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論 文 内 容 要 旨

第1章 序論

熱帯を起源とするイネ(Oryza3a亡'》aL)は 、低温に感受性を示す作物の

一っとして知られており、様々なタイプの低温障害が引き起こされる。

本研究では、イネの低温障害の分子機構を解明する一つのモデル とし

て、イネ幼苗期に認められる低温クロロシスについて注目した。低温クロ

ロシスは、低温により新 しく形成される葉がクロロフィルを欠いた状態で

抽出、展開する現象であ り、その形質発現は劣性の単一核遺伝子により制

御されることが知られている。また、アジァの栽培イネ内で、明確な品種

間差異が認められる。この障害は、植物体の葉鞘の基部を局部的に冷却す

ることにより誘導されることから、葉鞘内に存在する未成熟葉がその発現

における感受部位であると指摘されており、また、このことから、葉の発

達に伴 うクロロプラス ト形成が低温により阻害されることが、その発現の

大きな要因であると示唆されてきた。 しかし、低温がどのように作用 して

この阻害を誘導するのかについて、現在、その基礎的な知見は皆無といっ

てよい。

筆者は、1イネ低温クロロシスにおける品種間差異を決定する要因を、分

子生物学的な角度から検討した。特に、色素体形成に関与する遺伝子発現

が低温にょ りどのような影響を受けるのかについて焦点を絞った。

第2章 暗所で生育 させた植物体を用いた実験系の開発

低温 が植 物体 にどのよ うに作用 して障害を誘導す るかを把 握す るため に

は、で きるだけ単純な 実験 系を開発するこ とが望ま しい。野 外に おける実

験 環境 は、温度のみで な く光 という重要な環境因子が 関与す るため、 それ

だ け複雑 な系 にな らざるを得な い。そ こで、筆者は 、暗所 で生 育 させ た植

物 体を実験 系 と して用 い、耐性、感受性の差異を検討す るこ とに した。方

法 と して は 、 ま ず 、発 芽 か ら暗 所低 温 下で10日 間育成 し(第1成 長過

程)、 その後、常温暗所下(25℃)に 戻 して第2葉 が完全 に抽出するまで育成

し(第2成 長過程)、 そ の植物体 に25℃ 、24時 間の光照射を行 な い.(緑 化

過 程)、 ク ロロ フィルの 蓄積 に どの よ うな変化 がみ られ るか を観 察 した

(Fig.i)o

第1成 長過程 の温 度は10,13,15,17,20,25℃ と した。10,13,15,17℃ の

温度 区で は10日 間の生育期間の後、25℃ 暗所に移 して第2葉 が完全 に抽 出
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した段階 で、20,25℃ の温度区では第2葉 が完全 に抽 出 した段階で25℃ 、

24時 間の光 照射 を行な い、その緑化能力 を確認 した。その結果 、イ ン ド、

ベ ンガル地方 の在来 品種で感受性 品種の"Surjamukhi"(SUR)で は、15お よび

17℃ で顕著 に緑化 能力が低下 し、15℃ 以下の低温 では逆 にその低下が回避

されるこ とが明 らかにされ た(Fig.2)。 一方、 日本水稲品種で耐性品種の奥

羽195号(O-195)で は、15お よび17℃ 暗所で生 育させた場合 でも緑化能力が

保持 されて いた。そ こで、他の感受性、耐性品種の いくつかを15℃ 暗所で

生育 させ、 その緑化能力を調 査 した ところ、その品種間差異が 明確 に得 ら

れた(Fig.3)。

この ことか ら、 この実験系を用いる こと によ り、実際 に野外 レベルで観

察 され る低温 ク ロロシスの誘 導、およびその品種 間差異 を、実験 室 レベル

で模倣 および再現でき ることが確認 され た。 また、SURと0-195と の交雑

後代F2を 同実験系 に用 いたところ、 クロロフィル を蓄積 した個体 と、蓄積

しなか った個体 とが、3:1に 分離す ることが統計 的に証 明 された こ とか ら

(Table1)、 低温 クロロシスと同様、 この実験系で認め られ た緑 化能力の欠

損が劣性の単一核遺伝子によって支配 され ることも示唆 された。

第3章 低 温 ク ロ ロ シス の誘 導 と36kDエ チ オ プ ラ ス トタ ンパ ク 質

NADPH一 プ ロ トク ロロフ ィ リ ド酸化 還 元酵 素(POR)の 蓄 積 阻 害

暗所 で生育 させ た植物体の葉で は、色素体は 、エ チオプ ラス トという形

に分化する。エチ オプラス トは、光 照射 によ りクロ ロプラス トへ と分化す

る。 この実験系で感受性 品種 に認め られた グ リーニ ング能の低下 か ら、筆

者 は、第1成 長過程 における低温 が、このエチ オプラス トの形成 を阻害 し

た もの と考えた。エチ オプラス トを構歳す るタ ンパ ク質 は、 クロ ロプ ラス

トの もの とは大 き く異なるが、その主要タンパ ク質 として36kDのNADPH一

プロ トクロロフ ィ リド酸化還元酵素(POR)が 知 られて いる。PORは 、核支

配 の色 素体タ ンパ ク質で あ り、エチ オプラス トのプ ロラ メラボデ ィーを構

成 するタ ンパ ク質 の90%を 占めて いる。また、 クロロフ ィルの前駆 物質で

あるプ ロ トクロロフ ィリ ドをクロロフィ リ ドへ と変換する重要 な機能 を担

う。 これ らの理 由か ら筆者 は、 このPORを エチ オプラス ト形成 のマrカ ー

と して解析 に用 いる ことを考 えた。各温度 で生 育させた黄化実生 の第2葉

か ら粗色素体画分を単離 し、その全タ ンパク質 をSDS-PAGEに よ って解析
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した と ころ、13～17℃ で生育 させたSURで36kDの タンパ ク質が特異 的に

減少 して いる ことが確認された(Fig.4)。PORの 抗 体を用 いてimmunoblot

を行 な った ところ、同様 な結 果が得 られ、15℃ で生育 させた場合で は、対

照(25℃)の 約20%程 度の蓄積量で あった(Fig.4,5)。 また、 このPoRタ ンパ

ク質 の 蓄積 量の 変化 と第3章 で の緑化阻害 の程 度 とが平 行な 関係 に あ っ

た。『』これ らの結果 か ら、低温 クロロシスの誘導 と色 素体内のPORタ ンパ ク

質の低 下、つ ま り、エチオ プラス トの形成阻害 との間 に＼ 密接な 関連性 が

ある ことが示 唆された。

第4章 透過型電子顕微鏡による色素体内部構造の観察

低温 暗所で生 育させた葉の色素体 、つ ま り、 この場合 、エチ オプラス ト

の 内部形態 にどのよ うな変化がみ られるか を、透過型電子顕微鏡 によ り観

察 した。25℃ 暗 所で生 育 させた植 物体の第2葉 を試 料 と して用 いた とこ

ろ、 プ ロラメ ラボデ ィーや プロチ ラコイ ドな ど、通常、エチ オプラス トに

み られ る特徴 的な内部構造が、耐性、感受性品種 ともに明確 に確認 され た

(Fig.6A,E)。 しか し、15℃ 暗所で生育させたSURの 植物体では、その よ う

な 内部構造は観察 されなか った(Fig。6F)。 また、光 照射 によるチラ コイ ド

膜 の発達 も認め られ なか った(Fig.6H)。 これ らの結果か ら、形態的な面 か

らも、低逞暗 所で生育 させ た感受性品種 の葉で は、正常なエチオ プラス ト

形成が阻害 されていることが示唆された。

第5章 色素体 内のPOR蓄 積量の低下に関する要因解析

感 受性品種で認 め られた色素体 内のPOR蓄 積量の低下が 、遺伝 子発現の

どの過 程 に起 因するかを理解す ることは、低温 クロロシス誘導の機 構解明

につ ながる もの と思われる。そ こで、まず、 ノザ ン解析 によ りPOR転 写物

の蓄積 量を調 査 した。そ の結果 、15℃ 暗所で生育 させた感受性品種SURに

おいて も対照(25。C)と 同 レベルの蓄積量を示 した(Fig.7)。

この ことか ら、色 素体内のPOR蓄 積量の低下は、転写 レベルで はな く、

転 写後 の過 程 に起 因する ことが示唆 された。その過 程は、大き く二 つに分

けて考 え られ る。一 つはPOR転 写物が翻訳 され ない場合、そ して もう一 っ

は細 胞 質 中で 翻訳 され た後 、色 素体へ輸送 され な い場合 で ある。 最近 、
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PORタ ンパ ク質 の細胞質か ら色素体への輸送が、基質で あるプ ロ トク ロロ

フ ィリ ド(PchDに 依存 して行なわれていることが示唆され た。低温(15℃)暗

所で生育 させた植物体 のPchlの 蓄積量 を調査 した ところ、・SURで 常温(25℃)

で生 育 させた場 合 の約10%程 度 に抑 制 され て いるこ とが明 らか に され た

(Fig.8)0

色素体 内のPOR蓄 積量の低下がPchlを 介 した輸 送過程 に関与す るのな ら

ば、Pdllの 蓄積量 を増加 する ことでその過程 が回復 する可能性が考 え られ

る。 そ こで、15℃ 暗所で生育 させたSURに 、Pchlの 前駆物質で あるア ミノ

レブ リン酸(ALA)を 投与 してPchlを 蓄積 させることによ り、色 素体 内のPOR

の レベル にどのよ うな変化がみ られるかを調査 した。ALAを 投与 した ことに

よ り、15℃ 暗 所で生育 させたSURに おいても常温 と同 レベル あるいはそれ

以上 のPchlを 蓄積 した(Fig.9)。

しか し、Pch1レ ベル の上 昇に も関わ らず、色素体 内のPORの レベルは低

下 した ままで あ った(Rg.10)。 これ らの ことか ら、感受性品種で認 め られ

たPORタ ンパ ク質の低下 は、少な くともPchlが 関与する輸送系 には起因 し

ないで あろ うことが示唆 された。

第6章 低温 による色素体ゲ ノム遺伝子の発現変化

色 素体の発達 に伴 い、色 素体ゲ ノムにコー ドされ た遺伝子 の発現 も活性

化 され る ことが 、転写 お よび翻 訳 レベルか ら明 らかに され て い る。 そ こ

で、低温 暗所で生育 させ た感受性 品種 の植物体 で、色 素体ゲ ノム の遺 伝子

発現 にどのよ うな変 化がみ られ るかを調査 した。 ノザ ン解析 によ り、色素

体ゲ ノム遺伝 子の転写物の蓄積を.調査 した ところ、15℃ 暗所で生育 させた

感受性 品種 の植物 体で、RNAポ リメラーゼを:コー ドするrρoβの転写物 は、

非常 に多量 に蓄積 されていた(Fig.11)。 しか し、16srRNAな どその他 の遺

伝子の転写物 は減少 していた(Fi奮.11)。

また、光合成 の光化学剰1を コー ドするρsb8オ ペ ロン中のρe亡8をプロー

ブと した場合、15℃ 暗所で生育 させたSURで 、長 いポ リシス トロニ ックな

一 次転写産物が プロセシ ング され ないままに蓄積 され ている ことも確認 さ

れた(Fig.11)。

翻 訳産物 につ いて も、15℃ 暗所で生育させたSURで かな り減少 している

ことがimmunobl◎t法 によ り明 らか にされた(Fig.12)。

一方、 ミ トコ ン ドリアゲ ノムにコー ドされて いる遺伝子を プロー ブ と し
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ノザ ン解析 を行 な った ところ、感受性品種 にお いて も温 度による差異 は全

く認め られなか った(Fig.13)。 また、 ミ トコン ドリアゲ ノム支配 のチ トク

ロームcオ キ シダ ーゼサブユニ ッ ト1の 抗体 を用 いてimmunobi◎tを 行な った

が 、や は り、温度による差異は認 め られなか った(Fig.14)。 よ って、 ミ トコ

ン ドリアゲ ノムの遺伝子発現は正常で あることが示唆された。

これ らの ことか ら、'低温暗所下で生育 させた感受性 品種 の植 物体で は、

色 素体 ゲ ノムの遺伝子発現が特異的 に阻害 されて いることが明 らか にされ

た。

第7章 ス トレプ トマイシンによって誘導 され るク ロロシス と低温

クロロシスとの関連性

原核 生物型の タ ンパ ク質合成 阻害 剤で あるス トレプ トマイシ ン(Sm)を 培

地 に加え、暗所、常温(25℃)下 で植物体を生育 させた ところ、低温 ク ロロシ

ス感 受性 のSURで 著 しい緑化能力の低下が認 め られた(Rg.15)。 この傾 向・

は 、他 の クロロシス感受性品種 にもみ られ、一方、耐性 品種 は どれ もその

能 力が保持 されて いた(Fig.16)。suRとo-195と の交雑後代F2を 用 いて、

そ の遺伝分離 を調べた ところ、緑化 した個体 と、緑化 が阻害 され た個 体 と

が3:1に 分離する ことが統計的に証明され、 この場合、Smに よる緑化能力

の欠 損 が、 劣性 の単 一核遺 伝 によ り支 配 され る こ とが 示唆 され た(Table

2),

また、色素体ゲ ノムのrρoβ転写物は、Sm存 在下で生育 させたSURで 多量

に 蓄 積 さ れ て いた が 、16SrRNAの 蓄積 は か な り抑 制 さ れ て い た(Flg.

17A)。 色 素体ゲ ノム支配 の翻訳産物 も減少 して いた(Fig.18)。 しか し、 ミ

トコ ン ドリアゲ ノムの 遺 伝発 現 に は異常 が 認 め られ な か った(Fig.17B,

18)。 エチオ プラス トのマー カータンパ ク質で あるPORの 蓄積 も、Sm存 在

下 で生育 させたSURで 特異的に減少 してお り、このことはSmが 暗所 におけ

るエチオ プラス ト形成 を阻害 した ことを示唆 した(Fig.18)。

これ らのSmに よる色素体 ゲノムの遺伝発現の変化は、低温の場合 に認め

られた結果 とかな り類似 してお り、 このこ とか ら、低温 とSmが 同様な機構

を標 的に して クロロシス発現を誘導させる ことが推測 された。
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結語

本研究では、イネ低温クbロ シスの品種間差異に関与する要因を、特に

色素体形成の面から追求 した。

そこで、まず、

(1)イ ネの低温クロロシスを誘導する分子機構を解明するため、暗所で

生育させた植物体を用いた実験系を開発した。

そ して、この実験系を用いることにより、以下の結果が得られた。

(2)低 温 クロロシスは、15～17℃ の比較的狭い温度領域で誘導され、15

℃以下の温度では逆にその誘導が阻止された。

(3)エ チオプラス ト内に多量に存在するPORタ ンパク質の蓄積が低温暗

所下で生育させた感受性品種で顕著に阻害されており、この阻害は転写 レ

ベルではなく、転写後の過程に起因することが示唆された。

(4)エ チオプラス トに特徴的なプロラメラボデ ィーやプロチラコイ ドな

どの膜構造の発達が低温暗所下で生育させた感受性品種で阻害されてい

た。

(5)色 素体ゲノムに:コー ドされているRNAポ リメラーゼ(rρ08,C7)の 転

写物が低温暗所下で生育させた感受性品種で多量に蓄積されているにも関

わ らず、他の色素体ゲノム遺伝子の転写物の蓄積が顕著 に阻害されてい

た。また、その翻訳産物の蓄積も顕著に阻害されていた。しか し、ミ トコ

ン ドリアゲノム遺伝子の発現は正常であった。

(6)ス トレプ トマイシンによって誘導されるクロロシスの品種間差異

と、低温クロロシスの品種間差異 とが互いに平行な関係にあることが、遺

伝子分析および色素体遺伝子発現の面から示唆された。

以上のように、低温クロロシスの誘導は、低温による色素体の形成阻害

に起因することが、タンパク質、核酸、形態レベルから指摘された。

今後としては、15～17℃ の低温が色素体の発達に伴う遺伝子発現、特に

色素体内の転写、翻訳機構を形成 し始める過程にどのように影響するかが

大きなテーマとなるものと思われる。また、その機構解明に、ス トレプ ト

マイシンが有効な手段となることが期待される。
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Table1.GeneticanalysisinF2populationofthecrosses
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Crosscombination Segregationin

Fzpopulation

XZfor

3:1
P
value

G WTotal

SUR/0-195 6s 31 99 z.toa 0、ト0.2

0-195/SUR 66 33 99 3.667 0.05・0.1

0-195,0uuno.195;SUR,Suryamukhi;

G,greenseedlings;W,whitescedlings
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論 文 審 査 の 要 旨

熱帯を起源とするイネ(OryzasativaL,)は 低温に感受性を示す作物の一つとして知られてお

り,様 々なタイプの低温障害が引き起 こされる。本研究は,イ ネ幼苗期に発現す る低温クロロシ

スに注 目し,そ の品種間差異を決定する要因を,分 子生物学的面から検討したものである。低温

クロロシスは,新 しく形成される葉が低温により,ク ロロフィルを欠いた状態で抽出,展 開する

現象であり,そ の形質発現は劣性の単一核遺伝子によって支配されていることが知 られている。

この障害は,葉 梢の基部を局部的に冷却することにより誘導されることから,葉 梢内に存在する

未成熟葉がその発現における感受部位であると指摘されており,ま た,こ のことから,葉 の発達

に伴 うクロロプラス ト形成が低温により阻害 されることが,ク ロロシス発現の大きな要因である

と示唆されてきた。 しか し,低 温がどのように作用 してこの阻害を誘導するかについて,現 在,

その基礎的知見は無いと言える。本研究では,ま ず①イネの低温クロロシスを誘導する機構を解

明するために,暗 所で生育させた植物体を用いた実験系を開発 した。そ して,こ の実験系を用い

ることにより,以 下の結果が得られた。(2)低温クロロシスは,15～17℃ の比較的狭い温度領域で

誘導され,15℃ 以下の温度では逆にその誘導が阻害された。(3)エチオプラス ト内のPORタ ンパク

質の蓄積が低温暗所下で生育させた感受性品種で顕著に阻害されており,こ の阻害は転写 レベル

ではな く,転 写後の過程に起因することが示唆されたΩ(4)エチオプラス トに特徴的なプロラメラ

ボディーやプロチラコイ ドなどの膜構造の発達が,低 温暗所下で生育させた感受性品種で阻害さ

れていた。(5)色素体ゲノムにコー ドされているRNAポ リメラーゼ(rpoB,C1)転 写物が感受性

品種で多量に蓄積されているにも関わらず,他 の色素体ゲノム遺伝子の転写物の蓄積が顕著に阻

害されていた。また,そ の翻訳産物の蓄積も顕著に阻害されていた。しかし,ミ トコンドリアゲ

ノム遺伝子の発現は正常であった。(6)ストレプトマイシンによって誘導されるクロロシスの品種

間差異と低温クロロシスの品種間差異とが互いに平行な関係にあることが,遺 伝子分析および色

素体遺伝子の発現の面から示唆された。

以上のように,本 研究において,低 温クロロシスの誘導は低温による色素体の形成阻害に起因

することが,タ ンパク質,核 酸,形 態のレベルから指摘された。今後,15～17℃ の温度が色素体

の発達に伴 う遺伝子発現,特 に,色 素体内の転写,翻 訳機構を形成 し始める過程にどのように影

響するかが大きなテーマとなるものと思われる。また,そ の機構解明に,本 研究のス トレプ トマ

イシンを用いた実験系が有効な手段 となることが期待される。以上のような成果により,審 査員

一同は ,本 論文提出者は博士(農 学)の 学位を受けるに値すると判定 した。
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