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―コングリシニンQサ ブユニット

学位論文内容の要旨

  ダイズ種子貯蔵夕ンパク質であるロ‐コングリシニンは、a、a｜およびBの3種類のサブュ

ニッ卜から構成されている。a・および口サブュニット遺伝子の構造、発現制御等に関しては

これまで詳細な研究が進められてきたが、aサブュニットの遺伝子については、その構造や

発現についての解析は行われていない。また、多数(15以上）の存在が示唆されている8―コン

グリシニンサブュニッ卜遺伝子の中で、どの遺伝子がaサブュニッ卜をコードし実際に転写

しているのかも不明である。

  そこで本研究は、aサブュニット遺伝子を同定すること、その構造特性を明らかにするこ

と、および本遺伝子の構造の品種間差異を解析し、ロコングリシニンサブュニッ卜の発現型

と遺伝子多型との関連を検討することにより、実際に機能しているaサブュニッ卜遺伝子を

全て明らかにすることを目的とした。その結果、以下の(1)から（3）を明らかにした。

  (1)aサブュニッ卜遺伝子の塩基配列の決定とその特徴

  B-コングルシニンaサブュニット遺伝予をコードすると思われる遺伝子領域CG-3の約6kb

の塩基配列を決定した。この塩基配列とcDNAの塩基配列との比較により、6箇所のエクソン

を同定し、さらに、プライマー伸長法により転写開始点を決定した。エクソンの塩基配列

は、既に報告されているcDNAの塩基配列と3塩基を除いて一致し、遺伝子CG－3はaサブュ

ニツ卜をコードする遺伝子であると結諭した。aサブュニット遺伝子は、a・、ロサブュニッ

トおよびファゼオリンロタイプ遺伝子とアミノ酸のコード領域だけでなく、イントロンや転

写制御に関与すると推定される因子の構成も類似していた。特にローコングリシニンa、a・

サブュニット遺伝子およびファゼオリンロタイプ遺伝子の5'~lJ上流領域では、共通する4つの

領域(BoxI、II、III、およびIV)を転写のプ口モーター領域に持っていた。これらの共通配列

は位置的にも転写開始点に対し、同じように配置していた。その中のーつ、BoxIはビシリン

やファゼオルンなどの多くの7Sグ口ブルン種子夕ンパク質遺伝子のプ口モーターに共通して

存在するピシリンポックスと呼ばれる塩基配列を含んでいた。
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(2)核夕ンパク質結合部位からみたaサブュニット遺伝子プロモーター領域の特徴

  aサブュニット遺伝子のプロモーターの特徴から発現制御機構を考察するため、プ口モー

ター領域中の保存領域、特にBoxIにどのような核夕ンパク質が結合するのかを解析した。そ

の結果、BoxIは1つの核夕ンパク質結合サイ卜として機能するのではなく、少なくとも3カ所

の核夕ンバク質結合サイトから構成されていることを明らかにし、それぞれのサイトに特異

的に結合する核夕ンパク質をSNF－A、SNF―B、SNF-Cと名付けた。それらのDNA結合活性

は、種子登熟過程ではaサブュこット遺伝子の発現の活性化に並行して増加した。このこと

はこれらの因子が転写活性に関わっていることを示唆した。一方、この遺伝子が発現してい

ない葉では、種子とは異なる核夕ンバク質がBoxIに結合することが分かった。また、種子で

も、本遺伝子の発現が十分なレベルに達していない時期（開花後27日目）の種子では異なる

DNA結合因子の存在が見られた。これらの結果は、BoxIが転写に関し促進および抑制の制御

の両者に関与していることを示唆した。

  (3)ロ‐コングリシニンaサブュニット遺伝子領域の構造多型性と発現との関連

  いくつかのローコングリシニンサブュニッ卜変異系統において遺伝子構造にどのような違い

があるか、また、それがaサブュニッ卜の発現とどのように関連するのかを検討した。ダイ

ズおよびッルマメでは並列した2箇所のaサブュニットをコードする塩基配列をもつ遺伝子

領域があるが、系統によってはどちらか一方しか持たなレゝものがあり、品種や系統によって

これらの遺伝子領域に大きな変異があることがわかった。このようなロ―コングリシニンサブ

ユニット遺伝子の構造の多型と8サブュニット発現との相関から、上記2箇所のaサブュ

ニッ卜遺伝子はともに機能している遺伝子であると考えられた。aサブュニッ卜に関連する

遺伝子領域は、本研究で構造を決定した領域を含め2箇所あると考えられていたが、本研究

で実際に機能しているaサブュニット遺伝子はCG―2とCG-3であることを同定した。

  本研究では、それまでの研究においてB-コングリシニンaサブュニット遺伝子をコードす

ると推定されていたダイズの遺伝子領域の塩基配列を解析し、この遺伝子が実際にコードさ

れていることを明らかにした。本遺伝子の特徴を他のサブュニッ卜遺伝子と比較したとこ

ろ、塩基配列の上でも、工キソン―イントロンの構成の上でも、alサプュニッ卜遺伝子と高

い類似性を持っていることが明らかとなった。また、プ口モーター領域にはd．サブュニッ卜

遺伝子や他の種子貯蔵夕ンパク質遺伝子に共通して存在する塩基配列が存在したが、その中

の1つ、BoxIについて核夕ンパク質の結合を詳細に解析し、それが3力所の核夕ンパク質結

合サイ卜からなることを明らかにした。このことは、aサブュニッ卜遺伝子の発現制御がa’

サブュニット遺伝子の発現制御と同じではないことを予想させた。さらに、aサブュニット

遺伝子領域の構造多型が品種間で存在することを明らかにし、この構造多型とサブュニット

発現の表現型との相関から、多数ある遺伝子のなかで実際に転写される遺伝子として機能し

ている2つのaサブュニット遺伝子を同定した。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ダイズ種子貯蔵夕ンパク質汐

―コングリシニンQサブユニット

  本論文は83頁からなる和文論文であり、図25と表2を含む。別に参考論文2編が添えら

れている。

  ダイズ種子貯蔵タンパク質であるロ・コングリシニンは、a、a．および口の3種類のサブュ

ニットから構成されている。Q．およびロサブユニット遺伝子の構造、発現制御等に関しては

これまで詳細な研究が進められてきた。本研究は、aサブユニット遺伝子を同定すること、そ

の構造特性を明らかにすること、およぴ本遺伝子の構造の多型を解析し、B-コングリシニン

サブユニットの発現と遺伝子の構造の多型との関連を検討することにより、実際に機能してい

るaサブュニット遺伝子を明らかにすることを目的とした。得られた結果は以下のように要約

される。

  (1)Qサブユニット遺伝子の塩基配列とその特徴

  CG-1から15まで名付けられたロ・コングリシニンに関連する遺伝子のうちCG-1、CG-2、

およびCG-3はa／8｜サブュニットmRNAと強くハイブリダイズする遺伝子であり、さらに

CG-1はQ｜サブュニットをコードする遺伝子であることが知られていることから、CG-2およ

びCG-3の両方、あるいはどちらか→方がaサブュニットをコードすると考えられる。CG-3

を含む約6kbの塩基配列を決定したところ、CG-3は6箇所のエクソンから構成されることが

判明した。エクソンの塩基配列は、既に報告されているcDNAの塩基配列と完全に一致し、

CG-3はaサブュニットをコードする遺伝子であると結論した。aサブュニット遺伝子の5｜

側上流領域には、a｜サブユニット遺伝子およびファゼオリンロタイプ遺伝子の5．側上流領域
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と共通する4つの領域(BoxI、II、In、およびIV)が存在した。そのーつのBoxIは、種子特

異的発現に関与すると考えられる塩基配列（ビシリンボックス）を含んでいた。

  (2)aサブュニット遺伝子プロモーター領域における核タンパク質の結合様式

  ビシリンボックスを含むBoxIに結合する核タンパク質をフットプリント法およびゲルシ

フト法で解析した。その結果、BoxIは少なくとも3カ所の核タンパク質結合サイトから構成

されていることが判明し、それぞれのサイトに特異的に結合する核タンパク質をSNF-A、

SNF-B、SNF-Cと名付けた。それらのDNA結合活性は、種子登熟過程ではロサブユニット

遺伝子の発現の活性化に並行して増加した。この結果は、これらの因子が転写活性に関与する

ことを示唆した。一方、この遺伝子の発現が抑制される葉では、種子とは異なる核タンパク質

がBoxIに結合することが判明した。また、本遺伝子の発現が十分なレベルに達していない

時期の種子では、異なるDNA結合因子の存在が見られた。これらの結果は、BoxIがQサブ

ユニットmRNAの転写に関し、促進または抑制の両方の制御に関与していることを示唆した。

  (3)  Qサブュニット遺伝子領域の構造多型性と発現との関連

  いくっかのB-コングリシニンサブユニット変異系統において遺伝子構造にどのような違い

があるか、また、それがaサブユニットの発現とどのように関連するのかを検討した。その結

果、ダイズおよびツルマメではQサブユニットをコードする2つの遺伝子、CG-2およびCG-3

が並列して存在したが、系統によってはどちらか一方しか持たないものがあり、これらの遺伝

子領域に大きな変異があることが判明した。CG-2のみ、あるいはCG-3のみを持つ系統でも

aサブュニットの発現が見られることから、CG-2とCG-3はともにaサブュニットをコード

する遺伝子であり、ともに機能していることが明らかとなった。

  本研究の成果は、ダイズ種子貯蔵タンパク質ロ‐コングリシニンaサブユニットの遺伝子の

発現機構を明らかにしたものであり、学術および応用の両面で高く評価できる。

  よって審査員一同は、吉野道子が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと

認めた。
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