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は　じ　め　に

　光周性を示す植物は，日長を葉で感受し，その情報を芽に伝達し花芽を形成する。この

葉から芽への情報を伝達する物質として即成ホルモン（フロリゲン）の存在が示唆されて

いるが，その正体は明らかではない。最近，竹葉ら（1990）により植物の水抽出物上に非

常に低濃度でもアオウキクサに花芽形成を誘導することのできるペプチドが存在すること

が報告され，花成ホルモンがペプチドである可能性が示唆された。さらにアオウキクサ，

アサガオおよびダイコンにおいて，このペプチドをコードするcDNAが単離されており

（竹葉ら1992，久保1992），その塩基配列は，各植物間で90％前後の高い相同性があるこ

とが示されている。またノーザン分析の結果から，このcDNAと相同性の高い少なくと

も2種類のmRNA（0．6kbおよび2kb）がこれらの植物体内に存在することが示されて

いる。本研究では，この遺伝子の機能をより詳しく調べるために，アサガオの遺伝子ライ

ブラリーを作製し，そこからアサガオで得られているcDNAをプローブに用い，花成誘

導ペプチドをコードする遺伝子を単離しその構造を解析することを目的とした。

材料及び方法

　アサガオ（P肋γわ漉sηのの品種Violetの種子を30分間濃硫酸で処理した後，よく水

洗し発芽させ，展開した子葉を収穫し使用時まで一80℃で保存した。

　ゲノムDNAの調製：アサガオ子葉約40gを液体窒素中でコーヒーミルおよび乳鉢によ

り粉末状になるまで摩砕し，拍出・ミッファー（100mM　Tris－HC1（pH8．0），100mM

EDTA，250mM　NaCl）に懸濁した。終濃度1％となるようにサルコシルを加え，56℃

で5時間インキュベートした。つぎに，6000rpmで10分間遠心することにより不溶性画

分を除き，上清に0．6容のイソプロパノールを加え一20℃で静置した。さらに2000rpmで

10分間遠心し，沈澱した核酸をTEバッファー（10mM　Tris－HCI（pH8．0），　l　mM

EDTA）に溶かした。この溶液lmlに対し塩化セシウムを1．5gの割合で溶かし30分間

氷上に静置した後，6000rpmで10分間遠心し不溶性の沈澱を除き200μ1の臭化エチジュウ

ムを加えさらに氷上に30分間静置した。6000rpmで10分間遠心した後上清を遠心管にい

れ0．85g／m1の塩化セシウム溶液を上層し45000rpmで20時間遠心を行った（Beckman

80Tiローター）。遠心後DNAのバンドを注射器で抜き取り，2一ブタノールにより臭化

エチジュウムを除去し，エタノール沈澱を2回行った後，沈澱をTEバッファーに溶かし
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ゲノムDNA試料とした。

　遺伝子ライブラリーの作製：ベクターのインサートとして適当な長さのDNA断片を得

るため，4塩基認識の制限酵素Sau3AIによりDNAを部分分解し，フェノール抽出後，

エタノール沈澱を行いDRA断片を回収した。10－40％のショ糖密度勾配を作製し，　TE

に溶かしたDNAを上層し26000rpmで20時間遠心した（Beckman　SW41ローター）。遠

心後山画し，適当な長さのDNAを含む二分からエタノール沈澱によりDNAを回収し，

calf　intestine　alkaline　phosphataseによりDNAを脱リン酸化し，ベクター（λDASH

H，ストラタジーン社）とうイゲーショソを行った。in　vitroパッケージング

（Gigapack　Gold，ストラタジーソ社）によりファージ粒子を形成させた後，大腸菌P

2392をホストに用い増殖させ遺伝子ライブラリーとした。

　スクリーニング：ファージのプラークが適当な密度になるようにシャーレにプレーティ

ングし，プラークを形成させた。ファージ粒子をフィルターに移し取り，DNAをアルカ

リ変性の後，ベーキング（80℃，2時間）によりフィルターに固定した。プレウォッシソ

グ（3×SSC／0．1％SDS，42℃，40分間）を2回繰り返し，42QCで一晩プレ・・イブリダイ

ゼーション（50％ホルムアミド，5×デソハート液，5×SSPE，0．1％SDS，0．lmg／m1

変性サヶ精巣DNA）を行った後，プローブを加え42回目一晩・・イブリダイゼーションを

行った。32Pラベルしたプローブは，アサガオのcDNA（pPK1）を鋳型にベーリンガー

マンハイム社のランダムプライムDNAラベリングキットにより合成した。ハイブリダイ

ゼーション終了後ウォッシソグ（3×SSC／0．1％SDS，42℃，40分間）を2回繰り返し，

オートラジオグラフィーを行った。

　サザソハイブリダイゼーション：ファージからDNAを回収し，種々制限酵素で分解後

アガロースゲル電気泳動を行った。ゲルをアルカリ処理しDNAを変性させた後，プロッ

ティングを行った。ベイキングによりDNAをフィルターに固定し，プレハイブリダイゼ

ーショソ（50％ホルムアミド，5×デン・・ルト液，5×SSPE，0．1％SDS，0．1mg／ml変

性サケ精巣DNA）を行った。アサガオのcDNA（pPK1）を鋳型に32Pラベルしたプロー

ブを合成し・・イブリダイゼーシ・ンを行い，ウォッシング（3×SSC／0．1％SDS，42℃，

40分間）を2回繰返した後，オートラジオグラフィーを行った。

　遺伝子クローンのマッピング：ストラタジーソ社のマッピングキットの使用説明書にし

たがって行った。ゲノミッククローソをNot　Iで完全に分解し，フェノール抽出，エタ

ノール沈澱を行なった後，減菌水に溶かし種々制限酵素で部分分解しアガロースゲル電気

泳動を行った。ゲルをアルカリ変性後フィルターにプロッティングし，ベイキングで

DNAを固定した。アルカリフォスファターゼを結合したプローブとハイブリダイゼーシ

ョンを行い，ウォッシングの後発光基質を用いてX線フィルムを感光した。

結果及び考察

　ベクター（λDASH　II）に挿入可能なインサートの長さは9～23kbpであるため，サル

コシル法により調製したゲノムDNAを制限酵素Sau3A　Iで部分分解し，適当な長さの

ゲノムDNA断片を得た。　Sau3A　Iは4塩基認識の制限酵素であり，平均すると数回塩

基対に一つの割合で切断部位があるため，比較的ランダムに切断されたDNA断片が得ら
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λHllld　I至1

図1　Sau3ARこよるケノムDNAの部分分
　　解。1μ9のDNAを1／2－1／64ユニノト

　　のSau3AIて部分分解した後，04％ア

　　カロースて電気泳動を行った。
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図2　部分分解したDNAのノ・糖密度勾配

　　による分画。番号はフラクノヨンナンバ

　　一を示す。
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図3　PG5クローンのササソハイフリタイセーノヨソ。各種制限酵素て分解した後，08

　　％アカロースて電気泳動を行った。a）臭化エチノユウムによる染色　b）pPK1をプ

　　ローフに用いたササンハイフリタイセーノヨン。1Apal，2BamHI，3EcoRI，4

　　EcoRV，5Hillcll，6Hindll茎，7Sall，8SaclI
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図4　PG7クローンのササンハイフリタイセーソヨソ。　a）臭化エチソユウムによる

　　染色　b）pPK1をプローブに用いたササノ・・イフリタイゼーンヨン。制限酵素

　　の順番は図3と同し。
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図5　PG5クローンの各種制限酵素による部分分解。各種制限酵素て部分分解を行

　　つた後，08％アカロースて電気泳動を行った。a）λDASHI1のT3プロモータ
　　一配列をプローフに周いたササンハイフリタイセーショソを行った。b）
　　λDASHI　IのT7プロモーター配列をプローフに用いたササンハイフジタイセ
　　ーソヨノを行った。1　Bam｝｛1，2　Sall，3　Sacl，4　Sacll，5　Xbal，6

　　XhoI
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図6　PG5クローンおよびPG7クローンの制限酵素切断地図

れる。また切断末端がGATCとなり，　BamH　Iで切断したベクターのアームとライゲー

ションが可能である。まず部分分解の条件を決めるため，1μgのDNAに対し1／2－1／

64ユニットの制限酵素を用い37℃で30分間反応させ，0．4％アガロースで電気泳動を行っ

た（図1）。1μgのDNAに対し1／8ユニットの制限酵素を用いた場合に適当な大ぎさの

DNA断片が得られたが，よりランダムなDNA断片を得るため複数の切断条件（1／4－1／

32ユニット／μgDNA）で部分分解を行うこととした。

　Sau3A　Iで部分分解したゲノムDNAを10MO％のシ・糖密度勾配遠心にかけた憂心

300μ1ずつ分画し（図2），15－20kbpの長さのDNA断片を含むフラクション（2～5）

からDNAを回収した。　CIP処理によりゲノムDNAの両端を脱リソ酸化した後，　BamH

I／Hind　lllでダブルダイジェトしたベクターとライゲーショソを行った。　in　vitroパッケ

ージングによりファージ粒子を形成させ，タイトレーションを行ったところ，組換えファ

ージ数が約42万であった。

　アサガオのcDNA（pPKI）をプローブに用いスクリーニングを行ったところ，いくつか

のクローンがプローブと反応した。反応がみられた部分のファージを増殖させDNAを回

収し，種々制限酵素で切断後，0．8％アが画一スゲルにより電気泳動を行った。スクリー

ニングに用いたものと同じプローブを用いサザソハイブリダイゼーションを行ったとこ

ろ，2つのクローンがプローブと反応するDNA断片を含んでいた。図3および4にそれ

らのクローン（PG5およびPG7）のサザンハイブリダイゼーションの結果を示す。

　サザンハイブリダイゼーションでプローブと反応した2つのクローンについて制限酵素

切断地図を作製した。インサートをNot　Iで切り出し種々制限酵素で部分分解した後，

λDASH　IIのクローニングサイトに隣接するT3およびT7プロモーター配列に対するプ

P一ブを用いハイブリダイゼーションを行った（図5）。サザソハイブリダイゼーション

の結果と併せて考えると，PG5クローンでは，プローブが反応する部分はT3およびT7

プロモーターから3－6kbp付近である。またPG7クローンはT7プロモーターから3kbp

付近と反応したが，T3プロモーターから3kbp付近でも弱く反応がみられた（図6）。
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　制限酵素切断地図の結果（図6）からみると得られた2つのクローンは別々のものであ

ると考えられる。しかし現在のところ，まだこれらのクローンがcDNAライブラリーか

ら得られているクローン（pPK1，　pPK2）に対応する遺伝子であるかどうかは明らかで

ない。今後，プローブと反応する部分の塩基配列を調べこれらのク・一ンが花芽形成を誘

導するペプチドの遺伝子であるかどうかを確かめることが必要である。

摘 要

　アサガオ（品種Violet）の遺伝子ライブラリーを作製し，花成誘導ペプチド遺伝子の

単離を試みた。サルコシル法によりゲノムDNAを調製し，λDASH　IIをベクターに用

い遺伝子ライブラリーを作製したところ組換えファージ数が約42万のライブラリーが作製

された。アサガオのcDNA（pPK1）をプローブにこのライブラリーをスクリーニングした

ところ，2種類のクローンが得られた。各々のクローンについて制限酵素切断地図を作製

した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　Agenomic　library　forP肋γろ跳痂1　was　constructed．　Genomic　DNA　was　prepared

by　Sarcosyl　method　and　cloned　intoλDASH　II　vector．　The　library　contained　about

420thousand　different　clones．　The　library　was　screened　with勘αγろ露乞s　cDNA　clone

（pPK1）as　probe　to　isolate　the　gene　coding　for　Hower－illducing　peptide．　Two　positive

clones　were　obtailled　and　the　restriction　enzyme　maps　of　these　two　clones　were

determined．


