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ユタトイン生合成系遺伝子およびナ．トリウムポンプ遺伝子を

利用した軒塩性植物の分子育種・

仲山　英樹

要旨

【背景および目的】

植物は、生長や生存を制限する各種のスルスを絶えず自然環境から受けてい

る0なかでも、塩ストレスは、乾燥ストレスとともに、植物の生産性を大きく左

右する代表的なストレスであり、世界的な砂漠化や食糧減収の要因となっている。

そのため、耐塩性植物の分子育種は、砂漠の線化による地球環境の再生や、塩土

および海水の農業利用による食糧増産に役立つ点で非常に意義深い。近年の分子

生物学的研究の発展により、細菌や酵母、植物などで、塩ストレスによって発現

が誘導される遺伝子群が多数同定され、一部についてはその遺伝子産物が関与す

る耐塩性機構が推定されている0細胞レベルの塩ストレス応答は、植物と細菌、

酵母などで共通している機構の存在も知られており、植物以外の遺伝子であって

も、耐塩性植物の分子育種への利用価値は高い0そのため、近縁種以外の植物や

微生物などの耐塩性に関わる有用形質を発現するための遺伝子群（代謝系）を植

物へ多重導入する「植物代謝工学」により、実用的な耐塩性植物の分子育種が可
能になると考えられる。

植物細胞が受ける「塩脚aCl）ストレス」による損傷は、1）細胞外の高濃度

の塩による「高浸透圧ストレス」と、2）細胞質ゾルに流入したrN㌔のイオン

毒性」の2つの因子が複合的に作用して引き起こされる0耐塩性植物を分子育

種するためには、それぞれの因子に応じた戟略が必要となる0これまでの植物分

子生理学的研究から、「高浸透圧ストレス」に対しては適合溶質の生合成系が、

「Na＋のイオン毒性」に対しては、イオンホメオスタシスを強化するイオン輸送

系が、耐塩性に重要であることが知られている0そこで本研究では、1）「高浸透

圧スルス」に対しては好塩性細菌助血仰皿＝血御血の適合溶質であるユタ

トインの生合成系の3遺伝子（βC′遺伝子：β血，β畑，eCのを、2）rNa＋のイオ

ン毒性」に対しては酵母助c血叩Cβ∫C椚γ血βのナトリウムポンプ遺伝子

（左脳ノ遺伝子）を利用することにより、各因子に対する耐性を植物細胞に賦与
することを試みた。

●　●　●

－111－

■－



【方法および結果】

1）適合溶質ユタトインによる高浸透圧スルス耐性の賦与

好塩性細菌茸eわ乃甲ねOUT30018株は、塩ストレス下で適合溶質ユタトイン
を細胞内に高濃度蓄積して浸透圧調節を行い、塩による高浸透圧ストレスに対し

て耐性を獲得している0これまでに、茸gわ聯ねOUT30018株で、ユタトイン

生合成に機能する3種のどc′遺伝子が単離され、ポリシストロン性のオペロン

を形成していることが明らかにされた0そこで本研究では、カリフラワーモザイ

クウイルス35S（CaMV35S）プロモーターに各ec′遺伝子を連結した3種の融

合遺伝子を直列に挿入したバイナリープラスミドを構築し、アグロバクテリウム

い卯みαCJer血加ゆc如∫EHAlO5）感染法によって、タバコ培養細胞（肋0血相

tabacumL．cvBY2）、およびタバコ植物体岬tabacumL・CVSRl）へ導入した0得

られた形質転換タバコについて、PCR法により遺伝子導入を確認した後、ノザ

ン解析によって3種のβCf遺伝子の発現を確認した。形質転換BY2細胞にお

けるユタトイン蓄積濃度は14－79nmo〟g新鮮重量（FW）であったので、一般

的な浸透圧調節物質の蓄積濃度が5ドmOl／gFⅣ以上であることから考えると、

形質転換BY2細胞内のユタトインは浸透圧調節に関与しないことが予想された。

そこで、形質転換BY2細胞について、620mMマンニトールおよび500mMNaCl

による一過的な高浸透圧ショックに対する耐性を調べてみると、エクトインの蓄

積量に相関して、形質転換BY2細胞の高浸透圧ショック耐性が向上していた0

さらに、形質転換BY2細胞は、200－300mMマンニトールによる継続的な高

浸透圧ストレスに村する耐性の向上も認められたことから、エクトインによって

BY2細胞に高浸透圧ストレス耐性を賦与できることが示された。以上の結果か

ら、復活草におけるトレハロースによる高浸透圧ストレス耐性機構と同様に、エ

クトインがBY2細胞の膜機能を保護していることが予想された。また、eCJ遺

伝子が発現している形質転換タバコ植物体につレ’、て、形質転換第2世代の芽生

えの乾燥や塩による高浸透圧ストレスに対する耐性を調べてみたところ、13系

統中2系統が乾燥ストレスに対して顕著な耐性を示した。しかしながら、塩ス

トレスに対しては顕著な耐性を示す系統が得られなかったことから、高浸透圧ス

トレス耐性のみではなく、N√のイオン毒性に対する耐性を賦与することの重要

性が示唆された。

2）ナトリウムポンプEnalpによるNa＋几i＋イオン毒性に対する耐性の賦与

これまでに、植物において、液胞へNa＋を隔離するN摘＋アンチポーター

が同定されているが、原形質膜上でN√を排出するイオン輸送体は同定されて

いない。しかしながら、細胞質ゾルのNa＋を液胞への隔離する一方で、細胞外

へ不要なN√を排出することがN√のイオン毒性に対する戟略として有効であ
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ると考えられる0実際、酵母肋血相町Ce∫C椚γ由加では、・ナトリウムポンプ

をコードした且榔遺伝子の発現量によって、細胞の塩ストレス耐性が決定さ

れている0すなわち、EnalpはNa＋几i・－∬Paseとして機能し、特異的にNaT／Li＋

を細胞外へ排出してイオン毒性を抑えることにより、且c椚γ血βに塩ストレス

耐性を賦与している0そこで本研究では、且cのγ血βのNa十几i・一灯Paseをコ

ードした点脇J遺伝子をゲノムPCRによって単離し、CaMV35Sプロモーター

に且MJ遺伝子を連結したバイナリープラスミドを構築し、アグロバクテリウ

ム感染法によって、BY2細胞へ導入した0得られた形質転換BY2細胞につい

て、120mMLiClを添加した平板培地上でLi十のイオン毒性に対する耐性を調

べてみると、対照のベクター導入株を含め、ほとんどの形質転換BY2細胞は

LiCl感受性であったが、且旭1遺伝子導入株の中に顕著なLiCl耐性を示す株

がみられた0これらのLiCl耐性殊については、PCR法により遺伝子導入を確

認した後、RT－PCR法によってENAlm卿Aの蓄積を検出したが、ENAl遺伝

子の発現量は、かなり低いことが示された0しかしながら、平板培養から液体懸

濁培養へ系を移してもBY2細胞のLiCl耐性が維持されていたことから、BY2

細胞内で且M∫遺伝子が機能的に発現していることが示唆された。また、HA

（hemagglutinin）エピトープを融合したEnalp－3HAを生成させた形質転換BY2

細胞のantiJIA抗体を用いた解析により、タバコ培養細胞内でEnalp－3HAが

原形質膜に局在していることが示された0以上の結果から、酵母細胞内と同様に、

Enalpは毒性カチオンNa＋几i＋を細胞外へ排出するポンプとして原形質膜上で

機能し、Na≠i＋のイオン毒性に対する耐性をBY2細胞に賦与することが示さ
れた。

【今後の展開】

より高度な耐塩性植物の分子育種として、植物細胞ヘビcJ遺伝子と且棚遺

伝子を多重導入し、「高浸透圧ストレス」と「イオン毒性」の両甲子に対する耐
性を賦与することが期待される。

＊奈良先端科学技術大学院大学　バイオサイエンス研究科細胞生物学専攻

博士論文，NAlST－BS－DT9781031，1999年3月24日
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弟1章　耐塩性植物の分子育種概論

弟1節　植物の有塩性機構

弟1項　植物に対する塩ストレスの影響

植物は、生長や生存を制限する各種のストレスを絶えず自然環境から受けて

いる0なかでも、塩ストレスは、乾燥ストレスとともに、植物の生産性を大きく

左右する代表的なストレスである0例えば、しばしば個々の農家に不利益をもた

らす痛気や害虫による損失は、収穫率で平均10％未満の減収であるのに対し、

早魅や塩害など、植物にとって好ましくない物理化学的な環境因子が引き起こす

損失は、最高収穫率の平均65％以上にも達する（Boyer，1982）。この状況は今

に始まったことではなく、古代文明の歴史的記録から、紀元前2200年代の北メ

ソポタミア地方のアッカド帝国は早魅によって滅亡し（Ⅹ烏汀，1998）、紀元前

1700年代の南メソポタミア地方のシューメル文明は連続的な塩害によって崩壊

した（JacobsenandAdamS，1958）ことなどが知られている。乾燥地域の穀物生産

は潅漑農業が基本であるため、乾燥ストレスと塩ストレスは密掛こ関連している。

潅漑用水中には、多量に含まれるCa2＋やMg2＋以外にも、一部Na・が含まれ

ている0潅漑用水の水分が蒸発して土壌から蒸散すると、主成分であったCa2・や

Mg2＋は炭酸塩となって土中に沈殿するが、沈殿しないN√は土壌溶液中に残

存し続けるため、土壌溶液の主成分としてNa・が濃縮される結果となる（A血aち

1994；JacobsenandAdams，1958）。このような累積的な影響が長期間続くことに

よって、土壌の質は悪化し、植物が生息できない不毛の土地と化していく。また、

乾燥と高塩濃度は、細胞外環境の水ポテンシャルを低下させ、細胞の脱水を誘導

して膨庄を低下させることで、高浸透圧ストレスによる損傷を引き起こすとうい

う点でも深い関連性がある0高浸透圧ストレスによる脱水は細胞内のイオン強度

の増大を引き起こすが、それに加えて、塩ストレス下では多量に流入してくるCl－

やN√のイオン毒性によって細胞内の代謝が阻害されるという塩特異的な問題

を抱えている。そのため、植物は塩ストレスによって、高浸透圧ストレスとイオ

ン毒性による複合的な損傷を受けることになる（Fig．1－1）。

第2項　植物の塩ストレスに対する連応応答

植物が耐塩性を獲得するためには、塩ストレスに応答して、高浸透圧ストレ

スやイオン毒性による損傷を回避するための機構を備えていなければならない

（Fig・ト2）0特に、植物が塩ストレスに適応するためには、水分の確保、浸透圧

の調節、そして塩の排除を行う機構が必要である0耐塩性を示す植物には、生育、
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形態、生理、および代謝の各レベルで塩ストレスに対して適応するための機構が

存在する。

生育レベルでの適応は、植物が種子の発芽時期や開花時期を塩ストレスの強

弱に応じて調節することによって生活環を変化させてストレスを回避する適応機

構である。例えば、乾燥地域の植物は、過酷な乾期を回避して生育するために、

脱水耐性の強い種子の状態で雨期になるまで休眠する。

形態レベルでの適応は、植物が塩ストレスを受けたときに形態的に変化する

ことによって行われ、根系の発達、葉の数および面積の減少、単位素面積あたり

の気孔数の減少、気孔の特殊化、葉表皮のクチタラ層の肥厚化や樹脂の集積など

のようド、水分の蒸散を減らして水分の確保を行うための適応機構が知られてい

る。また、塩生植物には、菓の多肉化によって細胞質内の塩濃度を低く保つ、塩

類腺や嚢状毛と呼ばれる特殊な器官によって葉の表層から塩を排出する、あるい

は、多量の塩類を蓄積した古い葉を落とすことによって塩を除去する機構が存在

するものもあるげlowersβJαJ．，1986）。

生理レベルの適応としては、気孔の閉鎖または気孔開口の阻止によって水分

の蒸散を抑え、塩類輸送の制御によって、余分な塩類を根や茎の上部、葉柄、花

茎に押し止め、分裂組織や発達途中の葉、若い果実に到達する塩類を減らす適応

機構が知られている（Jesc址eeJαJ．，1992）。植物の細胞レベルでの塩排出系につ

いては明らかになっていないが、原形質膜上のN√／打アンチポーターの関与が

示唆されている（DuPo叫1992）。また、多量の塩類を液胞に取り込んで細胞の

膨庄を維持するのと同時に、毒性イオンを隔離することによって細胞質ゾルや葉

緑体などのオルガネラ内への塩類の蓄積を抑制する機構が知られている（Matob

eJαJ．，1987）。さらに、塩生植物には、通常はC3型の光合成を行っているが、

塩ストレスを受けるとCAM（CraSSulaceanaCidmetabolism）型の光合成が誘導さ

れることによって適応しているものもある岬ObnerteJαJ．，1992）。

代謝レベルの適応は、ストレス誘導性タンパク質の合成、浸透圧調節物質

（OSmOlyte）の合成や取り込みが知られている＠0lmertand Sheveleva，1998）0ス

トレス誘導性タンパク質は、LEA（1ateembryogenesisabundant）タンパク質、RAB

（responsivetoABA）タンパク質、およびオスモチンなど、その機能が不明のもの

がほとんどであるが、プロテアーゼインヒビターやHSP（be如Sbockprotd血）な

ど、塩基配列の相同性からその機能が推定されたものもある。高浸透圧ストレス

条件下で細胞の膨庄維持に利用される浸透圧調節物質は、その存在が大腸菌から

酵母、高等植物に至るまで広く知られており、K＋やNがなどのイオンおよび

高濃度蓄積しても細胞内の代謝を阻害しない適合溶質（COmp如ible sol山e）と呼ば

れる低分子有機化合物が知られている（Rbodesand SamaraS，1994；YanCey etal・，

1982）。適合溶質は、単に浸透圧の調節を行うだけでなく、タンパク質および膜
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の安定化、ヒドロキシラジカル（HO・）消去、核酸の㍍億低下によるDNA複

製や転写、翻訳の保護などの機能を持つことが示唆されており、塩ストレスから

細胞を保護するために重要な役割を担っていると考えられている（Smim蝿
1998；Yancey，1994）（Fig．ト3）。

第3項　連合溶質の性質と機能

酵素反応は、電荷をもつ基質が酵素の反応中心にある特定の酸性や塩基性の

アミノ酸残基に結合することによって可能となる0そのとき、正電荷をもつ基質

の結合はN√によって括抗阻害を受け、負電荷をもつ基質の結合はCl一によっ

て括抗阻害を受ける0さらに高イオン強度下では、酵素の疎水部位が互いに結合

して変性する0好塩性の微生物などにみられる耐塩性の酵素は、このような括抗

阻害や変性を受け難いように進化したものであると考えられる。そのような特別

な場合を除き、塩ストレス条件では、生物は酵素反応の重要な場となる細胞質ゾ

ルに高濃度蓄積しても酵素に対して阻害作用をもたない（＝適合、COm押ible）溶

質を蓄積し、塩を可能な限り細胞質ゾルに蓄積しないようにしている（Yancey，

1994）0そのため、強い耐塩性を示す生物は、一般に適合溶質の合成能も高い。

適合溶質には、糖および糖の誘導体（マンニトール、オノニトール、ピニトル、

トレハロース、フルクタンなど）、アミノ酸およびアミノ酸誘導体（プロリン、

ユタトインなど）、第四級アンモニウム化合物のベタイン類（グリシンベタイン、

アラニンベタインなど）、第三級スルフォニウム化合物（3－ジメチルスルフォニ

オブロビオネート（DMSP）など）などがある（Fig・1－4）0適合溶質は、細胞内

に高濃度に蓄積するために、水に対する溶解度が高く、分子全体として中性の性

質をもつ0また、高濃度蓄積しても重要な1次代謝の撹乱をしないように、メ

チル化された2次代謝産物が好まれる0プロリンは1次代謝産物であるが、ア

ミノ酸合成経路全体の末端に位置しているので、高濃度蓄積しても代謝系にあま

り害を与えないと考えられる0植物種によって蓄積する適合溶質の種類は異なっ

ており、数種類の適合溶質が複合的に蓄積している場合が多い。しかしながら、2

次代謝産物であるピニトール、グリシンベタイン、DMSPなどは重複して蓄積

することはない0特に、耐塩性の高い植物は、このような特殊な適合溶質を選択

的に合成して蓄積している0海洋性の藻類や塩生植物に蓄積しているDMSPは、

グリシンベタインの窒素（トリメチルN）が硫黄（ジメチルS）に置換された化

合物であるが、これはNが乏しくSに富んでいる海水の環境に適応して合成

された適合溶質であると考えられる0植物種が選択している適合溶質の種特異性

は系統樹では説明できず、組織や生育段階によっても適合溶質の種類と蓄積濃度

は異なる0適合溶質のスルス耐性機構についてはいくつかのモデルが提唱され

ているが、詳細な分子機構については今後の研究を待たねばならない。
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これまでの研究から、適合溶質は浸透圧調節以外にもさまざまな機能をもつ

ことが示唆されている（Smirn蝿1998；YanCey，1994）げig・1－3）0適合溶質の中

でも、糖類、グリシンベタイン、プロリンなどの研究は比較的進んでおり、スト

レス耐性と適合溶質の機能についてもよく議論されている。糖類の代表としては、

マンニトールとオノニトールが挙げられ、遺伝子工学的にタバコヤシロイヌナズ

ナの細胞質ゾルや葉緑体へ合成させることで、耐塩性、耐乾燥性、光酸素ストレ

ス耐性の向上が観察された（Shevelevaetal．，1997；TarczynSkietal・，1993）0マン

ニトー）L／は葉や根に6pmoug新鮮重量（FW）（TarczynSkietal・，1993）、オノニ

トールは葉に35岬01暦W蓄積されていた（Shevelevag′α′・，1997）0浸透圧調

節という適合溶質の役割を考えると、その蓄積濃度は重要な意味をもっており、

適合溶質が浸透圧調節に機能するためには細胞質ゾルに100mM以上蓄積しな

ければならないといわれている0液胞に入らないことを仮定しても、平均5

岬Ol僻W以上蓄積せねばならず、液胞に入る場合はもうl桁多い蓄積量が必

要となる。この観点からすると、上記のオノニトール蓄積量は浸透圧調節に十分

機能し得るレベルといえるが、マンニトールは浸透圧調節には不十分な蓄積量で

あると考えられ、マンニトールは浸透圧調節以外の機能をもつことが予想された0

実際、マンニトールはタバコの葉緑体内で合成させると、光酸素ストレスに

対して顕著な耐性示すことから、糖類のもつヒドロキシラジカルのラジカル捕捉

（消去）能が葉緑体の保護に機能していることが示唆されている（SbeneJαJ・，

199叫0塩や乾燥による高浸透圧ストレス条件下では、気孔の閉鎖に伴い

calvh＿Bens。nサイクルの還元力消費能が低下し、過剰な還元力が酸素に渡され、

活性酸素による膜やタンパク質、核酸などの損傷が無視できない。活性酸素種の

うち、02一と＝202はスーパーオキシドジムスターゼ、ペルオキシダーゼ、カ

タラーゼにより消去される。一方、ヒドロキシラジカルを消去する酵素は見つか

っていないが、アスコルビン酸やグルタチオンなどの低分子物質によって消去さ

れる。糖がヒドロキシラジカルを消去する機構については不明であるが、マンニ

トールはホスホリプロキナーゼのように活性中心にチオール基（－SH基）をもつ

酵素をヒドロキシラジカルによる不活性化から保護することが報告されている

（ShenβJαJ．，1997b）0

トレハロースは乾燥地に生息する復活植物に蓄積している適合溶質として知

られている。また、酵母もトレハロースを蓄積するので、酵母をモデル細胞とし

たトレハロースの機能解析が進んでいる（LeslieβrαJ．，1994）。細胞膜の構成要素

であるリン脂質二重膜は水分があると液晶構造をとるが、乾燥するとゲル化して

損傷を受ける。しかしながら、加l融和の実験で、トレハロースの－OH基とリ

ン脂質膜のリン酸が直接相互作用することで、膜がゲル状になるのを防いで液晶

構造を保つというモデルが提唱されている（Crowe et al・，1987；Crowe et al・，
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19糾）0復活植物が乾燥しても復活できるのは、トレハロースが膜構造や膜上タ

ンパク質の保護に機能するためであると考えられている。

グリシンベタインは、アカザ科、イネ科、ナス科などの高等植物だけでなく、

大腸菌や耐塩性シアノバクテリアなどにおいても適合溶質として広く存在してい

る0高等植物においてグリシンベタインは安定な2次代謝産物で、分解を受け

難いと考えられており、塩ストレス下の塩生植物では細胞質ゾルや葉緑体に1M

ものグリシンベタインが蓄積することもある。グリシンベタインの機能は、浸透

圧調節のみならず、塩による酵素の失括を抑える作用もある。また、高塩濃度だ

けではなく、高温や低温条件下でも細胞内の高分子化合物の高次構造を保持し、

タンパク質の水和構造を安定化する作用があると考えられている。シアノバクテ

リアの系では塩による餌bisco（ribulose－l，5－bisphosphatecarboxylase）や光化学系

複合体の失括がグリシンベタインによって抑えられることが示された（Muratal汀

αJ・，1992；NomwagJαJ・，1998；Nomu∫aeJαJ．，1995）。また、グリシンベタインは

DNAのTL値を下げる効果をもっている（Rqiendrakumaretal．，1997）。塩濃度

が高くなると核酸の㍍億が上昇するので、DNAの複製や転写、翻訳が阻害

されると考えられる。そのため、グリシンベタインは核酸の㍍値を下げること

によって、塩によるDNAの複製や転写、翻訳の阻害を抑える効果をもつと予

想されている。実際に、由一融和でのリポゾームの安定性試験から、RNA翻訳

におけるグリシンベタインの効果が示されている（BradyβJαい9糾）。その他に、

膜を安定化する作用なども報告されているが、糖類のようなヒドロキシラジカル

を消去する機能はもっていない（Shenetal・，1997b；SmirnoffandCumbes，1989）。

プロリンは、塩生植物からシロイヌナズナ、タバコなどのモデル植物に至る

まで、多くの植物で主要な適合溶質として、乾燥や塩による高浸透圧ストレス条

件下で合成されることが知られている（Dela皿eyandVerma，1993；Hans。nand

Hitz，1982；YanCeyetal・，1982）。プロリンもまた、浸透圧調節のみならず、タン

パク質や膜構造の安定化に作用している（Sd血eれ皿dTscbes血e，197＄）。また、

糖のようにヒドロキシラジカルを消去し（Sm血0ぼ弧dCumbes，1粥9）、グリシ

ンベタインのようにDNAのTL値を下げる機能をもつ（Rqiendrakumaretal．，

1997）0　しかしながら、加γ加でプロリンが100mM以上蓄積すると、アブ

ラナやイネから精製した葉緑体の如biscoの活性を阻害することが知られてお

り（Siv血marβf正，1998）、ストレスのない状態でプロリンが過剰に存在すると

植物の生長を阻害する可能性が示唆されている。シロイヌナズナでは、プロリン

の合成と分解に関わる2種類の発達伝子の発現制御によってプロリン含量が調

節され、高浸透圧ストレス条件下でのみプロリンを細胞内に蓄積する機構が示さ

れている（Yo血ibaeJαJ．，1997）。
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第4項　塩ストレス下での植物細胞のイオンホメオスタシス制御携帯

塩ストレス下の植物細胞では、多量のNa十やCl●によって、K＋やCa2＋な

どの生理学的に重要なイオン輸送の動力学的な平衡状態が崩される。ある種の塩

生植物は、塩ストレスに適応するために塩腺や嚢状毛などの特殊な機構を進化の

過程で獲得してきたと考えられるげlowerseJαJ．，19S6）が、このような耐塩性機

構を植物全般に当てはめて考えることはできない。しかしながら、細胞レベルで

のイオンホメオスタシス制御機構は、全ての植物で耐塩性に重要な役割を担って

いる。植物細胞が塩ストレスに曝されると、細胞外の塩によって水ポテンシャル

は減少し、細胞質ゾルには過剰な塩が蓄積する（Bin筑1eJαJ．，1988）。植物細胞

は、適合溶質を合成し、外部の塩を蓄積することによって浸透圧調節を行って水

ポテンシャルを中和するが、浸透圧調節の際は外部の塩が細胞質ゾルで高濃度に

蓄積することを避け、適合溶質によってイオン毒性を弱められなけばならない。

植物細胞が塩ストレスに適応するためには、原形質膜を通した外部イオンの流入

量は、液胞へ隔離できる許容量に応じた割り合いできちんと制御されなければな

らない仲inzeleJαJリ1粥8）。そのため、N√の細胞内への取り込みと液胞への

隔離に関わる、原形質膜および液胞膜のイオン輸送系タンパク質は、植物細胞が

イオンホメオスタシスを維持して塩ストレスに適応するために重要な役割を担っ

ているといえるげig．1－5）。

塩ストレス下でN√が原形質膜から植物細胞内へ流入する機構については明

らかになっていないが、N㌔はK＋摂取を競合阻害する（鮎血oeder eJαJ．，1994；

WatadβJαJ．，1991）ことから、Na＋はK＋と同じ機構によって摂取されると予想

されている（AmtmannandSanders，1999）。植物の根には、低K＋濃度（1mM未

満）で機能する高親和性の灯摂取系（私値10－30ドM）と高K十濃度（1mM

以上）で機能する低親和性の灯摂取系の2つの灯摂取系が存在する。低親

和性のK＋摂取系は、高親和性のK＋摂取系よりもNa＋／K＋選択性が低いので、

Na＋は主に低親和性のK＋摂取系を利用して流入してくると予想されている。イ

オン輸送系の研究が進んでいる酵母では、高濃度の塩が引き金となって、高親和

性のK十摂取系を活性化し、低親和性のK＋摂取系を抑制することによって、K＋

摂取系のNaⅥぐ選択性を高めて塩ストレスに適応する機構が示唆されている

（HaroβJαJ．，1993）。この仮定を支持するように、塩ストレスに適応したタバコ

細胞では、適応していない野生型細胞と比較して、高親和性のK＋摂取系が活

性化され、原形質膜で高いNa＋瓜＋選択性を有していることが示唆された（W離山

gJαJ．，1991）。それゆえ、原形質膜上の灯摂取系のN√瓜十選択性を高めるこ

とが、塩ストレスへの適応に重要であると考えられる。

原形質膜や液胞膜を通して細胞質ゾルから能動的にNa＋を排出する機構は、
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Na＋の細胞内への取り込みやNa＋の液胞への隔離を制御するために必須である。

生理学的および生化学的解析から、植物細胞の原形質膜や液胞膜に存在する

Na†佃＋アンチポーターがこれらのⅣの流れに関与していることが示された

（DuPont，1992）・0原形質膜や液胞膜に存在するNaⅦ・アンチポーターは、同じ

膜上に存在するH＋ポンプによってつくられるプロトン勾配をエネルギーとし

て利用している0塩生植物や耐塩性の藻類では、原形質膜のNaツ打アンチポー

ターが、塩ストレスによって活性化されることが知られている（Hassidimetal．，

1990；K如Zg′αJ・，1992）0このとき、原形質膜H・－∬Paseの遺伝子発現量が塩ス

トレスに応じて増加することによって、原形質膜＝・－∬Paseの活性化が行われ

ることが示されたPiuetal・，1993a；Niuetal・，1993b；Perez－Pratetal・，1994）。ま

た、原形質膜H＋－∬Pasem卿Aの蓄積は、塩ストレスに適応している間だけ誘

導されており、その蓄積量と耐塩性には正の相関関係があることが示された

（Braunetal・，1986；Niuefal・，1993a；Niuetal・・1993b；Perez－Pratetal・，1994）。

塩ストレス下で、Cl－やNa・を液胞に隔離する機構は、細胞質ゾルのイオン

強度を下げる一方で細胞の浸透圧調節を行うのにも役立つため、耐塩性に重要な

役割を担っている（郎Seβ′αい999；DuPont，1992）0液胞膜のNaⅦ・アンチポ

ーターもまた、塩ストレスによって活性化することが知られている（DuPont，

1992）0このとき、液胞膜に局在する　H・－AJ？aseおよびH・－PPase（H・－

PyrOPhosphatase）の活性も塩ストレスに対して適応応答している時にだけ活性化

される（ColomboandCerana，1993；Narasimhanetal・，1991）。
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弟2飾　耐塩性植物の分子育種

集l項　耐塩性植物の分子育種に有効な遺伝子

植物は、食糧や森林資源として直井利用されるだけでなく、光合成を通して

二酸化炭素を吸収して酸素を放出し、さらに活発な蒸散活動によって豊かな大気

や地表の維持に大きく貢献している0人類は、古くから植物に有用形質を付与す

るための品種改良を行ってきたが、近縁種の交雑による育種が中心であった。分

子生物学に裏打ちされた「植物分子育種技術」は、遺伝子組換え技術を利用して

植物の染色体へ外来遺伝子を導入することによって、植物に有用形質を賦与でき

る画期的な手法である0さらに、近縁種以外の植物や微生物などが有する有用形

質を発現するための遺伝子群（代謝系）を植物へ多重導入することによる「植物

代謝工学」によって、実用的な有用植物の分子育種が可能になると考えられる

（KishoreandSomerville，1993；Nuccioetal．，1999）。

砂漠の線化による地球環境の再生や、塩土および海水の農業利用による食糧

増産に役立つ植物の分子育種として、耐塩性植物の分子育種に期待が寄せられて

いる（Barua如い999；HolmbergandB加w，19粥）0前節で述べたのように、高

等植物は塩スルスに適応するために種々の機構を備えている。また、分子生物

学的研究の発展により、細菌や酵母、植物などから塩ストレスによって発現が誘

導される遺伝子群が多数同定され、一部についてはその遺伝子産物が関与する耐

塩性機構が推定されている（IngramandBartels，1996；Serran0andGaxiola，1994）。

細胞レベルの塩ストレス応答は、植物と細菌、酵母などで共通している機構の存

在も知られており、植物以外の遺伝子であっても、耐塩性植物の分子育種への利

用価値は高い岬elsone′αい998；Serrano，1996）0一方、植物由来であっても、

塩生植物でみられる塩腺などの特殊な機構は、分子生物学的知見が乏しく、恐ら

く複数の遺伝子が関与することから、他の植物へ機能的に賦与することは難しい。

これまでに同定された遺伝子の中でも、耐塩性植物の分子育種に有効であると思

われるのは、1）適合溶質生合成系酵素の遺伝子（馳odes狐dHanson，1993；

VernonandBolmert，1992）（Tablel－1）、2）一般的なストレス誘導性タンパク質

の遺伝子（Godoyetal・・1994；Hongetal・・1992；Moonsetal・，1997）、3）イオン輸

送やイオンホメオスタシス維持に必要なタンパク質の遺伝子（Fuk血gJαい999；

Gaxiolaetal・，1999；Maurel，1997；YamaguChi－Shino由kietal・，1992）、4）信号伝達

や遺伝子発現を制御するタンパク質の遺伝子（Bray，1997；KudlaβJαい朔；Lee

etal・，1999；LiuandZhu，199＄；ShinozakiandYamaguchi－Shinozaki，1996）、の4つ

のグループに分類できる。
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第2項　適合溶質生合成系の利用

塩ストレスに応答して、植物は細胞内で適合溶質（Fig・ト3）を高濃度に蓄積す

ることで、浸透圧調節や細胞内構成分子（タンパク質や生体膜など）の保護を行

っている。このような遺今溶質による耐塩性機構については、植物に限らず細菌

や酵母においても詳しく研究されている（Smirn蝿1998；YanCey，1994）0また、

適合溶質の代謝経路もよく知られており、適合溶質生合成の鍵となる遺伝子も同

定されている。したがって、適合溶質生合成の鍵となる遺伝子を導入し、植物に

適合溶質を蓄積させることによって、耐塩性植物の作製が可能となることが予想

される岬ucci＝′αい999）0すでに、シロイヌナズナやタバコなどのモデル植

物だけではなく、イネなどの主要穀物への応用も試みられている（Tableト1）0

第3項　一般的なストレス青草性タンパク賓の利用

塩だけでなく、高温、低温、活性酸素などさまざまな環境ストレスに応答し

て、多様なタンパク質が生成することが知られている。そのうち、LEA（1ate

embryogenesisabundant）タンパク質、RAB（responsivetoABA）タンパク質、オ

スモチン、デヒドリン、HSP（heatshockprotein）などは、塩ストレスに応答し

て生成することが知られている（Godoyetal．，1994；Hongetal・，1992；Moonsetal・，

1997）。これらのタンパク質は、各種スルスによるタンパク質の構造変化や、

酵素活性の低下を抑制したり、損傷したタンパク質や生体膜を修復する機能をも

っと考えられており、大量に生成させることによって植物の耐塩性が向上すると

予想される。これまでに、オオムギのLEAタンパク質の遺伝子をイネに導入し、

イネの耐塩性を向上させた例が報告されている（ⅩueJαJ．，1996）0

弟4項　イオン輸送系の利用

細胞外部の塩濃度が上昇すると、細胞内から水が流出する一方でイオンが細

胞内に流入する。その結果、細胞内のN√などのイオン濃度が上昇し、細胞の

生理活性や酵素活性が変化して、イオンホメオスタシスが維持できなくなる。こ

れに対する応答機構として、イオンチャネルや水チャネル、原形質膜や液胞に存

在するNa＋丑rアンチポーター、H＋ポンプ、K：輸送体、MIP（majorintrinsic

protein）やTIP（tonoplastintrinsicprotein）などのアクアポリンファミリーなどの

発現が重要な因子と考えられ、これらの遺伝子の単離や塩ストレス応答における

役割の解明が試みられている（Fukuda etal．，1999；Gaxiolaetal・，1999；Maurel，

1997；YamaguChi－Shinozakietal．，1992）。細胞への水とイオンの出入りを直接制

御できる点で、これら膜輸送系タンパク質の遺伝子操作は塩ストレス耐性の向上

に効果的であると考えられる。これまでに、シロイヌナズナの液胞膜に存在する

N㌔／H＋アンチポーター遺伝子を過剰発現させることによって、耐塩性が向上し
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た例が報告されている（ApseeJαい999）。

弟5項　膚号伝達系の利用

塩スルスや乾燥ストレスで誘導される一群の遺伝子のプロモーターには、

シロイヌナズナで同定されたDRE（dehydrationresponsibleelement）や

（ABAresponsibleelement）などの共通したcib配列が存在している（Shinozaki

andYamaguChi－Shinozaki・1997）0また、シロイヌナズナからDREに結合する転

写活性化因子DREBIAcDNAが単離された（Liuetal・，1998；Shinwarietal．，

1998）0このDREBIAcDNAをシロイヌナズナに導入して過剰発現することに

より、DREをプロモーターにもつ塩スルス誘導性の遺伝子群の転写が一斉に

活性化されることが予想され、塩ストレス応答を過敏にすることができると考え

られる（Liue∫αい9粥）0この転写活性化因子の遺伝子操作は、シロイヌナズナ

がすでにもっているストレス耐性機構を活性化することによって、短時間でスト

レ云への適応応答をさせられるので、有効な手法であるといえる（KasugaβJdJ．，
1999）。
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Tablel－1，MctabolicenglneerlngOfplantstoincreasethesynthesisofcompatiblesolutes・

com□▲朗bI一別山止朗　G一山ナ　　　　如肝仁一　　　　Foきt血nt Contemt R一托r川仁一

汀8Ⅳ町鮎kigJ〃J．，1993）

（ThomasgJαJ．，1995）

（Sh¢Ⅴ¢l¢Vae‘αJ．，1997）

（Sh¢Y¢1帥agJれ199さ）

（Kishorg／αJ．，1995）

（HayasbigJαJ．，1997）

（S8kamotogJαJ．，19粥）

（LiliusぞJαJ．，199‘）

（Nu∝iogJ〃J．，19粥）

（Holmst沌mgJαJ．，1996）

（Pilom－Smi也gJdJ・，1995）

1－‘pm01／gFWb

O．05－12■mOl／gFW

lO－60pmol／gFW

O．2・130ドmOl／gFW

lO－60■mOl／gFW

lllmOl／gFⅣ

1－5けmOl／gFW

N．D．0

0．02－0．05■mOl／gFW

2－9■mOl／gDWd

O．05－0．3mg／gFW

Mammitol　　　　　　〝I′Jβ

所〟∂

Ononitol IMTIcDNA

SorbitoI STPDIcDN

Prolinc P5CScDNA

Oly血¢bはin¢　　　CO‘u

¢○‘u
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第3節　本研究の目的

集1項　耐塩性植物を分子育種するための戦略

植物細胞が受ける「塩岬aCl）ストレス」による損傷は、細胞外の高濃度の塩

による「高浸透圧ストレス」と細胞質ゾルに流入したN√の「イオン毒性」の2

つの因子が複合的に作用して引き起こされる。両因子に対する植物の耐性機構は

異なっており、それぞれの因子に応じた戦略が必要である。高浸透圧ストレスに

対しては、適合溶質の生合成系を利用した分子育種を行うことが有効であり、N√

のイオン毒性に対しては、イオンホメオスタシスを強化するイオン輸送系の利用

が有力な手段であるといえる（Fig．1－6）。

弟2項　連合溶質ユタトインによる高浸透圧ストレス耐性の鹿与

本研究では、好塩性細菌励血附皿＝血昭血の適合溶質であるエクトインに

注目した0ユタトインは、好塩性細菌や大腸菌などで適合溶質として機能し、浸

透圧調節やタンパク質の保護に機能していることが示唆されている（OnogJαJ．，

19粥）0よって、植物細胞においてもエクトインが適合溶質として機能するなら

ば、植物細胞の高浸透圧ストレス耐性が向上することが期待できる（Fig．1－6）。

そこで、第2章では、モデル植物であるタバコ（〃加血乃αねあαC〟叫へ且

め乃押αのユタトイン生合成系遺伝子を導入し、ユタトインがタバコ細胞の高

浸透圧ストレス耐性を向上させることができるかという課題について検討を行っ
た。

第3項　ナトリウムポンプによるNa＋のイオン毒性に対する軒性の賦与

これまでに、シロイヌナズナとイネから液胞へN√を隔離するNaⅥ‡・アン

チポーターが同定されている（F血dag′αJ・，1999；GaxiolaβJαJ．，1999）が、植物

の原形質膜上でNがを排出するイオン輸送体は同定されていない。しかしなが

ら、細胞質ゾルのNa＋を液胞へ隔離する一方で、細胞外へ不要なNa†を排出す

ることがN√のイオン毒性に対する戦略として有効であると考えられる。そこ

で本研究では、出芽酵母助c血r叩Ce∫C〝g血加のN√几i・ポンプEnalpに

注目した0　£c〝g血加の塩ストレス耐性機構におけるEnalpの役割は非常に

大きく、Enalpをコードした且MJ遺伝子の発現量によって酵母細胞の塩スト

レス耐性が決定される（Garciadeblasetal・，1993；HarOetal・，1991；Wielandetal．，

1995）。よって、植物細胞においてEnalpを機能的に生成させられるならば、

植物細胞の塩ストレス耐性が向上することが期待できる（Fig．1－6）。そこで、第3

章では、モデル植物であるタバコ脚ねあαC〟叫へ且c〝g血加のNa・几i・ボン
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プをコードした且MJ遺伝子を導入し、Enalpを機能的に生成させることによ

って、タバコ細胞におけるN招Li＋のイオン毒性に対する耐性が向上するかと

いう課題について検討した。
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第2章　好塩性細菌助わ㈲朋∫gわ曙αねのユタトイン生合成系遺
伝子を利用した耐塩性植物の分子育種

第1節　序静

弟1項　仇血酬胴椚血岬血OUT30018株のユタトイン生合成経路

タイ東北部の砂漠化の進む塩土から分離された助わ椚0乃α∫βわ乃紳αOUT30018

株（Fig．2－1）は、培地中の食塩濃度が21％（3・6M）でも旺盛に生育する中度好

塩性細菌である（Onog′α′・，19粥）0塩ストレスなどの高浸透圧ストレス条件に

曝きれることによって、見め乃卯ねOUT3001＄株細胞内では、環状アミノ酸の

一種であるユタトイン（1，4，5，6－tetrahydo－2－methyl－4－Pyrimidinecarboxylic acid，

ectoine）の生合成が誘導され、高濃度のユタトインが蓄積される（Ono etal・，

1998）。エクトインは適合溶質として機能し、細胞内の浸透圧調節および細胞内

構成分子保護などに貢献することによって、且eわ乃押αOUT3001＄株に耐塩性

を賦与していると考えられている（Ono扉‘止，1998）。また、且βわ喝αね

ouT30018株の生化学的な研究結果から、エクトインの生合成は、リジンやト

レオニン合成系の中間代謝物であるアスパラギン酸－β－セミアルデヒド

（aspartate－β－Semialdehyde，ASA）を出発物質として、2，4一ジアミノ酪酸（L－2，4－

diaminobutyric acid，DABA）、N－アセチル2，4－ジアミノ酪酸（N－aCetylL－2，4－

diaminobutyricacid，ADABA）を経る3段階の酵素反応（Fig・2－2）で行われてい

ることが示された（OnoβJαJ．，1999）。そして、各段階の反応を触媒する酵素が

同定され、最初の反応は　2，4－ジアミノ酪酸トランスアミナーゼ（レ2，4－

diaminobutyricacidtransaminase，DAT）によって、次の反応は2，4－ジアミノ酪酸

アセチルトランスフエラーゼ（L－2，4－diaminobutyricacidacetyltranSftrase，DAA）に

ょって、そして最後の反応は、ユタトインシンターゼ（レeCtOine syn也ase，ES）に

よって触媒されることが明らかにされた（OnogJαJ．，1999）（Fig・2－2）0

第2項」軋め昭叫OUT30018株からのユタトイン生合成系オペロンの単離

これまでに茸」症明卵血OUT30018株のユタトイン生合成系酵素が精製され、

このうち、最終段階の反応を触媒するESのN末端アミノ酸配列をもとにオリ

ゴDNAプローブを作製し、H elongataOUT30018株染色体DNAライブラ1）

一に対してスクリーニングが行われた。その結果、ESをコードしたecJC遺伝

子を含むと考えられる約4．1kbの染色体DNA断片が単離された（MinXuetal・，

1993）。この染色体DNA断片を挿入したプラスミドpECT201を導入した大腸

菌では、ユタトインの蓄積が確認され、増殖における耐塩性も上昇した（MinYueJ
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αJ・，1993）0さらに、塩基配列の決定、および欠失DNA断片を用いた大腸菌で

の解析により、約4・1kbの染色体DNA断片上で、ユタトイン生合成系の3遺

伝子（gc′遺伝子‥e血，eαβ，βCfqがポリシストロン性のオペロンを形成してい

ることが明らかにされた（批eSSionno・DS＄359）げig・2－3）0すでに、βCJ遺伝子

は肋inococcushalqphilus（accessionno・U66614）、HelongataDSM2581T株

（accession no・AFO31489）、およびH elongata DSM3043殊（accession n。．

AJOlllO3）からも単離されている（Canovasetal．，1998；G61leretal．，1998；L。uis

andGalinski，1997）が、これらのectA、eCtB、およびectcの各遺伝子がコード

するユタトイン生合成系酵素DAT、DAA、およびESの各アミノ酸配列は、H

elongataOUT30018株のものと高い相同性を有しているげig．2－4）。ただし、H

db聯ねDSM25glT殊においては、gCJC遺伝子の部分配列しか決定されていな

いため、ESのアミノ酸配列の比較から除外したげig．2－4C）。

第3項　連合溶質ユタトインの機能

エクトインは、好塩性細菌放ね血α如ゐ乎血加わc〟〝ねをはじめとした多く

の微生物において適合溶質として機能していると考えられている仲em訂dβJれ

1993；Del－Moraletal・，1994；Farwicketal・，1995；Galinskietal・，19＄5；Malinand

Lapidot，1996；Rmitetal・，1990；Wohlfarthetal．，1990）。エクトイン生産能がない

大腸菌でさえも、ユタトイン取り込み系により培地中のユタトインを取り込んで

耐塩性を獲得する（J¢bbarg′αJ．，1992）。そして加Ⅴ加では、ユタトインはト

レハロースと同様に、高温や凍結、乾燥などからLD＝（1acdcdeby血ogen睨）や

PFKbho甲hofructokinase）の酵素活性を保護する機能をもつ0・ippertandGalinski，

1992）0また、根粒菌では、培地中のユタトインにより、グリシンベタインやト

レハロースなどの適合溶質の合成が誘導され、耐塩性が向上する（TalibaれピタαJ．，

1994）0さらに、エクトインがDNAと直接的に結合することが示され、ユタト

インが遺伝子発現に影響を与える可能性が示唆されている（Ma血g′αい999）。

しかしながら、酵母や植物などの真核生物細胞におけるユタトインの適合溶質と

しての効果については、若干の検討がなされているだけ（TongpimandTakan0，

19g8）で、これらの真核細胞におけるエクトインの効果については不明のままで

ある0現時点では、主に原核生物細胞内に高濃度に蓄積されたユタトインが浸透

圧調節やタンパク質保護に貢献することによって細胞に高浸透圧耐性を賦与して

いることが予想されている以外は、ユタトインの加γ血における分子レベルの

機能については未だに明らかにされていない。

集4項　植物へユタトイン生合成系遺伝子を導入することの意義

これまでに、植物におけるエクトインの生合成は確認されておらず、植物細
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胞におけるユタトインの機能を直接的に調べるのは不可能である。また、植物の

培地にエクトインを添加した場合でも、植物細胞にユタトイン取り込み系が存在

するか、あるいはユタトインがどれだけ細胞内に取り込まれるかという問題が生

じ、植物に対するエクトインの影響を明確に調べることは難しい。そのため、植

物細胞におけるエクトインの機能を知るためには、遺伝子組換え技術によって植

物細胞へユタトインの生合成系遺伝子を導入する植物代謝工学的手法が有効な手

段となる。しかしながら、ユタトイン生合成系を植物へ導入するためには、3種

のβ。J遺伝子を多重導入しなければならない。これまでの植物代謝工学は鍵と

なる単一遺伝子を植物へ導入する試みが主流であったが、耐塩性などの有用形質

を決定する因子は複数存在しており、単一遺伝子を導入するだけで実用的な有用

植物を分子育種することは難しい。そのため、有用形質を決定している複数の鍵

遺伝子を植物へ多重導入して機能的に発現させることは、植物代謝工学に求めら

れている重要な課題の一つである。植物へエクトイン生合成系の鍵となる3種

の遺伝子を多重導入することは、植物細胞における適合溶質エクトインの機能を

知るという点だけではなく、複数遺伝子の多重導入による植物代謝工学の有効性

を示すという点で意義深い。さらに、エクトインが植物細胞内で適合溶質として

機能すれば、微生物と同様に植物の耐塩性、特に塩による高浸透圧ストレスに対

する耐性が向上することが期待できる。そこで、本章では、モデル植物であるタ

バコ（〃加〟∽αね毎c〝叫へ好塩性細菌∬‘血明如血由来のユタトイン生合成系

3遺伝子を多重尊入し、タバコ細胞内でユタトインを生合成させ、タバコ細胞内

で生産されたエクトインにより、タバコ細胞の高浸透圧ストレス耐性が向上する

か、という課題について検討を行った。
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Figurc2－2・ThebiosyntheticpathwayofectoineinHelongataOUT30018（Onoetal・・1999）・Thefirst
stepis cata吋Zed by L－2，4－diaminobutyric acid transaminase PAT），Which converts aspartat叫－
semialdehyde（ASA），anintermediateinaminoacidmetabolism，tOL－2，4－diaminobutyricacid（DABA）・

Thesecondstep，WhichistheacetylationofDABAto〟LacetylL－2，4－diaminobutyricacid（ADABA），is

promotedbyL－2，4－diaminobutyricacidacetyltranSfbrasePAA）・Inthelaststep，L－eCtOinesynthase（ES）
catalyヱeSthecycliccondensationofL－2，4－diaminobutyricacidtoyieldtetrahydropyrimidineectoine・
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第2節　実験材料および方法

弟1項　使用植物

形質転換タバコ培養細胞の作製には、〃如〟胡αね∂αC抑L・CVBdgbtYellow2

岬agぬgJαJ・，1981）を使用した。また、形質転換タバコ植物体の作製には、〟

tabacumL．cvPetitHabanaSRlを使用した。

弟2項　使用曹操とプラスミド

融合遺伝子構築の大腸菌宿主として、肋ゐ〝わ肋c¢∫fDH5α（ゐ浦，g乃舶J，

紗d殉　鮎戯J7れ‾椚鳥り，柁dJ，rg昆J，叩朗イ，血一J，A伽cZ以－α瑠ダ〃∂凱

卵β戯bc甜∫，F‾，訂）（Han血m，1983）を使用した。タバコへの遺伝子導入に用い

るアグロバクテリウムは、d伊0あαC′ぬ椚加ゆcf棚EHAlO5株（HoodeJαJ．，

1993）を使用した。

ユタトイン生合成系遺伝子（βCJ遺伝子：gC玖gc略gcJqをPCRによって増

幅するための鋳型DNAとして、好塩性細菌此血即棚＝血御地OUT30018株

（以前はKS3株としていた）のエクトオペロンを含むゲノムDNA断片をクロ

ーン化したプラスミドpECT201（MinYuetal．，1993）を使用した。

融合遺伝子の構築および塩基配列決定を行うためのベクターとして、

PBluescriptIISK－（Stratagene社）およびpuc19（Messing，1983）を使用した。ま

た、形質転換タバコ作製のためのバイナリーベクターとして、pBIlOIHmB

（Akamaetal・，1992）およびpBI121（Je飴rsonetal．，1987）を使用した。

努3項　培地および堵姜条件

タバコ培養細胞の培養は、Nagぬらの方法岬agぬeJαJ．，19別）に従い、LS

（Linsmaierand Skoog）培地（Linsmierand Skoog，1965）中のKH2PO4を370

mg／L、thiamineHClを1mg／Lに増量し、さらにsucroseを3％および2，4－D

を0・2mg／L添加した改変LS培地で行った。また、タバコ植物体は、MS無

機塩（MurashigeandSkoog，1962）に3％sucrose、0・3％gellangun（Wako社）を

添加したMS基本培地で栽培した。タバコ植物体は特に断らない限り、25。Cで

16b明期および8h暗期で栽培した。

大腸菌の培善は、LB（Lmia－Bertani）培地（1％trypton，0．5％yeastextract，l％

NaCl）を使用し、370Cで行った（Sambrookβ′αい989）0平板培地には、15g几

の精製寒天末を加えた0また、必要に応じて抗生物質（アンピシリン100mg／L、

カナマイシン50mg／L、ハイグロマイシン20mg／L）を添加した。

アグロバクテリウムの培養は、LB培地を使用し、28。Cで行った。平板培地
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には、15g几の精製寒天末を加えた。また、必要に応じて抗生物質（カナマイ

シン100mg几、ハイグロマイシン20mg几）を添加した0

集4項　大腸菌の形質転換

大腸菌のコンビテントセルは、Inou8らの方法qnoueβfれ1990）に従い調

製した。大腸菌の単一コロニーを5mLのLB培地に白金耳を用いて植菌し、

37。Cで1晩培養した。大腸菌培養液のうち、2mLを坂口フラスコ内の200mL

のSOB培地（2％triptone，0．5％yeastextract，0．05％NaCl，2・5mMKCl，10mM

MgSO．，10mMMgCl2，PH7．0）に植菌し、660nmにおける濁度が0・4－0・8にな

るまで25－30。C、200rpmで振塗培養した。培養液を水中で5min冷却後、遠心

分離（3000rpm，10min，40C）により集菌して上清を捨て、冷却したTBバッフ

ァー（10mMPIPES，15mMCaCl2・2H20，250mMKCl，55mMM血Cl2・2H20，PH6・7）

を1／3容（約67mL）加えて穏やかに懸濁してから、10mh水中に静置した0

遠心分離（3000rpm，10min，40C）により集菌して上清を捨て、再び冷却したTB

バッファーを16血L加えて穏やかに懸濁した。続いて7％（約1．2mL）となる

ようにDMSOをゆっくり混ぜながら加えた後、10m山水中に静置した。氷上

で200pLずつ1．5mL遠心管に分注し、直ちに液体窒素で凍結させ、一客OOCで

保存した。

コンビテントセルを水中で解凍後、コンビテントセルの1／10容以下（1－20ドL）

のDNA溶液を加え、水中に30min静置した。420Cに45－60s置き、直ちに

水中に戻して2min静置した後800pLのSOC培地（20mMグルコースを含

むSOB培地）を加え、370Cで1b振塗培養した。スピンダウンして上清を

大部分除き、残った培地に菌体を懸濁して適当な抗生物質を含むLB寒天培地

上に広げ、370Cで1晩培養した。

弟5項　プラスミドDNAの少量調製

大腸菌およびアグロバクテリウムからのプラスミドDNAの少量調製は、

BirnboimとDolyのアルカリ抽出法＠irnboimandDoly，1979）に従った。抗生

物質を含む5mLのLB培地で370C、1晩培養（アグロバクテリウムの場合

は280C、2晩培養）した菌体を1．5mL遠心管に移し、遠心分離（12000rpm，1

min，40C）により集菌した。この菌体を100pLのsolutionI（50mMglucose，25血M

Tris－HCl，10mMEDTA，PH8．0）に懸濁した後、200pLのsolutionII（0・2NNaOH，

l％（融Ⅴ）SDS）を加えて穏やかに混ぜ、水中に5mh静置した。続いて150pLの

solutionIII（3MpotassiumaCetate，PH4．8）を加えてよく混合し、水中に15min静

置した。遠心分離（15000rpm，5min，40C）した後、上清を別のチューブに移し、

フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行い、TEバッファー（10mM
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Tris－HCl，1mMEDTA，PH8・0）に溶解した0また、必要に応じて、RNaseA（10

mg／mL）を加え、370Cで10min消化した後、PEG沈殿を行い、TEバッフ

ァー　に溶解して－200Cで保存した。

第6項　且d加即血由来のα仁遺伝子のPCRによる増幅

ユタトイン生合成系の3種類のぞcJ遺伝子は、且βわ曙血OUT30018株の

ユタトオペロンを含むゲノムDNAクローンpECT201（MinXuetaZ．，1993）を鋳

型とし、両端に制限酵素切断部位を付加した各gcJ遺伝子を特異的に増幅する

プライマーセット用いたPCRによって増幅した（Fig．2－5）。ここで、gC以遠

伝子に対しては肋Ⅰ切断部位を付加したフォワードプライマーAl（5・－

GCGAACCTCTAGAATGAACGCAACC－3一）およびSbcI切断部位を付加したリバ

ースプライマーju（5f－CGGCGTCCGAGCTCAGATCTG－3・）を、e。tB遺伝子に

対しては　助椚HI切断部位を付加したフォワードプライマー　Bl（5・－

ACAGGAGGATCCAATGCAGACCC－3一）およびSbcI切断部位を付加したリバー

スプライマーB2（5■－CCTCAGGAGCTCAGCTWGGCC－3r）を、そしてectC遺

伝子に対しては助椚Ⅲ切断部位を付加したフォワードプライマーCl（5・－

CACTGGAGGATCCACATGATCGTTC－3．）およびSbcI切断部位を付加したリバ

ースプライマーC2（5，－CAGAAmGAGCTCCGGGTTACAGCG－3・）を使用した。ま

た、eCt遺伝子のPCRは、変性反応を940Cで1min行った後、変性反応を98。C

で20s、アニーリングおよび伸長反応680Cで1min30sで30サイクル繰り

返して行い、最後に伸長反応を720Cで10min行った。そして、得られた3種

類の増幅DNA断片をKlenow酵素で平滑末端化し、各増幅DNA断片を

PBluescriptIISK－のSbaI部位にそれぞれ挿入した。そして、これらの増幅DNA

断片の塩基配列を決定し、各増幅DNA断片が目的の〝J遺伝子であることを
確認した。

集7項　塩基配列の決定

タロ‾ニングベクターPBluescriptIISK－へ挿入したDNA断片の塩基配列の

決定は、PerkinElmer社のDNAシーケンシングキットを用い、そのプロトコ

ールに従ったoキットは、ABIPRISMTMDyeTeminatorCycleSequencingReady
Reactionkit　を用いた。

第8項　植物で凸α遺伝子を発現するためのバイナリープラスミドの構築

融合遺伝子構築のための基本操作は、Sambrookらの方法（SambrookgJαJ．，

1粥9）に従った○バイナリーベクターpBI121のカリフラワーモザイクウイルス

35S（CaMV35S）プロモーターと㈲∫ターミネーターの間に挿入されたG∽遺
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伝子と、590bpの劇αⅠ一助cIβC班断片、1276bpの助椚Hト肋Iec畑断片、

そして432bpの助椚Hト肋Igc′C断片をそれぞれ置き換えたバイナリープラス

ミドpBIectA、PBIectB、そしてpBIectCを構築した0これらのバイナリープ

ラスミドの肋dm一旦COⅢ断片（CaMV35SプロモーターーβCJ遺伝子一伽∫ターミ

ネーターのカセッりをpuc19の月飯山ⅠⅠ倣du部位にそれぞれ挿入し、プラ

スミドpUCectA、PUCectB、そしてpUCectCを構築した0そして、PUCectAの

ガ加dm一助Ⅰ断片（CaMV35SプロモーターーgC以遠伝子）をバイナイリーベクタ

ーPBIlOIHmBのHindIII肋cI部位に挿入し、バイナリープラスミドpBIHectA

を構築した。また、PUCectBおよびpuCectCの各PvuII断片（CaMV35Sプ

ロモーター＿eCt遺伝子－nOSターミネーターのカセッりをpBluescriptIISK一の

E。。RV部位にそれぞれ挿入し、プラスミドp35SectBおよびp35SectCを構築

した。まず、p35SectBの肋劇ⅠⅠ断片（W35SプロモーターーgC畑遺伝子－㈲∫

ターミネーターのカセッりをpBIHec仏の昂乃此Ⅰ部位へ挿入し、バイナリー

プラスミドpBIHectABを構築した0その後、P35SectCのmndIII断片

（CaMV35SプロモーターーβC′C遺伝子一昭ターミネーターのカセット）を

pBIHectABのmndIII部位へ挿入し、すべてのect遺伝子を挿入したバイナリ

ープラスミドpBIHectABCを構築した（Fig・2－6）0

第9項　アグロバクテリウムの形質転換

ァグロバクテリウム単一コロニーを5mLのLB培地に植菌し、280Cで1晩

振塗培養した。この培養液を、500mLのLB培地に植菌し、600nmにおけ

る濁度が0．5になるまで2＄OCで振塗培養した。培養液を遠心分離（5000rpm，10

mれ4。C）により集菌して上清を捨て、菌体を洗浄するため500mLの滅菌水を

加えて懸濁し、再度遠心分離（5000叩m，10mh40C）により集菌して上清を捨て

た。この操作を2回線り返した後、沈殿に20mLの冷却した滅菌10％グリセ

ロール溶液を加えて懸濁し、遠心分離（5000叩m，10mれ40C）により集菌して上

清を捨てた。沈殿に3mLの冷却した滅菌10％グリセロール溶液を加えて懸濁

し、40pLずつ1．5mL遠心管に分注して、液体窒素で凍結させてから一800Cで

保存した。

コンビテントセルを水中で解凍した後、1－2けLのDNA溶液を加え、水冷し

ておいた1mmキュベット（GenePulser⑧／E．coliPulserTMCuvette；BIO－RAD社）

に移した。エレクトロボレーター（GeneP山ser；BIO－M社）により電気パルス

（1．8KV，25pF，200f2）を与え、DNAを導入した01mLのSOC培地を加えて

混合し、1．5血L遠心管に移した。そのまま2SOCで1h振塗培養した後、ス

ピンダウンして上清を大部分除き、残った培地に菌体を懸濁して適当な抗生物質

を含むLB寒天培地上に塗布し、280Cで2晩培養した0
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集10項　タバコ培養朋胞の形質転換

タバコ培養細胞の形質転換は、血の方法（An，1985）を基本にした。カナマ

イシン100mg几を含む5mLのLB培地で2gOC、1晩培養したアグロパテ

リウム培養液bBI系のプラスミドを持つEHAlO5株）100pLと、培養4日

目のタバコ培養細胞懸濁液SmLを90mm深型シャーレに入れてよく混ぜ、

250Cで2晩、暗所下で静置して共存培養した。アグロバクテリウムを除くため、

シャーレの中の培養液を15mLの遠心管に移して遠心（1000rpm，5min，4。C）し、

上清を取り除いた0新しい改変LS培地を入れて遠心（1000rpm，5min，40C）し、

細胞を洗浄した0この操作を4回線り返し、アグロバクテリウムを除いた培養

細胞をカナマイシン100mg／L（必要に応じて、ハイグロマイシン20mg／L）、カ

ルペニシリン250mg／Lの入った改変LS寒天培地にまき、25。Cで暗黒下に静

置して培養した。約2－3週間後にカルス化した細胞を新しいプレートに移植し、

増殖しているクローンを選択した0最後に、カナマイシン100mg／L（必要に応

じて、ハイグロマイシン20mg几）、カルペニシリン250mg／Lを加えた改変LS
培地95mLに移し、継代培養を行った。

集11項　ゲノムPCRによる遺伝子導入の確乾

タバコ培養細胞およびタバコ植物体のゲノムDNAは、Nippon Gene社の

ISOPLANTDNAisolationkitを用いて調製した。形質転換体の遺伝子導入の確認

は、調製したゲノムDNAを鋳型とし、gCJC遺伝子を特異的に増幅するClお

よびC2のプライマーセットを用いたPCRによって行った。また、PCRは、

変性反応を940Cで1min行った後、変性反応を98。Cで20s、アニーリング

および伸長反応郁OCで1血n30sで30サイクル繰り返して行い、最後に伸
長反応を720Cで10min行った。

集12項　タバコからのm単♯

タバコからの　RNA単離は、ATÅ（zmrintricarboxylic acid）法に従った

（GonalezeJαい9帥）0タバコ培養細胞またはタバコ植物体組織（0・1gFW程度）

をあらかじめ液体窒素を入れておいた乳鉢に入れ、乳棒で粉末状になるまで細胞

をすりつぶした0粉砕した細胞を使用直前に1／1000容のβ－メルカプトエタノ

ールを加えたRNA抽出バッファー（50mMTris－HCIpH8・0，300mMNaCl，5mM

EDTA，2％（W／v）SDS，2mMAm，2％TrNS（triisopropylnaphthalensulfonic acid

SOdiumSalt））が1mL入った1・5mL遠心管に入れ、濃やかに撹拝し、溶液が均

一になったら3MKClを140pL加え混合した。これを水中で15min以上冷や

し、遠心分離（15000rpm，5min，40C）した。上清の約1．1mLを新しい1．5mL遠

心管に移し、そこへ10MLiClを440pL加え混合した。これを水中で30min以
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上放置後、遠心分離（15000rpm，20min，40C）した。上清を取り除き、沈殿を300

ドLの滅菌水に溶解して、フェノール・クロロホルム抽出を2回、クロロホル

ム抽出を1回行った。抽出後の上清に5MNaClを40pL、エタノールを850

pL加えて混合し、－20℃で1h以上放置後、遠心分離（15000rpm，15min，40C）

した。上清を取り除き、沈殿を70％エタノールでリンスし、30ドLの滅菌水に

溶解した。

弟13項　DNAブロープの作製

タバコ細胞内でのβ仁一遺伝子の発現を検討するノザン解析には、β仁山遺伝

子の全長約580bp、eCtB遺伝子のSdcIDNA断片約400bp、およびectC遺

伝子の全長約420bpをプローブとして用いた。また、対照プローブとして、イ

ネのdCrJ遺伝子を用いた（S弧OandYousse負弧，1991）。ブロープのラベリング

は、TaKaRa社のBcaBESTTMLabelingKitを用いて行った。まず、1・5mL遠

心管に鋳型DNA25ngおよびRandomPlimer液2pLを加えた後、滅菌水を加

えて5pLにした反応液を調製し、95。C、3min加熱後、水中で急冷した0これ

に10Ⅹバッファー、・dNTPsを各2．5pL、（α－32p）dCTP（1．85MBq，50mCi）を5

pL加えた後、滅菌水を加えて24pLにし、BcaBESTTMDNAPolymeraselpLを

加え、550Cで10min保温した後、950Cで10min加熱し、水中で急冷してハ

イプリダイゼーションブロープ溶液とした。

弟14項　ノサン解析

ホルマリンアガロースRNA変性ゲル電気泳動を行うため、無菌水79mLに、

アガロースl．5g、20x MOPSバッファー（400mMMOPS，100mM sodium

acetate，10mMEDTA，PH7．0）5mLを加え、ゲルを溶解した後、16mLのホルマ

リンを加えて混合し、6Ⅱ皿厚のサブマリン型電気泳動ゲルを作製した。泳動

用緩衝液は、1ⅩMOPSバッファー（20mMMOPS，5mMsodiumaCetate，0・5mM

EDTÅ，PH7．0）を用いた。RNA溶液（10－20pgのRNAを含む）6pL、20ⅩMOPS

lけL、ホルマリン3ル、ホルムアミド1叫Lを混合し、500pg／mLエチジウム

ブロマイドを1pL加えた後、700Cで10min加熱後、水中で急冷し、泳動用

色素液を2ドL加え、46Vで1h電気泳動した後、96Vで2h電気泳動した0

電気泳動で分離した　RNAをナイロンメンプレン（Zeta－Probe GT blotting

membrane；BIO－RAD社）にトランスファーした。トランスファーバッファーは、

20ⅩSSC（3MNaCl，0．3Mクエン酸ナトリウム）を用い、12h以上行った0プロ

ットしたメンプレンを、2ⅩSSC（0．3MNaCl，0．03Mクエン酸ナトリウム）で洗

浄し、湿ったまま　UVクロス1）ンク（150mJoule，GS GENE LINLERTM UV

Chamber；BIO－RAD社）した。
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メンプレンおよびプレハイプリグイゼーション液（50％触mamide，0．12M

N鞄HPO4bH7・2），0・25MNaCl，7％（dv）SDS）を100cm2のメンプレンに対し15

mLハイプリバック（so氏，S－1021；COSMOBIO社）に入れ、43。Cで5min程

度プレハイプリグイゼーションを行った0その後、DNAプローブを加えて、

430Cで16h以上ハイプリグイゼーションを行った。ハイアリダイゼーション

終了後、ハイアリバックからメンプレンを、取り出して、洗浄用のトレイに移し

た0　その後、メンプレンを250Cで15min、0・1％（w／v）SDSを含む2ⅩSSC中

で1臥0・1％（融Ⅴ）SDSを含む0・5ⅩSSC中で1臥そして0・1％（融Ⅴ）SDSを

含む0・1ⅩSSC中で1回洗浄し、オートラジオグラフイーを行った。

集15項　ユタトインの分析

タバコ培養細胞またはタバコ植物体乗組織の約1g新鮮重量（FW）を秤量し、

室温でアミノ酸抽出バッファー（etbmol血lor鵬m‥W血r，12：5：2，Ⅴ／v）5血中で

ホモジナイズし、15mL遠心管へ移して遠心分離（3000rpm，5min，250C）した。

上清約5mLを50mL遠心管へ移してプールし、残った沈殿を再びアミノ酸抽

出バッファー5mL中でホモジナイズして遠心分離（3000rpm，5min，250C）し

た0再び上清釣5mLを50mL遠心管へ移してプールし、残った沈殿を再びア

ミノ酸抽出バッファー5mL中でホモジナイズして遠心分離（3000rpm，5min，

250C）した0三たび上清約5mLを50mL遠心管へ移してプールした後、約15

mLの抽出液に対してクロロホルム10mLおよび超純水5mLを加えてよく撹

拝し、遠心分離した（3000rpm，5min，25。C）0上清約15mLを15mL遠心管

に移し、紬OCで蒸発乾固させた。残留物を超純水5mLに溶解し、シリンジフ

イルターboresizel・2pm；W加地弧社）に通した。その後、フィルター濾過し

た抽出液をAG50W－X8（H＋form；BIO－M社）を充填したイオン交換カラムに

かけ、2ベッド容の超純水で洗浄した後、3NNH40Hで溶出した。溶出液を錮。C

で蒸発乾固させ、残留物を超純水1mLに溶解した。溶解液をUlt，afiee＿MC

Centrifugalfilterunits（poresizeO・2pm；NihonMillipore社）に通してフィルター濾

過し、LC／ESIMS（1iquidchromatography／electrograyionizationmassspectrometry）

分析の試料とした0なお、LC／ESIMS分析にはLCMS－QP8000（Shimadzu社）を

用いた0分析試料は、400Cで分析カラム（YMC－PackODS－AQcolum，2×250

mm；YMC社）にかけ、溶出液として0．1％ギ酸を用いて流速0．2mL血inで30

min溶出した0溶出液はLC装置から直接ESIMS分析装置に送り、質量／電荷

比（mass－tO－dl昭e血io，仇句100－300の範囲でイオンを検出した。標準試料には、

且d加郡血OUT30＝株から精製したユタトインを使用した（Onoe′αい998）。
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集16項　浸透圧計による培地および溶液の浸透圧測定

本研究に使用した培地および溶液の浸透圧は、氷点浸透圧計（OM－SOl；Vogel

GMBH社）を用い、オスモル濃度（Osm）として決定した0

第17項　タバコ培養細胞の高浸透圧ショック耐性試験

培養5日日のBY2細胞を50mL遠心管に移し、遠心分離（800rpm，5min，

25。C）した0上清の培地を捨て、新たに改変LS培地を加えて細胞濃度を50％

（Ⅴ／v）にした0その後、細胞懸濁液5血を15mL遠心管に移し、遠心分離（800

rpm，5min，250C）して上清の培地を捨てた0培地と等張な180mMマンニト

ル溶液（200mOsm）10mLに細胞の沈殿を懸濁して、遠心分離（800rpm，5min・

25。C）した後、620mMマンニトール（700mOsm）または500mMNaCl（900

mosm）の高浸透圧溶液に懸濁して20min静置した0遠心分離（800rpm，5min，

250C）した後、改変LS培地に再懸濁して洗浄したo BY2細胞の高浸透圧ショ

ック耐性は、高浸透圧溶液で処理した細胞の細胞増殖度および細胞生存度を対照

の等張液処理した細胞と比較して決定した。

弟18項　タバコ培養細胞の新鮮重畳の測定

BY2細胞の新鮮重量OTW）の決定は、遠心分離（800rpm，5min，250C）した

後の沈殿した細胞の重量を測定することによって行った0

弟19項　タバコ培養細胞の細胞生存度の決定

BY2細胞の細胞生存度は、Onoらの方法（伽0βJαJ．，1995）に従い、蛍光染

色色素のFDA（fluoresceindiacetate）を用いて決定した0高浸透圧ショック溶液

で処理したBY2細胞5mLを改変LS培地で2回洗浄した後、改変LS培地

5mLに再懸濁した。アセトンで調製した0．5％（dv）FDAlOOpLを添加し、混

合して室温で20血h静置した0改変LS培地で2回洗浄した後、蛍光顕微鏡

（Axiophoto，nltersets：eXCitationBP450－490，beamSPlitterFT510，emissionLP520；

Zeiss社）で生存細胞を検出した0

第20項　タバコ培養細胞の高漫透圧ストレス耐性試験

培養5日目のBY2細胞を50mL遠心管に移して遠心分離（800rpm，5min，

25。C）して上清の培地を捨て、新たに改変LS培地を加えて細胞濃度を50％（Ⅴ／v）

にした。その後、懸濁細胞2mLを改変LS培地にマンニトール（終濃度100，

200，300mM）を添加した高浸透圧ストレス培地（310，420，530mOsm）95mLを

入れた300血L三角フラスコに移して培養した。BY2細胞の高浸透圧ストレ

ス耐性は、マンニトールを含む高浸透圧ストレス培地における細胞増殖度を通常
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の改変LS培地における細胞増殖度を対照として比較することで決定した。

第21項　タバコ植物体の形質転換

形質転換タバコの作製はリーフディスク法（Horschβ′αJ．，1985）で行った。無

菌タバコ葉部の葉脈を含まないように約1cm角の大きさに切り、90mmシャ

ーレに気孔が上になるように置き、50pg／mLのカナマイシンを含むLB培地で

2晩培養したpBI系のプラスミドを保持したアグロバクテリウム懸濁液5mL

をシャーレに注いで3血n浸した。葉片を取り出し、余分な菌液を拭き取り、

カルス形成培地（2mg／LのNAA（α一naPhthaleneaceticacid）および0．2mg／Lの

BA（6－benzylademine）を含むMS培地）に置床して250Cで培養した。約2日

後、葉片を50mL遠心管に移し、滅菌水で5回洗浄した後、200pg／mLのカ

ナマイシンおよび250p釘mLのカルペニシリンを含むカルス形成培地に置床し、

さらに約1週間25℃で培養した。葉片がカルス化した後、200帽／mLのカナ

マイシンおよび250pg／mLのカルペニシリンを含むシュート形成培地（0．02

mg／LのNAAおよび1mg／LのBAを含むMS培地）に移した。さらに約4

週間後、茎葉部の発達したシュートを切り取って200pg／mLのカナマイシン、

250pg／mLのカルペニシリンを含むルート形成培地に移植し、発根が見られるま

で250Cで培養した。次に植物体の根が十分生長したものを鉢植えに移した。

第22項　タバコ芽生えの高浸透圧ストレス耐性

タバコ植物体の乾燥や塩の高浸透圧ストレスに対する耐性を調べるため、発

芽後4日日のタバコ芽生えをPEGlO，000やNaClを添加した1佗MS無機塩

培地15mLを入れた植物水耕栽培用シャーレ（プランテックス；TOYOBO社）

に移して、その生育を観察した。非常に大きな分子であるPEGlO，000は、植物

体の根から取り込まれない（Lawlor，1970）ため、水耕培地に添加することで均

一な擬似的乾燥ストレスを植物体に与えることができる（Pilon－SmitsβJαJ．，

1995）0よって、植物体への乾燥ストレスには10％PEGlO，000を含む1／2MS無

機塩培地を使用した0また、塩ストレスにはNaCl（150，200，250mM）を含む1／2
MS無機塩培地を使用した。
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第3節　結果

弟1項　ユタトイン生合成系遺伝子のサブクローニング

且eわ喝αJαOm3001＄株由来のエクトオペロン塩基配列の解析結果（Fig・2－3）

から、3種のβCJ遺伝子はポリシストロン性の発現をしていると考えられた0

しかしながら、植物細胞へ目的遺伝子を導入して発現させるためには、目的遺伝

子をバイナリーベクター上の植物発現プロモーターおよびターミネーターの支配

下に挿入しなければならない。そこで、各βC一連伝子の両末端にバイナリーベ

クターに挿入するための制限酵素部位を付加したプライマー6桂を設計した0

約0．6払のぞcd遺伝子の増幅には、劇αⅠサイトを付加したプライマーAlお

よび助cIサイトを付加したプライマーA2を使用した。約1．3kbのec畑遺

伝子の増幅には、助椚Hサイトを付加したプライマーBlおよび肋Ⅰサイト

を付加したプライマーB2を使用した。約0．4kbのecfC遺伝子の増幅には、

助椚Hサイトを付加したプライマーClおよび助cIサイトを付加したプライ

マーC2を使用した。そして、H elongataOUT30018株染色体DNA断片上の

ユタトオペロンが挿入されたプラスミドpECT201を鋳型DNAとしたPCRを

行い、3種のぞcJ遺伝子に対応するmA断片をそれぞれ増幅した（Fig・2－5）0

増幅された各ecJ遺伝子のPCR産物についてアガロースゲル電気泳動を行い、

増幅DNA断片のサイズを確認した。さらに、大腸菌用発現ベクターPBluescriptII

sK＿へ各βCJ遺伝子のPCR産物をサブクローニングした後、塩基配列を決定

して各ect遺伝子の塩基配列を確認した（datanotshown）0

第2項　3種の比仁遺伝子を挿入したバイナリープラスミドの構築

植物へユタトイン生合成系を導入するためには、3種のecJ遺伝子をすべて

導入しなければならない。しかしながら、一般的に使用されているバイナリーベ

クターは、単一遺伝子の導入用に開発されているために複数遺伝子の導入には直

接使用できない。そのため、植物へ複数遺伝子を多重導入するために試みられて

きたこれまでの手法として、交雑法による目的遺伝子の集積、あるいは複数の異

なる選抜マーカー遺伝子を利用した多重遺伝子導入法が用いられてきた。また、

近年では直接的な多重遺伝子導入法として、．PEG法、エレクトロボレーション

法、あるいはパーティクルガン法により、目的遺伝子を挿入したプラスミドを数

種類混合した試料を用いて複数の遺伝子を一度に多重導入する試みもなされてい

る。いずれの方法においても、複数の遺伝子を導入するために多くの時間と手間

が費やされなければならない上に、複数の遺伝子を安定的に導入することが難し

いという問題点がある。そこで、本研究では単一のバイナリーベクター上に複数
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の遺伝子を挿入したバイナリープラスミドを作製し、多重遺伝子を短期間で安定

的に導入することを試みた。植物発現用プロモーターとしてはC舶V35Sプロ

モーターを、ターミネーターとしてはノバリンシンターゼ岬OS）遺伝子のター

ミネーターを使用して、各ec′遺伝子をバイナリーベクターpBIlOIHmB上に

直列に挿入したバイナリープラスミドpBIHectABCを構築した（Fig．2－6）。

第3項　アグロバクテリウムヘのp8ⅢeetABCの導入

エレクトロボレーション法により、アグロバクテリウム臼・加ゆでf仰

EHAlO5株）へバイナリープラスミドpBIHectABCを導入し、平板LB培地上

でカナマイシンおよびハイグロマイシン耐性を示す形質転換アグロバクテリウム

EHAlO5／pBIHectABCを選抜した（datanotshown）。

弟4項　3種のα仁遺伝子を導入した形質転換タバコ培養細胞の作製

フグロバクテリウム感染法により、タバコ培養細胞（BY2細胞）ヘアグロバ

クテリウムEHAlO5／pBIHectABCを感染させ、ユタトイン生合成系遺伝子を導

入した0しかしながら、同一のCaMV35Sプロモーターを複数の遺伝子に使用

したためにジーンサイレンシングが誘導されることが懸念された。そこで、はじ

めにCaMV35Sプロモーターの活性に左右されないカナマイシン耐性の表現型

を示す形質転換BY2細胞を約100クローン選抜した。得られたカナマイシン

耐性クローンから任意に選択した10クローンについて、ゲノムPCRを行った

ところ、すべてのクローンで遺伝子導入を確認したげig．2－7）。続いて、カナマ

イシンおよびハイグロマイシンを添加した平板改変LS培地上でCduV35Sプ

ロモーターが活性を有していると予想されるハイグロマイシン耐性の表現型を示
す形質転換BY2細胞を選抜した。

弟5項　形質転換タバコ培養朋胞内でのαJ遺伝子の発現

遺伝子導入を確認したクローンの形質転換BY2細胞について、細胞から全

RNAを抽出し、各eぐ′遺伝子をブロープとしたノザン解析を行い、比較的発現

の高い3クローン岬CT－1，－24，一帥）と比較的発現の低い2クローンの計5ク

ローンを選抜したげig・2一恥今後の実験は、形質転換していない野生型BY2細

胞（WT）を対照とし、選抜した形質転換BY2細胞5クローンを用いた。

第6項　形質転換タバコ培養劇胞内でのユタトイン生産

まず、精製ユタトインの標準試料を用いたLC侶SIMS分析を行ったところ、

ユタトインの保持時間は3・66mhであった（Fig．2－9A）。また、保持時間3．66

mhの画分のMSスペクトル分析結果から、エクトインの質量／電荷（仇句値

＿37＿

」



は、143であることが示されたげig．2－9D）。そこで、コンピュータ解析より

再構築した椚々143のMSタロマトグラムで再分析したところ、保持時間3・66

mhにユタトインのピークがはっきりと検出できた（Fig．2－9G）。続いて同様に、

BY2細胞の遊離アミノ酸抽出液を陽イオン交換樹脂カラムによって精製したサ

ンプルの分析を行ってみたところ、BY2細胞の遊離アミノ酸抽出試料のMSク

ロマトグラムでは明瞭なユタトインのピークを検出することができなかった

（Fig．2－9BandC）が、保持時間3・66minの画分のMSスペクトル分析を行うと、

形質転換BY2細胞の試料でのみ椚々143のエクトインのシグナルが検出され

たげig．2－9EandF）。また、コンピュータ解析より再構築した椚々143のMSタ

ロマトグラムでBY2細胞の遊離アミノ酸抽出液を再分析したところ、保持時間

3．66分にユタトインのピークが形質転換BY2細胞でのみはっきりと検出でき

た（Fig．2－9HandI）○そこで、精製ユタトインを標準試料として分析した後、コ

ンピュータ解析より再構築した椚々143のMSタロマトグラムから検量曲線を

作成し、形質転換BY2細胞に蓄積されたユタトインを定量化した（Fig・2－10）0

その結果、適合溶質が浸透圧調節に機能する濃度が5pmol／gFW以上であるこ

とから考えると、形質転換BY2細胞内のユタトイン蓄積量は14－79nmol／gFW

程度であり、ユタトインが浸透圧調節物質として機能していないことが示唆され

た。一方、野生型BY2細胞のユタトイン蓄積量は、LC侶SIMS分析の検出限

界（0．1nmol／gFV）以下であった。

弟7墳　形質転換タバコ培姜細胞の高浸透圧ショック耐性

得られた形質転換BY2細胞内でユタトインが浸透圧調節に機能しないことが

示唆されたが、第1章で述べたように適合溶質には浸透圧調節以外の生化学的

な機能が存在することが知られている（Fig．1－3）。通常、細胞は高浸透圧ストレ

スに曝されると、初期の高浸透圧ショックにより脱水し、細胞膜機能に損傷を受

けて死に至ると考えられるが、トレハロースなどの適合溶質は脱水時の細胞の膜

機能を保護することによって細胞に高浸透圧ストレス耐性を賦与している0そこ

で、脱水時のBY2細胞におけるユタトインの効果を調べるため、一過的な高漫

透庄ショックにより脱水し、原形質分離したBY2細胞の生存の様子を調べるこ

とにしたげig．2－11）0まず、マンニトール溶液による20mhの一過的な高浸

透圧ショック処理（620mMmamitol，700mOsm）によりBY2細胞を原形質分離

させ、その後にBY2細胞を増殖培地に移して増殖を調べた。その結果、野生型

のBY2細胞（WT）およびエクトイン蓄積量の少ない形質転換BY2細胞2ク

ローン匹CT－3，－13）では強い増殖阻害がみられたが、エクトイン蓄積量の多い

形質転換BY2細胞3クローン匹CT－1，－24，－80）では増殖阻害がみられず、高

浸透圧ショック耐性の表現型を示したげig．2－12A）。そこで、形質転換BY2細
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胞のエクトイン蓄積量と高浸透圧ショック耐性の関係を調べてみたところ、エク

トイン蓄積量が多いクローンほど高浸透圧ショック耐性が強いという正の相関関

係がみられた（Fig・2－12B）0さらに、高浸透圧ショック処理直後のBY2細胞に

FDA（恥oresc血d加e触）を取り込ませ、正常な膜透過性を保持した生存細胞を

蛍光顕微鏡下で観察することにより、高浸透圧ショック後の細胞生存率を調べた

げig・2－13）0その結果、対照として用いた等張液（180mMmitol，200mOsm）で

処理した細胞はすべて生存していたげig・2－13A）が、マンニトールによる高浸

透圧ショック処理（620mMmitol，700mOsm）をした場合では、野性型BY2

細胞（WT）やエクトイン蓄積量の少ないクローン（ECT－3，－13）で細胞生存率が

40％以下であったのに対し、ユタトイン蓄積量の多いクローン（ECT－1，－24，一叫

では細胞生存率が90％以上であったげig・2－12B）。また、海水濃度の食塩によ

る高浸透圧ショック処理（500mMNaCl，900mOsm）をした場合では、野性型

BY2細胞（WT）やユタトイン蓄積量の少ないクローン鰐CT－3，－13）では細胞生

存率が10％未満であったのに対し、ユタトイン蓄積量の多いクローン作CT－1，

－24，一紬）では細胞生存率が70％以上であったげig．2－13C）。

第8項　形質転換タバコ培養細胞の高浸透圧ストレス耐性

一過的な高浸透圧ショック耐性が継続的な高浸透圧ストレス耐性に与える影

響を調べるため、高浸透圧ショック感受性の野生型BY2細胞（WT）と高浸透

圧ショック耐性の形質転換BY2細胞匹CT－80）について、マンニトールを添加

した高浸透圧培地での増殖を調べたげig・2－14A）0その結果、野生型BY2細胞

（WT）では、200mM以上の高濃度のマンニトールによる高浸透圧ストレス条件

下で対数増殖期への移行に3日の遅れが生じているのに対し、形質転換BY2細

胞匹CT－80）では高浸透圧ストレス条件下でも対数増殖期への移行時期に変化が

みられなかった0さらに、マンニトールを添加しない増殖培地での細胞の増殖量

と比較して、細胞の増殖量が50％に減少するマンニトール濃度ち〃（mM）を指

標とし、BY2細胞のマンニトルによる高浸透圧ストレス耐性を調べた（Fig．

2－14B）0その結果、5日日の相対増殖度で比較すると、形質転換BY2細胞

匹CT－80，ち0＝230）は野生型BY2細胞（WT，ち。＝140）よりも、およそ1．6倍の

マンニトールによる高浸透圧ストレスに対する耐性を示した。

弟9項　形質転換タバコ植物体の作製

タバコ植物体　餅ねゐαC〟椚L．cv SRl）の葉片にアグロバクテリウム

EHAlO5／pBIHectABCを感染させ、eCt遺伝子をタバコ植物体へ導入した。そし

て、カナマイシン耐性およびハイグロマイシン耐性の表現型を示した再生タバコ

13系統について、ゲノムPCRによって遺伝子導入を確認した（Fig．2－15）。
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弟10項　形質転換タバコ植物体の高浸透圧ストレス耐性

得られた形質転換タバコ13系統について、その形質転換第2世代の芽生え

を乾燥や塩による高浸透圧ストレス条件下で培養し、高浸透圧ストレス耐性を示

すクローンの選抜を行った。その結果、PEGlO，000による乾燥ストレスに対し

て顔著な耐性を示す2系統（ECT－13，－17）が観察されたが、NaClによる塩ス

トレスに対する耐性は観察されなかったげig．2－16）。これらの結果より、乾燥

ストレスに顕著な耐性を示した2系統匹CT－13，－17）、若干の耐性を示した2

系統匹CT－2，－7）、および対照bBI121）と同等な1系統匹CT－18）の計5系

統を選抜し、今後の実験に用いた。

弟11項　形質転換タバコ植物体内での路上遺伝子の発現

選抜した5系統について、葉から全mAを抽出し、各ecJ遺伝子をプロー

プとしたノザン解析を行った（Fig．2－17）。その結果、全てのECT系統で、eCt遺

伝子mRNAの蓄積を確認した。
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Figure2－7・GenomicPCRofthetransgenicBY2ccJIsusingClandC2prlmerStOCOnfirmtheexistence
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弟4節・考察

弟1項　タバコ細胞内でのα仁遺伝子の発現

本研究では、バイナ1）－プラスミドpBIHectABC（Fig・2－6）を構築し、ユタト

インの生合成に関わる3種のgcJ遺伝子と2種の薬剤耐性マーカー遺伝子の

合計5種類の遺伝子を植物細胞へ導入した。ここで、3種のβC一道伝子とハ

イグロマイシン耐性遺伝子には、すべてCaMV35Sプロモーターを使用したた

め、同じT－DNA領域に同一プロモーターが4回線り返して存在することにな

る。形質転換植物細胞内で複数のCaMV35Sプロモーターを用いて遺伝子を発

現させると、容易にジーンサイレンシングが誘導されることが知られているが、

本研究では少なくとも4つのCaMV35Sプロモーターが同時に機能することが

示された。さらに、バイナリープラスミドpBIHectABCを導入した形質転換タ

バコ細胞でのみユタトインが検出されたげig．2－9）ことから、転写された各βCJ

遺伝子mRNAから、きちんとユタトイン生合成系酵素に翻訳されたことが示さ

れた。しかしながら、本研究で得られた形質転換タバコ細胞内では、特にgc畑

mRNAの蓄積量が他のect遺伝子mRNAに比較して非常に低かった。この傾

向は、形質転換タバコ植物体においても同様であった（Figs・2－88瓜d2－17）0　こ

れは、βC畑遺伝子がコードするユタトイン生合成経路の最初の酵素DATによ

って、リジンやトレオニン、メチオニンなどのアミノ酸合成経路の重要な中間物

質であるASAが過剰に消費されることにより、細胞の生育が阻害されるためで

あるのかも知れないげig．2－18）。そのため、結果的にec畑遺伝子の発現を支

配するプロモーターのみがメチル化などによってサイレンシングされたクローン

のみが選抜されてきたと推察される。あるいは、単にβCJ遺伝子の中でも　βC畑

mRNAの安定性が特に低いなどの理由が考えられる。しかしながら、同一のT－

DNA領域に存在する同一のCaMV35Sプロモーターによって発現させた3種

のβCJ遺伝子のmRNA蓄積量に違いが生じる理由については不明である。

第2項　タバコ培養細胞の高浸透圧ストレス耐性

植物細胞は、600mMサッカロースなどの高浸透圧ストレスにより、原形質

分離を引き起こし、細胞膜に不可逆的な損傷を受けることが知られている

（AdameC，1984）。本研究においても、620mMマンニトールや500mMNaClに

ょる20mhの一過的な高浸透圧ショック処理により、BY2細胞が原形質分離

を引き起こし、細胞膜に不可逆的な損傷を受けることが示されたげigs．2－12and

2－13）。この結果は、塩や乾燥などの高浸透圧ストレスに曝された細胞は、初期

の高浸透圧ショックによる原形質分離によって、細胞膜に致死的な損傷を受ける
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ことを示唆している。本研究で得られた形質転換BY2細胞のユタトイン蓄積量

は80nmol／gFW未満であり、浸透圧調節物質として機能するレベル（およそ5

PmOl／gFW以上）には不十分であると予想された。また、野生型BY2細胞と形

質転換BY2細胞の問で、原形質分離を引き起こす細胞外溶液のNaCl濃度に差

が見られなかった（datanotshown）ことからも、BY2細胞内の浸透圧調節にエ

クトインは関与しないことが示唆された。しかしながら、エクトインの蓄積量に

応じてBY2細胞の高浸透圧ショック耐性が向上していることが示されたげigs．

2－12and2－13）。さらに、マンニトールによる継続的な高浸透圧ストレス条件下

で、野生塑BY2細胞と形質転換BY2細胞の増殖曲線を比較すると、形質転換

BY2細胞は野生型BY2細胞よりも高浸透圧ストレスに対して耐性を示した

げig・2－14）0また、野生型BY2細胞では高浸透圧ストレスの程度に応じて対数

増殖期へ移行する時間に遅れが生じていたが、形質転換BY2細胞ではそのよう

な時間の遅れは見られなかったげig．2－14）。これらの結果は、BY2細胞内に

蓄積されたユタトインによって、BY2細胞の高浸透圧ショック耐性が高まった

ことにより、継続的な高浸透圧ストレスに適応したことを示唆している。

第3項　ユタトインによるタバコ培養細胞の高浸透圧ストレス耐性機構

これまでに、遺伝子工学的に適合溶質としてトレハロースヤフルタタンを合

成させた形質転換タバコの乾燥ストレス耐性が向上した例が報告されている

（Holmstr8metal・，1996；Pilon－Smitsetal・，1995；Romeroetal．，1997）。しかしなが

ら、形質転換タバコに蓄積していたトレハロースヤフルタタンの量は少なく

（Tablel－1）、これらの糖は浸透圧調節には影響しないことが予想された。また、

加γか〃の実験結果から、トレハロースやフルクタンはモデル細胞膜と相互作用

することが示され、これらの糖には乾燥した膜の流動性を高める機能があること

が示唆された（Croweetal・，1984；DemeletaZ．，199i）。これらの報告から、形質

転換タバコに蓄積された低濃度のトレハロースヤフルタタンは、浸透圧調節物質

としてではなく、細胞膜機能の保護物質として機能していることが予想される。

ユタトインが細胞膜と相互作用する証拠はまだないが、FDA染色の実験結果

げig・2－13）から、細胞内に蓄積されたエクトインは、高浸透圧ショック時に細胞

膜の正常な透過性を維持する機能をもつことが示唆された。このことから、エク

トインは、トレハロースヤフルタタンと同様に、細胞膜機能の保護物質として機

能することにより、BY2細胞の高浸透圧ストレス耐性を高めていることが予想

されたげig．2－19）0

弟4項　タバコ植物体の高浸透圧ストレス耐性

本研究で作製した打J遺伝子を発現した形質転換タバコ植物体13系統のうち、
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pEGlO，000による乾燥ストレスに対して顕著な耐性を示すクローンが2系統得

られた（Figs．2－16and2－17）。ここでは、eCt遺伝子の発現量と表現型に明確な

相関関係は見られなかったが、この結果と形質転換BY2細胞で得られた結果と

を合わせて考えると、エクトインはトレハロースヤフルタタンと同様に、植物体

レベルでも高浸透圧ストレス耐性を高める機能をもつことが示唆された。しかし

ながら、塩ストレスに対しては顕著な耐性を示さなかったことから、耐塩性植物

を分子育種するためには、ユタトインによる高浸透圧ストレス耐性の賦与に加え、

塩ストレス特異的なイオン毒性に対する戟略が必要であることが示唆された。

弟5項　今後の展望

塩や乾燥などの高浸透圧ストレスに曝された植物細胞は、浸透圧センサーに

ょってストレスを感知した後、信号伝達系を経てプロリンなどの浸透圧調節物質

の合成を誘導し、細胞質ゾルに高濃度の浸透圧調節物質を蓄積させることによっ

て高浸透圧ストレスに適応すると考えられている（YanCeyetal．，1982；Yoshibaet

αJ．，1997）。本研究の結果は、高浸透圧ストレスに曝された植物細胞が初期の高

浸透圧ショックによる脱水より細胞膜機能に不可逆的な致死的損傷を受けた場合

には、高浸透圧ストレスに対する適応応答をする以前に細胞が死に至ってしまう

ことを示している。すなわち、初期の高浸透圧ショックに耐えて生き残った植物

細胞のみが、後の高浸透圧ストレスへの適応応答を行うことができることを示し

ている。植物に高浸透圧ストレス耐性を賦与するためのこれまでの戦略は、遺伝

子工学的に浸透圧調節物質を合成させ、植物細胞内で浸透圧調節物質を構成的に

高蓄積させることで細胞の脱水を抑制する◆ことが主流であった。しかしながら、

高浸透圧ストレス下ではない通常条件下で、浸透圧調節物質を高蓄積することは

植物細胞にとって好ましい状態ではないので、今後は高浸透圧ストレス誘導性の

r彪鋸プロモーター（Ka犯gaβJαJ．，1999）などを用いて、高浸透圧ストレスによ

り浸透圧調節物質の合成を誘導する戦略も重要である。この場合、植物細胞の初

期の高浸透圧ショックによる脱水に対する耐性が重要な因子となるので、構成的

なユタトインの合成と誘導的な浸透圧調節物質の合成を組み合わせることが、高

浸透圧ストレスに対するより有効な戦略になると考えられるげig．2－20）。また、

塩ストレスに特異的なイオン毒性に対する戦略として、遺伝子工学的にイオン輸

送体遺伝子を発現させる場合においても、初期の高浸透圧ショックによる脱水に

ょり細胞膜機能に損傷を受けた細胞では、生成させたイオン輸送体タンパク質も

機能を発揮できないことが予想される。よって、今後は、構成的なユタトインの

合成とイオン輸送体タンパク質の生成を組み合わせることが、塩ストレスに対す

るより有効な戦略になると考えられる（Fig・2－20）。さらに、これまでの研究で

明らかにされてきた適合溶質による戟略も合わせた複合的な戦略が求められる。
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第3章　出芽酵母助ce如r〃叩Cg∫Cgrg壷加のナトリウムポンプ
遺伝子を利用した耐塩性植物の分子育種

弟1節　序論

集1項　出芽酵母助cc如r〃叩C甜Cgr卯血ねどの耐塩性機構

出芽酵母助cc力αrO叩′Cβ∫C〝eγね加は、真核生物の中で最初にゲノムDNAの

全塩基配列が決定され（Go飴auβfαJ．，1996）、真核細胞のモデル生物として動物

や植物の研究の発展に大きく貢献している。耐塩性機構についても酵母をモデル

とした研究が進められており、植物と出芽酵母で細胞レベルの耐塩性機構に多く

の共通点が存在すると考えられているParoetal．，1993；Niuetal．，1995；Serran0，

1996）。塩ストレス条件下の酵母細胞は、高浸透圧ストレスを浸透圧センサー

（Slnlp，ShoIp）によって感知し、HOG（鮎gh－OSmOlarityglycerolresponse）経路に

よって適合溶質であるグリセロールの生合成を誘導して細胞内の浸透圧を高める

とともに、細胞質内のイオンホメオスタシスを維持するために、液胞膜上の

Na〃H＋アンチポーターPhxIp）によって毒性カチオンNa＋を液胞内に隔離し

たり、カルシニューリン（calcineudn）経路によって、毒性カチオンN√の浸入

を抑えるために低親和性K＋輸送系を抑えて高親和性のK＋輸送系を活性化し、

同時に細胞質中に流入したNa＋を原形質膜上のNa十排出ポンプ匹nalp）によ

って細胞外へ排出することによって耐塩性を高めていると考えられている

（SerranOetal．，1999；VarelaandMager，1996）げig．3－1）。植物においても、主にシ

ロイヌナズナなどのモデル植物から酵母と同様な浸透圧センサーⅣraoβJαJ．，

1999）、液胞膜上のNa＋／H＋アンチポーターげ血血βJαJ．，1999；G弧iola eJαJ・，

1999）、カルシニューリンの調節サブユニット（Kudlaetal・，1999；Liuand Zhu，

1998）などの遺伝子が単離されており、植物の耐塩性に重要な役割を担っている

と考えられている。

弟2項　酵母のナトリウムポンプをコードした且軋山㌧遺伝子

酵母（且c〝卵油e）のナトリウムポンプ遺伝子（且他J）は、N√およびLi＋の

排出活性が低い野生型株の塩感受性を補う遺伝子として単離された（Haro eJαJ．，

1991）。また、且MJ遺伝子を欠失した変異酵母は塩ストレスとアルカリ性pH

に感受性となり、Na＋およびLi＋の排出活性が低下した（Haro etal．，1991）。

これとは別に、ENAl遺伝子が同定される以前に、原形質膜上のH＋－ATPaseを

コードした且舶J遺伝子の相同遺伝子として　瑠2遺伝子が単離された

（RudolphgJαJ．，1989）。これら且MJとタ加伏2の両遺伝子は同一の遺伝子であ
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り、予想されるアミノ酸配列からP－tyPeATPaseをコードしていると予想された

げig・3－2）。もともとタA畑2遺伝子は、C㌔＋－A叩那eと最も高い相同性を有し

ていたのでCa2’－A叩aseをコードしていると考えられていた（馳doIphetal．，

1989）が、動物ATPaseとの相同性解析だけから機能を予想することは難しく、

後の且Ml遺伝子の単離によって、Na＋几i＋－ATPaseであると訂正された。この

Enalp ATPaseが、ATPによってin vitroでリン酸化される条件には、異なる

一価のカチオン間で差はみられず、Na＋に対する私億は0．2Mより大きかっ

た＠emito etal．，1997）。それゆえ、Ena－tyPeATPaseは非特異的なアルカリカ

チオンATPaseであると考えられる。このEnalpの低親和性と非特異性は、他

のP－typeATPaseスーパーファミリーの中でも独特のものであり、P－typeATPase

の系統樹においても独立した系統（呼peIID）に分類されている（Axelsenand

Palmgren，柑粥）。このことは、進化の過程でEnaヤpeÅⅣaseのカチオンに対

する特異性が変性したために、カリウムイオン（呼匹IA）、重金属イオン（呼pe

IB）、カルシウムイオン（呼匹ⅠIAandIIB）、ナトリウムイオン（またはプロト

ン）およびカリウムイオン（呼peIIC）、プロトン（呼匹ⅠⅠIA）、マグネシウムイ

オン（呼peIIIB）などの輸送に関与する非常に特異性の高い他のP－ty匹A叩鮎e

よりもカチオン結合部位の選択性が低下したことを示唆している（Axelsenand

Palm許en，19卵）。

菌株によって多少の差はあるが、且MJ〝〟R2遺伝子（今後は助Jのみの

表記とする）は、酵母の第ⅠⅤ染色体上に位置する隣接した数個の相同遺伝子群

（例えば、DBY764／767株およびW303・1A侶株では4個（Garciadeblasetal．，

1993）、S2＄＄C株では5個（WielandeJαJ．，1995）存在している）の第一番目の

遺伝子であり、隣捺した遺伝子は互いに高い相同性を有している。特に、最初の

且MJおよび且M2の2遺伝子は、DNA塩基配列がほとんど同一であり、

EnalpとEn迫pの予想されるアミノ酸配列の長さは等しく、全1091アミノ酸

中で13アミノ酸が異なっているだけであった（Garciadeblasetal．，1993；Wieland

eJαJ・，1995）0　しかしながら、且MJ遺伝子と戯拙2遺伝子の発現様式は大き

く異なっており、且M2遺伝子は恒常的に低レベルの発現をしているが、耐塩

性に大きな影響を与えておらず、耐塩性に重要な役割を果たしているのは且脇J

遺伝子のみで、その発現はN√およびLi＋の塩ストレスや高pHで特異的に誘

導される（Garciadebla5g′αJ．，1993）。この且Mノブロモーターの支配下に且M2

遺伝子を融合して発現させることにより、Ena2pがEnalpと同様にNaTrLi・＿

ATPasetして横能することが示された（Gamiadeblasetal．，1993；Wielandetal．，

1995）0

酵母の耐塩性を左右する且MJ遺伝子の発現制御機構については、高pHに

応答した膚号伝達系については明らかになっていないが、塩ストレスに応答した
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2つの異なる信号伝達系が関与することが明らかにされている（Marquezand

Serran0，1996）（Fig．3－3）。低塩濃度（0．1－0．3MNaCl）の条件下では、非特異的な

浸透圧ストレスによって活性化される　HOG－MAPリン酸化経路によって且MJ

遺伝子の発現が誘導される（MarquezandSerran0，1996）。このHOG経路におけ

る見場〃遺伝子の発現誘導は、非ストレス条件下で且MJ遺伝子の発現を抑制

しているbZIP（basicregionandleucinezipper）転写因子SkoIpを不活性化する

ことによって行われている（Proftand Serran0，1999）。高塩濃度（0．6－1MNaCl）

の条件下では、Ca2＋によって活性化されるタンパク質脱リン酸化酵素であるカ

ルシニューリンの経路によって、且MJ遺伝子のN√特異的な発現が誘導され

る（MarquezandSerran0，1996）。カルシニューリンによって直接制御されている

のかは不明であるが、カルシニューリン経路による且脇J遺伝子の発現に重要

なZnフィンガー転写因子CrzIp／Tcnlp丑Ⅰal8pが知られている（Matheos et al・，

1997；Mendizabaletal．，199＄；StathopoulosandCyert，1997）。また、カルシニュー

リンではなくカルモジュリンが関与した機構によって、Enalp ATPaseはCa2’

によってタンパク質レベルで活性化される（WielandeJαJ．，1995）。その機構とし

て、カルシウムーカルモジュリンがEnalpATPaseのC末端に存在する自己抑制

化ドメインと相互作用することが予想されているげig．3－2D）。

第3項　植物に戯闇J遺伝子を導入することの、意義

これまでに、植物でEna－tyPeATPaseの存在は確認されておらず、いまだに細

胞外へN√を排出する機能をもつイオン輸送体は同定されていない。そのため、

植物のN√排出機構に関する研究は酵母と比較してかなり遅れている。植物生

理学的研究から、植物のN√排出にはN√丑rアンチポーターが関与している

ことが示唆されているが、その分子機構についてはほとんど明らかになっていな

い。分裂酵母Sthizosaccharo”CeSPOmbeでは、Ena－tyPe ATPaseではなく、

N招H＋アンチポーターであるSod2pがNa＋およびLi＋の排出に機能し、耐塩

性に深く関与していることが知られている（JiaβJ正，1992）。しかしながら、且

ク〃椚みgのぶ0∂2遺伝子を欠失させた塩感受性変異株に、£c〝g血加の且MJ

遺伝子を導入して発現させると、Nが∴およびLi＋の排出活性が相補されて耐塩

性が復帰することが示されている（Ba餌elosg一正，1995）。また、且cαeVねねβの

且Mノーイ遺伝子を欠失させた塩感受性変異株に、且卯椚あgのぶ0β2遺伝子を導

入して発現させると、N√およびLi＋の排出活性が相補されて耐塩性が復帰す

ることが示されている（Ha血孤brg¢r gJαJ．，1996）。これらの結果は、細胞生理

学的にEna－tyPeATPaseとNaツH＋アンチポーターは置き換え可能であり、耐塩

性を向上させるという点では、どちらも有効な機能分子であるといえる。しかし

ながら、且c〝gγねねgにおいても、Sod2p　と同様なN招H＋アンチポーター
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Nhalpの存在が知られているが、その発現レベルは低く耐塩性にはほとんど関

与していない（Prioretal・，1996）。また、Sod2pMhalpは細胞外のpHによっ

てN√およびLi＋の排出活性が規定されるため、酸性環境でのみしか機能を発

揮できないという特徴をもつ。そのため、生育環境が酸性である且卯椚ゐgにと

っては、Sod2pが主要なN√排出系として選択されたと考えられる。その一

方で、中性環境でも生育する且c〝卯ね加では、ATPを消費してエネルギー的

に不利であっても　Enalpを選択したと考えられる（Rod晦uez－Nava汀O gJαJ．，

1994）。

以上のことから、植物の耐塩性を高めるためには、機能的にはEnalpとSod2p

で同様な効果が期待できるが、植物代謝工学の観点からすると、外部のpH環

境に左右されないEnalpの方が人為的な発現制御が容易であることが予想され

る。もちろん、ATPを消費してエネルギー的に不利であるという短所はあるが、

上述の且卯椚∂βの相補性試験の結果から、少なくとも細胞レベルで植物の耐塩

性が向上することが期待できる。これまでに、植物細胞でNa＋排出系の機能分

子を生成させた報告例はなく、Enalpを植物細胞で生成させることは、植物細

胞のイオンホメオスタシス制御と耐塩性の関係を知る点で非常に意義深い。そこ

で、本研究では、£c〝帥血βの且MJ遺伝子を単離してタバコ岬ねあαC〟叫細

胞へ導入し、タバコ細胞内でEnalpが機能することによって、タバコ細胞のN√

およびLi＋の排出活性が高まり、耐塩性が向上するかという課題について検討

を行った。
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第2節　実験材料および方法

集1項　使用権物

形質転換タバコ培養細胞の作製には、第2章第1項で示した腹。血〝α

tabacumL．cvBrightYellow2を用いた。

第2項二　使用菌株とプラスミド

融合遺伝子構築のための大腸菌宿主およびタバコ培養細胞への遺伝子導入の

ためのアグロバクテリウムは、第2章第2項で示したものを使用した。

酵母のナトリウムポンプ遺伝子（且MJ）単離のための野生型酵母菌株として

助cc鳥肌，〝ぴCβ∫Cergγね加W303・lB株（肋把α滋2旭jね〟2咋J〟rが）を、酵母に

おける且旭J遺伝子の機能解析には£c〝卯ね加W303．1B株の4個全ての

且似通伝子群を欠失変異した且cergγね加G19株（肋拍α虎2旭j′β〟2坤J卯αj

ena）A：：LtLS3：：ena4A）（Quinteroetal．，1996）を使用した。

融合遺伝子の構築のためのベクターは、第2章第2項で示したものを使用

した0形質転換酵母作製のための発現ベクターとして、げES2（Invi加gen社）を

使用した。また、形質転換タバコ培養細胞作製のためのバイナリーベクターとし

て、pMSHl／2（KawasabeJαJ．，1999）を使用した。

第3項　培地および培養条件

大腸菌、アグロバクテリウム、およびタバコ培養細胞の培地および培養条件
は、第2章第3項で示した。

酵母の培養のための基本操作は、AdamSらの方法（AdamSetal・，1997）に従

った0酵母の通常培養は、完全培地のYPD培地（2％glucose，2％Bacto－PePtOne

（Difbo社），1％yeastextract）を使用し、30。Cで行った0また、げES2（マーカ

ー遺伝子はU朋j）系のプラスミドを保持した形質転換酵母の選択には、最少培

地のSD培地（2％glucose，0・67％Bacto－yeaStmitrogenbasewithoutamin。aCids

Pifbo社））（AdamSetal・，1997）に0・5％カザミノ酸（Bacto－CaSaminoacid；Difbo

社）、2％硫酸アデニン、および4％レトリプトファンを添加した培地（SD－Ura

培地）を使用し、300Cで行った。形質転換酵母における卵S2の以上Jプロ

モーターの下流に挿入した且砧〃遺伝子の発現誘導には、YPG培地（2％

galactose，0・6％sucrose，2％Bacto－PePtOne，1％yeastextract）を使用し、300Cで行

った0平板培地には、20g几の精製寒天末を加えた。また、塩ストレスを与え

る場合は、必要に応じて適当量のLiClまたはNaClをYPD培地およびYPG培
地に添加した。
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弟4項　大腸菌の形質転換

大腸菌の形質転換方法は、第2章第4項で示した0

弟5項　酵母の形質転換

酵母の形質転換は、Gietzらの酢酸リチウムG．iAc）法（Gietzetal・，1992）に

従った。酵母の単一コロニーを5mLのWD培地に白金耳を用いて植菌し、

300Cで1晩培養した。この酵母培養液のうち500pLずつを5mLのYPD培

地2本に移し、600nmにおける濁度が0．8になるまで300Cで振塗培養した0

培養液を15瓜連心管に移し、遠心分離（1500rpm，3min，250C）により集菌し

て上清を捨て、10mLの滅菌水に懸濁した。遠心分離（1500rpm，3min，250C）し、

ペレットを1．2血Lの滅菌水に懸濁させ1．5mL遠心管に移した。遠心分離（3000

rpm，3min，250C）を行い、ペレットを1・2mLのTE几iAc溶液（10mMTris－HCl，

1mMEDTA，100mMlithiumaCetateOJiAc），PH7・5）に懸濁した0遠心分離（3000

rpm，3min，25。C）を行い、ペレットを100匹LのTE几iAc溶液に懸濁した0こ

のうち50いLを分注し、高い形質転換効率を必要とする場合は50膵の一本鎖

サケ精子キャリアーDNAを添加し、必要量のプラスミドDNAを添加した後

に、300pLのPEG4000溶液（10mMTris－HCl，1mMEDTA，100mMLiAc，40％

PEG4000，PH7．5）を加えた。300Cで30min振塗培養した後、420Cで15min

熟ショックを加えた。細胞懸濁液を5sスピンダウンし、1mLの液体SD－Ura

培地に再懸濁し、300Cで30min振塗培養した後、平板SD－Ura培地上に塗布

し、30。Cで2晩培養して形質転換酵母を選抜した。

第6項　プラスミドDNAの少量調製

大腸菌およびアグロバクテリウムからのプラスミドDNAの少量調製方法は、

第2章第5項で示した。

酵母からのプラスミドDNAの少量調製は、HoffhanとMinstonの簡易ガ

ラスビーズ法（肋fhanandWinston，1987）に従った0選択培地で300C、1－2晩

培養した菌体を1．5mL遠心管に移し、遠心分離（10000rpm，10s，250C）により

集菌した。この菌体を200pLの抽出バッファー（2％TritonX－100，1％SDS，100

mMNaCl，1mMEDTA，10mMTris－HCl，PH8．0）に懸濁した後、200pLのフェノ

ール：クロロホルム：イソアミルアルコール（25：24：1，扉Ⅴ／v）と酸洗浄ガラス

ビーズを約0．3g加え、2mhボルテックスで激しく携拝した0遠心分離（12000

叩m，1mれ25。C）して上清を別のチューブに移し、エタノール沈殿を行った後、

TEバッファー（10mMTris－HCl，1mMEDTA，PH8・0）に溶解したo
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集7項　辞母劇以∫遺伝子のゲノムPCRによる増幅

酵母のナトリウムポンプをコードした属MJ遺伝子は、簡易ガラスビーズ法

但OfhanandWinston，1987）またはNipponGene社のISOPLANTDNAis。1ati。n

kitを用いて調製したS cerevisiaeW303．1B株のゲノムDNAを鋳型とし、両端

に制限酵素切断部位を付加した且MJ遺伝子全長（3276bp）を特異的に増幅す

るプライマーセット用いたゲノムPCRによって増幅した。ここでは、且

CereVisiaeの第IV染色体DNAの全塩基配列（accessionno・NC＿001136）には、

属MJ遺伝子が含まれている（Go飴augJαJ．，1卵6）ことから、これらの公開され

ている塩基配列情報から五臓J遺伝子を特異的に増幅するPCRプライマーセッ

トを設計した。実際のゲノムPCRには、全長25ntの助cII切断部位を付加

したフォワードプライマーENAl－F（5，－ACCGCGGATGGGCGAAGGAACTACT－3・）

および全長45mtの助cII切断部位と戊力0Ⅰ切断部位とを付加したリバースプラ

イマー　ENAl－R（5，－ACTCGAGCCGCGGTCATTGTTTAJmCCAAmÅACTT＿

CTGTAT－3りを使用し、約3．3kbの且旭J遺伝子を増幅した。また、且旭J遺

伝子のPCRは、変性反応を940Cで1min行った後、変性反応を98。Cで20s、

アニーリングおよび伸長反応680Cで3minで30サイクル繰り返して行い、

最後に伸長反応を720Cで10min行った。そして、得られた増幅DNA断片の

制限酵素処理断片の解析を行い、アガロースゲル電気泳動により増幅DNA断

片が目的の且MJ遺伝子であることを確認した。

第8項　植物で戯以∫遺伝子を発現するためのバイナリープラスミドの構
築

融合遺伝子構築のための基本操作は、S弧br00kらの方法（SambrookβJαJ．，

1粥9）に従った0ゲノムPCRによって増幅した約3．3kbの属旭J遺伝子全長

を直接クローニングするのは、エラーPCRの頻度やプラスミドへの連結効率を

考慮すると得策ではない。そこで、増幅した約3．3kbの且MJ遺伝子全長を

Ⅲenow酵素で平滑化した後、勒乃Ⅰで切断して約1．2kbの且Mノ遺伝子の5・＿

例のDNA断片（助as）と約2・1kbのEMl遺伝子の3・一例のDNA断片

（e脳L）に分断した0まず、Bhas断片をpBluescriptIISK－のSbaI／勒nI部位に

挿入し、pSKEn恥を構築した。次に、β職工断片を助cIIで切断した後、

PBluescriptIISK－のSbcII／勒nI部位に挿入し、PSKeNALを構築した。そして、

pSKeNALの御〝Ⅰ胤cI断片をバイナリーベクターpMSH2の均乃Ⅰ肋cI部位に

挿入し、バイナリープラスミドpMSHeNALを構築した0続いて、PSKEnasの

勒gI／勒乃Ⅰ断片をバイナリープラスミドpMSHd甘ALの勒eI／勒乃Ⅰ部位に挿入し、

カリフラワーモザイクウイルス35S（CaMV35S）プロモーターと伽∫ターミネ

妻

ト
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一夕ーの間に且旭1遺伝子が挿入されたバイナリ．－プラスミドpMSH2：：ENAl

を構築した。一方で、酵母用の発現ベクターⅠⅣES2を月玩dIII倣omで切断し、

Klenow酵素で平滑化した後に、再連結して不必要な制限酵素切断部位（月加dIII，

卑れ助cI，助椚HI，肋m）を除いた。なお、本研究では今後は表記しないが、こ

の不必要な制限酵素切断部位を除いたⅠⅣES2を用いた。そして、わYES2の

肋tI／崩0Ⅰ部位に、PMSH2：：ENAlのNbtI／崩0Ⅰ断片を挿入し、dYES2：：ENAlを

構築した。そして、酵母の且旭ノーイ遺伝子欠損変異株（且cβrβ血加G19株）を

用いた機能的相補性試験を行い、ゲノムPCRにより増幅した且旭J遺伝子が

機能的に発現することを確認した。

集9項　酵母の且Mノーイ遺伝子欠損変異株を用いた機能的相補性試験

酵母において且MJ遺伝子が機能的に発現しているかを調べるために、且

。訂βγね加G19殊（Aβ乃αノーイ）へ坪ES2ベクターのG此ノブロモーターの支配下

に融合遺伝子を挿入した構築物を導入した形質転換酵母を作製した。そして、

YPDまたはSD＿Ura液体培地を用いて、300Cで2d増殖させた酵母細胞の5

倍希釈系列を作製し、必要に応じて20mMLiClまたは300mMNaClを添加し

たYPD平板培地またはYPG平板培地上に希釈した細胞懸濁液を5pLずつス

ポットし、300Cで2d（LiClおよびNaClを含まない培地の場合）または5d

（LiClおよびNaClを含む培地の場合）の増殖を観察し、S cerevisiaeG19殊の

耐塩性が導入した遺伝子の発現によって相補されるか調べた。

弟10項　タバコ培養細胞のLiCl感受性試験

塩ストレスとしてNaClを用いた場合は、N√のイオン毒性に加え、高濃度

のNaClによる高浸透圧ストレスによりタバコ療養細胞は損傷を受けてしまう。

そのため、塩ストレスのうち、特にイオン毒性に対する耐性を評価するためには、

NaClよりもイオン毒性が数倍強いLiClに対するタバコ培養細胞の耐性を調べ

ることが合理的である。つまり、LiClは低濃度でLi＋のイオン毒性が評価でき

るため、高浸透圧ストレスの影響を抑えることができるのである（Se汀mO，1996）0

また、植物の塩ストレス耐性は、培地中のCa2＋濃度と正の相関関係があり、植

物の耐塩性は培地中のCa2＋濃度が増加するほど向上する（LaHayeand Epstein，

1969）。つまり、培地中のCa2＋濃度を下げることで、植物の塩ストレス感受性

を高めることができるので、高浸透圧ストレスの影響を抑えた低濃度の塩による

イオン毒性の評価が可能となる。よって、塩ストレス下のタバコ培養細胞のイオ

ン毒性に対する耐性を評価するために、様々な濃度のLiClを添加した改変LS

培地中のCaC12濃度を低下させた条件でのタバコ培養細胞の生育を調べた0
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第11項　アグロバクテリウムの形質転換

アグロバクテリウムの形質転換方法は、第2章第9項で示した。

弟12項　タバコ培養朋胞の形質転換

タバコ培養細胞の形質転換方法は、第2章第10項で示した。

第13項　ゲノムPCRによる遺伝子導入の確定

形質転換タバコ培養細胞の遺伝子導入の確認方法は、第2章第11項で示し

た0ただし、ゲノムPCRに用いたプライマーセットは、且MJ遺伝子全長を

特異的に増幅するENAl－FおよびENAl－Rを使用した。

第14項　タバコ培養細胞からのRNA単離

ノザン解析に用いるためのタバコ培養細胞からのmA単離方法は、第2章
第12項で示した。

RT－PCRに用いるためのRNA単離は、AGPC（acid gmidimium－Phenol－

CuOrOfbm）法に従った。まず、使用するプラスチック製の器具はオートクレー

プ（1210C，40mh）により、それ以外の器具は乾熱処理（1SO。c，gh）により

RNaseを除去した0約0・2gのタバコ培養細胞を2mL遠心管に入れ、液体窒素

中で凍らせた0これにGTC溶液（4Mgmidinethiocyanate，0・5％sarCQSyl，0・1M

β－merCaPtOethanol，25mMsodiumCitrate，PH7．0）を0．5pL入れ、超音波破砕した

後50pLの2M酢酸ナトリウムを加えた。さらに、平衡化酸性フェノールを

500pL加え、クロロホルム／イソアミルアルコール（24：1，Vv）を100pL加えて、

氷上に15min以上放置した後に遠心分離（15000rpm，20min，4。C）した。上清を

新しい1・5mL遠心管に移し、500叫Lのイソプロピルアルコールを加えてよく

混合し、250Cで10min放置した後に遠心分離（15000rpm，10min，4。C）した。

沈殿を300ドLのGTC溶液に溶解し、イソプロピルアルコール沈殿を行った後、

100pLのDEPC水に溶解した。必要に応じてDNase処理を行い、反応後にフ

ェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿を行った。

集15項　DNAブロープの作製

ノザン解析用のDNAプローブの作製方法は、第2章第13項で示した。た

だし、0・Skbの見場〃遺伝子の肋Ⅰ均乃Ⅰ断片をブロープとして用いた。

集16項　ノザン解析

ノザン解析の方法は、第2章第14項で示した。
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第17項　RT・PCR解析

RNAの逆転写反応は、Ampli7bqDNApolymerasekit（PerkinElmer社）を用い、

添付のプロトコールに従って行った。そして、調製したcDNAを鋳型とし、

ENAl＿FおよびENAl－Rのプライマーセットを用いたPCRを行った。この

pcRは、変性反応を940Cで1min行った後、変性反応を980Cで20s、アニ

ーリングおよび伸長反応68。Cで3minで30サイクル繰り返して行い、最後

に伸長反応を720Cで10min行った。

弟18項　ⅡAエピトープカセットの作製

全長9aa（YPYDVPDYA）のHA（influenzavirushemagglutinin）エピトープ

（WilsonβJα′・，1984）をグリシン（G）リンカーを問に挟んで3回線り返した

3HAエピトープカセットを設計し、2組の相補鎖となる4種類の一本鎖の合

成オリゴヌクレオチド（3HAl－U，SenSe，5一寸CGAGGGTTACCCATACGACGTCCC－

AGACTACGCCGGTTACCCATACGA－31；3HAl－B，antisense，5l－CACGTCGTATGGG－

TMCCGGCGTÅGTCTGGGACGTCGIATGGGTAACCC－3一；3HA2－U，SenSe，5l－CGT－

GCCAGACTACGCCGGTTACCCAmCGACGTGCCAGACTACGCCGGTC－3I；3HA2－

B，antisense，5一イCGAGACCGGCGTAGTCTGGCACGTCGTATGGGTAACCGGCG－

TAGTCTGG－3・）を2組別々にアニーリングした（3HAl－U侶および3HA2－

U／B）。二本鎖となった2種類のアニーリング産物をT4DNApolynucleotide

kinaseでそれぞれリン酸化した後、これら2種類の二本鎖オリゴヌクレオチド

を混合し、T4DNAligaseで連結した。目的の3HA断片をXhoIで切り出した

後、PBluescriptIISK－のXhoI部位に挿入し、3HAエピトープカセットプラ

スミドpSK：：3HAを構築した0そして、塩基配列を決定し、PSK：：3HAの挿入

DNA断片が目的の3HAエピトープカセットであることを確認した。

弟19項　塩基配列の決定

クローニングベクターPBluescriptIISK－へ挿入したDNA断片の塩基配列の

決定方法は、第2章第7項で示した。

第20項　ⅡAエピトープ融合Enalpの作製

EnalpのC末端に3HAエピトープカセットを挿入するために、PCRによ

って且MJ遺伝子に変異を導入し、見場〃遺伝子の終止コドンの直前に助JI切

断部位を、終止コドンの直後にj仇0Ⅰ切断部位を付加した且Mんw遺伝子を設

計した。このPCRは、dYES2：：ENAlを鋳型DNAとし、フォワードプライマ

ーとしてはENAl－Fを、1）バースプライマーとしてはENAIs．x－R（5一－CCGCTC－

GAGTCAGTCGACTTGTTTAATACCAATÅTTAACTTCTGTNGGATTGTAGTAG－3一）
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を用いて行った。また、PCRは、変性反応を940Cで1mh行った後、変性

反応を980Cで20s、アニーリングおよび伸長反応68。Cで3mhで30サイ

クル繰り返して行い、最後に伸長反応を720Cで10m血行った。そして、約3．3

kbの且旭Jぶ甘遺伝子の増幅DNA断片を得た。次に、且MJ∫甘遺伝子の増幅

DNA断片を卑乃Ⅰ肋Ⅰで切断し、約2．1kbの勒乃Ⅰ／肋0Ⅰ且Mん甘遺伝子部分

断片を得た。そして、げES2：：ENAlを勒乃Ⅰ肋Ⅰで切断して約2．1kbの

卑乃Ⅰ／崩〃Ⅰ且MJ遺伝子部分断片を除き、卑乃Ⅰ／肋0Ⅰ且Mん甘遺伝子部分断片と

置換することによって、岬S2：：ENAIs．xを構築した。そして、酵母の且旭J＿イ遺

伝子欠損変異株（且c〝g血加G19株）を用いた機能的相補性試験を行い、Enalp

のC末端にSblI切断部位由来の2aa（Ⅵ））が付加したEnalpNDをコードし

た且MJ∫甘遺伝子が機能的に発現することを確認した。最後に、pSK：：3HAを

j訪0Ⅰで切断して得た約0．1kbのズあ〃Ⅰ3HAエピトープカセット遺伝子断片を、

ⅠⅣES2：：ENAIs・XのSblI部位に挿入して、ⅠⅣES2：：ENAl－3HAを構築した。そ

して、ⅠⅣES2：：ENAl－3HAの制限酵素処理断片の解析を行い、アガロースゲル

電気泳動により、3HAエピトープカセット遺伝子のコピー数および挿入方向を

確認をした。さらに、且c併g血加G19株を用いた機能的相補性試験を行い、

EnalpのC末端に助JI／肋〃Ⅰ切断部位由来の4aaおよび0リンカーを間に挟

んで3回線り返したHA（下線）エピトープの31aaを合わせた計35aa

ⅣEGYPYDVPDYAGXPYDVPDヱAGX巴mmGLD）を付加した　Enalp－3HA

をコードした且MJJ助遺伝子が機能的に発現することを確認した。

弟21項　植物で屁Mノー肋遺伝子を発現するためのバイナリープラスミ

ドの構築

まず、バイナリーベクターpMSHl／2を月払dIIIで切断して再連結することによ

り、ハイグロマイシンマーカ遺伝子カセットを除去し、バイナリーベクター

PMSl／2を構築した0そして、げES2：：ENAl－3HAのNbtI／肋oI且Ml＿3Lu遺伝

子断片を　pMS2　の　肋fI／肋¢Ⅰ部位に連結し、バイナリープラスミド

pMS：：ENAl－3HAを構築した。また、対照として、pBI221の劇αⅠ肋。IG∽遺

伝子断片をpMSlの劇αⅠ肋cI部位に連結し、バイナリープラスミドpMS：：GUS
を構築した。

弟22項　辞母細胞からの膜面分の租調製

ウエスタン解析に用いる酵母細胞の膜画分の租調製は、基本的にSe汀弧。の

方法（Sern乱nO，1988）に従った。あらかじめ2mL遠心管に水冷した1mLのTE

バッファー（10mMTris－HCl，1mMEDTA，PH8．0）を入れ、その中に平板YPG培

地上で増殖した酵母細胞を適当量懸濁した0遠心分離（2000rpm，3min，4。C）に
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より集菌して上清を捨て、沈殿した細胞の3倍容の抽出バッファー（5mMEDTA，

0．5血MPMSF，25mMDTT，25mMTris－HCl，PH8．5）に懸濁した。細胞懸濁液と等

量のガラスビーズを加え、氷上に1min静置した。ボルテックスミキサーの最

大スピードでガラスビーズを含む細胞懸濁液を激しく　30s撹拝した後、直ちに

氷上に戻して1min静置した。この操作を15回線り返し、細胞を破砕した0

まず、ガラスビーズと破砕した細胞の不溶物を除くために遠心分離（2000叩m，10

min，4。C）し、上清を新しい2mL遠心管に氷上で移した0さらに、この上清を

遠心分離（15000rpm，20min，40C）して、膜画分の沈殿を得た。最後に、この膜

画分の沈殿を20－50ドLの抽出バッファーに再懸濁してSDS－ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動（SDS－PAGE）の試料とした。

弟23項　タバコ培姜細胞からの膜画分の租調製

ウエスタン解析に用いるタバコ培養細胞の膜画分の租調製は、基本的に

serranoの方法（Serran0，1984）．に従った。タバコ培養細胞（1gFW程度）を液体

窒素を満たした乳鉢に入れ、乳棒で粉末状になるまで細胞をすりつぶした0次に、

粉砕した細胞を水冷した1mLの抽出バッファー（290mMsucrose，25mMEDTA，

76mMβ－merCaPtOethan01，2mMPMSF，250mMTris－HCl，PH8・5）の入った2mL

遠心管に移し、ボルテックスミキサーの最大スピードで細胞懸濁液を激しく　30s

撹拝した後、直ちに氷上に戻して1min静置した。この操作を5固練り返し、

破砕した細胞が均一になるように懸濁した。まず、破砕した細胞の不溶物を除く

ために遠心分健（2000rpm，10min，40C）し、上清を新しい2mL遠心管に氷上

で移した。さらに、この上清を遠心分離（15000rpm，20min，40C）して、膜画分

の沈殿を得た。最後に、この膜画分の沈殿を20－50ドLの抽出バッファーに再懸

濁してSDS－PAGEの試料とした。

第24項　ウエスタン解析

SDS＿PAGEは、Laemmliの方法（LaeⅡ皿Ii，1970）に従った。SDS・PAGEの試

料は、等量の2Ⅹサンプルバッナァー（4％（〟Ⅴ）SDS，20％（融Ⅴ）glycerol，0・05％

（W／v）bromophenolblue，300mMβ一merCaPtOethan01，125mMTris－HCl，PH6・8）と混

合し、900Cで2min熱処理した。そして、7．5％SDS－ポリアクリルアミドゲル

を2つ作製し、熱処理後の試料を各SDS－ポリアクリルアミドゲルのウェルに

同様に注入した。そして、これらのSDS－ポリアクリルアミドゲルを30mAの

走電流で同時に電気泳動した。泳動後、一方のSDS－ポリアクリルアミドゲルは、

CCB（CoomassieBri11iantBlueR－250）染色を行い、分離したタンパク質を可視化

した。そして、もう一方のSDS一ポリアクリルアミドゲルは、ウエスタン解析に

用いた。ウエスタン解析は、Towbinらの方法（Towbinetal．，1979）に従った。
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SDS－PAGE後のゲルを転写バッファー（48mMTris－HCl，PH8・3，39mMglycine，

20％metbanol，0・037％SDS）中で15血n平衡化した後、セミドライ型の平板転

写装置脚A－1512；NihonEido社）を用いて、転写バッファー中で1mA／cm2の

走電流で1h通電し、タンパク質をPVDFメンプレン（Hybond－P；Amersham社）

上に転写した0転写後、メンプレンをTBST（25mMTris－HCl，PH8・0，137mMNaCl，

2・7mMKCl，0・05％Tween20）で洗い、次にブロッキング溶液（3％Skimmi1kin

TBST）に浸して250CでIhブロッキングを行った。そして、メンプレンを一

次抗体（ratanti－HAHighAffinity（Clone3FlO），1：1000；BoehringerMannheim社）を

添加したブロッキング溶液中で250Cで1b処理した。一次抗体処理したメン

プレンをブロッキング溶液中で5mh洗浄する作業を3固練り返した。洗浄後、

二次抗体（goatanti－ratIgG（H＋L）alkalinephosphatasecoI如gate，1：8000；Promega

社）を添加したブロッキング溶液中で250Cで1b処理した。二次抗体処理し

たメンプレンをTBSTで5血n洗浄する作業を3回線り返した。洗浄後、15

mLのAPバッファー（100mMTris－HCl，PH9・5，100mMNaCl，5mMMgCl2）に

100pLのNBT溶液（0・017％（w／v）nitro blue tetrazolium，0．23％（V／v）凡脾

dimethylformamide）および50pLのBCIP溶液（5％5－bromo－4－Chloro－3－indolyl

Phosphatep－tOluidinesaltin〃，NJdimethylformamide）を添加したアルカリフォスフ

ァターゼ発色溶液に浸してト15m血反応させ、最後にメンプレンを蒸留水で洗
浄した。

第25項　共焦点レーザー顕撒軌こよるタバコ培養劇胞の観察

タバコ培養細胞の蛍光抗体染色は、B叫OkoとTreleaseの方法（B叫Okoand

Trelease，1995）に従った。タバコ培養細胞（細胞容で250pL程度）を2mL遠

心管に採取し、1mLのPBS（Phosphate－bu飴redsaline；137mMNaCl，8．10mM

Na2HPO4．12H20，2・68mMKCl，1・47mMKH2PO．）で洗浄し、遠心分離（600rpm，3

min，250C）した0上清を除いた後、・1mLの固定液（4％fbrmaldehyde（madefrom

Paraformaldehyde）inPBS）を加えて細胞を懸濁し、250Cで1h静置した。固定

した細胞を遠心分離（600rpm，3min，250C）して上清を除いた後、1mLのPBS

を加えて3回洗浄した0洗浄後、ImLの酵素液（0・1％（W／v）pectolyaseY－23

（SeishinPharmaCeutical社）inPBS）を加えて混合し、300Cで2h静置した。遠

心分離（600rpm，3min，250C）して上清を除いた後、1mLのPBSを加えて3

回洗浄した0洗浄後、・1・25mLの界面活性剤液（0・3％TritonX－100inPBS）を加

えて混合し、250Cで15mh静置して、細胞膜の透過性を高めた0遠心分離（600

叩m，3血n，250C）して上清を除いた後、1mLのPBSを加えて3回洗浄した。

洗浄後、1mLのPBS－BSA（l％BSAinPBS）を加えて混合し、25。Cで30min

静置した。遠心分離（600rpm，3min，250C）して上清を除いた後、1mLの一次
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抗体（ratanti－HAHighAfnnity（Clone3FlO），1：200；BoehringerMannheim社）を添

加したPBS－BSAを加えて混合し、250Cで1b以上静置した。遠心分離（600

rpm，3min，250C）して上清を除いた後、1mLのPBS－BSAを加えて3回以上

洗浄した。洗浄後、ImIの蛍光標識二次抗体（AlexaFluorTM488goatanti－ratIgG

（H＋L）conjugate，1：200；MolecularProbes社）を添加したPBS－BSAを加えて混合

し、25。Cで1－2b静置した。遠心分離（600rpm，3min，250C）して上清を除い

た後、1mLのPBSを加えて3回以上洗浄した。洗浄後、共焦点レーザー顕

微鏡匹SM510；Zeiss社）によって細胞を観察した0
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第3節　結果

弟1項　酵母戯以J遺伝子のゲノムPCRによる単離

簡易ガラスビーズ法により抽出した酵母（且・仇肌m庖励柁）のゲノムDNAを鋳型

とし、且MJ遺伝子全長を特異的に増幅するプライマーセットを設計してゲノ

ムPCRを行った。その結果、予想通りの長さである約3．3kbの見場り遺伝子

の増幅断片を得た。そして、ゲノムPCR∵により増幅した且MJ遺伝子をバイ

ナリーベクターpMSH2のC如止V35Sプロモーターの支配下に挿入したバイナ

リープラスミドpMSH2：：ENAlを構築したげig．3－4）。同時に、酵母用発現ベ

クターfⅣES2のG此Jプロモーターの支配下に且MJ遺伝子を挿入したプラ

スミドⅠⅣES2：：ENAlを構築したげig．3－5A）。そして、ⅠⅣES2：：ENAlを導入

した且c〝βγね加G19株（Aβ乃αノーのを用いて、塩ストレス感受性を指標とした

機能的相補性試験を行い、ゲノムPCRによって単離した且MJ遺伝子が機能

的に発現することを確認した（Fig．3－5B）。

第2項　タバコ培姜細胞のLiCl感受性

タバコ培養細胞仲Y2細胞）におけるEnalpの機能を解析するには、塩スト

レスが細胞に及ぼす影響のうち、高浸透圧ストレスによる影響を抑えて、イオン

毒性が特異的に及ぼす細胞への影響を評価することが重要である。そこで本研究

では、BY2細胞のイオン毒性に対する感受性を評価するために、塩ストレスと

して、NaClよりイオン毒性が数倍強いLiClを使用することにした。なぜなら、

LiClは低濃度で細胞に対して毒性を示すので、NaClでは無視できない高浸透

圧ストレスの影響を抑えることができるからである（Sern乱nO，1996）。また、植

物細胞外のCa2十濃度が低くなると、植物細胞の塩ストレス感受性は増大するこ

とが知られているG・aHayeandEpstein，1969）。よって、細胞外部のCa2＋濃度を

低くすることで、より低濃度のLiClでイオン毒性に対する細胞の感受性を評価

できると考えられた。そこで、形質転換していない野生型BY2細胞のLiCl感

受性と細胞外のCa2’濃度の関係を調べ、BY2細胞がLiCl感受性を示す平板

培養条件を検討した0その結果、1mMCaCl2および120mMLiClを含んだ改

変LS平板培地上でBY2細胞はほとんど増殖できないことが示されたげig．3－

6）。よって、この培地条件下での増殖を調べることによりBY2細胞における

Enalpの機能を解析することができると判断した。

第3項　酵母麒闇∫遺伝子を導入した形質転換タバコ培養細胞の作製

まず、エレクトロボレーション法により、アグロバクテリウムい．加ゆcね那
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EHAlO5株）ヘバイナリープラスミドpMSH2：：ENAlを導入し、カナマイシン

およびハイグロマイシンに対して耐性を示す形質転換アグロバクテリウム

EHAlO5／pMSH2：：ENAlを選抜した。続いて、BY2細胞にアグロバクテリウム

EHAlO5／pMSH2：：ENAlを感染させ、BuVAl遺伝子をBY2細胞へ導入した0そ

して、カナマイシン耐性およびハイグロマイシン耐性の表現塑を示した形質転換

BY2細胞を42クローン選抜した。

そして、選抜した42クローンを1mMCaC12および120mMLiClを含んだ

改変LS平板培地上へ移植して4週間培養し、顕著なLiCl耐性を示すクロー

ンを再選抜した。その結果、全42クローンのうち、顕著なLiCl耐性を示した2

クローン（ENAl－1，一2）を得た（Fig．3－7A）。対照として、GUg遺伝子を導入し

た形質転換BY2細胞50クローンについても、同様に1mMCaC12および120

mM LiClを含んだ改変LS平板培地上へ移植して4週間培養したが、顕著な

LiCl耐性を示すクローンは得られなかったげig．3－7B）。平板培地上でLiCl耐

性を示した2クローン（ENAl－1，－2）およびLiCl耐性を示さなかった1クロー

ン匹NAl－3）について、ゲノムPCRによって且MJ遺伝子の導入を確認した

（Fig．3－8）0

弟4墳　形質転換タバコ培養細胞内での廠軋山㌧遺伝子の発現

まず、得られたENAlクローンについて、A弘法により調製した全RNA

を用いて、且MJ遺伝子の部分配列をプローブとしたノザン解析を行ったが、

シグナルを検出することができなかった（datanotshown）。このことから、ENAl

クローンでの且MJ遺伝子の発現量が非常に少ないことが予想された。そこで、

AGPC法により　ENAlクローンから全RNAを調製し、EMl遺伝子全長を増

幅するプライマーセットを用いたRT－PCRを行った。その結果、得られたENAl

クローンにおいて、且MJ遺伝子が発現していることを確認したげig．3－9）。

弟5項　形質転換タバコ培養細胞の塩ストレス耐性

得られたENAlクローンを液体培養系に移し、塩ストレス下での増殖を調べ

た。その結果、1mMCaC12および120mMLiClを含んだ改変LS液体培地中

で2週間培養すると、対照のGUSクローンは全く増殖しなかったが、選抜し

たENAl＿1クローンは増殖し、塩ストレス耐性を示した（Fig．3－10）。同様に、1

mMCaC12および200mMNaClを含んだ改変LS液体培地中で2週間培養する

と、対照のGUSクローンは全く増殖しなかったが、選抜したENAl－1クロー

ンは増殖し、塩ストレス耐性を示した（血也not sbow可。ただし、平板培地上で

LiCl耐性を示していたENAl－2クローンは、LiClストレスの非存在下で継代

培養を続けている間に、LiCl耐性を示さなくなった。
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第6項　ⅡAエピトープ融合E皿alpタンパク質の作製

酵母のEnalpがBY2細胞で機能するためには、生成したEnalpがBY2細

胞の原形質膜上に局在することが重要である。タンパク質の局在性を調べるため

の有効な手法として、直接的に目的タンパク質の抗体を作製するのではなく、目

的タンパク質に短いポリペプチドからなるエピトープを融合したタンパク質を作

製し、目的タンパク質ではなくエピトープに特異的な抗体を利用するエピトープ

タギングが挙げられる。これまでに、酵母細胞内でEnalpのC末端に1個の

HA（bemagglutimin）エピトープを融合したEnalp－HAは、Enalpと同様に

N√几i＋－A叩aseとして機能し、原形質膜上に局在することが示されており、Enalp

の解析にHAエピトープが利用できることが明らかにされた（Wielandetal．，

1995）。

そこで本研究では、BY2細胞内でのEnalpの生成と局在を解析するために、

HA＿エピトープを利用することに■した。本章第4項のENAlクローンにおける

且MJ遺伝子の発現解析の結果から、BY2細胞内で生成しているEnalpのタ

ンパク質量が少ないことが予想されたので、HAエピトープを融合したEnalp

の検出感度を向上させるために、HAエピトープを3回線り返した3HAエピ

トープカセットを作製したげig・3－11A）。そして、EnalpのC末端に3個の

HAエピトープを融合したEnalp－3HA（Fig．3－11B）をコードした且Ml＿3Lu遺

伝子を設計した。

まず、酵母細胞内でEnalp－3HAが生成し、機能しているのかを調べるため、

dYES2：：ENAl－3HAを構築しげig・3－12）、ScerevisiaeG19株（AenaI－4）へ導入

した○その結果、酵母細胞内でEnalp－3HAは、Ean1pと同様に機能すること

が示された（Table3－1）。さらに、ガラスビーズ法によって、平板YPG培地上

で増殖した酵母細胞から膜画分を租調製し、SDS－PAGEおよびanti－HA抗体に

よるウエスタン解析を行った。その結果、ⅠⅣES2：：ENAl－3HAを導入したクロ

ーン’でのみ、酵母細胞内で生成したEnalp－3HAのシグナルが検出されたげig．

3－13）0

集7項　HAエピトープを融合した肋ノー封如上遺伝子を導入した形質転換

タバコ培養朋胞の作製

BY2細胞内におけるEnalp－3HAの生成および局在を調べるため、バイナリ

ープラスミドpMS2：：ENAト3HAを構築し（Fig．3－14）、エレクトロボレーショ

ン法により、アグロバクテリウムい．細別ゆcね那EHAlO5株）へ導入し、カナマ

イシンに耐性を示す形質転換アグロバクテリウムEHAlO5／pMS2：：ENAl－3HAを

選抜した0続いて、BY2細胞にアグロバクテリウムEHAlO5／pMS2：：ENAl－3HA
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を感染させ、ENAl－3HA遺伝子をBY2細胞へ導入した。そして、カナマイシ

ン耐性の表現型を示した形質転換BY2細胞を16クローン選抜した。

さらに、任意に選択した形質転換BY2細胞6クローンから膜画分を租調製

し、SDS－PAGEおよびanti－HA抗体によるウエスタン解析を行った。その結果、

且MJ＿j以遠伝子を導入したクローンでのみ、対照のG∽遺伝子を導入したク

ローンには存在しないBY2細胞内で生成したEnalp－3HAのシグナルが検出さ

れた（Fig．3－15）0

第8項　タバコ特車細胞におけるEnalp－3ⅡAの局在性

形質転換BY2細胞内で生成したEnalp－3HAの細胞内局在性を調べるため、

間接蛍光抗体法によって形質転換BY2細胞を蛍光抗体染色した。共焦点レーザ

ー顕微鏡を用いて、蛍光抗体染色した形質転換BY2細胞を観察したところ、対

照のGUSクローンは全体的に薄く蛍光を発しており、若干核や原形質膜にシグ

ナルが検出されたのに対し、ENAト3HAクローンでは強い蛍光により原形質膜

の輪郭がはっきりと認識できた（Fig．3－16A）。このことにより、BY2細胞内で

生成したEnalp－3HAは原形質膜に局在し、毒性カチオンNa’几i’を細胞外へ排

出するポンプとして機能していることが示唆された。
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Table3・2．EfrbctsofENA）－3Luexprcssiononsaltsensitivityofyeastenamutants・

cIone SD－tJra YPD YPDLiA YPDNab YPG YPGLit YPGNad

W303．1B（WT）

G19（血〝αノーの

G19パⅣES2

G19／ⅠⅣES2：：ENAI

G19僻ES2：：ENAIs●Ⅹ

G19僻ES2：：ENAl－3HA・a
G19パⅣES2：：ENAl－3HA・b

G19／PYES2：：ENAl－3HA・C

G19hⅣES2：：ENAl－3HA・d

＋　　　　　＋

＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　　＋

＋　　　　　＋　　　　　＋

＋

＋

＋　　　　　＋

＋　　　　　＋

＋　　　　　＋

＋　　　　　＋

＋　　　　　＋

＋　　　　　＋

＋

＋

＋

＋

＋

＋

－20mMLiClinYPD．b300mMNaClinYPD．C20mMLiClinYPG．d300mMNaClinYPG．

Allclonesweregrownfor5dat300C（＋，grOW；－，nOtgrOW）・
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第4節　考察

弟1項　塩ストレスに特異的なN払＋のイオン毒性

第1章で述べたように、これまで塩や乾燥などのストレスに対して植物に耐

性を鹿与するために、適合溶質の様々な機能に着目した研究が精力的に進められ

てきた。そして、適合溶質の生合成系を導入した植物の分子育種が、植物のスト

レス耐性を向上させる戦略として有効であることが示された。しかしながら、塩

ストレスに特異的なN√のイオン毒性は、適合溶質では解決され得ない問題で

あり、より高度な耐塩性を分子育種するためには、植物のイオンホメオスタシス

を制御する機構について研究を進める必要がある。これまでに、植物のイオン輸

送に関わる遺伝子が多数単離されてきたが、イオン毒性の原因となっている　N√

のイオン輸送に関わることが証明されているものは少なく、耐塩性を高めるため

に重要なNa＋排出に関わるイオン輸送分子はいまだに同定されていない。

そこで本研究では、耐塩性に関与するイオンホメオスタシス制御機構の研究

が進んでいる、モデル真核生物の酵母（且c訂卯ね加）に着目しげig．3－1）、酵母の

耐塩性に最も重要なナトリウムポンプをコードした且MJ遺伝子げig．3－2）を

植物細胞で発現させ、塩ストレスに特異的なN√のイオン毒性を抑えることに

よる、耐塩性植物の分子育種を試みた。

第2項　酵母戯以J遺伝子の単♯

公開されている酵母ゲノムの全塩基配列情報から、且MJ遺伝子はイントロ

ンを持たない全長3276bpの遺伝子であることが明らかにされているげig．3－

2）。そこで本研究では、ゲノムPCR法によって酵母ゲノムから且MJ遺伝子

を増幅し、単離した。ゲノム　PCRによって単離した且帆〃遺伝子が機能的に

発現することを確かめるため、且旭ノーイ遺伝子欠損変異酵母G19株を宿主とし

た機能的相禰性試験を行ったげig．3－5）。大腸菌内で属旭J遺伝子が発現すると

生育阻害が引き起こされることから、且旭J遺伝子を挿入した融合遺伝子の構

築を行う際は、酵母G19殊による機能的相補性試験を行うことが必要であると

考えられた。

酵母は、モデル真核生物として、ヒトや植物で単離された遺伝子の機能を探

るための道具として研究に利用されており、ヒトや植物の遺伝子を酵母で発現さ

せる研究が盛んに行われている。しかしながら、公開されている酵母ゲノムの全

塩基配列情報を遺伝子の相同性解析に利用するのみではなく、植物代謝工学的な

視点で情報を解析することで、酵母の有用遺伝子を植物の分子育種に利用するこ

とも重要な戦略であると考えられる。
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第3項　タバコ細胞内での且眈山㌧遺伝子の発現

本研究では、ゲノムPCRによって単離した酵母の左脳J遺伝子を挿入した

バイナリープラスミドpMSH2：：ENAlを構築（Fig．3－4）し、アグロバクテリウ

ム感染法により、属MJ遺伝子をモデル植物細胞であるBY2細胞へ導入した。

植物細胞内で構成的に強く発現する　CaMV35S　プロモーターの制御下に且旭J

遺伝子を連結したにも関わらず、得られた形質転換BY2細胞（ENAlクローン）

におけるENAlmRNAの蓄積量は非常に少なく、RT－PCRによって検出される

程度であったげig．3－9）。このことから、BY2細胞内で且MJ遺伝子が高発

現すると、大腸菌の場合と同様に、生育阻害が引き起こきれることが予想された。

この原因としては、膜に局在するタンパク質が過剰生産されることによる細胞膜

機能の損傷、あるいはナトリウムポンプの過剰生成によるイオンホメオスタシス

制御系の撹乱が考えられる。そう考えると、恒常的な発現をする　CaMV35S　プ

ロモーターではなく、誘導可能なプロモーターによって且MJ遺伝子の発現を

制御することが重要であるといえるが、植物細胞で厳密なon－0ぼ制御が可能な

実用的な良いプロモーターは少ない。また、BY2細胞内のイオンホメオスタシ

ス制御系を撹乱しない最適な且MJ遺伝子の発現量も不明であるため、形質転

換BY2細胞のゲノム上に挿入された且MJ遺伝子の位置効果による発現量の

ばらつきを利用することにした。そのため、多数の形質転換BY2細胞から、耐

塩性を指標として優良ENAlクローンの選抜を行う必要があるといえる。本研

究では、全42クローン中2クローンが選抜されたが、統計的に実証するため

には、さらに多数の形質転換体の選抜を行う必要がある。しかしながら、且旭J遺

伝子は変異を生じる可能性が高いので、ENAlmRNAの蓄積量だけでEnalpが

機能していると判断するのは難しく、タンパク質レベルでEnalpを解析するこ

とが重要である。

第4項　タバコ培養細胞のイオン毒性

本研究では、特に塩によるイオン毒性に対する耐性を植物細胞に賦与するこ

とを目的としているため、塩による高浸透圧ストレスの影響を抑えて、イオン毒

性の影響を明確に評価する必要がある。そこで、耐塩性の研究で塩といえば、一

般にNaClのことであるが、酵母におけるイオンホメオスタシス制御の研究で

は、Na＋のアナログとしてLi＋が研究に用いられている。細胞に対するLiCl毒

性はNaClの数倍であるので、高浸透圧ストレスの影響が少ない低濃度のLiCl

を用いることにより、より明確なイオン毒性に対する耐性試験が可能となる

（Serrano，1996）。また、植物の耐塩性に関わるイオンホメオスタシス制御系では、

セカンドメッセンジャーとして知られている　Ca2＋による信号伝達系が重要な役
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割を担っており匹iu8皿dZれ19粥）、植物の耐塩性と培地中のCa2＋濃度には正

の相関関係があることが示されている匹aH叩eandEp細れ1969）。

以上のことを踏まえて、BY2細胞で明確なイオン毒性に対する．耐性試験を行

うための条件を検討した。高浸透圧ストレスの影響を極力抑えるため、塩として

LiClを使用し、さらに培地中のCa2＋濃度を低下させることで、細胞の塩感受

性を増加させることにした。その結果、BY2細胞は120mMLiClおよび1mM

肋C12を含む改変LS平板培地上では生育できないことが示された（Fig．3－6）。

よって、この培養条件を用いて、ENAlクローンの選抜を行うことにした。こ

こで示した結果は、イオンホメオスタシスに関連した植物体の塩ストレス応答と

BY2細胞のようなカルスの塩ストレス応答は■、ほぼ同様であることを示唆して

おり、BY2細胞で得られた成果を植物体へ展開することの有効性を支持してい

る。

弟5墳　形質転換タバコ培養細胞の塩ストレス有性

本研究で、Li＋のイオン毒性に対して顕著な耐性を示したENAlクローンは、

42クローン中2クローン（4．＄％）であったげig．3－7A）が、対照と－したGUSク

ローンでは、50クローン全てがLi＋のイオン毒性に対して感受性であったげig．

3－7B）。そして、耐塩性の2クローン（ENAト1and－2）、対照として塩感受性

の1クローン匹NAト3）およびGUSクローン（GUS）を選抜した。平板培地

上では、均一なストレス処理が困難であるため、これらのクローンはすべて液体

培養の系に移して、さらに塩ストレス耐性を調べた。その結果、ENAl－1クロ

ーンは継代を繰り返しても耐塩性の表現型を維持してたが（Fig．3－10）、ENAl－

2クローンは塩ストレスの無い条件下で継代を繰り返している問に耐塩性の表現

型が消失した。RT－PCRでは、ENAl－2クローンと　ENAl－3クローンで同程

度の微弱なシグナルが検出されていたげig．3－9）ので、ENAl－2クローンは誤

って・選抜されたクローンであるのかも知れない。あるいは、継代中に且旭J遺

伝子が発現していたクローンが淘汰された、もしくは且陥〃遺伝子に変異が生

じたなどの原因が考えられる。得られたENAl－1クローンは、LiClに加えて、

NaClに対しても耐性を示したことから、且MJ遺伝子がBY2細胞内で機能的

に発現していることが示唆された。

第‘項　タバコ培養朋胞におけるE加1p－3ⅡAの局在性

ENAlクローンを用いた解析では、且MJ遺伝子の発現と　BY2細胞の耐塩

性の表現型から且MJ遺伝子がBY2細胞内で機能的に発現していることが示

唆された。しかしながら、実際にEnalpがBY2細胞で生成し、原形質膜に局

在していることが示されれば、点旭J遺伝子がBY2細胞で機能していること
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のより直接的な証拠となる。そこで本研究では、酵母においてEnalpのC末

端にHAエピトープを融合しても、その機能と原形質膜への局在性に影響しな

い（Wielandetal．，1995）ことから、BY2細胞におけるEnalpの生成と局在性の・

解析にHAエピトープを利用することにした。特に、ENAlクローンでは、

見場〃遺伝子の発現量が低かったことから、Enalpの生成量も少ないことが予

想された。そこで、生成したタンパク質の検出感度を増大させるために、HAエ

ピトープを3回線り返してEnalpのC末端に融合させたEnalp－3HAを用い

て解析を行うことにしたOTig．3－11）。まず、プラスミド亘YES2：：ENAl－3HAを

構築しげig．3－12）、酵母G19殊に導入して機能的相補性試験を行ってみたと

ころ、Enalp－3HAが酵母細胞内でNa＋几i＋－ATPaseとして機能することが示さ

れた（Table3・1）。また、ウエスタン解析によって、酵母細胞内で生成した

Enalp－3HAは、anti－HA抗体によって検出可能であり、膜画分に存在することが

示されたげig．3－13）。このことから、Enalpを直接疲出する代わりに、

Enalp－3HAを用いて実験を進めることの有効性が示された。

そこで、バイナリープラスミドpMS2：：ENAl－3HAを構築しげig．3－14）、BY2

細胞内でEnalp－3HAを生成させることを試みた。ウエスタン解析の結果から、

ENAl－3HAクローンでのみ（ENAl－1，－2，6，－8）、対照のGUSクローンには存

在しない、Enalp・3HAのシグナルが検出された。ここで、Enalp－3HAではC末

端にHAエピトープが融合されていることから、突然変異によってフレームシ

フトなどが生じた場合はシグナルとして検出されないので、mRNAレベルでの

解析よりも信頼度が高い結果であるといえる。このことから、BY2細胞内で酵

母のEnalpはタンパク質レベルで正常に生成していることが示された。続いて、

ウエスタン解析でEnalp－3HAのシグナルが検出されたENAl－3HAクローンを

用いて、BY2細胞の蛍光抗体染色を行い、Enalp－3HAの細胞内局在性を調べ

た。その結果、対照のGUSクローンでは、明確な原形質膜特異的な蛍光を検出

することができなかったが、・ENAl－3HAクローンでは、明確な原形質膜の輪郭

が蛍光として検出されたげig．3－16）。このことから、酵母細胞内と同様に、BY2

細胞内でもEnalpが原形質膜上に局在してN㌔几i＋rATPaseとして機能し、細胞

質ゾルからのN√几i＋排出に貢献していることが示唆された。

弟7項　今後の展望

これまでの耐塩性植物の分子育種を目指した研究は、乾燥と同様に塩が引き

起こす高浸透圧ストレスに関する研究が先行してきたため、塩に特異的なN√の

イオン毒性に関する研究は遅れているようである。しかしながら、シロイヌナズ

ナの液胞膜に局在するN√／H＋アンチポーター遺伝子を高生産させることで、耐

塩性が向上した例が報告されており（ApseβJαJ．，1999）、イオンホメオスタシス
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を強化することも耐塩性植物の分子育種の戦略として重要であるといえる。さら

に、本研究により、酵母のナトリウムポンプをコードした且MJ遺伝子によっ

て、細胞質ゾルのNa＋を細胞外に排出することによっても、植物細胞の耐塩性

が向上することが初めて示された。今後は、イオンホメオスタシス強化するため

に、液胞膜に局在するN京恨＋アンチポーターによって膨庄維持に必要なNa＋を

液胞に隔離する一方で、原形質膜に局在するナトリウムポンプによって細胞質ゾ

ルの不要なN√を排出することが重要な戦略として考えられる。

しかしながら、塩による高浸透圧ストレスによって、細胞膜系に損傷を受け

た細胞では、イオンホメオスタシス制御に直接関わるイオン輸送体の機能が損な

われてしまう。そのため、イオン毒性に対する戦略のみでは、実用的な耐塩性植

物の分子育種は不可能であり、高浸透圧ストレスとイオン毒性のそれぞれに通し

た戦略を組み合わせていくことが今後の課蓮である。特に、本研究のように原形

質膜上に局在するイオン輸送タンパク質は、高浸透圧ストレスによって損傷を受

ける危険性が高いといえる。よって、第2章で示したユタトインの合成によっ

て、高浸透圧ストレスから膜機能を保護することが、塩ストレス下でナトリウム

ポンプの機能を最大限に発揮させる有効な戦略であると考えられるげig．2－20）。

本研究で、Enalpを発現したBY2細胞が示した120mMLiClに対する耐性は、

イオン毒性の観点からすると　LiClはNaClの数倍高い毒性を示すことから、海

水レベル（500mMNaCl）のストレスをクリアしているということもできる。し

かしながら、実際には200mM NaCl以上の条件で、高浸透圧ストレスの影響に

より、BY2細胞は生育阻害を受けてしまう（d如anot血0Ⅵ叫。よって、これま

での研究で明らかにされてきた、適合溶質による浸透圧調節やタンパク質の保護

の戟略も当然組み合わせることが重要であろう（Fig．2－20）。
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第4章　稔括

深刻化する環境問題や食糧問題の解決に役立つ植物の育種として、耐塩性植

物の育種に期待が寄せられている。乾燥地における農業は潅漑農業が主流である

が、乾燥地での潅漑水散布は土壌中の塩を濃縮し、塩害を引き起こす。それゆえ、

乾燥と塩は密接に関係した問題として、これまで研究が進められてきた。そして

乾燥と塩は高浸透圧ストレスによって、細胞を脱水させて損傷を与えることが重

大な問題として考えられてきた。しかしながら、塩特異的な問題として、細胞内

に侵入したNa＋のイオン毒性による細胞内代謝の阻害が挙げられる。そのため、

細胞は、塩ストレスによって、細胞外に蓄積した高濃度の塩による「高浸透圧ス

トレス」と細胞質ゾルに蓄積したN√の「イオン毒性」の両因子により複合的

な損傷を受けることになる。

第1章では、植物の耐塩性機構について概説し、耐塩性植物の分子育種に関

係するこれまでの知見についてまとめた。塩生植物には特殊な耐塩性機構が備わ

っているが、その分子機構は明らかにされておらず、おそらく多数の遺伝子が関

与した複雑な機構であることから、その特殊な機構を中生植物に適用することは

難しい。これまでの研究から、耐塩性植物の分子育種に有用な遺伝子は、適合溶

質生合成系の遺伝子、一般的なストレス誘導性タンパク質の遺伝子、イオン輸送

系の遺伝子、そして信号伝達系の遺伝子の4つのグループに分類できる。特に

種々の適合溶質の生合成が、植物の耐塩性向上に効果的であることが示されてい

る。さらに、適合溶質の機能は多岐に渡っており、適合溶質は塩以外にも種々の

ストレスに対して効果的であることが明らかにされつつある。一般的なストレス

誘導性タンパク質は機能が未知のものが多いが、ストレス条件で細胞の生理活性

を保護することが知られている。イオン輸送系の利用は、細胞内のイオンホメオ

スタシス制御に直接的に機能することから、塩特異的なイオン毒性に対して効果

的であるといえる。また、信号伝達系の利用は、ストレスに対する応答を過敏に

することでストレスに対する適応応答を促進することができる。実用的な耐塩性

植物を分子育種するためには、これらの遺伝子を利用することで、塩による高浸

透圧ストレスとイオン毒性の両因子に応じた戟略をとることが必要である。

第2章では、特に、高浸透圧ストレスに対する戟略として、好塩性細菌且

d叩卯血の適合溶質エクトインを植物細胞内で生産させることを試みた。これ

までに植物細胞におけるユタトイシの蓄積例は報告されておらず、細菌類の耐塩

性向上に有用なエクトインが植物細胞の高浸透圧ストレス耐性に及ぼす影響を調

べるために、且eわ乃押αの3種のユタトイン生合成系遺伝子をタバコ培養細

胞へ導入した。その結果、タバコ培養細胞内でユタトインを生産させることに成
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功した。さらに、ユタトインの蓄積量とタバコ培養細胞の高浸透圧ストレス耐性

には正の相関関係がみられ、高浸透圧ストレスによるタバコ培養細胞の生体膜機

能への損傷がエクーインによって保護されることが示唆された。また、3種の

ユタトイン生合成系遺伝子を発現したタバコ植物体においても、乾燥耐性を示す

結果が得られたことから、トレハロースヤフルタタンと同様に植物体においても

乾燥耐性を鹿与できることが示唆された。

第3章では、特に、イオン毒性に対する戟略として、酵母且cβreγねねeのナ

トリウムポンプを植物細胞内で生成させることを試みた。公開されている酵母ゲ

ノムDNAの全塩基配列の情報を利用し、ゲノムPCRによりナトリウムポンプ

をコードした且Mノ遺伝子を単離した。イオン毒性の研究では、高浸透圧スト

レスの影響を抑えるために、Na＋のアナログとして、より毒性の高いLi＋が利

用される。実際に、Enalpは、N√几i＋－ATPaseとして機能することが知られて

いる。そこで、タバコ培養細胞へ且MJ遺伝子を導入し、タバコ培養細胞のLiCl

耐性を調べた。その結果、属MJ遺伝子を発現したクローンに顕著なLiCl耐

性を示すクローンが得られた。このクローンはNaClに対しても耐性を示した

ことから、Enalpが生成し、機能していることが示唆された。さらに、HAエ

ピトープを融合したEnalp－3HAを生成させた形質転換タバコ培養細胞のanti－

HA抗体を用いた解析より、タバコ培養細胞内でEnalp－3HAが生成し、原形質

膜上に局在していることが示された。これらの結果から、タバコ培養細胞内で酵

母のナトリウムポンプEnalpが機能し、タバコ培養細胞のイオン毒性に対する

耐性を向上させることが示された。

今後は、ユタトインなどの適合溶質やナトリウムポンプなどのイオン輸送タ

ンパク質を組み合わせて利用することにより、塩による高浸透圧ストレスとイオ

ン毒性の両因子対して効果的な戦略が可能になると考えられる。本研究の結果か

ら、高浸透圧ストレス条件下でユタトイン生合成により生体膜機能を保護した細

胞にナトリウムポンプを生成させる戦略は有効であると予想されるので、本研究

のさらなる発展が強く望まれる。

以上、本論文では、耐塩性植物の分子育種を目指して、適合溶質エクトイン

による高浸透圧ストレス耐性およびナトリウムポンプによる　Nが几i＋のイオン

毒性に対する耐性を植物細胞に賦与することを試みた。適合溶質ユタトインの蓄

積により、植物細胞の高浸透圧ストレス耐性が向上した。また、ナトリウムポン

プの生成により、植物細胞の毒性カチオンNa＋几i＋に対する耐性が向上した。

塩ストレスの主要因である高浸透圧ストレスとイオン毒性に対する耐性を向上さ

せる研究に、本論文の結果が寄与することを期待する。
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