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略号表

AAO　　アブシジンアルデヒド酸化酵素

ABA　　アブシジン酸

ABA　80x　ABA　8’一水酸化酵素

CPS　　ent一コパリル2リン酸合成酵素

CCD　カロテノイド酸化開裂酵素

d6－ABA　　　（±）－2－cis，4－trans－　d6－ABA

DPA　　ジヒドロファゼイン酸

FR　　遠赤色光

GA　　ジベレリン

GA20x

GA30x

GA200x

GGDP

KAO
KO
KS

GA　2一酸化酵素

GA　3一酸化酵素

　GA　20一酸化酵素

ゲラニルゲラニル2リン酸

ent一カウレン酸酸化酵素

　　　ent一カウレン酸化酵素

　　　ent一カウレン合成酵素

LC－MS／MS　液相クロマトグラフィー／タンデム質量分析計

NCED　9－cis－　1・ポキシカロテノイドジオキシゲナーゼ

NSY　　ネオキサンチン合成酵素

PA　　フアゼイン酸

P丘　FR吸収型フィトクロム

Pr　R吸収型フィトクロム

QRT－PCRリアルタイム定量Rr」PCR

R　赤色光
SDR　キサントキシン脱水素酵素

ZEP　ゼアキサンチンエポキシダーゼ



目次

序論　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

ag　1章

光発芽レタス種子のアブシジン酸代謝酵素遺伝子の機能解析　　　　　　　　　　　　9

第2章

レタス種子におけるアブシジン酸代謝酵素遺伝子の発現の光とジベレリンによる制御　20

第3章

レタス種子におけるアブシジン酸の内生量およびアブシジン酸代謝酵素遺伝子の発現の部

位別の解析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36

第4章

アブシジン酸処理がレタス種子のジベレリン代謝酵素遺伝子の発現に及ぼす影響　　　42

第5章

総括　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　53

引用文献　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　58

謝辞



序論

　光は植物おいて形態形成や光合成のエネルギー源として重要な環境因子の一つである。

いくつかの高等植物の種子では、発芽において吸水だけでなく光を要求するものがあり、

このような種子は光発芽種子と呼ばれる。光発芽種子は、吸水後、暗黒下では発芽しない

が、短時間の赤色光（R；およそ540～690・nrn）により発芽が誘導され、その直後の遠赤色光

（FR；695－780㎜）はRの効果を打ち消し、発芽が抑制される。この2種の光の効果は可

逆的で、最後に処理した光の波長により発芽するかしないかが決まる。このような光可逆

的な発芽は光発芽と呼ばれ、この現象はレタス（Lactuca・sativa・L．　cv．　Grand　Rapids）種子を

用いた実験から発見されている（Bo血wick　et　al．，1952）。種子が光発芽性を示す植物種には、

レタスのほかにシロイヌナズナ（Arabidopsis　thaliana（L．）　Heynh）、タバコ（Nicotiana　tabacum

L）、トマト（Solantan　lycopersicum　L．）などが知られており、これらの種子は穀類などのよ

うな光発芽性を示さない他の植物種の種子と比べて非常に小さく貯蔵物質が少ないという

特徴がある。発芽を誘導するRは光合成を行なううえで重要な波長域の光であり、一方、

FRは他の植物葉の透過光の主成分であり、　FRの多い環境は生育に不利な環境であるため、

このような光発芽は貯蔵物質の少ない植物における重要な生存戦略の一つと考えられてい

る。このレタス種子の光発芽という現象の発見を引き金にして、カブ（Brassica　rapa　L．）の

黄化子葉とトウモロコシ（Z己栩の・L）の黄化芽生えからRとFRの受容体タンパク質であ

るフィトクロムが発見された（Butler　et　al．，1959）。フィトクロムはフィトクロモビリンとい

う発色団とアポタンパク質（120kDa）からなる色素タンパク質であり、細胞中ではダイマ

ーを形成すると考えられている。その発色団の一部の構造の光吸収による可逆的シスートラ

ンス異性化を介して（Hanzawa　et　aL，2001）、FR吸収型のフィトクロム（P丘）とR吸収型（Pr）

とは可逆的に転換することが知られており、このことが前述のような光可逆的制御の起点

となる。R処理により活性化されたP丘型フィトクロムは、核内に移行し転写因子として関
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連の遺伝子の発現を制御すると考えられている（Martinez．Garcia　et　al．，2000）。

　レタス種子の光発芽の機構を明らかにするために、半世紀以上にわたって、生化学的、

形態学的、生理学的、分子生物学的などの側面から膨大な研究が行われてきている。その

中の一例として、Rにより発芽を誘導した場合、貯蔵タンパク質の分解により（Takeba・and

Matsubar41977）、胚軸において9roWth　potentia1（発芽を50％抑制するマンニトール濃度で

評価）が増加すること（Takeba　and　MatSubar4　1979）さらに、その増加は、グルタミンとグ

ルタミン酸内生量が胚軸で蓄積すること（Takeb4　1980a；Takeba　1980b）に起因し、それを

介した細胞伸長により胚軸が果皮を破って発芽するというモデルが示されている。さらに、

顕微鏡上でスリットを用いた部位別光照射実験により、発芽を誘導するRは吸水レタス種

子の胚軸で受光されることも示唆されている（inoue　and　Nagashim4　1991）。これらを含めた

膨大な研究の中でも、光発芽における植物ホルモンであるアブシジン酸（ABA）やジベレ

リン（GA）の関与は、発芽制御機構において特に重要な知見であり、レタス種子では1960

年代から研究されてきている。GAは種子発芽、茎部伸長、葉の伸展、花成など高等植物の

生活環を通して重要な生理現象を制御するジテルペン型植物ホルモンであり（Hedden　and

Thomas，2006）、　ABAは気孔の閉鎖誘導を含めた乾燥耐性、種子成熟、種子休眠などに関与

するセスキテルペン型植物ホルモンである（Leung　and　Marion－Poll，2006）。レタス種子にお

いては、活性型GA（GA，あるいはGA，：図0－1）を処理すると暗黒下でも発芽が誘導され

（K、h。、and、G。ss，1957；・kUm・・and・Thim・nn，　1960；T・y・mas…al・，1993）・GA処理はR処理

を代替することが示されている。さらにレタス種子では、GAIの前駆体であるGA20とGAlg

の内生量は光処理によりほとんど影響を受けなかったが・GA，内生量はフィトクロムによ

り正に制御される可能性が示されている（r・y・mas・・t・1・，・1993）・一方・ABA（図O－1）は・

それを処理することによりR処理やGA処理によって誘導される発芽が抑制されることが

示されており（Kahn，　1968；Sankhla　and　Sankh1a　1968）・さらに・R処理やGA処理によって

発芽を誘導したときにABA内生量は著しく減少することも報告されている（Toyomasu　et　al・・
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1994）。これらの結果は、発芽制御には2っの植物ホルモンの内生量調節が重要であること

を示しており、それは両ホルモンの生合成と不活性化、即ち代謝に関与する酵素遺伝子の

制御を介して行われると考えられた。

　GAはゲラニルゲラニル2リン酸（GGDP）より生合成されるが、活性型GAの生合成酵

素としては、生合成初期の段階に関与する色素体内のジテルペン環化酵素であるent一コパリ

ル2リン酸合成酵素（CPS）とent一カウレン合成酵素（KS）、生合成申期の段階に関与する

小胞体膜結合型シトクロムP450酸化酵素であるent一カウレン酸化酵素（KO）とent一カウレ

ン酸酸化酵素（KAO）、生合成後期の段階に関与する可溶性2一オキソグルタル酸依存性酸化

酵素であるGA　20一酸化酵素（GA200x）とGA　3一酸化酵素（GA30x）が知られており（図O－2）、

GA30xにより3位の炭素が水酸化されることで、最終的に活性型GAが生成すると考えら

れている（Hedden　and　Thomas，2006）。　GA不活性化については、配糖体化やP450酸化酵素

によるエポキシ化など複数の経路が知られているが、その中でも2位の炭素の水酸化が生

理現象制御のためには重要と考えられており、その段階を触媒するのが2一オキソグルタル

酸依存性酸化酵素に属するGA　2一酸化酵素（GA20x）である（図0－2）（Hedden　and　Thomas，

2006）。一方、ABAは高等植物では炭素数40個のカロテノイドから生合成されると考えら

れており、その生合成酵素としては、色素体内のゼアキサンチンエポキシダL－一一ゼ（ZEP）、

ネオキサンチン合成酵素（NSY）、9－cis一エポキシカロテノイドジオキシゲナーゼ（NCED）、

さらに細胞質中のキサントキシン脱水素酵素（SDR）、アブシジンアルデヒド酸化酵素

（AAO）が知られており（図0－3）、特に、カロテノイド基質を酸化的に開裂するNCEDが

ABA内生量調節の律速酵素と考えられている（Leu皿g　and　Mari皿一Poll，2006）。　ABAの不活

性化は、水酸化による経路と配糖体化による経路が知られているが・P450酸化酵素による

8・位の炭素の水酸化が主要と考えられておりその段階を触媒するのがABA　8’一水酸化酵素

　（ABA80x）である（図0－3）（Leung　and　Marion・Poll，　2006）。8’位が水酸化されたABAは、

非酵素的にファゼイン酸（PA）に異性化された後、ジヒドロファゼイン酸（DPA）または
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epi－DPAに還元される（Leung　and　Marion－Poll，2006）。このようなGAやABA代謝酵素をコ

ードするcDNAsはモデル植物であるシロイヌナズナやイネを含めたいくつかの植物種から

クローニングされている（Hedden　and　Thomas，2006；Leung　and　Marion－Poll，2006）。

レタス種子では、GA生合成後期段階に関与するGA200x遺伝子（LsGA200xlとLsGA200x2）

とGA30x遺伝子（LsGA30x1とLsGA30x2）、さらにGA不活性化に関与するGA20x遣伝子

（LsGA20x！とLs（コA20x2）の発現解析により、フィトクロムによりLsGA30xlの発現量が正

に、LsGA2ex2の発現量が負に制御されることがGAI内生量増加に関与すると考えられてい

る（Toyomasu　et　al．，　i　998；Nakaminami　et　al．，2003）。ところが、本研究を着手した時点では、

レタス種子におけるABA代謝酵素遺伝子の発現調節については報告が無かった。シロイヌ

ナズナのABA欠損突然変異体の種子は、　GA生合成阻害剤存在下（10←5Mウニ・コナゾー一ルP）

でも50％程度発芽し（Narnbara・et・al．，1992）、また、トウモロコシのABA欠損変異体vp14

は穂発芽することなども知られており（Schwartz　et　al．，1997）、　ABA内生量減少は発芽誘導

において重要な生理的プロセスであると考えられている。このように、ABAはGAととも

に発芽制御において重要な役割を演じていると考えられるので、光発芽レタス種子におい

てもその内生量調節のメカニズムや機能を解明することは重要な知見を与えるものと期待

された。そこで本博士論文研究では、光発芽制御におけるABAの機能を追究するために

ABA代謝酵素であるNCEDとABA80xに着目し、以下の実験を行った。まず、第1章では、

レタス種子からクローニングされていたNCEDと．・4BA80xホモログ（澤田・2003；青木・

2006）について、それらの翻訳産物の機能を実証した。第2章では、ABA内生量の調節機

構を調べるために、異なる光条件下で培養したレタス種子におけるABAとその代謝物の内

生量を定量し、さらにそのときのLsNCEi）とLsABA80xの発現解析を通して・ABA代謝酵

素遣伝子発現のフィトクロムによる制御の可能性を検討した。また・吸水レタス種子にお

けるABA内生量はGAI処理で発芽を誘導したときにも減少すること（Toyomasu　et　al．，　1　gg4）

から、上記遺伝子の発現のGAIによる制御についても追究した。第3章では・レタス種子
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でのABA内生量減少部位を検討するために、子葉部と胚軸部に分けた試料を用いてABA

内生量の定量とLsNCEDとLsABA80xの発現解析を行い、GA蓄積部位および受光部位（lnoue

and　Nagashima，1991）と比較した。第4章では、　ABA処理によってR処理により誘導され

る発芽が抑制されることも知られている（Kahn，1968；S～曲a　and　Sankhl隅1968）ので、　ABA

によるGA内生量への影響を調べるために、　ABA処理した種子をもちいてGA代謝酵素遺

伝子の発現解析を行った。最後に第5章では、本研究結果について、レタス種子と同じく

光発芽種子として知られるシロイヌナズナ種子での知見との比較も含めて総合考察した。
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図0－1活性型GAとABAの構造式
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ゲラニルゲラニル2リン酸

　　　　　　CHQIP　－■■■一レ

　　　　　　　　　KS
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叫
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GA1
（活性型）

図O－2高等植物における主要なGAI代謝経路と代謝酵素

酵素の略称は、CPS、　ent一コパリル2リン酸合成酵素；KS、　ent－”ウレン合成酵素；KO、

ent一カウレン酸化酵素；KAO、　ent一カウレン酸酸化酵素；GA200x、　GA　20一酸化酵素；

GA30x、　GA　3．酸化酵素；GA20x、　GA　2一酸化酵素である。
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第1章

光発芽レタス種子のアブシジン酸代謝酵素遺伝子の機能解析

緒言

　レタスからは、ABA生合成酵素遺伝子であるNCEDとABA不活性化酵素遺伝子である

ABA80xのホモログがそれぞれ4種ずつcDNAクローニングされ（澤田、2003；青木、2006）、

LsNCEDI～4とLs、4BA80xlr－4と名付けられていた。しかしながら、これらのホモログは、他

植物のそれぞれの当該酵素と一次構造の相同性が高いものの（図1－D、それぞれの翻訳産

物の触媒能は調べられていなかった。そこで、これらの遺伝子が目的酵素をコードしてい

るかを実証することを本章の目的とした。NCEDについては、当該遺伝子を過剰発現させた

シロイヌナズナにおけるABA蓄積量を指標に機能を検討した。　ABA80xについては、植物

由来のNADPH還元酵素と共発現させた酵母より調製したマイクロソーム画分中の組換え

タンパク質を用いてABAを基質とした変換実験を行った。

結果と考察

　NCEDは、カロテノイド酸化開裂酵素（CCD）ファミリーに属するが、レタスからはABA

生合成に関与するNCEDと相同性が高いcDNAが4種（LsNCEDI－－4）、それ以外の機能未知

なCCDホモログが2種（LsCCDI、2）クローニングされていた（澤田、2003）。このうち、

4種のLsNCEDがABA生合成に関与し、2種のLsCCDは関与してないことを実証するため

に、それぞれの遺伝子を過剰発現させたシロイヌナズナのAtNCED3欠損突然変異体である

T5004（Iuchi　et　al．，　2001）における内生ABA蓄積量を調べた。組換え体は、各遺伝子の完全

長cDNAをGatewayシステムを利用し、カリフラワーモザイクウィルス35S　p’omoter下で

強制発現させるpGWB2　vectorに組込み、アグロバクテリウムを介してT5004に導入するこ

とで調製したe得られたそれぞれのT3種子3ラインずつについて、白色光下で24時間級水
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させたものを試料として、内部標準を用いたLC－MS／MS法によりABA内生量を定量したe

定量結果は図1－2に示した。LslVCEDI－・4をそれぞれ過剰発現させた3ラインではT5004に

比べ、有意にABA内生量が多く蓄積していた。一方、　LsCCDIあるいはLsCCD2を過剰発

現させた3ラインでは、ともにABA内生量がT5004と同程度であり、有意な差はみられな

かった。これらの結果から、4種のLsNCEI）はABA生合成に関与するNCEDをコ・一ドする

こと、LsCCDI，2はABA生合成に関与しないことが示唆された。

　ABA80xはER膜上で機能するP450酸化酵素ファミリーの一種であるため、シロイヌナ

ズナ由来のNADPH還元酵素遣伝子が組み込まれている酵母（Saccharomyces　cerevisiae、

WATI　1株）（Pompon　et　al，，　1996）をホストとして各目的遣伝子より組換え酵素を発現させ、

その酵母よりマイクロソーム画分を調製した。P450酸化酵素活性発現には、　ER膜上で

NADPH還元酵素と会合させる必要があるため、上記酵母をホストとした。このマイクmソ

ーム画分を用いて、ABAを基質として変換実験を行い、生成物は液相クロマトグラフィー／

タンデム質量分析計（LC－MS／MS）により同定した。　ABA80xはABAの8う位の水酸化を触

媒し、それによって生成する8’－hydroxy－ABAは非酵素的にPAに異性化することが示され

ている（Gillard　et　al”1976；Krochko　et　al．，1998）ので、ここではPAを最終産物として検出

した。LC－MS／MS分析の結果を表1－1に示す。4種すべてのクローンについて、　PA標品の

保持時間とマススペクトルが一致した産物が検出され、このことからLsABA80xl・－4は全て

ABA80xをコードしていることが示された。

材料と方法

（1）　LsNCED、　LsCCD過剰発現体の調製

　完全長cDNAを得るために、レタス種子より調製したcDNAを鋳型として、表1－2に示

したプライマーを用いてRT－PCRを以下のように行なった。反応液容量は25μ1、酵素は

Expand　plus（1．25・unitS；ロッシュダイアグノティクス）を用いた。94°C、2分間の熱変性後、
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94°C、30秒間の熱変性、50°C、30秒間のアニーリング、72°C、3分間の伸長反応を40サ

イクル行い、72°C、7分間の伸長反応を行い、反応を終了した。PCR産物は、クローニン

グベクターであるpGEM　T　Easy　vector（プロメガ）を用いてサブクローニング後、プライマ

ー配列に付加した制限酵素（完全長cDNAの5’側にKpnl、3’側に．Xliol）を利用してインサ

ートを切り出し、GatewayエントリーベクターであるpENTRIA（インビトロジェン）に組

み込んだ。さらに、目的cDNAは、35Sプロモーター下で目的遣伝子を強制発現させるデス

ティネーションベクター、pGWB2（島根大学、中川准教授より供与）にLRクロナーゼ（イ

ンビトロジェン）を用いて組み替えた。得られたプラスミドは以下のようにエレクトロポ

レーション法によりアグロバクテリウム（Agrebacterium　tumefaeii　ns）に導入した。エレク

トロポレーション（GENE・　PULSER　2；バイオラッド）は、1㎜のキュベットを使用して、

プラスミド50皿gをコンピテントセルに混ぜて、2．5・KV、250Ω、25μFの条件で行った。そ

こにLB培地（1％トリプトン、0．5％酵母エキス、1％NaC1）を加えて、30℃で1時間振

とう培養した。その後、LB／カナマイシン、ハイグロマイシン（25㎎／ml）寒天培地にまき、

30°Cで2日間培養した。

　アグロバクテリウムの感染は以下のように、花序浸し法（Clough　and　Beng　1998）により

行った。形質転換したアグロバクテリウム培養液をディッピング培地（1／2MS、5％スク

ロース、O．03％Silwet　L－77）に懸濁し、突然変異体T5004（Iuchi　et　aL，2001）の花序を浸し

て感染させた。チャックの付いたビニール袋に入れ、植物を順化させ、22°C連続白色光下

で生育させてTl種子を得た。　T1種子をカナマイシン、ハイグuマイシン（25μ9／mDとク

ロラムフェニコール（100μg／ml）を含んだ1／2　MS寒天培地にまいて組換え体を選抜し、そ

れをポットに移植して22°C連続白色光下で生育させ、T2種子を取得した。同様の方法によ

り次世代のT3種子を得た。

（2）吸水T3種子の内生ABA定量分析
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ろ紙（No．3；ワットマン）を三重に敷き2mlの蒸留水を加えた組織培養用ディッシュ（60

mm径；岩城硝子）に、10　mgの組換えT3種子あるいはT5004種子をまき、22°C連続白

色光下で24時間培養した後、サンプリングした。ABAの抽出は、　Saika　et　al．，（2007）の

方法をもとに以下のように行った。凍結試料は、ジルコニアビーズ（YTZボール、2㎜

径；ニッカトー）をいれた1mlの80％メタノー一ル水溶液（v／v）中で、ティッシュライザ

ー（キアゲン）により破砕した。4°Cで16時間静置することにより抽出した。内部標準

として、（±）－2－cis，　4－trans－　d6－ABA　（d6－ABA；Icon・Services）を0．2　ng加えた後、遠心分離

（15，000　g、10分、　25　°C）により上清を回収した。上清を減庄遠心により濃縮乾固した後、

1　mlの99％イソプロパノール：］％酢酸（v／V）を加え、超音波とボルテックスにより懸濁

したe懸濁液を遠心（2，000g、5分、25°C）して上清を回収し、上清は減圧遠心により濃

縮乾固した。沈殿を50固のメタノールに懸濁した後、450μ三の1％酢酸水溶液（v／v）を加

え、サンプル内の油分を除去するために1mlのヘキサンを用いて溶媒分画を行い、中間層

と水層を回収した。水画分を、減圧遠心により濃縮乾固した後、沈殿を1ee　plの99％メタ

ノール：1％酢酸（v／v）に溶かし、さらに900μ正の1％酢酸水溶液（v／v）を加えた。1ml

のアセトニトリル、1mlのメタノール、　i・mlの1％酢酸水溶液（v／v）によりコンディショ

ニングしたOasis肌B　1－mL　s。lid－phase　extraction　cartridges（ウォーターズ）に抽出溶液を

通し、1mlの1％酢酸水溶液（v／v）による洗浄を3回行なった後、1　mlの50％アセトニ

トリル：49％蒸留水：1％酢酸（v／v）によりABA画分を溶出した。この画分を減圧遠心に

より濃縮乾固した後、沈殿を蒸留水に溶解してsLC－MS／MS分析に供した。

（3）LsABA8ex組換えタンパク質の発現とマイクロソーム画分の調製

　レタス種子より調製したcDNAを鋳型として、各遺伝子のコード領域を表1－3に示したプラ

イマーを用いて前述と同じ方法でR手PCRを行った。　pGEM　T顯sy　v改加rを用いてせプタロー一

ニングした後、プライマー配列に付加した闇限酵索サイト（：E！・一一ド領域CDNAのぎ側に弩顧、

遮



3’側にKpnl、ただしLsABA80x3のみ3’側にEco　RI）を利用して切り出し、酵母用発現ベクタ

ー－垂xeD60（Pompon．’砿1996）に組み込んだ。精製したプラスミドをSaccharomyces　eerevisiae

WATII株（Pompon　et　al．，　1996）に導入した。組換え酵母をSGI培地（20副グルコース、1　gl

bactocasamino　acids、40　mg／1トリプトファン）にて24時間から36時間培養後、培養液の一部

をSL賠地（20　g／1ガラク・一一一・ス、1　gll　bactocasamino　acids、40　mg！1トリプトファン）に移植

し、ガラクトース（終濃度2％）添加で組換えタンパク質の発現を誘導した。12時間後、集

菌した菌体をO．1・Mリン酸カリウムバッファー（pH　7、6）に再懸濁し、フレンチプレス（20000

psi、　FRENCH　PRESSURE　CELL　PRESS；Thermo　IEC）で破砕し、超遠心分離（100，000　g、4°C、

1時間）により得られたマイクロソーム画分をO．1　Mリン酸カリウムバッファL－一・（pH　7．6）に

懸濁した。

（4）変換実験

　マイクロソーム画分を用いたABAの変i換実験は、　Kushiro　et　al．（2004）と同様の方法で

以下のように行った。上記マイクロソーム画分懸濁液100μ1を用いて、以下の組成の反応

液を調製した：38μM（＋）－S－ABA、0．5　mM　NADPH、05％（w／v）Triton　X－IOO、1mM（±）

一ジチオトレイトール。22°Cで16時間反応させた後、1NHCIによりpH　2に調整し反応を

停止した。酢酸エチル抽出を行った後、酢酸エチル層を減圧遠心により濃縮乾固した後、

沈殿を蒸留水に溶解してLC－MSIMS分析に供した。

（5）LC・MS／MS分析

　ABAとPAの検出は、Lc（AcQulTY　uPLc　system；ウォーターズ）－Ms！Ms（Q－Tofpremier；

マイクロマス）を使用した。LC部の条件は、使用カラムにAcQu工TY　uPLC　BEH　Cis　column

（2．imm　X　50・mm，1．7　ym；ウォーターズ）を用い、移動相（流速はO．2　ml／分）に2種の溶

媒を用いたグラジエント法を使用した。溶液Aは蒸留水、溶液Bは髄5％酢酸（v／v）ア
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セトニトリルとし、25分かけて（A97％；B3％）から（A　80％；B20％）へ、30分かけ

て（A80％；B20％）から（A　2％；B98％）にした。この条件での保持時聞は、　PAが149

分、ABAとd6－ABAが23、0分であった。　MS／MS部の条件は、以下に示した：Capillary（kV）

＝2．6，Source　temperatUre（°C）；80，　Desolvation　tempera知re（°C）＝400；　Cone　gas　flow（IAhour）

＝0，Desolvation　gas　flow（1／hour）＝500，　Collision　energy＝8．0（ABA、　d6－ABA）、12．0（PA）、

MS∫MS　transi廿on　（m／z）：263／153（ABA）、269！159（d6－ABA）、279／139（PA）。ABA内

生量の定量は、m／z　153（ABA）、m1z　l　59（d6－ABA）、mlz・139（PA）の強度を用いて、解

析ソフトMassLymぽ4」　（マイクロマス）により行った。定量分析は、　T5004種子で6反

復、各過剰発現体ラインで3反復行い、分散分析はTUkey’s　HSD法により行った。
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A
AtNCED9

AtNCED3
LsNCED2

AtCCDI
LsCCD2

旦

B
HvCYP707A　l

　　　　　AtCYP707A2

　　　　　　　LsABA80x4

　　　　　　AtCYP707A4

LsABA80x3

PvCYP707Al

　　　　　PvCYP707A2

PvCYP707A3

0．1

図1－1NCEDとABA80xの推定アミノ酸配列に基づいた系統樹

A．レタスNCEDと他の植物種のNCEDとを比較した系統樹、系統樹の作製はClustalW
（http：〃cli　stalw．ddbj／nig．ac．jp／top手h加ユ）を用いた。アクセス番号は、　AtCCD1，　NMI16217；

AtNCED2，　NM　117945；AtNCED3，］NM　1　1　23　04　；　AtCCD4，　NM　I　18e36；A｛NCE夏）5，　NM102749；

AtNCED6，　NM113327；AtNCED9，・NM　1　06486（A・abid・p・i・・thaliana），VP14，・U95953（ヱ・田岬）・

LsCCD　1，　AB　120111；LsCCD2，　AB　120112；LsNCED　1，　AB　120107；LsNCED2，　AB　120108；

LsNCED3，　AB　120109：LsNCED4，　AB　120110（Lactesca・satr’va）である。

B．レタスABA80xと他の植物種のABA80xとを比較した系統樹、アクセス番号｛ま、AtCYP7§7A1．

NM　118643；AtCYP707A2，　NM　128466；AtCYP707A3，　NM　1808051AtCYP707A4，　NM1匡巽14

（A・abidOpsis　thatiana），H・σ注707A1，DQ145932・HvC聾707A2，　DQ145933（撫鹿㈱理卿・）・

PvcYP707A1，DQ35254LPvCYP707M，　DQ352542；PvcYP707A3，　D（き352543（謹擢8ε■ξ鍵ネs

・ulga・is），・LsABA8・xいB235917；LsABA8・x2，　AB23591＄ILsABA8Qx3・AB23591撃；

LsABA80x4，　AB23592⑪（』c臨cα躍τfp躍）であるa

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15



　（　　30

　　　　0

ibcd　cde

　　　　　　　　　　3i1　　　3　i　1　　　3　i　1

21i工醐D1ご2iL醐ID3　iLs？V’CED4i　LsCCDI　1　LsCCD2

図1－2吸水させたT5004と組換え体種子（T3）のABA内生量分析

白色光下、吸水開始後24時間の種子を用いて、LC－MSIMSによりABA内生量を定量し

た。縦軸はABA内生量を、横軸はそれぞれの組換え体のラインを示している。T5004につ

いては、独立した6反復、組換え体の各ラインについては独立した3反復でABAを定量し、
平均値と標準誤差を示した。分散分析はTUkey’s　HSD法を用いた（P＜0．05）。
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表1－1組換えLsABA80xを含む酵母マイクロソーム画分を用いた変換実験の産

物のLC－MSIMS分析結果

クローン名

　　　　　　　　　LCの保

同定した代謝物　　持時間

　　　　　　　　　（分）

特徴的なイオンピークとその相対比

　（最大のものをIOO％とした）

LsABA80xl

LsABA80x2

LsABA80x3

LsABA80x4

　フアゼイン酸

　プアゼイン酸

　プアゼイン酸

　フアゼイン酸

ファゼイン酸（標品）

14．6

14．6

14．6

14．6

］4．6

279（Mt，12），235（6），2e5（46），187｛20），168（29｝，139（100）

279（rL（［＋r，12），235（6），205（46），187（20），168（29），139（100）

279（M右，12），235（6），205（46），E87（20），168｛2≡）），139｛100）

279（M「，12｝，235（6），205（46），i87（20），169（29），139（1｛｝｛｝｝

279（1Ndr＋’．12），235（6），205（46），187（2◎｝，｝6S（29），139《lee）

1璽



表1－2LsNCEDとLsCCZ）の完全長cDNA増幅に用いたプライマー

下線と二重下線はそれぞれKpn　Iと．Xho　Iサイトを示している。

遺伝子名 フォワードプライマー リバースプライマー

LslVCEDi GGTACCACCTCCAGCCCTrCA王］「CCT （江蹴GAAAAGCACArrCArGTTTCTTCA

LsNCED2 GGTACCCGACATTAAAA［rTAGCTTCAA［rCAC ㎜AGATG蝋㎜ACATAGTT㎜

dSハrCE［）3 GGTACCTCCACCAACTTTCAAATTGCTTAC ㎜ACTTAArACAACATAAAG］「’A［rATT

LslVCED4 GGTACCCACCATTAAAGCTATCACGT ㎜ATTGAA『rAAGCTTAATTAGCCAA

五ぷCα）1 GGTACCCAGACCACACAArGGArrCTC ⊆工⊆過ACτrAAAACTGArGτrrCACTT査T

LsCCI）2 GGTACCCACAGArGGGCACCArGGAG 92　［poELS［IAATITGATAACACCA［ITGTAI’rAAT
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表1－3LsABA80xの完全長cDNA増幅に用いたプライマー

下線は制限酵素サイトを示している。

遺伝子名 フォワードプライマー リバースプライマー

LsAB　48exl AGArCTArGGAArTCAITACCArrACCArGT GGTACCTCACTTGAGAGAGAGTTTA灯GGGT

LsABA80x2 1X919⊆工ATGGA．GGAGAGAGAAGGAA［rAATCA GGTACCCTAAGTATCATAACAAGCACCACAr

LsA」BA8bx3 AGATCTATGGAACTCATTACC丁TCGTCTTCT GAArlTCTCATCrrllACAGTrGT’IVI；CTTGGGA

LsABA8ex4 AGATCTArGCTTCCTTCACCCACCTCAArCG GGTACCCTAGATGTrGTrGArGGCArGGACT

19



第2章

レタス種子におけるアブシジン酸代謝酵素遺伝子の発現の光とジベレリンによ

る制御

緒言

　レタス種子の発芽は赤色光処理やGA処理により誘導されるが、両処理の発芽誘導効果は

ABA処理によって抑制されることが知られている（Kahn，　1968；Sankhla　and　Sankhlq　1968）。

レタス種子においては、R／FR処理種子を対照区、R処理種子を発芽条件として経時的にABA

内生量が定量され、R処理種子でABA内生量が劇的に減少することが示されている

（Tbyomasu　et　aL，1994）。本章では、　ABA内生量の調節機構を調べるために、　FR処理種子

を対照区、FR／R処理、　FR／R／FR処理種子を用いて、　ABA代謝酵素遺伝子であるLsNCEI）1～4

とLsABA80xl－・4の転写物の蓄積をリアルタイム定量　RT－PCR（QRT・－PCR）により正確に定量

した。あわせて同光条件で調製した種子を用いて、ABA内生量を再度定量し、さらにその

代謝物の内生量も定量した。なお、ABAの減少機構は種子内での代謝調節によってだけで

はなく種子外への排出による可能性も考えられたため、培地中におけるそれら化合物の量

も定量した。また、レタス種子では、外生GA1処理により発芽を誘導したときにも、　ABA

内生量が減少することが報告されている（Toyomasu　et　al．，1994）。そこで、上記遺伝子の発

現に対するGA1処理の影響を調べた。さらに、　FRIR処理後にGA1内生量が増加することか

ら、それら遺伝子発現のフィトクロムによる制御がGAを介するか、あるいは介さないかを

検討するために、阻害剤によりGA生合成を抑制した種子を用いた発現解析も行った。

結果と考察

レタス窟子におσるアブシジン酷およびその允謝物の内鰭にガナる光の露響

　本実験においては、3種の光処理を施した：FR処理、発芽を誘導するFRIR処理、フィト
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クロム制御による可逆性を確認するためのFRIR，17R処理。通常、完熟種子中ではPr型フィ

トクロムが残存していることがあり、レタス種子でも暗黒下で吸水・培養した場合、数％発

芽することがある。そこで、対照区としては暗発芽を完全に抑制するFR処理種子を用いた。

各光処理は5分間のパルス照射で行い、光処理後暗黒下で培養した（図2－1）。FR処理種子

とFR1田FR処理種子では処理後24時間まで発芽しなかった（図2－2；FRとFR∫R／FR参照）

が、FR／R処理種子は処理後12時間で発芽がみられはじめ、24時間後では約80％の発芽率

となった（図2・2；FR∫R参照）。本実験系により光処理後9時間まで3時間毎に種子を採取

した（図2－1）。なお、発芽はFR！R処理後10時聞以降ではじまるので、試料の採取は発芽

前で行ったことになる。また、種子を採取した後の液体培地も定量用試料とした。

　それらの試料について、内部標準を用いたLC－MSIMS法によりABAとその代謝物として

PA、　D巳へ、　epi－DPAの定量分析を行った。その結果、　epi－DPAのみ試料からは検出できなか

った（内部標準は検出できた）ので、それ以外の物質の定量結果を図2－3に示した。種子に

おけるABA内生量はFR．処理後に若干減少したが、　FR／R処理後では著しく減少し、　R処理

によるABA内生量の著しい減少は過去の報告（Toyomasu　et　al．，1994）と一致した。　ABAの

代謝物であるPAとDPA内生量は、　ABA内生量に比べて著しく少なく、DPA内生量に対す

る光処理の影響はほとんどみられなかったが、PA内生量はFR／R処理後3～9時間にかけて、

FR処理後と比較して2倍程度有意に増加した。　FR∫RAFR処理種子ではFR処理種子と同程

度のABAとPA内生量であり、FR／R処理の効果は引き続くFR処理により完全に打ち消さ

れた。これらの結果は、フィトクロムによってABA内生量は負に、　PA内生量は正に制御

されることを示唆した。また、培地中におけるABA、　PA、　DPA量については、種子中の量

と比べて少なく、それらに対する光処理の影響はほとんどみられなかった。これらの結果

とレタス種子の果皮にはABAが20皿g／500皿g程度と比較的多く含まれること（Inoue，1990）

を考えあわせると、培地中の3種の物質は、果皮からの物理的な拡散により浸出したもの

であることが示唆され、FR／R処理後のABA内生量の減少は培地への積極的な分泌によっ
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てではなく、種子内での代謝によると考えられた。さらに種子中および培地中のPAとDPA

の量が種子中のABAの減少量よりも著しく少ないことから、PA、DPAは種子中に蓄積せず、

速やかに代謝されることが示唆された。

レタス種弄〆ごおttる」LsNCED　8　LShBA80xの発嘉の光による幽

　前述と同じ条件で調製した試料（図2－1）を用いて、このABA内生量調節のメカニズム

を調べるために、ABA生合成酵素遺伝子と不活性化酵素遣伝子の発現制御に着目し、

LsNCEDとLsABA80xの転写物量をQRT－PCRにより定量した。　FR処理とFRIR処理での結

果を図2－4－B～E（FR、　FF）R参照）に示す。なお、本培養条件でもGA生合成酵素遺伝子で

あるLsGA30xlの発現量がFRIR処理により増加すること（Toyomasu　et　al．，1998）の再現は

確認された（図2－4－A）。

　LsNCEDI～4の発現は光処理直前（吸水開始後3時間）の吸水種子（O　h）において検出す

ることができたが、その中でもLsNCED2とLsNCED4が主要に発現しており（図2－4－B、C）、

Ls7VCEDJとLsArCED3の発現量はLsNCED2とLsNCED4と比較すると100分の1程度と著

しく低く（デ・一一’タ不掲載）、それらの発現はABA内生量にほとんど影響を与えないと考え

られた。LsNCEZ）2の発現は、　FR処理後3時間でわずかに増加し、光処理後9時間まで同程

度の発現量が維持されたが、FRIR処理後は光処理後3時間で急激に減少し、処理後9時間

まで緩やかに減少した（図24－B；FRとFR／R参照）。　Ls7VCED4の発現は、　FR処理後3時

間で減少し、処理後9時間まで同程度の発現量が維持されたが、FR／R処理でも処理後3時

間までに発現量が減少し、その減少量はFR処理後よりも著しかった（図2－4－C；FRとFR／R

参照）。なお、FR処理後のLsNCED2の発現量のわずかな増加とLslVCED4の発現量の減少

は、FR処理をしていない暗黒下培養種子においてもFR処理種子と同様の発現パターンを

示したので（データ不掲載）、この両遺伝子のFR処理後の発現の変動は、　FR処理による影

響ではなく吸水種子中で時間に伴う発現量の変化と考えられた。LsABA80xは4種とも吸水
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種子（Oh）において発現を検出することができたが、その中でもLsA．BA80xlとLsABA80x4

が主要に発現していた（図2－4－D、E）。この2種の遺伝子と比べてLsABA80x2の発現量は

100分の1程度、LsABA80x3は10分の1程度と低かった（データ不掲載）ので、　NCEDの

場合と同様に、発現量が比較的多いLsABA80xlとLsABA80x4に着目した。　LsABA80xlの発

現量は各光処理後3時間でわずかに減少し、そのまま維持されたが、その発現に対する光

処理の影響はほとんどみられなかった（図2－4－D；FRとFR／R参照）。一方、　LsABA80x4の

発現量は、FR処理後はほとんどかわらなかったが、それと比べると、FRIR処理では処理後

3時間で一過的に有意に増加し、ピークをなした（図2－4－E；FRとFRIR参照）。光処理の影

響がみられた処理後3時間において、FR鯨R処理後のLsNCED2、　LsNCED4とLsABA80x4

の発現量は、FR処理とほとんど同じレベルだったので（図2・5）、3種の遺伝子の発現に対

するR処理の効果は、直後のFR処理により完全に打ち消されることが明らかとなった。以

上の結果は、フィトクロムによってLsNCEI）2とLslVCED4の発現は負に、　LsABA・80x4の発

現は正に制御されることを示唆しており、このことから、これら3種の遺伝子の発現制御

がR処理後のABA内生量減少に深く関与すると考えられた。

レタス貯　におゲ｛5」【己1W：ED　t」L聞協480此の勇　穿のジレベレクンicrよる辮

　前述のように、レタス種子においてR処理により発芽を誘導した場合、ABA内生量は著

しく減少し、このABA内生量減少にはLsNCED2、　LsNCED4、　LsA．BA80x4の発現制御が関

与する可能性が示された。一方、GA1処理した場合にもABA内生量は著しく減少すること

（恥yomasu　et　a1．，1994）が報告されているので、ここでは、　GAI処理により発芽を誘導した

際のLsNCEDとLsABA80xの転写物量をQRT－PCRにより定量し、　R処理の場合と比較する

ことにした。GA1処理は光処理直前からから開始し、　FR処理およびFR∫R処理と比較する

ために、直後にFR処理も行った（FR＋GA処理）。　FR＋GA処理種子は処理後18時間では

約25％の発芽がみられ、24時間後では約60％の発芽率を示し（図2－2；FR＋GA参照）、FR／R
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処理に比べて発芽は遅れた。発現解析は、同様に処理後9時間まで3時間毎に採取した試

料を用いて行なった。前述の発現量が著しく低かったLsNCEDI、　LsNCED3、　LsABA80x2、

LsABA80x3の発現については、　GA1処理後も同様に低発現量だった（データ不掲載）。一方、

LsNCED2、　LsABA80x1、　LsABA80x4の発現量は、　FR処理とFR＋GA処理とではほとんど同

じレベルであったが、Ls1VCED4の発現はFR処理と比較してFR＋GA処理後に著しく発現量

が減少した（図2－4－B～E；FRとFR＋GA参照）。しかも、このFR十GA処理後のLsNCED4

の発現量の減少はFR／R処理後と比較して遅れており、発芽率の増加の遅れ（図2－2）と良

い相関を示した。以上の結果、GAI処理によるABA内生量の減少には、　LsNCED4の発現量

の減少が関与している可能性が示された。さらにこのことから、LsNCED4の発現はFR［R

処理により増加する内生GA1（Toyomasu　et　al．，1993）によって制御されるという可能性も考

えられた。しかしながら、LsハrCED4の発現のフィトクロムによる制御には、増加した内生

GA1のシグナルを介する経路だけではなく、それを介さない経路も含まれるのかどうかにつ

いては、前述の実験結果だけでは判別できなかった。そこで、フィトクロムによるGAを介

さない制御を検討するために、阻害剤によりGA生合成を抑制した種子を用いて、　LsNCEZ）4

の発現解析を行った。GA生合成阻害剤の中で、トリアゾール系であるウニコナゾールPは、

GA生合成酵素のP450であるKO活性を阻害する（lzLmii　et　al．，1985）が、一方では同じP450

ファミリーに属するABAの不活性化酵素のABA80x活性も阻害することが報告されており

（Saito　et　al．，　2006）、　ABA内生量にも影響を与える可能性が高いと考えた。そこで本研究で

は、P450とは異なる酵素ファミリーであるジテルペン環化酵素CPSの阻害剤の一つ

AMO－1618を用いた（Kawaide　et　aL，1997）。　FR／R処理した種子では、処理後12時間におい

て80％程度の発芽がみられたが、同光条件下でも50mM　AMO－16エ8存在下では発芽は5％

程度にまで抑制された（図2・・6A）。このように、　AMO－1618処理によりRで誘導される発芽

はほとんど抑えられ、処理種子内のGA1内生量の具体的なデータは無いものの、本処理種

子では少なくとも発芽誘導しないレベルまでGA1の内生量を抑制したと考えて、それを発
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現解析に用いた。LsNCED4の発現量は、　FR処理後では処理直前（O　h）とほぼ同程度の発

現量が維持されたが、それと比べてFR／R処理後は、　AMO・1618存在下でも非存在下でもほ

ぼ同等に著しく減少した（図2－6－B）。この結果は、LsNCED4の発現はGA1内生量が増加し

ない場合でもR処理により減少することを示唆した。以上、本研究により、LsNCED4の発

現は、GAを介さないフィトクロムによる負の制御の可能性も含まれるものの、　GAによっ

て負に制御される可能性が示され、このことがGA処理後のABA内生量減少に深く関与す

ると考えられた。

材料と方法

（1）植物材料と光源

　レタス種子は、1993年アメリカFerry　Morse産の種子より厳選したウィルスフリーの種子

をSouth　Pacific　Seed　Company（New　South　Wales、　Australia）で栽培し、1996年に採取した種

子をさらに同社にて栽培し、2005年に採取した種子を用いた。種子は実験に用いるまでシ

リカゲルと同包し4°Cで保管した。R（7　Wm“2）は、赤LED基板（MIL－R18；サンヨーバ

イオメディカル）を用いて作り、FR（5．5　Wm一2）は、近赤外線LED基板（MIL－IF　l　8；サン

ヨーバイオメディカル）を用いて作った光を、さらにメタアクリル板（デラグラスA－900；

旭化成）を通して得た。レタス種子500mgを2mlのlmM　MESバッファー（pH　6．1）を

入れたプラスティックシャーレ（60mm径；岩城硝子）に入れ暗黒下で培養し、吸水開始

後3時間で採取したものを光処理直前種子（Oh）とした。さらに、吸水開始後3時間で培

地を新しいMESバッファー－1．5　mlに置換し、　FRを5分間照射したものをFR処理とし、　FR．

に続いてRを5分間照射したものをFRZR処理とし、また、それに続いて再びFRを5分間

照射したものをF㎜FR処理とした。各光処理後、暗黒下に戻し、3時間毎に種子と培地を

別々に採取し、液体窒素により凍結した。暗黒下培養種子は、培地交換を吸水開始後3時

間で行い、光処理を行わず再び暗黒下で培養した。GA1処理は、吸水開始後3時間で培地交
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換する時に、lmM　GA1を含む培地と交換することにより行ない、その直後に、　FR処理を

施した（FR＋GA）。　AMO－1618を用いた実験では、レタス種子50　mgを用いて前述と同様の

条件で培養し、光処理はFRとFRIRの2種を行った。　AMO－1618処理は、吸水開始のとき

に50mM　AMO－1618を含んだ培地に完熟種子を蒔くことで行い、吸水開始後3時間でFR∫R

処理を行った（FR／R＋AMO）。光処理後、暗黒下に戻し、2時間毎に光処理後6時間まで種

子を採取し、液体窒素により凍結した。ABAとその代謝物の定量には、独立して3反復分、

QRT－PCRには独立して2反復分を調製して用いた。

（2）　アブシジン酸とその代謝物の抽出

　（1）で調製した種子試料（500mg）からのABAとその代謝物の抽出は、　ag　’1章（2）と

同様の方法で行った。内部標準として、50ngのd6－ABA、　2．5　ngのd3－PA、　d3－DPA（National

Research　Council　of　Canada、　Dr．　Suzanne　R．　Abramsより供与）とd3－epi－DPA（京都大学、平

井伸博教授より供与）を試料を破砕して4°Cに16時間静置した抽出物に加えた後、遠心

分離（2000g、20分、25°C）により上清を回収した。上清の5分の1量を用いて、第1章

（2）と同様に以降の操作を行った。培地からのABAとその代謝物の抽出は、　l　N　HCIに

よりpH　2に調整した後、1mlの酢酸エチルによる抽出を3回行なった。酢酸エチル層に

無水硫酸ナトリウムを加えて脱水した後、減圧遠心により濃縮乾固した。沈殿を蒸留水に

溶解し、LC－MS／MS分析に供した。

（3）LCMSIMS分析

　　ABAとその代謝物の定量分析は、第1章（5）と同様の条件で行なった。保持時間は、

DPAとd3－DPAが85分、　epi－DPAとd3－epi－DPAが14．2分、　PAとd3－PAが14．9分、　ABAと

d、；ABAが23翰であった．　MSIMS部の条件は・C・lli・i・n・n・・gy－8・・（ABAとd6－ABA）・

12．0（PAとd3－PA）s18．0（DPAとd3－DPA）、14．0（epi－DPAとd3・epi－DPA）、　MSIMS　transition
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（m／z）　：263！153（ABA）、269／159（d6－ABA）、279／139（PA）、282／142（d3－PA）、281！171

（DPA）、284／174（d3－DPA）、281／171（epi－DPA）、284／174（d3－epi－DPA）であった。　ABA

とその代謝物の定量は、　m／z　153（ABA）、　m／z　159（d6－ABA）、m／z　139（PA）、　m／z　142（d3－PA）、

mZz　I　71（DPA）、m∫z　174（d3－DPA）、m／z　171（epi・・DPA）、m／z　174（d3－epi－DPA）を用い

て行なった。

（4）QRT－PCR分析

　　（1）で調製した試料からの全RNAの抽出は、図24の実験の場合は熱ホウ酸塩法（Wan

and　Wilkins，1994）により行い、図2－5と図2－6の実験の場合はRNAqueous　column（Ambion）

とPlant　RNA　Isolation　Aid（Ambion）により添付説明書に従って行った。1本鎖cDNAの合

成は、1μgの全RNAを鋳型にしてQuantiTect　Reverse　Transcription　Kit（キアゲン）を用いて

添付説明書に従って行った。逆転写反応液に等量のTEバッファー（1・O・mM　Tris－HCI、pH　8．0、

1皿MEDTA）を加え、各遺伝子の発現量に応じてTEバッファーで適度に希釈してQR｝PCR

の鋳型とした。リアルタイムQRT．PCRはSYBR・Green・1（キァゲンまたはタカラバイオ）を

用いて行った。キアゲンのSYBR　Green　Iを用いた場合は、1サンプルあたりSYBR　Green　Pre

Mix　125μ1、30μmolフォワードとリバースプライマーの混液O．5pl、超純水7μ1、鋳型cDNA

5μ1を混ぜて反応液は調製し、sequence　detector　system（model　7000；アプライドバイオシス

テム）により増幅・検出した。タカラバイオのSYBR　Green　Iを用いた場合は、1サンプル

あたりSYBR　Green　Pre　Mix　12，5μ1、10μmolフォワードとリバースプライマーの混液O．5pl、

超純水10μ1、鋳型cDNA　2μ1を混ぜて反応液は調製し、　Thermal　Cycler　Dice　Real　Time　System

（TP800；タカラバイオ）により増幅・検出した。　QRT－PCRに用いたプライマーの塩基配

列は表2－1に示した。定量には、QRT－PCR増幅領域を含む約600　bpのcDNA断片をpGEM

TEasy　vector（プロメガ）に組込んだコントロールプラスミドを作製し、1fMx　I　O4rlO－8の5

段階に希釈したプラスミドの増幅曲線から算出した検量線を用いた（プラスミド溶液は、
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キアゲンの場合5μ1、タカラバイオの場合2pl）。各遺伝子の発現量は、ハウスキーピング

コントロールとした18S　rRNA量あたりに標準化し、LsNCED4のOhの発現量を1とした相

対値で示した。

盤



培地交換
光処理後の時間

6 9

FRIR ↓
3 6 9

3 6 9

〇　　1　2　　3→Oh

吸水開始後の時間

図2－1光処理種子試料の調製

レタス種子を暗黒下で3時間培養し（Oh）、培地交換後、3種の光処理（5分間のRある

いはFRパルス照射）を行った。再び暗黒下で培養し、すべての操作は、安全光下で

行った。図中、黒が暗黒下、灰色がFR、白色がRを示す。
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－O－F］R．∫R

●　FRIR／FR
－▲－FR＋GA1

図2－2異なる条件におけるレタス種子の発芽率の経時変化

Ohは暗所吸水開始後3時間（光処理直前）を示す。3種の光処理は図2－1を参照。　GAI

処理（1mM）は光処理直前の培地交換時に行った。縦軸は幼根の発根で評価した発
芽率、横軸は光処理後の時間を示した。発芽率は、独立した3反復の実験での平均値

を標準誤差とともに示した。
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図2－3ABA、　PAとDPA量の種子内と培地おける経時変化

定量分析はLC－MSIMSにより行った。　O　hは暗所吸水開始後3時間（光処理直前）を示

す。3種の光処理は図2－1を参照。縦軸は各物質の量、横軸は光処理後の時間を示し

た。分析は、独立して2反復行い、平均値を標準誤差とともに示した。
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図2－4異なる条件で培養したレタス種子のLsNCED2，4とLsABA80xl，　4の

発現量の経時変化

各遺伝子の発現量はQRT－PCRにより定量した。　O　hは暗所吸水開始後3時間（光処理

直前）を示している。3種の光処理は図2－1を参照。GA1処理（1皿M）は光処理直前の

培地交換時に行った。各遺伝子の発現量は18SエRNA量により標準化した後、
LsNCED4のO　hの発現量を1として相対的に示した。縦軸は相対的な発現量、横軸は光
処理後の時間を示した。独立した2反復の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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LsAICED4

FR　　FRIR　FRIRIFR
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0．2
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LsABA80x4

FR　　FRIR　FR／R／FR

図2－5異なる3種の光条件で培養したレタス種子におけるLsNCED2，4と

LsABA80x4の発現量

各光処理後3時間の種子を用いた。各遺伝子の発現量はQRT－PCRにより定量した。3
種の光処理は図2－1を参照。各遺伝子の発現は18S　rRNA量により標準化した後、それ

ぞれの遺伝子について発現量が最大になった試料を1として相対的に示した。独立した

2反復の実験の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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図2－6GA生合成阻害剤存在下でのレタス種子の発芽率とLsNCED4の発轟

A．異なる条件におけるレタス種子の発芽率、Ohは暗所吸水開始後3時間（琵処理直羨〕を示

している。2種の光処理は図2－1を参照。AMO－1618処理（50　mM）は吸水開始から行った。羅

軸は幼根の発根で評価した発芽率、横軸は光処理後の時間を示した。発芽率は、独立した3

反復の実験での平均値を標準誤養とともに示した。
B．GA生合成阻害剤存在下でのLsNごE2）4の発現量の経時変化、LsNCED4の発現量iま
QRT－PCRにより定量した。条件はAと撞様。18S　rRNA量により標準艦した後・Oh桑糞轟量を

1として相対的に示した。縦軸は相対的な発現量、横軸は圭処理後の時懸を示した。纏童Lた

2反復の実験の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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表2－1本章のQRT－PCRに用いたプライマー

遺伝子名 フォワードプライマー リバースプライマー

18SrRNA GGAGCGArrrGTCTGGTTA ATCTAAG　GGCATCACAGACC

LsNCEDノ AAACCCTACAArCCGACTArTCG GGCCGCAGCTCTrTGTAAG

LsNCED2 CTrCAGTrrCCTAAACAGTCTGTTGGTA TGCTTTCAArCCArCTTCAACG

ム】VCED3 CAGTCGTCGGAGAAATTCCA GCCTITGTGTCTCCGTATGG

LsNCED4 GGACACGGCTCArGGAArC GCGAGArCACCGTCACGTT

LsABA80xl GCTCGTGACCAAATCTCArCTC TCAArGTGGGAAACCArGTG

LsABA80x2 TTGGGTTGTCCAAGTATCArGTrAG CAAGCTTCGGAGArl’ITATCAAGTGtfr

LsABA80x3 CCTGCTAGCAAAGAGAGAATGC CCCArCCTCGGAGTGAITG

一LsABA8ex4 GTGAT（｝ATATCGAGTCCTAAAGTAGCA
TTGAGATGCGAA［TGGTATGG

LsGA3exl TGTrrGCAC質CCT細「CCAACAG TACGAGCATGTTCGTATGGAGAT
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第3章

　レタス種子におけるアブシジン酸の内生量およびアブシジン酸代謝酵素遺伝

子の発現の部位別の解析

緒言

　前章の結果から、レタス種子におけるABA内生量は、フィトクロムにより制御され、　ABA

代謝酵素遺伝子であるLsNCED2、　LsNCED4、　LsABA80x4の発現制御を通して減少する可能

性が示された。吸水レタス種子では、受光部位が胚軸にあることが示されており（lnoue　and

Nagashima　1991）、また発芽時には、胚軸でgrowth　potentialが増加すること（Takeba　1980c；

1980d）など、発芽に重要な生化学的現象が胚軸で起きることが示されている。そこで、発

芽過程におけるABA内生量減少部位を追究するために、レタス種子を子葉側と胚軸側の2

つの部位にわけ、それぞれの部位に含まれるABA内生量を定量し、かつ、光によるABA

内生量調節に関与すると考えられたLsNCED2、　LsArCED4、　LsABA80x4についてQRT－PCR

により転写物量を測定した。また、2章において内生GAによっても負に制御される可能性

が示されたLs？VCED4の発現部位とGA1増加部位とを比較するために、LsGA30xl（Toyomasu

et　a1．，1998）と不活性化酵素遺伝子LsGA20x2（Nakaminami　et　ai．2003）についても同様の試

料を用いて転写物量を定量した。

結果と考察

　本実験では、FRとFRLR処理したレタス種子を用いて、図3－IAに示した模式図のように

種子を切断し、それぞれの部位を子葉側、胚軸側とした：子葉側には子葉、果皮、種皮、

内胚乳が含まれ、胚軸側には、胚軸原基、根原基、茎頂分裂組織、子葉の一部、果皮、種

皮、内胚乳が含まれていた。両部位におけるABA内生量は、内部標準を用いたLC－MSIMS

法により定量した（図3－1B）。吸水開始後3時間である光処理直前の種子（O　h）のABA内
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生量は、子葉側に比べ胚軸側で約2倍多かった。FR処理後、子葉側におけるABA内生量

はほとんど変わらなかったが、胚軸側では緩やかに減少した。一方、FRIR処理後は、両部

位でABA内生量は減少し、処理後9時間では、　FR処理と比較してFR／R処理では、種子1

粒あたり胚軸側では36pg、子葉側では25　pg減少した。このように、　R処理によるABA内

生量の減少量は子葉側と比較して胚軸側で約1．4倍多かった。この結果は、ABA内生量減

少は両部位でみられるが、特に胚軸側におけるABAの減少量が多いことを示した。

　この両部位におけるABA内生量減少のメカニズムを追究するために、光によるABA内

生量調節に関与すると考えられた3種のABA代謝酵素遣伝子（LsNCED2、　LslVCED4、

LsABA80x4）の発現局在をin　situハイブリダイゼーション法により検討したが、有意なシグ

ナルを検出することはできなかった（データ不掲載）。そこで、その3種の遣伝子について、

前述のように凍結後、2っの部位に切った種子を材料として、QRT－PCR．による発現解析を

行った（図3－2－A）。LsNCED2は、　O　hにおいては子葉側と比較して胚軸側に著しく多く発

現しており、FR処理では処理後9時間までOhと同程度の発現がみられたが、　FR／R処理で

は処理後3時間以降で著しく発現量が減少した。LsNCED4の発現は、　O　hでは、両部位で同

程度の発現がみられた。子葉側におけるこの遺伝子の発現量は、FR、　FR／R処理ともに詞程

度減少したため、培養中の時間経過に伴う発現量の減少と考えられた。一方、胚軸側での

LsNCEL）4の発現量は、　FR処理では処理後9時間までOhとほとんど同じレベルに維持され

たが、FR／R処理では処理後3時間から著しく減少した。種子全体を用いた発現解祈から、

LsAICED4の発現量はFR処理後も減少していたが（OC　24）、これは子葉側の発現量の減少

に起因すると考えられた。このことにより、種子全体での発現解析においてFR処理種子と

比較してFR／R処理種子で減少した分（図24）は、胚軸側におけるFR／R処理後の減歩に相

当すると考えられた。一方、LsABA8ex4の翼莞量は、⑪hでは両部位で同程度であり、FR　kk

理では処理後9時間まではOhとほとんど変わらなかったが、　FR／R処理後では処理後3時

間以降で両部位において増加した。これらの結果から、FR｛R処璽による手藁側で¢ABA
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の減少にはLsABA80x4の発現量の増加が関与し、さらに、それよりも顕著な胚軸側におけ

るABA内生量の減少にはLsNCED2とLぷ1VCED4の発現量の減少とLsABA80x4の発現量の

増加が関与しており、特に胚軸側において顕著に発現していたLsNCED2とLslVCED4の制

御が重要であると考えられた。ところで、2章においてLsNCED4の発現は内生GAにより

負に制御される可能性が示されていたので、次に、FR∫R処理後にLsNCED4の発現量が減

少する部位とGA1が増加する部位とを比較するために、GA代謝酵素遺伝子であるLsGA30xl

とLs（コA20x2についても同じ試料を用いて発現解析を行った。その結果を図3－2－Bに示す。

なお、レタス種子内のGAI内生量はABA内生量と比較して100分の1程度と極微量で、両

部位における内生GA1定量は容易ではなかったので、　R処理後のGAI内生量の増加に深く

関与すると考えられているこの2遣伝子の両部位における発現を調べ、間接的ではあるが

GA　1内生量増加部位を推定した。　LsGA30xlについて、　O　hにおいて両部位における発現．は非

常に低かった。子葉側ではFR、　FR／R処理ともに処理後9時間まで発現量は低かったが、胚

軸側においては、FR処理では処理後9時間まで発現量は若干増加したものの、それと比較

してFR／R処理では処理後3時間から著しく発現量が増加した。一方、　LsGA20x2では、　O　h

において子葉側と比べて胚軸側に主要に発現しており、子葉側では、FR、　FRLR．処理後とも

発現量が低く維持されたが、胚軸側では、FR処理と比較してFR／R処理では処理後3時間

から発現量が減少する傾向がみられ、さらに処理後9時間では有意に減少した。以上のよ

うに、胚軸側において両遺伝子は顕著に発現し、さらに発現制御されていたことから、　FR．／R．

処理後に胚軸側でGA1内生量が増加するという可能性が示唆された。この結果は、LsNCED4

の発現が内生GA1により負に制御されるという可能性を支持するものであった。レタス種

子では発芽誘導に関与する赤色光の受光部位が調べられており、それは種子胚軸の中でも

将来芽生えの胚軸に分化する胚軸原基の付近であることが示されている（lnoue　and

N。gashim4、1991）．本章において、それぞれの代謝藤遺伝子の発現制御emして胚軸側で

ABA内生量は減少し、それとは逆にGA1内生量は増加する可能性が示唆されたことから、
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胚軸側のABA内生量減少部位とGAI内生量増加部位は受光部位に近いと予想され、このよ

うな胚軸側におけるABAとGAの内生量調節は発芽誘導において重要なイベントであると

考えられた。今後は、これらの局在部位について組織レベルでより詳細に検証する必要が

ある。

材料と方法

（1）植物材料の調製

　レタス種子（500mg）を用いて第2章（1）と同条件で調製した凍結試料について、ドラ

イアイス上で剃刀を用いて、図3－1Aに示したように切断した。　ABA内生量の定量には独立

した3反復の試料の中からそれぞれ20粒を、QRT－PCRには2反復の試料の中からそれぞれ

50mg分を用いて切断した。

（2）　アブシジン酸の定量分析

　（1）で調製した種子試料を用いて、第2章と同様に、d6－ABA（l　ng）を内部標準として

LC－MSIMS法によりABA定量分析を行った。

（3）QRT－PCR分析

　（1）で調製した種子試料を用い、QRT－PcRは第2章と同様の方法で行なった。　QRT－PcR

に用いたプライマーは表2－1に示したものと、Ls（］A20x2については、フォワードプライマ

ー5’－TGGAGGTCCACCATTGATG－3’とリバースプライマー

5’－CCTATTATCAGTCAACCTGGTCTTGTA．G－3’を用いた。
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図3－1レタス種子における胚軸側と子葉側での内生ABA量

A．採取後凍結した種子試料を2つの部位に切断した。子葉側には、子葉（Cot）、果皮

（FW）、種皮（SC）、胚乳（ES）；胚軸側には、胚軸原基（Hyp）、根端原基（RA）、茎頂（SA）、

子葉の一部、FW、　SC、　ESが含まれた。

B．LC－MSIMSによる子葉側と胚軸側の内生ABA定量実験、　O　hは暗所吸水開始後3時間

（光処理直前）を示している。2種の光処理は図2－1を参照。縦軸はABA量、横軸は光処理

後の時間を示した。分析は、独立した3反復の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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図3．2レタス種子における胚軸側と子葉側でのABAとGA代謝酵素遺振子遷糞環

A．LsNCED2，　LsNCED4，　LsABA80x4の子葉側と胚軸側における発現量、各遺伝子の糞環量隷

QRT－PCRにより定量した。⑪hは暗所殴水開始後3時間（光処理直前）を示している⇒種縷糞聾

理は図2－1を参照。各遺伝子の糞現は18§rRNA量によ目標準化した後、それぞれ遷遺量子にお

いて発現量が最大になった試料を100として相対的に示した。縦軸は光処理後の時欝、穫轍ま嚢

対的な発現量を示した。独立した2反復の璽験の平均値を標準誤差とともに示した。

B．富顯30訂とム（尋20エ2の手董｛貝墾涯軸側における発現量、解析条件はAと麿撞。
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第4章

アブシジン酸処理がレタス種子のジベレリン代謝酵素遺伝子の発現に及ぼす影

響

緒言

　レタス種子においては、GA処理により発芽を誘導したときに、　LsNCED4の発現量の減

少を通してABA内生量が減少した（第2章）。一方、レタス種子にABA処理を行うと、　R

処理により誘導される発芽は抑制されることが示されている（Ka㎞，1968；Sankhla　and

SanlChla　l　968）。これらのことから、レタス種子ではGAはABA内生量調節を負に制御し、

それとは逆にABAはGA内生量を負に制御すること、即ち、　ABAとGAが相互に作用して

それぞれの内生量が制御されるという可能性が考えられた。そこで、本章ではレタス種子

におけるABAによるGA内生量への影響を調べるために、ABA処理した種子の全体あるい

は種子を子葉部と胚軸部に切断した試料をもちいて、GA代謝酵素遣伝子の発現解析を

QRT－PCRにより行った。

結果と考察

　レタス種子では、GA生合成後期に関与する酵素遺伝子LsGA2eexi　．　LsGA29ex2　．　Ss（IA3axj、

LsGA30x2の発現解析がノーザンプロット法により（Tbyomasu　et　aL，1998〕、またξ｝A不籠性

化酵素遺伝子Ls（遡2脳1とLs（｝A2ex2の発現解析が半定量RT・PCRにより行われており

（Nakaminami　et　al．，2003）、フィトタロムによってLsGA3ex1の発現は正に、　LsGA2eex2と

LsGA20x2の発現は負に制御され、さらにLs（？A2eexiと却ぷ2翻の発墨は遥処理書轟馨を

ほとんど受けないということが示されていた。このことから、レ・タス種子にお珪墓R塾理

後のGA1内生量の増加（TQyorrlasu　et　al．，　1993）には、主に盈磁3醒」の癸翼量潜魏とム（蓑2譜

の発現量減少が閨与すると考えられているe本章では、これら6種穆遷振手毛こ、§査童舎銭
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初期に関与するLsCPS、　tSKSと生合成中期に関与するLsKOI、　LsKO2、ぴ砲0（澤田ら、

論文作成中）を加えた合計11種のGA代謝酵素遺伝子の発現に対するABA処理の影響を

調べた。光処理は2章と同じ3種（FR、　FRIR、　FR／RIFR）を行い、さらにABA処理は、　FR／R

処理直前に0．1mM　ABAを含む培地に入れ替えることで行った（FR！R＋ABA）。　FR処理と

FR／R／FR処理では処理後24時間まで発芽はみられなかったが、　FRLR処理では、処理後8時

間で約10％の発芽がみられ、12時間後には約80％の発芽率を示した（図4－1）。また、FRLR

＋ABA処理種子については、処理後24時間まで発芽はみられず、本実験系においてもFRR

処理による発芽誘導効果はABA処理により完全に抑制された。このような条件下で、発現

解析は、FR／R処理による発芽がまだ誘導されない光処理後6時間まで2時間毎に採取した

種子の全体、あるいは処理後2時間と6時間の種子を第3章と同様に子葉部と胚軸部に切

断した試料を用いてQR工LPCRにより行った。

　まず、種子全体の場合の光処理の影響について述べる（図4－2－A～K；FRとFR！R、図4－3）。

GA生合成初期と中期の生合成酵素遺伝子の中で、　LsCPS、　LsKS、　LsKOI、　LsKO2の発現量

は、FR、　FRLR処理ともに処理後6時間まで光処理直前の種子（O　h）とほぼ同等であり（図

4－3－A、B、　C、　D）、光処理による影響はほとんど見られなかった。一方、　Lsl〈L40の発現は、

FR処理ではOhとほとんど変わらなかったが、　FR／R処理では光処理後6時間まで緩やかで

はあったが有意に増加した（図4－2－E）。さらに、処理後4時間ではFR［R／FR処理の発現量

はFR処理と同等で（図4－3－A）、　R．の効果は続くFRにより打ち消され、　LsKAOの発現は、

若干ではあるがフィトクロムにより正に制御されると考えられた。GA生合成後期に関与す

る遺伝子の中で、LsGA200xlの発現は光処理の影響を有意には受けず（図4－2－F）、　LsGLA200x2

とLsGA30xlの発現は、それぞれフィトクロムにより負と正に制御されていることが示され

（図4－2－G、H、図4－3－B、　C）、これらの3種の発現パター・ンは、過去の知見（Toyomasu　et　aL，

1998）と同様だった。以前のイーザンプロット分析では検出できなかった（Toyomasu　et　al．，

1998）LsGA30x2の発現量は、　Ls（M30xJと同様、フィトクロムにより正に制御されることが
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示された（図4－2－1、図4－3－D）。次に、これら生合成酵素遣伝子の子葉側と胚軸側での発現

を調べた結果を図4－4－A～Jに示す。LsKS、　LsKO2、　LsGA200x2の3種の遺伝子の発現は、　FR

とFRIR処理ともに両部位で同程度発現していた（図4－4－B、　D、　F）が、ムCP8、　LsKOI、

LsGA200x1の発現は、子葉側と比較して胚軸側で若干多く発現している傾向にあった（図

4－4－A、C、　F）。　LsGA2eoxlについては、胚軸側では両光条件でほぼ同程度の発現量であっ

たが、子葉側ではFR処理と比較してFR／R処理では有意に発現量が高く（図4－4－F）、種子

全体を用いた発現解析の場合に、有意差はなかったものの、FR処理と比較してFR／R処理

での発現量がごくわずかに高い傾向がみられた（図4－2－F）のは、この子葉側での差による

と考えられた。3章で示したLsGA30xlと同様にLsKAOとLs（；A30x2も胚軸側で主要に発現

しており、それらの胚軸側における発現量は、FR処理と比較してFRAiit．処理で有意に高く

（図4－4－E、H、1）、種子全体の場合と同様のパターンとなった。　GA不活性化段階について

は、今回解析した遣伝子の中で最も発現量が多かったLsGA20xlの発現は、光処理による影

響はほとんど見られず（図4－2－J）、Ls（；A20x2の発現量は、　FR／R処理ではFR処理と比較し

て処理後6時間まで有意に低いレベルとなり（図4－2－K；FRとFR／R参照）、このRの効果

は続くFRにより打ち消され（図4－3－E）、このような両遺伝子の発現パターンは過去の知見

（Nakaminami　et　al，，2003）と同様であった。　Ls（］A20xlの発現量は、子葉側と胚軸側で同程

度であった（図4－3－J）が、3章で示したように、胚軸側で主要に発現しているLsGA20x2の

発現量は、FR処理と比べてFR／R処理で低くなり（図4－3－K）、種子全体の解析結果と同様

の傾向を示した。以上の結果から、胚軸側に主要に発現するLslk140、　LsGA30xl、　LsGA30x2、

Ls（］A20x2の発現がフィトクロムにより制御されることを通してGA1内生量が胚軸側で主に

増加するということが示唆された。その中でも特に、今回解析した遺伝子の中で最も発現

量が少なかった2種のLsGA30x遺伝子の発現は、ともに胚軸側でフィトクロムにより最も

劇的に制御され、このことがGAI内生量増加に深く関与すると考えられた。

　このときのF㎜処理種子におけるGA代謝酵素遣伝子の発現に対するABA処理の影響
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を調べた結果を図4・2－A～K（FR／CR＋ABAも参照）に示す。光処理によりほとんど影響を受け

なかったLsCPS、　iSKS、　LsKOI、　LsKO2、　Ls（］A20xlの発現量は、　FRIR十ABA処理とFRIR

処理とで同程度であり、それらの発現に対するABA処理の影響はほとんどみられなかった

（図4－2－A～D、J）。　Ls．1〈AOとLsGA200x2については、前述のようにそれらの発現は光処理

による影響は受けたが、FRZR，＋ABA処理とFR／R処理で同程度の発現量を示し、それらの発

現に対してABA処理の影響はほとんどみられなかった（図4－2－E、　G）。　LsGA30xlの発現量

は、FR／R処理と比べFR／R＋ABA処理では、　FR処理ほどではないが、処理後6時間以降で

有意に低くなっており（図4－2－H）、FR∫R処理による発現量の増加が一部抑制されたと考え

られた。ところが、LsGA30x2の発現は、　FR／R＋ABA処理とFR／R処理とではほぼ同程度の

発現量を示し、この発現に対するABA処理の影響は有意にはみられなかった（図4－2－1）。

一方、LsGA20x2の発現量はFR／R処理と比較してFR／R＋ABA処理では、　FR処理ほどではな

いが、処理後6時間でわずかながら有意に高くなり、FR／R処理後の発現量の減少が一部抑

制されたと考えられた（図4－2－K）。そこで、ABA処理の影響を受けたLs（］A30xlとLsGA20x2、

さらにLsGA30x2にっいては、胚軸側と子葉側での発現を調べた（図4－5）。その結果、胚軸

側におけるLsGA30x2の発現量は、　FRIR処理とFR［R＋ABA処理とで同程度であり、胚軸側

でのLsGA30xlの発現量は、　FRI［R処理と比較してFR／R＋ABA処理では若干ながら有意に低

いレベルとなり、それとは逆に胚軸側でのLsGA20x2の発現量はFR／R処理と比較して

FRIR＋ABA処理では有意に高いレベルとなった。このように、これら3種の遺伝子の胚軸

側での発現パターンは種子全体の場合と同様の結果となった。以上の結果から、ABA処理

によるレタス種子の発芽抑制は、FR／R処理後の胚軸側でのLsGA30xlの発現量の増加と

LsGA20x2の発現量の減少が一部キャンセルされたことにより、内生GA1の量が発芽に十分

なレベルまで増加しないことによるという可能性が示された。このことと発芽過程におい

て内生ABA量が減少すること（第2章）とを考えあわせると、吸水種子では多量に存在す

る内生ABAによりLsGA30xlの発現が負に、　LsGA20x2の発現が正に制御され、その結果と
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してGAI内生量は負に制御されているが、　FR／R処理後にABA内生量が減少すると両遺伝

子の発現に対するABAによる制御が解除されてGAI内生量が増加するというメカニズムが

一部存在する可能性が示唆された。さらに、第2章では、FR／R処理後に内生量が増加した

GA1の作用によりABA生合成酵素遺伝子LsNCED4の発現が抑制され、　ABA内生量が減少

するというメカニズムが一部存在する可能性も示されており、これらのことは、吸水レタ

ス種子において、ABAとGAの内生量は光により制御される中で、それぞれ拮抗的に互い

の内生量を調節しあう機構も含まれている可能性を示唆した。

材料と方法

（1）植物材料と光源

　R（6．5W／㎡2）は、20W蛍光灯（プラントルクス；東芝）4本の光を光散乱用プラスチッ

クフィルター（アクリルライトKS－001E；三菱レーヨン）、赤色フィルター（アクリルライ

トS－102；三菱レーヨン）の順に通して作った。FR（5．OW／nゴ2）は、20W遠赤外線ランプ

（東芝）6本の光を光散乱用プラスチックフィルター（アクリルライトKS－001E）、メタア

クリル板（デラグラスA－900；旭化成）の順に通して作った。種子は第2章（1）と同じも

のを用い、試料の調製は、レタス種子50mgを用いて、第2章（1）と同様の方法で行った。

また、ABA処理は、吸水開始後3時間での培地交換時に0．I　mM　ABAを含んだ培地に交換

することで行った。

（2）QRT－PCR分析

　全RNAの抽出、1本鎖cDNA合成、　QRT－PcRは第2章（4）と同様に行なった。使用し

たプライマーは、18SrRNA、却（M30xl、　LsGA20x2については前述のもの（2章、3章）を

用い、それ以外の遺伝子にっいては表44に示す。
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図4－1異なる条件におけるレタス種子の発芽率の経時変化

Ohは暗所吸水開始後開始後3時間（光処理直前）を示している。3種の光処理は図2－1

を参照。ABA処理（0．1　mM）は光処理直前の培地交換時に行った。縦軸は幼根の発

根で評価した発芽率、横軸は光処理後の時間を示した。発芽率は、独立した3反復の

実験での平均値を標準誤差とともに示した。
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図4－2異なる条件で培養したレタス種子におけるGA代謝酵素遺伝子の発現

量の経時変化

各遺伝子の発現量はQRT－PCRにより定量した。　O　hは暗所吸水開始後3時間（光処理直前）

を示している。3種の光処理は図2－1を参照。ABA処理（0．1mM）は光処理直前の培地交
換時に行った。各遺伝子の発現量は18S　rRNA量により標準化した後、　LsGA30x2のO　hの

発現量を1として相対的に示した。縦軸は相対的な発現量、横軸は光処理後の時間を示し

た。独立した3反復の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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各光処理後4時間の種子を用いた。各遺伝子の発現量はQRT－PCRによ9定量した。3
種の光処理は図2－1を参照。各遺伝子の発現は18S・rRNA量により標準化した後、それ

ぞれの遺伝子について発現量が最大になった試料を1として相対的に示した。独立した
2反復の裏験の定量値の平均値を標準誤差とともに示した。
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表4－1本章のQRT－PCRに用いたプライマー

遺伝子名 フォワードプライマー リバースプライマー

Lscps ATGACGTCGTGGAGGArGAG CCCAAGCTGTGTCA工AAGCTGA工AC

Lsκ∫ ACTGTCA［［’GACCCTTGATGTGA CCATCATCAAGCTGAITATCCAGTA

LsKOI GGCTAI「GGTGACCAGArTCGA TGAGCAGCTGGTCCTAGGATACTA．

LsKO2 AGGATGTI’GAAAGCA［rATACGTGAAG GGGACCCACTrGAGArArGGA

t志ic40 GAAACATGTGGTCTTrCCTCAGA TCGGGAACAGTCACGArGA

LsGA200xl GACCTAGAGGTrCC　MGATAGACTTG AGTCCArGTATG「nTGAGCATCAGA

LsGA200x2 GAACr「GCAGTTCCT汀AGTTGACCTA AGGTCCATGTACCTATGAGCATCTAC

LsGA30x2 GCACTrGTGGTAAA巳苦rAGGTGACTTG GGTGGGCCArAGAGArAAGCTACA

LsGA20xl ACCACCATTGAGCGAGAAGATAG TAZ「CCGCCAATCTTGTArTAAATGC
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第5章

総括

　レタス種子は、それを用いた実験により光発芽という現象が発見され（Bonhwick　et　aL，

1952）、さらにこの光可逆的な発芽制御がフィトクロム発見の端緒となったばかりではなく

（Butler　et　aL，1959）、それ以来、その光発芽に関しては、植物ホルモンであるABAやGA

の関与も含めて、様々な分野において多くの研究が行われてきた。本博士論文研究は、こ

のように伝統的なレタス種子を材料として、光発芽制御におけるABAの機能について追究

したものである。

　本博士論文研究では、まず、レタスのNCEDと．、4BA80x遺伝子を同定し（1章）、それら

の発現解析等により、レタス種子ではフィトクロムによってLsNCED2とLsNCED4の発現

が負に、LsABA80x4の発現が正に制御されることを通してABA内生量が負に制御されると

いう可能性を示した（2章）。その中でも、LslVCED4の発現のフィトクロムによる制御には

GAを介した経路と介さない経路があることも示唆した（2章）。さらに、レタス種子内の

ABA内生量は、胚軸側で子葉側よりも多く減少しており、それには胚軸側におけるLs㎜D2

とLsNCED4の発現量の減少とLsABA80x4の発現量の増加が関与する可能性が示された（3

章）。一一方、ABAにより、胚軸側におけるGA生合成酵素遺伝子LsGA30xlの発現が負に、

GA不活性化酵素遣伝子LsGA20x2の発現が正に制御され、その結果としてGA内生量を負

に制御するという機構が部分的に存在する可能性も示唆された（4章）。以上のように、レ

タス種子においては、GAばかりでなくABA内生量も代謝酵素遺伝子の発現を通して光に

より制御されていることが明らかになり、さらに、そこには、それぞれ拮抗的に互いの内

生量を調節しあう機構も含まれているという可能性が示唆された（図5－1）。

　ところで、シロイヌナズナは、代表的なモデル双子葉植物であり、1990年代から主に遣

伝学的解析手法を用いて、植物の生活環を通して生長、発達を制御する様々な遣伝子の機
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能が解明されてきた。しかも、レタスと同様に、その種子も光発芽性を示すことから、突

然変異体や遺伝子組換え体を用いた解析により、これまでにフィトクロム分子種ファミリ

ーやABAとGA代謝酵素遣伝子の特徴付け等が行われ、光発芽制御機構において重要な知

見を提供してきている（Shinomura　et　al．，1996；Yamaguchi　et　al．，1998，2001；Ogawa　et　al．，

2003；Okamoto　et　a1っ2006；Seo　et　al．，2006；Oh　et　a1．，2007；YaInauchi　et　a1．，2007）。

　レタス種子と同様に、シロイヌナズナ種子においてもABA代謝酵素遣伝子である．iVCED

とABA80xの発現はフィトクロムにより制御され、それを通してABA内生量は減少するこ

とが最近報告されており（Seo　et　al．，2006）、このような事象は光発芽種子に普遍的だと考え

られたeところが、レタス種子ではフィトクロムによるLsNCED4の発現制御にはGAを介

する経路と介さない経路があり、LsAli（］ED2とLsABA80x4の発現はGAを介さない経路で制

御される可能性が示されたが、シロイヌナズナ種子の場合では、フィトクロムにより制御

されるAtlVICED6、　AtNCED9とAtCYP707A2（シロイヌナズナのABA　80x）の発現は、　LsNCED4

と同様にGAを介する経路と介さない経路、両方で制御されると考えられている（Seo　et　a1．，

2006；Oh　et　al．，2007）。これにより、光発芽種子におけるABA代謝酵素遣伝子の詳細な発

現制御機構は植物種によって異なると考えられた。また、レタス種子では、フィトクロム

によるLsGL，430xlの正の制御とLsGA20x2の負の制御はABAにより負の影響を受け、

Ls（］A30x2の正の制御は影響を受けなかったが、シロイヌナズナ種子においては、（；A20xに

関する知見はないものの、主に発現している2種の（コA30xの発現はABAにより負の影響を

受けた（Seo・et・al．，　2006）。このように、光発芽種子においてABAがGA代謝酵素遺伝子に

与える影響の詳細は種によって異なったが、ABAがGA内生量に負の影響を与えることは

普遍的な事象と考えられた。

　ABA生合成酵素遣伝子の種子内での組織レベルの発現については、シロイヌナズナでは

NCEDに関する報告はないものの、プロモV一ター：レポーター遺伝子アッセイによりAtSDR

とAtth403の発現は根原基付近で検出されており（Seo　et　al．，2006）、レタス種子の胚軸側で
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主に見られたLsNCED2、4の発現と良い相関はみられた。ところが、　ABA不活性化酵素遺

伝子AtCYP・70・7A2の発現はfη珈ハイブリダイゼーションにより胚軸原基の皮層と胚乳部分

で検出され（0㎞oto　et司．，2006）、レタスのLsABA80x4　（DagZaは胚軸側だ1ナではなく、子

葉側でも同程度発現がみられたこととは異なり、ABA不活性化酵素遺伝子の種子内の組織

レベルでの発現制御は植物種によって異なると考えられた。このように遣伝学的手法を適

用できるばかりではなく、ABA代謝酵素遺伝子発現レベルが比較的高かったシロイヌナズ

ナにおいては、遺伝子発現の詳細な組織レベルでの情報はあるものの、ABAそのものの局

在に関する知見はなく、本博士論文ではレタス種子におけるABA減少部位に関して情報を

示した。その情報は、種子を二分しただけでおおまかなものではあったが、ABA内生量の

フィトクロムによる負の制御について組織レベルで示した最初の報告となった。レタス種

子では、R処理によるABA内生量減少量は、子葉側での減少はLsABA80x4の発現量増加が

関与し、胚軸側の方が子葉側よりも多いのは、胚軸側ではLsA．BA80x4の発現量増加に加え

て、LsNCEI）2、4の発現量が減少しており、そのことが主に関与すると考えられ、　ABA内

生量減少と代謝酵素遺伝子の発現パターンは良い相関を示した。シロイヌナズナ種子の子

葉ではABA代謝酵素遺伝子の発現制御はみられないが、　Laser　Microdissection法（Nぬmo

et・al．，2003）等による詳細な試料調製や高感度ABA分析法を通してABAの局在に関する情

報が近い将来得られると、両種子の詳細な比較ができると期待できる。一方、ABAと互い

に拮抗的に作用するGAについては、その内生レベルの低さから、両種子とも組織レベルで

分析されていないが、その代謝酵素遺伝子の組織レベルでの発現については両種子閲で良

い相関がみられた。レタス種子ではLsGA30xl，2とLsGA20x2の発現とその制御が胚軸劉で

みられることが示されたが、シロイヌナズナ種子では、in・situハイブリダイゼーションやプ

ロモーター：レポv－一ター遺伝子アッセイにより　AtGA3ex1，2とAt（］A2ex2の発現が胚軸漂基の

皮層でみられることが示されている（Yamaguchi　et　aL　2001；Yamauchi　et　al．，　2007）。このよ

うに両種子において、胚軸側でABAや（｝Aの内生量が調節されることが発芽制御において
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特に重要であることと考えられ、この事象は光発芽種子だけではなく、他の種子において

も普遍的であると予想された。さらに、レタス種子の胚軸では、発芽誘導のための赤色光

受光部位（lnoue　and　Nagashima，1991）がみられるだけではなく、グルタミン、グルタミン

酸の増加によるgrowth　potentiat増大やそれの起因となるグルタミン合成酵素活性の増加

（Takeba，　1983；1984）、など生化学的事象もみられ、上の可能性を支持するといえる。この

ようなレタス種子における組織レベルでの一連の知見が古くから得られていたのは、レタ

ス種子の長舗5㎜程度で、シ財ヌナズナなどの光発芽性を示す他の植物種の種子と

比べ大きく、さらに種子内の胚の形状も他の種子のような湾曲したものではなく、まっす

ぐなものである（図3－1－A）という特徴によるものである。本博士論文では、このようなレ

タス種子の特徴を活かしてシロイヌナズナでも得られていなかったABAの組織レベルでの

分布に関する知見を初めて提供したことになる。

　以上、本博士論文研究では、レタス種子におけるABAの内生量の光による制御機構ある

いは制御部位、さらにはABAとGAとの相互作用にっいて、その一部を明らかにした。本

研究により得られた成果は、光発芽機構の解明研究に重要な知見を与えただけでなく、複

雑な種子発芽機構解明研究の基盤となることが期待される。
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図5－1レタス種子における光によるあるいはGAとの相互作用によるABA内生量制御
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御礼申し上げます。研究に御協力いただきました同研究室の中南健太郎氏、青木美紀氏、

藤田翔平氏をはじめとした研究室の皆様に深く感謝します。最後にこれまでの大学生活を

全面的に支援してくれた両親と兄弟に深く感謝し、御礼申し上げます。

響田義昭
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