らか になった。

3．イネゲノミックライブラリーからprxRPA cDNAおよびprxRPN cDNAを用いて、ペル

オキシダーゼ遺伝子poxAおよびpoxNを分離し、塩基配列を決定した。2つの遺伝子は

ともに3イントロン―4エクソンからなり、エクソンの配列はそれぞれ対応するcDNAの

配列に一致した。poxAおよびPoxNのプロモータ一領域を解析するために、5’側を数段

階の長さで削除した断片を調製し、それにp－グルクロニダーゼ遺伝子を接続し、タバコ

に導入した。得られた形質転換タバコには、プロモーター領域の長さに関係なく、p一グ

ルクロニダーゼ活性の増大は認められず、エテフオンや傷害の処理でも増大しなかった。
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プロモーター領域に見いだされる既知の因子は、タバコでは活性を示さないと推定された。

  po出およびpoxNのそれぞれのプロモータ一領域を含むDNA断片、約2.2 kbおよび

1．4 kbを8―グルクロニダーゼ遺伝予に接続したプラスミドをエレクトロボレーションに

よってイネに導入した。得られた形質転換イネのp一グルクロニダーゼ活性の発現の様子、

傷害やエテフオンや紫外線照射による活性誘導の様子は、cDNAを用いたmRNAの分析の結

果と合致するものであった。これはプロモータ一領域に見っけられた因子が、イネでは活

性を示していることを示唆している。さらに、形質転換イネ地上部の切片では維管束木部

柔組織にp－グルクロニダーゼ活性が染色された。この組織はりグニン染包によっても陽

性であり、染色の度合は傷害によって増強されたので、2穏のぺルオキシダーゼがりグニ

ン代謝に関与していることが強く示唆された。

4．prxRPA cDNAをカリフラワーモザイクウイルス35S mRNAプロモーターに接続して導

入した形質転換イネは生育が著しく抑制されて、死滅した。prxRPA cDNA、prxRPN cDNA、

po盤、poxNなどをタバコに導入した場合には、幼少期に側芽の形成が観察された。これ

らの結果から2種のぺルオキシダーゼがIAAオキシダーゼ活性を現わしていることが推定

された。得られた形質転換タバコの葉を用いてタバコ野火病菌に対する抵抗性を調べた結

果、全ての形質転換タバコで抵抗性の強化が認められ、同時に、ペルオキシダーゼ活性の

上昇も観察された。

  以上の成果は、主要な作物であるイネを対象として、多くのアイソザイムを含むぺルオ

キシダーゼの生理的役害4を解析する手法を開拓し、それによって、ペルオキシダーゼとり

グニン代謝やIAA代謝との関係に到達したものである。このことは学術的に高く評価される

のみならず、将来、イネの性質の評価に役立っものと考えられる。よって、審査員一同は、

別に行なった学力確認試験の結果と合わせて、本論文の提出者伊藤浩之は博士（農学）の

学位を受けるのに十分な資格があるものと認定した。
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