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温度ストレスに応答するキンギョソウトランスポゾンの

転移制御に関わる分子機構

学位論文内容の要旨

植物種間に見られるゲノム構成の差異やゲノムサイズの著しい差異は、植物が種々の

環境ストレスに対して、生理的適応のみならず、より根本的にDNAの組換えや増幅に

よってゲノム自身を再編成させ、生理的機能を高めてきた事を示唆している。この様な

ゲノムの可塑性に関わる重要な因子の1っに転移因子（トランスポゾン）が存在する。

トランスポゾンを発見LたMcClintockは、晩年、環境ストレスや病原因子の生体への

侵入によってトランスポゾンが活性化されるどぃうゲノムストレス説を提唱した。本研

究の材料として用いたキンギョソウのTam3はとりわけ顕著な温度ストレス応答を示

す点でこの仮説を検証可能な極めてまれな事例である。Tam3はトウモロコシのAcと

同じくわ ATファミリーに属するDNA型トランスポゾンであるが、外部の環境によっ

て厳密に転移活性を制御する機能が備わってぃる点で特異な存在である。その転移は育

成温度に敏感に反応し、高温（25℃）で育成すると転移がほとんど起こらなぃのに対

して、低温（15℃）では転移が活発となる（低温依存性転移）。従って、遺伝変異の

利用抜きでは成り立たなぃ育種と育種学において、温度ストレスを介したTam3の転

移制御機構を解明する意義は大きぃ。本研究ではTam3の低温依存性転移機構の解明

を目的として研究を行った。

Tam3配列の低温依存性脱メチル化の分子機構  ．

  低温依存性転移はTam3に生じるメチル化と強（相関し、低温で育成した個体では

高温で育成した個体と比較してTam3のメチル化は低レペルとなる。このメチル化の

変化はキンギョソウゲノムにおぃてTam3特異的に生じる。まず、低温で活発となる

Tam3転移 とメ チル化 どの 間に 直接の 因果 関係 があ るか否 かを 調査した。

初めに、メチル化レペルが変化するシトシンの位置を詳細にマッピングする事によっ

て、Tam3の転移に関わるシス配列（両末端120bpからなるサブターミナルリピート

領域）が低温育成時に高頻度で脱メチル化される事を明らかにした。低温育成時でも

Tam3が転移しなぃStabiliser系統(HAM3系統）を用いて同様のマッピングを行っ

たところ、このシス配列の脱メチル化は認められなかったため、この配列特異的な脱メ

チル化はTam3転移活性に依存すると考えられた。in vitroにおけるTam3転移酵素

のDNA結合解析から5′ーGCHCGー3′配列がシス配列中の結合コア配列であり、これは



脱メチル化のモチーフと一致した。さらにTam3転移酵素はメチル化DNA鎖には結

合出来なぃ事を明らかにした。従って、Tam3配列の脱メチル化はTam3転移酵素が

非メチル化GCHCGモチーフに結合した結果生じる現象と言える。このことは、Tam3

の脱メチル化反応は転移反応と同時に起こることを示唆している。事実、高温育成時に

メチル化阻害剤を用いて低メチル化を誘導した場合でもTam3の転移はほとんど活性

化されなぃ事から、Tam3転移に先立って脱メチル化が起こるわけではなぃ事が明らか

となった。従って、高温育成時のTam3転移抑制の原因はDNAのメチル化ではなぃ

と言える。さらに、Tam3の脱メチル化には細胞分裂過程が必須であり、低温依存性転

移にも細胞分裂が必要である事が明らかとなった。従って、Tam3の配列特異的な脱メ

チル化およびTam3の転移はDNA複製時にDNAがへミメチル化状態となった時、

メチル化反応に先駆けてTam3転移酵素が作用した結果、脱メチル化と転移が誘導さ

れると考えられた。

Tam3転移酵素の低温依存性核局在の分子機構

  低温育成時の配列特異的な脱メチル化の原因は、Tam3転移酵素のTam3配列への

作用と結論された。従って、育成温度の変化がTam3転移酵素のTam3配列への作用

を 調 節 す る と す れ ぱ 、 転 移 酵 素 の 挙 動 が 重 要 な 因 子 と な る 。

Tam3転移酵素は高温と低温のどちらの育成温度においても等し〈存在する。しかし

ながら、GFP蛍光タンパク質および細胞分画法の両実験によって、キンギョソウにお

いてTam3転移酵素は低温育成時に特異的に核へと局在化することを見出した。Tam3

はDNA型トランスポゾンであるため転移酵素が核へ局在化する事は転移の必須条件

である。また、低温育成時に特異的なTam3転移酵素の核局在化は高温育成時におけ

る核輸送の阻害である事を見出し、その抑制に必要な機能ドメイン(NLI)をTam3

転移酵素中に見出した。

Tam3転移酵東高温特異的核移行阻害の分子機構

高温育成時の核移行抑制はキンギョソウに特異的であったことから、NLIドメインと

キンギョソウタンパク質とが相互作用することでTam3転移酵素の核移行が阻害され

ると考えられた。Tam3転移酵素と相互作用する因子を酵母ツーハイプリッドの実験系

で単離し、3種類の候補遺伝子（T31F2, T3IF5T3ぼ、6）について低温依存性転移との

関連にっいて調査した。in vそ：rDの実験では、3っの候補タンパク質がそれぞれNLI

ドメインと結合することを確認した。さらにタ′ヾコBY2細胞では丁3ロ巧および丁3ロ76

の発現に依存してTan13転移酵素の核移行が阻害される事を見出し、m晒v．〇でTam3

転移酵素の核移行抑制作用を示す事を証明した。また、キンギョソウでは丁3舮ぢが恒

常的に発現するのに対し、丁3ぽ丶5は低温育成時間に比例して遺伝子発現が低下する事

から、低温育成時には7℃fF6の作用でTam3の転移活性がー定のレペル以下に調節さ

れ、高温育成時にはコ℃fF5および丁3ぽbの両遺伝子の作用でTam3の転移活性が完

全に抑制されると推察された。
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温度ストレスに応答するキンギョソウトランスポゾンの

転移制御に関わる分子機構

  本論文は136頁からなる和文論文であり、図62と表18を含む。別に参考論文2編

が添えられている。

  トランスポゾンはゲノム内を動く（転移）ことのできるDNA酉え列である。キンギョソ

ウのトランスポゾンTam3は、外部環境によってその転移活性が厳密に制御される。すな

わち、Tam3はキンギョソウを高温く25℃）で育成すると全く転陟しないが，低温(15℃）

下では逆に活発に転移する。転移頻度を花弁斑スルの頻度に基づいて試算すると、低温

育成時の転移は高温時の1，000倍以上にも達する。少なからぬ遺伝変異が・トランスポゾ

ンと関連している高等植物において、温度ストレスを介したTam3の転移制御機溝を解明

することは育種学的意義が大きbヽ 。本研究は、温度に依存したTam3の転移機構の解明を

目的として行ったものである。得られた結果は以下のように要約される。

l.Tam3配列の低温依存性脱メチル化の機構

  Tam3塩基酉びlJのI黼．メチル化｜まその転移活陸と強く相関し、高温で育成した個体では

低温育成個体と比較してメチル化が著しい。著者はメチル化の変化するTam3内部のサイ

トが転移酵素タンパク質の結合ナイトと一致する事を明らかにした。また、Tam3の脱メ

チル化には、DNA複製直後のTam3に対してメチ′レイ匕に先行して転移酵素の結合が必須で

あることを示した。得られた結果から、転移酵素タンパク質の結合が温度によるメチル

化の変化を制御していると判断し、伽n3のメチル化の変化は、温度依存転移の直接の原

因ではないと結論づけた。
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2.Tam3転移酵素の低温依存陸核局在の饑構

  前述の結果をもとに、転移酵素の陸質や挙動の解析を通じてTam3の低温依存性転陟

機構解明の糸口が得られると考えた。Tam3には803アミノ酸からなる0RFが存在し、転

移酌臻をコードする。この酉a列とGFP螢光タン，パク質とを融合した細換えTam3転移酵

素タンパク質の挙動を調べた。その結果、温度によるTam3の転移制御が転移酵素タン

パク質の細胞内局在性の違いによって担われていることを明らかにした。また、低温下

でも転移酵素の核局在頻度は2囃程度に抑えられていた。この細胞内局在性は、高温で

核への移行を抑制することによって調節されており、Tam3転移酵素タンパク質内のN

末端側ドメイン帆Iドメイン）が核ぺの移行を阻害することを突き止めた。

3.Tam3転移酵素の核移行阻害の櫛購

  NLIドメインを介した転移酵素タンパク質の核移行阻害メカニズムの解明を目的とし

て、酵母ツソヽイブリッドの実験系を利用し、細胞内局在性を匍脚する因子の特定を試

みた。NLI領域と相互作用する10種類のキンギョソウタンパク質を単離し、T31Fと名付

けた。低温または高温条件下で特異的に転写産物を蓄驩け．る乃遺伝子（粥野Z咒ば

月殊ゝ）よびm刪を形質転換したタバコBY2細胞株を作り、Tam3転移酵素タンパク質の動

態を調査した。その結果、温度依存性転移に関わる2っの宿主因子を同定した。Tam3低

温依存性転移に関わる主因子は弼珊であク、高温でam3転移酵素の杉飾を阻害する。

他方mはam3転移酵素タンパク質の核移行を一定限度に制限する恒常的機能を有す

ることを明らかにした。

  以上のように、本研究ではトランスポゾンの転移$iy~を司る2っの宿主因子の同定に

成功し、温度ストレスに応答するトランスポゾン転移の機隣について新たな知見を得た。

その成果は、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橋田慎之介カ溥士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有す

るものと認めた。


