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学位論文内容の要旨

  Aux／ M4遺 伝 子族 はオ ー キシ ンを 投 与す るこ と によ って 発 現が 素早 く 上昇 する 遺 伝孑 群で、 オーキシンの一次 反

応 を担ってい るのではなぃかと 古くから考えられて きた。本年、オー キシン受容体丁IR1にオーキ シンと共に結合す る

ことが分 かり（Tanetal．，2007）、 オーキシン信号伝 達系で受容体直下 で働く因子であることが確定した。AuX/L亀Aタ

ンパク質 には保存されている4つのドメイン、ドメインIからWがある。ドフソンHま転写調節因子の抑制ドメインである。ド

メイリIIとNはオ ーキシン応答因子（ ARF）も 共通して持っていて 、このドフソンを 通じてAu〆IAAはARFに結合すること

が でき る ので 、通 常 、A耐 nAは ARFに 結合 し てARFの転 写調 節 能を 抑制 し てい る。 オ ーキ シン 受 容体 丁IR1はユ ビ キ

チ ンリ ガ ーゼ SCF複 合体 のFボックス・タ ンパク質で、基質 結合部位を提供して いる。TIR1の基質 結合部位はオーキ シ

ン（1―インドー ノレ酢酸）にも結合 することができ、 オーキシンに結合するとAux/nAタンパク質のドメインHに対する親

和 性が 増 加す る。 そ の結 果、 高 濃度 のオ ー キシ ン存 在 下で はAuX/nAタ ンパ ク 質は プロ テ アソ ーム で 積極 的に 分 解

さ れ、 Alx/IAAレベ ルが 低 下す るの で 、ARFの転 写調 節 能が 回復 し て、さまざ まな下流の遺伝子 発現調節が起こり 、

オ ーキシン応 答が起こると考え られている。一方、 AuX/IAA自身もオーキシン誘 導陸なので、しば らくするとAuX/LへA

レ ベル が 元に 戻り 、 オー キシン応答は停 止する。このフイ ードバック調節がオ ーキシンの一過的 応答現象の分子的 原

因と考え られる。月蝋彪弘 遺伝子が原因とな る優陸突然変異体が 、シロイヌナズナ の29個の月zとz／翻4の内、9個につ

いて報告 されているが、そ のすべてがドメインHのアミノ酸置換によって起こっている。ドメインInこアミノ酸置換が起こ

ると、TIR1に結合できなく なりAuX/L岨が分解されなくなって蓄積されることにより生じる優陸突然変異だと考えられる。

  典型的恤/L岨タンくク質には ドメイりからNが存笛尹るが 、シロイヌナズナの 29個のA1】x／IAAの中にはドメイン II

だ けが な い非 典型 的 Au〆 IAAが 4個存 在す る 。また もうーつのAuX/IAAは、ドメ インInこ優陸突然 変異に似たアミノ 酸

配列を持 っている（IAA31）。本研究 では、この中でIんセOに構造が似て いる3個のタンパク質LへA20とIAA30とL岨31（I

」ん蛇0サブファミリー）に着目した。Lん蛇Oと30はドメインHを持っていないのに対し、IAA31は優陸突然変異型ドメインII

を 持っ て いる ので 、 その 機能を互いに比 較するのに適して いるからである。こ れら非典型的AuX／IAAの生理的饑能 を

推測する ために、これら遺 伝子をカリフラワ ーモザイクウィルス 甑Sプロ モーターを利用して過剰発現させ、どのような

表 現型異常が 生ずるか観察した 。また対照として、 典型的4fziシ翻4である閉4J9り必Eとの過乗暁 現体も作成してそ の

表現型を比較した。

凪 他 伽 過 剰 発 現 体 （ 閉 彪 り OX） は 半 矮 性 で 、芽 生 えの 胚軸 も 短く 、そ の 成長 方向 は 胚軸 も根 も 完全 に乱 れ てい
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て、屈地性がとも に異常であること が示唆された。花 茎はしだれていて、 屈地性異常を嗣芟1，たほか、稔性も低下して

いた 。種 子 の発 芽率 も 低下 して い た。 主根 の 成長 は発 芽 後す ぐに 停 止し てし ま うが 、そ れは根端分裂 組織(RAM)が

分靈2能 を失って'イヒしてしまうこと(RAMの崩壊）による。しかし同時に、主根カゝら側根が生じ、側根が阻害されながら

も成 長す る ので 、植 物 は半 矮陸 な がら 生育 す る。 子葉 の 葉脈 形成 も異常で 、最も異常な場合、 中央葉脈すら完全 に

できなかった。

  IAA30 0Xは 野 生 型 と ほ ぼ 同 じ 大 き さ だ っ た 。芽 生え 胚 軸の 成長 方 向は やや 異 常で 、根 の 成長 方向 は IAA20 0X

同様 完全 に 異常 だっ た 。L4A30 0XもIAA20 0X同様 、． 根 の成 長異 常 が起 こる が 、そ の程 度 はIAA20 0Xより やや 軽

い。子葉の葉脈形 成は比較的正常で 、この3種 のOXの中で一番異 常が軽うゝった。

  IAA31 0XはIAA20 0Xほど では な いが 野生 型 より 小さ く 、最 も異 常 な＃ 2系統 では 主 茎の成長 が早期に停止して し

まう 異常 が 起こ った 。 芽生 え胚 軸 の長 さは 野生 型と同じで、B丕軸の成長方 向はやや異常だった が、根の成長方向 は

相当 程度 異 常だ った 。 IAA31 0Xも 根の 成長 阻 害が 起こ る が、 その 程 度は かな り 軽く 、主 根のRAMの崩壊が起こら な

い 個 体 も あ っ た 。 子 葉 の 葉 脈 形 成 は か な り 異 常 で 、 中 央 葉 脈 が や っ と 形 成 さ れ る 程 度 に 止 ま っ た 。

  これら遺伝子の 発現をRT一PCRで調べたとこ ろ、L4A26cD発蔘劼ミロゼット葉と茎で低うゝった他は、いずれの遺伝子も

だい たい ど の組 織で も 発現 して い たが 、IAA31は 特 に果 実で 発 現が 高か っ た。 L4A20Lエlatオー キシ ン 投与 後30分

後 に は 発 現 増 加 が 観 察 さ れ オ ー キ シ ン 誘 導 陸 で あ っ た が 、 IAA3A1オ ー キ シ ン 誘 導 陸 で は な か っ た 。

  以 上を ま とめ ると 、 これ ら3個 の遺 伝 子の OXは お およ そ類 似 した 表現 型 異常 を示 し たが、L4A20 0Xの異常が最 も

強く、その次がIAA．ヨ卵 、IAA．?10Xの異常が最も軽かった。野生型のArn:／勿‘4遺伝子は、その産物がプロテアソーム

によ って 積 極的 に分 解 され るた め 、355プロ モーターで過 剰発現させても表 現型異常はほとんど 生じないと考えら れ

てい る。 そ こで 、JAA19 0Xの表現型を調 べたところ、やや 植物体が小さくな る系統が生じたこと と側根形成能が低 下

した他は、表 現型異常は見られ ず、従来の見解を 支持する結果となっ た。以上の結果は 、IAA20サ ブファミリータン パ

ク質はド冫リンIを失って いたり、そのアミノ 酸配列が独特なこ とから、過剰発現させると表現型異常が出現しやすぃこ

とを示唆している 。

  IAA20rj-ブフ ァミ リ ー遺 伝子 の OXで は主 根の RAMが崩壊 するという表現型 が見られたが、これ はpltl pIt2-重突 然

変異 体の 表 現型 とよ く 似ている。PL 71j.ARF5/Mf）とARF7/NPH4a)下 流で働く遺伝子で 、RAMの確 立と糸隹持に働い て

い る (Aida etal． ， 2004)。 355プ ロモ ー ター はRAMで潛 陸 があ るこ と と、 IAA2(1~3a1PL7や ARF5や ‘4鯛 様、 根端

の静止中心と根冠 のコルメラに特異 的に発現する遺伝 子であることとを考 えると(Nawy et甜 ．，2005)、IAA20と30は根

端 分 裂 組 織 の 確 立 と 維 持 に ARF5と 7の 活 陸 を 調 節 す る こ と に よ っ て 機 能 し て い る と 考 え ら れ る 。

  ド メイ ン IIを 持た な いIAA20と30はオーキシン 依存的な分解を受け ないと考えられる ので、他の典型的 Aux/IAAよ ル

レベ ルの 変 動が 少な ぃ と想像できるが、 ー方でこれらタン パク質はオーキシ ンの一次反応を担う ことはできなぃ。 本

研究 の成 果 は、 典型 的 Aux/IAAと 非典 型 Aux/IAAが どの よ うに 協調 し てRAMの発 生と 糸 隹持に関 わっているのかを 詳

細に明らかにする 道を開いたと言え よう。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Molecular genetic studies on the noncanonical
  Aux／．Z44geneSOfArabidopSiSbymeanSOf
    OVereXpreSS10nStrategy

（過剰発現法を用いたシロイヌナズナ非典型的Aux／翻4遺伝子の

    分子遺伝学的研究）

Aux翻4遺伝子族はオーキシンの一次反応を担っている遺伝子で，シ口イヌナズナには2

9個存在する。典型的Aux肛AA夕ンパク質にはドメインIからrv’カ溶在するが，オーキシン

受容体結合部位であるドメインHを欠いている非典型的Au姐AAも存在する。また，MA31

のように，ドメインIIに優性突然変異に似たアミノ酸配列を持っているAl亅x肛AAも存在する。

本研究では，シ口イヌナズナAl亅x肛AAの中でドメインHを持たないIん地Oと強AL30，そして

前述の瓰A31に着目し，これら互いにアミノ酸配列がよく似ている四4勿サブファミリー遺

伝子をカリフラワーモザイクウィルス謝i5プ口モーターを用しゝて過剰発現させた形質転換体

を作成した。そして，この過剰発現体でどのような表現型異常が生ずるか観察することによ

って，非典型的HIz彪44の生理的機能を推測することを試みた。また対照として，典型的

4zz彪4岔である以4E班2鰡2の過剰発現体も作成してその表現型を比較した。

  四A2の過剰発現体（以イ2口0X）は半矮性で，芽生えの胚軸も短く，その成長方向は胚

軸も根も完全に乱れていて，屈地性がともに異常であることが示唆された。花茎はしだれて

いて，屈地性異常を示唆したほか，稔性も低下していた。種子の発芽率も低下していた。主

根の成長は発芽後すぐに停止してしまうが，それは根端分裂組織が分裂能を失って分化して

しまうこと（根端分裂組織の崩壊）による。しかし同時に，主根から側根が生じ，側根が阻

害されながらも成長するので，植物は半矮I生ながら生育する。子葉の葉脈形成も異常で，最

も異常な場合，中央葉脈すら完全にできなかった。

  皿43DOXと仇4卯OXも以イ勿0Xと類似した表現型異常を示したが，朋A勿0Xほど

異常は強くなかった。野生型の4zz船翻4遺伝子は，その産物がプ口テアソームによって積極

的に分解されるため，錨i5プ口モ一夕ーで過剰発現させても表現型異常はほとんど生じない

と考えられている。実際皿4Jウ0Xでは，やや植物体が小さくなり側根形成能が低下した系
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統が少数生じた他は，表現型異常は見られず，従来の見解を支持する結果となった。以上の

結果は，工AA20サブファミリータンパク質はドヌインIIを失っていたり，そのアミノ酸配列

が独特なことから，過剰発現させると表現型異常が出現しやすいことを示唆している。

  これら遺伝子の発現を定量的RT-PCRで調べたところ，いずれの遺伝子も調べたすべての

組織で発現していたが，L4A20}-黄fヒ芽生えで，IAA30r JtRで発現が高かった。また，IAA3

Jは果実で発現が特に高かった。tAA20とL4A30viオーキシン添加後1時間以内に発現が誘

導されるオーキシン早期誘導性であったが，L4A31はオーキシンに応答しなかった。

  TAA20}1'ブファミリー遺伝子のOXでは主根の根端分裂組織が崩壊するという表現型が見ら

れたが，これは〆釘plt2二重突然変異体の表現型とよく似ている。PLTrlARF5/MPとARF

7/NPH4の下流で働く遺伝子で，根端分裂組織の確立と維持に働いている(Aida et al., 200

4）。35̂5プ口モーターは根端分裂組織で活性があることと，L4A20とIAA30rvま」PLT~よ4RF5

ゃARFオ司様，根端分裂組織に特異的に発現する遺伝子であることとを考えると(Nawy et

al.，2005)，工AA20とIAA30は根端分裂組織の確立と維持にARF5とARF7の活性を調節す

ることによって機能していると考えられる。

  ドメインnを持たない工AA20とIAA30はオーキシン依存的な分解を受けないと考えられる

ので，他の典型的Aux肛AAよルレベルの変動が少ないと想像できるが，一方でこれらタンパ

ク質はドメインuを欠失しているので，オーキシンの一次反応を担うことはできない。本研

究の成果は，典型的Au妍AAと非典型AuX肛AAがどのように協調して根端分裂組織の発生と

維持に関わっているのかを詳細に明らかにする道を開いたと言えよう。根端分裂組織の発生

と維持は，植物の環境適応に重大な意義を持つ根系構築の基礎となる現象であるので，本研

究の成果は環境科学に大きく貢献すると評価できる。

  審査委員一同は，これらの成果を高く評価し，また研究者として誠実かつ熱心であり，大

学院博士課程における研鑽や修得単位などもあわせ，申請者が博士（地球環境科学）の学位

を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


