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学位論文題名

シロイヌナズナの細胞抽出液を用いたシスタチオニン

  ソ・シンターゼ遺伝子の発現制御機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  試験管内翻訳系は，生体内で起こるmRNAの翻訳反応を無細胞抽出液を用いて試験管内で行う

ことができる系である．これまでに，多くの生物種由来の翻訳系が作られてきたが，植物においては

小麦胚芽抽出液や，タバコBY―2細胞抽出液を用いた試験管内翻訳系が確立されている．しかし，

モデル植物として多くの研究が行われてきたシロイヌナズナに関しては，未だ試験管内翻訳系として

用いることのできる系は報告されていなぃ．本研究では，シロイヌナズナの遺伝学的な資源を背景

に，無細胞抽出液を用いた植物の転写後制御機構の研究を強カに推し進めるべく、シロイヌナズナ

由来の抽出液を用いた試験管内翻訳系を確立した．シロイヌナズナのプロトプラストを調製し，

Percoll密度勾配遠心を行うことでRNAやタンパク質の分解酵素が豊富に含まれている液胞が除か

れたミニプロトプラストを調製した．プロトプラストをそのまま破砕して調製した抽出液では翻訳活性が

ほとんど得られたかったが，脱液胞化したミニプロトプラストを用いることによって翻訳活性を持っ抽出

液(ACE)を得ることに成功した．試験管内翻訳の条件検討を行い，翻訳されるmRNAに5’キャップ

構造を要求する系であることも明らかにした．また，キャップヘの依存性は5’-+3’エキソヌクレアー

ゼの変異株xrn4-5由来のACEにおいて弱まることも示された．

シスタチオニンッーシンターゼ(CGS)はメチオニン生合成の鍵段階を触媒する酵素である．シロイヌ

ナズナCGS1遺伝子の発現はメチオニンの代謝産物であるPアデノシルメチオニン(SAM)に応答し

てmRNAの安定性制御の段階で負のフイードバック制御を受ける．CGS1第1エキソンがこの制御に

必要十分な領域であり，この領域にコードされるポりベプチドが自身のmRNAにシスに働くことが明ら

かになっている． SAMに応答した制御はCGS1第1エキソンの新生ポりペプチドと自身のmRNAが

近接している翻訳中に起こることが示唆された．これまで翻訳と共役して起こる制御を解析する手段と

―331―



して，小麦胚芽抽出液を用いた試験管内翻訳系が用いられてきた．この系による研究で，ビ〔1′‘釘

mRNAを翻訳中にSAMに応答した翻訳アレストが起こることが示されており，この翻訳アレストには，

翻訳中のCGS1新生ペプチドがりボソーム出口トンネル内で収縮構造をとることが関係していることも

明らかになっている．また，mRNAの分解産物の解析により，リボソームの翻訳停止位置と対応するよ

うな複数の分解産物が検出され，翻訳停止がmRNA分解と深く関わっていることも明らかになった．

今後CGS1の発現制御のより詳細な解析を行う上で，モデル植物であるシロイヌナズナの豊富な情報

量を生かした解析を行うことができれぱ理想的である．本研究ではACEを用いて，CGS1の発現制御

機構の解析を行った． ACEにおいても，SAMに応答した翻訳アレスト，およぴそれに伴って起こる

mRNA分解が再現され，CGSl mRNAのSAMに応答した発現制御機構の解析に応用可能であること

を示した，また，リボソーム出口トンネルを形成するりボソームタンパク質の変異を導入したACEにお

いては，翻訳アレストが起こりにくくナょっていることを示唆する結果を得た．また，xrn4-5変異株を用い

た解析では，SAMに応答したmRNA分解に直接的な影響は見られなかったが，下流の2次構造によ

るものと考えられる新たな分解中間体を発見した．

本研究によルシロイヌナズナ由来の新規試験管内翻訳系が確立され，mRNA分解をはじめとするシ

ロイヌナズナ細胞内のいくっかの制御が再現されることを明らかにL′た．
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学 位 論 文 題 名

シロイヌナズナの細胞抽出液を用いたシスタチオニン

  ソ・シンターゼ遺伝子の発現制御機構に関する研究

  試験管内翻訳系は，生体内で起こるmRNAの翻訳反応を無細胞抽出液を用いて試験管内で行

うことができる系である。これまでに，多くの生物種由来の翻訳系が作られてきたが，植物

においてはコムギ胚芽抽出液や，タバコBY－2細胞抽出液を用いた試験管内翻訳系が確立され

ている。しかし，モデル植物として多くの研究が行われてきたシロイヌナズナでは，未だ試

験管内翻訳系として用いることのできる系は報告されていない。本研究は，シロイヌナズナ

の遺伝学的な資源を，無細胞抽出液を用いた植物の転写後制御機構の研究に適用すべく，シ

ロイヌナズナ由来の試験管内翻訳系を確立したものである。

  シロイヌナズナの芽生えから液体培養カルスを起こし，カルスから調製したプロトプラス

トをPercoll密度勾配遠心を行うことでRNAやタンパク質の分解酵素を多く含む液胞が除か

れたミニプロトプラストを調製したゎプロトプラストをそのまま破砕して調製した抽出液で

は翻訳活性がほとんど得られなかったが，脱液胞化したミニプロトプラストを用いることで，

コムギ胚芽抽出液と同等の翻訳活性を持っシロイヌナズナ抽出液(ACE)を得ることに成功し

た。ACEを用いた翻訳条件の検討を行い，翻訳されるmRNAに5’キャップ構造を要求する系

であることを明らかにするとともに，このキャップ依存性は5’-+3’エキソヌクレアーゼの
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変異株,xrn4-5由来のACEにおいて弱まることを示した。これにより，シロイヌナズナの野生

型株および変異株を用いた試験管内翻訳実験が可能となった。

  ACEの有効性を示すため，シスタチオニンッーシンターゼ (CGS)をコードするCGSl mRNA

を用いた解析を行った。CGSはメチオニン生合成の鍵段階を触媒する酵素である。シロイヌナ

ズナCGS1遺伝子の発現はメチオ ニンの代謝産物であるチアデノシルメチオニン(SAM)に応

答してmRNAの安定性の制御段階で負のフイードバック制御を受ける。この制御はCGSl mRNA

の翻訳中に起こり，SAMに応答した翻訳アレストと，これに共役したCGSl mRNA分解からなる。

CGS1第1エキソンが制御に必要十分な領域であり，この領域にコードされるポりペプチドが

自身のmRNAにシスに働く。また，翻訳中のCGS1新生ペプチドが，SAMに応答してりボソーム

出口トンネル内で収縮構造をとることも明らかになっている。これまでの研究は，コムギ胚

芽抽出液の試験管内翻訳系が用いられてきたが，ACEにおいても，SAMに応答した翻訳アレス

ト，およびこれと共役したmRNA分解が再現され，CGSl mRNAのS川に応答した発現制御機構

の解析に適用可能であることを示した。また，リボソーム出口トンネルを形成するシロイヌ

ナズナのりボソームタンパク質遺伝子に変異を導入した株から調製したACEにおいては，翻

訳アレストが起こりにくくなっていることを示唆する結果を見いだしている。さらに，脚4巧

変異株を用いた解析では，S川に応答したmRNA分解に直接的な影響は見られなかったが，下

流 の 2次 構 造 に よ る も の と 考 え ら れ る 新 た な 分 解 中 間 体 を 発 見 し た 。

  以上を要するに，著者は，シロイヌナズナを用いた実験系に新たな方法論を導入すること

に成功したものであり，高等植物における転写後制御の研究に貢献するところ大なるものが

ある。

  よって著者は，北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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