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l. はじめに

リンゴは栽培の歴史も古く､多くの国で栽培されている｡我が国では生産額の約半分は

青森県で占められており､このリンゴ産業を支える様々な試験研究が県立りんご試験場や

弘前大学などで行われている｡リンゴの育種においては､主として食味､耐病性､多収穫､

栗色に加えて､熟期や貯蔵性が常に関心がはらわれてきた｡これは､晩熟巣は貯蔵性が高

く､しかも気温の低下と伴に､熟度の進み方も緩慢となることに関係する｡すなわち､貯

蔵性のある品種は､販売期間が長いことになり､出荷の調整が容易であるという大きな利

点を有するからである｡

ライブニングは果実の肥大生長が止まってからの有機酸の消失､細胞の軟弱化などの生

理現象過程をいう｡ リンゴの成熟はライブニングに伴って呼吸量が急激に上昇するクリマ

クテリック型であり､他のこのタイプの果物と同様､植物ホルモンであるエチレンがライ

ブニング過程へのプログラムスイッチであることが判っている｡ このことから､リンゴの

成熟や貯蔵性はエチレンの生合成と密接な関修にある｡もし､エチレンの生合成をリンゴ

果実内で制御することが可能となれば､トマトでの成功例と同様､果実のライブニングを

抑制することに繋がり､その経済的な価値は極めて大きなものとなろう｡また､エチレン

はストレス応答に関わる植物ホルモンとしても古くから知られている｡すなわち､物理的

傷害､病原菌の感染､湛水などの様々なストレスを受けると一過性のエチレン生成の増

加が起こり､このエチレン増加に伴い生理的あるいは生化学的な応答反応が引き起こされ

る｡また､花弁の萎凋､茎葉の老化 に対するエチレンの影響は､作物の栽培管理や生産

物の流通上極めて重要な問題であり､その生合成の制御機構を解明することはライブニン

グの制御のみならず､様々な農学的観点からも大きな意義を持つことになる｡

高等植物では､エチレンは メチオニン-S-アデノシルメチオニン (SAM)- 1-アミノ

シクロプロパン-1-カルボン酸 (ACC)- エチレンの経路で生合成される (Yangetal.

1984)｡ この経路にはSAMからACCを生成するACC合成酵素 (S-adenosyl-L-me山ionine

methylthioadenosine-1yase,EC4.4.1.14)と､ACCからエチレンを生成するACC酸化酵素が

関与しているが､ACC酸化酵素の活性は葉や茎の組織中に常時存在しているのに対し､

ACC合成酵素の活性はエチレン生成に比例して上昇することから､このACC合成酵素が

エチレン生合成系の律速酵素とされている｡従ってACC合成酵素の発現を人為的に操作

することによりエチレン生成を制御できる可能性が示唆され､そのためにACC合成酵素

(ACS)遺伝子の単離が試みられた｡

1989年にSatoetal.(1989)によって カボチャのACS遺伝子が初めて クローニングさ

れて以来､トマト (01sonetal.1991,Rottmannetal.1991)､カーネーション (Kyetal.
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1992)､アラビドプシス (Liangetal.1992,VanDerStraetenetal.1992)で分子 レベルの解

析が進み､これまでに①ACS遺伝子は多重遺伝子族を構成している､② 個々のACS遺

伝子はオーキシンや ライブニング､傷害などの刺激に対して特異的に発現する､③ACS

遺伝子の発現は転写 レベルで制御されていることなどが明らかにされてきた｡その一方

で､遺伝子工学的手法を用いてACC合成酵素遺伝子の発現をアンチセンスRNAによっ

て抑制した形質転換 トマトは､果実のエチレン生成を抑えることによりライブニングを

抑制することが判明し (Oelleretal.1991)､ クリマクテリック型果実とエチレンの関係

は分子レベルで証明された｡

そこで本研究では､アンチセンス核酸工学 (横山1994)による過熱防止措置を施した

リンゴの作出を目指してACS遺伝子の構造解析を行った｡リンゴではすでにライブニン

グ時の果実で発現しているACS遺伝子のcDNAの塩基配列 (Dongetal.1991;IAy-Yeeand

Knighton1995)が報告されているが､ACS遺伝子族の構成およびそれらの遺伝子領域の

塩基配列に関してはこれまで解析が行われていない｡このため､リンゴACC合成酵素遺

伝子族の構成を明らかにするために､栽培品種間および種間で同酵素遺伝子族の構成比較

を行い､次に個々の遺伝子をそれぞれ単離し､制限酵素地図を作製することによって構造

解析を進めた｡最後にライブニング型ACS遺伝子の塩基配列を明らかにし､対立遺伝子

の存在とそれらの特徴について得られた知見を報告する｡

-2-



ll. リンゴACS遺伝子族の構成比較

ACS遺伝子は トマト(Lincolnetal.1993)や カボチャ(Huangetal.1991)､アラビドプシ

ス(Abeletal･1995)､イネ(ZarembinskiandTheologis1993)等でクローン化され､個々の遺

伝子に関して詳細な解析が行われてきた｡しかしながらこれらの研究では､品種間での

ACS遺伝子族の構成比較はされていない｡リンゴ栽培品種では貯蔵性が重要な課題と

なっているが､貯蔵性の悪い品種は貯蔵性の良い品種と比較してエチレン生成が多いこ

とから(Kondoetal.1991)､エチレン生合成が貯蔵性に関与していることが示唆されている

(横田1985)0 ACC合成酵素はエチレンの生合成を司る重要な酵素であり､品種により

酵素の活性に差がみられる場合､その遺伝子領域は貯蔵性に優れた リンゴ品種を識別す

る上で重要な分子 マーカーになる可能性がある｡また､近年､PCR技術の開発により目

的の遺伝子領域の増幅が可能になってきた｡そこで本章では､PCR法によりリンゴの

ACS遺伝子の一部を増幅し､実際に同酵素遺伝子の一部であることを確認した後､その

増幅DNAをプローブに用いて ､リンゴ栽培品種および野生種についてRFLP分析を行

なった｡

材料および方法

1.供試材料

リンゴ栽培種 (Malusdomestl'caL.Borkh)14品種および野生種 (M.hupeheDSl'sRehder)

を供試した ｡ これらの材料は弘前大学農学部付属藤崎農場および青森県りんご試験場か

ら分譲して頂いた｡

2.DNAの調製

Varadarajanetal.(1991)の方法に従って成葉より調製した｡すなわち1gの試料を液体

窒素中で磨砕後､緩衝液 (100mMTris-HClpH8.0､50mMEDTA､500mMNaCl､0.1%2

-}ルカプトエタノール､1.6%SDS)に懸濁し､65℃ で 15分間保温した｡これに酢酸

カリウムを加え､185℃で5分間静置した後､4℃､15,000rpm (アングルローター､75
孤 )で20分間遠心した｡上清にイソプロパノールを加え､-85℃ で 10分間静置した後､

4℃､14,500rpmで20分間遠心した｡沈殿をTE (50mMTris-HCIpH8.0､10mMEDTA)

緩衝液に溶解し､4℃､14,500rpmで10分間遠心した後､上清に酢酸 ナトリウムとイソ

プロパノールを加え､4℃､14,500rpmで1分間遠心､した｡沈殿をTE(10mMTris-HCl､1

-3-



mMEDTA)緩衝液に溶解後､CsC12-EtBr平衡密度勾配遠心によりRNAを除き精製DNA

を分画した｡

3.PCR反応および増幅断片のクローニング

リンゴACS遺伝子のcDNAの塩基配列 (Dongetal･1991)をもとに遺伝子特異的なプ

ライマーを合成し､栽培品種 ･ゴールデンデリシャス'の成葉から調製したDNAを鋳型

にPCR反応を行った｡すなわち､10ngのゲノミックDNAを25〟1のPCR反応液 (10

mMTris-HCIpH8･9､80mMKCl､1･5mMMgC12､200LLMdNTPs､0･25〟Mプライマー､

0.625UnitsTthDNAポリメラーゼ)中で､94℃､1分-50℃､1分-72℃､1分の反応

を35サイクル継続することにより･ リンゴACS遺伝子の増幅を行ったo増幅DNAは

TAクローニングキット(Invitrogen)を用いて､pCRTMベクターに連結した後､CaC12法に

ょり大腸菌に導入して クローン化を行ったo

4.塩基配列決定法

クローン化した増幅DNAは､AutoReadSequencingKit(PharmaciaBiotech)を用いて

シーケンス反応を行った｡シーケンス反応物をAL･F･DNASequencerll(Pha-acidBiotech)

によって読み取った後､ALFManager TM (Version 2･21 PharmaciaBiotech)を用いて

解析を行った｡

5.RFLP分析

10〟gのゲノミックDNAに50unitsの制限酵素を加え､全量 100ulの反応液中で完全

分解した｡電気泳動は0･5%又は0･8%水平平板 アガロースを用いて､16Vで 18時間

行った｡泳動終了後､ゲルを トランスファー台にのせ､アルカリトランスファー液 (0･4

MNaOH)により一晩 プロテイングを行い､変性DNAをナイロンメンブレン (Hybond-

N+)上に固定した｡次にクローン化した増幅DNAをECLdirectnucleicacidlabellingand

detectionsystem (Amersham)を用いて標識し､DNAプローブ としたoハイプリダイゼイ

ションに当たっては､フィルターをあらかじめECLdirectnucleicacidlabell-inganddetection

systemのブロッキング溶液中で42℃､1時間以上保温した後､DNAプローブを加え､さ

らに12時間以上保温した｡ハイプリダイゼイション後フィルター を6M尿素と0･4%

sDS､2×SSCの混合液で42℃､20分間ずつ2回洗浄し､さらに2×SSCで室温･5分

間ずつ2回洗浄した後､発光反応を行い､Hyperfilm上で約 1時間半感光させたo
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結果および考察

1.PCR法による リンゴACS遺伝子領域の増幅

pcR法によりACS遺伝子の一部を増幅した｡リンゴでは ライブニング時に果実内で

発現しているACC合成酵素のcDNAの塩基配列 (Dongetal･1991)がすでに報告されて

いることから､その配列を基に遺伝子特異的なプライマーを合成した｡センスプライマー

にはcDNAの64bp-83bpまでの配列 [5'-TACCATGAGGTCCTCAACAC-3']を､アンチ

センスプライマー には 324bp-305bpまでの相補配列 [5'-GGTGAGCACTAAGTGGTrGG

-3'】を用いた｡

PCR反応を行ったところ､514bpのDNAが特異的に増幅された (Fig.1)｡ しかしな

がら増幅DNAの大きさが予想されるサイズ (261bp)よりも大きかったため､増幅断片

の塩基配列を決定した｡その結果､この増幅断片上の2ヶ所に､cDNA上にはない未知の

配列が存在した｡1つは大きさが121bpあり､cDNAの120bp目と121bp目の間に､も

う1つは大きさが132bpあり､cDNAの252bp目と253bp目の間にそれぞれ存在した｡

これらの境界にはスプライス部位の共通配列 (5'JGTイントロンAGJ3')が存在してい

たことから､この2つの配列はイントロンであると考えられた｡さらにこのことはトマ

ト(Lincolnetal.1993)やカボチャ(Huangetal.1991)､アラビドプシス(Abeletal.1995)､イネ

(ZarembinskiandTheologis1993)などでも同一部位にイントロンが存在している事実から

も裏付けられる｡

また､塩基配列を決定した結果､増幅DNAの塩基配列とDongetal.(1991)が報告し

ているcDNAの塩基配列との間に2ヶ所の相違が兄い出された｡ひとつは､cDNAの274

bp目がAであるのに対し､我々の結果ではGであった｡これはコドンの1番目に存在す

る塩基であり､universalcodeに従えばDong(1991)らのcDNAのデータではリジン､我々

のデータではグルタミン酸に翻訳される｡ライブニング時に発現するリンゴACC合成酵

素に関してはすでにアミノ酸配列の一部が報告されており (Dongetal.1991)､我々の結

果の方がこのアミノ酸配列と一致する｡ 一方､もうひとつの相違はcDNAの278bp目が

Tであるのに対し､我々の結果ではCであったが､これらの相違はDongetal.(1991)か我々

の読みとりミスと考えていたが､IAy-YeeandKnighton(1995)の完全長cDNAの配列と我々

の配列が完全に一致したことから､PCR法により得られた増幅DNAはACS遺伝子の一

部 (イントロンを含む)と確信した｡そこで以後の解析にはこの増幅DNAをプローブと

して用いた｡

2.RFLP分析
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リンゴACS遺伝子族の構成を品種および種間で比較するために､リンゴ栽培種 14品種

および野生種 1種 (Tablel)の成葉よりそれぞれ調製したゲノミックDNAのHindlH分

解物に対してRFLP分析を行った｡用いた プローブはPCR法によって増幅したリンゴ

ACS遺伝子の一部領域 (514bp)である｡ その結果Fig.2.およびTablelに示すような

RFLPが検出された｡

Table1.Restrictionfragmentlengthpolymorphismsdetectedinapplecultivarsand

onewildspecies.Fragmentsizesareindicatedinkbp.

Cultivars Detectedfragmentskbp Typeof
andspecies 9･8 6･6 4･0 3･5 3･3 bandpattern

M DomeslJ'ca
lndo
Orin
Jonathan
GoldenDelicious

StarkingDelicious
GordenMelon

Tsugaru
Delicious
Toko

WhiteWinterpearmain
Mutsu
RallsJanet
Sensyu
Fuji

MhupeheDSis

I

I

I

I

I

I

l

I

I

I

I

I

I

I

V

l

I

l

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

l

I

I

HindHで検出されたRFLPは､① 3.3kbのバンドが検出されるもの (印度､1品種;

Typel)､②3.3kbと3.5kbのバンドが検出されるもの (ゴールデンデリシャス､王林､

つがるほか7品種;TypeH)､③ 3.5kbのバンドが検出されるもの (国光､ふじ､千秋の

3品種;Type‖)､④ 4.Okbのバンドが検出されるもの (M･hupeheDSIs;TypelV)の4つの

タイプにわかれた (Fig.3､Tablel)0

さらに､これらのRFLPパターンを各 タイプ間で比較したところ､Type"はTypeJ

とTypeHのバンドを共通に有していることから両者のヘテロ型であることが示唆された.

そこでTypeJJlのバンドパターンを示す 国̀光'にTypelのバンドパターンを示す 印̀
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度'を掛け合わせた品種 甘̀錦'についても同様にゲノミックサザン分析を行ったとこ

ろ､ 甘̀錦'はTypellのバンドパターンを示した (Fig.3)｡この結果から､Typellは

TypelとTypeHのヘテロ型であると考えられ､リンゴの栽培品種間で検出された

RFLPはTypel､TypeHの2つのホモ型とその間に形成されるへテロ型 (Typell)から

構成されていることが示唆された｡

また､野生種のM･hupeheDSl'SでTypelの栽培品種で検出された3.3kbのバンドが検

出された｡このことは リンゴACS遺伝子族の進化や多型の成因､さらには栽培品種への

分化との関連を考える上で興味深い結果といえる｡

最後に､これらの多型と貯蔵性との関係についても検討したが､たとえば貯蔵性が 1

カ月程しかない 千̀秋'が､貯蔵性の良い ふ̀じ'や 国̀光'と同じバンドパターンを

示すなど､これらの多型と貯蔵性との間には明確な関係は見られなかった｡実際､貯蔵性

には多くの要因が関与しており､ACS遺伝子族のRFLPのみで品種間の貯蔵性の差を説

明することはできないと思われる｡しかしながら､これらの多型が茎葉の老化など貯蔵性

以外の形質に関与していることも十分に考えられる｡

今後はさらに多くの栽培品種および野生種を供試すると同時に､複数の制限酵素を用

いたより詳細なRFLP分析を行う必要がある｡
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日. リンゴACS遺伝子を含む入ファージクローン

の解析

ACS遺伝子は多重遺伝子族を構成しており､これまでに トマ トで 6つ (Rottmannet

al.1991;Moriandlmaseki1994)カボチャで2つ (Huangetal.1991)､アラビドピシス で5

つ (Liangetal.1992)､イネで3つ (ZarembinskiandTheologis1993)の遺伝子があると報

告されている｡一方､リンゴでは ライブニング時に発現する遺伝子 (hy-YeeandKnighton

1995;Rosenfieldetal.1996) と､オーキシンにより誘導される遺伝子 (Dongetal.1991,

Kimetal.1992)の2つが報告されているのみで､遺伝子族の構成に関しての知見はほと

んど得られていない｡

また､前述したように､リンゴ栽培品種間および種間でACS遺伝子領域の一部をプ

ローブ に用いた場合 RFLPが検出されたが､この成因の特定や､実際これらの構造変異

がACC合成酵素の機能やその遺伝子発現に及ぼす影響を知るためには､個々のACS遺伝

子の構造解析が必要である｡また､将来､エチレン生成を司るACS遺伝子の アンチセン

スN Aを ライブニング 時のみ発現させることによって同酵素遺伝子の働きを抑制し､

長期保存の可能なリンゴ果実を作出するためには､ トマ トの場合と同様にライブニング

時に発現するACS遺伝子を単離し､その プロモーター領域を含む遺伝子全領域を詳細に

解析する必要がある｡しかしながら､リンゴの場合 ライブニング時に発現する同酵素遺

伝子のcDNA配列は3種報告されているものの(IAy-YeeandKnighton1995;Rosenfieldetal.

1996)､プロモーター領域を含む遺伝子全領域については全く知見が得られていないのが

現状である｡

したがって､これらの解析を行う上でリンゴ のACS遺伝子族を構成する個々の遺伝子

全領域の クローン化ならびに塩基配列レベル の解析が必要となってくる｡ そこで､リン

ゴACS遺伝子族を構成する個々の遺伝子全領域を クローン化する目的で､栽培品種

ゴ̀ールデンデリシャス'を用いて ゲノミックサザン解析を行い､リンゴACC合成酵素

遺伝子族の構成を明らかにした｡さらに､ゲノミックライブラリーを作製し､そこから同

酵素遺伝子族の遺伝子を含む 入ファージクローンをスクリーニング して個々の遺伝子 ク

ローンを単離し､制限酵素地図による構造解析を行った｡
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材料および方法

1.供試材料

本実験には栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'を供試した｡ゲノミックDNAの調製お

よびゲノミックサザン解析は､Ilに述べた方法によった｡

2.ゲノミックライブラリー の構築およびスクリーニング

ゲノミックDNAを制限酵素Sau3Alで部分分解した後､パーシャルフィルイン処理

をし､入FIX‖/XhoIPartialfil1-inVectorKit(STRATAGENE)の 入FIXIlベクター 中の

XhoJサイ トに連結した｡GigapackHGoldPackagingExtract(STRATAGENE)を用いて

パッケイジング後､大腸菌 XL1-BlueMRA (P2)株に感染させ､NZYMM培地 (1%NZ

アミン､0.5%酵母抽出液､0.5%NaCl､10mMMgSO4､0.2%マル トース)を用いて､

37℃､一晩培養しプラーク を形成させた｡プラーク をナイロンメンブレン上にプロッ

トし､メンブランを アルカリ変性液 (0.5MNaOH､1.5MNaCl)で変性処理後､中和処

理を施し､80℃､2時間ベーキング を行った｡次に前章に述べた方法によってクローン

化した増幅DNAをDIGDNAhbellingandDetectionKit(BoehringerMannheimBiochemica)

を用いて標識し､DNAプローブ とした｡プラークハイプリダイゼイション は､メンブラ

ンをあらかじめハイブリダイゼーション緩衝液 (30%ホルムアミド､5×SSC､2×ブ

ロッキング溶液､0.1%Lう クリルザルコシン酸､0.02%SDS)中で､42℃､1時間保温

した後､DNAプローブを加え､さらに12時間保温した｡1回目のスクリーニングでは

ハイブリダイゼーション後､ メンブランを2×SSCと0.1%SDSの混合液で室温､5分

間ずつ2回洗浄し､さらに0.1×SSCと0.1%SDSの混合液で 68℃､15分間ずつ2回洗

浄した｡2回目のスクリーニングでは､2×SSCと0.1%SDSの混合液で室温､5分間ず

つ2回洗浄し､さらに0.2×SSCと0.1%SDSの混合液で室温､5分間ずつ2回､0.1×

SSCと0.1%SDSの混合液で42℃､15分間ずつ2回洗浄した｡洗浄後､発光反応を行い､

Hyperfilm 上でそれぞれ2時間感光させた｡

3.ファージDNAの調製

スクリーニングにより得られたファージ を大腸菌XL1-BlueMRA (P2)株に感染させ､

NZYM (NZY､10mMMgSO4)液体培地中で､37℃､8-12時間振とう培養した｡NaCl

(終濃度 1M)とクロロホルム を加え､さらに10分間振とう培養した後､10,000rpmで

10分間遠心し､上清にポリエチレングリコール (終濃度 10%)を加え､1時間氷冷した｡
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12,000rpmで20分間遠心した後､ファージ沈殿を緩衝液 (50mMTris-HC1､10mM NaCl､

10mMMgC12) に懸濁し､クロロホルム処理した後､上清に等量の2× STE(80mMTris-

HCIpH7･5､2% SDS､40mMEDTA)とプロテナーゼ K (終濃度 1mg/ml)を加え､70

℃､15分間保温して ファージを破壊した｡フェノール処理で除 タンパクした後､上清を

エタノール沈殿し､ファージDNAを得た｡

4.プラスミドへのサブクローニング

ファージDNAとプラスミドBluescriptKS十をそれぞれ適当な制限酵素で完全分解した｡

切断したプラスミドについてはあらかじめ アルカリフォスフアタ-ゼ (BAP)により5-

末端を脱リン酸化処理した｡次にファージDNAの制限酵素断片とプラスミドDNAを

DNAugationKit(TaKaRa)を用いて 16℃､一晩連結反応を行った後､被感染能を賦与し

た大腸菌JM109に加え､E.coliPulser(BIO-RAD)を用いたエレクトロポレーション法に

より導入を行った｡導入後､大腸菌を2×YT液体培地 (1.6%パクトトリプトン､1%

酵母抽出液､0.5%NaCl)中に移し､37℃､1時間振とう培養を行った後､アンピシリン

(終濃度50LLg/ml)､XIGal(終濃度200LLg/ml)､IPTG (終濃度200LLg/ml)を含む2

×YT上層寒天培地 (2×YT､0.8%寒天)上で37℃ 一晩培養し､コロニー を形成させ

た｡形成コロニー の内､白色 コロニーを組換え体として選抜した｡

5.プラスミドDNAの調製

白色 コロニーを2×YT液体培地 (終濃度50LLg/mlアンピシリン)中で37℃ 一晩振

とう培養した｡8,000rpmで5分間遠心し､集菌した後､上清を捨て､沈殿をグルコース

緩衝液 (50mMグルコース､25mMTris-HClpH8.0､10mMEDTA)で懸濁した｡2倍量の

アルカリSDS溶液 (0.2MNaOH､1%SDS)を加え､5分間氷冷し､5M酢酸 カリウム

(pH4.8)溶液で中和後､氷中でさらに10分間放置した｡15,000rpmで15分間遠心して

上清を回収し､等量のイソプロパノールを加えて-20℃ に20分放置後､15,000rpmで15

分間遠心し､プラスミドDNAを沈殿させた｡沈殿物をTE緩衝液に溶解し､CsC12-EtBr

平衡密度勾配遠心法によりRNAを除き､精製DNAを調製した｡

結果および考察

1.ゲノミックサザン解析

リンゴACS遺伝子族の構成をより詳細に解析するために､栽培品種 ゴ̀ールデンデリ
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シャス'の成葉から調製したゲノミックDNAを5種類の制限酵素 (Bg川 ､E00Rl､

E00RV､Hindlll､Sacl)でそれぞれ分解し､ゲノミックサザン解析を行った｡用いたプ

ローブは前章のRFLP分析で用いたリンゴACS遺伝子断片である0

その結果､HindHでは前述の9.8､6.6､3.5､3.3kbの4本のバンドが見出されたが､

Bglllでは15.0､10.5､6.2kbの3本のバンドが､E00Rlでは 3.7､2.0､1.5kbの3本の

バンド､E00RVでは10.5､8.8､7.8､6.5kbの4本のバンド､Saclでは21.0､7.Okbの

2本のバンド がそれぞれ検出された (Fig.4)｡ 用いた プローブDNA塩基配列上にはこ

れらの制限酵素の認識部位は存在しないことから､リンゴACS遺伝子族は少なくとも4

つの遺伝子から構成されていることが示唆された｡

ACS遺伝子では多重遺伝子族を構成していることが トマト (Rottmannetal.1991)や

アラビドプシス (Liangetal.1992)などで明らかにされている｡ 今回のゲノミックサザン

解析の結果､リンゴでも他の植物種と同様､複数の遺伝子によって遺伝子族が構成されて

いることが示唆されただけでなく､今まで リンゴで報告されているライブニング時に発

現するもの (Dongetal.1991)とオーキシンにより誘導されるもの (Kimetal.1992)の他

にさらに別のACS遺伝子が存在する可能性が示された｡

2.ACS遺伝子を含む 入ファージクローンの制限酵素地図

ゲノミックサザン解析の結果､リンゴACS素遺伝子族は少なくとも4つの遺伝子から

構成されていることが示唆された｡そこでこれらの個々のACS遺伝子の構造を解析する

ために､栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'のゲノミックライブラリーを作製し､前章

に詳述したリンゴACS遺伝子断片をプローブに用いて プラークハイブリダイゼーション

を行い､ポジティブプラークをスクリーニングした｡その結果､約5.0× 105個のプラー

ク中で6個のポジティブクローンを得た (これらの 入ファージクローンをそれぞれ 入

AP1-1､人AP1-2､人AP1-5､人AP2-2､人AP2-4､人AP312と命名した)O

これらの 入ファージクローンについて制限酵素のApal､Xholを用いて制限酵素地

図を作製し比較したところ､入AP1-1､人AP1-2､人AP1-5に関しては同一の制限酵素部位

がマップできたことから､同じゲノム領域を含んでいると考えられる｡これに対して 入

AP2-2､人AP2-4､人AP3-2の各 クローンはそれぞれ異なる制限酵素部位を有していた (

Fig.5)｡ 次に各種の 入ファージクローン上のどの領域に遺伝子が存在するのかサザン

分析で調べたところ､入AP2-4と入AP3-2はファージクローンの末端部に存在したのに

対し､入APl-2と 入AP2-2は中央部に存在していた｡トマトやアラビドプシスで報告さ

れているACS遺伝子の領域は大きくても3kb程度であることから､入APl-2と入AP2-2
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は遺伝子の全商域を含んでいる可能性が高いと判断された｡

さらに､入AP2-4と入AP3-2についても遺伝子の全領域を含むクローンを得るために､

低 ストリンジェンシー条件下でもう一度 スクリーニング を行った｡その結果､さらに7

つのポジティブクローンが得られた (これらの入ファージクローンをそれぞれ 入AP1-6､

人AP2-1､人AP213､人AP2-5､人AP3-3､人AP411､人AP5-2と命名した)｡ これらの ク

ローンと前回のスクリーニングで得られた 入AP1-2と 入AP212を制限酵素のEcoRl､

Hindlllで分解し､サザンブロット分析を行ったところ､入AP116と入AP2-5､人AP4-1で

は 入AP1-2､人AP2-2と異なる シグナルが得られた.そこでこれらの 入ファージクロー

ンについても制限酵素のApal､Xholを用いて制限酵素地図を作成したところ､入AP1-

6に関しては前回のスクリーニングで得られた 人AP3-2と同一の制限酵素部位がマップ

できた｡さらにサザンブロット分析から入AP1-6は遺伝子の全領域を含んでいる可能性

が高いと判断された (Fig.5)｡ 一万､人AP2-5､人AP4-1はこれまでに得られた 入

ファージクローンとは異なる制限酵素部位を有していたが､遺伝子商域は末端部に位置し

ていた｡ (Fig.5)｡ 以上2回のスクリーニングによってACS遺伝子に相同な6つのゲ

ノム領域をクローン化できた.

次に､ライブニング時に発現するACS遺伝子のブローモーター領域を含む遺伝子領

域を得るためには､その遺伝子を含むクローンを同定することが必要である｡このこと

から､今回得られた6種類の 入ファージクローンの内､どの クローンが対応するかが重

要となる｡そこでまず､入AP1-2と 入AP1-6､人AP2-2領域中で遺伝子の全領域を含んで

いると考えられる約8.OkbのApal断片をそれぞれサブクローニングし (それぞれpAP11

2､pAP1-6､pAP2-2と命名)､cDNA上にサイトが存在するEcoRl､HindlllおよびSac

lを用いて制限酵素地図を作製した (Fig.6)｡ その結果､pAP1-2､pAP1-6領域上に

cDNAの制限酵素地図に対応する領域が見出された｡一方､pAP2-2は､cDNA上に存在す

るXhol､EcoRl､HindlllおよびSaclの制限酵素サイトのうち､XholおよびE00Rl

サイトは一致したものの､その下流に存在するHindHおよびSaclサイトは存在せず異

なる制限酵素部位を有していた｡しかし､推定遺伝子領域の5'側上流域ではpAPl-2と同

一の制限酵素部位を有していた (Fig.6). このことから､pAP212は ライブニング時に発

現するものとは別のACS遺伝子であるか､もしくは偽遺伝子である可能性が高い｡

また､これらの クローンについて制限酵素地図を作製した結果､前述した､栽培品種

間に見られたACS遺伝子の多型の成因に関しても知見を得ることができた｡プローブと

ハイブリダイズする個々の クローンのHindH断片の大きさから､pAP1-2､pAP1-6､
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pAP2-2のそれぞれの クローンは､栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'のゲノミックDNA

のHindH分解物に対するサザン分析で検出された3.5kb､3.3kb､6.6kbのバンドに対

応することがわかった｡このうち､pAPl-2とpAP1-6には多型を示すバンドのゲノム領

域が含まれていることから､これらのクローンを詳細に調べた結果､pAP1-6では推定遺

伝子領域の上流にあるE00RI-Hindlll断片の大きさが､pAPl-2と比べて約200bp短い

ことがわかった (Fig.3). この領域はちょうどプロモーター商域に相当しているため､

この相違が遺伝子の発現にどのような影響を及ぼしているのか興味が持たれた｡

今後は､遺伝子族を構成する個々の遺伝子の全商域を完全に含む 入ファージクローン

を全て単離し､塩基配列の解析を行うことによって､個々の遺伝子の発現についても解析

を行う必要がある｡
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Ⅳ. リンゴライブニング型ACS遺伝子の塩基配列

前章で明らかにされたリンゴACS遺伝子ファミリーの中で､既報のライブニング型

ACS遺伝子のcDNA配列と一部の制限酵素認識部位および塩基配列が一致するクローン

DNAを得ることが出来た｡また､興味あることに､リンゴ栽培種には対立遺伝子と考え

られた2種類のライブニング型ACS遺伝子が存在し､これをホモ､ヘテロで有する3グ

ループに分類された. ゴ̀ールデンデリシャス'はへテロ型であったことから､このゲノ

ミックライブラリーからACSを含む 2種のクローンを得ることが出来た｡このうち一方

のpAP1-6はcDNAの制限酵素地図と完全に一致するが､PAP1-2はSacIの下流にXhoI

認識部位があること､またプロモーターと予想される領域では､PAP1-6に比べて約200

bpほど長いことが確認された｡既報のACScDNAは､我々が実験材料として使用した栽

培種 ゴ̀ールデンデリシャス'から得たものであることから､何故､PAP116のタイプの

みがcDNAとして報告されたのかという疑問が生じた｡また､ACS遺伝子の5'隣接領域

には､この遺伝子のプロモーター配列があるものと予想される. このシス因子の解析は､

遺伝子ファミリー間の機能分担機構についての知見が得られると同時に､ライブニング時

に特異的に機能するプロモーターが得られる可能性があり､これを使用しての､ライブニ

ングに関わる基礎と応用の様々な研究に有効利用されることが出来よう｡ そこで､これら

2種のライブニング型ACS遺伝子とその隣接領域の塩基配列を決定した｡

実験材料及び方法

1.実験材料

リンゴ栽培種(Malusdomestl'caL.Borkh)の ゴ̀ールデンデリシャス'のライブニング

型ACS遺伝子領域を含むと推定された2種のプラスミド､PAP1-2およびpAP1-6を用い

た｡

2.サブクローニング

PAP1-2とpAP1-6をEcoRlとHl'DdTHで切断した.それらを0.8%のアガロースゲルで

電気泳動し､PAP1-2の3.5kb肋 dH断片､PAP1-6の3.3kb肋 dH断片､および両プラ

スミドの1.5kbと2.OkbのEcoRl断片をゲルから切り出した後､QIAquickGelExtraction

Kit(QIAGEN)を用いて精製した.各断片はファージミドベクターpBluescript"KS+の
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EcoRlとHl'Dd"lサイトにDNALigationKit(Takara)を用いて 16℃､一晩ライゲ-ション反

応を行った後､コロニートランスフォーメーション法によって形質転換したO転換菌は

SOC液体培地(2%パクトトリプトン､0.5%パクトイーストエキストラクト､10mMNaCl､

2.5mMKCl､10mMMgC12､10mMMgSO4､20mMグルコース)で37℃､1時間振塗培養を

行った後､アンピシリン(終濃度50〃′g/ml)､XIGal(終濃度200〃′g/ml)､IPTG(終濃度200〃′

a/ml)を加えたLB上層寒天培地(1.0%パクトトリプトン､0.5%パクトイーストエキスト

ラクト､1.0%NaCl､0.8%寒天)上で37℃ 一晩培養し､コロニーを形成させた｡形成コ

ロニーの内､白色コロニーを組換え体として選抜した｡

3.プラスミドDNAの調製

白色コロニーをLB液体培地 (終濃度50〃′g/mアンピシリン)中で37℃､一晩振塗培養

した｡8,000rpm､5分間の遠心により､集菌した後､MidiPlasmidpurification(QIAGEN)の

プロトコールに従ってプラスミドDNAを調製した｡

4.デリーションクローンの作製

制限酵素で切断したプラスミドDNAをフェノールークロロフォルム処理した後､エタ

ノール沈殿した｡沈殿したDNAをExonucleaseHbuffer(50mMTris-HCIpH8.0､100mM

NaCl､5mMMgC12､10mM2-メルカプトエタノール)に懸濁し､Exonucleaselllを加えた｡

37℃で30秒､90秒､150秒､210秒､-･と順次とり出して､氷上のMungBeannuclease

buffer(30mM酢酸ナトリウムpH4.5､100mMNaCl､1mMZnCl2､10%グリセロール)に入

れた｡それぞれを65℃ に10分間､37℃ に5分間静置後､MungBeannucleaseを加え､37

℃､1時間酵素反応を行い､フェノールークロロフォルム処理､エタノール沈殿をした｡

このDNAをKlenowbuffer(7mMTris-HCIpH8･0､0･1mMEDTA､20mMNaCl､7mMMgCl2､

0.1mMdNTP)に懸濁し､Klenow酵素を加え､37℃､15分間反応を行い､エタノール沈

殿させた後､サブクローニング法と同様に､ライゲ-ション反応と形質転換を行った｡

5.デリーションクローンのプラスミドDNA調製

目的のプラスミドが導入された大腸菌をLB液体培地(終濃度50〃′g/mlアンピシリン)中

で37℃ 一晩振塗培養した｡8,000rpmで5分間遠心し､集菌した後､上清を捨て沈殿を

TEG(25mMTris-HCIpH8･0､10mMEDTA､50mMグルコース)で懸濁し､リゾチームーTEG

(10mg/mlリゾチーム)を加えて撹拝した.アルカリSDS溶液(0･2NNaOH､1%SDS)､3M

酢酸ナトリウム(pH4.5)をそれぞれ加え､10,000rpmlO分間遠心後､上清を回収し等量の
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イソプロパノールを加えて､-20℃ に20分間､15,000rpm lO分間遠心によりプラスミド

DNAを沈殿させたOこれをTEbuffer(10mMTris-HC18･0､1mMEDTA)に溶解し､RNase

(0.1mg/ml)で37℃30分間RNAを分解した後､フェノールークロロフォルム処理して､上

層を回収し､エタノール沈殿によるDNAをTEbufferに溶解した.

6.シークエンス反応

プラスミドDNAは､SequiThermTMCycleSequencingKit-LC(forLIICORSequencing)
(EpicenterTechnologies)を用いてシークエンス反応させた｡反応物をDNAsequencerModel

40001･(LLCOR)によって読みとった後､BaseImageIRSoftwareVersion2.10(LI-COR)を用い

て解析を行った｡

括果および考集

pAP1-2およびpAP1-6をサブクローニングとデリーションを行い､Hl'Dd"J部位から

EtoRJ認識部位間をシークエンスした.その結果､pAP1-2では5,676bp､pAP116では

5,526bpの塩基配列を決定することが出来た(Fig.7)｡

pAP116は4つのエキソンからなる1419bpのコー ド領域をもっており､既報のライブニ

ング型cDNA(IAy-Yeeetal.1995)と完全に一致した.また､エキソンの数とサイズ､さら

に､イントロンの位置はトマ ト､イネ､アラビドプシスのACS遺伝子と類似していた

(Fig.8)｡

一方､pAPl-2はpAP1-6とほとんど同じ塩基配列を示した.しかし､コー ド領域では7

箇所の塩基置換が存在し､塩基配列から予想される翻訳アミノ酸配列では､1箇所のみに

違いがみられただけであった｡また､1-2型5-隣接領域には､1-6型に比べて転写開始点

より一781bpの位置に162bpの挿入配列が認められたことから､前章で観察された､助 d

H分解後のRFLP(3.3kbと3.5kb)は､この挿入配列が起因していることが判明した｡

リンゴ栽培品種のRFLP分析ではACS遺伝子は1-2型､1-6型のそれぞれをホモでもつ

品種とヘテロでもつ品種の3タイプに分類されることが示され､さらに､ホモ型同士の交

雑実生はヘテロ型となることから､この 2種のACS遺伝子は対立遺伝子の関係にあると

考えられた｡今回の塩基配列決定より､これらの遺伝子がコードするACSのアミノ酸配

列は99.8%の相同性を有する点や､また､両遺伝子の隣接領域間でも約96%の相同性を

示したことから､対立遺伝子の関係にあることが裏付けられた｡

対立遺伝子間の最大の違いは前述の162bpの挿入配列の存否であるので､この配列の

両隣接領域にプライマーを設定して､PCRを行うことで､その増幅産物のサイズから､

-16-



どちらの遺伝子を有しているかを判断できる｡ そこで､M.pruDl'foll'a､MhaDSl'EOTla､

M.sl'eboldl'1㌦M.sl'kkl'meDSl'S､M.asl'at1'ca lrついてこの点を検討したところ､いずれも1-6

型であった｡このことから､本来の野生種は1-6型であったが､このタイプに挿入が起

こったことで1-2型が誕生したものと考えられた｡

この挿入配列の両端には6塩基 (ATrjuT)の直列繰り返し配列が存在すること､3-領

域にはAに富む配列があることから､レトロトランスポゾンの一種であるSINE(short

interspersedrepetitiveelement)の特徴が兄いだされた｡そこで､この挿入領域を含むPCR産

物をプローブとしてゲノミックDNAにハイブリダイズしたところ､多くの断片が検出さ

れた｡同時に使用したイネゲノムではその様なシグナルが得られなかったことから､リン

ゴゲノム上に同配列が多数存在することが判明し､この挿入配列はSINEの一種であるこ

とを強く示唆した｡SINEは動物から植物まで様々な生物種のゲノムに偏在することが明

らかにされてきた (高崎と岡田 1995)｡ しかし､実際には植物の報告例は少なく

(Mochizukietal.1991;Umedaetal･1991)､リンゴでのSINEの特徴ずけを詳細に行うことは､

このトランスポゾンがどのようにリンゴの変異性に関わっているかなど､多くの観点から

興味がもたれる｡

前述の様に､既報のcDNA配列は1-6型であった｡そこで､1-2型の転写の有無を検討

した｡ライブニング時のmRNAを抽出し､RT-PCRによりcDNAを作製し､これを両者を

区別できるXhoIで消化した｡その結果､PCR産物にはXhoIの認識部位がなく､転写は

1-6型のみであると判断された (図省略)｡ しかし､1-2型はライブニング過程で全く転

写されないのかどうかは､より明確な手法であるノーザンハイブリダイゼーションにより

確認する必要があろう｡ また､栽培種の中には1-2型をホモで有する品種も存在すること

から､転写パターンが1-6型と違うのであれば､これらの栽培品種の表現型にどのような

影響を与えるか大変興味があるところである｡

最後に､5'隣接領域のシス制御配列 (cis-actingregulatoryelement)について検討した｡そ

の結果の一部をFig.9､10に示す｡得られた相同配列はあくまでも類似性がコンピュー

ター上で認められたにすぎず､実際にシス制御配列として機能していることを決定したも

のではない｡DNAフットプリンティングなどによる検証が必要とされる｡

以上の様に､本研究の最終目的である組換えリンゴの作出のための遺伝子とそのプロ

モーター領域を得ることが出来た｡今後は､上述の遺伝子そのものの特徴ずけを行うと伴

に､アグロバクテリウム法によるリンゴの形質転換を本格的に進める予定である｡
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V.おわりに

エチレンは他の植物ホルモンと同様､植物の生長や分化の様々な過程に関わっている｡

すなわち､種子の発芽から落花､落葉そして老化までと植物の一生を通してエチレンは機

能している｡ このうち､果実の成熟作用は､植物ホルモンとしてのエチレンの発見に結び

ついたほど､古くから知られた現象であった｡また､果実は経済的価値が高いことから､

貯蔵や輸送においての品質劣化の防止策の研究が活発に行われ､その結果､エチレンの影

響を減少させるべき種々の貯蔵法が試みられ､CAなどの優れた方法が開発されるに至っ

た｡

エチレンは最も簡単な有機化合物であることから､オーキシンやジベレリンなどに見

られる糖結合による貯蔵型 (不活性型)を持たない｡このため､生合成経路の活性化は細

胞内のエチレン量に直接反映することになる｡そこで､生合成系の律速酵素であるACSは

研究対象として絞られ､精力的に解析が進められてきた｡その結果､ACSタンパク質の精

製､そしてその遺伝子がクローニングされた｡これらの成果は､遺伝子工学による 『フレ

イバーセイバートマト』の作出につながった訳であるが､このことは分子育種法を一般社

会に紹介した点から､与えたインパクトは極めて大きなものであった0

一方､アラビドプシスのエチレンに対するの様々なトリプルレスポンス変異体から､

エチレントランスダクション系に関わる遺伝子が順次単離され､この数年間で､エチレン

受容体 (レセプター)蛋白質や各種MAPキナーゼの相互関係が驚くべきスピードで解明

されてきている｡ 植物ホルモンの生理機構についてはこの数10年間大きな進展はなかった

と言えるが､遺伝子工学や組換え植物の手法はまさしくブレークスルーであった｡他の植

物ホルモンにおいても新知見が次々と見出されているが､その中で最も研究が進んでいる

のはエチレン系である｡

エチレンはライブニングに代表されるように植物の生育段階の節目に作用することか

ら､エチレン量を適切に調節することで､作物に大きな農業的価値を付与することが可能

であろう｡ 例えば､エチレン合成系を抑制することで､花の萎凋や落花を妨げる実験は各

国で精力的に進められており､近い将来､従来の2倍や3倍､観賞の期間を楽しむことが

出来る花々が我々の周りに飾られることになるかもしれない｡一方､逆に､エチレンの生

合成をより促進することでも､様々な効果が期待されよう｡例えば､エチレン生成は傷害

によって上昇するが､これは植物の防御機構におけるトランスダクション系でエチレンは

ジャスモン酸と伴に直接関与しており､最終的にPIN (Proteinasei血ibitor)などの発現を活

性化することが判ってきた｡ そこで､エチレン生成を傷害の直後で促すことは､傷害防御
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機構を強めることにつながる可能性がある｡また､エチレンの種子発芽促進効果の観点か

ら､種子吸水時にエチレン量を増加させることで､休眠打破をより促進させ､その結果､

発芽ぞろいの優れた品種を作出することが出来るかもしれない｡

しかし､これらの実現のためには解決しなければならない多くの問題が残されている｡

その一つは先ず､ACS遺伝子ファミリーの分担機能を明らかにすることである｡現在ま

で､ライブニング型の他に､オーキシン型､傷害型が知られているが､これらの遺伝子の

発現調節などの特徴ずけ､すなわち､分子生物学的には遺伝子発現のシス､トランス因子

の解明であるが､これらの研究は一部の植物で始まったばかりである｡

言うまでもなく､ホルモン作用の特徴は極微量で多大な効果をもたらすことである｡

このため､遺伝子工学的なホルモン量の改変は改良につながる劇的な効果が得られる反面､

調節の度合いを少しでも間違えると意外な落とし穴へとつながることになりかねないこと

から､ホルモン量は厳格な制御機構により調節される必要があろう｡進化の過程で植物が

獲得した精巧な時間的 ･空間的ホルモン量の制御機構をより明確にしていくことが､エチ

レンのみならず､オーキシン､サイトカイニン､ジベレリンなどの他の植物ホルモン量の

人為的調節を付与した新たな植物の分子育種への幕開けにつながることと考える｡本報告

により得られた成果の活用とこれからのさらなる進展が望まれる｡
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摘 要

遺伝子工学による過熱防止を施したリンゴの作出を行うための基礎的研究として､リ

ンゴー1-アミノシクロプロパンー1-カルボン酸合成酵素 (ACS;EC4.4.1.14)遺伝子族の構

成とその構造について解析を行った｡

1)リンゴ栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'のゲノミックDNAからライブニング時に

特異的に発現するACS遺伝子の一部をPCRにより増幅し､これをプローブとした｡

2)リンゴ栽培種14品種および野生種1種のゲノミックサザン解析によって､ライブニン

グ型ACS遺伝子のRFLP分析を行ったところ､これらは 4つのタイプに分類されること

が明らかにされた｡

3)複数の制限酵素を用いたサザン解析から､ACS遺伝子は少なくとも4つの遺伝子から

なる遺伝子族を構成していた｡

4)栽培品種 ゴ̀ールデンデリシャス'のゲノミックDNAライブラリーを作製し､その

スクリーニング実験から､ライブニング型ACS遺伝子の6つのゲノム領域をクローン化

することが出来た｡

5)ライブニング型ACS遺伝子の塩基配列を決定した結果､3つのエキソンと4つのイン

トロンからなること､ ゴ̀ールデンデリシャス'にはその対立遺伝子が存在していた｡

6)対立遺伝子のプロモーター領域には162bpのトランスポゾン様配列が挿入されており､

このことが栽培品種間で観察されたRFLPの原因であることが判明した｡
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A.
-2262 aagcttcgaatcaagttctggttctttcatcgatgaataaaatccacaatcaaggccaaa
-2202 tccaactgtaggcaagactaggagagcctataaatacgaggctccaagacaaagaaatgg
-2142gtcagaaattcatcaaaacacctagactctcaaactcccaaacactcagaagatacagaa
-2082 aaatctctgc旦ttCtttgtCataCttgtgaagaaCCaCCaagCaCCtttaCaCatgCCgg
-2022 ttcctccatcgccattagccaaaaccctgag⊥cgtttgtttattCgagatCaagtCatCa
-1962 cgattttcggatcaacaacacacac上目tttttcacccagaagatcgaatcagaggatta
-1902 aaaattgtagcagagattgtaaccctaaattcattaataccaattattactttgtatacg
-1842 tattcttgggttatttattgcaaga上目tcgtgtttacaactctttttctagcacttcca
-1782 tcgacttataagtaatttaggctattcttatattaccaattaatttttagtggaatctca
-1722 acttttttaaaattatttatctcatggaaaatccaaattctcctctaaatgaacgg上土旦旦
-1662 caaaaagggttaacaaaaaggaaactttaacgcaaaactcttggtactgttcacttta且t
-1602 gaaaaatcatatttttaca旦taaaaagtCaatCttggtaCtattCaCtttaCC旦tttatt
-1542 日atccttatcgttaaaattcaaagttttcaaacccttttcattagttttccttaac旦aa
-1482 aatggttttattataaca旦atgattCtagtgttttCCttgttttgtataCCtaattCtaa
-1422 aggBgatagagtgatgatgttaaatgaagaaaaa旦agagagatgCCatttttgttCgtaC
-1362 cggattttcgaggttgactcaaatcaaaacattgtttggtaattggagtaatgaactgag
-1302 cagacataaaaacctgtgcgaactt旦aaaggttaaaaaaaaggtt旦aaaaaaaaaaCtt⊥
-1242 aacgaaaaaat旦tCagtattgttiattttaaCgaaaa旦tCaCaCttttaCattaaaaagt
-1182 caa旦CCtgtta旦tatttattttaCCCtttattttgtttaaaaCtCaaa旦tttttaagtat
-1122 日ttcattaattttcittaaaaaaaatagaaagtgagaaaaatgcccgacaaaattagtt
-1062 gtggctactagagtcaagaagcatatggaccagggtgggtcgctcttggcattttctatg
-1002 atacttgttgtcggtaaggttttgtaaacaaaactagacccgagtattaattcttgtttc
-942 actagtacttaacagcatatttaccacatcaattccatcacgggcatcaacagctcgtgg
-882 tagaaactattcaattaccacggttacatgtagatcgtggtagataacattaattcacca
-822 cggtcaaattctggcccgttgttaaaagtaaataattcaccacgattaatgcttctatgt
-762 acacttataatccccacgcaagtttgtaggtaatgccaggtaatggtgaacgccctaccc
-702 acttcccagtccaagcaaatagtgagaaaataaattaatggatgataciBgaaaattaa
-642 atttggagataaaatttgcaaattatataatatgtcacctatacga旦ttaaCaCatttat
-582 Caatatttaaataataaatcaatcatcaactaccatataatttagtttccaaaattttat
-522 日acaaatttagtctttagtattaccct⊥aattaattatttaatgttgattagtaaacac
-462 taaaacttcattgctttgggatttgggagtgtctgaaggtccttcatgatcaaBgtCttt
-402 agatggtggagcaaaagcgcgtacaattaattatcatgttgtttttggatttttattgaa
-342 tcaaaatacttggatcataatgttaagaaaaagaaccagagaaatctaaagagactttct
-282 taaaagtgagattcttcataatttatttatcatgtttttggtac∂∂/atttataatatcg
-222 gBgCaaaaattaatgttaaaatgtaagataaCagagaattCatagaaagCaCaattttaa
-162gataatctccttaacatttataaaaaatatgactactcagtgtgacgtgtcattcctttg
-102 日agacaaataatttctatatatttaaatttatattattacttttttgc/a/a/a/∂gac
-42 ccctccagtccaacaacatccaatatcccacttcaaacttgtaATCCAAAACCAAAACCT
18 CAAACTCTCTCTCTATTGCTTTCTCTTCCTTTCCACACTTCTTTCTTACAGCTTGTATCC
78 ATACAGTAGAAAATTAACCAAAA雷馬CGCATGTTATCCAGAAACGCTACGTTCAACTCTCA
I M R M L S R N A T F N SH
138 CGGCCAAGACTCCTCCTACTTCTTAGGTTGGCAAGAGTATGAGAAGAACCCCTACCATGA

Fig.7-1
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13 G Q D S S Y F L G W Q E Y E 氏 N P Y H E

198 GGTCCACAACACAAACGGGATTATTCAGATGGGTCTAGCAGAAAATCAGgtaattaatta

33 V H N T N G I I Q M G L A E N Q

258 日ataatttacgagcttaattttttattactaccatgcatatatgttaccatatgtagtt

318 atatttagtatataaactttgtgc旦CgtttCaatattttttttttCtagCTCTGTTTTGA
49 L C F D
378 TCTTCTCGAGTCATGGCTGGCTAAGAATCCAGAAGCAGCTGCATTTAAAAAAAATGGAGA

53 L L E S W L A 氏 N P E A A A F 氏 K N G E

438 ATCCATATTTGCAGAGCTTGCTCTCTTCCAAGATTATCATGGCCTTCCCGCGTTCAAAAA

73 S ∫ F A E L A L F Q D Y H G L P A F K 氏

498 Ggtaaacttataaattataataatttatagtataagctcacttttcgttaatgcaattaa

558 aagctactactagaacaagtcttctagcc旦gttgCatgtCtaaCtCagCttttgattatt
618 日tttcttacagGCAATGGTAGATTTCATGGCGGAAATCCGAGGGAACAAAGTGACCTTT
93 A M V D F M A E I R G N K V T F

678 GATCCCAACCACTTAGTGCTCACCGCCGGTGCAACTTCAGCGAATGAGACCTTTATErTC
110 D P N H L V L T A G A T S A N E T F I F

738 TGCCTTGCTGACCCCGGCGAAGCCGTTCTTATTCCTACCCCATACTACCCAGGgtacgta
130 C L A D P G E A V L I P T P Y Y P G

798 tattaaccttcacttcatttttttttctttgtttttaacaaacaatttgaactgtaagac

858 ctactttcttagtattctgacgtggggcatgaactccatttcgggataagaaataactaa

918 acactaatttcatccctaatagccgagtattttcttacgtgtcttacagATTTGATAGAG
147 F D R

978 ACCTTAAGTGGCGAACTGGAGTCGAGATTGTACCCATTCACTGCACAAGCTCCAATGGCT

151 D L 氏 W 氏 T G V E I V P IH C T S S N G
1038 TCCAAATTACTGAAACCGCTCTGGAAGAAGCCTACCAAGAAGCCGAAAAACGCAATCTCA

171 F Q I T E T A L E E A Y Q E A E K 氏 ド L
1098 GAGTCAAAGGAGTCTTGGTCACGAACCCATCAAACCCATTGGGCACCACAATGACCAGAA

191 R V 氏 G V L V T N P S N P L G T T M T 氏

1158 ACGAACTCTACCTCCTCCTTTCCTTCGTTGAAGACAAGGGCATCCACCTCATTAGCGATG

211 N E L Y L L L S F V E D K G I H L I S D

1218 AAATTTACTCCGGCACAGCTTTTAGCTCCCCATCCTTTATAAGCGTCATGGAAGTTCTCA

231 E I Y S G T A F S S P S F ∫ S V M E V L

I278 AAGATAGAAACTGTGATGAGAATTCCGAAGTTTGGCAGCGAGTTCACGTTGTCTATAGCC
251 氏 D 氏 N C D E N S E V W Q 氏 V 班 V V Y S

1338 TCTCTAAGGATCTTGGCCTTCCGGGTTTTCGAGTTGGCGCCAT工TACTCCAACGACGACA
271 L S 氏 D L G L P G F 氏 V G A I Y S N D D

1398 TGGTTGTGGCCGCCGCTACAAAAATGTCAAGCTTTGGTCTTGTTTCTTCTCAAACTCAGC

291 M V V A A A T K M S S F G L V S S Q T Q
1458 ACCTTCTCTCCGCCATGCTATCCGACAAAAAACTCACTAAGAACTACATAGCCGAGAACC

311 H L L S A M L S D 氏 氏 L T 氏 N Y I A E N

1518 ACAAAAGACTCAAACAACGTCAGAAAAAGCTCGTCTCCGGCCTTCAGAAATCTGGCATTA

331 H 氏 R L 氏 Q 氏 Q K K L V S G L Q K S G I

1578 GCTGCCTCAACGGCAATGCTGGCTTGTTCTGTTGGGTGGATATGAGGCACTTACTTAGGT
351 S C L ド G N A G L F C W V D M 氏 班 L L 氏

2｢nbL
●lF
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1638 ccAACACCTTTGAAGCCGAAATGGAGCTCTGGAAAAAGATTGTATACGAAGTTCACCTCA

37l S ド T F E A E M E L W K K I V Y E V 班 L

1698 ATATATCTCCTGGATCGTCTTGTCATTGCACGGAACCTGGTTGGTTCCGTGTCTGCTTTG

391 N I S P G S S C 班 C T E P G W F 氏 V C F

1758 ccAACTTGCCCGAGAGAACTCTGGACTTGGCAATGCAGAGACTGAAGGCATTTGTGGGGG

411 A ド L P E R T L D L A M Q R L K A F V G
1818 AGTATTACAACGTCCCTGAGGTCAATGGCGGCAGCCAAAGCAGCCATTTAAGCCACTCGA
431 E Y Y ド V P E V ド G G S Q S S 班 L S 班 S
1878 GAAGACAGTCGCTCACGAAGTGGGTTTCCCGGCTATCCTTCGATGACCGCAGTCCTATTC

451 R R Q S L T K W V S R L S F D D R 旦 P I
1938 ccGGTAGATGAAAGGTAGCCTGGTCTGAGTACAAGAAACCGCTAAGGAAAATTACATTTT

471 PGR ‡
1998 AGACCAAACATTTTTTCTGCCAAAAAGTTAATTGGTTGAATTTTTTTTTGGTTTTAG工TT
2058 TTTTTTTTTCTCCGAATGTAGAGAAGTGCACACGGTCCGTGTTTGGGGATGTGAAGTGGC

2118 TTTCGCTTCATTTGTAAAAGGGGTGTGCTATCCACATACCCCATTTGACTTCTCACATAC

2178 CTTTTGATTATTTCTGTCCCTTGATITTCTTAAATTCATCCGATTGGACGGCTGAAAATT
2238 AAAAAAGTGTGTGAGAAGTAAAATGGGGTGTGTGGATATCACACCCCTTTGTAAAACTAG

2298 TTTTGGTGATTGTGTGGCACCAAATTTCCTTTATGTCTTCGAAAACAAAAATTACTCCAT

2358 TGTGATTATGATGCATTATTGATTCTATACAATGTGATTAGTGTAtcatgtatattctat

2418 tctagcgcgaactcccataatcatattgttcac旦CCCtaaattCg旦CatgggtatCgCag

2478 acatgccgBgaatttaCtCgaaCagggaaCtggCgggttgCgagCgtgCCaCtaCtagat

2538 gctgctagtaggCgagatttgaatggttgagattgCaCCtgagttCgaCttCtaaCCaag

2598 agattgtgccattgagtg旦gagtggCtCaaatCaaggttCtttCtttgCCttaaagataa

2658 gga旦tttaCttatgtigagaaatgcaacaacatgaaaatgacaagggtgaggaaagtaaa
2718 tgactggtattgtagattgcttgtaaagtaaatgactagaaatgagttgtacataaacta

2778 caaaggagatcgatactatcgggtgagtagcggagctaataaactagacaaaaaatatct

2838 tttctaaggaa止 tattgctaaaagaactgggatctgggttgattacagcttttggatgc
2898 aaatctggcttgaaagcagagtttggttgtttgtttgtttgattggttgagtgtcgttct

2958 ctctBgggCCtCtttttCCttttataggCgaattagCCCiactgctgtgactttgctctt
3018 gcctgaaagcacttggagggtagtgagtcatcaactttttacttgtattgccactgaaaa

3078 gttttttttttgggctgattatgagttagtccccatcacttgacatttaaaatcataagC

3138 acatggcctatgcattaatgggaaggcgccaatttgtctctgggcttgatgcttgggctt

3198 cgggcaagtctccctttagttggtat旦tCiaggcttccaiacacttgcaacc旦aatgttC

3258 aaatattaacccaaacagtgccccctttaatcattgttgagg⊥tataatcccaagcgcta

3318 ataatgattaaatagccg⊥cgcacgccttctctcgggacttacaccatttaaagcaa旦Cg

3378 日tgctaagtaaaaCCttgCaCtaatCCatgaattC

Fig.7-3
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B.
-2111 〔iL～L C旦aatCaagttCtggttCtttCatCgatgaataaaatCCaCaatCaaggCCaaa
-2051 tccaactgtaggcaagactaggagagcctataaatacgaggctccaagacaaagaaatgg
-1991 gtcagaaattcatcaaaacacctagactctcaaactcccaaacactcagaagatacagaa
11931 aaatctctgcgttCtttgtCataCttgtgaagaaCCaCCaagCaCCtttaCaCatgCCgg
-1871 ttcctccatcgccattagccaaaaccctgag呈C旦tttgtttattCgagatCaagtCatCa
-1811 cgattttcggatcaacaacacacactttttttcacccagaagatcgaatcagaggattaa
-1751 aaattgtagcagagattgtaaccctaaattcattaataccaattattactttgtatacgt
-1691 attcttgggttatttattgcaaga旦tttCgtgtttaCaaCtCtttttCtagCaCttCCat
-1631 cgacttataagtaatttaggctattcttatattaccaattaatttttagtggaatctcaa
-1571 cttttttaaaattatttatctcatggaaaatccaaattctcctctaaatgaacggttaac
-1511 aaaaagtaaactttaacgcaaaactctcggtactgttcactttaatgaaaaatcatattt
-1451 ttaca⊥taaaaagtcaatcttg⊥tactattcactttaccrtttattttatccttatcgtt
-1391 aaaattcaaagttttcaaacccttttcattagttttccttaacaaaatggttttattata
-1331 acagatgattCtagtgttttCCttggttttgtataCCtaattCtaaaggBgatagagtga
-1271 tgatgttaaatgaaggaaaaagagagagatgCCatttttgttCgtaCCggattttCgagg
-1211 日gactcaaatcaaaacattgtttggtaattggagtaatgaactgagcagacataaaaac
1115l ctgtgcgaactt旦aaggttaaaaaaaaggtt旦aaaaaaaaaaaCtt旦aaCgaaaaaatエt
-1091 cagtattgtt⊥attttaac旦aaaaltCaCaCttttaCattaaaaagtCaa⊥CCtgtta⊥t
-1031 atttattttaccctttatttt旦tttaaaaCtCaaagtttttaagtatttttCattaattt
-971 tccttaaaaaaaatagaaagtgagaaaaatgcccgacaaaattagttgtggctactagag
-911 tcaagaagcatatggaccagggtgggtcgctcttggcattttctatgatacttgttgtcg
1851 gtaaggttttgtaaacaaaactagacccgagtattaattcttgtttct日射HHH11
179l caaHaCaagCCgattaatgCttCtatgtaCaCttataatCCCCaCgCaagtttgtaggt
-731 aatgccaggtaatggtgaacgccctacccacttcccagtccaagcaaatagtgagaaaat
-671 aaattaatggatgatac旦_娼gaaaattaaatttggagataaaatttgCaaattatataat
-611 atgtcacctatacga旦ttaaCaCatttatCaatatttaaataataaatCaatCatCaaCt
-551 accatataatttagtttccaaaattttatttacaaatttagtctttagtattaccckaa
-491 日aattatttaatgttgattagtaaacactaaaacttcattgctttgggatttgggagtg
-431 tctgaaggtccttcatgatcaa⊥gtctttagatggtggagcaaaagcgcgtacaattaat
-371 tatcatgttgtttttggatttttattgaatcaaaatacttggatcataatgttaagaaaa
-311 agaaccagagaaatctaaagagactttcttaaaa旦tgagattCttCataatttatttatC
-251 atgtttttggta,･二･,I:,,latttataatatCggggCaaaaattaatgttaaaatgtaagataa
-191 caga土器=;･､atagaaagCafJ:{･iz<iitttaagataatCtCCttaaCatttataaaaaatatg
-131 actactcagtgtgacgtgtcattcctttgttagacaaataatttctatatatttaaattt
-71 atattattacttttttgc,,I,,i;).;i;i,冒;i,gaCCCCtCCagtCCaaCaaCatCCaatatCCCaC
-11 ttcaaacttgtaATCCAAAACCAAAACCTCAAACTCTCTCTCTATTGCTTTCTCTTCCTT
49 TCCACACTTCTTTCTTACAGCTTGTATCCATACAGTAGAAAATTAACCAAA UG(;AT(i
i M R M
109 TTATCUlG.ilA宜(訂丁宜GTTCAACTC,TC祉GG(｣:,,･拍(制て廿TCCTACTTLt<T′rAG(汀TGG
L S R N A T F N S H G Q D S S Y F L G W

169 rAAGAGTATG=,A(沃封沃鉦往rTAC(_lATG鮎;GTH1WAI･･uA(i,AA妊GGGATTATTCAGATG
亨＼, Q E Y E 氏 N P Y H E Q E Y E K N P Y H E

Fig.7-4
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229 GGT(丁場(:貼lAl'1:ltT(こ;Wigtaattaattattataatttacgagcttaattttttattact

G L A E ド Q
289 accatgcatatatgttaccatatgtagttatatttagtatataaactttgtgcgCgtttC
349 aatattttttttttctagrT(,IT(汀T'rT侶廿TTl､ ,:JIT(;-:･lLTGG(二'TG(;(:,TAAGAATC(i:･'1

L C F D L L E S W L A K ド P

409 〔沃AG(;AG(A'TG(':･汀T冒Å･1.;牲'tAAT(I;(;.31丘一'lAlTし(∴EITATTT(1;(∴LlG::tG(/TTG(:T(tT(二TT(:(:.AA

E A A A F K K ド G E S I F A E L A L F Q
469 G:,tTT:ltTHTGG(;(;TT(服'lG(T,TT(;!'1.:llAA.,'lGgtaaacttataaattataataatttatagt
D Y H G L P A F K K

529 ataagctcacttttcgttaatgcaattaaaagctactactagaacaagtcttctagccgg

589 日gcatgtctaactcagcttttgattatttttttcttacagG('AATGGTAGATTT仁もTGG
A M V D F M

649 CGGA.;'1:･lTCCG::lGGGAAL眉:1.GTGACeTTTGATCeCAAeLIACTTAGTG(二′reACCGCCGGTG

ワ
7日
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A E I R G N K V T F D P N H L V L T A G
(｢A'lCTT(;,ち(汁,tGAAT(沃GA(二(二TTTATTTTrTGCeTTGeTGA廿(二(二G(-;CGAAG(,工GTTrTTA

A T S A N E T F I F C L A D P G E A V L

TTCeTLilCeL1C.:rr.:llCmL'CCAGGgtacgtatattaaccttcacttcatttttttttctttg
I P T P Y Y P G

tttttaacaaacaatttgaactgtaagacctactttcttagtattctgacgtggggcatg

aactccatttcgggataagaaataactaaacactaatttcatccctaatagccgagtatt

ttcttacgtgtcttacagAT′rTG.ilTAGAGA圧ノ門且姑!､GGC信uLtTGG!'MiT(IGAG.flrrL汀
F D R D L K W R T G V E I V

1009 AH二CArT(ニA仁T(汁:1(;AAG(:I(i:AATGGCTT(;(二AAATT:･l(;TGAuH-,I(;(二T(I,T(iGAA(;AAGC

P I H C T S S N G F Q I T E T A L E E A
1069 LtT.:leL甘ちG.姐GLt,ilG姐A:1.妊G(I,AAT(二代,AG,;lGTCAA.ilGG:･lGTCTTG(rrH(:GAACeLIATe

Y Q E A E K R N L R V K G V L V T N P S
1129 uA(I(,1(二封て(諒-,I(∴1日,-,,･'1(二AATGA(,I(:AG.･uA(､GAACT(JLTAt''(丁目',I.TC(:,TTTHJ_TTrGTTG:㌔

N P L G T T M T R N E L Y L L L S F V E

1189 .へGACMGGGeATCL',ACCTL'A′rrAGCGATGAAA′UrTACTL'(,lGGLl:lCAG(ITTTTAGL'.TCe洋

D K G I H L I S D E I Y S G T A F S S P

1249 ATCC'rTTAT.zl･'lGH-;T(二ATGGAAGTTL-･T(二AAAGATAGG.･･拍(/i-GTGATGAL/昌.､も(;(沈痛T
S F I S V M E V L K D R N C D E N S E V

1309 TTGGLtAGeGAGTTC,,甘GT′1､GT(二′拍TAGeLITCTrT姐G(甘圧TT(汁;CCTT(二CGGGrrTTCG

w Q R V H V V Y S L S K D L G L P G F R

1369 EilGTTGG‖4't(Jl(二ATCU廿T(こし1姐CGA(二(甜甘rGGTTGTGGH'(;C瑞(;TA(二,柏左uTG-T(∴'/,,,,iミ
V G A I Y S N D D M V V A A A T K M S S

1429 一,TGGTC'Ill;T′lTL'T′廿TCiltAAC'廿,,:tlG(;,･'tL､(二十汀丁目(1(;G(:,Lu′t､GLlTM'H,lGIJlH.柏,,柏

- F G L V S S Q T Q H L L S A M L S D K K
1489 1甘TC/A('TAA吊.甘VE,Ll(二ATAG(1,(rG.ALGM(二日(;,uA'1(;:M∫(;A左-,1(二AA(;GT(～(清AuA(7(;T

L T K N Y I A E N H K R L K Q R Q K 冗 L
1549 rGTぐ,T(二CGG(:CTT(:1.,'lGAMTLl.TGG仁へTTAGCTGCCTUA･'teGGC:･lATG(:,TGG(:TTGTT(.tTG

` ` VS G L Q K S G I S C L N G N A G L F C
1609 TTGGGTG侶TATGAGG(∴WTT旦nTAGGTCeAE･･'lCA圧TTT侶AtX,1(二(;:廿ITGGAGeT(二T(Ill

Fig.7-5
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t W V D M R H L L R S N T F E A E M E L W

16 6 9 GA:lA,,ll.LIG･,yr r GU iTW GM GTTCJ･圧 (J UIA T :JlTA作 ,1℃C T G(甘1℃(汀 LT TGTn rfTG C .甘
K K I V Y E V H L N I S P G S S C H C T

17 2 9 (iGA A(;C'1-(ミGT Tt-;G TT(I(;GT GT(二TC(,T rTG(二(､A:1(/i-TG(二(_'‖ iAGAGAAU rCTG(沃eTTGG(''
E P G W F R V C F A N L P E R T L D L A

1789 -tlA''H三(二AGAGAr.T(礼;tL臣;(I.:甘TTGTGGGGGAGT:'lTTA(;A.,症(;T廿(;TG:lGG作.旭TGGC(;(̂i

M Q R L K A F V G E Y Y N V P E V N G G
1849 C.''旧;C:'uAGeAGCeu′廿,/Jlt･附:Ll.旧､伎嬬描;A仁姑rLtGCTLll1.(込uGTG(;GTH作用

S Q S S H L S H S R R Q S L T K W V S R

1909 (;(二TAT(二CTT(二(;:,tTGA((:GH-.tGT甘TATT(;(二(:.LA;GTA侶TGAAAGGTAGCCTGGTCTGAGTA

L S F D D R 旦 P I P G R 辛
1969 CAAGAAACCGCTAAGGAAAATTACATTTTAGACCAAACATTTTTTCTGCCAAAAAGTTAA

2029 TTGGTTGAATTTTTTTTTLGTTTTAGTTTTTTTTTTTCTCCGAATGTAGAGAAGTGCACA

2089 CGGTCCGTGTTTGGGGATGTGAAGTGGCTTTCGCTTCATTTGTAAAAAGGGTGTG工TATC

2149 CACATACCCIATTTGACTTCTCACATACCTTTTGATTATTTCTGTCCCTTGATiTTCTT工
2209 AATTCATCCGATTGGACG.･'lCrGAAAATTAAAAAAGTGTGTGAGAAGTAAAATGGGGTGTG

2269 TGGATATCACACCCCTTTGTAAAACTAGTTTTGGTGATTGTGTGGCACCAAATTTCCTTT

2329 ATGTCTTCGAAAACAAAAATTACTCCATTGTGATTATGATGCATTATTGATTCTATACAA

2389 TGTGATTAGTGTAtcatgtatattctattctagcgcgaactcccataatcatattggttc

2449 ac⊥ccctaaattcgi_CatgggtatCgCagaCatgCCBBgaatttaCtCgaaCagggaaCt

2509 ggcgggttgcgagcgtgccactactagatgctgctagtag旦Cgagatttgaatggttgag

2569 attgcacctgagttcgacttctaaccaagagattgtgccattga旦tgggagtggCtCaaa

2629 tcaaggttctttctttgccttaaagataaggal_tttaCttatgtggagaaatgCaaCaaC
2689 atgaaaatgacaagggtgaggaaagtaaatgactggtattgtagattgcttgtaaagtaa

2749 atgactagaaatgagttgtacataaactacaaaggagatcgatactatcgggtgagtagc

2809 ggagctaataaactagacaaaaaatatcttttctaaggaa旦旦tattgCtaaaagaaCtgg
2869 gatctgggttgattacagcttttggatgcaaatctggcttgaaagcagagtttggttgtt

2929 tgtttgtttgattggttgagtgtcgttctctctggggcctctttttccttttataggcga

2689 attagcccgactgctgtgactttgctcttgcctgaaagcacttggagggtagtgagtcat

3049 caactttttacttgtattgccactgaaaag上目ttttttttgggctgattatgagttagt

3109 ccccatcacttgacatttaaaatcataagcacatggcctatgcattaatgggaaggcgcc

3169 aatttgtctctgggcttgatgcttgggcttcgggcaagtctccctttagttggtat旦tC旦

3229 aggcttccaiaCaCttgCaaCCCaatgttCaaatattaaCCgaaaCagtgCCCCCtttaa

3289 tcattgttgaggiltataatCCCaagCgCtaataatgattaaatagCCg旦CgCaCgCCttC

3349 tctcgggacttacaccatttaaagcaa⊥cgtttgctaaitaaaaCCttgCaCtaatCCat
3409

Fig.7-6A;Completenucleotidesequenceof̀【heMd-ACS1-2geneincludingintronsand5'-and3'-
flankingreglOnS･nenuCleotideatposition+1correspondstothetranscriptioninitiationsite･The
nucleotidesupstreamfromthe+1Positionarenegativelynumbered･ThemRNAcodedbythegeneis
shownin甲pitalletters･Theremainderofthesequenceisshowninsmall1etters･Thenucleotides
whichweredifferentfromthoseofMd-ACS1-6areunderlined.nederivedaminoacidsequenceis
presentedintheone-lettercodebelowtheDNAsequence･B;CompletenucleotidesequenceofMd-
ACS1-6geneanditsflankingreg10nS･CharactersandnumbersshowthesameasA･
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Fig･8･StmctureofMd-ACS1-2gene･A;GeneorganizationofACSl-2andstnlCtureOfderived

plasmidconstructs.ApartialrestrictionmapofcloneAAPl-2andderivedplasmidsisshown(A,

ApaI;X,XhoI;H,HindIII,E,EcoRI;Sc,SacI)･Theexonsareshow:nasfilledblocks,andthe
connectlnglinesdesignatetheintrons･Pachedboxat5rflankingreglOnShowstheinsertionsequence
detected.Thenumbersmeanthesizesofintronsandexons･ち;GeneorganizationofACS1-6and

stmctureofderivedplasmidconstructs･CharactersandnumbersshowthesameasA･

-35-



tomoto PG Abox

pAP1-6

tomoto PGAbox

tomclto PG Bbox

pAP1-6

tomclto PG Bbox

tom8tO PG(box

pAP1-6

tomc)to PGCbox

tom(コtO PG Dbox

pAP1-6

tom(コtO PG Dbox

tomclto PG Ebox

pAP1-6

tomoto PG Ebox

tom(コtO PG Fbox

pAP1-6

tomoto PG Fbox

MotCh% 76.9

890 900

ATETCCTTAACATTTATAAAAAA

X:::: :::X
¶AATTATAACAGTGGTAAACCA

lO ZO

HcltCh% 78.6

980

ATTAITAClH Hl

.IX.･.･:.･ :.･.･:X

A(TATTATATTTII

IO

M(コtCh% 75.0

630 640

ATGAT(AATGT(〔 AG

X::: :::X
ATGAA(ATAGTGm AA

IO

MqtCh% 65.5

30 40 50

AITITATITAAAACTCAAAGl1IHAAGTAIT

:X::::::: ::::X

AATnAIT ATAAATTATAT(AAATAAGTTAA

le Z0 30

MotCh% 70.0

460 470

(Am AT(AATAT¶AAATAATAAAT(

x::: ::::::X:
ATTITAAAAAATATTAAATAGTTTGAA

IO ZO

MqtCh% 6Z.9

780 790 808

(ATAATnATITTAT(ATGTTm GGTACAATATn

x::::: -･･- ::::::X

(ATAATAITllHiAATTATT(AAAATAAATATn

10 20 30

Fig.9.Sequenceslo00tedintheACSgene-5-flankingreglOnSShowlngSimilaritytotomatoPG
promotersequences(Montgomeryetal.1993).:Indicatesidenticalbases.
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-997 -568 -402 -246-232-168 -46 ATG

1-2型162bp挿入Fig.10.Representationofthe5'ACSpromoterindicatlngSequenceelementsofinteres
t.PGmeans【九ecis-activa血gsequencesofapolygalacturonasegenehtomato.Basepositionsa
renumberedrelativetothetranscrlption



Submissionlofasetoflsubmission(S).

SOURCEappletree
ORGANISMMalusdomestica

Eukaryotae二mitochondrjaleukaryotes;ViridipJantae;

Charophyta:Embryophytagroup;Embryophyta;Magnoliophyta;
Magnoliopsjda,'Rosales;Rosaceae,-Malus.

--TobereleasedonMarch/15/1977--

LOCUS XXXXX 5526bp DNA PLN 09-FEE-1997

DEFINmON MalusdomesticaACCsynthase(MdACS-1)gene,genomicsequence.
ACCESSION ;
KEYWORDS

SOURCE appletree.
ORGANISM Malusdomestica

Eukaryotae;mitochondriaJeukaryotes;Vt'ridipJantae;
Charophyta/Embryophytagroup;Embryophyta:MagnoJiophyta:
Magnoljopsida;RosaJes;Rosaceae;Malus.

REFERENCE 1(baseslto5526)
AUTHORS Harada,T.,Sunako.T.,Sakuraba,W.,Goto.S.,Senda,M.,Akada.S.,
lshikawa,R.andNiizeki,M.

TITLE Genomicnucleotjdesequenceofaripentngィelated
トaminocyclopropane-1-carboxylatesynthasegene(MdACS-1)inapp一e

JO]RNAL PlantPhysiol.(1997)lnpress
REFERENCE 2 (bases1to5526)
AUTHORS Harada,丁.,Sunako,T.andSakuraba,W.
TlTLE DirectSubmission

JOURNAL Submitted(091FEB-1997)FacultyofAgriculture,Hirosaki
University,Bunkyoucho3,HirosakiO36Japan

COMMENT Lay-Yee,M.PlantPhysl01.107,1017-1018,1995.
FEATURES Location/'QuaJi-fiers
source 1..5526

/organism-'TMafusdomestica"
/strain-"GoldenDeHciousrl

mRNA join(2113..2358,2479‥2610,2742..2902,3079‥4513)
CDS join(2212..2358,2479..2610,2742‥2902.3079"4060)

/9ene-HMdACS-1''
/note-‖ECnumber-4.1.1.14-■

/codon_start=1

/product-"Acesynthase'l
/translation-"MRMLSRNATFNSHGQDSSYFLGWQEYEKNPYHEVHNTNGHQMC
LAENQLCFDLLESWLAKNPEAAAFKKNGESTFAELALFQDYHGLPAFKKAMVDFN
RGNKVTFDPNHLVLTAGATSANETFIFCLADPGEAVLIPTPYYPGFDRDLKWRT〔
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VPIHCTSSNGFQITETALEEAYQEAEKRNLRVKGVLVTNPSNPLGTTMTRNELYLL

FVEDKGlHuSDEIYSGTAFSSPSFlSVMEVLKDRNCDENSEVWQRVHVVYSLSKE
LPGFRVGAJYSNDDMVVAAATKMSSFGLVSSQTQHLLSAMLSDKKLTKNYIAEM
KQRQKKLVSGLQKSGJSCLNGNAGLFCWVDMRHLLRSNTFEAEMELWKKlVYEVト
SPGSSCHCTEPGWFRVCFANLPERTLDLAMQRLKAFVGEYYNVPEVNGGSQSSHF
RRQSLTKWVSRLSFDDRGPlPGR'I

BASECOUNT 1698a 1083C 9759 1770t
ORIGIN

laagcttcaaatcaagttctggttctttcatcgatgaataaaatccacaatcaa9gCCaaa
61tccaactgtaggcaagactaggagagcctataaatacgaggctccaagacaaagaaatgg
121gtcagaaattcatcaaaacacctagactctcaaactcccaaacactcagaagatacagaa
181aaatctctgcgttctttgtcatacttgtgaagaaccaccaagcacctttacacatgccgg
241ttcctccatcgccattagccaaaaccctgaggcatttgtttattcgagatcaagtcatca
301cgattttcggatcaacaacacacactttttttcacccagaagatcgaatcagag9attaa
361aaattgtagcagagattgtaaccctaaattcattaataccaattattactttgtatacgt
421attcttgggttatttattgcaagaatttcgtgtttacaactctttttctagcacttccat
481cgacttataagtaatttaggctattcttatattaccaattaatttttagtggaatctcaa
541cttttttaaaattatttatctcatggaaaatccaaattctcctctaaatgaacggttaac
601aaaaagtaaactttaacgcaaaactctcggtactgttcactttaatgaaaaatcatattt
661ttacattaaaaagtcaatcttgttactattcactttaccctttattttatccttatcgtt
721aaaattcaaagttttcaaacccttttcattagttttccttaacaaaatggttttattata
781acagatgattctagtgttttccttggttttgtatacctaattctaaaggggatagagtga
841tgatgttaaatgaaggaaaaagagaga9atgCCatttttgttCgtaCCggattttCgagg
901ttgactcaaatcaaaacattgtttggtaattggagtaatgaactgagcagacataaaaac
961ctgtgcgaacttaaaggttaaaaaaaaggttaaaaaaaaaaaacttaaacgaaaaaatct
1021ca9tattgtttattttaaCaaaaattCaCaCttttaCattaaaaagtCaatCCtgttatt
1081atttattttaccctttattttatttaaaactcaaagtttttaagtatttttcattaattt
1141tccttaaaaaaaatagaaagtgagaaaaatgcccgacaaaattagttgtggctactaga9
1201tcaagaagcatatggaccagggtgggtcgctcttg9CattttCtatgataCttgttgtC9
1261gtaaggttttgtaaacaaaactagacccga9tattaattCttgtttCtttgttttttttt
1321caattacaagccgattaatgcttctatgtacacttataatccccacgcaagtttgtaggt
1381aatgccaggtaatggt9aaCgCCCtaCCCaCttCCCagtCCaagCaaata9tgagaaaat
1441aaattaatggatgatacatggaaaattaaatttggagataaaatttgcaaattatataat
1501atgtcacctatacgaattaacacatttatcaatatttaaataataaatcaatcatcaact
1561accatataatttagtttccaaaattttatttacaaatttagtctttagtattaccctcaa
1621ttaattatttaatgttgattagtaaacactaaaacttcattgctttgggatttgggagtg
1681tctgaaggtccttcatgatcaatgtcttta9atggtggagCaaaagCgCgtaCaattaat
1741tatcatgttgtttttggatttttattgaatcaaaatacttggatcataatgttaagaaaa
1801agaaccagagaaatctaaagagactttcttaaaaatgagattcttcataatttatttatC
1861atgtttttggtacaatatttataatatcggggcaaaaattaatgttaaaatgtaagataa
1921cagagaattcatagaaa9CaCaattttaagataatCtCCttaaCatttataaaaaatat9
1981actactcagtgtgacgtgtcattcctttgttagacaaataatttctatatatttaaattt
2041atattattacttttttgctatatatagacccctccagtccaacaacatccaatatcccac
2101ttcaaacttgtaatccaaaaccaaaacctcaaactctctctctattgctttctcttcctt
2161tccacacttctttcttacagcttgtatccatacagtagaaaattaaccaaaatgcgcatg
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2221ttatccagaaacgctacgttcaactctcacggccaagactcctcctacttcttaggttgg
2281caa9agtat9agaa9aaCCCCtaCCat9aggtCCaCaaCaCaaaCg9gattattCagatg
2341ggtCta9CagaaaatCaggtaattaattattataatttaCgagCttaattttttattaCt
2401accatgcatatatgttaccatat9tagttatattta9tatataaaCtttgtgCgCgtttC
2461aatattttttttttctagctctgttttgatcttctc9agtCatggCtggCtaagaatCCa
25219aagCa9Ct9Catttaaaaaaaatgga9aatCCatatttgCa9agCttgCtCtCttCCaa
5461tctcgg9aCttaCaCCatttaaagCaatCgtttgCtaaCtaaaaCCttgCaCtaatCCat
5521gaattc
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EthyteneisagaseouspIanthormonewhichregulatesmanyphysiologlCal

processesofp一antgrowthanddeve一opment.lt■ssynthesisisnoton一y

inducedbystresssuchaswounding,butalsoduringunlquedevelopmental

stagesuchasseedgermination,fruitripening,andleafandflower

abscission(YangandHoffman,1984).BecauseLargeJossesoffruitsand

vegetablesareincurredduetoethyJene'seffectsonplantsenescence,

theslgnificanceofameanstocontroltheethylenesynthesisisc一ear

(Theotogis,1992).Theenzymewhoseactivitylimitsethyleneproduction

isACC(1-aminocylopropa?e-1-carboxy-late)synthase(S-adenosyJ-L-
methioninemethylthioadenosinelyase,EC4.1.1.14)whichcatalysesthe

formationofACC,theimmediateprecursorofethylene.ACCsynthaseis

encodedbyatleastsixdivergentgenesintomato.Twoofthem,LE-ACS2

andLEIACS4,areexpressedduringfruitripening(LincolnetaJ.,1993).

ExpressionofantisenseRNAderivedfrom LE-ACS2resultedinanalmost

completeinhibitionofmRNAofboththesegenesandextendingthe

longevityofthefruits(OelleretaJ"1991).

App一eisa一soatypICalclimactericfruit.Therefore,itisappearedto

bepossibtetoextendthestoragelifeofappJefruitbyinhibiting

ethylenebiosynthesisusingantisensetechnique.Furthermore,Weare

interestedinmolecularmechanismofthedifferencesofthestorage

longevityamongapplecuJtivars.Lay-YeeandKnighton(1995)reporteda

fulHengthCDNA(MdACS-1)encodingACSfromripeningapple.Recently,
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twomorecDNAsofACS(MdACS-2,MdACS-3)from ripeningapp一ewere

isolated (RosenfieJdetal.,1997).Thus,itisconsideredthatapplehas

alsoamultigenefamHyofACStocontrolrlPeningprocessliketomato,

However,theirgenomicsequencesareunknownyet.Asafirststepforthe

elucidationofthemechanismcontroHingthestorageIongevity,the

sequenceofgeneencodingtheMdACS-1genewasiso一atedbyscreeninga

genomiclibraryfrom MaLusdomesticaL.BorkhcvGoldenDelicious.A

probeDNAwasmadefrom PCRusingprlmerSdeslgnedfrom MdACS-lCDNA

sequenceand'GoldenDelicious'genomicDNAasatemplate.Threeof13

positivephagecloneswereappearedtocontainthefultlengthofthe

genecodingregions.Oneofthem (1-6)containedpartialyarestriction

mapwhichwasidentica一tothatoHheCDNA.Thesequencingofthe

subclonedfragment(5.6kb)revea一edthepresenceofMdACS-1genewhich
consistsoffourexonsandthreeintrons.Thenumberandsizeofexons

andlocationofintronsaresimHartootherACSgenesisolatedfrom

tomato,rice,andArabidopsis(Lincolnetal.,1993;Zarembinskiand

Theologis,1993.,Abeletal.,1995).Thesequencealsoincluded2,lllb

andl,Ollbofthe5l-and3r-flankingregl0nS,respectively.We

constructedachimericgenecontainingthefulHengthpromotorregl0n

fugedtotheco°ingsequencefortheGUSgene.Byusingthis

characterizationofthepromotoriscurrentlylnProgress.
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