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学位論文内容の要旨

ImtroduCtiom:

Guardcellsrespondtoavarietyofextemalandintema]stimulisuchaslight,drought,CO2COnCentration,extemalCa2',

pathogenattack,andphytohormones,abscisicacid(ABA),methyljasmonate(MeJA),andsalicylicacid(SA),tocontrol

transpirationa]water)ossandinnateimmunityviastomatalmovement･lllevolatilephytohormoneMeJAinducesstomatalclosure

similartoABA,andMeJAsignalhgsharesseveralslgnalcomponentswithABAsignalinglnguardcells.MeJAaswellasABA

inducetheelevationandoscillationofcytosolic斤ee-calciumconcentrations(【Ca2+]cyt)inguardcells,resultinginstomatalclosure.

Sofar,ABAsignaltransductionhasbeenextensivelystudied,butlittleisknownaboutMeJAsignaltransduction,

ObjectivesandmettlOds:

Ihvestigatedinvolvementofcyclicadenosine5l-diphosphoribose(CADPR)andcyclicguanosine3',5'-monophosphate

(CGMP)inMeJA-inducedstomatalclosureinArabidopsisthaliana(Col-0)usinganinhibitorofCADPRsynthesis,nicotinamide

(NA),andaninhibitorofCGMPsynthesis,IX83583(IX,6-anilin0-5,81quinolinedione).MechanismofMeJA-inducedlCa2+]cyl

oscillationinguardcellswasexaminedusingK252a(abroad-rangeproteinkinaseinhibitor)andokadaicacid(OA,aprotein

phosphatase1and2Ainhibitor).IalsoinvestigatedinvolvementofendogenousABAinMeJA-inducedstomatalclosureusingan

inhibitorofABAbiosynthesis,fluridon(FLU),andanABA-deficientArabidopsismutant,aba2-2.Arabidopsiswi1dtype,ecotype

co)umbia(Coll0),transgenicCol-0plantsexpressingCa2',eporteryellowCameleon3.6(YC3.6),andaba2-2plantsexpressing

YC3.6wereusedinthisstudy.Stomatalaperturesintheepidermaltissueswereobservedunderamicroscope.Productionofreactive

oxygenspecies(ROS)andnitricoxide(NO)productioninguardcellsweremeasuredusing2㌧7■-dichlorodihydronuorescein

diacetate(H2DCF-DA)and4,51diaminofluorescein-2diacetate(DAF-2DA),respectively･lCa2+]cytinguardcellswasanalyzedusing

YC3.6technique.GeneexpressionanalysISWasPerformedbyreversetranscription-PCR･

ResuJtsanddiscussion:

TreatmentwithNAandI:YinhibitedMeJA-inducedstomatalclosure.NAinhibitedMeJA-inducedproductionofROSand

NOproductionandNAandLYinhibitedMeJA-elicited【Ca之̀]cytoscillationinguardcellsandexpressionofanMeJA-induciblegene,

VEGETATIVESTORAGEPROTEINl(VSPl),inleaves･TheseresultssuggestthatCADPRandCGMPareinvolvedinMeJAsignal

transductioninArabidopsisguardce11S･8252aabolishedMeJA-inducedstomatalclosureandreducedMeJA-e)icitedlCa2']cyt
oscillation.TheproteinphosphatasejnhibitorOA,ontheotherhand,didnotinhibittheseprocesses.TheseresultssuggestthatMeJA

signalinginvolvesactivationofK252a-Sensitiveproteinkinasesupstream oflCa2']cy.oscillationbutnotactivationofan

OA-SensitiveproteinphosphataseinguardcellsofA.thalianaecotypeColumbia.PretreatmentwithFLU,inhibitedMeJA-induced

stomatalclosurebutnotABA-inducedstomatalclosureinwiId-typeplants･Theaba2-2mutationimpairedMeJA-inducedstomatal

closurebutnotABA-inducedstomatalclosure.hwild-type guardcells,FLUinhibitedMeJA-inducedlCa2']C,Ielevationbutnot

ABA-inducedlCa2']cylelevadon･Theaba2-2mutationdidnotaffectABA-elicited【Ca2']cytelevationbutsuppressedMeJA-induced

lca21cy.elevation.htheaba2-2mutant,MeJAdidnotinduceVSPlexpression.hwi)d-typeleaves,FLUinhibitedMeJA-induced

VSPlexpression.PretreatmentwithABAatO･ll⊥M,whichisnotenough concentrationtoevokeABAresponsesinwildtype,

rescuedtheobservedphenotypesoftheaba2-2mutant.Fina))y,Ifoundthatinwi1d-type)eaves,MeJAstimulatesexpressionof

9-CIS-EPOXYCAROTENOIDDIOXYGENASE3,whichencodesacrucialenzym einABAbiosymthesis･Theseresu一tssuggestthat

endogenousABAcouldbeinvolvedinMeJAsignaltransductionandleadtostomata]closureinArabt'dopsisguardce))S.



論文審査結果の要旨

本論文は､植物ホルモンの一つであるジャスモン酸メチルが誘導する気孔閉口が､どのようなシグナル

伝達経路を介して行われているかを明らかにしようとしたものである｡

初めに､ジャスモン酸メチルシグナリングにおいて､サイクリックADPリボースやサイクリックGMP

が,ジャスモン酸メチルが誘導する細胞内カルシウムオシレーションの上流で､関与していることを明ら

かにした｡

次に､ジャスモン酸メチルシグナリングにおいて､タンパク質キナーゼやタンパク質ホスフアタ-ゼが

関与していることを明らかにし､また､野生株の種類によって､タンパク質ホスファターゼの関与に違い

があることを見出した｡

さらに､ジャスモン酸メチルが誘導する気孔閉口には､アブシジン酸が必要であることを明らかにした｡

以上の結果から､ジャスモン酸メチルが誘導する気孔閉口におけるジャスモン酸メチルシグナリングの

制御機構に明らかにした｡

本研究内容は,学術的な価値のみならず､気孔運動に着目した生産制御のための技術の基礎となるも

のである｡従って､本審査委員会は本論文が博士 (学術)の学位論文に値すると判断した｡




