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研究成果の概要（和文）：DOX-Co本来機能の解明では、特異的阻害化合物の取得を実施した。発現系を検討して
酵素の増収を図り、化合物選抜用にGC-MSを効率化した。既知ジベレリン関連酵素を阻害しない特異的阻害化合
物を選抜した。加えて、リンゴ以外の同機能酵素を検出し、当該遺伝子の発現様式の情報も得た。DOX-Co遺伝子
異所発現制御機構の解明では、実施済みRNAseqデータを参照し、既存DNAコンティグ配列を対象とするタンパク
質コード領域の探索を行った。遺伝子アノテーションを実施して、転写因子を含むDEG遺伝子リストを作成し
た。加えて、シス配列がレトロポゾンLTRに存在するか検証するためのレポーターアッセイ系を整備した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the original function of DOX-Co, we obtained specific 
inhibitory compounds. We investigated expression systems to increase the yield of enzymes, and 
improved the efficiency of GC-MS for compound selection. We selected specific inhibitory compounds 
that do not inhibit known gibberellin-related enzymes. In addition, we detected enzymes with the 
same function in plants other than apples, and obtained information on the expression mode of the 
gene. To elucidate the regulatory mechanism of ectopic expression of the DOX-Co gene, we searched 
for protein coding regions in existing DNA contig sequences by referring to previously performed 
RNAseq data. Gene annotation was performed to create a list of DEG genes including transcription 
factors. In addition, we developed a reporter assay system to verify whether cis sequences exist in 
retroposon LTRs.

研究分野： 生物制御化学

キーワード： カラムナー樹形　レトロポゾン　ジベレリン　異所発現　ジオキシゲナーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
側枝が短く棒状の樹形を呈するカラムナー性形質は、農産現場において剪定や収穫を容易にすることからリンゴ
以外の果樹への導入が望まれる。本研究で得た化合物の使用でDOX-Coの機能解明に至れば、形質導入果樹の食と
しての安全性担保に一役買うことは間違いない。加えて、適度なDOX-Coの機能抑制に化合物を用いれば、緩やか
なカラムナー性の提示に伴い果実の日照改善にも繋がると期待される。当該遺伝子の異所発現機構は形質導入に
必要不可欠な情報であることから、両者が揃って解明されることに大きな意義があるものと考えられる。学術的
意義としては、酵素ファミリーに属する分子種の内在性基質特定の方法論を構築するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
リンゴには枝が横に拡がらず、柱状（カラムナー性）を呈する突然変異種が知られるが、本研究
着手前の時点で申請者らはこの樹形発現をもたらす原因遺伝子産物が「草丈を制御する植物ホ
ルモン・ジベレリンに対する活性化妨害作用」を持つことを発見した。しかし、一般的なジベレ
リンの代謝および不活性化に関わる酵素群と系統学的に大きく隔たりが認められたことから、
当該遺伝子産物は本来まったく別の機能を持つ可能性が高いと考え、その機能の解明を企画し
た（以下、アプローチ①）。他方、カラムナー性のリンゴ品種では、レトロポゾンの挿入に起因
して当該遺伝子の異所発現が生じており、その発現制御の機構解明もカラムナー性を理解する
上で重要な要素と考えて企画した（以下、アプローチ②）。①・②それぞれのアプローチに関す
る背景事情を以下に記す。 
 
①：「DOX-Co 本来機能の解明」に関する背景事情 
 リンゴにカラムナー性を付与する DOX-Co 遺伝子産物は、α-ケトグルタル酸要求性のジオ
キシゲナーゼ群に属する。また、草丈の制御で知られるジベレリンの生合成および代謝の過程
に寄与する酵素群も同じジオキシゲナーゼファミリーに属することがすでに広く知られてい
た。他方、研究代表者は、当時まだ同定されていなかったジベレリン受容体のモデルとしてジ
ベレリン不活性化酵素の基質結合特性を永らく解析しており、この間に基質ジベレリンが結合
したまま酵素反応が進行しない環境条件を精査した。後にこの知見は、生化学的にジベレリン
受容体を特定するための決定打となった。そこで、おそらくジオキシゲナーゼに共通するであ
ろうこの特性を用いて、リコンビナント DOX-Co 酵素との結合性を示すリンゴ内在性低分子
物質を探索すれば、本来の DOX-Co 基質の候補物質を効率的に絞り込めるはずだと着想した。
物質同定の経験もあり、酵素反応進行条件に切り替えて代謝変換される低分子物質こそ「本来
の基質」と断定することが可能と考えた。加えて、基質と判明した物質あるいはその代謝物に
関して、何らかの生理活性情報が既知であれば、DOX-Co 本来の機能推定も一層容易になるも
のと期待された。 
 他方、リンゴ DOX-Co ノックアウト形質転換体あるいはノックダウン形質転換体は作出し
ておらず、研究に用いるよう整備することは時間上現実的ではない。このため、これらと同質
の化学的制御を狙うことにした。上記のとおり、内生ジベレリン量の制御過程の多くに DOX-
Co と同様のジオキシゲナーゼ群が関わっており、それらにまったく影響せずに DOX-Co 特異
的な阻害様式を持つ化合物が好ましいと考えられる。研究代表者はジベレリンの代謝酵素阻害
剤であれば創製の経験があり立脚点を持つゆえに研究を有利に展開できると考えた。目的とす
る阻害剤創製のポイントは、ジオキシゲナーゼが酸化反応を触媒する部位近傍を有機合成的に
構造変化できれば、ポケットに結合したまま代謝されないいわゆる”活性中心をロックする基
質”となる例が知られており、これに倣う構造変化を検討すればよいと考えた。最終的に、リン
ゴの根への投与で生じる形態的あるいは物質変化を探り、DOX-Co 本来の機能の特定を期待す
る計画であった。 

 
②：「DOX-Co 遺伝子異所発現制御機構の解明」に関する背景事情 
 分裂の盛んな地上部での異所発現をもたらす原因として、レトロポゾン由来のゲノム挿入配
列および DOX-Co 遺伝子のプロモーター領域に着目し、それらと相互作用する因子群の探索
を行おうと計画した。その絞り込み方こそがポイントとみて、特に幼苗ではカラムナー品種で
あってもカラムナー性が現れない点を重要視した。なお、正常なリンゴ地上部では当該遺伝子
の発現が抑制される状態が本来であり、カラムナー品種ではその解除に伴い異所発現している
可能性も視野に入れた転写抑制因子の探索も織り込んでいた。 
 なお、申請者らはシロイヌナズナを用いて DOX-Co 過剰発現形質転換体を作出し、それらを
用いて、DOX-Co のジベレリン活性化妨害作用を見出すに至ったが、これはリンゴ生体内にお
いても同じ状況を引き起こしてカラムナー性を誘引したとする証明にはなっておらず、あくま
でも推定の域を出るものではない。そこで、優先順位としては高くないもののリンゴ GA 生合
成酵素遺伝子のクローニングも予定し、それら産物の性状解析も計画した。 

 
 
２．研究の目的 
 
生化学的手法を用いて、リンゴのカラムナー性をもたらす原因遺伝子産物 DOX-Co 本来の触媒
機能と基質を解明したい（①）。もう一つは、カラムナー品種における DOX-Co 遺伝子の異所発
現機構を明らかにしたい（②）。 
 
 



３．研究の方法 
 
①：「DOX-Co 本来機能の解明」 
・DOX-Co 酵素に対する化合物投与に伴う反応阻害度モニター系を構築し、化合物ライブラリ

ーの中から DOX-Co 阻害化合物のスクリーニングを計画した。DOX-Co 酵素への阻害効力を
認めた化合物を対象として、ジベレリンの生合成酵素および代謝不活性化酵素に対する反応
阻害状況も調べて、DOX-Co に対する阻害の特異性を評価して選抜に用いた。 

・リンゴ以外の種において DOX-Co 酵素と機能的に同質の DOX が存在するか精査した。その
ために、発現用コンストラクトを整備してリコンビナント酵素を調製し、活性検出および産
物同定を実施した。 

 
②：「DOX-Co 遺伝子異所発現制御機構の解明」 
・実施済みリンゴ RNA-seq 情報を再利用して、リンゴカラムナー品種「ウイジック」に特異的

に発現する遺伝子情報の中から、転写因子候補や関連する制御タンパク質因子等を対象とし
て、リンゴ部位別（根、葉、茎頂等）の発現状況を調べ、カラムナー性発現との相関性を調
べた。 

・遺伝子発現量の観点からカラムナー性の樹形形成に対する寄与が大きいと考えられるジベレ
リンの生合成および代謝不活性化酵素の各遺伝子について、RNA-seq 情報の中から抽出を行
い、クローニングおよびリコンビナント調製を計画した。 

 
 
４．研究成果 
 
①：「DOX-Co 本来機能の解明」 
ジベレリンへの水酸化能が認められたリンゴカラムナー樹形の原因遺伝子産物 DOX-Co は、
本来はジベレリンとは関わりのない別の生理機能を持つと想定されることから、生化学的手法
を用いた解明を展開した。DOX-Co 特異的阻害化合物の選抜系構築に着手するにあたり、材料
供給面で第一にリコンビナント DOX-Co 酵素の大幅な増収を図る必要があったため、種々の
大腸菌発現系を検討した。加えて、化合物選抜系として幾つかの手法を検討し、操作性・コス
ト面・ハイスループット効果等の観点から GC-MS を用いる系を化合物選抜試験系用に効率化
した。化合物ライブラリーからの本格的な化合物選抜を展開し、候補化合物を数種見出した。
これらを対象に、既知のジベレリン関連酵素 GA 3-oxidase や 2-oxidase など DOX-Co と同フ
ァミリー酵素群も調製を図り、それらの酵素への影響も調べて阻害範囲を評価した。これによ
り、当面の達成目標と定めていた DOX-Co 特異的阻害化合物を 2 種手中にすることができた。
加えて、リンゴ以外の植物体から DOX-Co と同機能を持つ分子種の存在も検出し、当該酵素を
コードしている遺伝子の発現特性、すなわち時期や部位に関する情報も得られた。化合物とリ
ンゴ以外の DOX-Co 様分子種を手に入れたことに伴い、本研究領域は大きな推進力が得られ
たと考えている 
 

②：「DOX-Co 遺伝子異所発現制御機構の解明」 
リンゴカラムナー品種における DOX-Co 遺伝子の異所発現機構解明の足掛かりとして、当該
遺伝子発現に関与し得る転写因子等の候補について慎重に精査した。その目的のため、すでに
実施済みである RNA-seq データを参照して、得られていた既存 DNA コンティグ配列を対象
とするタンパク質コード領域の探索、および BLASTp による比較を行った。遺伝子アノテー
ションを実施することにより、数種の転写因子を含む DEG 遺伝子リストを作成した。加えて、
転写活性に必要なシス配列としての機能が「レトロポゾン LTR に存在する可能性」を検証す
ることを目的として、ルシフェラーゼ(LUC)をレポーターとするレポーターアッセイ用コンス
トラクト(pGL4-LTRx2)の構築を完了した。同様に、リンゴ由来の発現制御機構の解明では
RNA-seq データの参照から既知ジベレリン生合成酵素に相同性が高い配列情報を選抜した。
アプローチ①と比較すると、②は計画全体の後ろ倒し気配が感じられたが、解析対象とすべき
因子の絞り込み自体は終了しており、ようやく検証する上での基盤が整った段階と理解してい
る。 
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