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論文内容の要旨

応用生命工学専攻

平成13年 度博士課程進学

氏名 中条 哲也

指導教員名 山根 久和

論文題目

イネにおけるエリシター応答性WRKY型 転写因子の機能解析

植物は動物のよ うな免疫系を持たないが、糸状菌、細菌、 ウィルスなどの病原体が感染する

と、これを特異的な機構で認識 し、様々な抵抗性反応を示すことで生存を図っている。病原体

感染に対する植物の抵抗性応答の直接的な引き金 となる特異的因子を一般にエ リシター と呼び、

病原体の感染を受けた植物では、病原体や植物の細胞表層由来の断片などがエ リシター となっ

て活性酸素の発生、PRタ ンパク質と総称される抗菌性タンパク質や ファイ トア レキシンと呼ば

れる低分子の抗菌性物質の生産など様々な抵抗性反応が誘導されることが知 られている。

我々の研究 グループは、イネ液体培養細胞におけるエ リシター誘導のシグナル伝達経路の全

貌の解明を目的として研究を進めてきた。その過程において、イネのexpression sequence tag(EST)

を用いたマイクロアレイ解析を行ったところ、エ リシター応答性のWRKY遺 伝子が少なくとも

2種 類存在 していることが明 らかになった。WRKY型 転写因子は、エ リシター応答性遺伝子の

エ リシター応答配列(W-box)に 特異的に結合する植物特有の転写因子として同定されたが、エ
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リシター応答はもとより、サ リチル酸応答を示す防御関連遺伝子の発現制御に重要な役割を果

たす転写因子として、現在 もっとも注 目されている転写因子ファミリーのーつである。イネに

おいてWRKY型 転写因子の生物学的な役割はほとんど報告 されていない。イネ以外の植物に

おいて、これまで報告 されている防御応答に関わるWRKY型 転写因子の多くがエ リシターに

よって誘導されることから、これ らのイネのエ リシター応答性WRKY型 転写因子もイネの防

御応答に関わっている可能性が高いと考えられ、その生物学的機能に非常に興味が持たれる。

本研究では、イネのエ リシター誘導のシグナル伝達経路の一端 を明らかにすることを目的 と

して、これら2種 のエ リシター応答性WRKY型 転写因子を単離 し、機能解析を試みた。

1.エ リシター応答性WRKY遺 伝子OsWRKY53・OsWRKY71の 単離

マイ クロア レイ解析 によって存在が示 され た2種 のエ リシター応答性WRkY遺 伝 子のcDNA

をESTデ ー タベースの配列デー タ及 びRice GAASの 推測配列デー タに基づいて設計 したプ ラ

イマー と、 キチ ンエ リシター処理後1時 間のイネ液体培養細胞 か ら抽 出 したtotal RNAを 用い

てRT-PCRに よって クロー ニング した。得 られ たcDNAの 塩基配列 をデー タベースで解 析 し

た結果 、それぞれOswRKY53、OsWRKY71で あるこ とが確認 され た。 また、ア ミノ酸配列 を解

析 した結果、OsWRKY53はCys2His2 zinc finger motifタ イプであるWRKYド メイ ンを2個 持

りグノト プI、QsWRKY71はCys2His2 zinc finger motifタ イプであるWRKYド メイ ンを1個

持つグループIIに 属 していることが明 らかになった。

ノーザン解析により、OsWRKY53、OsWRKY71は イネ液体培養細胞において、イモチ病菌由

来の2種 類のエ リシターであるキチンエ リシター及びスフィンゴリピ ドエ リシターによって処

理後30分 以内に発現が誘導 され、1時 間で ピークに達 し、以後漸減す ることが示された。 さ

らに、OsWRKY53、OswRKY71は イネ植物体において、イモチ病菌接種によって接種後6時 間

以内に発現が誘導 され ることが示 された。以上の結果から、これ らのWRKY型 転写因子がイ

ネのイモチ病菌に対する非特異的な抵抗性反応の初期段階に関与している可能性が示唆 された。

また、ノーザン解析により、OswRKY53、OswRKY71は イネ液体培養細胞において、ジャス

モン酸によっても発現が誘導 されることが明らかになった。我々の研究グループは、イネ液体

培養細胞におけるエ リシター誘導のファイ トア レキシン生産において、エ リシター刺激のシグ

ナル トランスデューサー としてジャスモン酸(JA)が 重要な役割 を果たしていることを明 らかに

していることか ら、イネの抵抗性反応におけるJAの 役割を解明する上でも、これ らのWRKY

型転写因子の機能に興味が持たれる。
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2.OsWRKY53・ 伝WRKY71の 核 局存性 ・W-box結 合能の確認

GFPとOsWRKY53及 びOsWRKY71の 融合 タ ンパ ク質 をCaMV35Sプ ロモー ター の制御

の もと、 タマネ ギ表皮 細胞 内で一過 的 に発現 させ た ところ、核 にのみGFPの 蛍光が観察 された

こ とか ら、OsWRKY53、OsWRKY71の 核 局 在性 が確 認 され た。 また 、thioredoxin(Trx)と

OsWRKY53の 融合 タンパ ク質及びmaibse-binding protein(MBP)とOsWRKY71の 融合 タンパ

ク質 をタンデムに並 んだW-boxを 含むプ ローブに対す るゲル シフ トア ッセイに供 した結果、シ

フ トバ ン ドが観察 された。Trx及 びMBPの みで はシフ トバ ン ドが観 察 され なかった こと、及

びW-boxに 変 異 を導入 した プ ロー ブ を用い た場 合Trx-OsWRKY53ま たはMBP-OsWRKY71

を加 えて もシフ トバ ン ドが観 察 され なかった こ とか ら、OsWRKY53、OsWRKY71が 特異 的 に

W-boxを 認識 して結合す ることが確認 された。

3.OsWRKY53の 機能解析

OsWRKY53の 機能解析の一環 として、マイクロア レイ解析を用いてOsWRKY53の 標的遺

伝子をスクリーニングすることにした。アグロバクテ リウムを用いた形質転換によりOswRKy53

過剰発現変異株(イ ネ培養細胞)を5ラ イン作製 し、その うち2ラ インをマイクロア レイ解析

に供 した。対照区として、空のプラスミドで形質転換 したイネ培養細胞を用いた。アジレン ト

社のオ リゴマイクロア レイを用いた結果、OswRkY53過 剰発現変異株 においてキチナーゼや

PR-4な どのPRタ ンパ ク質遺伝子や、いくつかのWRKY遺 伝子などの抵抗1生反応に関わると

考えられる遺伝子の発現量が対照区と比べて2倍 以上増加 していることが明 らかになった。ま

た、OsWRKY53過 剰発現変異株5ラ イン全てにおいて、これ らの遺伝子の発現が活性化 されて

いることを定量的RT-PCRに より明らかに した。 これは、マイクロア レイ解析によって得られ

た複数の遺伝子の発現が活性化しているという結果が、ライン特異的なものではなく、OsWRkY53

を過剰発現させたことによるものであることを示している。

次に、データベースを用いてこれ らの遺伝子の5'上 流域の塩基配列を解析 した結果、多くの

遺伝子の5'上 流域にW-boxが 複数存在 していた。また、現時点で少なくとも3種 類の遺伝子

(キチナーゼ、PR-4、WRKY)が キチンエ リシターによって発現が誘導 されることが明らかにな

った。以上の結果 は、 これ ら一連の遺伝子群が、キチンエ リシターによって誘導 された

OsWRKY53に よって発現を正に制御 されている可能性が極めて高いことを示 している。現在、

レポータージーンアッセイにより、これ らの遺伝子のキチンエ リシター応答性領域の同定をW-

boxを 中心に試みるとともに、OsWY53過 剰発 現変異株、OsWRKY53発 現抑制株(そ れぞれ
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イネ植物体)を 作製 し、それ らのイモチ病菌に対する抵抗性の変化を観察 している。

4.OsWRKY71の 機能解析

OsWRKY71の 機能解析の一環 として、マイクロア レイ解析を用いてOsWRKY71の 標的遺

伝子をスクリーニングすることにした。アグロバクテ リウムを用いた形質転換によりOsWRkY71

過剰発現変異株(イ ネ培養細胞)を6ラ イン作製 したが、OsWRKY71の 発現量にライン間で差

が認 められたため、発現量が多いほうか ら2つ のライ ンをマイクロア レイ解析に供 した。アジ

レン ト社のオ リゴマイクロアレイを用いた結果、OsWRKY71過 剰発現変異株においてキチナー

ゼやヒー トショックプロテインなどの抵抗性反応に関わると考えられる遺伝子の発現量が対照

区と比べて2倍 以上増加 していることが明らかになった。

5ま と め

本研究ではイネにおける2種 のエリシター応答性WRKY遺 伝子、OsWRkY53、OsWRkY71を

単離 し、それぞれの遺伝子がイネ植物体においてイモチ病菌接種によっても発現が誘導 される

ことを明 らかにす るとともに、核内局在性、W-box特 異的 な結合能 を確認 した。 さらに、

OsWRKY53過 剰発現株及びOsWRKY71過 剰発現変異株 を用いたマイクロア レイ解析の結果、

イネの抵抗性反応に関わると考えられ る様々な遺伝子の発現が活性化 されていることが明らか

になった。また、 これ らの遺伝子の多 くがエ リシター応答性であ り、かつそれ らの5'上 流域に

は、複数のW-boxが 存在 しているものが多く見受けられた。以上のことは、イネの抵抗性反応

に関わると考えられ る遺伝子群が、OsWRKY53、OsWRKY71も しくはそれ らによって誘導さ

れるWRKY型 転写因子によって発現を制御 されている可能性が高いとい うことを示唆 してい

る。

近年、植物が有 している抵抗性を高めることによって病害を防除する薬剤が注目されている。

本研究で得 られた知見は、イネの 自己防御機構の解明につながるとともに、そのような薬剤開

発のための科学基盤の構築に寄与するものと期待される。
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第1章

序論

世界の人 口は20世 紀後半か ら爆発的なス ピー ドで増加 してお り、1950年 には20億

人程度であった ものが現在では60億 人 を突破 している。今 日まで食糧生産力 も世界人

口の増加 に対応 して増大 し、急速 に増加 した人類 の生命 を支 え る食糧供給 を可能に し

てきた。 この よ うな急激 な食糧増 産は、 「緑の革命」 のIR8に 代 表 され る多収穫 作物

の開発や 、20世 紀 半ばの有機合成農薬 と化学肥料 の発明 と欧米の化学産業 による、そ

れ らの急速 な普及が大 きな要因 とな ってい る。一方 、現在 の世 界人 口の増加 率が続 く

と仮 定す る と、2025年 まで には世界 の人 口は80億 人 を突破 す る と考 え られてお り、

その人 口をまかな うためには、主要穀物類(イ ネ 、ムギ、 トウモ ロコシ)の 収量 を約

50%増 収す る必要が ある と考 え られ てい る。 しか し、近年 農業増産 率が とみ に低下 し

てい るこ とを考 えあわせ る と、有効 な対 策が とられ ない限 り、近 い将 来 において食糧

危機が到来す るこ とは必至 と見 られている。このよ うな食糧危機 に対処す るためには、

食 糧の増産 がまず考 え られ な けれ ばな らない が、その一方で、環境保 全型病 虫害防除

法 を確 立す るこ とも急務 で ある。 しか しなが ら、従来の殺 虫剤 、殺 菌剤 等 の農薬 の大

量使用 では深刻 な環境 汚染が もた らされ 、薬剤耐性 病虫害 の発生 も避 け られ ない問題

とな る。 さらに、現 時点で は遺伝子組 み換 え作物 が一般 に許容 されてい ない。以上 の

ことか ら、遺伝 子組 み換 えに依存す るこ とのない環境保全型 の農 業技術 を確 立す る こ

とが極 めて重要で あると考え られている。

この よ うな状 況下 、植 物免疫賦活型 農薬 が開発 され注 目を集 めてい る。 この タイプ

の農薬 は 、ほ とん ど無毒 で土壌 、河 川 な どに残 留 して生態 系を乱す こ とな く、長年 に

わたって使用 されて も耐性病 害が発 生 しない とい う、農薬 として理想 的な性 質 を有 し

てい るが 、いわば偶然発 見 された もので作用機構 が未解 明であ るこ とは もち ろん、効

率 的なス ク リーニ ング法 も確 立 され ていない。植 物 が本 来有 して いる病 害抵 抗性発 現

機構 を解 明 し、その成果 を植 物免 疫賦活型農 薬 の開発 に応 用す る ことが非常 に重要 で

ある と考 えられ る。

1



1-1植 物 の防御応 答

植 物は動物 のよ うな免疫 系を持たな いが、糸状菌 、細 菌、 ウィル スな どの病 原体 が

感染す る と、 これ を特異的 な機構 で認識 し、様 々な抵抗性 反応 を誘導す る。 そ して 、

これ らの抵抗性反応 を効果 的に組み合 わせ るこ とに よって生存 を図 ってい ると考 え ら

れ てい る。病原 体の感染 を受 ける と、細胞膜 を通 してその感 染 シグナル が細 胞内へ伝

え られ 、 また近傍 の細胞 に もその シグナル が伝達 し、一連の防御反応 を引き起 こす。

主な防御応 答 と して は過敏感細胞死 、活性 酸素群 の発生、細胞壁の強化、pathogenesis-

related(PR)タ ンパ ク質 と総称 され る抗菌性 タンパ ク質の生産、そ して抗菌性 の低分子

化 合物で あ るフ ァイ トア レキシンの生産 な どが挙げ られ る。病原体 の感 染は病原体 の

細胞表層 由来の物質 が植 物細胞膜 の レセプ ター と結合す るこ とに よって認識 され 、そ

れ に よって、一連 の防御応答 が誘導 され る と考 え られ てい る 【Ybshikawa et al.,1983,

1993】。 病 原 体 由来 の特 定 の 物 質 が 、病 原 体感 染 の 場合 と同様 に 一連 の防 御 応 答 を誘 導

す る こ とが 示 され てお り、 こ の仮 説 が 正 しい こ と を裏 付 け て い る。 この よ うに 、植 物

の 防 御 反 応 を誘 導 す る作 用 の あ る物 質 も し くは原 因 を総 称 してエ リシ ター と呼 び 、 タ

ンパ ク質 、脂 質 、 多 糖 や オ リゴ糖 な どの 生 物 由来 の もの か ら、 紫 外 線(UV)や 重 金 属

イ オ ン な どの 非 生 物 起 源 の もの ま で 、 様 々 な種 類 の エ リシ ター が 現在 ま で に報 告 され

てい る(Fig.1-1)【Ebel and Cosio,1994;Kogaet al,1998; Umemuraetal.,2002】 。

一般的 なモデル と して
、感染 を受け る、 も しくは感染部位周辺 の細胞が これ らエ リ

シター を認 識す る ことによって、植 物 にお け る病原体感染 の一次 シグナル の認識 が成

立す る と考 え られ てい る。 その後、病原体感 染の二 次シ グナル を介 した情報伝 達経路

によって感 染部位 か ら離れた細胞へ と伝 え られ る 【Lusso et al.,1999】。

現在 、 病 原 体 に よ っ て 引 き起 こ され る植 物 の 自 己防御 応 答機構 に つ い て は 、Fig.1-2

で 示 した よ うな モ デ ル が提 唱 され て い る。 細 胞 膜 に お け るイ オ ン チ ャ ン ネル の 活 性 化

が エ リシ タ ー 処 理 され た 多 くの植 物 で観 察 され て お り、 防 御応 答 に これ が 関 与 す る と

考 え られ て い る。 エ リシ ター 処 理 後数 分 の うち に細 胞 内 のCa2+濃 度 が増 し、pHが 低

下す る 【Mathieu et al.,1991;Ebe1 et al,,1995】 。 この ときのCa2+は エ リシ ター 応答 反 応

にお い てセ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャー と して 下 流 の シ グナ ル 伝 達 経 路 へ とつ な が る と考 え

られ てい る 【Farmer et al.,1991】 。Ca2+が プ ロテ イ ンキナ ー ゼ の活性 化 を介 してNADPH

酸 化酵 素 系 を活 性 化 し、 そ の結 果急 激 な 活性 酸 素 の発 生 が起 こる と考 え られ て い る。
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Fig.1-1イ ネ に防 御 応 答 を引 き起 こす エ リシター
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Fig. 1-2イ ネ にお け る防 御 応 答 の モ デル
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この よ うな情報伝達経 路を介 してoxidative burstと 呼ばれ る活性 酸素群 の急激 な発

生 が 各 組 織 に お い て 観 察 さ れ る 【Apostol et al.,1989; Bradley et al., 1992; Mehdy, 1994】 。

Oxidative burstは 感 染 に 対 す る誘 導 抵 抗 性 の 初 期 応 答 の一 つ で 、 これ に よ っ て 生 産

され る活性 酸素 は病原 体 に とって 有 害 とな る 【Legendre et al,, 1993; Mehdy, 1994】。 ま

た 、活 性 酸 素 は 、細 胞 壁 タ ンパ ク質 の 架 橋 に よ る、 病 原 体 に対 す る物 理 的 な抵 抗 性 の

強 化 や 過 敏 感 細 胞 死 に よ る病 原 体 の 封 じ込 め な どへ とつ な が る セ カ ン ドメ ッセ ンジ ャ

ー と して も機 能す る と考 え られ て い る 【Degousee et al., 1994; Bradley et al., 1992】。 さ ら

に エ リシ ター シ グ ナ ル はproton-pumping ATPaseや 三 量 体GTP結 合 タ ンパ ク 質

【Legendre et al., 1993】 を介 して ホ ス ホ リパ ー ゼCを 活性 化 し、 それ に よ って 生 じる

イ ノシ トー ル ー3-リン酸(IP3)に よ っ て カ ル シ ウムイ オ ンの イ オ ン チ ャ ンネル が 活 性 化

され 、Ca2+依 存 性 プ ロテ イ ン キナ ー ゼ(CDPK)やmitogen activated protein kinase

(MAPK)が 活 性 化 し、核 へ とシ グナ ル が伝 達す る。 そ して 最 終 的 にPRタ ンパ ク質 や

フ ァイ トア レキ シ ンの 生 産 を含 む様 々 な 防御 応 答 が 引 き起 こ され る と推 定 され て い る。

この よ うに して 植 物 は 自然 界 に存 在 す る膨 大 な種 類 の 病 原 菌 を認 識 し、 効 果 的 な 防御

反 応 を 引 き起 こす こ とで 自 己 を 防衛 す る よ うな 精 巧 な機 構 を発 達 させ て き た と考 え ら

れ て い る 【Boller, 1995; Bell, 1981; Dixon et al., 1994】。

1-2植 物 の病害応答に関与す る転写因子

2000年 、高 等植 物 で ある シ ロイ ヌナ ズナ の ゲ ノム全 塩基 配列 が決 定 され た 【The

Arobidopsis Genome Initiative, 2000】。 その結果 、植 物は動物や酵母 に比べ 、転写因子遺

伝子 の割合 がは るか に大 き く、総遺伝子 の約6%が 転写因子 をコー ドしてい ることが

明 らか になった。 また、それ らの うちの約 半数 は植 物固有 のもので あった。 さらに、

植 物で は、転 写因子のほ とん どが大きな ファ ミリー を形成 していた 【Riechmann et al.,

2000】。 この よ うな、数、構成 にお ける植 物の転写因子の多様性 は、転写因子が植 物の

遺伝子発現 の制御 に動物以上に重要な役割 を果た してお り、植 物の機能、つま り発 生、

分化 、環境応答 、病傷害応答 な どの調節 に転写 レベル の制御 が重要 な役割 を果た して

い るこ とを示唆 して い る。 しか しなが ら、 これ らの転写因子の機 能 は大多数 が未知 の

ままで ある。 現在 までに病 害応答 に関与す る と考 え られてい る転 写因子 ファ ミリー と

して、WRKYフ ァ ミリー、TGAフ ァ ミリー、Mybフ ァミリー、ERFフ ァミリー、ORCA
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フ ァ ミ リー が 知 られ て い る。 以 下 に 、WRKYフ ァ ミ リー を除 く4つ の フ ァ ミ リー につ

い て概 説 す る。WRKYフ ァ ミ リー に 関 して は、 次節 で 詳 しく述 べ る。

1-2-1 TGAフ ァ ミ リ ー

単子葉、双子葉 にわたって多 くの植 物種か ら単離 されてい るファ ミリー で、bZIPド

メイ ンを持 ち、bZIPド メイ ンか らC末 端領域 にわたって相互 に高い相同性 を有する。

bZIP領 域 は さらに二種類 の領 域 に分 かれてお り、塩 基性ア ミノ酸 に富む領域 がDNA

結合 に、 ロイ シ ンジ ッパー領域 がホモ、ヘ テ ロニ量体形成 に関与 して い ると考 えられ

ている。TGAフ ァ ミリーはカ リフラワーモザイ クウィル スの35Sプ ロモー ター領 域

に存在す るas-1(TGACG(T))と 呼ばれ る領域 に結合す るが、 このas-1は4塩 基離れ

て2コ ピー存在 している.TGAフ ァ ミリーに制御 され る遺伝子 は多 くが35Sプ ロモ

ー ター と同 じよ うにas-1様 配列 が数塩 基離 れ た位 置 に2コ ピー 存在 して い る。

TGAフ ァ ミ リー の標 的 遺 伝 子 と して 、 グル タ チ オ ン-s-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝

子(GST遺 伝 子)が 挙 げ られ る。 タバ コ にお い てGST遺 伝 子 は オ ー キ シ ン、 サ リチ

ル 酸 、 ジ ャス モ ン酸 、 過 酸化 水 素 に よっ て 誘 導 され るが 、 この特 異性 お よび 発 現 誘 導

kineticsは プ ロモ ー ター 領 域 にas-1配 列 を 有 す る他 の 遺 伝 子 とよ く一致 す る こ とが示

され て い る 【Xiang et al., 1996】。TGAフ ァ ミ リー に よ っ て制 御 を 受 け る こ とが 予想 さ

れ るそ の他 の遺 伝 子 と して 、サ リチル 酸 で誘 導 され る タバ コ のPR-1a遺 伝 子 が 挙 げ ら

れ る。 タバ コPR-1a遺 伝 子 のプ ロモー ター に 存在 す るas-1様 配 列 は 、実 際 にTGA1a

と の結 合 能 を もち 、 そ の変 異 に よ って サ リチ ル 酸 お よび タバ コモ ザ イ ク ウ ィル ス誘 導

性 の著 しい 減少 が認 め られ て い る 【Strompen et al., 1998】。さ らに 、シ ロイ ヌ ナズ ナPR-1

遺 伝 子 の プ ロモ ー ター にはTGAフ ァ ミ リー が結 合 で き る配 列TGACGTが 存 在 して

い るが 、 この 部 位 の 変 異 に よ りイ ソニ コチ ン酸 に対 す る応 答 性 を失 うこ とが 明 らか に

さ れ て い る 【Lebel et al., 1998】 。

1-2-2 Mybフ ァ ミ リ ー

サ リチル 酸や フ ァイ トア レキシンの合成 に関わ るフェニル プ ロパ ノイ ド合成経 路の

鍵 酵素で あ るフェニル ア ラニンア ンモ ニア リアーゼの遺伝子(PAL 遺伝 子)や カル コ
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ン シ ン ター ゼ の 遺 伝 子 は 、 エ リシ ター な どの ス トレス に よ る発 現 応 答 に 関 わ る シ スエ

レメ ン ト、H-box(CCTACC)を 共 通 して もつ 【Loake et al., 1992】。H-box様 配 列 は タバ

コの トラ ンス ポ ゾ ンTtolの 傷 害 や サ リチ ル 酸 応 答 に関 わ る シ ス エ レメ ン トに も存 在

し、 こ こに 特 異 的 に結 合 す る い くつ か のMyb転 写 因 子 の 遺 伝 子 が ク ロー ニ ン グ され

てい る 【Yang et al., 1996; Sugimoto et al., 2000】 。Ntmybl遺 伝 子 の転 写 産物 は タバ コモ

ザ イ ク ウ ィル ス感 染 や サ リチ ル 酸 に よ つ て 、NtMyb2遺 伝 子 の 転 写 産 物 は傷 害 や エ リ

シ ター に よつ て 誘 導 され る と報 告 され て い る。NtMyblお よびNtMyb2は と もにH-

boxに 結 合 す る が 、NtMyblはPR-la遺 伝 子 プ ロモ ー ター の-520近 く に 存 在 す る

GTTTGGT配 列 に も結 合 し、PR-la遺 伝 子 の 発 現 制 御 へ の 関 与 が 示 唆 され て い る。 ま

た 、NtMyb2を 過 剰 発 現 させ た タバ コで はPAL遺 伝 子 の発 現 が誘 導 され て い る こ とか

ら、H-boxを 介 したMyb転 写 因子 依 存 的 な 転 写 活 性 化 機 構 が機 能 し うる こ とが 示 唆

され て い る。

1-2-3 ERFフ ァ ミ リ ー

病原体感染後 、過敏感反応 に伴 つて増加 す るホル モ ン類 には、サ リチル酸 のほかに

エチ レン とジ ャスモ ン酸が ある。エ チ レンや ジャスモ ン酸 によつて転 写が誘 導 され る

塩 基性 キチナー ゼ、 グルカナーゼ な どの塩 基性PRタ ンパ ク質遺伝子 のプロモー ター

領域には共通 してGCC-box(AGCCGCC)が 存在す る。タバ コにおいてこのGCC-boxに

特 異的に結合す る因子 としてその遺伝 子が ク ローニ ング され たのがERFフ ァ ミリー

である 【Ohme-Takagi and Shinshi, 1995】。ERFフ ァミリーには高い相同性 を持つ約60

ア ミノ酸残基か らなる共通領域[ERFド メイ ン(ま たはAP2ド メイ ン)]が 存在 し、

この領域 がGCC-boxに 特 異的な結合能 を もつDNA結 合 ドメイ ンであ るこ とが示 さ

れ て い る 【Okamuro et al., 1997】 。

ERFフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 エ チ レンや サ リチル 酸 、傷 害 ス トレス 、 シ ク ロヘ

キ シ ミ ドな ど多 くの ス トレス に迅速 に応 答す る こ とが 知 られ て い る 【Suzuki et al., 1998;

Fujimoto et al., 2000】 。 しか し、個 々 のERFに よ つて そ の 発 現様 式 は異 な つ て お り、

エ チ レン応 答性 転 写制 御 にお いて 異 な る役割 を果 た して い る こ とが示唆 され る。一方 、

GCC-boxを 介 した 遺 伝 子 発 現 は シ ク ロヘ キ シ ミ ドに よ つ て 阻 害 され る こ と か ら、

GCC-boxを 介 した エ チ レン応 答性 転 写誘 導 に は新 た な タ ン パ ク質 の合 成 が 必 要 で あ る
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ことが示唆 された。

1-24 ORCAフ ァ ミ リ ー

フ ァイ トア レキ シ ン 生 産 の 場 合 と同様 に、 アル カ ロイ ドな どの 二 次 代 謝 産 物 の 生 産

も植 物 の病 原 体 に対 す る防 御 反 応 に 重 要 な役 割 を 果 た して い る。 ニ チ ニ チ ソ ウに お い

て 、 ジ ャス モ ン酸 や エ リシ タ ー で誘 導 され る テル ペ ノイ ドイ ン ドー ル ア ル カ ロイ ド生

合 成 系 に 関与 す るス トリク トシ ジ ン合 成 酵 素 の遺 伝 子(Str遺 伝 子)に お い て 、 この 活

性 化 に 関 わ る シ ス エ レ メ ン トで あ る エ リ シ タ ー/ジ ャ ス モ ン 酸 応 答 配 列(JERE)

(ACCGCC)が 同 定 され た。 ま た 、 こ の 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る転 写 因 子ORCA2、

ORCA3が ク ロー ニ ン グ され 、Str遺 伝 子 の 転 写 はORCA2、ORCA3に よ つ て正 に 制

御 され て い る こ とが 示 され て い る 【Menke et al., 1999; van der Fits et al., 2001】 。ORCAは

ERFと 同様 、AP2ド メイ ンを もつ タ ンパ ク質 で 、JERE中 のACCGCCを 含 む 配 列 に

結合す ると考え られ てい る。

1-3 WRKYフ ァ ミ リー

WRKYフ ァ ミリーはエ リシ ター応 答遺伝子 のエ リシター応 答配列(W-box)に 特異

的 に結合 す る転 写因子 として同定 された が、エ リシター応 答は も とよ り、サ リチル酸

応答 を示す防御 関連 遺伝子 の発 現制御 に重 要な役 割 を果 たす転写因子 として、現在最

も注 目され てい る転写因子 ファ ミリーのひ とつで ある。WRKYフ ァ ミリー は植 物特有

の転 写因子 ファミ リー で、シロイヌナズナゲ ノムでは74種 のメ ンバーが、イネゲノム

では90種 以上 のメンバーが コー ドされてい ることか ら、高等植物 において大 きなファ

ミリー を構成 してい るもの と考え られる。

1-3-1 WRKYフ ァ ミ リー の構 造

WRKYフ ァ ミ リー は 、WRKYド メイ ン と して 知 られ る60ア ミ ノ酸 残 基 か らな る保

存領 域 を持 つ(Fig. 1-3a)。WRKYド メイ ン のN末 端 側 に存 在 す る配 列WRKYGQK

は 、現 在 ま で に同 定 され て い る全 て のWRKYフ ァ ミ リー に存 在 し、WRKYの 名 も こ
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Flg.1-3WRKYフ ァ ミ リー の構 造

(a)WRKYド メイ ンの構 造

(b)WRKYド メイ ンの構 造 か ら分 類 され る三つ の グル ー プ
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こ か ら命 名 さ れ た 【Eulgem et al., 2000; Rushton et al., 1996】 。 WRKYド メ イ ン のC末

端領 域 には保 存 された ジンクフ ィンガー モチー フが存在 し、直接 のDNA結 合 に関 わ

っている と考え られている 【Rushton et al., 1995; Euigem et al., 1999】 。WRKYフ ァ ミ リ

ーは、その構造か ら三つの グループに大き く分け られてい る 【Eulgem et al., 2000】 。 グ

ル ー プIがWRKYド メ イ ン を二 つ持 つ 分 子 種 で 、 グル ー プIIと グル ー プIIIが ー つ 持

つ も の で あ る。 さ らに 、 グル ー プIと グル ー プIIの ジ ン ク フ ィ ン ガ ーモ チ ー フがC2H2

型 な の に 対 して 、 グル ー プIIIの も の はC2HC型 で あ る こ とで 区 別 され る(Fig. 1-3b)。

シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で は グル ー プIIに 属 す る も の が大 半 を 占め て い る。 三 つ の グル ー プ に

属 す るそ れ ぞれ の メ ンバ ー のW-box TTGAC (C/T)へ のDNA結 合 特 異 性 に大 きな違 い

は な く 、 パ セ リのPcWRKY1や サ ツ マ イ モ のIbSPF1のDNA結 合 能 に は 二 つ の

WRKYド メ イ ン の う ちC末 端 側 ドメイ ン の み で 十 分 で あ る こ と が 示 され て い る

【Eulgem et al., 1999; Ishiguro et al., 1994】。 ま た 、 あ る種 の メ ンバ ー には ロイ シ ン ジ ッ

パ ー 構 造 が 存 在 し、 タ ンパ ク質 間 の相 互 作 用 に 関 わ る こ とが 示 唆 され て い る。 ま た 、

パ セ リのPcWRKY4とPcWRKY5に 存 在 す る ロイ シ ン ジ ッパ ー 領 域 は 、 そ の 欠 失 に

よ り転 写 活性 化 能 が 失 われ る こ とが示 され て い る 【Commack et al., 2002】 。

1-3-2 WRKYフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の発 現様 式

WRKYフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の 転 写 は 、傷 害 、病 原 菌 の感 染 、 非 生物 的 な ス トレス に よ

って 迅 速 に誘 導 され る こ とが知 られ て い る 【Eulgem et al., 2000】 。 タバ コにお い て 、 タ

バ コモ ザ イ ク ウ ィル ス の 感 染 や 、 エ リシ ター 、 サ リチル 酸 、過 酸 化 水 素 に よ っ て 、 い

くつ か のWRKYフ ァ ミ リー 遺伝 子 が誘 導 され る 【Chen et al., 2000; Ybda et al., 2002;

Takemoto et al., 2003; Vandenabeele et al., 2003】。 イ ネ や ジ ャガ イ モ で も同様 に発 現 が誘

導 され るWRKYフ ァ ミ リー の存 在 が明 らか にな って い る 【Kim et al., 2000; Wen et al.,

2003; Beyer et al., 2001; Dellagi et al., 2000】。 また 、 シ ロイ ヌ ナ ズナ にお いて は 、解析 さ

れ た72種 のWRKYフ ァ ミ リー の うち 、49種 が病 原 菌 の感 染 ま た はサ リチ ル 酸 に よ

っ て発 現 が誘 導 され る こ とが 明 らか に なっ てい る 【Dong et al., 2003】。

WRKYフ ァ ミ リ ー は ま た 、 傷 害 、 乾 燥 、 温 度 ス ト レ ス な ど の 非 生 物 的 な ス ト レ ス や 、

植 物 の 老 化 時 に お い て も 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ て い る 【Huang et al.,

2002; Rizhsky et al.,2002; Robatzek et al., 2001; Sanchez-Ballesta et al., 2003; Chen et al.,
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2002; Hinderhofer et al., 2001; Robatzek et al., 2002】 。

1-3-3防 御応 答 にお けるWRKYフ ァ ミリー の役割

病 害 抵 抗 性 を誘 導 す るた め に は 防御 関連 遺 伝 子 の発 現 制 御 が 重 要 で あ る が 、 防御 応

答 に お け るWRKYフ ァ ミ リー の 直接 的 な関 与 は あま り知 られ て い ない 【Nimchuk et al.,

2003】 。 最 近 、 防 御 応 答 に 関 与 す るMAPキ ナ ー ゼ の シ グナ ル カ ス ケー ドに お い て 、

WRKYフ ァ ミ リー が 関 与 して い る こ とが 明 らか にな っ た 【Wan et al., 2004; Asai et al.,

2002】 。 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の2種 のWRKY型 転 写 因 子(AtWRKY22, AtWRKY29)が 、

病 原 細 菌 お よび 病 原 糸 状 菌 に対 す る抵 抗 性 を賦 与す るMAPキ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ドの 重

要 な 下流 因 子 で あ る こ とが 同 定 され て い る(Fig. 1-4)。 タバ コに お い て 、 タバ コモ ザ イ

ク ウ ィル ス に対 す る抵 抗 性 反 応 は 、 抵 抗 性 遺 伝 子 で あ るN遺 伝 子 産 物 を介 して 引 き

起 こ され る が 【Whiteham et al., 1994】 、MAPKキ ナ ー ゼ(NtMEK1)、MAPキ ナ ー ゼ

(NtNTF6)ま た は3種 のWRKYフ ァ ミ リー(NtWRKY1, NtWRKY2, NtWRKY3)遺 伝 子

の発 現 を抑 制 す る こ とでN遺 伝 子 産 物 を介 した 抵 抗 性 反 応 が 抑 制 され た。 これ は 、

WRKY型 転 写 因 子 が この 経 路 に お い て重 要 な役 割 を果 た して い る こ と を示 して い る

(Fig. 1-5)【Liu et al., 2004】。 さ らに、 タバ コのMAPKキ ナー ゼ で あ るNtMEK2お よ

び サ リチ ル 酸応 答 性MAPキ ナ ー ゼ で あ るSIPKが 関与 す る シ グナ ル カ ス ケ ー ドに お

い て も、WRKYフ ァ ミ リー遺 伝 子 と防御 関 連 遺伝 子 の発 現 誘 導 が観 察 され て い る(Fig.

1-5)【Kim et al., 2004】 。 この よ うな防御 応 答 に関 わ るMAPキ ナ ー ゼ シ グ ナル カ ス ケ

ー ドへ のWRKYフ ァ ミ リー の 関与 は 、 パ セ リにお い て も認 め られ て い る[Kroj et al.,

2003】 。

最近 、 シ ロイヌナ ズナのAtWRKY70が サ リチル 酸依 存性お よび ジャスモ ン酸依存

性 の防御 シグナル経路 のクロス トー クを制御 している ことが明 らかになった 【Li et al.,

2004】。AtWRKY70の 過剰発現 は病原菌 に対す る抵抗性 を増加 させ、サ リチル酸応答性

遺伝 子 の恒 常的発現 を引 き起 こす。 また、サ リチル 酸依 存性防御応答 の重要 な制御 因

子であるNONEXPRESSOR OF PR1(NPR1)の 発現 もWRKY型 転写因子 によって制御

され てい ると考 え られている 【Yu et al., 2001】。

ま た 、 立 ち 枯 れ 病 菌Ralstonia solanacearumに 対 す る 抵 抗 性 遺 伝 子 と し て

RESISTANCE TO RALSTONIA SOLANACEARUMl (RRsl)が シ ロイ ヌナ ズナ に お いて ク ロ
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Fig. 1-4シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の 防御 応 答 にお け る シ グナ ル 伝 達 モ デル
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Fig. 1-5タ バ コの 防御 応 答 に お け る シ グナ ル 伝 達 モ デ ル
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一ニ ング され てい るが 、 この遺伝 子 は多 くの抵抗性 遺伝 子産物 にお いて保 存 され てい

るTIR-NBS-LRRモ チ ー フ 【Nimchuk et al., 2003】 とWRKYド メ イ ン が 一 体 と な っ た

構 造 を 有 し て い る 【Deslandes et al., 2002】 。RRSl/AtWRKY52は 、対 応 す るavirulence遺

伝 子 産 物 で あ るPopP2と 相 互 作 用 し 、 と も に 植 物 細 胞 の 核 に 局 在 す る こ と が 確 認 さ れ

て い る 【Deslandes et al., 2003】 。

1-3-4 WRKYフ ァ ミ リー の 標 的 遺 伝 子

WRKY型 転写 因子 の下流 の標 的遺伝 子 を同定す ることがWRKYフ ァ ミリー の機能

を理解 す る上 で重要 であ る。 現在 まで に、主 にWRKYフ ァ ミリー の遺伝子 を植 物体

内で過 剰発現 させ る ことで下流の遺伝子 をスク リーニ ングす る方法 が採 られ てい る。

パセ リにお いて、プ ロ トプラス ト内でPcWRKYIを 一過 的に過剰発現 させ るこ とでパ

セ リのPATHOGENESIS-RELATED 1-1(PcPR1-1)、PcWRKY1お よびPcWRKY3の プ ロ

モ ー ター 下流 に つ な い だ レポ ー タ ー遺 伝 子 の発 現 が 活 性 化 され る こ とが 明 らか に な っ

て い る 【Eulgem et al.,1999】 。 シ ロイ ヌナ ズ ナ にお い て も、葉 肉細 胞 由 来 の プ ロ トプ ラ

ス トに お い てAtWRKY29お よびAtWRKY22を 一 過 的 に 過 剰 発 現 させ る と、 それ ら 自

身 の プ ロモ ー ター お よ び 受 容 体 型 キナ ー ゼ で あ るFRKI/SIRKl遺 伝 子 の プ ロモ ー ター

を活 性 化 す る と と も に 、GLUTATHION S-TRANSFERASE6 (GST6)の プ ロモ ー タ ー を不

活 性化 す る こ とが 明 らか にな っ てい る 【Asai et al., 2002】 。 ま た、AtWRKY6を 過 剰 発 現

させ た植 物 体 を用 い たcDNA-AFLP解 析 に よ り、 FRKI/SIRKlが 標 的 遺 伝 子 で あ る こ

とが 明 らか に な って い る 【Robatzek et al.,2002】 。

1-4イ ネ にお け るファイ トア レキ シン生合成 へのWRKYフ ァ ミ リー の関与

1-4-1イ ネ におけ るジテルペ ン型 フ ァイ トア レキシ ン

フ ァイ トア レキ シンは病原 体の感染 に よ り、植 物 が誘 導的 に合成す る低 分子の抗菌

性 二次代謝産物 の総称 で、生体防御 系の一環 をなす と考 え られて いる。 ファイ トア レ

キシンの生合成は また 、非生物 的な要 因、た とえばUV照 射や重金属イ オンに よって

も促進 され るこ とが明 らかになって いる。フ ァイ トア レキシンは通常分子量1000以 下
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の低分子 であ り、そ の分類 は分子構 造に よ りフ ラボ ノイ ド系 、テルペ ン系な どに分類

される。

イネ においては今 までに15種 類のフ ァイ トア レキシ ンが単離、同定 されてい る。 そ

の うち14種 が環状 ジテルペ ン型 のファイ トア レキシンであ る。 これ らジテルペ ン型の

フ ァイ トア レキ シ ン は イ モ チ病 菌(Magnaporthe griseの 感 染 も し くはUV照 射 した葉

か ら単 離 、 同 定 され て い る。 イネ に お け る ジ テル ペ ン型 の フ ァイ トア レキ シ ン は 、 そ

の 分 子 骨 格 か ら 、ent-cassa-12,15-diene骨 格 を 有 す0るphytocassanes A-E、ent-

sandaracopimaradiene骨 格 を 有 す るoryzalexinsA-F、 syn-pimara-7, 15-diene骨 格 を 有 す

るmomilactones A, B、 stemar-13-ene骨 格 を 有 す るoryzalexin Sと い う4つ の タ イ プ に

分 類 さ れ て い る(Fig. 1-6)。

1-4-2フ ァイ トア レキシ ン生合成 へのWRKYフ ァミリーの関与 の可能性

ジテ ル ペ ン型 の フ ァイ トア レキ シ ンの 生合 成 は ジベ レ リン と類 似 した反応 に よ って

生 合 成 され る こ とが 予 想 され て い た。 イ ネ の ジテ ル ペ ン型 フ ァイ トア レキ シ ンの 推 定

生合 成 経 路 をFig. 1-7に 示 す 。 現 在 ま で に 、我 々 の グル ー プ に よっ てent-cassa-12,15-

diene synthaseで あ るOsDTCI、 お よ びstemar-13-ene synthaseで あ るOsDTC2が 単

離 さ れ て い る 【Cho et al., 2004; Nemoto et al., 2004】 。 ま た 、 共 同 研 究 先 で あ る 山 形 大 学

の グ ル ー プ に よ っ て 、ent-CDP synthaseで あ るOsCyc2、Syn-CDP synthaseで あ る

OsCyclが 単 離 さ れ て お り 、OsCyc2は ジ ベ レ リ ン 生 合 成 に お け るent-CDP synthaseの

ア イ ソ ザ イ ム で あ る が 、OsCyc2は ジ ベ レ リ ン 生 合 成 に 関 与 し て い な い こ と が 示 さ れ

て い る 【Otomo et al., 2004a】 。 さ ら に 、同 グ ル ー プ に よ っ て 、syn-pimara-7, 15-dienesynthase

で あ るOsKS4、 お よ びent-sandaracopimaradiene synthaseで あ るOsKS10が 最 近 単 離

さ れ た 【Otomo et al., 2004b】 。

これ らの遺 伝 子 の うち 、 当研 究 室 で 単 離 ・1司足 され たOsDTCl、OsDTC2の5'上

流 域 に は 、WRKYフ ァ ミ リー の結 合 配 列 で あ るW-boxが タ ンデ ム に複 数 存 在 して い

た(Fig. 1-8)。 これ らの 遺 伝 子 はエ リシ ター 応 答性 遺伝 子 で あ り、 そ の発 現 制 御 にエ リ

シ ター に よっ て 誘 導 され るWRKYフ ァ ミ リー の 関 与 が 示 唆 され た。OsDTC2に 関 し

て は 、 実 際 に そ の エ リシ タ ー応 答 にW-boxが 関 与 して い る こ とが レポ ー タ ー ジー ン

ア ッセ イ を用 いた 解析 に よ り明 らか に な って い る 【根 本,私 信 】。
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Fig. 1-6イ ネ の ジ デ ル ペ ン型 フ ァ イ トア レキ シ ン
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Fig.1-7イ ネ の ジ テル ペ ン型 フ ァイ トア レキ シ ン生 合 成 経 路

a: OsCyc2(ent-CDP synthase)

b: OsCycl(syn-CDP synthase)
c: OsDTC1(ent-cassa-12,15-diene synthase)
d: OsKS10(ent-sandaracopimaradiene synthase)
e: OsKS4(syn-pimara-7,15-diene synthase)
f: OsDTC2(stemar-13-ene synthase)
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Fig.1-8 OsDTC1、OsDTC2の5'上 流 域 に 存 在 す るw-box

(矢 印 はw-boxを 表 す)
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一方
、キチ ンエ リシター処理後2時 間のイネ培養 細胞 由来のcDNAを 用いたマイク

ロア レイ解析 の結果 、キチ ンエ リシ ター によって発 現が誘導 され るWRKYフ ァ ミ リ

ーが少 な くとも2種 類存在す ることが明 らかになった 【Akimoto-Tomiyama et al., 2003】。

これ らの ことを考 え併せ る と、イネにおいて もエ リシター誘導 の抵抗性 反応 のシグナ

ル伝 達経路 にお いて 、WRKYフ ァ ミリーが重 要な役割 を果た してい ることが予想 され

る。

以上 の よ うな背景 か ら、本研 究ではイネ にお け るエ リシター誘 導の シグナル伝 達経

路 の解 明研究 の一環 と して、マイ クロア レイに よってスク リーニ ング され たイネの2

種類 の キチ ンエ リシ ター応 答性WRKY型 転写 因子 の機能 を解析 す る ことを 目的 とし

た。イネ においてWRKY型 転写因子の生物学的な役割はほ とん ど報告 され ていない。

イネ以外 の植物 にお いて、 これ まで報告 され てい る防御 応答 に関わ るWRKY型 転 写

因子 の多 くがエ リシターに よって誘 導 され るこ とか ら、 これ らのイネ のエ リシター応

答性WRKY型 転 写因子 もイネ の防御応答 に関わ ってい る可能性 が高い と考 え られ 、

その生物学的機能 に非 常に興 味が持たれ る。 まず 、 これ ら2種 のWRKY型 転 写因子

のcDNAを 単離 し、そ のエ リシターに対す る発 現kineticsお よび病原菌接 種 に対 す

る発 現kineticsを 解 析す る とともに、核内局在性、W-boxへ の特異 的結合能 を解 析 し

た(第2章)。 また、各WRKY型 転写因子の過剰発 現株 を作製 し、マイクロア レイ解

析 によってそれぞれ のWRKY型 転写因子の標 的遺伝子のスク リーニ ングを行った(第

3章 、第4章)。
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第2章

エ リシター応答性WRKY型 転写因子

OsWRKY53・OsWRKY71の 単 離

2-1緒 言

序論で述べた よ うに、イネO.sativaL.cv.Nipponbareに おいて、キチンエ リシター

応答 性 のWRKY型 転 写因子 が少 な くとも2種 類存在 してい るこ とがESTを 用 いた

マイ ク ロア レイ解 析 に よっ て明 らか にな っ た。 イ ネ にお けるエ リシ ター応 答性 の

WRKY型 転写因子 の単離 、機能解析 は これまで報 告 されてお らず 、その生物学的機能

に非常 に興味が持 たれ る。本章 では、 これ ら2種 類 のエ リシ ター応答性WRKY型 転

写因子のcDNAを 単離 し、イネ液 体培養 細胞 にお ける各種エ リシ ター に対す る応答性

を解析 した。 ま た、イネ植 物体 にお けるイ モチ病菌接種 に対す る応答1生を同様 に解析

した。 さらに、得 られ た2種 類のWRKY型 転 写因子 の核局在性 、W-box結 合能 につ

いて も調べ ることに した。

一方
、我 々の研 究 グループ は、イネ液体培養 細胞 にお けるエ リシ ター誘導 の ファイ

トア レキ シン生産 において 、エ リシター刺 激の シグナル トランスデ ュー サー と して ジ

ャスモ ン酸が重 要な役割 を果 た して いる こ とを明 らかに してい る。そ こで、 これ らの

WRKY型 転写因子の ジャスモ ン酸応答性 についても調べ ることに した。
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2-2材 料 お よび方法

2-2-1生 物試料 お よび培養条件

イ ネ 培養 細 胞 と してO.sativa L.cV.Nipponbareの 胚 由来 の培養 細胞 を用 い た。 培 養

細 胞 はlmg/mlの2,4-Dを 含 むN6培 地(Appendix参 照)に お い て、25℃ 、80rpm、

暗 所 で 懸 濁 培 養 した 。 イ ネ 液 体 培 養 細 胞 の 継 代 方 法 に つ い て は 、 大槻 の 方 法 に準 じて

行 っ た 【大 槻 、1990】 。 液 体 培養 したイ ネ 培 養 細胞 を2週 間お き に20メ ッ シ ュの金 網

で裏 ご し し、細 胞 塊 内 部 の新 しい細 胞 約1mlを300ml三 角 フ ラス コ中の2,4-Dを 含

むN6培 地60mlに 植 え継 い だ。 本論 文 の実 験 に は、 特記 しな い 限 り裏 ご し後4日 目

の細胞 を用 い た。

イ ネ植 物 体 と してO.sativa L.cv.Nipponbareを 用 い た。 イネ 植 物体 は室 温25℃ 、湿

度60%の 温 室 内 で生 育 させ た4葉 期 の植 物 体 を 実際 の 実験 に使 用 した。

イ モ チ病Magnaporthe grisea(Race 007)は 、 オ ー トミー ル 培 地 上 で 培 養 し、 胞 子 形

成 させ た。 イモ チ病 菌 の イ ネ植 物 体へ の接 種 は 、イ モ チ病 菌 プ レー ト1枚 あ た り、8ml

の滅 菌 水(0.4% Tween20)を 加 え て胞 子 懸 濁 液 を調 製 し、 接 種 箱 にお い て 噴 霧 接 種 法

に よって接 種 を行 った。噴 霧 接種 後 、イ ネ植 物 体 は接 種 箱 内 にお い て 、25℃ 、湿 度100%、

暗所 の状 態 で静 置 した。

Eschericia coli DH5 a株 は2×YTま た はLB培 地 に て37℃ に て 培 養 し た(Sambrook

and Russell, 2001)。 大 腸 菌 の 培 養 に 際 し て 培 地 に はampicillin(Ap;200μg/ml)、

carbenicillin(Cb;100μg/m1)、kanamycin(Km;50μg/ml)、hygromycin(Hm;50μg/ml)、

chloramphenicol(Cm;34μg/ml)、glucose(10mM)を 必 要 に 応 じ て 添 加 し た 。 ま た 平 板

培 地 に は 寒 天 を 培 地 に 対 し て1.5%(w/v)と な る よ う に 加 え た 。

2-2-1 エ リシター処理 お よびジ ャスモ ン酸処理

キ チ ンエ リシ ター(N-acetylchitooctaose)は 、明治 大 学 ・渋 谷 直人 教授 よ り入 手 した。

キチ ンエ リシ ターstocksolutionは 、水 を用 い 、250ppmと な る よ うに調 製 した後 、濾

過 滅菌 を行 った。ス フ ィ ン ゴ リピ ドエ リシ ター(cerebroside B)は 明 治製 菓 よ り2mg/ml

のエ タ ノー ル 溶 液 と して入 手 した。 キ チ ンエ リシ ター は終 濃 度1ppm、 ス フ ィ ン ゴ リ
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ピ ドエ リシターは終濃度10ppmと なるよ うにイネの液体培地に加 えた。

ジ ャス モ ン酸 はSIGMA社 よ り入 手 した。 ジ ャ ス モ ン酸 のstock solutionは 、 メ タ

ノール を用 い 、10-1Mと な る よ うに調 製 した。 ジ ャ ス モ ン酸 は 終 濃 度10-4Mと な る

ようにイネの液体培地 に加 えた。

2-2-1DNAの 取 り扱 い

プ ラ ス ミ ドは アル カ リSDS法 に よ りE.coliか ら抽 出 した。DNA断 片 はQIAEX(R)

II Gel Extraction Kit(QIAGEN)を 用 い て アガ ロー スゲル よ り精製 した。 そ の他 のDNA

操 作 法 は 成 書 に 従 っ た 【Sambrook and Russell, 2001】 。

2-2-4イ ネ か らのtotalDNAの 抽 出

イ ネ か らのtotal DNAの 抽 出 は 、 ク ロー ニ ン グ とシー クエ ンス 【杉 山,1989】 の プ ロ

トコー ル に従 って行 った 。

2-2-5イ ネ か らのtotal RNAの 抽 出

イネ 液 体培 養 細胞 及 び イ ネ植 物 体 か らのtotal RNA抽 出 は、 セ パ ゾー ルRNA I Super

(ナ カ ライテス ク)を 用 い てプ ロ トコール に従 って行 った。 ま た、RNAを 溶 かすた め

の 水 は 、RNAsecure(Ambion(R))を 用 い て プ ロ ト コ ー ル に 従 っ てRNaseを 失 活 さ せ た

もの を使 用 した。 得 られ たRNA溶 液 は 、-80℃ にて保 存 した。

2-2-6逆 転 写 反 応

RQ1 RNase-Free DNase(Promega)を 用 い 、 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ てtotal RNA溶 液 中

に 含 ま れ るDNAを 分 解 し た 。 次 に 、1 μgのtotal RNA、1 μlのOligo(dT)20 primer(5

μM)、1 μ1の10 mM dNTP mixを 含 む13 mlの 混 合液 を65℃ で5分 間イ ンキ ュベ ー

ト し た 後 、氷 上 で1分 間 静 置 し た 。そ の 後 、4 μlの5×First-Strand Buffer、1 μlの0.1 M

dithiothreitol、1 μl(40U)のRINase OUT、1 μl(200 U)のSuperScriptTM III Reverse
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Transcriptase(Invitrogen Corp.Carlsbad,Calif.)を 加 え 、55℃ で60分 間 逆 転 写 反 応 を 行 っ

た 後 、70℃ で15分 間 イ ン キ ュ ベ ー トして 酵 素 を失 活 させ た 。 最 後 に 、1 μl(2 U)の

RNaseH(Invitrogen Corp.Carlsbad,Calif.)を 加 え 、37℃ で20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

2-2-7各WRKY型 転 写 因 子 のcDNAの 単 離

Table 2-2に 示 す プ ラ イ マ ー(OsWRKY53:0sWRKY53 cDNA-F,OsWRKY53 cDNA-R;

OsWRKY71:OsWRKY71 cDNA-F,OsWRKY71 cDNA-R)と 、 テ ン プ レ ー ト と し て キ チ

ンエ リシ ター処理後1時 間のイネ液体培養細胞 か ら調製 したcDNAを 用いて、PCRを

行 っ た 。 各PCR産 物 を そ れ ぞ れpT7Blue T-Vector(Novagen)に ク ロ ー ニ ン グ し 、

pTOsWRKY53、pTOsWRKY71を 作 製 した。そ の後 、挿 入 断 片 の塩 基 配 列 を確 認 した。

2-2-8ノ ー ザ ン解 析

Total RNAの 変性お よび電気泳動 は、 ホルムアルデ ヒ ドを用 いた方法に従 って行 った

【Sambrook and Russell,2001】 。Total RNAは1サ ン プ ル あ た り10 μg使 用 し た 。 電 気

泳 動 終 了後 、核 酸 をバ イ オ ダイ ンBナ イ ロン メ ンブ レン(Pall BioSupport,Pensacola,FL)

に キ ャ ピラ リー トラ ンス フ ァー した。

プ ロ ー ブ と し て 、Table 2-2に 示 す プ ラ イ マ ー(OsWRKY53 probe:OsWRKY53 N-

probe-F,OsWRKY53 cDNA-R;OsWRKY71 probe:OsWRKY71 N-probe-F,OsWRKY71

cDNA-R)と 、pTOsWRKY53、 ま た は pTOsWRKY71 を テ ン プ レー トと して 、PCRに

よって増幅 したそれぞれ の遺伝 子の3'-UTRを 含 むDNA断 片 を使用 した。 プ ローブ

はMegaprimeTM DNA labeling systems(Amersham Bioscience,Piscataway,NJ,USA)を 用

い 、32Pで 標 識 し た 。

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン はRapid-Hybri buffer(Amersham Bioscience,Piscataway,NJ,

USA)を 用 い 、 プ ロ トコー ル に従 っ て 行 っ た。 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン終 了後 、 メ ン

ブ レン を2×SSC(0.1% SDS)を 用 い て室 温 で20分 洗浄 した 後 、1×SSC(0.1% SDS)お

よび 、0.1×SSC(0.1% SDS)を 用 い て それ ぞ れ65℃ で15分 洗 浄 した。 メ ンブ レンを風

乾 させ た の ち、 イ メー ジ ン グプ レー トBAS-MS(富 士 フ イル ム)に 一晩 露 光 した。 解 析

に はバ イ オ イ メー ジ ン グア ナ ライザ ーFLA-3000(富 士 フ イル ム)を 用 い た。
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2-2-9 OsWRKY53、OsWRKY71の 核 局 在 性 解 析 用 プ ラ ス ミ ドの 構 築

Table 2-2に 示 す プ ラ イ マ ー(OsWRKY53:OsWRKY53 pENTR-F,OsWRKY53 pENTR-

R;OsWRKY71:OsWRKY71 pENTR-F,OsWRKY71 pENTR-R)と 、 テ ン プ レ ー ト と し て

pTOsWRKY53、 また はpTOsWRKY71を 用 い て、PCRを 行 っ た。各PCR産 物 をpENTR

D-TOPO(Invitrogen)に プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て ク ロ ー ニ ン グ し 、pENOsWRKY53、

pENOsWRKY71を 得 た。 挿 入 断 片 の塩 基 配 列 を確 認 した 後 、LR Clonase Enzyme Mix

(Invitrogen)の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、pENOsWRKY53、pENOsWRKY71内 の 挿 入 断

片 をLR反 応 に よ ってpGWB5に 移 し替 え 、pG5OsWRKY53、pG5OsWRKY71を 得 た。

最 後 に 、pG5OsWRKY53、pG5OsWRKY71のHindIII-sac I断 片 をpSN221の 適 切 な ク

ロー ニ ング サイ トに挿 入 し、pSNOsWRKY53、pSNOsWRKY71を 作製 した。

2-2-10タ マネ ギ表皮細胞 を用 いた核局在性 の解析

タマ ネ ギ表 皮 細 胞 へ のpSNOsWRKY53、pSNOsWRKY71の 導 入 は 、パ ー テ ィ クル ガ

ン を 用 い 、Biolistic PDS-1000/He Particle Delivery System(BIO-RAD)の プ ロ ト コ ー ル に

従 っ て行 った。1サ ンプル あ た り φ=1.6 mmの 金 粒 子3 mg、66.7 mMス ペ ル ミジ ン、

100 mM CaCl2を 含 む 溶 液 にpSNOsWRKY53、pSNOsWRKY71を10 μg加 え、最 終 的

に125 μlと した。 これ らを よ く撹 拌 した後 数 分 間 静置 し、22,000 gで20秒 間遠 心 し、

金粒 子 を回収 した。 この金粒 子 を70%エ タノール50 μlで 滅菌 し、同様 に遠心 して

回 収 した 。 この 金粒 子 を99.5%エ タ ノー ル に 懸 濁 し、 サ ンプル 液 と し、全 量 を マ ク ロ

キャ リアー に載せ 、MSプ レー ト上 のタマネ ギ表皮 細胞 に撃 ち込 んだ。 撃 ち込み の圧

力 は1100 p.s.i.で 行 っ た。 撃 ち込 み後 、 タマネ ギ表 皮 細胞 をのせ た プ レー トを22℃ 、

暗 所 で24時 間イ ン キ ュベ ー シ ョン し、PROVISAX(OLYMPUS(R),Tokyo)を 用 いてGFP

の蛍 光 を観 察 した。ま た、対 照 区(ポ ジテ ィブ コ ン トロー ル)と して 、pTH121(Table 2-1)

を使用 した。
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Table 2-1本 章 で使 用 した プ ラス ミ ド
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Table 2-2本 章 で使用 したプ ライ マ ー

*付 加 した制限酵 素サイ トは、下線で示 した。
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2-2-11 OsWRKY53発 現 用 プ ラス ミ ドの構 築

Table 2-2に 示 す プ ライ マ ー(OsWRKY53 pET32b-F,OsWRKY53 pET32b-R)と 、テ ン

プ レー トと してpTOsWRKY53を 用 い て 、PCRを 行 っ た。PCR産 物 をEcoR V及 び

EcoR Iで 切 断 し、pBluescript II KS(-)(Stratagene)の 適 切 な ク ロー ニ ン グサ イ トに挿

入 し、pKSOsWRKY53を 作 製 した。挿 入 断 片 の塩 基配 列 を確認 した 後 、pKSOsWRKY53

のEcoR V-EcoR I断 片 をpET-32b(+)の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ サ イ トに 挿 入 し 、

pEOsWRKY53を 作製 した。

2-2-12 N-Trx-OsWRKY53の 発 現 、 精 製

E.coli Rosetta(DE3)株(Invitrogen)をpEOsWRKY53に よ り形 質 転 換 し、形 質 転 換

体 をLB培 地 にて 一 晩前 培 養 した。 前培 養 液200μlを10mlの 同培 地 に植 菌 した後 、

20℃ に て12時 間培 養 した。 ネ ガ テ ィブ コ ン トロー ル にはpET-32b(+)を 用 い た。 培 養

終 了後 、 培 養 液 を遠 心(3,300×g,5min,4℃)に よ り集 菌 し、500μlの1×Wash

buffer(BIO-NOBILE,Turku,Finland)に 懸 濁 した。Sonifer 250D(Branson)に よ り超 音

波破 砕 した後 、遠 心(21,600×g,15min,4℃)に よ り粗 酵 素 抽 出 液 を得 た 。 得 られ た

粗 酵 素 抽 出液 か らQuickPickTMI MAC(BIO-NOBILE,Turku,Finland)を 用 い て 、N-Trx-

OsWRKY53の 粗 精製 を行 っ た。pET-32b(+)は 、N末 端 にTrx-tagだ けで な く、His6-tag

も挿 入 され てい るた め 、His6-tagを 用 いた ア フ ィニ テ ィー精 製 を行 うこ とが で き る。 粗

酵 素 抽 出液 お よび 精 製 タ ンパ ク質 溶 液 の タ ンパ ク質 濃 度 は プ ロテ イ ンア ッセ イ キ ッ ト

(Bio-Rad Lab.)を 用 い て 、bovine serum albumin(BSA)を 標 準 タ ンパ ク質 と して ス タ ン

ダ ー ドア ッセ イ 法 に よ り測 定 した。 発 現 、 精 製 度 合 い を確 認 す るた め 、 粗 酵 素 抽 出 液

お よび精 製 タンパ ク質溶 液 にSDS-PAGE sample buffer[50 mM Tris-HCl(pH6.8), 2mM

EDTA,1%SDS,1% 2-mercaptoethanol, 8% glycerol, 0.025% bromophenol blue]を 等 量加 え、

そ れ ぞ れ タ ンパ ク質5μg相 当 を含 む サ ンプ ル を煮 沸 処 理 後12% SDS polyacrylamide

gelを 用 い てSDS-PAGEに 供 した。タ ンパ ク質バ ン ドの検 出 は、Simply BlueTM Safe Stain

(Invitrogen)を 用 い て 、 プ ロ トコール に従 っ て行 っ た。
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2-2-13 OsWRKY71発 現 用 プ ラス ミ ドの 構 築

Table2-2に 示 す プ ライマ ー(OsWRKY71 pMALc2X-F, OsWRKY71 pMALc2X-R)と 、

テ ン プ レー トと してpTOsWRKY71を 用 い て 、PCRを 行 っ た。PCR産 物 をEcoR I

及 びSol Iで 切 断 し、pBluescript II KS(-) (Stratagene)の 適切 な ク ロー ニ ン グサ イ トに

挿 入 し 、pKSOsWRKY71を 作 製 し た 。 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 確 認 し た 後 、

pKSOsWRKY71のEcoR I-Sal I断 片 をpMAL-c2X(New England Biolabs)の 適 切 な

ク ロー ニ ン グサイ トに挿 入 し、pMOsWRKY71を 作 製 した。

2-2-14 N-MBP-OsWRKY71の 発 現 、 精 製

E. coli Rosetta株(lnvitrogen)をpMOsWRKY71に よ り形 質 転 換 し、 形 質 転 換 体 を

LB培 地 にて 一晩 前 培 養 した。 前培 養 液200μlを10mlの 同培 地 に植 菌 した後 、25℃

にお い て4時 間培 養 し、続 い て培養 液 に終 濃度0.1mMと な る よ うにIPTGを 添加 し、

更 に25℃ にお い て12時 間 誘 導 した 。 ネ ガ テ ィブ コ ン トロール に はpMAL-c2Xを 用

いた。 培 養 終 了 後 、培 養 液 を遠 心(3,300×g, 5min, 4℃)に よ り集 菌 し、500μlの20

mM Tris-HCI(pH7.5)に 懸 濁 した。Sonifer 250D(Branson)に よ り超 音 波 破 砕 した後 、

遠 心(21,600×g, 15min, 4℃)に よ り粗 酵 素 抽 出液 を得 た。 得 られ た粗 酵 素抽 出液 か

らAmylose Resin(New England BioLabs(R))を 用 いて 、N-MBP-OsWRKY71の 粗 精 製 を

行 った 。 粗 酵 素 抽 出液 お よび 精 製 タ ンパ ク 質 溶 液 の タ ンパ ク質濃 度 は プ ロテ イ ンア ッ

セ イ キ ッ ト(Bio-RadLab.)を 用 い て 、bovine serum albumin(BSA)を 標 準 タンパ ク質 と

して ス タ ン ダー ドア ッセ イ 法 に よ り測 定 した 。 発 現 、精 製 度 を確 認 す る た め 、 粗 酵 素

抽 出液 お よび 精 製 タ ンパ ク質溶 液 にSDS-PAGE sample buffer[50mM Tris-HCI(pH6.8),

2mM EDTA, 1% SDS, 1% 2-mercaptoethanol, 8% glycerol, 0.025% bromophenol blue]を 等

量 加 え 、 そ れ ぞ れ タ ン パ ク 質5μg相 当 を 含 む サ ン プ ル を 煮 沸 処 理 後10% SDS

polyacrylamide gel を用 い てSDS-PAGEに 供 した。 タ ンパ ク質 バ ン ドの検 出 は 、Simply

BlueTM SafeStain(Invitrogen)を 用 い て 、 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。
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2-2-15 ゲル シ フ トア ッセ イ 用 プ ロー ブ のテ ンプ レー トの 作 製

Table 2-2に 示 す プ ラ イ マ ー(Pdtc2-F, Pdtc2-R)と 、 テ ン プ レ ー ト と し て イ ネ のtotal

DNAを 用 い て 、PCRを 行 っ た 。PCR産 物 をpT7Blue T-Vector(Novagen)に ク ロ ー ニ

ン グ し 、pTPdtc2を 作 製 し た 。 そ の 後 、 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 確 認 し た 。 同 様 に 、Table

2-2に 示 す プ ラ イ マ ー と テ ン プ レ ー ト(Pdtc2-F, Pdtc2-R, mPdtc2)を 用 い てPCRを 行

つ た 。PCR産 物 をpT7Blue T-Vector(Novagen)に ク ロ ー ニ ン グ し 、pTmPdtc2を 作 製

し た 。 そ の 後 、 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 確 認 し た 。

2-2-16 ゲル シ フ トア ッセ イ

DIG Gel Shift Kit, 2nd generation(Roche Diagnostics GmbH, Pentzberg, Germany)を 用 い

て 、 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。pTPdtc2ま た はpTmPdtc2を テ ン プ レ ー ト と し て

プ ラ イ マ ーPdtc2-FとPdtc2-Rを 用 い てPCRに よ り 増 幅 し た60bpのDNA断 片

の 末 端 をdigoxigenin(DIG)で ラ ベ リ ン グ し た 。20μlの 反 応 溶 液[0.2mM potassium

cacodylate, 25mM Tris-HC1(pH6.6), 0.25mg/ml BSA, 0.1μg polyL-lysine, 1μg poly(dI-

dC), 0.4ng DIG labeled probe, 0.4ng protein]を 調 製 し た 。ま た 、競 合 解 析 の た め に100ng

のnon-1abeled probeを 加 え た 。室 温 に お い て15分 間 静 置 し た 後 、5μ1のloading buffer

を 加 え 、10μlをPAGEに 供 し た 。PAGEに は6%のpolyacrylamide gelを 使 用 し 、

0.5×Tris-borate-EDTA(TBE)buffer(10×cone.; 890mM Tris, 890mM boric acid, 20

mM EDTA, pH8.0)に お い て 定 電 圧80Vで 泳 動 し た 。 泳 動 終 了 後 、 ニ トロ セ ル ロ ー ス

メ ン ブ レ ン に 核 酸 を プ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 デ ー タ の イ メ0ジ は 、 バ イ オ イ メ ー ジ ン グ

ア ナ ラ イ ザ ーLAS1000(富 士 写 真 フ イ ル ム 社)を 用 い て 行 っ た 。
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2-3結 果

2-3-1 OsWRKY53、OsWRKY71のcDNAの ク ロ ー ニ ン グ

OsWRKY53、OsWRKY71のExpression sequence tagの 塩 基 配 列 は既 に 明 らか に な っ

て い た が 、OsWRKY71に 関 して はRice GAASに よ っ て 予 測 され た 塩 基 配 列 と異 な っ

て いた。そ こで、実 際 の塩 基 配 列 を確 認 す るた め 、OsWRKY53、OsWRKY71のcDNAの

ク ロー ニ ング を行 っ た。

キチ ンエ リシ ター(N-acetylchitooctaose)処 理 後1時 間 の イ ネ 液 体 培 養 細 胞 か ら調 製

したcDNAを テ ンプ レー トと し、ESTお よびRice GAASの デ ー タ に基 づ い て 、 それ

ぞ れ の 遺伝 子 の5'UTR、3'UTRに マ ッチす る よ う設 計 した プ ライ マー を用 いて 、PCR

を行 った。得 られ たDNA断 片 の塩 基 配 列 を確 認 した と ころ、それ ぞれRice GAASに

よ っ て予 測 され て い た塩 基 配 列 と一 致 した。 一 方 、OsWRKY71に 関 して 、ESTの 塩 基

配 列 に の み 含 まれ て い る領 域 をプ ライ マ ー と して 同様 にPCRを 行 っ た とこ ろ 、DNA

断 片 の 増 幅 は認 め られ な か っ た(data not shown)。 以 上 の 結 果 か ら、今 回 ク ロー ニ ン グ

したcDNAが それ ぞ れOsWRKY53、OsWRKY71のcDNAで あ る と結 論 づ けた。

wRKY型 転 写 因 子 は 、wRKYド メ イ ン の特 徴 か ら、cys2His2型 ジ ン ク フ ィ ンガ ー

モ チ ー フ を有 す るwRKYド メイ ン を2個 持 つ グル ー プ1 、cys2His2型 ジ ン ク フ ィ ン

ガ ー モ チ ー フを有 す るwRKYド メイ ン を1個 持 つ グル ー プII、cys2Hiscys型 ジ ン ク

フ ィ ンガ ーモ チ ー フを 有 す るWRKYド メイ ン を1個 持 つ グル ー プ 皿 の3種 の グル ー

プ に 分 け られ て い る。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析 か ら、OsWRKY53は グル ー プIに 、

oswRKY71は グル ー プIIに 属 して い る こ とが 明 らか に な っ た(Fig .2-1,Fig.2-2)。

2-3-2 OsWRKY53、OsWRKY71の エ リシ ター応 答 性 の解 析

イ ネ 液 体 培 養 細 胞 を用 い て 、OsWRKY53、OsWRKY71の エ リシ ター 応 答 性 を解 析 し

た。 エ リシ ター と して 、 キ チ ンエ リシ タ ー(N-acetylchitooctaose)お よ び 、 ス フ ィ ン ゴ

リ ピ ドエ リシ ター(cerebroside B)を 使 用 し、各 エ リシ ター 処理 後30分 、1時 間 、2時

間、4時 間 、8時 間 で サ ンプ リン グを行 い ノー ザ ン解析 に供 した。

OsWRKY53は 、 キ チ ンエ リシ ター に よっ て 、処理 後30分 以 内 に発 現 が誘 導 され 、1
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Fig.2-1 OsWRKY53のcDNA及 び推 定ア ミノ酸配列

WRKY  ドメイ ンは赤字 で、開始 コ ドンは青字 で、終止 コ ドンは下線 で示 した。

また、推定核移行シグナルを緑字 で示 した。
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Fig.2-1 OswRKY53のcDNA及 び 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 《続 き 》
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Fig.2-2 OsWRKY71のcDM及 び推定 ア ミノ酸配 列

WRKY  ドメイ ンは赤字 で、開始 コ ドンは青字 で、終止 コ ドンは下線 で示 した。

また、推定核移行 シ グナル を緑字 で示 した。
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時 間 ほ どで ピー ク とな り、以 後 漸 減 しつ つ も、8時 間 後 で も発 現 が認 め られ た(Fig.2-

3)。 一 方 、 ス フ ィン ゴ リピ ドエ リシ ター の 場合 、 キチ ンエ リシ ター と同様 に処 理 後30

分 以 内 に発 現 が 誘 導 され 、 か つ30分 ほ どで ピー ク とな り、 以 後 漸 減 す る が 、 キ チ ン

エ リシ ター 処理 に比 べ て シ グナ ル が 弱 か った(Fig.2-4)。

ま た 、OsWRKY71は 、 キチ ン エ リシ ター に よ って 、 処 理 後30分 以 内 に発 現 が誘 導

され 、 か つ30分 ほ どで ピー ク とな り、 以後 漸 減 した(Fig.2-3)。 一 方 、 ス フ ィ ン ゴ リ

ピ ドエ リシ ター の場 合 、キチ ンエ リシ ター と同様 に処 理 後30分 以 内 に発 現 が誘 導 され 、

か つ30分 ほ どで ピー ク とな り、 以 後 漸 減 す る が 、 キ チ ンエ リシ ター 処 理 に 比 べ て シ

グナル が弱 か っ た(Fig.2-4)。

以 上 の 結 果 か ら、OsWRKY53、OsWRKY71が キ チ ンエ リシ ター 、 ス フ ィ ン ゴ リ ピ ド

エ リシ ター とい う異 な る2種 類 の エ リシ タ ー に よっ て発 現 を誘 導 され る こ とが 明 らか

に な った。

2-3-2 OsWRKY53、OsWRKY71の イ モ チ病 菌接 種 に対 す る応 答性 の解 析

イネ培養細胞 において 、OsWRKY53、OsWRKY71の 各種 エ リシター に対 す る応答 性

は確認 できたが、実 際に病原 菌が感 染 したイネ植 物体 において これ らのWRKY型 転

写因子が発現 してい ることを確認す るため、イネ植物体(4葉 期)を 用いて、OsWRKY53、

OsWRKr71の イモ チ病菌接種 に対す る応答性 を解析 した。イモチ病菌 として、M.grisea

(Race007)を 使 用 し、噴霧 接種法 に よる胞子接種 を行 った。イモチ病菌 を接種 したイ

ネ植 物体 は、暗黒下で生育 させ た。イモチ病菌接種後6時 間、9時 間、12時 間、24時

間において、4葉3枚 を一組 としてサンプ リングを行い、total RNAを 抽出 した後 ノー

ザ ン解析 に供 した。

ノー ザ ン解 析 の 結 果 、OsWRKY53は 、 イモ チ病 菌 に よ っ て 、接 種 後6時 間 以 内 に発

現 が誘 導 され 、以 後漸 減 す る こ とが 明 らか に な った。ま た、OsWRKY71もOsWRKY53同

様 、 イ モ チ病 菌 に よ って 、 接 種 後6時 間 以 内 に発 現 が 誘 導 され 、 以後 漸 減 す る こ とが

明 らか にな っ た(Fig.2-5)。
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Fig.2-3 OsWRKY53、OsWRKY71の キ チ ン エ リ シ タ ー 応 答 性
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Fig.2-4 OsWRKY53、OsWRKY71の ス フ ィ ン ゴ リ ピ ドエ リシ タ ー 応 答 性
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Fig.2-5 OsWRKY53、OsWRKY71の イ モ チ 病 菌 応 答 性
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2-3-4 OsWRKY53、 OsWRKY71の 核 局 在 性 の 解 析

これ まで に、双子葉植 物 において多 くのWRKY型 転写 因子 が核 局在性 であ るこ と

が 報 告 され て い る。 そ こで 、OsWRKY53、 OsWRKY71の 核 局 在 性 を 、 タマ ネ ギ 表 皮 細

胞 を用いた系によって解析 した。

OsWRKY53、 OsWRKY71をGFPと の 融 合 タ ンパ ク 質 と してCaMV35Sプ ロ モ ー

ターの制御 下で発現 させ るプ ラス ミ ドを構築 し、パーテ ィクル ガ ンを用 いて タマネ ギ

表皮 細胞 に導入 した。対照 区 として、GFPの み をCaMV35Sプ ロモー ター の制御下 で

発 現 させ るプラス ミ ドpTHI21を 使 用 した。 プラス ミ ドを導入 して24時 間後に タマ

ネ ギ表 皮 細胞 を顕 微鏡 を用 い て観 察 した ところ、GFP-OsWRKY53、 GFP-OsWRKY71

ともにGFPの 蛍光 は核 にのみ観察 された。 一方 、対 照区において は、GFPの 蛍光 は

核 を含む細胞質 内全体で観察 された(Fig2-6)。

以 上 の結 果 か ら、OsWRKY53、 OsWRKY71の 核 局在 性 が確認 され た。

2-3-5 OsWRKY53組 換 え タ ンパ ク質 の 発 現 、 精 製

OsWRKY53のW-box結 合 能 を解 析 す るた め に は 、OsWRKY53の 組 換 え タ ン パ ク

質 が 必 要 で あ る。 そ こで 、OsWRKY53の 組 換 え タ ンパ ク 質 発 現 系 を構 築 す る こ とに

した。 これ ま で に 報 告 され て い るWRKY型 転 写 因 子 の 組 換 え タ ンパ ク質 の 多 く が

thioredoxin(Trx)タ グ融 合 タンパ ク質 と して調 製 され て い る こ とか ら、発 現 用 のベ ク タ

ー と してpET -32b(+)(Novagen)を 使 用 した。 ま た 、OsWRKY53のcDNA配 列 内 に は

多 くの レア コ ドンが 認 め られ た こ とか ら、発 現 用 の ホ ス トと してE.coli Rosetta(DE3)

(Novagen)を 使 用 し た 。

N-terminus thioredoxin-tagged OsWRKY53(Trx-OsWRKY53)の 発 現 を20℃ に お い て

IPTGの 添 加 に よ る誘 導 な しで 行 っ た。 粗 酵 素抽 出 液 のSDS-PAGEを 行 っ た と ころ 、

Trx-OsWRKY53(約66kDa)が 発 現 して い る こ とが 確 認 され た。pET-32b(+)を 保 持 す

るRosetta(DE3)株 の 粗 酵 素 抽 出液 に は 、約66kDaの バ ン ドは確 認 され な か っ た。 さ

ら に 、immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC)に よ り精 製 したTrx-

OsWRKY53溶 液 をSDS-PAGEに 供 した 結 果 、Trx-OsWRKY53が ほ ぼ 単 一 に精 製 さ

れ た こ とが確 認 で き た(Fig.2-7)。 以 降 、 この精製Trx-OsWRKY53溶 液 を ゲル シ フ ト
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Fig.2-6 OsWRKY53、OsWRKY71の 核 局 在 性

(A、C、E:GFP蛍 光 励 起 時;B、D、E:通 常 時)
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Fig. 2-7 N-Trx-OsWRKY53の 発 現 と精 製

M: Marker, 1: pET-32b(+), 2: pEOsWRKY53,

3: N-Trx-OsWRKY53, 4:Trx-tag
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ア ッセ イ に用 い る こ とに した。

2-3-6 OsWRKY71組 換 え タ ンパ ク質 の発 現 、精 製

OsWRKY71のW-box結 合 能 を解 析 す るた め に も、OsWRKY53と 同様OsWRKY71

の 組 換 え タ ンパ ク 質 が 必 要 で あ る。 そ こ で 、OsWRKY71の 組 換 え タ ンパ ク質 発 現 系

を構 築 す る こ と に した 。OsWRKY53と 同 様 、 発 現 用 の ベ ク ター と してpET-32b(+)

(Novagen)を 使 用 し、 ま た 、OsWRKY71のcDNA配 列 内 に は 多 くの レア コ ドン が 認

め られ た こ とか ら、 発 現 用 の ホ ス トと してE.coli Rosetta (DE3) (Novagen)を 使 用 した

が 、 目的 の組 換 え タ ンパ ク 質 の発 現 は認 め られ なか つた(data not shown) 。 そ こで 、 目

的 の タ ンパ ク質 をmaltose binding protein (MBP)融 合 タ ンパ ク質 と して発 現す る こ とが

で き るpMAL-c2X (New England BioLabs)を 発 現 用 のベ ク ター と して 用 い る こ とに し

た。 また 、発 現 用 の ホ ス トと して 、E. coli Rosetta (Novagen)を 用 い る こ とに した。

N-terminus maitose binding protein-tagged OsWRKY71 (MBP-OsWRKY71)の 発 現 を

25℃ に お い てIPTGで 誘 導 した 。 粗 酵 素抽 出 液 のSDS-PAGEを 行 つ た と ころ 、MBP-

OsWRKY71(約75kDa)が 発 現 して い る こ とが 確 認 され た 。pMAL-c2Xを 保 持 す る

Rosetta株 の 粗 酵 素 抽 出 液 に は 、 約75kDaの バ ン ドは確 認 され な か つ た。 さ ら に 、

amylose resin (New England BioLabs)に よ り精 製 したMBP-OsWRKY71溶 液 をSDS-

PAGEに 供 した 結 果 、MBP-OsWRKY71が ほ ぼ 単 一 に精 製 され た こ とが 確 認 で き た

(Fig.2-8)。 以降 、 この精 製MBP-OsWRKY71溶 液 を ゲル シ フ トア ッセ イ に用 い る こ と

に した。

2-3-7OsWRKY53、OsWRKY71のW-boxへ の 特 異 的 結 合

OsWRKY53、OsWRKY71のW-box結 合 能 を 、ゲ ル シ フ トア ッセ イ を用 い て解 析 す

る こ とに した。 プ ロー ブ と して 、OsDTC2(stemar-13-ene生 合 成 酵 素遺 伝 子)の 転 写 開

始 点 上 流321bp～380bpのW-boxが タンデ ム に存 在 す る60bpのDNA断 片Pdtc2

を使 用 した。この プ ロー ブ とTrx-OsWRKY53ま た はMBP-OsWRKY71を 混 合 す る と、

シ フ トバ ン ドが 認 め られ た 。 標 識 して い な い プ ロー ブ を過 剰 に加 え る とシ フ トバ ン ド

が 消失 す る こ と、及 びTrxタ グ のみ 、 また はMBPタ グのみ で は シ フ トバ ン ドが認 め
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Fig.2-8 N-MBP-OsWRKY71の 発 現 と精 製

M: Marker, 1:pMAL-c2X, 2:pMOsWRKY71,

3: N-MBP-OsWRKY71,4: MEP-tag
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られ な い こ とか ら、観 察 され た シ フ トバ ン ドは 、OsWRKY53、OsWRKY71そ の もの

がプ ロー ブ に結 合 した こ とに よ る もので あ る こ とが示 され た(Fig. 2-9, Fig. 2-10)。

次 に 、W-boxに 変 異 を導 入 した プ ロー ブ 、mPdtc2(TTGAC→TCCTA)を 用 い て ゲル

シ フ トア ッセ イ を行 っ た。 変 異 を 導 入 した プ ロー ブ に対 し、Trx-OsWRKY53、 ま た は

MBP-OsWRKY71を 加 え て も、 シ フ トバ ン ドは観 察 され なか っ た(Fig. 2-9, Fig. 2-10)。

以 上 の 結 果 か ら、OsWRKY53及 びOsWRKY71は 、W-boxを 特 異 的 に認 識 して結

合 す る こ とが確 認 され た。

2-3-8 OsWRKY53、OsWRKY71の ジ ャス モ ン酸応 答性 の解 析

イ ネ 液 体 培 養 細 胞 を 用 い て 、OsWRKY53、OsWRKY71の ジ ャ スモ ン酸 応 答 性 を解 析

した。 ジ ャ スモ ン酸 処 理 後30分 、1時 間 、2時 間 、4時 間、8時 間 でサ ンプ リン グを行

い ノー ザ ン解析 に供 した。

OsWRKY53は 、 ジ ャ スモ ン酸 に よって 、処 理 後30分 以 内 に発 現 が誘 導 され 、1時 間

ほ どで ピー ク と な り、 以 後 漸 減 しつ つ も、8時 間 後 で も発 現 が 認 め られ た。 ま た 、

OsWRKY71も 、OsWRKY53同 様 ジ ャ スモ ン 酸 に よっ て 、処 理 後30分 以 内 に発 現 が 誘

導 され 、1時 間 ほ どで ピー ク とな り、 以後 漸 減 した(Fig.2-11)。

以 上 の 結 果 か ら、OsWRKY53、OsWRKY71が ジ ャ ス モ ン酸 に よ っ て発 現 を誘 導 され

る こ とが 明 らか にな っ た。
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Fig. 2-9 OsWRKY53のW-box結 合 能

-:標 識 プ ロー ブ のみ

Trx:Thioredoxin tag+標 識 プ ロ ー ブ

Trx-OsWRKY53:Trx-OsWRKY53融 合 タ ンパ ク質+標 識 プ ロー ブ

Trx-OsWRKY53+comp:Trx-OsWRKY53融 合 タ ンパ ク質+標 識 プ ロー ブ+未 標 識 プ ロー ブ
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Fig. 2-10 OsWRKY71のW-box結 合 能

-:標 識 プ ロー ブ の み

MBP:Maltose binding protein tag+標 識 プ ロ ー ブ

MBP-OsWRKY71:MBP-OsWRKY71融 合 タ ンパ ク質+標 識 プ ロー ブ

MBP-OsWRKY71+comp:MBP-OsWRKY71融 合 タ ンパ ク質+標 識 プ ロー ブ+未 標 識 プ ロー ブ
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Fig.2-11 OsWRKY53、OsWRKY71の ジ ャ ス モ ン 酸 応 答 性
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2-4 考 察

2-4-1 OsWRKY53、OsWRKY71の エ リシ ター 応 答 性 、イ モ チ病 菌 応 答 性

単離 した2種 のWRKY型 転写因子 は、BLASTsearchの 結果、それぞれOsWRKY53、

oswRKY71で あ るこ とが明 らか にな った。osWRKY53、osWRKY71は ともに キチ ン

エ リシター、ス フィンゴ リピ ドエ リシター とい う2種 のエ リシターに よってその発 現

が誘導 された。また、それ ぞれ のエ リシターに よってエ リシター処理後30分 以内 に発

現 が誘 導 され る とい う、極 めて初期 の段階 で誘導 され る転 写因子で あるこ とが明 らか

にな った。 さらに、OsWRKY53、OsWRKY71は ともにイモチ病菌接種後6時 間におい

て、その発現誘 導が認 め られ た。イモ チ病 菌は、接種後6時 間程で感 染が成立す るこ

とか ら、OsWRKY53、OsWRKY71は イモ チ病菌感 染時 の極 めて初期 の段 階で誘導 さ

れ る転 写因子で ある と考え られ る。 この こ とはエ リシター に よる誘導の タイ ミング と

類似 す る ことか ら、OsWRKY53、OsWRKY71は 、イネ の抵抗性 反応 の初期 の段階 に

関与 してい る転写因子である可能性が高い と考 えられ る。

イ モ チ 病 菌 に は病 原 性 の異 な る様 々 な 菌 レー ス が 存 在 して お り、 全 て の イ モ チ病 菌

レー ス に対 す る抵 抗 性 の イ ネ を作 出す る こ とは容 易 で は な い。 イ ネ 品 種 とイ モ チ病 菌

レー ス との 問 に は 、 遺 伝 子 対 遺 伝 子(gene-for-gene)説 の 関 係 が 成 り立 つ(Fig . 2-12)

【Staskawicz et al., 1995】 。 す な わ ち 、 病 原 体 で あ るイ モ チ 病 菌 が 非 病 原 性 遺 伝 子

(avirulence gene)を 有 し、 宿 主 で あ る イ ネ が抵 抗 性 遺伝 子(R gene)を 有す る組 み 合 わ

せ にお い て 、 イ ネ は 抵 抗 性(非 親 和 性)と な る。 この 相 互 作 用 は 、非 病 原 性 遺 伝 子 産

物 が イ ネ の 品種 に対 す る特 異 的 なエ リシ ター と して 作 用 し、イ ネ に お け る抵 抗 性 遺 伝

子 の 産 物 が そ の 特 異 的 エ リシ ター を認 識 す る レセ プ ター と して機 能 す る こ とに よ り抵

抗 性 反 応 が 開 始 す る と考 え られ て い る。 こ の よ うな 遺伝 子 対 遺 伝 子説 に従 っ た レー ス

特 異 的 エ リシ ター に対 して 、 イ モ チ病 菌 由来 の成 分 と推 定 され る キチ ン オ リ ゴ糖 や グ

ル カ ン 、 ス フ ィ ン ゴ リ ピ ドな どが 、 菌 の レー ス に対 して 特 異 性 を 示 さ な い非 特 異 的 エ

リシ ター と して イ ネ のbasicな 抵 抗 性 反 応 を誘 導 す る こ とが 知 られ て い る 【Yamada et

al., 1993; Yamaguchi et al., 2000; Umemura et al., 2002】 。 レー ス特 異 的 エ リシター と非特

異 的 エ リシ ター に よ り誘 導 され る反 応 に 質 的 な 差 は確 認 され て い な い。OsWRKY53、

OsWRKY71は キチ ンエ リシ ターや ス フ ィ ン ゴ リ ピ ドエ リシ ター とい った非 特 異 的 なエ
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Fig. 2-12 遺 伝 子 対 遺 伝 子(gene-for-gene)説

植物が抵抗性(非 親和性)と なるのは、病原菌が非病原性遺伝子を有 し、

宿主が抵抗性遺伝子を有する組み合わせの場合である。非病原性遺伝子

産物は宿主特異的なエ リシター として機能 し、抵抗性遺伝子はそのエ リ

シターに対するレセプター として機能すると考えられている。
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リシ ター に よってそ の発 現が誘導 された こ とか ら、イネ の非特異 的な抵抗性反 応に強

く関 与 して い る転 写 因子 で あ る と考 え られ る。 ま た 、今 回使 用 した イ モ チ 病 菌

(Race007)は 、 ニ ッポンバ レに対 して親 和性 のイモ チ病菌 で ある ことか ら、 このイモ

チ病菌接種 に よる これ らWRKY型 転 写因子の発現誘 導は 、非特異 的 な抵抗性 反応 に

よるもので ある と考 え られ る。 なお、 これ ら2種 のWRKY型 転写因子は、イネ にお

ける非特異的エ リシター応答性転写因子の初めての報告 である。

2-4-2 OsWRKY53、OsWRKY71のhomolog

OsWRKY53の ア ミ ノ酸 配 列 解 析 の 結 果 、OsWRKY53は 、 サ ツ マ イ モ のIbSPFlと

ア ミノ酸 で49%のidentityが 、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のAtWRKY33と ア ミ ノ酸 で47%の

identityが 、パ セ リのPcWRKYIと ア ミノ酸 で41%のidentityが 認 め られ た(Fig.2-13)。

IbSPFlは サ ツ マ イ モ の β-amylaseの 発 現 制 御 に 関 与 して い る と考 え られ て い るが 、

詳 しい こ とは 明 らか に な って い な い 【Ishiguro et al.,1994】 。OsWRKY53が イ ネ の β-

amylaseの 発 現 制 御 に 関 与 して い る か ど うか は現 在 の と こ ろ不 明 で あ る。AtWRKY33

は シ ロイ ヌ ナ ズナ の病 害 抵 抗 性 に 関 与 して い る確 固 た る 証 拠 は な い が 、病 原 菌 接 種 お

よび サ リチル 酸 処理 に よ っ て発 現 が誘 導 され る こ と 【Dong et al.,2003】 、お よび 非特 異

的 エ リシ ター の一 種 で あ る フ ラ ジ ェ リン に よっ て も発 現 が誘 導 され る こ と 【Navarro et

al.,2004】 か ら、 シ ロイ ヌナ ズナ の 病 害 抵 抗性 に関 与 して い る可 能性 が 高 い と考 え られ

て い る。PsWRKYIは 、 パ セ リのPRタ ンパ ク質 で あ るPcPRI-1やPcWRKYl自 身

の発 現 を 誘 導 す る こ とがパ セ リの プ ロ トプ ラ ス トを用 い た 系 にお い て 明 らか に な っ て

お り 【Eulgem et al.,1999】 、 パセ リの病 害抵 抗 性 に 関与 して い る可 能性 が高 い と考 え ら

れ る 。 以 上 の こ とか ら、OsWRKY53は イ ネ の 病 害 抵 抗 性 反 応 に 関 与 して い る転 写 因

子 で あ る 可能 性 が 高 い と考 え られ る。

OsWRKY71の ア ミノ酸配 列 解析 の結 果 、OsWRKY71は 、カ ラス ム ギ のAfABF2と

ア ミノ酸 で67%の 相 同性 が、 オ オ ム ギ のHvWRKY38と ア ミノ酸 で68%の 相 同性 が 、

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ のAtWRKY40と ア ミ ノ酸 で37%の 相 同性 が認 め られ た(Fig.2-14)。

AfABF2は カ ラス ム ギ の α-amylaseの 発 現制 御 に 関 与 して い る と考 え られ て い るが 、

詳 しい こ とは 明 らか に な って い な い 【Rushton et al.,1995】 。HvWRKY38は 、様 々 な非

生 物 的 な ス トレス に よっ て発 現 が誘 導 され る こ とが 明 らか に な って お り、 そ れ らのス
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Fig.2-13 OsWltKY53お よ び そ のhomologの ア ミ ノ酸 配 列 の ア ライ メ ン ト
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Fig.2-14 OsWRKY71お よ び そ のhomologの ア ミノ酸 配 列 の ア ライ メ ン ト
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ト レス に 対 す る 防 御 応 答 に 関 与 し て い る と 考 え られ て い る 【Mare et al., 2004】 。

AtWRKY40も 、様 々な非生物的なス トレスによって発現 が誘導 され る ことが明 らかに

なっている 【Kamei et al., 2004】。以上の ことか ら、OsWRKY71は イネの病害応答性反

応 だけでな く、非生物的 なス トレスに対す る防御応答 に も関与 してい る転写因子 であ

る可能性 が高 い と考 え られ る。 さ らに、最近OsWRKY71は イネ の発 芽時 にお けるジ

ベ レリンのシグナル の負の調節 因子であるこ とが明 らか になった 【Zhang et al., 2004】。

この こ とか ら、OsWRKY71は イネ の様 々な生理 現象 に関与 してい る可能性 が高 く、

その時期特異的、部位特異的発現kineticsの 解析が今後必要である と考え られ る。

2-4-3 OsWRKY53、 OsWRKY71の 核 局在 性 、W-box結 合 能 、 お よびOsWRKY53、

OsWRKY71の ジャスモ ン酸応答性

GFPを 用 い た 細 胞 内 局 在 性 解 析 の 結 果 、OsWRKY53、 OsWRKY71は と も に核 局 在

性 を 示 し た 。OsWRKY53、 OsWRKY71の ア ミ ノ 酸 配 列 内 に は 、 核 局 在 性 シ グ ナ ル 配

列 と 予 想 さ れ る 配 列 が 存 在 し て い た 。ま た 、実 際 こ れ ま で に 、多 く の 植 物 種 のWRKY型

転 写 因 子 の 核 局 在 性 が 示 さ れ て い る こ と か ら 【Eulgem et al., 1999; Robatzek et al., 2001;

Asai et al., 2002; Deslandes et al., 2003; Zhang et al., 2004; Mare et al., 2004】 、WRKYフ ァ

ミリーは植物において主に核 内で機 能す る転写因子 であると考 えられ る。

ゲ ル シ フ トア ッセ イ の結 果 、OsWRKY53、 OsWRKY71は 、 と もにW-boxに 特 異 的

に結 合 す る こ とが 示 され た。 今 回 、 ゲ ル シ フ トの プ ロー ブ に導 入 した 変 異 は 、TTGAC

→TCCTAで あ る。 これ ま で に シ ロイ ヌ ナ ズ ナ や タバ コ にお いて もWRKY型 転 写 因子

のW-box特 異 的 な 結 合 能 が 、変 異 を導 入 した プ ロー ブ を 用 い た ゲ ル シ フ トア ッセ イ

に よっ て 示 され て い るが 、 多 くの 場 合 、 そ の 変 異 はTTGAC→TTGAAの 一塩 基 変 異 で

あ った 【Fukuda, 1997; Yang et al., 1999; Chen et al., 2000; Du et al., 2000; YU et al., 2001;

Chen et al., 2002】 。 一 方 、OsWRKY53、 OsWRKY71に 対 してTTGAC→TTGAAの 一

塩 基 変 異 の プ ロー ブ を 用 い た ゲル シ フ トア ッセ イ を行 っ た と こ ろ、 シ フ トバ ン ドは 消

失 しな か っ た(data not shown)。 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ にお い て 、TTGAC→TCCTAと い う変

異 プ ロー ブ を用 い た 例 は一 件 のみ 報 告 され て い るが 【Laloi et al., 2004】 、 これ らの こ と

は 、WRKYフ ァ ミ リー の 間 に、 若 干 のW-box認 識 能 の 違 い が あ る こ とを 示 唆 す る も

のであ り、今後 の検討、解析 が必要な部分であ る。
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ま た 、OsWRKY53、 OsWRKY71は ジ ャ ス モ ン酸 に 対 して も応 答 性 を 示 した。 これ ま

での ところ、 ジャスモ ン酸 に対 して応答性 を示すWRKY型 転写因子 の報 告は ない。

序論 で も述べた が、我 々はイネ のキチ ンエ リシター誘導 におけ るフ ァイ トア レキシン

の生産 において ジャスモ ン酸 が重要 なシグナル トランスデ ューサー と して機 能 して い

ることを明 らかに してお り 【Nojiri et al.,1996】、イネの非特異的な抵抗性反応 における

ジャスモ ン酸の機能 、お よび イネにお けるジ ャスモ ン酸 の シグナル伝達 経路 を解明す

る上 で も非 常 に興味深 い。今 後 、OsWRKY53、 OsWRKY71の 標 的遺伝子 のジ ャスモ

ン酸 に対 す る応答性 を解析す ることでイ ネにお けるジャスモ ン酸 のシグナル伝達経路

の一端が明 らかになることが期待 される。
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