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る研 究室が た くさん あっ て，彼らが病気の研究者と膝を

つ き合わ せ て議論 し て い る の は面 白い こ とで ある，現在

人類が直面 して い る最も重要 な病気は癌で あるが，癌細

胞をよくみ ると，無制限に増殖 し，他 の 臓器へ 転移する

とい う能力を獲得するためにはあ りとあ らゆる手段 を講

じて い るとい うこ とがわか る （実際に は そ の よ うな能動

的なもの で は なく，結果的に そ うなる よ うに た くさん の

変異が蓄積 して い る の で ある が）． 癌研究の
一

つ の 目的

は
，

ど うい う遺伝子 レ ベ ル の 変化 の 積み重ね が，癌細胞

を成 り立 た せ て い るか を理解する こ とで あるが，結局 は ，

個 々 の 遺伝子 の 働きが すべ てわ か っ て は じめ て 理解で き

るほ ど複雑で ある．した が っ て ，細胞の 営みをあ りとあ

らゆる角度か ら理解 しよ うとす る試み はそ の まま癌研究

に つ なが る．現在，酵母 の 分子細胞生物学領域で ，先頭

を切 っ て 細胞 の 巧妙 さに挑 ん で い る研 究者達 の 中には，

癌研究所 の 名 を冠 した研 究機関に 所属す る人た ち も多

い ．癌に限 らず ，現在医学系 の ジ ャ
ー

ナ ル に多く見 られ

る報告に ，こ の 病気は こ の 遺伝子 の 変異で起こ る，とい

う類の もの がある．当然 遺伝子 の 配列 だけで はタ ン パ

ク質の働きは わ か らない の で ，研究者はすぐに ホ モ ロ グ

の サ ーチ を行 う，と た ち ど こ ろ に ，似た よ うな タ ン パ ク

が酵母 で細胞内小胞輸送で働い て い る，とい う報告に 出

くわす．し た が っ て ，こ の 研究者は 配 列 しか わ か ら な い

遺伝子を持 っ て ただ呆然 とするわ けで は なく，次の 日か

らヒ トの細胞で こ の タ ン パ ク質が細胞内小胞輸送に関与

して い る可能性に つ い て検討 し，後に こ の 病気はある特

定の タ ン パ ク質の 輸送が 原因 で 生 じ る こ とを知るわけ で

ある．こ の ，病気を専門に研究 して い る研究者に して み

れ ば，そ の ホ モ ロ グタ ンパ ク質の 役 割を，モ デル 生物で

あれ詳細に 研 究 して い る人 た ちが 身の 回 り に い ればと て

も心強い こ と で あろ う．

　ポ ス トゲノ ム時代に突入 した現在，我々 の 遺伝子や タ

ン パ ク質の 働き に 関する 知識は飛躍的 に増加 し て い る．

分析 技術 の 進歩やオ
ー

トメ
ー

シ ョ ン 化に 支 え られ て ，多

くの 分野に い わゆる網羅的な解析が導入 され て い る．タ

ン パ ク質問の相互作用，遺伝子 の 発現，変異株 の 作成 と

表現型解析，タ ン パ ク質の構造，等々 ．今後こ れ らの 解

析が ヒ ト細胞やモ デル 生物で行わ れ，生物間で 比 較解析

されて ，お そ らくはすべ て の遺伝子 （タン パ ク質）の 働

き方や機能 の 解明 と い う方向 に進む の で あろ う．こ れ ら

網羅的な解析 の
一

つ の 目的はあ る遺伝子 （タ ン パ ク質）

群を機 能別 にグル
ープ化 して 生物 を包 括的に理解 しよう

とする こ とで あろ う．しか しい くらこ れ らの 網羅的な解

析が進ん で も ， それ らは大嶋先生 が先鞭を付 けた，
一

っ

一
つ の 変異株 を詳細 に解析す る ，とい う古典的 な手法に

は取 っ て代わ らな い で あろ う．た とえ酵母 で あ っ て も，

変異株の 挙動は
一

っ
一

っ 異な り，（つ ま りは タ ン パ ク質
一

っ
一

っ 異な っ た機能を有する とい うこ とで あ る が〉そ の

働きの 本質解明に は ，網羅的解析は
一

つ の 参考を与える

にすぎない と思われ る．

　発酵とい う生命活動を通 じて 人を喜ばせ る酵母 が，さ

ら に 人 が 自分 た ち が 何 で あるの か を知 るた め に も役 立 っ

よ うに なっ た こ とか ら，酵母 とは よくよく人 と縁の 深 い

微生物で あ る と感慨深 い もの が あ る．私 は 現在医学系 の

研究所に い る が ，医学も 工 学も応用 とい う意味では似

通 っ て い る，大嶋先生は醗酵 工 学科 で基礎科学をや っ た

人 と し て 当時珍し い 存在 で あっ た が ，それ が ゆえに，基

礎を介 して別 の 応用分 野である医学研究 にも影 響を与 え

るこ とが で きた。オ リジナ ル な基礎科学は こ こ ま で 貢献

できる，とい うお手本 の よ うな仕 事の
一

つ で あると思 い

ます ．

酵母分子遺伝学か ら植物バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー へ

吉田　和哉

　植物は太陽光 エ ネ ル ギー
を受けなが ら光合成を行 い ，

大気中の 二 酸化炭素を吸収 ，固定 してデ ン プ ン を作 る．

ヒ トを始 め す べ て の 動物 は太古 よ り植物に依存 しな が ら

生きてきた ，遺伝学が確 立 した後 は交雑育種 が繰 り返 さ

れ ，よ り良 い 作物 が 作 り出 され るよ うにな っ た．植物 の

利用 は，食糧以外 にも環境汚染物質 の 吸収や バ イオ マ ス

の 供給 な ど多岐 に亘 っ て い る，形質転 換技術 の 発達 に

伴 っ て，遺伝子導入 によ っ て植物 の 機能 を改良す る植 物

バ イオテク ノ ロ ジー
が盛 んにな っ たが，そ の 基盤 と して

植 物科 学 の 基礎 研究 が重要 で あ る こ とは言 うま で もな

い ．本稿で は，植物科学に お け る酵母分子遺伝学の 役割

を紹介す る．

モ デ ル 植物 の シ ロ イ ヌ ナ ズナ

　酵母 （こ こ で は Sacchromyces　cerevdSiae ）は，真核生物

に お け る分子 遺伝学解析の モ デ ル 細胞 と し て位置 づ け
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られ る が ，植 物科学 で は シ ロ イ ヌ ナ ズナ （ArabidoPsis

thatinua）が モ デ ル 植物 と し て 用 い られ て い る．シ ロ イ ヌ

ナ ズ ナは，ゲノ ム サイズが小 さい （約 13xlO8bp ），世

代時間 が 短 く　（1 〜 2ヶ 月）個体サイ ズ が 比較的小 さい ，

突然変異 の 解析法が確立 して い る，形質転換が容易であ

るなど，
モ デル 生物 として の 特性 を備 えて い る，シ ロ イ

ヌ ナ ズ ナ を用 い て ，分化形態形成，光合成 を含む主要代

謝系，各種信号伝達経路 ， 環境ス トレ ス 応答 ， ゲ ノ ム 構

造などの 解析が世界中 で 活発 に 進 ん で い る ．酵母 で は 突

然変異解析か ら多くの重要な遺伝子が発見 されたが，シ

ロ イ ヌ ナ ズ ナ も同様で ，花 の 形成に 機能する遺伝子群

（aP2 ，　pi， 砂3
，
　ag が相互作用する ABC モ デ ル

D ）や重力

屈性に機能する遺伝子群 （sgrs ）
21などが有名で ある．ま

た ，生物学的に保存 された シ ス テ ム に属する遺伝子 の 単

離は，酵母遺伝子 の ホ モ ロ グや酵母 の突然変異を相補す

る遺伝子 を探索す る手法 が 用 い られ て い る，細胞周期制

御遺伝子群，主要な信号伝達系遺伝子群，さらに イ オ ン

輸送体遺伝子 （後述）などが こ の 方法で単離され て い る．

部位特異的組換え系を利用 した植物の形質転換法

　植物 に 遺伝子を導入す る方法は い くっ か あるが，ア グ

ロ バ クテ リウム （Agrobacterium　tumefaciens）とい う土壌細

菌を利 用 した形質転換 法が
一

般的 で ある．こ の 方法は，

ア グ ロ バ クテ リウム が植物に感染 する と，自身 の 持 つ Ti

プ ラ ス ミ ドの 特定領域 （T 領域）を宿主植物細胞 の 染色

体に組込む とい う性質を利用 して い る，遺伝子導入 の ベ

ク ターと して は ，Ti プ ラ ス ミ ドの 必 要最小限な DNA に

大腸菌の 複製起点や薬剤耐性 マ
ー

カ
ー
遺伝子 を付加 した

バ イナ リーベ ク ターが用い られ る．目的遺伝子 を連結 し

た バ イ ナ リープ ラ ス ミ ドを持 っ ア グ ロ バ ク テ リウム を宿

主植物の 組織に感染 させ ，抗生物質の 入 っ た培地上 で培

養する と抗生物質耐性の形質転換植物が 再生 し て く る．

こ の方法を改良 した形質転換法と して，サイ トカ イ ニ ン

合成に か か わる ψ‘遺伝子 と醤油酵母 （Zygosaccharomyces

rOttxii ）の 内在性 pSRI プラ ス ミ ドの 部位特異的組換え系

（本特集大嶋の 項と文献 3参照）を組合せ た MAT （multi −

auto −transf （）rmation ）
ベ ク タ

ーが 開発 され た （Fig．1）．
4）

ア グロ バ クテ リウム感染に よ っ て MAT ベ クタ
ーが宿主

植物 の 染色体に組込 まれ ると ，
iPt遺伝子 の 発現に よっ て

サイ トカイ ニ ン の 過剰生産が起 こ り，感染組織か ら多数

の 不定芽 が分化す る．こ れ らの 不 定芽 を新 しい 培地に移

植 し，頂芽優勢を消失 した多芽体を形成 した個体を選抜

する．こ の 個体の 染色体上 で ， 組換え酵素が組換え認識

配列 （RS）に作用 し て RS に はさまれた ψ‘遺伝 子が脱落

MAT 　vector

Chr
9　 1ntegration　ofT −region
　 into　plant　chromosome

trsrtsgene

mal 　DNA

i°“

Fig．　L　Site−speci 丘c　recombination 　system 　of 　pSRI　in　the　MAT

　 vecton 　 RB 　and 　LB ： righ し and 　left　borders　of 　T−region ，　This

　 figure　was 　provided　from　D ＝ Hiroyasu　Ebinurna （Nippon

　　Paper　Industries　Co　Ltd，〉．

する と，頂芽優勢が 回復 し，正 常な茎の 伸長を示す形質

転換体が 得 られ る．MAT ベ ク タ
ー法は ，

1）マ
ーカ ー遺

伝子が 再利用 で き多重遺伝子 導入 が 可能，2）マ
ー

カ
ー

フ

リ
ー

組 換え体 の 作製 ， 3）形質転換体 の 選 抜操作 の 簡略

化 ，とい っ た利点が ある．特に 2）は，遺伝子組換え植物

（食品） の 安全性 を高める技術 と して有効 である．pSRl
の 部位特異 的組換え系は，染色体 の 特定部位 へ の 遺伝子

導入や染色体操作技術への 応用 も期待 で きる，

植物の 耐塩性研究に おける酵母 の 利用

　 こ こ で ，植物の 研究に おける酵母の 利用法を，筆者 も

取 り組 ん で い る植物 の 耐塩性 に関する解析を例に紹介す

る．植物 の 塩 ス トレ ス 耐性機構の解明は ，塩 害地 の植生

回復や海水農業を 目的 と し た耐塩性植物 の 分子 育種 に直

結する ，植物が受ける塩 ス トレ ス は，高浸透圧ス トレ ス

と Na ＋ 毒性 の 2つ に 大別 され る．浸透圧 ス トレ ス の情報

伝達系は 酵母で 解析が進ん で お り，細胞膜に 局在す る

Slnl浸 透圧 セ ン サ
ーが 受けた ス ト レ ス 信号 が MAP キ

ナーゼ経路に よ っ て 伝達され，最終的に グ リセ ロ
ー

ル 生

合成遺伝子 の 転写が誘導され ，細胞内の 浸透圧 が 調節 さ

れ る，5）シ ロ イ ヌ ナズナ か ら酵母 の sln1 変異を相補する

ATHKI 遺伝子 が 単離 され ，植物で も酵母 と同様の 浸透

圧 ス ト レ ス 信号伝達系 の 存在が 予想 され て い る．6）

　一方，高濃度 Na ÷
は さま ざまな酵素反応を阻害す る こ

とで 細胞活性 を低下 させ るが
，
Na ＋

に対す る応答機構 も

酵母 の 研 究が先行 して い る．酵母 で は ENAI 遺伝子 が

コ
ー

ドする Na −ATPase が細胞外 へ の Na ＋
排 出活性 を持

つ ．7）　ENA 　1 遺伝子 の 発 現 は，高浸透圧 条件下 と高 Na ＋

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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条件下 で誘導され ，前者は HOG −MAP キナ
ーゼ経路 を

介 して ，後者はカ ル シ ニ ュ
ー

リン 経路に よっ て 信号が伝

達 され る．S）我 々 は ， 酵母の ENAI 遺伝子 をタバ コ 培養細

胞 で 発現 させ ，細胞膜に 局在 した Enal タ ン パ ク質の 働

きによ っ て導入細胞の Na ＋
耐性 が 向上 す る こ とを示 し

た．9）植物で は細胞膜上 の Na −ATPase は 同定 され て い な

い が，酵母 の ENA 　1 遺伝子 を耐塩 性植物 の 分子 育種に

利用で きる可能性が 強 く示唆 され た．同様の試み と して

液胞膜 Na ＋1H＋ ア ン チ ポー
ター遺伝子 を導入 する こ と

に よっ て Na ＋
の 液胞隔離能 を強化 し て Na ＋ 耐性を向上

させ た 報 告 が あ る．10・　11）こ の うち，AVPI を用 い た解析

は Fink の 研 究室に よるもの で あ る．余談に なるが ，　Fink

教授は酵母 の ア ミ ノ酸代謝系遺伝子 の 発現制御解析 の 大

御所 で大嶋先生 とも親交が深 く，筆者が大嶋研院生時代

に投稿論文 の 掲載 に関し て世話に なっ た 経緯が ある．つ

きなみ な表 現だが世 間は 狭 い と感 じて い る．

　高濃度 Na ＋ は ， イオ ン毒性に加えて必須イオ ン で ある

K ＋
の 取 込 み 阻害 を引き起 こ す．こ の 現象は植 物生理学

的 に古 くか ら知 られ て い た が そ の 分子機構 は長 い 間不 明

で あ っ た．酵母で は Trk タ ン パ ク質が高親和性 の K ＋ 摂

取 に機能 して い る こ とが知 られ て お り，鯱 変異を相補す

る コ ム ギ （7弛眦 郷   aestiWttm ）HKTI 遺 伝 子 が単 離 され

た．12｝HKTI 遺伝子 は K ＋ −Na ＋
共輸送体を コ

ー
ドし て お

り， 生理的に 有害な濃度の Na ＋ 存在下 で HKTI を介 し

A
　 　 50mM 　KC 置

BOmM
　NaCl

O．1mM 　KC1

100　mM 　NaCl

Fig．2．　Characterization　of しhe　ion−transpor ［ properties　 of

　　OsHKTs ，　 A ：Complementatbn 【ests　of 　OsHKTI ，OsHKT2 ，
　　or 　TaHK7

「
1　wi 山 theS ．　cereviSize 　high −affinity 　K ＋

uptake −defi−

　　cient 　mutant 　strain 　CYI62 ．　 pYES2 　is　an 　emp しy　vector 　used

　　as　control ．　 B ： Na ＋−induced　growd】 inhibition　test　of 　each

　 HKT 　gene　expressed 　in　the 　S．　cereviSiae　salt−sensitive 　mutan 【

　 　 s【rain 　G19 ．

た K ＋ 摂取が阻 害され る こ とが わか り，Na ＋ に よ る K ＋

摂取阻害の 分子機構 が示 され た．13）我 々 は，イ ネ （Oryta
sαtiva）か ら HKTJ 相 同遺伝 子 を単離 した ．14）通常品種 の

日本晴か ら OsHKTI 遺伝子が単離され ，耐塩性種 の ポカ

リか らは OsHKTI 遺伝子 に 加 え て OsHKT2 遺伝子 が単

離 され た，各 OsHKT の 機能を調べ るた めに，　trk変異酵

母 （CYI62 ）を用 い た相補性試験と Na ＋
排 出ポ ン プが欠

損 した Na ＋ 高感受性酵母 （Gl9）を宿主と した Na ＋ 輸送

能検定を行 っ た．そ の 結果，OsHKTI は trh変異を相補

で き な い hS　OsHKT2 は 相補 し （Fig．2A），　Na ＋ 輸送 活性

は両分子 ともに確認 され た （Fig．2B）．こ れ らの 結果か

ら，OsHKTI は Na ＋ 輸送体 ，
　 OsHKT2 は K ＋ Na ＋

共輸

送体で ある と結論付けた．両分子 の イオ ン 輸送特性は，

ア フ リカ ツ メ ガ エ ル 卵母細胞 を用 い た電気生 理 学実験で

も同様の結果で あ っ た，K ＋ 輸送 を行 うタ ンパ ク質は，　 P

ル ープ と呼ばれ る種 を越 え て 保存され た ドメ イ ン を有す

る こ とが知 られ て い る．15）OsHKT 各分子 の ア ミ ノ 酸配

列を見 ると，K ＋ 輸送活性 を示す OsHKT2 で は P ル
ー

プ

内 で よ く保存 され て い るグ リシ ン 残 基 が 存在 し た が
，

OsHKTI では セ リン に置換 され て い た （Fig．3A）．そ こ

A

B

KtrBTrkHTRKITRK2TaHKTl

OsHKT2

0sHKT1

AtHKTI

50mM 　KCl

aa 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ▼

55一工US 工SVT（1［G

77−

80− E ：D ワ田 」− A

76− Y1工細 』− LS

73− Yコエー LS

74− Yコー 工」［VLSSZir

53 − ：旧 一

0．1mM 　KC 量

OsHKnOsmKTI

　 S88G

OsHKTIOsHKT2G88S

Fig，3．　P−loop　domain 　is　imporumt　60r　K ＋1Na＋
selectivit アofK ＋

　　transpoTter．　A ：Alignmen ［ of 　amino 　acid 　sequences ，　includ−

　　ing　the　conserved 　glycine　residue （▼ ）in　the　proposed　first

　　P．loop　domain 　of 　eight 　transporters ．　KtrB，碗厩 o　atgtnolyti −

　 czts； TrkH ，　E．　ceti；TRK 　I　and 　TRK2 ，　S．　cereviStae ；］［哀HKTI ，
　 　Taestivum； OsHKTI 　and 　OsHKT2 ，0，　sativa ； AtHKTI ，A．

　 thaliana．　B ： Mutadon 　 of 　OsHKTI 　 serine −88　to　glycine
　　（OsHKTI −S88G ）restores 　K ÷

　uptake 　competency 　ofS ，　cerevi −

　 slae　strain 　CY 　162，　while 　mutation 　of 　glycine−88 しo　serine

　 （OsHKT2 ・G88S ）abrogates 　K ＋
uptake ．
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で，OsHKTl の セ リン をグリシ ン に置き換えた変異型分

子 を作 っ た と こ ろ，K ＋ 輸送活 性 が 認 め られ ，逆 に

OsHKT2 の グ リシ ン をセ リン に置換すると，　 K ＋ 輸送活

性 が消失 した （Fig．3B）．
L6） こ の 結果 は，　 P ル

ープの グ リ

シ ン 残基が K ＋ 選択性に 重要 で ある こ とを示す と共 に ，

酵母 を宿主としたア ッ セ イ系を利用 して 耐塩性 タイプ の

変異型 HKT 分子 （K ＋ 親和性 が 高 く Na ＋ 親和性が低い ）

を ス ク リ
ー

ニ ン グで きる可能性が示唆され た．

　 2000 年 の 年 末に シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 全ゲ ノ ム 配列解読

が完了 した．こ れ に よ り，植物科学もポ ス トゲノ ム 時代

に突入 し，先行 の 酵 母 研 究で開発 され た網羅的遺伝子解

析ツール が急速に 取入れ られて い る．遺伝子 の機能同定

法と し て ，酵母 で は遺伝子破壊実験が汎用され て い る が
，

植物は核内 の DNA 相同組換え活性が高くない た め に遺

伝子破壊が難 し い ．代替手段 と し て ア ン チ セ ン ス 法や

RNAi が用い られて い るが，遺伝子機能を効率的に解析

する技術的ブ レ ー
クス ル

ーが 求め られ る，遺伝子ネ ッ ト

ワーク の 情報源や遺伝子機能の ア ソ セ イ系 と して ，植物

科学はまだまだ酵母 の助けを借 りそ うで ある．
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