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「遺伝子の不活化・活性化を通した植物の生体制御」

１．研究実施の概要

導入遺伝子の不活性化すなわちジーンサイレンシングが、遺伝子組換え植物の中

で頻繁に起こることが問題になっている。また、一度不活化された遺伝子が再活性

化する例も知られている。本研究では、遺伝子の不活化を外来異種遺伝子の発現を

抑えるための植物の自己防御の一つの形としてとらえ、植物の病気や傷害に対する

自己防御機構解明の研究の一部として解析する。これらの研究は、広義の遺伝子発

現制御による植物の自己防御機構の解明に貢献するとともに、導入遺伝子や内在性

の遺伝子発現の人為的制御法開発にもつながることから、応用面でもより質の高い

有用組換え植物作出等に役立つものと考えられる。　　

２．研究実施内容

　病・傷害情報伝達系の解析

傷により数分でその転写産物が蓄積するMAPキナーゼ遺伝子（wipk）を過剰発

現させた若い組換えタバコ植物では、導入wipk遺伝子は構成的に強く発現し、傷

を付けなくても、傷シグナル物質であるジャスモン酸や傷誘導性遺伝子発現のレ

ベルが、傷をつけた時のように高まっていた。これらの植物中では、WIPKのキ

ナーゼ活性が傷害を受けた直後と同程度に増加していた。このキナーゼ活性の恒

常的増大は若い組換え植物では観察されたが、成熟植物ではもはや起こらなかっ

た。別タイプの組換えタバコでは、内在性のwipk遺伝子の発現が傷を付けても起

こらなくなっていたが、この植物では、傷によるジャスモン酸の誘導や傷誘導性

の遺伝子発現が阻害されていた。これらの結果は、傷情報伝達系は、WIPKが活

性化され、未知の標的因子をリン酸化することによりその引き金が引かれること

を示している。

あらたな感染防御応答を誘導するシグナル物質として、スペルミンを同定した。

スペルミンは過敏感細胞死を起こしたタバコ葉の細胞間隙液から検出され、病原

体感染や傷害によって誘導される防御タンパク質遺伝子群の発現を誘導した。ま

た、タバコ葉をスペルミン処理するとウイルス抵抗性が増大した。

過敏感細胞死や傷によって特異的に誘導される２種の新規のタバコペルオキシ
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ダーゼ遺伝子を単離した。前者は、既知の病害シグナル物質によって誘導されず、

後者は既知の傷シグナル物質による誘導を受けないことから、未知の病害および

傷情報伝達系の存在が示唆された。

高等植物ではポリアミン合成に関しオルニチン脱炭酸酵素のほかアルギニン脱

炭酸酵素が重要であることが示唆されている。今回、後者の誘導後の分解がプロ

テアソーム阻害剤で阻害されることを明らかにした。また、傷害シグナル伝達経

路の誘導にもプロテアソームが関与していることを示した。

　導入遺伝子不活化の機構解析

ホタルルシフェラーゼ遺伝子を高発現させたタバコをモデル植物として、導入

遺伝子不活化の様相を、高感度カメラを用いて解析した。幼若期では強く発現し

ていても、成熟するにつれ発現が抑えられる個体が多く、そのような植物では、

導入遺伝子の転写産物、翻訳産物がともに1/100以下にまで減少しているが、核の

run-on解析では転写速度に差がないことから、転写後の不活化によるものと考え

られた。

動物のアポトーシス抑制遺伝子　bcl-xLやced-9を植物で過剰発現させると、そ

の発現量に比例して、UV、パラコート処理などに対する耐性が増大した。これら

の植物では、病原体感染による過敏感細胞死も抑えられることが分かった。ｶｽﾍﾟｰｽ

を阻害するp35導入植物でも同様な現象が観察されることから、植物にも動物の細

胞死関連遺伝子と似た機能を持つ遺伝子が働いている可能性がある。これらの植

物でも導入遺伝子の不活化が頻繁に起こるが、DNAメチル化阻害剤処理によりそ

の不活化が一過的に解除された。

　遺伝子の不活性化の分子遺伝学的解析

サイレンシング解除突然変異体であり、DNA低メチル化突然変異体である

ddm1 は、トランスポゾンの抑制を解除するとともに、他の遺伝子座にエピジェ

ネティックな変化を誘導することにより、種々の発生異常を引き起こす。遺伝子

不活化の生物学的意味を理解するために、これらの遺伝子で何が起こっているか

を分子レベルで知るべく、発生異常を直接引き起こした遺伝子座の同定と、その

構造及び発現解析を行っている。ddm1 突然変異の誘導する開花時期遅延形質は、

優性形質として遺伝する。Koornneefらとの共同研究の結果、この優性形質はホメ

オボックス遺伝子FWAの対立形質であることがわかった。低メチル化に伴って

FWA遺伝子上流の反復配列から転写が起こり、その発現過剰によって表現型が誘

導されたことがわかった。トランスポゾン等の反復配列の抑制は、ゲノムの構造

維持だけでなく、隣接する植物遺伝子の正常な発現にも重要と考えられる。一方、

BONSAI, CLAM, WAVY-SEPAL と呼ばれる形質は劣性の遺伝をする。多くの場

合、DNAのメチル化は遺伝子発現の抑制を伴っているので、低メチル化が遺伝子
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機能の喪失を誘導するのは直感的に理解しにくい。この分子機構を知るため、現

在、CLAMとBONSAIについて、ポジショナルクローニングを進めている。

　DNAメチル化による遺伝子発現の制御

クラミドモナス葉緑体DNAは栄養繁殖中にはメチル化されておらず、配偶子形

成に伴って雌型でのみ強くメチル化される。葉緑体遺伝子の母性遺伝とこのよう

なDNAメチル化の相関を調べるために、DNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子を

単離し、ノックアウト組換え株の作製を目指した。本年度はDNAメチルトランス

フェラーゼ遺伝子の断片を得た。本遺伝子はゲノムハプロイドあたり２コピーが

含まれ、配偶子では強く発現していた。

タバコ、およびドウモロコシのDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子の単離・

解析を行った。トウモロコシでは芽生えを低温処理した時、Ac/Ds トランスポゾ

ン領域のメチル化状態とDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子の発現が逆相関

を示した。DNAメチル化が自己防御系として機能することを強く示唆する。

酒造米ヤマダニシキの芽生えを５- アザシチジンというメチル化阻害剤で処理

し、矮性株を得た。現在、３系統に絞って形質の検定を行っている。
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