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うめ もと とも    え
氏名・（本籍・国籍） 梅　本　朋　江（兵庫県）
学 位 の 種 類 博士（システム生命科学）
学 位 記 番 号 シ生博乙第１８号
学位授与の日付 平成24年9月24日
学位授与の要件 学位規則第４条第２項該当
学 位 論 文 題 目 Ligand-dependent nucleo-cytoplasmic shuttling of peroxisome proliferator-activated recep-

tors, PPARα and PPARγ（PPARα及びPPARγのリガンド依存的核-細胞質間輸送）
論 文 調 査 委 員 （主　査）　教　授　　藤　木　幸　夫

（副　査）　教　授　　諸　橋　憲一郎　　　教　授　　近　藤　久　雄
　　　　　教　授　　田　村　茂　彦

論 文 内 容 の 要 旨

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
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1. はじめに、 PPARαとPPARyが見かけ上は常に核に局在するにも関わらず、核・細胞質問をダ

イナミックにシャトノレしていることをfluorescencerecovery a白erphoto-bleaching (FRAP)アッセイ系

を用いて示した。

次に、核内移行シグナル(NLS)と核外移行シグナル(NES)の検索と解析を行い、それぞれの輸送受

容体を同定した。各種部分欠失ミュータントを用いた解析結果から、 PPAR~こは少なくとも 2 つの

NLSがあることを明らかにした。 NLSlはDNA結合領域(DBD)とHinge領域の境界付近にある61アミ

ノ酸 (αの127・187番目、 yの134-194番目のアミノ酸)で、塩基性アミノ酸に富み、 importina/sと結

合するクラシカルな双極型NLS~こ似た配列を持っている。実際に、 NLSl はimportin a/sと結合する。

この領域のアラニンスキャニング及び欠失ミュータントの解析から、双極型NLSだけではなく、そ

のC末側の塩基性アミノ酸もNLS活性に寄与していることが示唆された。このことは、 NLSlが

importin 7にも結合するという結果によっても支持される。 NLS2はactivationfunction 1 (AF 1 )ドメイン

にあるPPARαの71-100番目、PPARyの71-107番目のアミノ酸のそれぞれ30と37アミノ酸にある。NLS2

は殆どまたは全く塩基性アミノ酸を含んでおらず、 importinα/s及びimportin7 ~こ結合しない。しかし

ながら、 NLS2による核内輸送は、 NLSlと同様に細胞質因子及び、エネルギーに依存的である。

さらに、 PPAR~こ 2 つのNESを同定した。 NESl はDBDにあるKGFFRRというアミノ酸配列を含む。

NES2はPPARαの359-436番目、 PPARyの359・436番目のアミノ酸にあり、ロイシン・イソロイシンに

富むモチーフを含み、レプトマイシンB(LMB)に感受性があるところからCRMlによって輸送される

NESと推察される o

2. 1.においてPPARの核・細胞質問輸送が複数の核内及び核外輸送経路によることを示したが、

このことはPPARの核・細胞質問輸送が細胞内外のシグナルによって調節されている可能性を示唆す

る。実際に、 PPARα及ひ、PPARyのNLSl欠失ミュータント(PPARdNLSl)はそれぞれのリガンドを加え

ることで核内への局在が強くなり、また更にその状態の細胞からリガンドを抜くと再び細胞質へと

戻っていく。そこで、 PPARの核内輸送がリガンドによって調節されているか否かを検証する為に、

セミインタクト細胞を用いたinvitro系でのインポートアッセイを行い、PPARの核内輸送がそのリガ

ンドによって促進されることを示した。またpolyethyleneglycolによる細胞融合によって得たヘテロ

カリオンを用いてFRAPアッセイを行い、 PPARαの核外輸送はリガンドによって阻害され、 PPARy

では逆に促進されることを示した。

更にNES2への点変異の導入もしくは細胞内のカルシウムを枯渇させてPPARがカルレティキュリ

ンと結合出来なくすると、 PPARαの安定性が増加する一方、 PPARyで、は逆に低下する D これらの結

果は、カルレティキュリンがPPAR安定性の調節に関わっていることを示唆している o

これらのことより、 PPARα及びPPARyの核・細胞質問輸送は複数の核内・核外輸送経路を介して

行われていることが明らかとなった。

以上の結果は、生命科学、分子細胞生物学の分野において価値ある業績と認められる。

よって、本申請者は、博士(システム生命科学)学位を受ける資格があるものと認める。
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学 位 論 文 題 目 Thermotolerant cyclamen with reduced acrolein and methyl vinyl ketone（アクロレイン及び

メチルビニルケトンの低減による高温耐性シクラメンの開発）
論 文 調 査 委 員 （主　査）　教　授　　射　場　　　厚

（副　査）　准教授　　荒　田　博　行　　　准教授　　熊　丸　敏　博
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
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その結果、高温耐性を獲得しているのではないかと考えた。このような毒性を有する代謝産物とし

て、 acrolein(ACR)、methy1 viny 1 ketone (MVK)、4-hydroxy-2-nonenal (HNE)、 (E)-2-hexenal、

malondialdehyde (MDA)に着目し、高温条件下における野生株と形質転換シクラメンのそれぞれ

の代謝産物について葉内濃度を調べた結果、 ACRとMVKについては、野生株における高温障害の

発生と同調するように両物質の濃度が上昇したが、形質転換シクラメンでは両物質の濃度上昇は認

められなかった。一方、 (E)-2-hexenalについては野生株において一過性の濃度上昇が認められた

ものの、高温障害との関連性が認められなかった。また、 HNE、MDAについては野生株、形質転

換シクラメン共に同様の発生消長を示した。これらの結果から、高温障害の発生程度と葉内濃度の

上昇とに関連性が認められた ACRとMVKに着目し、野生株の葉に ACR及び MVKを添加する実

験をおこなった。高温処理で障害が認められた生葉に蓄積していた ACR及び MVK含有量と同じ

生葉内濃度になるように ACR及び MVKを添加した結果、そのような添加条件で ACRを蓄積させ

ると、通常の生育条件でも高温障害による褐変と同様の症状が認められた。また同様に MVKを蓄

積させると同じく通常の生育条件でも高温障害による萎れと似た症状が認められた。これらの結果

から、高温条件により発生する葉の褐変や萎れの原因として、 トリエン脂肪酸由来で細胞毒性を有

する ACRや MVK等の増加が考えられた。

このように高温条件で ACRや MVK等が増加するシクラメンのような植物種では、 トリエン脂

肪酸含有量を下げることで、これらの代謝産物の生成を抑制または遅延し、それによって高温条件

による細胞死が軽減され、高温耐性を獲得したと考えられた。一方で、高温条件における ACR、

MVKの生体内蓄積程度は、植物の高温適応力を評価する一つの基準になる可能性がある。このよ

うにトリエン脂肪酸を低下させた植物体は、突然変異育種法等によって葉緑体型 ω-3デサチュラー

ゼの生成を抑制することで、遺伝子組換え技術を利用することなく作出できるため、今後の高温耐

性植物の作出にも大いに寄与できると考えられ、植物分子生理学分野および植物育種学分野におい

て価値ある業績と認められる。

よって、本研究者は博士(理学)の学位を受ける資格があるものと認められる o




