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学位論文内容の要旨

  高等植物のクロロフイル代謝は主に葉で行われることが知られているが、登熟種子にお

いても行われている。葉におけるクロロフイル合成と分解の研究は盛んに行われているが、

登熟種子のクロロフイル代謝のうち、特にクロロフイル分解の生理的役割についてはほと

んど明らかにされていなぃ。そこで本研究では、モデル植物であるシロイヌナズナを使用

して、登熟種子におけるクロロフイル分解の生理的機能の解明を目的とした。

  クロロフイル代謝経路は、ク口ロフイル合成経路、クロロフイルサイクル、クロロフイ

ル分解経路の三っに分けることが出来る。その中のクロロフイルサイクルは、クロロフイ

ルaとクロロフイル6の相互転換経路である。クロロフイルサイクルの中の、クロロフイ

ルみから7．ヒドロキシメチルクロロフイル丑＾の還元反応を触媒するのがクロロフイルみ

還元酵素である。シロイヌナズナにおいてクロロフイル6還元酵素は二種類存在すること

がわかっており、Non-Yellow-Coloringl (NYCl)、NYCl-like (NOL)と呼ばれている。

  このクロロフイルみ還元酵素の変異体を使用して、まず種子のクロロフイル量をHigh

performance liquid chromatography  (HPLので測定した。その結果、nycl変異体と

nycl/nol二重変異体において多量のクロロフイルが存在した。またこのクロロフイルが種

子のどの部分に存在するのかを調べるためクロロフイル螢光を観察した。クロロフイル螢

光は種皮では観察されず、胚で観察された。さらに共焦点顕微鏡で調べた結果も同様に、

種皮ではなく、胚でクロロフイルのピークが検出され、よって変異体の種子に存在したク

ロ口フイルは種皮ではなく胚にあるこがわかった。またこのクロロフイルがどのような状

態で存在するのかを、光化学系I反応中心複合体を構成するタンパク質であるPsaA/B、光

化学系II反応中心複合体を構成するタンパク質であるDl、光化学系II反応中心複合体の

アンテナタンパク質であるLight-harvesting chlorophyll-protein complex II  (LHCII)の

それぞれの抗体でwestern blotting解析を行づた。その結果、PsaVBとD1は検出されな

かったが、LHCIIはクロ口フイルの存在したり矼Z変異体と麗問ぬ甜二重変異体において

検出された。よってこのことから、種子中のクロロフイルはアンテナタンパク質に結合し

ているものも存在することがわかった。

  以上の結果より、クロロフイル6還元酵素欠損株であるjザ田廂甜二重変異体の種子にク

ロロフイルが存在することがわかったので、この種子を使ってクロロフイルと発芽の関係

を調べた。まず採種直後の新しい皿開ヱ励甜二重変異体の種子のクロロフイル螢光の有無で

分け、発芽の様子を調べた。野生株と比較したところ、JザビJ危甜二重変異体は螢光の有無
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に関わらず、発芽が遅いことが分かった。さらにクロ口フイル螢光の有無でnycl/nol二重

変異体を観察したところ、クロロフイル螢光がなぃ種子の発芽はクロ口フイル螢光がある

種子の発芽よ、り遅く、発芽率も悪いことが明らかとなった。さらに詳細に調べるため、保

存期間 の異な る種子の発芽率を調べたところ、野生株の種子は長期保存後も8割程度発芽

したのに対し、nycl/nol二重変異体の種子は長期保存するとほぼ発芽しなくなることが明

らかとなった。また長期保存前後で種子のク口ロフイル量を測定した結果、野生株の種子

は長期保存前後であまり変化はなく、ほとんどク口口フイルがなかった。しかしnycl/nol

二重変異体は保存前に多量に存在したクロロフイルが、長期保存後ほとんど分解している

ことがわかった。発芽率にクロ口フイル以外の因子が影響を与えていなぃかを調べるため、

電子顕微鏡による種子の内部構造、タンパク質の量と組成、脂質の量と組成を調べた。野

生株とnycl/nol二重変異体の種子の内部構造を比較したところ、nycl/nol二重変異体にの

み細かい小さな油体が確認された。脂質の量と組成、タンパク質の量と組成には、野生株

とnycl/nol二重変異体で大きな差は見られなかった。よって以上の結果より、発芽率の保

持 に は 正 常 な ク ロ ロ フ イ ル 分 解 が 必 要 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

  ここで クロロ フイルb還元酵 素であ るNYC1のプ ロモータ ー配列に 植物ホルモンである

アブシジン酸に応答すると推定される配列(G-box配列）が存在したこと、そしてアブシジ

ン酸非 感受性 変異体abi3の 種子が 緑色であることから、NYC1とアブシジン酸の関係を調

べ た。 まずア ブシジ ン酸応答 転写因 子ABF4を使っ てgel shift法を用 いてNYC1のG-box

が アブ シ ジ ン酸 応 答 であ る か を調 べた 。その結 果、ABF4と NYC1のG-boxが存在す る時

にだけ 、両者 が結合す ることが 確認さ れた。次に、abi3変異体においてNYC1が抑制され

ている かどう かをSemiquantitative RT-PCR法を 用いて調 べた。 その結果、NYC1はabi3

におい て抑制 されてい ることが 確認さ れた。以上より、NYC1はアブシジン酸により発現

制御されていることが示唆された。

  これら の結果より、登熟過程の種子においてクロロフイルb還元酵素はアブシジン酸に

より発現し、それによルクロロフイル分解が起こることが考えられた。そしてこのクロロ

フイル分解は発芽率の保持に重要であることが示唆された。
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博士学位論文審査等の結果について（報告）

  ク口口フィル代謝経路や酵素の同定、制御機構に関しては大きな進歩を示しているが、

代謝そのものの生理的な役割に関してはいまだ解明されていない。本研究は、モデル植物

であるシ口イヌナズナを用い、登熟種子におけるク口口フィル分解の生理的機能の解明を

目的とした。

  ク口口フィル6から7・ヒド口キシメチルク口口フィルaへの還元反応を触媒するのがク

口口フィル6還元酵素である。シ口イヌナズナにおいてク口口フィル6還元酵素は二種類

存在することがわかっており、Non-‾Yellow-Coloringl (NYCl)、NYCl-like (NOL)と呼

ばれている。これらのク口口フィル6還元酵素の変異体を使用して、まず種子のク口口フ

ィル量を測定した。その結果、nycl変異体とnycl/nol二重変異体において多量のク口口フ

ィルが存在した。またこのク口口フィルが種子のどの部分に存在するのかを調べるためク

ロ口フィル螢光を観察した。その結果、ク口口フィルは種皮ではなく胚にあることがわか

った。またこのク口口フィルがどのような状態で存在するのかを明らかにするため、PsaA/B、

Dl、光Light-harvesting chlorophyll-protein complex II cImcn)のそれぞれの抗体で

western blotting解析を行った。その結果、PsaA/BとDlは検出されなかったが、ク口口

フィルの存在した変異体においてLHCIIが検出された。このことから、種子中のク口口フ

ィルはLHCIIに結合していることがわかった。

  以上の結果より、ク口口フィル6還元酵素欠損株であるnycl/nol二重変異体の種子にク

口口フィルが存在することがわかったので、この種子を使ってク口口フィルと発芽の関係

を調べた。まず採種直後の新しいnycl/nol二重変異体の種子をク口口フィル螢光の有無で

分け、発芽の様子を調べた。野生株と比較したところ、nycl/nol二重変異体は発芽が遅い

ことが分かった。さらにク口口フィル螢光の有無でnycl/nol二重変異体を分け、それぞれ
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の発芽を観察したところ、ク口口フィル螢光がない種子の発芽はク口口フィル螢光がある

種子の発芽より遅く、発芽率も悪いことが明らかとなった。さらに詳細に調べるため、保

存 期間の 異なる種 子の発芽率を調べたところ、野生株の種子は長期保存後も8割程度発芽

したのに対し、nycl/nol二重変異体の種子は長期保存するとほぼ発芽しなくなることが明

らかとなった。また長期保存前後における種子のク口口フィル量を測定した結果、野生株

の種子ではあまり変化はなく、いずれもほとんどク口口フィルがなかった。しかしnycl/nol

二重変異体では、保存前に多量に存在したク口口フィルが、長期保存後にほとんど分解し

ていることがわかった。発芽率にク口口フィル以外の因子が影響を与えていないかを調べ

るため、電子顕微鏡による種子の内部構造、夕ンバク質の量と組成、脂質の量と組成を調

べた。野生株とnycl/nol二重変異体の種子の内部構造を比較したところ、nycl/nol二重変

異体にのみ細かい小さな油体が確認された。脂質の量と組成、夕ンバク質の量と組成には、

野生株とnycl/nol二重変異体で大きな差は見られなかった。以上の結果より、発芽率の保

持 に は 正 常 な ク 口 口 フ ィ ル 分 解 が 必 要 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。

  こ こでク 口口フィ ル6還元酵素 であるrVYC1のプ口モーター配列に植物ホルモンである

アプシジン酸に応答すると推定される配列(G-box配列）が存在したこと、そしてアブシジ

ン 酸非感 受性変異 体abi3の種 子が緑色 である ことから、NYC1とアブシジン酸の関係を調

べ た。ま ずアプシ ジン酸 応答転写 因子ABF4を 使い、gel shift法を 用いてtVYC1のG-box

が ア ブ シジ ン 酸 応 答で あ る かを 調 べ た。 その 結果、 ABF4とNYCZのG-boxが存在 する時

に だけ、 両者が結 合することが確認された。次に、abi3変異体においてtVYC1の発現が抑

制 さ れ てい る かど うかをRT-PCR法を用い て調べた 。その 結果、NYC1はabi3におい て抑

制 されて いること が確認 された。 以上より 、NYC1はアプシジン酸により発現制御されて

いることが示唆された。

  こ れらの 結果より 、登熟過程の種子においてク口口フィル6還元酵素はアプシジン酸に

より発現し、それによルク口口フィル分解が起こることが考えられた。そしてこのク口口

フィル分解は発芽率の保持に重要であることが示唆された。

  これを要するに，著者は，ク口口フィル分解についてその生理的な役割について新知見

を 得たも のであり ，ク口 口フィル 代謝研究 に対して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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