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論　　文　　の　　要　　旨

　本研究は、イネPCNA遺伝子の5’上流配列を含む完全な構造の解析とその51上流域の塩基配列

の情報を基にイネPCNA遺伝子の発現調節をトランスジェニック植物体を用いて明らかにするこ

とを目的としたものである。

　PCNAはヨ真核生物のDNA複製において重要な役割を果たすタンパク質である。このタンパク質

は，全身性エリテマトーデスという自已免疫性疾患の患者に検出一される抗体が増殖細胞の核に特異

的に結合することから見出された。この抗体に対する増殖細胞の核に存在する抗原がPCNAと名づ

けられた。この発見とは別に、DNAポリメラーゼδの活性を促進する補助タンパク因子が見出され

ていたが雪それがPCNAと同一タンパク質であることが1987年に同定された。このことから争真核

生物におけるDNA複製は、Laggi㎎鎖の合成を担うDNAポリメラーゼαとLead1ng鎮の合成を担う

DNAポリメラーゼδのふたつポリメラーゼの分担作業によって行われるというモデルが提案され

た。PCNAのcDNAは、初めラットより単離されヨ後にラットPCNAcDNAをプローブとしたSouth－

em分析により高等植物に存在することが示された。

　イネゲノムPCNA遺伝子をプローブとし，イネ培養細胞およびダイズ根粒より調製したcDNAラ

イブラリーよりPCNAのcDNAを含むクローンを単離した。イネPCNA　cDNAおよびそのゲノム

DNAの塩基配列はヨdideoxy法により決定した。その5’上流領域は，真核生物における遺伝子発現

に重要と考’えられているいくつかの共通配列を含んでいた。遺伝子をコードするmRNAは1，073ヌ

クレオチド長をもち里263のアミノ酸をコードしていた。ラットとイネのPCNA遺伝子を比較する
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と，アミノ酸レベルで約62％の相同性をもっていた。また、イネとダイズPCNA遺伝子では約88％

もの相同性をもってい走。このようにヨ進化上遠縁の動植物間においてPCNA遺伝子がよく保存さ

れていることはヲPCNAの機能や発現調節においても広く保存されていることが考えられ，真核生

物全般にわたって共通したDNA複製機構が存在することが推測される。

　イネPCNA遺伝子の発現は葦イネの根端やシュートなどの細胞分裂の活発な部位で起こっている

ことがNorthem分析による転写レベルでの解析で明らかとなった。イネPCNA遺伝子の51上流域

の機能を調べるために害イネPCNA遺伝子の5’上流域をレポーター遺伝子であるβ一グルクロニ

ダーゼ（GUS）遺伝子に連結させた融合遺伝子を構築し事植物細胞内でのGUS遺伝子発現の測定を

行つた。

　このGUS遺伝子はヨ近年植物の遺伝子発現制御の解析において最もよく用いられているレポー

ター遺伝子である。その理由はラGUSの活性測定が容易であることと組織化学的な活性測定が可能

であることによる。しかしラーつの欠点として植物細胞内に内生的なGUS様の活性が認められるこ

とでヨある種の細胞ではかなり高い活性が観察されている。このような植物内生GUS様活性はラGUS

遺伝子から発現されるGUSの測定を不正確なものにし事特に導入する顧合GUS遺伝子のプロモー

ター活性が低い場合に顕著であった。そこでヨこの植物内生GUS様活性を抑制するために種々の試

みを行った結果雪水溶性有機溶媒が有効であることを明らかにした。特にメタノールが有効であり、

GUS活性測定反応液中に20％の濃度で加えて反応させると里細胞由来の内生GUS様活性は90％以上

抑えられた。しかも20％濃度でのメタノール添加により、GUSレポーター遺伝子によるGUSの発現

が1．4倍高められた。このメタノールを用いた測定法は官組織化学的測定においても有効であること

が実証された。

　PCNA－GUS遺伝子を細胞へ導入するためにヨイネとタバコのフロトプラストを材料として

e1ectroporationによる外来遺伝子導入の至適条件について検討しヨパルス強度と溶液申の塩が導入

効率を大きく左右することを明らかにした。確率した至適条件下においてヨe1ectroporati㎝により

PCNA－GUS融合遺伝子をプロトプラストに導入した結果冒イネだけでなくタバコにおいてもGUS

の発現が認められた。この結果からう植物間で共通したシス領域が機能していると推測された。

　イネPCNA遺伝子の発現制御について解析を行うために、作成および解析の容易なタバコを宿主

として寄いくっかに削り込んだイネPCNA遺伝子5’上流断片とGUSの融合遺伝子をTiプラスミド

を介してラアグロバクテリウム感染法により導入した。導入し牟各c㎝strnct当り6～8のトランス

ジェニックタバコ植物体が得られた。一っの植物体について各発育段階の葉で発現されているGUS

を定量した結果、成熟葉は未熟葉に比してGUS発現量が少なかった。葉長が亙～2㎝の未熟葉と20

㎝以上の成熟葉のGUS活性をヨ各coηstmctの導入された形質転換体について比較すると，GUS活性

は51上流の削り込みにつれて低下しヨ転写開始点から上流263bpまで削り込んだものでは重u11len－

gth（2kbp）のものに比べて14％に低下した。また曹未熟葉でのGUS発現量が成熟葉の約20倍高いと

いう特性はヨ263bpまでのc㎝stmctにおいても保存されていた。しかし雪転写開始点から上流82bp

まで削り込むと、GUS活性は成熟葉ラ未熟葉のいずれにおいてもほぼバックグランドレベルまで低
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下した。二方ヨ対照として用いた恒常的発現を行うCaMV35S－GUS形質転換体では、GUSの発現

量は成熟葉の方が高い値を示した。

　イネPCNAプロモーターによる発現は里カルスやシュートの形成を促す植物ホルモンによって誘

導された。この発現誘導は里転写開始点から上流263bpのプロモーター断片で充分であることがわ

かった。また、組織学的な解析により一写誘導されたGUSの発現とDNA合成の場が一致することが明

らかとなりヨイネPCNAプロモーターによる発現はDNA複製の盛んな細胞で起っていることが示

唆された。

　イネPCNA遺伝子の発現調節領域として同定された51上流263bpの領域内には、CAAT　boxや

Sp一互bindingsiteなどの他に、哺乳類の熱ショックタンパク質の血清調節因子が存在する。PCNA

遺伝子が動植物間でよく保存されていることと考えあわせるとヨPCNA遺伝子の分裂細胞特異的発

現を調節している因子が動植物間に共通して存在していることが予測され雪今後の研究の発展が期

待される。

審　　査　　の　　要　　旨

　著者はライネPCNA遺伝子の解析と発現調節に関する一連の研究において雪レポーターGUSの新

しい測定法の確立。組織化学的測定の安定化ヨ融…合遺伝子導入の条件の確立雪PCNA遺伝子構造の

解明ヨ発現調節とくにシス制御領域の解析など多くの独創的成果をあげている。将来争農学分野で

応用される可能性が高い。

　よって官著者は博士（農学）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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