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論文の内容の要旨

　高等植物の胚発生過程で見られる主要な生理現象の一つに乾燥耐性獲得があり，乾燥耐性獲得においてはLEA

（LateEmbryogenesisAb㎜dant）蛋白質と総称されている種子特異的な貯蔵蛋白質が重要であると考えられている。

最近になり，シロイナズナやトウモロコシを用い，乾燥耐性を失った突然変異体の解析から，種子における乾燥

耐性獲得においては，種子で生産されるアブシジン酸が必要不可欠であり，胚特異的な転写制御因子であるABI3／

VP1因子がアブシジン酸情報伝達を担っていることが明らかにされてきた。しかし，A醐3〃P1因子がどのように

してLEA蛋白質遺伝子の発現を促しているかについてはほとんど明らかにされていない。その最も大きな原因は，

発生途中の胚を取り出して人工的に発生させることが極めて困難なため，発生段階の揃った胚を大量に調整する

ことができず，分子生物学的・生化学的な解析ができなかったことである。そこで，本研究では，種子胚発生の

モデル系としてよく知られているニンジン体細胞不定胚形成系を活用して発達段階の揃った不定胚を大量に調整

し，LEA蛋白質の一種であり，ABI3〃P！因子によってアプシジン酸依存的に発現誘導されることが知られている

ECP（EmbryogenicCel1Protein）遺伝子のプロモーター解析を行い，プロモーター中に存在するシス配列を決定し

ている。さらに，このシス配列に結合する核蛋白質の存在を明らかにするとともに，その核蛋白質侯補遺伝子を

単離し，アブシジン酸による胚特異的な転写制御機構について論じている。

　本論文では，不定胚形成のモデル植物としてよく知られているニンジンを材料として用い，まず始めに，胚特

異的にアブシジン酸で発現誘導されることが知られている数種のD疵CP遺伝子について，アブシジン酸によるそ

の発現誘導には新たな蛋白質の合成を必要としないことを明らかにした。この結果は，D疵CP遺伝子の発現を制

御する転写制御因子が不定胚申に既に存在し，その転写制御因子が及ECP遺伝子のプロモーター中に存在する特

定のシス配列に直接結含してDcECP遺伝子の発現を促していることを示唆している。そこで，4種類のECP遺伝

子についてそのプロモーター領域をクローニングして全塩基配列を決定し，既に明らかにされている他のLEA蛋

白質遺伝子のプロモーターとの比較検討を行い，シス配列と想定される領域を見い出した。次に，このシス配列

を含むと予想される領域について各種欠失配列を調整してGσ∫遺伝子と連結し，形質転換ニンジン細胞やプロト

プラストを用いた一過的発現系を用いGUS活性を指標とする詳細な発現解析を行い，最終的に亙CP遺伝子の発現

を正に制御するシス配列を決定した。特に，1）cECP31遺伝子について，欠失配列や塩基置換配列等を用いて極め
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て詳細な解析を行い，少しずつ配列の異なるシス配列が3種類存在すること，このシス配列はいずれも単独では

機能しないこと，2種類のシス配列の組み合わせが重要であり，その組み合わせによって発現誘導の強さが異な

ることを明らかにした。

　次に，電気泳動を用いたe1ec虹ophoretic㎜obi1吋shiftassay法を活用し，そのシス配列に特異的に結合する転写

制御因子が胚形成能を持つニンジン培養細胞（EC）の核抽出液申に存在することを示し，胚特異的なシス結合因

子（トランス因子）の存在を明らかにした。さらに，ニンジンECのcDNAライブラリーを用い，酵母のonehγ

brid系を利用して，このシス配列に結合すると予想されるトランス因子遺伝子の断片を単離することに成功した。

このような結果をもとに，胚特異的にABI3〃P1因子を介してアブシジン酸で発現誘導されるLEA蛋白質遺伝子

の発現制御機構のモデルを提唱している。

審査の結果の要旨

　本論文は，ニンジンにおける体細胞不定胚形成系を有効に活用し，胚特異的にアブシジン酸で発現誘導される

数種遺伝子のプロモーター解析を行い，そのプロモーター中に存在するシス配列を決定してその特性を明らかに

しており，高く評価できる。また，そのシス配列に特異的に結合するトランス因子が核抽出液申に存在すること

を明らかにするとともに，そのトランス因子侯補遺伝子を単利している点でも高く評価できる。その侯補遺伝子

がどのように胚特異的な遺伝子発現を制御しているかを明らかにすることが今後の課題であるものの，高等植物

における胚発生制御機構の一端を明らかにした本研究は，植物発生学分野の今後の発展に多大な貢献をするもの

と強く期待される。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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