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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．研究実施の槻要

　組換え植物中で、導入遺伝子が働かなくなるジーンサイレンシングという現象が

かなり頻繁に起こることが問題になっている。また、一度不活化した遺伝子がまた

働くようになる例も知られている。本研究では、ジーンサイレンシングを、外来異

種遺伝子の発現を抑えるための宿主植物の自己防御ととらえ、植物の病気や傷害に

対する抵抗性機構を解明するため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つながり、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。

　これまでに、傷害により非常に早く誘導されるMAPキナーゼ遺伝子を過剰に発現

する植物や、逆にジーンサイレンシングによってその発現がほとんど無くなった植

物を用いて、この遺伝子が傷害情報伝達系で重要な働きをすることを明らかにして

いる。また、ジーンサイレンシングの一つの原因であるDNAのメチル化酵素遺伝子

を用いたり、DNAのメチル化を調節する遺伝子を働かせることによって、植物の遺

伝子発現等がどのように変化するかを解析している。

２．研究実施内容

１）植物の病・傷害等環境ストレスに対する自己防御機構の解明

　TMV（タバコモザイクウイスル）に対する抵抗遺伝子N（２４℃ 以下の低温で機

能する）を持つタバコを主材料として、高温から低温に移すことによりウイルス

増殖部位が同調的に壊死を起こす系を用いて、シグナル物質の同定、定量を行う

と共に、病傷害により転写レベルで変動する遺伝子を単離し、その特性解析を行

う。

過敏感細胞死（病斑形成）の機構の解明

�　同調的壊死病斑誘導系で、初期に特異的に発現する遺伝子を単離し、その

特性解明を行った。単離されたエチレン合成酵素遺伝子等を用いて、病斑形

成のためにも、傷誘導性のPR遺伝子発現のためにもエチレンが必要であるこ

とを示した。

�　病斑形成の初期にその発現が減少するAAAスーパーファミリーに属する
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タバコFtsHホモログを単離した。これは、Zn活性型プロテアーゼをコード

し、ATP依存的に葉緑体中でできる変性タンパク質の除去を行って葉緑体の

恒常性を保持していると考えられる。今回、N遺伝子の発現に伴いこのタン

パク質の量が減少することが、過敏感細胞死を引き起こすことを示した。

�　動物の細胞死抑制遺伝子をタバコで高発現させると、環境ストレスやウイ

ルス感染による細胞死が抑制された。さらに、これらの植物は耐塩性、耐冷

性、耐傷害性を獲得していることを発見した。イネでも同様の現象が示され

た。

病傷害シグナル伝達経路の解析

�　サリチル酸、ジャスモン酸、エチレンは防御遺伝子であるPR遺伝子発現の

シグナル物質といわれる。傷や病斑形成によるこれらの誘導的堆積を経時的

に解析した結果、ジャスモン酸は両者によって誘導を受けるが、サリチル酸

は傷害では誘導されないこと、エチレンは病斑形成時とは異なり、傷による

誘導はわずかしか受けないことが分かった。

�　過敏感反応で誘導され細胞間隙に分泌される、PR遺伝子発現の新規シグナ

ル物質として、スペルミンを同定した。スペルミン処理はタバコにTMV抵抗

性を誘導した。

�　傷でその転写産物が数分で蓄積するMAPキナーゼ（WIPK）は、リン酸化に

より活性化されることによってジャスモン酸を介した傷シグナル伝達系を動

かすことを示した。また、同調的壊死病斑形成系では、wipk mRNA-WIPK

の活性化－ジャスモン酸の合成－傷誘導型PR遺伝子の発現誘導が順番にお

こることを示した。

�　２種の新規タバコペルオキシターゼ遺伝子を単離した、これらは、傷害、

または病斑形成誘導的発現を示すが、既知のシグナル物質には応答しなかっ

た。これは少なくとも２つの未知の病傷害シグナル伝達系が存在することを

示唆する。

�　タバコPR遺伝子プロモーターの予想サリチル酸応答シス配列に結合する

タンパク質因子を単離した。これは意外なことに、エチレンシグナル伝達系

の一員であるシロイヌナズナEIN３のホモログであった。このタンパク質の

最適DNA結合配列を決定したところ、これは多くの傷誘導性PR遺伝子のプ

ロモーター領域に含まれていた。これを過剰発現させた植物は、傷誘導性PR

遺伝子を恒常的に発現していた。

�　イネゲムノのESTに含まれる４２種のペルオキシダーゼ遺伝子から２１種を

選び、特異プローブを用いてその発現特性を解析した。これらは発育時期、

器官特異的に個性的な発現をしていた。
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２）形質転換物質における導入遺伝子の不活化・再活性化機構の解析

�　遺伝子不活化は、核内に相同配列が重複して存在するほどその頻度が高くな

ることが示唆されている。このため、導入遺伝子の不活化を避けるためには、

導入ベクターの中に重複配列がないことが望ましい。そこで、特許にあまり拘

束されない、新規のプロモーターを含む遺伝子導入用ベクターを構築し、単子

葉、および双子葉植物の形質転換に有用であることを示した。

�　ルシフェラーゼ遺伝子を高発現させた組換えタバコ用いて、ジーンサイレン

シングの様相をCCDカメラを用いて非破壊的に解析している。後代５世代に

渡って導入遺伝子の発現を追跡し、これが転写後に不活性化されるタイプのサ

イレシングであることを示した。器官特異的不活化を観察している。

３）DNAメチル化による遺伝子発現の制御

�　高等動植物のDNAメチル化の生理作用を総合的に理解するため、タバコおよ

びトウモロコシDNAメチルトランスフェラーゼ（MET）遺伝子を単離し、そ

の特性を解析した。タバコのMET遺伝子をタバコで過剰発現させたところ、

種々の形態異常が観察された。

�　トウモロコシ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

化状態とトウモロコシMET遺伝子の発現を調べたところ、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。

４）遺伝子不活化の分子遺伝学

�　シロイヌナズナのddml突然変異は、ゲノムDNAの低メチル化を伴い、導入

遺伝子不活性化を解除する。この突然変異体を用いてメチル化の役割を解析す

る。

ddml突然変異はシロイヌナズナの内在トランスポゾンを活性化する。低メチ

ル化に伴うトランスポゾンの転写活性化と転移が観察された。重複遺伝子不活

性化とゲノムDNAメチル化の働きの一つは、トランスポゾンに対するゲノム構

造の防御と考えられる。

�　この突然変異は種々の発生異常を誘発する。例えば、花器官のホメオチック

は変化、開花時期の異常、茎伸長の阻害、等である。それぞれの発生異常は、

交配でddml突然異常を取り除いても、他の遺伝子の支配する形質として安定に

遺伝する。ddml突然変異が他の複数の遺伝子に突然変異かあるいは、エピジェ

ネティックな変化を誘導し、これがそれぞれの表現型を誘発したと解釈される。
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