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学位論文内容の要旨

  バクテリアは環境の変化に速やかに適応するために，ストレス応答機構を獲得して
きた．特に，アミノ酸不足などの栄養飢餓に対する応答は緊縮応答と呼ばれ，1960年
代の発見以降，活発に研究されてきた．この緊縮応答を引き起こす分子がppGpp（グ
アノシン5’・二リン酸3’．二リン酸）である．バクテリアにおいて，ppGppはRNAポ
リメラーゼに結合することにより様々な遺伝子の発現を調節し，また，病原性および
クオラムセンシングなどの重要な生理現象と深く関わっていることが示されている．
最近，バクテリアにのみ存在すると考えられてきたppG.ppおよぴその合成酵素遺伝
子であるReめノSpoTホモログ(RSI-Dが植物にも存在することが証明された．植物葉
緑体はシアノパクテリア起源と考えられているが，それに符号するように，ppGppは
葉緑体に局在することが明らかとなった．さらに、葉緑体RNAポリメラーゼ活性は
ppGppとの結合により抑制されることも証明された．以上から，植物においても緊縮
応答に類似したストレス応答が存在する可能性が示唆されている．植物のppGppを
介したストレス応答の解明は，植物のストレス応答全体への理解を深め，さらにはス
トレスに強い植物体の作出へと繋がる可能性もある．また，バクテリアから植物への
進化の過程でppGppおよぴRSH遺伝子が保持されてきたということの意味を知る上
でも大変興味深い．このような観点から，植物におけるppGppの機能解明を目的に
以下の研究を行った．

1． ppGppの 植 物 葉 緑 体 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部 位 に 関 す る 研 究
  葉緑体には主に機能しているRNAポリメラーゼが2種類存在する．一っは葉緑体
ゲノム上にコードされているバクテリア型RNAポリメラーゼ(plastid―encoded
plastid RNA polymerase，PEP)であり，もうーっは核ゲノムにコードされているミ
トコンドリアRNAポリメラーゼから派生した一本鎖ポりペプチドRNAポリメラー
ゼ(nuclear―encoded plastid RNA polymerase，NEP)である．葉緑体の起源を考慮
すると，ppGppの標的タンパク質はバクテリア型のPEPである可能性が高い．そこ
で，ppGppがPEPとNEPのどちらに作用するのかを明らかにし，さらにそれらとの
結合部位を解明することを目的に研究を行った．その結果，ppGppは主にPEPの
RNAポリメラーゼ反応を選択的に，且つ濃度依存的Iこ阻害することが明らかとなっ
た．さらに光親和性プローブ6-thioppGppを用いてppGppのPEP結合部位を解析し
た結果，6-thio-ppGppはPEPを構成するa，p，FおよびF’の4種のサブユニットのう
ち，(3’サブユニットに結合することが明らかとなった．大腸菌RNAポリメラーゼにお
いてppGppはp’サブユニットに結合するという報告があり，またPEPのp’サブュニ
ットが大腸菌p’サブュニットと相同性を有することを考慮すると，ppGppによるバク
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テリアの転写抑制機構が，ほば同質的にに植物の葉緑体に維持されていることが示唆
された，
2．タバコ(Nicotiana tabacum)に於けるppGpp合成酵素(At CRSIDの機能に関
する研究
  植物のppGpp内生量はストレス負荷により一過的に上昇する‐このppGpp量上昇
の植物への影響はまだ未解明ではあるが，バクテリアの環境ストレスに応答する
ppGppの機能が植物にも保存されている可能性を示唆する現象である．シロイヌナ
ズナにおいてRSH遺伝子の一種であるAt CRSH遺伝子を破壊した変異株の表現型は，
長角果の矮小化や種子の生産低下を示した．植物の花芽形成をはじめとする植物の生
殖活動にppGppが関与しているという研究報告は，バクテリアの緊縮応答以外に，
植物が独自に発達させてきた新たな機能が存在するということを示唆するものであ
る．また，これまでppGppは葉緑体に局在することが明らかになっているにも関わ
らず，葉緑体に着目して行われた研究は報告されていない．そこでAt CRSH遺伝子
を高発現するタバコ変具体の作成し，ppGppの葉緑体の転写翻訳機能に対する作用を
明らかにすることを目的に研究を行った．葉緑体に対するくp)ppGppの機能を解析す
るために，変異株諦よび野生株それぞれの葉緑体タンパク質発現を二次元電気泳動に
より解析した．その結果，代表的な葉緑体タンパク質であるりブロース1，5―二リン酸
カルポキシラーゼ／オキシゲナーゼ(RubisCO)大サブユニットの発現が野生株に比
べAt CRSH高発現株で大きく上昇していた．ルビスコ大サブユニットをコードする
葉緑体遺伝子rbcLの発現を比較した結果，rbcLの発現がAt-CRSH高発現株で上昇し
ていた．また，生育を比較したところ，高発現株の生育が早いことが明らかとなった，
RubisCOの発現が上昇する機構やその発現上昇が植物体の生育の差に及ぼす影響な
どは未解明であるが，ppGppが植物の生長に関わっていることが示された．
3．．ヒメツリガネゴケ(Physcomitre}lla patens)に船ける(p)ppGpp合成酵
素の機能解析
  植物は約4億年前に車軸藻類から多細胞のコケ類に進化し，陸上に進出したと考え
られている．これまでの研究から，ppGpp合成酵素遺伝子であるRSH遺伝子がシロ
イヌナズナをはじめとする維管東植物や緑藻類Chlamydomonas reinhardttiに存在
することが明らかとたっている．植物の進化の過程を考慮すれば，維管束植物と藻
類の進化の中間に位置するコケ類にもlZSH遺伝子が存在すると予想きれる．そこで
本研究では，蘚類ヒメツリガネゴケのRSH遺伝子の機能を解析することを目的とし
た‐遺伝子情報からヒメツリガネゴケのゲノム中には9種類のRSH遺伝子が推定さ
れた．これは緑藻類や維管朿植物と比べても多く，興味深い特徴である．ヒメツリガ
ネゴケRSH遺伝子のーつ，Pp RSH1をクローニングし，その機能を解析した結果，
PpRSHlはppGpp合成活性を有し，さらにヒメツリガネゴケの葉緑体ヘ輸送される
ことが示された．また，ヒメツリガネゴケにアブンシジン酸や紫外線などを処理する
ことにより，RSH遺伝子群の発現上昇が確認できた．この結果からヒメツリガネゴケ
のRSH遺伝子も他の植物のRSH遺伝子と同様にストレスにより発現が誘導される
ことが明らかとなり，この誘導機構が陸上植物に普遍的に存在することが示唆された．
さらにPpRSH1の過剰発現株の作成を行い、野生株と比較した結果，生育速度の上昇
が見られ，また植物体の分化にも影響を与えていることが示唆された．バクテリアに
おける緊縮応答は，基本的にさまざまな栄養欠乏によって引き起こされるストレス応
答であるが，ヒメツリガネゴケに潟いては，RSH遺伝子はUVや乾燥などの環境スト
レスや植物ホルモンにより上昇する．本研究の結果から，バクテリアから葉緑体への



進化の過程で，ヒメツリガネゴケはバクテリアとは異なるストレス受容機構を進化さ
せることによって，その生育環境により適応したことが本研究から示唆された。
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学 位 論 文 題 名

植物における緊縮応答シグナル伝達物質ppGppの機能解析

  本論文は，図40，表2，引用文献57を含み，3部からなる総ぺージ90の和文論文で

ある．別に参考論文2編と投稿中論文2編が添えられている．

  グアノシン5’・二リン酸3’‐二リン酸(ppGpp)はバクテリアがアミノ酸不足による栄養

饑餓にある時、緊縮応答を引き起こす分子として生成する化合物である．その作用機構は，

ppGppがRNAポリメラーゼに結合することにより種々の遺伝子発現を調節することにあ

る．その後の研究で，ppGppの維管東植物葉緑体での存在とその生合成遺伝子re IA/spotホ

モログ(RSH遺伝子）の存在が確認され，更にppGppが葉緑体RNAポリメラーゼと結合する

ことによって，その活性を抑制することが証明されている．植物のppGppを介したストレ

ス応答の解明は，植物のストレス応答全体への理解を深める上で重要である．また，バクテ

リアから植物への進化の過程でppGppおよぴRS，．″遺伝子が保持されてきたということの意

味を知る上でも大変興味深い，このような観点から，植物に茄けるppGppの作用機構と機

能解明を目的に以下の研究を行った．

1． ppGppの植物葉緑体RNAポリメラーゼ結合部位に関する研究

  維管東植物の葉緑体には主として2種類のRNAポリメラーゼが機能している，即ち，葉

緑体ゲノム上にコードされているバクテリア型RNAポリメラーゼ(PEP)と核ゲノムにコー

ドされているミトニ二Iンドリアから派生するRNAポリメラーゼ(NEP)である．本研究によ

って，ppGppはPEPのRNAポリメラーゼ反応を選択的に，且つ，濃度依存的に阻害するこ

とを明らかにした．さらに光親和性プローブ6-thio-ppGppを化学合成し，ppGppのPEP結

合部位を解析した結果，6-thio-ppくrppはPEPを構成するQ，p，p’およびp̈ の4種のサプュニ

ットのうち，p’サブユニットに結合することが明らかと燈った，大腸菌RNAポリメラーゼ

に茄いてppGppはp’サブュニットに結合すること，PEPのp’サブュニットが大腸菌p’サブュ

ニットと相同性を有することを考慮すると，ppGppによるバクテリアの転写抑制機構がほ
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ぼ 同 質 的 に 植 物 の 葉 緑 体 に 維 持 さ れ て いる とい う こと が示 唆 され た．

2．タバコ(Nicotiana tabacum)に於けるppGpp合成酵素(AtCRSH)の機能に関する研究

  これまで、ppGppの葉緑体局在性にも関わらず，葉緑体におけるppGpp合成の機能に着

目した研究は報告されていない．そこでAtCRSH遺伝子を高発現するタバコ変異体を作成

し，変異株および野生株それぞれの葉緑体タンパク質発現を二次元電気泳動により解析し

た．その結果，葉緑体タンパク質であるりブロース1，5一二リン酸カルボキシラーゼ／オキ

シゲナーゼ(RubisCO)大サブユニットの発現が野生株に比ベイパ強．SH高発現株で大きく上

昇していた，また，生育を比較したところ，高発現株の生育が早いことが明らかとなった．

RubisCOの発現が上昇する機構やその発現上昇が植物体の生育の差に及ばす影響たどは未

解明であるが，光合成への影響を通して、ppGppが植物の生長に関わっている可能性が示

された．

3．ヒメツリガネゴケ(Physcomitrella patens)における(p)ppGpp合成酵素の機能解析

  維管東植物と藻類の進化の中間に位置するコケ類にRŚ ″遺伝子が存在すると予想され，

遺伝子情報からヒメツリガネゴケのゲノム中には9種のRSH遺伝子の存在が推定された・

ヒメツリガネゴケRS″遺伝子のーつ砕焜刪及びりR駟2をクローニングし，機能解析し

た結果，り船卿とり弼mはppq’p合成活性を有し，さらに葉緑体ヘ移送されることが

示された，また，ヒメツリガネゴケにアブンシジン酸や紫外線などを処理することにより，

脳H遺伝子群の発現上昇が確認できた．この結果からヒメツリガネゴケの鯔H遺伝子も維

管東植物のR跚遺伝子と同様にストレスにより発現が誘導されることが明らかとなり，こ

の誘導機構が陸上植物に普遍的に存在することが示唆された．さらにり鯲閉の過剰発現

株の作成を行い，野生株と比較した結果，生育速度が上昇した．また，植物体の分化にも

影響を与えていることが明らかになった，本研究の結果から，バクテリアから葉緑体への

進化の過程で，ヒメツリガネゴケはバクテリアとは異なるストレス受容機構を進化させる

ことによって，その生育環境に適応したことが示唆された・

  本研究によって，ppGI）pの葉緑体心乢Aポリメラーゼ結合部位が明らかになった．特筆す

べきことに，陸上植物に船ける．ppGpp合成系の普遍的な存在と新たな機能に関する知見が

得られた．

  よって審査員一同は、佐藤道大が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有すると

認めた．


