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研究の背景

乾燥地域の植物の多くは、多肉植物

型酸代謝 (CAM)を発達させ、 光合成

の水利用効率を上げることで、乾燥耐

性を獲得している。CAM植物薬緑体は

C3植物葉緑体よりも大量のデンプン

を蓄えられ、 デンプン代語持Eも高く 、

さらに、光エネルギーでヒ。ノレピン酸を

能動的に取り込みリン酸化できるとい

う、C3植物葉緑体にはなし、機能を持つ。

CAM経路のうち、昼間の トリ オースリ

ン酸の輸送には、C3植物業縁体の場合

と同じく 、プラスチド型リン酸輸送体

の一つ、トリ オースリン直前リン酸輸送
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図1.CAMIこ関わる細胞肉代謝産物輸送体
はプラスチド型リン酸輸送体(TPT.PPT. GPT)を、。はピルビン酸輸送体を示す。

体 (TPη が関与している (図 1)。一方、 CAM植物葉緑体への昼間の PEPの輸送、および夜間のグルコース

6ーリン酸 (G6町 の斡迭には、C3植物語毛様体では非常に低い活性しかない PEP/リン酸輸送体 (PPT)と G6PlPi

輸遺体 (GPη とが、それぞれ関与している (Neuhaus，et al. 1988， N巴山ausand Schulte 1996， Kore-吋aand Kanω 

1997)。このように、 CAM植物業禄体は、C3植物薬禄体とは異なる固有の代謝産物輸送特性を持っている。

通性CAM植物アイスプラント (Mesem必Iyanthemumclystallinum)は、好適な条件ではC3光合成を行うが、

乾燥ス トレスや塩ス トレスなどの水ス トレスを受けると CAM経路を誘導し (CAM化)、 このようなストレス

条件下でも継続的に光合成を行うことができるようになる。この CAM化に伴い、 多くの遺伝子の転写産物量

が増加することがすでに知られている。中でもCAM特異的炭酸固定酵素、 PEPカノレボキシラーゼの遺伝子 -

McPPClはいち早くクローン化され、レポーターとして GUSを用いてプロモーター領域の機有胡軌斤が試みら

れた(Cus加1anand Bohnert 1992， Schaeffer et al. 1995)が、その転写調節に必要なシス因子や トランス因子の同

定には至っていない。

アイスプラン トには、上記の3つのプラスチド型リン酸輸送体アイソザイム (TPT、PPT、GPT)をコー ド

する遺伝子として、McTPT人 McPPT人 MとGPTl、比GPT2の4つが存在し 例制leret al. 2000， Kore-eda et al. 

2005)、CAM化の際、4つのリン酸輸送体潰伝平ぞれそヨれの写経現調節が互いに異なる ことが分かってい

る。これらのうち、McTPTlはC品川じの過程で転写産物量は変化せず、McPPTlとMcGPTlとはやや増加し

た。一方、McG月ヨは McPPClと同程度、あるいはそれ以上に顕著な CAM特異的発現を示したことから、こ

のようなプロモーター領域の機能角軌庁に向いている。リン酸輸送体ファミリーのプロモーター領域の機能

的な解析・比較は、 代謝産物輸送官官制御機構の解明だけでなく、アイスプラン トでのストレス抗答潰伝

子の転写制御機構の研空として、重要な知見を得られると期待される。

2 これまでの経過と研究の目的

すでに我々は、PCR法を応用し

た 1"Cassette-ligation mediat吋法」によ

り、McGPT2遺伝子上流領域約2.8kb 

を単離 している (Kore-edaet al. 

2007)。この領域には、非常に長い逆向

き反復配列が、転写開始点の上流 2.2

kb付近(1R1)と 1.6kb付近(1R2)

とを中心に見られる(図 2A)。木研究

では、McGPT2遺伝子上流域が転写活

性を持ち、さらにこれが塩ス トレスで

促進されることを確かめることを目的

とした。アイスプラン トではまだ再現

性の高い形質転換法は確立していない。

そこで、McGPT2遺伝子上流域をレポ

}ター遺伝子につなぎ、アイスプラン

ト葉組織での一過性発現解析を行うこ

ととし、以下のような目標を立てた。

A. McGPT2遺伝子上流減の情造
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B レポーター融合遺伝子の構造

① -・ -ーー・
② ... ー・

③ 

1 kb 

④ 

凡1cGPT2
C T ORF 

LlC...[:二コ

~豆
L.1.C..喧亙豆

L.!C.[E玉豆
Ll己主主豆

⑤~豆
図2.McGPT2遺伝子よ流域とレポーター融合遺伝子の構造
A. McGPT2遺伝子上流領減の情造。ORFの上流 2.2kb付近 (IR1)と1.6kb付近 (IR2)

とに非常に長い逆向き反復配列が見られる。CはCATbox、TはTATAboxと恩われる配
事11の位鑑をそれぞれ示し、「は、5'RACE;去で得られた cDNAの5'端に相当する位置
を示す。
B. McGPT2遺伝子上流領緩ーレポ-$1ー融合遺伝子の情造。4華々 な長さのMcGPT2遺
伝子上流領域 (① 2.8kb、② 1.8kb、③ 1.4kb、④0.9kb、⑤0.4kb)と、ホ$1)[，ルシフエラー
ゼ遺伝子 (F-/uc)のORFをレポ一世ーとして結合し、 高生合遺伝子を摘築した。



イ)アイスプラン ト弟組織を用いた寸品性発現角執庁の系を確立する。

ロ)様々な長さのMcGP刀 遺伝子上流域をレポーター遺伝子につないだ市出合遺伝子を作成する。

ハ)舵 GP刀 遺伝子上流域に塩ストレスで促進されるプロモーター活性があるかどうカ明らかにする。

3 本研究の成果

イ)0ぉhmanらのグループがレポーターとして用いた GUSは、検出感度が比較的低く、十分な活性を得るに

は、遺伝子導入後、業組織を寒天プレー ト上で 2-3日間培養する必要があった。予備実験の結果、当研究室

の培養条件では、C3型アイスプラン トの2斡E織を3日間培養すると乾燥ス トレスを受けて CAM誘導が起きる

場合があることが分かった。そこで、本研究では GUSに比べ検出感度の高い/レシフェラ}ゼをレポーターと

するこ とで、 遺伝子導入後の培養時間を短くできなし、村賞討した。レポ)ターと してホタノレノレシフエラーゼ

遺伝子 (F-luc)をタバコモザイクウイノレス 35Sプロモーター (P-35S)構成的に高発現するようにし

た一過性発現用ベクターpBI221-luc+を用いた。これを金粒子 (直径 1.6μm)へコー トし、パーティク

ノレガンPDSIOOO/H巴(BioRad)でC3型およびCAM型アイスプラン トの葉組織へ遺伝子導入を行った。

ラプチャーディス クは 1，100psiのものを用いた。その結果、遺伝子導入後の培養時間は4-6時間で十分

であることが分かった。また、 MとGPT2は光合成細胞で特異的に発現すると予想されるので、 確実に葉肉細胞

に遺伝子導入するため、遺伝子導入前に離職から表皮を取り除いておく 必要があった。期且織から表皮を取

り除くと、乾燥ス トレスを被る可能性があったが、 C3型葉也織から表皮を取り除き、前述の条件で士音養しで

も、内生の McGPT2のi!tr.;写産物は蓄積してこないことを RT-PCR法で確かめた。

ロ)次に、図 28に示すような様々な長さの McGPT2遺伝子上流域を PCR法で増幅した。これらの増

幅断片を、pBI22トluc+のF-Iuc上流の P-35Sと入れ換えて挿入し、テス トコンス トラク ト①ー⑤とし

た。

ハ) 一過性発現解析では、組織への遺伝子導入効

率によ り、発現レベノレが一定で、もレポーター活性

が実験毎に大きく変動することが知られている。

そこで、P-35Sでウミシイタケノレシフエラーゼ遺伝

子 (R-Iuc)を発現するプラスミドpBl22l-Rlucを内

部標準とした。 テス トコンス トラク トまたは

p81221-luc+と、 p81221-Rlucとを質量比 2・lで金粒

子 (直径 1.6μm)へコー トし、 パーティクノレガン

PDS 1000IHe (BioRad)で C3型および CAM型アイ

スプラン トの表皮を除いた業組織へ遺伝子導入を

行った。遺伝子導入後、葉組織を明所で 6時間静

置後、抽出液を調製し、Dual-LuciferaseAssay System 

(Promega)で F-Iuc活性及び R-Iuc活性を測定した。

各コンス トラク トでの測定を 4回以上行い、 F-Iuc

活性の R-Iuc活性に対する比を求めたあと、これら

の値をさらに、 pBI22I-luc+とp81221-Rlucとを同時
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図3.一過性発現解析による McGPT2遺伝子上流域
プロモーター活性の比較

に導入して測定 した ときの ドluc活性/R-Iuc活性比 図2に示したテストコンストラクト①ー⑤を内部標準 (P剖 S件 lucを
pBl221-Rluclとともにアイスプラントの薬組織に導入し、F-Iuc

で筈11ることで標準化して比較した(図 3)。これら 活性五ぴ件luc活性を測定した。

のテス トコ ンス トラク トのうち、少なくとも②は、

CAM化に伴ってプロモーター活性が上昇することが分かつた。

現在までのところ、 F-Iuc活'性/R-Iuc活性比の実験の変動が大きく 、②以外のコンス トラク トでは

明確な差が見いだされていない。今後、この実験毎の変動の原因を突き止めこれを少な くするか、も

っと差の大きくなるような実験条件を工夫する必要がある。
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