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序論

移動性が欠如している高等縞物は， 生存し続けるためには様 q な

環境の変化に適応していかねばならない. 主な環境因子としては，

光， 水分， 温度等が挙げられるが， その中でも光は独立栄養である

植物にとって光合成を行うためのエネルギー源として必要であり，

横物は光を得るために， 光の有無， 強弱， 波長， 方向， 照射時間等

を感知し適応していく. さらに纏物はその生活環の諸過程において

光を情報源として有効に利用している. 光の受容・検知に直接関与

した物質のーっとしてフィトクロムがある (Butleret al. 1959). 

フィトクロムとは，緑色植物に広範に分布する赤色光/近赤外光可

逆反応の光受容色素 タンパク貨であり， 赤色光減 (666nm) に吸収

極大を持つ Pr型と近赤外光減 (730nm) に吸収極大を持つ Pfr 型

の二つの型をとり，赤色光吸収により Pr型は Pfr型に，近赤外光

吸収により Pfr型は Pr型に相互に変換する性質を持つ. これまで

もフィトクロムに関する生理学的， 生化学的研究が活発になされて

きたが， 光受容から様 q な生理作用発現にいたる諸過程については

未だに不明な点が多い.

高等植物の中には， タバコ(N i c旦斗主旦主包且旦旦.!!! L.) ， レタス

(出旦且五旦旦1i工且 L.) ， シ ロイヌナズナ (位主主辻旦位当山a1 i a旦

H eyn. )等のように光がないと発芽できない種子(光発芽種子)があ

り， その発芽制御は フィトクロムにより行われていると考えら れて

いる. その中でも特に， レタス (cv. Grand Rapids)種子の光発芽

は， フィ卜クロム発見の端緒となった現象 (Borthwick et al 



1952) として有名である. llPち， 暗黒下では発芽できないレタス種

子は短時間の赤色光照射により発芽が誘導され， それに引き続く近

赤外光照射は， 赤色光の発芽誘導効果を完全に打ち消す. この光発

芽誘導について数多く研究がなされているが (Bewley and slack 

1982) • その機備は依然として解明されていない.

光発芽種子であるレタス種子は， 果皮を除去すると暗黒下でも発

芽することから.果皮は.物理的な生長抑制，水分吸収制限等によ

り発芽を抑制していると考えられていた (Ikuma and Thimann 1963) 

.また， 果皮中には発芽阻害物質として知られている ABA(図序ー 1)

が 0.33μg/g の濃度で存在することが示された (Inoue 1990) . 

一方. GA， (図序ー 1)がレタス種子において赤色光と問機の効果を示

すことは知られているが (De Greef and Fredericq 1983). GA の

生 理的濃度に比べて高濃度(10-4 H程度)においてのみ発芽誘導効

果があるので， 発芽誘導に GAが関与している可能性は低いと考え

られていた. しかし， それは無傷種子を用いた発芽試験の場合であ

り.種子の中央にタングステン針で穴を開けた種子を周いると. GA 

の生理的混度に近い 10-7 H程度で十分発芽が誘導されるようにな

った (Inoue 1990) . しかも. GA 生合成阻害剤により種子発芽は抑

制され， その効果は本来種子発芽を誘導するのに充分なはずの赤色

光照射では解除されないが GA，投与によって完全に解除されるこ

となどから. GA による赤色光照射の代替が可能であり， 赤色光効果

発現のためには GA の坐旦旦盟合成が必要であることが示された

(Inoue 1990). 

植物ホルモンの 一つである GA は現在までに 90 種以上も発見さ

れている. 高等積物には GA の 13 位(図序 -2) がその生合成の早
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期に水量量化される経路と， 生合成の早い段階では GA の母核が水酸

化きれない経路の 2種類の GA 生合成経路が存在すると考えられて

おり， それぞれ earlY-13-hydroxylation pathway， early-non-

hydroxylation pathway と呼ばれている(図序 -3).各 qの経路で

の活性型 GA は， それぞれ 3 位(図序 2)に β 配向の水重量基を持つ

GA，と GA. であり GA2.， GA，.は GA，に変換されて， また， GA.， 

GA2・は GA. に変換されて活性を示すと考えられている (Phinney

and Spray 1982; Suzuki et al. 1981; Ingram et al. 1984; 

Nakaya阻aet al. 1991). 

一方， レタス種子においては， 外部から与えた GAの代謝につい

ての研究はなされている (Durleyet al. 1976)が， 内生 GAにつ

いての研究は， ほとんど報告されていない. そこで， 本博士論文研

究の第 1章においては，

①レタス種子中の内生 GAを同定し， そこで機能している GA生合

成経路を解明すること.

②発芽を制御する内生の活性型 GA を明らかにすること，

③宛芽条件及び非発芽条件において埼養したレタス種子中の主要内

生 GA レベルの経時変化を測定し， 光粂件が内生 GA レベルに及

ぼす影響について検討すること，

について追究した.

一方， ABAが赤色光処理あるいは GAの投与により誘導される発

芽を阻害すること (Khan1968; Sankhla and Sankhla 1968) ， また

赤色光処理により種子における ABA内生レベルが顕著に減少するこ

とが知られている (Braunand Khan 1975) .赤色光処理により GA

の内生レベルが上昇すると仮定すると， その GAの増加により ABA

-5-



CHO 

Pヰ
CO，H CO，H 

GA24 

0 十

I COI 

iLY」=

CHO 

民主OH

CO，H CO，H 

GA19 

0 十

I co I I I.，OH 

・ CO，H
GA9 GAw 

o t 。十

JR♀ HO阜泊二H

• C02H ・ CO，H
GA4 GA1 

early-non-hydroxy lation early-13-hydroxy lation 
pathway pathway 

図 序-3 高等植物における GAの 主 要 生 合 成 経 路

-6-



の内生レベルが低下する可能性が考えられる. そこで第 1:!l!では，

上記 3 点の課題に加えて，

④外部からの GA，の投与により発芽阻害物質である ABAの内生レ

ベルが受ける彫響を赤色光処理の場合と比較すること，

もあわせて検討し， レタス種子の発芽誘導機摘を内生植物ホルモン

レベルの変動という観点から追究した.
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近年， 植物が示す生理現象発現機能を解明するために， 分子生物

学的手法が用いられるようになった. そ れら生理現象の多くは内生

の積物ホルモンを介して引き起こされていると考えられており， 植

物ホルモン の作用機作の分子レベルでの研究も盛んに行われるよう

になった. しかしながら， 現時点では， それに関する有用な知見は

極めて乏し く，植物ホルモン誘導性遺伝子の機能解析を通じてよう

やくその端緒が関かれつつあるに過ぎない. 植物ホルモンの中でも

オーキシンと ABA に関しては当該ホルモン誘導性遺伝子の研究が進

んでいるのに対し， エチレンやサイトカイニンによる誘導性遺伝子

については， ほとんど重要な知見は得られていない. GA誘導性遺伝

子に関しては aーアミラーゼ遺伝子 (Akazawa et al. 1990) が最

も研究されているものの， それ以外についてはほとんど研究は進ん

でいない，

種子発芽過程においては. GA により誘導される遺伝子についてい

くつか報告されている (Fincher 1989) . その代表的なものは前述

の α ーアミラーゼ遺伝子であり， その他にもシステインプロテイナ

ーゼ遺伝子 (Whittieret al. 1987). カルボキシベプチダーゼ遺

伝子 (Baulcombeet al. 1987) 等が知られている. αーアミラーゼ



遺伝子はイネ， 大変の糊粉腐を研究材料として詳細に調 べ られてお

り， そのシス活性化因子 (Skriver et al. 1991)， トランス 因 子

(Ou-Lee et al. 1988) も追究されている.

本論文において研究対象としているレヲス種子は， これまで GA

誘導性遺伝子をクローニングするための材料として用いられたこと

はないが， 赤色光照射により誘導された発芽過程で活性化される醇

索の研究はいくつか行われている. その例としては， 妊の生長のた

めのエネルギー獲得のための脂肪酸分解系にかかわるイソ シ トレー
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トリアーゼ (Mayer et al. 1968; Eldan et al. 1974)， 炭水化物

分解系にかかわる α ーガラクト シダーゼ (Leung and Bewley 1981) ， 

核酸や践の成分として， あるいは各種リン酸化等に利用するための

リン酸を供給するホス フ 7 ターゼ (Meyer et al. 1971)， III軸伸長

時の細胞壁の新陳代謝にかかわる マン ナーゼ (Halmer et al. 1976) 

酸性イ ンベルターゼ (Eldan and Mayer 1974) ， 隆のタ ンパ ク質

合成の素材であるアミノ般を供給するために貯蔵タ ンパ ク質を分解

するフ.ロテイナーセ・ (Shain and Mayer 1965; Leung et al. 1979)， 

アミノ酸の中でもグルタミンレベルを上昇さ せ 怪 の 吸 水 力 (growth 

potential) を高めていると考えられているグルタミン合成酵紫(竹

葉 1984)等が報告されている. しかしながら， これら醇紫の中で遺

伝子の塩基配列が決定され， その転写レベルで研究が行われている

のはグルタミン合成醇素だけである (Sakamoto et al. 1990). 

そこで， GA によるレタス種子発芽誘導機摘を解明するための基礎

的知見を得るために，本|専土論文研究の第 2課題として，

①レタス種子において， GA 処理により誘導される遺伝子をディフ 7

レンシャルスクリーニングによりヲローニングすること，



②クローニングした遺伝子の mRNAの GA処理による発現の経時変

化を調べ，赤色光処理によるそれと比較すること，

③ GA処理，赤色光処理による mRNA の発現に対する ABA (発芽阻

害物質)の効果を調べること，

④クローニングした遺伝子の塩基配列を決定し， そのコード領域に

対するホモロジー検索によりその遺伝子の機能を推定するごと，

の 4点について追究した.
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第 1章レタス種子の光発 芽 誘 導
と内生ジベレリン

第l節 レタス完熱種子中の内生ジベレリンの定性分析

1 - 1 緒言

レタス種子の発芽はフィトクロムにより制御されており， 暗黒下

では発芽しないが， 短時間の赤色光照射により発芽は誘導され， そ

れに続く近赤外光照射により発芽は抑制される. そのレタス種子は，

暗黒下においてでも GA， の投与により発芽 が誘導されることは知ら

れている. そこでレタス種子中の内生 GA と発芽誘導との関連を調

べるために， まずレタス種子中の内生 GA を同定し， そこに機能す

る GA生合 成経路を解明することを目的とした.

1 -2 材料及び方法

① 植物材料

レタス GrandRapids 完熟種子はサカタ種苗より購入し， 分析関

始まで 4"Cで保存した. 採取後 2 年のレタ ス種子を GA 定性分析に

供した.

② 抽出及び溶線分画

レタス完黙種子 100 g を MeOH により抽出し. 300 m 1の抽出液
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を得た. その MeOH抽出液を減圧下で濃縮し， 得 ら れ た 水 溶 液 を 常

法通り溶嫁分画し. A E区を得た.

③ 8ep-Pak  (OD8) 処理

AE区を 50% MeOH水溶液 1m 1に溶解し. Sep-Pak (OOS)カー
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トリッジ(Wa ters社鍛)に通過， 吸着させた後.80% MeOH水溶液

6皿lで溶出した. 溶出液を減圧下で濃縮乾回した.

④ OD8 -HPLC  

Sep-Pak (OOS)溶出物について. OOS-HPLCを以下の粂件で行った.

試料注入から 32分まで l分毎に分取し. 32分 か ら 50分まで

を l分画とした.

カラム Senshu-Pak00S-4253-0 (10 mm i.d. x 250 mm) 

溶銀系 A - M eO H 

B - 1% HOAc水溶液

0-2皿in A 3 0%. B 70% ( i s 0 c r a t i c ) 

2-30 min A 30%. B 70% ~ A 100%. B 0% 

(28-min-linear gradient) 

30-50皿in A 100%. B 0% (isocratic) 

流速 3ml/min 

温度 40・c

各 薗 分 は 遠心エバポレーターを用いて溶媒を溜去した.



⑤ 緩性イネ生物検定法

OOS-HPLC によって得られた各画分について媛性イネ単銀坊主

( 0一江主主 sati v旦 L.cv. Tan-ginbozu) を用いて， Murakami ( 1968) 

の方法で GA の活性検定を行った.試料はイネ 一本当り 2g fw分

をのせて，検定は 6速で行った.

⑥ RIA  

チューフ l本当り 2 g fw分の試料を用いて 3 述で RIA を行っ

た. R 1 A は抗 GA，-Me抗体，抗 GA2，-Me抗体を用いて Yamaguchi

e t a 1. ( 1 9 87， 1 99 0 )の方法で行った.

⑦ Sepralyte (DEA)処理

媛性イネ生物検定法及び RIA によって GA様 活 性 が 認 め ら れ た 函

分について Sepralyte 処理を行った.試料を MeOH 1 ml に溶解さ

せ， OEA ゲル 1g を充演したカラム (8 m 1用リザーハー，ユニフ

レックス社製)に通過吸着させた後， MeOH， 0.5% HOAc in MeOH， 1 

% HOAc in MeOH の順にそれぞれ 10 ml ずつ用いて溶出した. 0.5 % 

HOAc in MeOH 溶出区を GA分画とし，渡縮乾固した.

③ GC/MS 
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試料をジアゾメタンでメチル化した後， MSTFA で 60"C， 20 分間

加熱処理を行い， Me-THSi 化したものについて GC/HS分析を行った.

条件は以下の通りである.

機種 JEOL OX-303 マススベクトロメーター



カラム Fused silica chemically bonded capillary column 

OB-l (0.258 mm i.d. X 15 m， J&W Scientific社製)

He pressure: 64 kPa 

インジェクション・スフ.リットレスモード

(sampling time: 2 min) 

イ オ ン 化法:電子衝事イオン化法(イオン化 電 圧 70 eV) 

カラム温度 120・C (2 mi n) 定温

120・C→216"C (16・C/min) 昇温

216・C (5 m i n) 定温

216 'C→ 280・C (8"C/min) 昇温

1 -3 結 果及び考察

レタス完熟種子 100 gを HeOH で抽出し， その抽出物について溶

媒分画により得られた AE 区を予備精製後， ODS-HPLC により精製分

画した. 各画分について媛性イネ生物検定， 及び RIA を行い， GA 

織活性のある画分を Rt 12 -17m in， 20-22m in， 22-24m i nの 3つ

にまとめた. これら 3つの画分について各 々 Sepralyte処理した

後， He-THSi 誘導体とし， GC/HS分析を行った. その結果，表 1-1

に示すように， GA" 3-g_旦_i-GA" GAI7， GA'9， GA.0 と GA" という

一連の 13-0H-GAが KRI とマススペク卜ルにより同定された. 内生

レベルは 3-g_旦_i-GA" GAI7， GA'9， GA，.は比較的高<， GA，と

GA， ，は低かった GA. や GA9( 13-H-GA) は， 各有に高い交差反応、

性を示す抗 GA，-He抗体，抗日A.0-He抗体を用いた RIA によって

でも検出されなかった. アルカリ条件下では GA，は GA，:3-lli

ー13-



表 1-1 レタス (cv.Grand Rapids)完熟種子から

GC/MS分析により同定さ れたGAs

Rt on HPLC Identified キKRI Principal ions and r巴lativeabundanc巴
(min) GA (% bas巴peak)

12-17 GA1 2663 506 (M+， 100)，491 (10)，448 (26)， 

376 (39)， 313 (6) 

20-22 3-wi-GA1 2775 506 (M+， 100)， 491 (8)， 448 (26)， 

459 (10)， 376 (20)， 313 (5) 

*本GA
77 2631 506 (M+， 53)， 491 (9)，416 (41)， 

403 (100)， 390 (18)， 347 (24) 

GA20 2482 418 (M+， 100)，403 (15)， 390 (7)， 

375 (52)， 301 (15) 

22-24 GAl7 2572 492 (M+， 100)，460 (48)， 432 (48)， 

401 (26)，373 (45) 

GAl9 2590 462 (M+， 7)， 434 (100)， 402 (22)， 

375 (44)， 374 (49)， 345 (22) 

市KIU;Kovats retention index 

駒場GA77・MeTMSiと12-S?_i_-GA77-MeTMSiのKRIは非常に近く，マススベクトルも

ほとんど同じであるので. GA77-MeTMSiと12・S?_i_-GA77-MeTMSiの合成模品との

直接比較により GA77を同定した

ー14-



GA， = 1; 3 の比で異性化することが示されており (Cross et al 

1961) • 同定された GA の中で 3-~旦_!-GA ， は精製過程における人工

産物である可能性が考えられる. しかしながら， レタス種子抽出物

において 3-~旦_!-GA ，は GA ，の 5 倍以上存在すること，第 3 節で

GA定量分析の際に内部標準として加えた [2H，JGA，は精製過程にお

いて [2H 5 J 3 -~旦_!-GA ，へ変換されなかったことから，同定された

3-旦旦よーGA，は人工産物ではなく， レタス種子中の内生 GA の 一つで

あると考えられる. すでに 3-~旦_!-GA ，が天然から同定された例はい

くつか報告されている (Jones and Zeevaart 1980; Pearce et al 

1987; Nakayama et al. 1990). 以上の結果. レタス種子において

は図トl に示すように主要 GA 生合成経路として early-13-

hydroxylation pathway が機能していることが示された. レタス芽

生えにおいても同様の GA 生合成経路が機能 していることは示され

ている (liaycott et al. 1991; Toyomasu et al. 1992). なお，

3-~旦主国 GA ，の直接の前駆体は GA2. であると考えられる. その理由

としては， レタス芽生えにおいては [3HJGA2. は いHJGA，. [3HJ 

3-~且よー GA ，織物質へ変換されるのに対し [ 3 H 1 GA，の[3 H J 3旦E.1.

GA，への変換はみられなかった(登増 1991)ことがあげられる.
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機能していると想定される GA生合成経路



第2節 レタス種子の発寒を制御する活性型ジベレリン

2 - 1 緒言

第 l節で示されたように. レ タ ス 種 子 に おいて主要 GA生合成経

路として early-13-hydroxylationpathwayが機能している.多く

の高等植物においては GAI が 茎 部 伸 長 を 制御する活性型 GA と考え

られている (Phinneyand Spray 1982; Suzuki et al. 1981; 

Ingra由 etal. 1984; Toyomasu et al. 1992)が， レタス種子にお

いても発芽を制御する活性型 GAは GAIであると推定される. 活性

型 と 推 定 される GAI， その直前の前属巨体である GA2Bのレタス種子

略発芽誘導 活性を調べることにより，発芽を 制御する内生の活性型

GAを決定することを目的として以下の実験を行った.

2 -2 材料及び方法

レタス種子は第 1節で用いたものと同じものを用い， 種子の中央

にタングステン針で穴を開けた(Inoue 1990). 崎 地 は MESを 1

mM となるように蒸留水に溶かし， 0.lNNaOHで pH を 6.1にあわ

せたもの(以後 MES精地と記)を用いた. ジベレリンを含む MES

地地 1m 1を入れたポリスチレン製のペトリ皿 (30 田m i. d. )に

20粒の穴開き種子を播き. 25"C. 暗黒下で渚養した. 2日 後 に 発 芽

E巨を測定した.

ー17-



2 -3 結果及び考察

GAl 及び GA，.のレタス種子時発芽誘導活性を図ト2 に示す. 本

検定では穴開き種子を用いているが， それは無傷種子よりも穴開き

種子の方が約 1.000倍 GA に対する感度が上がるためである

-18-

(Inoue 1990). GA，.は 10-'Mで時発芽誘導活性が認められたが，

GAl は 10-7 M及びそれ以上の濃度で活性を示した. このことは，

GAl がレタス種子の発芽を制御する活性型 GA であることを示唆す

るものである. 一般に高等植物の茎部伸長においては GAl や GA，

のように 3β 位の炭素(図序-2 )に水酸基をもっ GAが活性型と考

えられている. さらに， レタス種子においては GAl とほぼ同様の化

学構造を有する Gれにも GAl と同等あるいはそれ以上の発芽誘導

活性があること (Inoue 1990)から GAl が活性型 GA であるとい

う推論は妥当であると考えられる.

なお GA，.の低い H音発芽誘導活性は. a音泉下で培養しているレヲ

ス種子において GA" から活性型 GA である GAl へ の 変 換 率 が 低 い

ことによると考えられる.
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発芽率は. 10速の平均値±標準誤差で表した。 ー.-， GAj ・-6-，GA20 



第3節 レタス種子中の主要内生ジベレリンレベル~:対する
光の効果

3 - 1 緒 言

第 1節， 第 2節で 示したように， レタス種子においては GA，を活

性型とする early-13-hydroxylationpathwayが 主要 GA生合成経

路として峻能している. そこで，活性型と思われる GA，， その直前

の前駆体である Gれれ そのまた直前の前駆体である GA，9 の 3種

の GA について， 発芽条件と非発芽粂件で培 養 し た レ タ ス 種 子 に お

ける内生レベルの経時変化を調べ， 光条件が 内生 GA レベルに与え

る影響の解析を試みた.

3 - 2 材 料及び方法

① 植物材料

1984 年アメリカ Ferry Horse産のレタス Grand Rapids種子よ

り選抜したウイル スフ リーの種子をオーストラリアの South Pa-

cific Seeds で裁縫し，採種した種子(1992年産，採取後 6か月 )

を用いた.種子は， デシケーター中(40C )で保存した.

② 光源とフィルヲー

赤色光 (5.0 ¥i'm-2
) は 20 ¥i蛍光灯 (FL20S BRN/18， 東芝 )の光

を Torayglass 韓130 (東レ)のフィルターを通して得た. 近赤外光

( 4.6 W. m -2 )は， 20 ¥i蛍光灯 (FL20S FR74. 東芝)の光を

-20 



Deglass A9DO (旭化成)のフィルターを通して得た 安全光は，蛍

光灯(FLR4 0 G/A. 東芝)にピリ ジアン(43 1 C )とサニーオレンジ

( 222 C) の cutting sheet (中川化学)を各々 2.m:に巻き付けて得

た. 以下の"崎県下"の作業は全てこの安全光下で行 った.

③ 内部標準

[ 1. 2. 2. 3α. 6-'1I51GAI. [1.2.2. 3a. 6-'HslGA" は，

Endo et al. ( 1989) に よって調製されたものを [17. 17-'H，] 

GA 19 は. L. N目 Mander 教授(オーストラリア国立大学)より供与

されたものを用いた. 各々の精進は図ト3 に示す.

④ 分析材料

2S・C. 暗黒下でレタス完熟種子 10 g を 100 ml MES (pH 6.1)培

地に浸し (295 x 220 x 43 mm 角型スチロール容器内). 3時間後

に以下のような光処理を行った(図ト4) • 

i) 近赤外光照射(FR 処理種子)

ii) 近赤外光照 射 → 赤 色 光 照 射 (FR /R 処理種子)

i i i) 近 赤 外光照射→赤色光照射→近赤外光照射(FR/R/FR処理穂子)

各光照射は 10分間行った. これら光粂件の種子で発芽するのは

FR/R処理種子のみである. この光処理の直後に培地を 40 ml 吸い

取り(十分に吸水した種子では過剰の水は発芽に阻害的に働くため)

，そのまま暗黒下で培養した. FR処理種子は 光処漫から O. 3. 6. 

8時間後に. FR/R処理種子は光処理から 3. 6. 8時間後に. FR/ 

R/FR処理種子は光処理から 6時間後に採取し. 400 血lの MeOH に

浸した. な お，各定量分析用試料の調製には 40 gの完熟種子を周

-21-
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光処理からの時間

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

吸水開始からの時間

図 1-4 GA定量分析のための 試 料調製 法

吸水開始 3時間後に各々の光処理を行 った 種子の採取は，

Oで囲んだ時間に行 った

_，暗黒下;口，近赤外光照射(10分間) ;.，赤色光照射 (10分間)
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いた. FR処理種子と FR/R処理種子の発芽の経時変化は，以下のよ

うにして測定した:上述と同様に培養している種子から， 所定の時

間毎(F R処理種子については光処理後 17. 21. 25. 29. 44時間，

FR/R処理種子については処理後 5， 9， 13， 17， 21， 25， 29， 44時

間)に約 100粒の種子を無作為に取り出し，発芽率を測定した.

⑤ 抽出及び溶 線分画

各試料をポリトロンで破砕後，吸引鴻過し，残澄を 400ml MeOIl 

で 2回再抽出し， 鴻液を集のて MeOHt由出液 (1200ml) とした.

各 MeOH抽出液に， 内部標準として ['H5JGAI 50 ng， ['H，JGAI9 

100 略 ['H5JGA，日lμgを加えた後， ロータリーエパポレ一歩ー

で濃縮して得ら れた水溶性残澄を蒸留水で 300 ml にし pH を 2~

3に調整して常法適り溶媒分習を行い AE区を得た.

⑤ pvpp処理

AE区を O.1 Mリン酸緩衝液 (pfl8.6)6ml に溶かし， Pvpp (東

京化成工業社製)3 gを充演したカラム (24mm i目 d. x 380 mm) に

通過吸着せしめた後， O. 1 M リン酸緩衝液 60mlで溶出した. 溶出

液を pH 2~ 3に調整し，等量の EtOAcで 3凹抽出した EtOAc 

相をあわせ， 無水 Na，SO. で脱水後，濃縮乾固した.

⑦ S巴 p-Pak(ODS)処理

pvpp溶出物を 67%MeOH水溶液1.5 m 1に溶解し Sep】 Pak

( 0 D S )カートリッジに通過させた後， 80% MeOH 水溶液 6m 1で溶

出した.溶出液を 減 圧 下 で 濃 縮 乾 固 し た .
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③ S e p r a 1 y t巴 (DE A)処理

Sep-Pak溶出物を MeOH0.6 ml に溶解させ. D EAゲル 0.6gを

充墳したカラム (4m 1周リザーハー， ユニフレックス社製)に通過

吸着させた後， 順に MeOH(6 ml). 0.5% 1I0Ac in MeOH (12 ml)で

溶出した. 溶出 液を合わせ，濃縮乾固した.

⑨ ODS-HPLC  

Sepralyte処理により得られた GA分画につい て ， 第 1節と同様

の粂件で ODS-HPLCを行った. 試料注入から 10分から 16分まで

を GA，画分. 17分から 26分までを GA'9〆2.画分として分取した.

⑪ N ( C H 3) 2 -' H P L C 

ODS-HPLCにより得られた各々の画分について， 以下の条件で

N(CH3)2-HPLCを行った GA，画分については試料注入から日分か

ら 15分までを GA，9' 2.画 分 に つ い て は 13分から 23分を分取

した.

カラム Senshu-PakN(CH3)2-3151-N (8 mm i.d. x 150 mm) 

溶媒 0.05%HOAc in MeOH 

流速 3ml/min 

温 度 50・c

⑪ G C/SIM  

GA，画分は， 全量を GA，定量舟として先制チューフに移し，

GA! 9'" 2 e商分は. 1/2量を GA'9定量用. 1/20量を GA2.定量周と

-25-
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して先細チューブに移した. 討;料をジアゾメタンでメチル化した後，

M ST FA で 6目。C. 20 分間加熱処理を行い. Me-TMSi 化したものにつ

いて GC/SIM 分析を行った. GC/MS の 条 件 は 第 1節と同様である.

モニターしたイオンは，次の通りである.

G A I / l 2 H， 1 G A 1; m / z 5 11. 506. 4 96. 491. 449. 448 

G A ¥9 /[ 2 H 2 1 G A ¥9; m / z 464. 462. 436. 434. 404. 402 

G A 20 /[2 H， 1 G A 2 ，; m / z 423. 4 18. 408. 403. 376. 375 

GAI. GAI9. GA20 の量は， 各々 m/z 506/511. 434/436. 418/423 

のピーク面積比で算出した.他のイオンは，化合物の同定のために

用いた.

3 -3 結果及び考察

試料調製の際に， 光処理を吸水開始後 3時間で行ったのは， 以下

の理由による. 弁上(私信)によると， レタス種子は吸水開始後 3

時間以内のどの時間に光処理を行っても. 3時間後に光処理を行っ

た場合と同じ発芽の経時変化を示し， また. 3時間後以降に光処理

を行うと， 発芽の経時変化は 3 時間後に光処理を行った場合の経時

変化よりも光処理が 3時間より遅れた分だけ遅れた. これらのこと

か ら 最 も 効 率 的な光処理の時聞は吸水開始 3 時 間後であることがわ

かる. さらに井上(私信)によると. 10 分間の赤色光照射は， 発芽

を誘導するのに十分であり. 10 分間の近赤外光照射は， 発芽を抑制

するのに十分であった. 以上の様な知見から試料調製は図 1-4 のよ

うに行った. なお，最初の近赤外光照射は数%起こる略発芽を完全

に抑制するために行ったので， ここでは日処理種子を時対照とし

-26-
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た. この培養条件での発芽の経時変化を図 1-5 に示した. 図のよう

に. FR/R処理種子は光処理後ト13時間で発芽が始まったが. FR 

処理種子は光処理後 44 時間まで発芽しなかった. データは示さな

いが. FR/R/FR処理種子も 44時間後まで発芽しなかった. 発芽が

始まる前での内生 GA レベルの変化に焦点を絞って追究するため，

定量分析は光処理後 8 時間までで行った.

各試料の AE 区を 3 段階の予備精製後に. 00 Sー. N(CII3)，-HPLC 

の 2段階の HPLCにより精製分画し. Me-TMSi誘導体化した後に

GC/SIM分析を行った.定量結果を図 1-6. 表 1-2 に示した. 図

ト6に示すように. FR処理種子の GA， レベルは倍養中徐々に減少

したが. FR/R処理種子のそれは上昇し， 光処理後 6 時間と日時間

では FR処理種子のそれよりそれぞれ約 3倍. 5倍になった. 表

1-2に示すように， 赤色光に続く近赤外光照射は GA， レベルを上

昇させるという赤色光の効果を完全に打ち消した. また GA'9と

GA"の内生レベルは光処理により影響されなかった(図 1-6. 表

1-2) . 以上の結果より ， 活性型と考えられる GA，の内生レベルが

発芽条件においてのみ上昇することが示された. このレベルの上昇

が発芽誘導に十分なものであるかどうかは現段階では実証すること

はできないが， 増加した GA，が発芽誘導において重要な役割を果た

している可能性は高いと思われる.
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の経時変化

培養中の種子から適当な時間に無作為に約 100粒取り出し，発芽率を測定した

発芽率は ，3速の平均値±標準誤差で表 した
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GA19.20.1の内生レベルの経時変化

各GAは内部標準を用いたGC/SIM法により定量した
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表 1-2 光処理後 6時間の FR処理種子， FR/R処理

種子と FR/R/FR処理種子における GA19.20.1

の内生量

GA内生量

試料
(ng / 1 g完熟種子当 量)

GA'9 GA20 GA， 
FR処理種子 4.2 86 0.28 

FR/R処理種子 4.2 85 0.78 

FR/R/FR処理種子 4.2 85 0.25 

各 GAは内部標準を用いたGC/SIM法により定量した FR処理種子，

FRIR処理種子については図 ト5から抜粋した



-h『 'FFF

第4節 ジベレリン処理及び赤色光処理のレタス種子中の内生
7 プシジン酸レベル~:対する効果

4 - 1 緒言

アブシジン酸が，赤色光や Gれ に よ り 誘 導 されるレタス種子の発

芽を阻害することはよく知られているが (Kahn 1968; Sankhla and 

Sankhla 1968) ， その内生レベルは， 暗 黒 下 で培養した場合に比べ

て赤色光処理した場合はその減少が顕著である (Braunand Khan 

1975) . 以上の事実と第 3節での赤色光による GA，の増加を考え合

わせると， 赤色光照射により GA，が櫓加し， その増加した GA，が

内生 ABAを減少させるという可能性が考えられる. そこで， 赤色光

照射と GA3 の投与が内生 ABA レベルに及ぼす影響について比較し，

上述の仮説を検討した. また， ABAの減少が種子内の代謝によるも

のなのか， 種子外への分泌なのかを検討するために， 培地中の ABA

量も定量し， その結果もあわせて考察を加えた.

4 - 2 材料及び方法

① 植物材料， 光源とフィルヲー

レタス種子， 光源とフィルターは第 3節 と 全 く同じものを用いた.

② 内部標準

[3'， 5'， 5'_2H，}ABAは， 理化学研究所吉田茂男博士により供与

されたものを用 い た . 構 造 は 図 ト ? に 示 す .
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③ 分析材料

25・C， 暗黒下でレタス完熟種子 0.5gを MES培地 (pH 6.1) 2 

ml を入れた直径 6cmの細胞培養用ペトリ皿(Nunc骨1-50280)に

浸し， 3時間後に新鮮な培地 1.5mlで置き換えた後， 以下のよう

な光処理を行い， それから暗黒下でそのまま培養した.

i) 15分間赤色光照射(R処理種子)

i i) 15分間赤色光照射→ 15分間近赤外光照射 (R/FR処理種子)

また， 精地を置き換える際に 2x10-3M GA3 溶液 1.5m 1で置き

換えて， 15分間近赤外光照射し， それから暗黒下でそのまま培養を

続けた種子を， GA処理種子とした. この近赤外光照射は， P fr の効

果を完全に打ち消すために行った. これら条件の種子で発芽するの

は R処理種子と GA処理種子である.処理直前の種子を処理後日

時 間 として採取し， R処理種子. R/FR処理種子. GA処理種子は各

処理から 3. 10. 14時間後に採取し 10m1の HeOH に浸した. 各

試料は. 2遣で調製した. 各種子の発芽の経時変化は， 以下のよう

にして測定した. すなわち， 上述条件で培養している種子から，採

取した時と同じ時間に約 30 粒の種子を無作為に取り出し， 発芽率

を測定した.

④ 積物材料の抽出及ひ培地の濃縮

各 試料 に内 部標準としていH3]ABA 100 ngを加えた後，ポリトロ

ンで破砕， 吸引渡過し， 残 j査を MeOH5 mlで 3回再抽出し， 話革液

を集めて MeOH抽出液(25m 1 )とした. なお， 処理後 14時間の種

子について採取時に除いた埼地にも [2H，]ABA50 ngを加えた. 各

M eO H抽出液，培地を濃縮した.
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⑤ Sep-Pak  (ODS) 処理

すべての試料について第 l節 1ー 2③ と 問 機 の方法で行った.

⑥ Sepralyte  (DEA)処理

Sep-Pak i'答出物を MeOH 0.3 ml に溶解させ. OEAゲル O.3 g を

充演したカラム (4 m 1 リザーバー)に通過吸着さ せ た 後 ， 順 に

MeOH (0.7 ml). 0.5% HOAc in MeOH (6 ml) で溶出した. 溶出液

を合わせ， 渡縮乾回した.

⑦ ODS-HPLC  

Sepralyte 処理により得られた ABA 分前について. OOS-IIPLC を

以下の条件で行った. 試料注入後 12 分から 15 分までを ABA 画分

とした.

カラム Senshu-Pak 00S-4253-0 (10 mm i.d. x 250 mm) 

溶線系・ 50% MeOH 水溶液(0.1% HOAc) 

流速 3 ml/min 

温度 40"C 

③ N(CH')2-HPLC 

OOS-HPLC により得られた ABA 画分について， 第 3節 3 - 2⑪と

同じ条件で N(CH，)2-HPLC を行った.試料注入後 7 分から 9 分ま

でを ABA 画分とした.

⑨ GC/S  1M  

各試料をジア ゾメタンでメチル化した後. GC/SIM 分析を行った.
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GC/MSの条件はカラム温度以外は第 l節 1- 2③と同様である.

カラム温度 120.C (2 min) 定温

120.C→ 280.C ( 16.C/min) 昇温

280.C (5 m i n ) 定温

モニターしたイオンは， m/z 162， 165， 190， 193， 278， 281 であ

る. ABAの量は， 田Iz1901193の ピ ー ク 商 積 比 で標品を用いた検量

線により算出した， I也のイオンは， 化合物の同定のために用いた.

4 -3 結果及 び考察

アフシジン酸の定量のためには多量の種子を必要とするが， GAに

対して高感度な 穴 開 き 種 子 を 用 い る こ と は 図 書tであったので， 無{甚

種子を用いた. そのため 2xl0" Mという高濃度で GA，処理を行っ

た (Inoue 1990). GA， は GAI と構造が類似し(GA3は GAI の1，

Z位に二重結合があるもの ; 図序ーl参照)， ほぼ同様の活性を示し，

大 量 に 入 手 可 能であるので GAI のかわりに用いた.第 3節の試料

で予備的に ABAを定量したところ，近赤外光照射は完全に赤色光の

効果を打ち消すことが示されたので， ここでは対照として R/FR処

理種子を用いた.

図ト日に AsA定量分析に用いた試料の発芽の経時変化を示す.

R/FR処理種子は. 処理後 23 時間まで発芽しなかったが， R処理種

子， GA処理種子はそれぞれ処理後 10 時間， 14 時 間 で 発 芽 が 始 ま

った. 図 1-9 に各試料の ABAの定量結果を示す. R 処理種子にお
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の発芽の経時変化

培養中の種子から 適当な時間に無作為に約 30粒取り出し，発芽率を測定した

発芽率は，2速の平均値± 標準誤差で表した
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における ABAの内生レベルの経時変化
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いて ABA の減少が最も速く. GA処理種子でも速く減少したが R処

理種子程ではなかった(約 5 時間遅れ). それに対して. R/FR処

理種子の ABA の減少はきわめて少なかった. 以上のように ABA レ

ベルの減少の仕方の各処理による違いは， 発芽率の経時変化の各処

理による違いをよく反映している.表ト3は，処理後 14 時間まで

各種子を培養していた培地中の ABA を定量した結果である. 各培地

の ABA 含有量はほぼ同じであるので，赤色光処理 GA，処理による

ABA の減少は培地への分泌によるものではなく，種子内での ABA の

代謝によるものだと考えられる. レタス種子においては. AB Aの主

要な代 謝物は 図ト10 に示す ABA グルコシルエステルであることが

示されている (Orlandini et al. 1984).赤色光や Gれにより誘

導されるレタス種子の発芽は. ABA により阻害されることを考える

-38-

と. ABA の減少は発芽誘導において重要な役割を担っている可能性

が高いと思われる.以上の結果は，赤色光照射により GA，が増加し，

その地加した GA，が内生 ABA を減少させるという仮説を支持する

ものである.
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表 1-3 処理後 14時間まで培養 した

ときの培地中のABA量

試料

R処理種子を培養した培地

R/FR 処理種子を培養した培地

GA処理種子を培養した培地

ABA量
[ng / petri dish] 

6.71 0.2 

7.3:t 0.4 

7.3 :t 0.7 

ARAは内部傑準を用いたGC/SIM法により定量した

定量値は. 2速の平均値±標準誤差で表した
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第5節 2とめ

一般に， 高等植物の種子は I汲水によって休眠が打破されて発芽

するが， タハコ， レヲス， シロイヌナズナ等のような光発芽種子は

吸水だけでは発芽できず， 発芽するためには光照射が必要である.

光発芽種子の中でも， レタス種子はフィトクロム発見の端緒となっ

たものとして有名で. その光発芽誘導機備を物質的観点から明らか

にしようとする研究は 1970年代に盛んになり， 各種積物ホルモン

の投与実験，定量実験等が数多く試みられた. 特に， GAは種子の暗

発芽を誘導することから， 赤色光照射により内生 GA レベルが増加

し， その結果発芽が誘導されるという可能性が考えられていたが，

内生 GAは超微量であるために信頼性の高い定量分析は行われてい

なかった. そこで， 第 1章においては内生植物ホルモンレベルとの

関連性からレタス種子の光発芽誘導機備を追究した.

まず第 1節においては， レタス種子中の内生 GAを問定し， そこ

に機能する GA生合成経路を推定することを試みた. GC/MS分析の

結果， レタス種子抽出物から GAI， GAI7， GAI9， GA20， 3-~旦_i-GAI

という一連の 13-0H-GA が同定され(表 1-1)， 主要 GA 生合成経

路として early-13-hydroxylation pathway が機能していることが

明らかになった(図 1-1 ) .第 2節においては，外部からの GAの

投与実験により発芽を制御する内生の活性型 GA は GAI である可能

性を示した(図 1-2) . 多くの高等植物の茎薬部には GAI を活性

型とする同様の GA 生合成経路が機能していることはよく知られて

いる.
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次に， 第 3節においては，種々の光条件(発芽条件， 非発芽条件)

で培養したレタス種子における内生 GA レベルの経時変化を調べ，

光粂件が内生 GA レベルに与える影響の解析を試みた. 定量分析は

内部標準を用いた GC/SIM 法で行った. その結果，赤色光照射によ

り活性型 GA である GA，の内生レベルは上昇し， その赤色光の効果

はそれに続く近赤外光照射により完全に打ち消されること， また，

GA，の前 Is体である GA，9 と GA20 の内生レベルは光処理による影

響を受けないことが示された (図 1-6， 表 1-2) この赤色光照射

による活性型 GAの内生レベルの上昇は， 芽が果皮を破って出てく

る以前におこる現象であり， レタス種子の光発芽誘導機情において

重要な役割を果たしていると思われる.

一方， ABA は発芽阻害物質として知られており， レタス種子にお

いても光発芽との関連性は追求されてきた. レヲス種子中の ABA の

内生レベルは， 赤色光照射により顕著に減少すること (Braunand 

Kahn 1975)が知られており， さらに，第 3節で示したように， 赤色

光照射により時発芽誘導活性を有する GA，の内生レベルが上昇する

ごとを考え合わせると， 赤色光照射により内生 GA，レベルが上昇し，

その憎加した GA，が AsA の内生レベルを低下させるという可能性

が考えられる. この可能性を検討するために，第 4節においては，

GA処理したレタス種子中の内生 AsA レベルと赤色光処理した場合

の内生レベルを比較することを試みた. 内部標準を用いた GC/SIM

法により ABA 量を定量した結果， 赤色光処理同織， GA 処理によっ

ても ABA の内生レベルは減少することが示された(図 1-9) • アフ

シジン重量が赤色光処理あるいは GAの投与により誘導される発芽を

阻害すること (Khan1968; Sankhla and Sankhla 1968)を考慮、する
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と， ABAの内生レベルが減少することは発芽誘導において重要な現

象であると考えられる.

以上， 第 1主主から f専られた結果から， レタス種子光発芽誘導機構

は以下のように推論きれる.

「レタス種子において， 暗黒下では発芽に促進的に働く GA，の内

生レベルは， 徐却に減少していくのに対し，赤色光照射によりその

内生レベルは上昇する. その地加した GA，の作用により ABAの内

生レベルが低下し， A BAによる阻害が解除されて発芽が誘導される.

赤色光に続〈近赤外光照射は赤色光の効果を完全に打ち消し GA，

の増加， ABAの減少は起こらず，種子は発芽しない J

しかしながら， 現段階では，赤色光照射による GA，の増加が

ABAの減少を引き起こすのに十分な量であるかどうか， また， ABA 

の減少が実際に発芽を誘導しているかどうかについては結論出来な

いが，本研究により， 光発芽誘導機織を解明するための確かな糸口

が見いだされたといえよう.

43 



三，....-

第 2章レタス種子におい てジベレ

リン処理により誘導される
遺伝子の c~NA クローニング

第l節 ディ 77レンシャルスクリーニングによるジベレリン誘導
性遺伝子のクローニング

1 - 1 緒言

レタス種子の発芽は フィトク ロムにより制御されてお り， 暗黒下

では発芽しないが，短時間の赤色光照射により発芽する. その発芽

は， 発芽に促進的に働く GA，の内生レベルの上昇， それによる発芽

に阻害的に働く ABAの内生レベルの低下により誘導される可能性を

示した(第 1:!量). レタス種子は暗黒下でも GA3の投与により禿芽

が誘導されることは知られているので， 暗黒下において GA3の投与

によりその発現が誘導される遺伝子をクローニングし. その機能を

解析することにより， レタス種子の発芽誘導機備を追究することを

第 2:!量の課題とした. そこでまずはじめに， レタス種子において

GA3処理により誘導される遺伝子をディファレ ンシャルスク リーニ

ングによりクローニングすることを試みた.

1 -2 材料及び方法

実験の概要は図 2-1 に示すが， 以下にその詳細を記述する.
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GA処理区プロープとのハイプリダイゼーシヨン

で，より強いシグナルを示すプラークの選択

プラスミドベクタ ーへのサブク口 一二ング

[⑤(4)] 

ノーザンハイブリダイゼーシヨンによる誘導の確認

[⑤(5)] 
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図 2-1 ディファレンシャルスクリーニングの概要

図中の [1内の番号は，本文中の項目を示す
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種子， 晴美主宮地， 光源及びフィルターは第 1章第 3節と同じもの

を用いた. 本文中， 最初に記述する際に#印をつけた試識の組成は，

本章末の「使用機織，試薬類，使用キット」で示す.

① ディファレンシャルスクリーニング周の材料調製

25・C， 暗黒下でレタス完熟種子 10 g を 100 ml MES 渚地， ある

いは 10-3H GA3を含む MES培 地 に 浸 し (295 x 220 x 43 mm 角型

ポリスチロール容器内)， 3時間後に近赤外光照射を 10分間行っ

た. この光処理の直後に各々の培地を 40ml吸い取り， そのまま暗

黒下で培養した. 各 々 の 種 子 は 吸 水 関 始 か ら 12 時間後に採取し，

液体窒素で凍結し， -80・Cで保存した. こ の 時 点で GA3処理積子，

無処理種子双方とも発芽していなかった.

② 会 RNA の抽出; GTC/CsCl 法

-80・Cで保存しておいた種子 10 g を液体窒素で冷やしておいたコ

ーヒーミルで破砕し， 80 m 1の GTC洛液 uに入れ， よく j覚狩し， ポ

リトロンでさらによく磁僻した. 滅菌したガーゼで減過し 3 本の

30 田l途心管(ナルゲン社)に分けて入れ， 15，000 r~ ， 15分間違

心した(ローターは RP50T-2;日立製作所).上消についてさらに

問機の遠心分離を 2回行い， そ の 上 清 を 40ml チューブ(40 PA， 
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目立工機)に入 れた 5.7 H CsCl' 10 ml に重層した(2本). さら

に GTC溶液で遠心管を満たした後， E-T i 2キャップクミ(日製産業)

で密栓し， 前述のローターで 35，000 r~ ， 24 時間超遠心を行った.

ロ ー タ ー か ら 遠心管を取り出し，上清の上層を 10m1駒込ピペット

で吸い取り， 上清 の 下 腐 は デ カ ン テ ー シ ョ ン で 除いた. 遠心管を逆



さにしてペーパータオル上で乾かした後， 熱したカッターで遠心管

の上半分を切り取った.沈澱を Et 0 H (-2 O'C )で洗浄し， 2本の遠

心管から計 4ml の滅菌水でiJlJの 30 ml遠心管 l本に移し取った.

その水溶液に 10 M LiCl' を 1m 1加え， 氷上 2時間放置後，

15，00日 r凶， 20 分間違心し，上消を除いた.沈澱を 4ml の滅菌水

に浴かし， 5 M N a C 1 O. 4 ml. E t 0 H (-2 O'C) 10m 1を加え， -80'Cで

30分間欽置した後 15，000 rpm， 15 分間違心し，上清を除き， さ

らに， 沈澱を 75%EtOIi' 5皿lでリンスした. 沈澱を真空ポンプで

1分間乾かし， TE溶液ロ 2m 1に溶解し， 200 分の lを用いて吸光

度 (UV 260 nm) を測定し， 全 RNA の濃度を求めた.全 RNA はエタ

ノール沈澱状態で -80・Cで保存した. 以上の操作を， GA3処理及び

無処理種子についてそれぞれ行った.

③ ポリ (A)' RNA (mRNA) の精製

Oynabeads 皿RNA精製キット(ベリタス社)を用いて行った GA3

処理種子については下記のように行った.

Oynabeads液を懸渇して 0.4 ml (2 mg) を1.5 m 1チューフに

取り出した. チューフをマグネット (Oynal MPC-E-1) に置き， 30 

秒後上清を抜き取った 2x結合ハッファー， 200μl で同様の操作

により洗浄し 2x結合バッファー 20日 μl を加え懸濁した. 全

RNA 1 mg を 200μl溶出バッファー"に溶解させ， 65・Cで 2分間

放置し， 前述の Oynabeads懸濁液に加え，穏やかに撹狩し，室温で

3分間放置した. マグネットに 30秒間置き，上清を抜いた.

Oynabeads を洗浄バッファ-n 400μl で 2回洗浄し i容出ハッフ

ァー 40μl を加え， 65'Cで 2分間放置し， マグネットに 30 秒間
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置 き ， 上 清 を 別のチューブへ移した. 以上の操作で得たポリ (A)• 

RNA (mRNA)の量は. E t B rを少量含む寒天にスポットし， 穣品と比

較して定量した.無処理の種子については， すべて半分のスケール

で行った.

④ cDNA ラ イブラリーの調製

(0) mRNAの逆転写反応のチェ ック

mRNAの逆転写とマーカーの [32PldCTP による標 識

1.5 皿lチュー プ に ， 各 q の田RNA 1μg / 14μl 滅菌水を入れ，

5x ファーストストランド合成期バッファ-' 6μ 1. 0.1 M DTT' 3 

μ1. リボヌクレアーゼインヒピター(東洋紡績 )日 .5μ1(20 U). 

オリゴ dTプ ライマー(ファルマシア) 1μ1 ( 1μg) • デオキシ

ヌクレオチド三リン酸混合液(各 20 mM. 宝酒造) 1μ1. 

[a -32P]dCTP (Amersham社. 111 tBq/皿molを 希釈したもの) 4μI 

( 40 万 cpm)• 逆転 写 酵 紫 Superscript(BRF ライフテックオリエ

ンタル) 1μl を順次加え. 420

Cで 1時間反応させた. また， マー

カーは， λHind III 0.5μ1 ( D. 25μg) .滅菌水 21.5μ 1. 5x標

識周バッファ- 6μ 1. [a -32P]dCTP 1μ1 ( 10 万 cpm).静紫溶

液(K 1 en倒， 宝酒造) 1μl の組成で 37"Cで 30 分間反応させ，

λH i n d IIIを標識 し た も の を 用 い た .

アルカリアガロースゲル電気泳動

アガロース 0.7 gに 50ml のゲル調製用バッファー(50 m M 

NaC1. 1皿HEDT A) を加え， 加熱して溶解した後， ゲルを固め， 泳動

漕に泳動用バッファー (30mMNaOH. lmMEDTA) を流し込んだ. 前
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に逆転写させた試料 15.7μi に泳動期色素液ロ 3. 3μl と 1N 

NaO H 1μl を加え， また， マーカー 10.4μl に泳動用色素液

2.2μI と 1N NaOH 0.6μi を加えてそれぞれスロットに入れて

電気泳動した. ゲルは 7%TCA水溶液 50ml に 30分間入れ， さら

に，新しい 7%TCA水溶液 50ml に入れ 30分間置いた後， 減紙の

間に挟みおもりを載せ 12 時間以上放置した 水分を取ったゲルを

サランラップ(胞化成)で包み，泌紙に固定し. イメー ジングプレ

ート (40 x 20 cm， FUJIX) とともにカセットに入れて室温で 6時

間放置した後， イメージングアナライザー (FUJIXBAS 2000)で解

析し，反応の進行を確認した.

(1) 2本鎖 cONA の調製

1. 5 m 1チューフに， 皿RNA( GA，処理種子) 1μg I 18μl 滅菌

水 を 入 れ 5x フ ァ ー ス ト ス 卜 ラ ン ド 合 成 周 ハ ッファー Bμ1， O. 1 

M OTT 3μ 1， リボヌクレアーゼインヒピヲー(東洋紡績) 0.5μl 

( 20 U) ， オリゴ dT プライマー(ファルマシア) 1μ1 ( 1μg) ， 

デ オ キ シ ヌ ク レオチド三リン酸混合液(各 20mM， 宝酒造) 1μ1， 

逆転写酵素 Superscript(BRF ライフテックオリ エ ン タ ル ) 1μl 

を順次加え， 42・Cで l時間反応させ， さらに滅菌水 56μ1， セカ

ン ド ス ト ラ ン ド合成用バッファ ー ，5μ1， 1 H (NH. )2S0. 1μ1， 

デオキシヌクレオチド三リン酸混合液 1μ 1， リボヌクレアーゼ H

(宝酒造) O. 3μ1 (20 U)， ONAポ リ メ ラ ー ゼ(宝酒造) 6μl 

(21 U) を順次加え， 120Cで 1時 間， 220

Cで 1時間反応させて，

65・Cで 10 分間加熱 後 2分間急冷した. これに T4 ONAポリメラー

ゼ(宝酒造) O. 5μI を加え， 37・Cで 10分間反応させた.反応液
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に滅菌水 50μ1. フエノール/クロロホルム， 100μl を加えて慣

枠. 3.000 r凶. 2秒間違心した後，水層を別のチューブに移し， フ

ェノール/クロ ロ ホ ル ム 屑 を さ ら に 滅 菌 水 100μl で 2回抽出し，

抽出液を水層とあわせた(計 300μ1)• 

(2) EcoR I/Not 1アダプター(脱リン酸化済み)の付加

あわせた水層に 7.5 H NH.OAc 150μ 1. EtOH 900μl を加え，

-80・Cで 30分間おいた後 15.000 rpm で 10分間違心し，沈澱を

リンスして真空ポンプで乾燥させた. 沈澱を 86μl の滅菌水に溶

かし 10xライゲーションバッファ-' 10μ 1. ATP溶液(ファル

マシア) 1μ1. EcoR I/Not 1アダプター"溶液(ファルマシア) 2 

μ1. T4 DNA リガーゼ lμ1 を加え. 120Cで 12 時間以上反応させ

た. 反応、液を 65・Cで 10 分 間 加 熱 後 2分間急冷した後. AT P溶液

3μ 1. T4 ヌクレオチドキナーゼ 1μ1(宝酒造)を加え. 37・Cで

30分間反応させた. 反応終了後， 等量のフェノール/クロロホルム

を加え， m鉾. 3.000 r~. 2秒間 i童心して得た水層 100μl をス

バンカラム(Sepha cry 1 S-4 00. ファルマシア)で精製した. D NA量

は EtBr を含む寒天で定量した.

(3)ベクター (λZAP II)への組み込み

カラム溶出液 10μ1(50ng) と λZAP II (STRATAGENE) 10μl 

( 1μg) に滅菌水を加えて 32μl にし. 3 M NaOAc 3μ 1. EtOH 

70μ1. グリコーゲン (20 mg/m1. ベーリンガーマンハイム) O. 5 

μl を加え. -80oCで 20 分間置いた後 15.000 rpm で 10 分間違

心し，沈澱をリ ンスした後真空ポンプで乾燥させた.沈澱をハッフ
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ァー (100mM Tris， 5 mM MgC12， 300 mM NaCl) 2.5μl に溶かし，

Ligation ki t (宝酒造)の溶液 B(酵素液) 2. 5μl を加え， 260

C 

で 30 分間反応させた.

(4) i旦 vi主主旦パッケージング

パッケージングは， G1GAPACK 11 GOLO (STRATAGENE) を用いて行

った. ライゲーション反応液をエタノール沈澱により精製した後，

滅菌水 4μl に溶かし Freez巴/Thawextract (赤色チューフ) 10 

μl を加え， さらに Sonic extract (黄色チュ ーフ) 20μl を直ち

に加え， 220Cで 2時間置いた. SMハッファ一目 500μ1， クロロホ

ルム 20μl を加え撹粋し， 3，000 rlX1l， 2秒間遠心し， この上清を

ファージ溶液とした.

(5) タイトレーションと青/白プラーク選抜

宿 主 菌 (XLI-Blue)の lコロニーを LB培地 '5ml(O.l M 

MgSO， ， 日.2% マル卜ース)に植菌し， 37
0Cで 12 時間以上振塗培養

した. 培養液を 築 菌 し た 後 10mM MgSO，で A" ，=1.0 となるよう

に調獲した. ファージ溶液 2μl と XLI-Blue溶液 100μl を混

ぜ， 0.5 M IPTG' 15μl と 250mg/ml X-gal' 50μl とともにト

ツプアガ-'(49・C) に加え， よく撹枠し， N Z Y プレート， (9 c四九

型シャーレ;あらかじめ表面を乾かし， 3rCにしたもの)上に広げ

た. 370Cで 12 時間以上培養した後， 自プラーク(インサートが入

ったもの)と背プラーク(インサートが入つてないもの)の数を数

えた.
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⑤ ディファレンシャルスクリーニング

(1)フィルターの銅製

XL1-Blue溶液 (A，..=l.O) 200μ1 の中にファージ液を 2μ1 加

えて混合し， 37"C 15 分間地養した(1プレート当り 1，000 プラー

クとなるように計算し 4枚のプレートを作製した). トップアガ

- 6 ml に培養した溶液を加え， N Z Yプレート(10 x 14 cm 角形シ

ャーレ)にひろげ， 37"C で培養した.プラークが直径約日 .5 mm か

ら 1mm の大きさになるまで培養した後(約 5 時間)， 4"C で保存

した. ナイロンフィルター Hybond-N(A皿ersham 社)を 9x 12 cm 

の大きさで 2枚切取り， 1枚目はプレート上に 2分間(無処理プ

ローフ用)， 2枚目は 4分 間 (GA，処理プローフ用)置き(3 箇所

に針で穴を開け目印とした)， アルカリ変性液ペ 中和液ペ 2xSSC'

を染み込ませた各鴻紙に 5分間ずつのせたのち， 乾燥させた. この

フィルヲーに 5 分間 UV(302n田)を照射し， RNA を固定した.

(2) プロープの調製

2本鎖 cDNA の合成

cDNA ライブラリー調製時に調製しておいた GA，処理， 無処理の

全 RNA から得 られた mRNA を④(1)と同様な方法で [α -"P1 

d CT P 10 万 cpm を加えて逆転写， 2本鎖 cDNA を合成したところ

( 22・C反応終了後)で， フェノール/クロロホルム抽出して水層

600μl を得た. この水層を Sephadex G-50 カラムにのせ， 滅菌水

で溶出を行い 4i商ずつ分取し，液体シンチレーションカウンター

(LSC-3500， Aloka) で放射能を測定し，取り込みのあった画分を集

め(最初のピーク)エタノール沈澱を行った.沈澱を 50μl の滅
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菌水に溶かし濃度を測定した.

132PldCTP によ ηラベルされたプロープの調製

メガプライム ONA標識システム(Amersham社)を用いて以下の

操作を行った. また，プロープのラベルには [α_32P]dCTP(111 

tBq/mmol )を用いた.

GA，処理， 無処理の cONA溶液それぞれに滅菌水を加えて全量を

28μl とし， プライマー溶液 5μl を加え， これを沸騰した熱湯

中に 5分間置き，氷中急冷し(2分間).標識用バッファー 10

μ1. [a -32P]dCTP 5μ1 ( 1億 cpm) を加え， 醇索(Klenow) 2 

μl をさらに加えよく混合し. 37'Cで 10分間反応させた. ごの溶

液を SephadexG-50 カラムにのせ， 滅菌水で溶出を行った. 溶出液

は 6i商ずつ分取し， 液体シンチレーションカウンターで放射能を測

定し取り込みのあった画分(最初のピーク)をハイブリダイゼーシ

ヨンに用いた.

(3) スクリーニング

プレハイブリダイゼーション

(1)で得られたフィルターを 3x SSC/O.l% SOS溶液 nに浸し， そ

の間にプレハイブリダイゼーシヨン溶液を準備した. サケ ONA'

160μ1. 滅菌水 100μ1 をディスポチュープに入れ，沸騰した熱

湯中に 5分間静置し， 氷中急冷後， さらにラピッドハイブリダイゼ

ー シ ョ ン バ ッ ファー(A田ersham社) 10m 1を加えた. フィルターの

水分をペーパータオルで軽く取った後， ハイブリダイゼーシヨン用

バッグで挟み. 3方をシールした.聞いている所からプレハイフリ
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ダイゼーション溶液を入れて， 徐 q に空気を抜きながらシールした.

更にハイフリダイゼーション周バッグで包み， シールし， 650Cで 3

時間置いた.

ハイブリダイゼ!ーション

フィルターをバ ッ グ か ら 出 し て ペ ー パ ー タ オルで水分を切り，前

に作製したプロープを用いて， プレハイブリダイゼーションと同様

に 以 下 の 組 成 でハイプリダイゼーション溶液を用 意 し ， ハイブリダ

イズした GA，処理，無処理のラベルしたプロープ液(約 2，800 万

cpm) を そ れ ぞれ別々にディスポチューブに入れて， サケ ONA を B

μl ずつ加え， プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 同様に加熱，急冷し，

ラピッドハイブリダイゼーションバッファーを B皿l加えた.プレ

ハイブリダイゼーションと同様にフィルターとハイブリダイゼーシ

ョン溶液をハイ ブリダイゼーション周バックに入 れ， 65
0

Cで 12 時

間以上置いた. フィルターを 4x SSC/O.1% SOS で軽く洗浄した後，

4x SSCI日.1%SOS (650C)， 3x SSC/O.l% SDS (65OC)で各々 30分

間洗い， フ ィ ルターの放射能が約 3，000 cpm になった事を確認した

後 ， ペ ー パ ー タオルで水分を取りサランラップで覆い鴻紙に回定し，

更に全体をサランラップで包んだ. カセットに入れてインテンシフ

ァイングスクリーン (Lightningplus ; Dupont) と共にフィルムを

挟み， -80・Cで 24 時間露光した後， フィルムを 現像した.

(4) プラスミド (pBluescript SK-)へのサフク ローニング

GA， 処 理 ， 無処理のシグナルを比較し GA，処理のプロープでよ

り強くシグナルを示すプラークを 21 個選抜した.選んだプラーク
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を先端を太くしたフルーチ ップで打ち 抜き， SM}¥ッファー 200

μl を加えて懸淘し， クロロホルム 20μl を加えた (4'Cで保存). 

3，000 rpm， 2秒間違心した iil:， 上清 20μl を取り R408helper 

phage を O.1μl 加え混合し， XLl-Blue溶液 (A，..=I)20μl を

加え， 37'Cで 15 分間培養した. さらに 2xYT 培地， 0.5 ml を加

え 37"Cで 3時間指養し， 70・Cで 20分加熱した 7，000rpm で

15分間遠心した後，上清 lμl を取り XLI-Blue浴液 (A，，，=l.O)

20μ1 の中へ加えた， 3 7'Cで 15分間培養した後，全量を LB/amp

プレート"の上に広げて， 37'Cで 12 時間以上清養した. LB/ampプ

レー卜より 1コロニーを取り LB/amp 培地 uに植菌し 37'C で 12

時間以上振溢培養し.以下のようにアルカリ SDS 法によりプラスミ

ドを回収した. 培養液を 1.5ml チューフに移し， 8，000 rpm， 1分

間の遠心により上清を除き， TEG溶液， 50μl に懸濁した. これに

リゾチーム溶液 (10 mg!TEG 1 ml) 50μI を加え，室温で 5分間

置いた後， アルカリーSDS溶液， 200μl を加え， 混合し， 氷上に

5分間置いた. さらに 3M NaOAc 150μl を加え，混合し，氷上に

10分間置いた後 15，000 rpm 5分間の遠心分磁を行い， 上清 350

μl を別のチューブに移した. これに等量のイソプロピルアルコー

ルを加え， 混合し，室温で 10分間置いた 15，000 rpm 5分間の遠

心後，上消を捨て， 沈澱を 75%EtOHでリンスして真空ポンプで乾燥

させ た. 沈語設を， 滅菌水 50μl に溶かし O.1皿g/阻l リボヌクレア

ーゼ A(ベ ー リンガーマンハイム) 1μl を加えて混合し 37'C で

30分間反応させた. 反応後， フェノール/クロロホルム抽出を行い

水腐を分取した. この溶液を lμl 分取して酵素 (EcoR 1)で処理

し，1%アガロース TAE' ゲルを用いて電気泳動を行い，ベクターと
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インサートのハンドを EtBrで染め uv照射により確認した.

(5) ノーザンプロッテイング

霞気泳動・ブ口、ソテイング

アガロース 1g に滅菌水 77 m 1を加え加熱して溶かした後. 60 

℃まで冷し. 20x MOPS バッファ-' 5 ml. ホルムアルデヒド 18

ml を加え良く境持した後.ゲル作製台でゲルを固めた. このゲルを

電気泳動糟 (AH-16型， 和科後)にセットし lxMOPS バッファー

700 皿lを注いだ GA，処理， 無処理の各会 RNA溶液について， 分

光光度計での濃度決定に従い RNA の濃度が 4μg/μl になるよう

に希釈し， ごれに変性ゲル泳動用のバッファー闘を加えて終濃度 l

μg/μl にした. この溶液を 650Cで 10 分間加熱後，氷冷し 10

μl ずつ交互にゲルのスロットに入れて. 50 Vで泳動した.泳動

終了後ゲルの中で RNAが流れていないと考えられる部分を切捨て，

マーカーをのせたレーンを切り分けて. EtBr溶液に浸して 25S 

rRNA. 17S rRNA を染色し， 泳動距般を測定した.

ゲルをあらかじめ用意しておいた 20x SSC' で湿らせた鴻紙(3 

MM Whatman) の上に置き， ゲルの側面をラップで覆い， その上に

2x SSCで湿らせたゲルより少し大きめのナイロンフィルターを気泡

が入らないようにのせた. 更にフィルターの上に 2x SSCで湿らせ

た鴻紙を 2枚かぶせ，ペーパータオルを 5crn 程度の厚さに乗せて

ガラス板を乗せ， おもりをのせて静置した. この状態で 12時間以

上静置した後， おもり， ガラス板， ペーパータオル，泌紙を除いた.

フィルターにスロットの位置を鉛筆でマークした後， フィルターを

はがし， ペーパータオルにはさんで 30 分間乾燥させ. UV を 5 分
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間照射し RNA をフィルターに固定した.

インサートの切り出し

アルカリーSDS法 に よ り 回 収 し た プ ラ ス ミ ドを酵紫(Ec oR 1ある

いは N0 t 1)で処理し. 1%アガロース TAEゲルを用いて電気泳動

し， 必要なインサートを切り出した. 切り出したゲルからのインサ

ート DNAの回収は. DN A精製周キット GENECLEAN 11 (フナコシ)

を用いて行った.切り出したゲルを1.5 m 1容のマイクロチューブ

に入れ. 600μl の NaI を加え 50・C 5分間加熱し，ゲルを溶かし

た. この溶液に 5μl の GLASSMILK を加えて懸濁し. 5分間氷冷

した後 15.000 rpm 5秒間違心した.上清を除き，沈澱を 250

μl の NEWWASH' に懸濁し，上と同様に遠心した. この操作を 2

回繰り返し， 上j曹を除いた後，沈澱を 20μl の滅菌水に懸濁し，

50・Cで 20分間置いた後 15.000 rp皿 3分間逮心した.上清を回収

し， 一部を電気泳動に供し， インサート DNAの回収を確認した.

ハイプリゲイゼーション

先に作製したフィルターを用いて. l専られたクローン中のインサ

ートが GA3により誘 導されたものかど うかを確認した. インサート

DNA溶液 5μl に滅菌水を加え全量を 15.5μl とし， プライマー

溶滋 2.5μl を加え， これを沸騰した熱湯中に置き， 氷中急冷し，

標 識 用 バ ッ フ ァ- 5μ1. ["PldCTP 1μl を加え，酵素(Klenow) 

lμl を更に加えてよく混合し. 37・C 10分間インキュベー卜した.

この溶液から 15μl 取り出し.滅菌水 100μ1. サケ DNA 2μl 

を加え， 加熱急冷した後， ラピッドハイブリダイゼーシヨンバッフ
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ァー 1m 1 を加え， プレハイブリダイゼーシヨン後のフィルターと

共にハイフリダイゼーション周ハッグに入れ， 65.Cで 12 時間以上

世いた. フィルターを 2x SSC/O.1% SDS (65.C)， lx SSC/O.1% 

SDS ( 65・C)， O.lx SSC/O.!% SDS (65"C)で それぞれ 30 分 間 ず つ

洗浄し， 放射能が約 400 cpm になった事を確認した後， サランラッ

プで寝い， 話事紙に固定してイ メージングプレ ートと共にカセ ットに

入れ， 室温で 12 時間露光した. イメージングアナライザーで解析

し， 得られたクローンの誘導の有無を確認した.

1 -3 結果及び考察

10・， M GA，で 12 時間処理したレタス種子 10 g より GTC/CsCl

法で抽出した全 RNA(8.4 田g) の一部を Dynabeads により精製して

ポリ (A)・RNA( mRNA) を!{}た. その皿RNA からの逆転写反応を

'2 Pの取り込みにより確認したところ， 調製され た RNA-DNA ハイブ

リッドのサイズ は約 D.3 kbp から約 4 kbp 程度であった(図 2-2) 

その後， 2本 鎖 cDNA を調製し， アダプターを付加した後ベクタ

ー (λZA P 11) に組み込み， そ れをファージにパッケージングした.

そのファージを宿主菌 XL1-Blue に感染させ，プレート上にプラー

クを形成させ力価を測定し， 同時に X-gal による青/白プラーク選

抜を行ったところ， その cDNA ライフラリーの plaque-forming

unit は 2xl05 で， インサート挿入率は約 95% であった.

この調製された cDNA ライブラリーのファージを宿主菌である

XLト Blue に感染させ， プレート上にプラークを形成させ， それをナ

イロンフィルター 2 枚に移し取り，プラークハイブリダイゼー シヨ
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図 2-2 レタス組子 mRNAの逆転写反応の確 認

G八処思!したや'Tt(-&び!，I!E処J1ll何千から各々1UILH，約~~した mRN八 の

逆転写反応、の阪に， I 321'IdCTI'を加えておき ，反応液をアルカリア

ガ U ースゲル電気泳動を行い ，そのゲルを 7%TC八 で処理した後，

脱水し，イ Jージングアナライザーで解析した 7 ーカーは ë~~l~ し

た入Ililld川 を!I]-、た.

T:G八処型組千守C:~!f.処J1J! 利子
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ン用のフィルターを作製した. また GA3処理，無処理の種子か ら

抽出した全 RNA から mRNA を精製し， それらから 2 本 ~A cDNA を

調製し， これを鋳型としたランダムプライ ミングにより ["P1 

dCTPで標識されたプロープを調製した. このフィルターと プ ロー プ

を用いて， ディファレ ンシ ャルスクリーニングを行い GA3処理，

無処理の シグナルを比較し GA3処理の方でより強く シグナルを 示

すプラークを 21f国選抜した. そこに含まれるインサートを プ ラス

ミド (pBluescript SK-)へサブクローニングし， アルカリー SDS法

によりプラスミドを単離した. このプラスミドを酵素 (EcoR 1 ある

いは N0 t 1) で 処理することによりインサートをベクター(2.958 

kbp) から切り出した結果， 会 て の ク ロ ー ン に ついてインサートの存

在が確認された. その中には領数のイ ンサートが存在するものもあ

った.

これらのクローンのうちイ ンサートを単厳しやすいもの 10f闘に

ついて， ノーザン分析により誘導の有無を調べたところ， 1.2倍程

度ではあったが， 2個のインサートの GA3 による再現性のある発現

誘導が確認され， それぞれ pLRG5，pLRG11 と名付けた(図 2-3 ) . 

インサートのサイズは pLRG5 が約1.3kbp， pLRG11 が約 0.3 kbp 

であり， 発現した mRNA のサイズは， それぞれ約 1.4 kb， 0.7 kbで

あり， pLRG5 がほぼ全長でクローン化されている可能性が高かった.

pLRG11 に関しては，全長の cDNAが得られていないので，バックス

クリーニングを行い，全長の cDNA をクローニングする必要がある.
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プロープ pLRG5 pLRG11 

図 2-3 pLRG5と pLRGll の GAによる誘道

の確認

GA処理粁i子と無処J1R事n子から抽出した全RN八の 10ltgについて変性

アガロースゲJレ電気泳!日Jを行った後， pLRG5， pLRG 1 1インサー卜をそ

れぞれプローブとしてノーザンハイブリダイゼーションを行った

解析はイノージンタアブライザーで行った 7 ーカーはレタス種子か

らjUI出した rRNA(25S， 17S)をmいた

T: GA処理純子 :C: !".¥処l'li利子
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第2節 ジベレリン誘導性遺伝子 mR~A のジベレリン処理，赤色光
処理による発現の経時変化

2 - 1 緒言

前節で述べたとおり ， レタ ス種子において GA3の投与 に よりそ の

発現が誘導される遺伝子を 2種クローニ ングした (pLRG5， pLRG11) 

そこで GA3処理による焚現の経時変化を詳細に追究し，上記遺

伝子が GA誘 導性遺 伝子であることを確認することを試みた. さら

に， 赤色光処理 (種 子は発芽する)による発現の経時変化も同時に

;J~ ベ， 内生 GAI の地加による発現誘噂を検討した.

2 -2 材料及び方法

種子， 培 養 宿泊. 光源及びフィルタ ー は第 1章第 3節と同じもの

を用いた. #印のついた試薬については第 2章第 1節同様である.

① 分析材料の銅製

25・C， 暗黒下で ， レタ ス完熟 種子 0.5gを用いて第 1~章第 4 節と

全く同 様 に R処理種子， R/FR処理種子 (H音対照)， GA処理種子を

調製した. これらの条件で発芽する種子は， R処理穂子と GA処理

種子である. 処理直前の種子を処理後 0時 間 として採取し， R処理

種子， R/FR処 理 種 子 GA処理種子は各処理から 6， 10， 14， 18時

間後に 採 取し， 液 体 窒素で凍結し， -80oCで 保存した. なお，吸水前

の完熟種 子 も凍 結保存した.
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② 全 RNAの抽出; GTC/CsTFA 法

-80・Cで保存しておいた種子 o. 5 gを液体重素で冷却したコーヒ

ーミルで破砕し， 5 m 1 GTC溶液の入った 30m1遠心管に入れ， よ

< I貴鉾し， 15，日00 r問， 20 分間違心した(ローターは RP50T-2). 

上滑についてさらに同様の遠心分般を 2回行い， そのよ消を 10

国lチュープ(Konical， ベ ッ ク マ ン ) 内 の CsTFA溶液， 5 m 1上に

重層した. さらに， GTC溶液で遠心管を満たした後， スイングロー

ター(8¥141， ベックマン)で 37，000 rpn， 16 時間超遠心を行った.

ローターから遠心管を取り出し， 上清の上層を 10ml駒込ピペッ卜

で吸い取り， 上清の下層はデカンテーションで除いた. 遠心管を逆

さにしてペーパータオル上で乾かした後， 熱したカッターで遠心管

の上半分を切り取った. 沈澱を EtOH で洗浄し，遠心管から 0.8

血lの滅菌水で 1.5ml チューブに移し取った. その水溶液に 10 M 

LiCl を O.2 m 1加え，氷上で 2時間放置後， 15，000 r問， 20分間

違心し，上清を除いた. 沈澱を 0.4 ml の滅菌水に溶かし， 5 M 

NaCl 40μ1， EtOH 1 ml を加え， -80o
Cで 30分間放置した後，

15，000 rpn， 15 分間遠心し，上消を除き， さらに沈澱を 75% EtOH 

0.5 ml でリンスした. 沈澱を真空ポンプで 1分間乾かし，滅菌水

0.2 ml に溶解し， 250分の lを用いて吸光度 (UV 260 nm) を測定

し，全 RNAの濃度を求めた.全 RNA は -80・Cで保存した.

③ ノーザンプロッティング

司 63-
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確認されたクロ ー ン pLRG5， pLRGll のインサ ー トを切り出し "P



穣識したものをそれぞれプロープとして用いてハイブリダイゼー シ

ョンを行った.

2 -3 結果及び考察

調製した試料の発芽の経時変化は，第 1章第 4節の図 1-8に示し

た通りである. R/FR処理種子(日音対照)は， 処理後 23時間まで発

芽しなかったが， R処理種子， GA処理種子はそれぞれ処理後 10 時

間 14時間で発芽が始まった. 各試料の pLRG5 と pLRG11の

m RN Aの発現をそれぞれ図 2-4， 2-5に示す. 両 mRNAに関して， 吸

水前の完熟種子ではほとんど発現していなかったが， 3時間の吸水

によって発現が噌加した. このことは吸水による内生 GA レベルの

増加(辻， 1988 )によると考えられる. 対照である R/FR処理種子

は処理開始から時間とともにその発現は減少したのに対し， GA処理

種子と R処理種子は 10 時間後には発現が増加した.第 1章第 3節

において， 対照では内生 GA，レベルは徐々に減少するのに対し， 赤

色光処理により発芽直前まで内生 GA，レベルは上昇することが示さ

れているので， R/FR処理種子における発現の減少， R処理種子にお

ける発現の地加は， その結果とよく対応している.処理開始時(吸

水開始後 3 時間)において， 両クローンは相当量発現していたが.

光処理後 14時間以降では， 対照の発現量が少なくなっている. し

たがって， GA処理， 赤色光処理の効果を明瞭に観察するためには，

FR処理後 14時間以降で GA処理及び赤色光処理を行って経時変化

を詳細に調べることも有効であると思われる. なお，前節において，

無処理種子と GA処理種 子の発現量の差が少なかった理由として.
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R/FR処理 種 子

GA処理種子

R処理署聖子

吸水前 完 熟

種子
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輔割程書写事情

258 ..... 
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調・・・F・・・・

円ぺ二

図 2-4 pLRG 5 m RN八の R/FR処理種子 、GA処理

極子 、R 処理屈子 における発現 の経時変 化

各処理組下を処里J1後 6、10，14， 18時I:JIにi草取し， jilJ 出した全RN八の 5)lgに

ついて変性 7:}jロースゲ jレ7E34休日坊を行った後， pLRG5インサー卜をプロ

ープとしてノーザ J ハイブリゲイゼーショノを行った処思!後 oIJ，¥'/:nの試

料は処.I'Ji直前 (1汲水/iH始終 31Jヰ/::1)の符if-である 解析はイノ ージン グア

ナライザーで行なった
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図 2-5 pLRG 11 mRNAの R/FR処理種 子、 GA処理

種子、 R 処理極子における発現の経時変化

刀法1立問 2--11i !I~( ブ (1ーブij:pLRGllインサートを JlIl、た.



その培養条件では発芽が始まる前で試料の採取を行ったので， 無処

理種子における発現の減少が十分でなかったことによると考えられ

る.
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第3節 ジベレリン誘導性遺伝子 mRNAのジベレリン処理，赤色光
処理による発現~:対する 7 プシジン酸の効果

3 -1 緒言

レタス種子においては， GAや赤色光処理により誘導される発芽は

ABAの投与によって完全に抑制される (Khan1968; Sankhla and 

Sankhla 1968) . そこで， 第 1節でクローン化した GA誘導性遺伝

子 pLRG5 と pLRGll について， GAあるいは赤色光処理により地加

する皿RNAの発現が，発芽を完全に抑制する濃度の ŝAによりどの

ような影響を受けるかを追究することにした.

3 - 2 材料及び方法

種子， 宿養倍地， 光源及びフィルターは第 1章第 3節と同じもの

を用いた.

① 分析材料の調製

レタス完熟穂子 0.5gを 2mlの MES指地を入れた直後 6cm 

のペトリ阻に浸し， 250C， 暗黒下で信義した. 3時間後 1.5 m 1の

新鮮な MES培地， あるいは 10-'M ABAを含む MES 培地に置き換

え，赤色光を 15分間照射した i圭， そのまま暗黒下で待獲し.処理

後 14時間で採 取した(各々 R処理種子， R &A B A処理穂子と名付け

た). また 2xl0-JM GAJを含む崎地， あるいはそれに加えて

10-'M ABAを含む繕地に慢き換えて， そのまま崎県下で倦養し，処

理後 14時間で採取した種子をそれぞれ GA処理種子， GA&AsA処理
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種子とした. 17 時 間 暗 黒 下 で 培 養 し た 種 子 を 対照として採取した

(暗黒下培養種子). 各試料は，液体窒素で凍結し. -80・Cで保 存し

た.

② 全 RNAの抽出

第 2章第 2節と全く問機にして. GTC/CsTFA法 で 行 った.

③ ノー ザ ン プロッティ ング

第 2章第 2節と全く同様の方法で行った.

3 -3 結果及び考察

上述の粂{牛で培養した場合の種子の各処理後 24 時間の発芽率を

表 2-1に示す. これにより. GA処理あるいは赤色光処理により誘

導される発芽は， それぞれ 10-5 M. 10-' Hの温度の ABAで完全に

抑制されることが わ か る . なお， 試料採取を各処理後 14 時間で行

ったのは， その時間では. GA及び R処理種子に お け る mRNAの発

現量と対照の発 現量の差が顕著であることが示されていたからであ

る(第 2章第 2節). 

各処理種子の pLRG5 と pLRGllmRNAの発現パヲー ン を図 2-6 に

示す. 両 mRNAについて. GAあるいは赤色光により誘導される発現

量は ABA処理により変化しないか， あるいは若干減少しても対照レ

ベルまでは達していないことがわかる. 以上の結果. ABA処理は発

芽誘導を完全に抑制するが， 投与した GA3と赤色光処理による

pLRG5 と pLRGllmRNA発現誘導にはほとんど影 響 し な い こ と が 明 ら

かになった. このことは GAあるいは赤色光が誘導する発芽誘導過
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表 2-1GA処理と赤色光処理による

レタス種子の発芽誘遵に

対 す る ABAの抑制効果

試料 発芽率

暗黒下培養種子 3% 

GA処理種子 87% 

GA&ABA処理種子 0% 

R処理種子 95% 

R&ABA処理種子 0% 

表中の発芽率は，各処理種子の処理後 24時間での発芽率を示す.

各処理は吸水開始後 3時間で行い，条件を下に記す

GA: GA3 2xlO-3M; GA&AsA: GA3 2xlO-3M / ABA 10・5M;
R赤色光15分間照射;R&ABA:赤色光15分間照射 /ABA 1O-4M 
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プロープ

pLRG5 25S .... 

17S .... 

pLRGll 25S .... 

17S TOー
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D G G+A D R R+A 

-- 紬 帽

偏祖弘

図 2-6 pLRG5及び pLRGllmRNAの G八処理、

赤色光処理による発現に対する AB八の効果

各処J1li利子を処J1I'l長 1411.¥'I:aに1:i"<11i<し， 1111Wした全RNAの 51lgについて変

性アガロースゲ jレ'lt:'xl i，k 'iJJを行伝った後， pLRG5， pLRG 11インサートをそ

れぞれフロープとしてノーザノハイブリダイゼーションを行った 断析は

イノージングアナライザーで11'なった

D 陥!!AF局貨車fi(-; G: G八処J1_ll邸{-; G+八 GA&AB八処J1_ll組{-: 

R:R処J1I'駒子 。R+八。 R&八11-へ 処J1J[杓子



程において， これら遺伝子は ABA の作用段階より上流で， あるいは

ABA とは異なるシグナル伝達経路で機能している可能性が示された

といえる.
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第4節 ジベレリン誘導性遺伝子の塩基配列と7ミ/酸配列

4 - 1 緒言

第 2， 第 3節において述べたとおり， GA誘導性遺伝子 pLRG5 と

pLRGll mRNA の発現パターンをノーザン解析により追究した. 次に，

それらクローンの塩基配列を決定し， それに基づいてそれらのアミ

ノ酸配列， コード領域を推定し， ホモロジー検索を通して， pLRG5 

と pLRGll 田RNA の転写産物の機能を追究することにした.

4 -2 材料及び方法

( a ) pLRG5 の塩基配予IJの決定

① 制限酵素地図の作製

pLRG5 を イン サートとして持つプラスミドの溶液を pBLUESCRIPT

SK- の中に l箇所しか認識配列のない制限醇素 (Acc 1， Apa 1， 

Bam HI， Cla 1， Eco RV， Hind lIl， Kpn 1， Pst 1， Sac 1， Sal 1， 

X ba 1， X h 0 1) で処理し， 1%アガロース TAE ゲル電気泳動を行っ

た. こ の ゲ ル を EtBrで染色した後 UV 照射し， 現れたバンドをマ

ーカー (λ-Hind皿， φX174-Hincll )と比較することにより， 切断

断片の長さを決定した. この結果を pBLUESCRIPT SKーの認識配列部

位と合わせることにより， インサー卜 DNA の制限酵素地図を作製し

た.

② デリーシヨンク ロ ー ン の 作 製
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(1)プラスミドの単厳

pLRG5 をクローン化してある XLI-B1ueの 1コロニーを LB/amp

培地 6m 1で 37・C. 12時間以上振溢培養した後， 第 l節 1-2⑤ 

(4)と問機にしてアルカリーSOSi.去によりプラスミドを回収した. リ

ボヌクレアーゼ処理後. フェノール/クロロホルム抽出により得た

水腐をエタノール沈澱により精製し. 100μIの滅菌水に溶かした.

その プ ラスミド溶液に 20%.PEG/2.5 H NaC1' 60 m1を加 えよく混ぜ

た後，氷上 1時間置いた 15.000rpm. 15分間の遠心で上消を捨

て，沈澱を 75%EtOHで洗浄し.真空ポンプで乾燥させ. 50μlの

滅菌水に溶かした. 分光光度計でプラスミドを定量し， 電気泳動で

プラスミドの純度を確認した.

(2) デリーションクローンの作製

デリー シヨンク ロー ンの 作製は， キロ シークエンス用デリー シヨ

ンキット(宝酒造)を用いて行った. 以下に， その詳細を 示 す.

プラスミド溶 液 176μ1( 10μg). 10 x L制限酵素用バッファ

ー， 20μ1. Apa 1 4μ1(40unit)を 1.5皿lマイクロチューフ

に入れ. 37'Cで 12時間以上反応させた. 反応液の 5μl を用いて

電気泳動を行い，反応、の進行を確認した後，エタノール沈澱により

精製した後，沈澱を 176μlの滅菌水に溶かし 10xH制限酵素用

バッファ一回を 20μ1. H i nd 111 4μ1 (4日 uni t )を 加え. 37・Cで

2時間反応させた.反応液の 5μl を用いて電気泳動を行い， 反応

の進行を確認し， エヲノール沈澱により精製した後， 沈澱を 90

μlの滅菌水に溶かして 10μlの 10xExo IIIバッファ_'を加え

た. 3分間氷冷した後 Exonuc1ease加を lμ1(180unit)加え，
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混合， スピンダウンして. 37・Cの水上に置いた(この瞬間を O秒と

した). 15秒. 30秒. 1分. 2分. 3分. 4分. 5分. 6分. 7 

分，自分後にそれぞれ 10μi ずつ分取し 10xMB Nucleaseバッ

ファ-' 3μl に滅菌水 17μl を加え， あらかじめ氷冷しておい

たものに入れた. (以下の操作は全てのチュ ーフに ついて各 q 行っ

た. ) 65"Cで 10 分間， 次いで室温に 5分間置いた後 MungBean 

Nuclease 0.5μ1 (3 unit)を加え，混合， スピンダウンし. 37"C 

で 1時間置いた. 滅菌水 70μ1. フェノ ール /ク ロロホル ム 100

μl を加え，撹鉾し. 15.日00 r問. 5分間遠心した後，水層を得，

その水層を 70・Cに 5分間置いた. 水層をエタノ ー ル沈澱により糊

製し，沈澱を 5μl の K1 en owバッファ -'に溶かし Klenow 酵素

lμ1 (0.8 unit) を加え， 混合， スピンダウンし. 37"Cで 15 分間

置いた. 反応液に泳動周バッファー(グリセリン色素) 2μ lを加

え. 0.7%アガロー スゲル電気泳 動を行 い. 第 1節 1-2⑤ (5) と同

織にして GENECLEAN 11 キットを用いてバンドを切り出し. D NA溶

液(20μ1 )を得た. その水溶液の 7μl に 10x ライゲー ション

バッファー lμ1. ATP溶液 lμ し T4 DNA リガーゼ lμ1( 350 

unit) を加え，混合， スピンダウンし 16・Cで 12 時間以上反応さ

せた. 反応液全量を大腸菌(XLl-Blue)に形 質転換させ (次の (3)
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参照). LB/amp プレートにまき， 得られたコロニーから第 l節 1-

2⑤ (4) と同様にしてアルカリーSDS法によりプラスミドを回収した.

得られたプラス ミ ドをデリー シヨンのかかった イ ンサー卜部分を切

り出すような制限酵素 (Kpn 1と EcoRI) で切 断 し， 電気泳動を行

い， 目的の長さを持つクロー ン (100 bp~ 150 bpずつデ リー ション

のかかったクロー ン) の シ リーズを得た. 以上は OyeDeoxy ter-



minator法のサーマルサイクラ一反応時に M13-21プライマーを用

いる場合のデリー ションクローンの作製法であるが reverseプラ

イマーを用いる場 合も以下の点以外は全く同様にして行った.

用いたプラスミ ド : 上で得られたデリーションクローンのうち，

H13-21 プライマー側のアダプターの EcoRI 

サイトが消失し， インサートが最長のもの.

3・末端突出の制限醇索 ー Pst 1 

Y 末端突出の制限醇索 Eco RI 

インサート切り出し用の制限酵素 Kpn1と Xba1 

(3) 形質転換

コンビテントセルの調製

LB 培地 5ml (0.2% maltose， 0.1 M MgSO.) で XLI-Blueの 1

コロニーを 37・Cで 12 時間以上振温培養し(前培養)， そ の 培 養 液

600μl を LB 培 地 20 ml に移殖し， 37・Cで 3時 間 振 漫 培 養 し た

(本培 養 ).培養液を 5分間氷冷し， 2，000 r閃， 4 'C， 5分間の遠

心により巣菌し， 50 mM CaC12 2 ml で洗浄した後 ，菌を 50mM 

CaC12 4 ml に懸濁し，氷上で 12 時間以上置いた. 2，000 rpm， 4'C， 

5分間の i童心によ り 築 菌 さ れ た 箇 を 2ml のグリセロールーCaC12

(1:1， v/v) に懸濁し， 200μl ずつ分注し，直ちに使用しないも

のは -80・Cで保存した. 以上の操作はすべて 4'C以下で行った.

監盆li箆

コンビテントセル 200μ1(保存してあったものは氷上融解)に，

プラスミド溶液(10μl 以下)を加え， 4'Cで 30 分間置いた後，
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37・C， 5 分間のヒートショックを与え， 再び氷上 に 2分間置き，

SOC悶 1m 1を加え， 3rCで l時間置いた. 4，000 r問， 3分間の遠

心後，上清を 900μl 抜き，残り約 300μl に菌を懸泌させ，

LB/ampプレートにまき， 37"Cで 12 時間以上置いた. 得られたコロ

ニーが形質転換された大腸菌である.

③ 温基配列の決定

得られた各デリーションクローンの増員基配列は Taq DyeDeoxy 

Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用いて

決定した. 各クローンは， ベクヲーのプライマーアニーリング部位

の側からインサー卜 DNA に順次デリーシヨンを 作ってあるので. 各

クローンの塩基配列を順次つないでゆき， 全長のインサート DNAの

温基配列を決定した. 以 下にその詳細を記述する.

(1)各デリーションクローンのプラスミドの大量単灘

目的のインサートが形質転換された菌を 6ml の LB/amp培地で

37・C， 12 時間以上娠b盟主音養した後， 集菌し 4 -2②(  1) と同様に

してプラスミドを得，吸光光度計で濃度を測定した.

(2) サーマルサイクラ一反応

R eaction Premixの調製

試料 1本分当り以下の組成で調製した.

5x TACSバッファ-' 4μl 

デオキシヌクレオシド

三リン重量混合液 lμl 
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DyeDeoxy A terminator 1μI 

DyeDeoxy T terminator 1μ1 

DyeDeoxy G terminator 1μl 

DyeDeoxy C terminator 1μl 

Amp)i Taq DNA ポリメラーゼ 0.5μl 

F王応海の調製

(1)で得られたプラスミド溶液を 1μg/6.5μl となるように滅

菌水で調書量し， それに Reaction Pre皿ix9.5μ)， プライマー溶液

( M13-21フ.ライマーあるいは reverseフ.ライマー) 4μ) ( 3 . 2 

pmo1) を加え， 混合， スピンダウンし， 反応に用いた目

サーマルサイクラ一反応

反応は， ZYMOREACTOR 11 AB-1820 (ア卜ー)を用いて行った. 先

ほど調製した反応液にミネラルオイル(PLOUGH 社)を l滴落し，

反応液の蒸散を抑止した. 反応の温度プログラムは， 96・Cで 30 秒

間， 50'Cで 15秒間， 60・Cで 4分間を 25 回線り返した後， 4 'Cで

保持した.

反応牛成物の精製

反応液に.滅菌水 80μ)， クロロホルム 100μ1， フエノールー

水ークロ ロ ホ ル ム (68:18: 14， v/v/v) 100μI を加え， 撹枠し，

15，000 rpm， 5分間違心した後， 水層を別のチューブに移した. さ

らに， その水盾にフェノールー水ークロロオ、ルム (68:18:14，v/v/v) 

100μl を加え， m枠し 15，000r閃， 5分間遠心した f公水層を
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別のチューフに移した. この水層 100μl に 3MNaOAc 15μ 1. 

EtOH 300μl を加え， 15， 00日r開， 15分間違心した後， 上j自を除

き， 沈澱を 75%EtOH 250μlで洗浄し， 真空ポンプで乾燥させた.

使用まで 20・Cで遮光保存した.

(3) アクリルアミドゲルの作製

6Zゲルの調製

35 g の尿素に 40%アクリルアミド・ストック液ロ(アクリルアミ

ド:ピス= 19:1) 10.5 阻lを加え， 60皿iぐらいまで脱イオン水を

加え， 50・Cで撹狩しながら完全に溶解させた. O. 22μ のフィルター

( CORNING社)で吸引泌過し，鴻液に 7mlの 10xTBE' を加え，
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さらに脱イオン水で 70ml にメスアップした. 超音波洗浄器と吸引

にて脱気した.

ゲル板の組み立て

蛍光を発しないような洗剤 (BIONOX)を用いて温水でガラス板両

面を洗浄した後，脱イオン水， 次いで， 2-プロパノールを用いてガ

ラスを洗浄した. 両側に日 目4m四のスベーサーを置き，ガラス板を

重ね， クリップで固定し， ガラス板底部をテープでとめた.

ゲルの涼し iλ み

先ほど調製したアクリルアミド溶液に 10%過硫酸アンモニウムを

350μl加え，穏やかに混合し， 50 m 1のチューブに 10m1程度移

した. これに TEMED を 10μl加え，混合後， すみやかにガラス板

底部から 5cm位まで流し込んだ. 軽くガラス板を叩色気泡を取



り，閏まるまで 5分間立てて抱いた.残り約印刷に， TEHEO 35 

μl を加え，混合後すみやかに流し込んだ. 気泡を完全に取った後，

ガラス板を静かに械にし， コームを差し込み， 固まるまで約 3 時間

政置した.

(4)電気泳動及びデータ解析

電気泳動，データ解析は， ABI 373A ONA Sequencer (Appl ied 

Biosystems)を使用して行 っ た.

ゲル板の装着

ゲル板からコームを抜き， 周りのテープ， クリップを取り， ゲル

板両面を脱イオン水， 2-プロパノールで洗浄した.特にゲル板底部

から約 3分の lの位置は検出部にあたるので， 念入りに洗浄した.

本体にバッファー・チャンパーをセットし，ゲル板を取り付け. プ

レートチェックを行い， 検出部が汚れていないことを確認した.

宜主注盈

上下のバッファー ・チャンバーに lxTBE 1，500 ml を注さ， ウェ

ルをリンスし， 30 Wの定電力泳動でプレ ・ランを 20分間行った.

この間に (2)で調製しておいた試料をハッファー (50mM EOTA と

脱イオン化したホルムアミドを 1:5の割合で混合し， ブルーデキス

トランをわずか加えたもの)に溶かした 1試料当りに用いたバッ

ファーの量は， 16 ウェル・コームの場合は 6μ 1， 24 ウェル・ シ

ャークコームの場合は 4μl であった. プレ ・ラン終了後，再びゲ

ルの各ウェルを丁寧にリンスし， 90"Cで 2分間処理し， 急冷したま式
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料を敏速にロードした. プレ・ランと問機にして定電力で泳動を行

った. データは Macintosh内の 373Aソフトウェアで自動解析し

た.

(5) ホモロジー検索

コード領威， アミノ酸への変換の決定は， GENETYX(ver. 5.0.0.， 

Software Development)により行った. 決定したコード領減のアミ

ノ酸配列のホモロジー検索は蛋白質データベース SWISS-PROTRel. 

24を用いて行った.

( b ) pLRGllの燈基配列の決定

pLRGllは， インサート DNAが約 0.3kbpであるのに対し， それ

に対応する mRNAの長さが約 0.7kbpであり， 全長がクローン化さ

れていないと考えらた(第 1節参照). そこでライブラリーからの

ハックスクリーニングにより全長に近いクローンを検索した.

①全長に近いクローンの検索

(1) プラークハイフリダイゼーションによるライフラリーからのス

クリーニング

第 2章第 1節 1-2⑤(1)と同様にして， 1枚当り約 1，000個の

プラークが存在する NZYプレート (10x14cm角シャーレ 5枚)

を作製し， 各プレートに対してナイロンフィルター (9xI2cm)

1枚を用いてファージの DNAを移し取った.第 2章第 1節 1-2⑤ 

(5) と問機の手法を用いて pLRGllインサートをプロープとしてプ

ラークハイブリダイゼーシヨンを行った(一次スクリーニング). 
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二次スクリ ーニングまで行 い， シグナル を示 すプラークについて.

第 2章第 l節 1- 2⑤(4)と同織にして， ファージ内のインサート

DNA を pBLUESCRIPT SKーにサブクローニングした. イ ンサ ートは

Eco RI あるいは N0 t 1 により切り出して電気泳動を行い， マーカ

ー (λHi nd m) と比較することによりイ ンサートの長さを調 べた.

(2) ノーザンハイプリダイゼ ーションによる 確認

第 2章第 1節における GA，処理種子の全 RNA 10μg を用いて.

pLRGll とバックスクリーニングで得られたクローンのインサートを

それぞれプロープとして 1-2⑤ (5) と同様にしてノ ーザ ンハイブ

リダイゼーシヨンを行い， 各々のクローンに対する mRNA の長さを

比較・検討した.

② 制限酵素地図 の作製

( a )の pLRG5 の渇合と全く同様にして制限酵素地図を作製した.

③ 白星基配列の決定

制限醇素地図で明らかにな ったインサー ト DNA の認識配列部位と

pBLUESCRIPT SK一 のマルチクローニングサイト内の認識配列部位を

利用して， ある特定の長さの断片を除いたクローンとそのままのイ

ンサー卜 DNA の塩基配列を M13-21 プライマ ー reverseプライマ

ーを用いて決定し， それらの組合せにより パックスクリーニングで

得られたクローンのマスヲー配列を決定した. なお. pLRGll につい

ても両方向のプライマーを用いて湿基配列を決定した. 塩基配列の

決定は(a) の pLRG5 の湯合と金〈問機にして行った.
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4 -3 結果及び考察

( a ) pLRG5 の塩基配列の決定

pLRG5 の制限酵素地図を図 2-7 に示す. 図のように， 制限酵素の

認識配列部位は EcoR Vが l箇所認められた. これより明らかにな

った EcoR V切断部位とマルチクローニングサイトの EcoR V切断

部位を利用して約 800 bp の DNA を除いたクローン， 及び pLRG5

のインサート DNA のデリーションクローンの塩基配列を決定し， 各

クローンの重復した配列を考慮して順次つないでいき(図 2-7) . 

インサート DNA の全長の纏基配列を決定した. その結果を図 2-8

に示す. これより. pLRG5 は全長が 1313 bp の塩基対からなること

が明らかになった.図 2-8 に示した通り. 6極基自のアデニンから

1146 泡基自のアデニンまでがコード領械であると考えられ， それに

対応するアミノ酸は 380 残基であった(以後このペプチドを LRG5

と略記). この LRG5 に対してホモロジー検索を行ったところ，表

2-2 に示すようにアルコールデヒドロゲナーゼ(A DH. E . C. 1. 1. 1. 

1 )と高いホモロジーがあった. AD H は図 2-9 に示 すようにアルコ

ールとアルデヒド間の酸化還元を触媒する Zn要求性の細胞質酵素

であり. 生物が嫌気的条件でエネルギーを獲得するために利用する

ことが知られている. 一次代 謝系における ADH の位置は図 2-10 に

示す. ADH のアイソザイムは， 現在シロイヌナズナ (Dolferus and 

Jacobs 1984; Chang and Meyerowitz 1986)等では 1種類しか知ら

れていないが， 多くの高等植物では 2種類以上のアイソザイムが存

在する (Tanksley and Jones 1981; Gottlieb 1982; Brzezinski 

et al. 1986; Llewel1yn et al. 1987; Good and Crosby 1989; 

Xie and Wu 1989) • 一般に. AD H は嫌気的条件で誘導されると考え
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図 2-7 pLRG5の制限酵素地図と sequencingstrategy 

Sequencing strategyは矢印で示 した 白抜き四角はコード領域を示す



10 20 30 40 50 60 70 80 90 
TAT'l'AAATG宝'CGAGCACTACTAACCAGGT'GATτ'CGA'IてにAAAJXC<訓CGGTAGCATGGGAACCCGGAAAGCCACTAGτ'G'T'!芯AAGAAGTG

HSSTT NQVIRCKAAVAWEAGKPLVIEEV  

100 110 120 130 140 150 160 110 180 
GAlXrcおと'GCCÞCCCCAAAA.AA~'I'TCGAATCAAMTAC'l'C'M'CACC'l'CCCTGτ'GCCACÞCCGATGTTTACTTI"l'GGG.AAGCCAAG
EV A PPQ J< H E V R I K I L f' TSLCHTDVYFWEAK  

190 200 210 220 230 240 250 260 270 
GGT'CI¥G.AA'l'CCCGTGT'I"I'CCCCCMTTTTAGGACA'l'GJ>.N:;ClておNX.GG1τ沼'I'OGAGAGTGTCGGGGAN:.GN:.TGACTロN;cττ'CAlXcc
GQNPVFP RILGHEAGGVVE5VGEGVTELQP  

280 290 300 310 320 330 340 )50 360 
GGAGAτ'CATG'l'CCTCCCTGTTT'I'CJ\CCGGAGAATGCMAGMτ℃た'GCTCAC'I沼TAÞrC.TC~/>c'cAÞC.ATG'I右TGACCTTTTCAGA
GDHIJLPVFTGECXECAHCKSEESNHCDLLR  

370 380 390 400 410 420 430 440 450 
A宝'CAAJ:;ACCGACAGGGG.AGTCATGATTCACGAτ'CAAAAATCCCGA'M'TTCCATCATC.GGAANlCCCATマT守'CCATTTCGτ'CGGAACTTIごA
INTORGI JMIHDQKSRFSINGKPIFH f' VGTS  

460 470 480 490 500 510 520 530 540 
ACTTTCAGTGAATACACCGTCGTTCATGTτ'GGT'!'Gτ℃τ'CGCCAMATCMCCCでCTTGC'I'CCτ~Tτ"GACAJl.N:.TCτ'GTGTCCτ~J\GT'!むT
TFSEYTVV H V G C L A K I N P L A P L D XVCVLSC  

550 560 510 580 590 600 610 620 630 
='1'<:τ'ÇCACAGGτ~TTCおTGCTAC'I'CTGAN:.GTTGCMN;CCT~'I'CA'I'CTGTCGCCA'I'T'ITl'CGAT'I'GCGNX.TGTGGGG
GISTGLGA T L N V A K P K K G S S V A I FGLGAVG  

640 650 660 670 680 690 700 710 120 
CT'!てにτ'GCTCにtロ"""'1'(討OAAβAATTGCAGGTGCTτ'CAAGGAl'CATTGGTGT'I沼A'I'C'I'CAATGCCAACACATT守宅:;NX.'MてたAAAGAAA
LAAAEGARIAGASRIIGVDLNANRFELAKK  

730 740 750 760 770 780 790 800 810 
Tτ寸℃おJ¥Gτ怠ACTGIIGTτ"l'GTGAJlC.CCTAAAl:.ACTACAAAAλACCNJTACN:.GAN:.l芯.，寸'GCNJ1IGAl芯AC.AAATGGAGGAGT'l'G1ICAGG
FGVTEFV N P K D Y K K P V Q E V I A E H TNGGVDR  -~ -~ ~ ~ ~ --J¥Gτ'01τ'GAAτ℃にACτ℃おτ'CATATt'GATC副CTATGATAl'C'I'GCCTTCGAATGTGlマ'CATGATCおTTGGGGTGTTGCTGTI'C'M'GTGGGTGTT
SVECTGH IDAHISAFECVHDGWGVAVLVGV  

910 920 930 9・o 950 960 970 980 990 
CCACATAT.JI，!;ATGCτ'G1TI守'CATJ:;AC.AT.J:;'I'CCA'I寸'GAA'I'C1'G'MむATC.GAAAGCTC'I'CTGAAcx:.GAJC.T'M'TTT'I'CぉAAJ>C.TATAAAt::CT
PHKDAVF KTSPLNLLNERTLKGTFFGNYKP  

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 
CG'τ'CAGATATTCCττ~1也TGGTTGNIJ>JI.{;TATATGAATAAGGAN:.'!'TGI\GT'l'GGI\GMGTTCATTAC1ICATG.AATTGCCJ、，TT'I"'l'CTGAG
RSD!PSV V EKYHNKELELEKFIτHELPFSE  

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 
ATAAA T AAGGCTTT'IむAT'M'GA1'GCTCAAN;GTGAJ>J:;G'I'C'I'CCGATGeATAATT'CGGATGGGτむAATAAATGTAGAGCAんI¥CiTTTTTAλA
IN K A F D LHLKGEGLRC!I Fl H GE  

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 
AATGTτ'GTATAATAGTÞ.GC'I'CATATTT'CATATGATAÞC.ACA'I'CAAGTGτ~=TT'!芯A'I'CTIATTAτ'GTACGCAGTGTTτ~TGTGτ守也GG

1270 1280 1290 1300 1310 
A'I'CCTGACTTTGAGTTTATATATTCCAATGATTA'I句fAGTTCCAAλAAAλMM

図 2-8pLRG5の塩基配列と推定アミノ酸配列
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表 2-2LRG5 に対するホモロジー検索

fNT. Score 酵紫 布直物種(カッコ内は日本名)

1. 1785 ADH2 Solanum luberosum L. (ジャガイモ)

1785 ADHI SolanulII luberosum L. (ジャガイモ)

3. 1782 ADH3 Solanul1l luberosum L. (ジャガイモ)

4. 1697 ADH Fragaria al1anassa Duch. (イチゴ)

5. 1685 ADH3 HordeulII vulgarc L. (オオムギ)

6 1672 ADI-II Zea mays L. (トウモロコシ)

7. 1670 ADH2 Zea l1lays し (トウモロコシ)

8. 1667 ADHI Pel川 iSClumamc口canumTrinius. (トウジンピエ)

9. 1661 ADHI Tri(olium repcl1s L. (シロツメクサ)

1661 ADHI Pisum salivul1l L. (エンドウ)

II 1657 ADHI J-/ordeum vulg.刀月L.(オオムギ)

12. 1645 ADH Arabidopsis Ihaliana Heynhold. (シロイヌナズナ)

13. 1285 ADH2 Hordeum vulgare L. (オオムギ)

14 1115 ADHI Pelunia hybrida Yilm. (ツクパネアサガオ)

15. 1105 ADI-l2 Oryza saliva L. (イネ)

ホモロジー検索は，蛋白質デーヲベース SWISS-PROTRel. 24により行ない，

INT. Scoreの高いものから上位 15個を抜粋した
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られており，種子発芽の初期，植物の根部で特に活性が高い. 種子

が嫌気的であるのは， 外側が硬い果皮で覆われており， しかも土中

あるいは水中で発芽する場合が多いためと考えられている.

ADII遺伝子についてはトウモロコシについてよく研究されており，

トウモロコシの根部においては発現の上昇は転写活性が上昇するた

めではなく， mRNAの安定化によるものであると考えられている

(Rowland and Strommer 1986). レタス種子においても GAあるい

は赤色光処理により mRNAの転写は増加しているのではなく.安定

化している可能性が考えられるが， そのことを証明するには run-

on実験を行わなければならない.

さらに， トウモロコシ根部 ADHのゲノム DNAのプロモーター解

析によると， そのプロモーターは GAや ABAにはほとんど反応しな

いことも示されている (Jacobsenand Close 1991) . このことは，

GAが直接的に ADHのプロモーヲーを活性化しているのではない可

能性を示唆するものであり， GA と ADHの聞に他のシグナルが介在

する可能性が高いが， トウモロコシ根部とレタス種子では異なる制

御機織が機能している可能性も 考えられるので， LRG5のゲノム

DNAのプロモーター解析を行い， GAによる発現調節機構を追究する

必要がある

上述のこと以外にも， よ旦主II旦ハイブリダイゼーションによる発

現部位の特定等により LRG5の機能がさらに明らかになると考えら

れる.

( b ) pLRG11の塩基配列の決定

pLRGl1 インサー卜をプロープとして約 4，000個のプラークをス

クリーニングしたところ， pLRGl1 とハイプリダイス'するクローンが
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3種類得られた. これらのうち. 2種類はベクターが変異により異

常であり， 今後の解析に不都合であったので，残りの l種煩のクロ

ーン (pLRGII-BSI)について塩基配列を決定することにした. この

pLRGII-BSI のインサートの長さは約 0.6 kbpであった. ノーザン

ハイブリダイゼーションにより. この pLRGII-BSI とハイブリダイ

スする mRNA は. pLRGll のそれとほぼ同じ長さであることが明かと

なり(図 2-11). pLRGII-BSl は pLRG11 と同種の mRNA 由来の

cDNA をクロ ー ン化したものであると考えられる. pLRGII-BSI の制

限酵素地図を図 2-12 に示す. 図のように EcoRI と Cla 1の認

識配列部位が l箇所ずつ認められたので， 図中の矢印で示した

sequencing strategy に従い温基配列を決定した. また同時に，

pLRGll についても塩基配列を決定した. その結果. pLRGII-BSI は

562 bpの塩基対から. pLRG 11 は 170 bpの温基対から成ることが

明かとなり， 各々の重徳配列を考慮すると， 図 2-13 に示すような

樋基配列が想定された. 図のように. pLRGII-BSI は 5・側が十分に

伸びておらず， 全長がコードされていないクローンであると考えら

れ. 図 2-13 に示す想定塩基配列が最も会長に近いと思われたので，

これを pLRGIIT と名付け， その後の解析に用いた. 図 2-13 に示し

た通り. 2塩基自のアデニンから 286 湿基目のチミンまでがコード

領域であると考えられ， それに対応するアミノ酸は 95残基であっ

た(以後このペプチドを LRGIIT と略記). この LRGIIT に対して

ホモ ロジー検索を行ったところホモロジーの高いもの (Int. Score 

100 点以上)はなかった(データ無掲載). ペプチドの機造につい

ても， 図 2-14 に示すように特徴的なものはみられなかった. しか

しながら， 部分的にホモロジーが高いタンパク質はいくつかあり.
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図 2-12 pLRG11-BSlの制限酵素地図と sequencing
strategy 

Sequencing strategyは矢印で示した 白抜き四角はコード領域を示す
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図 2-14 LRG11Tの Hoop&Woodプ ロ ッ ト

パラメーヲーは Hoop&Woodを用いて， GENEfYXによりプロットは

作製した.正mが貌水性を，負側が疎水性を示す
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そのホモロジーの高い部分配列の中で最も興味深かったのは GAL4

の DNA結合領域であった(図 2-15 ;アミノ酸 8残基に対して 75

7;). GAL4 とは，酵母においてガラクトース誘導遺伝子の発現に対

する正の制御因子であり (Laughonand Gesteland 1984) . ジン ク

フィンガーにより DNAと結合し， 発現を制御していると考えられて

いる (Panand Coleman 1990). 図 2-15 に示すように GAL4の

15残基から 22残基までと. あるいは DNA結合領械の consensus

配列 (Krauliset al. 1992)の 一部と高いホモロジーがあったが，

ジンクフィンガーはシステイン(C) の位置が重要であり. LRGllT 

ではそれについての相同性がみられず， ジンクフィンガーは形成し

ないと思われる. しかしながら， その相向性の高い領減は. DN A結

合領減の consensus配列でもみられ. 0 NA との結合に何らかの関係

があると考えられ. LRGllTが遺伝子発現制御因子であるという可能

性は否定はできないと思われる. pLRGI1Tは 5.側の非コード領域

が， ほとんど無く， しかも pLRG11 と pLRGll-BSlから想定したク

ローンであるので， 今後， このクローンの 5.側が十分に伸びたも

のを再度パックスクリーニングによりクローニングし， 完全なコー

ド領域を決定する必要がある. さらに， このクローンの mRNAの発

現調節機機を追究していくととともに， 発現部位の特定. DN A結合

実験等を通してペプチドの軽量能解析を行うことにより. GAによる発

芽誘導機備の解明研究に資重な示唆を与えるものと考えられる.
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LRGllT 56 R工RYHKRLRKLKCTFESLVNKSPSDGYDKWFEP
決オk 女女サk女. 

GAL4 9 QACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCLKNNWECRYS 

Consensus AC--CR-KKXKCD---P-C一一C-K一一X-C
S RR S S 
G Q 

図 2-15 LRGIITと GAL4の DNA結合領域との相向性

ホモロジー検索は，蛋白質デーヲベース SW1SS-PROTRel. 24により行なった

合印は一致したアミノ殴を .Enは性質が似ているアミノ酸を示す.

図中の ∞nsensus配列は， GAlAとそれ以外の 8種の菌遺伝子の DNA結合領域
との比較により推定されたもので， Kraulis et al. (1992)の論文より抜粋した

Xは疎水性アミノ酸を示す



第5節 まとめ

オーキシンや ABAに比べると， GAの作用機備に関する分子レベ

ルの知見は極めて少なく， 受容体の研究とともにこれから発展が期

待される研究である. GAがレタス種子の発芽誘導において重要な役

割を担っていることを第 1章で記したが， 第 2主主においては， GAに

よるレヲス種子発芽誘導機備に関する基礎的知見を得るために， レ

タス穂子において GA処理により誘導される遺伝子をクローニング

することを試みた.

第 1節においては， GA処理種子と無処理種子との聞でディファレ

ンシャルスクリーニングを行い， GA誘導性遺伝子の cDNAを 2種

クローニングすることに成功した(pLRG5 と pLRGll;図 2-3) . そ

れらに対応する mRNAの長さはそれぞれおよそ 1.3kb と日 .7kbで

あった.

第 2節においては， p L RG 5と pLRG11 について GA処理による

mRNAの発現の経時変化を調べるとともに.赤色光処理による発現の

経時変化も調べた. 岡クローンとも， 対 照 (R/FR処理種子)が光処

理 開始から時間とともにその発現は減少していったのに対し， GA処

理種子と R処理種子においては 10時間後に発現の増加が認められ

た(図 2-4 と図 2-5) .赤色光照射による発現量の噌加は， 内生

GA， レ ベ ル の 上昇(図ト6)に起因すると考えられ，対照において

は発現 量， 内生 GA，量(図 1-6 )ともに減少するという事実を考え

合わせると， これら遺伝子の発現レベルの変動は， 内生 GA，レベ ル

の変 動 とよく対応しているといえる.

-97-



一方. AB Aは. GAや赤色光処理により誘導されるレタス種子の発

芽を完全に抑制する. そこで，第 3節においては. G A誘導性遺伝子

である pLRG5 と pLRGll について. GA あるいは赤色光処理により

地加する mRNAの発現が， 発芽を完全に抑制する濃度の ABA により

どのような影響を受けるかを調べた. ノーザン解析の結果， 両クロ

ーンとも GA あるいは赤色光処理により誘導される mRNAの発現に

対して. AB A処理による影響はほとんどみられなかった(図 2-6) • 

このことは. GA あるいは赤色光が誘導する発芽誘導過程において，

これら遺伝子は. AsAの作用段階より上流で， あるいは ABA とは異

なるシグナル伝達経路で機能している可能性を示唆するものである.

第 4節においては. 2種の GA誘導性クローンの塩基配列を決定

した. p L RG 5 については 1313 bp の温基対から成り， アミノ酸

380残基(LRG5 )をコードしていると考えられた (図 2-8) . この

LRG5 に対してホモロジー検索を行ったところ， アルコールとアルデ

ヒド問の酸化還元を触媒する細胞質酵素である ADH と高いホモロジ

ーがあった. 一般に. AD H は生物が嫌気的条件でエネルギーを獲得

するために誘導されると考えられており， 種子発芽の初ltJj.植物の

根部で特に活性が高い. 種子が嫌気的であるのは，外側が硬い果皮

で覆われており， しかも土中あるいは水中で発芽する頃合が多いた

めと考えられ， レタス種子発芽過程における発現誘導遺伝子として

クローン化されたことは合目的である. pLRG 11 については，全長が

クローン化されていないと考えられたので， ハックスクリーニング

により全長に近いクローン pLRGII-BSI をクローン化した(図 2-

11) • しかしながら， このクローンは 5.制IJが十分に伸びておらず，

pLRG11 との重複配列を考慮して pLRG11T というクローンを想定し
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た(図 2-13) . この想定した pLRG11Tは 611bpの塩基対から成

り， アミノ酸 95残 基 (LRG11T)をコードしていると考えられた.

この LRGI1T についてホモロ ジー検察を行っ たところ， ホモロジー

の高いものはみられなかったが，酵母におけるガラクトース誘導遺

伝子の発現に対する正の制御因子である GAL4の ONA結合領械の 一

部と高い相向性(アミノ酸 8残基に対して 75%)があった(図 2-

15) . しかしながら， GAL4の ONA結合領域は， ジンクフィンガー

を形成して ONA と結合すると考えられており， LRGIIT については

それがみられず(システインの配置，図 2-15) ， 関係が薄いように

もJ思われるが， そのー部は ONA結合領域の consensus 配列の 一 部

と高い相向性が認められ(図 2-15)， ONA との結合に何らかの関係

があるという可能性は考えられる.

今後， これらクローンについてiD.己主旦ハイブリダイゼーシヨ

ンによる発現部位の特定， プロモーター解析等により機能や発現調

節機構を追究す ることにより ， G A によるレタス種子発芽誘導機構を

解明する上での重要な知 見が得られるものと考えられる.
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使用機器，試薬類，使用キ'1ト

[使用機器 ]

1.遠心機

H-l日3R S (国産遠心;集菌， スパンカラム等で使用)

KRX-150 (トミー; 1. 5 m 1チューブ周)

himac CP56 (目立; 30m 1遠心管周)

L-80 (ベックマン;超遠心スイングロータ一周)

2. 電気泳動関連

Kupid-2 (コスモバイオ ，小型電気泳動相)

AH-16 型(和科盛 ， 大型電気泳同槽)

AE-6100型(アトー;中型電気泳動相)

クロスパワー 150(アトー; AH-16， AE-6100型泳動槽用電源)

3 . トランスイルミネーター関連

トランスイ Jレミネーター(TDH-20型， フナコシ)

ポラロイドカメラ(7t-FP-600， フナコシ)

4. 分光光度計

200-20型ダブルビーム分光光度計 (目立 )

DU 640型分光光度計(ベックマン)

[ i試薬類 ]

試薬類はすべて生化学用を用いた. 本文中#印を付けたものの組

成を以下に記す.

RNAの抽出精製に用いる試薬

1. GTC溶液

グアニジンチオシアン酸極 100gを水で溶かして 200ml にす

る. 使用直前にグアニジンチオシアン酸塩洛液 1m 1につきラウ

ロイルサルコシンナ トリウム塩 5mg， メルカプ卜エヲノール 7

μlを加 える.

2. 5.7 H CsCl 
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96 gの CsC 1を 0.1H EOTA (p ~ 7.5)に溶かして 100ml とす

し， オートクレーブ. 遮光保存.

3. CsTFA溶液

市販の CsT FA溶液(比重 2)と 0.25H EOTA (pH 7.0)溶液， 滅

菌水を 5:4・lの割合で混ぜる. 巡光保存.

4. 75% EtOH 

特級 EtO fIを滅菌水と 3: 1の卸j合で混合し. -20・Cに冷やしたも

の.

5. 10 H LiCl 

42.4 g LiClを水に溶かして 100ml にする. オートクレーフ後，

ー20・C保存.

6. TE溶液

100 mH Tris-HCl pH 8.0， 1 mM EOTA 

国RNAの精製に用いる試薬 (OvnabeadsmRNA精製キ ヴト)

1. 2x結合バッフ ァ ー

20 mH Tris-HCl (pH 7.5)， 1 H LiCl. 2 mM EOTA 

2. 洗浄バッファー

10 mM Tris-HCl (pH 7.5). 0.15 M LiCl， 1 mH EOTA 

3. 溶出バッファー

2 mM EOTA (pH 7.5) 

c ONA合成及びベクターへの組み i入みに聞いる試薬

1. 5 xファーストストラ ンド合 成バッファー

250 mH Tris-HCl (pH 8.3)， 15 mH MgCI2. 375 mH KCl 

2.0.1MOTT 

0.31 g OTTを 0.01M NaOAc (pfl 5.2) 20 ml に溶解.

3 .セカ ン ドス トラ ン ド合成バッ ファ ー

100田HTris-HC1. 100 mM MgC12・500皿MKC1. 5 mM OTT 

4 .フェノール /ク ロロホルム

フェノール (pH9.0) 250 ml. クロロホルム 240ml. イ ソアミル

アルコール l日田lを混ぜて， 上層を除く.遮光保存.

5. 10xライゲー シヨンバッファー

1 M T r i s -H C 1 (p H 7.6) 3.3 ml. 1 H Mg C 12 0.5 ml.水 45mlを

混ぜ， オートクレープ. 冷却後スペル ミジン 7.25 ml， 1 M 0 T T 
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0.75 ml， BSA (20 mg/ml) 0.5 ml を加え， -200C保存.

6. Eco RI/Not Iアダプター

下記のような EcoRI と Not Iの認識配列を持つ脱リン般化され

たアダプター.

AATTCGCGGCCGC 

GCGCCGGCGp 

7.泳動用色素(グリセリ ン色紫液 )

50%グリセリン， 0.1 mg /阻lブロモフェノールフルー.

O. 1皿g/m1キシレン シ アノール 1mH EDTA 

1n v i tr 0 パヴケージング及び守イ卜レー ション に悶いる試薬

1. SHバッファ ー (100 m 1当り )

NaCl 0.58 g， MgSO.・78200.2 g， 1 H Tris-HCl (pH 7.5) 5 ml， 

2%ゼラチン 0.5m 1 

2. LB培地(100 m 1当り )

Bacto tripton 1 g， yeast extract 0.5 g， NaCl 1 g， 1 N NaOH 

0.5 ml 

3. 0.5 M 1 PT G溶液

0.258 g IPTG を水 20ml に溶かす. 語草遇 滅菌し， -2 0・Cに保存.

4. 250 田g/皿1X-gal 

250 mg X-gal をジ メ チルホルムアミド 1m 1に溶かす. -2 0・C，

遮光保存.

5. NZ Y培地(100 田l当り)

NaCl 0.5 g， MgSO.・7H200.2 g， yeast extract 0.5 g， 

N-Z-A皿ine 1 g， 1 N NaOH 0.4 ml 

6. NZ Yプレート(100 m 1当り)

NZY培地 100 ml，パクトアガー1.5 g 

7 . トップアガー(100 m 1当り)

NZY t音地 100 ml，アガロース 0.7g 

ディファレ ンシ ャルスクリーニ ンゲに 用いる試慈

しアルカリ変性液

0.5 H NaOH， 1.5 M NaCl 

2. 中和液

0.5 H Tris-HCl pH 8.0， 1.5 H NaCl 
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3. 20x SSC 

3MNaCl，0.7M クエ ン酸ナトリウム

4. 2x SSC 

20x SSC を 10 倍希釈して用いる.

5. 4x SSC/O.!% SOS 

20x SSC を 5 倍希釈し， 10% SOS を 1/100 容加え る 3x SSC/ 

O.I%SSC 他も同様にして調製.

6. サケ ONA

1 gサケ精子 ONA(ベ ーリ ンガー )を 100 m 1水に 溶 解する. オ

ートクレーブ後，急冷，分 注 してー20・C保存.

サプクローニンゲに用いる試藁

1. 2 x Y T培地(100 ml 当り)

Bacto tripton 1.6 g， yeast extract 1 g， NaCl 0.5 g， 

1 N NaOH 0.5 ml 

2. LB/amp 培地(100 皿I 当り )

LB 培地 100 ml， 50 mg/ml ア ンピシ リン溶液 o. 1 m 1 

3. LB/amp プレート(100 m 1当 り)

LB/amp 培地 100 田1，パク トアガー 1.5 g 

4. TEG溶液

25 mM Tris-HCl (pH 8.0)， 10 mM EOTA， 50 mM グルコース

5. アルカリーSOS

0.2 N NaOH， 1% SOS 

6. TAE 

50x TAE (2M Tris-IIOAc pH 8.0， 0.1 M EOTA)を 50 倍希釈し

て用いる.

/ーザンプロ vテイ ングに用いる試薬

1. 20x MOPSバッフ ァ ー (pH 7.0) 

0.4 H MOPS， 0.1 M NaOAc， 0.02 M EOTA 

2. 変性ゲル周泳動バッファー

ホルムアルデヒド1.6皿1，ホルムア ミ ド 5.0 m 1 ， 

20x MOPS 0.5 ml，グリセリ ン色素液1.6 m 1 

3. NEW WASH (GENE CLEAN 1I キット)

NEW concentrate (NaCl. Tris-EOTA) 14 ml，滅菌水 280 ml， 
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EtOH 310 皿l

制限齢索開バヴファー(守酒造)

10x L :100mH Tris-HCl， 100mH HgCl2， 10 mH OTT 

10x H :100mM Tris-HCl， 100国HMgCl2， 10 mH OTT， 5日omM NaCl 

10x H :500田HTris-HCl， 100田HHgCl2， 10 mH OTT， 

1000 mH NaCl 

10x K :200mM Tris-HCl， 100mM MgCI2， 10 mM OTT， 1000 mM KCl 

10x T :330mM Tris-acetate， 100mH Hg-acetate， 5 mM OTT， 

660 mH K-acetate 

各制限酵素(宝酒造)の適用バッファーを示す.

L: Apa 1， Kpn 1， Sac 1 

H: Acc 1 

H: Cla 1， Eco Rl， Eco RV， Pst 1， Sal 1， Xho 1 

K: Bam Hl， Hind m 
H+O.Ol% BSA+O.Ol% Triton: Not 1 

T+O.Ol% BSA: Xba 1 

デリーションクローン作却に用いる試薬

1. 20% PEG/2.5 M NaCl 

Poly (ethylene glycol).... 20 g と NaCl 14.6 gに水を加え

て 100 皿lにして， オートクレープ. よく撹持する.

2. 10x Exo 凹 バッファー

500 mM Tris-HCl pH 8.0， 50 mH MgCl2， 20μg/ml tRNA 

3. 10x MB Nucleaseバッファー

300 皿MNaOAc pH 5.0， 500 mH NaCl， 10 田HZnCI2， 50%グリセロ

ール

4. Klenowバッフ ァ ー (60μl 当り)

10x L制限酵素周バッファ- 6μ1，デオキシヌクレオシド 三 リ

ン酸(各 0.5 副 )6μ 1， 0.I%BSA2μ 1，滅菌水 46μi

5. SO C 

Bacto tripton 20 g， yeast extract 5 g， 5 M NaCl 2 ml， 

2 M KCl 1.25 ml に水を加えて 990 ml にし 2H Hg2・

(lHHgSO，・7H20，1 H HgCl2・611.0) 10 ml と 2Mグルコース

10 ml を加えオートクレー フしたもの.
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シークエンスに用いる杖薬

1. 5x TACS バッファー

400 mM Tris-HCl pH 9.0， 10 mM MgC12， 100 mM (NH.)2S0. 

2. 40% アクリルアミド・ストック液(70 m 1 ) 

アクリルアミド・ビス 30 g に脱イオン水 48 皿l を加える.

3. 10x TBE (100 ml 当り)

Tris 10.8 g，ホウ酸 5.5 g， EDTA 0.83 g に脱イオン水を加えて

100 m 1 にし， O. 22μ フィルターで泌過したもの.

[使用キ ット 】

Dyanbeads mRNA 精製キット(ベリタス社)

メガプライム DNA 標識システム(アマシャム社)

GENE CLEAN II キット(フナコシ)

Predigested λZAP II/Eco RI cloning ki t ( STRATAGENE) 

pBluescript EXO/MUNG DNA sequencing system (STRATAGENE) 

GIGAPAK 11 packaging extract (STRATAGENE) 

Ligation kit (宝酒造)

キロシークエンス用デリーションキット(宝酒造)

Taq DyeDeoxy Termina tor Cycle Sequencing Ki t (Appl ied 

B iosys tems) 
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総括

光発芽種子の中で代表的なものであるレタス種子は， これまで数

多くの研究者逮がその発芽誘導機構の解明を試みてきたが， いまだ

に未解明のままである. 本1噂土論文研究は， レタス種子において，

異なる光条件における内生 GA と ABA の量的変動の追究. GA によ

り誘導される遺伝子のクローニンク等を行うことにより発芽誘導機

構を化学的・植物生理学的，分子生物学的手法を用いて追究したも

のである.

レタス種子の内生 GA の分析に関しては， かねてから多くの研究

者が着目していたが. 信頼度の高いデータは得られていなかった.

本博士論文研究は， 光粂件と発芽率及び内生 GA と ABA の経時変化

の関係を詳細に追究し， 発芽誘導におげる GA と ABA の生理的機能

を追究する上で，重要な知見を提供したと思われる.

また. 高等植物において GA により誘導される遺伝子のクローニ

ングについては.数多く試みは行われているものの， 成功している

例はきわめて少ない.本 1専士論文研究では， レタス種子において

GA 誘導性遺伝子のクローニングに成功し，発芽誘導機備を解明する

糸口とすることカ1できた.

以上， 本博士論文研究により得られた成果は， レタス種子ばかり

でなく他の光発芽種子の発芽誘導機構の解明， さらには高等植物の

発芽機構の解明研究に貴重な示唆を与えるものと考えられる
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