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論文内容要旨

 まえ解き

 テロメアとは真核生物の染色体末端領域のことであり,染色体の安定的な維

 持に貢献している.ヒト,酵母,および植物のいずれにおいても,テロメアは

 大きく分けると二つの要素一テロメアDNAとテロメア結合タンパク質一から

 構成されている(第1図).

 テロメアDNAは数塩基からなる単純な繰り返し配列であり,単にテロメア

 と言う場合はこのテロメアDNAを指す.ヒトの体細胞においては,テロメア

 DNAの長さ(テロメア長)は細胞分裂を経るに従って減少するため,テロメア

 長は細胞分裂回数をカウントする「分裂時計」として捉えられている.一方,

 植物には種子が発芽してから一定期間栄養成長を続け,花芽を形成しない幼若

 性と呼ばれる性質があり,この期間を幼若期と呼ぶ.幼若性には成長点の細胞

 分裂回数が関係しているという説があることから,植物のテロメア長もヒトと

 同様に細胞分裂回数を数える「分裂時計」として機能するならば,テロメア長

 と幼若性に関連が見出せる可能性がある.以上のことから第i章では,バラ科

 樹木の各部位におけるテロメア長の解析を行った.

 テロメアを構成するもう一つの要素であるテロメア結合タンパク質は,テロ

 メアのもつ様々な機能を担う重要な因子であり,ヒト・酵母を中心にその機能

 解析が進展している.植物のテロメア結合タンパク質は,これまでモデル実験

 植物であるシロイヌナズナを中心にいくつか報告されてはいるが,園芸学的な

 機能に関わる知見はみられない.そこで第2章では,果菜類のモデル園芸作物

 としてトマトを用い,テロメア結合タンパク質の機能を調べた
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 第豊章.バラ科樹木の幼若性とテロメア長との関連の検証、

 幼若期の長さは,特に木本植物である果樹では数年にも及ぶため,育種上の

 大きな障害になっている.幼若性の分子機構を明らかにすることを目的として,

 第i章では果樹の中でも幼若期が長いリンゴ,および比較対照として推定樹齢

 40年のサクラ樹を用いて,樹木各部位におけるテロメア長の解析を行い,テロ

 メア長と幼若性との関連を検証した.

 まず初めにリンゴの自然交雑実生における幼若相および成熟相の組織のテロ

 メア長解析を行ったが,各部位においてテロメア長に明確な差はみられず,テ

 ロメア長と幼若性との関係は認められなかった(第2図)、比較対象としてリン

 ゴと同じバラ科のサクラ樹におけるテロメア長解析を行ったが,リンゴと同様,

 主幹基部の組織と長年の細胞分裂を経た先端部の組織との聞のテロメア長に差

 が認められず,数十年間の細胞分裂を経七もテロメア長は一定の範囲内に保た

 れていることが明らかとなった(第3図).また本研究を進める中で,リンゴの

 品種間の交雑後代においてテロメア長が複雑に分離したことから(第4図),リ

 ンゴのテロメア長は複数の遺伝子によって制御されていると考えられた.

 第2章.トマトテロメア結合タンパク質しe聡髄の機能解析.

 ヒト,酵母,および線虫において,テロメア結合タンパク質はテロメア長の

 制御や染色体末端防御,減数分裂やストレス耐性など,幅広い生理機構に関与

 することが報告されている.木本植物であるリンゴおよびサクラでは,数十年

 に渡ってテロメア長が安定的に維持されていた(第1章)・ことから,植物のテ

 ロメア長の制御機構に興味がもたれる.また,減数分裂は配偶子の形成に関わ

 る重要なステップであり,種子の形成ならびに果実の着果や発達にも影響を及

 ぼす.したがって,植物のテロメア結合タンパク質と減数分裂の関係を明らか

 にすることは園芸学的に有意義である.そこで,第2章ではテロメア結合タン

 パク質の機能を明らかにすることを目的として,トマトのテロメア結合タンパ

 …一…『L
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 ク質しeT欝1の。亙)NAクローニングを行い,タバコ愚Y-2細胞への遺伝子導入に

 よる影響を解析した(第i節).続いて,トマトヘのLε丁露P1アンチセンス遺伝

 子の導入を行い,トマトの成長におけるLε勝P1の機能を解析した(第2節).

 第1籔.Lε躍動の⑳駕ムクローニングとタバコ聾Y-2細胞への導入.

 イネとシロイヌナズナのテロメア結合タンパク質のcDNA配列を参考にして

 トマトESTデーターベースを検索し,推定上のトマトテロメア結合タンパク質

 しeT騨1のcDNAクローニングを行った.シークエンス解析の結果,LεT8P1は

 2067軸の0鯉を含み,689アミノ酸からなるタンパク質(推定分子量77.OkDa)

 をコードしていることが明らかとなった.またLeTβ贈には推定上の核内保留

 配列が2カ所,およびC末端領域には幅広い生物種の二本鎖テロメア結合タン

 パク質に共通して見られる瓢yb型DNA結合モチーフ,ならびにテロメア配列

 への結合に必須なMyb-e離鐙s沁聾モチーフが確認され,これらのモチーフにお

 いては他の植物テロメア結合タンパク質と高い相同性を示した(第5図).サザ

 ンおよびノーザン解析の結果,L8盟P1はゲノム中にシングルコピーとして存在

 し(第6図),各栄養器官と花のいずれにおいても発現していることが明らかと

 なった(第7図〉.

 Le臆説がテロメア配列に結合するかどうかを調べることを目的として,鋼yb

 型DNA結合モチーフと闇yb-exte盤s量。豊モチーフを含む部分タンパク質

 しeT理1589-689を大腸菌で合成し,第1表に記したオリゴヌクレオチドを用いて

 ゲルシフト解析を行った.その結果,LeT聾欝589'689は二本鎖テロメアDNAに特

 異的に結合したことから(第$図),LeTβ隅は二本鎖テロメア結合タンパク質

 であることが明らかとなった.

 次に,LeTB贈の生体内でのテロメアに対する機能を解析することを目的と

 して,均一で増殖が盛んなことから効率的な解析が可能なタバコ培養細胞に

 LεT8P1遺伝子の導入を行った.遺伝子導入の結果得られた系統(Bi,B2)で

 はLε蹄P1の強い発現が確認された(第多図).次にテロメア長解析を行ったと
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 ころ,Lε躍烈導入系統のテロメア長は対照系統に比べて大幅に減少しているこ

 とが判明した(第瞼図).このことから,LeTB朕はテロメア長の制御機能を

 有していると考えられた.

 第2簸.塵躍灘アンチセンス適伝子を導入した形質転換トマ恥の作出と

 解析.

 植物個体の成長におけるLe聡翼の役割を明らかにすることを目的として,

 LεBP1アンチセンス遺伝子を導入したトマトLAi,LA3,およびLA10を得た.

 各個体においてLεTβP1の発現解析を行ったところ,LAi,LA臆における発現

 は大幅に減少し,LA3における発現は中程度に減少した(第H図).形質転換

 体の果実を調査したところ,Lε躍P1アンチセンス個体では,いずれも果実径,

 果実重が減少し,なかでも種子数は大幅に減少した(第臓図,第2表)、種子

 数減少の要因を明らかにすることを目的として花粉の調査を行ったところ,

 Lε躍P1アンチセンス欄体では稔性ならびに発芽率が対照個体に比べて低下し

 ていることが明らかとなった(第i3図).各形質転換体のLεTβP1の発現量の

 掬制(第1i図)と果実重や種子数の減少の程度(第2表)が対応していたこと

 から,髭丁βP1アンチセンス個体の果実における表現型の要因はLε躍Pノの発現

 掬制であると考えられた.

 花粉稔性が低下した要因としては,栄養成長の挿制,もしくは減数分裂など

 の花粉形成過程における異常等が考えられる.T2世代を用いて生育調査を行っ

 た結果,Lε躍P1アンチセンス系統では草丈が少し低くなったものの,薬室,花

 房着生節位,花房あたりの花の数には大きな差はみられなかった(第3表,第

 脾図,第i5図).したがってLεTβP1アンチセンス系統では生殖成長を顕著に

 掬制するような栄養成長の低下はないと考えられた.次に花粉母綱胞の減数分

 裂の観察を行ったところ,加丁3P1アンチセンス個体では,第エ分裂後朝に,両

 極に分離して行く染色体が通常より多く観察され,形成された小胞子も明らか

 に多くの染色体を有していた(第i6図).したがろて,この染色体数の異常が
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 花粉稔性低下の原因であると考えられた.染色体数異常の要因を明らかにする

 ことを目的として体細胞分裂の観察を行った結果,対照個体では正常な24本の

 染色体が観察されたが,Lε丁君P1アンチセンス個体では30本から40本前後の多

 数の染色体を有する細胞が多く観察された(第17図).また,体細胞分裂後期

 には異常な染色体形態であり,染色体末端融合を示唆する。瞳。通osomebridge

 が観察された(第18図).ヒト,マウスにおいて,テロメア結合タンパク質の

 欠損は染色体末端融合と異数化を引き起こすことが報告されていることから,

 アンチセンス個体ではしεT8P1の減少により染色体末端融合が発生し,それに

 よって異数化が進行したと考えられた.

 以上のように,Lε丁豊P1アンチセンス個体では栄養成長に大きな異常は認めら

 れなかったが,染色体の異数化によって花粉稔性が大きく低下し,それによっ

 て種子数や果実重が減少したと考えられ,LeTB野は正常な果実の発達に必須

 な因子であることが明らかとなった.

まとめ

 本研究において解析に用いたりンゴおよびサクラでは,数年～数十年間の細

 胞分裂を経てもテロメア長が変化しないことが明らかとなった.したがって,

 植物にはヒト体細胞とは異なり,テロメア長を一定に維持する機構が存在して

 いると考えられた.本研究で得られた知見は木本植物における初めての解析例

 であるが,植物には数百年以上の長寿命をもつものも多く,このようなテロメ

 ア長の維持が長寿命の一因であると考えられる.次に,トマトテロメア結合タ

 ンパク質しeTβ碧の機能解析を行ったところ,LeTB必はテロメア長の制御機能

 を有するとともに,正常な花粉の形成を通じて種子形成や果実の発達に影響を

 及ぼす重要な因子であることが明らかとなった.今後は,五ε丁蜜P1の発現に及ぼ

 す環境要因を明らかにして,ストレス環鏡下における稔性や着果との関係を明

 らかにする必要がある.
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 盈欝i嘆2マ躰簸脇一曜繍鵬盈驚護籔魍聯漁麟欝勘麟
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鵬腰乳鱒鶏囎樋雌蜘一鷺轍蕪穂鞭灘鱒囎鐘
 鵬贈工唱2マ麟麟擁聯確繋豊蕪一嘘繭鱒難鱒i曝鞭鰹
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 麓蝉ユ6矯羅・灘響鞭讐鰻繋騨魏囎騰鵬一
 齢蟹泌訂唾灘髪灘,舞辮灘麟灘蝉欝『騨一脳鶴漁一噛一
 鵬囎ま醐マ難藝鞭懸.響灘.鱒灘璽一晦s雛撒漉
 取倣主5マ3灘灘㈱騨灘鋤翻葺⑳讐一

 醜蜘を一

 第§選LeT聾1と弛の植物テロメア結合タンパク質のアミノ酸醗列の比較・
 LeT聾i,トマトのテロメア結合タンパク質;塊丁鯉i,薦co撫灘g撤魏o諮のテ糠メ
 ア結合タンパク質;蹟膿瓢,歳丁鯉i,シロイヌナズナのテ譲メア結合タンパク質;
 翼丁鯵贈,イネのテロメア結合タンパク質.鍼頻璽鋤耳A結合モチーフ(疑yb遵緬),
 ならびに瓢yb-ex亡綴sio盤モチーフ(鍾yb-ex愈》を國中に示した.またLeT鍵iにおけ
 る推定上の核内保留醗列を囲角で囲んだ.

♂

 ノん!!～
 ドゆヨむサゆ

 噂璽上麹璽.欝『騨←Lε霧灘灘無A
 岬.一

 黙照A

潔
 lll:総
 4.尋一

 ゐε霧P1のノーザン解析 第7躍
 2.3一心

 2。⑬一

 五ε鷲P1のサザン解析第懸園
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 籬豆表ゲルシフト解析に篤いたオリゴヌクレオチドの名称と醗列。

 o蕪彦膿翻翻鍵盤轟  s購騰購む

 鎚一輪翌⑭
 y一真CG笹聖C為CGACC奮腰響為騒鐸窪讐繋繋蕊騒鐸騒磨製響為騒騒農薯讐賢巌羅鵬

 3牟一驚GC為熟G窪3(ヨC薯G(豊灘奮ζ=《:《購灘腰鳶ζ;ζ=騰讐鋸ζ二鋸齢響礁《:鷲

 鴬豆⑪一曝

 謡s一翼8

 面・瓢駿豆。

 総一藍鵠亘。

 騒聾輯鶴里o

 Ce一鶴藍。

 5『一漉」C{3密TCノ雀CGACC腰讐響為、馨錨礁影響響騨濃、鐸懸騒署響寮轟、騒騒鎧響蟹響風騒鰐趨

 5『一鴻、CG[Erc為、CG1聾CCtでCGゑ1至}∫』1でC雪GCA義翌C(書A『『Gり茸Cゑ(3糞G署AG

 3ダー竃!GC跳為G獲!GC望GGAGC℃食管漉、G為CG窪『警ゑ(…iC雪塊C為GTClでCA望C

 5夕一再CG雪1章C八CG為CC繋Gl茸(3丁瓦Gヨ建GTGコ穿轟G驚G留G蟹A(葺TG舗聲Gl筐為G

 3夕一望GC姦濫GIrGC撃ヨGGゑC為Cゑ讐C為C盈C溢疎C瓦C為CゑヨrCゑC瓦C為繁C

 5ε一みCG℃聖C為CGみCCGGGみ℃膨コ蓼GGGAT℃[買GGG八!で了管GGGみ驚TT

 3章一驚GCAAG了(3C留G(葺CCC驚為為ゑCCC饗瓦阻C⊂:C瞳『触為CC:C禦蕪み

 51-ACG警〕茸CゑCGACC聖讐為鐸{甚窃蟹饗為騒{葺轡讐欝為{叢艦(憲讐讐蕊趨艦{霊

 3F-TGC袖G驚GCTGG餓蟹CCC脇蟹鳶鶴鷹脇蟹CC甑讐C農e

 5「一ACGTTCACGゑCC響磐為{麗多(躍要義騒騒C野讐為騒騒C響蟹為騒騒C

 3'一驚GC蕊G努GC警巳GG麟蟹《Σ鷲ζ釜餓鷺こ:9傷壽繊蟹轄鳴騒餓蟹(翼二`叢

 騒麟e沁,二本鎖テロメア翫興算e量かG,一本鎖テロメア醒列;臨調S,二本鎖葬特異的醗列;
 船憩鰓蓋。,二本鎖改変テ導メア醗列;畿一畳t醜。,二本鎖逆向きテロメア醍列;難脚宣eio;ヒト
 型テ鷹メア醗到峯C碗e晦,線虫璽テ以メア醗列.
 むテロメア醗到を太字で表記した.
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 c幡騨儲:

 欝P⑪凝顧㎏}:

 臨蹴:

 一一一一都メ働真底鰺x蹴鋳試盲鱒叉鋤ズ噴騰丼

 穆黛鯉働鷲働…購麗麗脇鱒鱒
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鱗
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蟹藤

鷹
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駐曜瞬一軸

 一一憾丼鈎期鱒ズ欝x黛試i騰翼兜xヨ鱒製錬xI繍x

酵蜀囎麗舗働鱒鱒囎灘露脇

 蓋譲3嬉§函フ霧雪購璽且購

 齢戯曲}翻艶晦麗賦鵬。曲胎

毒 響

 第霧麟LeT黎醒5脇6静を驚いたゲルシフト解析(A,騒).プローブには末端標識をした5蟹鵬ol
 の曲船猛。を篤い,表記した量のL露膿羅甥磁壁とともにインキュベートしてゲルシフト解析
 を行った.また,競合反応に耀いたオリゴヌクレオチドの名称と量を各レーンの上方に記
 した.なお,反応に擁えた競合オリゴヌクレオチドの量は,遥s一鳴睡プ潭一ブ量(5縫騰ol)
 に鰐する倍数で示してある.C錘継継,形成された髄騰興5豚欝と曲鵜loプローブとの複
 合体1藪鶴騨⑪擁,Le膿黙欝縄警と結合していない髄囎1⑪プローブ.

 c旦騰麗

 灘縷靉靆←塵麗麟髄脳盈

解照遵

 第堅麟形質転換騒Y」2継胞におけ
 る五8膿P1の発現.C璽,対照系統;
 鋭,磁,孟8膿灘導入系統.

 響⑭艦重齷齪朧9膿

 ξ樋)

 豊玉、群_
 窃7.聾心

 ?3諺_

綿離一
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 羅至難2窺騰鐡Ci騰鐡

難灘離

 郷鰹.
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 第睡麟形質転換聾Y」2細胞に:おけるテロメア
 長解析.C風,対照系統;陛,騒2,琵躍P1導入
 系統;醗,瓢2,一D醤Aサイズマーカー.
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 ¢⑪醜輪塾LA藍LA3脇亙⑭ 駕艪脚董  LA蓋

 灘藤曝嚇灘・  王命毘ε膿避轟搬翼翼&

 r盆醤A

 第翻懸濁照個体(co齪ro丑)とアンチ
 センス飼体(LA1,LA3,LAio)におけ
 るLεT8P1の発現.

5cm

 第雅園対照個体(co盆ro亘)および琵膿P1

 アンチセンス個体(LAi)の成熟果実の写真.

撚

掘

繍

 第2表対照繍体(co聾tro夏)とアンチセンス翻体(LA孟,LA3,LAio)に
 おける成熟果実の形質.

個体番号
 果実径(艶艶》 果実重

縦径 横径  (奮)
種子数

 co魏騰亘

 LA亜

LA3

 LA総

36.i

 2i.蔓聯

 25.7纏

 23.5甥

 35。4

 24.2認

 2墾.玉聯

 2窓.鯵趣

28.6

 謬.6紳

 i4.7紳

 ii.5聯

58.⑪

 i.7轟

 4.7神

 璽.i聯

 輔は定検定により対照纒体とi%水準で有意差があることを示す.
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(騰
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20

o

 囎阻蜘夏LAiLA3LA蓋{}

 第賂翻対照欄体(co雛rol)およびアンチセンス纒体(LA1,LA3,LAio)における花
 粉の稔性.(A)アレクサンダー染色によって調査した稔性花粉の割合.(盈)培地上で発芽
 した花齢の割合.バーは標準誤差(F4)を表す.紳は重検定により対照個体とi%水準で
 有意差があることを示す.
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 第3表対照系統(co凱ro玉)とアンチセンス系統(LA1-T2,LA3-T2,LA玉O-T2)の

 移植後第疑週における生育状況.

形質転換系統

丈
副
草
魚 展開葉数

 (枚〉

 葉重(琶〉

第鷺葉  第20葉

 co皿蟹。畳

LAi-Ti

LA3-T2

 LA玉0-T2

 至妙.6

 露7.5纏

 i⑪3.玉紳

 夢6.7纏

3i.9

 3丑、霧

3i.7

 32.欝

i2.6

 尋.5

i3.2

 窓.3

 4.墾

7.6

 6.多

 7.4縣

 串および紳はt検定によりそれぞれ5%,董%水準でco瞭。翌と有意差があることを示す.

 6
尋
2
0
⑪
0
6
4
2
0

噌
噛
噌
層

 各
花
房
着
生
ま
で
の
葉
数

「

華
華

餓
臣
雲

麟

灘

 単車‡
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 圏LA看一τ2
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 第三花房第釜花房第3花房第嬉花房第§花房

 篤麗函対照系統(co餓ro五)とアンチセンス系統(LAi-T2,LA3-T2,LAio-T2)
 における花房の着生節位.第1花房は第玉葉からの葉数,第2花房以降は直
 前の花房からの葉数で表した.バーは標準誤差(且づ一6)を表す.蔀および躰はt
 検定により対照系統と5%,i%水準で有意差があることを示す.
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 顧co繭i

 團L《トT2

 圏L離一丁2一

 麗しA唱〔トT2

第塞花房  第3花房 第尋花房

 第露麟対照系統(coa亡ro亘)とアンチセンス系統
 (LA1-T2,LA3-T2,LA10-T2)における第2,3,4

 花房における花数、バーは標準誤差(皿〒5-6)を表す.
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 ・蛙

 第睡羅封懸綱俸とアンチセンス鰯体の袴親母細胞の減数分裂A一亙》,対無緬捧;
 聾薮,LAi;鮎玉,LA鱒.Aン翼,第i分裂醜期;露,璽,第i分裂中潮;、C,像互,第i分裂後
 糊揮》,翼,エ,第2分裂後難.繭から艦齢母細胞を皺む処し、DA聾で染色した後に蛍
 光顕微鏡で観察した.スケールバーは鱒購を表す.

 第艀翻対照鰻体とアンチセンス翻体における根端細胞の染色体観察.
 A,対照欄体;璽,C,LAi;葺詔,LA鳳スケールバーは!O卿を表す.

 瞬⑭羅総⑰甕  LA欝

 一168一

 第豊霧懸対照イ圏鉢(co難鍵。量)と
 アンチセンス緬体(LA欝〉にお
 ける体細胞分裂後場の染色体観
 察.轟勧懲oso通曲r雄藩eを矢印で
 示した.

欄
鰻
灘



r

 論'文審査結果要旨

 テロメアとは真核生物の染色体末端領域を指し,テロメアDNAとテロメア結合タンパク質から構

 成されている。ヒトの体細胞において,テロメア長は細胞分裂を経るに従って減少するため,細胞分

 裂回数の指標として捉えられている.一方,植物には一定期間花芽形成を行わない幼若性と呼ばれる

 性質があるが,これにも細胞の分裂回数が関連しているという説がある。そこで本研究では,はじめ

 にバラ科樹木のテロメア長と幼若性との関連について調べた。また,テロメア結合タンパク質はテロ

 メアのもつ様々な機能を担う重要な因子として知られているが,植物体における機能解析はなされて

 いない.そこで,次の実験として,モデル園芸作物として利用されているトマトを用いてテロメア結

 合タンパク質の機能を解析した.

 その結果,リンゴにおいてテロメア長と幼若性との関連はみられなかった。しかし,サクラにおい

 ては長期間の細胞分裂を経てもテロメア長が減少しないことが示された。次に,トマトを用いてテロ

 メア結合タンパク質しeTBP1のcDNAがクローニングされ,ゲルシフト解析の結果,LeTBP1がテロ

 メア結合タンパク質であることが証明された.また,タバコBY-2細胞に彦丁8P1を導入した結果,

 テロメア長が減少したことから,Lε躍P1はテロメア長制御の機能を有していることが示された。次に,

 トマトにLεT8P1アンチセンス遺伝子を導入したところ,染色体異常が発生し,花粉の稔性と種子数

 が大幅に減少し,着果率と果実重が減少した。したがって,LeTBP1は果実の着果や発達に必須の因

 子であることが明らかとなった。

 以上のように,植物には,ヒトの体細胞と異なって,テロメア長を維持する機構が存在することが

 示唆された。今回得られた知見は永年生植物における初めての解析例であるだけでなく,動物と植物

 のエージングの違いを示す興味深いものである.また,テロメア結合タンパク質が果実の発達に必須

 であるという,園芸学的にも植物生理学的にも特筆すべき役割を明らかにした。テロメア結合タンパ

 ク質の植物体における機能の解明は,植物では初めての成果である。テロメア結合タンパク質には多

 面的な機能が想定されており,植物の成長の様々な段階に寄与している可能性があるが,これまで植

 物での成果は希少であった。したがって本研究の成果によって,植物科学における新しい展開が期待

 できる。

 本研究は植物のテロメア研究に新たな道を開いたと言え,今後の当該分野の研究発展に十分寄与で
 きるものである.よって審査員一同は,本論文提出者に対して博士(農学)の学位を授与するに値す

 るものと認定した.
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