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PRタ ンパク質が発見されてから,す でに20年 経 っ

た.タ バコモザイクウイルス(TMV)に 感染した タバ

コ葉に生 じた病斑の周辺に特異的に誘導されるこれらの

タンパク質は,植 物の生体防御においてどのような役割

を担っているのだろうか.最 近,PRタ ンパク質に興味

を持つ研究者が急速に増えてきたとはいえ,ま だその誘

導機構や機能についても不明な点が多い.

筆者らはこれらのPRタ ンパク質のうち,特 に分子量

の小さい酸性PR-1タ ンパク質に焦点を しぼ りその遺

伝子発現制御に興味を持って仕事を進めてきた.本 稿で

は,筆 者らの実験結果を含めてPRタ ンパク質全般に

ついて概説したい.

ウ イル ス感染 と植物の抵抗性反応

植物のウイルスに対する抵抗性反応は,(1)ウ イルスが

宿主植物にまった く侵入できない場合,(2)侵 入 したウイ

ルスの増殖が局在化 し,ウ イルスがその侵入部位近傍に

閉 じ込められる場合,(3)ウ イルスは全身に拡がるが病状

が軽い場合,の3種 に大別できる.(2)の 型 の抵抗性は,

病 原菌の攻撃に対 して植物が能動的に抵抗し,あ らゆる

手段を用いてしたたかに生き残 り,子 孫を保とうとする

ものであ り,宿 主が侵入者に挑む熾烈な戦いそのもので

あろう.そ の一例がサムスンNNタ バコとタバコモザ

イクウイルス(TMV)の 組 み合わせに観察される.こ の

場合,ウ イルス感染細胞は過敏感反応により積極的に自

滅死し,そ の結果感染部位に局部病斑が形成されウイル

スは病斑内またはその近傍に閉 じ込められるため,植 物

体の全身には拡がらない.ま た,局 部病斑形成後 しばら

くすると病斑の隣接健全部や同じ植物体の未感染上葉が

ウイルスの再接種に対 して抵抗性を獲得 す るよ うにな

る.こ のような抵抗性の獲得に伴 って,健 全葉組織では

見当らなかった新たなタンパク質群が多量に合成されて

くることが電気泳動的に見いだされ,感 染特異的(patho-

genesis-related略 してPR)タ ンパク質と総称され る

よう群こなった(1).

PRタ ンパ ク質 の誘導

前述のように,PRタ ンパク質はTMV感 染 によって

タバコ葉に 生じた 壊死病斑周辺に誘導される.病 斑部

(図1)を 含 む葉組織をpH 2.8の 緩衝液中で磨砕し,そ

の可溶性画分を非変性条件下で電気泳動させると,図2

に示すように健全葉には検出されなかった新たなタンパ

ク質のバンドが見いだされる.易 動度の大きいバンドか

ら順番にPR-1a, 1b, 1c, 2, N, O, P, Q, R, Sと

名付けられているが,こ れらのタンパク質は局部病斑が

肉眼的に観察されるTMV接 種2日 後に認められはじ

め,そ の後の病斑の拡大に伴い蓄積し続ける.や がて未

感染上葉にも全身的な誘導抵抗性が認められるようにな

り,同 時にPRタ ンパク質も検出されるようになる.

筆者 らは,動 物で用いられるインターフェロン誘起剤

処理が植物におけるウイルス抵抗性を誘導する可能性を

調べているうち,サ リチル酸 とその誘導体が健全タバコ

葉に多量のPR-1タ ンパ ク質を 効率的に 誘導すること

を見いだした(2).サ リチル酸による誘導はサムスンNN

図1 ■ TMV感 染

に よ リサム スン

NNタ バコ葉に生

じた局部病斑

TMV接 種後,22℃

に6日 間おいたもの.
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図2 ■サ ム ス ンNNタ バ コ葉 に誘 導 され たPRタ ンパ ク 質

左 よりTMV接 種0, 2, 4, 7日 後,お よびサ リチル酸処理1, 2, 3, 4日 後 のタバ
コ葉 から抽 出された可溶性 タンパ ク質 の非変性電気泳動図.右 の レー ンULは 下葉に

TMV接 種 して2週 間後 の未感染上葉,○ は健全葉.

図3 ■ タバ コ懸 濁 培 養 細胞BY-2に お け るPR-1タ ン パ ク質 の誘 導 と細 胞

外 へ の 分 泌(4)

植え継 ぎ5日 後のBY-2細 胞に最終濃度 が25μMに な るよ うにサ リチル酸を添加 した.

(A)細 胞増殖 曲線,□:対 照,■:サ リチル酸処理,(B)フ ラス コ当た りのPR-1タ
ンパ ク質含量,○:対 照,●:サ リチル酸処理,(C), (D)細 胞 内の(○)ま た は細胞

外へ分泌 される(●) PR-1タ ンパ ク質,(C)対 照実験,(D)サ リチル酸処理.▲:
対照 として測定 したペルオキシダーゼ活 性.

タバ コの場 合,3種 のPR-1タ ンパ

ク質 とGRP(後 述)で 顕 著 で あ る

が,他 種PRタ ンパ ク質 で は あ ま り

顕 著 で は な い.誘 導 され るPR-1タ

ンパ ク質 量 はサ リチ ル酸 濃 度 に 依 存

し,処 理1～2日 後 に 検 出 され,時

間 と とも に増 加 してい く(図2).

PR-1タ ンパ ク質 は 一 般 的 な ス ト

レス に よっ て も誘 導 され る こ とが 抗

体 を用 いた 微 量 定 量 法 に よ っ て明 ら

か に な った.切 断 傷 害,水 ス トレス

な どに よる誘 導 量 は生 重1g当 た り

0.5～5μgと,サ リチ ル 酸 処 理 や

TMV感 染 に よ る誘 導 量 に 比 べ1/10

～1/100で あ るが,サ リチ ル酸 処 理

と同様 の時 間 経 過 を とっ て合 成 され

て くる.面 白 い こ とに,こ の ス トレ

ス に よ るPR-1タ ンパ ク質 の誘 導 は

温 度 依存 性 で あ り,20℃ では 起 こ

るが30℃ で は阻 害 され る点 が,高

温 で も進 行 す るサ リチル 酸 誘 導 とは

異 な る(3).

脱 分化 細胞 系 で あ る カル スや 懸 濁

培 養 細胞 に お い て もPR-1タ ンパ ク

質 は 誘 導 可能 な の だ ろ う か.筆 者

らは,対 数 増 殖 期 の ほ ぼ 終 止期 に

サ リチ ル酸 また は オ ー キ シ ンを培 地

に 添 加す る と,タ バ コ懸 濁 培 養 細 胞

が 多 量 のPR-1タ ンパ ク質 を合 成 し

始 め る こ とを 見 い だ した(図3).根

頭 ガ ン腫 病 菌(Agrobacterium tume-

faciens)感 染 に よ りタバ コ茎 部 に形

成 され る ク ラ ウ ン ゴー ル 中 に もや は

りPR-1タ ンパ ク質 がか な りの量 検

出 され る(5).ク ラ ウ ン ゴール 形 成 の

原 因 は こ の細 菌 の 持 つTiプ ラス ミ

ド中 に 含 まれ るオ ーキ シ ンや サ イ ト

カ イ ニ ン の合成 酵 素遺 伝 子 が植 物 の

染 色 体 中 に 組 み 込 まれ て 発現 す るた

め と考 え られ て い る の で,PR-1タ

ンパ ク質 の誘 導 は 内在 性 また は 外在

性 植 物 ホル モ ンに よ っ て制 御 され て

い る可 能 性 も考 え られ る.

病 原菌 感 染 に よ るPRタ ンパ ク質
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表1 ■種々の植物に誘導されるPRタ ンパク質(6)

の誘 導は,感 染部が過敏感反応を起 こして壊死斑ができ

るような場合には必ず起 こり,ウ イルスのみならず ウイ

ロイ ド,細 菌,糸 状菌感染によってもひき起 こされる.

また,誘 導剤としてはサ リチル酸などの安息香酸誘導体

のみならず,種 々の金属塩処理も効果がある.表1は 今

までに報告されたPRタ ンパク質誘導例を集約 した も

のである(6).8科13属 にわたる広範な植物に,種 々の

処理によって誘導されているのがわかる.こ の他にも最

近,単 子葉植物であるトウモロコシや大麦,イ ネにおい

てその存在が認められてお り,同 種のタンパク質は植物

界に広く存在 し,病 斑形成を含むある種のス トレスによ

って誘導されるものと思われる.

PRタ ンパク質の特性 と局在性

タバコPRタ ンパ ク質はつい 最近まで酸性タンパク

質と定義されていた.そ れは非変性条件下,pH 8.9で

の電気泳動によってTMV感 染 により新たに誘導され

てくる健全葉には検出できないタンパク質が対象 とされ

ていたからである.し か しこれらのcDNAク ローニン

グが行なわれ,ゲ ノミッククローンの単離 とその構造解

析が進むに従って,酸 性PRタ ンパク質 と構造の類似

した塩基性PRタ ンパク質の存在が遺伝子 レベル で証

明されるようになった.ま た,タ ンパク質 レベルでも単離

表2 ■サムスンNNタ バコのPRタ ンパク質の特性(6)

＊ 文献9)に よる

精製を通 してその実体が明らかになってきた.こ れら塩

基性タンパ ク質に関しては後述することとして,ま ず最

初に表2に サムスンNNタ バ コ葉に誘導される酸性PR

タンパク質の特性をまとめて示す.PR-2, N, Oが β-

1, 3-グ ル カナーゼ活性を,ま たPR-P, Qが キチナーゼ

活性を持つことが明らかになったのはここ1, 2年 の こ

とである.こ れらの酸性PRタ ンパク質はサ リチル酸に

よって誘導される場合も,TMV感 染 によって生成する

場合にも,細 胞内で合成 されたのち,細 胞外へ分泌され

る.

図4に はPR-1aの 抗体を用いた プロテインA-金 コ
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図4 ■タバ コ葉 組 織 に お け る誘 導 され たPR-1タ ンパ ク質 の 局 在 性(7)

左:サ リチル酸処理後5日 の タバ コ葉片,右:水 処理対 照葉.超 薄切片をPR-1a抗 体で処理 後,プ ロテインA-金 コロイ ドと反応

させた.PR-1タ ンパ ク質の存在部位 に16nmの 金粒子が見え る.Ch:ク ロロプラス ト,CW:細 胞壁,IS:細 胞間隙,Va:液 胞.

ロイ ド法 に よ っ て,サ リチル酸 処理5日 目の タバ コ葉 の

細 胞 間隙 にPR-1タ ンパ ク質 が 多量 に 堆 積 して い る様

子 が 示 され て い る(7).細 胞 外 へ のPR-1タ ンパ ク質 の分

泌 に つ い て は,図3に 示 した よ うに,懸 濁 培 養細 胞 で誘

導 され た大 部 分 が 培 地 中 に放 出 され る こ とか ら も明 らか

で あ る(4).ま た,PR-1タ ンパ ク質 のcDNAク ロー ンの

構 造 解析 に よ り推 定 され た30個 の ア ミノ酸 か らな る シ

グナ ル ペ プチ ドが,試 験 管 内翻 訳 実 験 で プ ロセ ッシ ン グ

を 受 け る こ とか らも確 認 され て い る(8).

PR-2, N, Oが β-1, 3-グ ル カナ ーゼ 活 性 を持 つ こ と

は 先 に述 べ たが,こ れ ら と 免 疫 学 的 関 連 を 持 つ 塩 基性

β-1, 3-グ ル カ ナ ー ゼが33kdの 分 子 量 の タ ンパ ク質 と

して 発 見 さ れ た.面 白 い こ とに,PR-Oと この塩 基 性 タ

ンパ ク質 の酵素 活 性 は,PR-NやPR-2に 比 べ て そ れ ぞ

れ50倍,250倍 高 い.ま たPR-PとPR-Qは キ チ ナ

ーゼ 活性 を 持つ が ,タ バ コ塩 基 性 キ チ ナ ーゼ と免 疫 学 的

に相 関 が あ り,両 タ イ プ は タ ンパ ク質 の一 次 構 造 上65%

の相 同 性 を 持 って い る.試 験 管 内 の実 験 では 塩 基 性 キ チ

ナ ーゼ は 酸 性 キ チ ナ ー ゼ の6倍 も の酵 素 活 性 を持 っ てい

る とい う.そ して タ バ コ中 で は全 体 の キチ ナ ーゼ 活 性 の

32%が 酸 性 キ チ ナ ー ゼ 由来 で68%が 塩 基 性 キ チ ナ ーゼ

由来 の も ので あ る(9).塩 基 性 β-1, 3-グ ル カナ ーゼ と キ

チ ナ ー ゼ の局 在 性 に 関 して は,イ ン ゲ ンマ メ を用 いた 実

験 で両 者 とも液 胞 に蓄 積 す る と報 告 され て い る.

PR-1a, 1b, 1cは 分 子量15kdの 免 疫 学 的 に も非 常

に よ く似 た138個 の ア ミノ酸 か らな る 酸 性 タ ンパ ク質

で,タ ンパ ク質 の一 次構 造上,互 い に90%以 上 の相 同

性 を持 つ.最 近 これ ら と67%の 相 同性 を持 っ173個 の

ア ミ ノ酸 を持 つ 塩 基 性 タ ンパ ク質 群 の存在 がcDNAク

ロー ンの 解 析 の 結 果 か ら 明 らか に な った(9).し か し,

PR-1タ ンパ ク質 グル ー プは免 疫 学 的 に はPR-Sと 近 い

こ とが わ か っ て い る も の の,そ の 機 能 に つ い て は 不 明 で

あ る.こ れ ら の酸 性PR-1タ ンパ ク質 はRNA,糖,脂

質 は含 まず,調 べ られ た25種 の酵 素 活 性 を 有 して い な

か った.塩 基 性PR-1タ ンパ ク質 に つ い て は サ ム ス ン

NNタ バ コのサ ザ ン分 析 の結 果,ハ プ ロイ ドゲ ノム 当た

り8遺 伝 子 が 存 在 す る ら しい こ とが 明 らか に な って い る

が(9),そ の うち のい くつ が 活 性 な遺 伝 子 な の か,ま た組

織,細 胞 内 の局 在 性 の詳 細 な どに つ い て は まだ報 告 は な

い よ うで あ る.し か し最 近,PR-1タ ンパ ク質 の抗 体 を

用 い る と液 胞 中 の顆 粒 状 構 造 体 中 に抗 原 が 検 出 され る と

い う情 報 もあ り,そ れ が 塩基 性PR-1タ ンパ ク質 で あ る

可 能性 もあ る.

PR-RやPR-Sに は塩 基 性 の相 同 タ ンパ ク質 は 見 つ

か って い な い.PR-Rの 機能 はPR-1同 様 に 未 だ 不 明 だ

が,PR-Sは モル 比 に して庶 糖 の100万 倍 甘 い とい わ れ

る甘 味 タ ンパ ク質 タ ウマ チ ン とア ミノ酸 配 列 で65%の

相 同 性 を 持 って い る(11).も っ と もPR-S自 身 に は 甘 味

性 はな い.最 近PR-Sは,昆 虫 の α-ア ミラ ーゼ 活 性 阻

害 作 用 と仔 ウ シ の ト リプシ ン阻 害 活 性 を持 つ トウ モ ロ コ

シ の機 能 性 タ ンパ ク質 と も 相 同性 が 高 い こ とが 判 明 し

た(12).一 般 に,プ ロテ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ーは 液 胞 に局

在 化 す るが,タ ウマ チ ン もま た液 胞 に堆 積 す る こ とが 知

られ て い る.細 胞 外 に分 泌 され るPR-Sと 相 同性 を 持
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つ 上 記 の機 能 性 タ ンパ ク質 が液 胞 に 局在 す る とい う事 実

は 何 を 意 味 す る の だ ろ うか.PR-Sは また,塩 ス トレス

耐 性 タバ コ細胞 に蓄 積 す る オ ス モチ ン と もア ミノ酸 配列

上 の相 同 性 を持 つ ら しい.前 述 の よ うに,免 疫 学 的 に は

PR-Sは 酸 性PR-1と 相 関 が あ るか ら,こ れ ら一 連 の タ

ンパ ク質(PR-1, PR-S ,オ ス モ チ ン,α-ア ミラー ゼ/ト

リプ シ ンイ ン ヒ ビタ ー,タ ウ マ チ ン)は そ の 一次 構 造上

互 い に よ く似 た グル ー プ に ま とめ られ る こ とに な る.タ

ウマ チ ンを除 ぎ これ ら はす べ て ス トレス誘 導性 で あ り,

PR-1, PR-Sに つ い て も,同 じ グル ー プ 内 の機 能 性 タ ン

パ ク質 と類 似 の機 能 を 持 つ 可 能 性 も示 唆 され る .

PRタ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 発 現 制 御

1. タバ コ酸 性PR-1タ ンパ ク 質遺 伝 子

PRタ ンパ ク質 の誘 導 が病 害 抵 抗 性 に関 与 す る可 能 性

が あ り,興 味 あ る 対 象 で あ る た め,タ バ コPR-1タ ン

パ ク質 のcDNAク ロー ニ ン グが 複 数 の グル ー プに よ っ

て 相 次 い で行 なわ れ た.そ の構 造 解 析 の結 果,PR-1a, 

1b, 1cは す べ て30個 の ア ミノ酸 か らな る分 泌 シ グナ

ル を持 ち,成 熟 タ ンパ ク質 と して は ア ミ ノ酸 配 列 でそ れ

ぞ れ90%の 相 同性 を持 つ138個 の ア ミノ酸 か らな る互

い に よ く似 た タ ンパ ク質 で あ る こ とが 明 らか にな った(6).

これ らの タ ンパ ク質 は,分 子 量 はほ ぼ 同 じで あ るが ,ア

ミノ酸 組成 が や や 異 な る た め,非 変 性 下 の電 気 泳 動 では

図2に 示 す よ うに判 別 可 能 で あ る.こ れ らは 二 次 構 造 上

も よ く似 て お り,ト マ トの塩 基 性PRタ ンパ ク質P14

図5 ■サ リチ ル酸 処理 に よ るPR-1タ ン パ ク質 遺 伝 子 の

転 写 誘 導(8)

サ リチル酸処理後,経 時的 にサ ムス ンNNタ バ コ葉か ら抽出 し

たポ リA RNA画 分 を電気泳動 させた後,32Pラ ベルしたPR-

1a cDNAと ハイブ リダイズ させ,オ ー トラジオ グ ラ フィを と

った.

と もア ミノ酸 配 列上60%の 相 同 性 を持 つ.ま た,二 次

構 造上,C末 端 に β-シ ー トを 含 む 疎 水 性 の2つ の 部 位

に は さ まれ た α-ヘ リ ック スを 持 つ 親 水 性 部 位 の あ る 点

で も共 通 性 が あ る(13).機 能 上,こ れ らの共 通 の構 造部 位

が重 要 で あ る こ とを 示 唆 して い るの か も しれ な い.

PR-1タ ンパ ク質 の誘 導 が遺 伝 子 の 転写 レベル で制 御

され て い る こ とが,PR-1aのcDNAを 用 い た ノー ザ ン

の分 析 結 果 明 らか に され た.図5に 示 す よ うに,PR-1

タ ン パ ク 質 誘 導(図2参 照)に や や 先 立 っ て,そ の

mRNAの 合 成 が 始 ま る こ とが わ か る(8).

タバ コ核 ゲ ノ ム中 で のPR-1,遺 伝 子 の存 在 様 式 を知

るた め に,サ ム ス ンNNタ バ コ の核DNAをEco RI

で切 断 し,PR-1a cDNAを プ ロー ブ に してサ ザ ン分 析

を 行 な った と ころ,図6に 示 す よ うに 少 な く とも7本 の

バ ン ドが 検 出 さ れ た(13).そ れ ぞれ のバ ン ドを ク ロー ニ ン

グ しそ の 塩 基 配列 を調 べ る こ とに よ り,か な りの不 活 性

なPR-1遺 伝 子 が 存 在 す る こ と,ま た タバ コハ プ ロイ ド

ゲ ノ ム当 た り,活 性 なPR-1a, 1b, 1c遺 伝 子 は そ れ

ぞ れ1コ ピー存 在 す る こ とが 推 定 で き た(14-16)(図6参

照).活 性 な3個 のPR-1遺 伝 子 の構 造 を解 析 した 結 果,

い ず れ も タ ンパ ク質 コー ド領域 の-29bpに 転 写 開 始

点 を 持 つ こ と,ま た そ こか ら さ らに約-30bp上 流 に

TATAボ ッ クスが あ り,そ の前 後 に3種 の 反 復 配 列 と

1種 の逆 反復 配 列 が存 在 す る こ とが わ か った.ま た 面 白

い こ とに,ダ イ ズ の熱 シ ョ ッ クタ ンパ ク質HSP70遺 伝

子 の持 つ配 列HSEと64%の 相 同 性 を 持 つ 因 子 が,

TATAボ ックス の5'上 流 に見 いだ され た.さ らに 上 流

に つ い て もみ る と,転 写 開 始 点 の約150bp上 流 ま では

図6 ■サ ム ス ンNNタ バ コに おけ るPR-1遺 伝 子 のサ

ザ ン分 析(13)

ナ ムスンNNタ バ コの核DNAをEco RIで 切断 した 後,

PR-1a cDNAを プ ローブ としてサザン分析 を行 なった.
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図7 ■ PR-1a遺 伝子とPR-1b遺 伝子のハールプロ

ッ ト法による構造比較(16)

17塩基対中12塩基対が相同性を持つ領域に点が打たれる.し た

がって,相 同性の高い領域には直線が引かれることになる.

3遺 伝子 とも高い相同性を維持 しているが,そ の上流に

PR-1cの みに数十塩基の挿入があり,再 び26bpの 相

同性を持つ領域が存在 したあと,さ らに上流ではまた相

同性が乱れていた(16)(図7). 3遺 伝子 ともに,図2に 示

したようにTMV感 染 でもサ リチル酸処理によっても誘

導されるため,こ れ らの遺伝子の発現制御に関 しては3

種 に共通に存在する配列が重要 と考え られ る.す なわ

ち,PR-1aお よびPR-1bに ついては転写開始点より

-180bp上 流 までが3種 のPR-1遺 伝子について共通

な領域なので,遺 伝子構造の比較からいえ ば,PR-1a

お よびPR-1b遺 伝子の5'上 流0.2kb弱 のDNA断 片

中に転写に必要なシス因子が存在することが示唆される.

タバコプロ トプラス トを用いた解析

PR-1遺 伝子の発現制御機構を解析するため,PR-1a

遺伝子の5'上 流域を段階的に削 り込み,こ れに細菌の

β-グル クロニダーゼの構造遺伝子(GUS)を レポーター

遺伝子として融合させて種々の キメラ遺伝子を 作製 し

た.こ れをタバコ葉肉プロトプラス トにエレク トロポ レ

ーション法によって導入し,キ メラ遺伝子の発現の様相

を,GUS活 性 を指標にして解析した(図8).

図9に 示すように,単 離されたタバコ細胞の中でタバ

コPR-1遺 伝子は誘導剤であるサ リチル酸の添加なし

でも,あ る程度発現するが(こ れはプロトプラス ト調製

図8 ■サ リチ ル 酸 や ス ト レス に よ るPR-1a遺 伝 子 の

発 現誘 導(18)

PR-1a遺 伝子 の5'上 流域を段階的に削 り込み,こ れ とGUS

遺 伝子との融合遺伝子を 作製 し,エ レク トロポ レーシ ョン法 に

よって タバ コ葉 肉プロ トプラス トに 導入 した.培 養1日 お よび

2日 後にプ ロ トプラス ト中のGUS活 性を測定 した.ス トレス

誘導+: 2日 後 のGUS活 性が1日 後を上回った もの.

図9 ■サ リチ ル 酸 に よるPR-1a遺 伝 子 発 現 の 誘 導(17)

タバコ葉 肉 プロ トプラス トにエ レク トロポ レーション法に より

PR (2.4kb)-GUSま たは35S-GUS融 合遺伝子を含むプ ラス

ミ ドを,指 示 されたサ リチル酸濃度下で導入 し,20時 間の培養

後 にGUS活 性を測定 した.対 照はGUS構 造遺伝子のみを含

む プラス ミ ドを用いた場合.

時 に か か るス トレス が誘 因 に な っ て い る と考 え られ る),

サ リチ ル酸 を処 理 す る とそ の濃 度 に比 例 してGUS活 性

が 増 加 す る.一 方,恒 常 的 発現 を示 す プ ロモ ー タ ー と し

て カ リフ ラ ワ ーモ ザ イ ク ウイル ス(CaMV) 35Sの0.8

kb DNAを 用 いた 場 合 に は,サ リチ ル 酸 に よ る誘 導 は

ま った くか か らな い.ま た,PR-1プ ロモ ー タ ー を用 い

る と培 養 時 間 に比 例 してGUS活 性 が増 加す る傾 向 が あ

る が(こ れ は プ ロ トプ ラ ス ト調 製 時 や 培 養 中 の ス トレス
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図10 ■ゲ ル シ フ ト分析 に よ るPR-1a遺 伝 子 発 現 制 御

因 子 の 解 析(18)

PR-1a遺 伝子のDNA断 片(-134～+29)を プ ローブ とし,

本 遺伝子が発現 していない サムスンNNタ バ コの核抽出 タンパ

ク質(2.5μg)と 混合 して ゲルシフ ト分析 を 行 なった.1お よ

び7:プ ローブのみ,2, 3, 4, 5: poly dI・dCを それぞれ0, 

0.5μg, 1μg, 2.5μg, 5μg添 加 した.矢 印は フ リーの プロ

ー ブの位置を示す.

が 刺 激 とな ってPR-1遺 伝子 発 現 が 誘 導 され て い るた

め と考 え てい る),35Sプ ロモ ー タ ー で は培 養 約1日 後

に 発現 が最 大 に な った あ と徐 々に 活 性 は 低 下 して い く.

この遺 伝子 発 現 解 析 系 を 用 いて,段 階 的 に5'上 流 域

を 欠 失 さ せたPR-1aプ ロモ ー タ ー とのGUS融 合遺 伝

子 の 活 性 を調 べ模 式 化 して図8に 示 した.5'上 流 を 削 り

込 む とGUS活 性 は 徐 々に 低 下 し,TATAボ ックス を 消

失 させ た と ころ で0と な る.こ れ に対 し,ス トレスま た

は サ リチ ル酸 に よ る誘 導 は-179bpま で削 り込 ん だ と

ころ ま で認 め られ るが,-134bpま で 消 失 させ る と も

は や な くな る.こ の179bp領 域 は上 述 の よ うに 活 性 な

3種 のPR-1遺 伝 子 に 共 通 に 保 存 さ れ て い る5'領 域 と

よ く一 致 して い る.こ の こ とは,ス トレス,サ リチ ル

酸 に応 答 す る シス 因 子 が この 領域,す な わ ち-179～

-134bpに 存 在 す る こ とを 示 唆 す る.

最 近,筆 者 らは 同 じ 系 を 用 い て-134bpよ りも下

流 に少 しず つ 削 り込 み を 進 め る と,一 度 最 低 に な った

GUS活 性 が 再 び 上 昇 す る領域 が あ る こ とを見 いだ した.

この こ とは,こ の領 域 の少 し上 流 にPR-1遺 伝 子 の転 写

を 負 に 制 御 す る シ ス因 子 が 存 在 す る こ とを 意味 す る(17).

また,ゲ ル シ フ ト解 析 に よ り,や は り転 写 抑 制 に関 与 す

る複 数 の領 域 の存 在 が 示 唆 され た.す な わ ち,PR-1遺

伝 子 の発 現 調 節 に重 要 な 役 割 を果 た して い る と思 われ る

5'上 流 域 のDNA断 片 を プ ロー ブ と し,こ の遺 伝 子 が 発

現 して い な い条 件 下 の核 か ら抽 出 した タ ンパ ク質 と混 合

して電気泳動を行な うと移動度の遅いバンドが確認され

た(図10).こ のシフトは,PR-1遺 伝子が発現 してい

る条件下では認められなくなる.種 々のプローブを用い

た実験から,こ の負の制御に関係す ると推測される因子

はTATAボ ックスの5'上 流域と,3種 のPR-1遺 伝

子の共通保存領域の5'上 流側の計2個 所に結合する可

能性が示唆されている(18).

トラ ンスジェニ ックタバコを用いた解析

次に,ト ランスジェニックタバコを用いてPR-1a遺

伝子の発現制御の解析を試みた結果を示す.植 物への外

来遺伝子の 導入には アグロバ クテリウム感染法を 用 い

た.ま ず,段 階的にPR-1a遺 伝子の5'上 流側から削

り込んできたDNA断 片 をGUS遺 伝子 と融合させ,得

られた融合遺伝子をカナマイシン耐性遺伝子を保持 した

バイナ リーベクターに組み込んだ.こ れをアグロバクテ

リウム感染を介してタバコ葉片に導入し,カ ナマイシン

耐性によって選抜を行ないつつ植物体を再生させた.こ

の選抜を厳密に行なった実験区では,カ ナマイシン耐性

植物の7割 以上に導入キメラ遺伝子の存在が確認でき,

そのすべての植物において導入遺伝子の発現が認められ

た.PR-1a遺 伝子の5'上 流領域2.4kbを 含むGUS

融合遺伝子を導入 したタバコでは,無 処理の状態でもあ

る程度のGUS活 性 が認められたが,切 断ス トレスを与

えて2日 後にはその数倍に,ま た切断とともに誘導剤で

あるサ リチル酸を処理するとさらにその数倍にGUS活

性が誘導された.対 照としてCaMVの35Sプ ロモー

ターを用いた場合には,切 断ス トレスなどによるGUS

活性 の誘導は認められなかった(図11).

実験に用いられたタバ コは,も ともとPR-1遺 伝子を

有 しているわけだが,こ の内在性のPR-1遺 伝子 と,外

からGUS融 合遺伝子として新たに導入されたPR-1プ

ロモーターは同様な発現様式を示すのであろうか.こ れ

を明らかにするために,サ リチル酸処理によって誘導さ

れるPR-1タ ンパク質量を免疫学的に定量してみた.

図11に 点線の棒 グラフで示す ように,ト ランスジェニ

ックタバコであるなしにかかわ らず,こ の薬剤処理によ

ってPR-1タ ンパ ク質量は増加する.ま たよく観察する

と,PR/GUS植 物 のうち,サ リチル酸処理によって高

いGUS活 性が誘導される個体ほど,PR-1タ ンパク質

も多量に合成されてくるようである.こ の他のいくつか

の実験結果からも,こ の実験系では,導 入されたPR-1

遺伝子は,内 在的な本遺伝子同様の発現制御を受けるこ

とが 明らかであるから,こ の系はPR-1遺 伝子発現調

322 化学 と生物 Vol.28, No.5



節の詳細な検討に充分用い得るもの

と筆者 らは考えている(19).PR-1a

遺伝子の5'上 流域削り込み実験で

は,転 写開始点上流の180bp以 上

のDNA断 片が導入された トランス

ジェニックタバ コではサ リチル酸処

理によるGUS活 性 の誘導が観察さ

れてお り,エ レクトロポレーション

法によって得 られた結果 とよく一致

する(17).

トランスジェニック植物は,導 入

遺伝子発現に関する多くの情報を提

供 してくれる点で貴重な実験材料で

ある.筆 者 らは,PR-1タ ンパク質

がTMV感 染による過敏感反応の結

果 として生 じた壊死斑の周辺に誘導

されることから,上 述の トランスジ

ェニックタバコに 壊死斑 を形成 さ

せ,そ の周辺でのGUS活 性の誘導

に関する実験を行なった.通 常,サ

ムスンNNタ バコ葉では22℃ では

TMV接 種2日 後にウイルス感染部

位に小さな壊死斑が肉眼的に観察さ

れるようになり,そ の後徐々に壊死

斑の直径が拡大 していき,や がて完

全にTMVが 壊死斑部に閉 じ込めら

れて病斑の拡大が停止する.壊 死斑

形成後数日経過すると,壊 死斑周辺

の健全部位が,ま た10日 以上経過

すると同じ植物の未接種上葉の健全

部位がウイルス抵抗性を獲得すると

ともに,PR-1タ ンパク質が多量に

検出されるようになる.

トランスジェニックタバコを用い

て組織化学的にGUSの 活性染色を

行なったところ,予 想したように,

壊死斑の周辺や隣接健全部,ま た未接種上葉にGUS活

性 の誘導が認められた.図12に その一例を示 したが,

壊死斑の周辺に特に強いGUS活 性が検出される.ま た

面白いことに,上 述の抵抗性を獲得した健全部では,す

でにある程度のGUS活 性が誘導されてはいるが,そ こ

に切断傷害などのス トレスを与えると,非 常に早く,し

か も強く応答 して新たなGUS活 性誘導がひき起 こされ

る(19).この現象はバ レイショ疫病菌感染などで観察され

図11 ■ トラ ン ス ジ ェニ ッ ク タバ コ にお け るPR-1aプ ロ モ ー タ ー の ス トレ

ス や サ リチ ル 酸 に よる 発 現 の 誘 導(19)

SR1タ バ コの葉 ディスクを打 ち抜いてす ぐに(healthy),ま たは2日 間水(cutting),

またはサ リチル酸溶液(cutting+SA)溶 液上 においた後,GUS活 性を測定 した.対

照:対 照 タバ コ,E-2～E-14: PR-GUS融 合遺 伝子を導 入 した トランスジェニ ックタ

バ コ.こ の5本 の植物はハプ ロイ ドゲ ノム当た り1コ ピーの融 合遺 伝子導 入が確認され

てい る.11: CaMV 35S-GUS融 合遺伝子を導入 した トランスジェニ ックタバ コ.20

本以上か ら選ばれた平均的なGUS活 性を示す個 体.点 線は,サ リチル酸 処理 によっ

て タバ コ葉 に誘導 されたPR-1タ ンパ ク質 を免疫学的 に定量 した もの.

図12 ■ TMV感 染 に よ って 生 じた 壊 死 斑 の 周 辺 に 発 現 したPR-1a-GUS

融 合 遺 伝 子(19)

PR-1a遺 伝子のプ ロモーター領域(2.4kb)とGUS遺 伝子 との融合遺伝子を導入 し

た トラ ンス ジェニ ックサ ム ス ンNNタ バ コ葉 にTMVを 接種 した.4日 後 に壊死

斑を含む部分をデ ィス ク状 に打 ち抜 き,GUSの 活 性染色を行 なった.染 色後,青 色 の

GUS反 応生成物を識別 しやす くす るた めエタノールでク ロロフィルを除い てか ら撮影

した.左:対 照,右:PR-GUS入 タバコ,壊 死斑 周辺が特異的 に青色に染 まってい

るが,写 真では黒枠で囲んだ ように見える.

ている誘導抵抗性と非常によく似た現象であ り(20),植物

が各々のス トレスに応答して示す積極的自己防御反応の

一面と考えられる.こ のような病斑形成ス トレスに応答

するシス因子はどのような構造なのだろうか.詳 細はま

だ不明だが,現 在までのところ筆者らはPR-1a遺 伝子

の5'上 流域0.3kb以 内にその情報が含まれるものと考

えている(19).

組織化学的にGUSの 局在性を調べる際には,誘 導剤
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GUS活 性(4-MU μmoles/g新 鮮 重)

図13 ■ PR/GUSト ラ ンス ジ ェニ ッ ク タバ コに お け る葉 序 に よ るGUS活 性

誘 導 能 の 差 違(19)

播種 後約3ヵ 月の成熟 したPR (2.4kb)/GUS植 物の 図に指示 された 葉序か ら葉 デ ィ

ス クを切 りとり直 ちに(白 い横棒),ま たは2mMサ リチル酸を2日 処理 した後(黒 い

横棒),活 性を測定 した.

や基質の組織や細胞への浸透性をできるだけ均一にする

必要がある.そ のためには,組 織切片を作製 してGUS

活 性の局在性を調べることが望 ましい.筆 者 らは傷害ス

トレスあるいはサ リチル酸処理に よるPR-1遺 伝子発

現の様相を,異 なった生育段階において,ま た異なった

器官において調べるために,生 のままの約100μmの 厚

さの組織切片を短時間で作製 し,そ のGUS活 性染色を

行なった.対 照 としてはあまり組織特異性がないといわ

れるCaMV 35Sプ ロモーター(0.8kb)と のGUS融

合遺伝子を導入したタバコを用いた.35S/GUS植 物の

葉身では柵状組織と維管束に強 く,ま た海綿状組織や毛

茸にもかな りのGUS活 性が検出されたが,サ リチル酸

による誘導は起 こらなかった.一 方,PR (2.4kb)/GUS

植物 でも,同 じ傾 向の組織特異性でGUS活 性が検出さ

れたが,サ リチル酸処理によってそれは顕著に増大 し,

特 に柵状および 海綿状組織で著 しかった.若 い葉柄で

は,維 管束部,葉 基部をはじめ髄柔組織にもサリチル酸

による誘導が認められた.実 験を行なっているうちに,

このようなサリチル酸処理によるGUS活 性誘導の程度

は,同 じ葉身を材料に用いた場合でも,植 物の生育段階

により,ま た葉序によりかな り異なることが判明した.

図13に 葉序による差を示したが,若 い葉ほど,GUS誘

導能が高い(19).

以上,PR/GUSト ラ ンスジェニックタバコを 用いて

GUS活 性 を指標にすることにより,導 入されたPR-1a

遺伝子のプロモーターの働きをつぶさに観察できた.タ

バコが もともと持っているPR-1a

遺伝子 の発現の様相はこのcDNA

を プ ローブに したin situハ イ ブリ

ダイゼーション実験や,螢 光抗体な

どを用いた組織化学的な実験によっ

て知ることも可能だが,い ずれも繁

雑な手順が必要であり,定 量性にも

欠ける.

最近,筆 者 らは植物 の内在性 の

GUS活 性を抑え,導 入されたGUS

活性 をより正確に検出する方法を見

いだしており,ト ランスジェニック

植物とGUSレ ポーター遺伝子の利

用は,今 後,さ まざまな遺伝子の発

現制御機構を調べる上できわめて有

効で重要な手段となるものと思われ

る.

2. その他のタバコPRタ ンパク質遺伝子

酸性PR-1タ ンパク質以外に ゲノミッククローンが

単離され,そ の構造解析が行なわれたという報告はまだ

少ない.そ の中で,TMVに 感染 したサムスンNNタ

バ コから単離 したmRNAを 鋳型 としてcDNAを 作製

し,6群 に分類 した報告がある(21).6群 の うちのB群 に

は酸性PR-1遺 伝子が含まれるが,C群 に属するcDNA

を用 いてゲノミッククローンを単離 し活性を持つと思わ

れ る遺伝子についてその構造解析を行なったところ,そ

れは25%も の高率でグリシンを含む細胞壁の構成成分

と推定されるタンパク質(GRPと 略 称する)を コードし

ていることがわかった(22).こ のmRNAはPR-1遺 伝

子同様にサ リチル酸処理でよく誘導される.GRP遺 伝

子の5'上 流域をPR-1と 比較してみると,転 写開始点

の上流約100bp中 に50%強 の相同性がある.両 者 と

もにTMV感 染 とサ リチル酸で誘導がかかるので両者

に共通の転写制御因子が存在する可能性があるが,そ の

詳細は未だわかっていない.ま たその意味は不明だが,

GRP遺 伝子の5'上 流域-500bpか ら約70bpの 領域

が光合成関連酵素であるリブロースジカルボキシラーゼ

の小サブユニット(rbc S)と90%近 い相同性を持つこ

とがわかった.両 遺伝子 ともに64bpの 逆 反復配列を持

ってお り,GRPの 発現も光の制御を受けることから,

この逆反復配列が光制御に関係する可能性が指摘されて

いる.

遺 伝子の構造解析が進んでいる もう一つのPRタ ン
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パク質はPR-Sで ある.こ れは前述のように,甘 味タン

パク質である タウマチンや,ト ウモロコシの α-アミラ

ーゼ/プ ロテアーゼインヒビターと相同性を持ち,ま た

免疫学的には 酸性PR-1タ ンパク質と相関する分子量

23kdの タンパク質である.PR-S遺 伝子の5'上 流域

を,PR-1aお よびGRPの それ と比較すると,転 写開

始点から約100bp上 流 においてある程度の相同性がみ

られる.PR-Sは サ リチル酸では誘導されにくい 点が

PR-1aお よびGRPと 異なるが,DNAの 塩基配列と

の関係はついては今までのところまった くわかっていな

い(22).

PRタ ンパ ク質の機能

TMVに 感染しても感染部位に壊死斑が形成されず,

全身的にウイルスが拡がるようなタバ コ栽培種において

は,PRタ ンパク質は誘導されない.ま た,同 じ栽培種

(たとえばサ ムス ンNN)な らばTMV以 外 のウイル

ス,糸 状菌,細 菌感染によっても,過 敏感反応の結果形

成された壊死斑周辺に同様のPRタ ンパク質群が合成

される.す なわち,こ の誘導は宿主特異的である.

このような過敏感反応に伴 って 誘導されてくるPR

タンパク質群の機能は何であろうか.進 化の過程で植物

が獲得 してきた 自己防御反応の一つ と考えられて いる

が,各 々のPRタ ンパク質はどのような機能を分担して

いるのであろうか.

タバコPRタ ンパク質について述べれば,そ の約半数

がグルカナーゼまたはキチナーゼ活性を持つ加水分解酵

素であ り,病 原菌の細胞壁を直接攻撃することによって

抗菌性を示すものと考えられ,in vitro系 ではその効

果がすでに確かめられている.GRPに つ いては,ヒ

ドロキシプロリンを多 く含む 細胞壁構成糖 タンパク質

(HRGPs)と 同様に,病 原菌感染の防御壁としての細胞

壁を強化する役割を担っている可能性がある.PR-Sは

前述 のようにア ミラーゼ/プ ロテアーゼインヒビター と

その構造が似ているため,昆 虫や草食動物に対する防御

機能を持っているのかもしれない.し かしPR-1グ ル ー

プやPR-Rに ついてはその機能はまった くわかってい

ない.

PRタ ンパク質の機能を考える上でその局在性は重要

な示唆を与えてくれる.前 述のように,タ バコでは酸性

グルカナーゼやキチナーゼは細胞外に分泌されるが,比

活性の高い塩基性相同タンパク質は細胞内の液胞中に検

出される.イ ンゲンマメでは,こ の2つ の酵素は主に液

胞内に見いだされたタンパク質の集積体中に検出され,

細胞外に分泌されるのは 少量の グルカナーゼ のみであ

り,そ れはミドルラメラ中に検出される(22).この ように

植物種によって局在性特性に差があるようだが,タ バコ

のPR-1, β-1, 3-グ ル カナーゼ,キ チナーゼについては

酸性タンパク質は細胞外へ,塩 基性タンパク質は細胞内

にとどまり液胞中に堆積するという図式が画けそうであ

る.PRタ ンパク質と同様な条件下で誘導されてくるタ

バコペルオキシダーゼも,や は り酸性アイソザイムは細

胞外へ,塩 基性のものは液胞に分別されることがわかっ

ており,酸 性,塩 基性タンパク質が自己防御に関する異

なった役割分担を担っている ように 思われる.す なわ

ち,第 一段階の自己防御機構 としては,細 胞外に存在す

るこれら酸性タンパク質が,細 胞間隙に侵入 してきた病

原菌に直接接触 しこれを攻撃 し不活化させる.第 二段階

では過敏感反応により宿主細胞が自滅し,液 胞膜が破れ

て中に存在 していた活性の高い塩基性グルカナーゼ,キ

チナーゼなどが細胞内外の病原菌を攻撃する(23).第 三

段階では,過 敏感反応によって死んだ細胞周辺の隣接健

全部が,エ チレンや芳香族化合物,エ リシターなどのシ

グナルを生産 し周囲の細胞や植物体全身に移行させるた

め,こ れを受けた細胞が活性化され,PRタ ンパ ク質そ

の他の防御物質をあらか じめ生産 し,や がてやってくる

かもしれない侵略者の攻撃に備える.切 断ス トレス,昆

虫などの食害を受けた場合には,こ れらのス トレスが何

らかのシグナルに変換されて植物体の他の部位に伝達さ

れ,PRタ ンパク質合成が活性化されるとともに,GRP

に よる細胞壁構造の強化,PR-Sに よる摂食昆虫に対す

る食害作用が起 こることが考えられる.

しかし現状では,上 述の仮説を実証するデータは少な

い.実 際に植物が病害抵抗性またはス トレス耐性を発揮

する場では,PRタ ンパク質の他に,フ ァイ トアレキシ

ン,細 胞壁増強のための物質または酵素類,お よびプロ

テイナーゼインヒビターなどの多くの物質の合成系が活

性化される.PRタ ンパク質の各々のメンバーも,恐 ら

く自己防御交響曲を指揮者のタクトの下で演奏するオー

ケス トラの一員にしかすぎないのであろう.PRタ ンパ

ク質の機能を調べるために,PR-1a, GRPお よびPR-S

タンパク質が植物中で恒常的に作 られるように,35Sプ

ロモーターにそれぞれの構造遺伝子領域を融合させ,タ

バコに導入して発現させたが,こ れら トランスジェニッ

クタバコはウイルス抵抗性を示さなかった(24).筆者 らも

同様の実験を行ない,か なりのPR-1aタ ンパク質を

常時生産する植物を作出したが,こ れらはTMVに 抵

抗性を示さなかった.こ の実験からは,こ れらのタンパ
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ク質の単独生産のみからではウイルス抵抗性が出現 しな

い とはいえるが,そ れ以上のことには言及できない.す

なわち,実 際には,複 数の因子が相加的,相 乗的に働い

て抵抗性が出現する可能性があるからである.事 実,純

化 したキチナーゼとβ-1, 3-グ ル カナーゼを混合すると,

単独処理ではみられなかったような多 くの病原菌に対す

る増殖阻害が示されるという(25).

＊

PRタ ンパク質遺伝子の発現は何によって制御されて

いるのだろうか.ウ イルス感染によって生じる壊死斑は

エチ レンを生産する.エ チ レンや その前駆体である1-

ア ミノシクロプロパンカルボン酸(ACC)はPR-O, P, 

Q, R, Sの 誘導剤であるが,PR-1やPR-2に 対 しては

あま り効力がない.ま たエチ レン自身が植物体中を移動

してこれ らの遺伝子発現のスイッチをつけるシグナルに

な っているという証拠 もない.で は壊死斑形成時に宿主

植物の細胞壁が分解されて生ずるオリゴ糖がシグナルに

なっているのだろうか.オ リゴ糖はやはりス トレス誘導

性のプロテイナーゼインヒビターの遠距離シグナル伝達

物質ではないか と考えられてお り,大 変魅力的な物質だ

が,最 近はこのタンパク質の誘導剤 としてアブシジン酸

(ABA)が 本命ではないか とする考え方も報告されてい

る(26).サ リチル酸はPR-1, 2お よびNに とってはよい

誘導剤だが,PR-O, P, Q, Rお よびSに とってはもう

一つ効果が少ない.も ともとサリチル酸はタバコには含

まれていないが,花 成ホルモン的効力を持つ ともいわれ

る.実 際には壊死斑周辺で合成される多彩な芳香族化合

物の中でサ リチル酸類似の誘導効果を持つ物質が働いて

いる可能性もあるが,サ リチル酸 自身は植物体全身には

容易に移動できないようである.

現在,多 くのタバコPRタ ンパク質遺伝子の単離とそ

の構造解析が各国で進められている.将 来,こ れらの遺

伝 子のシス領域や トランス因子に関する情報が蓄積すれ

ば,壊 死斑形成ス トレスなどによってひき起こされるシ

グナル伝達や,こ れに応答する一連の遺伝子群の発現制

御機構 も少しずつ明らかになってこよう.PR-1a遺 伝

子が負の制御を受ける 可能性についても述べたが,ス

トレス誘導性の細胞壁局在性タンパク質エクステンシン

(HRGPs)も 同様の制御を受ける ことが 示唆 されてい

る(27).これ らの結果は,ス トレス誘導性 タンパク質遺伝

子群の発現が一次元高いレベルで,共 通にまたは何段階

かに分けて制御されている可能性 も示 してお り,今 後の

研究の発展が待たれ るところである.
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