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略語表

bp basepall

CDNA complementaryDNA

CPP copalyLpyrophosphaLe

CS casknesynLhase

EAS 5-CPJ-aTIStO】∝henesynthasc

EDTA clhylenedlamIneleLTaaeetlCaCld

FPP famesylpyropho叩hate

GA glbbereuLn

GAx glbberelllnAx

GGPP geranylgeranylpyrophosphate
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lFrG 150PrOPyl-p-DIhJOgaJaCtOPyTanOSlde

kb kllobase

kD kllodaILOO

KSA ent-kaurcnesynLhascA

KSB enI-kaurenesynLhasea

LS I-TTlOneneSynthase

MBP ma)losebtndJngPrOleln

汀TR non一mnslaLedres)on

0DS ∝tadccylsllane

ORF openreadLnBrranlC

PAGE polyacrylam.dee)ecmphoresIS

PCR polyTTleraSeChainreactIOn

RACE rapldampllficatl0nOfCDNAends

Rf relativenowrate

Rt reLent10ntime



RT-PCR comblnedreversetraJISmPtlDn-PCR

SDS sdiurnd∝lecylsulfa【e

SSC staLtdaTdsodiuTTlClmLe

(20xSSC≡3MsodlumChlonde,03MsodlUTTlCltrate)

TLC Lhlnlayerchrornatography

TTIS tnS(hydroxyme山yl)aminomethanc



目次

序論

第 1董 イネのカウレン合成酔葉 A

1-1 g=

1- 2 結果

1-2-1

1-2-2

1-2-3

1- 3 考察

1-3-I

1-3-2

1-3-3

cDNAクローニング

サザンおよびノーザン解析

】i基配列の決定

イネのカウレン合成群兼AのcDNAクローニング

イネのカウレン合成射幸 Aの発現制御とアイソザイム

イネにおけるジベレリン生合成部位の特定

1- 4 実験の部

植物材料/ゲノム DNAの班別とサザン解析/cDNAライブラリーの作封

/cDNAライブラリーのスクリ-ニンク/RNAの調粥とノーザン解析

/DNAの塩基配列の決定/アミノ酸だ列の比較.sequencealqnrrVnt

第 2章 カボチャのカウレン合成帯粟 B

2- 1 籍言

2- 2 壬吉果

2-2-1

2-2-2

2-2-3

2-2-4

2-2-5

2-2-6

2-2-7

2-218

PCR断片のIt特

全長を含t;d)NAクローンの半#

塩基E刑の決定

大JC市内での過剰発現

発現タンパク耳の機能解析

ゲノムサザン解析

il伝子発現の分有

iI信子条漢に及LIT光のtZV

(I)

(1り

(12)

(15)

(17)

(24)

(27)

(29)

(33)

37

40

41

叫

47

50

50

5



2-2-9 枢抱内局在任

2-2-10 他のテルペン環化群兼との-次l書道の比較

2-3 考察

2-3-I

2-3-2

2-3-3

2-3-4

2-3-5

2-3-6

2-3-7

ジベレリン生合成か寺のクローニングと横転解析

カウレン合成射幸8とジベレリン20-廿化群兼のiI伝子発壌

カウレン合成封書 B活性に欠如をもつ粟だ変異体

カウレン合成尉兼AとBのiA伝千･莞現

プラスチドの分化とカウレン生合成の制御

カウレン生合成の枢抱内局在世

テルペン環化封兼の一次は道

2-4 実験の部

枯物材料/PCRによるcCNA断片の対幅/cDNAライブラリーの作82/

d)NLAライブラリーのスクリーニング/ctyJAの 5'末端の単粒/

d)NAの塩基空列の決定/大Jl面内での過剰発現/イムノプロット分析/

融合タンパクjfのdt能解析/CM のZjI82とサザン解析/

RNAの明封とノーザン解析/拭妹管内fgtR/

エンドウの7E捷体のJL札と技は管内でのタンJiク賞取り込み実頓/

カボチャの3E操体の阜#/アミノ態配列の比較､sequervcallgnnent

総括

参考文献

謝辞

㈹

㈹

S=

㈹
㈱

og

m

㈹

㈹

働



序論

高等格物は,発芽,伸長生長,花芽JB成.種子形成 といった生活環を営む.

この生活環は,光,温度,栄養灸件等の環境要因.および自らの生育段掛 こ

応 じて発現 進行 しており,これらのいくつかの詰過掛 ま,内生の生理活性

物質である植物ホルモンに上り別封されている.現在.6ないし7の化合物

群が植物ホルモンとして考えられている.

これらのひとつであるジベレリン (GA;囲序一日 は.高等植物の伸長生

長,長El植物の花芽諸掛 こ関与していると考えられている他,穀類種子の発

芽過程において一連の加水分解鮮薫を誘導することなどがよく知られている.

A 20

図序11 カウレン.ジベレリンの化学+J造

A.ジベレリンの美本骨格の慶事番号

B.ジベレリンの王事な生合成中間体であるカウレン (ent-kauTene)の化学捕這

C;多くの高等植物で議性型であると考えられていろジベレリンAl(GAl)の化判書道

GAは,カビの一種 G'bbeTel/afuJlkLlrDLによって起こるイネ馬鹿首病の研究

が箱措となって発見された.古 くから,水田においてイネが徒長し.糞が井
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化する現象が認められており,これらは馬鹿臥 アホウ苗などと呼ばれてい

た この病気 (イネ馬鹿蕗城)の発現にお岩 (化学物質)が関与しているこ

とが報告され,この現象の鹿田となる溢菜の化学的性質の研究が進められた.

1938年.GAが井晶状に単鼓された (薮臥 位水.1938).その後.高等植

物からの単発が相次ぐに至 り (MacMillaLlandSuler,1958;WesLandPhinney.

1959;KawaTadaandSuTTlikL.1959),GAが植物ホルモンとして認鼓されるよ

うになった.GAの単姓 ･同定は,イギリスのブリス トル大のグループ.東

京大学のグループを中心に行われ.多くの植物材料から多種類の新ジベレリ

ンの存在が報告された.現在までに,高等植物からは約 1CK)種類のGAが同

定されている 現在では,これらのGAのうち実際に高等植物において生理

活性 (伸長促進活性など)を有するのは3P位に水酸盛を有するGA (GAlな

ど;図序-1)のみであり,他のGAは活性型GAの前等冨体であるか,不活

性化 されたGAであると考えられている.

GAの単鰹 ･同定が進むにつれて,その生合戎経路の解明研究が,多 くの

GA研究者の注目を集めるようになった.GAの生合成研究は.イネ馬鹿苗稲

菌 GJbbeTeLJaFL'JLkLLrOLを用いて始められた.メバロン慨の取 り込み文教から.

GAはジテルペン系の化合物であり.ジテルペンである即トkaurene(以後カ

ウレン ,図序-1)を経て生合成 されることが示された 高等植物のGAも

メバロン酸から, カウレンを経由して生合成されることが.野生キュウリ

(M且rahmac'xu7MS)の未熟也Fから凋魁 したセルフリー系を用いて証明さ

れt.:(G'aebee(al.1965).以後.託等植物におけるGAの生合成経路は,

(1)無傷植物に外部から横江CAを与えて代謝を調べる方法, (2)セル

フリー系を用いた原汲cAの変換英貨などから,図序-2から図序-4のよ

うに考えられている.

GAの生合成は.それを触媒する酵題の性質から大きく三段階に分けられ

ち (GaTebe,1987).弟一皮階は,メバロン酸からカウレンまで (囲仔-

2),第二投掛 まカウレンからGA-I-アルデヒドまでであり (EgI序-3),

最終段階はGA.{アルデヒド以降である (囲序-4).

メバロン酸からゲラニルゲラニルピロリン酸 (geraLtylgeraLlylpyrophosphate.

GGPP)重では,他のジテルペン系化合物やカロチノイ ドとの共通の経路で
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Ĉa 訓
ー bsyoEe,nhtoesnpyLate- dp鍔eFhy.rsdp'KLt｡

rTleValomcacld

I- geTanyJpyTophosphale -- famesylpyrophosphate

一･∴∴ ニー
geranylgeranyl COPalyt
pyrophosphate PyrOPhosphate

OPP
～/】rkaurene

図序-2 メバロン酸からカウレンまでの生合成経路

生合成 される.GGPPは二段階の環化反応に上りカウレンに変換される.

GGPPからカウレンへの環化反応は,クロマ トグラフィーで分離可甫巨な二つ

の酵素により触媒される (DunCaJlaLldWest.1981) はじめの段階は二環性

のコバリルピロリン酸 (copa]ylpyrophosphatc:CPP)ができる反応で,カウ

レン合成酵素^により触媒される.CPPは,カウレン合成辞薫 Bによりさら

に環化され,四硬性炭化水菜であるカウレンが生成する メバ｡ン酸からカ

ウレンへの変換過掛 ま.可溶性群紫により触媒される.また.カウレン合成

群菜は,プラスチ ドに存在することが示唆されている (Ralltonetal_,1984;

Aachetal.1995;SunaJldKamiya,1994).

一方,カウレンからGAr{アJt,デヒドへの変換は,股結合鮮真により触媒さ

れる (園序一3).これらの酵窯は,ミクロソーム画分 (おそらく小胞体膜)

に存在する1原子酸窯涼加酵糸でNADPHを禰酵窯とするcytochLOneP450酵

素と考えられている (Graebe,1987)

GA.,-アルデヒドから活性型 GAへと向かう経路は.初掛 こ C-13位が水硬化

を受ける ｢早期 13位水酸化経路｣(early-13-hydroxylatlOnpathway)と水酸化

3



ent-kaurenolCaCld ent17cL-hydroxy GA12-aldehyde
kau｢enoICaC】d

図序-3 カウレンからGA12-アルデヒドまでの生合成経路

を受けない ｢非水酸化経路｣(early-non-hydTOXylatlOnPaLhv/ay)の二つに分けら

れる 多 くの高等植物が,これらのいずれか,あるいは双方を主要GA生合

成経路として持つことが示されていることから,これらは一般的に,高等植

物における主要生合成経路であると考えられている.ジカルボン酸である

GA.2あるいはGA,,は,超遠心分掛 こより調かされる可溶性鮮創 こより触媒

され,活性型であるG～.あるいはGA1-と変換される.これらの酵素は,

細胞質に存在する2-オキソグルタル酸要求性の酸素添加酵素であると考えら

れている (HeddenandG'aebe,1982).

以上のように,GAの生合成経路はその構造から予想されるように,長く

複社であるが,植物細胞はこの復水な生合成を合理的にかつ厳密な制御のも

とに行っていると考えられる.

GAの生合成酵素.さらにそのcDNAや遺伝子を単牡することは,生育段

階や環境の変化に応 じてコントロールされていると予想されるGA生合成の

調節機構の解明に大きく頁献するものと考えられる.GAの生合成酵素の捕

製は,主にイネ馬鹿甫病菌,高等植物のJk熟種子などGA生合成活性の高い

材料を利用 して精力的に行われてきた くKwakelal,1988,JenLtlngSetal,
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1993,SmILhcLal,1990) .しかしながら,本研究を開始 した時点では,GA

の生合成酵兵を捕製 しその過信子を単焦 した例は報告 されていなかった.

本tS士論文研究中に,GAJJi合成辞薫退イ云子のクローニングがいくつか報

告された.それらの多 くは,GA生合成に欠陥を有 し,正常生長に必要な豊

のGAが生産されないたわに蜂性を示す突然変異体から.変異の原因となる

遺伝子を分子冶伝学的手法を用いて単焦 したものである.このような突然変

異体は,シロイヌナズナ (AJabidopsisdTalia''aL.), トウモロコシ (ゐ3'7myS

L),エンドウ (FhumsaLL'yu'7)L), トマ ト (LycoIXn'sICOneSCuJcnLum

L),イネ (oryzasaがyaL.)などで分渡されており.生理 ･生化学的解析か

らプロッタされている生合成段階が予想 されている (EgJ序-5)

GGPfl ニ CPP ニ QnLkzIUrene

ga7(Arabldopsrs)' ga2(ATabldopsJS)

anl(malZe)' d5(malZe)

g/b1(tomato) glb3(tonlatO)

ls(pea)A

dx(nee)

ga3
(A｢abldopsIS)

/〟(pea)

GA12 - GA12 - enT･kaurenoic
･aldehyde acid

GA53→ GA20- こ GAl
ga5(Arab'dops'S)･ dy(r'ce)

934(ATabldopsISr

dT(malZe)

/e(pea)

図序-5 ジベレリン生合成に欠陥をもつ突然変異体

生合成経路は.｢早期13位水Z*化Jf別 のみを示した.突然変異の庫臥L信子が

JLALされているものにLi◆をつけて示した.基本的に.Reld(1993)を奉考に作成した
d3突然変異体 (maFZe)のil信子は+稚されている机 どこの生合成段Bfがフロンク
されているかは明かではない.
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シロイヌナズナのgaL突然変異体は,カウレン以前のGA生合成がプロyク

されていると考えられていた (Bartndsectaい 986).suneLal.(1992)はgaL

変異体のうち,欠失 (delctlOn)のアレルであるga1-3を用いて,genomlC

submCuOn法により,GAJ過信子座をクローニングした.Suna''dKaLT"ya

(1994)は,GA/iB伝子に対応するcDNAを単渡 し.大脇菌での発現系を用い

てKSA活性を検出し,GAt遺伝子が KSAをコー ドしていることを示した,

トウモロコシの Anl遺伝子座は,tZWSPOSOnLagglng法によりクローニングさ

れた (Benscncta1.,1995).この退伝子の債掛 ま未知であるが.予想されるア

ミノ酸配列が,GAJ正伝子と非常に高い相同性を示すことから,KSAをコー

ドしていると考えられている.シロイヌナズナのga4変異体は,内生 GAの

分析と各種 GAの投与実族から.GAの活性化尉 普く3p-水酸化)に欠陥を

有すると考えられている.GA4遺伝子座が,T-DNAtLgglng法を用いてクロー

ニングされ (ChlangCEa1,1995).GA4過信+の機能も最近証明された (P

Hedden,私信).すなわち,GA4過伝子を過剰発現する大腸歯の抽出物に,

GA邪.またはGA.を与えると.それぞれGAl,GA一に変換された この結果

から.GA4遺伝子は,ga4変異体の生理 ･生化学的な研究から予想 されてい

たとおり,GA3β-水酸化鮮兼をコードすることが証明された. トウモロコ

シのD3適任子はtransposonLagging法でクローニングされた (wlnk]erand

Helentla'15.1995).d3突然変異体は,GA生合成に欠陥を有する蜂性変異体で

あるが,ブロックされている生合成段階ははっきりとは同定されていない.

GAの投与実験から.カウレン以降,GA,,より前の段階であることが推定さ

れている.クローニングされたcDNAから予想 されるアミノ酸配列は.

NADPrT依存のcyt∝hrorr-CP450鮮菜の保存配列を持っており,上記の推定を

支持 したが,機能解抑 ま行われていない クリカボチャ (G′cuTbiLlmaLXJma

L.)の未熟種子荘乳は,GAの生合成活性が非常に高 く,GA生合成の研究に

古 くから利用 されてきた (GTaebe.1987).この材斜を利用 してGA20-酸化

酵菜 (GA20-oxldase)が捕製された (tm gc.1994).凋製タンパク質から抗

体が調製され,cDNA発現ライブラリーからcDNAがクローニングされた

(LaJlgeeLa1.,1994).予想されるアミノ酸配列は.2-オキソグルタル酸依存

の酸貴液加酔漢の保存配列を含んでいた.単推されたcDNAを含むファージ

7



の組み換え体は,GA.i/,,の20位のメチル基を歎段階穣化 した.GA201酸化

酵素はシロイヌナズナからもクローニングされた.Phlllipselal.(1995)は,ク

リカボチャの20一酸化辞嘉と他の2-オキソグルタJt,酸依存の酸素漆加酵宗の

7ミノ車配列を参考にしてプライマーを合成し,PCR法により3種類の

cDNAをタロ-ニングした･大腸菌内でのこれらの発現産物は,GA12をGA,

に,GA,ユをGAzJ=それぞれ変換 した (図序14).以上の結果から.これ

らの3段階の酸化過掛 土.ひとつの酵素が触媒することが明らかとなった

本俸士論文研究は.GA生合成の妨一段階を担うカウレン合成群奈

(KSA,KSB)のcDNAクローニングを内容としている.GGPPからカウレ

ンへの変換を触媒するこれらの酵素は,GA生合成の制御の上で重要な役割

を担っていると考えられる.GGPPは.カロチノイ ド,クロロフィル側臥

他のジテルペン系化合物との共通の前駆体である.従って,GGPPからカウ

レンに至る環化反応はGA生合成への分岐反応であり,KSA,KSBは多立に

生合成されるカロチノイ ドなどの前駆体 として存在するGGPPのごく一部を.

厳密なコントロールのもとでカウレンに変換 していると考えられる (B]序-

6).実際,カウレン合成が,環境の変化や生育段階に依存 してコントロー

ent-kaurene

mevalo mC
acJd

千

..
⊂=⇒

入 〉 KSAJ㌔ 〉 KSBJ残 ､

/ ＼ 士
carotenolds OtherdlterPeneS gibbereHns

図序一6 ジベレリン生合成経路におけるカウレン合成蘇葉の重要性

)L,されている可能性が示されている.カウレン合成は,温度 (MooreaT-d

Moore,1991).光 (EcklundandM00re,1974),日長条件 (zayaarmndGage,
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1993)などに依存 して変イけ る.また.エンドウでは,若い乳抱の方が.カ

ウレン合成舵が高い (m ungaJldCcK)lbaugh,1986)

既に述べたように.カウレン合成はプラスチ ドで行われていると考えられ

ている.Railtonetal.(1984)は.エンドウの幼植物体から単桂したタロロブラ

ス ト中に,KSB活性を検出した.また,JbchetaL(1995)は,KSAB活性

(GGPPからカウレンへの変換活性)を.コム芋のプロプラスチ ド (原色嘉

体 ;proplastids),およびクリカボチャ歴乳のleucoplasts中に検出した,

DuncanandWest(19il)は.野性キュウリの未熟種子狂乱の租酵嘉を用いて.

KSAとKSBが相互作用 している可能性を示した.これらの結果は,プラス

チ ド内でKSAとKSBが複合体を形成 している可能性を示唆 している

KSA,KSBのタロ~ニングは.GA生合成の制御の解析に有用であるばかり

でなく,それらの局在性や存在形態を詳細に脈析するのに役立つはずである

本研究は.これまで植物体内に存在するGAの分析等により追跡 してきた.

生理現象とGA生合成のTW係を,GA生合成鮮茶の発現を調べることにより

明らかにしようとする研究計画の節一歩である.その研究対象の一つとして

イネが挙げられる.甥者の属する研究室を中心としたグループにより,イネ

の内生 GAの詳細lJ=分析が行われてきた (Suzukleta1,1981;Kobayashletal,

1988;Choletal.1995).イネは農発上有用な地物のなかで.分子生物学的

研究に適した材料でもある.形質転換系が確立されており (shlmarnOLOClal,

)989),ゲノムサイズはシロイヌナズナの数倍と小さい.また,GAの生合

成がプロyクされていると予想 される,蜂性の突棒変異体もいくつか得られ

ている (図序-5) しかしながら.イネにおいでは,分子退伝学的手法を

用いて突然変異の原因遭伝子を埠捷する系 (T-DNAtagElngや LJWSPOSOn

tags.ngなど)が確立されていない.また,イネにおいては.GA生合成活性

を有するセルフリー系は荊のみから調製が可能であり.決して生化学的手法

によりGA生合成酵素を単姓するのに有利な材料であるとはいえない.以上

の観点から,現時点で.イネのGA生合成勝宗をクローニングする唯一の方

法は,既に他の植物から単概されている退伝子のホモロジ-を利用 した方法

であると考えられる.本論文の妨1車では,既にクローニングされているシ

ロイヌナズナのKSAのcDNAを利用 して,イネの KSAのcDNAクローニン

9



グを試みた.

既に述べたように,GGPPからカウレンへの生合成の二投降日を触媒する

カウレン合成鮮素 B (KSB)は.KSA と様々な点で深 く係わりあっているこ

とが予想 される･ しかしながら.KSBのクローニングは現時点では報告され

ていない･以軌 筆者の属するグループにより,カウレン合成弾薬B

(KSB)がクリカボチャの未熟払子溢乳より絹製された (青嵐 】993;SalL｡

eLa1-.1995)･本博士昔文研究の節 2串では,絹製酔薫から解明された部分7

ミノ酸配列を基にしてPCRプライマーを合成 し,対応するcDNAをクローニ

ングした 得られたcDNAを大腸菌で発現させた結果.KSB活性を示 したこ

とから.単焦 したcDNAが KSBをコー ドするものであることが確認された.

また.得られたcDNAクローンを用いて,KSBのクリカボチャにおける遺伝

子発現と細胞内局在性について検討を加えた.さらに,以上の結果に基づい

て,KSA.KSBのGA生合成経路における重要性,幣粧したcDNAクローン

の有用性などについて,現時点で得られている情報を最大限に利用 して考察

を加えた.



第 1葺 イネの カウ レン合成酔葉A

l1 1 籍言

序岳でも述べたように.イネはジベレリン (GA)発見の端緒 となった植物

であり,また,農業上の有用性から.GAに関する研究がさかんに行われて

きた.

イネの内生GAFi精査 されている.これまでに.イネの栄養成長期におけ

る主要 (丑の多い)GAは,GA1,であり.栄巷成長期においては,生合成の

早い段階にC13位が水酸化される生合成経路 (早期 13位水酸化経路)が主

に債能していること (Kurog∝hleLal,1979;Suzukleta1.,198Ⅰ),掛 こおい

ては逆にC13位に水酸基が導入されない経路 (非水酸化経路)が機能してお

り,GAの含愚も栄聾胤抱と比較してかなり高いこと (KobayashLeLal,

1988),栄凝乳掛 こおいでは岩 く成長している部分にGA含宜が高いこと

(cho'eLaI,1995)などが明らかにされた.また,GA生合成阻害剤を用いた

研究から.伸長成長を制御 している活性型GAはGAlであると考えられてい

る (Nakayamaetal,1992) 蜂他品種 (突然変異体)である短銀坊主 (d,突

然変異体)と燥稲 C (dy突然変異体)は,GA生合成に欠陥を有するために

蜂性の表現型を示すと考えられている.短銀坊主は,カウレンの懐化段軌

燥稲 Cは.3β水酸化段階 (GAwからGA.)がそれぞれブロックされている

と考えられている (S･Oga叫 H Yamane,私信 ,KobayashletaJ,1989). し

かしながら,dr,dy変異体 ともに.掛 こおいては,GA欠掛 土認められない

(Kobaya5hleLa1.,1989:Kobayashle(a1..1990).

これまでのGAの研究は.GAがイネの生理現象にどのように関わってい

るかを,主に内生 GA丑の変動や分布を調べることにより行ってきた.本研

究は,イネにおけるGAの生理的な役割をGA生合成辞素の発現制御の解析

から調べようとする研究の新一捗である.本章において述べた研究においで

は.イネのカウレン合成結果 A (KSA)のクローニングを試みた.

KSAはカロチノイ ド,クロロフィル側鎌などの生合成 と共通の前駆体であ

るGGPPからcppへの変換を触媒する KSAはプラスチ ドに局在すると考
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えられている (AachetaI,1995:SunaJldKamlya.1994) KSAに変異をもつ

突然変異体は,捷化等,GA欠損の表現型を示す.以上のことから,KSAは

GA生合成における最初の重要なステ yプを触媒する酵素であり.GA生合成

歪の調掛 こ重要な役割を担っていると推定される イネのフィトアレキシン

であるオリザレキシン (oryzalexln)紘.CPPを前駆体 として生合成されると

考えられていることから (W.ckhamandWes一,1992),イネにおけるカウレン

合成鮮宗 (KSA.KSB)の発現は,他の植物のそれと比較してより相密な制

御を受けている可能性も考えられる.KSAはシロイヌナズナから分子遺伝学

的手法を用いてクローニングされた (SunelaL.1992;SunandXaJmya,

1994) トウモロコシからも最近.KSA様のiB信子がク｡-ニングされた

(BenseneLal,1995) 本章では,シロイヌナズナのKSAのcDNAをプロー

ブとして用い,イネのKSAのcDNAクローニングを試みた.

I-2 結果

1- 2- 1 cDNAクローニング

シロイヌナズナの KSAのcDNA (SunandKamlya,1994)をプローブとして,

イネのKSAのcDNAクローニングを試みた はじめに,lowstnngenLな条件

下でゲノムサザン解析を行い,ハイブリダイゼーションの条件検討を行った

ハイブリダイゼーションの温度.およびハイブリダイゼーション後の洗浄の

条件を.まず.シロイヌナズナの全長のcDNA (fdA1-29のcDNAインサー

ト,2-6kb,Su･.a,IdKamiya,1994)をプローブとして検討した.その結A,

Hjndnlで切断したイネのゲノムDNAに対 して,56-Cでハイブリダイゼーショ

ンを行い,同じ温度で最終的に2xSSCで洗浄したところ,全体のバックグ

ラウンドは高いものの.約 20kbの特異的にハイブリダイズするバンドが検

出された (図 1-1) この′くンドIi,60oC以上でハイ7･)ダイゼ-ション

を行った場合にはほとんど検出されず,洗浄の粂件をより厳 しくすると,バッ

クグラウンドの減少と同様にこの′マンドのシグナルも減少 した.同じハイブ

リダイゼーション.および洗浄の条件下.プローブとして,cDNAの全長で

12
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図 1-1 イネのゲ ノムサザ ン解析

A,シロイヌナズナの GAIcDNA (KSA)をプEjlプとして.別荘彰兼で切許したイネのゲノ

ムDNAに対 してハイブリダイゼーションを行った いずれも.56℃ でハイブリダイゼーショ

ンを行い,56t.2xSSCで洗;事した H.Hlrdlll.B.BaIT[Hl.E.E∝■Rl.

a;GAlタンJてク賞の捕道とAでプロ-ブとして用いた併銭を示した.r3をつけた部分u.

他のテルJYン斬 ヒ群書と絹同性の高いSF姓を示す.斜按で示した名分はプラスチ ドへの移行

シグナルと予想されている領城を示T XLS. Xh lsltCを示T.



はなくある領域のみ用いた場合に,バンドのS/N比 (slgnalLOnOlSCraLio)が

どう変化するかを調べた すなわち,シロイヌナズナのKSAのcDNAの

917bpから1464bp (他のテルペン環化辞滋との相同性が高い部分 ;図1- 1

のprobC2),または1688bpから2494bp (図 1- 1のprobe3)をプローブと

して用い.プローブとして全長のcDNAをmいた幼合 と比較した.その結果.

他のテルペン環化辞去との相同性の高い誰分 (prDtK2)をプローブとした場

合に,2.Okbのバンドは,最も明瞭にP.寮された (図 1- 1).

以上の結果から,pTt)be2をJTlいて.ハイブリダイゼーションを56oCでTT

い,最終的に同じ温度で2xSSCを用いて洗称するという条件を用いること

により,シロイヌナズナの KSA と相同性の高い遺伝子 (おそらくKSA)杏

イネからクローニングすることが可能であると考えた.

出穂直前のイネの薪より入ZAPl卜をベクターとして,cDNAライブラリーを

粥製 した.ゲノムサザンに上り決定 したハイブリダイゼーションの条件に従

い,2x105プラ-クをスクリーニングしたところ,2つの除性クローンを得

た (pRKA5,pRKAll) pBluescrLPLSK(-)にサブクローニングしてインサー

トの確認を行ったところ,どちらのクロ-ンも21kbのcDNAを保有してい

た.pRK̂ 5,pRKAllの制限解題地図が完全に一致 したことから,これらは

同一のcDNA (mRNA)に由来するクローンである推定 した

HInCH XhoIHIndllr HlnCII

05kb

図 1- 2 pRKA5.pRKAllのcDNArnsertの制限車乗地図
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I-2-2 サザンおよびノーザン解析

pRKA5のcDNAインサー トをプローブとして.イネのゲノムDNAに対し

てhlghsthngentな条件でサザ ン解析 を行 ったところ.Pstlで切断 したゲノム

の坊合は80kb,HlndJllで切断 した場合は20kbの断片が′,'ンドとして検出

された (図 1-3) これらのバンドは.シロイヌナズナのcDNAをブロー

pmbe (GA71&Do"諾.S) pRKA(hce)

一

'-
二

二

叫

23

9
･
4

66

4
･
4

2
･
3

2
･
0

PstfHlndIH pstfHindH

粟 一 衛 .[

flnaI

wash 5♂C,2XSSC 65℃.0.1XSSC

(kb)

- 23

-94

-66
--4.4

図 1-3 イネのゲノムサザン解析

Pstl.またはHITdl"で切断したイネのゲノムDNAに対して.シロイヌナズナのKSA

(GA1cDNA).またはpRKAのcDNAインサートをプローブとして用い.積出され

るバンドを比較した.
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プとして,lowsmnBentな粂作でサザン解析 を行った場合にも認められた.

以上の結果から,単鮭 したcDNAクローンはシロイヌナズナのプローブを用

いたゲノムサザ ン解析において検出されたバ ンドに対応するクローンである

と考えた この結果は.pRRA5がイネゲノム中で,シロイヌナズナのKSA

と最も柵同性の高いDNA断片に対応するcDNAクローンであることを示 し

ているので,単粧 したcDNAはKSAをコー ドするものである可能性が高い

と判断 した.

単焦 したcDNAをプロー7としで,ノーザ ン解析 を行 った.イネの軌 お

よび芽ばえの地上部より調製 した全 RNA30pgを用いて,ノーザ ン解析を行っ

たところ･転写物を検出することができなかった･そこで,全 RNA500pg

からpoly(A)◆RNAを調製 し.ノーザン節折に供 したところ,節,芽ばえ (也

上部)のいずれに15いても28kbの転写物が検出された (図 1-4) この

vegetatlVetLSSUeanther
､､tl･

図 1-4 イネのノーザン解析

托種後 7日目のイネの地上乱 および出思直前のイネの萌より調封したp'ly(A)'RNA8pg

を用いr=･プローブは･32pラベルしたpRKASのcDNAインサート(21kb)を用いた.

】6



転写物の分子立は,シロイヌナズナのKSAのそれと-放 した くSuneta1.

1992).発現丑は,芽はえ上り爺で多かった.

1- 2- 3 塩基配列の決定

pRKA5とpRKAIIのインサートの塩基配列を決定 した.まず,これらの5'

束嵐 3'末端の塩基配列を部分的に200 bpずつ決定 したところ,完全に一致

したことから.これらはライブラリーのampllrLCatlOnに上り生 じた同一のク

ローンであると考えた,pRKA5のインサー トcDNAの全塩益配列を決定 した.

poly(A)La,Lと考えられる配列は存在 しなかった.ORE (openreadlngframe)

を検索 したところ.最良のものは.541bpから1974bpに存在するORf3で.

4787ミノ酸より構成されていた (図 1-5).データベースを用いてこの

ORfのアミノ酸配列 と相同性のあるタンパク質を模索 したところ.シロイヌ

ナズナのKSA (45.71denliLy.639%slmlla'lty), トクモt=コシの Anl遺伝子

(659%1dent'ry,7g5%slrT..laLlly)と非常に高い相同性を示 した,このことか

ら,pRKA5のcDNAインサートはKSAをコー ドしている可能性が高いと考

えた･しかしながら,掛 'oRFであるORFl(lbpから234bp),ORF2

(86bpから496bp)のアミノ概配列 佃 1-5)ち,部分的にKSAのアミ

ノ酸配列とFd-い相同性を示した.すなわち,oRFlにおいては5'側の領域 (1

bpから210bpに相当するアミノ酸配列)のみが.ORF2においては中央部分

の領域 (329bpから451bpに相当するアミノ酸配列)のみが.他の KSAの

アミノ酸配列と高い用同性を示 し.これらのORFにおける残 りの領域は

KSAと有意な相同性を示さなかった.以上のように.他の KSAと禰同性の

高い領域が停止コドンにより分断されており,またフレームシフトが認わら

れ1=ことから,211bpから328bp,および452bpから576bp(B日 -5で下

線で示してある)は.スプライシングされずに残ったイントロンではないか

と推定 した これらの領域を除いて得られるORF4(1bpから1974bp)の7

ミノ酸配列 (65Sアミノ酸よりなる)を.シロイヌナズナのKSA (Suna爪d

KaTnlya,1994)とAJ7J迎信子 (Bensenetal,1995)のアミノ酸配列と比軟した

(図1-6)
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図 1-5 pRKA5の cDNAの塩基配列とORF

'は停止コドンを示す.下竣Liイントロンと推定したSI蛾を示す.
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図 1-6 カウレン合成車乗Aのアミノ酸配列の比手交

GCGプE)クラムの PILEUPを用いて･イネ KSAOs),トウモロコシ (KSAZ,71).シロ

イヌナズナ (KSAA()のKSAの予想されるアミノ憩配列のseqJeJY:ealqnmemを示した.

2つ以上のKSAで保存されているアミノ書そ白抜きで表しf=.シロイヌナズナにおいて同

定されているイント｡ンの挿入位正をAで表しF' †tlイネのKSA(pRKA5)においてイ

ントロン様の塩基配列の挿入が!3められf=位置を示す 矢印は.I(SAにおける保存即 lほ

利用したオリゴヌクレオチドプライマ- (fiLこエンドウ.トマト クリカボチャ等の KSA

のクローニングに利用された)の作成に用いたアミノ汝配列を示T

ORF4のアミノ酸配列 は,シロイヌナズナの KSA とか -相同性 (503%

ldentiLy,687% slrr･ihTOty) 杏, トウモロコシの AI')退1王子 と非常 に古い相 同

性 (713%･denuty,82,4%引m･la'"y) を示 した.Sequenceal.gnme｡■における
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7ミノ酸残益250から60)の領域は特に保存性が高かった.7ミノ酸残盛

600以降は,イネとトウモロコシでは比較的粕同性が認められるが.シE3イ

ヌナズナのKSA とこれらイネ科植物の KSAの問での相同性は低かった.

シロイヌナズナとトウモロコシの KSAにおいてプラスチ ドへの移行シグナ

ルと予想 されている領域 (N末端から約 1CO7ミノ酸残基)は,それらの

間で相同性はほとんど認められなかった.イネから得られたcDNAクロー

ンは,5'末端が欠けていたため.この領域にfRlする情報は得られなかった.

シロイヌナズナのKSAにおいて,基質のピロリン酸 との結合に関与 してい

ると推定されているDXDDTA配列 (アミノ酸残韮 382から387.Xは任意

のアミノ酸を示す :sunaJldKaJT"ya.1994)は,イネにおいてはEXDDTA と

いう配列で保存 されていた.DXDDTA配列の周辺のアミノ酸配列は非常に

良く保有されており.DXDDTA配列が酵素活性に重要な役割を担っている

という推定 (SunaT-dKamya,1994)を支持 している.イントロンと予想 し

た塩基配列の挿入位掛 ま,シロイヌナズナの KSAにおけるイントロンの挿

入位Eと完全に一散 していた (図 1-6),この非文は.これらの領域が

イントロンであるという推定を支持 している.これら 3種類のKSAの保存

配列を利用 して,他の楢物由来のKSAのクローニングやイネにおけるKSA

のアイソザイムの検索のためのPCRプライマーを設計した (図 1-6)

これらのプライマーを用いたRT-PCRにより.エンドウ, トマ ト,クリカ

ボチャ,スイバ (RumexpaJusblS)から.KSAをコー ドすると予想 される

cDNA断片がクローニングされた (T ･̂L-A)L,良.lmal,YY Yang,Y

Kamiya,私信).

ノーザン解析に上り2.8kbの転写物が検出されたこと.および他のKSA

のアミノ敢配列の比較から,pRKA5のインサー トcDNAは,完全長の

cDNAではないと考えられる.完全長のcDNAを得る目的で,pRKAの

cDNAインサ-トをプローブとしてイネ薪より調製 した同じcDNAライブ

ラリ-,および同じくイネ薪より調製された別のcDNAライブラリー (よ

り若い生育段階の薪より調製された ;成東大学.内宮教授より供与)をス

クリ~ニングした それぞれのライブラリ-を200万プラークずつスクリー

ニングしたところ,今回調製 したライブラリーからは新たに9個の醍性ク
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ローンを得た.もう一つのライブラリーからは降任クローンは得られなかっ

た.新たに得られたク｡-ンをプラスミドベクタ-にサブクローニングし

てインサートcDNAを調べた.5個のクローンが21kbのcDNAをもち.4

個のクローンが 15kbのcDNAを持っていた.21kbのcDNAの部分塩盛

配列を決定 したところ,pRKA5のそれと-鼓したことから,同一クローン

であると判断した.)5kbのcDNAの両末端の塩基配列を2CK)bpずつ決定

した 3'末掛 二はpoly(A)tallと推定される配列が存在し,pRKA5より約

100bp長い3'非瀞訳領域を持っていた.5'末端からの塩基配列は,pRKJu

の611bpからの塩屋配列と一致していた.このことから.新たに得られた

1.5kbのcDNA も.F)RRAと同一のmRNAに由来するcDNAクローンであ

ると考えた.

これらのタロ-ンは,予想される7ミノ酸配列の相同性からKSAをコー

ドすると考えられるが,完全長のcDNAクローンを得るには至らなかった.

第 1車で行った実家の流れを図1-7に示した.

genomICSoulhernanaEysIS

(ArabldopsISProbe)

S.eEedr.Trn…t■onforthehybr●d■zatJOn＼

(CDNAHb伯巾

fromrlCeanthers

9posltlVeS=2groups(21kband15kb)

図1- 7 イネのカウレン合成酵寮 AのcDNAクローニングの流れ
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1-3 考察

1-3- 1 イネのカウレン合成酵素 Aの cDNAクローニング

これまでにも述べたように.シロイヌナズナの KSAは,GA生合成に欠陥

を有する蜂健変異体であるgaI突然変異体を利用 してクローニングされた.

gaJ突然変異体は,生理学的,生化学的な研究から,GA生合成においてカウ

レン以降の生合成段階がブロックされていると考えられていた (BaLtndseeL

aJ,1986) gaL突然変災体の一つのアレルであるgaI-3は.退任学的解析か

ら,DNAの欠失変異 (dclctionmutatlOn)であると考えられていた

l (7(00rnneefeLal,1983).sunclal(1992)は,genornicsubLraCtion法により.

gDl13突然変罪体で欠失 しているゲノムDNA上の領域を,野生型のゲノム

DNAからクローニングした さらに.得られたゲノムDNAをプローブとし

てcDNAの単性を試みたが.GAJ遭伝子は発現丑が非常に少なく,ひとつの

部分的なcDNAクローン (0.9kb.ノーザン解析から.完全長は28kbであ

ると予想 された)を得るにとどまったため,機能は不明であった.SunaLld

Kamlya(1994)は,ほほ完全長に近いcDNAクローン (26kb)を単牡した.

予想 されるアミノ酸配列は.他の植物由来のテルペン環化酵梁と相同性を示

した.大腸菌で発現させたところ.KSA活性が検出されたことから,CAI適

任子座はKSAをコー ドすることが証明された (SunandKamlya.1994).sun

etal(1992)はGAI遺伝子 (KSA)の発現丑が非常に少ないことを報告して

いる･すなわち,poly(A)◆RNAを2トg用いたノーザン解析を行ったところ.

GAJiB伝子の転写物を検出するのに.3週間の宗光時間を要した.同じプロッ

トを用いて,CAB遺伝子 (chlorophyllaJbbindlngprOtein)の転写物は,2分

間の露光で倹出された

本研究では.シロイヌナズナのKSAのcDNAをプローブとして.イネか

らKSAのcDNAのクローニングを試みた.cDNAライブラリーの材料 として,

前を選択 した.緒言でも述べたように.イネの前には,通常の栄養組被 と比

較して多立のGAが存在 しており (Kobayashletal,1988),それを用いて

GA生合成活性を有するセルフリー系を調製することが可能である

(KobayashleLaJ.1990) イ木の新中のGA.丑は,出社直前に急激に増大す
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る (Hasegawaetal,1995) 従って,その時期の荊中においてはGA生合成

活性が高いと予想 し,cDNAライブラリ-作成の材料に用いた.今回調製し

た材料が,実際にカウレン合成酵素のcl)NAタロ-ニングの材料 として最適

であったかどうかは明確ではない 出穂直前の新中で急激に増加するのは,

GA▲であり,カウレンの生合成がこのGA.の急激な増加にどれだけ槻与して

いるかは明かではない.また,酵素長とmRNA丑が必ずしも対応 していない

場合も予想 される･しかしながら,ノーザン解析の結果から (図 1-4),

掛 こおけるKSAのmRNA左は少fJ=くとも通常の栄韮粗放 (幼植物体)より

は多かったことは事実である.

本研兜においては,全長を含むcDNAの単軌 二は至 らなかった その原因

として･KSAの予想される全長のcDNAが28kbと比較的長いこと,発現畳

が非常に少なく,得られる陽性クローンの数に限りがあることが挙げられる

今回スク1)一二ングにより得られた陽性タロ-ン (11クローン)は,2磯類

に分類された.このことは,スクリ-二ングに用いた｡DNAライブラリーが

ampllficatlOn後のものであることを考えると,もとのライブラリ-中に2個

しか存在 していなかったことが推定される もとのライブラリーは,6xl05

の独立プラークを含んでいたことから,出現頻度は,1/(3xlO')ということ

になる･Sunetal(1992)は,シロイヌナズナの鞘 (slllque)のcDNAライブ

ラリ~においで･GAl退伝子 (KSA)のcDNAクローンの出現頻度は,1/(2

xlOj)と報告 しており,今回得られた値 と近い.今後.全長を含むcDNAク

ローンの単離を達成するには,第2章で用いたRACE法 (FrohmaneLal,

1988)のようなpcRを利用 したクローニング法が必要であると考えている.

また,ノーザン解析,定立的RT-PCR法 (changetal,1993)等により,より

発現塵の多い材料の検討も必要かもしれない

本研究の遂行中に･ トウモロコシのAnL遺伝子が tTanSpOSOn'agglng法によ

りクローニングされた (BenseneLal,1995) anI突然変異体が,シロイヌナ

ズナのgaJ突然変異体同様,カウレン合成以前の生合成段階がプロノクされ

ていると予想 されている (Katsum),1964)ことと,得られたcDNAから予想

されるアミノ酸配列が･GAI遺伝子と高い禰同性を有 していることから,

AnJ遺伝子はKSAをコー ドしていると考えられている.イネより得られた
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KSAのホモログは･AnlのcDNA と非･r鵜に高い相同性 (71･3%ldenuty;824%

slmllarl【y)を示 した･これは,同じイネ科植物という植物社の近縁性による

ものと考えられる.

KSAのように発現泉の少ない逝信子の発現調節等を解qrするた桝 二は,調

べる植物自身の遺伝子をクローニングすることが必須である 他の植物由来

のプローブ (heterologousprobe)を用いたノーザン解析による検出は難 しく,

転写物の定量的な分析は困難であると考えられる また,定足的RT-PCR法

を用いる場合も,それぞれの遺伝子を単赦 し,シークエンスの惜報を得るこ

とが必要である.さらに,KSAの場合はアイソザイムの存在が示唆されてい

ることから (SunandKam.ya-1994)･ひとつひとつの避伝子を単離 し,解析

していくことは非常に重要である.イネのKSA と予想 されるcDNAを単推

し･~次構造の一部を明かにしたことは.塩盤配列の類似性を利m した他の

植物からの KSAのクローニングに大きく貢献 した･シロイヌナズナ,イネ.

トウモロコシにおいて保有 されているアミノ酸領域から,pcR用の縮重 した

プライマーを設計した (図 ト 6) これらのプライマーを用いたRT-PCR

法により,エンドウ, トマ ト等から,KSAをコー ドすると予想 されるcDNA

断片がクロ-ニングされている (T All-All･R -mal,YY Yang,Y Kamlya‥

私信)

イントロン様の配列の挿入が認められたcDNAクローンが得られたことは

興味深い トマ トからも同様に,イントロンと予想される配列をもつ ｡DNA

クロ-ンが得られた (R Irnal,私信) トマ トの場合もイントロン様の配列

の挿入位置は･シロイヌナズナのそれと一致 していた (同) これらの結果

は,KSAの未成熟 RNAは,比較的安定であり,KSAの逝伝子発現制御の一

部はス7'ライシンダの過程で行われている可能性を示唆 しているのかもしれ

ない･このような,イントロンの残った未成熟 RNAは, トマ トのカロチノ

イ ド生合成酵素 (phytoenedesaLuraSe.Mannelal,1994;Bad111oetal,1995)に

関しても認められている.匿序一6に示 したように,カ｡チノイ ド生合成は

カウレン生合成同税 GGPPを前駆体 としており,またphytccnedesaturaseは,

KSA と同じように7'ラスチ ドに存在すると考えられている (BaTt)eyand

Scolnik･1995)･このような共通性を有する二つの酵素の転写物中に,イン
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トロンの残った未成熟 RNAが検出されやすいという事実は興味深い.

1-3-2 イネのカウレン合成酵素 Aの発現制御とアイソザイム

イネのフィトアレキシンであると考えられているオリザレキシン

(oryzaJexln),モミラク トン (EmOmllactone)はそれぞれ,CPP,あるいはそ

の立体異性体である9PH-1abdadlenylpyrophosphaLeを経由して生合成されると

考えられている (図 1-8) このことは,イネのKSA,KSBの発現が,他

#GOpPpP
一 ヽ

9PH-1abdadl即yトPP

9βH-p'mara-7.15-d･eneSandaracop■maradlene
glbbere=nA-

momllactoneA OryZalexlnA

図118 イネのフィトアレキシン生合成とジへレリン生合成
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の植物のそれらと比較して,より複軌 こ制御されている可能性を示唆 してい

る･オリザ レキシンは,いもち病菌 (py'7CuJan'ao∫γ胡e)に感放 したイネの兼

より単粧された (AkaLSukaetal,1985).モミラクトンは.はじめ,イネの初

から休眠促進物質のひとつとして単妊された (Kaloelal,1973).これらの

物質は,健全な植物体からは検出されず,いもち病菌の感染や.UV照射に

より生合成が誘導される また,これらの物質は,いもち病菌の胞子発芽や.

発芽管の仲良を抑制する これらのことから.これらの物質は.イネのフィ

トアレキシンであると一考えられている.

WICkhamaT･dWest(1992)は.イネの薫上り凋丑 したセルフリー系を用いて,

これらの生合成に関する興味深い以下の結果を報告 した.UV照射 したイネ

の菜から調製したセルフリー系は.[叫 GGPPをenトSandaracop'ma'a-8(14)J5-

dlene.9βH-plmara-7,15-dlene.カウレン (enLkaurenc)に変換した PH]CPP

を基質として用いると,enトsandaTaCOP■maTa-8(14),15-d'ene.カウレンが生成

した･Uv照射していない健全な発より調製したセルフリー系は,['HICPPは,

(ジテ)i,ペン炭化水兵としては)カウレンのみに変換された.以上のhL･巣は.

図 1-8に示したようなフイト7レキシンの生合成経路を強 く支持する こ

こで,注目すべき点は,uv照帥 こよりフィトアレキシンの生合成が誘串さ

れている状態にあってもカウレンが変化なく生合成される点である.すなわ

l ち,CPPはカウレンとenEISanda'acopLmaTa-8(14).15-dleneの共通の前駆体 と考

えられることから.LIV処理により,enEISandaracopirnara一g(14),15-dlene(オリ

ザレキシンヘ向かう)の合成が誘辞されれば.カウレンの合成は抑えられる

と予想 される.しかしながら,Uv照射 した薬においてもカウレンの生合成

には影響がなかった.enトsaTmimcopLTT.aTa-i(14),15-dieneの生合成立がカウレ

ンのそれと比戟 してかなり多いこと (W.ckham andWcsL,1992)を考えると,

この籍巣は,既に存在 しているCPPを利用 して.enL-sandaTaCOPiman-8

(14),15-dLeneを生合成するのではなく,cnE･saT'daracoplmaTa-i(14),15-dlCneを生

合成するために,UV照射によりcppが新たに合成 されることを示唆 してい

る 植物生長調節剤であるAM0-1618は.クリカボチャ等のセルフリー系

(GGPPがジテルペン炭化水菜としてはほとんどカウレンに変換される系)

において.GGPPからcppへの変換を特異的に阻害する (Frosta.'dWcst,
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1977:Shechtera･.dWest,1969),しかし.GGPPから.entsanda'acopirnaTa-8

(14),15-dicneへの変換過掛 ま,JM 0-1618により阻書されなかった (wickham

andWest,1992) 以上の結果は,AM0-1618に阻苫されないような.別のタ

イプのKSA (CPPsynthasc)が.uv照射により誘導され,フィトアレキシン

の生合成を担っていること示唆 している.ただし.後で詳しく述べるアピエ

タジェン合成辞意 (ab)eladienesynthasc.図2-30)のように,GGPPから

enE-SaJldaracoplmaTa-S(14).15diencへの変換をひとつの酵薫が担っている可能

性も否定できない.

シロイヌナズナのgal-3突然変jq･･体は.欠失変異株 (delet)onmutant)であ

り,KSAが完全に欠Itiしている (Sunetal,1992;SunandKamya,1994).

しかしながら,gal-3突然変異体は.少丑ではあるが,GAを生合成する

(sunandKamlya,1994) また.GAIcDNA をプローブとして用いた.low

stnngentな条件のゲノムサザン解析により.KSAの7イソザイムと予想 され

るバンドが,検出されている (SuTmndKamiya,1994). トウモロコシのa''L

突然変界体は.さらにlcakyである Anl退伝子はKSAをコー ドすると考え

られている (Bensenela1..1995).しかしながら.anJ突然変異体の欠失7レ

ル (delet,onmutanl)においても,完全な燥性の形質を示 さず (半環性).カ

ウレン生合成能も部分的に失っているにすぎない (BensenetaL,1995) こ

れらの結R･は,KSAのアイソザイムの存在を示唆している.

本研究においでは,イネの KSAのアイソザイムを追求するには至 らなかっ

た･しかしながら,以上のように,イネにおいては,GA生合成を担うKSA

のアイソザイムのみならず.フィトアレキシン合成に関与する別のタイプの

KSA (CPPsynLhase)の存在 も示唆されることから.イネにおけるKSAのさ

らなる凍索は今後追求されるべき低質な現題である

1-313 イネにおけるジベレリン生合成部位の特定

これまでにも述べたように,KSAは発現豊が塩めて少ないため,ノーザン

解析に上り転写物の丑を調べていくことは非常に困難である.シロイヌナズ

ナのKSAに関しては.GAI遭伝子のブローモータ-領域をレポーター過伝
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子に繋いだ融合遺伝子を形質転換により導入することにより.プロモーター

活性の分布が詐掛 こ調べられている (A.SllversLOnCaLldT.lPSum.私信).イ

ネにおいても,同様の手法,あるいは.LnS]bハイブリダイゼーション,免

疫乱抵化学的手法に上り.今後,GA生合成辞滋の発現部位 (GA生合成細胞

と考えられる)の特定が期待される.イネのGA生合成酵素のcDNAタロ-

ニングさま･KSA以外にも進められている･GA幻からGA7D.あるいはGA.1か

らGA,への変換を触媒するGA20一酸化群素 (20-oxldase)のcDNAが最近イ

ネからクローニングされた (TToyomasuandY KaLT"ya,私信).大腸菌で

発現させた融合タン′(ク質は期待されるGA生合成活性を示 した (同).普

た. トウモロコシよりtnJISPOSOntaggLng法によりクローニングされた D3遺

伝子 (機能は未知であるが.GA生合成のカウレン以降,GA,】以前の生合成

段階を触媒すると考えられている)のホモログがイネより単粧された (A

lmalaJldY Kamlya,私信) GA生合成における活性化段階を触媒する酵素

であるGA3p-水酸化酵;削ま,シロイヌナズナから.T-DNAtagg'ng法により

クローニングされ,これをプローブとして.イネのcDNAクローニングが現

在試みられている (M Kobayashl,私信)

GAの生合成部位を特定することは非常に屯要な課題である.動物ホルモ

ンは,一般的に生産細胞 と標的細胞が別であるとされている.植物ホルモン

に関してこのようなことが証明された例は輩者の知る限りにおいてはない.

GAに関して言えば.実際にどの細胞がGAの標的細胞 (GAに対 して反応す

る細胞)であるかが同定されれば,現在クローニングが進められているGA

生合成群素遺伝子の発現部位と照らし合わせることにより.この非常に塵要

な課題に対 して有用な情報がiinpられるものと考えられる.イネにおいては,

少なくとも以下に述べる二つの系において,ある特定の細胞のみがGAに対

して反応するという可能性が示唆されている

現在の時点で,GAの生産紳胞 とCr..的細胞の存在が仮定されている系は,

イネ科植物の澄子発芽過掛 こおける,GAによるcL-アミラーゼを中心とした

加水分解辞素の誘導の系である.一般的に,涯で生合成 されたGAが瑚紛層

細胞に作用 し,棚番層細胞においてGAにより誘導された一連の加水分解酵

架が溢乳胤掛 こ分泌され.同化産物の資化に利用されると推定されている
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欄瀞層細胞は,いくつかのイネ科植物において,GAに対する反応性 (α-ア

ミラーゼの誘導活性)を推持 したまま単珪することができることから,CA

のシグナJt,伝達系の研究に専ら利用されている (GilTOyandJones,1994;

Gublereta1.,1995).イネの発芽過程におけるGA生合成辞菜の時間軌 空間

的分布と,α-アミラーゼ等のそれを詳細に3Iベ.比較することにより,古 く

から知られている上記の仮定に対する何らかの示唆が得られるものと期待 し

ている.

GAの最も一般的かつ顕著な生理作用は,茎柴恥 こおける伸長促進活性で

ある.イネの幼億物体に,GAを投与すると特定の齢の禁萌の基部のみがGA

に反応 して伸長する (Ogawactal.1980) イネの節問伸長に関しては.ウ

キイネ【decpwaternce(O 'yzaSauVaL)】を用いて.GAに対 して反応する細胞

の同定が進められている ウキイネは,水没により茄悶伸長 (in【emode

eLongatlOn)が顕著に誘番される これは,跳水などの冠水条件に対する植物

の生存戦略の一つであろうと考えられている.この節rhrJIEtJ長の誘導にはGA

が関与していると考えられている (Kende,1987).イネの節間伸長は.節間

の下部3mmほどに存在する介在分公租耗 (HlterCaJaTymenSLem)より出た細

胞が,伸長することによる (Bn -9).GA,処理した介在分裂机府から出

lea†sheathsand
deveroD JnQ Ieavess

DZ.dlfle rentlat10n

N I EZ.elongatlOn

lnternOd IM.InterCalary

Nl.thehlghesl

N2.thesecondhlghest

図 119 ウキイネの訪問のスケ ソチ (sauteretal(1993)より抜粋した.)
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る細胞は,最終的に未処理の細胞の3倍の良さに伸長する (BleekerelaL,

1986二 介在分穀組歳を取 り除くとGA,による伸長促進は認められない

(sauL亡rCLal,1993).以上のことから,介在分裂弧絡の細胞がイネの茄問に

おいではGA,に反応する細胞であると考えられている 介在分裂粗掛 土,逮

常の双子禁植物の茎頂分裂組応 と鼎なり.柴や花へは分化せず,伸長するだ

けである.したがって,GAの伸長促進のメカニズムの研究材料 としてより

単純化された優れた系であると考えられる.ウキイネの介在分裂風格を併科

にしてGAにより発現が誘辞される退IE子のタロ-ニングも行われている

(KnaapandKcnde.1995) GAによる細胞仲良に直接関与する遭伝子とGA

生合成酵素逓伝子の発現バターンを細胞 レベルでWl査することにより,今後.

伸長生長に関与するGAがどこで生合成されるのか.すなわちGAの生産細

胞と標的細胞は独立してG在するのか否かという玉安謀盟が明らかにされる

ことが期待される.



1-4 実験の部

植物材料

イネの掛 土,東京大学附属多摩農場において栽培されたyキノヒカリ

(叫 ∬EivaLcvTsuklnOhihTl)より採取 した 出茂直前の茂を止め禁の糞

鞘から取りだし,さらに薪をピン七 /トで開いて薪を取 りだし液体窒kE-を用

いて急速凍束 した.RNA抽出まで-80oC以下で保有 した.イネの幼植物体は.

2日間蒸留水中で吸水 させた後.09%来天上で30oC.連続光下で生育させた.

ゲノムDNAの抽出は.窮のサンプリングに用いたイえの成糞を材料にTTっ

た.

ゲノムDNAの調利とサザン解析

イネのゲノムDNAはCTAB法 (彪軌 1989)に上り抽出した.10LLgのゲ

ノムDNAを,制限酔宗で完全消化した後, 1%アガロース電気泳動により

分画し,ナイロン股 (Hybond-N+:AmershaLn)に転写した.プローブの調製 l

は,アガロースゲル屯気泳動により絹製したDNA断片を幼型として.

['2p】dCTP(Amersham),MegapnmeDNAlabellLngSyStemS(Amersham)を用

いて,ランダムプライミングにより行った.protx52およびprobe3のDNA断

片の調掛 ま,pGA1-29 (SunandKam■ya.1994)をxhoIで消イヒして得られる

複数のバンドのうち.それぞれ.045kb.08kbのバンドをアガロースゲ)L,

花束泳動により分離,和製することにより行った ハイブリダイゼーション

は.Rapld-hybbuffcr(Amersham)中 で行い,ハイブリダイゼーション後の

ナイロン膜は01%SDSを含むSSC (20xSSC=3M塩化ナトリウム,03M

クエン酸ナトリウム)を用いて沈砂した.ハイブリダイゼーションと洗浄の

温度.および洗浄に用いるSSCの濃度を変化させることにより,stnngency

を調登した.シグナルはオートラジオグラフィー.またはBAS20CO (富士フ イ

ルム)により検出した.必要に応 じて.倹出後のナイロン膜を0.1%SDSを

含む沸凍水中に10分間おき,プローブのstTlpPlngを行った.

cDNAライブラリーの作到

cDNAライブラリーは,イネの薪より凋製した2pgのpoly(A)◆RNAから,

九ZAPⅡをベクターとして作製した.poly(A)●RNAは.磁気 ビーズに結合した

oI,go(dlつ2,(Dyna])を用いたアフィニティークロマ トグラフイーにより,

Dynalのプロトコー)I,に従って1'?製した.逆転写反応は,2ドgのpoly(A)-

RNAを鋳型として,1ugoL･go(dT)pr･mer,200USuperscnpLn (GLbcoBRL)
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を用いて,301山 の50mMTns-HCl(pH8･3).3mMMgCl2,75TnMKCl,

10mM ジチオスレイ トール,067mMdATP,dCTP,dGTP,dm 中,20U

のRNase･nhLbitor(東洋紡)の存在下で42oC, 1時間rTった 二本餅 cDNA

の合成は,逆転写反応の反応液 (30pL)に,56LILの水.5LILの20xバソ

ファー (100 rnMTr.S-HCl(pH83),100mMMgC12,500 mMKCl,200mM

(帆 )$0..5mM ジチオスレイ トール),2什Lの20mMdATP,dCTP,

dGTT',dTTP混合液 ,30UのRNaserI(東洋紡),21UのDNApolym eraseJ

(東洋紡)を加え.12oC, 1時間,さらに22oC, 日印 l保温することによ

り行った･二本銃cDNAの合成後.T4DNApolym erase(東洋紡)を用いて,

平滑末端化を行った. フェノール ･クロロホルム抽出,クロロホルム抽出.

エタノール沈殿の各操作により粕製後,EcoRI/Notlアダプター

(phaTmaCJa)とライグーション反応を行い,掛 ナてT4DNAk'nase(宝酒造)

によるリン酸化を行った 反応後,フェノール ･クロロホルム抽出を行い,

掛 ナて.SephacryIS-300 のスパンカラム (Phamacla)を用いて,未反応のア

ダプターを除去した･得られたEcoRJ/Notlアダプター付 きのcDNAl00 ng

をEcoRlで切断済のLZAPJ](StTaLagene)lpgとライゲーションを行った

反応液をエタノール沈段後.5uLの水に溶解 し.GlgaPaCktTgold

(smLagCnC)を用いて,iny'm パッケージングを行った.得られたcDNAラ

イブラリー (6xlOJ個の独立プラークよりなる)をSt'aLaBeneのマニュアル

にしたがって11braTyamPllrlCatlOnを行った.

cDNAライブラリーのスクリーニング

プローブの調製,ハイブリダイゼーションは,サザ ン解析 と同様に行った.

陰性クローンは,オー トラジオグラフィー,またはBAS2(X沿システム (LT

士フイルム)により検出し.3回のスクリーニング操作により陽性プラーク

を精製し,単放 した.SmtageneのプロトコーJL,に従い.ヘルパー77-ジ

R408と福主大脇菌 xLl-BLueを用いて.pBluescriptSK(-)にサブクローニング

した後.インサートcDNAのサイズをアガロース電気泳動により分qTした.

必要に応 じて,制限酵崇地図の作艶 塩基配列の決定を行った.

RNAの調利とノーザン解析

全 RNAの抽出は.SDS-フLノール法 (AusbelelaL,1987)を用いて行った

poly(A)◆RNAの調製は. ｢cDNAライブラリーの調製｣と同様に行った

Poly(A)◆RNAを,ホルムアルデヒドを含む変性アガロースゲルF'.Lu気泳動

(sambrookc【a1..1989)により分画した後,ナイロン膜 (liybond-N+,

Amersham)に転写した.プロ-プの調掛 ま,サザン解析 と同様に行った.
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ハイプリグイセ~ションは65oC,Rapld-hybbuffcr中で行い.最終的には

65oC,OIxSSC (01%SDSを含む)で洗浄した.BAS2CKX)(富士フイルム)

を用いて検出した.

DNAの塩基配列の決定

DNAのシークエンシングは,pBluescnptSK(-)のサブクローンを鋳型とし

て,DyePh crCycLeSequenclngKm (App一iedBiosystems).A81373ADNA

Squencer(Appl∫edBIOSySLemS)を用いて行った.pRRA5のシータエンシン

ダは,KiloSequenceDeIetiorLKjt(宝酒造) を用いて.一連のアリ-ションク

ローンを作製することにより行った.センス臥 アンチセンス鎖双方のシー

クエンシンタを行い.塩基配列を決定 した.

アミノ酸配列の比軌 sequenceallgnment

GeneucsCornputerGroupprograms(UnLYerSltyOfWISCOnSln)を用いて,相同

性のあるタンパク質の検索 (TFASTA),アミノ酸配列の相同性の算出

(GAP),scquenccalisnmcntの作出 (pn.EUP)を行った,
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第 2重 ク リカボチ ャの カウレン合成酔弄 B

2-1 括言

節 1帝でも述べたように.KSAはシロイヌナズナからクローニングされ

(suneLa1.,1992:SunandKamlya.1994).トウモロコシからもKSAをコード

すると考えられるAJIL遺伝子がクローニングされた (Bensenela1.,1995).ま

た,本研究の第 1章では,イネからKSAをコードすると予想 されるcl)NA斬

片を単軽した 現在,さらにこれらKSAのアミノ薮配列の相同性を利用 した

pcR法により,エンドウ, トマ ト等から,KSAをコー ドすると予想される

cDNA断片が得られている.これらは,今後,それぞれの植物においてGA生

合成の制御の一部を研究する上で強力な武掛 こなると予想される.しかしなが

ら,KSAに説いて カウレン生合成を触媒する鮮兵であるKSBのクローニング

は報告されていない.KSAとKSBは共に,プラスチ ド内に存在すると考えら

れている (Aachetal,1995) また.KSAとKSBは.相互作用する可能性が

示唆されている (Duncar-andWest.1981).以上のように,KSBは,KSAに競

く反応 を触雌するというだけでなく.KSAと深 く関わりあっていると予想 され

ることから-これらの鮮兼の研究を同時に進めていくことは非･,iY.･に重安である

と考えられる

これまでに.辞菜活性を指標としたタンパク質柵製に上り.KSBを単粧しよ

うとする試みが古 くから行われてきた.DuncanandWesL(1981)は,野性キュ

リの粧乳から.KSBの絹製を行い.KSA活性とKSB活性の分粒を報告 してい

る･また,SpICkeuetaJ.(1994)は. トウゴマ (RLCl17uSCOmmunJ'S)からKsBを

用製し.激酵素液から約 500 倍に比活性を上昇させるに至った しかしながら.

いずれの例においても,対応する遺伝子 (CDNA)の単軽に利用できるほどの

耗皮には至っていない Sa'toeLal.(1995)は,クリカボチャの未熟種子腫乳か

ら,KSBを絹製 した 最終的に得られた絹製鮮jEは,ほほSDS-PAGE上で単一

バンド (SlkD)を示した.バンドに対応するタンパク質のアミノ酸シークエ

ンスを試みたところ,N末端が修飾されていることがわかった.そこで.リジ

ルエンドペプチダーゼで部分分解後,いくつかのペプチ ド断片の7ミノ酸配列
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を決定した (SaLtOetal,1995).得られたアミノ酸配列のうち,ひとつを化学

合成し.キャリアータンパク質と結合後,ウサギに免疫 しポリクローナル抗体

(AbKBl)を得た.得られたペプチ ド断片が,KSBに由来するものであること

を示すために,この抗体が.(1)KSB活性に影℡を及はすかどうか,(2)KSB活

性を免疫沈降するかどうかを検討した.しかしながら,いずれの方法によって

ち.得られたペプチ ドが KSBに由来するものであることを証明するに至らな

かった (SaltOela1.,1995).AbKBlを用いて,イムノプロット分析を行うと,

SDS-PAGE上では,81kDのタン/iク質が認識されるものの,natユVe-PAGE上

では認識されなかったことから,AbKBlのエピトープは,おそらく,祈 りil

まれたタンパク質のコアに位遣していると予想 された (SaltOetal_.1995).

以上のように,絹製酵薫より得られた部分アミノ酸配列が,KSBに由来する

ものであることを確証するデータは得られていなかった.そこで.本研究の第

2車では,まず,salLOelal(1995)により得られた柵製鮮窯の7ミノ酸配列の

梢報から対応するcDNAをクローニングすることを目的とした.続いて,得ら

れたcDNAを大腸菌で発現させ.発現産物の酵崩活性を検討した.さらに.ク

リカボチャのKSBの退伝子発現の制御,細胞内の局在性について検討を加え

た

2- 2結果

2- 2- 1 PCR断片の増幅

lJY製されたタンパク質の部分アミノ酸配列 (図2- 1)から,pCR用のプラ

イマーを設計し.クリカボチャの未熟種子中の子葉から調製した全 RNAを鋳

型として,RT-PCRを行った.これらのうち.シークエンス【5】の下線部分か

ら設計した正方向のプライマー (forwaTdpnrncr)と【11の下線部分から設計 し

た逆方向プライマー (reversepnmcr)を用いた坊合に.比較的明瞭なバンド

(045kb)の増幅が認y)られわ (図2-2).

このPCR産物をプラスミドベクターにクローニングし.バンドと同じサイ

メ (0.45kb)のインサー トをもつクローンを選択 し.塩基配列を決定 した.こ
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ll]K/ASqIZTHPDESVLEN=NSWTl2]K/RAMESYSGDZVRZSl3]K/EAEWSTNK
l4]K/HGLSSDSVW
l5]K/LQDWSMVMQYQR王く=~

図 2-1 捕裂 したタンパク質より得 られたアミノ酸配列

矢印は.プライマーの設計に用いたアミノ5LE列を示T.合成ペプチド(11は.抗体

(AbKBl1)の作軌こも用いられた (SaJtOetal,1995).

_こ~-1

図 2-2 RTIPCR産物の電気泳動

クリカポチ･t･の未熟種子より調期したRNAを1.型として.図2-1に示したプライマーを
用いてRTIPCRを行い.1℃R産物 を8%ポリアクリルアミドt!t.;h動で分析した.DNA
Li.エチジウムブロミド染色により棲出した,

のcDNA断片 (472bp)の予想 されるアミノ酸配列 を解析 したところ,プライ

マーとして用いた配列 に扶 くいくつかの7ミノ酸配列 (図2-3,白抜 きで示

しである)は.ペプチ ド【11,【51の7ミノ酸シークエ ンスの結果 (図2-1)

に対応するものであったことから.このKR断片は,アミノ酸 シ-クエンス
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7(SB肌 叫 YFD GSLFNSPSTTAAAFMnR 26
1 日 IllH llL

KSA KETJ4LIKZPTTLLHSLEGHRDLDWEKLLKLQSQDGSFLFSPSSTAfAFMQT 300

XSBNDDGCFDYLRSLLQKfDGSVPTIYPl-DIYARLmヰVDSLQKFGTARHFKEE 76

I lll llll lA H H H lJII
xSA Fu)SNCLEYl.RNAVtm GGVPNVFPVDLFEH工Yl工VDRLQRLG工SRYFEEE 350

KSB TRSVl.DETYRC冊 QGEE. . NIFJDASTCAW RHLRVEGYt)VSSDQL 121

1 日 ll l lHH H H H I
KSA ZKECLLD… RYVTDNGtCWARCSHVQDIDDTA光AFRLLRQHGYQVSADVF 400

KSt)TQF.SED工FPNCZ.CGYLKDFGASLELYB H ℡JW D 157

I I I I H lH

KSfLKNFEKEGEFFCFVG Q S NQAVTGHfNL.YRASQLAFPREE:TLKNAJ(EFSYNY -350

図 2-3 PCR産物の塩基配列より予想されるアミノ酸配列 (,′KSB′･:上段)

と.シロイヌナズナの KSA (〝KSA′′;下段)のアミノ酸配列の比較

GCGプログラムのGAPを用いて作成した.プライマーに用いたアミノ態配列を太字で示した

ペプチドシ-クエンシンクで縛られたアミノ憩配列のうち､プライマーの作成に用いなかった

由分を白抜きで示した.同一のアミノbtを〝 l"で.性Xの非常に類似したアミノ鼓を

'-で.類似Lf.:アミノ憩をV･･〝で鼓してある.

に供 した梢魁タンパク質の一部をコー ドするcDNA断片であると判断した.

cDNA から得られたアミノ酸シークエンスに舶同性の商いタンパク質をデータ

ベースで検索 したところ,最も利同性が認められたのは,シロイヌナズナの

KSA であった (37.6%ldenuty) .したがって,得られたcDNA 断片が KSBで

はなくKSAの一部である可碓性も考えられた.しかしながら,シロイヌナズナ

のKSA のアミノ酸配列は.AnJ過信If-(トウモロコシの KSA と考えられてい

る)と本研究で得られたイネの KSA様のcDNA (第1辞)に対 してより詰い

相同性 (70%以上の identlty) を示す.また,邦製されたKSB活性をもつ最終

的な画分には,KSAl)活性 (GGPPからカウレンへの変換活性)が認められな

かった (Sa'LOeLal,1995) 以上のことから.縛られたPCR断片は,KSAでは

なく他のテルペン環化群栗 (terTXneCyClascs)の一部をコー ドしている可能性

がか ､と考えた.KSB もKSA 同様,テルペン環化鮮滋であることから,以上

の能X･は,このcDNA断片が KSBのcDNA の一部であることを強 く支持 し
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ていた 得られたpcR断片をプロ-プとして,未熟裡子中の子葉より調製 した

poly(A)-RZqAを用いて,ノーザン解析 を行ったところ,27kbの転写物が検出

された.蒲製されたタンパク質の分子丑 (81kD)を考えると.この,nRNAの

サイズは安当であり,少なくとも.検出されたrnRNAは.絹製されたタンパ

ク質をコー ドするのに十分な大きさであった. 以上の結果から,増幅された

pCR断片は,KSBの一部をコー ドする可能性が高いと考え.その全長を含tT

cDNAクローンの単軽を試みた

2- 2-2 全長を含むcDNAクロ-ンの単鮭

クリカボチャ未熟種+中の子袋より調穀したpoly(A)◆RNAから,入ZAPnを

用いて1.2xlÒの独立プラークから成るcDNAライブラリーを作製 した,045

kbのPCR断片をプロ-プとして,5xlO5個のプラークをスクリ-ニングした

ところ,9個の温位クローンを得た.これらをサブクローニングして,インサー

トDNAのサイズを検討した.長も長いインサ- トをもつ二つのクローン

(pKB3およびpKB16:それぞれ24kb)を用いて制限酵京地図を作成 した

(図2-4) その結果.これらは同一のクローンであると判断した.これ

Sall
EcoRV Accl

8amHl

図21 4 pCmKB-1のcDNAインサ- トの制限軒棄地図

らのcDNAのサイズ (24kb)とノーザン解析により得られたmRJAのサイズ

(27kb)から考えて.単推されたcDNAクローンは,5'末端が欠けたもので

ある可能性が示唆されたので,RACE (rap上daJ'.Plificat10nOfcDNAcods;

Frohmanetal..1988)の変法 (Edwa'dseta1.,1991)を用いて,5.東端のクロー

ニングを試みた.その結丸 742bpのDN̂ 断片がタロ-ニングされた.この断

片は･もとのpKB16と完全に一女する479bpと新たに263bpの5･末端を含ん
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でいた･RACEで得られたDNA断片ともとのpKB16のインサー トcDNAを制

限鮮京サイ トを利用 してつなぎ,ほは全長と考えられる27kbのcDNAを含む

プラスミドクローンを得た (pcmKBll).

2-2-3 塩基配列の決定

得られたcDNAの全塩韮配列を決定 した (図2-5).単推されたcDNAは,

2658bpであり,cDNAライブラリーのスクリーニングに用いたpCR断片の塩

基配列を完全に含んでいた.図2-5に示 したORFは,789アミノ酸から構成

されており.終止コドンの104bp下流には,ポリアデニル化付加シグナ)i,と予

想される配列 (AATAAA)が認められた.祐られたアミノ酸配列には.精巣さ

れたタンパク質から得られたペプチ ドシークエンスが全て含まれていた (図2-

5)･ただし･ペプチ ドシークエンシングより117られた配列 【5】LQDW量MVM

QYARKは･cDNAより予想 された7ミノ酸配列では･LQDWD_MVMQYARK

となっていた,この1アミノ概の追いは,アミノ酸シークエンシングに供した

ペプチ ドの立が十分でなかったために起こった.アミノ酸シークエンシングの

読み間違えであると判断した.このタンパク質の予想される分子JIBi-は89kDで

あり,この値は.絹製されたタンパク質のSDSIPAGE上での見かけの分子丑

(SlkD)よりやや大きかった

はじめの55アミノ軌 ま.セリン,スレオニンといった水艶基をもつアミノ

酸残基に富んでいる(セリン,)8%,スレオニン,12%) また,塩基性残基が多

いた桝 こ,この部分のpZ値は.98である これらは,プラスチ ドを標的とす

るmns･lPeptldeの典型的な特徴である (Keegstraeta1.,1989).図2-6に,

はじめの55アミノ酸をこれらの特徴を強調して示した.また,シロイヌナズ

ナのKSAにおけるN末端の l00 アミノ秩 (trams.tpepddeと考えられている)ち

同時に示した (Sun aJldKaLT"ya.1994).



'IT= +

-137 cm CGTAGTm CG
-120 GCTCTTGGCTGTTm GTJm ∝ CTATTCTGTTm A.rATGCACTGAATGTCAAAA7
-60 GCCm TGCTGCm CGCAATTTCm GCATGTCCTA入ACATACCAGTC

I ATGTATCTTTCCCGACCTACCGGCGTTGCCCGTTTTGCTm CCTCCTCCTCm TCC
H Y L S a P T G V A a ど A A S S S S i ら

6i TCAGCTTCCCTATTCCCTGGAGTGGATGTGGACACAJM 九九九ACTGGAGCTTTCCAC
S A i L ど P G V D V D T T T X T G A L tZ

121 7TTGAAGABLACAAAAG入AAGAATTAAGAAATTGTTCGACAAGGTTGAm AGTTTCT
F E E T X E A I 汰 A L ど D A V E i S V S

i81 GCATATGATACTGCATGCGTGGCAATm CW CTCAJLCCAACCTCTT
A Y D T A 〟 V A 〟 V P S P N S :. ～ O ? L

24I m CCM GTATAAACTGGGTATTAGATAGu Tm W CATGGG∝ CTA
F P E C ニ tJ I,I V こ D S Q a A D G S V G i

301 CTCCACh CGATCAGTTCCTGATGAAGGCCAATCTm ATCTACATTAm TGTCm +
L トI hZ D () L L H K A N L L S T i A C V L

361 ACTCT'rAAG⊂GGTGG九人TATTGGGm TGAm TATĜ GCm TTTTATCAAG
T i 】く R y ド l G H D II H i X A i D F 王 X

42I TCTAATATAGCTTCAGm ACTGATGAGm TGGGATTTGACATTATT
S tq I A S A I D ≡ N O 良 S P V G F D I I

181 m CCTGGCATGATTGAGTATCCTAJuGACTTGAAm GAATCTACCCTTm
F P G M I E Y A X D i N L N L P L A P T

一一l■-frH4●●"""_""●●1-.
5i1 AACGTGGATGCCH GGTTCGAAAGAAAGAGTTGGAGm GAGAAGCTGC人G九九Gm

N V a A L V a K X E L E L A ら C 良 S N ～

-･･-●●■■■____=__

'ol 禦 聖 で 三cc盲人で AT G‡AT門 u ET A?TTgGT で三,A…入GgA㌣

" l 計 等 TT 等 TCfA等 †㍗ 王ら筆 写 ㌣ ;CT G7TTr T P ic⊂r fcC

72I GCm ATGCATAGAAAm m TGm GATTATCTTCGCTCACm A
A A A ど N H 良 N D D G C ど a Y i a S L L

781 CAAAJm TGGCTCAGT'rCCCACAATATATCCTCTTGATATATATGCTCGATTACAC
Q 汰 F D G S V ど T I Y P L a 1 Y A a L F1

841 ∧TGGm GATAGCCm C九八人AAm CGCAATTGCTCGGCATTTCAAAGAGGAGATTAGAAGC
M V D S L Q X ど G r 入 R JI ど I( E E I A S

901 GTATTAGATGAm ACAGGTGTTGGATGCAAGGAGAGGAAAATATATTCTTAGATGCI
V i D E T Y 氏 C W M O G E E N I ど i D A

961 TCAAC7TGTGW TGm TGTTN:GTGTTGAJm TATGATGTTTCW
S T C A M A F 氏 捕 i a V E G Y a V ～ ～ D

1021 CAGTTGACTCAATTTTCAGAAGATATCTTTCCCAATTGCCm TATT AAAACAC
Q i T O F S E a I ど P N C i C G Y L X D

1081 TTCGGTGCCTCGW ATATAm T-ATrAL･たrarm T:1T1-▲▲TL-

1日 lT TCfNF †千丁で 巧 打 巧 ㌣ ㌘ 'C.cT cT GT 瀧 ∧菅 笠竺 笠 二

1201 TCAGTTTGGTCTGATAĜ ACCGATAGIGTTGTTluACAAGAGGCTGTTAA.rGCTCTTCAG
s v 打 lS D 良 T D S V V A Q E A V N A L E

(図2-5 次頁に続く)
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1261 TTCCCCTATAATGCAA⊂TCTAGAACGCC'rÂ TAAGTAAGACGGCAATGGAAAGTl:ACAGT
ど P Y V A T L E A L I S 式 川 ∧ Yi-ぅ Y S

IIZ1 ㌢ 憎 や 'T珊 TTTT A;亡苧 ▲;ATF 芋 で T TP 汽 ▲TSAT T

13ai TTTCTGGÂ CTTGCTGTAGAGGATTTCAATACCCTGCAACGCATTCATCTT入札AGAACTG
F i E -- A V E D ど N で こ O R = Jl 1 X = L

1441 GAAGA∝ T'=CAAAGATGGGTGGTTG▲入AACAAATTGGACGAGTTGAAATT=TTCAGACTG
E E :･ Q A V V V E TJ i( L D E L 汰 ど ど .a i

150I CACCTAGGGTACTGCTAT'=T∝ TGCGGCAGCGACCCTTACTCATCCTGAACTTCATGAT
ZI i G Y C Y ど A A A A T i I D P E i JlD

156I GCTCGCATAGCATGm CAAJuTGGTCTGCTCACGACCGTGGTTGATGA.:=TCTATGAT
A a I A ¥ A O ～ G V L T T V V :I D ど Y E)

1621 GGTGGAGGATCTGA▲GAGGAATTGGATAACCTTATACAATTGGTGG.UAAGTGGGATCCT
G G G S E E E i Cl ､. L 1 E 1.. v E K W D ～

1681 GATGGGGAAGTGGGTTACTGTTCCAASGACG=TGACATTGTATTTCTTGCACTGCACACC
D G E V G Y C S X a V E I V ど i A i fl S

1741 ACAGTTTGTGAAA-AGG入AGAAGAGCTTTAGTATGGCAAGGACGCAGTGTでATGAGGAAT
T V C E I G A FL A L V W Q G 良 ら V H a N

180ユ GTTATCCATGGTTGGTTGGCTCTGCTCAAGCTGATGAGAAAGGAAGCTGAJATGGTCGACA

v : ⊃ G i L A '- i ll V 【 R K E =∑:≡:::= = =⊂=

ia61i巴 野 3TA3TG旨cA言cA孟TG≡GT…AA;AT孟TGgAA芸AA三ccEATSTA言cAETC云cG三TG

192i GGACCTATAATCCTTCCAATGCTCTTCTTTGTTGGACCTAAACTCTCAGAGGAAATGATT
G ど Z エ L E' M i r ど V G P Jく L S E ≡ H I

19e1 GGAAGCTGTGAATACCAGAACTでATATAAGCTGATGAGCACTGCTGGTCGCCTTAAGAAT
G S C E Y Q X L Y K L ZI S T A G a L ･< N

2041 GATATTCGATCTTACGATAGAGAATGCAAAGAGGGA入AGCTCAATATTCTGTCTCTGTGG
D I Ft S Y D R E C A E G K i ド I i S i rA

210I ATGATTGATGGC(;GTGGTAATGTCACCAAAGAGGAGGCCATTGAAGCAATTJuAGGGGAT
M I D G G G N V T Z( E E A I E A I K C D

2161 TTTGAGAGGGCGATAAGACAGCTGCTGGGく;TTAGTTTTGCAGGAGAACACTACAATTCCA
F E R ^ r A ど L L C i V L 0 E N T T I P

2221 AGAGCTTGTAAGGATTTGTTCTGGAJuTTGATGTCCATTGTGAATCTATTTTACATGGAA
R A C K D i ど W 礼 L M S I V N i F Y M E

2281 GATGATGGGTACACTTCAAATAGGTTGATGAACACTGTAAAAGCCATGTTTGAACAACCC
D a G Y T S N 氏 L M N T V Iく A M F E Q P

2341 ATGGATCTGGATGCACTATTGAACAAATGAACGAACAACAAACGAAATAAGTTGTAGTGG
M D L D A i i N X ･

2401 GFuGCAGACGCCACCTATTCACTGTCTTCTCTACTGATCAGATGTCTAT･=GCTTTCTCAT

2461 TGAGGAAATGGCAAATAAAACATTTTATGGÂ ACATTTCATTGTTAAATTGAGACAGTCT

252: a

図 2-5 pCmKB-1の cDNAイ ンサ ー トの塩基 配列.および予想 される
ア ミノ憩 配列

71割タンJてク安から待ちfLた部分アミノ酸配列を四角で囲った.qJL体調Suに用いたアミ

ノ酸配列にu影をつけた 045kbの PCR断片を得るのに用いたプライマーのqfitを矢

印で示した･ RACE法に用いたプライマー (Pl. P2) を破ほの矢印で示した.停止コ

ドンは■で示した.poly(A)付加シグナルと予想されるだ列舌下埠で示 した.
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KSB(Cucurb/(amaxlmaL)
HYLERPBGVARFAZuEW BLFPGVT)Vt)恥 FEE取 ERZfCKLFDX

KSA(ArabldopsI'stha/ianaL)

I勾LQYm JIPEEBll別 1匹亙FL百IBGB pLNVARD棚 ZHCか【工廠 EYTN-

か EVQ且DLPLIEEWQQLQGEDAPQZ母vc日Nか AfRAV朋 ILR:NL

図 2-6 KSA.および KSBの transltPePIldeと予想されるアミノ酸配列

セリンまたはスレオニン残基を白抜きで帯した 止墨性アミノ牡校基を太字で示した.

2-2-4 大膿商内での過剰発現

クローニングしたcDNA (pcmKB･1)那,実際にKSBをコー ドするものであ

るかどうかを検討するために,大股AJ内で過剰発現 させ.発現産物の辞素活性

を検討した.pCmKB-1のコ- ド恥 !Rを大股歯の maJE遺伝子 (Guanetal.

1987) の下流に繋ぎ.malLOSeb'ndlngPrOte■tl(Map)との融合タンパク質

(帆SP-KSB)として発現させるためのベクタ-を構築 した また,この融合

タンパク質の発現は,LSOPrOPyトβ-DLh10galacLOPyranOSlde(IYTG)誘導性のプロ

モーターである,ELZCプロモーター (AmannandBrosluS,1985)によりコントロー

Jレされるように設計 した (pMALIK8,図2-7)JLl照 (コンロトー)i,)とし

州 .Lt-i
Ptac

ド-û rl一二｣

maIE KSB

MBP-KSB

ptac maJE

131kD

= 42kD
MBP

図 2-7 大膿茜での発現ベクター

pMAL一KBは,KSBとマルト-ス結合タンパク官 (Map)とのAI含タンパク算 (MBP-
KS8)を発現させるために軌 ､た pMAL･C2LiコントE3-ルとして用いた.
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て,MBPのみを発現 させるためのプラスミドベクター,PMA L-C2を用いた

(図2-7).まず.期待 される分子品のタンパク質が,LFTG処理に上り誘

導されるかを検討した.PMAL-C2またはpMAL一KBを持つ大腸歯 (∫MIO9)を

m G処理前,または処理後4時間員にサンプリングし,全細胞抽出物をSDS_

pAGEで分析 した (図2-8).その結R,pMALC2をもつ大腸菌の場合は,

pMAL-KB PMA L -C2

lPTG 十 一 十 一

i_ 42kD

振i_

図2-8 融合タンパク質の生産

IPTG('sopropylサD-thlOgalactopyranosde)処理前.あるいは姓漸如).pMAL･KB.
またはpMAL-C2をもつ大AiTから全拍拍抽出物を的SJL.SOS-PAGEで分析した

LPTG処掛 こよりMJiPとT･思される42kDのタンパク質の誘導が認められた.

PMALKBをもつJM109は,lPTG処理により.見かけ上 130kDのタンパク質

を生産した.予想される融合タン′(ク質 (MBPIKSB)の分子Bi-は 131kDであ

ることから,ほほ正しいサイズのタンパク質を生産 していることが示された.

m Gにより誘導されたタンパクTTが,MBPIKSBであることをさらに確訟する

た桝 こ.イムノプロット分析を行った IYrG処理後の大腸菌の全細胞抽出物

をsDS-PAGE後.KSBの合成ペプチ ドに対する抗体 (AbKBl:Sa'loetal,

1995)で染色 した (鼠2-9) その結#･,lPTGにより諌辞された 130kDの

タンパク質がAbKBlと反応 した ).川(iの大腸菌抽出物中には,AbKBlと反応
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図2-9 イムノブロット分析による仙台タンパク質の確認

IPTG (JSOPrOPyトFD-th喝alactopyranoside)処理後の.PMAL.またはpMAL一KBをもつ
大48菌の全抵拍抽出物をSOS･PAGEで分画乱 抗 KSB抗件 (Sa汀oetaI.1995)を用い
てイムノプロット法により積出しT=

性を示すタンパク質は配められr,･かった 以上の点火から,大腸菌内での,

MBPIKSB融合タンパク質の発現が砥認された.

クー)カボチャの未熟様子肱孔のKSB活作は.200,000gの上告に存在するこ

とから,KSBは可溶性タンパク‡てであると考えられる (SaltOetal.1995).

LPTG処理 (4時阻 37oC)により,MBP-KSBを生産 している大腸菌をリン酸

親衛液で抽出したところ,】'_000gの上濃には MBP-KSBは分画されなかった.

沈殿をSDSで可溶化 し,SDS-PAGEで分析 したところ,融合タンパク質の殆ど

は12,00gの沈殿画分に存在 していることがわかった (図2-I0).以上の

結果は,過剰発現された融合タンパク質が.封入体 (incluslOnbody) を形成 し

て不溶化 している可能性を示←芸している.不溶化 したMBPIKSBは,0.5%

Tdton-XIOOによっても可溶化されT4-かった 外来のタンパク質を大脇商内で

安定化させるひとつの方法は.lPTG処理後の大鹿菌を低温で培妻することで

ある (BIShaletal.1987) pヽtIIL-KBをもつ大腸菌にLJTrG処理 (208引札 20

oC)の後.12,CWgの上混両/JIを調製し,イムノプロット分析を行ったところ.

Map-KSBが検出された 以 L.のilSrEさから,低温下で誘導したMBP-KSBを用
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いて酵某活性の評価を行うことにした.

p8Het sup.

lPTG +- +-

図2110 MBp-KSBの可溶性

IPTG処理前練の大Ji首をリン鼓接衝蒲で抽出し.12.000gの上歪 (sup)と沈船
(pellet)に分画し,SDS-PAGEで分析した

2-2-5 発現タンパク質の機能解析

KSB活性の測定は,盛本的にはSalLOetal(1995)の方法に従って行った.

Map-KSBを含む大腸菌の抽出物を【和】cppとインキュベー トし.カウレンへの

変換を調べた.インキュベーション後,反応紋をn-ヘキサンで抽出し,シリ

カゲル薄層クロマ トグラフィー (TLC)で分画 し,カウレン画分を得た.カウ

レン画分を,逆相 HPLCで分析 したところ,標晶のrl-C7カウレンの保持時間に

単一の放射性物質のピークが認められた (図2-11).この保持時間は,コ

ントロールとして行った,【hlCPPのクリカボチャの租鮮菜液による代謝物の

それとも-鼓した.以上の結果から,Map-KSBを生産 している大腸菌の抽出

物はZ(sB活性を持つことが示された.この酵薫活性が,MBPIKSBに由来する

ことを確かめるために,以下の実験を行った 図2-11のHPLCのクロマ ト

グラムにおいて,検出された放射活性はほとんどカウレンに対応するひとつの

ピークのみであり,このピークから全放射活性の90% を回収することができた

したがって,以下の実験では,ll.C後のカウレン画分に存在する放射活性

(dpm)を相対的なKSB活性とした.lPTG処理前,または処理後 (5または20
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図2-11 0Ds-HPLCによる【3H]CPPの代謝物の分析

TLC経のカウレン画分をODS･HPLCにJ:り分析した.-E_co//～.Map-KSBを含t;大Je首の

抽出軌 'CmaxII77a';クリカポチ十の禾如稚子鹿乳より調糾したS200(200.000g

supemalant)画分.

時間)の,pMALc2(コントロールとして用いた) .またはpMALKBをも

つ大腸菌の抽出物中のKSB活性を測定 した (図2-12).pMALC2をもつ

大腸菌は,有意なKSB活性を示さなかった.LPTG処理後のpMALKBをもつ

大腸菌は有意なf(Sl】活性を示し,相対的な活性は.イムノプロットにより分

析 したMBP-KSBの発現丑とよい相rXlが認められた (図2-i2).以上の結

果は,抽出物中のKSB活性が.融合タンパク質,Map-KSBに由来しているこ

とを示している.

2-1-1で得 られたPCR産物の塩益配列から予想 されるアミノ酸配列は.

KSAと康めて高い相同性を示した.また,後で詳 しく述べるように,pCmfQ-

1の予想される全アミノ酸配列をデータバンクで検索すると,最も相同性の高

いタンパク質は,KSAであった.以上のことから.MBP-KSBが,KSl】活性の

みを持ち.KSA活性を持たないことを確認するたy)の実験を行った.MBP_

KSBがKSB活性を持つことが示されたので (図2-11, 12).KSA活性

の測定は,KSAB活性 (GGPPからカウレンへの変換活性)により評価するこ
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図2- 12 pMAL一KB,またはpMALをもつ大腸菌の抽出物の KSB活性

IPTG処理前 (Oh).処理後 (5.10h)のpMAL･KB.または pMALをもつ大Je首の抽出物の

KS8活性 (A).およびイムノブロットにより分析しt.:Map-KSBの突洩 (a)を示した

ととした,衣 211に示 したように,Mtlp-KSBを含む大腸菌の抽出物は,

KSA8活性を示さなかった 同じ抽出物は,有意なKSB活性を示した.また,

クリカボチャJt熟種Ll一艇乳より調製 した激酵京液は,明瞭なKSA8活性を示し,

大脇蘭の抽出物を与えてもKSAB活性に対する有意な影響は乾められなかった.

この結果は,少なくとも.大脇歯の抽出物由来の阻=L'-的な彰啓のためにKSAB

活性が検出されないのではないことを示している.以上ように.MBP-KSB融

合タンパク質は.KSA活性を示さなかった.

以上の結果から.pCmKB-1のインサー トcDNAは.KSBをコ- ドするもの

であると結論した.



表 21 1 クリカボチャJ:り調製 した粗酵素嵐 および MBP または

MBP-KSB を生産 している大腸菌抽出物中の KSABまたは KSB活性

extracts KSABact■vltleS(dprTl)a KSBactlVltleS(dpm)b

pumpklnC 5899士252 2813士943

E colt/MBP 203士20 221士32

Ecolt/MBP-KSB 183士18 1461士724

pumpk-nC+Ecolt/MBPIKSB 5923士688 NDd

ValuesaremeansfromfourIndependentassayswnhstandarderrors

aoverallenzymallcactNnyCOnVertlngGGPPloent-kaurene

bEnzymatlCaCtlVltyCOnVertlngCPPtoenl-kaurene

CThe200.000gSUPernatantIracIIOnPreparedfrompumpklnendosperm(SaltOetaF1995)

dNotdetermlned

2-2-6 ゲノムサザン解析

pCmKB-1のcDNA インサ- トをプローブとして,制限酵素処理 したク1)カ

ボチャのゲノムDNA に対 してハイブリダイゼーションを行った.HJgh

strlngenCy条件で行った場合,それぞれの制限酵素処理に関して,-つのバン

ドのみが検出されたことから,pCmKB-1をコー ドする過伝子は.ハプロイ ド

あたり1コピー存在することが示唆 された (図2- 13).LowstTlnBenCy条

件で行っても,特異的にハイブリダイズする新たなバンドは検出されなかった

(図2- 13) 同 じlowstnngency条件で,クリカボチャのGA20-酸化所業

(Langeetal,1994)のcDNA をプローブとして用いたところ, 2または3コ

ピーに加当すると予想 されるいくつかのバンドが検出された

2-2-7 遺伝子発現の分布

pCrnKB-1のcDNA インサ- トをプローブとして,ノ-ザン解析 を行 った

まずはじめに,クリカボチャの幼植物体におけるKSBの mRNA の分布を調べ

た 同時に.既に同じくクリカボチャからクローニングされているGA20一酸
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図2- 13 クリカボチャのゲノムサザン解析

クリカボチャのDNAを制限封兼で切断乱 pCmlく8-1のインサートcDNAをプE3-プとして

サザン粥所を行った.ハイブリダイゼーション後のメンブレンを.最終的に68●C.01xSSC

(H唱h).55'C.2xSSC(LoIV)で洗,?した.a.BamHl.E.EcoRr.H,HlrK1日

化酵糸 (LaJlgeeLal,1994)の発現状況もSpJベ.I(SBのそれと比較した.GA

20-酸化酵素は,GAl…,の20位のメチル基を数段階酸化する酵素で.GA生合

成の後のほうの段階を触媒する.ただし.クリカボチャより単推されたGA

20一酸化酵窯は,GA.2〝,をトリカルボン酸であるGAか/,,に変換する (Langeet

a1,1994)ことから.活性型GAに向かう生合成撞路とは異なる.KSBの

mRNAは,調べた全ての組凪で検出された (図2-14).発現豊は,未熟種

千,茎頂を含む若い兼など▲若 く成良している親戚で多かった.逆に,成熟 し

た子黄では,非常に発現壬が低かった.また,根においても発現が認められた.

一方.GA20-教化酵素のmRNAは,未熟種子でのみ検出された.栄養組織で

の発現丑は,ノ-ザン賂折に上る検出限界以下であった (図2-14).

次に,発芽過程におけるKSBの遺伝子発現の変化を調べた (図2-

15).子葉においては.豊熟期と発芽過程で顕著な発現丑の差が認められた

那,発芽から初期生長の過程においでは,ほは一定のレベルを姓持 していた.

同棲に,腫軸においても新著な発現L-の変化は認められなかった.
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図2- 14 ノーザ ン解 析 :ク リカボ チ ャ幼植 物体 にお ける KSB,
およびGA20-酸化酵素の発現

クリカボチャの幼植物体を 1.茎頂を含t;兼難業.2.根 (全体),3:根強,4;旺札

5:子葉.に分け.それぞれからpoly(A)'RNA4LLgを調製した.また.末耕種子中の子葉か

らも同帆 こpoly(A)'RNAを調糾した.これらのサンプルを用いて.pCmKB-1のcDNAイン

サ-トをプローブとしてノーザン解析を行った (A:左).プロ-ブの strIFPlng胤 カボチ

ャのGA20一酸化酔窯 (Langeetaい 994)をプローブとしてハイブリダイゼーションをrT

った (A.右) (8)はカボチャの幼植物体 (吸水後 7日目)のスケ ソチを示す
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図 2- 15 クリカボチャの発芽過程における KSBの遺伝子発現

発芽過程のクリカボチャを子兼と妊Nに分け(0.1日白は圧軸が担められないため全体を子羊

とした).それぞれの部分から辞がしたpoTy(A)+RNA4LJgをノーザン解析こ用いた.ーdays'Li
吸水後の日放を示す ここで用いた栽旭条件でLi.吸水維2日宇目こ発芽が班められる

2- 2- 8 KSBのit信子発現に及ぼす光の影響

GawronskaeLal.(1995)は,弱光ス トレスによりエン ドウのGA 生合成が顕

著に促進されることを示 した.また,カウレンの生合成が.光に上り制御 され

る可能性が示唆 されている (EcklundandMoore,Ⅰ974).さらに.カウレンは

光との朋わりが深いと考えられるプラスチ ドで生合成 されている可能性が高い

(RailLOnela1..1984;Aachc【a1.-1995,SunarLdt(arnLya,1994) 以上のことか

ら,KSBが光によるGA生合成の制御の一端を担っていることが予想 される.

エンドウにおいでは,弱光ス トレスにより節間の伸長生長が促進 され,同時

に内生 GA丑が顕著に増加する (GauⅦnskaelal.1995).まずはじめに,クリ

カボチャにおいて,弱光による同様の仲良促進が認められるかどうかを調べた.

クリカボチャは,bushlype のため,エンドウとu,栄養生長期の形態が非常に

共なる.そこで.クリカボチャの場合は肱軸の伸長に注目した エンドウの節

閥仲良と同様に,クリカボチャのはい軸の伸長は,弱光により促進された (図

2116A).同様の条件で栽培 したクリカボチャの幼植物体 を用いて.光強
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図 2116 クリカボチャの姪軸伸長とKSBの遺伝子発現に及ぼす

光強度の影響

(A)クリカボチャを220LIExrn-2Xs~lの白色連続光下で 7日間載治し (100

%).広也の長さを測定 した 0.10.50% は,それぞれ略取 22LIExm~2xs~1,
110uExm･2xs-1で栽緒した堤合である.

(8)異なる光弘度で栽培 したカボチャの幼植物体の地上部を,蔓rIを含t,.未熟菜

(leaves).妊軸 (hypocotyls).子葉 (cotyledons)に分け.それぞれpoly(A)'
RNAを調如し.pCmKB･1のcDNAインサー トをプローブとしてノーザン解析を行

った.未熟薫.圧払 子薫から調糾した.それぞれ,025.2.6pgのPIy(A)+RNA
をノーザン解析に用いた
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度がKSBのia伝子発現に影苛を及はすかとうかを調べた (EgI2- 16B).

しかしながら,クリカボチャにおけるKStlの rrIRNA,i-は.光条件のいかんに

関わらず.柾軸,千乗,基頂を含tr菜.いずれにおいてもほほ一定であった.

GawTOnSkaetal,(1995)によると.エンドウを完全暗所で裁培 した場合には,逆

にGA生合成は明条件 と比較して抑別される.KSBの転写レベルでの発現星は,

完全暗所で栽培 した場合,明所で栽培 した場合とでほとんど差が認められなかっ

た

212- 9 KSBの細胞内局在性

KSl)のN末端の55アミノ虚配列は,典増的なプラスチ ドへの移行シグナル

(bLanSnPCP【ldes)の特徴を有していた KSBの細胞内局在性に関する実験的

な証拠を得るために.クリカボチャの未熟発から類縁体を調製 し.抗 KSB抗

体 (AbKBl)を用いたイムノプロノト法により,KSBタンパク質の検出を試

みた.未熟柴より調製した全榊胞抽出物中には,抗 KSB抗体 と反応性を示す

タンパク質は.検出されなかった.柴繰体を単粧した後.さらに可溶性画分

(ス トロマ)と膜画分 (チラコイ ド.および包膜)に分画 して調べたところ.

76kDのタンパク質が.股画分に検出された (図2-17).

plastlds
t s totaJ e

76kD一一- -一一 87kD

図2- 17 抗 KSB抗体を用いたイムノプロット分析

クリカボチャの若い菜より斗粧したプラスチド(S:stroma.I;hylakoids).若い羊の全
抱腹抽出物 (t).および庇札より捕QJしたKSB(e)をSDS-PAGEにより分画後.抗KSB
抗体 (Salbetal.1995)を用いたイムノプロット法により分析した
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シロイヌナズナの KSAは.N束端にプラスチ ドへの移行シグナル (tTanSlt

TXPbde)をもち.試験管内市訳 (LnVi打OmnS]auon)により合成 されたタンパ

ク質は,エンドウの単鮭禁絶体に武験管内で取 り込 まれた (SunaJldKamlya,

1994).クリカボチャのKSBも同様の移行 シグナル様の配列をもつことから,

エンドウの単煮葉緑体 を用いて.同様の実巌 を行 った.

はじめに,試験管内覇訳の条件検討を行った.pCmKB-1は,訣験管内転写

(lnVIUOtranSCnPtlOn)のプロモータ-として使用可能なT3,17プロモーター

をクローニングサイ トの両岸にもつ,pBlu亡SCTIPlSK(-)を用いてクローニング

された (図2- 18) そこで.KSBのcDINAの上流に存在する T3プロモ-

A
T3

.…._至 芸 p KSB ト_ ___.
pCmKB-1

SP6

… ‥j 垂 P KSBcd lng で 巴_･･-
TEV-NTR

pCmKB･1
十 一

l■コ

===:1
【二二コ

pK832

pK832
+ -

i]

- -■87kD

iiiii-｢叫

図 2-18 試験管内転写 ･覇訳反応に用いたプラスミド,および同駅産物

のSDS-PAGE

(A) :プラスミドの捕道

(B) :(A)のプラスミドを沸型として放牧管内転写 fE駅反応el35S)メチオニンの存
在下で行い,反応才の-部をSDS･PAGEにJ:り分画乱 オートラジオグラフィーにJ:り積
出した ■1'Li紙型を含まないコントロール,●/は くA)のプラスミドを捕型として用い
た堤全を示す
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ターを利用 して,試験管内転等を行い.掛 1て【カS】メチオニンの存在下.試験

管内朝訳を行った.翻訳産物をSDS-PAGEで分析 したところ,予想される分

子丑 (89kD)とほは等しい,見かけ上87kDのバンドがW.寮された (図2-

18).しかしながら,ほは,同等のシグナル強度で多 くのバンドが認められ

た.これらのバンドは,RNAを加えないコントt1-ルでは認められなかった

ことから.KSBに由来するペプチ ド断片であると考えた.これらのバンドが

87kDのタンパク質 (全長の KSBと考えられる)の分解物である可能性を倹討

するため,試験管内甫訳の反応時間を変化させてバンドバターンが変化するか

どうかを調べた しかし,反応持田']のいかんに関わらず,ほほ同一のバンドバ

ターンが認められた.この結果から.翻訳産物が単一のバンドとして認められ

ないのは.翻訳後にプロテアーゼJJfによる分節を受けた結果ではなく,タンパ

ク質合成が複数の開始コドンからf月始しているためであると考えた.以上の結

氷から.KSBタンパク質の&.尺別始点のATGコドンの翻訳開始活性を人為的

に強めることにより.試験管内i乱訳による名札沢産物の改善を試みた

TobaccoelChv一ruS(TEV)の51兆靭訳領域 (5.nonLTanSlatedreglOn;NTR)は,

tlaJISlat10nalenha爪Cerとして牒碓することが知 られている (ResLTCPOetal,

1990.SunandKamlya.1994) KSBのじり始コドン周辺の塩進配列をPCRによ

り改変し,TEVINTRに繋いだプラスミドベクターを構築した (pKB32.図2-

18).pKB32を用いて,試験管内朝.沢を行ったところ,朝訳産物は,SDSI

pAGE上で87kDのほは単一バンドを示した.試験管内翻訳により合成された

KSBは,クリカボチャの肱孔において抗 KSB抗体 (AbKBl)により検出され

るタンパク質 (87kD)とSDS-PAGE上での見かけの分子丑が同じであった

(注;saltOetal,1995は,クリかぎチャ旺孔において.SDS-PAGE上でaikD

のタンパク質を検出しているが,本研究では,BlkD という値が得られた)･

改善された胡訳産物を用いて,KSBが.エンドウの幣蕉葉緑体に試験管内で

取り込まれるかどうかを調べた.繋きよ体への取り込み実験の堤性コントロール

として.既にこの実験系において発根休に収 り込まれることが報告されている

シロイヌナズナのKSAを用いた (SunandKam.ya,1994).試験管内潮訳によ

り合成された,シロイヌナズナのKŜ に関しては.SUnandKaLTliya(1994)に

報告されている幕菜と同じ結果が了守られた (図2-19) すなわち.86kD

57



KSA KSB

ln - + 十 ln
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EgI2-19 エンドウの単軌薫捻体への取り込み実験

シロイヌナズナのKSA('KSA').クリカボチャのKSB('T(SET)をそれぞれ鼓妹
管内fI駅舎成し.エンドウの阜tHE繰休とインキュベート後.Triton-Xの存在,あ
るいは非存在下でプロテア-ゼ処理し.SDS･PAGEで分析した.lnvitro+は.莱
は体とインキュベ-トする前の拭映書内珂駅産物を示す

のKSAをエンドウの単杜黄緑体 とインキュベー トすると.76kDのタンパク質

が検出された.76kDのタン′iク質は.外から与えたプロテアーゼによる分解

を受けなかった.プtjテア--tt-処理を第線体の股構造 を破壊するような濃度の

界面活性剤の存在下で行うと,76kDのタンパク掛 ま,完全に分解された.以

上の結果は.試験管内翻訳により合成された86kDの KSAが,葉緑体に取 り

込まれ.76kDのタンパク質に限定分解 (pr∝csslng)を受けたことを示唆 して

いる.同様の実験をKSBに関して行 ったが,葉緑体に取 り込まれたタンパク

質を検出することはできなかった (鼠2- 19).以上のように.invLtrOでの

実線体への取 り込み実験からは,KSBの細胞内局在性に関する情報を得ること

はできなかった.

2-2-10 他のテルペン環化酸素との一次絹道の比較

cDNAの塩基配列 より予想 されるKSBの一次構造を,牧にクローニングさ
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れている他のテルペン環化辞去のそれと比較 した.KSBのアミノ壊配列は, ト

ウ1マのカスベン合成酵嘉 (castxnesynLhase, 以下 CS;MauaLldWest.

1994). タバコ (N'coD3''aLabaCum)のアリス トロケン合成鮮兵 (5-epト

a'IStOl∝hcnesyndlaSe,以下 EAS;Facch'nlandChappcll,1992), ミント

(Mend7aSPiaca)のリモネン合成酢宗 (llmOneneSynthase.以下 LS;CoLbyet

aJ,1993).シロイヌナズナの KSA (SUnandKamlya,1994), トウモロコシの

JhJ退伝子 (KSAをコー ドすると考えられている ,Benseneta1.,1995) と相同

性を示した (表 2-2)

責 2- 2 KSBのアミノ酸配列の他のテルペン環化酵素との相同性

enzyme ong･n l雷)nt̀ty 蒜 "anty

casbenesynthase

(CS)

51ePr-arIStOIochene
synlhase(FAS)

llmOneneSynthase

(LS)

ent-kauren8SynthaseA

(KSA)

F7JClnUSCOmmUn/S 235 483

NICOtIanatabacum 207 467

MenthaspICata 233 478

ArabldopsISthallarL3 27.1 506

ldentlty,Slmllahtyは.GCG プログラムの GAPを用いて算出した.

次に,GCGプログラムのPmEUPを用いて,これらのテルペン環化酵素のア

ミノ酸配列のSequencea])gnmenLを作製した く図2-20).

DDXXDmollf(Xは任意のアミノ穣残益を示す)は.テルペン環化酵素にお

いて,ピロリン酸基との結合にLXJ5･していると考えられている配列である

(Mauar-dWest,1994;McGarveyandCroLeau.1995).このmohfは,テルペン

環化酵素だけでなく,プレニル転移野菜 (GGPP合成酵素など)にも存在する

(AlLuCCLeLal.1995;Sco】nikandBaTtlcy.1994).KSBには.DDXXDmotlfが

存在 していた 掴 2-20,アミノ殻 603から608).また,KSBにおける

59



RSZI JSL _ _ Fm r▲1肌 . .▲1drlm t

XSA S抑 =N Sm DU L tHEVO〇Lm DAPQ=SVGSN SW KEAVKS

101 150
冨vxTE=n健 吉S:溜 寒器

151 200
慧匿慧慧葦 ヨ寄幕臣芸当諸悪

201 250
≡

隅
掛

G

S

は
品

m

u

S

温

m

E
!
慧

竺

M

誌

h品

愉

審 匿:若輩等欝 識 別

251 300

FrSSSAXSHF Km ユSS TTIlqEVRPLA YF'PPTl′片:;>TR FA SLm TPS

帆 S▲Al咋uJYEEE工VRPVA DFSPSLンG3コFl.SFSIDtQ

m SSSRSm m CSSSQLT T= _ RRSG Nm Sm FIqSLLSDYt(

Rm SEG Gm VSEGZGZm Ⅵ･qYCFuQGS m SPSm

TRTPKEt柑廿こTP'TTZJJWLE GZ･tRDL Em uKLqSQDGS Fl∫SPSS七九F

301 350

EJTES YDER VIV7m 工u SSTS. DSVm ILIDLZLW Y

V人肌 YtYAOE rfRLECECrrRS tW TGR m DTu LIDlrn L(=Z訂

EDKHVIPASE LVTLVf( トEユニKET DQIRQLELIDDZJaRMGLSD

州 DDGC Jm Tm 工Yp LDZY7LRZJW DS工耶 工hR

351 40O

IIFENDZ荘ユエ SKI.FNSQ PDLVDEKE Ct)LYTA入rVF m OIGFml
HFDCEZDEエL DQT YNQN SN. C NDtJ:TSAIJaF W CfiGm I

W Cm IL SSI.YWEu m NPFPXEE RDLYSTSLW 7um GFQV

m L■工机 DEnW OGEE Nエr … RHm

加 工KECL DW TDNGIC〟AACS汀/CE)IDDTAHは-RU二RqlGrQV

401 一】50

SSDⅥW D SDG KFRES LRGDAKGhLSlfEASHエ5VJIG EDIu E九F

S言EIrSXFg)コひJG _m :J占DVtJn LN m nGT̂TliA DD王ZJ:DAL

AQEm m 丑:G .m S LSDDm ZJ⊃IXEW FLLTf.G m lESJu

451 500

CS Arm DYllβS AYE .LP N .LR HI TNJLIECPF74S CWPFnEARZQI

EAS AfSTエJIZESA APH UくSP LREくⅣ 'm人工ECCUIKCVPHVER T

LS EFATKm VNECm D . tLTfu AYSLD=PU榊 RIXⅣ NAPVJ

XSB Stu Lm でD SVVK伊 ▲ ⅥW pY% T皿 Sm
KSAEFSYYYLuX RZm DKh'I王妃(DU>GEIGFAI上rP'ILA StPRVm n

(EZl2-20 次貫へ続く)

60



急

造

掛

監

孟

扮

墓

誌

は

t3
3

志

m

誌

忘

は

i3
3

蕊

脚

誌

S
B

弧

監

芸

弧

Sol

ZDLYEADIEC A.

ISSIYDKEQS K,

Im D H.

550

,ITETlエEF m YW QLIJICQJLCQFS

.Ⅳm RF A:W LL伊lL岨(QZLACⅣS

.tipVVlELA.JLDuTTVGPL耶 E】⊂▲FGESF

Ym nJGYlELA:KQDYl榊CpLCEIQL訓 DIFQ

600

R■lRPLDmT TIpYARDⅣ JECW FEpQYSGIRV .n m lSMIS

附 ごて蒜VE Kp Tm VEm :TGH EPFt仰 Z･P:Gm エT

RⅧ エhD Elm G m TDm LR三 脚 T

KYm 払 SZ5t=VRRSELLE⊂rYLAW =FEES脚 tV和U肌 Ⅵく

601 650

AISSSFGこSS DSRRSFS昭 一Hm LuARRS Dtuuln SA LD RPGS

651 700

SEm EエTAE Qく5YSVKYGR EAFQELVpGY Y:jl VヽRDEG KIpSFつDYLY

KDYEKEニSSA GRSHrVCftLAエrm LTY Ⅳ ESTVFlEG Yl′ppVSm

DDTSYDV細くE K… TPYII QS叩 LW Y MW GGEiRpSLEm .E

(:王エGW 卵 VェEXW m JST虻六VVpSm

V恥 SkLW ′LIG ‥ TひJQHSTDtEW HGRDVとj さJL LYLSW馴 E

701 750

NGSm LPL VSTASF始コ/QEITGtがヱFQrNLZm Pm SY ASGAF工m VtT

tZLLATrrYYY ulTSYIぷM KSATE QDFEVLSK+NPR工LE ASVIICm D

tJS吋QSISGPC トmTH工FfRV TDSFTKETVt)SLYXm LVR WSSM LAD

卵 VSS7LL GPェ工U批LFFⅥprL叩 工 耶 1Y7(エ皿

KW7(LYGDモーGE Gm ILMK m LT NFT'nlTLm Lu I工NR1

751 800

DLTSHVTEQQRGHV九SCID CY粥 HGVSX Dm V7(ILQm ATm EINE

tyrATm SRGQIAT GIECCMRDYGエST KpU㈹ N71人ETA打KDINE

DIムTSVEヱVSRGOVPX SLQCYHSDY71ASE An RZOtVm IABW

DェPSYDRB3 Em KrZm EM ZnlKGD FE即

..CLPROYLKApRN DEKEKTn S 皿 KEHGKMVE

801 850

Elm .RQSQVSVGHLXRrV71LARLTt)VSYliYC ⊂にYlrDSQQ LKQFVXGI∫
GLL_RPTPVS TEFLTPIuJLARm =HNLLm ttPEX VM HIINu

!コWSXDSPFG RDFIGCAVDL馴 AQUイY H tJGDaGTQHP IエHQQ汀rm

LVTJm Rは DIm エ.HSrVm DZm m

lALSESDTT . RDVSITF LDW Yr JW H LL2rfirSm

851 862

VDPISI

VDSIKI

ET rA

坪 山 ▲1ム K

F世Ⅳ

図2-20 テルペン環化離葉の sequence的 nr代 nt

KSBのアミノ敢配列と,他の封兼において KSB と同一のアミノ酸 を太字で示 した.KSA と

KSBの同でのみ相同性 を示す領妓 (アミノ酸残基 112から 250) において.両者で一致 し

ているアミノ軟 を白抜 きで示 した.DDXXDrrK)t･=ヱJ*で示 した CS,casbenesynlhase,

EAS.5-epl-arIStObchenesynthase,LS.Ilnt)neneSynthase.KSA.enI･kaurenesyrVhaseA

from ArabklopsIS GCG prograrnの PILEUP を用いて作成 した " ･"は al唱nnlentのため
にヰ入 した dotを示T



DDXXDmotifの位置は.CS,EAS.LSにおける位節と完全に一散していた.

KSBのアミノ酸配列は,GenBankデータペ-スに登袋 されている全ての7ミ

ノ醸シークエンスのなかで,KSAと最も相同性が高い.他のテルペン環化辞兼

よりも7(SAが高いfEl同性を示すのは,7ミノ敢 112から250までのKSAと

KSBでのみ良く保存 されている訣域 (37.3%ldentlty.634%slmi)aTiq)が存在す

ることに上る (図2-20).この新城に榊当する配列は,CS,EAS,LSに

はG在 しない.一九 KSAにはDDXXDmoLjfは存在しない (Sun andKaTnlya,

1994:Bcnseneta1.,1995).また,KSBのDDXXDmodf周辺,すなわち

alignmenLにおけるアミノ酸残鹿 603から627までの配列は,CS,EAS,LSに

おける対応する領域とある程度の相同性を示すが (7から10アミノ硬が保有

されている).KSAにおけるこの部分のアミノ酸配列とは梱同性を示さない

(図2-20)

以上のように,KSBのアミノ較n己列には,KSAと特に相同性を示す領域と,

逆にKSA とは相同性をまったく示さないが.他のテルペン環化酵素との問で

よく保存されている領域が存在する.以上の内容を佼式的に示 した (図2-

21) このように.KSBの一次隅道は,KSAと他のテルペン現イヒ群滋の一

次構造の中Zu的な性質を持っているといえる.

( KSA )

I.｡ns.t9 0分 qxx>

0 0 KSB

otherterpenecycLases

図2- 21 KSBと他のテルペン環化単葉との相同性

格同性の高い領淡を矢印で示した."otherterperTeCyCIases"は.casbenesynlhase.5-epト

anstobchenesynthase,IIr叩neneSynthaseを指す -sAYDTA汀VA･･IL.KSAとKSBで保存さ

れているアミノ鼓配列の一鉢分を示丁
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2- 3 考察

213- 1 ジベレリン生合成離兼のクローニングと機能解析

序詮において述べたように.本研究の進行 とほほ並行 したかたちで.いくつ

かのGA生合成酵素の遺伝子 (またはcDNA)がクローニングされた (EgI2-

22).これらのいくつかは,GA生合成経路に欠陥をもつ突然変異体から,

分子遺伝学的手法を用いて単連 された

GGPP = CPP = e771-bur+n4
KSA KSB
Sunand lくamrya(1994)

GA.2- aG.3iZh-,.e- ent-kauren｡icacid

GA13-

hydroxylase?
Wlnklerand
HelentlanS【1995)

GA53

GA20-oxldase

望 GA., GA,｡ GAつ
GA20-oxldase GA3β-hydroxylase
PhlIILPSetal(1995) Chlangetal(1995)

Xuetar(1995)

図2- 22 これまでにクローニングされた GA生合成酵素

生合成臣路は. r早期13位水舌Hヒ捜指｣のみを示した.LangeetaJ(1994)により

クリカボチャから得られたGA20･il化好事は.GA53を主にトリカルボン酸でかJ

生理的に不活性IJ･LGA17へ空港する WlnkterandHeFen申ns(1995)により斗推された

トウモロコシのD3iA信子u.カウレン以降GA53以前のいずれかの生合成5!兼をコード

していると考えられるが操短Li不明である (ここではGA13･hydroxylase?としてある).

この上うな方法により単粧された適任子の機能は.もとの突然変異体において

GA生合成のどの位階がプロyクされているかを生理 .生化学的なアプロ-チ
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から調べることに上りある程度推祭される坊合もある.例えば,シロイヌナズ

ナのgaL突然変異体は.カウレンに対する反応性が野生型_と変わらないこと,

セルフリ-系において【l̀clメバロン酸からr'一clカウレンへの変換活性が野生

型と比較して減少していることなどから.KSAあるいはKSBが欠損している

と予想されていた (BaTCndseetal,1986).しかしながら,このようなアプロー

チからのみではプロッタされている生合成段階を同定することが田津な場合も

ある.また,これらの突然変異の原因遺伝子が必ずしも生合成群菜をコー ドし

ているとは限らず,生合成酔漢の発現 ･輸送などをFA節 しているタンパク質を

コードしている可能性も考えられる.これらのことから.分子退伝学的手法を

用いて単捜された遺伝子の倹舵を解析することは非常に電要である.

緒言において述べたように.クリカボチャのKSBは.未熟篠子粧乳から酵

素活性を指標に絹製され,その摘穀の最終両分に存在する主要タンパク質の部

分アミノ酸シークエンスが得 られていたが (SaJtOelal.1995).得られたアミ

ノ酸シークエンスがKSBに由来するものであることを示す明確な証拠は示さ

れていなかった そこで対応するcDNAを蝉推し.その発現産物の機能解ノ折を

行うことは,その後の研究を進めていくにあたって不可欠であった.

IP一辞されたcDNAの機能解析として,以下のような方法を考えた

(I)大脇歯に単推 したcDNAを過剰発現させ,その抽出物中に迎賓であるCPP

を加え,カウレンへの変換を調べる.

(2)大恩菌で発現 させたタンパク質に対 してポリクローナル抗体を作製し,ク

リカボチャのKSB活性に影響を与えるかどうかを調べる また,クリカボチャ

のKSB活性が,免疫沈降操作に上り減少するかどうかを調べる.

(3)KSBが欠損 していると考えられている,シロイヌナズナのga2突然変異体

において単鮭したcDNAを発現させ.嬢性が回復するかどうかtP_寮する.また,

捕 (slllque)より調製したセルフリー系においてKSB活性が認められるかどう

かを調べる (ga2変異体では,掛 こおけるKSB活性が欠損 している ;ZeeyaaTt

aJldTalon,1992),

実掛 二は,方法 (I)を用いることより,単渡 したcDNAが KSBをコー ドする
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ことが証明できた (2-2-5) 方法 (2)は,SaltOetal(1995)によって,

合成ペプチ ドに対する抗体 (AbKBl)を用いて行われた.しかしながら,

AbKBlは.natユVeなKSBを認識しないた桝 こ成功 しなかった.一方,大股菌

で発現させたKSBに対するポリクローナル抗体は.naliveなKSBを認鼓する

可能性が高いと考えられる この抗体の調製は現在進行中である.方法(3)を

用いた場合.遺伝子導入に上り那 与される表現型やKSB活性の回復が認めら

れても,収奪には導入された退位子がKSBであることの証明とはならない.

すなわち.GA2遺伝子が KSBをコー ドしていることが証明されていないこと

と,植物細胞においてはKSBの発現や輪送等の機構が備わっていると考えら

れることから.期待される衣現型が避伝+導入により得られても,導入された

遺伝1-がKSBの発現や輪送等を調節するタンパク質をコー ドする可能性が香

定できない.しかし.期待 される結果が得られれば,発現させたcDNAが

KSBをコー ドすることが強 く示唆される.方法 (3)は,KSBが大腸菌内でうま

く発現しない場合を想定 して計両された この実験は.現在進行中であり (求

乳 デューク九 Tal-FnngSun怜士との火同研究).方法 (I)に上りKSBをコ-

ドすることが示されたcDNAを発現させることによりga2突然変異体の表現型

が回復するかどうか興味深い.

2-3-2 カウレン合成酵素 Bとジベレリン20-酸化軒素の遺伝子発現

KSBのTTlRNA丑は,若く成長している組紐で多い傾向が認められた.成熟

した子発では.発現立は非常に少なかった.未熟種子中の子柴においでは,調

べた範囲では最も発現丘が多 く,cDNAライブラリーの材科 としてクローニン

グに有利な材朴であったことが示された.栄糞生長期における若い親澱で発現

生が多かったことは.これまでに調べられたカウレン合成活性の分布と-敦す

る.すなわち.エンドウの栄養親風から調穀 したセルフリー系は.長も若い節

間から調製 した場合に最もカウレン合成活性 (【】̀clメバロン酸から【l̀C1カウ

レンへの変換活性)が高 く (ChungandCoolbaugh.1986).また,ホウレンソ

ウにおいても,若い絶滅においてカウレン合成能 (カウレンの酸化投降を阻害

する生合成阻害剤を与えた腫物におけるカウレンの内生丑)が高かった
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(Z∝ ya.allaJldGage,1993)

発現Jiの差はあるものの,KSBのmRNAはクリカボチャの未熟種子だけで

なく,幼植物体の調べた器官全てにおいて検出された 一方,クリカボチャの

腫乳から単粧されたGA20一酸化鮮菜 (Lm geeta1..1994)のmRNAは.未熟桂

子においてのみ検出され,栄長泉L柊での発現壬は,ノーザン解析の検出限界以

下であった.Langeetal.(1994)に上りクリカボチャから単注されたGA20一酸

化鮮菜は,GAlZ′5,を主に トリカルボン酸であるGAdJr,に変換する 佃 2-

23) GA召日,は生理的に不活性なGAと考えられており.これらのGAは活

性型GAであるGA.I.へは変換されない この酵京の転写レベルでの発現が未

熟健子という特定の部位に限られているのは,以上のような特殊な辞素活性を

もつことが原因と考えられる.クリカボチャ未熟種子においでも活性型GAは

生合成されることから (LaLIBCCta1..1993),GA,,′,,をGJb,20へ変換する別の

GA20-酸化酵素がクリカボチャJk熟桂子に発現 していることが示唆される.

ま1=.栄輩親株においても.活性利GAへ向かうタイプのGA20-枚化酵素が

発現していることが予想される 最近-シロイヌナズナから3種類のGA20一

酸化鮮点のcDNAがクローニングされた (PhlHlPSeLal,1995).これらはいず

れもGAはI"を活性型 GAに向かうGA,′20へ変換する活性を有 しており (Egl2-

23),それらの転写 レベルでの発現は,器官特異的に厳密な制御を受けてい

ち (PhllllpSeta1.,1995) 以上をまとめると,GA20-酸化鮮京は,活性型GA

への生合成を担うタイプのいくつかのアイソザイムと不活性型GA (GA2".,)

への変換を触媒するタイプの酵j6-が存JEEL.それらはいずれも器官特異的に発

現している.ということができる

これに対 し,同じクリカボチャ未熟種子から絹穀,クt)-ニングされたKSB

のmRNAは調べた範囲のすべての器官で検出されたことから,KSBの転写レ

ベルでの発萌は,GA20一酸化辞架のそれほど厳密な器官特異的制御を受けて

いないと考えられる.KSBとGA20一酸化酔顔の以上のような発現′iターンの

通いは,これらの酵素のアイソザイムの並要性の追いを示 しているのかもしれ

ない.KSl)のクリカボチャにおけるアイソザイムを追究する目的で.low

stnngentな条件で,クリカボチャのKSBをプローブとしてゲノムサザン解析を

行ったが,hLghsnngentな条件で行った場合 と比較して新たなバンドは検出さ
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G A53 R=OH

COZH GA44 R=OH
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GA9R-H

GA20 R=OH

I

activeGAs

図2-23 GA201酸化酵素 によ り触媒 される反応

LarqeetaI(1994)によりクリカボチャから単搬されたGA20一別 ヒ酔兼が主に
触媒する反応を黒い太矢印 ( := )で.シロイヌナズナより半枚された

GA20一世化酵兼 (PhllllPSetaI.1995)が主に触媒する反応を白い矢印

(･ ) )で表した.
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れなかった･一方,同じ10wstnngentな条件でクリカボチャのGA20一酸化酔

顔をプローブとしてゲノムサザン解析を行ったところ,2または3コと'-に相

当すると予想 されるいくつかのバンドが検出された.以上のように,KSBのア

イソザイムの存在を示唆する結果は得られなかったが,GA20-酸化鮮素の過

伝子は.クリカボチャにおいてもシロイヌナズナ同級 遺伝子フTミリ-を形

成している可能性が示唆された.

2-3-3 カウレン合成鼓索B活性に欠陥をもつ突然変異体

GA欠損の蜂性爽然変異体であるシロイヌナズナの832突然変異体. トウモ

ロコシのd5突然変異体, トマ トのgJb-3粂然変異体は,いずれもGA生合成に

おけるCPPからカウレンへの変換過程がブロックされていることがセルフリー

系を用いて示されている (ZeevaartandTalon-1992.HeddenandPhlnney,

1979;BensenandZCevaan,1990) したがって,GA2,D5,Gtb-3逝信子は,

KSBそのものか,KSBの発現や輸送等を調節するタンパク質をコー ドしてい

ると考えられる.本研究において単推されたクリカボチャのKSBを利用 して,

これらの突然変異体からKSBを単准することにより.これらの植物において,

実際にKSBが変異 しているかどうかを調べることは非常に興味深い

HeddenaJldPhJnney(1979)は, トウモロコシのd5突然変異体 より調製 したセ

ルフリー系においでは,野生型におけるそれと比較して.CPPからカウレンへ

の変換活性が減少 していると同時に.CPPからカウレンのエンドアイソマーで

あるイソカウレン (lSO-kaurene;図2-24)の生成が増加 していることを示

した.この結果の解釈として二通 り考えられる.ひとつは.KSBのミスセンス

変異によりKSBの酵素活性がCPPをイソカウレンに変換する活性に変化 して

いるという可能性 (HeddenandPhlnney,1979)であり,もうひとつは,KSBが

欠損しているために,CPPを共通の益質としてもつイソカウレン合成酵菜の変

換活性が見かけ上増加 したという可能性である.d5突然変-果一体からKSBをク

ローニングすることは,この突然変異体におけるイソカウレンの生成機梢の解

明に大きく貢献するものと考えられる.

D5逓伝子が KSBをコー ドしているか否かを明確にすることは.以下に述べ
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図2-24 CPPからカウレン.およびイソカウレンへの変換

る点からも重要である.節 1車でも述べたように, トウモロコシのA'71遺伝子

座はKSAをコー ドしていると考えられている (BenseneLal.1995). anI突然

変異体は,leakyであり,半疑性の衣現型を示 し,カウレンの内生歪は野性型

と比較して部分的に減少しているに過ぎない (Benseneta1.,1995).AJ71遺伝

子の欠失 (deletionmutat10n)アレルにおいても同様の Icakyな性質を示すこと

から. トウモロコシの栄養組織においては,少なくとも2種類のKSAが発現

していると考えられる.一方,d5突然変異体は桂皮の蜂性であり,栄葺組抱に

おけるカウレンの内生立は検出限外以下であった (BensencLaL.1995).カウ

レンの酸化段階 (代謝)をブロックする生合成阻喜剤を与えた場合にもカウレ

ンが検出されない (Bensencta1..1995)ことから.d5突然変異体の栄輩親戚に

おいではカウレンの合成能がほとんど失われていると考えられる. aJ71とd5変

異の,表現型.およびカウレン生合成能に与える影響の程度の違いは,(1)D5

遺伝子が KSBをコー ドしており.KSBの場合はアイソザイムが栄養組見にお

いては発現 していないこと,あるいは(2)KSBの発現を制御する因子をD5iB

信子がコー ドしていること,のいずれかによると考えられる.このことは.d5

突然変異体におけるKSBをクローニングすることにより明らかになると考え

られる.D5適任子座が KSBをコー ドしていることが示されれば,al)I,d5変
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界の,衣現圭臥 及びカウレン合成能に与える影響の大きさの追いからトウモロ

コシの栄養組巌 においではKSAとKSBの問でアイソザイムの存在様式が異な

ることが示唆される.以上のように,d5突然変異体におけるKSBのタロ-ニ

ングは今後の重要な研究誌過の一つである.

2-3-4 カウレン合成群兼AとBのi+伝子発現

DuncanandWest(1981)は,野生キュウリの未熟裸子艦孔より調製 したセル

フリー系を用いた以下の実験から,KSAとKSBが相互作用する可能性を示し

た.['̀cJGGPPと(知】cppを同時にセルフリー系に加え,インキュベーション

後,生成 した【-.clカウレンと【和]カウレンの比を調べたところ.KSAにより

変換された【l̀cICPPは.外から与えられたPH]CPPよりも効率的にカウレン

に変換された この結IRから,Dur)CanandWest(1981)はKSA とKSBは相互作

用 しており,KSAにより変換されたCPPが.効雫的にKSBの触媒部位に輸送

されるような仕組みがあるのではないかと予想 した.以上の内容をまとめた概

念図を,図2125に示 した このように.KSBは

図2- 25 KSAとKSBの相互作用
DurK:anandWest(1981)の実験結果を扱書的に示した.

KSAに説 く反応を触媒するというだけでなく.これらの酵素は深 く関わり合っ

70



ていることが示唆されていることから,これらの群窯の発現調節のメカニズム,

すなわちKSA とKSBのiB伝子発現が協調的に制御 されているのか,あるいは

異なる様式で制御 されているのかを解明することは非常に興味疎い.

Rautonelal.(19i4)は,エンドウから単耗した黛緑体中に.KSB活性を検出

した,しかし.同じ葉緑体中には.KSA活性は検出されなかった.KSB活性

のみが検出され.同じ樹林でKSA活性が検出されなかったことは,KSAが発

現 していないためではなく.KSAの鮮兼活性が何 らかの原因で検出されなかっ

たためであると考えられている (Gractx:,1987:AachetaJ,1995).しかし一方

で,この結果は,KSAとKSBの発現様式が異なる可能性も示唆 している.

Aachetal(1995)は,コム羊の栄養糸L織において,I(SJu3活性 (KSAとKSBを

あわせた辞讃活性)はプロプラスチ ド (原色系体),および発達途中の非常に

若い発振体のみに局在 し.成熟した発振体にはKSAB活性は存在 しないことを

示した.しかしながら. KSA.KSBそれぞれの酵誕活性は測定されていない

ことから,この結果はRailtonetal(1987)によりエンドウ葉緑体中に検出され

たKSB単独の酵菜活性を否定するものではない.すなわち.KSAは.プロプ

ラスチ ド.および非常に若い素線体のみに存.庄するが,KSBは,プラスチ ドの

分化によって,KSAほど厳密な発現制御を受けていないという可能性も考えら

れる.

既に述べたように,クリカボチャからKSAの一部をコー ドすると予想され

るcDNA断片が得られている (現在,全長のcDNAの単穀が試みられている ;

理化学研究所 ･フロンティ7.M.Smlth悼士,T.ALL-AII浄土,Y Kam)ya悼士

との共同研究).これらをプローブとして,KSBと同じ条件でノ-ザン解析を

行ったところ (図2-16と同感のノーザン解析を行った).KSAのmRNA

は検出されず,発現圭は倹出限界以下であると推定された.】nyltrO合成 した内

琳標準 RNA等を用いた絶対丑の分析を行っていないことから.クリカボチャ

におけるKSA,KSBの発現tの比較をノーザン解析の結果から行 うことは厳

密にはできない.しかしながら.この結果は,KSAの発現蚤は,KSBのそれ

よりもかなり少ないことを暗示している.

以上のように,KSAとKSBの発現制御が異なっている可能性や.発現レベ

ルが異なっている可能性が示唆されているが,現時点では,KSAとKSBが同
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調的に発現 しているのか,あるいは異なった様式で発現 しているのかを結論す

ることはできない.今後.クリカボチャのみならずシロイヌナズナ (クリカボ

チャのcDNAをプローブとしてKSBのクローニングが進められている ;

デューク大,T.-pSun,博士,A s)lverstone博士との共同研究)等の

KSA,KSBの遺伝子発現を詳細に調べていくことにより,KSA, KSl)の遺伝

子発現が同調して制御 されているのか,あるいは異なった様式で制御 されてい

るのかを明らかにしていく必要があると考えている.

2-3-5 プラスチ ドの分化とカウレン生合成の制御

KsA.KSBがプラスチ ドに局在 していると考えられていることは (Ralltonet

a1,1984;SunaLldKamlya,1994,Aachetaい 995).これらの遺伝子発現がプ

ラスチ ドの分化と密接に関わり合っている可能性を示唆 している 図2-26

に高等植物の柴草組織におけるプラスチ ドの分化についてまとめた,

㊨,) /

p｢oplasti
重臣:.
chloroplast

二･l:=i.:･･恭 ･i

etioplast

図 2126 高等植物の栄未組織におけるプラスチ ドの分化と発達
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これまでにカウレンの生合成が光により制御 される可能性がいくつか報告さ

れている

EcklundaJldMoore(1974)は,エンドウのセルフリー系を用いて,カウレン生

合成が光により制御されている可能性を示 した.【1-clメ′くロン酸から,[-̀C]カ

ウレンへの変換活性は,de-euola110n過程において12時間以内に,6_3倍に上

昇した.暗所では.カウレン合成掛 ま.低いレベルに抑えられていた.

CholnSklandMoors(1980)はさらに,このカウレン合成活性の誘導には赤色光

と青色光が有効であることを示した.近赤外光を赤色光に続いて照射すると,

カウレン生合成の誘導が部分的に抑えられたことから.フィトクロムの関与も

示唆された

また,GawronskaeLal(1995)によると,栄養生長期のエンドウのGA生合成

は,照射 される光の強度に依存 して大きく変化する 主要な内生GAの定量分

析の結果を.Gawronskaetal(1995)より抜粋 して,図2-27に示す.この結

血 CEb 血
GA53→ GAAJI.･.ナ･GA19-うー

-
諸

相

州
皿
的 + GAl+ GA8

l " A29

図2-27 エンドウにおける光強度と内生 GAの関係

Gawronskaetal(1995)より抜粋した

巣は,GA生合成は.弱光により誘導され.暗所においでは抑制されることを

示している 最も劇的に変動するのは.活性型cAの直前の前駆体であるGA2｡

である この結果から.光強度の違いによるGA生合成の制御の担い手として,
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-つは,GA201酸化酵素 (GA,,からcA2.-の酸化を順次触媒する)が考えら

れる･しかしながら,GA201酸化辞去とGA3p-水酸化酵素 (GA2,からGA,

-の酸化を触媒する)は,転写レベルで活性型 GAに上る負のフイ- ドバック

制御を受けることが示されている (PhlllIPSelaい 995:Xuetal,1995;T

Toyornasua,･dY･Kamiya,私信 ;chLaJlgC(a1,1995)ことから,GA,,以前を触

媒する勝義がこれらのGAtの変化を引き起こしている可能性も否定できない.

すなわち,GA20位酸化酵素とGA叩 一水酸化酵素は,GAl品が少ない状態

(例えばGA生合成に欠陥を有する燥性実検変異体等)では発現が誘導されて

いる,例えば,GAぅ,以前の生合成段階が抑捌されると.最終的には活性型 GA

の壬が減少するので,GA20一酸化鮮嵐 GA3β-水酸化酵素の発現が誘導され

る･これらの酵素が誘導されることは,GA,,からGA,へ至る全てのステップ

が活性化 されることを意味するので.GA,,からGA2,までの中間体は苗横 しな

い このように,GA,}から,GA,.までのCAEとの増掛 ま,Gも 以前の前駆体

の生合成JIA-を反映しているともいえる 実際.エンドウの燦性突然変異体であ

るls突然変異体 (KSAに変熊をもつ ことが披近証明された ;T.Al(-All.Y

Kam■ya,私信)の未熟桂子における内生 GAを野生型のそれと比較すると.最

も顕割 こ減少 しているのはGA2.であることから (swalnetal,1995).少なく

ともエンドウにおいでは,カウレン生合成の変化は内生 GA,Oの走に大きな影

守を与えると言える 以上のことから,図2-27に示 した光強度の通いによ

るGA生合成 の変化は,カウレン生合成の変化 した結果であると考えても矛盾

しない.また,光強度を変化 させることは,エチオブラス トから繋緑体への発

達段階を変化 させることになると考えられる.以上の観点から,照射する光強

度が KSBのiB伝子発現に彩管を及はすがどうか調べたが.KSBのmRNA丑は

光強度の追いの影響を受けず.また暗所においても明所の場合 とほほ同レペJL,

で発現 していた.したがって,少なくとも転写レベ)i,においては.KSBの遺伝

子発現は光強度の違いによる彰等を受けないといえる これらの光条件下にお

けるKSBのタンパク質Jiの変化を調べる目的で.イムノプロット法を試みた.

しかしながら,莱.子葉,肱軸からの粗抽出物中におけるKSB丑はいずれも

検出限界以下であり,分析できなかった.また,KSAをコー ドすると予想 され

るクリカボチャのcDNA 断片をプローブに用いてノーザン解析を行ったが,
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発現量が少なくmRNAを検出することはできなかった.

以上のように.カウレン生合成が光強度の遠いにより変化することを示唆す

る結果は得られなかった.しかしながら,本研究で追究 したのは,播種後 7日

日のクリカボチャの幼植物体に限られていること,KSAの発現やタンパク質レ

ベルでの発現に関する情報は得られなかったことから.カウレン生合成が光強

度の違い (すなわちプラスチ ドの発達の追い)により変化する可能性について

今後 も追究する必要がある エンドウのKSAが鼓近クローニングされた (T

AルAll,SM-Swain,Y.Kamlya.私信)ことから,実際に内生GAJr;の変化が

調べられているエンドウの節問を用いて.光強度の追いがKSAの冶伝子発現

に及ぼす影響を調べてみることも興味疎い.

プロプラスチ ド (原色素体)は,分裂粗放の細胞中に存在する未分化のプラ

スチ ドである 茎頂分裂組織中の7'ロプラスチ ドは明所においでは,細胞の分

化に従って葉緑体へと分化する (匡12-26).Aachetal(1995)は,コムギ

の栄養姐紙からプロプラスチ ド,腰緑体を調製 し.tl'C】GGPPから【l̀clカウレ

ン-の変換活性 (KSAB活性)はプロプラスチ ド,および発達中の葉緑体に局

在 しており,成熟 した素線体にはKSAB活性は存在 しないことを示した.KSB

のmRNA量がプロプラスチ ドや発達途上の葉緑体を多 く含むと考えられる未

熟兼で多かったこと (図2- 14)は,Aachetal(1995)の結果と一致 してい

る.今後,タンパク質レベルでの解析を含め,プロプラスチ ドが葉緑体へ分化

する過程におけるKSA.KSBの発現状況を詳細に追究 していく予定である.

2-3-6 カウレン生合成の細胸内局在性

クリカボチャのKSBの N末端の50アミノ酸は,典型的なプラスチ ドへの移

行シグナルの特徴を有 していた (Keegsm,1989).この事実は,KSBがプラス

チ ドに局在する可能性 (Ra主)toneLal,1984,Aachetal,1995)を強 く支持 して

いる.さらにKSBの細胞内局在性に関する支族的証拠を得るために.イムノ

プロyト分析 と,lnVltlOでのプラスチ ドへの移行実験を試みた.

イムノプロット分析により.クリカボチャの若い柴より調製 した架線体の膜

画分 (チラコイ ド,あるいは包膜)にKSti抗体と反応性を示すタンパク質が
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検出された.検出されたタンパク掛 ま,76KDであり,肱孔より,剥製された可

溶性画分において検出されたKSB (87kD)とは.分子Jr"iLi･がjq--なっていた.

Aachetal(1995)によると,クリカボチャの腫乳においても,KSAB活性はプ

ラスチ ド (leucoplasLS)に存在する.葉緑体中に検出された76kDのタンパク

質は,あたかも87kDのKSBが兼緑体に取り込まれて限定分解 (pr【reSSlng)

を受けた結果であるように見える しかし,この解釈によると.KSBは.

1eucoplastsでは,限定分解を受けずに (87kD),発振体では限定分解を受ける

(76kD),という結論になる.このような例は筆者の知る限りにおいては報

告されていない また.76kDのタンパク質が KSBであると仮定すると,本来

可溶性タンパク質であるKSBが,ス トロマ画分ではなく膜画分 (チラコイ ド.

あるいは包股)に検出されたことはKS8の性質とは一致 しない しかしなが

ら.葉緑体の単離操作中,あるいは腰繰体の破砕の過程で変性 し.不溶化 した

可能性,あるいは実際に,膜 とある程度の相互作用をしており,通常の萩循液

では拙出されない可能性なども考えられる 抗体 との反応性が認められた股画

分中のKSB活性を検討したが,有意なKSB活性を検出することはできなかっ

た このようなことから,イムノプロット分析の結果のみからKSBの局在性

に関して結論するのは困建であると判断した.

これらの疑問点を解決するた桝 こ.エンドウの単牡発繰体へのlnVln)での

移行実験を試みた.この実験系は,多 くの葉緑体タンパク質 (ェンドゥ以外の

タンパク質を含む)に対 して有効であることが知られている (BaTdeyeLal,

1992:SUnandKamLya,1994).試験管内翻訳により合成されたyS標識のB7

kDのKSBが,葉緑体に取 り込まれて.76kDのタンパク質としてチラコイ ド

画分に倹出されれば,イムノプロットにより検出されたタンパク質が KSBで

あると結論できると考えた.しかしながら,シロイヌナズナのKSAが.取 り

込まれる様な条件下においても,クリカボチャのKSBは,エンドウの単維葉

緑体に取 り込 まれなかった クリカボチャの KSBがエンドウの葉緑体に移行

しなかった原因は不明であるが,エンドウの発振体であることが問題であった

可能性.試験管内翻訳により合成されたKSBが,移行に必要な立体構造を何

らかの理由でとることができなかった可能性等が考えられる.クリカボチャの

葉緑体を用いた,同様の移行実験を試みる必要もあるかもしれない
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試験管内部訳により合成されたKSBがエンドウの単粧葉緑体に移行 しなかっ

たことは.KSBがプラスチ ドに局在する可能性を否定するものではないが.本

研究においては, KSBの細胞内局在性に関する実験的証拠を得るには至らな

かった.現在,大腸菌で発現させたKSBを免疫原 として,ウサギのポリクロー

ナル抗体を調製中である.この抗体を用いた同様のイムノプロット分析や免疫

細胞化学的研究により,今後,KSBの細胞内局在性に関するより明確な実験的

証拠が得られるものと期待 している.

カウレンが,プラスチ ド内で生合成されることを間接的に示す様な実験結果

が,最近報告 された.KSAの基質の合成に関わるGGPP合成酵素は,N末端

にプラスチ ド-の移行シグナルを持ち,さらに免疫細胞化学的手法を用いてプ

ラスチ ドに局在することが示された (Kuntz.etalJ 992).プラスチ ドで合成さ

れるGGPPのほとんどは,カロチノイドやクロロフィル側鎖の前駆体 として使

われていると予想 される.したがって,カウレン生合成は,前駆体である

GGPPをこれらの生合成経路と共有 していると推定される.FSYL逝伝子は,

カロチノイ ド生合成におけるフイトエン合成酵素 (phytoenesynthase;GGPPか

らphytoeneへの変換を触媒する)をコー ドすることが証明された (Bardeyet

a1.,1992).psYt遺伝子を過剰発現させた形質転換植物 (トマ ト)を作出した

ところ,クロロフィルの減少と同時に.煙化 した (Fraye【a1.,1995).接性は,

活性型GAの投与により回復 した.内生 GAの分析を行ったところGAEiが非

形質転換体 と比較して減少 していた (Frayeta1.,1995).以上の結果は,GA,

クロロフィル,カロチノイ ドの生合成が前駆体 (GGPP)を共有すること,す

なわちGA生合成の前駆体がプラスチ ド内に存在することを強 く示唆 している.

既に述べたように,KSA とKSBは相互作用する可能性が示されている

(DuncanandWest,1981).KSAとKSBが,プラスチ ド内で複合体を形成 し,

GGPPから効率的にカウレンを合成 しているという仮説は,非常に興味疎い.

カウレンは炭化水素であり,非常に極性が低いイヒ合物である.カウレンは,小

胞体膜に存在する,NADPH依存の一酸素原子漆加酵滋 (cyt∝htomeP450酵素

と考えられている)により,数段階の酸化を受けると考えられている.したがっ

て,プラスチ ド内で生合成されたカウレンが効率的に小胞体膜上に移動 してい

くような仕組みが存在するかもしれない.電子顕微鏡を用いた免疫細胞化学的
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手法により,KSA,KSBの細胞内,さらには (プラスチ ドに存在するなら)プ

ラスチ ド内の局在性を詳細に追究することにより,この仮説に対する何 らかの

情報が得られるものと考えている

2- 3- 7 テルペン環化酵素の一次捕造

これまでにクローニングされたテ)i,ペン酔化酵紫 (cs,casbcnesynLhase,

EAS,5-epL-anStI∝henesynLhase,LS,tlmOneneSynthase,KSA,enL-kaurene

synthase)のうち,CS,LS,KSAは,プラスチ ドに存在すると考えられており,

N末掛 こプラスチドへの移行シグナル (transltPepude)と予想 される配列が存

在する (MauandWest,1994.ColbyeLa1,1993;SunandKamiya,1994).KSJ)

にもそのような配列が存在 していた (前出).EASは,細胞質に存在すると考

えられており,そのような移行シグナル配列は存在 しない (FacchlnlaJld

chappe】L,1992).プラスチ ドへの移行シグナルと予想 される部分の7ミノ酸配

列は.CS,LS,KSA,KSBの間でほとんど用同性を示 さない.プラスチ ド-

の移行シグナルのアミノ酸配列は.一般的に一次構造上の相同性をそれほど示

さない.例えば,エンドウにおいては,20以上の移行シグナル配列が同定され

ているが,それらの間に一次梢道上の高い相同性は必ずしも認められない

(HeUneelal,1991).全体のアミノ酸親戚として,水酸基を有するアミノ酸

が多 く,酸性アミノ酸残基が少ないために等電点が高い (塩基性側である),

という特徴を有 している (KeegsLTae(al,1989).

DDXXDmotlr(Xは任意のアミノ酸残基を示す)は,プレニル転移酵素にお

ける共通配列であり,2佃金属イオン (Mg-など)を介 して韮質のピロリン

酸基との結合に関与していると推定されている (AshbyandEdwards,】990).

アスパラギン酸残基とMg◆●イオンのこのような相互作用は,cAMPdeTXndent

prolelnkJnaSe(Zhengetal,1993),phosphofnlCLOklnaSe(Shi'aklhaTaandEvaLIS,

1988) などのX線結晶構造解析により証明されている 酵母やラットの肝臓

のファルネシルピロリン酸 (FPP)合成鮮某のDDXXDmotifに人為的点変異

が導入されると,基質のひとつであるイソペンテニルピロリン酸とのt(m値が

上昇 した (SongaJldPou)ter,1994;JolyandEdwards,1993) また,ニワトリの

78



FPP合成膝蓋が結晶化 され.DDXXDmotlrは屯金屑サマリウム (Mgー~のミミッ

クとして用いられた)との頼合に捌5･することが示された (TaTShiseta1,

1994).以上の結果は,FPP合成鮮掛 こおけるDDXXD rnoLirがピロリン酸基

との結合に関与しているという推定を強 く支持 している. DDXXD mo【ifは.

植物由来のFPP合成酵系やGGPP合成鮮R-1こも存在する (Attu∝ 川 【al,1995;

scolnikaTIdBaTdey.1994).

これまでにクローニングされた植物由来のテルペン環化酵素 (CS,EAS,お

よびLS) にもDDXXDmoLlfが存在 している (Chappelい 995) プレニJL,転巷

酵薫においてDDXXDmo一lfが基質のビロリン投花との結合に関与していると

考えられていること.およびこれらの環化鮮封 土,ピロリン酸の腹鼓を伴う環

化反応を触媒することから.これらテルペン環化酵jgにおけるDDXXDmotlf

は.2価金属イオン (Mg-など)を介して基質のt='ロリン懐 と結合 し.基質

であるプレニルピロリン酸のカルボカチオン化を促進することに関与している

のではないかと予想されている (MauandWest.1994,McGaTVeyandCroleau.

1995).KSBにも,DDXXDrnollfが保存されていた (図2-28).

CS
EAS
LS
XSB

650

ATMEETHZLAヱAVARYDMSC LEXLPD YTtKVTYKLLNTF

GTVKELEAYでDAIQRyD工NE tDRLPD YT4K ェSYK▲工LDLY
GTLEELEQFTI)LIRRⅥ)TNS 工DQLPD YIIQ LCFLM NFV
GSEEEl.DNL=ELVEm PDG EVGYCSmVE ZVFZm STV

図 2128 KSB と他のテルペン環化軒兼のアミノ酸配列の比較

SqLl●ヽC●arBrnGImの一缶を示し(.:｡lくSBのアミノ♯配列と同じアミノ卓残基t太字で

示しT=.DOXXDITH)llfti.白抜きで表した.CS.casbBnOSynthase(Ca与tilrbearl).EAS:

5-ギーarislob:ねonosynthaseOotw ),LS.lrTIOnOneSynthaSさくSPe訂m叫 ,KSB,ent-

kauTortesynthasea(iMm叫叫.KSA~ent-kauren8SynlhaSeA(Arab砧ofSJS)

KSBの一次構造は.これまでにクローニングされt.:植物由来のテルペン環

イヒ酵素のなかで.KSA と最も高い約同性を示す.しかしながら,DDXXD
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DDFYD (536-540)

KSB l l ,6

DDTID (355-359)

cs 1 l 601

DIDDTA L377-382)

KSA 1 l eu

図2-29 テルペン環化邑車乗が触媒する反応と

アスパラギン酸残基に富む看己列の位置

(A) .KSB (ent-kaurenesynlhaseB).CS (castN,neSynthase).

KSA (ent-kaurenesynthaseA)が触媒する酎 ヒ反応.KSAはピロ

リン酸の脱熊を伴わない頂化反応を触媒Tる

(B) ;KSB.CSのDDXXDrm川とKSAにおけるアスパラギン酸

に甘t;配列 (DXDDTA)の位乱 KSAには DDXXDmolrHよ存在 しない.

遇に.DXDDTA配列は.KSB.CSには存在 しない
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nlOtilは,KSAには存在 しない (図2-20,28) この追いは,

CS,EAS,LS,KSBが,ピロリン酸題の脱柾を伴なう環化反応 を触媒するの

に対 し.KSAが触媒する環化反応は,i:'ロリン酸基の脱離を伴わない (図2-

29)ことによるのかもしれない.この観点からすると,KSBにDDXXD

moufが存在することは,DDXXDrr-otlfがピロリン酸との結合に関与するとい

う仮説を支持 している KSAにおいでは.ピロリン酸の席合に関する7ミノ

酸残基の候補として.別のアスパラギン酸残基に富んだ配列が提案されている

(CEE2-29;SunandKamlya,1994)

このように,KSAとKSBは,テルペン環化酵素としては.iq･-なるタイプの

反応を触媒するといえる.しかしながら. KSAとKSBにおける,N末端に近

い約 150アミノ敢残基よりなる領域 (図2120における7ミノ酸残基 112か

ら250にあたる領域)は.非常に高い相同性を示した (373%ldenuty.634%

sLrrulaTlty).この領域にin当する配列は,他のテルペン環化静索

(cs,EAS,LS)には存在せず,KSAとKSBの間でのみ保有 されている.

Abletadleneは,GGPPからカウレン生合成 とよく似た経路で生合成される

(図2-30).GGPPからableLadleneへの変換は.CPPのエナンチオマーで

abietadiene
synthase

図2- 30 アピエタジ工ン (abletadLene)生合成とカウレン生合成
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あるlabdadlenylpyrophosphate ((+)-CPP)を経由することが知られている

GrandfT11においては,CGPPからabletadleneへの変換は,一つの酵素により触

媒される (LaFeveretal.1994) すなわち,ab.eladleneSynLhase (GGPPから

abletadleneへの変換を触媒する)は.KSA,KSBの両方に相当する活性を持

つことになる.KStlの一次構造の一部が KSAに対 して欄同性を示したこと,

およびableladleneSynthaseの触媒する環化反応を考えると,単粧 したKSBが

KSA活性を併せもつ可能性も考えられるが,単推したcDNAを発現させた大

腸菌はKSB析性のみを示し,KSAB活性は示さなかった (表 2-2).また,

酵素のNT製過程においても,KSB活性は,KSA活性 と分離された (SaltOetal,

1995).以上の結果から,GGPPからカウレンへの変換過程は,二段階の環化

反応が,別々の酵素で触媒されることが改めて確認された.最近,abletadlene

syn山aseのcDNAがクローニングされた (McGameyandCroteau,1995) 塩基

配列は公表されていないが.ableladleneSyntha5eのアミノ酸配列は.これまで

に報告されたテルペン環化群朱のなかで,KSAのそれと最も近いことが報告

されている (注 ,KSBはこの時点では未発表である).したがって,これら

三%,KSA,KSB,およびab■eradleneSynthaseの一次精進の比較は,これらの

環化反応のメカニズムという観点のみならず,テルペン環化酵素の分子進化と

いう点からも極めて興味深い

KSA とKSBのみで特異的に保有 されている領域と柵同性を示すタンパク質

を,データベースで検索 したところ.有意に相同性を示すタンパク質は存在 し

なかった.このことは,現在の時点では.この相同領域は,KSAとKSBとい

う.GA生合成に関与する環化Bf-素でのみ保存 されていることを示す.この領

域が.それぞれの酵素活性に重要であるか否かについては,abLetadJene

synthaseの一次構造 との比掛 こより何 らかの情報が得られるかもしれない し

かしながら,この領域が,それぞれの酵素活性には関与せずに,別の機能一例

えば.KSAとKSBの相互作用やプラスチ ド内での局在性など一にlXJ与してい

る可能性 もあると期待 している.この収説に近づく第一歩として,KSAと

KSBのみで保存 されている領域に欠失変異や点変異を導入 した組み換え酵末

を大腸菌内で発現させ.酵素活性を検討するなどのアプローチが考えられる.
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2-4 実険の部

植物材料

クリカボチャ (Cucu,bLlamaXlmaLcv"RleSenmeloneBelp,e,netzt")の種子

は,JanGraebe教授 (ドイツ･ゲ ッチンゲン大)より供与 された.1993年に

埼玉県和光市の畑で栽培 し,7月の中旬から8月のほじ桝 こかけて未熟果実

を収穫 した 種子を取 り出し一版孔がほとんど消失 している段階の種子を選

択 し,発達中の子糞を集めた これらを液体翌架で急速凍結 させ,･8OoCに

保存 した クリカボチャの幼植物体は,基本的には.連続光下 (220pExm2

xs-1)I25oC･バ-ミキュライ ト上で育てた･光の照度 を変える場合は,金

属性のメッシュを光源と植物体の間に置 くことにより,50% (1101止 xm12x

sl)一またはtO% (22卜Exm2xsll)の照度条件 を･R現 した.暗所で栽培する

場合 も他の条件は同 じとした 各皆芸官をカミソリ等で切 り分けた後,液体窒

素中で急速凍篇 させ,-808Cに保存 した.

余禄体を単椎するためのエンドウは,20｡C,16時間明汎 8時間暗所の条

件で栽培 し,格種後.7または8日後の植物 を材料 として用いた.

PCRによるcDNA断片の増幅

絹製 したタンパク質より得 られたペプチ ド断片のアミノ酸 シ-クエンス

(saltOetaI,1995)を基にして,PCR用のプライマーをデザインした.アミ

ノ酸配列･MVMQY･をもとに,正方向7･ライマー (forwardpnmer)

5■-ATGCT(ATGC)ATGCA(AG)TA一3■を,QIrrHPDE,をもとに逆方向プライマー

(reversepnmer),5･-TC(AG)TC一cc(AG)TGTGT(ATG)AT(ATC)AT(TC)TG-3.

(Ⅰはデオキシイノシン塩基 を示す)を合成 した.これらのプライマー,およ

びGeneALnPRNAPCRKit(PerkJnElrnerCetus)を用いてRT-PCR反応 を以下

のように行った･逆方向プライマーを用いて,逆転写反応を42｡C.30分行っ

た後,99oC･5分の熱処掛 こより酵素を失活させた.逆転写反応の反応液を

妨型として･95oC (2分)･35サイクルxl95｡C (1分).40oC (1分),

70oC (1分)】.70oC (3分)という温度プログラムによるPCR反応 を行 っ

たIPCR反応液の一部を8%ポリアクリルアミド花気泳動により分析 したと

ころ-約 045kbのDNA断片の捌 扇が認められたので,PCR反応液の一部を

タロ-ニング用ベクタ-,pcRu (lnvLL,Ogen)とライダーション反応 を行い,

宿主大腸菌 (NVαF')を用いてクローニング後,約 045kbのインサー ト

DNAをもつクローンを選択 した･2つのクローン (pKBl,およびpKB2)に
ついて塩基配列を決定 した
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cDNAライブラリーの作製

cDNAライブラリーは,クリカボチャの未熟准子中の子葉より調製 した

2pgのpoly(A)◆RNAから･九ZAPIIをベクターとして作製 した･po一y(A)･

RNAの抽出,およびcDNAライブラリーの作製は,邦 1車と同様に行った.

12xlOもプラークからなるcDNAライブラリ-が得 られたので,半是を

StTataBeneのマニュアルにしたがってIJbraryaTnPllficaDOnを行った.

cDNAライブラリーのスクリーニング

プラ~クを転写させたナイロンメンブレン (HybondN+,A¶e.sham)を,

PCRにより得 られた045kbのcDNA断片 (pKBIよりEcoRJで切り出した

cDNAインサー 日 をプローブとしてスクリーニングを行った プローブの

調製は･第 1韓で述べた方法に従った.ハイプリダイゼ-ションは,Rapld-

hybbuffer(Amersham)中,65ccで行った,ハイブリダイゼーション後のメ

ンブレンは,最終的に,65oCで,01%SDSを含むolxSSCで洗浄した.

陰性クローンは.オートラジオグラフィーか.BAS2000システム (･Lr士フイ

ルム)により検出した.3回のスクリ-ニング操作により陰性プラークを絹

製し･単離 した ヘルパーファージR408と宿主大腸菌 xLl-BIueを用いて.

pBluescnptSK(-)にサブクローニングした後,インサー トcDNAのサイズを

アガロ~ス電気泳動により分析 した.最も長いインサ- ト (24kb)を含む2

つのクローン (pKB3,およびpKB16)の塩基配列を決定 した.

cDNAの5'末端の単離

5'末端の単牡は,5'RACE (rapldaLnPIJficauonofcDNAends;ド,Ohm.a.,

eta),1988)の変法 (EdwaTdseta1,1991)により.5･-AmpllrlnderRaceKlt

(clontech)を用い,ClonleChのプロトコールに従って以下のように行った.

クリカボチャの未熟種子中の子弟より調製 した2卜gのpoly(A)･RNAを鋳型と

して･Plプライマー (5■-GCATGACCATATCCCAGTCCTGTAACT-3,,図2-

31)を用いて,逆転写反応を行った.反応液中のRNAを7ルか )加水分解

し･さらに,未反応のプライマーを吸着クロマ トグラフィーにより除去する

ことにより一本鎖cDNAを邦梨 した.絹製した一本鎖 cDNAと一本鎖 DNA

anchorをT4RNA11BaSeを用いてライグーションさせた この一本鎖 anch.∫

DNAは.5'末端がリン酸化されており,3■末端はアミノ化されている 従っ

て,~本鎖 cDNAの3'末端と一本鎖anchorDNAの5r末端のみがライグーシ

ンされる Anchorが付加された 一本鎖cDNAを妨型 として.anch｡,に相補的

な配列であるanchorプライマ-と.p2プライマー (5'一ccTTCAGAGTTGCT
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Pstl

P2 一両

RAC/ ＼stld.gest･On
anchor P2

RACEproduct pstl

｣ 十 ｣

pCmKB-1

図 2-31 cDNAの5-末端の単軌 および全長のcDNAを含む
pCmKB11の作製

TCm CAGCTITCTC-3';図2-31)を用いてPCRを行った.pCR産物は,

アガロース電気泳動上でスメアであった･PCR産物を,pcRnベクターとラ

イゲ~シヨンし.形質転換により約 100個の大腸菌 (JNVαFl)の組み換え体

を得た･KSBの5'末端を含む組み換え体は,155bpから175bpに相当する正

方向のプライマー (5'-TCGACAAGGm GAACm CAG-3･)とp2プライマー

を用いたnesLedPCRにより選抜 した･すなわち,一晩培養 した大腸菌の培養

液 IpL (培地.菌体を含む)を50LL1.のPCR反応液 (10mMTns_EICl

(pH83)I50rnMKCl,I5mMMgC12,02mMdATP,dC叩,dGTP.dTTP混

合液･o･5pM プライマー･125UTaqpolyTnemSe)に混ぜ,95Oc (2分).30

サイクルxl95oC (1分),58oC (l分),70oC (2分)】,70oC (5分)の

温度プログラムでPCRを行い,約 05kbのDNA断片が増幅されるかどうか

をアガロースゲル電気泳動で分析 した･pcR捌 苗中に塩基置換が起こった場

合を考慮 して･2つの独立 したpCR反応由来の陽性クローンを4つずつ選抜

し･塩基配列を決定 した すべてのクローンが.pKB16と完全に一致する塩

基配列 (479bp)を3'側に有 していたため,新たに得られた5･末端をpKB16

の5'末端と判断した･最も長い5,領域をもつ クローン,pKB5･-13(263bp

の新たな5'領域が含まれる)をp2プライマー部分に存在するpstlst.e

(pKBL6のインサー トcDNAにユニークに存在する)を利用 して,pKB16に

組み込んだ･すなわち.pKB5'-)3をSacl.PstI処理 して得られる075kbの

DNA断片を,pKB16をsacI,PsLI処理して得られる5kbのDNA断片とライ
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ゲ-ションし･pBLuescnplSK(-)に全長のcDNAを持つタロ-ン (pcmKBl)
を得た

DNAの塩基配列の決定

DNAのシ-クエンシンダは,第 1章で述べた方法に従って行った.pKB16

とpKB5'-13のシークエンシングは,KlloSequenceDe]eL.O∩K.t(宝酒造) を

用いて.一速のデリーションクローンを作製することにより行った.センス

軌 アンチセンスも軍双方のシ-クエンシングを行い,塩基配列を決定 した.

大腸菌内での過剰発現

pMALc2(NewEnglandBIOlabs)を利用 して,pCmKB-1のコー ド領域

(ccd･ngreg･on)を大腸菌のmalE迫イ云子の下流に繋いだプラスミドを以下の

ように調製 した 開始コドンの直前にPstls■leを導入するために.正方向プラ

イマ~5■-n'ATCTGCAGATGTATm CCCGACCTACCGGCG-3,(Pstls.teを

下線で示 した)と,RACEで用いたP2プライマー (逆方向プライマー)を用

い･pCmK B-1を鋳型として,PCR反応により06kbのDNA断片を捌 苗した.

このPCR産物をpCRuベクター (【nvltrOgen)を用いてクローニングし

(pKB21),PCR増幅により塩基置換が起こっていないことをシークエンシ

ングにより確認した･pCmKB-1のPsLl-HlndⅢ 断片 (20kb)をpMAL-C2の

Pstl-H,ndlll切断部位に組み込んだ'(pKB22) pKB21をpstJ処理すること

により得られる06kbのDNA断片を,psLJで切断後アルカリフォスフアター

ゼ (CIAP,東洋紡)処理 したpKB22に組み込んだ (pMAL一KB) このプラ

スミドは･大腸菌 (JMIO9)で,maltoseblndJngPrOteln(MBP)とKSBの融

合タンパク質 (MBP-KSB)を発現させるのに用いた.融合タンパク質の発現

誘導は,基本的には,NewEnglandBIO】absのプロトコ-ルに従って行った.

コントロールとして,MBPのみを発現させるた桝 こは,pMALC2を用いた.

MBP-KSBの発現の確認実験は以下のように行った 大腸菌JM109の37oC

の液体握 とう培掛 二･A6qmが06になった時点で,03mM の.sopropy1-β-D-

th10gAm ctopyraTLOSlde (m G)を加えた IYTG添加後,同粂件でさらに4時

間培養を掛 ナたIm G捌 口前,および探加後の大腸菌より全細胞抽出物を調

製 し･8%ポリアクリルアミド電気泳動 (SDSIPAGE)により分画後.

C叩maSSleBnll,antBJueR250により染色 した (sarnbrookclal1989に従っ

た) また･同様のSDS-PAGEを行った後,抗 KSB抗血清 (AbKBl,Sarto

etal･,1995)を用いたイムノプロット分析を行った.
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イムノブロット分析

イムノプロット分析は.Sambr00keta)(1989)に従って行った.SDS-PAGE

を行った後,ニ トロセルロ-ス膜にタンパク質を較写し, 1%スキムミルク

を含trTtlSTburfer(20mMTn5-HCl,pH7.5,150mMNaCJ,0.05%

Tween20)を用いて30分,室温でブロッキングを行った.抗 KS8抗血描

(AbKBl;SaiLOCtal,1995)を2CO)倍希掛 こなるように加え, 1日剖iU室温で

インキュペー トしたITBSTbufrerで洗粉後,5000倍希釈のPeroxldasc-

conJugalCdant･一,abblLantlSera(PTT)mCga)と1%スキムミルクを含trTBST

bufrer中で ユ時間インキュベ-ションした.TBSTbufrer,TBSbufrer

(Twcen20を含まないTBSTburfer) による洗浄後,化学発光洗薬

(enhancedchemilurTt.neSCenCCreagen(;AmershaJn)を用いてオー トラジオグラ

フィーに上り便.1J.した.コントロールとして,免疫前抗血前を用いて同様の

操作を行い,抗 KSB杭州 rlを用いた勘合に倹aJ.されたバンドの特異性を確認

した

融合タンパク質の煉能解析

融合タンパク質 (MBPIKSB).またはMBP(コントロール)の発現誘yy

は以下のように行った.PMAL-K8,またはpMAL-C2をもつ大脇薗

(JM)09)を LOmLのLB堺地 (100 pg/rnLのアンピシリンを含む)中,37o

Cで振とう培養を行い.^600nm が 0･6になった時点で03mMのlSOPrOPyL-a-DI

LhLOga]acIDpyran00Lde (rpTG)を加えた. m G漆加後は.20oCで5,または

20時Ju培養を掛 ナた.3,500 Cの遠心に上り炎薗した後, 1T71Lの50mM リン

酸榎衝液 (pH80.10% グリセロール,2mMジチオスレイ トールを含tl)を

加え.氷上で.超音波破砕 した.破砕物を.12,(X氾8.10分札 4oCで逆心

し･上淀みを回収 し,タンパク質濃度を測定 した タンパク質80鵬 相当を

通常.1回の鮮架活性の測定に用いた.

KSB活性の測定は,並木帆にはSalLOelal(1995)に従って行った.PtT]CPP

(10kBq)を.大船菌の抽出物 (80pgのタンパク質を含む).またはクリ

カボチャ凝乳より銅製 した可紡性タンパク質画分 (200.000gの上証 ;50Llg

のタンパク質を含む)を令t,200 uLの50TTIM リン欣碇衝液 (pH8.0,10%

グリセロール･2rnMジチオスレイ トール.5m入4MgC1,.20pM ウニコナゾ-

ル ;住友化学より供与)にbllえ.30°Cで 1時間保温した.200 pLのアセ ト

ンを加えて反応を仇 Lさせた後.n-ヘキサンを400pL加えて紬.Liiした.I7-

ヘキサン蛸を300 LILとり,減圧混糸話した後,シリカゲル滞屑クロマ トグラ

フィー (TLC)に上り分画した.展開栴妹として ,,-ヘキサンを用いた.カウ

レン (ピnt-kau托nC)画分である,Rr0.6から10の部分を撞き取った.HPLC
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分析は,8アッセイ分のTLC後のカウレン画分をあわせて行った HPLC分

Urは.SystemGoldHPLCsystcrn(Beckma'L),ODSカラム (Senshu-PakODS,

50mmx46mmid.,センシュー科学)を用いて行った.60%からIC0%のア

セトニトリルのグラデイエント (20分から5分間)を用いて.流速 lmL/

分で洛出した,検出は,固体シンチレーターを用いたオンライン･ラジオモ

ニター (Beckman)により行った.クロマ トグラム上では.カウレンの保持

時間に対応するひとつのt:I-クのみが椴寮された.そのピークに相当する溶

出液を回収し.液体シンチレーションカウンタ-で測定したところ,a c後

のカウレン西分の仝放射活性のうちの約90%の放射活性が回収されることが

わかった.従って,以後の実験では.TLC後のカウレン画分に存在する放射

活性をKSB活性とした.KSAB活性 (GGPPからカウレンへの変換活性)は,

塵質として,冊 IGGPP(0.8kBq,175Ci/mmol,Amersham)を用い,KSBア･

セイと同様に行った

DNAの調製とサザン解析

播種後.7[相 のクリカボチャの子弟から.ゲノムDNAをcTAB法 (杉

柿,1989)により抽出した.20pgのゲノムDNAを,BamHl.氏oRl.

HlndrTⅠでそれぞれ完全消化した後. 1%アガロースTtZ気泳動により分画し,

ナイロン膜 (Hybond-N+,Amcrsham)に栃写した.T12pJdCTPで標托した

PCITIKB-1のインサ- トcDN̂ をプローブとして.Rapld-hybbuffer

(Amersham)ql.68oCでハイプリグイセ-シヨンを行った.ハイブリダイ

ゼーション後のナイロン膜を,最終的に0)XSSC (01%SDSを含む)をJTl

いて68oCで洗浄し.オートラジオグラフィーに上りシグナルを検出した.

lJ)WStnngentな灸件で行う場合は,55oCでハイブリダイゼーションを行い,

同じ弧皮で2xSSCで洗弥後,同様の方法でシグナルを検llPlした.

RNAの調製とノーザン解析

仝 RNAの抽出は,SDS-フェノール法 (Ausbeletal,1987)を用いて行った.

po)y(A)◆RLqAの調軌 ハイブリダイゼーション.洗糾 ま,那 1草で述べた方

法に上り行った.KSBのプローブは,サザン解析と同じものを用いた.必要

に応 じて,オートラジオグラフィー後のナイロン膜を.0.1%SDSを含む沸旋

水中に10分間おき,プローブのsLnppLngを行った.クリカボチャのGA20一

酸化群滋を検出するためには.今庄のcDNA (約 16kb:n ed orcLange博

士より供与)を同様の方法で標識し,プローブとしてI恥､た.クリカボチャ

における内部標準プローブが入手できなかったことから,材科の調製から独

立して2回以上換り返し,再現性を碓致した,
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試験管内項訳

TobaccoetchvLrUS-nOnIra,nSlaLedreglOn(TEV-NTR,RestrepoeLal.1990)と

KSBのコー ド領域 (C∝ltngreglOn)をSP6プロモーターの下流に繋いだプラス

ミド (pKB32)は.以下のように調製 した (図2-32).開始ATCコドン

の周辺の塩基配列を,pcRを用いて改変し.NcoLslteを導入した 同時に,

f(SBのcDNAにユニークに存在するNcolsILe(233912344bp)をアミノ酸が

変化 しないような塩基置換により消失させ,さらに,SacTslteを停止コドン

の直後に導入 した.この改変のために,以下のプライマーを合成 した こ正方

向のプライマー5■-ACCAGC(審 ;ATCm CCCGACCTACCGGCG-3-(開始

コドンを白抜きで.NcolsILeを下級で示 してある),逆方向のプライマー

51-TTGAGCTCA'IITGTTCAATAGTGCATCCAGATCCAl℡コCTT-3'(塩基遊牧

rGから ]̂を白抜きで,SacTslteを下線で示してある).これらのプライマー

を用いて,pCmKB｣ をqf型としてPCR反応を行い,24kbのPCR断片

(KSBのコ- ド領域)を得た.pCR断片をsacI/NcoIで消化 した後,pRTL2

(Resb叩OeLal,1990)のSacr/Nco】sJreに丸み込んだ (p7くB31) pKB31を

EcoRlで消イヒし.続いてKlenow鮮京 (東洋紡)で平滑末端化 した.さらに

SacJで消化 して得られるDNA断片 (TEV-NTRIKSBcodlng;約 25kb)を,

psp64(Promega)のSrnaIISaclsueに組み込んだ.得られたプラスミド

(pKB32)は,SP6プロモーターの下流に,TEVINTRを51末端にもつKSB

のコー ド領域が繋がっており,これを.SP6RNApolymeraseによる試験管内

転写反応 に用いた.

試験館内翻訳反応は,pKB32,またはpGA1-84(磁性コントロ-ルとして

シロイヌナズナのKSAを発現させるた桝 こ用いた ;SunandKamlya,1994)

を鋳型として,TNTCoupledWheatGermExtTaClSystem (Promega),[】さslメ

チオニン (AmerSham)を用い,P'ornegaのプロトコールに従って行った 都

訳産物をSDS-PAGEにより分画後.BAS2CKX)システム (富士フイ)i,ム)に

より分析 した.

エンドウの葉緑体の単離と試験管内でのタンパク質取り込み実抜

葉緑体の単軌 土,0-4ccで行った.エンドウの若い栄を,氷上 Gnndlng

Buffer(50mMHEPES-KOH,pH75,033M ソルビトール,2rr-MEDTA,1

mMMgC12,1mMMnCll,5mM アスコルビン畷)中でポリトロンを用いて部

分的に破砕 した.破砕物をナイロンメ ソシュでろ過 した後,ろ液を5,CKX)g

l秒速心して架線体を回収 し,GrlndlngBurrerに懸濁後,予め調製 しておいた

パーコールのグラデイエントに重層 した.パーコールのグラデイエントは,

2倍の濃度のGnndlngBufferとパーコール (Ph… acla)を等蚤混合 した後,
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20･000gで25分間遠心することにより調製した 10,m)a,20m.nの遠心分経

を行い･無傷実線体のみを回収した 10倍容品のGrlndlngBufferを加えて懸

濁後,3,000g･4m】nの遠心により葉緑体を回収 した これを.LnlPOrLBu恥r

(50mMHfPES-KOH;pH75,033M ソルビト ル)に懸濁し.クロロフィ

ル含髭を走gi-した (Arnon-1949)･クロロフィル濃度を Img/mLに調整し,

160pLを1回の取 り込み実験に用いた タンパク質の業績体への取 り込みは,

30pLの試験管内翻訳反応の反応軌 30HLの2倍濃度のTmpo,IBuffer,160

pLの葉緑体の懸濁軌 10pILの250mMメチオニン,25pLの60mMATP

(Mg塩)を混合 し,25oC･ 1時間保温することにより行った.終了後,

1mLのImporlbufferを加えて懸濁し,3,OOOg,4分遠心した これに,50

LILの50mMCaCl2(01mBのthermolyslnrSLgma】を含む)を加えて懸濁し,

30分･氷上で保温した (集線体に取 り込まれていなレ､タンパク質を分解 し

た) 葉緑体内のタンパク質を分解する場合は,同時に,01%になるように

TrlEOnX-100 を加え同様の操作を行った,繋緑体に取 り込まれたタンパク質を

調べる場合は (TrltOnX-100を加えなかった場合).反応後,40%バーコ-)i,

によりさらに兼緑体を精製 した.

クリカボチャの葉緑体の単離

クリカボチャの葉緑体の単軌 ま,未熟業 (描穐後 7日日の植物体を用いた)

を用いて･エンドウと同様の方法で行った 葉緑体の破砕は,50mMH即 ES_

7(OH(pH75)中で行い,破砕液を 100,00)g,10分間遠心 し,膜画分 (汰

殿),可溶性画分 (上位)を得た.

アミノ酸配列の比軌 Sequencear'gnment

第 1章と同級 GencucsCom putcrGroupprograms(un.versl【y｡fWISC｡nS.n)

を用いて･朋同性のあるタンパク質の検索 (TTASTA),アミノ酸配列の相

同性の紫出 (GAP),sequenceaJIBnmentの作出 (prLEUP)を行った



総括

本博士論文研究において,GA生合成の重要な前駆体であるカウレンの生

合成を担うKSA, KSBのcDNAクローニングを行った

第 1帝では･シロイヌナズナより得られていたKSAのcDNAを利用して.

GAの生合成研究に格好の対象のひとつであるイネから.KSAをコー ドする

と予想されるcDNA断片をクロ-ニングした･現在,筆者の属する研究グルー

プにより,GAの他の生合成段階を触媒する辞薫のcDNAクローニングも進

められており･これらと組み合わせることにより.今後.イネにおけるGA

生合成調節機構の詳細な解析が行われることが期待される.

第2車では,KSAに続 く環化反応を触媒する群兼であるKSBのcDNAク

ロ~ニングを行った･KSAとKSBは,プラスチ ド中で相互作用 している可

能性が示唆 されている (DuncanandWest1981ISunandKa¶.ya,1994;Aach

elal･1995)ことから,これらの酵素の迫伝子発現を同時に解析 していくこと

はカウレン生合成の制御機構を解明し,理解する上で非常に重要であると考

えられる しかしながら.KSBのクローニングは報告されていなかった

KSBは,筆者の属する棚究グループにより,クリカボチャの未熟種子 (GA

生合成活性が非常に高い)より捕製され,最終絹製画分に存在する主要タン

パク質の部分アミノ酸配列が解明されていた (Sal10eLal,1995) これらの

アミノ酸配列から･pcR法により対応するcDNA断片を得,さらに全長の

cDNAを含むcDNAクローンを単耗した.得られたcDNAを大腸菌内で発現

させたところ･発現産物はCPPをカウレンへ変換する活性を示 したことから,

単離したcDNAクローンは･KSBをコー け るものであることが証明された

KSBのタロ-ニングは,これが庇初の例である.KSBの N末端にはプラス

チ ドへの移行シグナル (Lransl【PePUde)と予想 される配列が存在 しており,

KSBがプラスチ ドに存在する可能性を強 く支持 している.また､KSBの一次

構造はこれまでにクロ-ニングされた他のテルペン環化酵素のそれと高い相

同性を示 し,ピロリン酸の結合に関与すると考えられているDDXXDm｡tlf

(MauandWest･1994)も存在 していた･さらに,KSBの一次構造の一部が,

KSAのそれと特異的な相同性を示したことなどから,KSBのタンパク質自身
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の生化学的解析にも興味がもたれる 本研究においてKSBの｡DNAクロー

ンを単離し･大腸菌内や試験管内でのKSBの発現系を確立 したことは,GA

生合成酵素としての発現制御の舶析のみならず,KSBのタンパク質自身の生

イヒ学的解析にも大いに役立つはずである

クリカボチャは,GA生合成酵素の邦梨のための材料 としては優れている

ものの･植物体が大きく･実験室内での栽培に適さないことなどから,GA

生合成酵素の発現制御を生理学的研究と結び付けて解析 していこうとする場

合には必ずしも適 した材料 とはいえない･今後,クリカボチャより得 られた

KSBのcDNAを利用することにより,他のGA生合成酵素避信子がいくつか

単離されており･内生GAも梢委 されているイネ,あるいはGA生合成に欠

陥をもつ多 くの突然変異体が得られており,形質乾襖の容易なシロイヌナズ

ナ等からKSBをクローニングし･その発那 絢 をより詳鰍 こ解明していく必

要があると考えられる.

GAの生合成研究は･天然物化学的アプローチにより発展 してきた.すな

わち･GAの生合成中間体を含めた各種 GAが単離 同定され,それらの標

識体が封製されてきたことによりGAの生合成研究は大いに進展 した.他の

植物ホルモンである7ブシジン酸やオ-キシンに関しては.生型作用発現に

至るシグナル伝達系の研究は進展 しているものの,生合成研糾 まGAに比較

して遅れている･本研究は､化学的研究を韮盤として進展 してきたGAの生

合成研究に･分子生物学的な7ブローチを導入することにより新たな研究展

開の可能性を示したものであり,本研究で得られた知見は,今後のGAの生

合成研究に大きく貢献するものと考えられる
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