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緒論

動物と違って、移動することのできない植物は、絶えず種々の外部環境にさらされ

ている。植物は、これらの外部環境から生じてくるストレスから自身を守り、かつ、

生存領域を拡げるための仕組みを備えている。この仕組みとして遺伝子発現制御の多

様性が、あげられているが、まだ不明な点が多い。環境ストレスヘの応答機構を分子

レベルで解明するには、シグナル因子が、人為的に制御可能であることが望ましい。

そこで、シグナルを人為的に制御することが比較的容易である熟に着目し、熱ショッ

ク応答に焦点を当てた。

熱ショックストレス応答は、生物種間を越えて幅広く保存されている応答である

（Ritossa，1962；Tissiereseta］．，1974；BamettetaI．，1980；Nover，1991；Morimotoeta（．，

1990）。生物の細胞や組織、個体を一時的に通常成育温度よりも100C高温にさらした

ときに、熟ストレスに対する応答として熱ショックタンパク質（HeatShockProtein；

HSP）を合成する。熱ショック応答は、1974年に初めてショウジョウバエの染色体パ

フが、熟及び化学的ストレスにより特異的に誘導されることから発見された叩∬ie帽S

etal．，1974）。HSPは、アミノ酸配列が保存されていることから、細胞にとって非常に

重要な機能を担っていると考えられる。高等真核生物でのHSPは、次に示すように分

子量ごとのファミリーに分類される（GethingetaL，1992；Craig’etal．，1993；Hendrick

etaL，1993；GeorgopouIosetaI．，1993；ParseIJetaJ．，1993）。（1）HSPlOOファミリーは、

タンパク質の折畳みなどの分子シャペロンとして機能する。（2）HSP90ファミリーは、

ステロイドホルモン受容体タンパク質の折畳みを始めとして、この受容体タンパク質

がDNAへ結合して機能を発揮するまでの過程を制御している。（3）HSP70ファミリー

は、タンパク質の折畳み、膜透過、解離会合及び分解に重要な役割を演じている。（4）

低分子量目SPファミリーは、タンパク質の折畳みを介護する分子シヤペロニン機能を

有している。HSPlOOや低分子量目SPファミリー以外は、通常の生育温度においても

発現している。植物にも、それぞれのファミリーに該当するHSPが単離されており、

中でも低分子量のHSPは、種類存在量ともに他の生物種に比べて極めて高いという特

徴がある（A血ogu引a威aし1993）。

熱ショックストレスに応答をして遺伝子発現を行う遺伝子群（主に、HSPをコードす

る遺伝子）の5■上流域には、種を越えて保存された共通のシス配列を見ることができ

る。このシス配列は熟ショックエレメント（出eatShockEIement；HSE）と呼ばれ、

複数のNGAAN－NTCCNから成る（Livaketal．，1978；Pelham，1982；AminetaI．，1988；

XjaoandLis，1988；BarrosetaI．，1992）。このHSEに結合するトランス因子が、明らか

になっており、熟ショック転写因子胆eatShocktranscriptionEactor；HSF）と呼ばれ

ている。酵母（WiederrechtetaJ．，1988）ヤショウジョウバエ（CJosetaい990）にお

いてHSFは、1つのしか存在しない。一方、植物（SchaげetaJ．，1990，Hube［andSchoffI，

1994，GagJiardietal．，1995，Czamecka・VemeretaI，1995，PrandIetal，1998）や、ニ
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ワトリ（NakaiandMonmoto，1993）、マウス（SargeetaJ．，1991）、ヒト（Rabindaranet

aい991，Schuetetaf．，1991，NakaietaJ．，1997）には、複数のHSFが存在することが

報告されている0熟ショックタンパク質をコードする遺伝子の転写調節は、三量体の

HSFが、HSEへ結合することにより行われると考えられている。

HSFは、アミノ酸配列において特徴的な4つのドメイン構造（DNA結合ドメイン、

疎水性領域、核移行シグナル、転写活性化領域）を有している。N末端側に位置する

DNA結合ドメインは、典型的なヘリックス一夕ーンーヘリックスーモチーフ（VuisteretaIリ

1994A，1994B；HarissonetaI．，1994）であり、生物種を越えて最も保存されたドメイ

ンである0疎水性領域は、この領域中にあるロイシンジッパーモチーフを介して他の

HSFと三豊体を形成する（Land＄Chufzetal．，1988；RabjndranetaJ．，1993；0・Sheaet

aJ・，1991；ZouetaJ．，1994）。転写活性化領域は、C末端側に位置する。

熟ショック遺伝子の転写活性化機構に関して、2つのモデルが提唱されている

汀anabeandNakai，1999）。1つ目は、熟ショックの有無にかかわらず、構成的にHSE

へ三量体のHSFが結合している。熟ショックにより、この三量体HSFが、リン酸化さ

れ、転写を活性化するモデルである。これは、酵母において唯一見られる。2つ目は、

非熟ショック時には、HSFは、細胞質に存在するが、熟ショックにより、核へ移行し、

同時にリン酸化、三量体化され、転写を活性化するモデルである。こちらは、ヒト

マウス、ニワトリ、ショウジョウバエなどに広く見られる。

本論文では、植物細胞が、熟ショックストレスを受けた際の熟ショック信号の伝達

機構を解析し、一群の熟ショック遺伝子の発現が誘導される仕組み（機構）を明らかに

することを目的としている。第1章では、熟ショックストレスに応答する遺伝子群の

発現制御を理解するために、シロイヌナズナの低分子量熟ショックタンパク質をコー

ドする遺伝子を対象にしてタバコ培養細胞内で、この熟ショックプロモーター遺伝子

の活性が、熱処理により厳密に制御されてし、たことを示した。第2章では、熟ショッ

ク遺伝子の発現を制御していると考えられている、熟ショック転写因子cDNAをタバ

コ培養細胞から2種類単離した。この2種のcDNAがコードするタンパク質は、熟ショ

ック転写因子に特徴的にみられるドメイン構造を有していた。タバコ培養細胞での熟

ショ・ツタ転写因子をコードすることを明らかにした。第3章では、この2種の遺伝子産

物が、タバコ培養細胞において熟ショックストレスに依存した熟ショック遺伝子の発

現調節を行っていることを明らかにした。

本論文では、タバコ培養細胞における熟ショック応答を分子レベルで初めて明らか

にした。また、植物におけるストレス応答機構に新たな知見を与え、この系を植物に

おける外来遺伝子発現制御に応用する際に必要な示唆を与えるものである。
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集1章　シロイヌナズナ熟ショックプロモーターのBY2細胞での機能

1．1序静

真核生物のHSPは、分子量の大きさによりHSPlOO，HSP90，HSP70，HSP60，低分

子量HSPファミリーに分類される。これらのHSPの多くは、分子シャペロンとして機

能し、タンパク質の折り畳み、局在化、高次構造形成、タンパク質分解（Gethingand

Samboork，1992；Craigeta（．，1993；Hendrickand HanJ，1993；Georgopou［osand

Welch，1993；ParseIandLindquist，1993）に関与している。HSPlOO，低分子量HSP

以外は、通常生育温度でも発現している。植物のHSPの特徴は、他の生物種と比較し

て低分子量HSPが、分子種、存在量ともに豊富である点である（Scho用etaJ．，1986；

Scho用etaJ．，1992）。

遺伝子発現のシグナル伝達を解析する場合、シグナルの人為的調節が容易でなけれ

ばならない。そのためにシグナルを人為的に制御することが比較的容易である熱に着

目し、植物に特徴的な低分子量〃SP遺伝子のプロモーターを対象遺伝子に選んだ。ま

た、均一な熱処理を行う必要から、均一な多量の細胞を扱うことのできるタバコ培養

細胞を解析の宿主に選んだ。

本章では、ArabjdQpsjsu7a胞naHSP18．2遺伝子（TakahashiandKomeda，1989）の

プロモーター領域にGUSを連結したキメラ遺伝子と均一な熱処理を行うことのできる

タバコ培養細胞（Nagataetal．，1987）を用いて熱ショックプロモーターの発現様式の

解析について述べる。
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1．2　実験村科と方法

1．2．1一般的な方法

DNA、RNAの取扱いは、MofecuJarCloning（ManiatisetaI．，1989）に従った。

1．2．2　タバコ培養細胞の培養

タバコ培養細胞（〟加ぬ〃aね由¢∽乃⊥．c仇BⅥりは、300mlのマイヤーフラスコに

改変LS培地（LinsmaierandSkoog，1965）を95m．入れ、27。Cで、130rpmの枝拝速度、

暗所下にて培養した（BR－3000，TAITEC，Saitama，Japan）。細胞の継代培養は、7日ご

とに定常期に達した細胞を次の新しい培地へ2m雁え継いだ（Nagataetal・，1987）。

1－2・3　BY2細胞を用いたA什惜PTβ．2－GL侶融合遺伝子の一過性発現解析

ParticlebombardmentによるBY2細胞へのDNAの導入

培養2日目の20mlの培養液を濾就（447mm，Advantec，ToyoRoshiKaisha，Japan）

で吸引濾過し、改変LS寒天培地上に乗せたoBY2細胞へのDNA導入は、ParticJeDe．ivery

System（Bio［istitTMpDS－1000／He，BJO－RAD，CA，USA）を用い、その使用説明書に従

って行った0金粒子は、≠1mmのものを使用し、ヘリウムのガス庄は、1100p威とし

たoBY2細胞は、Particlebombardmentを行った後、暗所下で25。C、24時間培養した。

使用したプラスミド

シロイヌナズナい招坤鹿細胞〃可の18．2kDaの熟ショックタンパク質をコード

する〃SPTβ・2遺伝子（A．捕PTβ・句のプロモーター領域（イ93～＋111）をp［119

（ねkahashjandKomeda，1989）から切り出し、PBf221．1（Clontech，PaJoAKo，CA，

USA）のマルチクローニングサイト（〃州Il，飴m川）へ導入し、

PBJ221・1：：PAtHSP18・2－GUSを作製した。コントロールプラスミドとしてカリフラワ

ーモザイクウイルス（CaMV）35S（OdeIJetaJ・，1985；BenfyandChua，1990）プロモー

ター（C（OnteCh，Pa10Abo，CA，USA）が導入されてあるpBJ221：：PCaMV35S－GUSを用
いた。

GUSの組織染色

2gの形質転換BY2細胞を2・O mM5－bromoヰChJoro・3－indoyトs－D・glucronide

CyClohexyIammonium（X－gJuc）塩を含むリン酸緩衝液pH7．0に懸濁し、12時間、25。C

または、370Cで反応させたoGUS活性を有する細胞は、X－g山cの分解産物により青色
を呈した。

1．2．4　形質転換体BY2細胞の作出

BY2細胞への形質転換は、アグロバクテリウム感染法（GynheungetaJ．，1985）に
より行った。
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使用したプラスミド

PGA482（PharmaciaLKBBjotechnoIogy，UppsaIaSweden）のマルチクローニン

グサイト（〃油川，EboRI）へ、PBJ221．1：：PAtHSP18．2－GUSのFMI［［とEboR（により

切り出されるDNAフラグメントを導入し、PGA482：：PAtHSP18．2－GUSを作製した。

目的遺伝子の導入方法

培養4日目のBY2細胞懸濁液4mJに、LS培地5mIを加えて、これに280Cで2日間

培養した形質転換アグロバクテリウムEHAlOl（バイナリーベクターを有する）を100

H佗添加し、シャーレ中でよく混ぜ、250Cで2日間暗所で共存培養した。2日後、共存

培養液を15m［容チューブへ移し、800rpmで10分、遠心分離（GS6－KR，BECKMAN，CA，

USA）により上清の過剰なアグロバクテリウムを除いた。BY2細胞をLS培地で3回洗

浄した後に2mIのLS培地を加えてカナマイシン（100mg／1L）を含む改変LSゲランガ

ム培地に展開した。2～3週間後に形成してきたカナマイシン耐性カルスを選択し、形

質転換体候補とした。

GUSの組織染色

X－g山cによるBY2細胞の染色は、1．2．3に従った。

1．2．5　月f〃SPTβ．2プロモーターの転写開始点

転写開始点の決定は、プライマー伸長法（HaietaI．，1988）に準じて行った。370C

で1時間、振とう培養した形質転換BY2細胞（月附SPTβ．きG（ノ均から、グアニジン変

性法により全RNAを抽出した（LoganetaI．，1987）。50LJgの全RNAと5ngの5凍端を【γ

32p］ATPでラベルしたプライマー（5．－CAGGACGTAAGGGACTGACC－3．）を30pIのハ

イプリダイゼーション溶液（40mMTris－HCIpH7．4，400mMNaC［，1mMEDTA，0．2％

SDS）に混ぜ、20分間、900Cで熟変性させた後に440Cで2時間アニールさせた。エタ

ノール沈殿後、ドライアップした後に50p，の逆転写反応緩衝液（50mMTris－HCIpH

8・3，75mMKC［，6mMMgCl2，10mMDTT，2．5mMdNTPs，aCtinomycinD）に溶解し、

M－’MLVreversetranscriptaseを加えて、420Cで1時間反応させた。エタノール沈殿後、

ドライアップ、3pJの滅菌水に溶解した。5日lのサンプル溶液（1mMEDTA，5Murea，

0．1％（VN）bromophenoIb暮ue）を加え、950Cで3分間熟変性した後に、6％

POlyacryIamide－8M urea変性ゲル電気泳動を行った。電気泳動終了後、ゲルを乾燥さ

せてJmagingPlate（1P）プレートへ接触させ、BAS2000イメージアナライザー（FUJI

FILM，Kanagawa，Japan）を用いて解析した。

1．2．6　GUS活性測定

BY2細胞0．2gとGUSJysisbu＃er（50mMpho＄Phate・SOdiumbufferpH7．0，10mM

EDTA，0．1％TritonX－100，0．1％sarcosyJ，10mMβ－merCaPtOethano［）を混合し、マイ
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タロ超音波破砕機U－20（TOMY，Tbkyo，Japan）にて細胞を破砕した。出力ダイヤルを

7～8に調節し10秒間パルスを、5秒間隋で10回線り返した015I叩m、10分の遠心分

離MX－150（TOMY，Tokyo，Japan）により、得られた上清を租酵素抽出液とした。

GUS活性の測定は、Jeffersonら（JefFersoneta．・，1987A；Jefferson，1987B）の方法

にしたがった0分光蛍光光度計HrTACHfF－3010（＝rTACH．，■baraki，Japan）を用いて、

励起波長365nm、蛍光波長455nmで反応生成物4－MUの蛍光強度を測定した。タンパ

ク質濃度の測定は、Bradfordの方法に従った（Bradford，1976）。BSAを用いて作製し
た標準曲線からタンパク質濃度を決定した。

1．2．7　ノザン解析

1・5gのアガロースHS（NJPPONGENE，Toyama，Japan）を79mlの蒸留水で溶解し、

16mlのホルムアルデヒドと5mJの20×MOPS緩衝液を加えてサブマリン塑電気泳動ゲ

ルを作製した0培養4日目のBY2細胞から、1．2．5と同様にグアニジン変性法により抽

出した全RNAlOp9を、700Cで10分間加熱し、水冷した後にアプライした。電気泳動

は、一定電圧匝8～96V）、1×MOP岳緩衝液中で泳動した。HybondN＋ナイロンメン

プレン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0トランスファーには、20×声SC（3MNaCJ，0．3Msodjumchrate）を用いた。ト

ランスファー終了後、GSGENELJNKERUVCHANBER（BJO－RAD，CA，USA）のプロ

グラム3でUVクロスリンクした0メンプレンとハイアリダイゼーション溶液（0．12M

Na2HPO4，0・25MNaCl，7％（W〃）SDS，50％formamide）とをハイプリバックに入れ、

420Cで1時間以上、プレハイプリグイゼーションを行った。【a32p］dCTPによりランダ

ムラベルしたGUSプロープDNAは、950Cで10分間加熱し、水冷したのちにハイアリ

ダイゼーションに用いた。16時間以上、420Cでハイプリダイゼーションを行った。プ

ローブのランダムラベルには、BtaBesFMLabeJingk叩AKARASHUZO，Shjga，Japan）

を使用した云メンプレンを室温で洗浄溶液中（2×SSC，0．1％SDS）10分間、振塗させ

ながら洗浄した。洗浄溶液を（0・5×SSC，0．1％SDS）に変更し、同様に洗浄した。最

後に400Cで洗浄溶液中（0．5×SSC，0．1％SDS）10分臥振塗させながら洗浄した。IP

プレートと1時間、接触させた後にBAS2000イメージアナライザー（FUJ（FILM，

Kanagawa，Japan）を用いてイメージを解析した。
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1．3　結果

1・3・1月雌P柑．2プロモーターの構造

A細物癒鵬伽aの熟シけクプロモーター4肘抑見出、18．2kDaの熟ショッ

クタンパタ賓をコードする遭伝子（a00e＄由nnumb即；X一花95）の5・上流域（プロモー

ター領域）に相当する部分であり、Fi9・－－1に示す○通常、真核生物の熟ショックプロモ

ーターには、熟ショックストレス応答に必要なシス配列である（NGAANNTCCN）と

いう熟ショックエレメント（＝oatShockE伽叫＝SE）を複数コピー保存している。

A納併丁β■2プロモーターにも複数の＝SEが存在する0熟ショックエレメントは、HSE

と示しボックスで囲んだ0また、mmも同掛こボックスで囲んだ。シロイヌナズナ

に釦ナる転写開始点を矢印で示した。左に示した塩基の番号は、転写開始点を＋1と
して表記した。

ー即8把伽℡℡α耽℡CA柵弧℡Q岨8∈ÅÅ瑚払虐℡

－820触℡℡℡○把e肋e馳℡℡○Å奴伽払Ⅷ町

－5丁8伽℡血糊℡馳把節℡即em℡肝℡℡併G旺

－528AÅ姐AC8℡80e馳貯℡く汗℡αm00

－470 C把℡m

－420咄Åd℡℡m蹴

－378¢℡eC℡e℡℡℡℡e伽℡良

一328　A皿000

ー278A仙Å
－228

－1TO

O qm曙e

○℡伽℡

圏－■■l＋lE6ヨー

｛

料＋
‾120▲購入CTm▲d朗■h戯

日日口口　　　　甲　日印鱒

‾78骨00□星口
ー28　℡℡一冊皿C

＋23　e職員良

伽ÅÅ
C払C℡伽　℡

嘲員Å℡e℡℡鋸℡℡℡

Ame⊂賊℡咄℡

○恥

℡　℡W肋

●そ，＋　　　●

わ甲l　　　目口

脚亡珊○℡A℡郡℡℡C℡

眺Iq畷恕粗n騨瘍薩℡蹴門

℡C℡m c℡e‰亡℡℡C

弧－bo

C腰
骨

R9urO・1－1・¶e5一喝ionofnuc■00地織岬nCed朋烙P柑・29即邑
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1・3・2　月鵬P旭きGl侶融合遺伝子の一過性発現解析

BY2細胞を用いてpBf221‥：PCaMV35S－GUS，PBJ221・1：：PAtHSP18，2－GUS融合遺伝

子の一過性発現解析を行った0培養2日目のBY2細胞へPa佃cJebomberdmen怯により、

Fig・1－2に示したpBJ221：：PCaMV35S－GUS、PB（221．1：：PAtHSP18．2－GUSを導入し250C、

または、370Cで6時間培養したoX－g－ucにより細胞を染色し、GUSの発現を確認した

結果、PBI221：：PCaMV35S－GUSは、25。C、37。CのどちらにおいてもGUSの染色を確

認したo一方、PBI221・1：：PAt＝SP18・2－GUSは、25。Cでは、細胞の染色は、観察でき

ないが、370Cでは、X瑚ucが分解され青く染色された。

CaMⅥ5S座由1面可

Arabid。p由脚＆2F由呵声司

Figure－1－2・Expres＄ionofA折焙P18・2LGL60rCaMV35S－GL6chimeHcgenein

bombardedBY2ceJJs・Schematicrepresentationofp暮asmidpBI221：：CaMV35S－GUSand

PBJ221．1：：AtHSP18．2－GUS．

1・3・3　月捕P旭きGUざキメラ遺伝子を導入した形質転換体の選択

1・3・3・1pGA482：：PAtHSP18．2バイナ1）－プラスミドの作製

BY2細胞における熟ショックストレスに対して応答を示す熟ショック遺伝子の熟シ

ョックストレス依存的な誘導遺伝子発現を理解するために、A肘SP旭2プロモーターへ

GUS遺伝子を連結した融合遺伝子を作製した。この融合遺伝子をバイナリベクターへ

導入しpGA482‥：PAtHSP18・2を作製したo Fig・1－3に、PGA482：：PAtHSP18．2の概略図
を示す。

H

回

m
〟指

HSE

加地画H靴瀾‖顔＝ヰ1軒祁卑巨
胡腋坤　　　　　　　　　　　　　　◆Hlb一

触仙叫血拙血巾朋肋叫呵

Fjgurel－3・SchematicrepresentationofT・DNAregK｝nOfthebjnaryp．asmidpGA482・

PA一日SP18・2promotercontainsputativeheat－＄hockeIements（HSE＄），RB（rightborders），

LB（Idtborders）・Km（theneomycinphd＄Photransfera＄egene），No＄ter●（thepoJy（A）－

add拍on＄keofthenopaJinsyntha＄egene）・TATA汀m－box），tran＄Cdption＄tartPOSMon
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andATG（translatedin拙onbase）・B（ぬ州）・E（EboRJ）・H（肋7d．JJ）andS（由d）

1・3且2A仇憶PT8・きGlβ融合逮伝子を導入した形質転換BY2の単離とGUS軌織染色

BY2細胞ヘアグロバクテリウム感染法’によりpQA482‥：PAt＝SP18．2のT－DNA領域を

導入し、カナマイシンにより耐性を示す独立した形質転如Y繍胞（BC2，BC5，BC7）

を単離した。GUS組舶色法により、GUSの発現を調べた。野生塑8Y2細胞及び、形

質転換BY2細胞を、2時臥37。Cで熱処理を行った後に、X噌Iucにより組織染色を行

ったoF姉4に示すように、独立した3つの形質転換BY2細胞は、すべて、熱処理を

施した細胞のみが、青く染色された。一方、野生型計佗細胞は、熱処理の有無に恥
らず染色を観察する事はできなかった。

Fjgurel・4・B－GILJCUrOnjdase（GUS）actMyofthethreeindepend帥tlytransformedBY2

CIone＄・BC2・BC5andBC7・harbodngpGA482：：PAtHSP18・2・andthewf．dtypeBY2hosf

C弛Tub馴ntho酢nea¢hp血血nc－oneさe仙鵬劇25。Candon伽柳t¢○他in
¢lon髄¢u仙血はさ70Cfor2h．
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1．3．4　形質転換BY2細胞でのA膵PTβヱプロモーターの転写開始点

形質転換BY2細胞でのGL倍達伝子の転写開始点を決定するためにプライマー伸長法

によるヌクレオチド解像度によ．り購PT8ヱプロモーターからの特異的な転写産物を

観察した。37OCで培養した形質転換BY2細胞より調製したRNAを、5一末端を【γ詑p匝TP

で放射能標識した1本鎖馴鵬プライマーとDN〟RNAハイプリダイゼーションさせ、逆

転写酵素を用いて伸長させた。DNAプライマーにより伸長させた結果、生じたDNA産

物の大きさは、一電気泳動により決定した（レーン1）。また、対照としては、

購PT82竜Uざキメラ遺伝子の転写開始点と思われる部分の近傍の配列を用いた（レ

ーンT，G，C，A）。その結果、転写開始点は、翻訳開始点（＋1）から、上流へ－45bpに位

置することがわかった（F短．1－5）。また、一朝－一吸＝如の位置にマイナーな開始点が存

在した。

叩
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Figurel－5・AnalysisoftranscrlptbnstarlpojntoftheA膵P7e12JUSchimericgeneby

prirTlereXter％ion・LanelthedistrinutionofcDNAm01ecules（indbatedby’）synthesizdjn

伽byMWrevor9etran8Cdptasev血hA鮪肌8hGUStranscdpb（－）a8atemPLate＄・
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1・3・5　ノ4㈹Pほ2プロモーターの熱処理に対する最適誘導発現の温度

形質転換体Bαを貴，恥お・訂，叫喝亜℃の各温度で碑間の熱処理牢施し、
月鵬P旭2プロモーターの転写様式をG膵mRMの蓄稽を指標に調べた。その結果、

GUざmRNAの蓄積は、謂℃の熱処理から検出でき、4併Cでの熱処理で最大蓄積を検

出した0さらに、42℃の熱処理でも、G膵mRMの蓄積を検出することができた。

一方、町境℃の熱処理では、GUSmRMの蓄積は」検出できなかった（勒1－6（A））。

土のときのGUSの発親をGU＄比活性により検討した（F師卵如その結果、m

での熱処理が最も高いGU＄活性億を示した0また、42℃以上の熱処理では、GUS活

性はかなり低い億を示した。β略B併に関しても同様の実験を行ったが同様の傾向を

示した（d細and油○仰）。4弼において、GUざmRNAの蓄積を検出できるにもかか

わらず、GUS活性を検出できないことに関して、キュウリのアスコルビン酸オキシタ

ーゼを占－ドするA駅”遺伝子（0仙訓伯d血・，19叫のプロモーターにGUSを連結し

た融合遺伝子（PGA4紀：画SOl）を導入した形質転換BⅦ細胞を用いて、同様な熱処

理を行い、40℃においてもGUS活性を測定できることからGUSタンパク質の熟失活
ではないことを、明らかにした（F短．1－8（C））。

（A）　　　　　　　田）

・く¢l侍

月¢乃〃

2き御‡5：汀40▲24き（℃）
～叫

看喜

善書

与00

2即

100

il

1ひ

（C）

25】粕35さアl紬＝は1与（℃）触

媒　　■　　　　　　　後　＝　　与

謝転紬H踪－－・
2さ‡○コほ】，104245（℃）

F如帽卜良師0nd鵬仰aきG膵d加即ねg飢¢叫h細＄ho改訳Ⅵ汀加5

tOm輌・丁輌d鵬仰且きGUざ卿悼h加地∽a如＄ho仰（A）．

Therewerehyb血ILzedw肋arq甲JdCTP・址eJed2・1kbpDNAfragmentofGUSgeneora

M他p舶乃〟cM†間mOnt即00d軸血a仙－（飽和nd触れ19叩．T地

坪別批a叫d鵬pro由w訪印P輌yl・0×げ叩m〟喝D肌肋mR仙w缶

u＄edastheinter職Icontrol・Samplesof10帽tOtarRNAwereintroducedineachlane．

G膵a鵬h伽¢曲ddo㈹Bα㈱肌】m曲t輌血h挿A482一
画SOl（C）w即ed蝕m一座d曲r2h仇血相如伯血鵬旭mp馴細∪憫仙
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1．3．6　370Cの熱処理後のA肋悍PTa2プロモーター活性の経時変化

月f〃SP旭2－GU雷融合遺伝子の転写活性の経時変化を解析するために、BC2クローン

を用いて37OCの熱処理によるGUSmRNAの蓄積量とQUS活性について検討した。GUS

mRNAは、熱処理後、15分後に検出され2時間後に最大を示し、4時間後から減少に

転じ、8時間後には、検出できなかった（Fig．1・7（A））。また、GUS活性億は、熱処理

1時間後から急激に増大し、4時間日まで上昇を示したが、8時間目に減少に転じた

（Fig．1－7（B））。250CでのGUS活性債は、39，Opmolrnin’1mgprotein■lであるのに対して

370Cで8時間の熱処理では、41000pmolmin●－m9PmtO好一であり、釣1050倍の誘導を

示した。（Fig．1－7（B））。

（A）

00．250．61　2．18

¶m01叫

ヰ¢l倍

ヰAC¶〝

さ言

竜皇
室ぎ

暑壱

抑

400

800

201

1（l0

0

（8）

0　　　6　　　10　　1博　　　20　　　25

¶mo†叫

Figurel－7．Timecour8eOfexpre＄＄ionof・theA伊侶P18・2・GuSchimerK；geneinBY2ceJl＄

ahrheatshockat370C．（A）accunulatbnofGUStran∝巾t＄du血gincubationofck）ne

BC2at370C．SamplesoflOLJgtOtalRNAwereintroducedinoachLane．Thesewcre

hybridized鵬ththesameprobeforGUSor＾CT7NrTIRNAasu9edinFig．1－6．（B）Cha叩ein

GUSa叫indoneBC2cu仙r由細250C（○）andat370C（●）．
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1．4　考察

本研究は、植物細胞が熟ショックストレスを受けた際の熟ショック信号の伝達機構

を解析し、一群の熱ショック遺伝子の発現が誘導される仕組みを明らかにすることで

ある。そこで、本章では、多量の細胞を扱うことが比較的容易であり、均一な熱処理

を行うことができるBY2細胞を解析の宿主に用いて、シロイヌナズナのA雌PTβ．2プ

白モーターにG∽漣伝子を連結したキメラ遺伝子の、熟ショックに応答した遺伝子発

現をGUSをレポーターとして一過性発現解析、及びA捕P柑．きGUS遺伝子を導入し

た形質転換BY2細胞を用いて解析した。

初めに、本研究に用いたシロイヌナズナの月附SPTβ．2遺伝子には、複数の熟ショッ

クエレメント胆eatShock丘Jement；HSE）が見受けられる。そこで、熱処理に応答し

た遺伝子発現を行うかどうか、GUS遺伝子をレポーター遺伝子に用いてA捕Pほ2プ

ロモーターと連結させたA什惜PTβ．2－GUS融合遺伝子を用いてBY2細胞へPa摘de

bomberdmen怯により一過性発現解析を行ったところ、熱処理によるGUSの誘導発

現を検出した。このことから、BY2細胞内で熱ショックにより誘導発現制御を行う機

構の存在が示唆された。さらに詳しく解析するために、A肘SPほきGU弱虫合遺伝子を

導入した形質転換体を作成した。

Atfm18・2遺伝子の5’上流領域（翻訳領域72bpを含む全長925bp）をGUS遺伝子に

連結しBY2細胞へ導入して形質転換体を作製した。この形質転換体を熱処理したとこ

ろ、熟ショックによりGUSの誘導発現が見られた。転写開始点を調べた結果、翻訳開

始点（＋1）から、上流へ－45bp（一朝－－42）に位置することがわかり、シロイヌナズナ

で報告（TakahashiandKomeda，1989）されている位置（－42）と近接していることが
解った。

これらのことから、BY2細胞内においてもA肘SPTβ．2プロモーターは、熟ショック

による厳密な転写制御がなされていると考えられ、BY2細胞自身も、シロイヌナズナ

の熟ショック遺伝子（Af〃ざP絶句に対する熟ショックストレス応答機構を保存して

いると考えられる。

A捕P旭きGUS融合遺伝子のBY2細胞での最適誘導温度は、370Cであった。

Takahashiら　Orakahashiet aI，1992）は、シロイヌナズナを宿主としたときの

A〟侶PTβ・2プロモーターの最適誘尊発現の温度は、350Cと報告している。宿主による

これらの最適誘導温度の違いは、宿主側に存在する転写制御因子である熟ショック転

写因子胆eatShockEactor；HSF）の性質の違いを、反映していると考えられる。また、

400C以上の熱処理でGUSmRNAの蓄積がみられるのに対してGUS活性が低い、ある

いは検出されないことは、高温での翻訳機構に何らかの調節機構がある可能性が高い

（SchoffJetaJ．，1989；YostetaJ．，1990）。なお、ASO7プロモーターを用いたときのGUS

比活性は、高温領域でも一定であったことから、GUSタンパク質の熟失括ではなく、

おそらく、GUSタンパク質自体が産生されていないと思われる。また、カリフラワー

モザイクウイルス（CaMV）35Sプロモーターを用いた融合遺伝子CaMV35S－GUSを導
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入した形質転換BⅦ細胞を同様に解析したところ、GUS酵素の熟安定性は、25～45。C

の間でほぼ同じであった（datenotshown）。

次に、継続した熱処理に対する月鮪憶P旭2プロモーターの活性を調べた。連続した

熱処理に対しての転写応答は、一過的であることがG（βmRNAの蓄積パターンからわ

かった0これは、BY2細胞における月膵PTβ．2プロモーターの発現は、転写レベルに

おいて制御がされていることを示している。植物のHSFには、構成的に発現するHSF

と熟ショック後に発現する＝SFの2種類が報告されている。形質転換BY2細胞

（Af〃SP旭きG咽は、熱処理後、15分にてGuSmRNAの蓄積を検出することから、

構成的に存在するHSFにより遺伝子発現の活性化制御が行われていると考えられる。

Wuらは、一度、熟応答を行った細胞は、儲処理に対する耐性を獲得して複数回の

熟ショックには応答しなくなることを報告している叩ue【aい錮5）。そこでBY2細

胞においても、熟応答能が変化し熟ストレス耐性を獲得するかどうかを調べた。培養

4日目の形質転換BⅥ！細胞（A捕PTβ且G咽を2時間、37。Cで熱処理を行い、再び通

常培養温度である250Cに戻して24時間培養後に、再度2時間37。Cで熱処理を行った。

この2回目の熱処理の前後におけるGuSmRNAの蓄積を調べたところ、どちらの温度

においてもGUSmRNAの蓄積は検出できなかった（datenotshown）。これは、細胞

が、一度熟ショックを受けて熟応答を行うと2度目の熟ショックには応答しか－こと

を示している02度目の熱処理を行った形質転換BⅦ細胞（月別S戸畑．動乱呵をさら

に通常培養温度（250C）に戻して7日培養後に再び3㍗Cで2時間熱処理を行った。この

3度目の熱処理の前後におけるG（βmRNAの蓄積パターシは、1度目と同じように熱

処理後においてのみGUSmRNAを確認した（datenotshovm）。これは、さらに7日培

養した結果、再び熟応答能が、回復したと考えられる。このように、熟ショックプロ

モーターの発現は、単に熱処理により転写活性化の制御になるだけでなく、積極的な

転写不活性化の制御も有していると考えられる。環境ストレスに対する植物遺伝子の

発現応答は、一過性である例が多い。これまでに、熟ショックプロモーターの転写を

活性化にする制御（acth，ation）には、HSFの関与が報告されている。しかし、転写を

不活性化する制御（inactivation）に関する解析はなく、転写不活性化の制御機構の解

明が今後の興味深い課題である。
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集2章　熟ショック転写因子をコードするタバコ¢DNAの単離

2．1序幹

熟ショック転写因子胆eatShockEactor；HSF）は、熟ショック遺伝子の転写開始部

位の5，上流域にある、非常によく保存された熱ショックエレメント仕ねatShock

丘Iement；HSE）と呼ばれる10塩基対（NGAANNTCCN）の共通配列に結合して転写調

節を行うタンパク質因子である。HSF％伝子は、最初に酵母（WiederrechtetaL，1988）

から単離され、以後、ショウジョウバエ（PJoseta［．，1990）、ニワトリ（Nakaiand

Moふoto，1993）、マウス（SargeetaJ．，1991）、ヒト（RabindaranetaL，1991，Schuet

etal・，1991，Nakai・etaL，1997）及び植物（SchaげetaJ．，1990，HubeJandSchofFJ，1994，

Gag暮iardietaL，1995，Czamecka－VemeretaI．，1995，PrandJetal．，1998）からも単離

されている。酵母ヤショウジョウバエの僻遠伝子は1つであるが、ニワトリでは3種

類、マウスでは2種類、ヒトでは4種類、トマトでは3種類、シロイヌナズナでは9種類、

大豆では6種類の複数の僻遠伝子が単離されている。〃S戸遺伝子の発現様式は、2タ

イプが報告されている。1つは、熟ショックの有無にかかわらず構成的なmRNAの蓄

積を示すタイプで、すべての高等真核生物に見られる。もう1つは、熟ショックによ

ってmRNAが合成されるタイプで、植物に特異的に見られる。

HSFは、4つの機能ドメイン（DNA結合ドメイン、疎水性領域、核移行シグナル、

転写活性化領域）から成るo N末端側に位置するDNA結合ドメインは、種を越えて革
も保存されており、典型的なヘリックス一夕ーンーヘリックタイプのDNA結合モチーフ

ⅣujsteretaI．，1994A，1994B；Harissonetal．，1994）を有している。疎水性領域には、

ロイシンジッパーモチーフ（Landschu．z et aJ．，1988；Rabindran et al．，1993；

0’Shea etaJ・，1991）を含んでいて、三量体形成（ZouetaJ．，1994）に必要なドメイ

ンである。核移行シグナル（Ka（deronetaJ．，1984；RobbinsetaI．，1991）は、HSFの核

への移行に必要である。C末端側には転写活性化領域（Shietal．，1995）が存在する。

一前章において、タバコ培養細胞へシロイヌナズナの血〃5PTβ．2遺伝子のプロモータ

ーとGUSレポーター遺伝子を連結した融合遺伝子を導入した形質転換体が、熟ショッ

クに依存したGUS遺伝子の発現を確認した。一般に熱シ・ヨツタプロモータ■－の発現は1

基本転写因子と転写調節因子により制御されており、この転写調節因子は、構造的に

種を越えて保存されている。植物細胞での熟ショック転写制御機構をさらに詳細に調

べるためには、この転写制御因子を含めた解析が必須である。本章では、タバコ培養

細胞からHSFをコードすると思われる2種のCDNAの単離し、構造と遺伝子の発現様式

に関しての解析結果を述べる。
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2．2　実験村科と方法

2．2．1一般的な方法

DNA、RNAの取扱いは、MolecuJarCJoning（ManiatisetaL，1989）に従った。

2．2．2　ゲルシフト解析

BY2細胞から租核抽出液の調整

SchofFJらの方法に従い租核抽出液を調整した（SchoffJetaI．，1990）。培養4日目の

BY2細胞（新鮮重量）1gを水冷した12．5mIのHomogenizingbuffer（50mMTrisNC［

PH7・5・25mMNaCf，5mMMgCI2，2mMCaCI2，1mMEDTA，0・1％Np－40，14mMβ一

mercaptoethanoI，5％sucr｛）Se，30％gIycerol，2・4pMJeupeptin，8LJMpepstatin）を加

えて日立ホモジナイザ一日G－30（HITACHI，lbaraki，Japan）で、最大スピード30秒を3

回、温度上昇に注意を払いつつホモジナズした。遠心分離（3000rpm，10min，4。C，J2Ml，

Beckman，CA，USA）により上清を除き、沈殿を等量のExtractionbuffer（20mMTds－

HCIpH8・0・400mMNaCJ・2mMMgCb，0・1mMEDTA，1mMDTT，5％g－yceroI，2．4

L）MJeupeptin，8pMpepstatin）に懸濁した。再度遠心分離し得られた上清を租核抽出
液とした。

ゲルシフトに用いるプローブDNA作成

MegaLabe（Kit汀AKARASHUZO，Sjga，Ja陶n）を用いてAtHSP18．2遺伝子のプロモ

ーター領域J24bp～・146bp（転写開始点＋1からの距離）までのDNA断片を【γ32p］ATP
により末端標識して作製した。

ブロープDNAと租核抽出液との結合反応

末端を放射標識したプローブDNA断片9000cpm、1pgのPOly（dJ－dC）、2pgの租核タ

ンパク質をbindingbu＃er（12・5mMT由一HCIpH7・8，5mMEDTA，100mMKC［）中で

230Cで10分間、結合反応を行った。競合実験には、未放射標識のDNA断片を加えた。

ゲル作成と電気泳動とシグナル検出

低イオン強度緩衝溶液（6・7mMT鹿－HC（pH7．5，3．3mMsodiumacetate，1mM

EDTA）を泳動用緩衝溶液とし、4％ポリアクリルアミドゲルにサンプルをアプライし、

一定電圧（200V）で電気泳動を行った。泳動終了後、ゲルをゲル乾燥機（BJO・RAD，CA，

USA）で800Cで30分間、乾燥し（magingPlate（lP）に接触させた。BAS2000イメー

ジアナライザー（FUJIF［LM，Shizuoka，Japan）を用いてIPを解析した。

2．2．3　用非違伝子のCDト叫クローニング

コンピュータを用いたアミノ酸配列モチーフの解析

塩基配列から推定されるアミノ酸配列への翻訳、塩基配列及びアミノ酸配列のアラ
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イメント昧、GeneWorks（OxfordMoIecuJarGroup．Inc．，CA，USA）を用いた。

タバコHSF遺伝子の部分配列を単離するためのRT－PCR

トマトの用非違伝子埴〃S用【X67599】，匝〃脚【X55347】，匝〃β用0【X67601】と出

芽酵母の相済遺伝子γSc〃SFT UO3139】のDNA結合領域内で高度に保存されているア

ミノ酸配列をもとにプライマー（5，－CTI－CCJ－AAA－mC－TTC－ARC－AYA－AYA－AYTTY，

5’－GAA－AIT－CTC－ATT一暮GC－RAA－YTC－CCA－YT－RTC）を作製し、培養7日目のBY2

細胞から調整した全RNAを鋳型にしてGeneAmp RNAPCRK托（Perkin Elmer，CA，

USA）を用いてRT－PCRを行った。CDNA合成、PCR等の条件は、付属説明書にしたが

った。

BY2細胞のcDNAライブラリー作成

培養7日目のBY2細胞から全RNAを抽出し、OIigo（dT）－CefJuJoseType7を用いて

POly（A）＋RNAを調製した。このPOJy（A）＋RNAを用いてCDNAライブラ1）－（lZ4尺

CLONTECH，PaIoArto，CA，USA）を作製した。さらに、培養7日目のBY2細胞を2時

間370Cで熱処理を施した後に、同様の手法でpoly（A）＋RNAを調製した。このpoJy（A）＋

RNAを用いてIgtllcDNAライブラリー（CLONTECH，PaJoA）to，CA，USA）を作製し

た。CDNA合成、ファージへのcDNA導入は、付属の説明書に従った。

タバコ〃S氏DNAのスクリーニング

RT－PCRにより単離してきたBY2細胞のHSFのDNA結合領域に相当するDNAを

BcaBes［MLabelingKit（TAKARASHUZO，Sjga，Japan）を用いて【a32p］dCTPでランダ

ムラベルし、放射能標識したDNAプローブを作製し、プラークハイプリダイゼーショ

ンに用いた。1回目のスクリーニングには、スZ拘Pにより作製したライブラリーを、

2回目のスクリーニングには、Aが川こより作製したcDNAライブラリーを用いた。

ハイプリダイゼーション溶液中（20mM十由一HCJpH8．0，0．1％（WN）SDS，10％

dextran，1×denhartrts，48％（WN）formamide）で＼370C、48時間以上ハイプリグイゼ

ーションを行った0ハイプリダイゼーション終了後、メンプレン（HybondTM－N；

Amersham，．UK）は、2．5×SSC、0．5％SDS溶液を用いて室温で2回、洗浄した。さら

に、370Cで同様に洗浄した。メンプレンは、X線フイルムに2日間、接触させた後に
現像した。

タバコ僻遠伝子の塩基配列決定

侯禰cDNAを持つ組換えファージからファージゲノムDNAを単離し、CDNAを含む領

域をpSKへ、サブクローニングした0塩基配列は、Dye－PrjmercycIesequencingkh

（PerkjnEJmer，CA，USA）を用いて、dideoxychaintermination法（SangeretaL，1977）

によりABIsequencermode］373（App［iedBiosy＄temS，CA，USA）により決定した。そ

れぞれの塩基配列ほ、DDBJ／EMBLJGenBankの塩基配列データベースへ、JV什侶Fl
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匝BO1448司、肋噸招朋BOl珊瑚として登録した。

2．2．4　サザン解析

BY2細胞のゲノムDNAは、Watosonら（WatosonandThompson，1986）に従って調

製した。10柑のBY2細胞のゲノムDNAを種々の制限酵素を用いて完全に鞘化し0．8％ア

ガロースゲル電気泳動により分離した。ナイロンメンプレン（HybondTM－N；Amersham，

UK）へ転写後、NtfJSFIcDNAの5，非翻訳領域（PrDbelA）、及びNtfmcDNAの5・

領域のDNAフラグメント（Probe2A）を【a32p］dCTPにより放射能標識し、ハイプリ

グイゼーション液（0．5MNa2HPO叩H7．2，7％SDS）で16時臥ハイプ1）ダイゼーシ

ョンを行った0ハブリダイゼーション終了後、メンプレンは0．1×SSC，0．1％（WN）SDS
中で650C、15分洗浄し、一郎OCでX線フイルムに感光させた。

2．2．5　ノザン解析

タバコ僻遠伝子のノザン解析は、1．2．6と同様に行っが、プロープ及びハイアリダ

イゼーションの条件を変更した。Ntt＄Fl、NtfmcDNAを鋳型にして、D山A結合ド

メインに相当する部分を除いてIVtFWlの741bp～1322bpをプライマー5，－ACA－

GAT－CTA－CGC竜GT・CGG－AAA－ACC＞GTG－Aとプライマー5，一丁CTCAG・ATC．AGT．

mC－CAG－ACC－TrG－m－CTC－TC、〃什偶の587bp～1511bpをプライマー5，－

AAA－GAT－CTC－CAT－AGA－CGT－AAAJ：CG－GTトCATAGとプライマー5，・CTトCTA．

GAT－TAT－GTmCJCT－GCT－GGA・GTArAGを用いてPCRにより増幅した。増幅した

DNAフラグメントは、PSK・へサブクローニングし【a詑p】dUTPで放射能標識したアン

チセンスRNAをh7伽転写（PrDmega，MA，USA）により作成した。ハイアリダイゼ

ーション液（0・12MNa2HPO4PH7・0，7％SDS，0・25MNaC（，50％（W〃yorTnamide）

を用いて、650Cで16時間ハイプリダイゼーションを行い、最終的に、650Cの0．5×SSC、

0．1％SDS溶液中で洗浄し、－800Cで4時間、X線フイルムに感光させた後に現像した。

2．2．6　アミノ酸配列解釈ツール

計真横は、塩基配列から推定されるアミノ酸配列への翻訳は、GeneWo血s（Oxford

MolecuIarGroup．Jnc．，CA，USA）を、複数のアミノ酸配列間のアライメント及び遺伝

系統樹は、国立遺伝学研究所のMALAiN（仙p伽ww．ddq．nig．acjphtmJsm・
maiVtIustarw－e．htmJ）を、タンパク質のモチーフ構造検索は、ゲノムネット内の配列

解釈ソフト（hqp伽ww．genome．ad．jpnを用いた。
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2．3　結集

2・3・1BY2細胞の核タンパク質中のHSE配列結合因子の検索

シロイヌナズナの鳩P柑ヱ遺伝子岬Ta句の熟ショックプロモーターが、BY2

細胞において熟ショックストレスに依存したレポーター遺伝子の遺伝子発現を顕著に

行うことを射幸で示した0このプロモーターには、熟ショック応答に依存した遺伝

子発現に必要なシス配列である熟ショックエレメン・ト伽細卦血丘如悼nt；HSE）が

保存されている0高等真薇生物にかて、この＝SEに結合し転写を活性化する因子が、

既に同定されており、熟ショック転写因子伽如卦00k的場円という。BY2

細胞におけるこのプロモーターの熟に依存した誘導発熱こは、タバコHSFが関与して

いる可能性が挙げられる。そこで、月椚併ほ2遺伝子のHSEへ結合する因子が伊佗細

胞にかて存在するかどうかをBⅥ測胞の租核抽出液を用いてゲルシフト解析により

検討したoBY2細胞の租核抽出液江Oba∞蝕u加計白地叫¶呵を調製し、

月折恰戸畑βプロモーターのH＄Eを含む領域⊥詑4bp…14飴pを和Rにより増幅し、末端

を【γ御叩により放射標鼓したDNAプロープを用いてゲルシフトアッセイを行った。

その結果、特異的なシフトバンドを検出した（鞄2－1）。租核抽出液中には、この

A什侶P旭gプロモーターのHSEへ結合する因子の存在が示唆された。
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また、BY2細胞の租核タンパク質中にはこのA仇唱Pほ2プロモーターに結合するタ

ンパク質因子の存在が、Shimizuら（Shimizu etaL，1995）により明らかにされてい

る0さらに、詳細にA膵P旭2プロモーターの発現制御を理解するには、このプロモ

ーターの転写制御に関与していると考えられる転写制御因子を含めた給合的な解析が

必要である0そこで、BY2細胞からこの熟ショックプロモーターの転写制御に関わる

と考えられる熟ショック転写因子（HeatShockFacto”SF）cDNAの単離を行った。

2・3・2　BY2細胞の熟ショック転写因子をコードするcDNAの単離

初めに、スクリーニングに使用するプローブを作製した。真核生物のHSFは、DNA

結合領域が種を越えて広く保存されている。そこで、出芽酵母帽C〃附脚3139】

とトマトの熟ショック転写因子岬【氾6760q，毎〃S働【X55糾刀，匝〃和

【X67601］のDNA結合領域内で高度に保存されているアミノ酸配列（LPKYFKHNNF）お

よび（DRWEFANEGZ）に相当するデジェネレイテッドプライマーを作製した（Fig．2－2）。
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SequenCeOftomatoHSFc10neSandapartiaJ＄equenCeOfyeastHSFarecompared．The

COnSenSuSSequenCedenotesinvariableaminoacidresidues・PrimeresposhnforRT－

PCRwerejndicatedattop・Numbersatthedghtside＄hαⅣPOS摘onfromN－termina＝neach

PrOteine＄．

このプライマーセットを用いて培養7日目のBY2細胞から調製した全RNAを鋳型と

したRTPCRを行ったoPCR’により増幅されたDNA断片（Productl，Product2）の塩基

配列を確認したところ、出芽酵母、トマトの熱ショック転写因子のDNA結合領域と高

い相同性を示した（Fjg．2－3）。このDNA断片をcDNAスクリーニングのためのプロー

ブに用いた。

pfO血¢tl　一－－－－－－－ムp珊間GF RmP瑚＿＿…＿
血¢t2　一一－－一一－一乙p 8間GF騨⊂Ⅴ罰湖℡F脚－－－－－
工申ⅡきF24　　－一－－一－－－ムp EⅧ＄さ間E紀nⅧ官員脚F－＿＿＿＿

37

37

Fjgure2－3・Compari＄OnOfnucJeotide＄eqUenCeOfLpHSF24andPCRproduct．Numbers

attherightsideshowpos托ionfromN－termjnalineachproteine＄．

23

i壷



培養7日目のBY2細胞から全RNAを抽出し、POJy（A）＋RNAを調製した。これを用いて

ÅZ礼PcDNAライブラリーを作製してスクリーニングした結果、6．0×1O6のプラーク

から3個の陽性プラークを獲得した。このプラークからcDNAを抽出しpSKへサブクロ

ーニングし塩基配列を決定した。その結果、1つは、完全長cDNAを有していることが

わかり、NtHSFlt名付けた（Fig．2－4）。残りの2つは、完全長cDNAではなかった。そ

こで、新たに培養7日目のBY2細胞を3㍗Cで2時間、熱処理後に全RNAを抽出した。

Pdy（A）＋RNAを調製し、人gtllcDNAライブラリーを作製した。先に単離したNtF＄Fl

をプローブに用いて、5．0×106のプラークをスクリーニングした結果、複数の陽性プ

ラークを獲得した。塩基配列を決定した結果、すでに単離した〃旅情FT以外に新たに

完全長cDNAの存在が分かった（Fig．2－4）。そのクローンを〃僻と名付けた。〃刑SFT、

NtfmのcDNA長は、それぞれ、1639bp，1690bpであった。NtfWl、Ntfmの

アミノ酸をコードしていると考えられる領域は、それぞれ、454bpから1329bpまで

の876bp、285bpから1508bpまでめ1224bpであった。推定されるアミノ酸からの分

子量は、それぞれ、32．1KDa，46．5KDaであった。NtHSFlとNtHSF2の推定されるア

ミノ酸配列を比較した（Fig．2－5）。NtHSFl、NtHSF2のどちらも、N末端側にDNA結合

ドメイン（DNAbjndingdomainと記し、ボックスで囲んだ領域）・を有していた。ま

た、ロイシンジッパー（疎水性アミノ酸をボックスで囲んだ）及び核移行シグナル（NLS

と記し、ボックスで囲んだ領域）を保存していた。また、C末端側にトマトのHSFに

保存されているトリプトファン残基（ボックスで囲んだ領域）が、NtHSFl及びNtHSF2
にも保存されていた。

1量窄　　　50眈甲　　1000上野　1500量窄　　200叫

Ⅳ0．き（W〉

馳．古1（憾ユ）
Ⅳ0．古2（Ⅳ戯1〉
封0．10（打と良好「1）

罰b．13（∬脚1〉

馳．4（∬脚曾I
Ⅳb．3（∬は詔2）

W0．11（∬た丘≦雷2）

Figure2－4・DiagrarTmaticrepre＄entationoftheNtHSF＄CDNA＄．
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Figure2・5・Deduced訂rlinoacid＄equenCe＄OfNtHSFlandNtHSF2JqigrlmentWaSdone

tobcstmachjnboth＄equenCeS．SameandsiJ71iLaraTnfnoaddsinbothHSFsare（’），（：）
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2．3．3　植物HSFの遺伝系統樹解析

植物ですでに報告されている熟ショック転写因子とNtHSFl、NtHSF2との遺伝系統

樹をFig．2・6に示す。各タンパク質名に続いて、NtHSFl，NtHSF2との相同性を示した。

植物のHSFは、大きく3つのグループに分かれる。NtHSFlは、トマトのLPHSF24と非

常に高い相同性（84％）を示した。一方、NtHSF2は、NtHSFlとは、異なるグループ

に属し、どのHSFとも、相同性は低い値（15～47％）を示した。

PoaHSF（28，1さI

J職H＄Fl（28，うOI

LpH＄F8Iさき．さ2I

向ⅥH＄F21（‡‡．｝アI

LpHSF帥t2ち29I

膿＄F2（20，き叫

〟HSF3仔丁，30I

加H＄Ft加，｝句
仙＄円伊6，2句

A椚SF21（23，4丁）

NtHSF2仔○，1

AIH各円鰐，さI

GmHSFさl33，22I

¢mH＄F別（之ア，22I

」賊HSF▲a（さ丁，28I

劇H＄F仙鰐丁，27I

LpHSF糾t糾．29I

濫監描！25，
¢mHSF20仔丁，21I

¢lnHS円さ即，糾I

A椚＄F7（∃汀，2¢I

」叱HSFO（糾，糾I

Figure2－6・HSFconsensustreefromparsimonyanaJy＄is・Theana．ys．＄WaSCOnducted

USingtheMALJNsoftwareattheNationa‖n＄恍uteofGenetics（Mishima，Shizuoka，

Japan）・AtHSFl（X76167），AtHSF2（AJ251865），AtHSF21（U68561），AtHSF3（Y14068），

AkHSF4a（Y14069），AtHSF4b（U68017），AtHSF5（AJ251866），AtHSF6（AJ251867），

劇HSF7（AJ251868），AtHSF8（ACOO2986），LpHSF8（X67600），LpHSF24（X55347），

LpHSF30（X67601），ZmHSF（X82943），GmHSF5（Z46956），GmHSF21（Z46952），

GmHSF29（Z46951），GmHSF31（Z46955），GmHSF33（Z46954），GmHSF34（Z46953），

NtHSFl（ABO14483），NtHSF2（ABO14484），PeaHSF（AJOlO643），
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2・3・4　〟什侶円、冊朋遺伝子のゲノムコピー数

ゲノム上でのコピー数を調べるために、サザン解析を行ったoFig．2－7に示すよう

に、〟姓惜FTは、プローブ1Aを用いたときに、〃抽＝、丘ね剛で制限酵素消化したレー

ンでは、軍つのバンドを検出した。加Rl軋NtHSFcDNA中に制限酵素消化部位が存

在する0良氾RVで制限酵素消化したレーンでは、1つのバンドを検出した。〃抽＝I、

EboRVは、JV姓惜FIcDNA中には制限酵素消化部位は無い。また、Ntfmは、プロー

プ飢を用いたとき一に、肋d＝、励RIで制限酵素消化したレーンでは、2つのバンド

を検出したoFhx］＝、EboR］tもに、Nt＝SF2cDNA中に制限酵素消化部位が存在する。

EcoRVは、JVumcDNA中には制限酵素消化部位は無い（Fig－2－7，－8）。以上の結果か

ら、〟㈹FT遺伝子は1コピー、若しくは2コピー、〟附即習遺伝子は、2コピー存在す

ると思われる0プローブは、相同性の高いDNA結合ドメインを除く領域を【α32p］dCTP
で放射能標識し、ハイプリダイゼーションに用いた。

〟脚　㌔　㌔
1830bp

1棉Obp
［二＿．．＿＿＿．＿．＿＿弓

Pn加1A PlOb018

肌用　　め　　威声

P代加2Å Prob028

Figure2－7・StructureofcDNAforJV酢悠FlandJVumThecodingregIOnWa＄＄hownbya

do＄edbox，andnonhomobgou＄PrObe＄1A（271bp）and2A（532bp）wereusedfor

genomicSouthemhybddizatjon・A川鹿渡nCePrObe＄uSedinnonhemhybddizadonwere

＄叩仙esizedinv托mfromcDNAr6gionsindicatedbyprobelBand2B．
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つ血　　－

2血　　■■

l血　　　－－
1舶　　　「

脚y
・ヨ巨▼■一寸‘

脾

Figure2－8．GenomicSouthemb10tanaJysi＄OfNtHSFlandN折限Tenmicrograms

tobaccoBY2genomicDNAwaBdi9e如dw肘Il（白刃R［），V（EboRV），OrH（伽川）．

Hybridizationwa＄doneathigh＄t血gencyu＄ing【q82p）dCTP－IabeIedprobelAor2A（＄ee

R9．2－7）．MoI8CUl訂＄koma血○怜indi¢atOdinkiloba＄eWOr0lamdaDNAdige8tOd鵬肋5少l．

2．3．5　脚T」〟膵用達伝子mRNAの事棟様式

培養4日日のBY2細胞を370Cで2時臥熱処理を行った。Fi9．2・9に示す冬時間の細胞

から全RNAを抽出し、ノザン解析を行った。用いたプロープは、〟膵FT，〃妨鱈仔の

DNA結合ドメインからC末端例のアンチセンス鎖RNA（ProbelB，Probe2B）を【q

32p］dUTPの取り拳みにより放射能標識したものをh7伽で合成して用いた（Fig・2－7）。
内部標準には、放射能標識したイネのアクチン遺伝子のアンチセンスRNAを用いた。

〃納恰FT，〟絆鰐摺のいずれも、熱処理に関係なく構成的にmRNAの蓄積がみられた。

拍朝柑♂岬

■ト川田富戸†

qせ昏♂＠♂－叫

■－〟仇侍摺

○卓ゆ◎ゆ♂l叫

く十ACm

Figure2・9・NorthemhybridizatjonanalysjsofN膵FlandlV膵之BY2ce［I＄gn｝Wnat

270Cfor7daysandthenjncubatedat37．Cforvariousperiod＄a＄Indicated．Twenty

micrograTnSOftotaJRNAwasIoadedonl％agaTO＄e－formaldehydege16，tranSferredtoa

Chargedny［onmembraTle，andthenhybddizedto【a32p】dUTP・Iabeledanti＄enCeRNAfor

N紙憶F70（相川封智（PrObelBandprob02B．re＄PeCtivery，SeeFig．2－7）．RiceactinDNA

（SanoandYou＄Sefian＄・，1991）wasal＄Ou8edeL＄PrObefor00nStitutjveexpre＄如ngene．
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臣妄二一

転▲

2・3．6　NtHSFl、NtHSF2のアミノ酸配列特性

一般に熟ショック転写因子には、4種の機能ドメイン（DNA結合ドメイン、核移行

シグナル、多量体形成ドメイン、転写活性化ドメイン）が保存されている。NtHSFl、

NtHS矧こ関して、これらの機能ドメインの検索を行い、他の植物種の熱ショック転

写因子との比較の結果をFig．2－10（A）、（B）、（C）に示す。熟ショック転写因子間で最も

保存されている領域であるDNA結合ドメインは、NtHSFl、NtHSF2においても、高度

に保存されていた（Fig．2－10（A））。多量体形成ドメイン中にみられるロイシンジッパー

構造は、疎水性アミノ酸残基の繰り返し数により、2つのグループに分類される。NtHSFl、

NtHSF2は、それぞれ異なるグループに分類された（Fig．2－10（B））。熟ショック転写因

子にみられる核移行シグナルは、S明0タイプとヌクレオプラスミンタイプの2つのグ

ループに分かれる。NtHSFl、NtHSF2においては、NtHSFlは、両方のモチーフを有

していた0一方、NtHSF2は、片方のモチーフしか有していなかった（Fig．2－10（C））。

転写活性化ドメインに関しては、トマトで報告されているC末端に位置するトリプト

ファン残基汀帽uteretaJ・・1993）が、NtHSFl、NtHSF2のいずれにも存在した（Fig．2－5）。
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2．4　考察

これまでに種々の生物種から単離された熟ショック転写因子伽細Sh中三actor
HSF）の構造、及び機能ドメイン解析によると、DNA結合ドメインを構成するアミノ

酸配列が高度に保存されていることがわかっている（Magereta（．，1993）。そこで、パ

ン酵母のHSFNScHSFl（Wiederrdetal・，1988）とトマ川S打LpHSF8，LpHSF24，

LpHSF30（ScharfetaI．，1990）のDNA結合ドメインに相当する領域の塩基配列をもと

にPCRプライマーを作製し、BY2細胞のHSFのCDNA部分をコードすると考えられる

DNA断片をPCRにより合成した。得られたcDNA断片をプローブとしたスクリーニン

グ、さらに最初のスクリーニングで得られたcDNAをプローブとしたスクリーニング

により、計8個の〃的DNAクローンを単離した。そのうち6つは重複するもので最終

的に2種類の〃SFグループに分け、それぞれを〃附SFT、〃㈹佗と名付けた。染色体

上のコピー数は、複数（2コピー）と考えられるのは、BY2細胞が複二倍体であるから
と思われる。

〟附S円、州肘別電のmRNAの蓄積様式は、どちらも熟ショックの有無にかかわらず

ほぼ一定であったことから、ヒトの〃SFに近い転写制御がされている可能性が高い。

アミノ酸配列を比較した結果、トマトのLpHSF24とNtHSFlが84％と高く、DNA結

合ドメインや転写活性化に必要なトリプトファン残基が保存されており、mRNAが構

成的に蓄積している点からも、NtHSFlはLpHSF24のホモログであると考えられる。

一方、NtHSF2は、NtHSFlや、すでに単離されている他の種のHSFとは、DNA結合ド

メインを除いて、あまり高い相同性（最大AtHSF21と47％程度）を示さず、新規なHSF
である可能性がある。

どちらのNtHSFsも、HSFに一般的に保存されている4つのドメイン（DNA結合ド

メイン、核移行シグナル、多量体形成ドメイン、転写活性化額域）を有している。DNA

結合ドメインに関しては、すでに報告されているHSFと比べて差は、ほとんどなく

高度に保存されていた。多量体形成ドメインに関して、疎水性アミノ酸の繰り返し数

が、NtHSFlとNtHSF2とでは異なるが、この数の違いと多量体形成との関係は、明ら

かになっていない0ニワトリのHSF（NakaけndMonmoto，1993）は、組織、器官に
よりホモ3量体ではなくヘテロ3量体を形成することが報告されているが、植物ではシ

ロイヌナズナにおいて、ホモ3量体を形成することが報告されているのみである（Hubel

andSchom，1994）。HSFの核移行シグナルのカテゴリーは、2種類見受けられるが、

現在のところ、これらのカテゴリーの違いによる核移行様式の違いなどは、明らかで

はない。唯一トマ＝」SFに関しては、タバコの葉肉プロトプラストを用いた一過性発

現解析により細胞内局在が調べられており（LycketaJ．，1997）、LpHSF24は構成的に

核に局在するが、LpHSF8，LpHSF30は、細胞を熱処理することにより細胞質から核へ

移行することが報告されているoNtHSFlとGreenFIo帽S品nceprotein（GFP）との融

合タンパク質をタマネギの表皮細胞を用いて一過性発現解析を行ったところ、熱処理

に関係なく構成的に核に局在することが観察した（datanot＄hown）。HSFの転写活性
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化領域に関しては、植物では、唯一トマトの3つのHSF（LpHSF8，LpHSF24，LpHSF30）

において転写活性化に必須なアミノ酸残基が限定されており、いずれのトマトHSFも、

タバコの葉肉プロトプラストを用いた一過性発現解析において、転写活性化能を示す

ことが報告されている（TreuteretaJ．，1993）。したがって、NtHSFlは、（1）LpHSF24

と相同性が高いこと、（2）構成的な核局在を示すことから、機能的にLpHSF24のホモ

ログであると考えられる。ただし、トマトHSFに関して、HSF欠失させた酵母変異株

を用いた相補性試験において、唯一LpHSF24のみ、酵母HSFを相補できないことが報

告されている（BoscheinenetaJ．，1997）。このことから、LpHSF24は、転写活性化能

を有してはいるが、熟ショック応答時のHSP遺伝子の転写活性化には、関与していな

い可能性がある。高い相同性を示したNtHSFlが、LpHSF24と同様に転写活性化能を

有しているか、さらに、どのよう．な遺伝子の転写を調節しているか、今後の興味深い

課題である。N叫SF2に関しては、（1）47％の相同性を示したAtHSF21が、転写活性化

能を有することが報告されており（Noveretaf．，1996）、（2）トマトHSFに報告されて

いるトリプトファン残基がNtHSF2のC末端側に同様に存在することから、転写活性化

能を有している可能性が高い。
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集3章　タバコの熟ショック転写因子の機能解析

3．1序論

転写因子は、一般にDNA結合ドメインと転写調節ドメインから構成される。熟ショ

ック転写因子胆eatShockEactor；HSF）は、■すでに前章で示したように4つの機能ド

メイン（DNA結合ドメイン、疎水性領域、核移行シグナル、転写活性化領域）から構

成されているo HSFは、N末端側にDNA結合ドメインを、C末端卿こ転写活性化ドメ

インを保持している。疎水性領域内にあるロイシンジッパーモチーフは、三豊体の形

成に必要であることがわかっている。現在報告されているHSFには、転写活性化能に

関して2種類のタイプに分類される。酵母からとほでの大部分のHSF（HSFl，HSF2，

HSF3）は、転写活性化に働くタイプである（GreenetaI．，1995）。一方、ヒトマウ

スのHSF4aは、転写活性化領域を欠いており、転写活性化能を保持していないタイ

プである（Nakaietal．，1997）。

熟ショック遺伝子の転写活性化機構に関して、2つのモデルが捷唱されている

（TanabeandNakaj．，1999）。1つ目は、熟ショックの有無にかかわらず、構成的にHSE

へ三量体のHSFが結合している。熟ショックにより、この三量体HSFが、1）ン酸化さ

れ、転写を活性化するモデルである。これは、酵母において唯一見られる（Ha‖adayet

a（・，1995）02つ目は、非熟ショック時にHSFlは、HSP90と会合して細胞質に存在する

が、熟ショックにより核へ移行し、同時にリン酸化、三豊体化されたHSFにより転写

を活性化するモデルである（Zou威aい998）。こちらは、ヒトやニワトリなどに見受
けられる。

植物におけるHSFの解析は、シロイヌナズナが、よく解析されている。シロイヌナ

ズナでは、染色体上に8個のHSFが存在する。構成的なmRNAの蓄積を示すタイプの

シロイヌナズナA捕FT，A什椚mRNAを過剰発現させたシロイヌナズナは、非熟シ

ョック下において低分子量〃SPmRNAの蓄積が見られ、植物体自身は、野生型に比べ

て、熱ショックに対して耐性を示す。また、熟ショックによりmRNAが蓄積するAtHSF4

は、同様の実験から、熟耐性を示さないことが報告されている（HubeIandSchofFJ．，

1994；PrandeletaJ．，1998）。植物に特徴的に見られる熟ショックにより〃SFmRNAが

蓄積するタイプのHSFの機能に関してはまだ不明な点が多い。一方、熱処理に関係な

く構成的なmRNAの蓄積を示すタイプの植物HSFは、他の真核生物にも見られるタイ

プのHSF（HSFl，HSF2，HSF3）と同様に熟ショックストレス下での仰遺伝子の転写

活性化に関与すると考えられる。

前章において、タバコ僻遠伝子の推定されるアミノ酸配列にも、他の真核生物の

〃SFに共通に見られる機能ドメインを有していることを示した。本章では、組換えタ

ンパクを用いてタバコHSFの性状解析を行い、さらに、タバコ培養細胞を実験材料に

用いて、タバコHSF＄の転写活性化領域を限定し、血血での機能を調べることで、植

物のHSFによる熟ショック遺伝子の転写活性化機構を明らかにすることを目的とした。
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3．2　実験村科と方法

3．2．1一般的な方法

DNA、RNAの取扱いは、MoJecuJarC［oning（ManiatisetaI．，1989）に従った。

3．2．2　大腸菌での組み換えNtHSFl，NtHSF2タンパク質の生産

NtHSFl、NtHSF2のコード領域をプライマーセット（5，－GCA－TAT－GTC－GCA－

GAG－GAC－CGT－TCC－Gと5’－CGG－ATC－CCT－ATC－AGT－TAC－AGA－CCT・T）を用いて

NTf＄Flを、また（5，－CCA－mG－GATJGAA－GCTACG・TGC・AGCと5，－GGA－TCC－

TTA・TGT・TT－CTC－TGC－TGG－AGT－AAG）を用いてNtHSf？を増幅し、大腸菌発現ベ

クターPET15b（Novagen，MA，USA）の77プロモーターの制御下において6個のヒスチ

ジンアミノ酸残基と融合するように組み込んだ。M9ZB培地を用いてPET15b：：PNtHSFl，

PET15b：：PNtHSF2を有する大腸菌を250Cで培養しA（A600）が0．5になったときに、

Isopropy（－beta：DJthiogalactopyranosjde（IPTG）を終濃度0．4mMになるように加えた。

観み換えタンパク質の精製は、PETSy＄temManua），6仇Edition（Novagen，MA，USA）に

従った。精製タンパク質は、20mMHepes－KOHpH7．9、20％（WN）gfyceroI、1mMDTT、

100mMKC川こ対して透析し、－800Cで保存した。

3．2．3　組み換えNtHSFl，NtHSF2タンパク質のDNA結合能

AtfW18・2遺伝子の転写開始点から上流T269bp～－118bpまでの183bpのDNAフ

ラグメントの5’末端を【γ32p］ATPを用いてT4po［ynucJeotidekinaseより放射能標識し

たoDNAと組み換えNtHSFl、NtHSF2タンパク質（rNtHSFl，rNtHSF2）の結合反応、

ポリアクリルアミド電気泳動、ゲル乾燥及び、BAS2000を用いた電気泳動のイメージ

解析は、Shimizuら（ShjmizuetaI．，1996）に従った。

3．2．4　キメラ転写因子の一過性発現解析

一過性発現解析に用いたプラスミドDNA（PG4DD，PG4DD－VP16，PG4TS－50

35S伯US）は、Nakayamaら（Nakayama et aI．，1997）に準じた。PBI221－LUC＋

（CJontech，PaIoAKo，CA，USA）は、市販しているのを用いた。プライマーセット（5，・

ACA－GAT－CTA－CGC－CGT－GGG－AAA－ACC－GTG－ACA－CCと5，－TCT－CTA－GATCAG－

m－CAG－ACC－TTG－TTA－CTC－TC）により　NtHSFl（97－292）を、プライマーセット

（5’・ACA－GAT－CTA－CGC・CGT－GGG－AAA－ACC－GTG－ACA－CC　と　5，－AIT－Cm－GAT－

CAA－GGC－JM－TTG－TAG－TCC－ATA－G）によりNtHSFl（97－276）を、プライマーセッ

ト（5’－GCA・GAT－CTT－TCT－GGG－TCC－CGT－GGG－AAA－ATG－ATGと5，－TCG・GAT－

CCT・CAG・m・CAG－ACC－TTG－m－CTC－TC）によりNtHSFl（261－292）を、プライ

マーセット（5’・AAA－GAT－CTC－CAT－AGA－CGTJAAA－CCG－GTT－CAT－AGと5，－CTT

CTA－GAT・TAT－GTT・TTC－TCT－GCT－GGA－GTA－AG）によりNtHSF2（102－408）を、プ

ライマーセット（5，－AAA－GAT－CTC－CAT－AGA－CGT－AAA－CCG－GTT－CAT－AGと5，－
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ATトCTA－GAT－TAA・AAT－m－CCA－CTG－TCT－ACT－GG）によりNtHSF2（102－385）を、

プライマーセット（5，一肌－GAT竜TC－CAT－AGA－CGT－AAA－CCG－GTTCAT－AGと5・－

TCT－CTA－GATTAC－TCT－AAT－GAA－CAA一丁rC－TG）によりNtHSF2（102－279）を、プ

ライマーセット（5，－JM・GAT－CTC－CATrAGA－CGTAAA－CCG－GTT・CAT－AGと5・－

TCT－CTA－GATIAA－CGT－TCA－GTG－AAATAC）によりNtHSF2（102－168）を、プライ

マーセット（5，－GAA－GAT－CTC－AACrAAA，AAG－AAT－GAA－AGC－AAA－CCと5，－CTG＿

GAT－CCT－TAT－GTT－TTC－TCT－GCTrGGA－GTA－AG）によりNtHSFl（372－408）を作製

した。これらのDNA断片をpG4DDのBgJf部位へ導入して各エフェクター遺伝子を作製

した。

タバコ培養細胞の継代培養

BY2細胞の継代培養は、1．2．2に従った。

Particlebombardmentによるタバコ培養細胞へのDNAの導入

BY2細胞へのDNA導入は、1．2．3に従った。

GUS／Luc汗era＄e活性測定

GUs活性の測定は、1．2．6に示したJ鵬rsonの方法に従った（Je侮rsonetaJ，

1987A；Je什erson，1987B）。Luc汗era＄e活性の測定は、PicaGene Luminescence・Kit

（TOYOJNKf，Tokyo，Japan）を用い、使用説明書に従って行った。Lumat（berthoId

LB9501）を用いて、発光量を測定した。タンパク質濃度の測定は、B怜dfordの方法に

従った（Bradford，1976）。BSAを用いて作製した標準曲線からタンパク質濃度を決定

した。

3．2．5　アンチセンスRNAによる内在NtHSFl、NtHSF2への抑制効果

3・2・2で作製したpET15b：：P〟膵Fl，PET15b：：PNtHSF2プラスミドの8gJI、BaJT州

により切り出されるDNAフラグメント（NtHSFl、NtHSF2のそれぞれのコード領域）を

PB1101日mバイナリープラスミドの由ノーl川部位へ導入した。

形質転換BY2細胞の作出

タバコ培養細胞へのNtHSFl、NtHSF2のアンチセンスを発現するキメラ遺伝子

（PCaMV35S－anti＄en＄SeJVtfJSFl、PCaMV35S－antj＄enSeN糾昭の導入は、1．2．4に示

したアグロバクテリウム法により行ったが、アグロバクテリウムはEHAlO5を用いた。

形質転換の宿主に用いたBY2細胞には、すでにA仇憶Pほ2－Gl侶融合遺伝子を導入して

あり、カナマイシン耐性であるため、ハイグロマイシンにより形質転換カルスの選抜

を行った。

導入アンチセンス遺伝子の確認
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BY2細胞の染色体上に導入した遺伝子が組み込まれていることを調べるために、導

入した遺伝子に特異的なプライマーセット（Al：5，TCG－GAT－CCT－CAG－TTA－CAG－

ACC－TTG・m－CTC－TC，Sl：5，－GCATAT－GTC－GCA－GÅG－GAC・CGT－TCC－G，A2：5，－
CTG－GAT－CCT－－rAT－GIT・TTC一TCT－GCT－GGA－GTA・A，S2：5，－AAA－GAT－CTC－CAT－

AGA－CGT・AAA－CCG・GTr－CAT－AG，NT：5，－ACC－GGC－AAC－AGG－ATT－CAA－TC）を

用いて、BY2ゲノムDNAを鋳型としたPCRを行った。BY2ゲノムDNAは、Jsogen

（N（PPONGENE，Toyama，Japan）を用いて調製した。PCRの条件は、rTaqpolymerase

（TOYOBO，Osaka，Japan）の添え付けマニュアルに従った。

アンチセンス遺伝子の発現

導入したアンチセンス〟〟侶FT、〃肘派遣伝子に対応するcDNAに特異的なプライ

マーセット（アンチセンスNtHSFl用に、5，－ATG－CTG－ATG－TGC－CTG－GTA－CCと5，一

GAT－ATA－CCA－TGG－GCA－GCA－GC），（アンチセンスNtHSF2用に、5，－AGG－CCA－

TGATAGA－TTC・TGT－GCと5’－GAT－A－TA－CCA－TGG－GCA・GCA－GC）、及び、内在性の

〃糾併丁、〃〟侶用達伝子に対応するcDNAに特異的なプライマーセット（内在〟捕FT

用に、5，－CAA－CCG－TAT－CAT－TAG－CCA－AGGと5，－GAT－GCA－TGA．AGC－TAA－TCT＿

GC），（内在NtF＄F2用に、5，－GAT－CAA－GCT－TGG－ATA－CAG－CAGと5，－TAC－AAC－

AAG・CCA－GAA－GGC－A）を用いて、培養4日目の各形質転換BY2細胞から全RNAを調

製し、CDNAを合成した。RT－PCRにより内在性Ntf＄Fl、N附S用達伝子とアンチセ

ンス〃附SFl、〟捕用埴伝子のmRNAの蓄積量を調べた。内部標準としてタバコAot

遺伝子の蓄積量をプライマーセット（5，－CCTCTTAACCCGAAGGCTAAと5，－

GAAGGTrGGAAAAGGACTTC）を用いて同様に調べた。RT－PCRの条件等は、2．2．3

に準じた。

GUS活性測定

GUS活性の測定は1．2．3に従った。

タバコ熟ショックタンパク質をコードする遺伝子の単離

熟ショックタンパク質HSP18、HSP70、HSPlOlをコードする遺伝子のBY2細胞で

のホモログを単離するために、シロイヌナズナとタバコにおいて既に単離されていた

各遺伝子（A仇憶PTβ【X17295】，〃雌PTβ匝F16627孔【X70688】，月膵P乃匝JOO2551】，

A什侶C乃　Ⅳ17053】，州〃富戸花餅63106】，A肘SPTOT　匝F218796】，〃椚S戸畑丁
笹FO83糾3】）の保存されている領域において以下に示すデジュネ■レイテッドプライマ

ーを作製したo BY2細胞の腫PTβホモログを単離するためのプライマーセット（5，－

AIT・CCA・AGY－Wm・T汀－GGW－GGW－MGM二AG　と　5，－AGY－ACW－CCA＿mTCC＿

A－rW－GYW－GCY－TT）、・HSP70ホモログを単離するためのプライマーセット（5，－AAC－

CCA－AmATトGCS－AAR－ATG－TAC・C　と　5，－CTT－CIT－CAA－TYT・TWG－GSC＿CWG＿

CAC－C）、F＄PlOlホモログを単離するためのプライマーセット（5，－TTC－RAT－CCT－
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CAT－CTT－CT「－SAC・YGC－YTGと5，－GAT－GAR－AAC－TCM－ACK－GTT－TAC，ATA－GAT－

GC）を用いて、培養4日日のBY2細胞から調製した全RNAを用いてRT－PCRを行うた。

RT－PCRは、GeneAmpRNAPCRKit（PerkinEImer，CA，USA）を用いて行った。増

幅されたDNAは、PSKにサブクローニングし、塩基配列を決定した。これらの塩基配

列をNationar Center for Biot＃hnologyInformationのBLASTデータベース

（h叩：仇w・nCbi．bla飴Oa和明に対してホモロジー検索を行った。

〃SP略〃SP7P，〃£Pれ〃及びGlβmRNAのノザン解析

GU等速伝子のコード領域、及び、BY2細胞の熟ショックタンパク質遺伝子（〃餅りβ，

〃SP70・FWlO7）の部知DNAを鋳型としてBcaBesFd（abe［ingK托（mKARASHUZO，

Siga，Japan）を用いて【a32p］dCTPにより放射能標識し、プロープとして用いた。ハ

イプリグイゼーション等の条件は、1．2．6に準じた。
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3．8　結果

3・亭・1大腸菌にて生産させた組み換えタンパク質のH＄∈結合能

棚拶F7、醐侶佗のコード領域をロブロモーターの制御下で、大腸菌で大量生産し

たoN末端に鯛のH繊基を敵合させたこの組み換えタンパク質（rNtHSFllrNtHSF2）

は、Ni・mアガロースカラムを用いて精製した。精製度をSDS一ポリアクリルアミド

電気泳動により検討し、どちらの組み換えタンパク質もほぼ単一であることが分かっ

た（Fig・3－1（A））0これらの楷製組み換えタンパク質のDNA結合能をゲルシフト解析に

より調べた。A鮪恰Pすa2プロモーターの→望8、イ3までHSEを含む領域をPCRによ

り増幅し、【γ詑p】ATPを用いて末端を放射能標識しDNAプロープとした。また、競合

DNAに、合成オリゴヌクレオチドを用いてmonomorH＄Eを作製し、さらに、この

monom即HSEをタンデムに3－4個を連結し‾た一igetodmonom即日SEを作製した

（Fig・3－1（B））o以上のようにして調製した組み換えNtHSF＄タンパク質とHSEDNAプロ

ープを用いてゲルシフト解析を行い、組み換えタンパク質のDNA結合能を検討した。

その結果、両親換えNtHSFsタンパタ質とも＝SEを含むDNAブロープへ特異的な結合

を示した（Fig・3－1（C））oこのとき、用いた核抽出液恥bacco蝕uclearExtract；TNE）に

よりDNA－タンパク質複合体の移動度に差を観察した0競合DNAにHSEを1個持たせた

もの（monomerHSE）、3～4個をタンデムに連結さすたもの（rigatedmonomerHSE）を

作製して用いたが、どちらの競合DNAを用いても、シフトバンドは鞘失した。
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332　転写活性化能の検討

3．3．2．1一過性発現に用いた欠失コンストラクトの作製

CaMV35Sプロモーターの支配下に出芽酵母の転写因子であるGAL4のDNA結合領域

に相当するDNA断片を連結したpG4m（N如唱ym由れ19卯）を用いて、仙の

DNA結合領域とN仙＄Fsとの融合タンパク質を発現するエフェクターの構築を行った。

Nt帽Flについては†内在のH＄Eとの相互作用を防ぐために、DM腐合領域（N末端側

から鍾アミノ酸残基）を除き、97番目のアミノ酸韓基から2詑番目pG4Dか

WSFl（97－2詑）、97番目から276番目pG4DD－N糾＄Fl（97－2乃）、および祁1番目から

292番目pG4DD－NtH＄Fl（261－2詑）をそれぞれGAL4のDNA結合領域と連結した

（陶．3－2ト　N椚SF2についても、DNA結合領域仰末端側から101アミノ酸残基）を除

き、102番目のアミノ酸残基から408番目pG4DD・N肘SF2（102ヰ08）、102番目から3貼

番目pG4DD－NtHSF2（102一鎚5）、102番目から279番目pG4DD－NtHSF2（102－279）、102

番目から168番目pG4DD・N肘SF2（102・1甲）、そして372番目から408番目pG4DD－

WSF2（∽ヰ08）をそれぞれGAuのDNA結合領域と連結した（Rg．8句。また、負の

対照としてG札4のDNA結合領域のみを発現するpG4DDを、正の対照としてヘルペス

ウイルスの転写活性化因子であるVP16の転写活性化領域をG仙のDNA結合領域と連

結したpG4DD－VP16を用いた（F短．3，2）。レポーターとしては、GAL4ゐ認識配列（17

－mer）を11個持つCaMV35Sの最小プロモータ∵とGLJS遺伝子を連結した（PG4TS－

50－35訂GU＄）を用いた（Rgβ・2）。
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3．3．2．2一過性発現によるN糾SFl及びNt哺陀の転写活性化能

・GMのDNA結合領域とN肘SF＄のm仏結合領域を除いた融合遺伝子pG4Dレ

N鵬Fl（97・㍑トとpG4DD－Nt＝＄F印舷側8）を用いて、タバコ培養細胞を宿主に用

いてpa伽b如m鵬血e戚により一過性発現実験を行い、G仙・Nt目的キメラ転写

因子の転写活性化能を検討した0一過性発現実験には、鞄ふ2に示したエフェクター

としてPG4DD、PG4DD・VP16、PG4DD・Nt＝的のいずれかを02pglレポーターとし

て西4TS－5M5∽漬を2帽、そして内部標準としてpB彪1⊥∪むを1拍用いた。導

入後別時間経過した細胞抽出液のGUS括性及汎UC活性を測定し、GUS活性をLUC

活性で補正した相対GUS比活性をF脚に示した。な臥PG亜Dを用いた時の相対

GU＄比活性を10弼とした0その結果、PG㈹かWS円即－2詑）では、PG4DD～甲16

よりもかなり低い相対GUS此活性を示し、また、PG4∞を用いた場合よりも低かっ

た。PG㈹D－N㈹陀（102棚8）では、PG㈹かW16に近い相対Gリ馳活性を示した。
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3．3．2．3　NtHSFlの各欠失コンストラクト

3・3・2・2で示したpG4DD－NtHSFl（97－292）は、転写活性化能を示さず、逆に抑制す

る傾向が見られた。融合タンパク質の分子内相互作用等が、抑糾こ働いている可能性

を考慮し、さらに領域を限定した。トマトの＝SFsで行われた一過性発現実験汀帽鵬r

etalり1993）をもとに、トリプトファンモチーフが転写活性化領域であると考え、ト

リプトファンモチーフを欠失させたpG4DD－NtHSFl（97・276）とトリプトファンモチ

ーフ■のみを持つPG4DD・NtHSFl（261・292）を用いて先種と同様に一過性発現実験を行

った（Figふ4）0その結果、NtHSFlについては解析に用いたすべての構築において、

PG4DDとほほ同じか、それよりも低い相対GU＄比活性を示し、転写活性化能は認め
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indopond即tOXPO仙1e鵬a伯油own．
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3．32．4　NtH＄F2の各欠失コンストラクト

3．3．22に飢－てpG4DD－NtHSF2（102408）の相対GUS比活性は、PG4DD－VP16と近

い億を示し、転写活性化能を保持していたので、更に転写活性化能の保持に必要な領

域を限定した。Nt嶋Flと同様に■トリプトファンモチーフを欠央させたpG州別｝

N糾SF2（102胡5）、＄V咄のGCボックスと特異的に結合する転写因子である＄可の転

写活性化領域である高グルタミン領域（C肌怜y，a雨¶れ19鱒）を二つ含む

pQ4DD⊥NtHSF2（102一閃）、高グルタミン領域を一つ含むpG4DD・NtHSF2（102・168）、

トリプトファンモチーフのみを含むpQ4DD－WSF印椚MO8）を用いてsきほどと同

様に一過性発現実験を行った（F紳5）。その結果、PG4DD・N肘S陀（102・3貼）では、

pG4DD－NtHSF2（102408）と岡雀度の転写活性化能を検出したが、PQ4DD－

NtHSF2（102－279）、PG4DD▲NtHSF2（102－168）、PG4DD・NtHSF2（372・408）では、PG4DD

とほぼ同じ相対GUS比活性を示し、転写活性化能は認められなかった。また、

pG4DD・NtH＄陀（372408）は、転写括性化能を検出できなかった0
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＋†÷
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3■3■3　冊〃的アンチセンス鎖を過剰発現させた形質転換BY2の熱ショック応答への
影響

3・3・3・1NtH＄Fきの発現を抑制したタバコ培養細胞の作製

わ血でのト肘1SFsの機能を解明するために、各アンチセンス〃附£F†、〃傭を

過剰発現させた形質転換体BY2を作製した。その際、導入した遺伝子発現の影響を解

析するための宿主には、購P旭きGL憶融合遺伝子が導入されている形質転換体BY2

細胞TCF（Dansako，1998）を用いた。CaMV35Sプロモーターの制御下で各アンチセ

ンス仰、州州別習を発現する遺伝子を構築し、バイナリーベクターPB‖01Hm2

に連結した（F短・3埼）。者達伝子をアグロバクテリウム感染法により、既に

A鱒PT乱2竜Uざ融合遺伝子を導入してある形質転換馴佗細胞TCFへ導入した。用い

た宿主のBY2は既にカナマイシン（伽）耐性であるので、ハイグロマイシンB（鴫）に
よる選抜を行った0得られたカルスを無作為に選抜し、ゲノミックPCRを行った結果、

選抜した細胞で目的遺伝子の導入が確認された（F紳8）。
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phmerisindicatedbyarrow・35Spro（PrmterregionofthecalMowerrTlOSaicvirus35S

dbosomaLRNA9ene）．NOSter（PO～－aden匝tionsigruIofthonopalinesynt旭Segene）・

P）PCRandydsofg8nOmk；DNAfromtranqenkBY2ceTl＄・Ampl掴fragnwtswere

坤d叫1％如椚卵卵摘鹿叫帥椚由訂dd曲舶dbydh仙m＄t釧ng・T鵬do㈹

nurhbersareindicdedtheuppereachpaneLPC：bharyv由0持u岳eda＄temPtate・

3．3息2．形質転換体でのアンチセンス遺伝子の発現

得られた形質転換体BY2細胞から全Mを調製し、0蜘dTプライマーを用いて

畑NAを合成した。このCMを鋳型もこ用いてPCRにより、導入遺伝子の発現を確認し

た。用いたプライマーセットは、F脚に示す。初めに調整した仝RNAに染色体DNA

が混入していないことを確かめた。その後、内在性の〟鵬Fす、〃憫及び、導入し

たアンチセンス〃膵Fす、州〃ざ佗をそれぞれの形質転換体に対して調べた。その結果、

形質転換体（A13、A16、彪3、切にか－て、導入したアンチセンス〃机憶FT、〃偶

の発現が、観察できた（F短．3増）。
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3．3．4　各形質転換体の熱処理によるAt〃SPほ2－GUSの発現様式

3．3．4．1370Cでの熱処理を持続させたときのGL侶遺伝子の蓄積株式

AtFW18．2－GUS融合遺伝子を導入した形質転換BY2細胞へ、CaMV35S－

antisenseJV膵Fl、CaNV35S－antisenseNtf＄紹融合遺伝子を導入し、二重形質転換体

BY2細胞を用いて、導入した各アンチセンス〃肘S俺が、A什JSPTβ．きGUS融合遺伝子

の発現に及ぼす影響を調べた。A捕P旭2プロモーターは、HSEを複数個持っており、

NtHSFsが月什惜P18．2GUS融合遺伝子の発現制御に関っていることが予想される。継

代後4日培養した形質転換体BY2細胞を270Cもしくは370Cで2時間の熱処理を行い、租

酵素溶液を調製し、GUS活性を測定した（Fig．3－10）。その結果、どの形質転換体にお

いても、．270CでのGUS此活性は、二重形質転換の宿主に用いたTCFと変わらないが、

370Cで熱処理した後は、TCFよりも低いGUS比活性を示した。

（A）アンチセンスNtHSFl導入形質転換体

宣∴臼∴日日
濫盲　朝

詑……
0

国 国
A12・A13

国
TC野Alユケ A16

（B）

1¢．一0

鼠．吾郎

鰻莞
0．

アンチセンスNtHSF2導入形質転換体

‥国・悶□国目
TCF A軍　A25　A2ア

Figure3－10・ExpressjonoftheA紺P18・2－GUSchimericgenebyheattreatmentofBY2

CeJI＄jntroducedantisenseJVtfWland〟折憶f之CeJIsof4daysgrownat27。Cwere

treatedfor2hoursat270Cand370C．

次に、アンチセンスを導入した形質転換体におけるA肘SP柑．きGUぶ融合遺伝子の転

写活性の経時変化を解析するために、370Cでの熱処理によるGUSmRNAの蓄積量に

ついて調べた。GU雷プローブを用いたノザン解析を行ったところ、アンチセンス〃糾富戸T

形質転換体（A13）のGUSmRNAの蓄積パターンは、二重形質転換の宿主に用いたTCF

と異なった（Fig．3－11）。TCFは、熱処理後15分から1時間日までの間に、GUSmRNA

の蓄積をみることができたのに対してアンチセンス〟肘SFT形質転換体は、熱処理後1

時間から3時間目までというようにずれることが判った。アンチセンス〟什烙佗形質

転換体（彪3）のGUSmRNAの蓄積パターンは、熱処理後15分から1時間目までの間

に見ることができ、二重形質転換の宿主に用いたTCFとあまり大差はなかった。
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3．3．42BY細胞の内在する熟ショック遺伝子の発現様式

3．3此1BY2熱ショック遺伝子醐β叩〃膵珊〃膵Pプロ偶分配列めN蛸離

シロイヌナズナとタバコにかてすでに単断れている熟ショック遺伝子のC末端

例の相同性の高い領域においてプライマーを作製し、BY細胞から調整した全印刷か

ら合成したdNAを鋳掛こ用いて、町－PC唯によりBY2の各ホモログ遺伝子を単離し

た陶ふ－2）0相同性癖の結果、それぞれ、脚評略脚ざ珊〟捕印丁のBY2
細胞でのホモログをコードする遺伝子の部分記列であることが判明した。このDNAフ

ラグンメントを帥てアンチセンス過剰発現形質転斬Y2細胞での、熱処理による各

mRNAの蓄積様式を調べた。

（A）
■ヒ■■■1●町Il

■t■■■l■t■■l＝tTl

甘脚〆Il●l呵
二＿二＿＿「■■＝＝

■t■■■1■P王II

■tpu■■l●OTI

■脚押
印

■ヒpl●■コ℡I

脚札○脚陀？I
脚■lO即け〉
岬■

脚●叩I
椚が℡1●脚
Jt■■■1●F▼○●●lI

Cd脚■

●＿一－－－・｛l■

嘩
一■Ⅶ○
■鶴．山繭■

軸
如
下山■
軸

一正廼車型u

＋　十　二十＋十イ十＋

1融け
虫垂享年』叫

脚
脚
脚

脚
輌i
叫
≒∴こ・＝i

州脚
卿
t■脚

伽伽i
別伽iil
■虞【ltiiii■

脚■
畑娼■
卿
師■

血
与川■
i画
一

れ
p騨声a■▼嬰陛i
甘■■．tt■耶

47

月Ⅶ野Ⅵ∬帽

脚y
脚℡
脚■什

WtOェ■

Ⅶ脚
Ⅶ仰
Ⅵ仰

陛甲Y●■■叫
事一明y
珊▼

＿＿一・－■世事

脚
●■l■－■■■■

．∫．脚
貯
把醍
醐正
岬

，7

80

如

卯

■▼

憲

一．．H－．．．．．．．．－－一　　泊●

罰聞k竺ヰ・1坤
［　＿　　＝二　1■■

捌E■．15■

認

諾



甘伽70I班2I
捕℡70（▲J002朽1I
雌C701n705きI
甘伽TO閑ほ10ぢI
Coh■…

甘髄℡？○（BT2I
▲脚TO仇J002551I
▲倣汀○（n705きI
y倣り○（王古3106I
亡O一書●仙

触101即003き▲3I
仙■101IⅡ2I
▲Wl01（▲m書70fI
¢on■●納■

Wl01†▲爪83ユー3I

脚101草ば2I
▲u肌01脚70占I
⊂on■●独■u■

Wl01P∬003343）
聴101t玉王2I
▲伽101脚10一身6I
¢嘲■じ■

（B）

（C）

－●－■－・・一●■”pエエ此押▲D珊胴¢醐　　　40
肋間肌はm－¢6さ¢一－－－G■¢PE　　“5
仙エ℃瞥閻輪五職場は耶℡一一弘伊－－－－紺R　　卓44
些ぎr叩▲珊■皿珊■■℡■　　■割印
R．RJ虚‥q■別：判愉　‥¢…．00．．♪．

工EE－－

工王立VD

i融
通ⅣD
工飢

．¢．員．¢…．弘広戸R　　古50

43

古50

古▲0

5丁3

古55

m m王R脚最も幻肌E工＝Ⅷは醐　○▲○

▲1D王羊！婁空事丁

山．ェ■．暮雷丁

棚R
即まm

¢棚
嘲tR

閥tR耶
珊＝RⅣ．王．m

Ⅵm岬工Lェ
Ⅵm叩m
Ⅶ一附▲　耳℡q■■丘DVu

Ⅵm御

伽p　一一－
玉一一一－－－－－－一・・一一一

王E＝M王鍼＝玉D

m．．五．－・－－－

ーーーーーーーーー一　朝t♪丸　　　　9
椚工面i澗　　050
助．ⅥR王五エ　p耶m　　850

卿叩血卿D叩
ェエumD卿
卯椚貯－RきD叩

○クー

さ0

8タ7

タ00

00一

石○

事11

Figure3－12・Deducedaminoacidsequencesof（A）NtHSP18，（B）AtHSP70andNtHSP70，

（C）AMSPlOlandNtHSPlOl・Al短nmentwasdonetobe＄tmaChinbothsequences．

Sameaminoacidsjnboth＝SPsareindicatedin’consensus．（AWl＆2匹17295］，

AuW70匝JOO2551］，AtHSC70rY17053］，AtfWlOl【AF218796］，JV附SP18匝F166277］，

匹7咋8軋〃打侶P7ロ坪田106】，〟折恰PプロT【AFO8334司）

3・3・4・2・2　BY2熟ショック遺伝子Ntfm18，NtHSP70，N捕PlOlmRNA蓄積パターン

〃£PTβ，〟附SP乃，〟捕戸川丁それぞれを、プローブとして37℃で5時間熱ショック

を行ったTCF（二重形質転換の宿主）のHSP柑，NtHSP70，N雌PlOlmRNAの蓄積を

ノザン靡析した（Fig．3－13）。その結果」〟捕P18；NtHSP7qN什惜PlOIGま、TCFにお

けるGUSと同様なmRNA（15分～2時間）の蓄積様式を示した。次に、アンチセンス

〃附SFT、〃糾S仔を過剰発現させた形質転換BY2（A13）を同様に5時間熱ショックを

行い、NtHSP18、NtHSP70、州〃SPlOlのmRNAの蓄積様式を調べた（Fig．3－13）。そ

の結果、すでに示したGUSmRNAと同様に、mRNAが蓄積してくるまセ、15←30分

かかり、通常、二重形質転換の宿主に用いたTCFでは4～5時間目には蓄積していない

はずのmRNAの蓄積が観察できた。これは、NtHSP18、N捕P70、N雌PlOlの3

種類の遺伝子すべてに同じことが観察できた。また、アンチセンスNtHSF2を過剰発

現させた形質転換BY2P23）に対しても同様のノザン解析を行った（Fig．3－13）。その

結果、二重形質転換の宿主に用いたTCFと比べて〃什烙PTβ、〃膵P乃、〃什鱈P〃〃

の3種のmRNAの蓄積様式に大きな変化はなかった。
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3．4　考察

すでに、1章、2章において、「（1）ArabidopsisHSP18．2－GUSキメラ遺伝子を導入

した形質転換BY2細胞を用いた解析から、タバコにおいても熟ショックストレス応答

機構が保存されていや、（2）BY2細胞には、2種の熱ショック転写因子が存在する」と

いうことを述べた。本章では、2章において単離してきた2つのタバコ熟ショック転写

因子の機能に焦点を当てて、BY2細胞での熟ショック遺伝子の発現の誘導機構に関し

て考察する。

一般に、転写制御因子には、大きく3つの機能ドメイン（DNA結合ドメイン、核移

行シグナル、転写活性化能）がある。前章で示したように、NtHSFl、NtHSF2にも、

これらの機能ドメインがみられる。そこで、これらの機能ドメインについて、Gノ比4

遺伝子を用いたワンハイブリッド系ヤアンチセンス遺伝子導入による効果をBY2細胞

を用いて検討した。

ショウジョウバエのDmHSFlや、シロイヌナズナのAIHSFlを大腸菌で生産させ

た組換えタンパク質は、アミノ酸配列から推定される分子量よりも大きいことが報告

されている（CIosetaJ．，1990，HubeJandSchofn，1994）。大腸菌で大量生産した組換

えNtHSF（rrNtHSFl、rNtHSF2）も、同様に推定アミノ酸から算出される分子量（42．4

kDa、66．2kDa）よりも大きい値を示した。rNtHSFl、rNtHSF2のどちらも、At〃SP18．2

プロモーターの5’上流域183bp（－269bp～－118bp）へ結合し、モノマー及びポリマー

のHSEによりシフトバンドが競合したことから、両rNtHSFは、HSE配列へ塩基配列特

異的なDNA結合能を有していると考えられる。Shimizuらは、■BY2細胞の租核抽出液

には、モノマーHSEによりシフトバンドが競合されるタンパク質因子とライゲーテイ

ッドモノマーHSEによりシフトバンドが競合されるタンパク質因子の2種類が存在す

ることを報告しており、結合しているタンパク質因子が単量体と多量体の違いによる

のではないかと推定している（Shimjzuet．aL，1996）。両rNtHSFは、用いた競合DNA

の種類に関係なくシフトバンドが競合されることから、単量体と多量体の混合した状

態にあるのではないかと考えられる。

酵母の転写因子GAL4のDNA結合ドメインとその標的シス配列をCaMV35Sコアプロ

モーターの5’上流に挿入し、GUS遺伝子を3，下流に挿入したpG4TS50・35S／GUSキメ

ラ遺伝子とを用いて、GAL4のDNA結合ドメインにNtHSFl、NtHSF2の各種領域を連

結したキメラ転写因子を用いて転写活性化に必要な領域の限定をBY2への一過性発現
解析により行らた。

NtHSFlは、用いたすべてのキメラ転写因子pG4DD－NtHSF（97－292）（97－276）（261－

292）において転写活性化能を示さなかった。一般に、転写活性化能を有しているタ

イプのHSFは、C末端側に転写活性化を抑制する領域があり、この抑制領域を欠失さ

せると転写活性化能を示すことが判っている（Shiet争11995）。C末端領域を欠失させ

たMHSFl（97－276）は、転写活性化能を示さなかったことから、2つの可能性が考えら

れる01つ目は、ヒトや、マウスにおいて報告されている転写活性化能を有していな
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いタイプのHSF（HSF4a）である可能性と、もう1つは、GAL4とのキメラ転写因子で

あるため立体構造などのタンパク質レベルの修飾が、本来と異なるために転写活性化

能を示すことができない可能性である。そこで、これらの可能性は、アンチセンスmRNA

を発現させた形質転換体を用いて調べることにした。なお、転写活性化能を見ること

ができなかったので、NtHSFlに関して、GFPとNtHSFlの融合タンパク質をタマネ

ギの表皮細胞において一過性発現解析を行ったところ、各へ局在することが判った

（datanot＄hown）。

NtHSF2は、調べたキメラ転写因子のうち、全長（DNA結合ドメインを除いた）を用

いたpG4DD・NtHSF2（102－408）や、‘さらに、C末端側を23アミノ酸残基欠失させた

PG4Dt）－NtHSF2（102－385）は、転写活性化を示した。C末端側から279アミノ酸残基

まで欠失させると、転写活性化能を示さなくなることから280～385番目のアミノ酸残

基が転写活性化に必要な領域であると考えられる。この領域の306～327番目のアミノ

酸残基には、一般的な転写活性化領域と考えられている酸性アミノ酸や水酸基を持つ

アミノ酸などを多く含んでおり、この領域が転写活性化に効いていると考えられる。

2章で示したように推定されるアミノ酸配列から構造がHSFに酷似していること、

DNA結合能、核局在性、転写活性化能などから、NtHSFl、NtHSF2は、熟ショック転

写因子である考えられる。

そこで、h7VibでのこれらNtHSFl、NtHSF2の熟ショックプロモーターへの影響

を調べるためにそれぞれのアンチセンスRNAを構成的に過剰発現させた形質転換体を

作出し、轟ショック遺伝子の発現への影響を調べた。すでに、熟ショックにより誘導

発現することがわかっている月掛惜Pほ2－GL熔融合遺伝子を導入した形質転換BY2細胞

を宿主に用いて（Dansako，1998）、CaMV35S－antisenseN糾SFl，CaMV35S－

an鹿onse棚融合遺伝子を導入して2童形質転換BY2細胞を作出した。アンチセン

ス〟什岱FT，仙川S摺を過剰発現させたどちらの形質転換体において、370Cで2時間の熟

ショック後のGUS活性が減少している形質転換体が単離できた。これらの形質転換体

において370Cでの熟ショックを持続させたときのGUSmRNAの蓄穣を調べたところ、

NtHSFlのアンチセンス形質転換体に関しては、GUSmRNAの蓄積様式に変化がみら

れた。特に、熱処理、2－3時間日においてもまだGUSmRNAの蓄積がみられたこと

から、転写の不活性化の制御が正常に機能していない可能性がある。NtHSFlは、一

過性発現解析から転写活性化能を示さなかったことも合わせると、負の転写調節因子

として転写の不活性化制御（inad抽出ねn）に関与しているのではないかと考えられる。

一方、NtHSF2のアンチセンス形質転換体に関して、GUSmRNAの蓄積様式に大き

な変化がみられなかったという点、熟ショック時のGU＄活性の低下という点、また、

一過性発現解析では転写活性化能を有することを示したことからNtHSF2は、正の転

写制御因子として転写の活性化の制御に働いていると考えられる。

BY2細胞の内在性の熟ショックタンパク質をコードする遺伝子のうち、熟ショック

に応答して誘導発現を示す〃打侶PTβ、〟什惜P乃、〃捕PT〃遺伝子のmRNAの蓄積

パターン関して両〟附S戸のアンチセンスの影響を調べた。〃膵丁のアンチセンス形
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質転換体では、GUSmRNAと同様なmRNAの蓄積が遅れるパターンを示した。また、

〃什偶のアンチセンス形質転換体においてもGUSmRNAと同様な蓄積パターンを示

したことから、NtHSFl、NtHSF2は、熟ショックに依存して誘導発現を行うBY2細胞

の内在性の熟ショックタンパク質をコードする遺伝子群の転写の活性化と不活性化の

制御も行っていると考えられる。
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Figure3－14・ModeIfortran＄Criptjona［reguIationofp（antHSPgene．1（NtHSFl），2

（NtHSF2），HSE（heatshocke［ement）．

以上の結果を絵合して、NtHSFl、NtHSF2による熟ショック遺伝子の転写活性化の

調節に関するモデルをFig．3－14に示す。Aは、NtHSFl、NtHSF2のどちらも〃SP遺伝

子の転写活性化に必要であるというモデルを示す。非熱ショック条件下においてHSE

に結合していないNtHSFl及びNtHSF2は、熟ショックにより、NtHSFl及びNtHSF2が、

HSEへ結合しぃ（1））、NtHSFlおよびNtHSF2により転写が行われる笹（2））。熱ショッ

ク中、ある一定時間経過すると、NtHSFl及びNtHSF2は、HSEから解離し（A（3））、転

写の活性化が、終結する（A（4））。Bは、NtHSF2のみ転写活性化能を有しており、熱シ

ョウク遺伝子の転写活性化に必要であるというモデルを示す。NtHSFlが、熟ショッ

クに関係なく絶えずHSEに結合していて（B（1））、熟ショックによりNtHSFlが解離して

NtHSF2が結合し（B（2））、HSP遺伝子の転写を活性化しB（3）、熟ショック中、ある一定

時間経過すると、NtHSF2が解離して（B（4））、NtHSFlが再び＝SEへ結合する（B（5））。

Cは、NtHSFlは、構成的にHSEへ結合し（C（1））、熱ショックにより、モデルAやモデ

ルBのようにNtHSF2（C（2））が結合し、僻遠伝子の転写を活性化し（C（3））、NtHSF2

が解離し（C（4））、再びNtHSFlがHSEへ結合して転写を終結する（C（5））モデルをしめ

す0これら3つのモデルをより正確なモデルにするためには、NtHSFlおよびNtHSF2

のHSEへのの熱処理中のDNA結合特異性や熱処理中の局在や、分子形態を調べていく

ことも必要になるだろう。
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熟ショックストレスに応答する遺伝子群の発現制御を理解するために、シロイヌナズ

ナの低分子豊熟ショックタンパク質をコードする遺伝子笹t〃SPは句を対象にして

タバコ培養細胞を宿主に用いて解析した。このプロモーターの発現活性が、熟ショッ

クにより約1000倍に上昇すること、発現誘導の最適温度が、370Cであること、この発

現は、主に転写レベルで制御されていることを示した。以上の結果より、この熟ショ

ックプロモーター遺伝子の活性が、熟ショックにより厳密に転写の活性化、不活性化

に制御されていることを明らかにした。

熟ショック遺伝子の発現を制御していると考えられている、熟ショック転写因子

CDNAをタバコ培養細胞から2種類単離し、冊〃S円、〃僻と名付けた。この2種の

CDNAがコードする推定アミノ酸配列には、熟ショック転写因子に特徴的にみられる

ドメイン（DNA結合ドメイン、疎水性領域、核移行シグナル、転写活性化ドメイン）を

有していた。この単離した2種のCDNAのコードするタンパク質の組換えタンパク質を

大腸菌を用いて発現させた。両級換えタンパク質は、シロイヌナズナの熟ショックエ

レメントに対して塩基配列特異的なDNA結合能を示した。さらに、出芽酵母の転写因

子GAL4とNtHSFl、NtHSF2とのキメラ転写因子を用いた転写活性化能の解析から、

NtHSFlには、転写活性化に必要な領域を見付け出せなかった。一方、NtHSF2には、

転写活性化に必要なドメインが存在することを示した。

2種のMHSFの血血のでの機能を解析するために、朗〃SPは2－GUSを導入してある

形質転換BY2細胞へ、それぞれのアンチセンス遺伝子を発現させた2童形質転換BY2

細胞を作出した。アンチセンス血〃SFTを発現させた形質転換体では、熟ショックに

応答したGUS遺伝子及び、内在性の熟ショック遺伝子の転写の不活性化制御が遅れ

ることを示し、NtHSFlは、不活性化制御に関わる熟ショック転写因子であることを

植物で初めて明らかにした。また、アンチセンス〟膵佗を発現させた形質転換体で

は、熟ショックに応答したG一倍遺伝子及び、内在性の熟ショック遺伝子の発現活性の

減少を示し、NtHSF2は、既知の正の転写調節を行う熟ショック転写因子に分類され

た。

以上の結果から、タバコ培養細胞における熱ショック応答における熟ショック遺伝

子の転写制御機構に関して以下のように結論づけた。2種の〟膵遺伝子産物が、タ

バコ培養細胞において熟ショックストレスに依存した熟ショック遺伝子の発現調節（転

写活性化、及び転写不活性の制御）を行っており、NtHSF2は、正の発現活性（転写活

性化制御）に関与し、MHSFlは、負の発現活性（不活性化制御）に関与している。
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