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I GEシリーズの発刊にあたって

地球上の環境は,今,かってない大きな問題に当

面しております｡世界各地で進行している生態系の

急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも

たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一

方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球

外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ

ります｡生態系の崩壊を防ぎ,より豊かな環境を創

造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ

ている時はありません｡

本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝

子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か

し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,新

たな人間環境の創造に貢献することを目指しており

ます｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際的

であり,多分野の研究者との相互交流と協力によっ

て,はじめて達成されるものであります｡本研究セ

ンターでは,ワークショップによる研究者間の討論

と意見交換を重視するとともに,その成果をより多

くの方々にご利用いただく出版活動にとり組んでお

り　ます｡ここに発刊しますIGE(Institute of

Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力



の一環であります｡

本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ

ておりますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ

ろうと考えておりますoすなわち, (i)特定のテー

マ,又はトピックについての解明に関するもの(*

印を付します), (ii)特定のテ-ア又はトピックに

関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの

(**印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的

交流,対話を試みるもの(***印)であります｡

このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し

でも立つことを願って,発刊の辞とします｡

1989年3月

東北大学遺伝生態研究センター



⑳日　　　次⑳

植物･微生物の光反応

-変異株など用いた新しい解析法の開発-

発行に際して　大瀧　　保-----･--- 1

原生動物の光受容と応答　中岡　保夫----　3

ヒゲカどの光反応に関係する遺伝子単離へのアプ

ローチ　官尊　　厚---=-------･-･ ll

アカバンカどの青色光反応,生物時計の場合

中島　秀明

シロイヌナズナの光,重力および接触屈性異常突然

異体の分離と解析　岡田　清孝･--･---･ 27

シロイヌナズナを用いた光反応機構変異体利用の可

能性　米田　好文-------･-･----I 35

オーキシン作用の分子生物学的研究

山本興太朗

IGEシリーズ第一期分総目次



発刊に際して

大　瀧　　　保

近年,地球上の環境条件は少しずつ変化していると言われている｡その

一つは,オゾン層の破壊による紫外線(UV-B)の増加に見られるように,

光環境条件の変化である.葉緑体を含む高等植物のエネルギー獲得はもと

より,一見,光とは無縁と思われるようなバクテリアや菌類に至るまで,そ

の形態形戚,そして運動や行動が,多くの場合光の制御を受けている｡従っ

て,地球上における光条件の変動によって,これら生物は実に重大な影響

を受けかねない｡一昨年および昨年において,我々は幾つかの代表的な微

生物や植物を選び,それらの光形態形成や光運動反応の解析を行い,さら

にその機構を解明する上での種々の戦略を検討してきた｡すなわち,多く

の微生物や植物はフイトクロムやクリプトクロム(青色光吸収色素)の関

与する系によって,低エネルギーの光を信号として利用し,それらの形態

形成や運動を制御しているが,その機構はまだほとんど解明されていない｡

特に分子レベルでの解析にいたっては,紫外線を含む青色光吸収色素系の

関与する反応解析の遅れが目だち,多くの研究者の緊急の課題となってい

た｡このような現状にあって,我々は,適切な突然変異体の作出が,これ

ら光反応の解析をさらに進めるために最も重要な課題の一つであるという

認識で一致した｡そして,将来分子レベルで解析を行うにあたっては,ど

のような形質を持った変異体が望ましいか,また効率よくそれら変異体を

作出すにはどのような方法が最善であるかを探ってきた｡本IGEシリーズ

では,バクテリアや原生動物で同様な課題に取り組んでいる研究者,また

東北大学･遺伝生態研究センター
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植物を取り扱う上でどうしても避けることのできない重要な課題である植

物成長制御物質との関連で光反応を解析している研究者も加わり,さらに

広い立場からの検討を試みた｡従って,本シリーズは,過去のIGEシリー

ズ, 2 ｢微生物と光｣および6 ｢植物の光反応機構の解析と変異株｣と密接

な関係にあり,これらシリーズの内容をも参考にされることを希望する｡



原生動物の光受容と応答

中　岡　保　夫

1.はじめに

鞭毛や繊毛を持っている原生動物の中のいくつかの種類のものが,光を

感じ光に集まったり逃げたりする反応をすることは,古くから知られてい

る｡しかし,光を受容した細胞がどのようにその細胞内で情報伝達を行い,

鞭毛,繊毛の運動を変化させているのかは,まだよく分かっていない｡

我々は,繊毛虫に属するゾウリムシを材料として,その光受容,応答の

情報伝達機構を調べている｡ゾウリムシを選んだ理由は, (1)電気生理的

な測定が出来ること(2)大量培養が比較的容易であり,かつ安価に行える

こと, (3)突然変異株を作成出来ること等であるが,調べてみようという

直接的な動機は,顕微鏡下で光刺激に応答するゾウリムシの泳ぎの変化が

顕著であり,これならば,光受容応答のモデル系として,解析可能ではな

いかという期待からである｡

2.走光性の泳ぎ

ゾウリムシのうちで,その細胞内にクロレラを共生させている種類のミ

ドリゾウリムシ(Paramecium bursaria)は,光の強度変化に応答して適度

の光強度の場所に集まって来る｡すなわち,適度の光強度からの強度の減

少,または増大があると繊毛打の一時的な逆転を起こして,泳ぎの向きを

クルリと変える応答を示す｡反対に,適度の光強度に向かう変化では,方

大阪大学基礎工学部
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向変換しない直進の泳ぎになる｡したがって,ゾウリムシは光強度の時間

変化を感知して,適度の明るさの場所に集まって来ると考えられる｡

同じ繊毛虫に属し,細胞内に大量の赤い色素を持っているブレフアリズ

マとか空色の色素を持つラッパムシ等も光を感じ,光強度の増大があると

泳ぎの方向変換を起こすが,これらは常に光から逃げようとするのみであ

A control B Decili｡ted

'mw'C:.25'畑醐　肌冊

L･lbq･LniII ･vI.,

皿皿

州仰叫州

図1いろいろな強度の光ON,OFFにともなう膜電位変化｡左側の数字は光パル
スON (上向き)時の光強度(550nm)0 A)繊毛有り, B)繊毛無し｡
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る｡ミドリゾウリムシが光に集まり,共生クロレラが光合成を行うという

ことは,自然の条件にうまく適応した結果であろう｡

3.脱分極型と過分極型の光受容電位

ミドリゾウリムシにガラス微小電極を刺した状態で光刺激を加えると,

膜電位の変化が記録される3･4)｡はじめ,我々は電極を刺すことの容易さを

考えて,ゾウリムシを5%のエタノールとCa2'を含む液で処理し繊毛を

取り除いた細胞で測定を行った｡そうすると,光のonによって脱分極L

offによって元に戻る電位変化が記録された(図1B)｡細胞内に一定電流を

流して膜電位を変え,光受容電位の消失する電位を求めたり,その電位の

外液イオンに対する依存性を調べたりすることによって,この光受容電位

は,光on時に細胞膜のCa2+に対する透過性が増大することで発生してい

ることが分かった4)0

ところで,ゾウリムシの膜電位が脱分極した場合,繊毛膜上にある電圧

感受性のCa2+･チャンネルが開いて,さらに大きな脱分極が起こると共に

繊毛の打つ向きが逆転し,後進の泳ぎが引き起こされる6)｡強い光刺激が加

えられると,脱分極向きの受容電位が発生するために繊毛逆転が引き起こ

されて逃げる反応が出るとしてうまく説明できJる｡しかし,これでは適度

の光強度offの場合にも後進の泳ぎをして暗い所から逃げようとすること

を説明出来ない｡脱分極型の受容電位では,光のoff時に過分極向きの電位

変化を伴うので,逃げる反応はむしろ抑えられてしまうからである｡

この間題は,繊毛を取り除かない細胞で光受容電位を記録してみること

によって解決した5)｡繊毛を持った細胞では,適度の強度(0.4mW/cm2, 550

nm)以下の光のon時に膜わ過分極が起こり, off時に脱分極して元の電位

に戻る過分極型の光受容電位を発生することが分かった(図1A, 0.14, 0.4

mW/cm2の時)｡この場合, off時の脱分極に際しては,繊毛打の逆転を引

き起こすさらに大きな脱分極スパイクを伴っており泳ぎでの応答とうまく

対応が付く｡光強度を上げてゆくと,過分極型から脱分極型に変わって行

き,繊毛のない細胞の場合と同じ型の受容電位になる｡過分極型の受容電

位が,細胞膜のどのイオンに対する透過性の変化によっているのか今の所
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明かではないが,一定電流を流して膜電位を変えた時,この受容電位は静

止電位よりも-側で消えることから, K+に対する透過性の増大による可

能性が高い｡

ゾウリムシが最もよく集まる光強度は,光受容電位が過分極型から脱分

極型に切り変わる付近である｡ゾウリムシは,極性の異なる受容電位を,繊

毛膜と細胞体膜で発生させることによって適度の強度の光に集まっている

と考えられる｡

4.光反応の作用スペクトル

ミドリゾウリムシが感じる光の波長はどのあたりにあるのか?一定エ

ネルギーでいろいろな波長の光刺激を与えた場合の応答を調べると,走光

性を示して集まる光波長は, 420nm,560nm付近にあった｡細胞内に電極

を刺して測定した膜電位埠答でも,走光性の場合と同じ波長付近で電位変

化のピークがみられた2)(図2)｡さらに,共生しているクロレラが光の受

5CO

Wavelength (nm)

図2　光ON時の膜電位変化でみた作用スペクトル｡○;クロレラ無し,●;クロ

レラ有りのゾウリムシ｡
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図3　ミドリムシからの抽出成分

(A-C)とスタンダード･レ

チノール(DIG)のHPLCo

抽出成分を精製してレチ
ナ-ル付近の成分のみにし

(A),これをNaHBO.で還

元した(B,C)｡溶出はヘキ

サンで行った｡

し人､_一助T ｡

0 10　　　　20　　　　30

Tlme lmlnI
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香,応答に何らかの役割を持つかどうかをみるために,クロレラを持たな

い白色系統のミドリゾウリムシを用いて,同じ方法で取った作用スペクト

ルでもほぼ同じ結果であった(図2)｡したがって,ここでみた光感受性は

ゾウリムシの細胞自身が備えているものであり,共生クロレラの有無は重

要ではない｡ただし,走光性を観察していると,クロレラを持つ細胞の方

が,白色系統に比べ明かによく集まる傾向があるので,クロレラが光受容,

応答の経路で何らかの調節をしている可能性がある｡

5.光感受性物質

視細胞を持つ多細胞動物の光感受性物質は,一般にロドプシンであるこ

とはよく知られている｡しかし単細胞の原生動物については,その光感受

性物質に関する報告がいくつかあるものの,共通の物質としては明らかに

されていない｡鮮やかな色素を持っている繊毛虫のプレフアリズマ,ラッ

パムシ等はその色素こそが光感受性物質であるとする報告が出されている

し7),緑藻類のクラミドモナスではロドプシンではないかという報告が出

されている1)0

ゾウリムシの場合,我々はロドプシンである可能性を検討してみた｡そ

のために,ロドプシンに含まれるレチナ-ル部分の抽出を試みた9)｡大量培

養したミドリゾウリムシからホルマリン法8)で抽出した成分を高速液体ク

ロマトグラフ(HPLC)で分画,精製する｡はじめに,レチナ-ルと同じ程

度の極性を持つ成分のみを集めて(図3A),これよりも極性の高い成分及

び低い成分は完全に取り除いてしまう｡集めた成分にNaHB04を加えて

還元反応を行わせると,レチナ-ルが含まれておればより極性の高いレチ

ノール(ビタミンA)となりHPLCでのピークの位置が移動することにな

るので,大量の不純物の中からレチナ-ルのみを検出出来るはずである｡実

際にこの還元反応行うといくつかのピークが現れた(図3BとC).このう

ちのいくつかはスタンダードのレチノール(図3C-G)とその溶出位置が一

致し,それぞれのピークで蛍光,吸収強度の相対比からもレチノールの異

性体であることが確認された｡検出されたピークの量を元の細胞数で割る

と,分子数にして1細胞当り106個のオーダーになる｡
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検出されたレテナールが,実際にロドプシンに組み込まれ光受容物質と

して機能しているのかどうかはさらに別の角度からの研究を行う必要があ

り,現段階では何とも言えない｡しかしながら,カエルのロドプシン抗体

を用いてミドリゾウリムシ細胞との反応性を調べたところ,繊毛膜,繊毛

間の外皮膜との結合が認められた5)｡したがって,ゾウリムシがレチナ-ル

と結合したロドプシン様蛋白を光受容物質としている可能性が高いと考え

られる｡

赤い色素を持つプレフアリズマで,その色素を合成できない変異株(伊,

カメリノ大,春本晃江さんよりいただいた)の光反応性を調べたところ,野

生種と同じように光から逃げる反応を示し,さらにレチナ-ルの抽出を試

みると,細胞当りゾウリムシの場合と同程度の量が検出されている(金森,

中岡らの実験)｡プレファリズマの場合でもロドプシン様物質が働いている

のではないだろうか｡

6.今後の問題

ゾウリムシ等の原生動物でも,光受容物質が光を受けると,これが何ら

かの信号となって細胞膜上のイオン･チャンネルの開閉状態を変え光受容

電位を発生させる｡この経路が多細胞高等生物と比べ,どのように相同性

があるのか,特に何が光感受性のチャンネルの開閉調節を行っているのか

が問題である｡また,ここでは述べなかったが,光受容が引き金となって,

接合が開始されたり日周リズムの位相が変化したりするが,これらも興味

深い問題である｡ゾウリムシの電気生理的測定は容易であるが,突然変異

株を作ることはそれほど容易ではない(少なくとも私にとっては)｡光感受

性の変異株を用いることが1これらの問題解決の有効な手段となるに達い

ないが,そのためには専門を越えた研究者間の協力が望まれる｡
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ヒゲカどの光反応に関係する

遺伝子単離へのアプローチ

喜　寿　　　厚

1.はじめに

ヒゲカビ(Phycomyces)は接合菌類ケカビ目に属する糸状菌であり,菌

糸上に直径100JJm,高さ10cmにも及ぶ巨大胞子嚢柄を形成し,まさに

"ヒゲ"が生え,伸びた様である｡近縁に,ケカビ(Mucor)やクモノスカ

ビ(Rhizopus)等があるが,これらも名は体を表現している.後2菌は工

業的に重要なカビで,アミノ酸や有機酸,凝乳酵素(ケカビ)の産生菌と

して使われている｡ヒゲカビには今のところ産業的に重要な位置は与えら

れていないが,基礎分野で,接合反応,光屈性やカロチノイド合成に関す

る研究が積極的に行われている1)｡特に光屈性では,屈性の機構や光生物学

の最大の興味になっている青色光受容体に関する議論が展開されてきた｡

また,種々の突然変異体が数多く単離され出番を待っている2)｡このような

状況にあって,ヒゲカビから遺伝子,特に光反応に関する遺伝子を単離す

る研究に着手することになり,以下の筆者の考えたことを紹介させて頂く｡

用いるヒゲカビは標準株NRRL1555 (-)とし,変異株も標準株由来の株

を使用する｡

2.遺伝子を単離するための手法

遺伝子を単離する場合,作製したライブラリーから目的のcDNAや遺伝

子を釣り出す操作であるスクリーニングが要点になる.戴つかの参考書を

東北大学遺伝生態研究センター
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調べてみると, 9つぐらいに分類できた｡

スクリーニング法

(1) Immunoscreenlg

(2)　合成DNAプローブを
用いたスクリーニング

(3)　Heterogous probing

(4)　Differential hybridization

(5)　相補性によるスクリー
ニング

(6)　Gene tagging

(7)　Chromosome walking

(8)　発現によるスクリーニング

(9)　訳リゾームによる免疫沈降

特　徴　等

目的タンパク質の抗体が必要

目的タンパク質のアミノ酸配列の
一部がわかっている場合

目的遺伝子の1次配列が近縁種で
知られている場合

遺伝子転写に確実に差がある場合

突然変異体があるときに有効,
形質転換系の確立が前提

形質転換系の確立が前提,染色体
への挿入効率が高いこと

染色体地図で,目的遺伝子の近傍に
既知の遺伝子や検出し易い遺伝子
(酵素等)が存在する場合

動物の系で用いられている

RNase freeの抗体が必要

(1) (2) (3) (8) (9)は目的遺伝子のタンパク質あるいは近縁種で目的

遺伝子が得られている場合に適用できる手法である｡ヒゲカビでは,光に

応答して発現量が変化するタンパク質はまだ知られていなので,これらの

方法は使えない｡そこで, (4) (5) (6) (7)の手法を利用し,遺伝子単離

に挑むことになる｡なお, (6)の手法は,有用な形質転換系があれば原理

的にはどの現象にも適用できる｡アラビドプシス3)などで報告されている｡

また, (2)ではPCRを利用した方法もアラビドプシスGタンパク質遺伝

子の単離3)などに用いられ始めた｡

3.ヒゲカどの示す反応と光

ヒゲカビで研究対照になってきた反応1)について以下にまとめた｡

(1)接合反応

(2)カロチノイド合成

(3)胞子嚢柄,胞子糞の形成

(4)胞子発芽と接合胞子休眠



ヒゲカどの光反応に関する遺伝子単離へのアプローチ　13

(5)胞子糞柄切片からの再生

(6)光,重力屈性

(7)タンパク質性結晶の胞子糞柄での合成

これらの反応の中で,光によって制御されることが報告されているのは(1)

(2)(3)(6)であるので,スクリーニングとの関連でのどの現象をターゲッ

トにするのが妥当か検討した｡

(1)接合反応:接合反応を解析するために信頼できる突然変異体はな

いので, Differential hybridizationを用いる場合を検討した｡接合反応を

暗所及び明所(40W蛍光灯直下30cm)で観察したと･ころ,接合子形成が

明所で抑制されたが,その程度は極わずかであった｡また,接合過程のス

テージ1から8までのどこがどの程度抑制されているのかが明かでない｡

さらに,一定時刻にサンプリングする場合,顕微鏡下でみると常に複数の

ステージが混在している｡これらは,どの2つのステージを比較したらよ

いのか,また, mRNAを調整するために特定のステージをできるだけ早く

比較的大量に,しかも顕微鏡下からサンプリングすることになり,現象的

にも技術的にもかなりの困難を予想させた｡

光との関連はなくなるが,接合反応を細かくみてみると,接合子(接合

胞子でない)形成,相互認識,配偶子嚢内での核の挙動など興味ある現象

があり,これらについては解析を進めたいと考えている｡

(2)カロチノイド合成: Differential hybridizationの手法を用いる場

合を検討した｡ヒゲカビは光照射によりβ-カロチンを多量に合成蓄積して

黄色を呈するが,この現象は菌糸で顕著に見られる｡そこで,胞子嚢柄や

寒天培地の混入を防ぐために菌糸の液体振返(8字)培養を行ったところ,

暗所及び明所の菌糸は同様に成長し,しかも同様に黄色を呈した｡液体静

置培養では,酸素の供給が悪いためか成長が悪く,また明･暗所の菌糸は

ともにほんのわずかに黄色を呈するだけであった｡このように,ヒゲカど

のカロチノイド合成は,液体培養に持ち込むと光依存性がなくなってしま

う｡

カロチノイド合成の異常を引き起こす種々の変異株の中に,合成の光促

進反応が見られなくなったpic変異株がある｡ヒゲカビ形質転換系を確立
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図1接合交雑法によりマーツビングされたヒゲカビ遺伝子S).括弧内の遺伝子の配

置は端に位置する遺伝子(outsidemarker)に対しては決定されていない｡
●は動原体を示す｡

Hind皿

(1.5 kbp)

PJL 2
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(0.9kbp)
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図2　ヒゲカピー大腸菌シャトルベクター6)0 ARSPはARS活性を持つヒゲカ

ビDNAoこのベクターを改変してクローニング用コスミドベクターを作製

中｡
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し, Shotgun cloningによりL･ic変異を相補する遺伝子を単離することは

可能と思われる｡

(3)胞子嚢柄,胞子嚢の形成:成書1)によれば,胞子褒柄(Macrophore)

及び胞子嚢の形成は光によって促進されるとなっているが,筆者が培養し

た標準株は明所及び暗所で殆ど違わなかった｡胞子嚢柄でも,高さ数mm

のMicrophoreの形成は明所で完全に抑制されたが,標準株を用いると

Macrophoreの形成がどうしても煩わしい｡

当研究室で,胞子嚢柄を暗所で形成せず,明所で形成するような変異体

の単離を試みているがいまのところ成功していない｡しかし,明･暗所で

ともにMacrophore及びMicrophoreを形成しないimb変異株を単離す

ることはできた4)｡胞子嚢柄形成自体を解析するためには有用な変異株と

思われる｡

(6)光屈性:光屈性異常変異株にはmadAからmadIまでの9つの遺

伝子が知られており, madAとmadB変異株は,光受容体側に支障が起

こった変異株と考えられている｡

ところで,ヒゲカビでは24遺伝子がマッピングされている(図1)5)｡こ

こで注目したいのがⅠⅠリンケージグループのmadAとPu'rCである｡

♪〝γCはプリン合成系変異株でありプリン要求性を示す｡栄養要求性変異

を相補する遺伝子の単離は他のカビで成功しており,また, madA産物は

青色光受容体であるかも知れないという期待t)あり, madA遺伝子の単離

は魅力的である｡形質転換系を確立し, ♪〟rC変異を相補する遺伝子を単離

し,それをプローブにしてchromosome walkingによりmadA遺伝子を

単離できないかと考えている｡ pJL2(図2)はRevueltaと.Jayaramによっ

て開発されたヒゲカピー大腸菌シャトルベクターである6)｡現在,このベク

ターを改変してURA3を除き,カナマイシン抵抗性遺伝子を選択マーカー

に持ち, ARS活性を持つヒゲカビDNA (ARSP)とcos領域を導入した

クローニング用コスミドベクターの作製を試みている｡

4.形質転換系開発の試み

ヒゲカどの示す光反応と用いることができるスクリーニング法について
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検討した結果,種々ある突然変異株の利用が得策であるように思われた｡突

然変異体を利用して遺伝子を単離するには,効率のよい形質転換系の開発

が必要不可欠である｡また,変異体を利用しないスクリーニング法を用い

ても,単離した遺伝子をヒゲカビに戻して解析を進めるために形質転換系

の開発は必要になると思われる｡

形質転換系には直接導入法と生理的現象を利用する方法があり,以下に

まとめた｡

(1)直接導入法

(丑　カルシウム法　　　　　　　　　大腸菌に用いられる

(塾　PEG法　　　　　　　　　　　　プロトプラストに用いられる

③　ェレクトロポレーション法　　　プロトプラストに用いられる

④　リポソーム法　　　　　　　　　プロトプラストに用いられる

⑤　マイクロインジェクション法　　細胞や組織に用いられる

3　　　　　つ｣　　　　一-

≡≡　Nl　〓1き0∝9

0

0　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7　　　8

TIM ≡ thour】

図3　胞子嚢柄及び胞子糞形成過程の模式図o Stage IHIIは上方への成長が止ま

るため回転も止まり,胞子嚢が形成される｡StageIVaになり再び成長及び

回転が始まる｡矢印は胞子糞柄の回転方向を示す｡
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図4　胞子嚢内部の状況(筆者原図)｡ SIIIまでは胞子が形成されていないが,
sIVaになると多数の胞子が形成されている｡ 1個の胞子嚢に約105個の胞

子が形成される｡ 400倍で撮影｡

⑥　微小物衝突法
(パーティクルガン法)

(2)生理的現象を利用する方法

細胞や組織に用いられる

①　アグロバクテリウム-Ti (Ri)プラスミド法

高等植物(双子葉類)で用いられる｡ Gene taggingに有効｡

②　DNA注入法　/

ヒゲカビで開発中

ヒゲカビにおける報告6)7)8)では,発芽初期の菌糸からスフェロブラスト

を調製し,それにベクターを取り込ませるPEG法が用いられている｡ヒゲ

カどの細胞壁はキチンとキトサンを含むが,キトサナ-ゼは市販されてい

ないために適当な微生物から精製しなければな_らない(極く最近, BRL社

から市販されるようになった｡)｡このような問題点に加え;カビではもと
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図5　ヒゲカビ形質転換系のアイデア｡胞子嚢に注入されたDNAが胞子形成時
に胞子内に取り込まれるならば,選択マーカー(例えばG-418)の入った培

地で形質転換コロニーを得ることができる｡

もと形質転換頻度が低いことから,より有用な形質転換系の開発が望まれ

る｡現在開発中の形質転換系の原理を紹介する｡

胞子嚢柄及び胞子嚢の形成過程の模式図を示した(図3)｡一連の過程に

おいて, SILSIII胞子糞とSVIa胞子嚢の顕微鏡用切片を作製して内部の

状況を観察すると, SIIIまでは胞子が形成されていないことがわかる(図

4)0 SIトSIIIから胞子糞直下で胞子嚢柄を切り出し,寒天上に静置して

20oCに保存すると12-24時間後には胞子形成がみられ,その胞子は正常に

発芽した｡また,切り出した胞子嚢内にエオシンを極少量注入し, 30分ほ

どしてから蛍光顕微鏡下で観察すると,エオシンが胞子嚢内全体に一様に

拡散していることが確認された｡これらの事実から,胞子嚢内でみられる

胞子形成をそのまま利用した形質転換系が考えられた(図5)｡前述のコス

ミドベクターの作製を待って,形質転換効率,安定性などを検討したい｡
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5.ヒゲカビで単離された遺伝子

最後に現状として,ヒゲカビで単離された遺伝子を簡単に紹介したい｡ヒ

ゲカビでは,今までに3つの遺伝子の単離が報告されている｡ t7少1遺伝子

は,トリプトファン要求性の大腸菌をトリプトファン非要求性に相補する

DNAを遺伝子ライブラリーから釣り出すことにより得られた9)｡Ieul遺伝

子はMucor circinelloidesのIeuA遺伝子を用いたHeterogous probing

によりスクリーニングされた10)｡pyrG遺伝子は,コスミドベクターに作製

された遺伝子ライブラリーから, Aspergillus nigerのみ′rG遺伝子を用い

たHeterogous probingにより単離された11)｡これらを見るとHeterogous

probingは有用な方法であり,今後も同様の手法を用いた単離が行われる

ことはまちがいないと思われる.ヒゲカビを用いた相補性によるスクリー

ニング法はまだ報告されていないが,いままで見てきたことから考えると,

ヒゲカビにおいて光反応に関する遺伝子を単離するにはこの方法が妥当だ

と思う｡
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アカバンカどの青色光反応,

生物時計の場合

中　島　秀　明

1.はじめに

アカバンカビ, Neurospora crassa,は生化学遺伝学の端緒となった生物

である｡従ってこの生物を用いた様々な生理学的,生化学的研究の成果が

蓄積していることは言うまでもない｡さらに様々な突然変異株が登録され

ており,自由に利用できる｡このような好条件に恵まれていることもあり,

青色光反応の解析はこの生物でもその研究の対象になっている｡

アカバンカどの示す青色光反応は以下のようなものが報告されている｡

(1)カロチノイド合成1)

(2)膜電位の過分極2)

(3)被子器形成の促進3)

(4)被子器ロの屈光性4)

(5)分生子形成リズムの発現の阻害と位相変化5)

このほかにも最近青色光によって発現するmRNA群の報告もある6)｡この

なかで最もよく研究されているのはカロチノイド合成の青色光による促進

である｡

我々の関心は生物時計の分子機構であるが,この時計の制御に青色光が

大きな働きをしていることから,この光の受容機構の解析によって生物時

計の分子機構についてのなんらかの手がかりを得ることができると考えて

いる｡ (5)に挙げたように,光によるリズムへの影響は2種類あるが,始

岡山大学理学部
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めのもの,すなわちリズム発現の阻害については残念ながらあまり関心も

なく,実験も行なっていない｡しかし後者,位相変化については若干の解

析を行なっているので,我々の研究成果を中心にして話を進めてみたい｡な

お位相変化をもたらす光として青色光が最も有効であり,作用スペクトル

から,これが典型的な青色光反応であることはFeldmanの研究室で確か

められている7)｡始めにこの現象に我々が係わったのは,光による位相変化

は温度依存で,温度が高くなると,阻害されることを発見したことから始

まる8)｡このとき′位相応答曲線の形の傾向は変化せず,ただ起こる位相変化

の大きさが徐々に小さくなり,最終的には36oCで完全に阻害されてしま

う｡アカバンカどの成長はこの温度くらいで最大になるので,この温度が

カどの代謝に不都合なものではないことは確かである｡光受容系と時計を

つなぐ過程の中に高温で不安定になる反応があるのではないかという類推

をしたが,それ以上のことはなにも分からなかった｡この後,原形質膜

ATPアヤゼやエネルギー代謝の阻害剤がこの過程に与える効果の解析か

ら,光は膜ATPア-ゼ活性を促進して,膜電位が過分極し,その結果とし

て位相変化が起こる可能性を示唆した9)｡この青色光による膜電位の過分

極については,若干の問題はあるが,最近になって確かめられている｡

2.タンパク合成の関与

生物時計と光受容系のあいだをつなぐ過程に新たなタンパク合成が必要

であるかどうかを調べた10)｡この研究の出発は光による新mRNA群の発

現が報告される前であったが,我々も,もしタンパク合成が関与している

なら,当然新しいmRNAができているはずで,もしそうなら,光処理をし

たものとそうでないもの,または光による位相変化が顕著に起こる位相と

全く起こらない位相で, mRNAの差を取れば,必ずこの両者をつなぐ過程

に必須のmRNAを発見できるはずであると考えた｡mRNAの合成阻害剤

はその効果の特異性が確かめられ,さらに時計への影響を見たものはな

かった｡そのため,これまで我々自身もよく使ってきたタンパク合成阻害

刺,シクロへキシミドで実験を行なうことをまず考えた｡光,シクロへキ

シミド両者とも位相変化をもたらすので,結果の解釈は大変困難であるこ
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とは予想できるが,好運であったことは,両者が最も位相変化をもたらす

位相は全く異なることであった｡光が最も位相変化をもたらす位相はシク

ロへキシミドでまったくといってもよいほど影響を受けない｡位相全体に

わたって,光とシクロへキシミドをそれぞれ単独に,また両者を同時に与

えたときの位相応答曲線を比較すると,同時処理したものの位相応答曲線

はまったくシクロへキシミドのみで処理したものと一致した｡このシクロ

へキシミドの効果はシクロへキシミド耐性株では起こらないことから,

我々はシクロへキシミドはタンパク合成を阻害することによって,光によ

る位相変化を阻害していると結論した｡したがって次の段階として,先に

述べたmRNAの解析を行ないたいと考えている｡

3.カルシウム代謝変異株の光受容

生物時計の機構の中で,カルシウム代謝が重要な働きをしている可能性

0 10-6 10~5 10-4 10-3

CaC12(M)

図1

10-2 10
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が強いという結論を得たので11),両者の関係を知るためにここ数年,カルシ

ウム代謝変異株の分離を試みている｡これは高濃度カルシウムとA23187

を含む培地中で成長しない変異株を分離することによって行なっている｡

そのうちのあるものは,液胞カルシウムポンプの活性が顕著に低くなって

いるために,正常な培地で成育できなくなっていることは既に報告した12)

(図1)｡この変異株は少なくとも周期や分生子形成の位相については野生

株と同じであったが,それ以上の解析はまだ行なっていない｡しかし光と

関連して面白いのはca23-2と名付けられた変異株で,これはさまざまな

表現型の変化を見せるが,興味のあるのは,この株は低濃度のカルシウム

培地では全く成長しない｡先に述べた変異株とは全く逆の性質を示す点で

ある(図1)｡また光による位相変化が起こらない｡この光不感受性は二つ

の可能性によって説明できる｡一つは実験を行なった条件下では生物時計

が働いていない,したがって光による位相変化も起こらない｡もう一つは

この変異株は時計と光受容系のあいだのなんらかの反応が阻害されたよう

な変異株であると考える｡しかし前者の考えはまちがっていることが明ら

かになった｡それは同じ実験条件下で温度変化に対する位相応答曲線を作

成してみると,この変異株と野生株は全く同じであった｡これは時計は正

常に動いていることを意味している｡我々はこの変異株の解析に大変興味

を持っている｡同じような性質を持つ変異株が最近新たに分離されたこと

もあり,この変異株の解析はアカバンカどのカルシウム代謝そのものの解

析と同時に,先に述べた時計と光受容系のあいだをつなぐ過程についての

手がかりを与えてくれそうである｡現在この変異株を用いて,この遺伝子

のクローニングの準備をしている段階である｡
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シロイヌナズナの光,重力および接触

屈性異常突然変異体の分離と解析

岡　田　清　孝

高等植物が,光,温度,重力,接触,養分などの環境刺激を感知し,そ

の方向や強度に応じて成長のパターンを変化させることはよく知られてい

る｡これらの成長変化を生じる機構を調べるために,これまで種々の生理

学的な解析が行われてきた｡私達は,分子遺伝学的な側面からこれらの反

応を調べ,遺伝的制御機構を解明したいと考えている｡特に,根が光,重

力,接触などの物理的な刺激を感知して伸長の方向を変化させる反応につ

いて解析している｡

1.研究材料-シロイヌナズナ一

研究材料には,突然変異体の分離解析が比較的容易なシロイヌナズナ

(Aナ1abidoPsis ihaliana)を用いている.この植物は,アプラナ科の野草で

あるが,栽培が簡単で,多数の植物体を扱うことができ,遺伝的な解析に

優れているので,植物のショウジョウバエと呼ばれている｡特徴を下にま

とめた｡

1.世代時間が短い｡播種後,約3-4週間で開花し, 5-6週間で種子を得る

ことができる｡

2.栽培が容易で,栽培条件をコントロールできる｡恒温(22-25oC)で常

に照明した実験室で栽培することができる｡水耕栽培ができる｡

3.多数の植物を取り扱うことができる｡草丈が小さく(20-30cm)小型な

ので,数個のプランターで数千個体を育てることも可能である｡

基礎生物学研究所
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4.ゲノムサイズが小さい｡ハブロイドあたり7×107塩基対である｡

5.遺伝解析に適している｡染色体数が少ない(n-5)｡遺伝子地図が作ら

れている｡

6.系統の維持が容易である｡自家受精し,一個体あたり数百から数千の種

子をつける｡種子は乾燥状態で長期間保存することができる｡

上に示した特徴に加えて,種子を突然変異誘起剤で処理することによっ

て効率よく突然変異体を生じさせる方法や,Tiプラスミドベクターを用い

て植物細胞に遺伝子導入する技術,プロトプラストから植物体を再生させ

る系も開発されており,これらの実験技術を組み合わせて研究を展開させ

ることが可能になった｡また,この植物を用いる国内外の研究者の数が近

年急激に増加しており,ほぼ毎年開かれる国際研究集会などで情報の交換

も活発におこなわれるようになってきた｡

-竿11-I -㍗-LJ I

図1シロイヌナズナの根の重力屈性が異常になった突然変異体を分離する方
法｡寒天培地の上に種子をまき,培地を垂直に立てて発芽させる｡発芽後
3-4日で培地の向きを90度回転させる｡正常な重力屈性を示す植物は,

根が曲がって下向きに伸び,茎は上向きに起き上がる(1)｡この方法で,

2種類の突然変異体,反応が鈍いもの(2)と,反応しないもの(3),が

分離された｡いずれの突然変異体も茎の重力屈性は正常であった0
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2.根の重力屈性に異常を持つ突然変異体の分離と解析

我々は,重力屈性に異常を持つシロイヌナズナの突.然変異体を分離する

ために,垂直に立てた寒天培地上で幼苗を育て,栽培途中で培地を横に置

いて重力方向を変化させて主根の伸長方向を調べた(図1)｡正常な植物体

の根はかぎ型に屈曲するが,屈曲反応が異常になった突然変異体がいくつ

か分離された｡突然変異体は大きく2種に分けられる｡第一のグループは,

屈曲反応が遅くかつ不完全になるもので,根の伸長方向と重力方向のずれ

の最大値が野生型の倍になっている(reduced response mutants)｡第二の

グループは,根の伸長方向がランダムで,重力方向の変化に反応しない(no

response mutants) 0

遺伝的な解析から,得られた突然変異体は二つの遺伝子座(auxl, agrl)

にマップされた｡興味深いことに,それぞれ遺伝子座にマップされた突然

変異体には,第一グループと第二グループの両方が含まれている｡また,同

-′LJ lアーム-千/1山7-人ノLJ--TIJ1　　　…　　L-㍗-IJ I Tjl竿･･J lアIJうう-

図2　シロイメナズナの根の障害物回避反応が異常になった突然変異体を分離
する方法｡寒天培地の上に種子をまき,培地を垂直に立てて発芽させる｡

発芽後3-4日で培地を傾ける｡正常な植物は,根の先端部が回転し,か
つ一定時間(約6時間)ごとに回転方向が逆転するので,根が寒天の表面

を波型に成長する(1)｡この方法で, 4種類の突然変異体(2-5)が分離

された｡
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じ遺伝子座に属する突然変異体を掛け合わせたFlは,第一のグループの

形質を示す｡こLo)ことは,少なくとも2個の遺伝子が,重力方向の変化を

感知したあと,伸長領域に情報を伝達する機構に関与していることを示唆

する｡

A B C D E F G H

喜描
0  1  2  3  4  5  6  7 hr

図3　45度斜めに置いた寒天培地上のシロイヌナズナ芽生えの根の成長(Okada　&

Shimura, Science, 1990より)｡

(AIH) :根の上に炭素の粉末(1-6)を置き,一時間ごとに撮影して炭素粉末の動

きを調べた｡ (I,∫) :根の先端部の回転方向と根の成長方向の対応を示す｡ (K) :

根の先端から各炭素粉末までの距離の変化｡0.35-0.75 mmの伸長領域にある炭素

粉末の位置は大きく変化する｡ (L) :炭素粉末(1, 3, 5)が根の上でどのような

角度に位置しているかを追跡した｡粉末1, 3は3時間日まで左方向に移動し,つ
いで右方向に移動するoこれは根の先端が回転し, 3時間目に回転方向が逆転し

たことを示す｡粉末5は2時間目以降位置が変化しない｡ 2時間目には粉末5は

伸長領域を離れている(K図参照)｡したがって,回転するのは伸長領域より先端

部であることがわかる｡



シロイヌナズナの光,重力および接触屈性異常突然変異体の分離と解析　31

3.根の障害物回避反応に異常を持つ突然変異体の解析

根が土中を伸びていく際に石や他の植物の根などの障害物に接触する

と,これらを回避するために一時的に根の伸長方向を変える｡我々は,こ

の反応に関わる遺伝機構を調べるために,シロイヌナズナの芽生えを45度

傾けた寒天培地の上に置いて育て,根の成長パターンを解析した(図2).野

生型植物の根は,先端部分が回転してねじれ,かつ回転方向が約6時間ご

とに逆転するために,傾けた寒天培地の上に波型をえがいて伸びていく(図

3)｡根端部(先端から約0.7mmまでの部分)が右ネジの方向に回転すると

根は反時計まわりに円弧を描くように伸長し,逆に根端部が左ネジの方向

に回転すると根は時計まわりに円弧を描く｡この波型の伸長パターンが異

ュ　SLT.↓ 2　%

↓　otIT

図4　シロイヌナズナの根の光屈性が異常になった突然変異体を分離する方

法｡寒天培地の上に種子をまき,培地を垂直に立てて発芽させる｡発芽後
3-4日で,左の側面のみを残して培地全体を黒い紙で覆う｡左側から白色

光を照射する｡正常な植物の根は約45度右の方向に伸びる(1)｡重力屈

性は正常だが光屈性を示さない突然変異体の根は,まっすぐ下に伸びる
(2)0
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常になった突然変異体には,ねじれを生じないものや,強くねじれるもの,

回転方向が逆転しないものなどがある｡これらの突然変異体は,正常な障

害物回避反応を示さない｡

これらの突然変異体の中には,重力屈性も異常になったものがあるので,

重力屈性過程とねじれ伸長過程は異なる制御機構の下にあるが,その一部

には同じ遺伝子が関与していると考えられる｡

4.根の光屈性に異常を持つ突然変異体の分離と解析

シロイヌナズナの根は,光(白色光)を避けるように光のくる反対方向

に伸長する｡我々は,根の負光屈性に異常を持つシロイヌナズナの突然変

異体を分離するために,垂直に立てた寒天培地上で幼苗を育て,栽培途中

で培地を黒い紙で覆った｡寒天培地の一方の側面からのみ光(白色蛍光灯)

を照射して主根の伸長方向を調べた(図4)｡正常な植物体の根は垂直方向

から約45度の角度で光照射の逆方向に伸びる｡これは,正の重力屈性によ

る下向き伸長と負の光屈性による横向きの伸長のベクトル和の方向に伸長

するためと解釈される｡したがって,シロイヌナズナの根では光屈性と重

力屈性が同時に作用すると考えられる｡(上に示した接触刺激による回転反

応の際には,重力屈性機構は抑制されている｡この結果は,物理的刺激に

よる反応に階層性があることを示している｡)これまでに分離された光屈性

突然変異体は,横方向から光を照射してもまっすぐ下に伸長する｡この突

然変異体の重力屈性は正常である｡

上記の三種類の物理的刺激は,いずれも根の先端部分で感知されると考

えられる｡重力方向は根冠の細胞で感知されると考えられており,障害物

の接触刺激も当然根の先端で受容されるであろう｡また,根の先端部にフイ

トクロームが存在するという報告もあるので,光もまた先端部で感知され

ている可能性が高い｡しかし,屈曲や回転をおこなうのは根の伸長領域で

ある｡この領域は根の先端から0.35-0.75mm離れているから,根の先端部

で感知された刺激の情報は,数十個の細胞を介して伝達されなければなら

ない｡これまでに分離された突然変異体は(1)刺激の感知, (2)刺激情報

の伝達, (3)屈曲または回転,の各段階のいずれかに異常を持つと考えら
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れる｡

現在我々は,これらの突然変異体を用いて遺伝子の分離を試みている｡こ

のような分子遺伝学的解析の結果をこれまでに蓄積された生理学の知見を

つきあわせることによって,重力屈性や障害物回避反応の機構をより詳細

に理解することが可能になると期待される｡
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シロイヌナズナを用いた光反応

機構変異体利用の可能性

米　田　好　文

シロイヌナズナは,高等植物のうちで最も分子遺伝学的研究に適した材

料であることは周知の事実となってきた1)｡我々は,特に三つの側面から重

要な素材であると捉えている｡即ち,遺伝子DNA源,トランスジェニッ

ク･植物の宿主,および遺伝子歩行法などによる突然変異遺伝子単離の出

発材料である｡このような観点に立って,環境要因としての光を用いる光

反応に関連した生物現象のうち,フイトクロムタンパク質遺伝子発現調節

を解明するためのトランスジェニック宿主および花芽形成機構研究のため

の材料に使用している｡この2つのトピックスについてまとめてみたい｡

光形態形成反応が起こるためのスタートとなる光情報の受容は,種々の

光受容体が行なうことが知られる｡そのうち赤色光受容タンパク質である

フイトクロムのみが単離されており種々の研究が蓄積してきた2)｡フイト

クロムタンパク質遺伝子の研究は,最近になり遺伝子の単離とともに可能

となり双子葉植物ではエンドウを用いた研究が活発に展開されつつあ

る3)｡我々は既に,エンドウ遺伝子上流約2.3kbDNAをレポーター遺伝子

(GUS遺伝子を用いた)に結合してペチュニアに導入した｡このトランス

ジェニック･ペチュニアは;レポーター活性の赤色光によるdown-regula-

tionを示し導入2.3kbDNA中にフイトクロム自身による発現抑制のシグ

ナルの存在を示した｡このようなレポーター遺伝子を,続いて種々の発現

調節変異体の単離を目指してシロイヌナズナに導入した｡シロイヌナズナ

内でのレポーター活性は白色光下でもかなり高く,暗条件にするとさらに

東京大学遺伝子実験施設
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活性発現が上昇した｡したがって,フイトクロムによるdown-regulation

を明確に再現できなかった｡その原因が,シロイヌナズナ内在のフイトク

ロムによるのか否かについて追求中である｡また,突然変異手法を用いて

エンドウ中での発現調節(すなわちdown-regulation)を回復できないかと

検討している｡こうして,発現調節機構解明に寄与したいと思っている｡

花芽形成の問題は,古くから植物生理学者の非常な興味を引きつけ多く

の研究が蓄積してきた｡光との関連では,短日植物アサガオを中心に展開

されてきた｡戎々は,ここでも遺伝学的手法が強力かつ必須であると思い,

シロイメナズナを花芽形成研究の材料としたいと考える｡実は,突然変異

単離研究の初期より,花成が遅れる変異体が認識されていたが主として計

量遺伝学的形質として多量遺伝子支配の例として集団遺伝学的なアプロー

チが中心であった｡我々は,そのうち質的形質と呼び得るような花成遅延

の明らかな単一遺伝子変異を対象に収集,研究してきた｡まず,突然変異

頻度は,一色素異常などの他の突然変異と同程度で明確な花成遅延変異(即

ち質的形質)が得られることがわかった｡今のところ,通常の頻度では花

成が全く起こらない変異体は得られていない｡その原因となる作業仮説と

して,花芽形成過程の反応は大部分が多重反応過程であり,阻止されると

その後の反応がすべて止まるといった反応を持つ過程はきわめて少数であ

るということを考えた｡これに基づき各花成遅延を支配する遺伝子作用を

1つずつ明らかにしたいと考えている｡

光情事酎ま,野生の植物にとり重要な環境情報である｡アサガオ等の短日

植物では光との相互作用につき明確な連関があるが,長日植物はそれほど

明確ではない｡特に,シロイヌナズナの属するアブラナ科植物では,青色

光,遠赤色光が花成に促進的であり,どの様な光受容体が関与するか未だ

に不明とされる｡将来,光との関連で花成を考える基本として光無しでの

花成を調べることは,有意義なアプローチであると考えた｡光を無くして

も光合成産物(ショ糖)を補うと花芽形成する事がわかっているので,野

生型系統をもちいて種々の暗黒花成条件を検討した｡光のない条件では,糖

を補うので無機塩の合成培地を用いてしかも無菌栽培で行なった｡寒天等

を使う固形培地では, 90mmシャーレ,内容積の大きいガラス管ビンとも
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に双葉以上には展開せず花成反応も起こらなかった｡ネジロ試験管に入れ

た液体培地を用いて培養すると,振迫をかけた場合にのみ植物が伸長して

花成反応を示した｡光があると液体振温培養では阻害物質が蓄積するのか

植物の生長が阻害され花成しないこともわかった｡このように暗黒花成は,

光以外の条件も関連しているらしい｡その状況証拠として,花成遅延変異

体の一種co変異体では,液体振畳培養以外に内容積の大きい管ビンでも

増殖して花成するし,棲性変異体の一種∂γ変異体では,それらの条件に加

えて90mmシャーレ中でも増殖し花成することを兄いだした｡野生型で

花成する液体振返培養を暗黒花成の標準法として採用して,種々の花成遅

延変異体の暗黒花成を調べた｡ co, gi, ldを含めて調べた変異体すべて,暗

(y)

中≡s JalJP S!SaLllLRP　1P　各ロ

図1明暗シフトによる花成反応｡
D日間,暗黒液体振盟培養後,明条件に移して花成までに明条件で要す

る日数をy日で示す｡実線が野生型株,点線がgg変異体｡例えばD-0

は,明条件での花成反応であり, y-0は暗黒下での花成を示す｡
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黒花成は正常即ち野生型と同一の花成反応を示した｡いわゆる花成遅延変

異体は,この条件下での暗黒花成は正常ということになった｡表面的に言

えば,これらの実験条件下でシロイメナズナの花芽形成にとり光は抑制的

でありその抑制効果を阻止するため種々の遺伝子が作用する｡その遺伝子

変異を花成遅延変異として同定していると考えることができよう｡

続いて明暗シフト実験を行なった｡暗黒培養(液体振藍培養)した植物

を明培養(固形培地)に換え花芽形成を観察した｡図1に示すように花芽

形成までに必要な日数を明条件に移してからの日数で示すと当初増加する

が2週間を過ぎる辺りから直線的に減少した｡これは,図に示す例えばgi

変異体(点線で示す)を用いると顕著な不連続な線となった｡増殖の指標

に花芽形成時のロゼット葉数を縦軸に用いると, gi変異体ではその不連続

性がさらに明確になる｡即ち,暗黒培養の初期には,変異体型のロゼット

葉数(30枚程度必要)を示すが,不連続点以後は野生体型葉数(8枚程度

必要)で花芽形成を完了することがわかった｡後者の実数が暗黒培養の葉

数そのものであるから,図1の最も単純な解釈は,暗黒培養当初は暗黒型

の花芽形成反応をスタートしていないが,不連続点以後暗黒培養型の花芽

形成がスタートしたということである｡この解釈をさらに進めると,図1に

示すグラフが横に書いた関数に近似できるとすれば図2に示すような作業

仮説が導かれる｡花芽形成反応として明型(LFで示す)と暗塾(DFで示

す)の2つの経路があって,途中で暗-明と換えてもそのまま花芽形成に至

るところから初期反応が特に区別され後半は共通らしい｡更に,いわゆる

花成遅延変異体は,明型の初期反応変異体であるといったものである｡図

2では, Col. (野生型)とgiのみを示すが暗型花成ではいずれも40日で花

成する｡明型花成では,各々18日と40日を要する｡暗型花成(DF)は,そ

の中身は均一ではなく前半(pre-com.で示す)と後半(post-com.で示す)

に分かれる｡前半期に明条件にされるとLF型の反応が相加的に加わり,そ

の合計の日数が花成に要することになる｡ただし,暗黒下で一般的増殖は

始まっているので光なしでは約半分進むと考えた(図1の関数の係数～2)0

後半期に明条件に移されても既にDF型花成はスタートしており,後半の

23日分の残りを明条件下で消化すればよい｡
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DF

LF

pre-com 17 p(方t･COm. 23

l　　　ノ/　　　　//I

l　　′/′　　　　　/  I

l　′./　　//　l

/　　　　　　　　　　　　　　/

′

Col.　18

l　　　ー-ー　-　ー　　　l
ー

gi2　　　　　　　40

:≡≡享-
図2　明型および暗異型花成反応の作業仮説｡暗黒型花成(DFで示す)と明型

花成(LFで示す)の日数を数字で示す｡ DFは, pre-com.とpost-com.

に分かれ各々17日, 23日要する｡点線はその発生過程のだいたいの対応

関係を示す｡下の矢印は,花芽形成反応の時間的経過を示す模式図｡

このようにして現在までに遺伝子地図上に位置づけられている-. co,gi,

及び多くの明条件下で得られてきた質的突然変異体を用いることによっ

て,今までなかった観点から花芽形成における光との相互作用についてア

プローチできることが期待される｡

野生状態では,光無しで植物は生育できないので暗黒下での花成反応は

実験室でのみ達成される｡これに関連して,最近米国のJ.Choryらは興味

深い突然変異体を報告した4)｡上記のように,野生型植物で早まシャーレ等で

生育させると暗黒下で双葉以上には展開しない｡彼女らは,その条件でも

本葉を展開し光要求性遺伝子群が発現しているdet (de-et iolation)と命

名した単一劣性変異体を単離した｡暗黒下で本葉が展開しないという形質

も遺伝子支配によることを見事に示したことになる｡彼女らの記述による

と本葉は展開するが花芽形成しないという｡我々の上記の知見と照らし合

わせると花成に到るまでまだステップがあることを示している｡ det変異

体と我々co, br変異体との関連を知りたいところである｡上記のように,暗
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黒下では液体振盗培養のみで花成した｡第一義的にはおそらく栄養補給が

最も容易な条件にと思われるが,かなり水過剰ストレス状態にあると思わ

れる｡そのため我々は, SOS凸oweringと呼ぶことがあるが水ストレス以

外に暗黒そのものもストレスかも知れない｡また,暗黒花成に培養器の内

容積が関連していることからもストレスホルモンエチレンとの関連を予想

させ,その線から追求してみたいところである｡

以上のように,シロイヌナズナを用いて突然変異体単離とその遺伝子単

離を行なうこと･により光形態形成の問題への有効なアプローチ法になると

考えられる｡

付　記

ワークショップの際いただいた,岡山大学中島秀明先生はじめとするご

討論に感謝致します｡

参考文献

Meyerowitz, E.M. (1987) Ann. Rev. Genet. 21: 93-111.

Furuya, M. (1989) Adv. Biophys. 25: 133-167.

Sato, N. (1988) Plant Mot. Biol. ll: 697-710.

Chory, ∫., C. Peto, R. Feinbaum, L Pratt, and F. Ausubel (1989) Cell 58

991-999.



オーキシン作用の分子生物学的研究

山　本　異太朗

オーキシンの作用を,オーキシンによる遺伝子発現の調節という側面か

ら理解しようとする試みは1960年代から散発的に行われてきた｡このアプ

ローチは,オーキシンによって植物組織の伸長成長がおこる系や,その維

持にオーキシンが必須である組織培養の系で主に行われてきた｡前者は,

オーキシン投与後10分程度で検出できる早い反応で比較的単純な現象と

考えられることから,オーキシンの作用を研究するうえで良い系となって

いる｡本稿では,この現象に関して今までに単離された遺伝子を整理する

とともに,筆者らが最近得た知見をあわせて紹介する｡また,伸長成長以

外の系でオーキシンに関して単離された遺伝子についても必要に応じて言

及する｡

高等植物の伸長成長に,特定の遺伝子の転写調節が関与しているかどう

かという点は1960年代後半より問題になっていたが,長いあいだ信頼でき

る実験結果が得られなかった｡1980年になって,poly(A)+RNAのin viiro

翻訳ができるようになってはじめて,オーキシン処理が少なくとも数種類

のmRNAの翻訳活性を増加させることが疑問の余地なく明らかになった

のである1)｡引続いて,オーキシン処理によって変動するmRNAのcDNA

クローニングが行われ,最初のクローンとして1982年には黄化ダイズ芽生

え下腔軸切片より2種類のcDNAクローンが得られている(後述のaux28

とaux22)2)｡それ以来,比較的多数のクローンが発表されているが,それ

基礎生物学研究所
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表1.オーキシンによる成長制御に関連して単離された遺伝子およびそ
の周辺の遺伝子

遺伝子 冰)x�+x.��y�B�コードしている 蛋白質の大きさ (kDa) 兌hﾊ2�

Arg1 �8H4x6�8ｨ岑鵰�"�44 釘�

Aux28 �5�485�ｩZ��"�28 �2�

Aui(Gmhsp26-A) �5�485�ｩNﾈ�"�26 迭ﾃb�

AuX22 �5�485�ｨ鵰�"�22 �2�

Sar �486�58扞���12,5 ����

Arg3 �8H4x6�8ｨ岑ﾖ�"�10 釘�

Saur �5�485�ｩNﾈ�"�0.9-10.5 唐�

Par �5�6�5"�7h8ﾘ6x7h8�5�6r�25 免ﾂ�

Dbp �5h8ﾘ488�6�5�6��21 ��b�

表2.オーキシンによって誘導されるプロモーターにみられる保存され

_.ているDNA配列要素(シス･エレメント) (文献13を一一一部拡張･

改変)

配列 �7h8ﾘ8(�ｸ5��ｲ�位置 兌hﾊ2�

1)GCAC-CATGCGT ��W�#��-210 �2�

GCAG-CATGCAC ��U�#��-285 �2�

GCAG-CATGCAT ��U�#"��-207 �2�

GCATTCATACGC 没ﾖ�7�#bﾔ��-179 澱�

CCAHTATGCcc �6�X爾�-130 唐�

GCA-CATACGT 蒙�2�-114 ��2�

2)AGTTTTTT 没ﾖ�7�#bﾔ��-229 澱�

AGTTTTTT 芳'��-470 ��b�

AGTTTTTT ���"�-594 ��"�

AGTTTTTT ���"�-705 ��"�

らはmRNAの大きさとしては高々1kb程度,蛋白の大きさとして22か

ら28kDa前後の,比較的小さいクローンであることが多い｡これらのク

ローンの内いくつかのものについては最近になってやっと塩基配列が明ら

かになってきたので,それらの配列について説明する(表1)0
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Aux22とAux28　最初に塩基配列が明らかになったオーキシン誘導遺伝

I7-がaux28とaux22である3)｡両者の配列は互に関連があり,相同な5カ

所の部分がまったく関連のない6カ所の部分の間に交互にはきまってい

る｡しかし,たがいにクロス･ハイブリダイズするほど相同性は高くない｡

両auxにホモロジーのある遺伝子は他には発表されていない｡両遺伝子と

もに,コードする蛋白はイオン性のアミノ酸残基を多く含み,非常に親水

性である｡ aux28には4個, aux22には3個のイントロンがある｡

auxのmRNAは下腔軸の成長部位に多く存在し,その切片にオーキシ

ンを与えることによって10倍近く増加する｡下肢軸をオーキシン処理する

とエチレンが生成するが, mRNAの増加はエチレン処理によっては起こ

らない｡この効果はオーキシン処理開始15分後には検出されることから

オーキシンの一次反応に近い現象である可能性がある｡

両aux遺伝子のプロモーターの塩基配列を比較することによって,オー

キシン誘導に関与する塩基配列(シス･エレメント)を特定することが試

みられている｡その結果, 9bpのTGATAAAAGとGCANNNTGCの二

つが候補として挙げられている(表2)｡両aux遺伝子のコピー数はともに

1ないし2コピーと推定されているo筆者らは最近,黄化ヤエナlJ下腔軸よ

りディファレンシャル･スクリーニングでオーキシン誘導性cDNAクロー

ンを6個単離した4).その内3個はaux22のホモローブであったoただし,

3個の内の　つは,蛋白をコードしている領域の塩基配列に関してaux22

との相同性が58%と低く, mRNAの大きさも1.3kbで1kb内外の他の

aux22mRNAに比べてはるかに大きいことから,他のaux22ホモローグ

とは若干性質の異なる遺伝子ではないかと考えている｡この知見から,aux

遺伝子ファミリーの構成は実際はもっと複雑であろうと思われる｡

AUI (AUxinlmduced)またはGmhsp26-A　この遺伝子もダイズ組織か

ら得られたものだが5),その塩基配列を調べてみるとダイズ下肺軸から得

られた熱ショック蛋白(hsp)の遺伝子gmhsp26-A6)と同･であった｡ただ

し,この遺伝子は下歴軸では熱ショックで誘導されるが,幼芽では同処理

で誘導されることはない｡また,カドミウムを代表とする重金属イオンに
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よっても誘導をうけるが,種々の重金属による誘導のかかりかたも器官に

よって異なる｡オーキシンに反応することからも分かるように,auiは性質

が他のhspとはかなり違うように思われる｡熱ショックがかかっていない

時にもかなりの量が発現しているし,熱処理しても普通のhspほどは誘導

されない｡低分子量のhspはオーガネラに局在するものが多いのだが, aui

は細胞基質に存在している｡

auiはカドミウムや銅イオン処理をうけると,オーキシンや熱処理時に

誘導される1kbのmRNAのほかに1.4kbのmRNAも増加する｡この遺

伝子にはイントロンが一つあり,重金属が転写を促進するとともに転写産

物のプロセッシングを阻害している｡また,auiは5, 6個の成員からなる遺

伝7-ファミリーを形成しているらしいo

auiのプロモーターには,相同性の程度は低いもののショウジョウバエ

の熱ショック･エレメントや,ホ乳類の金属応答エレメント(metal-respon-

siveele叩.ent)と相同性のある配列がある6'｡ auiのアミノ酸配列を動植物

で広く見られる低分子壷のhspと比較してみると,アミノ末端側ではほと

んど似ていないが,カルポキシ末端側のエクソン部分では15から30%程

度の相同性があり,そこでのハイドロパシー･プロフィールはたがいによ

く似ている｡

sAtJR (Small Auxin-Up RNAs)　オーキシンに反応する550b程度の

小さいmRNAのcDNAクローンが10種類近く報告されており7)(一部未

発表),saurと名づけられている｡この遺伝召ま発現が早いことに特徴があ

り,ダイズ下腔軸切片を50/`M 2,4-Dで処理すると2.5分以内にmRNA

が増加し始める｡これらの内三つのクローンについては詳細な研究が報告

されている8)｡この三つの中で,二つのmRNAには発現に関する器官特異

性があり,下腔軸の伸長部位ではオーキシンに反応するが,第一葉ではほ

とんど反応しない｡残りの一つは両器官でオーキシンに反応する｡ in situ

ハイブリダイゼ-ションで調べてみると, saurは下腔軸伸長部位の表皮と

皮層細胞でその発現が検出されたが,維管束では発現していなかった9)｡

saurの転写産物の量は,シクロ-キシミド等の蛋白合成阻害剤の投与に
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よっても一時的に増加するが,これは転写産物が蛋白合成阻害剤の投与に

よってより安定になるためで,遺伝子の転写活性は変化しない｡

saurのゲノム解析の結果,互に相同で240から270bpのORFが5個,

約1.25kbpの間隔をおいて集合している約7kbpの領域がみつかった8)｡

この5個のORFの内三つは前述の三個のcDNAクローンに対応してい

るが,残りの二つのORFは実際に発現しているかどうかは確認されてい

ない｡約60%の塩基配列が五つのORFで共通であった｡どのORFにもイ

ントロンがなく,0.9から10.5kDaの親水性蛋白をコードしている｡等電点

はpH6とやや酸性に推定されているoアミノ酸配列昧56%が五つのsaur

で一致している｡

五つのORFの上流域を比較すると,TATAボックスの外に,その約100

bp上流に二つのよく保存されている領域を認めることができた｡その内の

一つは, auxでシス･エレメントの候補として挙げられた配列の一つとあ

る程度の相同性があった(表2)｡また, ORFの約20bp下流にもよく保存

されている領域があるが,この配列に類似の配列は今までにまったく報告

されていない｡ ORFより約700bp下流,すなわちsaur遺伝子間のほぼ中

間あたりに,もう一つよく保存された約20bにわたる領域がある.この配

列はダイズの熱ショックの3′非翻訳領域(ORFより約15bp下流)に見ら

れる配列と相同であった｡

一方, saurcDNAクローンでこの五つのORFに対応しないものがまだ

相当数残っていることから, saur遺伝子の構成は実はもっと複雑であろう

と考えられている｡筆者らもヤエナリ組織よりsaurのcDNAクローンを

一つ単離している

SAR (StrawberryAuxin-Repressed)イチゴ花托(食用にする部分)は

オーキシンによって肥大する典型的なオーキシン反応性器官である｡この

現象でレベルが変動するcDNAクローンが3種類単離されているが,その

中の一つはオーキシン投与によって発現のレベルが減少するクローンで,

sarと名づけられた10)｡これは,オーキシンによって発現が抑えられること

が明らかになった最初の遺伝子である｡この系でレベルが増加するクロー



46

ンについては,まだ塩基配列が発表されていない｡

オーキシンによる伸長成長にともなって変動する遺伝子で,今までに明

らかになったものについてまとめてきたが,伸長成長以外のオーキシンが

関与する系でも,これらの遺伝子となんらかの関係がある遺伝子がいくつ

か報告されている｡次にそのような遺伝子を概観する｡

PAR (Protoplast Auxin-Regulated) parはタバコ･プロトプラストを

オーキシン(2,4-D)の存在化で培養したときに発現する遺伝子である11)0

プロトプラストをオーキシンとサイトカイニンのもとで培養すると細胞分

裂が起こり,脱分化がはじまる｡ parは, DNA合成開始以前,オーキシン

添加後30分以内に発現しはじめるので, parの産物がDNA合成の開始に

なんらかの関係があると想像されている｡

parカさ.コードする蛋白のアミノ酸配列を比較するとaui (すなわち,

gmhsp26-A)と34%の相同性が認められた｡ par遺伝子のプロモーターの

シス･エレメントを同定する試みが, GUS遺伝子との融合遺伝子を用いて

行われている12)｡その結果,転写開始点の約700-500bp上流にかけて存在

する111bpの繰返し配列がオーキシンに対する反応に必要であることが

分かった｡また,その繰返し配列の中に含まれるAGTTTTTTは, gmhsp

26-Aやdbpのプロモーターにも存在しており(表2),シス･エレメントで

はないかと考えられる｡

NOS　ノバリン合成酵素(mos)は, TiプラスミドのT-DNAにコードさ

れている遺伝子である｡ Tiプラスミドで形質転換されたタバコでは,傷害

によってnosが誘導されるが,この時オーキシンを投与するとnosプロ

モーターは一層活性化される13)｡nosプロモーターにレポーター遺伝子cat

をつないだ融合遺伝子を用いた研究により,シス･エレメントの同定が行

われている｡その結果,GCACATACGTの配列が傷害誘導にもオーキシン

に対する反応にも必須であることが分かった｡この配列の後半は,カリフ

ラワーモザイクウイルス35SRNA遺伝子14)やコムギ･H3ヒストン遺伝子
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の発現調節に重要な役割をはたしているhexエレメント(ACGTCA)15)

と一部重なっていることが注目される｡

DBP (DNA-Binding Protein) dbpは,シロイヌナズナのすべての器官

で常に相当のレベルで発現している遺伝子として単離されたものである

が,特に茎頂と根端で高い発現が観察されている16)｡花茎の切片にオーキシ

ンを投与するとdbpが誘導されるが,その誘導のかかりかたは伸長成長に

ともなって発現誘導される遺伝子のそれとはかなり異なっている｡まず反

応が遅く,オーキシン投与後4-8時間後に誘導がかかるので,オーキシン

のdbpに対する効果はより間接的で長期的であると思われる.また,オー

キシン濃度依存性も異なる｡伸長成長に付随する多くの遺伝子は,その発

現量が10-4-10-3Mのオーキシンで飽和するが,dbpの場合は10~6Mに極

大があり,それ以上の濃度では発現が阻害される｡

dbp蛋白はリシン含量が高く,非特異的なDNA結合能を持っていると

いう点でHlヒストンに似ている｡しかし,リシン含量以外のアミノ酸組成

がヒストンと大きく異なること,ゲノムに1コピーしかないこと,イント

ロンがあることなどヒストンと異なる点も多く,一応ヒストンではないと

されている｡

以上,オーキシンの作用になんらかの関係があると考えられる遺伝子を

紹介したが,筆者らはこれらの遺伝子とはまったく異なる塩基配列をもつ

cDNAクローン, arglとarg3をヤエナリ下腔軸より単離している(表1)｡

表1にあげた蛋白はみな親水性であるが, arglがコードしている蛋白は大

きな疎水性領域を持っており,膜蛋白の遺伝子である可能性が強い｡一方,

arg3はオーキシンの効果よりは小さいが,熱ショックによっても若干誘導

されることが特徴である｡

最近数年間の研究によって,オーキシンによって特異的に誘導される遺

伝子群の姿がかなり分かってきた｡これは,ディファレンシャル･スクリー

ニングの威力をまざまざと示す一例ではあるが,その当然の欠陥としてこ

れらの遺伝子産物の機能についてはまったく分かっていない｡これらの遺
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伝子は確かにオーキシンによって誘導されはするが,オーキシン作用とは

なんら関係がない恐れも多分にある｡この点を調べるために, McClureと

Guilfoyle17)はダイズ芽生えの地上部が屈地性を示す時のsaurの発現の様

子を調べた｡芽生えが直立しているときはsaurの転写産物は成長軸に対し

対称的に分布している｡この分布は芽生えを水平に保持して重力刺激を与

えはじめてから10分間は変化しないが, 20分たつと偏差成長がおこるは

ずの下側でsaurのシグナルが強くなり,上側では減少する｡45分以上たつ

と下腔軸が曲るのが明らかに見てとれるようになるが,シグナルは曲って

いる部分の下側の皮層に強く現われる｡ 3時間たつと下腫軸上部は再び直

立するが,この時にはシグナルは再び対称的な分布に戻っている｡属地性

と密接な相関を示すこの結果は, saurがなんらかの生理的働きを持ってい

ることが示唆している｡また,この結果はsaurmRNAの代謝回転が非常

に早いことを示しているが(半減期約10分),この早さが前述の蛋白合成

阻害剤によるsaur mRNAの蓄積という現象を引きおこしていると考え

られる9)0

オーキシン作用の分子生物学的研究にはこれらの遺伝子がオーキシンに

よって誘導される機構をさらに追及することと,これらの遺伝子産物の生

理的機能を明らかにすることが必要であることは吉うまでもない｡前者に

関しては,表2に示したようなシス･エレメントの解析がすでに進んでお

り,これらと相互作用するトランス･ファクターの同定が期待される｡ま

た,後者の課題を解決するために,筆者らはこれらの遺伝子のアンチセン

スRNAを導入した形質転換植物を作製しているところであり,近い将来

にオーキシンの作用機構を分子レベルで明らかにできることを期待してい

る｡
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IGEシリーズ第一期分総目次

本研究センターのワーク･ショっプは平成3年度から新しい方針で行な

われることになりました｡この機会に,これまでの13回分のIGEシリーズ
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藻類光反応変異体

分離の現状と夢　----------片岡　博尚

シダ配偶体の光形態形成の研究に

おける突然変異体の利用----･--菅井　道三

突然変異体を用いたレタス種子

発芽機構の解析(計画案) --･---井上　康則

シロイヌナズナにおける光形態形成

突然変異体の単離の試み
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後藤　伸治
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ワークショップの終わりに-------大瀧　　保

IGEシリーズ7日事　土壌微生物アセスメントの背景(1)
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服部　　勉

1.自然界における破傷風菌の分布

-とくに定量的分析の試み-

海老沢　功
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2.土壌中のボツリヌス菌　-日日----阪口　玄二

3.土壌中の軟腐病菌　-----･-･･-菊本　敏雄

4.土壌中の軟腐病菌のファージ特異性

富樫　二郎

5.土壌中のセルロース分解菌の分布

山本　広基

6.平板法による土壌中の細菌の検出･定量

服部　　勉
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-まとめに代えて-　--服部　　勉

IGEシリーズ8'イネの遺伝子発現と系統分化

亀谷　寿昭

イネ培養細胞におけるアイソザイム

遺伝子の発現　------･--∴-･･石川　隆二

イネ植物再体分化にともなう遺伝子発現の変動

阿部　利徳,笹原　健夫

イネ細胞質ゲノムの遺伝子発現

平井　篤志,菅野　明

イネ生態型分化と環境適応に関わる発現形質`

佐藤　雅志,上埜　喜八

イネの粒大および粒形に係わる主働遺伝子

高車稽逸朗,木下　俊郎

Multi-locus associationとしてのイネの進化

佐藤洋一郎
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ワークショップのねらい------･--菅　　洋
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鷺谷いづみ
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鯨　　幸夫

制御環境下における植物の表現型可塑性の解析

石栗　義雄,工藤　　洋,河野　昭一
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植物の形質発現機構と進化--------河野　昭一

IGEシリーズ10日　植物･微生物の光反応

-変異株などを用いた新しい解析法の開発-

発刊に際して･---------･----大瀧　保

原生動物の光受容と応答　--･---･-中岡　保夫

ヒゲカどの光反応に関する遺伝子単離への

アプローチ　--･.-=--･--.･.-･･-官尊　　厚

アカバンカどの青色光反応,生物時計の場合

中島　秀明

シロイヌナズナの光,重力および接触屈性異常突然

変異体の分離と解析　---------岡田　清孝

シロイヌナズナを用いた光反応機構変

異体利用の可能性　---･-‥---･･･米田　好文

オーキシン作用の分子生物学的研究･--山本興太郎
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IGEシリーズ11日*　水田濁水生態系の研究(2)

化学生態学と元素の周期律

服部　　勉
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水田元素の移動分布における水の役割

一水とK+及びNa+の相互作用の

相違を中心として-　--･---=-木村　　優

水田の土壌を分析する　----･----園　雅巳

地球誕生から水田まで･-･=-----野津　憲治

水田化学生態学建設への道程

-まとめにかえて- -----･--･服部　　勉

IGEシlJ-ズ12'植物病原体の分子生態学

菊本　敏雄

1.ウイロイドの分子疫学　-----高橋　　牡

2.植物ウイルスの分子生態学････--江原　淑夫

3.遺伝子操作細菌の行動　----･--豊田　秀吉

4.プラスミドの生態　--------佐藤　　守

5. DNAからみたAlternarhlの生態

柘植　尚志･足立　嘉彦

6.プラスミドからみたRhizoctonhlの生態

羽柴　輝良

ワークショップのおわりに　------菊本　敏雄
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IGEシリーズ13*　土壌環境一保全と機能の増進-

佐藤　　匡

土壌及び水系の硫酸及び硫黄の挙動と微生物

若尾　紀夫

土壌中の非標的微生物に対する農薬の影響

｢その研究動向をめぐって- 1--佐藤　匡

菌類と土壌動物の相互関係　-=----･斎藤　　紀

土壌および根圏における蛍光性シュードモナス

について　-･--･--------･加藤　邦彦

土壌中におけるダイズ根粒菌の遺伝的

多様性と生態　-･---･-･----南沢　　究

水田及び畑の土壌酵素とその分布･---金沢晋二郎

土壌中における有機物の変化と土壌条件

菅家文左衛門

作物根圏のバイオマス窒素循環----丸本　卓哉

佐藤　　匡

VI出
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