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論文の内容の要旨

　概日リズムは，内生の自律的振動機構（概日時計）によって制御される約24時間周期で変動する生命現

象である。昼夜の長さに応じて生殖器官である花芽の分化を誘導する高等植物の光周性花成誘導も，概日リ

ズムと密接に関連することが示唆されてきた。先行研究により，光周性花成誘導のモデル植物であるアサガ

オ品種ムラサキから，光周性花成誘導と強く相関した発現様式を示す新規遺伝子肋C401が単離された。興

味深いことに，肋C401は恒常条件において約24時間周期の自律振動を示した。そこで，肋C401の機能お

よび発現制御機構を分子生物学的に解析することを目的とし，モデル植物シロイヌナズナからその相同遺伝

子（〃C401）が単離された。〃0401はC末領域に肋C401と高い相同性を示すドメイン（C401ドメイン）

をコードし，肋C401と同じ位相の自律的発現振動を示した。そこで，本研究では，α0！遺伝子の自律的

発現振動に着目し，シロイヌナズナを用い，〃C401の転写調節機構の解明を目ざして分子生物学的・時問

生物学的解析を行った。

　まず始めに，〃C401のプロモーター領域を同定するため，〃C401遺伝子5’上流領域を含むゲノムDNA

配列約7kbpを単離し，塩基配列を決定した。正確な転写開始点を決定した結果，単離した配列中には約

900bpの5’上流配列が含まれていた。そこで，5一上流領域を含むゲノムDNA断片にホタルルシフェラー

ゼ遺伝子（1〃6＋）を連結した融合遺伝子を構築し，シロイヌナズナに導入し，生物発光によるレポーター発

現を観察した。その結果，転写開始点上流174bpと下流73bpを含む断片（d3断片）は，恒常条件におけ

る自律振動を誘起するために十分であった。また，恒常条件におけるこの形質転換体のレポーター発現振動

について時問生物学的検証を行った結果，〃C401の自律的発現振動は概日リズムの必要条件を満たすこと

が明らかになった。

　次に，d3断片から概日時計に関連するMyb型転写因子CCA1の結合保存類似配列を削除した組（一73

～十73）断片について検討したところ，d4断片を導入した形質転換植物においても概日発現振動が見られた。

しかし，転写開始点下流の配列約70bpを削除した断片では，レポーター遺伝子の発現が見られなかった。
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　さらに，シロイヌナズナ培養細胞丁87株を用いて詳細に解析した結果，転写開始点上流13bpと下流

73bpを含む断片は，概日振動発現を誘起するために十分であることが明らかとなった。この断片は，真核

生物のRNAポリメラーゼn型基本転写装置の結合に必要なTATA配列を含まないことから，〃C401の発

現はTATA配列を必要としない転写制御機構によって制御されることが強く示唆された。また，この断片

にはイニシエーター一配列および4回のGATノ蛆Aの繰り返し配列が存在していた。そこで，4つのGAT／

鮎配列のうち3つを削除したところ，概日振動は失ったが，遺伝子の発現は観察された。これらの結果

から，〃C401の発現においては，イニシエーター配列が基本プロモーターとして機能し，転写開始点下流

のGAT／AAへ繰り返し配列が概日振動発現の制御に機能することが予想された。

　TATA配列を持たない時計制御遺伝子プロモーターはこれまでに報告がない。本研究においては，概日

発現振動する〃C401の転写がTATA配列を介さない転写装置によって制御されることを世界で初めて示し

た。今後，〃C401の発現調節に関わる転写装置の解析により，高等植物の概日発現振動制御機構に新たな

知見を与えるものと期待される。

審査の結果の要旨

　本研究では，概日時計制御遺伝子〃C401のゲノム構造を解析し，その概日リズム発現機構を明らかにし

た。また，〃0401のC末領域に存在する新規ドメイン構造を解析し，異種植物問で高度に保存されている

ことを示した。本研究は，最近その存在が示された新規ドメイン構造（Penta虹icopeptide蛇pea芭protein，

PPR）を持つ遺伝子が光周性花成誘導に関係することを示した初めての報告であり，大変意義深い。さらに，

本研究では，〃C401の転写制御がTATA配列を介さない転写装置によって制御されることを明らかにした。

最近，シロイヌナズナの遺伝子プロモーターの約2割がTATA配列を持たないTATA－1essプロモーターで

あることが報告されたが，高等植物のTATA－1essプロモーターの転写制御機構に関する知見はほとんどな

く，概日リズム発現を示す遺伝子の報告もない。〃0401プロモーターの解析は真核生物のTATA－1ess時計

制御遺伝子プロモーターに関する最初の報告であり，高く評価される。これまでほとんど明らかにされてい

ない植物における概日発現振動の制御機構の一端を解明した本研究は，植物の発生・分化に関する研究の今

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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