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要旨

紳胞が高温にさらされると､通常のﾀﾝﾊﾟｸ質の合成は抑制され､熟ｽﾄﾚｽﾀﾝﾊﾟｸ

質(Heat Stress Protein; HSP)の合成が強く誘導される.この変化は次のこつの過程によって

もたらされる.1)熟ｽﾄﾚｽ遺伝子の転写が急激に増大する.2)熟ｽﾄﾚｽ遺伝子のmRNA

は翻訳されるが､他のmRNAの翻訳は停止する｡このHSPの優先的な翻訳は酵母､ｼｮ

ｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ､ HeLa細胞などで報告されており､熱ｽﾄﾚｽ遺伝子mRNAの5'-UTRが

その機構に深く関係することが示唆されている｡ 1992年､ pittoらによってﾄｳﾓﾛｺｼ

のHSP70の5'-UTRが熟ｽﾄﾚｽ中の翻訳抑制の回避に寄与していることが示された｡し

かし､植物において熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避と5'-UTRを関連づける知見は非常に

少なく､その制御機構に至ってはわずかに熟ｼｮｯｸ額粒の関与を示唆するﾃﾞ-ﾀがある

だけでほとんど未知である｡本研究は熟ｽﾄﾚｽ応答における翻訳制御機構と熟ｽﾄﾚｽ

遺伝子InRNAの5'-UTRの関係を解明することを日的にｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの熟ｽﾄﾚｽ遺伝

子を用いた解析を行った｡

実験材科としてｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来低分子量HSP遺伝子HSP18.2およびHSP17.4､高分

子量HSP遺伝子HSP81-1､ HSP81-2､ HSP81-3の仝長5'-UTRを用いた｡ｶﾘﾌﾗﾜ-ﾓ

ｻﾞｲｸｳｲﾙｽ35SRNA (CaMV35S)ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下に各HSP由来5'-UTRをそれぞ

れ挿入し､ β-glucuronidase (GUS)遺伝子を連結し､ｷﾒﾗ遺伝子を構築した｡これらをｼ

ﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ培養細胞(Arabidopsis thaliana, T87)のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮ

ﾝで導入し､ -過性発現実験を行った｡導入後､ 22℃で9時間培養し､さらに33℃の熟処

理温度に移して15時間培養した細胞のGUS括性を測走したところ､すべてのHSP5'-UTR

を持つ発現系において熱処理後も常温で培養したものとほぼ同程度のGUS括性を示した｡

-方､対照としたpBI221は22℃での値の50%にGUS･tl舌性が低下したo GUS mRNAの蓄

積量を調べたところ､ HSP 5'-UTRを挿入した発現系を導入した細胞も､ pBI221を導入し

たものも同程度の蓄積量を示した｡以上より､本研究で供試したHSP遺伝子の5,-UTRは

すべて熟ｽﾄﾚｽ条件下での翻訳抑制を回避するのに寄与することが示された｡また､ﾀ

ﾊﾞｺ培養細胞(Nicotiana TabacumL. cv. BY-2)のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いて同様の実験を行っ

たところ､ BY-2においてもすべてのHSP5'-UTRで熱ｽﾄﾚｽによる翻訳抑制の回避が
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謬められた｡

次に同様の実験を形質転換BY-2においても行った｡ 25℃で培養した継代後3日日の形

質転換BY-2を37℃の処理温度に移し､ 12時間熟処理を行った後､ GUS括性を測走した｡

そ甲鍔畢､ caMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下にあるG.Ul _遵伝子の上流にHSP18･2 5'-UTR

を挿入したｷﾒﾗ遺伝子を導入したBY-2細胞(18.2UTR-45)は25℃で12時間処理したも

のと同程度のGUS括性を示したが､ pBI121を導入したBY-2細胞は25℃で培養した細胞

の60%にGUS括性が低下した｡翻訳を阻害するｼｸﾛﾍｷｼﾐﾄﾞを添加して12時間経過

した細胞のGUS括性を同様に測定したところ､薬剤を加えない細胞の40%程度に低下し

ており､ 18.2UTR-45が示した25℃でのGUS括性と遜色のないGUS活性値は処理温度に

移行後もGUSﾀﾝﾊﾟｸ質の新規合成が行われたためであると考えられる｡

次に､ HSP18.2 5'-UTR領域を3'未端側から段階的に欠失させてGUS遺伝子に連結した

発現系を構築し､ BY-2を形質転換した｡ HSP18.2 5'-UTR領域を7塩基まで欠失させた発

現系を導入したBY-2の熟処理後のGUS括性倍は25℃での活性値の約半分にまで低下し､

熱ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避能を喪失していた.この結果はHSP18.2 5'-UTRが熟ｽﾄ

ﾚｽ下での翻訳抑制回避に寄与することを支持するものである｡

熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳制御磯構として､ﾀﾝﾊﾟｸ性の因子または5'-UTRの二次構造が

翻訳の開始､伸長に何らかの影響を及ぼすということが考えられる｡しかし､ HSP18.2 5'-

uTRがどのような機構によって高温下で翻訳を継続しているのか不明である｡ｼﾛｲﾇﾅ

ｽﾞﾅにおける高温下での翻訳制御機構に関する知見を得るため､ HSP18.2遺伝子の5'-UTR

の二次構造に塩基置換によって変異を導入し､高温域での翻訳にどのような変化が起こる

かをみた｡ T87のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いて-過性発現実験を行ったところ､この発現系は

二次構造が変化しているにも関わらず､熟処理を加えても22℃で培養したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ

と同程度のGUS括性値を示した｡また､ T3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下にHSP18.2 5'-UTRを

上流に連結したGUS遺伝子を置き､ in vitro転写を行った. mRNAの22℃または33℃にお

ける二次構造を決定したところ､熱処理によって二次構造は変化しないことが示された｡

これは対照であるpBI221､変異を入れたHSP18.2 5'-UTRについても同様であった｡よっ

て､ HSP18.2 5'-UTRの二次構造単独で高温域での翻訳抑制回避に寄与するのは不十分であ

ると考えられる｡

上述の研究を進める過程で､ HSP 5'-UTRを挿入した発現系のGUS括性値が対照に用い

たpBI221に比べて著しく高いという結果を得た｡よって､植物を用いた有用物質の高生

産系の構築においてもHSP5'-UTRは有効であると考え､応用面からの検討も行った. T87

またはBY-2のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いて-過性発現実験を行ったところ､ 18.2UTR-45はｼ

ﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいてpBI221の約20倍､ﾀﾊﾞｺにおいても10倍近いGUS括性値を示し

た｡形質転換BY-2においても同棟の結果であった｡このことから､有用物質の高生産系

を確立する上で,強い転写括性を持つﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を選択するのに加え､高い翻訳効率を

持っ5,-UTRを利用することも有効であることが示された｡
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熟ｽﾄﾚｽ遺伝子の発現機構

生物の細胞や組織､個体が-時的に通常成育温度よりも10℃程度高温にさらされ

ると､熟ｽﾄﾚｽに対する応答として熟ｽﾄﾚｽﾀﾝﾊﾟｸ質(HeatShockProtein;HSP)

が合成される｡この応答は熟ｽﾄﾚｽ応答とよばれ､生物に広く保存された遺伝子発

現機構である(1,2)｡

細胞が高温にさらされると､通常のﾀﾝﾊﾟｸ質の合成は抑制され､ HSPの合成が

強く誘導される(3)｡この変化は次のこつの過程によってもたらされる. 1)HSP遺伝

子の転写が急激に増大する(4-7)｡ 2) HSP IIIRNAは翻訳されるが､他のmRNAの翻

訳は停止する｡

真核生物において､ HSP遺伝子の転写は熟ｽﾄﾚｽ転写因子(Heat Shock

transcription Factor; HSF) (8-13)が､熟ｽﾄﾚｽｴﾚﾒﾝﾄ(Heat Shock Element; HSE)

(14-18)と呼ばれる種を超えて保存された共通のｼｽ配列に結合することにより開始

されると考えられている｡

HSP遺伝子の転写制御機構が種を超えて広く保存されているのに対し､翻訳制御

磯構は生物種によっていくつかの異なった戟略があると考えられている｡酵母では高

温下でもHSP遺伝子も非HSP遺伝子も共に転写されるが(19, 20)､ HSP mRNAが優

先的に翻訳される. 1996年､ saavedraらによって酵母のHSP70 mRNA内部配列の5'

未端側1600塩基と3'未端側500塩基があると細胞が熟ｽﾄﾚｽにさらされていても

効率的に核外に輸送されることが示された(21)｡ -方､この領域を欠くとHSP70

mRNAは核外に輸送されなくなる｡このことから､酵母においてHSP遺伝子mRNA

が優先的に翻訳されるのは､熟ｽﾄﾚｽ条件下でもHSP血RNAは核外へ輸送される

のに対して､他のmRNAは核内に保持され､結果的に細胞質内のHSPmRNAの比率

が高まるからであると考えられている(22)｡

ほ乳類においても熟ｽﾄﾚｽによる非HSP遺伝子mRNAの翻訳抑制が見られる.

HeLa細胞では高温にさらされると非HSP遺伝子mRNAの翻訳効率は低下するが､

HSP70mRNAは高い効率で翻訳されることが報告されている(23,24)｡ここで非HSP

遺伝子mRNAは分解されるわけではなく､通常培養温度に戻れぼ翻訳効率も回復す

る(23)｡ 1994年にBommerらによってﾏｳｽの線推芽柵胞とｴ-ﾙﾘｯﾋ腹水癌細

胞において熟ｽﾄﾚｽによって翻訳開始因子(eukaryotic Imitiation Factor; eIF)の-つ

であるeIF4Eの脱ﾘﾝ酸化が起こることが示された(25)｡ eIF4Eは細胞質でmRNA

の5'未端に位置するｷﾔﾂﾌﾟ構造に結合するという-翻訳における重要なｽﾃｯﾌﾟを

担う因子である.-連の報告から､ほ乳類における熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳制御はeIF4E

の脱ﾘﾝ酸化によってｷﾔﾂﾌﾟ構造との結合能が低下し､翻訳効率の低下が引き起こ

され､ -方､ mRNAの5'-UTR内に存在する特走配列に直接40Sﾘﾎﾞｿ-ﾑｻﾌﾞﾕﾆ

ﾂﾄをﾘｸﾙ-ﾄするｷﾔﾂﾌﾟ非依存性の翻訳開始機構による翻訳のみが行われるた

め､ 5'-UTR内に存在する特走配列であるIRES (InternalRibosome Entry Site)を持つ遺

伝子のみが翻訳されるという可能性が示唆された｡ 2001年､ subkhankulovaらによっ
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て､ﾋﾄのGMOO637細胞をEMSで処理すると､ﾀﾝﾊﾟｸ質の新規合成が阻害され

るがc-Mycﾀﾝﾊﾟｸ質の合成は継続され､ EMSの濃度および処理時間に比例して

eIF4Eのﾘﾝ酸化の度合いが低下することが報告されている(26)｡ c-mycは細胞がｱ

ﾎﾟﾄ-ｼｽを起こした時やDNA損傷を受けた時に発現し､ 5'-UTRにⅢ月Sを持つこ

とで知られている｡この報告は熟ｽﾄﾚｽ同様ﾀﾝﾊﾟｸ質の新規合成が抑制される状

況下においてはeIF4Eが脱ﾘﾝ酸化されるが､ IRESを持つmRNAは翻訳抑制を受け

ることなく､そこからﾀﾝﾊﾟｸ質が新規合成されることを示している｡さらに2002

年､Kimらによって､ HeLa細胞において､ HSP70ﾌｱﾐﾘ-の-つであるBiPが熟

ｽﾄﾚｽ下でも翻訳され､その5'-UTRがIRESとして機能することが示された(27)｡

以上の報告より､ほ乳類では熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避において､ IRESが重要

な役割を果たしていると考えられる｡

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴでは､高温下においてもHSP70 mRNAはそのほとんどがﾎﾟﾘｿ

-ﾑを形成するのに対して､非HSP遺伝子mRNAは通常温度下に比べてﾎﾟﾘｿ-ﾑ

を形成するmRNAが30-50%8こ低下する.しかし､単位mRNAあたりに結合するﾘ

ﾎﾞｿ-ﾑの数は非HSP遺伝子mRNAであっても通常温度での場合と同程度である

(28)｡非HSP遺伝子の翻訳産物量はﾎﾟﾘｿ-ﾑ形成の減少以上に低下しているため､

熟ｽﾄﾚｽ下において非HSP遺伝子mRNAの翻訳開始およびﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖の伸長反応

速度はHSP70 mRNAに比べて劇的に減少すると考えられている.高温下における非

HSP遺伝子mRNAの核から細胞質への輸送阻害については示されていない. 1985年､

memenzらはｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのHSP70 mRNAの5'-UTRをAdh遺伝子の開始ｺﾄﾞ

ﾝ上流につなぐと高温域でも翻訳されることを示し(29)､同年､ McGarryらによっ

て､ HSP70mRNAの5'-UTRを欠失させると高温域で翻訳されなくなることが報告さ

れた(30)｡また､ HSP70の5'-UTR内にｽﾃﾑｰﾙ-ﾌﾟ構造をとるような変異を導入

すると常温では翻訳されても高温での翻訳が起こらなくなる(31)｡これらの報告か

ら､ HSP 5'-UTRが高温域での翻訳を可能にするのに寄与していることが示された｡

さらに1995年､ Duncanらによってｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおいても熟ｽﾄﾚｽによって

ep4Eの脱ﾘﾝ酸化が起こることが示された(32)｡しかし､熟ｽﾄﾚｽ下でIRESを

もつmRNAが翻訳抑制を受けずﾀﾝﾊﾟｸ質が合成されるかどうかについての報告は

まだない｡

植物における熟ｽﾄﾚｽ応答と翻訳制御

直射日光にさらされた植物は全熟蒔射の44-88%を表面で吸収するため､植物体

の温度は外気温よりも10-20℃高くなる(33)｡このように動物と違って､移動する

ことのできない植物は､常に変化する温度環境にさらされている｡

植物の特徴的な熟ｽﾄﾚｽ応答に熟ｽﾄﾚｽ顕粒(Heat Sbock Granules; HSGs)の

形成がある｡ HSGsは直径約40nm程度の顕粒で､細胞が長時間の熟ｽﾄﾚｽにさら

された際､低分子量HSPによって構成された巨大なｼﾔﾍﾟﾛﾝ複合体が凝集し､細

胞質内に形成される(34)｡ HSGsの機能は長い間未知であったが､現在では､ HSGs

は-種の隔離機構であり､長期間の熟ｽﾄﾚｽによってHSP70侶SP40のｼﾔﾍﾟﾛﾝ
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棟能の能力を超えて蓄積した変性ﾀﾝﾊﾟｸ質が低分子量HSPｵﾘｺﾞﾏ-と結合し

(35)､変性ﾀﾝﾊﾟｸ質一低分子量HSPｵﾘｺﾞﾏ-複合体として-時的にHSGsに貯蔵

され､熟ｽﾄﾚｽからの回復期に入って､ HSP70ｼﾔﾍﾟﾛﾝｼｽﾃﾑによって再び

折り畳まれるまで隔離されるというﾓﾃﾞﾙが提唱されている｡ -方､植物においては

細胞が高温にさらされると､非HSP遺伝子血RNAはﾎﾟﾘｿ-ﾑから解離し､ -時的

に柵胞質の別の場所へ貯蔵されること､非HSP遺伝子mRNAの安走性が上昇するこ

とが報告されている(34, 36, 37)｡この機構に関していくつかのﾓﾃﾞﾙが提唱されて

いるが､この機構および関連するﾀﾝﾊﾟｸ質は未知である｡熱ｽﾄﾚｽを受けたﾄﾏ

ﾄの細胞にRNAを含む巨大な粒子が見られるという報告(38)と植物に特徴的な

HSGsの存在からmRNAはHSGsに貯蔵されるという仮定が立てられた(34).この

仮定は低分子量HSPに分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝとしての機能のほかに新しい役割を暗示して

いる｡実際､低分子量HSPが豊富な画分にはmRNAが含まれており､このmRNA

をin vitnoで翻訳したところ､ｽﾄﾚｽを与えなかった細胞から調製されたﾎﾟﾘｿ-

ﾑ画分のmRNAにｺ-ﾄﾞされているﾀﾝﾊﾟｸ質と類似のﾀﾝﾊﾟｸ質であった｡-方､

ｽﾄﾚｽを与えた細胞から調製れたﾎﾟﾘｿ-ﾑ画分のmRNAから翻訳されたﾀﾝﾊﾟ

ｸ質は大部分がHSPであった(34)｡しかし､熟ｽﾄﾚｽによる翻訳の抑制が急数に

起きるのに対し, HSGsが細胞質に現れるのは長時間ｽﾄﾚｽがかかった後のことで

ある｡ 1996年のGallieらの報告によると､ﾆﾝｼﾞﾝのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおいて､熟

ｽﾄﾚｽを与える直前に転写阻害剤を加えることで低分子量HSPの新規合成を阻害

した際の翻訳抑制とmRNAの安定性について調べたところ､低分子量HSPの蓄積が

ないにも関わらず､非HSP遺伝子mRNAの翻訳は抑制され､そのmRNAの安走性

は上昇した｡このmRNAの安定性の上昇は低分子量HSPによって構成されるHSGs

がｽﾄﾚｽにさらされた時の非HSP遺伝子nmAの貯蔵先であるとする上述の仮定

と矛盾するものである｡

HSGsの他に熟ｽﾄﾚｽを受けている間の-時的なmRNAの貯蔵先の侯補として､

mRNA一ﾀﾝﾊﾟｸ質複合体(messenger ribonucleoprotein particles; mRNPs)が挙げられる｡

細胞内ではInRNAは裸の状態では存在せず､翻訳もmRNPsの形で行われると考え

られている｡血RNPを構成する主要なﾀﾝﾊﾟｸ質はﾎﾟﾘ(A)結合ﾀﾝﾊﾟｸ質と分子

量50-60 kDaのmRNPｺｱﾀﾝﾊﾟｸ質である(39, 40)｡ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの卵母

細胞では括発に転写が行われるが､多くのmRNAは細胞質に運ばれた後､翻訳は行

われず､貯蔵mRNPの状態で蓄えられている｡これはmRNAﾏｽｷﾝｸﾞと呼ばれる

翻訳抑制機構で､貯蔵mRNPには特走のmRNAを翻訳させずに安定に貯蔵するとい

う機能がある(41, 42)｡しかし､卵母細胞中ではすべての血RNAが貯蔵されるわけ

ではなく､ -部のmRNAは括発に翻訳されている｡植物でこのmRNPｺｱﾀﾝﾊﾟｸ

質に相当するﾀﾝﾊﾟｸ質はいまだ単離されておらす､貯蔵mRNPによる翻訳抑制機

構が存在するかどうかは明らかでない｡熟ｽﾄﾚｽ下での非HSP遺伝子mRNAの貯

蔵場所を解明するにはさらなる研究を待たねぼならない｡

植物では､ﾄｳﾓﾛｺｼ､ﾆﾝｼﾞﾝのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現によって､

ﾄｳﾓﾛｺｼHSP70の5'-UTRが熟ｽﾄﾚｽ時の翻訳の抑制を回避することが示さ
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れている(43)｡また､ mRNAをﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄに導入した場合も､高温域での翻訳

抑制および回避が起きることが示されており､植物の戟略は酵母とは異なるものと考

えられる｡ Pittoらの報告によって､ほ乳類やｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴなどと同様に熟ｽﾄ

ﾚｽ時の翻訳抑制の回避に319TRが関わることが示されたが､その機構に?._y子_ては
いまだ解明されていない｡

本研究の日的

植物における高温域での翻訳制御については熟ｽﾄﾚｽ直後におきる非HSP遺伝

子mRNAの翻訳抑制と長期の熟ｽﾄﾚｽによるHSGsもしくは貯蔵mRNPの形成の

こつの状態があると考えられるが､その移行過程についての理解はほとんど進んでい

ない｡また､多くの生物種における熟ｽﾄﾚｽ応答の研究で､翻訳抑制回避にHSP

遺伝子mRNAの5'-UTRが寄与することが報告されているが､植物においては2例

のみである｡

本研究は植物における高温域での翻訳制御仝体の理解を最終的な日的とし､熟ｽﾄ

ﾚｽ応答の初期段階である翻訳抑制についての理解を深めるために､高温域での翻訳

抑制回避とHSP mRNAの5'-UTRの関係に着目し､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのHSP遺伝子を

用いた解析を行った｡

第1章ではｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅから単離した低分子量HSP遺伝子HSP18.2および

HSP17.4､高分子量HSP遺伝子HSP81-1, HSP8112､ HSP81-3の全長5'-UTRが高温

域での熟ｽﾄﾚｽによる翻訳抑制の回避に寄与することを示した｡

第2章では翻訳抑制回避の機構に迫る知見を得るため､ HSP18.2の5'-UTRについ

て詳細な検討を行った｡塩基置換によってHSP18.2の5'-UTRの二次構造を変化させ

ても､高温域での翻訳能は失われないこと､高温下でも5'-UTRの二次構造は変化し

ないことを示した｡また､ 5'-UTRの欠失解析を行い､ 7塩基まで5'-UTRを欠失させ

ることで高温域での翻訳能が失われることを示した｡

第1章において､ HSP18.2の5'-UTRは高温下での翻訳反応の継続に寄与するだけ

でなく､単位mRNAあたりの翻訳量が多いことが示された｡このことより､第3章

で■は第2章までとは視点を変えて､ ｢植物細胞における有用物質の高発現系の確立｣

の観点から､常温においてもHSP18.2の5'-UTRが高い翻訳効率を持ち､単位mRNA

あたりのﾀﾝﾊﾟｸ質生産量を上げるのに有効であることを示した｡



第1章高温域に捌ﾅるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅHSP18.25'-UTRの翻訳抑制回避への

寄与

1.1序論

細胞が熟ｽﾄﾚｽにさらされた際､ mRNAの翻訳抑制が回避されるか否かはその

mRNAの5'-UTRと深い関わりがあることが多くの生物種において報告されている.

ｼﾖｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおける高温下でのHSPmRNAの選択的翻訳については1980年代

から報告されており､ mRNAの選別はHSP5'-UTRに含まれるｼｸﾞﾅﾙ配列に基づい

ていると示唆されていた(44). 1985年､ Klemenzら､ McGarryらが相次いで､ HSP70

mRNAの5'-UTRが高温域での翻訳抑制回避に寄与することを示す論文を発表した

(29,30).またｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの低分子量HSPであるHSP22mRNAにおいても熟ｽ

ﾄﾚｽに羊る翻訳の抑制を免れて翻訳されるためには､その5'-UTRが必須であるこ

とが示された(45)｡

植物でもHSP遺伝子の高温域での翻訳抑制回避､その他の遺伝子のmRNAの翻訳

抑制に関していくつもの報告がなされているが､ HSPの5'-UTRが翻訳抑制回避に寄

与することを示した報告は2例のみである｡ 1989年にSch6ff1らによってﾀﾞｲｽﾞの

Gmhsp17.3-Bの5'-UTRの欠失解析が行われ､ Gmhsp17.3-Bの5'-UTRが高温域での効

率の良い翻訳に必要であることが示された(46)｡また1992年､ pittoらによって､ﾄ

ｳﾓﾛｺｼ､ﾀﾊﾞｺ､ﾆﾝｼﾞﾝのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現によって､ﾄｳ

ﾓﾛｺｼのHSP70の5'-UTRが熟ｽﾄﾚｽ時の翻訳の抑制を回避することが報告さ

れた(43)｡ PittoらによってmRNAをﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄに-過的に導入した場合でも､

高温域での翻訳抑制が起きることが示されことから､植物における翻訳抑制および回

避の主乾略は､酵母のように非HSP遺伝子mRNAを核内に留めることによって翻訳を

抑制するのではなく､ほ乳類やｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴなどと同様に細胞質において熟ｽﾄ

ﾚｽ時の翻訳抑制機構が働き､その抑制回避に5'-UTRが関わると考えられる｡

第1章ではｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを実験材科にHSP 5'-UTRが高温域での翻訳抑制回避に

寄与するかどうかを調べた｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅからは数種のHSP遺伝子が単離され､

またそれらのHSP遺伝子の転写開姶点も決定されているため､複数のHSP遺伝子か

ら完仝長の5'-UTRを単離することが可能である｡実験材科として､低分子量HSP遺

伝子であるHSP18.2およびHSP17.4､高分子量HSP遺伝子であるHSP81-1､ HSP81-2､

HSP8113の合計5種類の5'-UTRを選んだ｡

HSP18.2およびHSP17.4はそれぞれ18.2 kDa､ 17.4 kDaの低分子量HSPをｺ-ﾄﾞ

しており､ 1989年にTakahashiらによって単離された(47)｡ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-解析の結

果から､常温では転写物､ﾀﾝﾊﾟｸ質ともに検出されず､熟ｽﾄﾚｽによって速やか

に誘導されること(47, 48)､低分子量HSPは熱ｽﾄﾚｽ下で細胞質に形成される

HSGsの主な構成分子であることなどから､その5'-UTRが翻訳抑制の回避に寄与す

る可能性が高いと考えられる｡ HSP81-1､ HSP81-2､ HSP81-3埠それぞれ81 kDaの高

分子量HSPをｺ-ﾄﾞしており､ HSP81-1､ HSP81-2は､ 1992年にTakah^ashiらによっ
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て､ HSP81-3は1994年にYabeらによって単離された(49, 50)｡ 3つの遺伝子とも熟

ｽﾄﾚｽによって転写が誘導されるが､ HSP81-1は常温ではまったく転写物が検出さ

れず､ HSP81-2､ HSP81-3は常温でも転写物の蓄積が認められる. HSP81-1とHSP81-

2､ HSP81-2とHSP81-3は5'-UTRの塩基配列にそれぞれ40%､ 67%の相同性がある

--r〆が, HSP81_1とHSP81_3間の5,-TmRの相同性は28%と低い.また5,-UTRの長さは

HSP81-1とHSP81-2がそれぞれ91塩基､92塩基とほぼ同じ長さなのに対して､HSP81-3

は113塩基と若干長く､翻訳抑制回避能と5'-mRの長さ､塩基配列の関係を検討す

るのに有利であると考えられる｡

本章では､植物にj引ﾅる熟ｽﾄﾚｽ温度を詳細に検討し､ﾀﾊﾞｺとｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ

のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおいて､ HSP 5'-UTRが高温域での翻訳抑制の回避に寄与するこ

とを示した｡また,形質転換ﾀﾊﾞｺ植物体においても､同棟の現象が得られた｡

1.2実験材科と方法

1.2.1遺伝子操作技術

大腸菌を用いた遺伝子操作については､特に断りの無いかぎり､ Molecular Cloning

(51)に従った｡

1.2.2ﾀﾊﾞｺおよびｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ培養細胞の培養

ﾀﾊﾞｺ培養細胞(NicotianatabacumL. cv. BY-2)は､ 300miのﾏｲﾔ-ﾌﾗｽｺに改

変LS培地(52)を95mi入れ､ 27℃で､ 130 rpmの撹拝速度､暗所下にて培養した

(BR-3000; TAlTEC, Saitama)｡細胞の継代培養は7日ごとに走常期に達した細胞を新

しい培地へ2ml植え継いだ(53)｡

ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ培養細胞(Arabidopsis thaliana T87)は理化学研究所ｼﾞ-ﾝﾊﾞﾝｸ室

植物細胞開発銀行より分与していただいた｡ 300mlのﾏｲﾔ-ﾌﾗｽｺに改変LS培

地を95mi入れ､ 22℃で､ 140 rpmの撹拝速度､ 18時間明期､ 6時間暗期の光粂件下

にて培養した(Innova 2300; New Brunswick Scientific, NJ, USA).細胞の継代培養は14

日ごとに走常期に達した細胞を新しい培地へ5ml植え継いだ｡

1.2.3培養細胞を用いた-過性発現解析

導入ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

ｶﾘﾌﾗﾜ-ﾓｻﾞｲｸｳｲﾙｽ35S RNA(CaMV35S)ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の転写開始点よ

り7塩基上流の6塩基をclaI配列(ATCGAr)に置換するためにpBI221 (54)を鋳塑に

35SNcoと35SCla (Tableﾄ1)をﾌﾟﾗｲﾏ-に用いてPCRを行った｡増幅されたDNA

断片をpuc19の肋cⅡ部位にｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､塩基配列を確かめ､これをp35SNcoCla

と名付けた｡ p35SNcoClaに含まれるCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-内に位置するNcoI部位

とﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ由来のBamHI部位で切断して得られた約500塩基対の断片をpBI221の

NcoI-BamHI領域に挿入し､得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをpBI221Cla(Fig. 1-1)と名付けた.

HSP18.2遺伝子(48)の完仝長(45bp)の5'-UTR領域を含み､ 5'未端側にClaI ､ 3'

末端側にBamHIの切断部位ができるようにﾃﾞｻﾞｲﾝした2種のｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ､
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18.2uTR-45-forと18.2UTR-45-rev (Table l-2)をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせた後､ pBI221Claの

claI-BamHI領域に挿入し､得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを18.2UTR145と名付けた｡

pcRまたはｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞのｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ(Table l-1,ﾄ2)によって得られた

その他のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来HSP遺伝子HSP1714､ HSP81-1､ HSP81-2およびH!PiS!:I3

(47, 49, 50)の5'-UTR断片をpBI221ClaのClaI-BamHI領域に挿入し､得られたﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞはそれぞれ17.4UTR､ 81-1UTR､ 81-2UTRおよび81-3UTRと名付けた(Fig.ﾄ

1)o

これらの転写開始点はすべてCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-のものと-致するようにﾃﾞｻﾞ

ｲﾝした｡

ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄの調製およびｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝによるDNAの導入

改変LS培地で3日間培養したBY-2細胞または10日間培養したT87細胞を酵素液

(o.1% Pectolyase Y23 [Kikkoman,thiba], 1% 【BY-2細胞]または10% [T87細胞】 cellulase

RS [Yikult Honsha, Tokyo], 0.4 M Manmitol, pH 5.5)で25oC､ 2時間処理後､ o.4 M

Manmitolで2回､ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝﾊﾞｯﾌｱ- (5mMMES,70mMKCl,0.3M

Mamitol,pH5.8)で1回洗浄し､酵素を除いた｡ 1.5×106個の細胞(BY-2細胞)また

は5×106個の細胞(T87細胞)をo.5miのｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝﾊﾞｯﾌｱ-に懸

濁し､ 200V､ 100ms､ 400pF@Y-2細胞)または300V､ 100ms､ 400pF(T87細胞)の

条件でｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝｼｽﾃﾑ(Gene Pulser; Bio-Rad Laboratories, CA, USA)

により供試するﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAIOい′gと内部標準に用いるpBI221-1uc+(55) 1 pgを導

入した｡ 10miのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ培地(改変LS培地【sucrose濃度10 gn]､ 0.4 M

Man血tol)を加え2分割して, 60-mのｼﾔ-ﾚに移して以下の条件で培養した｡BY-2

細胞においては26℃､暗黒下で6時問静置培養した後､ -方を処理温度に移動し､ 12

時間後活性測定を行った｡ T87細胞においては2分割後22℃､暗黒下で9時間静置

培養した後､ -方を処理温度に移動し､ 15時間後に括性測走を行った.ｷｭﾍﾞｯﾄ

はo.4 cm幅(Gene Pulser Cuvette; Bio-Rad Laboratories)のものを使用した｡

BY-2細胞､ T87細胞ともに､導入DNA量を1から20pgまで増加した場合のGUS

比括性の増加には直線性が見られた｡

1.2.4ﾀﾝﾊﾟｸ質の新規合成の検出

ﾀﾝﾊﾟｸ質のinvivoRI標識

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNA導入後､22℃で9時間静置培養したT87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを回収し､

1.5 mlあたり1×107個の細胞数になるようﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ培地に懸濁して､ 12穴の

ﾀｲﾀ-ﾌﾟﾚ-ﾄに1.5 mlずつ分注した｡ 22℃および33℃に設走した人工気象器

即C-350S; Nippon Medical & Chemical lnstruments, Osaka)の中に設置した振畳器

(M山s-200; TokyoR汰akikai,Tokyo)にﾀｲﾀ-ﾌﾟﾚ-ﾄを置いて70rpmで振藍培養し

た｡ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄの回収直後(DNA導入後9時間)および処理温度移行2時間後

(DNA導入後11時間)に10 p.CiのNa2[35s]so. (AmershamBiosciences, NJ, USA)を添

加した｡さらに1時間および2時間各温度で培養した後､全細胞を回収し､ﾌﾟﾛﾄﾌﾟ
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ラスト培地で1回洗浄後、液体窒素で凍結し、－80℃で凍結保存した。

全タンパク質租抽出液の調製

200LLlのGUS几UCバッファー（0．1MKPO4，2mMEDTA，5％Glycerol，2mMDTT、

pH7．8）を加え、氷水中で超音波発生器（UR－20P；TbmySeiko，Tbkyo）を用いて、出力

7から8で15秒破砕、15秒水冷を4回線り返し、細胞を破砕した。遠心分離（12，000

×g，10血n，40c）し、得られた上清を租抽出液とした。

SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

SDS－PAGE用試料の調製およびSDS－PAGEは、Laemmli（56）の方法に従った。7．5％

ポリアクリルアミドゲルに試料をアプライし、恒温式ミニゲルスラブ電気泳動装置

（NA－1012；NihonEido，Tbkyo）を用いて、10mAの走電流で電気泳動を行った。分子

量マーカーにはPrestainedSDS－PAGEStandardsLowRange（Bio－RadLaboratories）を使

用した。泳動終了後、ゲルを染色溶液（0．25％CBB R－250，10％Acetic acid，50％

Methanol）で振塗しながら15分間染色し、さらに脱色溶液（10％Acetic acid，30％

Methan01）中で1時間振塗し、脱色を行った。脱色ゲルはゲル乾燥機（HydroTbchGel

Drying Systems；Bio－RadLal）OratOries）を用いて80℃で30分間乾燥後、X線フイルム

に1晩接触させ、現像した。

1．2．5酵素活性測定法

租酵素液の抽出

回収したプロトプラストに0．5mlのGUS几UCバッファーを加え、氷水中で超音波

発生器（UR－20P；恥mySeib）を用いて、出力7から8で15秒破砕、15秒水冷を4

回線り返し、細胞を破砕した。遠心分離（12，000×g，10血n，40c）し、得られた上清

を租酵素液とした。

形質転換BY－2細胞を用いた場合、約100plのBY－2細胞を0．5miの改変GUSlysis

バッファー（50mMNaH2PO．，PH7．0，10mMEDTA，10mMβ一merCaPtOethan01）に懸濁

し、同様にして租酵素液を抽出した。

全タンパク質量の定量

Bradfbrdの方法に従った（57）。既知濃度のBSAを用いて作成した検量線からタン

パク質濃度を決定した。

GUS活性の測定

Je飴rson　らの方法により行った（54）。蛍光／吸光マルチプレートリーダー

（SPECTRAFluor；Tbcan，Saliburg，Austria）を用いて、励起波長365nm、蛍光波長455

nmで反応生成物4－Methyl－U血belliftrone（4MU）の蛍光強度を1分ごとに30分間測定

した。得られた蛍光強度の増加曲線と既知濃度の標準物質4MUを用いて作成した検

量線から、1分あたりの4MU平均増加量を決定した。GUS比活性はプロトプラスト

12



細胞を用いたGUS活性測定においてはpmo14MUhin／mgprotein、形質転換BY・2を

用いた場合はnmo14MU血inhngproteinとした。

ルシフェラーゼ（Luc）活性の測定

Luc活性はルシフェラーゼアツセイシステム（Picagene；TbyoInk，Tbkyo）を用いて

測定した。Photonの検出にはルミノメーター匹umatLB9501；BertholdTbchnologies，

BadⅦ1dbad，Germany）を用いた。租酵素液中のルシフェラーゼ濃度はキットに付属

の精製ルシフェラーゼのphotonの測定値を基に検量線を作成し、決定した。Luc比

活性はpmoILuc血gproteinとした。

GUS几uc相村活性の定義

GUS几uc相対活性は上記の測定によって得られたGUS比活性およびLuc比活性よ

り算出し、PmO14MUhnin4）mOILucと定義した。

1．2．6仝RNAの調製

甘羊2プロトプラストおよびT87プロトプラストからの全RNAはRNA精製キッ

ト（RNeasyPlantMiniKit，QIAGEN，Hilden，Germany）を用いて調製した。キットに付

属のプロトコルに従った。導入されたプラスミドDNAの混入を防ぐため、得られた

全mを20unitsのDNaseI（RNasefree，RocheDiagnostics，Tbkyo）と50unitsの

Ribonucleasehhibitor（TbkaraShuzo，Otsu）を含む100LLlのDNaseバッファー（4qmM

Tris－HCl，PH7・5，10mMNaCl，6mMMgC12，2mMDTT）中で370c、30分間インキュベ

ートし、DNAを消化した。DNase処理後、フェノール・クロロホルム抽出、エタ

ノール沈殿を行い、沈殿を乾燥させてから5トLlのDEPC水に溶解した。

1．2．7ノザン解析

IgのアガロースHS（Nippongene，Tbyama）を79mlの蒸留水で溶解し16miのホ

ルムアルデヒドと5miの20×MOPSバッファー（0．4MMOPS，PH7．0，100mM

SodiumAcetate，20mMEDTA）を加えてサブマリン型電気泳動ゲルを作製した。RNA

サンプル（20pgtotalRNA，1×MOPS，15％Formaldehyde，50％Formamide，500ng

EthidiumBromide）を、70℃で10分間加熱、氷冷した後にアプライした。一定電圧（100

V）、1×MOPSバッファー中で電気泳動を行った。

HybondN＋ナイロンメンプレン（AmershamBiosciences）に電気泳動により分離し

たRNAをキヤピラリー法で12時間以上トランスファーした（51）。トランスファー

には、20×SSC（3MNaCl，0．3MSodiumCitrate）を用いた。トランスファー終了後、

GSGENELINKERTM（Bio－RadLaboratories）のプログラム3でUVクロスリンクした。

メンプレンとハイプリダイゼーションバッファー（0．5mMNa2HPO．，PH7．2，1ⅠIIM

EDTA，7％SDS）をハイプリバックに入れ、650Cで1時間以上、プレハイプリダイゼ

ーションを行った（58）。BcaBestTMLabelingKit（TakaraShuzo，Otsu）を用いて1800塩

基対の完全長GtLg遺伝子を含むBamHI－SacI断片を＼【α－32p］dCTP（Amersham
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Biosciences）で標識後、95℃で10分間加熱、氷冷レヽイブリダイゼーションに用い

た。16時間以上、650Cでハイプリダイゼーションを行った。メンプレンを650Cで

一次洗浄液中（2×SSC，0．1％SDS）10分間、振塗させながら洗浄した。順に二次洗浄

液（1×SSC，0・＿！草屋PS）、三次洗浄液（0・5×SSC，0・1％SDS）に変更し、＿同様に洗浄し
た。Ⅹ線フイルムに．2日間接触させた後、現像した。

1．2．8形質転換体BY・2細胞の作出

バイナリープラスミドの構築

1．2．3で作成した一過性発現導入用のプラスミドのガ肋dⅢ－βα∽HI断片をpBI121（54）

の方言乃dIII一月也刑瘡Ⅲ領域に挿入した。

BY2細胞の形質転換はアグロバクテリウム感染法により行った（59）。

1．3結果

1．3．1熟ストレス下におけるシロイヌナズナ那PJβ．25，－mRの翻訳抑制回避

那P遺伝子の発現は主に転写レベルで制御されており、そのプロモーターは熟ス

トレスによって転写が活性化されるため、通常培養温度では一部の且Sア遺伝子を除

き、転写は抑制されていると考えられている。熟ストレス下での翻訳抑制回避に脚

5，－mRが寄与するかどうかを調べるために、構成的に発現するC融止V35Sプロモー

ターの支配下にシロイヌナズナ月∫PJβ．2の5，一UTRを挿入し、Gこ搭遺伝子を連結し、

キメラ遺伝子18．刀げnし45を構築した（T油1esl－1，1－2，Rg．1－1）。

H N mC【】　　　　　　　　　E

pB121Cbl町l一回
H N mC B E

182UTR■51二亘二二」L二Ⅱニコ垂二「－‾阿

17凡打R　困観酔l本l回
81・1折Rl町匡∵ lす」軒
8鱒m」・ガ押l観＝‖‖‖＝＝＝＝＝l川本軒

81－3UTR　困観卜眉l本l回
P別鞘B‖21）困珊ト．？膵1回

口ざ一灯Rof描戸ほ2

8ぎ・um沌‖明詐J乙一

日ぎ⊥mol描招け一丁

ロぎ1m8f〟開招

口盲・U¶弓dlⅦ別巧Hl

田Regionfromtranscdptionstarts托etoBamHJofc［onings托eofp別221

日Junclionre9ionfromjntlりduced飽＝oproposedt帽nS坤tionst細S始

FIG・1－1・StruCtureOfthepromote〟5，－UmGUSchimericgeneconstruCtS．

Tninarrowindicatestheproposedtranscriptionstartsiteandthickarrowindicates

thetranslationstartsite．Translationofal1construCtSStartSftomtheAUGinitiation

COdonoftheGtLSgene・AC肋Isitewascreated7bptlPStreamOftheproposed
transcriptionsitefortheintroduced5’－UTR．

H，肋dIⅡ；N，胞Ⅰ；C，C払Ⅰ；B，β也椚HI；E，励oRI．
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賢‥よ

TABLEl－1．PrimersetsfbrPCRusedinthiswork

Oligo：　　Sequence缶b Tbmplate Linker Plasmid

35SN∽　　　AGGCCATGGAGTCAAAGÅn℃AAA pBI221　　舵0I p35SNcoCla

35SCla CCATCGAr軋ÅrGAACTTCCTm C肋Ⅰ

01igo：　　Sequence恥b

81－1UTR－fbr TmAAAACAArCACAAATC
81－1UTR－reV AAGGAJCCCGCAACGAACTm

81－2UTR－fbr T叩汀GCCGCATCAGT
81－2UTR－reV AAGGATCCTGTCGTAGATCGGGAA

二托mplate Linker

pTTlO2　　C肋Ⅰ

βα耶HI

pTrllO C肋Ⅰ

βα∽HI

Plasmid

81－1UTR

8ト2UTR

Ref．

（49）

（49）

（49）

（49）

〆一一㌦一“5，－UTR

ガ肝βノーJ

ガ∫Pβノー2

aTheoligonucleotidesusedasPCRprimersarelistedin5’－3’0rientation．

bTheres仕ictionsitesinlinkersareunderlined．

TÅBLEl－2．Oligonucleotidesfbrannealingusedinthiswork

5・一皿　　　Ohgo：　　Sequenceちb Plasmid Ref．

LtSP18・218．2UTR－45－fbr　辿荘rCAAATCAGCAGGAAAjmGAACCAAAAGTCTCCC18．2UTM5（47）
GAAAAGCAACGAACA崖

18．2UTM5TreV GjmTTCGTrGCTmGGGAGACmTrCmArrr
TCCTGCTGJmA貞道

（47）

脚1714　17．4Umfbr　！送過ご】TGC爪GAAGAGAGTTCTAGCAAAACAAAACAAAAC17．4UTR　（47）

AGAGCAAACAGAGTÅAGCGAAACGG

17．4UTR－reV GjmGTTTCGCmCTCTGmGmTmTTTTGTm
CnGAACmGAATGCん岨

（47）

HSP81－3　81－3URfbr　琶塑望rn℃CCCAAAGmCGTÅrCAATCAACACTrCmGCm　81－3UTR（50）CTAAAGAA肌TCTCGÅrm
ACCmGCTmGAITITr‖山℃CGATCAACGAGAG

81－3UTR－reV GATCCTCTCGmATCGGAAAAAAAJmGAGCmGGGm
TGAjMGAGAGATAAAGAGAGCAAAJumGAG
AGCAGAGAAGTGTrGATTGAⅡÅCGAGACTITGGGGAAG貞道

（50）

aTheoligonucleotidesusedfbrannealingarelistedin5’－3’0rientation．

bTneres仕ictionsitesinlinkersareunderkned．

18．2UTR45と対照であるpBI221をT87のプロトプラストにエレクトロボレーショ

ンで導入し、27℃から37℃までの様々な強度の熟ストレスを与え、GUS比活性の経

時変化をみた（mg．1－2）。一過性発現実験は処理温度ごとに行い、1回の一過性発現

実験には同一のプロトプラストを用いた。エレクトロボレーションでプラスミドを導

入後、2分割して培養しているため、同一の系においては、22℃と試験温度で培養し

た細胞に導入効率による差はないものとした。同一の一過性発現実験を3回以上繰り

返し、再現性を得た。その結果、pBI221を導入したプロトプラスト細胞は27℃の熟

ストレス条件下では、通常培養温度である22℃でのGUS活性値と同程度の値を示し

た肝ig．1－2）。しかし29℃の熟ストレスにさらされるとGUS比活性は低下をはじめ、

33℃の熟ストレス下においては、22℃でのGUS活性値の50％、35℃においては30％

にまで低下した。また、18．2UTR45はpBI221に比べて高いGUS比活性を示した。

15



F
F

5

ｰヽ

⊂

'B
O

_>邑
>ﾛ)

'i盲

萱毒
OO

鼻量

0

15

10

5

0

15

10

5

0

15

5

0

15

10

5

0

0 8 16 24

pB1221

0 8 16 24 (hr)

1 8.2UTR-45

22oC

heat stressed

FIG･ 1-2･ Effect of the 5'-UTR ofHSP18･2 on translation dming heat stress

in electroporated A7Ⅵあidopsis T87 protoplasts･ The indicated specific GUS

activitiesare means ±SD of three independent electroporation experiments･

多くの生物種に如-て､高温下では通常のﾀﾝﾊﾟｸ質の合成は抑制され､ HSPの合

成が強く誘導されることが知られており､植物においても同様の現象が見られると考

えられている｡この33℃におけるGUS括性の低下は熟ｽﾄﾚｽによる翻訳抑制と考

えられる｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいても熟ｽﾄﾚｽ(33℃)がかかった際にﾀﾝﾊﾟｸ質

の新規合成が抑制されるかどうかを調べた(Fig.ﾄ3)｡ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ化後､ 22℃で

9時間静置培養し､ 33℃の熟処理温度に細胞を移行した｡処理温度移行直後に

Na2[35s]so.を添加し､ 1時間､および2時間､ RI標識を行った細胞､ 33℃で2時間

前培養した後､ Na2[35s]so4を添加し､ 1時間､および2時間､ RI標識を行った細胞
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から仝ﾀﾝﾊﾟｸ質租抽出液を調製し､ sDS-PAGEを行ったQその結果､ T87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟ

ﾗｽﾄにおいて33℃の処理温度移行後2時間以内に､ほぼ主なﾀﾝﾊﾟｸ質の新規合

成は抑制されることが明らかになった(Fig. 1-3)o

NH H NI H

12121212(hr)

1 2 3 4 $ 6 7 8

FIG. l13. nLermal inhibition of de novo synthesis of protein in

ArabL･dopsLIs T87 protoplasts･ Lane 3 and 4, irnmediately after

shifting from 22oC to 33 QC, protoplasts were labeled with

Na2[35s]so4 for l hour and 2hours, respectlVely; Lanes

l and 2, control for lanes 3 and 4･ protoplasts were labeled with

Na2[35s]so. for l hour and 2hours at 22 oC･respectively; 1anes 7

and 8, 2 hours after shifting to 33 oC, protoplasts were labeled

with Na,[35s】so. for l hour and 2hours, respectively･, Lanes 5

and 6, control for lanes 7 and 8･ protoplas(s were labeled for l

and 2hours at 22oC, respectively･ NTI; non heat stressed,H; heat
stressed at 33 oC.

-方､ 18.2UTR-45を導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ細胞は33℃の熱ｽﾄﾚｽ条件下でも

通常培養温度である22℃でのGUS括性値と同程度の値を示し､ 35℃でも､約80%の

比活性があった(Fig. 1-2)o

33℃におけるGUS括性億の違いがmRNAの安定化に起因する可能性も考えられる

ので､ 18.2UTR-45およびpBI221を導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおけるGUS mRNAの

蓄積量を調べるために､ 22℃および33℃の処理温度で培養したそれぞれのﾌﾟﾛﾄﾌﾟ

ﾗｽﾄから調製した仝RNAを用いてﾉｻﾞﾝ解析を行った(Fig･ l-4)｡ 22℃と33℃で

のGUSmRNAの蓄積量は､ 18.2UTR-45､ pBI221のどちらを導入した細胞においても

同程度であり､ 33℃の熱処理による転写活性の減少や分解速度の上昇などに影響され

るGUS mRNA蓄積量の減少は認められなかった.また､非特異的なｼｸﾞﾅﾙは検出

されず,導入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞDNAはDNaseI処理によって完仝に消化されたと考

えられる(data not shown)oこのことから, 18･2UTR-45またはpBI221におけるGUS

mRNAの安走性に顕著な差はなく､ pB1221の5'-UTRは高温ｽﾙｽ粂件下で翻訳

抑制を受ける-方､ HSP18.2の5,-UTRは高温ｽﾙｽ条件下での潮訳抑制の回避に

寄与することが示された｡
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1 8.2UTR-45 pBL221

FIG. l14･ Comparison of GUS mRNA accumulation during heat stress in

electroporated ArabE'dopsis T87 protoplastsI Total RNA was preparedfrom

l ･5 x lO6 electroporated protoplasts recovered simultaneously with the

electroporation experiment at 19 hr after electroporation in Fig･ 1 -2･

Each lane was loaded with 20 pg total RNA･ Ethidium bromide-stained

ribosomal RNA is shown as a loading control.

1.3.2熟ｽﾄﾚｽ下におけるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ各HSP5'-UTRの翻訳抑制回避

生物は分子量の異なる多数のHSPを持つことが知られている｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅに

おいても同様であり､HSP遺伝子も数多く単離されている｡18.2UTR-45同様にHSP17.4､

HSP81-1, HSP81-2およびHSP8113遺伝子の仝長5'-UTR断片をcaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-

ﾀ-の支配下に置いた発現系を構築し(Tables I-l, 1-2,Fig. 111)､得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ､

17.4UTR, 8ﾄ1UTR､ 8ﾄ2UTRおよび81-3UTRをT87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにそれぞれ-

過的に導入し,熱ｽﾄﾚｽによる発現の変化をみた(Fig. 1-5)｡ 1.3.1の結呆から､ 33℃

をｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおける熟処理温度とした｡DNA導入後22℃で9時間培養し､33℃

の処理温度に移してさらに15時間培養した後,細胞を回収し, GUS比活性を測走し

た｡同-の-過性発硯実験を3回以上繰り返し､再現性を得た｡その結果､すべての

HSP5,-UTRを持つ発現系において熟処理後も22℃で培養したもののほぼ80%程度の

GUS比括性を示し､ HSP18.2の5'-UTRだけでなく､他の分子量HSP 5'-UTRもまた

熟ｽﾄﾚｽ条件下での翻訳抑制回避に寄与することが示された｡
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FIG. 115. Effect ofthe 5'-UTR ofHSP on translation during heat stress

in electroporated Arlabidopsis T87 protoplasts･ The indicated relative GUS

activities are means ±SD ofthree independent electroporation experiments.

Ⅵ1e relative GUS activities tothe level obtained from eachaliquot of protoplasts
incubated for 15 hr at 22oC are shown.

1.33 HSP18.2の5'-UTRの種を超えて保存された熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避

次に単離された植物体とは異なるﾍﾃﾛな系においてもHSP18.2の5'-UTRが熟ｽ

ﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避に寄与するかどうかを調べた｡ 18.2UTR-45をBY･2ﾌﾟﾛ

ﾄﾌﾟﾗｽﾄにｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝで-過的に導入し､様々な強度の熟ｽﾄﾚｽを

与え､ GUS比括性の経時変化をみた(Fig. 1-6)｡対照にはpBI221を用いた｡ DNA導

入後25℃で6時間培養し､処理温度に移してさらに12時間培養した後,細胞を回収

し､ GUS比括性を測走した｡同-の-過性発現実験を3回以上繰り返し､再現性を

得た.その結果､ pBI221を導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ細胞は30℃および35℃の熟ｽﾄ

ﾚｽ条件下では､通常培養温度である25℃でのGUS括性億と同程度の値を示した｡

しかし､37℃の熟ｽﾄﾚｽにさらされるとGUS比括性は劇的に低下し,25℃でのGUS

括性億の50%､ 39℃以上では30%8こまで低下した｡ -方､ 18.2UTR-45を導入したﾌﾟ

ﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ細胞は37℃の熟ｽﾄﾚｽ条件下でも通常培養温度である22℃でのGUS

括性億と同程度の億を示し､ 39℃でも､約80%の比括性があった｡以上の結果から､

HSP18.2の5'-UTRによる熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避がﾀﾊﾞｺにおいても磯能す

ることが示され､ 5'-UTRを介した翻訳制御は植物種を超えて保存されていることを

示している｡また､ 37℃を以後の実験でのﾀﾊﾞｺにおける熟処理温度とした｡
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PBI221　　　　18．2UTR・45

2；OC

こ二＝＝＝＝ニニ　heatstressed

FTG・1－6・E脆ctofthe5’－UTRofLWl＆20ntranSlationduringheatstress

inelectroporatedtobaccoBY－2protqplasts・TYleindicatedspeci負cGUS

activitiesaremeans±SDofthreeindq）endentelectrqporationexperiments・

次に、形質転換BY－2においても月∫PJβ．2の5，－UTRは熟ストレス下での翻訳抑制回

避に寄与するかどうかを検討した。18．2UTR－45の肋dIII－BamHI領域をバイナリー

ベクターであるpBI121に乗せかえ、アグロバクテリウム感染法によってBY－2を形

質転換した。同様に対照であるpBI121を用いてBY－2の形質転換を行った。カナマ

イシンによる選抜を繰り返した後、得られた形質転換候補カルスから3クローンを選

択し、液体培地で数回、継代培養を繰り返した後、実験に用いた。25℃で継代後3日

目の18．2UTR－45およびpBI121を2分割し、一方は37℃の処理温度に、もう一方は

引き続き25℃で20時間培養後、細胞を回収してGUS比活性を測定した（Fig．1－7A）。

その結果、18．2UTR－45を導入したBY－2細胞は25℃と37℃でGUS比活性にまったく

差は見られなかったが、pBI121においては25℃で培養した細胞のGU■S比活性に対

し、約60捌こ活性値が低下した。
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incubatedat250c．四）TheGUSactivitiesandproteinconcentrations
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transgenicBY－2cellsincubatedwithoutcycloheximideasacontrol，

また、シクロヘキシミド添加による翻訳阻害実験を行った肝ig．1－7B）。継代後3日

日の18．2UTR－45およびpBI121を2分割し、一方に終濃度10叶g血1になるようにシ

クロヘキシミドを添加した。引き続き25℃で20時間培養した後、細胞を回収してGUS

活性を測定した。その結果、シクロヘキシミドを添加した18．2UTR－45、pBI121にお

けるGUS活性値はともに薬剤を加えなかった細胞の40％程度に低下していた。また、

それぞれの全タンパク質量も薬剤を加えなかった細胞の40％程度に低下していた。

薬剤によって翻訳が阻害され、新しいGU■Sタンパク質の供給がされなくなった場合、

細胞内の蓄積GUSタンパク質量は20時間で40捌こ減少することが示された。以上

より18．2TR－45において37℃の熟ストレス下でもGUS比活性が低下しなかったのは、

処理温度に移行後もGUSタンパク質の新規合成が行われたためであると考えられる。

18．2UTR－45、p封121、それぞれ3つのクロ⊥ンを用いて同じ実験を行ったところ、

同様の結果を得たため、代表的なデータを示した。

GUSタンパク質自体の熟に対する安定性を調べるために継代後3日目の18．2UTR＿

45細胞を回収し、抽出した租酵素液を種々の温度で1時間インキエペートした後、GUS

比活性を測定した。その結果、租酵素液中のGUSタンパク質は45℃で処理されても

活性が低下しなかった肝ig．1－8）。この結果から、高温でのGUS比活性の低下はGUS

タンパク質の失括、分解によるものではないと考えられる。
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lqG. 1-8. The stability of GUS protein. Samples extracted from transgemic

BY-2 cells introduced 18.2UTR-45 were incubated for l hour a丘ndicated

temperatures. Relative values ofthe specific GUS activity at each temperature

compared to the GUS activity of the corresponding imitial point were calculated.

1.4考察

細胞が熟ｽﾄﾚｽにさらされると, HSP血RNAは翻訳されるが､他の遺伝子の

mRNAの翻訳は抑制される｡ T87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現実験において

pBI221を導入した細胞のGUS比括性が33℃の培養温度では22℃でのほぼ半分まで

低下することを示した肝ig. 1-2). 22℃および33℃でのmmAの蓄積量を比較したと

ころ伊ig. 1-4)､ pBI221を導入した細胞における高温域でのGUS比活性の低下を説

明しうるようなmRNA蓄積量の減少は見られず､pBI221由来の5'-UTRを持つmRNA

が高温域で非常に安走性が低くなるという可能性を除外した｡ -過性発現実験で

pBI221を導入した細胞における高温域でのGUS比括性の低下は翻訳が抑制された結

果を反映するものであると考えられる｡

-方､熟ｽﾄﾚｽ下でのｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ細胞における仝体的なﾀﾝﾊﾟｸ質新規合成

の拳動を調べるために､ﾊﾟﾙｽﾗﾍﾞﾙを用いて､単位時間に合成されるﾀﾝﾊﾟｸ質の

検出を行った｡その結果､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのﾀﾝﾊﾟｸ質新規合成は熱ｽﾄﾚｽ下で抑

制されることが明らかになった肝ig.1-3)｡

1989年､ sch6fnらはﾀﾞｲｽﾞのGmhsp17.3-B遺伝子ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にCAT遺伝

しを連結した発現系を用いてGmhsp17.3-B 5'-UTRの熟ｽﾄﾚｽに対する応答を調べ

たところ､ 5'-UTRの大部分を失うと翻訳が起こらなくなることから､ HSP遺伝子の

翻訳制御に5'-UTRが関与する可能性を示した(46).しかし､この実験系ではcAT

mRNAの蓄積量自体が激減しており､ cAT括性の消失が5'-UTRに存在する高温域

での翻訳に寄与する領域を失ったためにC47- mRNAの翻訳が起こらなくなったため

なのか､転写物蓄積量の劇的な減少によって翻訳されるﾀﾝﾊﾟｸ質量が検出限界以下
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に減少しただけなのかを区別することが不可能である｡ -方､ 1992年のPittoらはﾄ

ｳﾓﾛｺｼのHSP705'-UTRが高温域における翻訳抑制回避に寄与することを報告し

ている. pittoらはin vib10で転写したmRNAを用いることによって､ HSP70 5'_UTR_

GUS融合遺伝子と対照となる合成5'-UTR-GUS融合遺伝子の導入mRNA量をそろえ

ているため､得られたGUS括性値はそれぞれ通常培養温度および熟ｽﾄﾚｽ温度で

の翻訳を反映している｡また､異なる5'-UTRでもmRNAの安走性に差がないこと

も示している(43)｡よって､現在までのところ､植物で高温域における翻訳抑制回

避に寄与することを明確に示したのはﾄｳﾓﾛｺｼHSP70の5'-UTRだけである.

本研究においてHSP18.2 5'-UTRが高温域での翻訳抑制回避に寄与することが示さ

れたo HSP遺伝子の発現は主に転写ﾚﾍﾞ.ﾙで制御されており､そのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-は

熟ｽﾄﾚｽによって括性化される｡熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避にHSP5'-UTRが

寄与するかどうか､転写の括性化という過程を介さず翻訳だけを検討するために､構

成的に発現するCaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下にｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅHSPの5'-UTRを

挿入したｷﾒﾗ遺伝子を構築した(Fig. 1-1)｡

T87およびBY･2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現実験において､ 18.2UTR-45を

導入した細胞に様々な温度の熟ｽﾄﾚｽを与え､ GUS比括性の経時変化を詳細に調

べたところ､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅで33℃､ﾀﾊﾞｺでは37℃の熟ｽﾄﾚｽを与えても,細

胞は通常培養温度で得られるGUS比括性をほぼ100%維持した伊igs. 1-2, 1-6).

18.2UTR-45を導入した細胞における処理温度でのGUS mRNAの蓄積量は22℃にお

ける蓄積量とほぼ同程度であった(Fig. 1-4).さらに形質転換BY-2においてもHSP18.2

5'-UTRは熟ｽﾄﾚｽによる翻訳抑制を回避することを示した肝ig. 1-7)｡これはinvivo

でHSP18.2 5'-UTRによる熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制の回避を示した初めての例であ

る.またﾍﾃﾛな発現系であるにも関わらず､ BY-2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおいてもｼﾛ

ｲﾇﾅｽﾞﾅのHSP18.2 5'-UTRは熟ｽﾄﾚｽ下での廟訳抑制回避に寄与し伊igs. 1-6,

1-7A)､ 5'-UTRを介した翻訳制御が植物種を超えて保存されていることを明らかにし

た｡

また､ｼｸﾛﾍｷｼﾐﾄﾞを用いて翻訳を阻害した場合､ pBI121を導入した形質転

換BY-2と同様に18.2UTR-45を導入したBY-2においても､細胞内の蓄積GUSﾀﾝ

ﾊﾟｸ質量が40%8こ減少することが示された(Fig. 1-7B). 18.2UTR-45を導入した細胞

の高温域での高いGUS比活性は新規に合成されたGUSﾀﾝﾊﾟｸ質量を反映してい

るためと考えられる肝ig. 1-7A). GUSﾀﾝﾊﾟｸ質自体は熟に対して非常に安走であ

るため､ 40℃付近の高温域においてすべての発現系で見られたGUS比括性の低下が

GUSﾀﾝﾊﾟｸ質の失括である可能性は除外した■伊ig. 1-8).

さらに､ HSP18.2遺伝子のみならず､ 4種類のｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅHSP 5'-UTRが熟ｽ

ﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避に寄与することを示した肝ig. 1-5)｡ﾊﾟﾙｽﾗﾍﾞ)_t,の結果

からも熟ｽﾄﾚｽ下において-部のﾀﾝﾊﾟｸ質が引き続き合成されることが示された

が伊ig. 1-3)､それらがすべてHSPであるかどうかはまだ不明である｡これまでの研

究の間題点は既知の遺伝子の5'-UTRを用いて､それが高温域での翻訳抑制回避に寄

与するかどうかを調べるという手法であるため､単離された5'-UTRしか検討できな
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い点である｡今後の研究課題として高温域で翻訳されるﾀﾝﾊﾟｸ質を単離同定し､そ

の5'-UTRの塩基配列､長さなどを詳細に調べるという手法が考えられる｡今までと

は逆の方向からの取り組みはﾊﾞｲｱｽのかからない広範な5'-UTRの単離が可能であ

るため､高温域で翻訳されるﾀﾝﾊﾟｸ質の特徴付けや高温域で翻訳される5'-UTRと

はどういうものなのかについて網羅的な知見を得られるだろう｡

本章において､新たにｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの5種類のHSP 5'-UTRが高温域での翻訳抑

制回避に寄与することが示された｡高温域での翻訳抑制回避機構の解明を目指し､こ

れらの5'-UTRの二次構造や塩基配列などの検討を第2章での研究課題とした｡また､

HSP18.25'-UTRがpBI221に比べ高いGUS比括性を持つことが示された肝igs. 1-2and

ﾄ6)｡このことから, HSP 5'-UTRを用いた有用物質高発現系の確立といった応用面

からの検討を第3章での課題とした｡
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第2章高温域での優先的翻訳磯構

2.1序論

植物において､現在わかっている高温下での遺伝子発現様式は1) HSP遺伝子mRNA

は熟ｽﾄﾚｽ下でも翻訳が行われるが､他の遺伝子mRNAの翻訳は抑制される｡2)翻

訳が抑制された遺伝子のmRNAはﾎﾟﾘｿ-ﾑから遊離し､細胞質内のどこかに隔離

される.の2点であり､ 1)に関してはHSP 5'-UTR領域があると翻訳抑制が回避さ

れること､ 2)に関してはHSGsあるいはmRNPsが関わっている可能性があることが

報告されている(34, 38, 43).しかし､ HSP遺伝子mRNAの5'-UTRがどのような機

構で高温域でもﾎﾟﾘｿ-ﾑにとどまるのか､解離したmRNAの隔離場所はHSGsあ

るいはmRNPsなのか,または未知のﾌｱｸﾀ-あるいは未知の機構が存在するのか

不明である｡

1992年､ HessらによってｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのHSP70の5'-UTRに対する詳細な解

析がなされ､ 5'末端から17塩基の所に-11 kcal/molの自由ｴﾈﾙｷﾞ-を持つｽﾃﾑｰﾙ

-ﾌﾟ構造をとるような変異を導入すると常温では翻訳されても高温での翻訳が起こら

なくなり, 5'末端から60塩基の所に-22kcal血o1の自由ｴﾈﾙｷﾞ-を持つｽﾃﾑｰﾙ-

ﾌﾟ構造を導入した場合,常温においても翻訳が阻害されることが報告された(31)｡

前章において､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのHSP5'-UTRが熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避に

寄与することが示された｡本章では翻訳抑制回避の機構に迫る知見を得るため､

HSP18.2の5'-UTRについて詳細な検討を行った. HSP18.2の5'-UTRの欠失解析を行

い､7塩基まで5'-UTRを失うと高温での翻訳が起こらなくなることを示した.HSP18.2

の5'-tmRの二次構造を決走し､その二次構造を変えるような塩基置換を行ったが､

二次構造が違っても熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避能は失われなかった｡また､加vit710

でHSP18.2の5'-UTRの二次構造が熟処理によって変化しないことを示した｡

2.2実験材科と方法

2.2.1 5'-mRの二次構造解析

in vitro転写用ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

5'未端側から､ HindⅡⅠの切断部位､ T3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-配列､ HSP18.2遺伝子の完仝

長(45bp) 5'-UTR領域､ BamHIの切断部位､という順に並んだDNA断片ができるよ

うにﾃﾞｻﾞｲﾝしたｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ､ 18.21invitro-forと18.2-invitro-rev (Table 2-1)

をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせた後､ pBI221のHindIH-BamHI領域に挿入し､得られたﾌﾟﾗｽﾐ

ﾄﾞを18.2-invitroと名付けた伊ig. 2-1A)｡ HSP18.2の5'-UTRに塩基置換を導入した発

現系の構築についても､ 2種のｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ､ 18.2mt-invitro-forと18.2mt-

invitro-rev(Table 2-1)を用いて同様に行った.得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞは18.2mt-invitroと

名付けた(Fig. 2-1A)｡

またpBI221の5'-UTRも同棟に5'未端側から､ HindIIIの切断部位､ T3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ
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-配列､ 5'-UTR領域､ BamHIの切断部位､という順に並んだDNA断片ができるよ

うに2種のｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ､ 221-invitro-forと221-invitro-rev (Table2-1)をﾃﾞｻﾞｲ

ﾝし､ｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ後,同様にpBI221の~HindIII-BamHI領域に挿入､得られたﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞを221-invitroと名付けた(Fig. 2-1A)｡

Dimethyl Sulfate (DMS)処理

in vityID転写用ｷｯﾄ(mMESSAGE mMACmTM;Ambion, TX, USA)を用いて､ｷ

ﾂﾄに付属のﾌﾟﾛﾄｺﾙに従い､ mRNAを合成した. in vit'D DMS処理はHiggsらの

方法(60)を改変して行った. invitro転写によって得られたmRNA75pgを200LLlの

DMSﾊﾞｯﾌｱ- (40mMTris-HCl,pH7.5, 10mMNaCl, 6mMMgC12, 2mMDTT)中で

22oCおよび33oCで20分間ﾌﾟﾚｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄし､終濃度40mMになるようにそれ

ぞれの試科にDMSを加えてmRNAのﾒﾁﾙ化を行った｡引き続き各試科を22℃お

よび33℃で5分間ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした後,終濃度70血Mのβ-mercaptoethano1を加え

てﾒﾁﾙ化反応を停止し､ｴﾀﾉ-ﾙ沈殿によってDMSを除去した｡沈殿したmRNA

は乾燥させてｴﾀﾉ-ﾙを除去した後､ｷｯﾄに付属のRNase-free waterに溶解し､

逆転写反応に用いた｡

ﾌﾟﾗｲﾏ-伸長法およびﾀﾞｲﾃﾞｵｷｼ法

DNA5'末端標識ｷｯﾄ(MEGALABELTM, Takara Shuzo)を用いて､ｷｯﾄに付属の

ﾌﾟﾛﾄｺﾙに従い､ｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ(GUS120-rev; Table 2-1)を[y-32p]ATP

(Amersbam Biosciences)で標識した｡

DMS処理されたmRNA50 ngを鋳型に､和で5'末端標識したｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ

(GUS120-rev; Table2-1)をﾌﾟﾗｲﾏ-に用いて,ｷｯﾄに付属のﾌﾟﾛﾄｺﾙに従い,

逆転写反応(omiscriptRTKit, Qiagen)を行った.反応後､ﾌｪﾉ-ﾙ･ｸﾛﾛﾎﾙ

ﾑ抽出､ｴﾀﾉ-ﾙ沈殿を行い､沈殿を乾燥させてから3LLlの1×ｻﾝﾌﾟﾙﾊﾞｯﾌｱ

ｰ(80% [v/v] Formamide, 1 ×TBE [90 mM Tris-Borate, 2血M EDTA (pH 8.0)], 0.05% [v/v]

BPB, 0.05% [v/v]ⅩC)に溶解し､ 93℃で5分加熟変性後氷冷し､電気泳動に用いた｡

また､同時に泳動するｼ-ｹﾝｽﾗﾀﾞ-をﾀﾞｲﾃﾞｵｷｼｼ-ｹﾝｼﾝｸﾞｷｯﾄ(T7

SequencingKit, USB, OH, USA)を用いて作製した. RI取り込みには【α-32p]dCTP

(Amersham Biosciences)を使用し､ｷｯﾄに付属のﾌﾟﾛﾄｺﾙに従ったo 3 LLlを電気
泳動に用いた｡

変性ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動

6%変性ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ(7 M Urea, 1×TBE, 5.7% Acrylamide, 0.3% N, N'-

Methylenebisacrylamide, 0･05%Amomium Persulfate, 0･05% N, N, N', N'-
Tetramethylethylenediamine)に試科をｱﾌﾟﾗｲし､水恒温式塩基配列決走用電気泳動

装置(NB-1300;NihonEido)を用いて､ 900Vの走電庄､ 1×TBEﾊﾞｯﾌｱ-中で電気

泳動を行った.泳動終了後､ｹﾞﾙ乾燥橡(HydroTech Gel Drying Systems; Bio-Rad

Laboratories)を用いて80℃で20分間乾燥後､ Ⅹ線ﾌｲﾙﾑに1晩接触させ､現像し
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た｡

2.2.2培養細胞を用いた-過性発現解析

導入ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

1･2･3で構築した18･2UTR-45を鋳型に2組のﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄ(¶血1e 2-2;

35SNco侶SP18･2-24およびHSP18･2-7)を用いて､ 3'未端側から段階的に欠失させた

HSP18･2の5'-UTRをpcRによって増幅した. pBI221のNcoI-BamHI領域に､ 2種の

増幅断片をそれぞれ挿入し､得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを18･2UTR-24､ 18.2UTR-7と名付
けた(Fig. 2-1B).

2･2･1で構築した塩基置換を導入した発現系と同じ塩基配列をもち､ 5,末端側にclaI､

3'未端側にBamHIの切断部位ができるようにﾃﾞｻﾞｲﾝした2種のｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁ

ﾄﾞ､ 18･2mt-forと18･2mt-rev (Table 2-1)をｱﾆ-ﾘﾝｸﾞさせた後､ 1.2.3で構築した

pBI221ClaのClaI-BamH領域に挿入し､待られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを18･2mtと名付けた肝ig.
2-1B)｡

ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄの調製およびｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝによるDNAの導入
1.2.3と同様に行った｡

酵素括性測走法

1.2.5と同様に行った｡

2.3籍果

2･3･1 HSP18･2 5'-UTRの二次構造解析および変異導入

第1章においてHSP18･2 5･-UTRが高温域での翻訳抑制回避に寄与することが示さ

れたo HSP18･2 5'-UTRがどのような機構によって高温下で翻訳を継続しているのか

不明であるが､ HSP18･2 5'-UTRに特異的に結合するﾀﾝﾊﾟｸ質性の因子または

HSP18･2 5'-UTRの二次構造､あるいはその両方が熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳の開始､あ

るいはﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ鎖の伸長に影響を及ぼしている可能性が考えられる｡ HSP18.2 5,-UTR

が高温域での翻訳抑制回避に働く機構に対する知見を得るために､ HSP18.2 5,-UTR

の二次構造を決定したqig･ 2-2). T3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下にHSP18.2 5,-UTR -GUS

を連結した発現系(18･2-invi叫とpBI221の転写開始点から下流のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲ

ﾄ由来の5'-UTR･%含むGUS遺伝子を同じくT3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流に連結した発現
系(221-invitro)を構築した@ig. 2-1A)｡
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･･ ｢ ･. _., -･. n岨LE2⊥1･Ohgonucleoddesforannealingusedinthis.w唾
5 '-UTR Oligo : S equenceh b Plasmid Re£

HSP18･2 1 8･2-invitro-for AGCTTAATTAACCCTCACTA AAGGAGCAGG AAAArCAAGA

ACCAAAAGTCTCCCGAAAAGCAACGAACA旦

1 8 ･2-invitro-rev GjmCTGTT℃GmCTmCGGGAGACTmGGTrCTrGÅrr

TrCCTGCTCCTrTAGTGAG G GmAATrA

18･2-invitro (47)

(47) _

HSP18.2 1 8.2mt-invitro_for AGG=AATI:AACCCTCACTAAAGGAGCAGGAAAATCAAGA 1 8.2mt-invitro (47)
ACCAAAAGTAGAAAGAAAA GCAACGAACAG

1 8 ･ 2mt-invitro-rev i2AETGTIICGTrGCTrITrCmCI:ACTTITGGTFmGÅ汀(47)
TrCCrGCTCCmAGTGAGGGmAATrA

pBI221 221-invitro-for AG(ｺTA〟nAACCCTCACTAAAGGACACGGGGGACTCTAGAG

22 1 -invitro-rev GATCQTCTAGAGTCCCCCGTGTCCTrI:AGTGAGGGTrAArIA

221-invitro (93)

(93)

HSP18.2 1 8.2mt -for EGLmCAAATCAGCAGGAAAAI℃AAGAACCAAAAGTAGAA

AGAAAAGCAACGAACA宣

1 8 ･ 2mt-rev GATCCTGTI℃GTTGCmCmCIACTITrG GTrCTTGAT

TrCCTGCTGAmGA盟

1 8 ･2mt (47)

(47)

Oligo : Sequenceちb

GUS120-rev CAAITGCCCGGCmCTTGTA

a Tもe oligonucleotides used for annealing are listed in 5'-3'orientation.

b The resb:iction sites in linkers are und肝1ined.

18･2-invitroおよび221-invitroを用いてin vitno転写を行い､得られた血RNAをDMS

処理によってﾒﾁﾙ化した｡ DMSはｱﾃﾞﾆﾝ(A)とｼﾄｼﾝ(C)をﾒﾁﾙ化する

が､ｽﾃﾑを形成している領域またはﾀﾝﾊﾟｸ質が結合している領域のAとcはﾒ

ﾁﾙ化しない｡本研究においてDMS処理を行ったmmは加vit,o転写後､ﾌｪﾉ

ｰﾙ･ｸﾛﾛﾎﾙﾑ抽出によってﾀﾝﾊﾟｸ質は除去されている｡このことから､ﾒﾁ

ﾙ化されなかったAとcを含む領域はｽﾃﾑを形成している部分であると考えられ

るo DMS処理を行ったmRNAを用いて､逆転写を行った結果､ β｡∽Ⅲ部位までの塩

基配列において18.2-invitroの18､ 19､ 26番日､ 28-30番目および40番目のCがﾒ

ﾁﾙ化されか-ことが示された(Fig. 2-2)｡同様に221-invitroにおいては11番日のC

と13香目のCのみがﾒﾁﾙ化されなかった(Fig･ 2-3).また,両者ともBamHI部位

より下流では同じﾊﾞﾝﾄﾞﾊﾟﾀ-ﾝであったqig. 2-5A, B)｡実験に用いたHSP18.2 5,_

UTRも､ pBI221のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲﾄ由来の5,-UTRも､ BamHI部位より下流は同

じ塩基配列をもつ.今回の結果から､ BamHI部位以降の二次構造は同じであること

が示され､ HSP18･2 5'-UTRもpBI221 5'-UTRも転写開始点からBamHI部位までの領

域内にある塩基同士で二次構造を形成していると考えられる｡また､ 18.2_in,itr｡にお

いて26番目から30香目のCUnの他にﾒﾁﾙ化されないAおよびcが長く連続

する領域はなく､また､双方とも安走な二次構造を形成しうる塩基配列上の長い逆方

向反復配列も存在しなかった.以上より､ HSP18･2 5,-UTRも､ pBI221の5,-UTRも

BamHI部位までの領域で短いｽﾃﾑ構造を形成しているが､高度な二次構造は形成
していをいと考えられる｡
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･& 2munvhD舶TTAA C- ▲Gn -▲ A･LTC^AGA^ ∝AA^AG由よ忘cGLuCA -{二率]

22.4Tdb~A^TP耶▲CTFT仙Cq▲C^αG血仇C,Cn臥｣ GuS ~ ~ ■ J

H N

1 8.2UrTRJ5

･T=^^▲▲T-AG^ ^Cm▲ ▲▲ Gr巨ﾖGAA^^GCl^ CG^ A CA LEiaEC

｢→
▲GC^GG▲^^^TCA▲G▲▲CCA▲AAGTmCCCGAA▲AGCA^CGAACA

･8RUTR･24 i 3W日▲GC▲GG^^･uTCA^GA▲CCA^A^G中

･8･2tJTR17 ⊂重≡ｺ▲r･c▲GG^ 1-⊂ｺ互=1∃

円G･ 2- 1 ･ Structure ofthe promoter/5 '-UTR/GUS chimeric gene constructs

for itwitro transcription (A), mutation analysis (B) and deletion analysis (C).

nin arrow indicates the transcription star[ site and thick arrow indicates

the translation start site. Translation ofall constructs starts fromthe AUG

imitiation codon ofthe GtIS gene. Bold letters indicate nucleotides of 5 '_Um

derived丘om HSP18･2 or 5'-Um including cloming site of pBI221･ Substituted

bases are boxed･ H, HindⅢ; N, NcoI; C, C:kzI; B, BamHI; E, EcoN.

次にHSP18･2の5'-UTRにおいて,ｽﾃﾑ構造をとると予想される領域である26

香目から30香日のCUCCCにAGAAAとなるよう塩基置換によって変異を導入し(Fig.

2-5B,C)､高温域での翻訳にどのような変化が起こるかを調べた(Fig.2-4).変異を導

入したHSP18･2 5'-UTRをGUS遺伝子の上流に挿入し､ caMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支

配下に置いた発現系を構築したqig. 2-1B). 18.2mtをT87のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにｴﾚ

ｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝで導入し､ -過性発現実験を行った｡ DNA導入後22℃で9時間

培養し､ 33℃の処理温度に移してさらに15時間培養した後､細胞を回収し､ GUS比

括性を測走した(Fig･. 2-4).その結果､この発現系は二次構造が変化しているにも関

わらず(Fig･ 2-5B, C)､熟処理を加えても22℃で培養したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄと同程度の
GUS括性値を示した｡
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DMS･ A C G T DMS十

FIG. 2-2. RNA secondary structure ofthe 5'-UTR ofHSP18.2.

DMS-treated RNA (DMS+) was analyzed by primer extension

with primer GUS 1201Rev and compared to untreated RNA (DMS-).

Unmethylated nucleotides are shown at the right,along with the

indicated bases. BamHI site and translation initiation site (AUG)

are showrl at the lef【.

その結呆, HSP18,2 5'-UTRが形成する二次構造が高温域での翻訳抑制回避に寄与す

るのではないことが考えられる｡

2.3.2導入熟ｽﾄﾚｽ下でのHSP18.2 5'-UrR二次構造の変化

23.1においてHSPl&2 5'-UTRの二次構造を変化させても､高温域での翻訳抑制回

避能を喪失しないことが示された(Fig, 2-4)oしかし､高温域においてもHSP18.2 5,-

uTRが23.1で決走した二次構造をとっているかどうかは不明である｡熟ｽﾄﾚｽ下

でHSP 5'-UTRの二次構造が変化するかどうかを知るために､ 5'-UTRの33℃におけ

る二次構造を決走した(Fig. 2-5)｡T3ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下に変異を導入したHSP18.2

5'-UTRとG【∬遺伝子を挿入した発現系(18.2mt-invitro)を構築した(Fig. 2-1A)｡

18.2-invitro､ 221-invitroおよび18.2mt-invitroを用いてin vitfV転写を行った｡得られ

た3種類のmRNAを22℃および33℃の温度条件でDMS処理し､それぞれの二次構

造を決走したところ､どの5'-UTRも熱処理では二次構造が変化しないことが示され

た.このことから､熟ｽﾄﾚｽによってHSPl&2 5'-UTRの二次構造が変化すること

が高温域での翻訳抑制の回避に重要なのではないと考えられる｡
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DMS- A C G T DMS+

FIG･ 213･ RNA secondary structure of the 5'-UTR of pBI22l ･

DMS-treated RNA (DMS+) was analyzed by primer extension

with primer GUS 1201Rev and compared to untreated RNA (DMS-).

Unmethylated nucleotides are shown at the right, along wi山the

indicated bases･ BamHI siteand translation initiat10n Site (AUG)
are shown at the lef【.
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FIG. 2-4, Effect of base substitution in 5 '-UTR of HSP18.2 on translation

during heat stress in electroporated Arabidopsis T87 protoplasts･ Tne GUS

activities are shown relative to the level of obtained from each aliquot of

protoplasts incubated at 22 oC. The indicated relative GUS activities

are means iSD of three independent electroporation experiments･
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(ZI)
1 8.2･invitro

22 'c 33 'c

(C)
1 8.2mt-jnvjtro

22dc 33 `c

221 ･invitro

(A)

22'c 33.C 書書
丁-･ C

FTG. 2-5. Companson of RNA secondary structure of (he 5 '-UTR between

normalc【)ndition and stress condition. Fifty ng of DMS-treated RNA incubated

at 22 oC was analyzed by prlmer eXtenSionwith primer GUS 120-Rev and

compared to pattern of RNA incubatedwith DMA at 33.C. (A, B) Unmethylated

nucleotldes are shown atthe right,alongwith the indicated bases. (C) To compare
with (B), methylated nucleotldes are shown at the right, a】ong with the indicated bases.

These nucleotides are methylated by DMS･

2.3.3 HSP18.2 5'-UTRの欠失解析

2.3.1および23.2の実験結果から, HSP18.2 5'-t7rRが特異的な二次構遣を形成する

ことが高温域での翻訳に必要なのではないことが示された｡次にHSP18.2 5'-UTR内

部の塩基配列が高温域での翻訳に影響を与えるかどうかを調べるために､ HSP18,2 5'-

uTRを3'未端側から段階的に欠失させた､ 18.2UTR-24と18.2UTR-7の2種類の発規

系を構築し､欠失解析を行った(Fig. 2-1C)｡ 18.2UTR-24および18.2UTR-7はそれぞ

れ24塩基､ 7塩基のHSP18.2由来5'-UTRを持っている｡これらの発硯系を,ｱｸﾞﾛ

ﾊﾞｸﾃﾘｳﾑ感染法によってBY-2に導入した｡ｶﾅﾏｲｼﾝによる選抜を繰り返し

た後､得られた形質転換BY-2ｶﾙｽからそれぞれ3ｸﾛ-ﾝを選択し､液体培地で

何回か継代培養を繰り返した後､実験に用いた｡ 25℃で継代後3日目の形質転換BY-

2を2分割し､ -方は37℃の処理温皮に､もう-方は引き続き25℃で20時間培養後､
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紳胞を回収してGUS比括性を測走した(Fig. 2-6)｡その結果､ 18.2UTR-24では熟ｽ

ﾄﾚｽをかけた細胞でも25℃でのGUS比括性とほぼ同程皮のGUS比括性が得られ

たが､ 18.2UTR-7においては37℃の熟処理によって, pBI121と同じく25℃で培養し

た細胞の60%までGUS比括性が低下した｡以上の結呆から､高温域での翻訳には

HSP18.2 5'-UTRの5'未端から24塩基の領域が重要であると考えられる. 1ｸﾛ-ﾝ

につき､ 3回同じ実験を行い,標準偏差をとった｡それぞれの形質転換BY-2におけ

る3つのｸﾛ-ﾝを用いて実験を繰り返したところ,どのｸﾛ-ﾝにおいても同様の

結果を得たため,代表的なﾃﾞ-ﾀを示した｡

TABLE 2-2. Primer sets for PCR used inthis work

5'-Um Oligo: Sequence小Template Linker Plasmid Ref.

24 bp ofHSP18.2 35SNco

HSP 1 8.2-24

7bp ofHSP18.2 35SNco

HSP18.2-7

AGGCCÅmGTCAAAGJmAAA18.2UTRA5NcoI18.2UTR-24

TrTFmGGGÅrCCT'rTTGGTrCTrGBamHI
■■■■■■■■■■■■■■■●■■■■■■■■■■■■■lll■■l■■■■■l■■lll■lllll■llllll■lllllllllllllllllllllllllllll■l■■l■■■lllllllllllllllllllllll■lll■■■■■■l■llll■lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll■ll■lllll■■■■■■■ll■l■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■･■■一■一■■■■■■･■■■一■■-■■
AGGCCATGGAGTCAAAGÅm18.2UTR-45NcoI18.2UTR-7

CmAGGJmCTGjmJmBamHI

a Tne oligonucleotides used as PCR primersare listed in 5 '-3'orientation.

b The resbiction sites in linkers are underlined.
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18･2UTR･45 18.2UTR･24 18.2UTR･7 pBf121

FIG･ 2-6･ Effect of the 5'-UTR ofHSP18･2 on translation dming
heat stress in transgenic BY-2 cells. The GUS activities are shown

relative to the level of obtained from each aliquot of transgemic

BY-2 cells incubated at 25 oC. The indicated relative GUS

activities are means ±SD of three independent experiments.

2.4考察

第1章において､高温域での翻訳抑制回避にはHSP 5'-UTRが関与することが示さ

れた｡しかし､この翻訳抑制回避には､抑制回避を可能にするようなﾀﾝﾊﾟｸ質性の

因子が結合する-次配列が存在するのか､ 5,-UTRのある二次構造を形成することが

重要なのか､もしくは両者が複合的に関わっているのか不明である｡本章では､5,-UTR
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による熟ストレス下での遺伝子発現制御に関する知見を得るためにガ5アJβ．25，－mR

についての詳細な解析を行った。

高温域での翻訳制御に5，－UTRの二次構造が関与する場合、1）高温下でも5，－mR

が安定な二次構造をとり続けることが必要、2）高温下で5＿，二I巧鱒の二次構造が変化す

ることが重琴、の2通りが考えられる。第1章で求められた熟ストレス温度において、

5，－mRの二次構造が変化するかどうかを調べたところ、22℃から33℃に移行するた

めに与えられる熟エネルギーは18．㌃i叩itroの5，－mRの二次構造を変化させ得なかっ

た（Fig．2－4）。このことから、2）の可能性を除外した。月苫PJβ．25，一UTRの二次構造に

予め変異を加えた18．2mトinv血0を作製し、熟ストレスによってGUS比活性が低下す

るかどうかを調べた。18．加虹inv血0において、塩基置換による二次構造の変化は認

められたが（mg．2－5B，C）、33℃の熟ストレス下においてもその二次構造を維持し、

GUS比活性も低下しなかった（Fig．2－4，2－5C）。また、PBI221の5，一UTRの二次構造も

調べたが、高温域でGUS活性は低下するにも関わらず、熱処理による二次構造の変

化は見られなかった師g．2－5A）。これにより、高温域での翻訳に必要なのは二次構

造を維持することでも、二次構造が変化することでもなく、別の機構が存在するもの

と考えられる。以上より、熟ストレス下での翻訳抑制回避機構にmRNA5，一UTRの二

次構造が関与するという可能性を除外し、その他にどのような可能性が考えられるか

についての検証を行った。

月昔PJβ．25，－UTRを3，末端側から、段階的に欠失させた変異体を用いて熟ストレス

下での翻訳抑制回避能について調べたところ、都PJβ．25，－UTR領域を24塩基保持し

た18．2UTR－24では18．mR－45と変わらぬ回避能を示したのに対し、18．2UTR－7にお

いてはその回避能は失われた（ng．2－6）。以上の結果から、月5アブβ．25，－UTRの5，末端

側から24塩基の部分にタンパク質性の因子が結合するシス領域が存在する可能性が

考えられる。1998年に、Ⅵ屯11sらによって、タバコおよびコムギ由来のHSPlOlがタ

バコモザイクウイルス35S RNAの5，－UTRに存在するQ配列に結合することが報告

された（61）。畠配列はその配列を5，一UTRに挿入すると翻訳効率が上昇することが

以前に報告されており（62，63）、この翻訳促進機能にHSPlOlが関与している可能性

が示唆された。HSPlOlが高温域でも　畠配列に結合するかどうかに関する報告はま

だなく、本研究で用いられたガ£P5，－UTRにHSPlOlが結合するのか、あるいは都P

5，－UTRに特異的に結合する新規のタンパク質が存在するかどうかについても今後、

検討する必要がある。

真核生物における翻訳は通常、キャップ依存性翻訳開始機構によって行われる（Fig．

2－7）。キャップ依存性の翻訳は翻訳開始因子複合体eⅡⅦ了●の構成因子であるeⅡ叫Eが、

mRNAの5，一末端にあるキャップ構造に結合することで開始される。eIF4Eとキャッ

プ構造の結合を足がかりにもう一つのe肝∠肝の構成因子であるeIF4GがmRNAと結

合し、eⅡ叫AおよびeⅡ叫Bが協調して5，－UTRの二次構造を解き、40Sリボソームサ

ブユニットをmRNA上ヘリクルートする。40SリボソームサブユニットはmRNA上

を開始コドンまで走査して、開始コドン上で60Sサブユニットと結合し、80S開始複

合体を形成することによってペプチド鎖の延長が開始される。mRNA上に多数の80S
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開始複合体が形成された状態をポリソームと呼ぶ。40Sリボソームサブユニットの

mRNAへのリクルートはポリソームを形成するうえで重要な過程である。これらの

翻訳開始反応にはmRNA5，－UTRが大きく関わっている。高温域での翻訳抑制回避に

もまた5，UTRの一次配列が重要であることが予想されるが、月SP5，－UTRの塩基配列

を比較したところ、すべてに共通する配列は存在しなかった。また、植物においては

高温域では通常のmRNAはポリソームから解離することが知られている。これらの

ことから、高温域での翻訳が可能にするのは特異的な配列ではなく、翻訳開始に関わ

る因子群との親和性が給和として高い5，一UTRであるとも考えられる。月吉P5，－UTR

の塩基配列は翻訳開始因子群との親和性が高く、高温域においてもポリソームの解離

が起きないのかも知れない。月£P5，－UTRだけでなく、多くの遺伝子から5，－UTRを

単離し、高温域での翻訳抑制能を調べ、翻訳開始因子群との結合強度の変化を定量的

に測定し、それらの結果と塩基配列上の情報と組み合わせた考察を行うことで、高温

域での翻訳を可能にする5，一UTRの塩基配列上の特徴について言及できると考えられ

る。

また、別の可能性として、ガ5アブβ．25，－UTRの5，末端24塩基の領域における特異

的な塩基配列が翻訳に関わる可能性を考えた際、IRESが存在することも考えられる。

IRESは翻訳開始反応において、eIF4EのmRNAのキャップ構造への結合を介さず、

‾二三至表

口G・2－7・Schematicdiagramof5’cap－dependenttranslation．

Cap，5’capstruCture；4E，eIF4E；4G，eIF4G；4A，eⅡ叫A；4B，

eⅡ叫B；3，eIF3；40S，40Sribosomalsubunit／eIF2／GTTMet－tRNAi

ternaryCOmPlex；60S，60Sribosomalsubunit；AUG，tranSlation

initiationcodon．
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直接40Sﾘﾎﾞｿ-ﾑｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをmRNAにﾘｸﾙ-ﾄする磯構である(Fig･ 2-8A,

B). 40Sﾘﾎﾞｿ-ﾑｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄのT)ｸﾙ-ﾄに必要な5'-UTR上のｼｽ配列をⅠ肥S

と呼ぶ. RESによるｷﾔﾂﾌﾟ非依存性の翻訳開始はｳｲﾙｽ感染や細胞分裂などｷ

ｬｯﾌﾟ依存性の翻訳が阻害される状況において用いられることが報告されているが､

近年､ HeLa細胞においてBip遺伝子のIRESが熟ｽﾄﾚｽ下で機能することが示さ

れた(27). IRESはｳｲﾙｽ由来のmRNA5'-tmRにおいて最初に見つけられたo IRES

にはEMCV型(64, 65)とHCV塑(66-73)の2種類が存在するが､どちらも300塩基

以上の長い塩基配列が高皮な二次構造を形成する(Fig. 2-8A, B).今回実験に用い左

HSP 5,_UTRはそれぞれ異なった長さを持っている(Table 213). HSP18･2および

HSP17.4は50塩基前後の短い5,-UTRを有するが､ HSP81-1､ HSP81-2およびHSP81-3

は100塩基前後の比戟的長い5,-UTRを持っているoしかし､そのいずれもIRESに

見られる高度な二次構造を形成するには短い｡さらに､ HSP18･25'-UTRにおﾚ､ては､

二次構造解析の結果からも高度な二次構造を形成しないことが示されており､他の

HSP 5･_UTRもRNA二次構造予測ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑ(DNASIS program-Mac version 3.0)によ

る二次構造予測から安走な二次構造をとらないと考えられる(datanotsbown)o

TABLE 2-3･ Comparison of 5ﾅｰUTR

length& GC contents (%)

51

48

46

44

40

58

63

HSP18.2 69

HSP1 7.4 80

HSP81 - 1

HSP81 -2

HSP81 -3

Ntl O8

115

116

137

40

BI221 41

a ¶le lengthofthe 5ﾅｰUm includes 24 bases of

polylinker region derived from pBI22l ･

2000年にChappellらの報告によって､ﾏｳｽのGtxﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝﾀﾝﾊﾟｸ質遺

伝子mRNA 5,-UTRにおける9塩基の短い配列がIRES牒の機能を持つことが報告さ

れた(Fig. 2-8C;74)｡高度な二次構造をとらないHSP5'-UTRにおいてIRESが存在す

ると仮走するならば､この短い配列からなるIRESである可能性が高い｡ Chappell

らによって報告された9塩基のIRESは1999年にHuらによって18S rRNAの1132

番目から1124番日までの塩基配列と塩基対を形成することが報告されている(75)｡

各種HSP5,-UTRについて､全長1902塩基からなるｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの18SrRNAの後

半約900塩基と相補する領域の有無を調べたところ､ HSP18.2 5'-UTRの9番目から

17番目の塩基配列が18S rRNAの1338番目から1346番目の塩基配列と､また34香

目から40香目が1138番日から1144番日の塩基配列と100%i目補した肝ig. 2-9A).

高温域での翻訳が行われなくなった18.2UTR-7では､ HSP18.2 5'-UTRの3'末端側35

塩基の欠失によって､ 18SrRNAの3'末端側900塩基と相補する領域は失われていた｡
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他の脚5，－UTRでは且Ⅳリβ．25，一mRのように9塩基連続で相補するものは存在し

をいものの、6～8塩基連続で相補する領域が存在した（Fig．2－9B，C，D，E）。HSP815，－

UTRはどれも、18SrRNAの塩基配列と相補する領域が5，－UTR内に複数に渡って認

められた（Fig・2－9C，旦嬰。C一叩、Bip遺伝子におけるIRESはその5，－UTR内にIRES

活性を示す複数の領域が存在し、IRESモジュールという概念が提唱されている（76，

77）0このcr叩やBip、αⅩのIRESモジュールと考えられる領域は、それぞれが18S

rRNAの異なった領域と相補した。また、Gtx遺伝子mm5，二uTRにおけるIRESモ

ジュールはその最小単位が9塩基である。このGtx遺伝子のIRESモジュールを複数

個並列に連結すると、m£Sモジュールの数に比例してIRES活性が上昇することが

示されている（74）。月評5，－UTRにおいても18S瓜NAの3，末端例の塩基配列と相補

する複数の領域がⅠ貼Sモジュールとして機能するのかもしれない0一方、pBI221の

5’－UTRには2ケ所、18S rRNAの3，末端例の塩基配列と100％相補する領域があった

が（Fig・2－9F）、pBI221は高温域では翻訳抑制を受けた。pBI21において見られる18S

rRNAと相補する領域はどちらもβα椚Ⅲ部位よりも下流に位置しており、すべての

発現系に存在する。これらの領域はどちらも開始コドンまでの距離が近く、離れてい

る方でも15塩基、もう一方においては開始コドンまでの距離がわずか1塩基しかな

い05’－UTRを走査中のリボソームは5，－UTRが短すぎると最初のAUGを認識できず

に通過してしまう（78）。このことから、40Sリボソームのスキャニングによる開始コ

ドンの認識にはある程度の5，－UTRの長さが必要であるとされている。pBI221におい

てみつかった18S rRNAと相補する領域は、たとえ40SリボソームがmRNAにリク

ルートされても開始コドンの認識が困難な可能性が考えられ、IRESであっても機能

的でか－と考えられる。一方、朗P5，－UTRにおいては最も5，－UTRが短い月∫PJβ．2

5’－UTRでも最初の18SrRNAと相補する領域から開始コドンまで28塩基ある。また、

今回の実験に用いた発現系はすべてpBI訟1由来の24塩基の5，－UTRを持っているた

め、それも含めると開始コドンの位置は52塩基下流になる。Gtx遺伝子の5，＿UTRの

IRES領域は196塩基の中の133番目から141番目に位置する。18Srmと相補する

領域がⅡ児Sとして機能するためには開始コドンからある程度距離があることも重要

な要素なのかもしれをい。脚18．25，－UTRに塩基置換による変異導入を行ったが、

この変異5’－UTRを含む発現系は高温域での翻訳抑制回避能を失わなかった。この系

において変異を導入した領域は26～30番目の塩基配列であり、18SrRNAと相禰する

領域とは重複していなかった。そのため、18．2mtは高温域での翻訳能を失わなかっ

たのかもしれない。

今後、2種のレポ一夕一道伝子の間に目的5，－UTRを挿入したバイシストロニック

な発現系を利用した直接的な月評5，－UTRのⅡ児Sとしての機能の実証は必要である。

しかし、18SrRNAと相補する領域がそれぞれの5，－UTRに存在すること、pBI221ま

たは相禰する領域を失った18．2UTR－7は高温域での翻訳能が失われること、IRESが

熟ストレス下でも機能するという報告などから、月評遺伝子に見られる高温域での

翻訳抑制回避は月評5，－UTRがⅠ旺Sとして機能するためである可能性が高いと考え
られる。
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(A) EMCV

(B) HCV
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（C）homeodomainproteinGtx

♂ ♂ ー・ヾ、・・ご′

mRNA

？

FIG．2－8．SchematicdiagramOf5’cq）independenttranSlation．

（A）TypicalⅡu慧struCtureOfPicomaviTiddesuchasencephalomyocarditis

ViruS（EMCV）andpresumabletranSlationimitiation・EMCVimidationcodonare

locatedatthe3’borderoftheIRES，andribosomesbinddirectlytothemwithout

SCanning．＠）TypicalmstruCtureOfF7dvidridbesuchasH印atitisCViruS

（HCV）andtranSlationimitiation．ThemostremarkableaspeCtOfinitiationonHCVtype

Ⅱ旺娼isthattheybind40SsubmitsspeCincallyandstably，intheabsenceofinitiation

factors．40SribosomalsubumithU2met－tRNAiternaryCOmPlexissufficientfor
thebound40Ssubmittolockontotheimitiationcodon．（C）Ⅱu慧moduleof

hom60domainproteinGはandpresumabletranSlationimitiation．40Sribosomal

Subuniutmet－tRNAiternaryCOmplexisrecruiteddirectlyinto5’－UTRvia

baseTPairingbetween18SrRNAandIRESmodule．4E，eⅡ叫E；4G，eIF4G；4A，e肝4A；

3，eⅡ巧；40S，40SribosomalsubmithU2met－tRNAiternaryCOmPlex；60S，

6OSribosomalsubunit；AUG，tranSlationinitiationcodon；ⅡiES，internalribosomal

entⅣSite。
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第3章通常培養温度におけるHSP18･2 5'-UTRの翻訳効率への寄与

3.1序論

第1章において､ HSP18･2の5'-UTRは高温下での翻訳反応の継続に寄与するだけ

でなく,単位mRNAあたりの翻訳量が多いことが示されたoこのことより､第3章

では第2章までとは視点を変えて､ ｢植物細胞における有用物質の高発現系の確立｣
の観点からの検討を行うことを試みた｡

この20年間に植物遺伝子工学は著しく進歩し､外来遺伝子を培養細胞および植物

体に導入した物質生産を可能にしたo植物を用いたﾌｱｲﾝｹﾐｶﾙ､医薬晶､農薬､

化粧品などに利用される組換えﾀﾝﾊﾟｸ質あるいは二次代謝産物の生産は多くの物質

が研究室ﾚﾍﾞﾙにおいて生産に成功しており､いくつかの物質についてはすでに商業

ﾚﾍﾞﾙでの生産がなされている(79-82)｡

現在､高発現ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-やｼｽ配列の支配下に外来遺伝子を導入することは外来

ﾀﾝﾊﾟｸ質生産量を増やすための基本戟略であるが(59, 83, 84)､転写物量を増やすの

に加えて, mRNAl分子あたりのﾀﾝﾊﾟｸ質の翻訳量を増加することもまた重要であ

るo現在までに翻訳開始ｺﾄﾞﾝ(AUG)の近傍配列､ mNAの5,-UTRの長さ､二次

構造およびGC含量がmRNAの翻訳効率を決走するのに重要な役害陀担っているこ

とが示されており(85, 86, 87)､ mRNAl分子あたりのﾀﾝﾊﾟｸ質生産量を増やすため

には高い翻訳効率を持つ5'-ⅥRを単離することが重要であると考えられる｡

本章では5'-UTRが翻訳効率に与える影響を評価するためにATubidopsis thaliana

HSP18･2遺伝子に加え､ Nicotiana tabacum (ﾀﾊﾞｺ) NtlO8 (Arabidopsis thaliana lO8CIT7

遺伝子ﾎﾓﾛｸﾞ)遺伝子を選んだo HSP18･2遺伝子は誘導性､ NtlO8遺伝子は構成的

であるなど､その発現様式は異なっているが両ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-は共に高い転写効率を持

つことがすでに報告されている(59)o NtlO8遺伝子はBY-2から単離され､ NtlO8ﾌﾟ

ﾛﾓ-ﾀ-の支配下にG∽ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を連結した発現系を導入したBY･2に

おけるGUSﾀﾝﾊﾟｸ質の蓄積量はcaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にGUS遺伝子を連

結した発現系を導入したBY-2のGUSﾀﾝﾊﾟｸ質蓄積量よりも多い(59). NtlO8ﾌﾟﾛ

ﾓ-ﾀ-を用いた実験において構築した発現系はその遺伝子に由来する5,-UTR領域
を含んでいる｡

本章では､ﾀﾊﾞｺとｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおいて､ HSP18･2の5,-UTRが通常培養温度
においても効率の良い翻訳に寄与することを示した｡
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3.2実験材科と方法

3.2.1培養細胞を用いた-過性発現解析

導入ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

ｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞのｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ(¶血1e3-1)によって得られたﾀﾊﾞｺ由来

NtlO8遺伝子(59)の5'-UTR断片を1.2.3で構築したpBI221ClaのClaI-BamHI領域に

挿入し､得られたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをNtlO8UTRと名付けた(Fig.3-1)｡

ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄの調製およびｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝによるDNAの導入

ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄの調製およびDNAの導入は1.2.3と同様に行ったが, DNA導入後

の培養条件を若干変更した. 5miのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ培地を加え, 60-mmのｼﾔ-ﾚ

に移して暗黒下で15時間静置培養した後,括性測走を行った｡ BY-2細胞は25℃､ T87

細胞は22℃で培養した｡

3.2.2酵素括性測走法

1.2.5と同様に行った｡

3.2.3仝RNAの調製

1.2.6と同様に行った｡

3.2.4ﾉｻﾞﾝ解析

1.2.7と同様に行った｡

3.2.5形質転換体BY･2細胞の作出

ﾊﾞｲﾅﾘ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの構築

3･2･1で作成した-過性発現導入用のﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞのmndIII-BamHI断片をpBI121の

HindIII-BamHI領域に挿入した.

BY-2細胞の形質転換はｱｸﾞﾛﾊﾞｸﾃﾘｳﾑ感染法により行った｡

3.3結果

3.3.1ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ培養細胞のﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現実験とﾉｻﾞﾝ解

析

GUSﾀﾝﾊﾟｸ質生産がmRNAの5'-UTRの塩基配列によって影響されるかどうか

を調べるために､第1章で用いたHSP18.2遺伝子の完仝長5'-UTRを含む18.2UTR_45

に加え､新たにNtlO8UTRを構築し､それぞれの5'-UTRがGUSﾀﾝﾊﾟｸ質の翻訳

量に影響を与えるか調べた(Fig.3-1)｡対照にはpBI221を用いた｡これらのﾌﾟﾗｽﾐ

ﾄﾞをLucﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子(pBI221-1uc+)と同時にT87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにｴﾚｸﾄﾛ

ﾎﾟﾚ-ｼｮﾝで-過的に導入し､GUS比括性およびLuc比括性を測走した伊ig. 3-2A)
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TABLE 3-1. 01igonucleotides for annealing used in this work

uencea･ bplasmid Ref.o: Se

NtlO8 NtlO8Um-for GGLTrITGCCCTAAGAGACAGAGCTAGG NtlO8UTR (59

Nt1 08UTR-rev GJmCTAGCTCTGTCTCITI:AGGGCAAA盛這(59

a ¶le Oligonucleotides used for annealingare listed in 5 '-3'orientation.

b Ⅵle reStriction sites in血臨f菖Iare underlined.

nG. 3-1. Structure ofthe promotez/5 '-UmGUS chimeric gene constructs.
nin arrow indicates the proposed transcripdon start siteand thick amw indicates

the translation start site. Translation of a11 constructs starts fromthe AUG imitiation

codon ofthe GuS gene. A C払I site was created 7 bp upstreamofthe proposed

transcription site for the introduced 5 '-UrrR. H, HindⅡⅠ; N, NeoI; C, ChzI; B, BamHI;

E, EcoRI.

Luc此括性はｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝによるﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ導入効率を知るための内部

標準として測走したo GUS比括性(pTTO1 4MU/min/mg protein)をLuc比括性(pmoI

Luc/mg protein)で補正し､ GUS瓜uc相対括性(pmo1 4MU/min/pmoI Luc)を得た.同

-の-過性発現実験は3回以上線り返して行い､再現性を得た. 18.2UTR-45と

NtlO8UTRを導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを22℃で15時間培養後､ GUS瓜uc相対括性を

測走したところ, pBI221のGUS凡uc相対活性に対してそれぞれ24倍と6倍の括性

値であったo 24倍という高いGUS瓜uc相対括性がHSP18.2の5'-UTRに依存するか

どうかを知るために､ 2章で用いたHSP18.2の5'-UTRを3'末端側から欠失させた

18.2UTR-24と18.2UTR-7の2種類の発現系をT87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄに導入した｡ 22℃

で15時間培養後､ GUS瓜uc相村括性を測走したところ､ 5'-UTRの長さが短くなるに

つれて､ GUS凡uc相対括性も減少した｡さらに､ 18.2UTR-7においても､ pBI221を

導入した場合のGUS瓜uc相対活性よりも高い値を示した(Fig. 3-2A)｡

すべての発現系はcaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の支配下にあり1ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の転写括

性に差はないと考えられる｡さらにそれぞれの発現系を導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄから

全RNAを調製し､ﾉｻﾞﾝ解祈を行ってGUS mRNAの蓄積量をみた肝ig. 3-2B)｡そ

の結果､転写物の蓄積量はどの発現系を導入したﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄでも同程度であり､

18.2UTR-45を導入したT87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおける高いGUSﾀﾝﾊﾟｸ質蓄積量が転

写物量の増加に起因するという可能性を除外した｡これらの結果は25℃の非熟ｽﾄ

ﾚｽ温度においてHSP18.2の5'-UTRが翻訳を促進すること､また､もっとも高い翻
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訳効率を得るためには完全長の5，一UTRが必要であることを示唆するものである。

ⅣrJOβプロモーターとその5，－UTRはG【∬mRNAおよびGUSタンパク質の蓄積量を

上昇させることが報告されているが（59）、本研究によって、少なくとも一過性発現

実験では肋JOβ5㌧UTRが劇的というほどには翻訳効率を上昇させないことが示され

た。肋ノ0β遺伝子はBY－2から単離されたものであり、高い翻訳効率を与える5’－UTR

の条件がシロイヌナズナとタバコで若干異なるためにヘテロな植物由来のNtlO8UTR

のGUS几uc相対括は低い億を示したのかも知れない。それらの可能性もふまえて次

の実験を行った。

3．3．2タバコ培養細胞のプロトプラストを用いた一過性発現実験とノザン解析

単離された植物体とは異なるヘテロな系においても且伊州．2の5，－UTRが翻訳促進

に寄与するかどうかを知るために、BY2プロトプラストを用いて一過性発現実験を

行った。33．1で用いた18．2UTRL45、18．2UTR－24、18．2UTR－7およびNtlO8UTRをBY－2

プロトプラストにエレクトロボレーションで→過的に導入し、25℃で15時間培養後、

GUSAuc相対活性を測定した（Fig．3－3A）。また、対照としてpBI221を用いた。同一

の一過性発現実験を3回以上繰り返し、再現性を得た。その結果、pBI221のGUS／Luc

相対活性に対して1臥2UTR－45は10倍の活性値であった。また、T87プロトプラスト

で見られたようにBY－2プロトプラストにおいても那PJβ．25，－UTRの長さが短くな
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るにつれて、GUS／L。C相対活性も減少した。一番短い5㌧UTRを持つ18・2UTR，7にお

いても、pBI㍊1を導入した場合のGUS仙c相対活性よりも高い値を示したO；ig・3－3A）0

導入プロトプラストから調製された全RNAを用いてノザン解析を行ったところ、シ

ロイメナズナでの結果同様、転写物の蓄積量はどの発現系を導入したBY－2プロトプ

ラストでも同程度であった肝ig．3－3B）。これらの結果からガ肌β・2の5’－mがBY－

2プロトプラストにおいても翻訳を促進することが示された。一方、NtlO8UTRは

pBI221のGUS′Luc相対活性に対して約3倍、18・2UTRA5の活性備に対して約3分の

1であり、T87プロトプラストにおける結果と同様の結果であった。N喝ayaらの報

告に釦ナる高いGUSタンパク質の蓄積は蛸J郎プロモーターが持つ、高いプロモー

ター活性による転写物量の増加によるものであり、梢J郎5’－mはあまり翻訳効率

に影響を与えか－のだろう。

3．3．3形質転換BY2を用いたGUS比活性測定

脚ノβ．2の5，＿mによる翻訳効率の上昇がヘテロな系であるBY－2プロトプラス

トを用いた一過性発現実験によっても示されたげig．3－3）。さらに、形質転換BY－2に

ぉいても効率のよい翻訳に寄与するかどうかを検討した。実験には第1章において作

成した18．2m45、18．甘UTR－24、18．2Um－7およびpBI12l、さらに本章において作

成したNtlO訂UTRを導入した形質転換BY－2のカルスを用いた。それぞれの形質転換
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BY－2におけるGUS比活性は染色体上のGUS遺伝子のコピー数やpositione鮎ctによ

ってばらつきが生じるので、カナマイシン選択培地上で得られた独立した形質転換

BY－2カルス50個ずつを用いてGUS活性測定を行い、それぞれの系統ごとにGUS

活性値の度数分布を調べた（Rg．3－4）。対照にはp甲121を導入した形質転換BY－2カ

ルスを用いた。その結果、50nmo14MU血inhgproteinより高いGUS比活性を持つ個

体は18．2UTR－45を発現している系統で最も多かった。高いGUS比活性を持つ個体

数は脚Jβ．2の5，－UTRが短くなるにつれて減少した。この傾向は一過性発現実験の

結果と一致するものである肝ig3－3）。NtlO8UTRを導入した形質転換BY・2において

高いGUS比活性を示す個体数はpBI121を導入した形質転換BY－2における数よりも

多く、18．2UTR－7における度数分布とほぼ同じであった。pBI121を導入した形質転

換BY－2では、50nmo14MUhmin血gproteinより高いGUS比活性を示したクローンは

50個体中にひとつもなかった。これらの結果は月∫PJ＆2の5，一mRが形質転換タバ

コ培養細胞においても翻訳を促進することを示すものである。
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3．3．4他の分子量且5ア5，－UTRを用いた検討

本研究において、脚Jβ．2の5，－UTRが肋JOβの5，－mRよりも翻訳促進に効果的

であることを示した伊igs．3－2，3－3，3－4）。この結果より、他のHSP5，一UTRもまたBY・

2プロトプラストにおける翻訳の促進に有効であるかどうかを試した。第1章で用い

た月∫Pブス4、ガ5アβブーム那Pβノー2および月苫PβJづ遺伝子の完全長5，UTR断片を挿入し

た発現系、17．4UTR、81－1UTR、81－2UTRおよび81－3UTRを用いて3．3．1と同様に一

過性発現実験とノザン解析を行った（Fig．3－5）。対照にはpBI221を用い、実験は3回

以上繰り返して再現性を得た。その結果、すべての発現系において、GUS几uc相村
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活性がpBI221の10倍以上高く、17．4UTRでは20倍近い活性値だった。GtLSmRNA

の蓄積量には一過性発現実験で得られたGUS／Luc相対活性における大きな差を説明

しうるほどの違いは認められなかった。本研究において調べた那P5，－UTRはすべて

pBI221よりも高いGUS比活性を示したことから、HSP5，－UTRの翻訳効率は他の5，T

UTRよりも高いということが考えられる。
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Simultaneouslywiththeelectroporationexpedmentsin（A）．Eachlanewasloaded
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loadingcontrol．

3．4考察

本章において、月ざPノβ．2の5，－mRをGと惜遺伝子の開始コドン上流に付加するとGUS

タンパク質の蓄積量が上昇することを示した。それぞれの発現系におけるmRNAの

転写効率および分解速度を決定していないため、ガ∫PJβ．25，－mRに相当するDNA上

に転写効率を上昇させるようなシス配列が存在する（88）か、あるいはmRNAの安定

性を高めるようなRNA上のシス配列が存在する（89）という可能性はある。しかし、

ノザン解析によって、G［惜mRNA蓄積量を比較したところ、それぞれの発現系にお

いて転写効率の上昇や安定性の向上などに起因するmRNA蓄積量の差は認められず、

本章で見られたGUS／Luc相対活性の上昇は〃∫PJ∂．2の5，－mRが翻訳効率に影響を
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与えたためと考えられる(Figs. 3-2,3-4, 3-5)｡

本研究において実験に用いたｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのHSP 5'-UTRはすべて効率のよい翻

訳に寄与することが示された｡そもそもHSPは細胞内で熟ｽﾄﾚｽを含むさまざま

な種類のｽﾄﾚｽに抵抗して細胞を守るために機能するｼﾔﾍﾟﾛﾝであることが知ら

れている｡ HSP生産の制御は細胞の生存にとって非常に重要なことであり､ｽﾄﾚ

ｽ粂件下におけるHSPの給量は強力な転写の誘導だけでなく､高効率な翻訳によっ

てさらに上昇するのだろう｡

18･2UTR-45のGUS瓜uc相対括性がpBI221に比べて, T87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおい

ては約24倍､ BY･2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおいては約10倍であったのに比べ､ NtlO8UTR

のGUS伽c相対活性はpBI221のそれぞれ約6倍および約3倍であった(Fig. 3-2A, 3-

3A)oこれは強力なﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-由来の5'-tmR(59)が必ずしも高い翻訳効率を持っ

ているのではないということを示している｡

HSP5'-UTRがすべて高い翻訳効率を示す理由として､ 5'-UTRに結合する共通のﾄ

ﾗﾝｽ因子が存在する可能性が考えられる｡ 2章において述べたﾀﾊﾞｺおよびｺﾑｷﾞ

由来のHSPIOlのように5'-UTRに存在する特異的な配列に結合し,翻訳促進に関与

するﾄﾗﾝｽ因子が存在する可能性も報告されている.しかし､ HSP5,-UTRには共

通するｼｽ配列のような塩基配列上の相同性はなかった｡

特異的なﾓﾁ-ﾌが存在しなくても､ 5'-UTRのGC含量､長さ,二次構造､開始

ｺﾄﾞﾝ近傍の配列が翻訳効率に影響を与えることは報告されている(87)｡これらは

不可分の要素であり,全体的な5'-UTRの翻訳効率はこれらの要素の複合的な影響に

よって決走されると考えられる｡ mRNAの5'未端から12塩基以内に-30 kcal血｡1以

上の自由ｴﾈﾙｷﾞ-を持つ二次構造が存在すると､ 40Sﾘﾎﾞｿ-ﾑｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの

5'-UTRへの結合が阻害され､翻訳効率は低下する(90). GC結合がｽﾃﾑ構造に多

く存在するとその二次構造の安走性は上昇するため､ GC含量も翻訳効率を考えるう

えで重要な要素であるo HSP18･2 5'-UTRのGC含量は約50%で(Table 2-3)､調べら

れた植物の5'-UTRの70%以上が40%以下のGC含量であることと比べるとむしろ高

い方である(91,92).しかし､第2章において､ HSP18.25,-UTRは5,末端付近に翻訳

を阻害するような高度な二次構造は形成しないことが示されたqig. 2-2).さらに他

のHSP 5'-UTRはGC含量も50%以下であり､二次構造予測においても翻訳を阻害し

うる安走な二次構造をとらないことが予測された(data not shown).このようにHSP

5'-UTRは安走な二次構造をとらず､本質的に高い翻訳効率を持つ5,-UTRであると
考えられる｡

また､ 5'-UTRを走査中のﾘﾎﾞｿ-ﾑは5,-UTRが短すぎると最初のAUGを認識で

きずに通過してしまうので､適切な5,-tmRの長さが効率の良い翻訳には必要とされ

る(78)oﾆﾝｼﾞﾝのﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄでは､ GUSの発現は5,-UTRの長さを14から29

塩基に伸ばしても顕著な違いは認められないが､ 5,-UTRの長さを44塩基から79塩

基に伸ぼした場合､GUS括性は2倍に増加した(63)o18･2UTR-45の5,-UTRはpBI221

由来の24塩基のﾎﾟﾘﾘﾝｶ-領域を含んでいるので18･2UTR-45とpBI221の5,-UTR

の長さはそれぞれ69塩基と41塩基である(Tablel-3)｡ T87ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおける
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18・2UTR－45のGUS几uc相対活性はpBI221に比べて、約24倍高く（Fig．3－2A）、この

活性の上昇にはpBI221よりも5，一UTRが長くなったことも影響を与えているものと

考えられる0しかし、BamHI以降も含むNtlO8UTR5，－UTRの全長は40塩基、PBI221

においては41塩基とほぼ同じ長さの5，－UTRであるにも関わらずNtlO8mRの

GUS几uc相対活性はシロイヌナズナにおいてpBI221の約6倍、タバコにおいて約3

倍であった0このことから、pBI221の5，－UTRの塩基配列が本質的に低い翻訳効率を

持つ配列である可能性も考えられる。NtlO8UTRを基準に考えた場合、18．2UTR＿24

および18・オUTR－45のGUS伽c相対活性はシロイヌナズナにおいてそれぞれ1．7倍と

4・0倍、タバコにおいて1・7倍と3・1倍である0また、5，－UTR長は1．2倍と1．7倍であ

る0これらは5’－mRの長さとGUS伽c相対活性の上昇がおおむね相関傾向にあり、

G仙eらの報告と－敦している。一方、17月UTR、81－1UTR、8ト2UTR、81＿3UTRは

18・2UTR－45に比べて、5，－UTR長はそれぞれ1．2～2．0倍で、タバコにおけるGUS伽c

相対活性は18・2UTR－45の1・2～1・5倍である0この中では最も5，－UTRの長さが短い

17・4UTRのGUS几uc相対活性が最も高く、最も5，－UTRが長い8l－3UTRが最も活性

値が低い0このように5，－UTRの長さが100塩基前後になるとあまり長さと翻訳効率

の間に相関が見られなくなってくる0しかし、GUS伽c相対活性はほぼ一定して高

い値である。効率の良い翻訳には適切な長さの5，－UTRが必要だが、それ以上になる

と、長さが翻訳効率に与える影響はあまり変らないのだろう018．2UTR－45のGUSP．uc

相対活性は18・m＆7に比べてシロイヌナズナにおいて7．4倍、タバコにおいて5．1

倍である018・2UTR－7の5，一UTR長は31塩基と短く、そのために翻訳効率が下がって
いるのかもしれない。

GenBa止とEMBLデータベースから集められた5，－mRの統計的解析の結果から、

開始コドンの近傍配列はそれぞれの生物種ごとにコンセンサス配列があると考えられ

ている（91，92）。このコンセンサス配列は単子葉植物においては

（〟C）（A伯）（〟C）G虹坦、双子葉植物においてはAA（A／C）A恕韮Lであることが提唱さ

れている（93）oKoz止は動物細胞においてこの近傍配列をその動物に最適な配列に

替えることで翻訳効率を20倍以上高めることが可能であることを示した（94）。本研

究において、5，－UTRを置換するだけで、レポータータンパク質の蓄積量が20倍近く

上昇することが示された師g・3－5）0これらの5，－UTRはポリリンカー領域のβ肌HI

部位でGこ帯遺伝子と連結されているため、開始コドン近傍の塩基配列はすべて

CCUq出迫－－である0この近傍配列を双子葉植物に最適な上記の配列に置換すれば、

さらにmRNAl分子あたりのタンパク質生産量を上げることが可能である。

いずれにせよ、本研究において5，－mRを置換することでタンパク質の生産量の向

上が可能であることが示された0高い翻訳効率を持つ5，－UTRを単離することは外来

タンパク質生産の最適化のために有効な戟略と考えられる。高い翻訳効率を持つ5，－

UTRと強力なプロモーターおよびシス配列と組み合わせての利用は応用的にも有効

である0データベース検索などによって網羅的に集められた種々の5，－mRの特徴付

けを行うともに高翻訳効率を持つ5，－UTRの単離を目指すことは植物における翻訳を

理解し、有用物質高生産系を確立することを可能にするだろう。
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稔括

高温域での翻訳抑制回避磯梼の植物種を超えた共通点と相違点

植物において､現在わかっている高温下での遺伝子発現様式は1) HSP遺伝子甲野冬

は熟ｽﾄﾚｽ下でも翻訳が行われるが､他の遺伝子mRNAの翻訳は抑制される｡2)翻

訳が抑制された遺伝子のmRNAはﾎﾟﾘｿ-ﾑから分離し､細胞質内のどこかに隔離

されると考えられている.しかし､全体的な理解は進んでおらず､ HSP 5'-UTR領域

があると翻訳抑制が回避されること､熟ｽﾄﾚｽ下ではHSGsを形成することが知ら

れているのみで､この2つの現象に関連はあるのかどうかはまだ不明である｡本研究

は､植物細胞における熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制およびその回避に関わる機構の理解

に至る知見の蓄積を目的に行った｡

第1章において､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅのHSP遺伝子であるHSP18.2､ HSP17.4, HSP81-

1, HSP81-2およびHSP81-3の5'-UTRが熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避に寄与する

ことを示した.また､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来のHSP 5'-tmRがBY-2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄに

おいても高温域での翻訳抑制を回避することを示した｡さらに形質転換BY-2におい

ても､ HSP18.2の5'-UTRが高温域での翻訳抑制回避に寄与することを示した.へﾃ

ﾛな発現系であるにも関わらず､ BY･2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄにおいてもｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの

HSP18.2 5'-UTRは熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避に寄与し肝igs. 1-6, 1-7), 5'-tJTR

を介した翻訳制御が植物種を超えて保存されていることを明らかにした｡このことか

ら､ﾀﾊﾞｺとｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅでは高温域での翻訳抑制に類似の機構を用いているもの

と考えられる.また､ pittoらはﾄｳﾓﾛｺｼのHSP705'-UTRがﾄｳﾓﾛｺｼのみな

らず､ﾀﾊﾞｺやﾆﾝｼﾞﾝの培養細胞においても､高温域での翻訳抑制回避に寄与し､

双子葉植物､単子葉植物の別なく機能することを示した(43).ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ由来の

HSP18.25'-UTRにおいても､ﾄｳﾓﾛｺｼ由来のHSP705'-UTRにおいても種を超え

て機能することが示され､高温域での翻訳抑制回避機構は植物全体に保存されたもの

であると考えられる｡

また､ T87およびBY･2ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄを用いた-過性発現実験において､

18.2UTR-45を導入した細胞に様々な温度の熟ｽﾄﾚｽを与えたところ､ｼﾛｲﾇﾅ

ｽﾞﾅで33℃､ﾀﾊﾞｺでは37℃の熟ｽﾄﾚｽを与えても､細胞は通常培養温度で得ら

れるGUS比括性をほぼ100%推持した｡用いた発現系が同-であるにも関わらず､

ﾀﾊﾞｺとｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅにおける熟ｽﾄﾚｽ温度は異なっており､ pittoらの報告に

おいても､ﾄｳﾓﾛｺｼ(40℃)とﾆﾝｼﾞﾝ(37℃)とで翻訳が維持される温度は異

なっていた｡植物は同様の機構を用いて翻訳抑制およ.び回避を行っているが､翻訳開

始因子群などの安走性などは植物種によって異なっていることが考えられる｡

HSP5'-UTRのIRES様磯能と今後の研究

第2章では､植物細胞における熟ｽﾄﾚｽ下での翻訳抑制回避の機構として､抑制

回避を可能にするようなﾀﾝﾊﾟｸ質性の因子が結合する-次配列が存在するのか､

5'-UTRのある二次構造を形成することが重要なのか､もしくは両者が複合的に関わ
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っているのかについての知見を得るために月ざPJβ．25，－mRについての詳細な解析を

行った。その結果、翻訳抑制を受ける受けないに関わらず、高温下での5，－UTRの二

次構造は変化しないことが明らかになった。また、月∫PJβ．2の5，－UTR内の二次構造

を塩基置換によって変化させても、熟ストレス下での圃草野鱒回避能に影響はなかっ

た。次に、甜PJβ．25，－UTRを3，末端側から段階的に欠失させた発現系を用いて熟ス

トレス下での翻訳について調べたところ、5，一UTRの5，末端側から7塩基まで欠失さ

せることによって、高温域での翻訳能が失われた。このことから、脚Jβ．25，－UTR

の5，末端部分にタンパク質性の因子が結合するシス領域が存在する可能性、翻訳開

始因子群と5，－UTR全体の親和性の高さが高温域での翻訳抑制回避に寄与する可能性、

あるいは40SリボソームサブユニットがリクルートされるIRES様の領域が存在する

可能性が示されキ。5，－UTRに結合するタンパク質の検索、5，－UTRの網羅的な解析、

IRESの存在の検討など今後の進展が待たれる。

今回すべての那P5，一UTRに18SrRMと相補する領域が存在することが明らかに

なった。また、朗PJβ．25，－UTRに変異を導入しても高温域での翻訳能を失わなかっ

たこと、導入した変異が18SrRNAと相補する領域と重複していなかったことからも、

高温域での翻訳開始において、18S rRNAとの塩基対形成が重要な役割を果たしてい

る可能性が考えられる。高温域での18SrRNAと月∫P5，力TRの塩基対形成に対する

報告はまだなく、今後、高温域での翻訳機構を理解する戟略を立てるうえで一つの切

り口となるだろう。

一方、植物や酵母、ほ乳類などでは基本となる翻訳開始因子eIF4Fに2種類のisoform

が単離されている。植物において、それらはeⅡ叫F（eⅡ叫EとeⅡ叫Gの複合体）とeⅡモso4F

（eⅡモso4EとeIFiso4Gの複合体）と呼ばれている。コムギのeⅡ叫GおよびeIFiso4Gは

それぞれ165kDaと86kDaの分子量を持っており、そのアミノ酸配列の相同性は30％

である。2001年、G舶eらによって、加l融和翻訳系においてコムギ由来eⅡ叫Gはキ

ャップ依存性の翻訳のみならず、キャップ構造の無いmRNAやダイシストロニッタ

なmRNAの翻訳においても、eInso4Gより高い翻訳能があることが示された（95）。

mRNAの5，一UTRに結合したeIF4GはeIF4E、eIF3、eIF2Aなどが結合する土台とな

る因子であり（Fig。2－7）、ウイルス由来のプロテアーゼによって切断されたC末端側

eⅡ叫GはRESを用いたキャップ非依存性翻訳に利用されるなど伊ig．2－8A）、キャッ

プ依存性、非依存性にかかわらず、翻訳開始において重要な役割を果たすタンパク質

である。IRESモジュールによる40Sリボソームサブユニットの直接的なリクルート

においても、補助的な役割を果たしているのかも知れない。

また、植物における熟ストレス応答の全体的な理解のためには、高温域で翻訳され

ずポリソームから解離したmRNAがどのような機構で隔離場所まで運ばれ貯蔵され

るかを解明することも必須の検討課題だと考えられる。5，－mRの網羅的な解析を行

い高温域で翻訳される5，－UTR、翻訳されない5，一UTR、双方の特徴付けを行うことも

高温域での翻訳制御機構についての理解を助ける重要な知見となるだろう。
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応用における5'-tJTR選択の重要性およびHSP5'-UTR利用の有効性

これまでの研究を通して､ HSP 5'-UTRが通常培養温度でも効率の良い翻訳に寄与

することが示唆され､ 3章においては応用面から､ HSP 5'-UTRの翻訳効率について

の評価を行った.その結果､ HSP18.2 5'-UTRに置換することによって､ｼﾛｲﾇﾅ

ｽﾞﾅにおいて約24倍､ﾀﾊﾞｺにおいて約10倍､ﾀﾝﾊﾟｸ質蓄積量が増加した｡第2

章におy-てHSP 5'-UTRがIRESとして機能する可能性を考察したが､この常温での

HSP 5'-UTRの高い翻訳効率はｷﾔﾂﾌﾟ依存性の翻訳とⅢ玉Sを用いた翻訳による複

合的な効果によるものかもしれない｡

生産量の向上を考える際､高い転写効率を持つﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の選択だけでなく､翻

訳効率の高い5'-tTrRを選ぶことも重要であることを示した｡さらにHSP18.25,_UTR

は植物種を超えて高い翻訳効率を持つことを示した｡ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅとﾀﾊﾞｺはとも

に双子葉植物であり､今後ｲﾈやｺﾑｷﾞなど単子葉の実験植物においても高い翻訳効

率を与えるかどうか,その有用性を検討する必要がある｡単子葉植物においても同棟

の機能を持つならば､有用遺伝子発現系の確立を目指した場合､汎用性の高い系であ

ると考えられる.また､求める効果がなくとも､及子葉と単子葉に掛ﾅる異なる翻訳

機構についての知見が得られるだろうo第l章で示されたようにHSP5,-tmRは高温

域においても翻訳抑制を受けないため､分子育種の観点から砂漠などの温度粂件の厳

しい環境でも生育可能な植物の作出に対する利用も有効であると考えられる｡また本

研究において, 80塩基を超える5'-UTRはいずれも高い翻訳効率を示した｡長い5,_

uTRがすべて高い翻訳効率を持つかどうかは今後の検討が必要だか､応用を目的と

した高い翻訳効率を持つ5'-UTRの探索を行う場合､ 5'-UTRの長さを選択基準にす

るのも-つの手投だろう.応用面からも5'-UTRについての今後の研究が期待される.
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