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学位論文　の　内　容　の　要　旨

国内外のイネの冠水被害は深刻であり、イネの冠水耐性機構を分子レベルで解明し、冠水耐性

に関わる遺伝子を単離し、将来的には高栄養、高収量、美味の優良イネ品種に冠水耐性を付与す

ることを目指して本研究が成された。

冠水誘導性遺伝子を単離するため、未冠水と7日冠水したイネ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ＦＲ13Ａ，冠水耐

性品種）のｃＤＮＡサブトラクション・ライブラリーを作製した。Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ＳＳＨ）と5一、3．－ｒａＰｉｄａｍｐｌｉ丘ｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ（ＲＡＣＥ）を利用して、5つの新

たな冠水誘導性遺伝子、ＯｓＭＧＤ、ＯｓＣＴＰ、ＯｓＧＧＴ、ＯｓＣＩＰ及び．ｏｓＧＳＨをクローニングし

た。ＯｓＭＧＤ（ＡＢｌ12060）、ＯｓＣＴＰ（ＡＢｌ12061）とＯｓｄＧＴ（ＡＢ164463）をＧｅｎＢａｎｋに

登録した。この3つの遺伝子の発現量はイネＦＲ13Ａの冠水中に増えた。そして、さまざまな環

境ストレスと植物ホルモン処理による遺伝子の発現が調べられた。

1．イネＭｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏＩｓｙｎｔｈａｓｅｇｅｎｅ（ＯｓＭＧＤ）のクローニング及び冠水と他の

ストレスによる発現

ＯｓＭＧＤ遺伝子は全長、1，671ｂｐで1，077ｂｐ（181・1257）のオープン・リーディング・フレー

ムから成り、358個のアミノ酸残基をエンコードする。推定したアミノ酸配列はＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａのｍｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏＩｓｙｎｔｈａｓｅ（ＵＤＰｇａｌａｃｔｏｓｅ：1，2・ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏ13・β

・Ｄ・ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＥＣ2．4．1．46，ＭＧＤＧｓｙｎｔｈａｓｅ）と高い相同性がある。ＯｓＭＧＤ遺伝子

は、冠水耐性イネ品種ＦＲ13Ａと感受性品種ＩＲ42の両方で冠水中に増加した。耐性品種ＦＲ13Ａの
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方がＩＲ42より高い発現が見られた。ＦＲ13ＡのＯｓＭＧＤｍＲＮＡ発現はｂｅｎｚｙ1ａｄｅｎｉｎｅ及び光に

よって影響された。ＦＲ13Ａ及びＩＲ42両方のＯｓＭＧＤのｍＲＮＡの蓄積はエチレン、ジベレリ

ン、乾燥及び塩の処理によって高められたが、低温処理では遺伝子の発現は見られなかった。冠

水等のストレス時に葉緑体膜の損傷が起こり、これを回復させる時にＯｓＭＧＤが関与している可

能性がある。

2イネＣａｔｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ（ＯｓＣＴＰ）様遺伝子の単離と各種ストレスによる発現

ＯｓＣＴＰ遺伝子は全長、741ｂｐのｃＤＮＡで、1137ｂｐ（12・1148）のオープン・リーディング・フ

レームから成り、137個のアミノ酸残基をエンコードする。推定されたアミノ酸の理論的な等電

点（ｐＩ）は5・35であり、分子量（ＭＷ）は15・2＿ＫＤａである00ｓＣＴＰ遺伝子にはイネゲノムの

ＡＡＡＡＯｌＯ13244クローンの3582～2296区間に対応して6エキソンと5イントロンがある。

ＯｓＣＴＰ遺伝子の発現は冠水だけでなく．、アブシジン酸と塩及び乾燥ストレスにも誘導された。

ＯｓＣＴＰ遺伝子は新型の陽イオン・トランスボータ類似の蛋白質をエンコードして、そして各種

の環境ストレス耐性に寄与する可能性がある。ストレス時の細胞内のカチオン濃度の乱れを補う

ために本遺伝子の発現が誘導された可能性がある。

3・イネの冠水誘導性ＯｓＧＧＴ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ．ｇｌｙｃｏｇｅｎｉｎｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）遺伝子

ＯｓＭＧＤ遺伝子の全長ｃＤＮＡ塩基の配列は、1273ｂｐで、1，077ｂｐ（181，1257）のオープン・リ

ーディング・フレームから成り、379個のアミノ酸残基がエンコードされる。推定されたアミノ

酸配列はｇｌｙｃｏｇｅｎｉｎ ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅと部分的な相同性を持っている。ＯｓＧＧＴ遺伝子は

Ｉｎｄｉｃａ品種のイネゲノムのＡＡＡＡＯｌＯＯ2475．1クローンの17970－20077区間にあり、Ｊａｐｏｎｉｃａ

品種の染色体10のＡＣＯ37426．12クローンの53293・51186区間にある。経時的変化の研究によ

ってＯｓＧＧＴ遺伝子発現はＦＲ13Ａにおいての冠水の後期に増加した。ＦＲ13ＡにおいてＯｓＧＧＴ

遺伝子発現はｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ及びｂｅｎｚｙ1ａｄｅｎｉｎｅ処理で増加した。その他にＯｓＧＧＴｍＲＮＡの蓄

積もエチレン、ジベレリン、アブシジン酸、乾燥及び塩によって高められたが、メチルジャスミ

ン酸と低温では遺伝子の発現は見られなかった。一般に冠水耐性イネは多量のデンプンを含むこ

とが多く、ＯｓＧＧＴはストレス時にデンプン合成を高める働きがあると思われる。

本研究においてイネで5種の冠水誘導性遺伝子を発見し、3種の遺伝子について詳しく解析し

た。これらの遺伝子発現の発見は冠水耐性研究に新たな考え方を与える。冠水中に生長できる高

栄養と多収量のイネ品種を得るため、これらの遺伝子を組換えたイネの作出と性質検討が期待さ

れる。

論文審査の結果　の　要　旨

国内外のイネの冠水被害は深刻であり、イネの冠水耐性機構を分子レベルで解明し、冠水耐性

に関わる遺伝子を単離し、将来的には高栄養、高収量、美味の優良イネ品種に冠水耐性　を付与
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することを目指して本研究が成された。

冠水誘導性遺伝子を単離するため、未冠水と7日冠水したイネ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ＦＲ13Ａ，冠水耐

性品種）のｃＤＮＡサブトラクション・ライブラリーを作製した。Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

（ＳＳＨ）と5一、3．でａＰｉｄａｍｐｌｉ丘ｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ（ＲＡＣＥ）を利用して、5つの新たな冠水誘導性遺伝

子、ＯｓＭＧＤ、ＯｓＣＴＰ、ＯｓＧＧＴ、ＯｓＣⅣ及びＯｓＧＳＨをクローニングした。ＯｓＭＧＤ（ＡＢｌ12060）、

ＯｓＣＴＰ（ＡＢｌ12061）とＯｓＧＧＴ（ＡＢ164463）をＧｅｎＢａｎｋに登録した。この3つの遺伝子の発現

量はイネＲ13Ａの冠水中に増えた。そして、さまざまな環境ストレスと植物ホルモン処理による

遺伝子の発現が調べられた。

1．イネＭｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｃｒｏＩｓｙｎｔｈａｓｅｇｅｎｅ（ＯｓＭＧＤ）のクローニング及び冠水と他のスト

レスによる発現

ＯｓＭＧＤ遺伝子は全長、1，671ｂｐで1，077ｂｐ（181－1257）のオープン・リーディング・フレームか

ら成り、358個のアミノ酸残基をエンコードする。推定したアミノ酸配列はＡｒα鋸ｄ甲∫ね班αＪα乃αの

ｍｏｎｏｇａｌａｃｔｏｓｙｌｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏＩ ｓｙｎｔｈａｓｅ（ＵＤＰｇａｌａｃｔｏｓｅ：1，2－ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏ13－6－Ｄ瑠ａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｔｒａｓｅ；

ＥＣ2．4．1．46，ＭＧＤＧｓｙｎｔｈａｓｅ）と高い相同性がある。ＯｓＭＧＤ遺伝子は、冠水耐性イネ品種ＦＲ13Ａと

感受性品種ｍ42の両方で冠水中に増加した。耐性品種Ｒ13Ａの方がＲ42より高い発現が見られ

た。ＦＲ13ＡのＯｓＭＧＤｍＲＮＡ発現はｂｅｎｚｙｌａｄｅｎｉｎｅ及び光によって影響された。ＦＲ13Ａ及びＩＲ42

両方のＯｓＭＧＤのｍＲＮＡの蓄積はエチレン、ジベレリン、乾燥及び塩の処理によって高められ

たが、低温処理では遺伝子の発現は見られなかった。冠水等のストレス時に葉緑体膜の損傷が起

こり、これを回復させる時にＯｓＭＧＤが関与している可能性がある。

2．イネＣａｔｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ（ＯｓＣＴＰ）様遺伝子の単離と各種ストレスによる発現

ＯｓＣＴＰ遺伝子は全長、741ｂｐのｃＤＮＡで、1137ｂｐ（12－1148）のオープン・リーディング・フレ

ームから成り、137個のアミノ酸残基をエンコードする。推定されたアミノ酸の理論的な等電点

（ｐＩ）は5．35であり、分子量（ＭＷ）は15．2ＫＤａである。ＯｓＣＴＰ遺伝子にはイネゲノムの

ＡＡＡＡＯｌＯ13244クローンの3582～2296区間に対応して6エキソンと5イントロンがある。ＯｓＣＴＰ

遺伝子の発現は冠水だけでなく、アブシジン酸と塩及び乾燥ストレスにも誘導された。ＯｓＣＴＰ遺

伝子は新型の陽イオン・トランスポータ類似の蛋白質をエンコードして、そして各種の環境スト

レス耐性に寄与する可能性がある。ストレス時の細胞内のカチオン濃度の乱れを補うために本遺

伝子の発現が誘導された可能性がある。

3．イネの冠水誘導性ＯｓＧＧＴ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａｇｌｙｃｏｇｅｎｉｎ　ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｂｒａｓｅ）遺伝子

ＯｓＭＧＤ遺伝子の全長ｃＤＮＡ塩基の配列は、1273ｂｐで、1，077ｂｐ（181－1257）のオープン・リー

ディング・フレームから成り、379個のアミノ酸残基がエンコードされる。推定されたアミノ酸

配列はｇｌｙｃｏｇｅｎｉｎ ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｔｒａｓｅと部分的な相同性を持っている。ＯｓＧＧＴ遺伝子はＩｎｄｉｃａ品

種のイネゲノムのＡＡＡＡＯｌＯＯ2475．1クローンの17970－20077区間にあり、Ｊａｐｏｎｉｃａ品種の染色体

10のＡＣＯ37426．12クローンの53293づ1186区間にある。経時的変化の研究によってＯｓＧＧＴ遺伝

子発現はＦＲ13Ａにおいての冠水の後期に増加した。ＦＲ13ＡにおいてＯｓＧＧＴ遺伝子発現はｓａｌｉｃｙｌｉｃ

ａｃｉｄ及びｂｅｎｚｙｌａｄｅｍｉｎｅ処理で増加した。その他にＯｓＧＧＴｍＲＮＡの蓄積もエチレン、ジベレリン、
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アブシジン酸、乾燥及び塩によって高められたが、メチルジャスミン酸と低温では遺伝子の発現

は見られなかった。一般に冠水耐性イネは多量のデンプンを含むことが多く、ＯｓＧＧＴはストレス

時にデンプン合成を高める働きがあると思われる。

本研究においてイネで5種の冠水誘導性遺伝子を発見し、3種の遺伝子について詳しく解析し

た。これらの遺伝子発現の発見は冠水耐性研究に新たな考え方を与える。冠水中に生長できる高

栄養と多収量のイネ品種を得るため、これらの遺伝子を組換えたイネの作出と性質検討が期待さ

れる。
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