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学位論文題名

海産紅藻スサビノりにおける一過的遺伝子発現系を用いた

    分子生物学的研究

学位論文内容の要旨

  海産紅藻スサビノリ(Poiphyia yezoensis)は我が国において、海苔の原材料の90％以

上を占めているニとから水産資源として極めて重要な種である。また近年では医薬品や健

康食品の素材源としても注目されており、今後さらに本種の需要が伸びると予想されるが、

近年の海洋環境の変動や沿岸の環境汚染のために、その収穫量が減少している。そのため、

本種の効率的な育種が望まれているが、本種における生活環の制御機構や環境応答の分子

機構といった分子生物学的な知見が不足しているため、それが困難な状况となっている。

  スサビ゛ノりの分子生物学的研究が加速しない大きな原因のーっとして、分子生物学的な

基盤技術である形質転換技術が確立されていないことが挙げられる。そこで筆者の所属研

究室では、本技術に関する研究開発を進めており、最近コドン使用頻度をスサビノりのそ

れに適合させた改変B-グルク口二ダーゼ(PyGUS)遺伝子をレポーターとしたパーティ

クルガン法による一過的遺伝子発現系を開発した(Fukuda et al. 2008)。本研究では、ニ

の系を利用した遺伝子産物の細胞内局在解析およびブロモーター解析を行うことにより、

ス サ ビ ノ り に お け る 分 子 生 物 学 的 知 見 を 得 る こ と を 目 的 と し た 。

  一過的遺伝子発現系を利用した細胞内局在解析のため、まずスサビノリ遺伝子のコドン

使用頻度に類似したコドンを持つ螢光タンパク質AmCFP、ZsGFP、ZsYFPおよび

sGFP(S65T)をスサビノリ由来のアクチンプ口モーターに連結させたコンストラク卜を作

製した。このコンス卜ラクトをバーティクルガン法によルスサビノリ配偶体に導入したと

ころ、これらの螢光夕ンパク質がスサビノリ細胞で発現することを確認した。次に、スサ

ビノリ由来の転写因子であるPyElflおよびPyMBFlの細胞内局在を明らかにするため

に、これらをAmCFPやZsGFPに連結させたコンストラクトをスサビノリ細胞に導入し

螢光を観察した。その結果、融合タンパク質の核局在を可視化することができ、PyElflお

よびPyMBFlが核に局在していることが分かった。このことから、AmCFPやZsGFPと
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いっ た 螢 光タ ン バ ク質 が スサ ビノりの 細胞内局 在解析 に利用可 能なこ とが明ら かにな っ

た。

  一過的遺 伝子発 現系を利 用した ブロモ一 夕ー解 析に先立 ち、まずスサビノりが細胞内の

Na+を 細 胞 外 へ と 汲 み 出す 働 き のあ る ナ トリ ウ ム ポン プ を コー ド す るニ つ の 遺 伝子 、

PyATPL4お よび PyATP1」 鼠を 持 つ こと を 明 らか に し た。ア ミノ酸 配列を用 いた相 同性検

索の結果、これらはキイロショウジョウバェ（ Di osophila meム田昭賀sためのNa゙ K゙ ．ATPase

のnサ ブュニ ットと高 い相同性 を示し た。構造 解析の 結果、真 核生物 のナトリ ウムポン ブ

で保存さ れているりン酸化部位、ATP結合領域およびNa＋、K二十の結合に関与するアミノ酸

が PyATPlAお よ び PyATPlBに お い て も 保 存 さ れ て い た 。 ま た RTlPCRに よ る 発 現 解 析

の結 果 、 昂47PZ4は 胞 ナ体 世代 優占的に 、り4弼リロ は配偶体 世代特 異的に発 現して いた

ニとから 、世代 によって ナ卜リ ウムポン ブ遺伝子 が使い 分けされていることが明らかとな

っ た 。 さ ら に RTIPCRお よ び りア ル タ イム PCRを 用 い た発 現 解 析に よ り 、 配偶 体 世 代特

異的 に ア ルカ り お よび 低 温 スト レ ス 条 件下 で め 幺卯 Z4およ びり4弼りぢ の発現が 変動す

る こ と が 分 か り 、 PyATPlAお よ び PyATPlBが ア ル カ り や低 温 ス ト レス 時 に おけ る 細 胞

内のNa＋濃度調節に重要な役割をしていることが示唆された。

  上 述 し た よ う に り 47PZ4は 胞 子 体 世 代 優 占 的 に 、 B4舛 り Bは 配 偶 体 世代 特 異 的に 発

現することが分かった。そこでスサビノりの生活環の制御機構解明の一環として、り晒ロリ4

およ び Bイ弼 り ぢ にお け る 世代 特 異 的 な転 写 制 御機 構 の解明を 目指し た。本研 究では 、

り47アZ亠4の胞子体 世代優占 的な転 写制御機 構の解 明に焦点 を当て、一過的遺伝子発現系

を用 い た め47PZイ の プ ロモ ーター 解析を行 った。 まずり4ロリ4の5’上流 領域をInverse

PCR法 によ り 単 離し 、 ニ れを 様々な長 さで欠失 させた 尸四卯Z4の 各種5’デリ ーショ ンプ

ロモータ ーをPyGUSレポー ター遺 伝子に／ ）ない だコンス 卜ラクト を作製 した。次 いでそ

れら を バ ーテ ィ ク ルガ ン 法 によ り 配 偶 体お よ び 胞子 体に 導入し、 GUS活 性を比較 した結

果、胞子 体世代 特異的に 機能す るアクチ ベーター 結合領 域と配偶体世代特異的に機能する

りプ レ ッ サー 結 合 領域 の 存在 が示唆さ れた。そ こで、 ニれらの 領域を 野晒册ブ ロモー タ

ーの 上 流 に連 結 さ せた PyGUSレ ポ ータ ー コ ンス ト ラ ク卜を 作製し 、同様の 解析を行 った

ところ、 B｛ 凪口プロ モーター のみの場合と比較して、アクチベーター結合領域を連結させ

た場 合 に は、 約 2倍の GUS活 性の上 昇が、リ プレッ サー結合 領域を 連結させ た場合に は、

約4倍 の GUS活 性の 減 少 が認 め ら れ た。 こ の こと か ら 、み4弼’Z4の 胞子体世 代優占 的な

発現は、 胞子体 世代特異 的に機 能するア クチベー 夕一結 合領域と配偶体世代特異的に機能
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するりプレッサー結合領域により制御されていることが明らかとなった。さらにりブレツ

サー結合領域に関して詳細なブ口モーター解析を行った結果、配偶体世代において

PyATPIAの発現を負に制御している配列として20 bpのGCリッチな配列を同定するこ

とができた。これらのことから、一過的遺伝子発現系を利用したプ口モーター解析がスサ

ビノりの転写制御機構を解明するのに有効な手法であるニとが示された。．

  以上のことから、本研究で行った一過的遺伝子発現系を利用した細胞内局在解析および

ブロモーター解析は、スサビノりの遺伝子機能を解明する上で重要な実験系であることが

明らかとなった。現在、本種では全ゲノム解読や完全長cDNAライブラリ←解析が進めら

れていることから、今後大量の遺伝子情報が得られると予想される。そのため、本研究で

試みた手法をこれらの遺伝子に関して適用するニとにより、スサビノりの生活環制御や環

境応答機構が分子レベルで明らかになると考えられる。今後は、一過的遺伝子発現系を用

いたRNAi法やアンチセンス法による遺伝子発現のノックダウン系および安定的形質転換

技術を用いた遺伝子破壊や遺伝子過剰発現系の開発が必要である。本研究で試みた手法に

加えて、これらの手法が開発されることにより、本種の分子生物学的研究が進展し、これ

らの知見を育種に応用していくことで海苔の優良品種開発のより一層の進展が期待され

る。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文題 名

海産紅藻スサビノりにおける一過的遺伝子発現系を用いた

    分子生物学的研究

  海産紅藻スサビノりは我が国において、海苔の原材料であることから水産資源として概めて重要な種

である。そのため、本種の効率的な育種が望まれているが、分子生物学的な知見か不足しているため、

それが川雛な状況となっている。本研究は、‘過的遺伝子発現系を用いた細胞内局在解析およびプロモ

ーター解析がスサビノりの分子生物学的な基盤技術として侑‘用であるニとを明らかにしたものである。

  まず始めに、細胞内局在解析を行うため、螢光タンパク質であるAmCFPやZsGFPなどをスサビノ

リ由来のアクチンプロモーターに連結させたコンス卜ラク卜を作製した。このコンストラクトをパーテ

イクルガン法によルスサビノリ配偶体に導入したところ、これらの螢光タンバク質がスサビノリ細胞で

発現するニとを確認した。次に、スサビノリ由来の転写因子であるPyElflおよびPyMBFlの細胞山局

イヒを明らかにするために、これらをAmCFPやZsGFPに連結させたコンストラク卜をスサビノリ細胞

に導入し蛍光を観察した。その結果、PyElflおよびPyMBFlが核に局耗していることを観察し、AmCFP

やZsGFPといった蛍光タンパク質がスサビノりの細胞内局住解析に利用可能なことを明らかにした。

  また、プ口モーター解析に先竜ち、スサビノりが細胞内のNa+を細胞外へと汲み山す働きのあるナ卜

リウムポンブをコードする2っの遺伝子、PyATPIAおよびPyATPIBを持つことを明らかにした。こ

れらの遺伝子にノっいてRT-PCRによる発現解析を行ったところ、PyATPIAは胞子体肚代優占的に、

PyATPIBは配偶体世代特異的に発現していることを発見し、世代によってナトリウムポンブ遺伝「．が

使い分けされていることを示唆した。この結果を踏まえ、スサビノりの牛活環の制御機構解明の一環と

して、PyATPIAの胞子体世代優占的な転写制御機構の解明に焦点を当て、PyATPIAのプ口モーター解

析を行った。PyATPIAの5’上流領域を様々な長さで欠失させたDNA領域をPyGUSレポーターにつ

ないだコンス卜ラクトを作製した。次いでそれらを配偶体および胞子体に導入し、GUS活性を比較し

た結果、胞子体世代特異的に機能するアクチベーター結合領域と配偶体世代特異的に機能するりブレッ
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サーネ占合領の〕存在を示唆した。そニで、ニれらの領域をPvElfプロモーターのIこ流に述結させた

PyGUSレポーターコンス卜ラクトを作製し、同様の解析を行ったとニろ、PyElflプロモー夕一のみの

場合と比較して、アクチベー夕一結合領域を連結させた場合には、GUS活性の上爿．を、リブレッサー

結合領域を連結させた場合には、GUS活性の減少を認めた。この結果により、PyATPIAの胞子体世代

復占的な発現は、胞ナ体世代特異的に機能するアクチベーター結合領域と配偶体世代特異的に機能する

りプレッサー結合領域により制御されていることを明らかにし、さらにりプレッサー結合領域に関して

詳細な解析を行った結果、配偶体世代においてPvATPIAの発現を負に制御する配列として20 bpの

GCリソチな配列を同定することができた。これらのことから、プロモーター解析がスサビノりの転写

制御機構を解明するのに有効な手法であることを示した。以上の結果から、一過的遺伝子発現系を利用

した細胞内局在解析およびブ口モーター解析は、スサビノりの遺伝子機能を解明する上で重要なツール

であ ること が明らかとなり、本種の分子生物学的研究に人いに貢献するものと期待される。

  主論文は、平成24年1月19日10時から11時まで第2研究棟特別講義室において、審査員および

関連教員11名および一般聴講23名のもと発表された。，ー般聴講においては遺伝子の転写結合領域につ

いての質問がなされた。また審杏員および関連教員からは、プロモーター解析手法、遺伝千の発現量の

表現法とその意味および育種と分子生物学的研究の相互関係についての質問がなされた。また、分子生

物学的研究の育種への具体的応用に関する展望についてのコメントがあった。得られた知見は、本種の

分子生物学の充実のみならず、今後の海産藻類の応用研究の発展に大いに寄与するものと評価できる。

よって審査員一同は申請者が博士（水産科学）の学位を授与される資格のあるものと半l亅定した。
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