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1BaO8 　　　　　 植 物 の 病 害 抵 抗 性 ・こ 関 与 す 砿 伝 子 の ク ・ 一ニ ン グ ・ ダ イ ズ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 の エ リ シ タ ー遊 離 因 子 （β
一1 ，3 −endoglucanase ） cDNA の 単 離

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 竹 内 洋 二 ・竹 葉 　 剛 1 ・田 申 國 介 ・正 子 　 朔 ・吉 川 正 明

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （京 都 府 大 ・農 ， t 生 活 科 学 ）

　 　 演 者 ら は ダ d ズ 植 物 と 疫 病 菌 （Phy 七〇phthora 　 enegasperma 　 f．　 sp ．　 glycinea ， 病 原 糸 状

菌 の
一

種 ） の 系 を 用 い て 、植 物 の 病 害 抵 抗 性 の 発 現 機 構 に つ い て 解 柝 を 行 っ て き て い る 。

そ の 中 で 、ダ イ ズ 組 織 内 に お け る 疫 病 菌 の 進 展 を 阻 止 す る 抵 抗 反 応 の 主 要 因 は 、感 染 組 織

に よ る 抗 菌 性 物 質 グ リ セ オ リ ン （フ ァ イ ト ア レ キ シ ン の
一

種 ） の 合 成 お よ び 蓄 積 で あ る こ

と が 明 ら か と な っ て き て い る 。 さ ら に 、 こ の 感 染 ダ イ ズ 組 織 に お け る グ リ セ オ リ ン の 蓄 積

を 誘 導 す る 機 構 に つ い て 検 討 し た 結 果 、疫 病 菌 細 胞 壁 に は ダ イ ズ 組 織 に グ リ セ オ リ ン 蓄 積

を 誘 導 す る 物 質 （エ リ シ タ ー） が 結 合 し て お り 、感 染 に 際 し て ダ イ ズ 組 織 と 接 触 す る と 、

ダ イ ズ 組 織 に 存 在 す る あ る 種 の 因 子 に よ り 疫 病 菌 細 胞 壁 か ら エ リ シ タ ー分 子 が 切 り 離 さ れ

遊 離 し 、 こ の 遊 離 し だ エ リ シ タ ーが ダ イ ズ 組 織 に 対 し グ リ セ オ リ ン を 誘 導 す る こ と が 明 ら

か と な っ 海 e ま た 、 こ の ダ イ ズ 組 織 に 存 在 す る エ リ シ タ ーを 進 離 す る 因 子 は β
一1， 3−endo −

glucanase （β
一1 ， 3 −EG） で あ る こ と が 判 明 し た 。 本 実 験 に お い て は 、ダ イ ズ 植 物 の 抵 抗 反 応

誘 導 の 過 程 に お い て 最 も 初 期 の 宿 主 。病 原 箇 相 互 反 応 に 関 与 し 、ま 泛 、宿 主 の 抵 抗 反 応 誘

導 に 必 須 な も の で あ る と 考 え ら れ る エ リ シ タ ー遊 離 因 子 （β
一
且， 3−EG ） の ク ロ i ・ニ ン グ を 試

み 艶 。ま た 、 β 一1 ， 3−EG 活 性 の エ チ レ ン に よ る 活 性 増 大 の 機 構 に つ い て も 併 せ て 検 討 し た 。

　 　 既 報 の よ う に ダ イ ズ 組 織 の β ・1，3−EG 活 性 は エ チ レ ン 処 理 に よ り 増 加 す る 。 そ こ で エ

チ レ ン 処 理 に よ り P −1 ，3 −EG の mRNA が 増 加 し た と 思 わ れ るダ イ ズ 実 生 の 子 葉 組 織 か らポ

リ （A）剛 Aを 得 た 。 こ の mRNA 標 品 中 に は ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 ラ イ ゼ ー ト を 用 い 彪 invitro

蛋 白 合 成 系 に よ り β
一1 ，3 −EG に 対 す る 完 全 な mRNA が 存 在 す る こ と を 確 認 し た 。そ こ で 、

こ の mRNA 標 品 に 対 す る cDNA を 合 成 し 、 こ の cbNA を フ フ
ージ 発 現 ベ ク タ ー

で あ る λ gt

11 に 挿 入 し 、亙．蚰 に 感 染 さ せ k 。そ の 結 果 、約 10’4 の 頻 度 で β
一1 ，3 −EG 抗 体 と 反 応

す る 陽 性 プ ラ
ー

ク が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら 陽 性 プ ラ ーク か ら 得 た 　λ gt 正1 の 挿 入 cDNA の う

ち 約 700bp の cDNA に つ い て 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 ま た 、 こ の 700　 bp の cbNA と ハ イ

ブ リ ダ イ ズ し だ mRNA は 、血 vitro 蛋 自 合 成 系 で β
一1，3−EG を 合 成 し 、 こ の cDNA は β

一

1 ，3 −EG の cDNA で あ る ζ と が 確 認 さ れ た 。さ ら に こ の cDNA を プ ロ ーブ と し た プ ラ ーク ・

ハ イ プ リ ダ d ゼ ー
シ ョ ン 法 に よ り 、β 一1，3−EG の 全 長 cDNA と 考 え ら れ る cDNA （1400 　 bp）

が 得 ら れ 、現 在 そ の 塩 基 配 列 を 解 析 し て い る 。

　 　 つ ぎ に s エ チ レ ン 処 理 tこ よ る β
一1 ，3・EG の 活 性 増 大 が ど の よ う な 分 子 レ ベ ル で 制 御 さ

れ て い る の か に つ い て 検 討 し 距 e ま ず 、エ チ レ ン 処 理 後 の β
一1 ，3 −EG 蛋 白 量 の 変 化 lt つ い

て ロ ケ ・
ソ ト 免 疫 電 気 泳 動 法 で 調 ぺ た と こ ろ 、活 性 の 増 大 に 平 行 し て β ・1 ，3−EG 量 も 増 加 し

た 。 ま た s ダ イ ズ 組 織 か ら 抽 出 し た mRNA 標 晶 の in　 vttro 蛋 白 合 成 系 に お け る β ・1 ，3 −

EG 翻 訳 活 性 も エ チ レ ン 処 理 後 著 し く 増 加 し な 。さ ら 1こ 、こ の mRNA 標 品 中 の β ・1，3−EG

mRNA 量 に 関 し て 、前 述 の 700　 bp の 32P ・cDNA を ブ ロ ーブ と し て ド ッ ト ・プ ロ ッ ト 法 に よ

り 定 量 し 炬 と こ ろ 、 エ チ レ ン 処 理 後 β
一1 ，3 −EG　 mRNA 量 が 顕 著 に 増 加 し た 。 こ れ ら の 結 果 か

ら 、エ チ レ ン 処 理 し た ダ イ ズ 組 織 に お け る β
一1 ， 3−EG 活 性 の 増 大 は 、β ・1，3−EG 遺 伝 子 の

転 写 レ ベ ル で の 調 節 に よ る も の で あ る 乙 と が 明 ら か と な っ 炬 。 ま た 、エ チ レ ン 処 理 に よ り

β
・1 ，3・EG 活 性 の 増 大 し た ダ イ ズ 組 織 で は ．疫 病 菌 に 対 す る 抵 抗 性 が 増 強 さ れ る よ う で あ

っ た 。以 上 の よ う に 、 β
一1 ， 3−EG 遺 伝 子 は ダ イ ズ の 病 害 抵 抗 性 に 関 係 し た 選 伝 子 で あ る と

と も に 、 ¢ チ レ ン に よ る 遺 伝 子 発 現 機 構 准 解 析 ず る 遺 伝 子 と し て も 興 味 深 い と 思 わ れ る 。
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