
一
～
轟
一

＜
ノ
。

　
飛
郭
　
つ
　
う

酸性PR－1遺伝子の制御因子群に関する研究

Studies　on　regulatory　factors　involved　in

　　　acidic　1）R4　gene　expression．

横浜国立大学附属図書館

　　11468122

学籍番号

氏名

Name

責任指導教官

修了年月日

　　1

01TAO15

小野　祥子

ONO，　Sachiko

平塚　和之　教授

2004年3月25日



目次

1．述彗 5

2．　”と　法 一一一
P0

3．’宝’・質シ禽　ルの lz におレる一渦 系の

盤 一一一 Q3

一一一 Q4

3．2結

3－2－1．一過的発現解析系によるPR－1α：：Fluc＋のサリチル酸による

　　　発現誘導

3－2－2．サリチル酸によるPR－1α発現誘導パターン

3－2－3．CaMV　35Sプロモーターのα34シスエレメントに対するサリ

　　　チル酸の作用の検出

一一一 Q6

一一一 Q6

一一一 Q6

一一一 Q6

一一一 R2

4．一一渦 系を　いたエフェ 一による1PR．1α

一一一 R4

一一一 R5

4．2結＼

4－2－1．PR－1α：：Fluc＋のAtNPR1同時導入による発現誘導

4↓2．AtNPR1－AD同時導入による発現誘導

4－2－3．PR－1αプロモーターのAtNPR1、　AtNPR1－AD応答領域の

　　　探索

一一一 R8

一一一 R8

一一一 R8

一一一 R9

4追＿考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一45

4－3－1．タバコPR－1αはシロイヌナズナNPR1によって誘導される　　一一一45

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2



4－3－2．GAL4ADを融合したAtNPR1はPR－1α発現誘導を促進させる

4－3－3．AtNPR1、　AtNPR1－ADはPR4αプロモーターのα54－11舵

　　　エレメントに作用する

一一一 S6

一一一 S6

5．一一渦 系を　いたTGA の一 @・生 一一一 S9

一一一 T0

5＿2．　糸土　、、

5－2－1．一一過的発現解析系によるタバコTGAlaの転写活性の解析

5－2－2．一過的発現解析系によるPR－1α：：Fl　u♂のrGA同時導入による

　　　発現パターン解析

一一一 T3

一一一
T3

一一一 T4

一一一 U0

6．バコPR－1αプロモー一のタバコとシロヌズにおレる

一一一 U3

64．一雨 一一一 U4

6－2．　糸士　＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一67

6－2－1．PR－10：：Fl　uc←形質転換タバコにおけるPR－1α誘導パターン解析一一一67

62－2．BY－2細胞を用いた一過的発現解析系による比較　　　　　　　一一一67

6－2－3．シロイヌナズナを用いた一過的発現解析系による比較　　　　一一一67

6－2－4．PR－1α：：Fluc＋形質転換シロイヌナズナにおけるPR－1α誘導

　　　パターンの解析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一68

一一一 V3

7．PR－1α：：：Fluc＋’シロヌズをいた な　宝h質生

二上里　のスクリーニン“ 一一一 V4

3



7＿2．　糸土＝＼

8．蕪　　．｛　を いたNPR1の

8－2．　糸吉　く

一一一 V5

一一一 V6

一一一 W0

一一一
W1

一一一 W2

一一一 W3

一一一 W6

一目前
、　

9

ム蘭一
蛤

の01

、
▲点

一参の

11

一一一 W7

一一一 X0

一一一 X1

4



1．省、舌

　植物の病原に対する抵抗性には、感染細胞やその周辺細胞での局所的な抵抗

反応と、植物体全身で誘導される病原に非特異的な抵抗性がある。局所的応答で

は、病原とそれに対して抵抗性を示す植物に特異的な関係がある。抵抗性を示す

植物では、抵抗（R）遺伝子産物が病原由来の非病原性（avirulence；αv7）遺伝子

産物を特異的に認識し、感染細胞内で数時間以内に、急激な活性酸素の蓄積（オ

キシダティブバースト）、抗菌物質の合成などの様々な防御応答を誘導し、さら

に感染細胞は自発的細胞様を引き起こす。これらの応答を過敏感反応
（Hypersensitiveエeaction；HR）という。　HRは感染細胞が病原と共に死ぬことで

病原の増殖を防ぐ抵抗性反応であり、同時にHRを起こした細胞から植物体全身

へ病原の侵入を知らせるシグナルが伝達され、植物体全身での抵抗性誘導を促す

と考えられている。しかし一方で、HRを誘導せずに病原に対する抵抗性が誘導

されるシロイヌナズナ変異体4η41が報告されていることから、抵抗性誘導には

HRを介さない制御機構も存在すると考えられる（Yu　et　aL，1998）。さらに、灰色

カビ病菌磁017頭5d〃εz8α）など、　HRを誘導し細胞死を起こしている組織に感

染・増殖する病原もあり、HR誘導によって必ずしも全ての病原に対する抵抗性

が獲得されるわけではない（Govrin　and　Levine，2000）。

　植物体全身で誘導される全身獲得抵抗性（Systemic即quiredエesistance；SAR）

は、病原に非特異的な抵抗反応であり、二次感染への備えの役割も担っている。

SAR誘導の制御機構については近年研究が進んでいるが、その詳細は必ずしも

明らかにはされていない。SAR誘導機構が解明されれば、安全性の高い病害防

除薬剤の開発や病害に強い植物の作出など、植物保護による生産性向上に寄与す

ることが期待される。これまでに、タバコやシロイヌナズナで最も研究が進んで

おり、多くの知見が得られている。

　SAR誘導シグナルが活性化されると、　SAR関連遺伝子と呼ばれる様々なグル

ープの遺伝子の発現が誘導される。SAR関連遺伝子の一群である酸性PR

（Pathogenesis一エela｛ed）遺伝子群は、　SAR誘導下で発現が誘導されることから、

SAR応答の指標としてよく用いられる。酸性PR遺伝子の幾つかは抗菌活性を有

するタンパク質をコードすることから、それらの酸性PRタンパク質は病原に対

して直接作用すると考えられる（Uknes　et　a1．，1992）。

SAR遺伝子発現の開始時には、サリチル酸の蓄積が感染部位周辺だけでなく植

物体全身におこる（Ryals　et　al．，1996）。また、サリチル酸やその類似化合物であ

るINA（2，6dichloroisonicotinic　acid）、BTH（benzo（1，2，3）thiadiazole－7－carbothioic　acid

S－methyl　ester）の外的処理によってもSARが誘導される。サリチル酸を蓄積で
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きない植物体ではSAR誘導が欠失することから、サリチル酸はSAR誘導に関わ

るセカンドメッセンジャーとして機能していると考えられている（Gaffney　et　aL，

1993）。シロイヌナズナの酸性PR遺伝子であるPR－1、や、　BG五2（PR－2♪、　PR5

遺伝子はサリチル酸によって発現が高く誘導されるが、サリチル酸合成が欠失す

ると発現が誘導されないことから、サリチル酸は酸性PR遺伝子の上流に位置し、

SARシグナルを活性化すると考えられている。しかし、サリチル酸を介さない

SAR誘導シグナルの存在を示唆する報告もあることから（Nawra毛h　and　Metraux，

1999；McDowell　et　al．，2000）、SAR誘導機構には幾つかのシグナル経路が存在し、

それらは複雑なネットワークを形成していると考えられる（図1）。

　一方、病原感染によって、病害抵抗性シグナルだけでなく傷害抵抗性を誘導

するシグナル伝達系路も活性化されることがわかっている（BowlingαaL，1997；

Clarke　et　al．，1998；Pieterse　and　van　Loon，1999）。傷害応答シグナルとしてはジャ

スモン酸やエチレン依存的シグナルが知られており、病害抵抗性と同様に局所的

応答だけでなく、全身でも抵抗性が誘導される。HR応答の際に細胞内伝達物質

として働くカルシウムイオンや活性酸素種は、病害抵抗性だけでなく様々な応答

シグナルの伝達物質でもあり、傷害応答シグナル活性化の際にも増加するという

報告もある。このことから、HR応答の際にジャスモン酸依存的シグナルも活性

化すると考えられる（Bowler　and　Fluhr，2000）。さらにタバコでは、サリチル酸

によってジャスモン酸が誘導する塩基性PR遺伝子の発現が抑制され、また逆

にジャスモン酸によってサリチル酸が誘導する酸性PR遺伝子の発現が抑制され

ることから、サリチル酸依存的シグナルとジャスモン酸が活性化するシグナルは

互いに拮抗的に作用し合うことが示唆されている（Sano　et　al．，1996；Niki　et　aL，

1998）。シロイヌナズナでも、サリチル酸感受性やシュードモナス菌（P5ε〃40η301zα5

3y7∫〃8αのへの抵抗性が弱い変異8454とサリチル酸蓄積が低下した変異pα44の

二重変異体では、ジャスモン酸が活性化する遺伝子の発現レベルが上昇したとい

う報告がある（Gupta　et　al．，2000）。しかし、数種の病原体に対しては、ジャスモ

ン酸／エチレンによって抵抗性が誘導され、ジャスモン酸／エチレン依存的シグナ

ルを欠失させると抵抗性も失われるという知見もある（Thomma　et　al．，1998；

Thomma　et　aL，1999）。このことから、病原特異的にサリチル酸依存的シグナルと

ジャスモン酸／エチレン依存的シグナルが応答している可能性も考えられる。脱

リン酸化がサリチル酸シグナルを、リン酸化がジャスモン酸シグナルを活性化す

るという報告もある（Raz　and　Fluhr，1993；Conrath　et　a1．，1997）。病害応答シグナ

ルと傷害応答シグナルの関係はいまだ明らかになっていない部分が多いが、拮抗

的作用と相乗的作用の両方が存在すると考えられている。

　植物が全身で誘導する抵抗性にはSARの他にinduced　systemic　resistance（ISR）
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がある（図1）。ISRは、病害を引き起こさない共生菌等が根に感染することに

よって誘導され、SARと同様に病原非特異的抵抗性を示すようになる現象であ

る（van　Loonαal．，1998）。　ISRは様々な植物で報告されており、シロイヌナズナ

ではシュードモナスなどのバクテリアだけでなく、べと病菌（P670η05PO7α

p7α5∫∫∫cα）にも抵抗性を示すことが分かっている（Piαerse　et　al．，1996；Pieterse　et　al．，

1998）。ISRシグナルとサリチル酸依存的シグナルがシュードモナス菌に対する

抵抗性において相乗的効果を示したという報告もある（van　Wees　et　al．，2000）。

シロイヌナズナでは、ISRはSARとは全く異なる経路で誘導されることが知ら

れている。ジャスモン酸／エチレンシグナル関連因子であるJAR1やETR1の欠

失によって阻害されることからジャスモン酸／エチレンシグナルを必要とすると

考えられるが、一方で後述のサリチル酸シグナル関連因子であるノVPR1

（旦onexpresser　of巫Lgenes）／MM1（for塾oninducible血munity）（以降NPRIと

する）も必要とすることが判明している（Pieterse　et　a1．，1998）。シロイヌナズナ

では、サリチル酸シグナルとジャスモン酸／エチレンシグナル両方に関与し、酸

性PR－1と障害応答遺伝子であるPDF1．2の両方の発現誘導を活性化する∬11が

単離されており、ISRシグナルとの関連が示唆されている（Shah　et　al．，1999；Nandi

et　al．，2003）。

　感染を受けた細胞から送られるSAR誘導シグナル物質は、維管束などを通っ

て全身に送られると考えられるが、詳細は明らかではない。他には、サリチル酸

のメチルエステル体であるメチルサリチル酸が、空気中に放出されて全身にシグ

ナルを伝えるという報告がある（Shulaev　et　al．，1997）。

　SAR関連因子として代表的なものは、酸性PR4の発現を促進するNPR1であ

り、シロイヌナズナ、トマト、タバコで単離されている。そのなかで最も研究さ

れているのは最初に単離されたシロイヌナズナNPR1（A1／V：1）R1）である。んNPR1

遺伝子は、酸性PR発現が欠失して病害抵抗性が著しく低下した変異体（Cao　et　al．，

1994）の原因遺伝子として同定された（Cao　et　a1．，1997；Ryals　et　al．，1997）。AtNPR1

を過剰発現させたシロイヌナズナ植物体で酸性PR遺伝子の発現や病原への抵抗

性が上昇したことから、AtNPR1はSAR誘導シグナルに促進的に働く因子であ

ると考えられている（Cao　et　al．，1998）。また、　AtNPR1はタンパク質の相互作用

部位を持ち、DNA結合部位を持たないことから、何らかの因子を介してPRの

発現を誘導すると考えられる（Cao　et　al．，1997；Ryals　et　al．，1997；Glazebrook　et　al．，

2001）。

　しかし、ηp71変異はシュードモナス菌に対する抵抗性は著しく低下させるが、

べと病菌に対してはシュードモナス菌ほど抵抗性の低下は観察されない（Cao　et

al．，1997）。さらに、サリチル酸を過剰に蓄積しPR遺伝子群の恒常的発現や
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シュードモナス菌やべと病菌への抵抗性促進を示すqワ7変異とηρ71との二重変異体

では、ηP71変異によってシュードモナス菌への抵抗性は低下したが、べと病菌への

抵抗性は影響を受けない。また、これらの植物体はジャスモン酸／エチレン依存的に

発現するPDF1．2やη～～2．1を恒常的に発現する（Bowling　et　aL，1997；Clarke　et　al．，

1998）。これらのことから、AtNPR1を介さないSAR誘導シグナルが存在し、そのシ

グナルにはジャスモン酸シグナルも関与することが示唆される（Clarkeαal．，2000；

Rairdan　et　al．，2001）。

　最近の報告で、AtNPR1がジャスモン酸／エチレンシグナルを抑制するはたらき

があることが示された（Spoel　et　al．，2003）。従って、　AtNPR1はSARにおけるサリチ

ル酸シグナルとジャスモン酸／エチレンシグナルの拮抗的作用に関与する主要な因

子であると考えられている。また、前述のとおりISRシグナルにも必要とされるこ

とから（Pieterse　et　al．，1998）、　AtNPR1はSARシグナルのクロストークに重要な役割

を担っている因子であることが示唆される。

　これらの状況をふまえ、本研究は、酸性PR発現に関与する因子の機能解析を行

い、病原感染によって誘導されるサリチル酸を介したSARシグナルの制御機構を解

明することを目的とした。しかし、シグナル制御に関連する遺伝子は、その変異が

表現形として現れにくいため、変異形質を指標とした方法では機能解析は困難であ

る。そこで、発光によって遺伝子発現を検出できるホタルルシフェラーゼ遺伝子

（Fluc）をレポーター遺伝子として、タバコ由来PR遺伝子のひとつであるPR－1α遺

伝子のプロモーター領域の下流に連結させたレポータープラスミド（PR－1α：Flucう

を構築し、PR－10の発現誘導のトランス因子の作用について解析した。ホタルルシ

フェラーゼはその基質であるルシフェリンを酸化し可視光を発する酸化酵素のひと

つとして、近年植物でもレポーターとして頻繁に使われるようになっている。この

反応は特異性が高く、偲種生物のルシフェリンでさえこの反応の基質となり得ない。

これまでに、PR－1α：：Fluc＋形質転換植物でのサリチル酸やBTH、　INAなど薬剤処理に

よるSARシグナルの誘導を、　Fluc活性として組織特異的にまた経過時間毎に観察す

ることに成功している（Watakabeαal，　submit毛ed）。

　本研究では複数の因子同時導入が可能な遺伝子銃を用いた一過的発現解析系を開

発し、シロイヌナズナ由来の病害応答因子AtNPR1がタバコ細胞内でタバコPR－1α

の転写活性化に関与することを明らかにした（Ono　et　al．，2004）。さらに、一過的発

現解析系で得られた結果をもとに形質転換体を作製し、内在性PR4発現誘導レベル

が上昇した植物体を得た。また、PR－1α：：Flu♂レポーターは、タバコだけでなくシロ

イヌナズナでもSAR誘導薬剤による発現誘導が高感度に検出されることから、本研

究ではPR－1α：：Flu♂形質転換シロイヌナズナを用いた新規変異体探索についても検討

を行った。
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図1．シロイヌナズナにおける病害抵抗性に関与するシグナル伝達経路の概要
病害抵抗シグナルには複数の経路が関与し、それらは複雑なネットワークを

形成している。サリチル酸やジャスモン酸、エチレンが誘導するシグナルが

重要な役割を担っていると考えられる。また、病原体ではないりゾバクテリア

の感染によっても抵抗性が誘導されることが分かっている。近年、この抵抗性

のシグナル伝達経路にもジャスモン酸、エチレン、サリチル酸が関与することが
示唆されている。

（Pieterse　et　a1．，1998；Glazebrook，2001；Kunkel　and　Brooks，2002）
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2．　’ハと　’去

シロイヌナズナ（A川わ∫40ρ∫’辞加z∫α澱ecotype　Columbia）

タバコBY－2培養細胞（N’coがω1α1α伽。瑚3　Lcv．　Brigh重Yellow　2）

タバコ（ノWco11αηα10わαα〃z　SR－1）

齢
大腸菌

　　DH5α：5zψE44，△1αcσ169（φ801αcZ△M15），1z54刑7，ア8α41，εη4A　1，

　　　　　　8y7A96，77z14，z61Al

　　XLl－Blue　MRF：1～34R　17，514pE44，ア8cA1，81～4A　1，8yアA96，〃z∫，781A1，1αc／F［ρ70AB・，

　　　　　　　　　1αc1りαcZ△M15：：Tn10（’61・）］

アグロバクテリウム：A870伽c18ア1朋11瑚7ψ℃∫6η5　LBA4404（S重r「）

盟
LB：　1％Bacto　Trypton　（Difco）、05％Yeast　Extract、1％NaCl

LB－amp：LB十50μg／mlアンピシリン

LB寒天培地：LB＋寒天15％

NT（pH5．7）：4。3g／l　MS塩（日本製薬（株））のムラシゲ・スクーグ培地用混合塩

　　　　　　類）、500mg／I　MES、1mg／1チアミン、100mg／1ミオイノシトール、

　　　　　　180mg／1　KH2PO4、10mM2，4ジクロロフェノキシ酢酸、3％スクロー

　　　　　　ス

MS（pH5．7）：4．3g／1　MS塩、3％スクロース、1％MSビタミン溶液（50mgニコチ

　　　　　　ン，10mgチアミン，50mgピリドキシン，200mgグリシン，10gミオイ

　　　　　　ノシトール）

MSKC：MS（pH5．7）＋50mg／1カナマイシン、250mg／1カルベニシリン

大田禾の蕪一漁

塩化ルビジウム法（Hanahan，1983）で作製したコンピテントセルを氷水中で解

凍後、DNA溶液を加え、氷水中で30分間静置した。41℃で45秒間置き、直ち

に氷水中に戻した。3分間氷水中で静置した後、LB培地をコンピテントセルの

10倍量加え、37℃で60分間培養した。その後、適当な抗生物質を含むLB寒天

培地上に広げ、37℃で一晩培養した。
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プラスミドの小量雪。旺

大腸菌コンピテントセルからのプラスミド調製はMolecular　Cloning（Sanユbrook

and　Russe11，1989）のボイル法を改変して行った。抗生物質を含むLB培地で1

晩培養した培養液lmlを遠心分離（15000rpm，1分間，4℃）により集兆した。

この菌体を180μ1のsTET（8％sucrose，50mM　Tris－Hcl（pH　8．o），50mM　EDTA，5％

Triton　X400）に懸濁し、10μg／μ1リゾチームを10μ1加え穏やかに混ぜ、室温

で2分間静置した。これを沸騰水で45秒間煮沸した後、すばやく氷水中に移し、

遠心分離（15000rpm，15分間，4℃）後、沈殿を除去し、200μ1のイソプロパノ

ールを加え、遠心分離（15000rpm，30分間，40C）後、上清を除去し70％エタノ

ールを1ml加えて沈殿を洗浄した。遠心分離（15000rpm，15分間，4℃）後、上

清を除去し風乾後20μ至のTE（10mM　Tris－HCI（pH　8．0），1mM　EDTA）緩衝：液（10

μg／ml　RNaseA入り）に溶解した。

プラスミドの大旦諦制

プラスミド精製キット（QIAGEN）を用い、添付のマニュアルに従って行った。

pBI221

CaMV35Sプロモーターとその下流のβ一glucuronidase（GUS）遺伝子、　NOS

terminaterを伍〃4111／EcoR　IサイトでpUC19にクローニングしたもの。

35S：：Rluc

pBI221の35Sプロモーターの下流にウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子（Renilla

luciferase；Rluc）を連結したもの（Matsuo　et　al．，2001）。

35M：：Rluc

35S：：Rlucの35Sプロモーターのα5－1エレメントに変異を導入たもの。

site－directed　mutagenesis法（TOYOBO）を用いた。　CaMV35Sプロモーターのα5－1

エレメントを欠失させたインバースPCR用プライマーas－1－M1／as－1M2（表1）

をデザインし、T4　Polynucleotide　kinase（Takara）によって、5’末端をリン酸化

した。このプライマーを用いてKOD－Plus（TOYOB　O）を反応酵素としたイン

バースPCRを行い、PCR反応液に半量のDNA　Ligation　KiWeL2（Takara）のligation

soLを加えてセルフライゲーションさせた（16℃，2時間）。これをエタノール沈

殿後H20に再溶解し、　Dp7～1処理（20μ1容量，37℃，1時間）してメチル化して
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いる鋳型プラスミドを除去した。

35M：：hRluc

35Mプロモーターの下流に、　Rlucのタンパク結合部位を欠失させたhRluc遺伝

子を連結したもの。

35M：：GUS（35M：：Rlucの35MプロモーターをP5’1／Bα〃7H　Iで切り出し、　pBI221

のP3ア1／BαzηHIサイトに挿入）の35MプロモーターをP511／Bαη7HIで切り出し、

35S：：hRluc（phRL－nullベクターの改良型hRl雛。（Promega）を！＞1z81／X伽1で切り出

しpBI221のサイトに挿入したもの）のP3’1／Bαア11HIサイトに挿入した。

35S：：Fluc＋

pBI221のCaMV35Sプロモーターの下流に液胞移行シグナルを欠失させたホタ

ルルシフェラーゼ遺伝子（Firefly　luciferase；Flucつを連結したもの（Matsuo　et　aL，

2001）。

1）1～4α：：FIuc÷

タバコPR40プロモーターの下流にFluc÷を連結したもの。

タバコBY－2培養細胞から抽出したゲノム（Murray　and　Thompson，1980）を鋳型

として、制限酵素H∫η4111サイトを付加した5’プライマーPRF（表1）とB∫pH　I

サイトを付加した3’プライマーPRF3（表1）を用い、　KOD　DNA　polymerase

（TOYOB　O）を反応酵素としたPCR法によってPR4αプロモーター領域、約

1580bpを増幅した。この断片をB5pH　Iで切断後T7DNAポリメラーゼによって

平滑末端化し続いてH〃～4111で切断し、pBluescript　SKII＋（Stratagene）のH〃34111

／EcoR　Vサイトに挿入した。増幅したBY－2培養細胞由来PR－1αプロモーター

配列はBig－dye　terminator　kit（Perkin　Elmer）によるシークエンスによって確認し

た（DDBJ登録番号ABO86949）（図2）。35S：：Fluc÷をH’1～4111／！＞co　Iサイトで切

断し、そこにH1刀4111／B5pH　Iで切り出したPR－10プロモーター断片を挿入し

た。

1）R－1：：Fluc÷

シロイヌナズナPR4プロモーターの下流にHu♂を連結したもの

P∫∫1サイトを付加した5’一プライマーAtPRlpro6（表1）と！＞co　Iサイトを付加

した3’一プライマーAtPR　lpro　1（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOBO）を反応酵

素としたPCR法にて、シロイヌナズナゲノムからP1～一1プロモーター領域1293　bp

を増幅した。35S：：Flu♂をH〃～4111で切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑
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末端化し、続いてNco　lで切断した。そこにP5∫1で切断後T7DNAポリメラー

ゼで平滑末端化し、続いてNco　Iで切断したPR－1プロモーター断片を挿入した。

△α5〃η1）R．1α：：FIuc＋

PR－1α：：Fl縫♂のPR一如プロモーターのα5－1一々舵エレメントに変異を導入したもの。

site－directed　mutagenesis法（TOYOBO）を用いた。　PR－1αプロモーターのα5－1－1’舵

エレメントを欠失させたインバースPCR用プライマーaslmF　primer／aslmR　primer

（表1）をデザインし、T4　Polynucleotide　kinase（Takara）によって、5’末端を

リン酸化した。このプライマーを用いてKOD－Plus（TOYOBO）を反応酵素と

したインバースPCRを行い、　PCR反応液に半量のDNA　Ligation　Kit　VeL2

（Takara）のligadon　sol．を加えてセルフライゲーションさせた（16℃，2時間）。

これをエタノール沈殿後H20に再溶解し、　Dp〃1処理（20μ1容量，37℃，1時間）

してメチル化している鋳型プラスミドを除去した。

∠X11）R4α：：Fluc＋

PR－1α：：Fluc÷のPR一加プロモーター1573bpの上流634bpを欠失させたもの。

PR4α：：Fluc＋をH’η4111／×1zo　Iで切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化

し、セルフライゲーションさせた。

ム21）1～一1α：：FluC＋

PR－1α：：Fhi♂のPR－1αプロモーター1573bpの上流1259bpを欠失させたもの。

PR－1α：：Fhlc＋をH〃～4111／Acc　lで切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化

し、セルフライゲーションさせた。

△31）R4α：：Fluc＋

PR－1α：：Fluc÷のPR－10プロモーター1573bpの上流1521bpを欠失させたもの。

PR－1α：：Fluc＋をH～〃4111／31V　Iで切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化

し、セルフライゲーションさせた。

35M：：TGAla

タバコTGA　laのcDNA断片を35Mプロモーターの下流に連結したもの。

Bσ〃7H　Iサイトを付加した5’TGAla　primer（表1）と3αc　Iサイトを付加した

3’TGA　la　primer（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOBO）を反応酵素としたPCR

法により、タバコcDNAからTGAla断片を増幅してBα珊H　I／3αcIで切断し、

35M：：GUSのBαz1？HI／8αcIサイトに挿入した。
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35M：：TGA2．1

タバコTGA2。1のcDNA断片を35Mプロモーターの下流に連結したもの。

Bα珈HIサイトを付加した5’TGA2．1primer（表1）とEcoR　Vを付加した3’TGA2．1

primer（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOBO）を反応酵素としたPCR法により、

タバコcDNAからTGA2．1のcDNA断片を増幅した。35M：：GUSを3αc　Iで切断

後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化し、続いてBα〃zH　Iで切断した。そ

こにBα〃3H：1／EcoR　Vで切断したTGA2．lcDNA断片を挿入した。

35M：：TGA22

タバコTGA2．2のcDNA断片を35Mプロモーターの下流に連結したもの。

B㈱HIサイトを付加した5’TGA2．2　primer（表1）と3αc　Iサイトを付加した

3’TGA2．2　primer（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOB　O）を反応酵素としたPCR

法により、タバコcDNAからTGA2．2のcDNA断片を増幅し、35M：：GUSのBoη3H

I／3αcIサイトに挿入した。

35M：：GAL4DBD－AD

GAL4のDNA結合部位（DBD）と転写活性化部位（AD）の融合タンパク質コ

ード領域を35Mプロモーターの下流に連結したもの。

pMA424からGAL4のコード領域をH∫η4111で切り出してT7DNAポリメラーゼ

によって平滑末端化し、35M－E9カセットベクター（Qin　et　al．，1994）の3α11サ

イトに挿入した。

35M：：GAL4DBD

GAL4のDNA結合部位を35Mプロモーターの下流に連結したもの。

pMA424からGAL4のコード領域をH’η4111とC1α1で切り出してT7DNAポリ

メラーゼによって平滑末端化し、35M－E9カセットベクターの3α11サイトに挿

入した。

35M：：DBD－TGAla’
　　　　　　　　　　，

GAL4DNA結合部位（DBD）のC末端にTGA　la全長を融合させた発現領域を35M

プロモーターの下流に連結したもの。

pKTIAをEcoR　Iで切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化し、さらに

Bα1ηHIで切断してTGA　laのコード領域を切り出した。それをpBluescriptSKに

サブクローンしたGAL4DBD．ADのCldサイト（T7DNAポリメラーゼで平滑
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末端化）に挿入した。さらにそれをBαzηHIで切り出し、35M－E9カセットベク

ターのB8111サイトに挿入した。

35S：：AtNPR1

シロイヌナズナNPR1遺伝子をpBI221の35Sプロモーターの下流に連結したも

の。

BαzηHIサイトを付加したプライマーAtNPR1－5ラ（表1）とEcoR　Iサイトを付加

したプライマーAtNPR1－3’（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOBO）を反応酵素

としたPCR法により、シロイヌナズナのcDNAからシロイヌナズナNPR1

（AtNPR1）cDNA断片を増幅した。　pBI221プラスミドを8αc　Iで切断後T7DNA

ポリメラーゼによって平滑末端化し、続いてBα〃7HIで切断した。そこにEcoRI

で切断後T7DNAポリメラーゼによって平滑末端化し、続いてBαη7H　Iで切断し

たAtNPR1のcDNA断片を挿入した。

35S：：zηファ1－1

シロイヌナズナNPR1の機能を失った変異〃p〃一！をpBI221の35Sプロモータ

ーの下流に連結したもの。

site－directed　mutagenesis法（TOYOBO）を用いた。　AtNPR1のアンキリンリピー

トに変異を導入したインバースPCR用プライマー、　n14　F　primer／n1－1Rprimer

（表1）をデザインし（Cao　et　a1．，1997）、　T4　Polynucleo重lde　kinase（Takara）に

よって、5’末端をリン酸化した。このプライマーを用いてKOD－Plus（TOYOB　O）

を反応酵素としたインバースPCRを行い、PCR反応液に半量のDNA　Ligation　Kit

VeL2（Takara）のligatio簸so1．を加えてセルフライゲーションさせた（16℃，2時

間）。これをエタノール沈殿後H20に再溶解し、　Dp1～1処理（20μ1容量，37℃，1

時間）してメチル化している鋳型プラスミドを除去した。

35S：：AtNPR1－AD

35S：：AtNPR　1のNPR1のC末端側にGAL4の転写活性化部位（AD）を連結し、

NPR1とGAL4ADの融合タンパク質を発現させるようにしたもの。

Bαη1H　Iを付加したプライマーAtNPR1－5’（表1）と3α11サイトを付加したプラ

イマーNPR13’一Sal（表1）を用い、　KOD－Plus（TOYOB　O）を反応酵素としたPCR

法により、35S：：AtNPR　1プラスミドを鋳型としてAtNPR1のcDNA断片を増幅

した。35S：：GAL4AD（pBI221）をX伽1で切断後T7DNAポリメラーゼによっ

て平滑末端化し、続いて5α11で切断した。そこにβαηzH　Iで切断後T7DNAポ

リメラーゼによって平滑末端化し、続いて8011で切断したAtNPR1のcDNA断
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片を、GAL4ADのN末端側にin－frameになるように挿入した。

タバコBY一つ培　弄、　の糸”培

300mlのフラスコにNT培地を100ml入れ、定常期に達した継代5～7日目の

BY－2細胞を2m1植え継ぎ、振塗培養（125rpm，28℃）した。

パー一　クルガンによる胞“ツ’首

パーティクルガンはPDS－1000／He　System（BIO　RAD）を用いた。

（1）マイクロキャリア（金粒子）の作製

60mgの金粒子をエッペンドルフチューブに入れ、1mlの70％エタノールを入

れて3分間ボルテツクスして、15分間静置した。遠心分離（15000rpm，1分間）

して上清を捨て、1mlの滅菌水を加えて1分間ボルテックスして、1分間静置

した後、遠心分離（15000rpm，5秒）した。この操作を2回繰り返して上清を

捨てた後、lmlの50％グリセロール帝王は滅菌水に懸濁させマイクロキャリア

液とした。

（2）DNAの金粒子への吸着

マイクロキャリア液をボルテックスでよく懸濁してから25μ1をエッペンドル

フチューブに入れ、2μ1のサンプルDNA（1μg／μ1）、2μ1の内部標準DNA（1μg／μ1）、

25μ1の25M塩化カルシウム、10μ1の0．1Mスペルミジンを加え、1分間ボル

テックスした後、氷水中で1分間静置した。遠心分離（12000rpm，1分間）して

上清を除いた後、100μ1の70％エタノールで1回、100％エタノールで1回洗

浄し、35μ1の100％エタノールに懸濁した。十分に懸濁させながら8μ1ずつ

マクロキャリアにのせ風乾した。

（3）サンプルの調整

タバコBY－2培養細胞は、直径5cmのシャーレに継代5～7日目の細胞を約1ml

拡げて水分を除去したものをサンプルとして用いた。シロイヌナズナはロゼッ

タ葉を用いた。

（4）パーティクルガンによる遺伝子導入

パーティクルガンの装置に、ラプチャーディスク、マクロキャリア、ストッピ

ングスクリーンをセットし、以下の条件で打ち込みを行った。
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マクロキャリアー移動距離1．5cm

真空度28inches　Hg

ヘリウム圧1100psi

標的距離95cm

ルシフェラーゼ。性の泪｛

1）ual－Luciferase　Reporter　Assay　System（Pron⑯ga）を用いた。

（Dルシフェラーゼの抽出

パーティクルガン法によりプラスミドを打ち込んだ試料にNT培地を加え、

150μMサリチル酸を終濃度30μMになるように添加し、1ml容量で室温、20～

22時間静置培養した。遠心分離した後NT培地を取り除き、200μ1のPassive　Lysis

Bufferを加え、氷冷しながらホモジェナイザーを用いて10秒間すり潰した。遠

心分離（12，000rpm，1分間，4℃）の後、上清を粗酵素液として使用した。

（2）ルシフェラーゼ活性の測定

8μ1の粗酵素液を遮光した試験管に分注し、40μ1のLuciferase　Assay　Reagent　II

（LAR　II）を加え、ピペッティングによって混合しルミノメーター（Turner

Designs　Luminometer　Model　TD－20／20（Promega））でホタルルシフェラーゼ活性を

定量した。引き続き同じ試験管に40μ1のStop＆Glo　Reagen輩を加えLB9501

Autolumatにより内部標準として用いたウミシイタケルシフェラーゼ活性を測

定した。

炎暫一羽翼ノを　いたルシフェ一一ゼ。性潰｛

ホタルルシフェラーゼレポーター遺伝子による形質転換植物のルシフェラーゼ

活性の測定には、ARGUS－50／VIMシステム（浜松ホトニクス株式会社）のCCD

カメラを用いた。形質転換植物は0．1mMルシフェリン水溶液をスプレーして測

定を行った。

シロヌズ　のEMS膨
蒸留水90mlとエチルメタンスルホン酸（Ethyl　methanesulfonate：EMS）300μ1を
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300mlの三角フラスコに入れてふたをし、フラスコ内の液体を静かに回転させ

てEMSを溶解させた。蒸留水で数回洗ったMO種子200mgを10mlの蒸留水に

懸濁し、EMS水溶液に移して約16時間ドラフト内のシェーカーで静かに振と

うした。EMS水溶液を取り除き、種子を蒸留水に懸濁し、50ml容の遠沈管で

遠心（500rpm，1分間，室温）して種子を集め、上清を除く。40mlの蒸留水に懸

濁して5分間振とうし、遠心して上清を除く。これを3避くり返す。再び40ml

の蒸留水に懸濁して30分間静かに振とうし、遠心して上清を除く。これを3回

くり返す。最後に40mlの蒸留水に懸濁して1時間静かに振とうし、遠心して

上清を除き、500mlの0。1％寒天溶液中に懸濁した。100mlずつ分注し、10mlピ

ペットで20cm×50cmのプランター5台に散布した。

シロヌズ蕪奎一緬
連続照明下で、22℃で約3週間育てたシロイヌナズナを用いた。形質転換はア

グロバクテリウム法を用いた。形質転換アグロバクテリウムを、200m1の適当

な抗生物質を含むLB培地で28℃、約18時間（OD600が1．2～15）振とう培養

した。培養液を集菌し、OD600が0．8になるように浸潤用懸濁培地（1／2×MS，1／2

×（05％）Gamborg　B5ビタミン溶液（1gチアミン，100mgピリドキシン，100mgニ

コチン，10gミオイノシトール），5％スクロース，05g／I　MES，使用直前に1μg／μ1

ベンジルアミノプリンDMSO溶液を10μ1／1（終濃度0．044μM），0．02％silwet　L－77

を加える）に懸濁した（約2／3希釈）。500ml入りビーカーに入れたアグロバク

テリウム懸濁液に、シロイヌナズナを鉢を逆さにして浸した。鉢の土が軽くな

るまで乾燥させ、その後少量の水を与えた。約2～4週間で成熟・乾燥してきた

種子を回収した。

タバコ蕪f一漁

プラントコーンで無菌的に生育したタバコを用いた。形質転換アグロバクテリ

ウムは適当な抗生物質を含むLB培地で28℃、約2日間振とう培養した。タバ

コの中位葉を滅菌したピンセットとメスを用いて約1cm片に切断し、アグロバ

クテリウム培養液に浸しながら葉の表面にメスで傷をつけ、タバコ再生培地

　（M餅2mg／1ベンジルアミノプリン，0．075mg／13一インドール酢酸）寒天培地に

移した。葉を培地に接触させ、28℃で3～4日間置いた。次に葉をタバコ再生培

地＋KC（タバコ再生培地千50mg／1カナマイシン，250mg／1カルベニシリン）寒天

培地に移し、葉を培地に接触させた。28℃で3～4週間のうちにカルスが生長し、
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シュートが発生した。カルスを除いてよく生長したシュートをMSKC寒天培

地に移した。形質転換体の根は約1～2週間で生長した。根や茎、葉が生長した

ものをMSKCプラントコーンに継代し、十分に生育させたのち土に移した。次

のT2世代を発現解析などに用いた。

Reverse　transcrl　tlon－PCR　RT－PCR　　洪

タバコやシロイヌナズナロゼッタから葉を採取し、RNeasy　Pla搬Kit（QIAGEN）

を用いてtotal　RNAを抽出したのち、　DNase　Iにて混入したゲノミックDNAを

分解処理した。吸光光度計で濃度を測定し、200ngの全RNAをRNA　PCR　Kit

　（AMV）VeL2．1（Takara）によるRT－PCRに用いた。　Oligo　dT　Adapter　Primerを

プライマーとして42℃30分間逆転写反応を行い、99℃5分間処理して逆転写酵

素を不活性化後5℃に置いた。このように合成した1st　strand　cDNAを鋳型とし

て遺伝子特異的プライマーを用いてPCRを行った。PCR反応条件は、熱変1生94℃

30秒間、対合60℃30秒間、伸長反応72℃30秒間を1サイクルとして25～30

サイクルとした。PCR反応産物は1％アガロースゲルにて電気泳動した。続い

て増幅したDNA断片をHybond　N＋（Amersham　Bioscience）へ転写し、　AlkPhos

Direct（Amersham　Bioscience）により、添付のプロトコールに従ってDNAゲル

プロット解析を行った。プローブは、AtNPR1プローブは35S：：AtNPRI（pBI221）

プラスミドを鋳型としてA梱PR　1－5’／A£NPR1－3’（表1）を用いてPCR法によっ

てAtNPRlcDNAの全長を増幅、精製した。

タバコは本葉5、6枚以上を展開した植物から上、中位葉を採取し、シロイヌナ

ズナはロゼッタ葉10枚以上を採取し、液体窒素によって急速凍結した。採取し

た葉から、ATA（aurin　tricarboxylic　acid）法を用いてtotal　RNAを精製した。液

体窒素中で葉を破砕し、抽出バッファー（50mM　Tris－HCI（pH8．0），300mMNaCl，

5mM　EDTA，2mM　aurin　tricarboxylic　acid，2％SDS）を加えてよく懸濁した。2M　KCI

　（終濃度0。37M）を加え、　氷中に30分間静置した。12，000rpm、15分間4℃で

遠心後、上精に8M　LiClを2mM加え、一晩氷中に静置した。12，000rpm、15分

間4℃で遠心し沈澱を蒸留水に溶解した。フェノール／クロロフォルム処理後、

エタノール沈澱によってRNAを回収した。吸光度計を用いて濃度を測定し、20μ9

をRNAプロッティングに用いた。変性アガロースゲル（1×MOPS，18％ホルム

アルデヒド，1％agarose）を用いて電気泳動を行った。エチジウムブロマイド染
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色液（50mM　NaOH，1μg　EtBr）に浸し25分間振とう培養し、ゲル中和・脱染色

液（200mM　CH3COONa（pH4．0））に浸し、30分間振とうした。　UVトランスイ

ルミネーターで写真撮影しrRNA量を確認した後、メンブレンプロッティング

を行った。プロッティングはプロッティングバッファー（0．03M　NaOH：）を用い

て、Hybond　N＋ナイロンメンブレン（Amersham　Bioscience）に3時間トランス

ファーした。ハイブリダイゼーションはAlkPhos　Direct（Amersham　Bioscience）

を用い、付属のプロトコールに従って行った。プローブの調整は、PR40プロ

ーブはタバコゲノムを鋳型としてPR4aプライマーセットPRla5／PRla3（表

『1）を用いてPCR法で増幅、精製した。　A／PR1プローブは、シロイヌナズナゲ

ノム鋳型としてPR4プライマーセットAtPRユー5／AtPR　1－3（表1）を用いてPCR

法で増幅、精製した。
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Vk70i V-OEijij

iN
PRF GGGAAGCTTAAGGACTAAGATATACGAGG
PRF3 GGGTCATGACTATAGGAGAAATGTTGTAT
PRla5 CGTCTAGATGGGATTTGTTCTCTTTTCACA
PR1a3 CGGGATCCGTATGGACTTTCGCCTCTATAATTAC
AtPR1-5 TCTCTAGATGAATTTTACTGGCTATTCTCGATTTTTAATC
AtPR1--3 TCGAGCTCTAGTATGGCTTCTC6TTCACATAATTC
S'TGA2.2primer GGGGATCCATGGCTGATATCAGTCCTAGTACA
3'TGA2･..P,primer GAGAGCTCTTATTCCCGGGGGCGAGCAA
5'TGA2.Iprimer GAGGATCCATGGCTAGTAAGATTGGTACAGCAGGCA
3'TGA2.Iprimer GTGATATCTCATACTAACTGCTCTCGTGGTCTGGCA
NPR13'--Sal GGGTCGACCCCGACGACGATGAGAGAGTTT
5'TGA1aprimer CAGGATCCATGGGTATATGCGATCCGATCCAT
3'TGAlaprimer CTGTCGACTTAGGTAGGCTCACGTAGACGAGT
as-1-M1 ACTGGTGTAAGGGATGATGCACAATCCCAC
as-1Ml GGAGATATTACATCAATCCACTTGCTTTGA
AtPR1pro1 CAGCTGCAGGTAATAATATCCTATGGTGTC
AtPR1pro6 ACGCCATGGATTTTGGGGTTCGTAAACATC
AtNPRI-"5' CCGGATCCATGGACACCACCATTGATGGATTC
AtNPRI--3' CCGAATTCTCACCGACGACGATGAGAGAGTTTAC
asLmprimer(F) AGATCTCGGCCATGTTCAAGTTTTCCACAA
asLmprimer(R) CGATCTCGTTAAATAACTATCAAATTTGGAC
nprl-1Fprimer GGGATATACGGTGCTTTATGTTGCT
npr1-1Rprimer CTCGGATTCCTATGGTTGACATCGG
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〈栽培品種〉
as一プー〃κθエレメント

BY－2

Xanthi－nc

一619CGTCATCGAGATGACG－604

　　　　　　／

Wisconsin　38

Samsun　NN

ロロドラギゆ　メ　げつママ　がやすマキのゆドコゆびぞけロまずきマ　コハけユアや　ぴ　　モヤ　　モボひねが　キゆ
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i
i
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1480bp

79bp
deletion

図2．栽培品種ごとのタバコPRイaプロモーターの比較
BY－2：本研究でタバコBY－2培養細胞から単離したプロモーター配列。

as一ブー〃κeエレメント：サリチル酸シグナルの応答配列。

（Cornelissen　et　al．，1987；Payne，1988；Gruner　and　Pfitzner，1994）
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3．　霊心答：シグナルの転宜制λ　・析における

一一 Q的　輌系の　　幽
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3－1．　論

　SAR誘導機構は複雑なネットワークを形成すると考えられるため、　SAR関連

因子の機能を解析するためには、シグナル物質による影響だけでなくSAR関連

遺伝子など複数の因子の相互作用を検出する必要がある。しかし、アグロインフ

ェクション法を用いた遺伝子導入による形質転換では、複数の因子を同時に導入

することが極めて困難であり、形質転換体同士の交配などが必要になるため、解

析に時間がかかってしまう（図3A）。また、形質転換体では複数の遺伝子を導入

した場合、各々の遺伝子の発現レベルを調節できないという問題もある。

　一方、遺伝子銃による遺伝子導入は、アグロインフェクション法とは異なり、

複数のプラスミドの同時導入が可能であり（図3B）、導入遺伝子がゲノムに挿入

されないため、発現レベルもプロモーターの種類に依存する。そこで本研究では、

複数の因子による発現制御解析を行うため、遺伝子銃を用いた一過的発現解析系

の構築を試みた。則ち、SARの指標であるPR遺伝子プロモーターにホタルルシ

フェラーゼ（Fluc）遺伝子を連結した高感度レポーター（PR－1α：：Fluc＋）をタバ

コBY－2培養細胞に遺伝子銃によって導入し、　SAR誘導剤による一過的な発現誘

導を、FIUC活性上昇として検出する実験系を構築した。さらにこの系を応用し

てSAR誘導に関与する因子の解析を行うために、SAR誘導剤処理だけでなくSAR

関連因子を発現するプラスミドの同時導入を行い、PR遺伝子の発現誘導解析を

試みた。
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（A）

RB

L

導入

アグロバクテリア

Marker　1

形質転換用プラスミド ・岬

葵

（B）

　　　　　密

　　　　　癬
子粒金O

O

　
　
O

　
Oo
o

着付

↓
一過的発現

導入（遺伝子銃）

図3．複数の因子の機能を解析する場合の問題点
（A）アグロバクテリウム法による形質転換植物の作成過程。複数の遺伝子を導入

　する場合、一つの遺伝子形質転換体を作成し、それらを交配させる。各々の

　段階で約一ヶ月を必要とし、形質転換体の選定にも時間がかる。また各遺伝

　子の発現レベルを制御できない。

（B）本研究で用いた、遺伝子銃による一過的遺伝子導入。因子間の転写相互作用

　解析は一過的発現でも可能である。金粒子に因子発現プラスミドを付着させ、

　遺伝子銃によって組織に打ち込むだけで、容易に細胞内に導入される。解析

　に要する時間は一日。
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3－2－1．一型白・敷刺刀諸系によるPR－10：：Fluc＋のサリチル允による淑現誘導

　遺伝子銃を用いてタバコBY－2培養細胞にプラスミドを導入し、一過的発現解

析によってSAR誘導が検出可能であるか調査した。タバコPR40プロモーター

を改変型ホタルルシフェラーゼ（Flucつ遺伝子と連結したPR4α：：Pluc÷をレポー

タープラスミドとして用い、PR－10プロモーターの活性誘導をFlucレポーター

活性として検出し、SAR誘導の指標とした（図4A）。遺伝子銃の遺伝子導入効

率の内部標準としてウミシイタケルシフェラーゼ（Rluc）を構成的に発現させる

プラスミド（35S：：Rluc）を用い（図4A）、レポータープラスミドP1～一10：：Fluc÷と

共にBY－2細胞に導入した。これにサリチル酸溶液を添加し、室温で静置培養し

たのち20～22時間後にFluc／Rlucの相対活性を算出し、この値をPR－1αプロモ

ーター活性とした。レポーター活性の測定方法にはFluc活性とRluc活性を一つ

のサンプルから検出するDual　luciferase　reporter　assay　system（DLRA）を用いた

（図4B）。図5Bに示したようにPR－1α：：Fluc＋を導入したBY－2細胞では対照区と

して処理した蒸留水と4HBA（4－hydroxybenzoic　acid）と比較して、サリチル酸

存在下でのFluc／Rl“c相対活性が約2倍に増大している様子が観察された。4HBA

はサリチル酸の類似体であるが、PR一拍発現を誘導しない化合物である。一方、

35S：：Fluビを導入した場合では恒常的に高いFluc活性が検出され、サリチル酸に

よる発現誘導は起らない。

3↓2．サリチル允によるPR－1α盤現誘導パターン

　この一過的発現解析系における、サリチル酸によるPR4α発現パターンを解

析するため、PR－1α：：Flu♂発現をサリチル酸濃度別に、また経時的に調べた。　PR－

1α発現誘導の濃度依存性が検出されるのは10～50μMのサリチル酸を処理した

場合であった（図6A）。100μM以上の濃度ではレポーター活性は検出されなか

った。

　サリチル酸処理によるPR4α：：Fluc＋発現誘導の経時変化は、サリチル酸処理後

12時間後から発現上昇率が高くなり、18～24時間後に発現が最高に達する（図

6B）。ただし、18時間後では、誘導レベルに変動があったため（データ省略）、

完全に誘導が最高に達するのは20～24時間後の間であると考えられる。このア

ッセイ系におけるBY－2細胞内でのPR－1α：：Fluc＋発現誘導の検出は20～22時間後

が至適であると判断された。

3－23．CaMV　35Sプロモーターのα54シスエレメントに寸するサリチル唆の
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　Qin（1994）らは、サリチル酸がcaMv35sプロモーターに含まれるα5－1シス

エレメントに作用し、転写を活性化することを報告している。そこで本研究でも、

35Sプロモーターのサリチル酸による誘導の有無を検証した。35Sプロモーター

の。∫一1エレメントを変異させたプロモーター（以降35Mとする）をRlucの上流

に連結したプラスミド（図7A）を用い、サリチル酸処理による相対活性を35S：：Rluc

と比較した。遺伝子銃による遺伝子導入の内部標準には35M：：Fluc÷を用いた。

35S：：Rlucを導入したBY2細胞ではサリチル酸によってわずかにRluc活性の上

昇が検出されたが、35M：：Rlucでは観察されなかった（図7B）。
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（A）　　レポータ＿

ρ月L7aレポーター 号一 Flrefly　luclferase（Fluc＋）　　Ter

内部標準 CaMV35S 。　　曼亀　　　　し　　、　　　　Ter

（B）

レポータープラスミド

ρ）（⊃

導入（遺伝子銃）

B鵬養細胞∈∋

　　　　　　　　　⊥

Dual　Luciferase　Reporter　Assay　system（DLRA）

細胞抽出液 Fluc基質

Fluc活性

Rluc基質

　　　ン’1べ

Rluc活性

Fluc活性1Rluc活性＝PR－7a発現レベル

図4．本研究で用いた一過的発現解析系
（A）用いたレポーター遺伝子の構造。P月一プaレポーター；タバコP月一ブa遺伝子

　プロモーターにホタルルシフェラーゼ（Fluc・）発光遺伝子をレポーター

　として連結した。内部標準；遺伝子銃による導入効率の内部標準。カリフラ

　ワーモザイクウイルス（CaMV）の35S恒常発現プロモーターにウミシイタケ
　ルシフェラーゼ（Rluc）発光遺伝子を連結した。

（B）実験操作手順。遺伝子銃によってレポータープラスミドをタバコBY－2細胞に

　導入し、Dual　Luciferase　Reponer　Assay　system（DLRA）を用いてレポータ

　一活性を測定した。FIuc／Rluc相対活性がP月Lプa発現量を示す。
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（A）　レポーター

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PR－7aレポーター　　．．．＿照ゴ鉱。“1　　Flrefly　luciferase（Fluc＋）　Ter

35Sレポーター　　CaMV35S　　FIrefly　luclferase（Fluc＋）　Ter

内部標準 CaMV35S Ter

（B）

P月L7a：＝Fluc＋

0

□蒸留水

■4HBA
國サリチル酸

0．01　　　　0．02　　　　0．03

35S＝＝Fluc＋

0 0．1 0．2 0．3 0．4 0．5

Fluc1Rluc

図5．PRイaのサリチル酸処理による発現誘導の検出
（A）用いたレポーター遺伝子の構造。PR一ブaレポーター、内部標準；図4と同じ。

　35Sレポーター；病害応答に関与しない遺伝子のレポーター。恒常的発現を示す
　CaMV35SプロモーターにFluc・遺伝子を連結した。

（B）一過的発現解析系によるP月L7a発現誘導の検出。　（A）のコンストラクトを

　遺伝子銃を用いて5～6日間培養したタバコBY－2細胞に遺伝子導入した。

　導入後蒸留水または30μMサリチル酸／4HBAを処理し、22時間室温で静置培養
　した。Fluc、　Rluc活性はDLRAによって測定した。
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図6．P月一7aのサリチル酸処理による発現誘導の検出

21　　24

（A）サリチル酸濃度別（0、10、50、100、500μM）処理によるP月1イa：＝Fluc・

　発現誘導レベルの比較。0μM4HBA処理区のFluc1Rluc活性値を1とした。

　PR－1aレポーター、内部標準（図4）を遺伝子銃を用いて5～6日間培養した
　タバコBY－2細胞に遺伝子導入した。

（B）サリチル酸処理（30μM）による発現誘導の経時変化。

　導入後蒸留水またはサリチル酸／4HBAを処理し、
　22時間室温で静置培養した。Fluc、　Rluc活性はDLRAによって測定した。
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（A）

35Sプ・モーター一［＝＝■〉一一
　　　　　　　　　　　　　ノ’　　　　、
　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、㌔

　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も

　　　　　　　　ACTGACG’rAAGGGATGACG（as－7エレメント》
　　　　　　　　　GT　　　　　　　　T　，（as－7mエレメント）

35Mプ。モーター一［＝＝＝■＝〉一

（B）

35S＝：Rluc

35M＝＝Rluc 國4HBA
國サリチル酸

0 5　　　　　　10　　　　　15　　　　　20

旦匝relative　activity（Rluc　l　Fluc）

25

図7．CaMV35Sプロモーターのas－7エレメントへのサリチル酸の作用
（A）CaMV35Sプロモーターのasイエレメントに変異導入した35Mプロモーター。
（B）一過的発現解析系。サリチル酸による35Sプロモーター活性化の検出。

　（A）のコンストラクトを遺伝子銃を用いて5～6日間培養したタバコBY－2細胞
　に遺伝子導入した。遺伝子導入内部標準として35M：：Fluc・を同時導入した。

　導入後30μMサリチル酸／4HBAを処理し、22時間室温で静置培養した。
　Fluc、　Rluc活性はDLRAを用いて測定した。
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3－3．　察

　本研究はルシフェラーゼをレポーターとした遺伝子銃による一過的発現解析

系により、これまでに報告されたサリチル酸の外的処理によるPR一穴発現の高

感度検出に成功した。

　PR－10発現誘導のサリチル酸の至適濃度は、本研究では10～50μMという結果

が得られ（図6A）、既報のタンパク発現解析の結果と一致した（Xiee毛a1．，1998）。

タバコ葉の場合は、1～5mMのサリチル酸がPR－1α発現誘導の至適濃度であるが、

タバコ培養細胞の場合は、サリチル酸が細胞内に浸透しやすいために葉と比べて

非常に低い濃度で誘導される。また本研究で得られた結果では、100μM以上の

高濃度のサリチル酸を処理すると（図6A）レポーター活性自体が低下するもの

が現れた（データ省略）。これはBY2細胞に高濃度薬剤によるストレスがかか

ったためであると考えられた。ただし、50μM処理でも、Fluc、　Rluc絶対活性と

もに低下する場合があり、データに変動が現れた（図6A，エラーバー）。そのた

め、BY－2細胞での一過的発現解析系におけるPR4α：：Fluc÷発現誘導の解析に適し

たサリチル酸の濃度を30μMとした。

　図6Bのサリチル酸によるPR一献発現誘導の経時変化は過去の報告に一致する

ものであった（Friedrich　et　al．，1996；Horvath　and　Chua，1996）。サリチル酸処理と

同様の作用を及ぼすBTH（benzo（1，2，3）thiadiazole－7－carbothioic　acid　S．methyl

ester）をタバコに処理した場合のタバコPR－1αの発現誘導のRNAプロットによ

る解析では、処理後12時間で発現が検出され始め、その後さらに発現が上昇し

ていく（Friedrich　et　al．，1996）。本研究の実験系は、一過的発現であるため24時

間以降の発現パターンは解析できないが、薬剤処理による誘導の時期は一致した。

また本研究で得られた結果では、サリチル酸による誘導時のPR4α発現は非誘

導時の約1．5～2倍であり、過去のRNAプロット法などによる内在性PR一一加発現

誘導解析の結果よりも低い誘導レベルになった。この誘導レベルの違いは、遺伝

子銃による一過的発現解析系であることが原因と考えられた。遺伝子銃による遺

伝子導入は細胞を傷つけるため、この際に誘導される傷害シグナルによってサリ

チル酸シグナルが抑制され、PR－10発現誘導レベルが低くなっている可能性があ

る。また、サリチル酸未処理区でのPR40発現量が高かった。これも遺伝子銃

を用いた手法による可能性がある。つまり、形質転換体などでは通常1コピーの

コンストラクトが細胞に導入されるが、本実験系では金粒子に付着したプラスミ

ドが染色体外DNAとして多数導入されることで、転写因子との相互作用が多少

異なる可能性も考えられた。

　この一過的発現解析系により、既報のCaMV35Sプロモーターへのサリチル酸
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の作用（Qin　et　al．，1994）も検出された（図7）。これまでの一過的発現解析では

35S：：Rlucを内部標準に用いていたが（図5，6）、　PR－1αプロモーター活性のサリ

チル酸による誘導は検出された。従ってサリチル酸による35Sプロモーター活

性化はPR－1αプロモーター活性化の検出を妨害する程ではなかったと考えられ

る。ただし、内部標準が僅かでも発現を誘導されることは、発現誘導解析におい

て障害となるので、35Sプロモーターは遺伝子導入の内部標準としては用いない

方が良いと考えられた。以降の解析には35Sプロモーターのα54エレメントに

変異を導入した35Mプロモーター（図7A）を用いることにした。

　これらの実験結果は、この一過的発現解析系が病害応答シグナルの発現解析

に有効であることを示すものである。
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4．一一渦白く 琉系を用いたエフェクターによる
PR－1α 誘い
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4．1．　論

　病害抵抗性反応において、サリチル酸シグナルではNPR1を介してPR遺伝子

の発現が誘導されると考えられている。一方、ジャスモン酸／エチレンシグナル

は傷害によっても誘導され、サリチル酸シグナルとジャスモン酸／エチレンシグ

ナルは互いに拮抗的作用を及ぼすことが知られている。（Harms　et　al．，1998；Niki

et　al．，1998；Guputa　et　al．，2000）。

　NPR1はトマトやイネ、タバコなどでも相同遺伝子が単離されているが、シロ

イヌナズナで最も研究が進んでいる。シロイヌナズナNPR1（AtNPR1）はタン

パク質相互作用部位として知られるアンキリンリピートとBTB／POZ（わア。α4－

co即1α，加η717α欲，　and血7∫c一α一わ7αc／poxvirus，　Zinc加ger）部位を持ち、　DNA結合部

位は持たないことから（Cao　et　al．，1997；Ryals　et　al．，1997；Glazebrook　et　aL，

2001）、他のタンパク質に作用してSARシグナルを活性化していると考えられた。

その後、AtNPR1は、サリチル酸シグナルにおいてPR遺伝子発現を誘導する転

写因子と結合することがyeast　two－hybrid法によって示された。（Zhang　et　al．，

1999；Zhou　et　a1．，2000）。さらに、　AtNPR1がサリチル酸シグナル存在下でPR－1

プロモーターへの転写因子の集合と結合を促進することが報告された（Despresα

al．，2000；Johnson　et　al．，2003）。これらのことから、　AtNPR1は転写因子を活性

化させ、PR4発現誘導を促進する因子であると考えられている。

　AtNPR1が作用するのはサリチル酸シグナルだけではないことが最近の研究に

よって示されている。AtNPRIはジャスモン酸／エチレンシグナルを抑制するこ

と、サリチル酸によるPR遺伝子発現にはAtNPR1の核移行が必要だが（Kinkema

et　aL，2000）ジャスモン酸／エチレンシグナルの抑制には必要ないことが報告さ

れている（SpoelαaL，2003）。これらの知見から、　AtNPR1は核内ではサリチル

酸によって誘導されるシグナルの活性化に関与し、細胞質ではサリチル酸シグナ

ルに拮抗的なジャスモン酸／エチレンシグナルを抑制するという、シグナルクロ

ストークに関与する因子であることが考えられる。さらに、シロイヌナズナでは、

induced　sys重emic　resistance（ISR）はジャスモン酸／エチレンシグナルを必要とす

るが、一方でAtNPR1も必要とする（Pieterse　et　aL，1998）。これらのことから、

AtNPR1がサリチル酸シグナルだけでなくジャスモン酸／エチレンシグナル、　ISR

シグナルにも主要な制御因子として機能し、病害抵抗性誘導全体において重要な

役割を担っていることが示唆される。このAtNPR1がタバコ細胞でシロイヌナズ

ナ細胞と同様に働き、PR－1α発現を誘導するかを、本研究で構築した一過的発現

解析系を用いて確かめることにした。

　本研究はAtNPR1によるタバコPR－10発現誘導の促進を解析するという、異種
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間による実験系を用いた。過去の例では、35S：：A餌PR　1を導入した形質転換シロ

イヌナズナでは内在性の遺伝子を過剰発現させたことによって、多数の株が相同

配列に依存した遺伝子共抑制を起こしたという報告がある（Cao　et　al．，1998；

Friedrich　et　al。，2001）。この他に、シロイヌナズナTGA因子をシロイヌナズナで

過剰発現させた場合でも得られた形質転換体のうち約80％が遺伝子共抑制を起

こしたと報告されている（Po舶er　et　a1．，2002）。そのためPontierらはタバコをシ

ロイヌナズナTGAの導入宿主として用いている（Pontier　et　al．，2002）。この例だ

けでなく、内在性の遺伝子を高発現させると遺伝子共抑制が起りやすいというこ

とはよく知られている。これらのことを考慮すると、タバコのNPR1一倣8遺伝子

をタバコの中で過剰発現させれば、病害抵抗性が向上する株は得られるかも知れ

ないが、遺伝子共抑制がおこる可能性が高い。異なる種に由来するAtNPR1を過

剰発現させたタバコならばその可能性が低くなり、応用展開を考慮した場合にも、

むしろ運用上の利点となる。そこで、本研究ではAtNPR1のタバコにおける病害

応答シグナルへの作用を、一過的発現解析系を用いて明らかにすることを試みた。
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P月L7aプロモーターへ
　直接／間接的作用

　　　1
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　　Fluc活性値の

変化として検出される

図8．P序7aプロモーターへ関与する任意のエフェクター発現プラスミドを

一過的発現解析系において同時導入した場合のエフェクターの作用予想図
PR一ブaレポーターと同時導入されたエフェクタープラスミドから発現した因子

がP月Lブa発現に関与する因子であれば、P月一1aプロモーターに作用し、　Fluc活

性の変化として検出される。
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4－2－1PR．1αFluc÷のAtNPR1百時導入による衣現誘導

　前章で示した通り、遺伝子銃による一過的遺伝子導入では複数のプラスミド

の同時導入が可能である。本研究の解析系を用いれば、例えば任意の因子発現

プラスミドをPR．！α：：Flu♂と同時導入・発現させれば、　PR一際発現誘導に関与す

る因子である場合、FIUC活性の変化として検出され、容易にPR一加関連因子の

探索を行うことができると考えた（図8）。本研究で用いた一過的発現解析系の

有用性を確かめるため、シロイヌナズナNPR1（AtNPR1）を恒常発現プロモー

ターCaMV35Sに連結したプラスミド（35S：：AtNPR　1）を作製し、遺伝子銃を用

いてPR－1α：：Flu♂と共にBY－2細胞に同時導入した（図9A）。その結果、35S：：AtNPR　1

同時導入ではサリチル酸存在下・非存在下ともに、対照区に比べて約2～3倍の

PR－1αプロモーター活性誘導を示した（図9C）。　AtNPRIのタンパク質相互作用

部位と考えられるアンキリンリピートが変異した1ηπ！4変異体（図9B）シロイ

ヌナズナでは病害抵抗性の著しい低下とPR遺伝子発現の欠失がおこる（Cao　et　al．，

1997；Cao　etal．，1994）。1η，〃4遺伝子産物を発現するプラスミド（35S：：ηp〃一1）

を同時導入した場合では、対照区と同じ発現レベルであった（図9C）。ただし、

35S：：7ψ714同時導入ではサリチル酸による誘導が対照区よりも低い傾向にあっ

た（図9C）。

4↓2A劔PR1－AD汐時導入による隠現誘導

　これまでの知見から、AtNPR玉はPR4プロモーターに結合する転写因子と相

互作用することがわかっている（Zhang　et　al．，1999；Zhouαa1．，2000）。従って、

AtNPR1は転写活性化に直接、あるいはそのすぐ近くで働いていると考えられる。

しかし、AtNPR1が転写制御因子に含まれ、直接プロモーターを活性化している

かどうかは、はっきりした知見が得られていない。

　図10Aに示したように、病害応答システムにおいて、　AtNPR1は転写因子と

結合し、転写因子は活性化されてPR－1プロモーターに結合して転写を誘導する

と考えられている。プロモーターに結合してプロモーターを活性化する因子は複

合体を形成していると考えられるが、AtNPR1の作用機作は必ずしも明らかでは

ない。出芽酵母GAL4の転写活性化部位（AD）はDNA結合因子と融合すると

転写活性化能を与え、転写因子と融合すると転写活性を促進することが分かって

いる（Triezenberg，1995）。本研究では、　AtNPR1とGAL4ADの融合タンパク質を

作製し、GAL4AD融合によってPR40発現レベルが促進されるかを調べること

にした。もしAtNPR1にGAL4ADを付加した融合タンパク質で発現誘導レベル
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が促進されれば、プロモーターを直接活性化する因子複合体に含まれている可能

性が高い（図10B）。

　これまでの研究で、AtNPR1のC末端にGFPを付加した融合タンパク質は

AtNPR1の機能を損なわず、細胞内局在も同じであることを示したものがある

（Kinkema　et　al．，2000）。そこでGAL4ADも同様にAtNPR1のC末端に付加した。

AtNPR1－AD融合タンパク質を過剰発現するプラスミド（35S：：AtNPR1－AD）を作

製し（図11A）、一過的発現解析系によってPR40：：Fluc＋発現誘導を調べた。その

結果、AtNPR1－ADを同時発現させたBY－2細胞では、　A£NPR1を同時導入した場

合の2倍以上、対照区の約5～6倍のPR4α発現誘導を示した（図UB）。

4－2－3．PR－10プロモーターのAtNPR1、　A困PR1－AD応匁領域の　索

　PR－10プロモーターにはα3－1相同エレメントであるα5－1－1～セエレメントが存

在する（Qin　et　aL，1994）。α54とα∫一1－1惚の配列を図12に示した。サリチル酸

シグナルによるPR一拍発現誘導には、　PR一加プロモーターに含まれるα5－1一〃如エ

レメントが必要であることが示されている（Strompen　et　al．，1998）。そこで、本

研究で用いた一過的発現解析系で観察されたAtNPR　1によるPR－1α発現誘導も

α54一〃舵エレメントを介したものであるか調べた。PR－！0プロモーターを段階的

に欠失させたレポータープラスミドとα5－1一倣8エレメントに変異を導入したレ

ポータープラスミド（図13A）を用いてAtNPR1、　AtNPR1－AD応答性を解析し

た。その結果、α5－1一〃舵エレメントが欠失、または変異するとAtNPRI、AtNPR1－AD

応答性は失われた。また、α54－11舵エレメントより上流C1575～一932）の領域が

欠失するとA梱PRIによる誘導は残るがGAL4ADによる誘導促進は失われた（図

13B）。
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（A） レポーター

P月一7aレポーター

　内部標準

〒γ画一卸 季・・’　ハニ Flrefl　Iuclferase（Fluc＋）　　　Ter

CaMV35S　　　’愁 弓　　　　’　　Ter

エフェクター

AtNPR1 CaMV35S 鍮麟日日謙繍照臼臨月三瀬灘郵鍾Ter

npr1－1 CaMV35S　　‘濡IF纏ぐ聾　”鞭・繍ア碇1繍建藤灘一ず鳴　伊驚　　Ter

（B）

　　　NPR1　（265）　KHVSNVHKALDSDDIELVKLLLKEDHTNLDDA（297）
　　　npr1－1　（265）一　　　　　　　　　　　　　一P・…一……………一・・……一…・（297）

（298）　ALHFAVAYCNVKTATDLLKLDLADVNHBN　（326）
（298）　　　　　　　　　　　　　　一G　（326）

（C）　エフェクター

control

AtNPR1

叩r1－1

ψ・’「・ ﾓ耳｝．矯・幽ど斡、、－・．・一・・騨

□蒸留水
?4HBA
｡サリチル酸

、ミ　＿．、．，．　雪　　　　　，ゲ．、　　　　　、，．　匿　　蝶・、　、．時轄A

　　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　2　　　　　　　　3　　　　　　　　4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　P月一7a　expression
　　　　　　　　　　　　　　　　（Fluc　1　Rluc　relative　activity）

図9．シロイヌナズナNPR1によるタバコρ月L7aの発現誘導
（A）用いたレポータープラスミドとエフェクター遺伝子の構造。レポーター；

　図4と同じ。AtNPR1；シロイヌナズナNPR1遺伝子断片をCaMV35Sプロモー
　ターの下流に連結。npr1－1；〈1P月∀の変異遺伝子npr1－1をCaMV35Sプロモー

　ターの下流に連結。

（B）npr1－1のアンキリンリピート領域のアミノ酸置換と配列。

（C）一過的発現解析系によるP月㌧プa発現誘導の検出。　（A）のコンストラクトを

　遺伝子銃を用いて5～6日間培養したタバコBY－2細胞に遺伝子導入した。導入後

　蒸留水または30μMサリチル酸／4HBAを処理し、22時間室温で静置培養した。
　Fluc、　Rluc活性はDLRAを用いて測定した。
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（A）

嶋写因子

　　　　　　　　　　　　　／併＼

　　　　劇騨膨→
　　　　　　●　　●

転写因子を活性化

　転写活性を上昇させる

　　転写因子

写因笥　→

転写因子を活性化

転写因子 腰■レ
●　　● ●　　●

図10．シロイヌナズナNPR1は転写活性化に直接関わるか？
（A）AtNPR1のP月イプロモーター活性化における2通りの作用予想図。　AtNPR1は

　転写因子と結合するがP序1a転写開始複合体に含まれるかは明らかではない。

（B）AtNPR1－AD融合タンパク質を発現させた場合のP月イ発現誘導への影響。

　AtNPR1がPR一ブa転写開始複合体に含まれるならば、　ADがPR一プa発現を促進

　する。
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（A）

レポーター　P序7aレポーター　　ア胸閂7 Fluc＋ Ter

内部標準 35M Ter

AtNPR1 35S ・　・腰　訟　㌔　Ter

エフェクター

AtNPR1－AD　　　35S △　輌　・　D ム●　　Ter

（B）エフェクター

AtNPR1

AtNPR1－AD

0 1 2 3 4 5 6 7 8

　　P月一7a　expression
（FluclRluc　relative　activity）

図11．AtNPR1・ADによるタバコPR－7aの発現誘導の促進
（A）用いたレポーター遺伝子とエフェクター遺伝子の構造。P月L7aレポーター；

　図4と同じ。内部標準；35Sプロモーターのas一プエレメントに変異を導入した

　35Mの下流にRluc遺伝子を連結した（図7）。AtNPR1；図9と同じ。
　AtNPR1－AD；AtNPR1のC末端にGAL4遺伝子の転写活性化ドメイン（AD）を
　連結した、融合タンパク質発現プラスミド。

（B）一過的発現解析系によるP月一プa発現誘導の検出。　（A）のコンストラクトを

　遺伝子銃を用いてタバコBY－2細胞に遺伝子導入した。導入後22時間室温で

　静置培養し、Fluc、　Rluc活性をDLRAを用いて測定した。
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＜CaMV35S　promoter＞

as－7 一83　CTGACGTAAGGGATGACGCAC　－63
　　　GACTGCATTCCCTACTGCGTG

＜PRイa　promoter＞

as－7一”κe 一620　ACGTCATCGAGATGACGGCC　－601
　　　TGCAGTAGCTCTACTGCCGG

図12．CaMV35Sプロモーターのas－7エレメントとP月一7aプロモーターの
as－7イ’κeエレメント

as－7エレメントには数塩基離れた2つのTGACGモチーフが含まれる（赤字）。
CaMV35Sプロモーターと比較してP月イaプロモーターのas一プー欣eエレメント

（Strompen　et　al．，1998）のTGACGモチーフは片方が逆向きになっている
（矢印）。

43



（A）

1575bp

　ヒ σ，r　　　　　　　　　㌃ず「一wイr　　　　　　　　　　　　●　　　G　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘
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P月L7a■’u〃

ムρ月L7a－7

ムρ月」7a－2

ムP月一7a－3

帯苫一←≒荊一　置v『

コ　　　

　　　　　　　　　　

　　　　　　　ゆ
　　　　　　　　　お　
　　　　　　　　　一

ム艀　國
　　　　　　　　　as7イ批eエレメントに変異導入

　　　　　　　　　　　　（一619～一604）

（B）

　　　レポーター　エフェクター

P月L7a一頭u”

」△P月」7a－7

ムPR－7ar2

△PIRイa－3

ムas　7－P月」7a

AtNPRl
AtNPR1－AD

AtNPRl
AtNPR1－AD

AtNPRl
AtNPR1－AD

AtNPRl
AtNPR1－AD

AtNPRl
AtNPR1－AD

0 1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6

　　FluclR匿uc　relative　activity

7

図13．欠失、as　7一”κe変異PR－7aプロモーターのサリチル酸、エフェクターへの

応答
（A）P月一プaレポーターに用いた、欠失・as　7一〃kθエレメント変異P月イaプロモー

　ターの構造。

（B）一過的発現解析系。AtNPR1、　AtNPR1－ADをエフェクターとした場合の

　欠失・asプールκeエレメント変異PIR－7aプロモーターの応答性の解析。　（A）の

　レポーターとエフェクターを遺伝子銃を用いて5～6日間培養したタバコBY－2

　細胞に遺伝子導入した。導入後、22時間室温で静置培養し、DLRAを用いて
　Fluc、　Rluc活性を測定した。レポーター活性を測定した。内部標準、エフェ

　クター；図11と同じ。
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43．　i察

4－34．タバコPR－1αはシロ　ヌナズナNPR1によって誘導される

　本研究で用いた一過的発現解析系による解析で、35S：：AtNPR　Iを同時導入した

BY－2細胞ではPR－10：：Fluc＋の発現誘導レベルが促進したことから（図9C）、シロ

イヌナズナNPR1（AtNPR1）がタバコの病害応答シグナル伝達系で機能するこ

とが示された。AtNPR1を異種植物で発現させた例としては、単子葉植物である

イネに35S：：AtNPR　1を導入した形質転換体を作製した研究があり、病害抵抗性

がわずかに向上していることを報告しているものの、SAR誘導や内在遺伝子発

現誘導の解析は行われていない（Chem　et　a1．，2001）。また今回得られた結果は、

タバコとシロイヌナズナが非常によく似た病害応答遺伝子発現システムを備えて

いることを示唆する。最近になってタバコでもNPR1－1惚遺伝子が単離されてい

る（Liu　et　al．，2002）。その他にも、シロイヌナズナTGA因子がタバコで機能す

ることが示されている（Pontier　et　aL，2002）。これらの知見も、シロイヌナズナ

とタバコの病害応答性の類似性を示唆するものである（図14）。

　AtNPR1はサリチル酸や病原感染などによる病害応答シグナルが伝達されない

場合は不活性型オリゴマーとして細胞質に存在し、シグナルが伝達されると活性

化モノマーとなって核内に移行し、PR遺伝子の発現を誘導するという報告があ

る（Mou　and　Dong，2003）。また、35S：：AtNPR1を導入したシロイヌナズナの解析

では、この形質転換体は病害抵抗性が向上するが、病害応答シグナル非存在下で

は野生型と同様、PR遺伝子の発現は誘導されない（Cao　et　aL，1998）。一方、本

研究で用いた一過的発現解析系では、35S：：AtNPR　1同時導入によって、サリチル

酸無処理でもPR－1α：：Fluc切発現が上昇した（図9C）。これは遺伝子銃を用いて

いることが原因であると推測される。一般に形質転換体の細胞内では1コピーの

コンストラクトがゲノムに導入されるのに対し、遺伝子銃では一度に大量の遺伝

子が染色体外DNAとして導入されるため、　AtNPR1が過剰に発現し、サリチル

酸無処理でもPR－！α：：F1纏♂の発現上昇が見られたものと推察された。また、培養

細胞は常に傷害ストレスを受けていることや、遺伝子銃による遺伝子導入は傷害

ストレスであることも考慮すると、おそらく培養細胞では植物体とは異なり、サ

リチル酸未処理の場合でもPR－1α：：Flu♂発現が誘導されやすいのであろう。

　一方、AtNPRIの変異体であるnpr1－1タンパクをエフェクターとしてPR－

1α：：Flu♂と同時発現させた場合では、サリチル酸処理によるPR－1α発現誘導はエ

フェクターなしの場合よりも若干低くなった（図9C）。これは変異型NPRIを細

胞内で過剰発現させたことによるtrans　dominanレnegative効果が現れたと推察さ

れた。
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4－3－2．GAL4ADを融合したAtNPR1はPR－10ヌ冴誘導を　准させる

　AtNPRIとGAL4ADの融合遺伝子（AtNPR1－AD）はAtNPR1よりも高いPR4α

プロモーター発現誘導を示した（図11B）。　G入L4タンパク質による転写活性の

促進は、基本転写因子複合体とGAL4のAD部位が相互作用することによってお

こる（図15A）。本実験でも、　AtNPR1によるPR4θ発現誘導がGAL4ADを付加

することによって著しく上昇したことから、AtNPR1がα5－1－11舵エレメントに転

写制御因子を介して結合し、転写活性化に直接関与することが示唆される（図

15（B，C））。またさらに、今回の一過的発現解析系でAtNPR1－AD同時導入によっ

てPR－10発現レベルが上昇したことから、　AtNPR1－ADを発現する形質転換植物

はより高い病害抵抗性を示すことが期待される。

4－3－3．AtNPRI、　AtNPR1－ADはPR40プロモー　一の03－1一倣8エレメントに一

する

　PR－1αプロモーターの欠失、変異によってAtNPR1、　AtNPRLADによる発現

誘導が失われたことから（図13B）、α5－1－1～舵エレメントがAtNPRI、　AtNPR1－AD

応答領域であることが強く示唆された。03－！一〃舵エレメントがタバコやシロイヌ

ナズナのPR－！プロモーターのサリチル酸シグナル応答に必要であるという知見

から（Lebel　et　al．，1998）、今回得られた結果はAtNPR1がタバコの病害応答シグ

ナルによってPR4α発現誘導を促進していることを示したものでもある。また、

α5－1一〃聖心レメントより上流（4575～一932）領域が失われると、AtNPR1－ADに

よる誘導促進がAtNPR1と同程度まで低下することから、この部位にもGAL4AD

の作用を促進させる部位が存在する可能性がある。あるいは、一1575～一932領域

を含む完全長のプロモーターは、一932まで欠失させたプロモーターよりも安定

な転写開始複合体を形成できるため、AtNPRI－ADの作用が強く現れている可能

性も考えられる。以上が本研究で得られた知見であるが、不明な点が多く残され

ており、今後のさらに詳しい研究による作用機影解明が期待される。
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（A）シロイヌナズナ細胞

（B）BY－2細胞

　病害

シグナル

サリチル酸処理

　サリチル酸
　　　　　、⑧

＼＼＿ノ／

図14．タバコ細胞でシロイヌナズナNPR1（AtNPR1）がタバコP月L7aの発現
誘導を促進する
（A）シロイヌナズナ細胞でのAtNPR1の機能。病害シグナルによって細胞内に

　サリチル酸が蓄積し、サリチル酸シグナルにおいてAtNPR1が活性化されて
　転写因子を活性化し、転写因子がPR一ププロモーターを活性化してP月L　7発現

　が誘導されると考えられている。

（B）本実験系でタバコ培養細胞でシロイヌナズナNPR1を一過的に発現させた

　場合の作用。PR一プa発現誘導が促進されたことから、　AtNPR1がタバコ細胞

　において転写因子を介してP月㌧1a発現に影響を及ぼしたと考えられる。タバ
　コとシロイヌナズナにおける病害応答機構の類似性が示唆される。
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図15．AtNPR1は転写制御複合体に含まれる
（A）GAL4タンパク質の転写制御モデル。　DNA結合ドメイン（DBD）でプロモー

　ター上のUAS配列に結合したGAL4は転写活性化ドメイン（AD）で基本転写
　因子群を介して転写を活性化する。UASl　GAL4タンパク質結合配列。
（B）as－7一〃κeエレメント結合タンパク質による転写活性化モデル。　AtNPR1が

　転写制御因子と共にas一ブー〃κeエレメント（as－1）に結合する場合。

（C）AtNPR1－ADを発現させた場合のas一プー〃κeエレメントによる転写活性化モデル。

　AtNPR1が転写制御因子と共にas一プー欣eエレメント（as－1）に結合する場合、

　転写制御因子に結合したAtNPR1－ADが基本転写因子群に作用し、転写活性が

　促進される。矢印の太さは転写量を示す。
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禿子の転写活性5．一過的発現解析系を用いたTGA
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5－1．　紬塾

　病害応答シグナルでPR遺伝子のプロモーターを活性化する転写因子はTGA

因子群であると考えられている。TGA因子は真核生物で普遍的に存在する転写

因子の一種であり（Vogtαal．，1987；Lin　and　Green，1988；Ziff，1990；Engelberg　et　al。，

1994）、TGACG配列を認識してプロモーターを活性化する（Lin　and　Green，1988；

Struhl，1988）。また、様々な環境応答シグナルで活性化されることが知られてい

る（Lin　and　Green，1988；Struhl，1988；Ziff，1990；Engelberg　et　al．，1994）。植物でも

相同因子がいくつか単離され（Tabata　et　aL，1989）、特にシロイヌナズナとタバコ

で解析が進んでいる。植物TGAは他の真核生物の転写因子TGAと同様に塩基

性ロイシンジッパー（bZIP）領域を持ち、相同性も高い。転写活性化能を示唆す

る報告もあるが（Niggeweg　et　al．，2000a）、病害応答シグナルにおける転写活性

は必ずしも明らかではない。

　最初に単離されたTGA因子はタバコ由来TGAlaであり、カリフラワーモザ

イクウイルス（CaMV）のα5－1エレメントに結合する因子として単離された

（K飢agiri　et　al．，1989；Lam　et　aL，1989）。酵母細胞内、動植物の∫〃v1170転写系、

植物細胞内の転写解析で、TGAlaがα34エレメントを介して転写を活性化する・

ことが報告されている（Katagiri，　et　aL，1990；Yamazaki　et　al．，1990；Neuhaus　et　aL，

1994；Niggeweg　et　al．，2000a）。また35Sプロモーターのα34エレメントは全身獲

得抵抗性の誘導物質であるサリチル酸に応答して発現を誘導することから（Qin　et

al．，1994）、　TGAlaも防御応答シグナルの転写活性化に関与するのではないかと

考えられていた。後になって、PR遺伝子プロモーターに存在するα54と相同な

α5－！－1∫セエレメントがサリチル酸による発現誘導に必要であり、さらにTGAla

が054一〃如エレメントにも結合することがゲルシフトアッセイによって示され

たことから（Strompen　et　a1．，1998）、　TGAlaはPR遺伝子の転写制御因子として

サリチル酸シグナルに関与すると考えられるようになった（図16）。

　シロイヌナズナでは現在10種類のTGA因子が単離されている（Pontier　et　al．，

2001；Jakobyαal．，2002）。そのうち幾つかはPR4プロモーターに含まれるα34一

〃舵エレメントに結合することがゲルシフトアッセイによって示されている

（Pontier　et　al．，2002）。このことから、　TGA因子は病害応答シグナルにおいて、

PR遺伝子の発現を直接誘導する因子であると考えられている。また、シロイヌ

ナズナTGA因子のいくつかはAtNPR1と結合活性があることがyeast　two－hybrid

法で示されている（Zhang　et　a1．，1999；Zhou　et　al．，2000）。さらにサリチル酸／

AtNPR1シグナルがPR4プロモーターのα3－！．11舵エレメントへのTGA因子の集

合と結合を促進するという報告もある（Despres　et　a1．，2000；Johnson　et　al．，2003）。
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以上の知見から、シロイヌナズナではTGA因子はNPR1となんらかの相互作用

をすると考えられ、TGA因子は病害応答シグナルにおいてNPR1とPR4プロモ

ーターの間をつなげる因子であると考えられている。

　タバコでは現在4種類のTGA因子が単離されており（Katagiri　et　aL，1989；

Niggeweg　et　al．，2000a）、そのうちTGAlaはPR－1αプロモーターに含まれるα5－1一倣8

エレメントに（Strompen　e重al．，1998）、　TGA2．1、　TGA2．2はα5－1エレメントに結

合することがゲルシフトアッセイによって確認されている（Niggeweg　et　al．，

2000a）。また、　TGAlaはサリチル酸によるその結合活性の促進が報告されてい

る（Jupin　and　Chua，1996；StangeαaL，1997）。さらに、シロイヌナズナNPR1と

結合するものもあることがyeast　two－hybrid法で示されている（Niggeweg　et　aL，

2000b）。最近になってタバコNPR1－like因子が単離されていることからも（Liuα

al．，2002）、タバコTGA因子もシロイヌナズナと同様に、病害応答性の転写制御

においてNPR1とPR遺伝子プロモーターの問で働いている可能性が高い。

　本研究ではTGA因子のPR遺伝子発現における機能に関する新たな知見を得

る目的で、一過的発現解析系を用い、タバコTGA因子群各々の病害応答シグナ

ルにおける転写活性化能を、タバコ培養細胞内で解析することを試みた。
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〈タバコ〉
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角WγoでのP月一7aプロモーターやNPR1（一like）との相互作用、

SARシグナルにおける転写活性化の解析はまだ行われていない

図16．タバコTGAlaについてこれまでに得られている知見
タバコTGAlaは、　PR一プaプロモーターのas7一〃κeエレメントに結合することが

ゲルシフトアッセイによって示され、病害応答シグナル存在下ではないが、

転写活性化能が植物、酵母、動物細胞内で検出されている。

（Katagiri　et　aL，1990；Neuhaus　et　al．，1994；Strompen　et　al．，1998；Nig9eweg

et　al．，2000a）
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5－2－1一雪白・ヌ幕　η析系によるタバコTGAlaの転牌活性の刀析

　これまでの一過的発現解析によって、シロイヌナズナNPR1がタバコ細胞内で

タバコ1・R－1α発現誘導を促進することを示した（図9C）。またAtNPRIが転写活

性化に直接作用することを示唆する結果が得られた（図11B）。1〃v加。では輪っ

かのシロイヌナズナTGA因子とタバコTGA因子はAtNPR1に結合活性を有する

ことが報告されている。また、TGA因子がPR－1の転写を活性化することが示唆

されている。そこで本研究では、最初に単離され転写活性化能も報告されている

タバコTGA　Iaが、　AtNPR1が関与する病害応答シグナルにおいて転写活性化因

子として機能するかを調べた。

　図17に実験系の模式図を示した。転写活性解析のレポーターとして、GAL4

のDNA結合部位（DBD）が結合するUASプロモーター配列にFluc遺伝子を連

結したプラスミド（UAS：：Fluc÷）を用い、エフェクターとしてGAL4DBDをTGA　Ia

のN末端に連結した融合タンパク質を発現するプラスミド（35M：：DBD－TGAla）

を構築した（図17A）。　GAL4DBD－AD発現プラスミドをエフェクターとした場

合、DBDでUAS配列に結合し、　AD部位で転写が活性化され、　Fluc活性が検出

される（図17B（a））。　GAL4DBDのみを発現するプラスミド（35M：：GAL4DBD）

をエフェクターとした場合、UAS配列に結合するが、転写は活性化されない（図

17B（b））。35M：：DBD－TGAlaをエフェクターとした場合、　TGAlaに転写活性化能

がある場合のみ、Fluc活性が誘導される（図17B（c））。

　エフェクターとUAS：二Fluc÷をBY－2細胞に遺伝子銃を用いて同時導入し、サリ

チル酸処理による発現誘導レベルの変化を調べた（図19）。さらに第二のエフェ

クターとして、シロイヌナズナNPR1（AtNPR1）発現プラスミド（35S：：AtNPR　1）、

AtNPR1とGAL4転写活性化部位（AD）の融合タンパク質を発現するプラスミ

ド（35S：：AtNPR1－AD）、　AtNPR1の機能を欠失した変異npr14を発現するプラス

ミド（35S：：ηρ〃一1）を、35M＝：GAL4DBD／35M：：DBD－TGAlaエフェクター（図17A）

と共に、それぞれ同時導入した（図18A）。　AtNPR1やAtNPR1－ADがTGA　laの

転写活性化能に関与する場合、Fluc活性の変化として検出されると考えられる

（図18B）。図19に示したように、エフェクターが35M：：DBD－TGAlaのみの場

合よりも、35S：二AtNPR　1を同時導入した方が、高い発現を示した。さらに、

35S：：AtNPR1－ADを同時導入したBY．2回忌では、35S：：AtNPR1を同時導入した場

合よりもさらに高い転写活性が検出された。35S：：ηp〃一1を同時導入したBY－2細

胞ではDBD－TGA！aのみの場合と同程度の発現レベルを示した。　AtNPR1、

AtNPR1－ADがTGA　laではなくGAL4DBDに作用している可能性もあるので、
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GAL4DBDのみを発現するプラスミド（35M：：GAL4DBD）を用いて同様の実験を

行った結果、UAS：：Fluc÷の発現は、　AtNPR1、　AtNPR1－ADの同時導入による発現

レベルの上昇は検出されなかった。このことから、AtNPR1、AtNPR1－ADはTGA　la

に作用して、UAS：：Fluc＋に対する転写活性能を促進させたと考えられる。しかし、

どの場合でも、この実験ではサリチル酸処理による転写活性の上昇は検出されな

かった。

5－2－2．一’融・ヌ冴　潔斤系によるPR－1α：：Fluc÷のrGA百時導入による滋王パターン

籔
　PR－1α発現誘導にそれぞれのタバコTGA因子がどのように作用するかは、必

ずしも明らかではない。最近では、GAL4DBD融合タンパクを用いた解析で、酵

母細胞内でTGAlaとTGA2．2に転写活性化能があることが報告されている

（Niggeweg　et　al．，2000a）。しかし、病害応答シグナルにおいてPR雪加に対する転

写活性化能をタバコ細胞内で解析した例はない。

　本研究では一過的発現解析系を用いて、TGA　la、　TGA2。1、　TGA2．2によるPR－

10発現レベル変化の検出を試みた。3つのTGA因子の構造を図20に示した。

配列の相同性から、TGAIaはClass　I、　TGA2．1とTGA2，2はClass　IIに分類され

る。bZIP部位は3種類のTGAで高度に保存されているが、C末端側は、同じClass

IIであるTGA2．1とTGA2．2では相同性が高いが、　Class　Iに属するTGAIaとの

相同性は低い。N末端側は、3種類のTGA因子で配列の長さなどが様々である。

1）R40：：Flu♂と同時にTGA因子発現プラスミド35M：：TGA　Ia、35M：：TGA2。1、

35M：：TGA2．2をそれぞれBY－2細胞に導入し、一過的発現解析を行った。図21

に示したように、TGA　laやTGA2．2を同時導入したBY－2細胞ではPR－1α：：Flu♂

の発現上昇が検出された。TGA2．2を同時導入したBY－2細胞ではAtNPR1を同

時導入した場合よりも高い発現の促進が起っている。一方、TGA2．1を同時導入

した場合ではPR4α：：Fluc÷発現は上昇しない。さらに、　TGAエフェクターに加え

てAtNPR1エフェクターを同時導入した場合では、　TGA　l　aとAtNPR1の同時導

入ではPR一加発現はTGAlaのみと比べると発現レベルは促進されず、特にTGA2．2

とAtNPR1の同時導入では、　AtNPR1がTGA2．2によるPR．1α発現誘導に対して

抑制的に働いているように見える。一方、TGA2．1とAtNPR1を同時導入すると、

PR．1α発現は著しく上昇した。
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（A）

レポーター

6×UAS
UASレポーター Fluc＋ Ter

内部標準 35M Rluc Ter

エフェクター

DBD－AD 35M ，：魯　　　　・ゆ　　　Ter

DBD騨TGAla 35M D＝膨 Ter

DBD 35M ■亜■　Ter

（B）

a）DBD－AD

・●

o＝●

Fluc＋

UAS

b）DBD

●；●

Fluc＋

UAS

c）DBD－TGAIa
　　　　病害抵抗シグナル

●旨9 9＝●

Fluc＋ o「 Fluc＋

UAS

TGAIaに転写活性化能がない場合

UAS

TGAIaに転写活性化能がある場合

図17．タバコTGAIaの転写活性化能にAtNPR1、　AtNPR1－ADは影響を与えるか
（A）UASレポーター；GAL4DBDの結合配列であるUASを6コピー列ねた配列に
　Fluc・を連結した。内部標準；図11と同じ。　DBD－AD；GAL4のDBDとADの

　融合タンパク質発現プラスミド。DBD－TGAla；GAL4DBDのC末端にTGAla
　を連結した、融合タンパク質を発現するプラスミド。DBD；GAL4のDBD
　だけを発現するプラスミド。

（B》DBD－TGAIa融合タンパク質に転写活性化能がある場合のみ、　Fluc活性が

　上昇する。赤い矢印は転写を示す。
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（A）

エフェクター

DBD－TGAla 35M ＝D Ter

第ニエフェクター

AtNPR1 35S Ter

AtNPR1－AD 35S ▲　與　　・　● ▲●　　　Ter

npr1－1 35S ● Ter

（B）

サリチル酸処理

　
　
　
　
？
・

　　　　　　　？

，，　→
　　　　　　Fluc＋

　UAS

図18．タバコTGAIaの転写活性化能にAtNPR1、　AtNPR1・ADは影響を与えるか
（A》エフェクターと第二エフェクターの構造図。DBD－TGAIa；図17と同じ。

　AtNPR1；図9と同じ。　AtNPR1－AD；図11のAtNPR1－ADと同じ。　npr1－1；

　図9と同じ。

（B）UASレポーターとDBD－TGAlaエフェクターに加えて、第二のエフェク

　ターとしてAtNPR1、　AtNPR1－ADエフェクターを同時導入させた場合。

　AtNPR1、　AtNPR1－ADがDBD－TGAlaの転写活性化能に影響を与えるなら
　Fluc活性変化として検出される。
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エフェクター

DBD－TGAIa1一

DBD－TGAlalNPR1

DBD－TGAIalNPR1－AD

DBD－TGAIalnpr1－1

DBD1一

DBDINPR1

DBDINPR1－AD

DBDlnpr1－1

’　F　　　γ　　　　　P　，一■　　　一　　　　　　　　一，一・

．戸⇒ 蛛@’t 揃濁F名‘で『 ，　　　　　　　・診一吋

ど　　　’・

仔。”　　　　　　　　　一　　　　　一　　　　弓　　　，

か

q㌃’∵7、唖

国4HBA
｡サリチル酸

L，、3F

0　　　0．02　　0．04　　0．06　　0．08　　0．1　　0．12　　0．14　　0．16

FluclRluc

図19．一過的発現解析系によるDBD－TGAla融合タンパク質の転写活性化能の

解析
サリチル酸処理による転写活性化能の変化とAtNPR1、　AtNPR1－ADエフェクター

の影響。図17、18のコンストラクトを遺伝子銃を用いて5～6日間培養したタバコ
BY－2細胞に遺伝子導入した。導入後30μMサリチル酸／4HBAを処理し、22時間

室温で静置培養後、DLRAを用いてレポーター活性を測定した。
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N一末端側 bZIP C一末端側

TGAla Class　l

（16％）　　　　（92％） （52％）

TGA2．1

TGA22

170aa

i　　　i　　　　i
i　　i　　　i
44％　　　　　　89％　　　　　　　　79％

i　　i　　　i
i　　　l　　　　i
l　［璽國■暉爽塾■国国国
（21％）　　　（89％）　　　　　　（57％）

Class　ll

図20．本研究で用いたタバコTGA因子の構造

括弧内のパーセンテージはTGAlaとの相同性を示す。
配列の相同性からTGAlaはclass　lに、2つのTGA2はclass　llに分けられる。

bZIP（塩基性ロイシンジッパー）領域はClassに関係なく相同性が高い。

C末端側はTGA2．1とTGA2．2は相同性が高いが、　TGAIaとの相同性は低い。
N末端側は多様である。　（Nig9eweg　et　al、，2000a）
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第一エフェクター

TGAla

TGA2．1

TGA22

0 1 2 3 4 5

P月L7a（Fluc1Rluc）

　　　　　　　　［］一AtNPR1
第二エフェクター

　　　　　　　　■十AtNPR1

図21．一過的発現解析系によるタバコTGA因子のP月L　7a発現誘導能の解析

TGAIa；35M：：TGAla、　TGA2．1；35M：：TGA2．1、　TGA2．2；35M：＝TGA2．2、

AtNPR1；35S：：AtNPR1。プラスミドコンストラクトを遺伝子銃を用いて5～6日間
培養したタバコBY－2細胞に遺伝子導入した。導入後22時間室温で静置培養し、

DLRAを用いてレポーター活性を測定した。エフェクターなしのP月1一ブa：：Fluc・発現

レベルを1とした。
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5－3．　察

　本研究で用いた一過的発現解析系で得られた結果から、TGAlaは単独でPR－1α

プロモーターを活性化する機能があるが、A重NPR1同時発現によって転写活性化

能がわずかに促進されるものの（図19）PR．如発現レベルが上昇しないことか

ら（図21）、AtNPRI（またはタバコのNPR1）が直接作用する因子ではないこと

が示唆される。また、病害応答シグナルでは主要な因子ではない可能性が考えら

れる。TGA2．1は、単独ではでPR40プロモーター活性化能は示さないが、　AtNPR1

同時発現によってPR－1α発現レベルが大幅に上昇したことから（図21）、　AtNPR　1

（またはタバコのNPR1）が直接作用する因子であり、病害応答シグナルにおい

てPR－10発現を誘導する主要な因子である可能性がある。　TGA2．2は、単独で

1）R40プロモーターを活性化する機能があるが、　AtNPRI同時発現によってPR－1α

発現レベルが上昇せず、むしろ抑制されていることから（図21）、病害応答シグ

ナルに抑制的に働く因子、あるいは主要な因子ではない可能性がある。表2に既

報の知見と本研究で得られた知見を比較した。過去の知見では、植物細胞内への

マイクロインジェクションによる解析や（Neuhaus　et　al。，1994）、酵母細胞内の

GAL4DBD融合因子を用いた解析によって、　TGAlaの転写活性化能が検出され

ているが、AtNPR1との結合活性はないとされている（Niggeweg　et　aL，2000a）。

TGA2．1は、転写活性化能もAtNPR1結合活性もあるとされている（Niggeweg　et　a1．，

2000a）。　TGA2，2は、転写活性化能はないがAtNPR1との結合活性は検出されて

いる（Niggeweg　et　aL，2000a）。しかし前述した通り、これらの解析はタバコ細胞

内で行われておらず、AtNPR1との関係も結合活性のみで、転写活性化能におけ

るAtNPR1の作用は解析されていない。シロイヌナズナTGA　IはAtNPR1との相

互作用がないとされていたが、サリチル酸処理によってTGA　1のタンパク構造

が変化し、結合活性が誘導されるという報告がされている（Despres　et　a1．，2003）。

同様の現象がタバコでもある可能性は高い。

　TGA因子は病害応答シグナルによってだけでなく、オーキシンやストレスな

ど、様々なシグナルで活性化されることが報告されている（Pascuzzi，　et　aL，1998）。

TGA因子群のα54結合活性を欠失させたtrans　dominant－negativeタバコの解析で

は、TGA因子が病害抵抗性に抑制的にも作用し得ることが示されている（Pontier

et　al．，2001）。また、　TGAlaが高濃度薬剤処理によるXenobioticストレスによっ

ても活性化されるという報告がある（Johnson　et　al．，2001）。その他にシロイヌナ

ズナでも、TGA2が傷害応答遺伝子であるPDF1．2のプロモーター領域に含まれ

るα54－11セエレメントに結合することを示した例がある（Spoel　et　aL，2003）。こ

れらのことから、TGA因子は多様なシグナルに応答し、シグナルの種類によっ
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て活性化されるTGA因子の種類が異なり、転写を活性化する遺伝子を選んでい

ることが示唆される。従ってTGA因子の病害応答シグナルのエフェクターとし

ての機能だけを検出するのは困難であると考えられる。また、Yeast　two－hybrid

法を用いた解析で、TGA　la、　TGA2．1、　TGA2．2は互いに異型二量体を形成し、ま

たそれぞれが同型二量体を形成することが報告されている（Niggeweg　et　al．，

2000a）。さらに、プロモーター領域に含まれるα∫一1エレメントへの結合活性も

それぞれのTGA因子で異なっていて、　TGA2．1はTGA2．2と複合体を形成すると

α34エレメントへの結合様式が変化する（Niggeweg　et　al．，2000b）。つまり、　TGA

因子はプロモーターを活性化する際に複合体を形成すると考えられるため、それ

ぞれのTGA因子単独ではPR一加発現を効果的に誘導することはできないのかも

しれない。シグナルによって活性化するTGA因子の種類が異なり、　TGA因子ど

うし、あるいはシグナル特異的にTGA因子と相互作用する未知の因子の作用に

よって、異なる組み合わせで複合体を形成して働くとするなら、病害応答シグナ

ルに特異的に関与してPR－1αプロモーターを活性化するTGA因子やその他の因

子の組み合わせを明らかにする必要がある。しかし、従来の変異植物体を用いた

解析では多重変異体の作製に時間がかかり、実験区も膨大になる。シロイヌナズ

ナで、NPRIと相互作用するTGA2、　TGA5、　TGA6の3重変異体の病害抵抗性試

験を行った研究例があるが（Zhang　et　aL，2003）、因子の機能が重複しているなど

の推測に留まり、TGA因子の転写制御についての機能解析は行われていない。

それに対して本研究が確立した実験系では、それらの因子の解析がより簡便に実

施可能であると考えられる。一過的発現解析系では複数のTGA因子同時導入が

容易に行えるので、様々なTGA因子の組み合わせでのPR－／α発現制御の解析が

迅速に行える。今後、一連の解析によって、病害応答シグナルでPR－1αプロモ

ーターを活性化するTGA因子の組み合わせが明らかにできると考えられる。
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過去の知見 　　　　　本研究
（P月イaプロモーターに対して）

TGAIa

TGA2．1

TGA2．2

転写活性

AtNPR1の作用

転写活性

AtNPR1の作用

転写活性

AtNPR1の作用

酵母、動植物in　vitro系

　　植物細胞内で

　　　　有

ln　vitroで

結合しない

酵母細胞内で

　　有

ln　vitroで

結合する

酵母細胞内で

　　無

In　vitroで

結合する

植物細胞内で有

　転写活性は

影響を受けない

植物細胞内で無

転写活性は

誘導された

植物細胞内で有

転写活性は

抑制された

表2．タバコTGA因子の既報の知見と本研究で得られた知見
本研究では一過的発現解析系を用いて、PR－1a転写活性化能の解析

を植物細胞内で行った。また、AtNPR1がタバコTGA因子の転写活
性化能に影響を与えることを示した。
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6．　バコ、PR－1αプロモーターの

タバコとシロイヌナズナにおける発現・析
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64．　論

　PR－1タンパク質はタバコやシロイヌナズナ以外にもイネやコムギ、オオムギ、

トウモロコシなど多くの植物で単離されている。これらのPR－1タンパク質の配

列は異なる種由来でも相同性が高く（最低35％）、約15～17kDa程の分子量であ

る。PR－1タンパク質の機能は未だ不明であるが、病原感染によって非常に高い

発現が誘導される（Selitrennikoff，2001）。シロイヌナズナやタバコでサリチル酸

やその類似化合物によって主に発現が誘導されるPR4、　PR－2、　PR－5のうち、発

現誘導率が最も高いのはPR4であり、その発現はSAR誘導の指標として最も信

頼性がある（Uknes　et　al．，1992；Friedrich　et　al．，1996）。

　本研究の一過的発現解析系でこれまで得られた結果から、P1～一10：：Fluc＋は様々

な因子の病害応答シグナルにおけるPR－1α発現制御機能を検出可能であること

が示された。またタバコ形質転換体でもPR－10：：FIU♂発現誘導の過程は高感度に

検出することができる（Watakabe　et　al．，　submitted）。

　本研究はFlucレポーターを用いて、病害応答性を発光活性として簡便に、効

率的に解析することを目的としているが、それにはより優れた指標が必要である。

そこで、最も知見が集積されており、指標としても頻繁に用いられているタバコ

P忍拍とシロイヌナズナPR4のプロモーターの病害応答シグナルにおける発現

誘導レベルを一過的発現解析系によって検出し、どちらが、病害応答性誘導の指

標として優れているか比較を試みた。

　図22にタバコPR4αプロモーターとシロイヌナズナPR－1プロモーターの構

造を示した。この2つのプロモーターは配列の相同性は低いが、存在するエレメ

ントの種類は類似している。α5子〃舵エレメントは本研究でも解析を行ったTGA

因子の結合部位である。GT4　boxは光応答シグナルの転写制御因子であるGT－1

タンパク質が結合する配列である。タバコの解析で、GT4タンパク質のPR一箪

プロモーター結合活性がサリチル酸や病原感染によって抑制されることから、

GT－1タンパク質はPR－10発現の抑制因子であることが示唆されている（Buchel　et

aL，1999）。　MYBサイトに結合するMYBタンパク質は、病原感染（タバコモザ

イクウイルス）やサリチル酸によって発現が誘導されることからPR－1α発現に

促進的に働く因子であることが示唆されている（Yang　and　Klessig，1996）。その

他にWbox相同配列が存在する。　W　boxは転写制御因子であるWRKYタンパク

質が結合する配列である。WRKYタンパク質はPR－1発現に促進的に働くものと

抑制的に働くものの両方が存在する（Rowland　and　Jones，2001；Robatzek　and

Somssich，2002）。このように、シロイヌナズナ1・R4とタバコPR．加プロモータ

ーは構造上の類似性は高く、共通した転写制御を受けていると考えられる。この
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2つのプロモーターのサリチル酸による発現誘導率を一過的発現解析系において

Huc活性として検出・比較を行った。
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　　タバコ
P月L7aプロモーター

一1500 ＋1

MBS
as－1　element

GT凋box

　　　　　　　　　一1500
シロイヌナズナ
PR－7プロモーター

＋1

MBS
as－1　element

GT－1　box

図22．タバコP月L拍プロモーターとシロイヌナズナρ月L7プロモーターの比較

as－1　elementサリチル酸応答領域as－1－likeエレメント。　GT－1　box：GT－1タンパク質

結合部位。多くの光応答遺伝子のプロモーター等に見られる。MBS：MYBタンパク
質結合配列。
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6－2－1．PR4α：：Flu♂形冠転換タバコにおけるPR－10誘導パターン刀析

　タバコのPR－1α：：Fluc÷形質転換体を作製し、本葉が5～6枚展開した植物体の

中上位葉に、PR－1αの強力な誘導剤であるBTH：を処理し、高感度CCDカメラを

用いてFluc活性の経時変化を追った。図23に示したように、　BTHを処理した

部位で6時間後にFluc活性の誘導が起り始め、経過時間ごとに上昇し、　PR4α

発現部位が拡大していく様子が観察された。さらに、このPR－1α：：Huc＋導入タバ

コにタバコ野火病菌（P5「ε〃40ノη0176r5　5「）ヌア’178α乏～Pv．　ノoZ）occ1）を接種してRuc活性の

経時変化を観察した（図24）。接種後3日目に接種部位でFluc活性が上昇し始

め、発現領域が拡大していく様子が観察された。これらの結果から、本研究で用

いているPR－1α：：Fluc＋がタバコ植物において病害応答性の優れた指標であること

が示された。

6－2－2BY－2細旬を一いた一’融嬢擁　聚析系による比較

　シロイヌナズナPR4とタバコP忍1αの病害応答シグナルにおける発現誘導レ

ベルを比較するための手法として、本研究で構築した一過的発現解析系を用いた。

タバコPR40プロモーターとFlucのレポータープラスミド（PR4α：：Fl　uc÷）と、

シロイヌナズナPR－1（Lebel　et　al．，1998）プロモーターとFlucのレポータープラ

スミド（AIPR－1：：FluC＋）を、それぞれ遺伝子銃を用いてBY－2細胞に導入し、　DLRA

によって、サリチル酸処理による一過的発現誘導レベルを調べた。遺伝子導入の

内部標準には35M：：Rlucを用いた。図25（A）に示したように、シロイヌナズナ

PR4プロモーターではサリチル酸による発現誘導はほとんど検出されないのに

対し、タバコPR一山プロモーターでは約2倍に発現が誘導されている。

6－2－3シロ　ヌナズナを一いた一’融・発王盤析系による比較

　次に、シロイヌナズナ細胞におけるシロイヌナズナPR．1プロモーターとタバ

コPR．拍プロモーターのサリチル酸による発現誘導レベルを比較した。　P尺

！α：：Flu♂と々PR－1：：Fluc÷をそれぞれ遺伝子銃を用いてシロイヌナズナのロゼッタ

葉に導入し、DLRAによって、サリチル酸による発現誘導レベルを調べた。シロ

イヌナズナではRlucの発現は非常に低く（データ省略）レポーターとして不適

当であったため、遺伝子導入の内部標準にはRlucの因子結合部位をすべて欠失

させたhRlucを35Mプロモーターの下流に連結したプラスミド（35M：：hRluc）

を用いた。その結果、図25（B）に示したように、シロイヌナズナPR－1プロモ

ーターではサリチル酸による発現誘導は最大でも約し5倍までに留まるのに対し、
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タバコPR一加プロモーターでは2．5～3倍の高い発現誘導を示した。

6－2－4．PR－1α：：Fluc＋形丘転奥シロ　ヌナズナにおけるP1～一10誘導パターンの刀析

　図25A，Bの一過的発現解析系で得られた結果から、植物病害応答性誘導の指

標として優れているのは、シロイヌナズナでもタバコでも、タバコ由来PR．1θ

プロモーターであることが示された。そこで、PR－1α：：Fluc÷を導入した形質転換

体シロイヌナズナを作製し、病害応答性の誘導パターンをFluc発光活性として

検出・解析を試みた。図26に示したように、96穴プレートでシロイヌナズナ幼

苗を生育し、サリチル酸またはBTHを添加すると、処理後約6時間からPR－

1α：：Fluc＋の発現が誘導されはじめ、12、24時間後と発現量の上昇過程が発光活性

の増大として現れている。一方、対照区ではFluc活性の誘導は観察されない。

さらに、サリチル酸やBTHの濃度に依存したFl縫。活性上昇が明瞭1に検出された。
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処理直後 6時間

帯電黙．∵1許　麹・『1』・

霧1轟藏難糊

　　　　　　　ち　の　　ン

鰹謹議遷
　　12時間

24時間 48時間 72時間

弱■■■■■・．：≦一　　■■■■■強

図23．タバコPR－7a＝＝Fluc＋形質転換体のBTHに対するルシフェラーゼ活性の変化

本葉が5～6枚展開したP月一7a＝＝Fluc・形質転換タバコの上位葉に500μM　BTHを数μ1

滴下し（黄色円部分）、P月1－1a発現誘導の経時変化をCCDカメラを用いて連続

観察した。
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接種直後

9日

21日

3日

12日

24日

6日

18日

弱■■■■■レ、、・■■　　■■■■■強

図24．タバコ野火病菌（Pseudomoηas．　sy7’ηgae　pv．意abaccのに対するPIR－7a＝＝

Huぴ形質転換タバコのルシフェラーゼ活性の変化
本葉が5～6枚展開したP月一7a：：Fluc・形質転換タバコの上位葉表面に傷をつけ、野火

病菌培養液1μ1（約3×107）を滴下。P月一7a発現の経時変化をCCDカメラを用いて

連続観察した。赤丸部分は接種部位。
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（A）BY－2

十日ρIR－7＝＝Fluc＋

P月L7a＝：Fluc＋

國4HBA
｡サリチル酸

．’ @　　　　　　　　　　　　｝1P’ Rレ，’r一　」

0 0．02 0．04 0．06 0．08

（B）シロイヌナズナ

ノ廿P月」7＝＝Fluc＋

P月L7a＝＝Fluc＋

圏4HBA
｡サリチル酸，鯉’

、箏　弄・，卿

0　　　　0．02　　　0．04　　　0．06　　　0．08　　　0．1　　　0．12

　　　　　　　Fluc　l　Rluc

図25．タバコP月L拍プロモーターとシロイヌナズナP月L7プロモーターのサリチ

ル酸シグナルによる発現誘導レベルの一過的発現解析系を用いた比較
（A）5～6日間培養したタバコBY－2培養細胞に各種レポータープラスミドを導入し、

　一過的発現誘導を解析。導入後30μMサリチル酸／4HBAを処理し、22時間室
　温で静置培養後DLRAを用いてレポーター活性を測定した。内部標準は図11と
　同じ。

（B）シロイヌナズナロゼッタ葉に各種レポータープラスミドを導入し、発現誘導

　を解析。導入後1mMサリチル酸／4HBAをスプレーし、22時間室温で静置培養
　した。内部標準は35M：：hRluc；35Mプロモーターの下流に、改良型Rluc

　（hRluc）遺伝子を連結したプラスミド。
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96穴プレート

シロイヌナズナ幼苗

　発芽後5～7日

　　　↓

0．1mMルシフェリン添加

↓一間

薬剤添加
（0～500μM）

サリチル酸　BTH　4HBA

0時間

3時間

6時間

12時間

24時間

1
↓
鴇高

弱■■■■1■・・■■■　　■■■■■強

図26．シロイヌナズナPR－7a：＝Fluc・形質転換体のサリチル酸、　BTHに対する

ルシフェラーゼ活性の変化
96穴プレートにPR－7a＝：Fluc・形質転換シロイヌナズナの種を播種し、水中で

発芽後5～7日間培養。二葉の幼苗に様々な濃度のサリチル酸、BTHを添加し、
PIR一プa発現誘導の経時変化をCCDカメラを用いて連続観察した。
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6－3．　察

　一過的発現解析系の結果より、タバコでもシロイヌナズナでも、タバコPR－10

プロモーターの方が、シロイヌナズナPR－1プロモーターよりも、サリチル酸処

理によって高い発現誘導が検出されたことから（図25）、タバコPR－1αプロモー

ターの方が高いサリチル酸応答性を示すことが分かった。この結果は、過去に報

告された研究と一致する内容である（Friedrich　et　al．，1996；Lawton　et　al．，1996）。

シロイヌナズナとタバコに、サリチル酸と同様の作用を及ぼすBTHを処理し、

各々PR－1、　PR一団のRNAゲルプロット法による解析が行われた結果、シロイヌ

ナズナPR－1が0．12mMのBTHで発現が誘導されはじめるのに対し、タバコPR－

！0はその100分の1のBTH濃度ですでに発現誘導が確認されている（Friedrichα

a1．，1996；Lawton　e毛al．，1996）。

　また、形質転換体の観察においても、タバコだけでなくシロイヌナズナでも

PR一加プロモーターの病害応答シグナルによる誘導が高感度に検出されたことか

ら（図23，24，26）、タバコPR4αプロモーターはタバコだけでなくシロイヌナズ

ナでも病害応答性誘導の優れた指標になり得ると考えられる。本研究において

我々が単離したPR－1αプロモーターはタバコBY－2培養細胞由来であり、既存の

P忍1αプロモーターとは配列が若干異なる。栽培品種ごとのPR－1αプロモーター

の構造を図2に示した。配列のわずかな差から存在するエレメントの位置に違い

が生じ、P忍10発現誘導レベルに多少の差を生じていることも考えられる。

　図26より、PR－1α：：Fluc＋を導入したシロイヌナズナでは、病害応答1生誘導が高

感度に発光活性として検出できることが示された。この形質転換体を用いれば、

例えば病害応答性の新規な変異体をスクリーニングする場合に経時変化や濃度

依存性を高感度に検出可能である。これまでに、シロイヌナズナPR4プロモー

ターとホタルルシフェラーゼの融合遺伝子（んPR－1：：Flucつ導入シロイヌナズナ

を用いた新規遺伝子の探索が行われているが（Maleck　et　al。，2002；Murray　et　al．，

2002）、単離された変異体は恒常的にAIPR－1を発現する株だけである。これはシ

ロイヌナズナPR4プロモーターの病害応答シグナルによる発現誘導率が十分に

高くないことが原因である可能性がある。本研究で示したように、タバコPR40

プロモーターがシロイヌナズナPR4プロモーターよりも優れた指標であること

から、PR4σ：：Fluc＋導入シロイヌナズナを用いた新規変異体探索では、これまで

のようにFluc発光活性の有無だけでなく、誘導レベルの違い・誘導の速さの違

いを詳細に解析でき、これまで見落としていた新規な変異遺伝子の単離に大いに

貢献すると考えられる。
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7．PR－1α：：Fluc÷導　シロ　ヌナズナを一いた壷　な

病宝応匁性亦里本のスクリーニング

74



7－1．　論

　新規遺伝子探索の伝統的手法は、選抜が容易な形質の変異を指標として、その

変異の原因遺伝子を単離するというものである。これまでに単離されてきた植物

の病害応答性関連遺伝子も、抵抗性が著しく低下したものや、恒常的に病害応答

が誘導される変異株から得られたものである（Bowling　et　a1．，1994；Cao　et　a1．，1994；

Cao　et　al．，1997；Ryals　et　al．，1997）。しかし、これまでに用いられてきた手法では、

病害応答シグナルの活性レベルの制御に関与する遺伝子を単離することは難しく、

スクリーニング方法は煩雑で、解析できる個体数が少ない。また同じ手法を用い

ていたのでは単離される遺伝子も重複してしまうことも多い。これまでにも別々

のグループが同じ原因遺伝子の対立遺伝子を単離した例がいくつかある（Cao　et

al．，1997；Ryals　et　al。，1997）。そのため、病害抵抗性の有無ではなく、病害抵抗性

の指標となる遺伝子の発現を指標とした変異体の探索が必要となる。全身で誘導

される病害抵抗性の指標として最も用いられるのはPR遺伝子である。　PR遺伝

子は様々な植物で単離されており、双子葉植物では全身で病害抵抗性が誘導され

た植物で発現が誘導されることが分かっている。

　これまでに、シロイヌナズナPR4プロモーターとホタルルシフェラーゼの融

合遺伝子（PR4：：Fluc＋）を導入した形質転換シロイヌナズナに変異を誘発し、　Fluc

レポーター活性の変化を指標とした新規遺伝子の探索が行われている（Maleck　et

aL，2002；Murray　et　aL，2002）。　Fluc活性は細胞に無害であるので、これまでの指

標の解析方法とは違い、変異体候補である株ひとつひとつのAIPR－1：：FIUC括性の

経時変化を簡便な手順で追うことが可能である。しかし、これまで報告されてき

たAIPR－1：：Fluc＋導入シロイヌナズナを用いた変異体スクリーニングでは、単離・

解析された変異体は恒常的にAIPR4を発現誘導している株だけである。これは

シロイヌナズナPR－1プロモーターが病害応答シグナルによる発現誘導率が十分

に高くないため、病害応答性変異の指標として適切でない可能性があると考えた。

本研究のこれまでの一過的発現解析系による解析結果から、タバコPR－1αプロ

モーターはタバコだけでなくシロイヌナズナ細胞内でも、シロイヌナズナPR4

プロモーターに比べてサリチル酸などのシグナル物質による誘導率が高いことを

明らかにした（図25）。また形質転換体の解析でも、PR4α：：Flu♂がタバコだけで

なくシロイヌナズナでも病害応答性の優れた指標であることを示している（図23，

24，26）。本研究は、PR－1α：：Fluc÷形質転換シロイヌナズナを用いて病害応答性の

新規変異体探索を行った。
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　病害応答性に関与する新規遺伝子の単離を目的として、PR－10：：Fluc＋形質転換

シロイヌナズナにエチルメタンスルホン酸（Ethyl　methanesulfonate：EMS）を処

理して変異を誘発し、Fluc活性を指標として新規変異体の探索を行った。図27

に示したように、96穴プレートにEMS処理したPR－1α：：Fluc÷形質転換シロイヌ

ナズナのM2種子を播種し、発芽後5～7日目の幼苗にサリチル酸を処理し、　Fluc

活性の変化をCCDカメラによって経時的に解析した。図27に示したように、EMS

処理していないPR4α：：Fluc＋シロイヌナズナと比較してPR－10発現誘導が早い株

や発現レベルの強い株を、変異体の候補として単離した。約20000粒のM2種子

を解析し、単離した変異体候補株を表3に示した。EMS未処理のPR－1α：：Fluc＋シ

ロイヌナズナはサリチル酸処理後12時間後にFluc活性が検出されはじめるのに

対し、単離したEMS処理株（M2）は6時間後にFluc活性が上昇し始めるもの

もあり、12、24時間後もより高いFluc発光活性が検出された。

　次に、変異体候補株から得られたM3種子をMS寒天培地に播種し、発芽後約

14日目の本葉が展開してきた幼苗にサリチル酸を処理し、EMS未処理のPR－

1α：：Flu♂とPR40発現誘導の経時変化の比較を行った。図28に示したように、

変異体候補株はEMS未処理のPR－10：：Fluc＋と比べてサリチル酸処理によるFluc

活性の上昇が早く、発現レベルが高いことが示された。
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コントロール種子

35M：：Fluc＋、　　　　　M2種子

惚劉胸　・8・

　　　一「一｝一一一「

EMS処理シロイヌナズナ

96穴プレート

シロイヌナズナ幼苗

　発芽後5～6日

　　　↓

0．1mMルシフエリン添加

　　　　↓約12時間

　サリチル酸添加
　　　（50μM）

　　　　↓qa鵬間

　　Fluc発光測定
　　（CCDカメラ）

サリチル酸

0時間

6時間

12時間

24時間

　　P月一7a　　　P月一プa

35S　VVT　　　　M2

rHr」一r一一」一一「
十一十一　　　　　取

膳■■■■■■・　一　　一強

図27．病害抵抗性の新規変異体スクリーニング方法（M2世代）
EMS処理したP月Lプa＝＝Fluc＋のシロイヌナズナM2種子（P月Lプa：：Fluc・（M2））と

EMS処理していないP月）一ブa＝：Fluc＋種子（P月Lプa：二Fluc・（WT））を96穴プレートに

播種し、水中で5～6日間培養した。二葉の幼苗にサリチル酸処理後、EMS未
処理PR一プa：＝Fluc・よりも発光活性の上昇したM2幼苗、また発光活性の上昇が早い

M2幼苗（丸で囲った幼苗）を単離した。35S＝35S：：Fluc・、恒常発現35Sプロモー

ターの下流にFluc＋を連結したシロイヌナズナ。
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表3．変異体候補（M2）
PR：EMS未処理のPR一プa：：Fluc・シロイヌナズナ。　M2：EMS処理PR一

ブa：＝Fluc・株。検出限界下をNTとした。±，＋，＋＋＝発光活性強度（±＜＋＜÷＋）
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PR一ブa；：Fluc＋

　M31ine　　VVT　　M31ine
「一一」一｛「一一一一「

MS（＋KC）寒天培地

　　　↓

0．1mMルシフェリン
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　1mMサリチル酸
　　スプレー

↓一24時間

Fluc発光測定
（CCDカメラ）
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図28．次世代の病害抵抗性の新規変異体スクリーニング方法　（M3世代）
PR一プ∂＝IFIuc＋シロイヌナズナM3種子（PR一ブa：：Fluc・（M3））をMSKC寒天培地に

播種し、本葉が発生してきた幼苗をスプレーによってサリチル酸処理後、P尺一7∂

1：Fluc・（WT）（図27）よりも発光活性が上昇した次世代（M3）ライン、また発光

活性の上昇が早いM3ラインを探索した。
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7－3．　察

　M2、　M3の幼苗の解析では、　PR4α：：Fluc÷の発現誘導の経時的な変化が、高感

度に検出されている。従って、本研究で行ったA∫PR－10：：Fluc＋形質転換シロイヌ

ナズナを用いた新規遺伝子の探索手法は、病害応答シグナルに関与しPR遺伝子

発現パターンに作用する因子の探索に有効な手法であると考えられる。

　本研究ではこれまでに報告されているPR－1：：Flucシロイヌナズナを用いた変

異体探索とは異なり、ホタルルシフェラーゼ遺伝子（F1〃。）の液胞移行シグナル

を欠失させたFluc＋遺伝子を用いている。この改良型Fluc＋はFluc遺伝子よりも

さらに感度の高いFIUC発光活性を検出することができ、レポーター遺伝子とし

てより高性能である。この点も本研究における変異体探索系が既報の実験系と比

較して優れている点である。

　これまでに報告されている恒常的に抵抗性を誘導する変異体はそのほとんど

が形態的変化を伴う。これは、そのような変異の原因遺伝子が病害応答シグナル

の比較的上流にあり、植物の生育に関連する情報伝達系にも影響を及ぼしている

ためであると考えられる。これらの変異体は恒常的に抵抗性を誘導するために比

較的病害抵抗性は向上するが、倭性や自発的細胞死の誘導などの表現形が現れる。

一方、本研究でこれまでに単離した変異体株には形態的変化の見られないものが

ほとんどである。これは病害応答シグナルで最終的に誘導されるPR－1α遺伝子

の発現誘導を変異体株単離の指標に用いているため、シグナルの下流に関与する

遺伝子の変異株を単離しているからであると考えられる。従って本研究で単離し

た変異株の原因遺伝子は、病害応答性に影響を及ぼすが形態など他の情報伝達系

には影響を与えないものであることが期待される。

　単離した変異株は今後病原接種試験等を行うことにより、さらに病害抵抗性

についての直接的な特徴を解析することができ、遺伝子発現と耐病性の関連につ

いての新知見が得られるものと考えられる。
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建いた！VPR1の8．形質転換植物を
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8－1．　論

　本研究ではこれまで、病害応答シグナルで機能する因子の簡便な解析手法と

して一過的発現解析系を構築し、病害関連因子のPR－10発現誘導への関与を解

析してきた。一過的発現解析系で得られた知見を組織別に確認するため、また病

害刺激による発現解析を行うために、特に一過的発現解析系でPR－1α発現に影

響を与えたAtNPR1、　AtNPR1－ADを導入した植物を作製した。これらの形質転

換体は病害抵抗性が向上していることが期待される。すでに35S：：AtNPRIを導

入したシロイヌナズナの解析が行われているが、内在性遺伝子を過剰発現させた

ために遺伝子共抑制を起こす形質転換体が多く、病害抵抗性の向上も顕著なもの

は得られていない（Cao　et　al．，1998；Friedrich　et　al．，2001）。また、イネに

35S：：AtNPR　Iを導入した例もあるが、病害抵抗遺伝子についての解析は行われて

いない（Chernαal．，2001）。一方、タバコにAtNPR1を導入した例はない。以上

の様な状況に鑑み、35S：：AtNPR1－AD導入シロイヌナズナと、35S：：AtNPR　1、

35S：：AtNPR1－AD導入タバコを作製し、それぞれ内在性PR4発現の解析を行っ

た。
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　本研究で用いた一過的発現解析系から、シロイヌナズナNPR1（AtNPR1）と

GAL4の転写活性化部位（4AD）の融合タンパク質発現プラスミド35S：：AtNpRト

ADと1）R－1α：：Fluc＋を一過的発現したBY－2細胞では、35S：：AtNPR1－ADによって

PR－1α：：Ruc÷の発現誘導が促進されるという結果が得られた（4－2、図11）。この

結果から、AtNPR1－ADを高発現させた形質転換植物ではNPR1形質転換体（CaO

et　al．，1998）よりもPR発現誘導レベルが促進される可能性が考えられた。そこ

で、35S：：AtNPR1－ADを導入した形質転換シロイヌナズナを作製し、　T2世代でサ

リチル酸処理による内在性PR4の発現誘導を野生型と比較した。図29に示し

たように、孝1－4、一8、49、孝5－1～7、＃64～6でPR－1発現が明らかに低下した。

特に、籾と孝6－2ではPR－1の発現はほとんど検出されなかった。一方、＃7－5では

PR4発現は野生型よりも高く誘導されていると判断された。

　また、35S：：AtNPRI、35S：：AtNPR1－ADを導入した形質転換タバコをそれぞれ

作製し、T2世代でサリチル酸処理による内在性PR－1αの発現誘導を野生型と比

較した。図30に示したように、35S：：AtNPR1形質転換体では、擬、朽で野生型

よりも高いPR－1σ発現誘導が検出された。また35S：：AtNPR1－AD形質転換体で

も野生型よりも高いPR－10発現が検出された。

　ただし、形質転換体作製の途中の選択培地での生育段階で得られた遺伝子導入

株の確率は非常に低かった（データ省略）。このことから、AtNPR1やA細PRI－

ADの過剰発現は、アグロバクテリウムによる遺伝子導入の効率を抑制するか、

タバコ細胞内での過剰発現自体が有害な作用を及ぼす可能性が考えられた。
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図29．35S＝＝AtNPR1－4AD形質転換シロイヌナズナのサリチル酸によるPR－7

発現誘導
35S＝：AtNPR1－AD（＃1，9，4，5，6，7）形質転換体シロイヌナズナと野生型（WT）

のロゼッタ葉に1mMサリチル酸をスプレー処理して36時間後にRNAを抽出し、
RNAゲルブロツト解析を行った。プローブはP月㌧プゲノム断片のタンパク質コード
領域。
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導入遺伝子と

ラインナンバー

AtNPR1 AtNPR1－AD

PR－7a

WT　　1 2　　3　　　4　　5　　　1　　2　　3

囎卿●●伽●一円白白9刷P卿

rRNA

図30．35S＝＝AtNPR1、35S＝：AtNPR1－AD形質転換タバコのBTHによるPπ一7a

発現誘導

35S：：AtNPR1、35S＝：AtNPR1－AD形質転換タバコと野生型（WT）タバコの中上位
葉に500μMBTHをスプレーして36時間後にRNAを抽出し、　RNAゲルプロット解析
を行った。プローブはPR－1aゲノム断片のタンパク質コード領域。

85



8－3．　察

　図29に示したように、35S：：AtNPR1－AD形質転換シロイヌナズナでは、解析

したほとんどのラインでPR4の発現誘導が野生型よりも抑制されているか、欠

失していた。これは、AtNPRI－ADを高発現させたことによって、　AtNPR1発現

に、相同配列に依存した遺伝子共抑制がおこった可能性がある。過去に解析され

た35S：：AtNPR1導入シロイヌナズナでは、多くのラインでAtNPR1高発現による

遺伝子共抑制がおこり、PR4発現や病害抵抗性が低下したと報告されている（Cao

αal．，1998；Friedrich　et　al．，2001）。本研究でも数ラインではあるが、　PR4発現誘

導が野生型よりも上昇したAtNPR1－AD形質転換体も得ているので、これらのラ

インで病害抵抗性が向上していることが期待される。

　35S：：AtNPR　1、35S：：AtNPR1－AD形質転換タバコは、シロイヌナズナとは異な

り、内在性PR－10の発現が抑制されたラインは観察されず、　PR－！α発現誘導が野

生型よりも上昇したラインがいくつか得られている（図30）。これらの形質転換

体でAtNPR1が発現していることはRT－PCRによって確認している（データ省略）。

シロイヌナズナで遺伝子共抑制が高頻度で起ったのに対し、タバコで起らなかっ

たのは、過剰発現させた遺伝子が異種植物由来の遺伝子であったためであると考

えられる。また内在性PR－1α発現誘導レベルは野生型と比較して2～3倍高かっ

たが、これは過去に報告された35S：：AtNPR1形質転換シロイヌナズナの野生型

と比較したPR4発現誘導促進レベルと同程度である（Cao　et　al．，1998）。これら

のPR－1α発現誘導が促進したラインでは病害抵抗性が向上していることが期待

される。

　しかし、35S：：AtNPR　1、35S：：AtNPR1－AD形質転換タバコでは、遺伝子導入効

率が非常に低く、またAtNPR1発現レベルが低いものしか得られなかったことか

ら（データ省略）、NPR1の過剰発現がタバコに有害である可能性がある。従っ

て、恒常発現35Sプロモーターではなく、病害応答の比較的上流に関与する遺

伝子のプロモーターを用いた場合には、病害応答シグナル誘導時にのみ野生型よ

りも早く、適当なレベルで発現が誘導され、高い病害抵抗性を示す形質転換体を

得られる可能性がある。
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　植物の全身獲得抵抗性（SAR）は・病原感染部位に限定される局所的応答と

は異なり病害の種類に関係なく防御応答を示す・従ってSARの機構解明は、安

全性の高い病害防除薬剤の開発や耐病性植物の作出など・植物保護による農産物

の安定供給に寄与することが期待されている。

　SAR誘導機構には幾つかのシグナル経路が存在し、それらは複雑なネットワ

ークを形成するため、SAR因子の機能を解析するためには複数の因子の相互作

用を検出する必要がある。本研究で考案した一過的発現解析系は、SAR誘導剤

やSAR関連因子によるPR一拍発現制御を高感度に検出することができた．この

実験系は、これまで困難であった複数の因子の発現制御相互作用を解析する上で、

形質転換植物を作製するよりも迅速かつ操作が簡便であり、しかも結果が明瞭で

ある。従って、これまで困難であった複数の因子のSARシグナルにおける転写

活性化機能や、各々の因子間の相互作用を短時間で明らかにすることができる．

また、植物細胞内で発現誘導を解析しているので、出芽酵母内の転写活性化能解

析系よりも得られる情報が多い。SAR因子のひとつ、シロイヌナズナNPR　1

（AtNPR1）のPR－10発現誘導における作用倉皇は明らかになっていないが、本

研究で用いた一過的発現解析系では、AtNPR　1がPR一エaプロモーターに転写制

御因子を介して結合し、転写活性化に直接関与することを示唆する結果も得られ

ている。このことから、本研究で用いた一日過発現解析系が、転写活性化の作用

機作を解析する目的に有効であることが示された。

　本研究ではPR一エaプロモーターの転写活性化に関与する因子について一過的

発現解析を行ったが、高いPR一エa発現誘導能を示したAtNPR1、　AtNPR玉一ADに

ついては、さらに形質転換植：物を用いた解析を行い、本研究で開発した一過的発

現解析系で得られた結果についての信頼性を確認している。これらの遺伝子を導

入したタバコ形質転換体では内在性PR一エa発現誘導量が増大したことから、他

の一連の病害応答因子の誘導量も向上していると考えられ、従ってこの形質転換

体は高い病害抵抗性を示すことが期待される。また、タバコ植物でシロイヌナズ

ナNPR1が病害応答遺伝子の高発現に寄与するというこの結果は、他の植物種

の病害抵抗性改善戦略にも重要な示唆を与えるものである。

　さらに、PR一エa：：F！uびレポーターを導入した形質転換体では、　PR一エaの由来

であるタバコだけでなくシロイヌナズナでも、病害応答シグナルによるSAR誘

導を時空間的に追跡し、高感度に検出可能であった。近年、環境負荷の少ない農

産物生産方法を要求する動きが高まっているが、例えば殺菌剤に代わる環境に負

荷を与えない薬剤の探索などには大量の試験区の設定が必要であった。一方この
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形質転換体を用いれば、任意薬剤処理によるSAR誘導などの大量解析が簡便に

行え、かつ詳細なデータが得られることから、新規な病害抵抗誘導薬剤の探索に

極めて有効であると考えられる。

　本研究ではこの形質転換シロイヌナズナを用いて新規変異体の探索を行い、

SAR誘導の変異体候補を複数単離している。変異体の探索過程ではPR一エa発現

誘導の速い株を単離していることから、本研究で得られる変異体は、既報のPR一エ

恒常発現型のものとは異なり、病害応答シグナルの誘導レベルを調節する遺伝子

の変異であることが期待される。また、得られた変異体候補株には倭性や自発的

細胞死などのPR一エa発現誘導量の変異以外の形質は見られない。このことから、

得られた変異体候補株は病害応答シグナルの比較的下流の、PR一エa発現誘導の

付近で機能する因子の変異であると考えられる。このような変異体では植物細胞

の基本代謝に影響を与えることなく、病害抵抗性が向上している可能性がある。

　以上を要するに、本研究で開発した解析系は既存のものの弱点を補う新しい

実験系であり、得られた病害応答関連因子群の新知見も合わせて、低環境負荷な

農作物保護手法の開発などに貢献することが期待される。
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サリチル酸シグナル関連因子

P月発現誘導に関与しTGA因子と

結合することから、TGAを活性化して
PRの発現を誘導させると考えられている。

タバコでも相同因子が単離されているが、

シロイヌナズナ由来NPR1でしか解析が
進んでいない。

本研究ではシロイヌナズナNPR1が
タバコにおいて機能することを示した。

NPR1・

DNA結合因子
転写制御因子であると考えられているが、

病害応答シグナルにおける転写活性化能は不明。

本研究ではタバコTGA因子群の転写活性化能の
解析を行った。

TGAs このエリアに関わる

　　転写
　　活性化

PR・7　promoter

変異体の単離
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Summary

Background

    Plants have evelved defense strategies {o pretect themselves agaimst various pathogens. They include

the hypersensitive response and localized acquired resistance that restrict pathogeRs at the site ofiRfectien.

Systemic acquired resistaRce (SAR), on the o{her haRd, provides a resistance agaiRst a subsequeRt

iRfection by enhaRcing resistaRce throughout the plaRt. SAR is effective agaiRst a broad rafige of

pathogens and requires a sigRaling molecule, salicylic acid (SA).

    Recent advances in related area of research have provided gefietic and biochemical evidences for the

complexities of pathways that control defeRse respoRses in plaRts, hewever, the precise molecular

mechanisms involved iR SAR are not necessarily clear. In this study, I aim to investigate the fuRction of

factors involved iR SAR regulation at {he level ef traRscriptional regulation. Activation of SAR sigRal by

SA induces expression of PR (pathogenesis-xelated) genes some of which have beefi shown to eRcede

antimicrobial peptide. For the detectioR of SA[R gene expressioR indltced by the SA dependent signal

transductiofl, I chose to use tobacco PR-la geRe that encodes aR acidic PR protein because of its strict

traRscriptioRal regulation pattern. Using firefiy IBciferase (F}uc) as a reposter gene, I developed a series of

assay systems forthe characterizatioll of factors involved in regulated expressioil ofPR-7a gene promoter.

Results and Discussien

Elfitcts ofSAR genes on PIR-1 expression

    For the study of 'factors iflvolved in SAR, it is necessary to analyze not only the effect of singular

molecule but also the iAteractien of factors. Assay system for the analysis of factors requires expressioR of

multiple factors in plaRt cells, however, introduction afid expressioR of multiple gene produuc{s is

technically difficult due to the limitation of 'I:-DNA mediated geRe transfer system. Ofi the other hand,

traRsiept expression system using microprojectile bombardment is a versatile system forthe m"ltiple geRe

transfer aRd expressiofi in plant cells. IR this study, in order to develep a rapid aRd versatile assay system

suitable for ihe a"alysis of regulated expressioR oftobacco PR-1a gene, I iRvestigated the use of traRsient

gene expressioR system ifi tobacco BYL2 cells by micreprojectile bombardment. I introduced a plasmid

coRstruct containing PR-la::Fluc fusion gelte ifito tobacco BY-2 cells by particle bombardmeRt and

investigated its SA depeRdent iRduction by moni{oring IBciferase activity. As a result ef optimizing

experimental conditioRs, I could carry out time-course monitorifig and conceptratiofi-depeRdent PR-la

iRductioR by SA iA BY-2 cells. These results suggest that the assay system caR be applicable for the

aRalysis of factors involved in the regulated expre$sion of SA-inducible defense related geRes.

    Using the {raRsient assay system, I aRalyzed the effect of SAR-related regulatory factors to the PR-la

expression. The Arabidopsis NPRI (AtNPRI) protein was identified as a key regulatory factor of the

salicylic acid dependent sigfial transductioR pathway that regulates the expressioR of a set of defeHse

genes, aRd acts as a positive regulatery facter that activates PR-1 promoter through interactiolt with



transcriptioR factors. "Ib analyze whe{her the AtNPRI can function ifi tobacco cells, I carried out a series

of experimeRts by introducing the AtlVPRI and its mutaRt, the uprl-1, and observed the effect oR the PR-

la promoter activities. Co-iRtroduction ofAtZVPRI resulted in eRhaRced expression levels of tobacco PR-

la promoter while the mprl-1 failed to induce the expression suggesting that the expression of the

AtZVPRI gene encoding functional AtNPRI protein in tobacco BY-2 cells leads to an enhanced expression

of SAR-related gefies in heterologous system. "Ib inves{igate the mode of interaction of {he AtNPRI ifi

traRscriptional regulation, I fused the yeast GAL4 transcriptional activatiofl domain (AD) to the AtNPRI

protein and expressed in BYL2 cells. MonitoriRg of defense gene activation by the RR-la::Fluc indicated

elevated expression levels of the defense geRe promoter compared to the co-expression of the AtNPRI.

This result suggests thatthe AtNPRI interacts direc{ly with transcriptioR initiation factors of the PR-la

promoter and activates transcription. Loss of functioR experimeRts of the PR-la promoter illdicated that

the induction by the AtNPRI is mediated by the as-1-like element within the promoter sequellce.

Analysis of transgenicplants

    The PR-la gene of tobacco has been used as a molecular marker for the induction of defeRse gene

expression because of its clear responsiveness in tobacco. 1[ransient expressioR experiments aRd the

analysis of transgenic plants harboriRg luciferase reporter gene suggested that the tobacce PR-la

promoter is also active aRd functional in Arabidopsis and exhibits better SA iRducibility than the

Arabidopsis PR--1 promoter. IR order to isolate mutants with altered defense gene expression, I conducted

screening of mutaBts with transgenic Arabidopsis harboring the PR-la::Fluc. Using in vivo imaging of

luciferase bioluminescence, mutant lifies with altered PR-la promoter expression pattern have been

isolated aRd characterized.

    Based on the resuks of transieRt assays, I generated transgenic tobacco and Arabidopsis plants

expressing AtNPRI or AtNPRI-AD uRder control of the CaMV35S promoter. Analysis of the expressioR

levels of endogellous mRNA revealed elevated induction levels of PR-1 or PR-la genes. These resuks

iRdicate a possibility thatthe ectopic expressioR of AtNPRI or AtNPRI-AD would be a general strategy

forthe developmellt of transgenic plants with broad range of disease resistance.
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