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!"#�$%&�'(����)*����+,. -./0, ������12345"

��6789, 67�:;<�=��>?:@AB:CDE�FG23��+��HI2

3, JK�1=��67LM�NO�P[1].

�QP�RST�UP, VT���Q�"#W*X5��123. �QPYZ[\]

^_�`a�bc�$d�$%, �T�efgJ�NO�PhR. V�QPij���>?

:�klm�n, op* 4Sqr�QPij��(PS-IAA4/5, GH3, SAUR, ACS)�>?:CD

st�Hu�FG23��, v��Ew*Rxyz�{|}�k TGTCTC[2]. *~��n,

�x��K�QP����(Auxin response element, AuxRE)��{|}�k���-�YZ

��QPijL�, �v~�E, � TGTCTC ����J��X�, ��������eG

� GUS ����H�, 6%o�������E, ���������89� . ¡,�~

�¢£E¤¥�QP, �������¦§�¨	
s©ª«¬­® 30 ¯��[3]. '(�°

�QP������±��QPij���E²!yz, )³´V�QP�-�¡µYZ�

L�, ¶�*·'¸¹����"#<�Eº�t�»¼�67�:. v67�:��V�

QP½���, ¾)��QP����+�, U¦=�����.
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�23[5,6]. ÏÐÑÒÓ¢£�ÔÕ"ÖÍ×3($Ø�+�FG23�1���ÙÚ���

�s$Û¢£[7]. ÜÝ, Þßà3ÑÒÓ¢£áT�âãE.ä$ØåæÅ ARF-1[3], DPBF-1,

2[8], DREB-1, 2[9], ABF[10]Â67�:, Þsç�¾èH��éê[11]. �lmJë[ìgÅ��

��^_Æ cDNA-ADí���îï, ��QP����Kið, ñ3ÏÐÑÒÓ¢£$Øå

æRòóQ cDNAôx, vôx�ÏÐE��� AxRF1ÙÚ����ß+�~�E��QP

����+�.

1 �����

1.1 ����

(1) %õ�ö�÷�ö: MATCHMAKER One Hybrid System, Yeast Tranformation System

øùClontech úû. HybriZAP-2.1 XR Library Construction Kit øù Stratagene úû. Quick-

PrepTM Micro mRNA Purification Kit, Sepharose CL-4Büøù Amersham Pharmaciaúû. ý�

§sþ÷�����3�W÷øù Promegaúû��Àúû. ��êö�KÞ½$Û�.

(2) âã�ÏÐ����	: ���(Daucus carota L. var. Sativa DC.)
3���Þ$�Q

Ã
�°. ����^_Æ�����î�[4]���¾è. ���� 48 h �����^_Æ

Kâã, ìg cDNA-AD í� λ ���îï. ~�E�3�ÏÐ��K YM4271(MATa, ura3-52,

his3-200, ade2-101, lys2-801, leu2-3, 112, trp1-901, tyr1-501, gal4-D512, gal80-D538,
ade5::hisG). pHISi� pLacZiK Clontechúû���	��, $�� HIS3� URA3K�
��.

(3) �{|}���J: �Ë�{|}�(� 26ò{|})' !"úû�J, # 5$-agct-

AAGGGAGACAACTTGTCTCCCA-3$� 3$-TTCCCTCTGTTGAACAGAGGGTtcga-5$, �E�

%&Ð'w*Rò(î+ì� AuxREyz�k()*s�k), +%&Ð',¤�
-.

1.2 ����

(1) w* AuxRE= DNA���	�ìg: �Ë�{|}�� 70./· 5 min0123o

45, 67eJ8� DNA$:. ñ3 T4±�{|}U÷� ATPV8� DNA$:9§:;¾

è¤<��, ;< T4 DNA�=÷>J8� DNA$:�±���=��. ¾è 20?�@AB

CDEFG, $Ø�(H����=½�. � pBluescript I SK+�	��;< HindJý�§

sþ÷>JK§%, �VK§%��¾èL<}%��, M0� AuxRE ���ôx�=eJ

pBSII-AuxRE4. ;<¹�NOOn, ��� AuxRE.äJë[P¥� pBluescript I (SK+)�

HindJ
-� . à3 EcoRQ� BssHIý�§sþ÷� AuxRE ���Ü�ôxá pBSII-

AuxRE4 �þR, STo.3 EcoRQ/MluQ8÷U%� pHISi ���. à3 EcoRQ/SalQþR

AuxRE ���Ü�ôx, STo.3H�8÷U%� pLacZi ���, 'µìgeJXV��

�	 pHISi-AuxRE4 � pLacZi-AuxRE4.

(2) ÏÐ�	6%��
: WXÏÐ�6%à3Y}Z�[12]. � pHISi�XV���	6

%oÏÐ��E , 6%½�[\( SD/−His ]^_`ab^���
c§ST . ��6%

pLacZiXV���	, 3 SD/-Ura�
b^��
c§ST.

(3) ���������¦§d¹ : 
� Clontech úû­È�3efg , ñ3 3-AT

(3-amino-1,2,4-triazole)�hi§~��β-jkl|÷Ym��$�Vw* pHISi � pLacZi �

XV���	��¾è����¦§d¹, On��º3(ÏÐÑÒÓ¢£��
.
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(4) HybriZAP-2.1 λ��� cDNAîï�ìg: 
3±òúû�½�, än¾0>Jλ��
� cDNAîï�ìg. à3QuickPrepTM Micro mRNA�%êöo(Amersham Pharmacia), �


���3pn$Ø~�âã� mRNA. � mRNA Kqr, w* XhoQ
-� Oligo(dT)ss

t=:Ku67v�, ñ3u67÷� dNTP×�J cDNAw 1�. � 4° dNTPE, dCTP�

5-x� dCTPyz, �{�J� cDNAw 1��x�%Å, ºyO���0|}~E�sþ÷

(¡ XhoQ)U%. �>J cDNA w 2 ��J0, � cDNA :;�=� EcoRQ=�, M0¾è

XhoQý�§sþ÷U% , á)eJ�;�*��9§:;�8� cDNA. à3 Sepharose

CL-4B(Arnersham Pharmacia)ü�L$:�+( 400 bp�ôx� DNA=�. 
3 Stratageneúû

�½�.¾è EcoRQ/XhoQ�U%� HybriZAP-2.1 λ�����Kîïìg��, ��%0�

cDNA���¾è�=��ß��, eJ HybriZAP-2.1 λ��� cDNAîï.

(5) ��� cDNA îï��ß����
 : 
� Stratagene úû­È�3efg , V

HybriZAP-2.1 λ��� cDNAîï¾è�s��, 6�eJ pAD-GAL4-2.1��	 cDNAîï.

����­y��	 DNA, �6%wXV���	�ÏÐ��. 
� Clontech úû­È�3

efg¾èÏÐÑÒÓ¢£��
.

(6) AuxRE��ß+��DE��~�: 
� KimÂÃ[13]���, ��
P�� DNA$:,

��ß¾è�ÙÚ��+���, M0¾èDE��~�, ��yDNA�ÙÚ�"�+��O�.

2 ��

2.1 pHISi-AuxRE4 � pLacZi-AuxRE4 ��������

�±lm"-, ���ÙÚH+���� DNA ��!!�

Rò�Mt��(î+ì , �µ�QP�����yz�k

TGTCTC ���K GAGACAnnnTGTCTC �(î+ì, ���ß

¾èXV , eJ±��eG() 1). 
3Q�� 100 bp ���

AuxRE ���2KÏÐÑÒÓ¢£E�ið, ºyO�QP��

����;< 4 ò�����X�×>J(hH+��ÙÚ�:

��
.

pHISi �' Clontech úûKÑÒÓ¢£���R°����

æÏÐ��VE����	��, w* HIS3 �a>?:(minimal

promoter, pminHIS). � pHISi XV���	E�FG����G�

��:+�	, '(ÏÐ GAL4 67U¦:º�>?H����

��67, � pminHIS323R, HIS3 ��å�VJ§��, �å�

��V�}_`
�b^���Q�ÏÐ��(His−)å��Q .

pLacZiç�' ClontechúûKÑÒÓ¢£���XV���	�

�, ��>?:�����$�K pcyc1� lacZ. ����� lacZ

�U¦	, ���½�β-jkl|÷º���m�� X-gal ��,

á)�æ�
�Ü�.


����ý�§sþ÷
-¾è÷þ�XV�=, ���� AuxRE ôx$��STæ

���	 pHISi� pLacZi�, åæXV���	 pHISi-AuxRE4 � pLacZi- AuxRE4. �XV

� 1 AuxRE �����

���

1��� AuxRE; 2� 3���

��	. 
��
�����

������� AuxRE
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�	 pHISi-AuxRE4, pLacZi-AuxRE4 ��V��	 pHISi,

pLacZi $�-(ÒÓ�� , 3��§�
P 32P ��Ñ�

AuxRE2K� , VXV�	¾è-ÒÓNO. +,Y', X

V�	/Y'�¡¢�ÒÓ£¤, )V��	/¥ÒÓ£¤

() 2), pnÜ�ôx.äJë[P¥���	E.

2.2 ��������	
��
��

à3Y}Z�, ��	 pHISi-AuxRE4 6%oÏÐ��

YM4271E, 6%½�[\( SD/−His]^_`ab^��×

�
c§ST. ��å�¦ÏÐ��§¨K YM4271(pHISi-

AuxRE4). ñ3 3-AT hi§~�V YM4271(pHISi-AuxRE4)

¾è����¦§d¹, +,Y', � SD/−His + 0 mmol/L 3-

AT b^©�, ÏÐ�QÉÊ(ª!òST); � SD/−His + 15

mmol/L 3-ATb^©��Q� 10«òST; )� SD/−His + 45 mmol/L 3-ATb^©�, ¬*Ï

ÐSTQ�, pn HIS3�����¦§� �.

��6% pLacZi-AuxRE4�	, 3 SD/−Urab^��
�å YM4271(pLacZi-AuxRE4)�

�. ñ3β-jkl|÷Ym��V YM4271(pLacZi-AuxRE4)��¾è����¦§d¹, +

,Y', w* pLacZi-AuxRE4 �	�ÏÐST�Ym<­0®¬*��, pn lacZ ����

�¦§� �.

~�On�°XV���	�º3(ÏÐÑÒÓ¢£��
. � pHISi-AuxRE4�	6%

YM4271(pLacZi-AuxRE4)��, à3 SD/−His¯�b^�×�
c§ST, 'µ�å�*ið

���	�ÏÐ��, ���§¨K YM4271(pHISi-AuxRE4 + pLacZi-AuxRE4).

2.3 ��� cDNA���������
������ 

»*�����^_ÆÇ"#���¢º�K®ÂT�ÆÇ"#�lm­È�ò	r�

~�âã. efõ°±Y', ��� 48 h ��^_Æ.ä²³Æ0"#, �-KÆ´«¬bc,

Æ�²³`a, :µ¶·�¸. �î��0[14], $d«¬�z¹º"�V»E�QP�¦§¼

®, (�½¾
3��� 48 h��^_ÆKâã×ìg cDNA��îï.

��n¾���, � HybriZAP-2.1 λ���K��JëìgÅ��� cDNA��îï. �

�îï�¿�K 1.2 × 106 pfu/mL. ÀÁÂ
ST, VîïP¥ôx�+¾èNO�n, P¥ô

xQ�� 400 bpæ 2.3 kbh
, Onv cDNAîï���>ó�æÅ5Ã.

$yÄ 4 × 105 pfu ���îï, ;<�s��23��6�J pAD-GAL4-2.1 ��	î

ï. ­y��	 DNA, 6%æÏÐ�� YM4271(pHISi-AuxRE4 + pLacZi-AuxRE4)E. yp�

6%Å��[\( SD/−Leu ¯�b^���NO6%LM , «R�6%Å��[\(

SD/−Leu/−His/ + 45 mmol/L 3ATb^���
c§ST. �Ä 3 × 106ò6%:E, Æ*Ä 300

òÇÈ�( 1.5 mm�ST���
�b^���Q. V�ÉST¾èβ-jkl|÷Ym��,

�E* 15 òSTÊc§�� . áÏÐc§STE­y��	 DNA, �X¦6%(ÏÐ

YM4271(pHISi-AuxRE4 + pLacZi-AuxRE4)E, à3 SD/−Leu/−His/ + 45 mmol/L 3-ATb^��

β-jkl|÷Ym��¾è¾R}NO. +,Y', � 15 òST�E, Æ* 11 òST�Ym

��E®Ê-c§.

� 2 ���� pHISi-AuxRE4,

pLacZi-AuxRE4 ���	


1 � pHISi-AuxRE4; 2 � pHISi���

�; 3 � pLacZi-AuxRE4; 4 � pLacZi�

���. �����	
�� 20 ng
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2.4 !"#$%&'()*+,- AuxRE�

./0123

­yw*XV��	�c§ÏÐST�ËÙ

Ú, �AuxRE���¾è��§�
P 32P��2

K� , �ÙÚ­y�¾è�ß+���, M0;

<DE��~�¾R}�Oc§STP¥�kÌ

ÍÙÚ��Î��� AuxRE �kH+�, +,"

-Ròc§ST�ÏÐÙÚ­y������

AuxRE ½�+�() 3), �DE��~�EeJ�

0�Ë�, vSTE¶�*�cDNAôx�§¨K

AxRF1.

2.5 )* AxRF145�678'(�9:�

45;<=>?

á�� AxRF1 ÙÚ�c§ÏÐSTE$

Øåæ��	 DNA, �V cDNA P¥�k¾

è{|}�k¹O, +,Y'ÌÍ AxRF1 ÙÚ

� cDNA P¥ôxK 1413 bp, ´�{|}�k¸jÏK AxRF1 ÙÚ' 383 ò��}VJ

() 4).

�¸j� AxRF1 ÙÚ���}�k;< BLAST Ð�� GenBank/EMBL/DDBJ {}ÙÚ

ª�ï¾èÅ�kÑ¼ , "- AxRF1 �ÒÓ(Petroselinum crispum)EÔ�U¦:ij��

ELI(elicitor induced gene)ÕÖW* 80%����Ì§. v��ÕÖ�67U¦���±'×

��ØÙ�ij½�, �	�T��E�-��ÚÛÜÝ�ÞUvÍ�$:��*ß, �µ

ÏKv��ÕÖ
�T��ùàáâãÈ�£¤6j[15].

;<ÞäI�åæV AxRF1ÙÚ���}�k¾è��$Û, "- AxRF1Ew*çè}

Lé�÷��GÙÚ+���(G-protein-coupled receptor, GPCR)���, �EGÙÚ, #êë

ì{}+�ÙÚ, �RS;<í�U¦)îj£¤6j�ÙÚ�[16]. lmÏK, GPCR 
�'

ÚÛ�%½��T���£¤6j, �E�ïðñP��QPÂT�UP¶v"�£¤ãÈ,

'µ¸¹ AxRF1º�;<�{}H+�)
����Æ´"#<�E�������.

3 ��

������V(T��Q�"#�$%�z¹�1ÂR¢kX5<���º_p�. 6

7��������EòÚ1, 'ó±îj_s�_ß£¤�67�:��, ¶�67�:

�lm�ôV����Á��Å�, )³V(T�õõ��òöD&�÷$X5�[1]. ÏÐÑ

ÒÓ¢£���$Ø67�:��HÑ, W�RO�øù§: (ú) ñ3ÑÒÓ�
����

»¼û�FG23��� DNA +�ÙÚ, )�SÙÚ�º�©�67�:. �ü��$Û�

ý��
HÑ, �Ü�§nþ. (�) ÏÐÑÒÓ¢£�R°ñ3ÏÐ^_×¾è��s��

$Û¢£, DNA�ÙÚ��HI23"���s, � SouthwesternHÑ, ´�NÅ�ß��s

�ÚÛý¼, yOÅ DNA-ÙÚ�HI23�¾è�ë��~-. (�) ;<ÑÒÓ¢£º�Ç

� ���AxRF1 ��� AuxRE ����	
��

1��� AuxRE; 2��� AuxRE + �� AxRF1���

	
����
; 3��� AuxRE+�� AxRF1���	


����
+20����AuxRE; 4���AuxRE + �

� AxRF1���	
����
 +200���� AuxRE;

5��� AuxRE+�� pAD-GAL4-2.1����	
��

��
. �������������DNA� !DNA
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��� DNA �����	
, ��
����������������	
��, �� 

!"#. ($) %&'()*+,-./����, 0123�45 DNA��6789:��

;����<=, >	
��?�<=@�A�B1CD.

EF, GH'()*+IJKLMNO: (P) GHQRSTUVWXY, Z[R\]UX

Y�^�_`&a. KGHb=cdX� DNA-����678, =eKfY�ghWijk

dXlmnopdqrsR\tuvY'()*+, wQxyzfY{*b�|*+�}~.

(�) GH'()*+������,-��
�����JK, >/�������, ��

%&CR�������. (�) %&'()*+,-/�����Qe��^��78��

�	
���X��, � ¡CD�¢�<=@�, £mn��¤¥¦{�����/��

]UfY	
CD<=@��QR§B¨.

GH'()*+Q��©ª
«�^¬:­, mn®¯°8±²³o´<��./µ§

©ª
«, ®iIKCD�¢�¶·, wxy¸¹º»¼;½²³. �¾¿ÀK»¼LÁ�G

H'()*+, Â81��Ã�ÄÅXÆÇ¢È	
���©ª
«. ÉÊ´<ºË»sÌ

ÍÎ{ghÏ cDNA-AD Ð���ÑÒ, Â°8GH'()*+��/�s�XÆÇ¢È�

����� AxRF1��, p&ÓÔ
�ËÕ��, Ö× AxRF10=%&�WØ���£Ã�

ÌÍÎÏÙdÚ&ab�	
��ÄÅ. Û� AxRF1 QeÃ�ÄÅXÆÇ¢È	
���,

x %&©	
���./��.
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� 4 �
� AxRF1 ��� cDNA ���������������

�#$� G�� !%&(GPCR)�'(

� � � �
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