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論 文 内 容 要 旨

摩 論

Ribulose-1,5-b三sphosphatecarboxylaseloxygenase(Rubisco;EC4.1.1.39)は 光合 成 におけ

るCO2固 定および光呼吸の初発 反応 を担う2つ の機能を有する酵素であり、その葉 における

章 は光飽 和 、現在 の大気CO2分 圧 下での光合成 速度 を律 速す る因子 となっている。また、

Rubis◎oはc3植 物 の成熟葉において全 窒素 の15-30%を 占める最も多量なタンパク質であり、

葉 の老化 に伴 うその分解物は個体 内の生長部位 で再利 用され る窒素の重要な供 給源 である。

したがって、葉 にお けるRubiscoの 量的変動 は植 物 にお ける炭素経済 および窒素経 済 に直接

的な影響を与える。

葉 にお けるRubiSCOの 量はその生成と分解 により決定され ると考 えられているが、葉 の一生

における生成と分解の実態とそれを支配する分子的基盤 については意 外なほど知 られていな

い。Rubiscoは 葉 緑体DNAに コードされている大サブユニット(zゐo乙)と核DNAに コードされ

ている小サブユニット(7わoβ)それぞれ8個 ず つからなる16量 体 である。アマランス(Nikolau

{mdKlessig1987)や インゲン(BateetaL1991)に おいては、これ らのサブニ・ニットの生成 が

葉 の老化 に伴 い低 下するが、その原因は7ゐoLmRNAお よび アゐ08mRNAの 量 的減 少やこれ

らの翻 訳 レベ ル で の制 御で あることが示 唆 され ている。しか し、これ らの研 究 例 にお いて

Rubisoo量 の変動 はその生成 量と分解量 に分 けて調べ られ てはいない。一 方、イネにおいて

は葉の完全 展 開以 降の老化過程 においてRubiscoの 分解 量 が生成量をはるか に上 回るよう

になることが示され ているが(Maeetal.1983;Makinoeta1.1984)、Rubiscoの 生成 とr厩

mRNAお よびz加5mRNAの 量的関係 は調べられていない。このように、Rubiscoの 生成およ

び分解の量的変動 と7加五mRNAお よび7加3mRNAの 量 的変動 とを同時に調 べ相互比較し

ている研究例 は今 日までになく、老化葉 におけるRubiscoの 量 的変動 はこれらの因子からどの

ように説 明され るかは未だに明らかではない。

そこで本博士論 文研 究は、イネ葉 の一生 の中でも特に老化過程 に注 目し、Rubiscoの 量的

変動 を遺伝 子 の転 写産物 、タンパ ク質の生成および分解 のレベ ルから明らか にすることを目

的とした。始めに、この 目的 に合致した実験手法(totalRNAお よびtotalDNAの 抽 出法)の

確立を試 みた。次 いで、イネ葉 の一生を通 じてRubiscoの 生成と分解を15Nを 用いたラベルト

レーサー実験で調 べ、更にRubisco生 成 とRubiscoの 大小 のサブユニットをコードす るmRNA

との間の量的 関係 を調べた。また、ダイズやタバコの葉 の老化 過程では葉緑 体DNA量 の減

少 に起 因す るア加LDNA量 の減少 が ア加五mRNA量 を限定す る要 因になることが示 唆されて

いるので(JiangetaL1993;JiangandRoderme11995;Millereta1.2000)、 イネ葉 においてもこ

れらの点にっいて定量性を検討した上で調べた。

第1章 イネ葉のtotalRNA含 量 お よびto加IDNA含 量測 定のた めのRNAお よ

びDNAの 抽出法の確立

b
葉 の一生を通じてRubisco生 成とアゐ〇五InRNAお よび7う03mR:NA、 また、アわcZmRNAと7boL

DNAの 間の量 的 関係 を正確 に評価す る勧 りには、これらを葉 の新鮮重などの単位 組織量あ
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たりで表し相互比較する必要がある。このためには、異なる葉齢の葉 のtotalRNA含 量やt・楓

DNA含 量を測定することが必要となる。しかし、一般 的 に用いられているRNA抽 出法 である

グアニジン酸と水飽 和フェンール、クロロホル ムおよびイソアミルアルコール の混和物を用いる

方法(AGPC法;Chom呵nskiandSacchi1987)やDNA抽 出法であるZhuetaH1993)の

方法ではかなりの量のRNAお よびDNAが 抽出後の残渣 にそれぞれ残 留す るため、これ らの

方法 をtota互RNA含 量やtotalDNA含 量 の測 定に用いることができないということが予備 的な

実験 により明らか になった。そこで、葉 に含 まれるRNAお よびDNAの 大部分が抽 出可能とな

るように、AGPC法 およびZhuetal.(1993)の 方 法をそれぞれ改変することとした。

〔1DRNA揃 出法の検討

材料としてイネ(0脳 〃5α加oLcvNotoh㎞)の 葉齢 の異なる葉を用いた。AGPC法 と、こ

れをもとに ① 葉を変性液 に懸濁後 、少量の石英砂を用い更 に磨砕する ② フェノール処理 の

代わりに細胞壁を破壊する作用を持 つ(Zhuetal.1993)塩 化ベンジルを用いた加熱 処理を

行う の2点 を改変 した方法(BC法)を 用 いRNAを 抽 出した。抽出されたRNA量 の全RNA

量に対する割合を抽 出効率 と定義した。抽 出効率 はAGPC法 で54-69%で あったのに対し、

BC法 では葉齢 によらず91-95%で あ 穐blo1.C。m面s。n。flhem。鵬 。fe㎞c励1。姻A㎝df㏄id圖
RNAandextractionefficiencybetweentheBCmethodandtheAGPC

った(Table1)。 また 、葉 の磨砕 液調m曲 ω血伽1肥ve瓢d伽 ㎜t鱗

Da血aaに 皿eans士SE(n=3).

製の後に生じるRNAの 分解や他画

分へ の混 入 による損失 は葉 齢 によ

らずAGPC法 で10%前 後、BC法 で

2-9%で あった。BC法 を用 いて抽 出

したRNAを ホルムアルデヒドーアガロ

ースゲル 電気泳 動 に供したところ
、

Lea》esMbthodEx幡abk∋RNAResidualRNAEx㎞ 自c髄one価dency

(uss'F-M

(A)

0」99-1FVV)(%)

(B}(A∫(A噸B)X100)

EゆandingBC

AGPC

Ma加reBC

AGPC

SenescingBC

AGPC

1700t14799t24

1240t150573t180

1217t6777t12

861t38408t2

789t2182t18

481t44405t4

94.5士1.1

68.8士4.1

94.0±1.1

67.8士1.1

90.6士1.7

54.2土2、5

25Sお よび17SrRNAの バンドが認められた。更に、DIGラ ベルを行ったイネ ァゐc3cDNAフ ラ

グメントをプローブとしてノーザンプロット解析を行ったところ単 一のシグナルが検 出された。以

上から、この改変法 によりイネ葉 に含 まれる約9割 のRNAが 葉齢 によらず抽出され、それ らは

ノーザンプロット解析 に用いることができる質を保っていることが示唆された。

《2》DNA抽 出法の検討

材料としてイネ(0脳03α'肋L.cvNotohikad)の 葉 齢の異 なる葉を用いた。塩化ベンジル

を用いた従来法(Zhueta1.1993)と 、これ をもとに ①葉 を変性液 に懸濁後 、少量 の石英砂を

用い更 に磨砕する ②塩化ベンジル を用いた加熱処理を2回 繰り返し行う の2点 を改変した

方法を用いDNAを 抽 出した。抽 出効率 は従来法では著しく低く40%前 後 であったのに対し、

改変法では葉齢 によらず80%前 後 になった(肱ble2)。 また、葉 の磨砕液調製 の後 に生じる

一221一



DNAの 分解や他画分への混入に

よる損失は、従来法および改変法

ともに葉齢によらず10%程 度であ
鵬

った。改 変 法 を用 い て抽 出 した

DNAをEboRIで 消化した後、DIG

ラベルを行ったイネ7加8cDNAフ

ラグメントをプ ローブ としてサザン

穐b㎏2.Cαln蜘oflheamountof{鋤bleDNAand㎝ 血ac腫on

dhci㎝cybαwe㎝ 血eimpmvedmethod団d血eoonve面 ㎝旧1me重hodof

7.huetal.(1993)inriceleavesatdifferentages

D血a肥 皿麟皿s士SE(n呂3>

τb堀DNA

{㎎9'亀F鳩 り㈹

E醐eDNA

(NSe"F-M(B)

E畑006匠 悶eocy

(R6)(B/Ax100)

lmμo鴨d(襯 而{燗lrI脚 鞄d(繍 前α1創

Expandi㎎429士14349士7180士8

Ma加re355土6277全2152』=22

Senescing339t16298t22128t8

81.4土3.341.9士0.肇

78.1士0.142.9土5.6

79.3士3.737.2士0.1

プロット解析を行ったところ単一のシグナルが検出された。以上から、この改変法によりイネ葉

に含まれる約8割 のDNAが 葉齢によらず抽出され、それらはサザンプロット解析に用いること

ができる質を保っていることが示唆された。

《3⊃陰■

以上の結果から、BC法 およびDNA抽 出の改変法 を用 いることで異なる葉齢 のイネ葉身に

おけるtotalR:NA含 量およびto楓DNA含 量を測定できると判 断された。このことから、Rubisco

の大小のサブユニットをコードするmRNAお よびDNAテ ンプレー トの量を単位組織 量 当たり

で表す ことができるようになり、mR:NAとRubiscoタ ンパク質の生成やDNAテ ンプレートとの間

の量的関係 を正確 に評価することが可能 となった。

窮2章 イネ葉の一生 におけるRub総coの タ ーンオーバーと めo乙mR閥Aお よ

び 〃1bcSmRNAの 量的変 動の関係

《1)イ ネ鰯8葉 身の一生 を通 じての解 析

本研究の 目的 に合致するRNAお よびDNAの 抽 出

法 がそ れ ぞ れ 確 立 され たた め 、次 に イネ((め 澱

5α加αL.cvNotoh㎞)第8葉 身 の一生 にお ける

Rub韮scoの 生成 と分解 、および7ゐ 話mRNAと ア加8

mRNAの 量 的変動 とそれ らの関係 を経 時的に調べた。

また、7加LmRNAの 量的制御 に関与する可能性があ

るアゐcZDNAと 、核DNAに コードされているrゐ08DNA

の量的変動も同時 に調べた。各パラメーターは第8葉

身1枚 当たりで表した。

まず、葉齢 の指標として第8葉 身 の長 さ、新鮮 重、全
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Fig.1.Changesinlengthandfreshweightof

the8thleafbladesofrice,andchangesintheir

amountsoftotalNandchlorophyllfrom

emergencetosenescence.

窒素量、およびchlorophyl1量 を調 べた(Fig.1)。 第8葉 身は播種後42日 後 に出葉 した。葉

身の長さと新鮮重 は展開に伴い増加 し、出葉後13日 目に最大 となり(完 全展開)、以降は一

定であった。Chlorophyll量 および 全窒 素量はともに葉 の展 開に伴い急激に増加 し完全展開

時に最大となり、以降は徐 々に減少した。
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次 に、Rubisco量 、およびR画biscoの 生成量と分解量

の変動を調べ た(Fig.2)。Rubis◎o量 は葉 の展 開に伴

い急激 に増加 し完全展 開時付近 に最大 となった後、

徐 々に減少 した。R皿biscoの 生成 と分解 の量 的変動

は15Nを 用 いたトレーサー実験 により調べ た。第8葉 が

出 葉 してか ら4日 間 通 常 の 水 耕 液 の 代 わ りに

(1rN珊)2SO4を 含む水耕液をイネ に与 えることで15Nラ

ベルを行 った。Rubiscoの15Natom%excess値 はラベ

ル 直後 に最 大 とな り、以 降 は葉 齢 の進行 と ともに
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徐 々に減少 した。ζれ らの結 果か ら、Rubisooの 生成量 却 よび分解 量 を算 出 した。Rubisoo

の生成 は葉 の展 開中 において著 しく活発 であったが、完全展 開直前 には既 に著 しく低 下

し、 それ以 降は更に低下 した。 これ に対 し、Rubiscoの 分解 は完全 展開の直前 に始ま り

完全展 開直後 に最 も著 しく、そ の後 は徐々 に低 下 した。Rubis◎oの 分解量は老化過程 を

通 じて生成量 をは るか に上回 った。

TbtalRNA量 は葉 の展 開に伴 い増加 し、葉長が最 大時 の75%に 達 した頃 に最大 となっ

た後 、徐 々に減 少 した(Fig.3)。 一方 、totalDNA量 は葉 の展 開に伴 い完全展開時 まで緩

やか に増加 した後 、老化過程 にお いて若干減少す る傾 向にあった。7加ZmRNAお よび

zう08mRNAの 量 は葉 の展 開に伴い急激 に増加 し、葉 長 が最大時 の75%に 達 した頃に最

大 となった後 に急激 に減少 した(Fig.4)。 これ らの量 は完全展 開時には既 に著 しく低 く

なってお り、老化過 程 において更 に減 少 した。 これ らのmRNAの 量的変動 は葉 の一生

を通 しRubisco生 成 の量的変動(Fig.2)と おおむね一 致 した。ア加LDNA量 は葉 の展 開

に伴 い徐 々に増加 し、完全 展 開直前 に最大 とな った後 に徐 々 に減 少 した。 一方 、7加5

DNA量 は葉 の展 開に伴 い徐 々に増加 した後 、ほぼ一定 に保 たれ ていた。7加五DNA量 の

葉 の老化 に伴 う減 少 は ア加ZmRNA量 の減 少 よ り遅 れ て生 じ、ゆっ くりとした速度 で進

行 した。
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(2》異なる葉位の葉について の解 析

次 に、第8葉 身 の一生 にお いて認 め られたRubisco生 成 と7わoLmRNAお よび7ゐ08mRNA、
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また、γゐoZmRNAと7ゐoLDNAと の間の量的関係が、主程の葉位の違う葉身の間においても

同様に認められるかを調べた。サンプル として、展開中の第8葉 身、最上位完全展開葉で

ある第7葉 身、お よび第5葉 身をそれぞれ成熟前の葉身、成熟 した葉身および少 し老化

した葉身 として選んだ。各パ ラメーターは単位葉新鮮重 当た りで表 した。

Rubisco量 は第8葉 身お よび第7葉 身 でほぼ同 じであ り、第5

葉身ではこれらの約5・%で あった σig5脚 ㎞ の生繭 よ 妄:=

サ ン プ リ ン グ 直 前 の2日 間 に 通 常 の 水 耕 液 の 代 わ りに 艶

(1畑 》SO・給 む水耕液をイネに与 え・1肋 ㎞bi・c・への取 り 薯君

込み量か ら算 出 した。R皿biscoの 生成量:は第8葉 身 で最大で あ 量

り、第7葉 身 お よび第5葉 身 では著 しく少 なかった。 ζの結果 薯5

は、.蝋 葉や老化 中の葉 ではR。bi、c。の生成量 が著 しく少 なか9・_軸 ロ　が
った とい う点 で第8葉 身 の 一 生 につ い て得 られ た結 果 と同様 でFig .5乃,㎝ 。皿t。fR。bi,c。

あつ島 畿 鯉徽 鑑諜
TbtalRNA量 は第8葉 身 で最 大で あ り、第5葉 身 で最 小で あ 曲 ㎝e脚 ㏄o価e8削 戯

blades.
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ほぼ同 じであ り、第5葉 身 で これ らよ り若干 少なか った。ア加LmRNAお よび7配 ぶmRNA

の量 は第8葉 身 で最大 とな り、第7葉 身お よび第5葉 身で著 しく少 なかった(Fig.7)。

葉位問で の これ らのmRNA量 の差異 はRubiscoの 生成量 の差異 とほぼ一致 してお り、

第8葉 身 の一生について得 られ た結果 と一致 した。ア加LDNA量 は第8葉 身お よび第7

葉身 でほぼ同 じであ り、 これ らの葉身 に比べ第5葉 身 において は有意 に少なかったが、

葉位間で の7加 五DNA量 の差異 は7厩mRNA量 の差異 よ りもは るかに小 さく、第8葉

身 の老化過程 にっ いて得 られ た結果 と一致 した。
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(3》論議

イネ葉 の一生 におけ るRubisco生 成の量的変動 は7ゐcZmRNAお よび アゐ68mRNAの 量

的変動 と互いにおおむね一 致していた(Fig.2,4,5,7)。 したがって、イネにおいてはRubisco

生成の量的変動は葉 の展 開過程 ばかりでなく老化過程 においてもこれ らのmRNAの 量的変
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動により主 に説 明されることが示唆された。しかし、葉の完全 展開時以降の老化過程 において

はRubiscoの 生成量 やこれ らのmRNA量 は展開中に比べ著 しく低く、Rubiscoの 分解量がこ

れらをはるかに上回っていた(Fig.2)。 このことから、イネ葉 の老化過程 においてはRubis◎oの

生成がRubiscoの 量 的変動 に及 ぼす影響 はきわめて小さく、Rubiscoの 分解がRubiscoの 量

的変動 の主要な支 配 因子 となることが明らかになった。また、7ゐc五DNAと7ゐ 〇五mRNAの 量的

変動 のパターンは葉 の一生を通じて互 いに大きく異なっていたため(Fig.4,7)、 イネ葉の老化

過程 においてはrδ瓠DNA量 は アbcLmRNA量 の主要な決定因子ではないことが示唆され

た。

特定の タンパ ク質 の生成 と分解 、お よびそのタンパ ク質 をコー ドす る転写産 物の量的

変動 を植 物葉 の一 生 を通 じて同時 に調べ 、これ らの関係 か らそのタ ンパ ク質 の量的変動

を論 じたのは本 研 究が初 めてで ある。

摘 要

①異なる葉齢のイネ葉身 においてtotalRNA含 量およびto堀DNA含 量を測定するために用

いることができるRNAお よびDNAの 抽 出法をそれぞれ確立 した。これらの手法を用いるこ

とで、Rubiscoの 大小 のサブユニットをコードするmRNAお よびDNAテ ンプレートの量を単

位組 織量 当たりで表 すことができるようになり、mRNAとRubiscoタ ンパク質の生成やDNA

テンプレートとの問の量的 関係を正確 に評価することが可能 となった。

②R血biscoの 生成 はイネ葉 の完全展 開時までにほぼ終 了してお り、老化過程 においてはわず

かに行われるだけであった。このようなRubisco生 成の量 的変動 はRubiscoの 大小サブユニ

ットをコードするmRNAの 量 的変動 により主 に説 明されることが示唆された。

③Rubiscoの 分解量 はイネ葉 の完全展 開時以降の老化過程 においてその生成 量をはるかに

上 回っていたため、この間のRubiscoの 量的変動 を支配する主要な因子となることが明らか

になった。 .

④アゐcLDNA量 の葉 の老化 に伴 う減少 は アゐoLmRNA量 の減少 よ り遅れ て生 じ、ゆっ く り

とした速度 で進行 したため、イネ葉 の老化過程 にお いて7ゐ〇五DNA量 はzゐc五mRNA量

の主要な決定 因子ではないことが示 唆された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

Ribulose-1,5-bisphosphatecarboxylase/oxygenase(Rubisco)は 光合成 の炭酸固定 な らび に光呼吸

の初発反応 を担 う酵素であ り,そ の量が特異的に多 いことで知 られ ている。葉 のRubisco量 が最大光合

成速度 を支配す ること,そ して窒素経済に深 くかかわっていること等か ら,葉 の一生 においてその量が

いかに決定 されてい るのかを明 らかにす ることは重要である。 しか し,こ の ことにつ いては断片的 な知

見があるに過 ぎない。

本研究 はイネ葉の一生 を追ってRubiscoの 大小サ ブユニ ットのmRNA量 ならびにRubiscoタ ンパ ク質の

生成量お よび分解量の変動 を調べ,葉 の一生の中で も特 に老化過程 においてRubiscoの:量 がいかに決定

されてい るのかを解析 した ものである。

初め に,研 究 目的 に応 じた手法の開発 か ら以下の結果が得 られた。

(1)葉 齢の異 なるイネ葉 においてRubiscoの 大小 サブユ ニッ トのmRNAお よびDNAテ ンプ レー トの

量 を葉身1枚 当た りや単位葉新鮮重当た りで評価す る手法が確立 された。

次 に,当 初の 目的 に従 った実験か ら以下の結果が得 られた。

(2)Rubiscoの 生成 は展 開中の葉 において盛 んであるが,完 全展 開直前に急激 に低下 し,老 化葉 にお

いてはわず かに行 われ るのみである。 この ようなRubisco生 成 の変動 はRubiscoの 大小 サブユニ ッ トの

mRNA量:に より主に支 配 され る。(3)老 化葉 においてはRubiscoの 分解がその生成 をはるか に上回る。

(4)過 去 の研究例では老化葉 におけるRubisco大 サ ブユニ ッ トのmRNA:量 の限定要因 と してそのDNA

テ ンプ レー トの量が挙 げられているが,そ の可能性 は低嘉。

これ らの結果 を もとに,本 論文 の著者 はイネ葉の老化過程 においてRubiSCOの 量的変動 を主に支配す

るのはその生成 に関連す る因子 ではな く,Rubiscoの 分解で あると結論 した。

葉の老化過程 におけ るRubiscoの 量的変動 を遺伝子 の転写 産物量お よび タンパ ク質の生成量 と分解量

か ら明らかに したの は本論文が世界 で初めてである。 よって審査員一同は,本 論文の著者 を博士(農 学)

の学位 を授与す るに値する もの と判断 した。
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