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論文内容の要旨

申請者氏名 市 川 雄 彦

光合成 の鍵 酵素 、RuBisCOは 、核遺伝子rbeSに コー ドされ る小サ ブユニ ッ ト(S)

と葉緑体遺伝 子rheLに コー ドされ る大サ ブユ ニ ッ ト(L)が 、ス トロマ内でL8S8

の16量 体 として存在す る。異な るゲ ノム にコー ドされ るサ ブユニ ッ トが葉緑体 内で会

合 して機 能す る には、お互 いが過不 足な く存在 す る制御機構 が ある と考 え られ る。 こ

れ まで に、タバ コにア ンチセ ンスrbcSを 導入 し、内在 性mbeSの 発現 を構成的 に抑制

す る と、mbeLmRNAの 蓄積 量は変化 しないが、S、L共 に同 じ割 合で蓄積量が減少 し、

Lの 翻訳 量が低下す る ことが示 され 、Lの 翻訳 にはSが 必要だ と考 え られ た。しか し、

構成的 にrheSの 発現 を抑制す ると、光 合成能 も低下す るので、Lの 翻訳 量の低下 はS

直接 か、光合 成能 の低 下 によ る ものか判 断できな い。そ こで、本研究 では任意 の時期

にSの 合 成 を抑 えるため に、ア ンチセ ンス τbcSmRNAをdexamethasone(DEX)で

誘導発現 させ る形質 転換 タバ コを作成 した。

形質転 換T2世 代 のタバ コを播種 か ら35日 間、水耕栽培 で生育 させた後 、DEXを 水

耕液 に添 加す る と48時 間後 にmbeSmRNAは ノザ ン解析 で検 出限界以下 に低下 した。

対照 のDEX溶 解 溶媒 のDMSOを 水耕液 に添 加 した形質転換 タバ コ、お よびDEX処

理 を行 った野生株 ではmbeSmRNA量 に変化 はなか った。

さ らに14日 間生育 させ る とタバ コの葉 には2種 類 の表現型 が見 られた。DEX処 理

時 にす でに展 開 して いた葉 ではrbeSmRNAの 蓄積量 が著 しく減少 して いる こと以外

は対 照の葉 と違 いがなか った。DEX処 理後 に新 しく展 開 した葉で はサイ ズ とク ロロフ

ィル含 量の減少 、黄化 、光合 成速度 の低 下が見 られ 、葉緑体 も未 発達 で あった。

DEX処 理時 にすで に展 開 して いた葉で は τbcLmRNA、RuBisCOの 蓄積量 は変化 し

なか った。35Sメ チオニ ンの取 り込 み実験 にて、Lの 新規合成 は検 出 されたがSは 検 出

され なか った。rbeLmRNAに 結合 す る リボソームのポ リソーム解析 において もLの

翻訳 量に変化 はなか った。 したが って、新 規 に合成 され るSの 量 に関係 な く、Lは 翻

訳 され る と結論で き る。

DEX処 理後 に新 しく展開 した葉 で は過去 の報告 と同様 に、mbeLmRNA量 は変化 し

な いが、RuBiscoの 蓄積 量お よびs、Lの 翻訳 量は減 少 した。従来 、Lの 発現調節機

構 と しては、SがLの 翻訳促 進 に働 いて い る説 と、RuBisCOに 会合 できな い余剰L

が 自身の翻訳 を抑制 して い る説が挙 げ られ ていたが 、本研究 の結果 か ら、少な くとも

光合成 を正常 に行 って いる展 開葉で はSはLの 発現調 節 に関与 しな い ことが明 らか と

なった。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 市 川 雄 彦

光合成 の鍵 酵素 、Ribulose1,5・bisphosphatecarboxylase/oxygenase(RuBisCO)

は、核 遺伝子 コー ドの小サ ブユ ニ ッ ト(S)と 葉緑体遺伝子 コー ドの大サ ブユニ ッ ト(L)

が等 量の16量 体 として存在 す る。異 なるゲ ノム にコー ドされ るSとLが 葉緑体 内で

会合 して機能 す る には、互 いが過 不足な く存 在す る制御機 構が あるだ ろ う。 これ まで

に、タバ コ にアンチセ ンスrbeSを 導入 し、内在性rheSの 発現 を抑制す る と、S、L共

に同 じ割 合で蓄積 量が減 少す る、mbeLmRNAの 蓄積量 は変化 しないがLの 翻 訳量が

低下す る、 ことが示 され 、Lの 翻訳 にSが 必要 と考 え られて いる。 しか し、 この解析

系ではrbeSの 発現 が常時抑 制 され てお り、光 合成能 も低下 しているので、Lの 翻 訳低

下 がSに 由来す るか、光合成 能そ のものの低 下 によ る ものか が判 断できなか った。

本 論文で は、dexamethasone(DEX)で ア ンチセ ンスrbcSmRNAの 発現 を誘導す る

ことによ り、任意 の時期 にSの 合 成 を抑 え る形質転 換 タバ コを作 成 し、解析 した結果

を述 べて いる。形質転換T2世 代 の タバ コ を播種か ら35日 間、水耕栽 培で生育 させた

後 にDEXを 水耕液 に添加す る と48時 間後 に見事 にrbeSmRNAが ノザ ン解析で検 出

限界以下 にまで低 下 した。DEX溶 解 溶媒 のDMSOを 水耕液 に添加 した形質転換 タバ

コおよびDEX処 理 を行 った野生株で はrbcSmRNA量 に変化 はな かった ことか ら、こ

れはSの 効果 を検 証 でき る貴重 な解 析系で ある。

DEX添 加 後 、さ らに14日 間生育 させ る と2種 類 の表現型 が表 れた。DEX添 加時 に

すで に展 開 して いた葉 ではrbeSmRNAの 蓄 積量が著 しく減 少 して いる こと以外 は対

照の葉 と違 いがな いが、DEX添 加後 に新 し く展 開 した葉 ではrbeS抑 制の効果が顕著

に現れ 、葉 は小 さ く、ク ロロフィル含 量が減少 し、黄化 、光合成速度 の低下が見 られ、

電子 顕微鏡 で観 察 した葉緑体 も未発達で ある ことを示 して いる。

DEX添 加時 にす で に展 開 して いた葉で はrbcLmRNA、RuBisCO量 は変化せず 、35S

メチオニ ンの取 り込 み実験 にて、Lの 新規合成 は起 こるが、Sは 起 こらな い ことを示

して いる。rbeLmRNAの ポ リソー ムパ ター ンも変化 しない ことか ら、新規 に合成 さ

れ るSの 量 に関係な く、Lは 翻訳 され る と結 論 して いるが 、これ は新規な発見 である。

DEX添 加後 に展 開 した葉で は過去 の恒常的抑制植物 と同様 に、mbcLmRNA量 は変

化 しな いが、RuBisCOの 蓄積 量お よびS、Lの 翻訳 量 は減少 した ことを示 して いる。

以 上のよ うに、本論 文 は少 な くとも光合成 を正常 に行 って いる展 開葉で はSはLの

発現調 節 に関与 しな い ことを示 した もので、学術上 、応 用上貢献す る と ころが少 な く

な い。 よって審査委 員一 同 は、本 論文 が博 士(バ イ オサイエ ンス)の 学位論文 として

価値 あ るもの と認めた 。


