
lAp13 硝酸及びグルタミン繕地におげるホウレンソウ

格養細胞の同化型硝厳還元酵素について

O白石斉聖 竹葉剛 t) 佐蔵隆英小倉長雄 中川弘綬

{千葉大:園芸:農化 t)京府大:生科:応、生)

目的)高等縞物におげる同化型碕駿還元酵素 (NR 、 EC: 1. 6. 6. 1. )は、硝償

問化の第一段階で働〈酵素であり、硝酸塩によって緩導される基質誘導醇素と考えられて

いる。今回、ホウレンソウ埼養細胞を用いて、その培地におげる窒素源の遭いによる NR

活性、及びNRタンパク質等の変化について解析を行った.

方法)ホウレンソウ荷主体培餐細胞を Murashige-Skoog培地 (MS培地)を

基本矯地とした硝酸培地 (KNOh NH4N03) とグルタミン培地(1. 5g/1グルタ

ミン)の 2つの条件下で培費した.各条件下で 8日毎に綴代し、半年間培養した細胞から

粗酵素漉を調製し、 NADH依存NR活性及び還元型M V依存亜碕厳還元酵素 (Ni R) 

活性を調べた。また抗ホウレンソウ NR抗体を用いて NRタンパク質量について調べた.

結果 )NR活性は、硝厳格地では、継代後 2日自に活性のピークを示しその後減少する活

性変動を示したが、グルタミン培地では培養期間を通じて硝厳格地の最大活性時の 80%

程度の活性を維持し続け、硝酸熔地とは異なる活性変動を示した.一方NiR活性は耐酸

培地と比較してグルタミン培地では 20-30%程度の活性しか得られなかった.また、

抗NRポリクローナル抗体を用いたイムノプロットの結果、硝酸培地及びグルタミン書官地

共に NRタンパク質量は、 NR活性の変動にほぼ平行して変動することが観察された。ま

た当研究室で得られた 2種類の抗NRモノクローナル抗体を用いてその反応牲を比較した

が、硝酸培地およびグルタミン精地で培養した細胞中の NRタンパク質問に差は認められ

なかった。
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lAp14 クロレラ細胞の熱応答における細胞の重水素化の影響

海野けい子、山田直美、安藤一郎、岡田昌二

(静岡県大・薬・放射薬品)

〔目的〕演者らは水素の安定同位体である重水素 (D) の生物学的同位体効果につい

て、クロレラ細胞 (Ch担旦旦呈 elliosoidea C-27)を用い検討を行っている。 Dによる

同位体効果のーっとして演者らは、 D20を含む培地中で培養することにより得られた、

高度に D化されたクロレラ細胞 (Dークロレラ)が、通常の H20培地のクロレラ (Hー

クロレラ)に比べ熱ショックに対する応答能が変化し、 D化により細胞が熱に弱くなって

いることを見いだし報告してきた(1988、1989年度年会)。この熱ショック応答の変化の

機構を解明するため、今回、 Dによる細胞の熱耐性誘導機構の変化と、 D化による細胞膜

の変化について検討を加えた。

〔方法)D-クロレラは、 60%D 20を含む培地中25.Cで独立栄養的に培養を行って得

た。細胞は30.0 -45. O.Cの各温度で処理を行った。また細胞膜については、細胞を界面活

性剤のSDSで種やかに処理し熱応答の変化を比較するとともに、 SDSで可溶化された成分に

ついてTLCやゲル電気泳動で調べた。

〔結果〕①熱耐性誘導に対する Dの影響 予備加熱処理により細胞に熱耐性が誘導さ

れることが一般に知られている。 Dークロレラにおいては、最も熱耐性となる温度条件が

Hークロレラより 3-4.C低かった。そのような変化の一因として、熱ショック蛋白質

(HSP)の量的質的変化が示され、熱耐性誘導にとってHSPが重要であることは確かめられた

が、熱耐性の強さと、その時に誘導合成されるHSPとの量的関係については、未だ結論に

は至っていない。

②細胞膜の変化 細胞の熱傷害のターゲットのーっとして細胞膜の重要性が挙げられてい

る。そこで、 DークロレラをSDS共存下37.Cで 1h処理したところ、 H-クロレラと異な

り熱感受性となった。 SDS処理および37.Cの熱処理は、各々単独では HーおよびDークロ

レラの両細胞にとって、その後の細胞の増殖に影響を与えない穏やかな条件である。また

SDSで可溶化された成分について検討したところ、 Dークロレラでは脂質画分および壷白

質画分両者に Hークロレラとの相違が認められた。これらのことから、 Dークロレラでは

細胞膜成分に変化が生じていることが示唆された。
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lAp15 真正粘菌Physarumpolycephalumのスライム層に存在するN型糖

タンパク質について

守田雅志、西荒介 (富山医薬大・薬・微生物)

動物細胞では、細胞表層に存在する糖タンパク質やプロテオグリカンなどが、細胞相

互の寵蹟や接着に重要な役割を担っていることが知られている.微生物にまヨいては、植物

細胞と問機に、一般にその壁構造が障害となってあまり研究されていない.本実験で使用

した真正粘菌Physarumpolycephalumの栄養増殖体である変形体には、多くの微生物に見ら

れる様な壁構造はなく、細胞膜はスライムと呼ばれる粘液質に覆われている.この変形体

の産生する暢タンパク質には、各種グリコシダーゼ消化やレクチンとの親和性から、マン

ノースを多く含むハイマンノース型からガラクトース、 N-アセチルガラクトサミンを含む

コンプレックス型まで嫌々なN型穂鎖が存在し、また硫酸基をもっ槍鎖も認められた. 今

回は、この変形体の膜周辺に存在するスライムの精進やスライム中に存在するN型糖タンパ

ク質について検討を行った.

スライムは、硫酸化されたガラクトースのポリマーから成り、変形体の増殖が定常状

態に達したのち多量に分秘されることが知られている.この時期の変形体'b、らスライム層

をあつめ、エタノール沈澱によりスライム画分を回収し、ゲル遁過や電気泳動で分析した.

その結果、スライムは、比較的大きい分子量をもっ傭鎖が、コアタンパク質にO型結合した

巨大なプロテオグリカン織の構造をしていることが推察された.一方、このスライム画分

をSDS-PAGEで分析したところ、分子量約80kdと96kdの位置に 2つのバンドが認められた.

これらは、非還元下で約120kdの位置に一本のバンドとして現れることから、ジスルフイド

総合をもっタンパク質と考えられた。また、このタンパク質は、コンカナパリンAレクチン

に対して高い緩和性があることや、ツニカマイシン処理によりその合成が抑えられること

などから、ハイマンノース型の糖鎖を多くもつN型車摩タンパク質であると推察され、 2価の

カチオン存在下で、スライムと結合して存在していると考えられる.このN型精タンパク賀

が存在するスライム層は、増殖期の変形体より調整した膜画分を、 EDTAを含むバッファー

で抽出することにより遊離することから、膜表面に弱く結合した状態で存在していること

が推察された.
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.lAp16 真正粘菌Physarumpolycephalumの子実体形成に伴う膜タンパク

質の変化

村田芳美、守田霧志、西 荒介、 (富山医科薬科大学・薬)

真正粘菌 (physarumpolycephalum)は、環境条件の変化に伴い、様々な形態変化を起

こす乙とが知られている.又、その栄養増殖体である変形体は、壁構造を持たないことか

ら、細胞膜を調パる実験材料に適していると考えられる.本実験では、この変形体が胞子

になる子実体形成過程での膜タンパク質について検討した.

子実体は、変形体をオートミール寒天培地上で 3日間十分に成長させた後、ニコチン

酸毒事を含む子実体形成培地で 2日間暗黒下で飢餓状腫とし、その後 12時間蛍光灯を照射

することで様導した.乙の子実体形成過程での各時期の細胞膜を遠心分画と水性二相分配

法により精製して用いた.膜の構成成分について調ペたところ、変形体の膜画分には多量

のヘキソースとウロン酸の存在が認められた。しかし、これらの槍質は、成長期・飢蝕期

から子実体形成期に入ると激減した.

各時期の膜を SDS-PAGE後ウエスタンプロットし、各種レクチン (RCA，WGA，ConA)を用

いて糖染色を行った.粘菌変形体には、多くの糖タンパク質の存在が確認されたが、特に、

ガラクトースに高い親和性のある RCAレクチンで染色したところ、子実体形成時に特異的

に現れる 66kdの膜糖タンパク賀が認められた.

上述の条件では、子実体形成率は、 95%と非常に高い値を示したが、蛍光灯照射の 2

時間前にツニカマイシン・モネンジン・デオキシマンノジリマイシン毒事で処理すると、そ

れぞれ形成率は、 6%、 20%、0%とかなり低下し、明かな匝害が認められた.このととは、

子実体形成には、光照射中に新たに合成される織タンパク質が必要であると考えられる.

又、この薬物処理で子実体形成を阻害すると、 66kdのバンドはRCAで染色されないことが

確認された.

以上のことより、粘菌の子実体形成には、 denovoの糠タンパク質合成が必要で、特

に、その時期に現れる 66kdの分子量の膜タンパク質は、形態形成の過程で、何らかの役割

を担っている可能性が考えられた。なお、現在この66kdの積タンパク質の単離を試みてい

るが、このタンパク質は、膜に強く結合し、 GlycopeptidaseF抵抗性であることが強認さ

れている.
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lBpOl イネの原形質膜H'-ATPaseの活性化に及ぼすホスファチジルコ

リンの分子種の影響

笠毛 邦弘(農水省 農業生物資源研究所)

原形質膜に存在するH'-ATPaseは、典型的な膜内在性タンパク質であり、その活性化

は、膜の構成成分であるホスファチジルコリン(PC) やホスファチジルセリン(PS) な乞

のりん脂質に強く依存するととが演者らによって明らかにされた。また、低温処理により

イネの原形質膜H'-ATPase活性は著しく低下すること、またりん脂質を構成する不飽和脂

肪酸の含量が低温処理により増加することなどからも、自然界において膜内のりん締賓が

H' -ATPaseの活性発現に重要な役割jを演じているととが示唆されている.そこで一つのモ

デル系として、単一 のりん脂質で最もH'-ATPaseの活性化に彫響を及ぼすものの 一つであ

るPCの、どのような分子種がその活性化に関与するかを iovitroの系で明らかにしたので

報告する。

原形質膜はイネ(Q.r..l旦盟主よ主主 L. var. Nippoobare)の根由来の培養細胞から得られ

た。H'司ATPaseは、原形質膜をデオキシコール国産と Zwittergeotで可格化した後、グリセロ

ールで純化精製した。 ATPaseの活性化に及ぼす影響は、りん脂質およびPCの分子種などを、

直後酵素反応液に加え、 ATPase活性を測定することによって調べられた。

りん脂質は頭部極性基、グリセロール、それに腐肪酸から成る.まずこれらの ATPase

活性に及ぼす影響を見てみると、脂肪酸のアルキル鎖が 16から 18と長くなるにしたがって

H' -ATPase活性は阻害され、 18:0→18:1→18:2→18:3と不飽和度が婚すにしたがっても活

性は随害された。またグリセリドやイノシトールやセリンなどの頭部極性基による活性化

は、わずかしか見られなかった。りん脂質は、 Asolectio>PS>PC>LPC>PGの)1頂で活性化した。

次に、 PCの分子種の ATPaseの活性化に及ぼす影響を見てみると、 so-1，so-2のいずれ

も飽和脂肪酸を持つものでは、 14:0→20:0になるにしたがって活性が低下し、また不飽和

脂肪酸を持つものにおいては、不飽和度が増すにしたがって活性は低下した。もっとも強

く活性化させる分子種は so-l 18:1，so-2 14:0 or 16:0、または so-2 18:1，so-1 14:0 or 

16:0で、約 4倍の活性化が見られた 。 このように、もっとも強く ATPaseの活性化を起こさ

せる PCの分子種は、 50-1および so-2のいずれかが飽和脂肪酸、他方が不飽和脂肪酸の組み

合わせで、アルキル基の長さは 14-18が最も適当であると思われる。
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lBp02 ヤエナリ液胞膜のH~-ATPase 活性への種々のアミノ酸化学修飾

試薬の影響

O 山西弘恭 笠毛邦弘 (農水省・生物資源研)

液胞膜に存在するH+-ATPaseは、 ATPの加水分解によって生じるエネルギーを用いてぜ

の輸送を行い、液胞膜内外にrの勾配を形成して、それによりイオン、糠、アミノ酸等の

輸送に関与すると考えられている。

我々はヤエナリ匪軸からデキストラン 2段階漉度勾配法によって得られた液胞膜に富む

分画を、 O.Uデオキシコール酸と、 40111オクチルグルコシドを用いて可溶化し、グリセロ

ール密度勾配遠心法によって液胞膜のがATPaseを部分精製した。この酵素標品は阻害剤の

影響から、ミトコンドリア、及び原形質膜ATPaseの混入のほとんどないものと推定された。

今回はこの酵素標品を用いて、液胞膜H!.ATPaseの活性中心に関わるアミノ酸残基を検討す

るために種々のアミノ酸化学修飾試薬を用いて、その活性への影響を調べたので報告する。

化学修飾試薬の効果はSH基やOH基の還元作用のあるDTTの存在によって大きく異なるため、

精製過程からDTTを除いたBuffer系で精製を行うと、1/2回害謹度は、チロシン残基の化

学修飾試薬であるNBD-C1で0.5pl.. SH基の化掌修飾試薬であるNEIで2plと著しく高い感

受性を示し、カルボキシル基の化学修飾試薬であるDCCDと、リジン残基の化学修飾試薬で

あるTNBSでは30plであったが、アルギニン残基の化学修飾試薬であるPGOでは1111まで阻

害は認められなかった。精製の過程にDTTが含まれると感受性は約1/10に減少する。 DTT

を除いた系で精製した酵素標品を、 1pINBD-Cl • 2pINEI.50pITNBSで 20分間処理して化

学修飾した後、 2JlIDTTを加えて活性の回復を見たところ、 NBD-C1による化学修飾は約 90 

%が回復したのに対し、 NEI • TNBSでは、 60%前後の回復しか見られなかった。 NBD-

C1. NEI. TNBSによる活性阻害はアルカリ領壊で大きく、 pH9ではpH6の 5-10倍の阻害

が認められた。

また液胞膜H+-ATPaseの基質であるATP及び、活性部位結合性の間害剤に詰抗作用を持

つADPの共存下で、これらの化学修飾試薬を作用させたところ、 NBD-Cl. NEI .では約 6

0%の活性が保持されるのに対して、 TNBSでは活性の保護が認められなかった。

これらのことから液胞膜H+-ATPaseの活性部位にはチロ シン残基、及びシステイン残基

の関与が示唆された。速度論的解析も合わせて発表する。
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lBp03 トウモロコシおよびホウレンソウの CF，-ATPaseのNBD-Clによる

活性阻害とその結合部位

鍵回 文子 2 ・篠原 健司 2 ・笠毛 邦弘(，農水省農業生

物資源研究所、 2森林総合研究所)

CF，-ATPaseは、葉緑体内膜の内外のプロトン議度勾配の駆動力を利用して、 ATPの合

成や加水分解反応を触媒する酵素で、生体のエネルギ一変換に深く関与し、またプロトン

漉度 (pH)の調節によって細胞の恒常性を維持する上でも重要な役割を持つ。昨年の本学会

で演者らが報告した通り、 α9γ 複合体が活性発現のための最小単位であること、 CF，α

Fγ-ATPase活性はNBD-Clによって阻害されるが、その阻害はDTTによって回復されること、

およびそれらのカイネティックスなど、との酵素の活性中心は nサプユニットに存在する

1分子のチロシン残基であることを示す証拠がある.その後、このチロシン残基の同定を

試み、いくつかの興味深い知見を得たので報告する.

トウモロコシおよびホウレン草の葉緑体由来の Cれから得た α 伊 γ複合体を、ポリア

クリルアミドゲル電気泳動し、ゲルから Hサプユニットのみを電気溶出したものを二つに

分け(①，②)、一方は "C-NBD-Clのみで(①)、もう一方はそれに DTTを加えて(②)

処理した後、両者をリシルエンドペプチダーゼ(以下LEP)で分解した。分解生成物のペ

プチド断片を、高議度の尿棄を含むゲルで泳動してから、 PVDF(ポリビニリデンジフロリ

ド)膜にプロッティングし、オートラジオグラフィーによって '4C-NBD-Clの結合している

ペプチド断片を同定することを試みた。また、同時に、 NBD-Clで処理しない 9サプユニッ

トのLEP分解によるペプチド断片を、 PVDF膜にプロッティングし、それぞれの断片の N末の

アミノ酸配列を気相シーケンサーで決定した。その結果、①、②および③で、ほぽ同じ分

解パターンが得られたが、 "C-NBD-Clが①では強く、②では弱く結合する、 15kDのペプチ

ド断片があるととが確かめられた。そのペプチド断片は、 N末端が359番目のグリシンで、

おそらく 498番目の最後のアミノ酸残基まで続き、 5つのチロシンを含むと思われる。と

のうちのどれかが活性中心であろうと考えられるが、今、それを確認するため、 Bリの種類

のプロテイン分解酵素やCNBrなどを用いた実験を進めている最中である。また、 DTTの存

在下で '4C-NBD-Clが強く結合する、 12kDの断片も存在し、とれはN末端が51番目のグリシ

ンではじまるペプチドであることがわかったが、ととに含まれると思われる唯一のチロシ

ン残基(162番目)と ATPase活性の相E関係ははっきりしない。
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lBp04 ヤヱナリ培養細胞の低温による液胞膜H+-ATPaseの失活と回復

吉田 静夫 〈北大低温研)

植物の低温傷害の生理機構について黄化ヤエナリ実生を実験材料として研究している。

黄化ヤエナリの低温傷害は、可逆的な初期段階 (O.C・24時間〉ぞ経て不可逆的な後期段

階 (0OC・72時間以降)へと進むことが知られている。すでに報告したように、低温傷害

の初期段階では液胞膜H+-ATPaseが他の生体膜結合酵素に先行して失活し、低温傷害に於て

重要な役割を演じていると考えられる。細胞の低温傷害の機機を解明するには、低温によ

る液胞膜H+-ATPaseの失活と回復過程を詳しく調べることが必要である。

液胞膜H+-ATPaseの低温失活の原因を生理理学的に詳しく研究する上で培養細胞は非常に

優れた材料と言える。ヤエナリ実生の根から誘導された液体培養縮胞〈農業生物資源研究

所の笠毛氏から恵与された〉を用いて、低温による液胞膜H'-ATPaseの失か津と回復過程を

検討した。 t音養細胞は元の組織細胞と同じく高い低温感受性を示し、培養後 8日自の細胞

は2"C24時間以内では全く傷害を受けないが、 72時間以降婦可逆的な傷害を受ける.

組ミクロゾ w ム画分 (10.000-156、OOOg沈澱〉を 2.C暗黒で所定時間冷やされた細胞と冷却

後 260C明所に移された細胞からそれぞれ調製し、 N03感受性H'-ATPaseの基質分解ならび

にプロトン輸送の低温による失活と回復港経時的に調べた。 H+-ATPaseの基質分解活性は低

温処理によって速やかに失活し、 2.C1 0時間後には最低値〈対照の20-30%) とな ~o プ

ロトン輸送活性は基質分解活性にやや先行して低下し、低温処理開始 10時間後には活性

はゼロとなる。 2.C1 4時間前処理された培養細胞を 26"C明所に移すと、碁質分解活性

は約 30分後に対照の値まで回復したが、プロトン輸送活性は緩やかに進行し約 2時間後

に対照値まで回復した。このことは低温失活後の酵素機能の回復が二つの段階で進められ

る事を示唆している。酵素の活性回復はシクロヘキシミドによって阻害されずアザイド〈

NaN3)によって強く阻害される。したがって、活性回復にはタンパク質合成を必要としな

いがエネルギーを必要とするものと思われる。

以上の結果から、低温による液胞膜H+-ATPaseの失活は蛋自分解酵素の作用でなく酵素の

高次情造の可逆的な変化によるものと推定される。黄化ヤエナリ実生の下旺輔組織の液胞

膜H+-ATPaseは合計 9個のサプウニットで構成され、低温処理によって一部のサプユニット

(32kDa)が欠落することが明らかにされている〈遠藤らが今大会で発表予定〉。活

性回復過程では遊離したザブユニットの再結合、あるいは高次構造の正常化がエ.ネルギー

に依存して進むものと考えられ、基質分解活性の速やかな修復とそれに続いてプロトン翰

送活性の修復が緩やかに進行すると推察される。
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lBp05 植物の耐冷性と液胞膜H+-ATPaseの備酸イオン感受性

吉田 静 夫 〈北大低温研〉

低温に敏感なヤエナリ黄化実生に低温 (0oc)を与えると液胞膜H+-ATPase(以下To】

ATPaseと略す〉は比較的短時間で失活ずる。これとは対照的に耐寒性植物では長期に亘る

低温処理後も高い活性を維持す~。一方、ヤエナリ黄化実生の下旺軸から分離された液胞

膜小胞は低温に安定で、 250m門 sorbitol、25州 Hepes-BTP (pH7.2)、 1m門 DTTを含む緩

衝液中でoocに冷やしても長時間安定で、・ 800Cで長期間高い活性を維持できる。したが

って、 in vivoでのTo-ATPaseの低温失活にはある種の細胞内因子が関与してい弓ものと思

われる。一方、 To-ATPaseの構造的特性や膜との結合様式がこれらの植物で異なっているか

も知れない。動物のchromaffin granulesのいわゆる液胞型H+-ATPaseは低温感受性で、

門gATPとKN03やKC¥lを含む溶液中で低温を与えるとサプユニットヘ解離し短時間で失活する

ことが知られている (Moriyama & Nelson 1989)。また、彼らは植物の液胞膜酵素につ

いても検討し同織に低温失活すると述べている。

本報告では、低温感受性のヤエナリと耐寒性のエンドウの黄化実生からそれぞれ液胞

膜小胞を高純度で分厳し、 To-ATPaseの低温失活に与える KN03、KN02、KCIの影響を比較検

討した。液胞膜小胞は250州 sorbitol、25州 Hepes“BTP (pH7.2)、 1m問 。TTを含む

basal bufferに懸濁し、門gATPと上記の塩をそれぞれ加えて O"Cで incubate後、 basal

bufferで薄めてから遠心した。得られた膜沈澱を basaI bufferに懸濁し酵素の基質分解活

性とプロトン輸送活性を測定した。ヤエナリ液胞膜小胞をMgATP存在下でそれぞれ50酬の

KN03、KN02および200剛門のKCIを加えて oocでincubateすると、 To-ATPaseのプロトン輸送活

性は短時間で完全に失活した。一方、エンドウの液胞膜小胞では KN03によって輸送活性は

僅かに低下したがこれ以外の塩は影響がなかった。酵素の基質分解活性に対す~影響は活

性測定条件で異なり、ヤエナリではTri tonを加えて測定すると失活は認められないが、

Tr i tonを加えないで測定するといずれの塩も約 50%の活性低下が見られた。このTriton

の効果は現在明らかでないが、おそらく酵素の活性部位の部分的な様造修復に関係してい

るものと推定される。またこのことは、ヤエナリのTo-ATPaseの in vitro下での低湿失活

の機織がchromaffin granule由来の酵素の場合とは異なっていることを示唆している。

エンドウの液胞膜酵素では界面活性AlJの有無に関係なく基質分解活性は全く低下しなかっ

た.このように両植物聞でTo-ATPaseの in vitro下の於ける低温感受性に大きな違いのあ

ることが確認された。また、 KN02はKN03と同様に 10m門以内の濃度でATP依存性とピロリン酸

依存性のプロトン輸送を共に著しく臨害するが酵素の基質分解活性は全く匝害しないこと

が分かった。 KN02はこれらの酵素のプロトンチャンネル部位に特異的に作用し輸送を可逆

的に uncoupI i ngさせるものと推定される。

-141-



lBp06 食塩ストレスによるキウリ根膜函分のカルシウム、 リン脂質、

W -ATPase活性の変動

Chung，G.C ・松本英明 (ChonnamNatl Univ・岡山大資生研)

植物は塩類に対して耐性を示す植物 (halophhe) と耐性を示さない植物(glycophyte)

の他にそれらの中間の性質を示すものがある。演者らはこれまで塩類に対して比較的耐性

を示すオオムギが、 Naclストレスを加えられると液胞膜のrポンプの活性を増加すること

を明らかにした。一方、キウリは極めてNaclストレスに弱く 200mM NaClで一日間処理す

るだけで、根が著しく軟弱化することを認めた。植物のNaClに対する耐性の機嫌はよく解

明されていないが、膜の機能が関与していることは間違いなく、 ここではキウリ恨の原形

質膜を主体とする膜画分のNaClによる障害について検討した結果を報告する。

NaCl処理を加えないコントロール根と、 200mM NaClで一日間処理をしたキウリ根の

ミクロソーム膜蘭分をショ糖密度勾配達心で分画すると、活性の約70%がパナジン酸で阻

害を受ける K+-Mgわ - ATPase活性がショ糖濃度40~45%付近に認められた。この ATPase活性

はNaClストレスによってコントロール俊の約40%に低下し、原形質膜由来のATPaseである

と考えられた。一方、密度勾配達心で得られた膜画分のリン脂質と膜に結合している Ca2
+

量はストレス根で顕著に減少していた。そこで原形質膜ATPaseのNaClストレスによる変動

をさらに検討するため簡便法として、二段階のショ槍漫皮を用いて原形質膜に富む膜画分

を調製した。 得られた膜画分のK+-Mg2+-ATPase活性の50'C熱処理に対する安定性を検討し

た。コントロール根では 4分の過熱で約50%の活性が失活したが、 NaClストレス根では 2

分の過熱処理で同程度の失活を受けた。またショ糖密度勾配達心による実験から膜のリン

脂質含量の低下がストレスによって認められたので、簡便法で得た膜画分に、リン脂質と

してダイズレシチンであるアゾレクチン添加の効果を調ペた。コントロールでは0.02%の

アゾレクチンの添加でK+-Mg←-ATPase活性は約 2倍増加したが、 NaClストレス根では約 5

倍増加した。 一方SDS-PAGEの結果から'膜タンパクには大きな差が認められないことから、

キウリ根における NaClストレスによる 一義的な障害の発生部位は原形質膜に結合している

Ca2+がNa+ によって除去され、その結果、 リン脂質の減少をともなった膜構造の変化が引

き起こされると同時に、 K+-Mg2+-ATPase活性の著しい低下が起こっているものと考えられ

た。
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lBp07 植物培養細胞におけるリン隊輸送と細胞質pHの調節機織

I.蛍光試薬による細胞質pHの測定。

三村 徹郎〈東大・浬・植物〉・坂野勝啓〈農水省・生物研)

昨年度の値物生理学会において、坂野はニチニチソウ熔養細胞に無機リン酸を与えると、

埼地のアルカリ化とそれに引き続く酸性化を引き起こすことを報告した。このアルカリ化

はリン酸飢餓状態にある細胞が、プロトンとの共輸送でリン酸を吸収することに起因する

ものと考えられる。また、アルカリ化lこ続く稽地の酸性化は、リン酸とともに細胞内に入

ったプロトンが細胞質の酸性化を引き起こして原形質膜のプロトンポンプを活性化するこ

とによると考えることができる。すでに、ウキクサを用いた電気生理学的実験から、リン

酸吸収にともなう原形質膜プロトンポンプの活性化が報告されているが、 I}ン酸吸収に際

し実際に細胞質pHがどの機に変化しているかを報告した例は無い。また、微小pH電極を用

いた測定から、アミノ厳や穏ではプロトンとの共輸送に際し、細胞質が一過的にアルカリ

化するという報告もある (Johannesand Felle 1987). 

ここでは、リン酸吸収にともなう細胞質pHの変化をpH感受性の蛍光物質を用いて測定し

た。細胞質pHの測定には.1P-NMRや微小pH電極を用いる方法が知られているが、時間分解能

や培養細胞への応用という点で困灘が大きい。そこで膜透過性のpH感受性蛍光物質2'.7'-

bis-(2・carboxyethyl)・5(and-6)carboxyfluoresceinacetoxymethylester (BCECF-A門〉を用

いて細胞質pHの測定を行った. BCECFはpH6-8の領域において溶液のアルカリ化に応じて蛍

光強度が大きくなることが知られている。

ニチニチソウ培養細胞を 1μ"のBCECト州とともに一時間振とうし、洗浄後、蛍光分光計

でリン酸添加にともなう蛍光強度の変化を測定した。この際pH電極を用いて測定培地のpH

変化も併せ測定した。リン酸添加後、培地は急速にアルカリ化し、一定時間後に酸性化に

向かった。アルカリ化の開始とともに蛍光強度も減少しはじめその後減少は停止した。外

液の酸性化開始とともに今度は蛍光強度の士宮大が測定された。これは、リン酸添加後細胞

質が量産性化し、その後プロトンボシブの活性化にともなって元の値に復帰する細胞質pH調

節機徳を示しているものと考えられる。 BCECFは糠胞にも一部分布するためpHの絶対値の決

定は灘かしいが、 pH変化量について簡単な推定を行ったのでそれについても報告する。
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lBp08 値物t音養細胞におけるリン駿輸送と細胞質 pHの調節機織 s. 

有機酸代謝による調節

坂野勝啓・矢崎芳明・清田誠一郎(農水省・生物研)

ニチニチソウ培養細胞に無機リン酸を与えると、培地の p Hは急速なアルカリ化とそれ

に引き続く酸性化を起こす. これは細胞による無機リン酸の吸収がプロトンとの共輸送に

よるために、 リン酸吸収時にはアルカリ化が、 吸収終了時にはプロトンポンプによる細胞

内の過剰のプロトンの排出による酸性化が起きるためである。われわれは先にこの共輸送

における H' /P 比が投与するリン酸量によって o. 5--4となり、投与量が多いほど

小さい値を取ることを見いだした。 この理由はリン酸輸送の開始と共に細胞質 pHが低下

し、やがて細胞質 pHがある闇値を越えると、プロトンポンプが活性化してプロトンを細

胞外に排出するので、 リン酸輸送が長引くほど、すなわちリン酸投与量が多いほど共輸送

に用いられるプロトンの量が見かけ上少なくなるためである。かくて真の化学量論比は 4

であると考えた。 これらについては昨年の本大会で報告した。 プロトン共輸送機構は必然

的に細胞質の酸性化を招き(前講演参照)、 それをシグナルとして各種の細胞質 pH調節

反応が起きると考えられる。その一つはプロトンポンプの活性化であり、他の一つはD.D. 

Davis (1973)によって提唱された BiochemicalpH statと呼ばれる有機酸代謝調節機構で

ある.今回はリン酸輸送に伴う有機酸代謝の変動を調べた。

(方法 MS培地で給養したニチニチソウ細胞5gをちO皿lのt音地(IOmMCaCb， lmM KCI， 

2% glucose) に懸濁して振遣し、 リン酸投与後の格地 pH、酸素吸収速度、炭酸ガス発生

速度を各種の電極を用いてモニターし、 リン酸による有機酸の脱炭酸反応の促進を検討し

た。また経時的にサンプリングを行い、細胞内有機酸の変化を調べた。

(結果) リン酸投与により酸素吸収速度、炭酸ガス発生速度共に増加するが、 RQ値は

1. 1 4からリン酸投与後に 2. 1 1となり、 リン酸による脱炭酸反応の促進が見られた。

細胞内の有機酸は主としてリンゴ酸、 クエン酸であるが、 いずれもリン酸投与後培地 pH

がピークに達するまで急速に減少し、引き続く酸性化の開始と共にリンゴ酸は増加した.

クエン酸はこの後、 あまり大きな変化はみられなかった。
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lBp09 洋ナシ果実からのトノプラストの調製と糖の透過

坂野満、山木昭平 (名古屋大・農・園芸)

洋ナシ果実は、糖を積極的に細胞内に取込むことによって膨圧を高め、糖を蓄積しな

がら肥大生長する.それ故トノプラストにおける糖の吸収段階は生長に最も重要な役割を

するものと思われる.本研究では洋ナシ果実よりトノプラストを調製し、その HιATPase

の性質及び糖の透過性の特徴を検討したので報告する。

トノプラスト ATPaseの阻害の特徴: 成熟した果実(ラ・フランス)を磨砕し、 8000

・105，000xg沈殿をKIで洗浄後、6%デキストランに上層し遠心し、境界面の亜細胞をトノプ

ラスト画分(TP)とした。 TPのATPaseは硝酸により 20%，パナジウムにより 70%も阻害され、

アザイドでは血容されなかった。しかしながら glucansynthaseII活性の混入はわずか

であり、パナジウムの阻害は原形質膿の混入に由来しないと思われた。そこで沈股をか

10%デキストラン密度勾配達心分般により分画し、それぞれについてマーカー酵素を検討

したところ、 ATPase活性は高密度(F1)と低密度(F2)にピークを示した。硝酸阻害はF2のみ、

パナジウム図書は両方に、 glucansynthase口活性はFlのみに認められた。また F2に混入

した Antimycin-insensitiveNADH-cyt c reductase活性はマグネシウム添加により消え

たにも拘らず、パナジウムによる阻害は変わらなかった。以上より、F1には主に原形質膜、

F2には主にトノプラストが含まれ、 F2におけるATPase活性のパナジウムによる阻害は原形

質膜、 ERなどの混入ではなくトノプラスト自身に因るものと思われた。

糖の透過性の特徴: キナクリンの蛍光消失よりトノプラストは完全にシールし、小

胞を形成したので、この小胞内への糖の透過を検討した。 14C-糖と反応した小胞をメンプ

ランフィルターで集め、取込まれた 14Cを測定することによって小胞に吸収された糖を求

めた。その結果、洋ナシの主要な転流糖であるソルピトールの吸収はATPによって促進さ

れなかった.しかしながら PCMBSによって約40%匝害され、 CCCP，DNP，硝酸、パナジウムに

よっては全〈阻害されなかった。さらにPCMBSに感受性な吸収はソルピトール漉度に対し

て飽和した。このことより、ソルピトールのトノプラスト小胞内への吸収はH+-ATPaseに

共役しないが、 PCMBSに感受性なキャリヤーに依存していることが明かになった。グルコ

ース、シュクロースの吸収もソルピトールと同様な傾向を示した。
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lBpl0 復ストレス状態のモヤシマメ幼根における H'放出に及ぼす

外液 Ca 2 +の影響

中村善行、下里鏡子、太田英二、板田亮(慶大理工計測)

生体臓を介するイオン鎗送の調節は、纏物の耐温複構に重要な役割を果している。細胞臓に存在
する H+-ATPase (Wポンプ}は、威内外に H+の電気化学ポテンシャル差を形成し、他のイオ
ンの膿鎗送の駆動力を生み出すと考えられている.したがって植物細胞の耐塩性と H+-ATPase

の性質との聞には何らかの関連があると考えられる。そこで今回我々は、 100mMNaClを含む

育成液 (0.1・H KC 1 + 0.5・HCaC12)中で水耕したそヤシマメ無傷幼根のH+紋出と幼根細胞の原形
質厳H+-ATPase活性を測定し、温ストレスによる W ポンプ活性化の可能性を調べた.さらに、
植物の耐海性に大きく寄与することが知られている外液Ca2 ・がH+ポンプに及ぼす最多警についても検
討を行った。

試料には発芽2日後のモヤシマメ(V igna aungo)無傷幼植物を用いた. 幼恨細胞のH+銀出量

は、予め pH7.0に調墜した外液のpH変化をガラス pH電極で測定し、 O.lNKOHで逆滴定して算
出した.原形質践は、線組織磨砕液からDextranT-70の二段階濃度勾配遠心法で単厳した.その結果

以下のことがわかった.
1)温ストレス状態では、幼根のHφ紋出率が繍加し、原形質膜H'-A T P a s e活性も上昇した

( Fig.l.Table 1 )。

2)育成液に O. 2Mマンニトールを加え幼綴を水ストレス状態にしても、 H+放出量、 H+-ATPa
se活性はいずれも変化しなかった.

3)外液Ca2・漫度を 10倍 (5mM)に上げると、温ストレス状態でのH+放出の活性化と H+-AT
Pase活性の上昇はいずれも抑制された(Fig.l，Table 1 )0 

4)外漉Ca 2+濃度が 5mMの掲合には、水ストレス状態では綴のH+放出は、抑制された。

以上の結果から、塩ストレス状態では、 Na +により原形質鵬H+-ATPaseの活性が上昇し、根
細胞のH+敏出量が湖加することが示唆された。 また、 Ca 2+の溢ストレス緩和効果は、 H・放出の

活性化に伴う溶質吸収の促進とは関連しないと考えられる。

Ò.5~MCQ2+ 

\~ +NoCI ~ 

--・Noα、-Plasmalemma 

Tonoplast 

H~AT向日 Activity(+NaCI)
叫AT向日Activity(-NaCIl

0.5mM向t+ I 5.0 帥~Cal+

2.1 1.5 

0.90 0.95 

Table 1 

。01 3 6 9 12 OTJ 
Time After Transplantcition( h 

Fig.l 幼線のHφ放出量の経時変化

-146-

塩ストレスによる H+-ATPase活性
の上昇に及ぼす外液Ca2

'濃度の彫響



lBpl1 光照射によってチラコイド膜につくられる電位差と pH差に対するアニ
オン輸送阻害剤の効果

。柴田正敏・荒田|専行・山崎秀雄・西村光雄(九州大・理・生物〉

葉緑体チラコイド膜や光合成細菌の細胞膜は、光エネルギーを化学エネルギーに変換する。これらは光
，が当たると、酸化還元系上の電子伝達に共役してH+を践を横切って輸送し、 H+の電気化学ポテンシャ
ル差(ム μHつをつくり、それを ATP合成の駆動力とする。 AμH+には pH差(.d.pH)と膜電位〈ムψ)
とが寄与するが、光合成細菌の細胞膜では.d.pH及び Aψが明確に維持されるのに対し、チラコイド膜
では連続光照射下でムψのみが著しく減少する。この差異はチラコイド股が膜電位を打消す方向に陰イ
オンを受動的に翰送するためにおこると考えられている。これに関連して Hind等 (1)は光照射によ
るチラコイド膜の CI・とり込みを電極を用いて観察しているが、陰イオン輸送についての研究はその後
あまり進んでいない。そこで我々は CI-輸送匝害剤として知られているピレタニド (2，3)、A-9・c
(Anthracene-9-carboxyl ic Acid)を加えることによってチラコイド膜に生じる電位差と pH差に対する影
響の観察を試みた。
我々はまず、定常光の照射によって生じる膜電位の指標としてムA515
(515nmにおける吸光度変化)を用いることにした。葉緑体懸濁液にピレ
タニド、 A-9・Cを加えると光をつけた直後の比較的速やかな吸光度変化の
後、数十秒間のおそい吸光度培加が大幅に促進されるのが観察された〈図
〉。同様の変化は酸化還元のコファクターであるメチルピオロゲンを加え
たときにも見られた。この吸光度の憎加は広い波長範囲でみられ、パリノ
マイシンよりもナイジヱリシンによって顕著に匝害された。これらのこと
からこの吸光度の増加は膜電位を反映しているいわゆる.d.A515ではな〈
、ムpH、あるいは膜の局所的な pH差によっておこることが想像される。
ピレタニドゃん9・Cは電子伝達系を促進する事はないので、両者はチラ
コイド膜周辺の H+の分布に影響を及ぼしている可能性がある.
一方、 Vのとりこみによる外液の pH変化を pH電極を用いて観察した

ところ、ビレタニドや A-9・Cの添加、あるいは CIーの iminodiacetate
への置き換えによって光励起終了後の V 放出の 112変化時間 (tl!2)
が短くなった.このことは、陰イオン輸送を抑制する操作によって膜電位
が増加したことを示唆している.
現在、観察されている吸光度変化の遅い相が何を表しているのかを確か

2包Zt渋ミ2芯2品減会望E;給と翁力;惇2ゑ玄1t.;t三:器皐鞍1{.」霊鼠21翠ミ?三陰イオンの役側寄割! ¥，1 'へ¥ 勺?ヤ雪引m川山1円川山雪“山μ(いωx副1叩口び♂-2

ani. H. V. and Izawa， S. (1974 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 71， 1484・1488 L-...> 

(2) Vambutas， V. and Schechter， S. (1983) 3050C 

Arch. Biochem. Biophys. 224， 442・448
(3) Vambutas， V.， Beattie， D. S. and Bittman， R. (1984) 。

Arch. Biochem. Biophys. 232. 538・548
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lBp12 低温及び熱ショックを与えたモヤシマメ〈出血)芽生えにおける

lH-NMR緩和挙動とストレス誘導蛋白質

井上亘理、賀来章輔〈九大・教義・生物〉

演者らは先年来、植物の環境ストレス(凍結・冷温・虫壇形成など〉に対する初発応

答の診断指標に水プロトンの N MR緩和待問(T 1 )を用いる研究を行っている〈化学と生

物:27(3)1989)。今回は、低温感受性の高いヤエナ I}(王国旦日出金並〉黄化芽生え旺軸を主

材料とし、低温 (OOC、 1 h、 7h、 24.h)と高温(4.5 OC、 1 h、 7h)ストレス下

での水プロトン N M R緩和挙動と、これらと関連すると想定される含水量、ストレス蛋白

及び Na、 Kなどのイオン変動との相互関係を調べた結果を報告する。

ヤエナリは OOC(lh)処理で、 Tl、含水量ともにやや減少したがこれは対照区 (20

OC)の変化と大差がなかった。 7h処理区は含水量は殆ど変化しなかったが、 Tlは明らか

に増大した。 24.h処理区では含水量の減少の程度は小さいが、もの増大は 7hより更に

顕著であった。一方、高温4.50C(lh)処理区では Tl、合水量共に減少したが、 7h処理

区では 1h処理区に比べ含水量は更に減少したが Tlの減少は同程度であった。 このよう

に低温や高温ストレス下で水プロトンの NMR緩和挙動は明らかに異なり、これは演者ら

が従来、温度ヒステリシス法で得た結果ともよく一致した (Plant water relations and 

gro~th under stress 1989)。

また、 Tlと含水量とは必ずしも相関しなかったことから、生体中で水の存在状態に密

援な相互作用をもっとされる蛋白質の温度ストレスによる消長を SDS-PAGE法で調

べた。可視的傷害は認められないが Tlの変動の上で明らかに相違があった OOC7h処理と

450Clhで比較すれば、 o<Cでは80、77、55、46と34.12KDaまでのポリペプチドの合成が広

く誘導され特に低分子のグループで顕著だった。4.50Cでは76、58、44、15イ 1KDaで合成が認

められる一方、 33 17KDaのもので減少した。また。 NaとKを原子吸光法で分析した結果、

Naは前者で対照区の 2倍、後者で1. 3 倍を示した。
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lBp13 二次元電気泳動法による植物膜タンパク質複合体の分析

。久堀徹・赤羽康宏・.井上和仁・・.岩上淳・真鍋勝司

(横浜市立大・文理・生物、・ライオン、一神奈川大・理・

応用生物)

生体膜で機能を持った膜タンパク質は多くの場合復合体を形成している。しかし、生体

膜から績タンパク質を単雌精製したとき、どのサブユニットが失われているのかは適切に

調べる手立てがないため、機能性膜タンパク質の生体膜中での実体については、正確なこ

とはあまり明らかにされていない。最近、一般的に電気泳動に用いられている界面活性部l
SDSよりも温和な界菌活性剤ポリオキシエチレンラウリルエーテル硫酸ナトリウム (AES)

とジメチルドデシルアミンオキサイド (DDAO)の混合系を用いて低温で電気泳動を行なう

と、動物細胞膜の Na'，K'-ATPas巴ハや高度好熱菌の ATPase引をサブユニットに解離させず

に泳動できるととが報告されている。そこで、我々はこの界面活性剤jが植物の膜タンパク

質複合体の分析に応用出来るのではないかと考え、その可能性を検討した 。

1)葉緑体チラコイド膜の分析

葉緑体のチラコイド膜は、光合成の光化学反応中心複合体や、シトクロム複合体等の電

子伝達成分を多く含んでいる。また、膜表面には、 RuBPカルボキシラーゼ (Rubisco)やATP

合成酵素 (CF，)を多く結合している。チラコイド膜は、ストロマチラコイドとグラナチラ

コイドに分画遠心によって容易に分けられる。前者は光化学系 I複合体を多く含み、後者

は光化学系 E複合体を多く含んでいるごとが知られている。そこで、この 2種類のチラコ

イド膜標品をそれぞれAES/DDAO存在下で電気泳動するとクロロフィルを含む数種の複合体

に分離できた。とのゲルを二次元自に SDS-PAGEで分析すると、光化学系 I複合体と光化学

系 H複合体が一次泳動において異なるバンドとして泳動されていたことが分り、複合体を

形成する多くのサブユニットが保存されていた Sl。また、ストロマチラコイド標品では、

Rubiscoの大サブユニットと小サプユニットも復合体のまま泳動されていた。とれらの複

合体が一次泳動後も生理活性を保っているかどうかは、現在検討中である。

2 )黄化芽生えの緑化にともなうタンパク成分の変化

暗所で育てたオート麦 (Avenasativa L.)の黄化芽生えに光照射をして緑化をさせたと

き、粗膜薗分(1-40Kppt)に含まれるペプチドの組成がどのように変化するかを1)と同様

の方法により分析した。その結果、緑化の進行にともなって消長する複数のペプチドが検

出できた。さらに、ごれらのうちの幾つかは、一次の AES/DDAO泳動において挙動を共にし

ていたらしく、二次の SDS-PAGEでは上下に並んだペプチドが同時期に消滅したり、出現し

たりするととが観察された。とのごとは、この方法が復合体の消滅や形成の解析に応用し

得るごとを示唆している Sl。

'lKoide. M.， et a1. (1981) Ana1. Biochem.， 164， 150-155. 

2 l赤羽ら (1988) 生体エネルギー研究会第 14回討論会講演要旨集 p.144-145. 

3lHisabori. 1.， et a1. Ana1. Biochem. submitted. 
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lBp14 大腸菌u且遺伝子の細胞膜タンパク質の合成支配

長谷 篤{大阪市環科研)、船附賢三、中村 運{甲南大・理)

【はじめに】 大腸菌ト12稼のアクリフラピン (AF)感受性は大腸菌染色体上 10.6分に慶位

する遺伝子~に支配されている。 AF感受性突然変異様 (~ιN43稼)は野生稼(主主玉r ，

N90稼)に比べて、分子量約60Kの細胞内膜タンパク質(acrA+タンパク貨と考えられる。)

を欠失しており、 この 60Kの細胞膜タンパク貨が大腸菌のAF感受性と密掻に関係しているも

のと我々は考えている。これまでに、 C1arkeとCarbonの作製した大腸菌の gene bankからプ

ラスミド pBR322の制限酵素匙且RI部位に 5.4kbのDNA断片としてクローニングした位.rA+遺伝

子(プラスミド pAF1)を用いて、 60Kタンパク貨と AF感受性について報告してきた。本大会

では、我々の分厳した野生稼から佳品+遺伝子を新しくクローニングし、制限醇素地図と遺

伝子産物について調べたので報告する。

【材料と方法】 (1) AF耐性野生係N90稼から常法にしたがって、染色体DNAを分厳精製し、

制限酵素E臼 RIで切断後、ベクター pBR322の匙且RI部位に、各DNA断片を結合したo AF感受性

突然変異練N43稼に Hanabanの方法により形質転換し、 AF加(30μ gl・1) L寒天平板上で生育

するものを選択した。 (2)AF感受性試駿は次のように行った。各種濃度の AFを加えた L液体

培地に菌を援種し、 370Cで3時間培養した後、その生菌数を調べた。 (3)プラスミドの分雌

精製はアルカリ法で行い、また遺伝子産物はミニセル法によって調べた。

【結果及び考察】 (1)AF耐性遺伝子を持つプラスミド pAF3を得た。 pAF3の制限鯵素地図を

作製し、 pAFlと比較すると金く同ーであることがわかった。 (2)pAFlとpAF3をそれぞれ形

質転換した N43採のAF耐性度を比較すると、 pAFlの方が若手耐性度が強いことがわかった。

(3) pAFlと pAF3を用いて些玉A遺伝子の遺伝子産物を調べた結果、 いずれも分子量 125K，56K

，22Kのタンパク貨をコードしていることがわかった。以上の結果から、 pAF1とpAF3にクロ

ーニングされた包rA+遺伝子は同ーのものと思われるが、 AF耐性度に若手の遣いがあり、復

基配列の解析などのが必要と思われる。また、遺伝子産物については、結合している断片

が5.4kbと大きいため3種類のタンパク貨が検出されたが、これらのいずれかがacrA+タンパ

ク質であろうと思われる。
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lCpOl イネ盟主主座遺伝子の構造と発現

平野博之、山田初音、佐野芳雄(国立遺伝学研究所)

米にウルチ性とモチ性があることは、日本人の食文化を豊かにしているの要因の一つであろう。この

ウルチ米とモチ米という性質は生物学的にはどのようにして説明されるのであろうか。米(怪乳〉の大

部分を占めるデンプンがすべてアミロペクチンから織成されている場合にはモチ米となり、十数から二

十数パーセントアミロースを含む場合にウルチ米となる。この性質は、 盟主'i.locus (モチ座)と呼ば

れる遺伝子座に存在する複対立遺伝子によって支配されている。この遺伝子座が野生型(正常)の掲合

にはウルチ米となり、機能を失うとモチ米になる。したがって、目立座遺伝子はアミロースの合成を支

配していると考えられる。同様の表現型を示すトウモロコシの盟主E座遺伝子は UDP-glucosestarch 

glycosyl transferaseをコードしていることが示されている。我々は、イネ座乳(米)の慣を決定する

とともに、アミロースの合成という生物学的にも応用的にも重要な機能を担っている哩.lil座遺伝子の

発現制御線構に興味を持ち、分子遺伝学的研究を開始した。

トウモロコシの盟主Z座遺伝子をプローブとしてサザーンハイプリダイゼーションにより解析したと

ころ、イネにおいてはこの遺伝子は 1コピーであることが明らかになった。これは、以前より示されて

いた遺伝学的解析の結果とも一致する。日本型 (Or'i.Z皇自喧盟 Japonica)より二系統、インド型 (q.

盟且旦 Indica)より一系統のイネより、それぞれ・ini-geno.iclibraryを作製し、各系統の盟主E皮

遺伝子をクローン化した.このうち、日本型の一系統 (T回線)の盟主Z座遺伝子の全塩基配列を決定し

た。この遺伝子は約4Kbの領域からなり、 トウモロコシの盟立座遺伝子の塩基配列との比較から、 1

4個のエクソンと 13僧のイントロンから構成されているごとが朗らかになった.遺伝子の網成が類似

していることやコード領域の塩基配列の相向性が非常に高いことなどから、イネの 盟主E座遺伝子はト

ウモロコシと問機、アミロースの合成に関わる UDP-glucosestarch glycosyl transferaseをコードし

ていることが強〈示唆される.

また、 盟主Z座遺伝子の産物であるWxタンパク貨を精製し、このタンパク慣に対する抗体を作製し

た.この抗体を用いて、種々の系統のイネをウエスタンプロテイングにより解析した。モチ(wx)系統のイ

ネのタンパク質抽出液中には抗体と反応するバンドは検出きれなかったので、この抗体は非常に特異性

が高いと考えられる.また、インド型のイネには日本型に比べて 10 倍以上のWxタンパク質が発現し

ていることが示された.これは、以前我々が示した細胞内頼粒分画後のSDS-PAGEの解析結果と

一致する。同じ機能をになう一つの遺伝子の発現量が同一種内の系統間で 10倍以上異なっていること

は注目に値し、この遺伝子発現の量的制御が知何にしてなされているかは極めて興味深い問題である。
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lCp02 ダイズ・メタロチオネイン様 cDNAの単離

川|嶋一郎、弁 口義夫 1、茅野充男、木村正巳人清水信義 1

(東大・農・農化、 1慶応大・医・分子生物、 2産医研)

メタロチオネイン(以下 MTと略記)は Cd、 Z n、 Cu等の重金属と結合する低分

子量タンパク質であり、 システインがそのアミノ酸組成の約 30%を占めるという特徴を有

している。 MTは晴乳類、鳥類、魚類、無脊稚動物、菌類などの広範聞にわたる生物種に

存在しており、有害重金属の解毒、必須微量金属の代謝調節に関与している。植物では、

ブイトケラチン cpo 1 y (γ-Glu'Cys) Gly)がMTと同様な働きをしていることが報告され

ているが、我々はダイズ根中に抗ラット M T - 1抗体と反応するタンパク質を見出してお

り、植物にも晴乳類型の MTが存在する可能性が示唆された。そこで今回はこのタンパク

賓の cDNA遺伝子の単離を試みた。

晴乳類の MT に見出される N 末側(アミノ酸 1~ 7番目)および中央部(アミノ酸 24~

38番目)の保存配列に対応する 21mer、 44merのオリゴヌクレオチドを合成してプロープと

した。 これらのプロープを用いて、 ダイズ全 DNAとサザンハイプリダイゼーションを行っ

た結果、 21merプロープで 4本、 44merプロープで 5本のバンドが認められ、ダイズ DNA中に

MTと相向性のある配列が存在することが示唆された。次に播種後 B日目のダイズ全植物

体から調製した λgtl1cDNAライプラリーをこれらのプロープを用いてスクリーニングし、

20個の cDNAクローンを得た。その中の 21merプロープとハイプリダイズしたクローン 21-1-

A(0.7kb)の塩基配列を解析したところ、 237境基から成るオープンリーディングフレーム

が見られ、 システイン 14個 (18%)を含む 79アミノ酸残基をコードしていた。このシステイ

ンは N末側と C末側に集中しており、 その両方で[-C -C一一一 C-Cー]という晴乳

類の MTに特徴的な配列をしていた。 さらに、 N末側の 14アミノ酸残基がアカバンカピの

MTと相向性 (64%)を示すことからこのタンパク質は重金属結合能を有することが推定さ

れた。一方、この cDNAをプロープとし、 ダイズ根RNAとノーザンハイプリダイゼーション

を行なった結果、約 0.8kbのmRNAが検出された。従ってダイズにもメタロチオネイン様タ

ンパク質が存在することが示唆され た。
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lCp03 カボチャ、グリオキシゾームリンゴ酸脱水素酵素の cDNAク

ローニングとその構造解析

。武田陽子、槻木竜二、西村いくこ、森仁志¥西村幹夫

(神戸大・理 ・生物、 1基生研・情報制御)

リンゴ酸脱水素酵素(HDH) は、細胞内でミトコンドリア、細胞礎賞、そしてマイクロ

ボディに互いに異なったアイソザイムとして存在している.相同性解析の結果、 ミトコン

ドリア MDHは、細胞礎資MDHより原核生物である大腸菌の MDHと高い相同性を示すことが知ら

れており、 このこと自体がミトコンドリアの内部共生説を支持する証拠としてあげられて

いる.今回私たちはカボチャの子薬組織を材料にしてマイクロボディの一種、 グリオキシ

ゾームに特異的な MDHのcDNAクローンを単離し、 これから推定されるアミノ酸配列と他の

MDHのそれとの相向性を解析することにより、グリオキシゾームの起源について考察を行っ

たのでその結果を報告する.

カボチャ貧化子葉から調製した po!y(A)+RNAと発現ベクタ-pTTQ18を用いて cDNAライブ

ラリーを作製し、 グリオキシゾーム MDHに対する特異抗体を用いてスクリーニングを行った

ところ、不完全長であると恩われる陽性クローンが得られた.そこで次にこの cDNAをプロ

ープとして、 ライブラリーを新たにスクリーニングした結果、 いくつかのクローンを得る

ことができた.このうち pgMDH8は最もインサートが大きく(1.4kb)、 またこのクローンを

用いて行った invitro transcription -trans!ationの産物は po!y(A)+RNAを用いて

in vi主主旦で合成した MDHと同じ分子量(約 38kDa) であった. この結果から私たちは

pgMDH8 をグリオキシゾーム MDHの全長をコードしたクローンであると断定し、その全塩基

配列の決定を行った. このクローンは全長 1414bpでそのうち l068bpからなるコーディング

領域を含んでおり、 また成熟MD日のN末端アミノ酸シークエンスより、N'末端側 36アミノ酸は

プレ配列であることが明らかとなった. このプレ配列は非常に親水位であり、 また C末端に

あると言われているマイクロボディ局在化シグナルをこの中に持つことから、 MDHの場合、

このプレ配列がマイクロボディへの局在化の鍵となっていることが推察される。次に、グ

リオキシゾーム MDHと他の MDHとをアミノ酸レベルの相同性解析を行った結果、 グリオキシ

ゾーム MDHは細胞礎質問日ではなく、 ミトコンドリア、大腸菌のMDHと高い相同性を示すこと

が判明した. このことからミトコンドリアのようにグリオキシゾームも内部共生していた

原核生物から進化したものであるという可能性が示唆される.
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lCp04 カボチャ・グリコール融酸化醇素のマイクロボディへの

局在化

O槻木竜二、武田陽子、西村いくこ、西村幹夫

(神戸大・理・生物)

脂肪性種子の子葉組織に存在するマイクロボディは、光照射に伴う子葉緑化過程で、

貯蔵脂肪の分解から糖新生に関与するグリオキシゾームから、光合成(光呼吸)に関与す

る緑薬パーオキシゾームへと機能的に変換する事が知られている.既に私iさはこの変換が

同一マイクロボディ内で生じる現象であること、光照射によりマイクロボディ内にグリオ

キシゾーム特異的酵素 malatesynthaseの分解系が銭導されることを明らかにしている.

マイクロボディ鎗能変換におけるもう一つの大きな側面は光照射を引き金としてマイクロ

ボディ内に蓄積されていく緑葉パーオキシゾーム特異的酵素の生合成、細胞内紛送、活性

発現などを含むその遺伝情報発現機備の解析にある.私達は阪に総菜パーオキシゾーム酵

素グリコール政酸化醇索 (glycolateoxidase)の金翻訳領域を含む 2種の cDHAクローン

( pPGOl、pPG02)を調製すると共に、このクローンを用いて glycolateoxidase特異

IRHAが光照射により増加する事を明らかにしている.今回は glycolateoxidaseのマイ

クロボディへの細胞内鎗送に積目し、 glycolateoxidase cDHA in vitro転写、翻訳産物

のマイクロボディへの L旦 vitro膜透過繍送系を確立して解析を加えたので、その結果を

報告するo pPGO 1の主主ヱitro転写、翻訳産物の分子量は glycolateoxidaseの会 RHA

i!L主主主主旦翻訳産物の分子量に一致し、 しかも原酵素と悶じ 40kDであったo pPGOlの

i!L主主主主旦転写、翻訳産物と単厳したマイクロボディを共存させることによってIlLY註白

旗透過給送系を確立した.その結果、 pPGOlの主立 vitr旦転写、翻訳産物は時間の経過と

共に緑薬パーオキシゾームに取り込まれていった.グリオキシゾーム、及びグリオキシゾ

ーム特異的酵素 ulatesynthaseの分解系が誘導されている変換時のマイクロボディを腕

透過実験に用いた場合にもこれと同様の結果が得られた.以上の結果は、緑薬パーオキシ

ゾーム特異的醇索 glycolateoxidas自が緑薬パーオキシゾームのみならずグリオキシゾー

ムにも取り込まれうること、光照射に伴ってマイクロボディ内に統織されるグリオキシゾ

ーム特異的醇索に働く分解系が緑葉パーオキシゾーム特異的酵素 glycolateoxidas8には

働かない事を示唆している.
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lCp05 アスコルビン酸ペルオキシダーゼの cDNAクローニング

。久保明弘、佐治 光、田中 浄、田中園介 1 、近藤矩朗

(国立公害研・生物環境、 1 京府大)

業縁体には、光合成に伴って生じる有害な活性酸素を消去する代謝系がある。アスコ

ルビン翼賛ペルオキシダーゼはこの代謝系の酵素で、活性政素毒性防御に必須と考えられる。

ところで、オゾン (03) にさらされた綴物に可視筈が出る際に、 活・性居並3慢の関与が示唆さ

れている。また、活性酸素消去系の酵素のうち、 アスコルビン酸ペルオキシダ}ゼとグル

タチオン還元酵素は、傷害が出ない濃度のオゾンで、活性とタンパク質量が増大する。我

々は、オゾンによるこれらの酵素の誘導機梅を解明するため、 また、オゾン耐性、感受性

植物を遺伝子工学的に作出することを目指して、 これらの酸素の cDNAクローニングを試み

ている.今回はアスコルピン酸ペルオキシダーゼについて報告する. これまでの研究では

主として点ウレンソウを用いているが、 cDNAクローニングには、遺伝子の研究に適したシ

ロイヌナズナを用いた。

ホウレンソウのアスコルビン酸ペルオキシダーゼに対する 8種類の単クローン性抗体

がすでに得られており、 このうち 5種類がシロイヌナズナのタンパク質とも反応した.そ

こで、 このうち 2積を混合したものをプロープにして、 λgtllをベクターとするシロイヌ

ナズナcDNAライブラリーをスクリーニングした.その結果、 5個の陽性クローンが得られ

たが、サプクローニングして調べたところ、 3種類であった。 これらのクローンに含まれ

るcDNAがアスコルピン酸ぺルオキシダーゼのものであることを確認するため、それぞれの

クローンの溶原菌から調製したタンパク質に対する、単クローン性抗体の反応を調べた.

その結果、認識部位の異なる 4種の抗体が、 3種のクローンのいずれにも反応した。 この

結果より、得られた 3種の陽性クローンはすべてアスコルビン酸ペルオキシダーゼのcDNA

クローンであると結論した。

これらのクローンに含まれる cDNAの最長のものは 1.lkbであった.他のふたつは、制

限地図により、最長のcDNAの左右をそれぞれ欠くものと判明したが、制限地図の一部に不

一致が見られるので、少なくとも 2種のアイソザイムに対応すると考えられる1.1kbの

cDNAをプロープにしてシロイヌナズナの転写産物を調べたところ、約l.lkbの転写産物が

検出されたので、ほぽ全長のcDNAがクローニングできたと思われる。
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lCp06 ハツカダイコン子葉のセネッセンス時に特異的に発現する

グルタミン合成酵素遺伝子の機造

数岡徹.繍井宏行.渡辺昭

名大・農・生化学制御

多くの高等植物において、グルタミンは窒素の転流形態の主要な部分を占める化合物である。

それゆえグルタミン合成酵素 (GS) は体外から取り込まれた窒素や光呼吸によって生成するアン

モニアを同化する主な酵素であるだけでなく、植物体内の窒素転流に用いられるグルタミンの生

成という役割を担っている。高等植物のGSには、細胞質に局在するイソフォーム (GS1)と葉緑体

に局在するそれ(GS2) があり、それぞれのイソフォームは等電点を異にする数種のサブユニット

から構成されている。我々は、セネッセンスが進行したハツカダイコン子葉ではGS1を権成してい

る一部のサプユニットとそのmRNAが増加し、 GS2を構成しているサプユニットおよびそのmRNAはす

べて減少するごとを明かにしてきた。さらに、セネッセンスと GS遺伝子発現との関係を分子レベ

ルで解明することを目的として、 GSサブユニット mRNAのcDNAクローニングを行い、複数の陽性組

換え体 (λGS1・43.λGS13-93.λGS18-1b) を得た。その温基配列の解析から、 とれらはすべて同

ーのGS1遺伝子由来のmRNAに対応したcDNAクローンであるととがわかった. また、 ノーザンプロッ

トハイプリダイゼーションの結果かち、 セネッセンスの遂行とともにごのd闘に相補酌な前NAが

t普加することを明かしてきた。

GS遺伝子の転写レベルでの調節の分子機備をさらに詳しく調べるために、 GS遺伝子のクローニ

ングをおこなった。 λGS1-43をプロープとして遺伝子ライブラリーのスクリーニングを行い、多

数の陽性組換え体を得た。さらに λGS18-1bに特異的な3・非翻訳領域のDNA断片をプロープとして

第2次スクリーニングを行い、 λGS18-1bに対応した陽性組換え体gGS35・2を単降した。 cDNAとし

て単雌された λGS18-1bは翻訳開始コドンATGを含む5・末端領域が欠けていたが、遺伝子クローン

との比較からその翻訳領域は 1062bpであり、メチオニンから始まる 354残基であるととが明かとな

った。 GSlの構造遺伝子は 2.1kbであり、 7個のイントロンが'存在した。それらの掃入されている

位置は、 すでに報告されているアルフアルファのGS1遺伝子と同じであったが、 アルフアルファの

GSl遺伝子の第6.7.10. 11イントロンに相当する配列は存在しなかった。 3・フランキング領域のポ

リA付加部位には複数のポリアデニレーションシグナルが存在する。その中の 2つは実際に機能

しており、 3・非翻訳領域の長さの異なるcDNAが検出されている ζ とから、 ポリ A付加部位はかな

り多様化していると考えられる。 5・フランキング領域には、 TATAボックスおよびCAATボックスと

類似する配列が認められたほか、真核生物の一群の熱ショックエレメントとよく似た配列が見つ

かった。 また、複数の繰り返し配列がプロモーター領域やイントロンに存在した。 以上、セネッ

センスを起こした子葉で特異的に発現する GSl遺伝子の詳細な構造解析の結果を報告する。
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lCp07 トウモロコシ、フェレドキシン依存性グルタミン瞳合成酵素の

遺伝子とその発現

榊原均、長谷俊治、杉山達夫 (名古屋大..化)

高等植物の緑糞細胞ではアンモニアは、主に薬縁体内に存在するグルタミン合成醇察

( GS )およびフェレドキシン依存性グルタミン厳合成酵素( fd-GOGAf )から成る GS/ 

GOGATサイクルによってアミノ酸へ同化される.我々はこれまでに、トウモロコシ cDNA

ライブラリーから Fd-GOGATの cDNAのクローニングを行ない、その傭遣決定をした(第62

回日本生化学会) 0 そこで fd-GOGATの発現調節鎗機への理解をより深める事を目的とし

て以下の実酸を行なった.

(i) Fd-GOGATは光誘導を受げることが知られている.この現象を解析するために、トウ

モロコシ貧化薬の緑化過程におげる圃RNAでの量的変動を調べた.貧化業に光照射した後、

緩時的に薬組織をサンプリングし、 poly(A)+RNAの抽出を行なった.ノーザンプロットを

行なったところ、約5.2kbのバンドのみが検出され、 fd-印刷Tの分子量 (160，000)から予

想されるサイズとほぼ一致した o RNAドットプロット法で Fd-GOGAT.RNA量の変化をみた

ところ、 .RNAの増加は貧化葉にくらべ光照射下で著し〈、蛋白貨の増加パターンとよ〈対

応していた。したがって、光による Fd-印刷Tの発現縁導は転写レベルでその調節が行な

われているものと推定された.また、 RubisCO・RNAの拳動と比較したところ、 Fdー印刷T

.RNAは RubisCOよりもやや遅れて蓄積がおこっており、炭腫掴定系酵素との発現開始のず

れに興味が持たれた.

(ii)ゲノミックサザンプ口、yトからは、 fd-GOGAT遺伝子は singlecopyであることを示

峻する結果が得られ、 λEKBL3ベクターを用いて作製したトウモロコシのゲノムライブラ

リーから、 Fd-GOGATcDNAの5・未舗側約1.2kb部分に相当する領援を含むfd-GOGAT遺伝子

のクローンを得た.機造解析の結果、数箇所に小領域のイントロンが存在した.現在この

遺伝子断片のさらに詳しい構造解析および残りの領媛を含むクローンのスクリーニングを

行なっている.
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lCp08 

[目的]

キュウリ・アスコルビン酸オキシダーゼのゲノム遺伝子

のクローニング

0大川淳・大屋智資・岡田尚輔・新名惇彦・高野光男

(阪大・工・醸酵)

アスコルビン酸オキシダーゼ(ASO) はアスコルビン酸を分子状酸素を用い

てデヒドロアスコルビン酸に磁化する分子量約68kDの同一サプユニットより成る二量体の

絡タンパク質である。 ASOはサプユニット当たり銅を 4原子有する酵素群に属し、一般に

>> multi-copper oxidase"と呼ばれている。多くの高等植物はこの ASOを含んでおり、特

にウリ科植物の果皮に多量に存在することが知られているが、その生理的意義は明らかで

はない。当研究室では、既にキュウリ (Cucumis sativu~ )果実cDNAライブラリーから、

ASO cDNAを単離したzυ 今回は、 ASOゲノム遺伝子の構造と発現制御機構の解明のために

cDNAをプロープに用いて ASOゲノム遺伝子のクローニングを行った.

[方法および結果] キュウリ果実より抽出したゲノムDNAをEcoRIまたは XbaIで

完全分解した後、 ASOcDNAをプロープとしてサザンプロッティング分析を行った。その結

果、 EcoRI分解によって約18，5.0， 3.2kbpの 3本のバンドがハイプリダイズし、中でも

3.2kbpのバンドがゑも強度が強かった.また、 XbaI分解では約8.0，5.5， 4.8， 2.3kbp 

の 4本のバンドがハイブリダイズした.そこで、キュウリゲノムDNAを EcoRIで分解した

後、ショ精密度勾配遠心分離によりサイズ分画し、各面分についてサザンプロッティング

分析を行い、 3.2kbpのバンドのみ含んでいた画分のDNAをλZAP 11ベクターに接続してジ

ーンパンクを作製した。 ASOcDNAを用いてスクリーニングを行いポジティブクローン (pG-

ASOE3.2)を得て解析したところ、 pGASOE3.2はASOゲノムDNAの3'側領域の一部を含む部

分クロ ーンであることが判った。そ ζ で、 5'側領域を含むクローンを得るためにジーンウ

ォーキングを行った。 4.8kbpの XbaIDNA断片を含むクローン (pGASOX4.8) が5'側領域を

含み、 pGASOE3.2と重複していた。 pGASOE3.2とpGASOX4.8の塩基配列を決定した結果、

ASOゲノムDNAは396，213， 195， 960bpの 4つのexonと 3つのintronより成っていた。さ

らに5'側領域中にはプロモーターのコンセンサス配列 (TATAbox，CAT box)が見出された。

また、開始コドンの上流 500bpを GUS遺伝子に逮結しタバコプロトプラストでのトラン

ジェント発現を調べた結果、 高いプロモーター活性が見出された。

1) J. Ohkawa et al.(1989) Proc.Natl.Acad.Sci.USA，86，1239-1243 
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lCp09 イネ・グルタミン合成酵素アイソザイム遺伝子プロモーターの

タバコでの発現調節

木崎暁子 1、坂本 教に 田中園介 ヘ 竹薬 剛(:京大・応稿、

2京府大・農化、 3京府大・応生)

イネのような好アンモニア性植物の室乗同化では、グルタミン合成鯵素 (GS)が主要な

役割をはたしている.我々はすでにイネから 3種の cDNA( RGS 8， RGS 28， RGS 31 )を単

厳・解衡した( Plant "01. Biol.，13，61ト614，(1989))0RGS 8は主に板で発現する GS1

( cytosol )型であり、 RGS28は主に薬で発現する GS1型であるo RGS 31は薬縁体に局

在する GS2型である.これらの 3つの cDNAに対応する核遺伝子も単厳..造解析してお

り、ぞれらの遺伝子の器官特異的発現を調節するシス配列を解析中である.これらの遺伝

子の発現調節鎗構を調べるために、それぞれの遺伝子の V上流減を β-glucuronidase( 

GUS )遺伝子に連結し、 Tiplas・idを介してタバコに導入した.主に葉の cytosolで発現

する RGS28に対応する遺伝子の渇合には、棄でより強い GUS活性が検出され、イネにおげ

る本来の発現パターンを反映していた.

ところで、 GSではどのような物質がその誘導に直援関与するかはまだ鴫らかにはなって

いない.ぞれは SSが酵素分子の turnoverの他に、いろいろな条件下で活性化や失活を

受けるので、 GS活性を測定することによってはその誘導因子を正確に決定できなかったか

らである.ところが上に述べたような GS遺伝子の 5'上流域を GUS遺伝子と連絡したキ

メラ遺伝子を導入したタバコにおいては、遺伝子の発現を GUS活性を測定することによっ

て調べることができる.そこで我々は GS遺伝子の発現を誘滅する因子を検討するために、

RGS 28に対応する遺伝子の Y上流減 (2kb) と GUS.造遺伝子とのキメラ遺伝子(下回

.照)を導入したタバコの業に、

NH4+、 N03-、 カザミノ腹、そして

GS活性阻害剣である .ethionine

sulfoxi.ine ( "SO )を与え、誘導

される GUS活性を測定したところ、

NH4+、"SOにより GUS活性が誘導

されることが明らかになった.従っ

て GS遺伝子の直接の誘導物質は

NH4+ であろうと推定された.
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lCpl0 媛化遺伝子(roIC)5'側非転写領域の特異的構造と結合タンパク

質-AT-l boxおよび octuer配列の存在について

.金谷 潔、早川克志、内宮博文〈筑波大生物〉

我々は、土壌細菌 Agrobacteriulrhizogenesの持つRiプラスミドより、媛化等

の形態変化を誘導する遺伝子 rolC(RiプラスミドTL-DNAのORF12)を同定した。タバコ毛

状恨に存在する rolC5'上流域に結合するタンパク質の存在については昨年の本大会で報

告した。今回は同様な結合タンパク質が単子葉植物であるコムギの魅芽組織にも存在する

こと、またその結合部位の特徴について報告する。

コムギ魅芽を0.25Mシg糖を含む buffer(pH7.9)を用いホモジナイズし、遠心

(700 Xg)後粗核画分を得むその後、 percollgradient Iとより精製し、 0.35M NaCIを

含む bufferで核タンパク質を溶出しむ得られたタンパク質と担盟 5・上流塙(144塩基

対)DNA断片を probeとし、 gelshift assayを行ったところ、結合タンパク蛋自の存在

が確かめられた。この核タンパク質を bacterialalkaline phosphatase (倒的、 calf 

intestine alkaline phoshatase (CIP)で処理すると、 DNA結合能が抑えられた。同様

な処理をタバコ毛状根の核タンパクで行っても、結合活性に変化はみられなかった。この

ことから、コムギ伍芽核タンパクとDNAとの結合反応にタンパク質のリン酸化が関与してい

ることが示唆された。

核タンパク質の硫安塩析を行ったところ、 30-60 %飽和繭分にDNAとの結合活性

が検出された。この画分を用b¥DNaselfootprintingを行い、コムギ臨芽核タンパク因

子の結合部位を同定した。 poly[dl-dC]poly[dl-dC]をlμg含む bufferで3μgから 100μg

までのタンパク質を probeと反応させ、 DNasel処理を行った。その結果rolC上流のー158塩

基から +23塩基までの聞の領域には、 3ヶ所の結合部位があることが明らかになった。

Box nと名づけた結合領域内には、植物の光感受性遺伝子に見られる保存配列のひとつで

あるAT-lbox (AATATTTTTATT)、動物の発生に関わるホメオティック遺伝子の保存配列のひ

とつである octamer配列 (ATTTGCAT)が見られた。以上のことから rolCプロモーター領

域に認められる DNA結合タンパク質の認識する配列は、植物が本来持っている種種の遺伝

子の転写制御に関与している可能性が強く示唆される。
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lCpll レポー叫ター遺伝子による

分化始原細胞の分析
。内宮博文、 藤井伸治、 菅谷純子

(筑波大学・生物科学)
植物 個 体 は生殖細胞や体細胞を始原として分化した種々

の器官より構成されている。 成長しつつある種子植物にお
いては、 成長点部位における分裂細胞を起原として、 葉や
花器が 分化する。 一方、 不定根は、 皮層の内部に存在する

師部組 織の 細胞より分化することが 知 ら れ て い る 。

我々は Riプラスミドの r01 C遺伝子のプロモーターを含む
領 域とレポーター遺伝子である β-glucuronidase(GUS)の

キメラ遺伝子を用いることにより、 分化の始原となる細胞
の同定とその lineageを示す手がかりを得たので報告する。
r 01 Cプロモーター領域は、 維 管束組織の師部細胞で特異的
に発現するこ とは既に報告した。 そこで、 転写開始点より

850塩基対の上流域をもっ、 トラ ンスジェニックタバコを用
いて、 不定根の分化と師部組織 でのレポーター遺伝子の発

現を解 析した。 その結果、 根 より発生する不定根において
は、 形態的に棋の分化が生じる以前に既にレポーター遺伝
子の発現が認められた。 同 様 な 結果は、 茎の皮層内部の師
部細 胞 を 起 原とする不定根の分化においても認められた。

一方、 生殖細 胞を 起原 とす る魅においても本プロモータ
ーの活性化が認められた。 そこで、 同様のキメラ遺伝子を
持つニンジンの培養細胞を作成し、 脹発生に伴う遺伝子発
現を解析した。 その結果、 ニンジンカルスを 2.4-Dを含まな

い培地に移し分析し た と こ ろ 、 不定魅形成に伴って GUS活性
の上昇が観察された。 また、 組織化学的観察の結果、 不定
陸発生の初期においてレポーター遺伝子の発現が認められ
た。 従って、 r 01 C プロモーターは 、 臨 発 生 に お け る 細 胞 の
起原を探る上で有効であるものと考えられる。

次に、 細胞特異的発現に関与するシス配列の決定を行っ

た。 その為、 エ キソヌクレアーゼ皿を用いた 5'上流から
のプロモーター領域の欠損変異体を作成し解析を行った。

その結果、 特定の領域に細胞特異性に関する DNA配列が存在

する 事 が 明 らかになった。
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lCp12 トランスジェニック植物における Riプラスミド

rolC遺伝子建物の解析

.大野 重量、里見 透、内宮 博文 (筑波大・生物科学)

土域細菌AgrobacteriulrhizogenesのRiプラスミド TL-DNA領域の遺伝子発現は、植物

に後々な形態変化を引き起こすことが知られている。我々は、 これまで、 TL-DNA領域に存

在する ORFのひとつである rolCをタバコに導入し、 rolCが媛化や頂芽優勢の減少、花の形態

変化‘開花期の促進、指養根の生長等を引き起こすことを明らかにしてきた。本研究では、

形質転換体内における RolCタンパク質の存在とその細胞内での状態を調べるため抗RolC抗

体の作成を試みた。

rolC遺伝子を含むDNA断片を発現ベクター pEX3に縛入し、 pEX3-rolCを構築し、 βーガラ

クトシダーゼ(Lac)との融合タンパク質の形での発現を試みた。 その結果、大腸菌の不溶性

画分に多量に融合蛋白質が認められた。 このタンパク質はTritonX-EDTAに不溶であること

から、大腸菌内で封入体を形成していると考えられた。 そこで、 このタンパク貨をSDS-

PAGEで分隊し、 ウサギを用いて抗血清を作製した。

得られた抗血清を、大腸菌pEX3およびpEX3-r.旦lCより抽出した TritonX-EDTA不溶画分のタ

ンパク質を用いアフィニティー精製し、 Lacタンパク質には親和性がなく、 Lac-RolC融合タ

ンパク質に吸着するような抗体を得た。

植物(主主旦且盟主 主旦恒三旦! SRl)からのタンパク質の他出はも 水耕栽培した植物の根及

び塙養根を用いた。 タンパク質を200，000Xgの遠心にかけ分画し、 それぞれをSDS-PAGEにか

けた後ウエスタンプロッティングをおこなった。 その結果、抗体はrolC形質転換体の娘、

培養根のみに存在する分子量22，000の可溶性タンパク貨と反応した。

以上のことから、 rolC(ORF12)遺伝子の産物カt、 rolC形質転換体において分子量22，000の

可溶性タンパク質として実在することが示唆された。
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lCp13 T-DHA転移の分子機構 :VirD4タンパク貨のlli旦-

bact主主辿E細胞膜局在性

倒本繁久、伊藤賢治、 山本章子、町田泰則{名大中理章生物)

Airobacteriu. tu.efaciens は双子葉植物に感染し、 クラウ ンゴール樋痴を形成する。

腫場形成の初期過程であるT-DHA転移には、 Tiプラスミド上のVirulence領減の遺伝子が重

要な働きをする。その内の一つvirDオペロンには四つの遺伝子が存在し、 virDl，virD2は、

Anobacteriu細胞の中で起こるT-DHAの再編成反応に関与することが知られている。 しか

し、残りの二つ遺伝子 (D3，D4)については不明な点が多い。本研究では、腫錫形成に必須

である virD4遺伝子がT-DHA転移に果たす機能を解明するために、 VirD4タンパク貨のAgro-

bact主主辿旦細胞内の存在部位を調べた。まず、 VirD4/アルカリ性フォスファターゼ (AP)融合

タンパク貨を作担し、ぞれが酵素活性を有することを明らかにした。この倣合タンパク貨

が酵素活性を持つためには融合タンパク貨のN末端がシグナルペプチドとして機能し、 AP部

分が内膜を通過してベリプラズムへ移行することが前提となる。したがって、 k記の結果

は、 VirD4タンパク貨のH末織が分泌のためのシグナルペプチド配列であることを示す。次

に、 Anobactariu園細胞を細胞分画し、 ウエスタン法でVirD4タンパク貨の細胞内分布を誘

べたところ、そのほとんどが膜画分から検出された。さらに、 AHobacteriuの内膜(細胞

質腹)と外膜を分厳し、 VirD4タンパク貨と VirD4/AP融合タンパク貨の積分布を調べたとこ

ろ、 VirD4タンパク貨は内駿及び外膜薗分の両方から検出された。一方、 融合タンパ ク貨は

内膜画分から検出された。これらの結果は、 VirD4タンパク貨がそのH末端側領域で内膜と

結合し、 C末端側領繊のどこかで外膜系と結合していることを示す。以上のように、 VirD4

タンパク貨は内膜と外臓の隣領している場所に存在している可能性が考えられる。大腸菌

でもこの様な膜領域 (Bayer'sjunction)の存在が知られており、 また、 その領域はT2及び

φXl74ファー ジが吸着し、 DHAを送り込む編所として知られている。したが って、 VirD4は

T-DHU長移中間体の通過する摘造体を形成していると類推される。
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lCp15 パーティクルガンによる績物細胞への遺伝子導入と発現

(第 4 報 )

森川弘道、 O 鎌田光宜、 飯岡朝子、 関原明、 山 田 康 之

(京大良、 細胞実験センター)

演者らはガス圧(チッソボンベ圧什および圧 縮 空 気 圧 ) を 駆 動 力 と す る パ ー テ ィ ク ル

ガンによる植物細胞への遺伝子導入について研究を進めている。 今回は圧縮空気圧式装置

によ るタバコ薬などの組織の細胞への遺伝子導入についての実験結果を報告する.

演 者らの開発した圧縮空気圧式装置(本装置の開発は東京ライフル(稼)との共同によ

る) はプロジェクタイルの加速圧力を 220kg/c・2以上(プロジェクタイルの初速度 44日・/

s以上)まで連続可変である。

実験材料としてタバコ (Nicotiana tabacu ・ cv.Sa・sunおよび N. tabacu ・ cv.Petit

Havana SRl)の無 菌繕養植物の業切片を用いた. 寒天培地を入れた内径 5.2 c ・のシャーレ一

面 に業切片を並べ、 一定期間 (0-4日間)前格養した後導入実臓に用いた。 プラスミド DNAと

し て は pBI221または pCaHVNEOを 用 い た . プ ラ ス ミド DNAをエタノール沈澱によりコーティン

グした金粒子(径卜3ミクロン、 Alpha Che・ Co. )をエタノールに懸濁し、 その懸濁液のー

定量 をプロジェクタイルの上表面に展開(4)1gDNA/・z金徹子、 0.2ag金粒子/プロジェクタイ

ル)、 乾燥させた。 ストッパ一一試科聞の距磁を 5c・または 10刊に固定、 減 圧 下 (60・・ Hg)、

一 試 料あ たり 1-3回金粒子を寧ち込んだ. 遺伝子 導 入 処 理 後 、 26. C、 切所で一定期間培養し

た。 遺伝子導入処 理後 24時聞に x-GlcAを含むアッ セ イ バ ッ フ y-を 添 加 し た . さ ら に 24時

間イン キュ ベー トした後、 青色スポット(トランジェントに GUS遺伝子を発現している細胞

から な る ) を 観 察 した. また、 70%エタノール処理により脱色してコントラストをつけた。

加速圧力の効果を検討したところ、 GUS遺伝子を発現した細胞からなる青色スポ 、y ト数

は 115-150kg/c・2で最大となった(5. 2 c ・シャーレ当り、 100-250個)。 業の横断切片を作製、

観察した結果、 多〈の掲合、 表皮細胞は淡青色、 表皮下の 2-3膚の細胞が濠青色を呈した。

したがって、 調べた 寧 ち 込 み 条 件 下 で は 金 粒 子 は表皮細胞を貫通するものと考えられる.

また、 表皮細胞が濃青色を呈する揚合も観察された. 前培養の効果を調べると猪養 2 日が

級 もよい結果を与えた。 現在、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗性遺伝子によるトランスジェニック積物

の育成を目指して、 カナマイシン抵抗性カルスの選抜を進めている.

l)H.Morikawa. A.lida and Y.Ya ・ada. Appl. Hicrobiol. Biotechnol.31:320-322(1989). 
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lCp16 ラン藻への遺伝子導入

細谷義孝、北虞恒司、芦田直美、湾 嘉弘、柴田 均、

落合英夫

(島根大、農、生物機能学)

(目的} 光合成能を持つ原核性生物としてのラン漢は、その多機能性のゆえに基礎生

化学、応用生化学的に強い関心を集めている. 私達はこれまでに糸状性好温性ラン藻

E担IJÜι!!~ 1.皇E迅盟Eが光発醇能 1)を有し、 また高度に耐熱性の諸酵素を有することなどを

報告してきた 2)。 この様な興味ある性質の解明、有用な機能の開発を更に進めるために

は、本ラン議への遺伝子導入技術を開発する必要がある.この目的のために、今回はその

基本的条件の検討を行ったのでその成果について報告する.

(方法} 一般に糸状性ラン蕩類はその制限酵素系が強〈作動している渇合が多い.従

って糸状性ラン藻類への遺伝子導入技術として、 1.直後導入法 2. 緩合伝違法などが

あるが、いずれの場合もその制限系に対する防護対策を講ずる必要があるo U 主pideUlの

制限酵素について調べ導入すべきプラスミド遺伝子には、それらの制限酵素によって犯き

れなくするためメチル化修飾を施した.プラスミドとしては也旦旦且些里担旦且主主旦里より抽

出単献した pPF1プラスミド (1.5Kb) とpBR322とのキメラプラスミド、及びメチル化

p BR3 22、 メチル化 pUC104などを用いた. 後二者についてはすでに、単細胞性ラン藻

抑主主tis且担坦坦 R2への遺伝子導入とその形質発現に成功している。遺伝子導入に際し

では Electroporation法も併用した。

(結果 1. Phor足止辿E註.ti卓型車は二種類の制限醇索Pl旦 1，巴皇 11.を有していた.

自主 I は H~~ 111の、包亘 Hは!!.ll(7524)VのIsoschizourであった 2. ~.lapideu- 自身

はプラスミドを有しておらないので、 P.lapideu-と同系列のP.foveolaru圃より 2種類のプ

ラスミドを嫡出単穫し、それぞれを pPF1， pPF2と名付けた.このうち約1.5 K bを有する

pPF1の制限醇索に対する挙動を調べた 3. pPF1を包呈 Iで切断し、 pBR322とのキメラ

プラスミド pPFl-pBR322を作製した.更にその subclone、 pHSG298sub(約 4.5Kb) も調

駁した 4. これらのプラスミドをK.Haemで処理して Pl呈 Iによる切断より保積した.

5. 断片化処理を施したP.lapideu圃に対するメチル化プラスミドの導入条件を検討した.

l).Agric.Biol.Che.. ，盟 1361 (1986). 2). J.Bioche圃.，盟主， 917 (1988). 
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lCp17 植物種子の Tiープラスミド ーアグロバクテリア系による形質転

換条件

山際洋子、西川正信、鈴木克周、吉田和夫(広島大学・理・生

.植物)

近年、 Agrobacteriumtumefaciensの T iプラスミドによって、外来遺伝子を植物細胞

に導入し、形質転換植物を作出する方法がタバコ等の植物において確立されている。この

ための従来のプロトプラスト感染法や、リ フディスク法は有効な方法であるが、宿主植

物の繕養系が確立していない植物種では、個体〈の分化が困難であったり、また培養系が

確立されていたとしても .Agrobacteriumの感染、その他形質転換細胞選抜のための薬剤

の培地添加によって植物細胞の糟殖や脱分化/再分化は、抑制されがちである.植物種子

に直接Agrobacteriumを感染させることによって形質転換植物を作出するごとが可能とな

れば、完全な植物成長個体となるまでの期間もプロトプラストやカルスからスター卜する

のに比ペ、格段に短縮され、有効な方法となり得るであろう。シロイヌナズナ (Arabidops

is thaliana)の発芽中の種子に Agrobacteriumを感染させることによって外来遺伝子を導

入する事が報告されている。(1) しかし、再現性、作出頻度・条件、他の継物種子への

応用など不明の点が多い。

我々は、 Agrobacterium感染による種子への外来遺伝子導入条件を検討し、形質転換植

物作成のための方法を改善しようと試みている.本実験では、 Tiプラスミドベクタ 系

を用いる方法でタバコ (Nicotianatabacum)およびレンゲ (Astragalussinicus) の種子に

、遺伝子導入を行なった. Y E B液体培地中で一晩培養した Ag.tumefaciens LBA4404 (pL 

A4404， pBI121)を MS 液体培地中で、 12-24時間、 28'C、明所下で共存培養することに

よってタバコとレンゲの種子へ感染させ、種子への GUS、 NPT-ll遺伝子の導入を試

みた.カナマイシンを含んだMS 0.8%寒天培地または 0.8%寒天繕地上で発芽後、選抜を行

なった。感染処理によりカナマイシン耐性を持つ植物個体が得られた。得られた植物個体

の細胞抽出液には、弱いながらも GUS活性が検出されたが、維管東での GUS活性はみ

られなかった。種子への感染は、種子の表層部分のみである可能性もあり、現在その結果

を検討中である。なお、検出された GUS活性が植物個体表面に付着した Agrobacteri um 

のものでないことを検証するための細菌を選銭しているので合わせて報告したい。この種

子感染系におけるシグナル物質であるアセトシリンゴンの効果についても報告する。

文献(1) Kenneth A.Feldmann and M.David Marks (1987) Mol Gen Genet 208;1-9 

ー 167-



lDpOl テシサイ懸渇培養細胞に対するウサギ血清の影響について

。増田宏志、菅原四郎 (帯広畜大・農化)

テンサイ懸渇培養細胞は繕地にウサギ血清蛋白質(IgG)を添加して培養すると、その

一部が破犠される現象が観察され、さらにこの IgGと結合する蛋白貨が細胞壁および熔養

情地中に存在することを見いだしたので報告する。

ウサギ血清および血清から温析、 DEAE-

Celluloseで糟製した IgGを添加した Hurashige-

Skoog液体格地で細胞を繕養すると、一部の細胞

と細胞壁が破壊される(Fig.l)o この細胞破擦は

細胞添加後2-3日目で最大となり、培地中の IgG

濃度が O.1mg/掴l繕地以上で起る。 FITC標議IgGを

調製し、それを添加した培地で繕養した細胞を観

察したところ破嬢した細胞の細胞墜に IgGが結合

Lていることがわかった(Fig.2)。これは IgGが細

胞墜と結合することにより細胞が破嬢される可能

性を示峻している。そこで IgGと結合する細胞壁

蛋白質の存在を調べた。細胞墜を調製し、細胞壁

蛋白貨を食塩、次いで EDTAで抽出し、 SDS-DAGE、 f;a・1
ウエスタンプロヅテイングを行ない、 IgG結合蛍

臼貨をパーオキシダーゼ標議第 2抗体で検出した。

その結果、主に IgG結合蛋白質は EDTA抽出頭分に

鬼いだされた。また、この蛋白質と IgGは

Ouchterony法では沈降反応は確認されなつかた。

この種の蛋白質は細胞外分泌型蛋白質中にも存在

した。 IgG結合蛋白貨の精製は EDAE-Cellulose、

Buthyl-Toyopearl 、SephadexG-200、電気泳動等

で行なった。市販の牛血清 Yーグロプリンと牛血

清アルフミシ、とト血清アルブミンも同様に細胞

破癒を引き起した。

-168-

L・I・2



lDp02 ニチニチソウ培費量細胞における2，4-0飢餓、再添加によって欝

議される同調培糞系の確立

西国敏昭・。大西直人・児玉浩明・駒績穆(東北大・理・生)

高等植物における細胞増殖の制御織備の解明は、高等植物の生理現象を明らかにする

上で、非常に重要な問題の一つである。高等植物の細胞増殖の制御にはオーキシンが大き

く関わっている。この高等植物のオーキシンによる増殖の制御機構を解明していく上で、

外生オーキシンによって増殖が制御されるような培糞細胞系の確立は、非常に有効な手段

になると考えられる。

ニチニチソウ (Catharanthusroseus (L.) cv. Little-Pinky)の蔚からカルスを鶴導

しさらに液体培地中で鰻濁培養したところ、培地中の2，4・Dに依存した細胞増殖を示す細

胞糠を得た。この細胞携をTN21strainと名付けた。舗継ぎ後8日目のstationaryphaseに

あるTN21strainを、 2，4・Dを含まないMS培地で4-5図説浄し6x105 cell/alになるように

希釈した後、 2，4・Dを含まない培地でさらに二日間繕着して2，4・0飢餓処理を行なった。こ

の間細胞数の変動は見られなった.ここで最終損度が4.4x10-6Mになるように2，4-0を培地

中に直銭添加することにより、同調的な細胞分裂が鶴噂された。 2，4・D添加後12-15時間

目の3時間の聞に70-80%の細胞分裂が観療された.分署員指数は2，4-0添加後12時間目まで

は1%以下であったのに対し、 14時間目でピーク(約8%)に遣し、 18時間目では2%以下に低下

した。 'H-TdRのONA薗分への取り込みは、 2，4-0添加後9時間目にピークに遣した.このよ

うに細胞分裂に先立ってONA合成が起こることから、 2，4・D飢餓処理によりTN21strainlま

G1期に停止していることが考えられる.また2，4・Dを添加しない場合では、細胞数の増加

は数日聞にわたって見られなかった。

次に2，4-0以外のオーキシンによる増殖への膨.を検討した。 2，4・D飢餓処理後、 NAA

を投与した渇合では2，4・Dの時と同織に細胞分裂が観窮されたが、 IAAを投与した鋤合では、

細胞分裂はほとんど観策されなかった。 IAAによる増殖の誘噂が見られないのは、細胞に

取り込まれたIAAが細胞内ではすみやかに分解されてしまうためと考えられる。またオー

キシンアナログとして2，3・0、2，4，6・Tを単独で2，4・D飢餓処理したTN21strainに投与した

ところ、細胞数の稽加はまったく鏡療きれなかった。

以上のことから、 TN21strainにおいて、オーキシン飢餓、再添加による同調的な細

胞分裂を穆導する系が確立された。今後はこの糸を周いて2，4-Dによる増殖の制御機構の

解明に取り組む予定である。
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lDp03 ニンジン不定旺分化初期過程における分裂活性の推移と組織構築の三

次元画像解析

。藤原有仁・川原良一・福田裕穂・駒嶺穆〈東北大・理・生物)

演者らの研究室ではニンジン培養細胞において、細胞数が少なく、細胞質に富む小さな細胞

塊(これをState1と呼ぶ〉を分画し、これを分化誘導の出発材料とすることで、高頻度、 同

調的に不定旺が誘導される実験系を確立した。この系を用いて不定旺形成過程の連続観察を行

ない、 以下のような結果を得ている。不定旺分化誘導後、 State1でははじめ細胞塊全体にわ

たってゆっくりとした細胞分裂が数回起こり〈この時期をPhase 1と呼ぶ)3-4日目にかけて細

胞塊の一部分の細胞が急速な細胞分裂を開始してくこの時期の細胞塊をState2と呼び、 State

2から球状旺までの期間をPhasenと呼ぶ〉、不定旺を形成してゆく。演者らはこの不定旺分化

初期過程における分裂活性の推移を解析するために[3H]チミジンの取り込みによるDNA合成活性

の組織内での動向をPhase 1、Phasenで追跡した。

[3H]チミジンによる核の標識はPhase 1の後期〈分化誘導後48時間目〉、 Phasen初期〈分

化誘導後72時間目〉、問中期〈分化誘導後96時間目〉よりそれぞれ24時間行い、また取り込ま

れた[3H]チミジンの動向を追うため各々24時間または、 48時間チェイスをした。 [3H]チミジン

の取り込みは連続切片を作製しそのオートラジオグラフィーで検出し、 DNA合成を行った核の立

体分布バターンはコンビューターでオートラジオグラムを3次元再構築し解析した。不定旺分化

講導後48時間目から24時間標識した場合の分布パターンはランダムであり、 この時期に細胞分

裂に局在がないことが示唆された。また同様に標識を行ったものをチヱイスすると球状旺に分

化した時点で旺柄様細胞群付近に標識が残存し、 旺柄様細胞群はPhasenの初期には分裂活性

が低下することが明らかとなった。分化誘導後72時間目から96時間目にかけて標識された細胞

塊のDNA合成を行なっている細胞の分布は細胞塊内で局在していた。またチヱイスしたものでは、

標識は不定旺の中心部分〈前形成層〉、 及び最外部〈前表皮〉で疎であり、旺柄様細胞群では

全く認められなかった。 96時間目から24時間標識された不定旺は、 不定旺本体全域の細胞に取

り込みがみられたが、旺柄様細胞群には全く見られなかった。同様に標識を行ないチェイスし

たものでは前形成層、 前表皮に標識が疎で、皮膚には比較的多く認められた。

以上の結果をまとめると次のようになる。 State1~オーキシンを含まない培地に移して培養

を開始し不定旺分化を誘導すると、 State1でははじめの3日間程細胞分裂は細胞塊全域にわた

ってランダムに起こる。ところが4日目になると細胞塊の一部分に分裂が局在し、その部分の急

速な分裂により球状旺が形成され、残りの部分は妊柄様細胞群となる。 また、球状旺の本体で

は、はじめのうちこそ分裂活性に差が現れないが、 前組織の分化に伴い前組織問で分裂活性に

差が見られるようになり、その高い順に、 前表皮ご前形成層〉皮層>旺柄様細胞群、となる。
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lDp04 cAMPによるトレニア茎切片からの不定芽誘導

石岡奈穂子.谷本線史(佐賀大・農・生物工学)

高等樋物の不定芽分化の制御機構を明らかにするために，演者らは材料としてトレニ

ア(Toreniafournieri)の茎切片を用いて検討を加えてきた. トレニア茎切片では，誘導前j

識によって不定茅原基である分裂域 (meristematiczone; M Z)が表皮組織に形成され，M.

Zが発達して不定芽となることがわかっている. MZ形成が傷害や嫌気処理，サイトカイ

ニンや Caυ.イオノフォア・ A23187の培地への添加等によって促進されることはす

でに報告してきたが，今回はMZ形成に対するサイクリック AMP (cAMP)の関与に

ついて検討したので，その結果を報告する.

トレニアの憂き 5聞の茎切片を庶機 3%を含むM S培地上で培養し 1週間後に表皮

をはぎ取って表皮上に形成されたMZ数を劃定することにより不定芽分化に対する各種の

物質の膨響を調べた.培地中に dibutyrylcAMPを添加すると MZ形成散は 9倍に増加した.

また cAM.P会成酵素のadenylatecyclaseに対する活性化剤である fcrskolinやprosta-

glandin Et. c A M P分解酵素であるphosphodiesteraseの阻害剤のtheophyllineやiso・

butyl aethyl ~anthineを添加することによっても MZ形成の促進がみられた.これらの物

質と同時に，サイトカイニンによる MZ形成を阻害する坑サイトカイニンを添加したとこ

ろM Z形成は抑制されなかった.さらに cAMPの内生量は上記の物質およびサイトカイ

ニンや A23187の添加によって 3ないし 4倍に増加していた.従って，不定芽分化に

はcAMPが重要な役割を果しているものと考えられた.動物細胞や微生物では cAM

Pは cAMP依存性proteinkinaseを介して生理現象を制御していることが知られている

ので， protein kinaseの臨書剤を添加したところ MZ形成は臨害された.

以上の結果から，サイトカイニンや A23187などが内生 cAMP濃度を上昇させ，

その cAMPがcAMP依存性proteinkinaseを活性化させることによって不定芽分化を

制御しているという機構が考えられた.このproteinkinaseがどのような蛋白質を燐酸化

して不定芽分化を誘導するのかという点、については現在検討中である.
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lDp05 コーヒー (Coffucanep!Jora)の体細胞目玉形成と値物生長調節物

質との関係

畠中知子 安田武司五 内田直次 山口禎神戸大・自然科

学 主神戸大・農学部)

コーヒーは熱帯原産の木本植物であり、その種子は飲料として世界に広〈普及してい

る。経済的に有用な種はアラピカ、カネフォラ、リベリカの 3種である.主に実生によっ

て繁殖されているが、本研究で級うカネフォラ種は自家不和合性であり、優良樹のクロー

ン繁殖のためには組織繕養法は有効な手段である。カネフォラ種はアラピカ種にはない薬

鋪病低抗性を持ち、コーヒー属の中では最も早く組織培養による再分化に成功した種であ

る(Staritsky. 1970) 0 しかもアラピカ種よりはるかに短期間で体細胞怪を形成するため、

木本植物の再分化機槍を研究する上でも有用な材料である。本研究ではこのカネフォラ種

の薬切片を無菌t脅養して、体細胞阪形成に及ぼす種々の植物生長調節物質の彫轡を調査し

た。

カネフォラコーヒー薬の培餐では植物生長調節物質として 2-イソペンテニルアデニン

(2-i P)とインドール儲酸(I B A)を用いた報告がある (Piersonら 1983)が、 2-iPの濃度

を一定にして 1B Aの温度を変えて繕餐したところ、 IBAによる怪形成促進効果はほと

んどみられなかった。オーキシンをナフタレン酢前(NA A)に代えて調べたところ、 NA

Aは漫度の上昇とともに奮しく目玉形成を阻害した.サイトカイニンの種類ではペンジルア

デニンより 2-iPが効果が高〈、 2-iPの温度では 5雌が怪形成に最も有効であった。この

ように植物ホルモンとしてサイトカイニンのみを用いることにより、カルス噌殖すること

なしに体細胞症が形成される.最適粂件下では繕養 5週間以内に糞切片当り 150f国以上の

駐機体が得られた。培養期間中 、3週m以内にホルモンフリーの崎地に移植すると、隆形

成はほとんどみられず、隆形成誘導までに最低 3週間のサイトカイニン処理を要した。体

細胞妊は薬切片の切り口にのみ、特に培地との接触古都に多く形成された。

また、培養途中にエチレンの前駆物質である ACCを滴下処理すると庖形成が抑制さ

れたが、 AC Cの前駆物質である SAMの処理では促進された。 ACC合成酵素の阻害物

質である AVGを処理すると 、体細胞症の発達は促進されたが形成された体細胞座数は減

少した。 SAMの他の働きとしてメチル基供与とアミノプロピル基供与(ポリアミン合成)

かあり 、 メチル化反応とポリアミンの役割が重要であると思われる。
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lDp06 住.fi旦紅盆恒三盆の体細胞旺形成能を持つカルスの特徴

。神山俊治3・畠中知子2・仲西孝弘 1・安田武司 1・内田直次2・山口被1

(1神戸大・農 2神戸大・自然科学 3長瀬産業〉

コーヒーは，世界的に重要な晴好飲料のひとつであり，熱帯の重要な経済作物である.

永年作物であるコーヒーは，通常は種子繁殖が行われているが，毒詩情適地も隈られている

ため，組織培養法を用いた栄養繁殖，品種改良法の開発は有意義である.アラビカコーヒ

ーの葉切片を植物ホルモンとしてサイトカイニンのみを含む培地で培養し，体細胞旺形成

しながら増殖するカルスが得られた.このembryogenicカルスを .10μ 門2.4・0を含む培地

に移植したところ，黄色と白色の 2種のカルスが得られた.これら 2種のカルスを肉眼的

に分隊し継代培養した.これらのカルスを5μ 門2i p:を含む改変門S培地に移すと黄色のカル

スは体細胞旺を形成したが，白色のカルス(W)は形成しなかった.

黄色のe.bryogenicカルス (Y-E)を4週ごとに継代しているが現在でも体細胞旺を形

成することが認められる.一方，継代培養中，外観はほとんど同じであるが，少し色調の

異なった賞色カルス (Y-NE)が得られたので分雌して培養したところ 2iP培地に移植して

も全く体細胞旺を形成しなかった.これらの 2種の黄色カルスは体細胞旺形成機織を調べ

るのに非常に有効な材料と考えられる.

体細胞旺形成の機織解析のーっとして，これら 2種 (Y-E， Y -NE)のカルスを用いて

タンパク質の差異について検討した. 2種のカルスは 10μ 門2，4-D，0.3%Gelriteを含むM

S培地に 2週ごとに継代培養した.植え管え後 2週自のカルスを，種々のタンパク保護

剤を含む0.25門sucrose-MOPS/KOH緩衝液で破砕後，遠心で分画した.水性二層分配法によ

る細胞膜の分画も試みた.

2種のカルスの可溶性画分のSDS-PAGEのパターンをみると， 22Kと18Kのタンパク量の

比率が異なったが，ほとんど同じであった. em b ryogen i cカルスの特徴は不溶性画分にあ

ると考え， 103 g， 104 g ， 105 g画分及び水性二層分配法の膜画分などのタンパクパターンを比

較したところ，種々の差異が認められた.外観の異なる白色の non-embryogenicカルスは.

黄色のカルスとは，かなりの差がみられるので，これら黄色 2種(Y-E，Y-NE)は体細胞旺

形成能を持つカルスの特徴を調べるのに非常に脊効な材料であることが認められた.
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lDp07 再分化能をもっインド型イネ培養細胞の

特異的タンパク質について

。仲西孝弘・神山俊治1・安田武司・内田直次2・山口 禎

(神戸大・農長瀬産業 2同・自然科学〉

インド型イネ〈旦日昼盟主iヱ呈 L.)培養細胞からの再分化の機機解明を目指し，形成カ

ルスの再分化能の異なる品種，また，植物ホルモンのカルス誘導時の灘度を変えることに

より，分化能に違いを持つ種々のカルスを得，それらのカルスの特にタンパク質について

調べることにより，再分化能を持つ培養細胞の特徴について検討した.

材料品種として，カルス形成量がほぼ同じで，特に，カルスの外観が非常に似ている

3品種，比較的再分化しやすいTriani(T)，NonaBokra(N)と再分化しないBaisbish(B)を用

いた.成熟種子旺を，2，4-Dを含んだ門Si宮地上でカルスを誘導した。これらのカルスからタ

ンパク質を抽出し， SOS-PAGE， 2-0電気泳動で分析した.

3品種のインド型イネから， 2，4-0の濃度を 1-125μ 門まで変えて誘導したカルスは，

その誘導濃度によって生成されるカルスの再分化能が異なった.そこでこれらのカルスか

ら抽出したタンパクをSDS-PAGEで調べたところ再分化能をもったカルスに共通して出現す

る約40kDのポリペプチドが留められた.このポリペプチドは， 0.25門sucrose-MOPS/KOH( 

pH 7.6)では可溶化されず，1%・SOSの存在下で可溶化した.また 1%NP40や0.5%TritonX100 

ではほとんど可溶化できなかった.

そこでこのポリペプチドの細胞中での存在をより明らかにするために，遠心分離法，

水性二層分配法により細胞を分画し SDS-PAGEで分析した.上記のポリペプチドは，遠心10

OOgx5minで沈降する画分〈核を多量に含む〉に存在することが認められた.また，約40kD

と同様に出現，消失する約22kOのボリベプチドも認められた.また， 104gx15minで沈降す

る画分 105gx30minでの上澄の画分，また 105gで沈降する画分のうち細胞膜以外の画分には

大きな差が認められなかった.細胞膜画分には再分化能力が高いと消失するポリベプチド

が認められた.

1000gで沈降する画分を2・D電気泳動でさらに詳しく調べたところ約40kDのボリペプチ

ドは 3つのスポットに分離されそれぞれplは，6.3，6.0， 5.7であると推定され，約22kDの

ボリベプチドは約8.5の塩基性タンパクであることが認められた.
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lDp09 ヨウシュヤマゴボウ培養細胞におげるチロシン供給レベルで

のペタシアニン生成の制御

。作田正明，清水 償 (お茶の水大・理・生物)

ベタシアニンは、ナデシコ科を除〈中心子類に特異的に分布する赤色色素で、チロシ

ンより DOPAを経て生合成されるインドールアルカロイドの一種である.一般に、二次代謝

産物の生成・蓄積と細胞織殖とは背反的であるのに対し、ヨウシュヤマゴボウ培養細胞に

おけるベタシアニン蓄積は対数漕殖細においてピークとなる.さらに、培地中のホルモン

濃度や栄養源の飢餓処理により細胞増殖を抑制するとペタシアニン嘗積も抑制されること

より、細胞増殖とベタシアニン生成とは正の相聞を持つことが示唆されている(日本植物

生理学会1988年度年会) 0 また、種々の条件下でベタシアニン蓄積量と細胞内での遊般チ

ロシンのプールサイズとの聞に相聞が見られることから、前IH体であるチロシン供給レベ

ルがベタシアニン生成の制御要因の一つである可飽性が示されている(日本植物生理学会

1986，1987年度年会) 0 このことより、今回はベタシアニン奮積とチロシン合成系である

シキミ酸経路の代総変動について検討を加えた.

シキミ館経路のEPSPsynthase (5・enolpyruvylshiki.ate-3-phosphatesyntase)阻害

剤であるglyphosate(l・M)を添加し6日間格獲すると増殖が抑制されると共に生重量当りの

ペタシアニン蓄積量も約50%阻害された o Glyphosateと同時にTyr(l・M)を添加することに

より阻害の一部に回復がみられた.培地中のN源の飢餓処理を行うと細胞内の灘厳チロシ

ンのプールサイズはアミノ厳アナライザーの検出限界以下となり、ベタシアニン蓄積も減

少した.シキミ酸経路のキーエンザイムである DAHP(3-deoxy-D-arabino・heptu 10 sona ta-7 

-phosphate) synthas骨(DS-Co，DS-Mn)とchorinate・utase(CM)の活性を測定したところ、

N源飢餓処理により DS-Co，DS-Mnはいずれも活性の著しい低下がみられた。また、 N源飢

餓処理と同時に tyr(hM)を投与するとベタシアニン蓄積は回復することより、 N源飢餓処

理によるベタシアニン蓄積の低下はチロシン供給レベルの低下がその要因と考えられる.

リン酸飢餓処理においてもDS-Co，DS-Mnの低下がみられ、ベタシアニン蓄積も抑制された.

しかしながら、細胞内の遊厳チロシンのプールサイズは上昇することより 、リン酸飢餓処

理によるベタシアニン醤績の抑制はチロシン以後の代謝阻害が要因と考えられる.
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lDpl0 ニンジン稽養細胞の s-1， 3-g1ucanase 

時任康弘、黒崎文也、守国務志、西 荒介

(富山医科薬科大学・薬)

高等植物の s-1， 3-g1ucanaseの役割については、各種の生理機能への関与が推定され

ている外、最近では、植物が微生物の感染を受けた際に示す防御反応の一部と考えられて

いる.本実験では、ニンジン繕養細胞から s-1， 3-g1ucanaseを精製し、その性質を明らか

にすることを目的とした。

ニンジン培養細胞のホモジネートの遠心分画によって、本酵素は壁結合画分と可溶性

画分に局在が偲められたが、培地中への分泌は認められなかった。又、数種の糖質及びエ

チレンによる隊導は起こらず、タバコなどとは異なって constitutiveな酵素だと考えら

れる.壁結合性の s-1， 3-g1ucanaseをNaC1で抽出し、硫安分画、イオン交換クロマト

グラフイー、ゲル減過を順次行って精製したところ約 40倍の精製物が得られ、 SD S-P 

AGEにより約 63 k D aの分子量であることが推定された.又、 トリフルオロメタンス

ルホン酸での糠鎖切断処理によって約 3kDa分子量が減少したととにより、この酵素は

糖タンパク質である乙とが示唆された.

ニンジン場養細胞をモネンシン処理することによって、細胞内酵素活性が上昇し、代

わって壁結合画分の活性が減少したことから、本酵素の分泌機構にはゴルジ体を介す輸送

システムが含まれると推定される.又、ツニカマイシン存在下において、本酵素は N型絡

鎖の修飾を受けないままで細胞壁へと輸送され、第地中へも放出されていないことが確認

されたことから、糖鎖部分は本酵素の分泌や細胞壁での保持において、特に重要な役割を

果たしてはいないと考えられる.壁結合画分と可溶性画分の酵素の精鎖を比較した結果、

壁結合画分が matureなものであって complex型のN型鰭鎖を持ち、可溶性画分中の酵素

の糠鎖は mannose-richであって壁結合型の前駆体ではないかと考えられた.本酵素は、

p H 6.0で最も安定性を持ち、 pH 5.5で最も高い活性を示した.本酵素を用いてラミ

ナリンを加水分解したところ、その生成物のほとんどがモノマーのヘキソースであったこ

とから、 Exo型の酵素であることが示唆された.又、本酵素による菌糸鐙の水解物をニ

ンジン培養細胞に対して elicitorとして用いてみたが、リグニン化を促進するフェノー

ル酸類の合成や、ファイトアレキシンの産生誘導は認められなかった.
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lDpll 
茎頂培養アサクラサンショウ育成稼の生薬香気成分

今泉和光・戸塚良宣・小田 茂・山田康之 1) 

( PL学園女子短大・植物研、日京大・農・細胞実験センター)

{目的】 ミカン科に属するサンショウは、薬および果実に特有の芳香と辛味を有し香辛

料野菜として利用する他、成勲果実は芳香性鍵宵盤腸AlJ.苦味チンキなどの生薬原料とし

て用いられている。演者らは芳香が強く生業では良品とされるアサクラサンショウ(~. 

E主E旦主主主旦旦 DC. f. inene Makino)の増殖と優良椋育成を目的として、これの茎頂培養を

おこなうと共に、得られた育成個体の生薬中に含まれる香気成分をヘッドスペースガスク

ロマトグラフィ (HSS，"，" GC)法を用いて分析した。

【方法】 茎頂培養;ポ、y ト内で 3-4年育成した成木(=貌稼)から、定法により茎頂

(0.2-0.3聞大)を採茅し MS改変婿地で培餐後、茎業分化、発板、馴化、土緩定績を経

てファイトトロン内で 6-9カ月間育成し、樹高 40-60cm程度の幼苗を得た.

HSS-GC分析;採取した生薬の O. 1 5 gを直ちに 20ml容のパイアル瓶中に封入

し、 4O'Cで 30分間加温後、容器内のヘッドスペースガス (0.8・1)をガスクロマトグ

ラフ(島海 GC1 4A)に全量注入し香気成分を分析した.分析はOV-l相当のワイドボア

キャピラリーカラム(島海 CBPl-1125-30025・x0.53..薄膜 3μm)を周い、 50"C-5

分間の定温分析後、毎分 5・Cで 20 O'Cまで界湿しておこなった.検出は FIDを用いた。

香気の評価としては GC-MSで確認できた αーピネン、ミルセン、リモネンの各成分の

絶対量および相対量を指標とした.また、比較対照区として精養に用いた観稼および繕養

稼と同程度の種子繁殖稼をもちいた。

【結果】 得られた茎頂埼養稼を親植物および種子繁殖稼と比較したところ、稼の形態、

生葉大きさは親稼よりも種子繁殖稼に類似していたことから香気成分においても問機の傾

向がみられることが予想されたが、香気成分量は親植物のパターンに類似していた.種子

繁殖個体では αーピネンのみが高くなる傾向を示すのに対し、茎頂培養稼および貌椋はり

モネン、ミルセン共槽加した。リモネン量に対する各成分の相対量比のパターンは、茎頂

精餐稼では系統聞で異なるものの大体において親。植物に類似するものが多かった。

また、培養系統練中には親植物に比べて香気成分合量のかなり高い個体も得られており、

今後選抜をおこなっていくことによってさらに高生産椋が得られるものと思われる。
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lDp12 ニチニチソウ茎業器官培養における二重体インドールアルカロ

イド生合成について

。片山博史、瀬川恭子、平回収正、宮本和久、三浦喜温

{阪大・薬)

ニチニチソウ (Çatharanthu~ r.金皇室皇室iは、生理活性を有する多くのインドールアルカロ

イドを含有している。我々は、これらのアルカロイドのうち抗腫遁活性を有するvinblas-

tine (VLB)などの二重体アルカロイド及びその生合成系の重要な中間体であるvindoline

何DL) とcatharanthine(CRT)が主として葉部に蓄積されることに着目し、ニチニチソウ幼

芽から、多数の分節茎葉を有する務官培養稼 multipleshoot culture(HSC)を誘導し、こ

の株がこれらのアルカロイドを安定に生合成すること、さらに、この生合成系が照射光に

より多大な影響を受けることを確認した。そとで、とれらの現象をより詳細に考察するた

め VDLと CRTの coupling反応に対する光照射条件の影響について検討を行なった。

本検討においては cell-free系を用いた。まず、 VDL及びCRTを 0.1HTris-HCl緩衝液

(pH 7.0)中に溶解し、この溶液に西洋ワサビ由来のベルオキシダーゼ (HRP)、フラピンモ

ノヌクレオチド (FHN) ならびにHnClzを添加し、光照射後、 NaBH4を添加して還元反応を

行った。この反応液を摘出し、反応生成物である3'，4'-Anhydrovinblastine(AVLB)をHPLC

により定量した。 Coup1ing反応に対する光照射の影響は、生成したAVLBの、 VDLに対す

る収率を指標として、光強度・照射光の波長の膨響に関する検討を行なった。

HSCにおける検討の結果、強光下、ならびに短波長側の光照射下で二重体アルカロイド

含量が上昇した。特に370n.に極大波長を有する近紫外光の照射下ではVDL • CRTの含量

が低下するという現象も観察された。酵素的 coup1ing反応に閲する検討の結果、強光下

・短波長側の光照射下でAVLBの収率は高くなった。したがって、間Cにおける現象は、

coupling反応が促進された結果であると考えられる。さらに、 HRP然添加の場合にも AVL

Bの生成が認められたととから、 coupling反応は酵素的にも非酵素的にも起こり得るとと

が示唆された。そこで、との非醇素的反応についても検討を行なった。また、 coupling以

後の反応についても、 HSCより調製した粗酵素抽出液を用いて若干の検討を加えた。
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lDp13 茶カルスのテアニン醤積に及ぼす前駆体及び温度の効果

松浦孝賞、角田陣日 (欄伊藤闘中央研究所)

[目的] テアニン (L-γ-glutamylethylamide)は茶(.Gam.el斗.asi且且sis)特有のアミドで

あり、緑茶の旨味成分として知られている。茶葉中にテアニンは 1~2% 含まれているが、

組織培養により得られたカルス中には殆ど含まれない。この原因として、テアニンの前駆

体の生合成能が低下しているものと考えられる。そこで、この様なカルスを用いてテアニ

ン生合成量を高める為の最適培養条件を検討した。

[方法] c. ~i旦皇旦塁is cv. Yabukitaの茎から誘導したカルスをBA4mg/l，1BA 2mg/lを

含む権酸チアミンが1.3mg/lに修正されたMS培地 (B1培地)にて、 25"C， 30001 ux .16時間照

明下で継代培養し本実験に供試した。

テアニンの種々の前駆体(硫酸アンモニウム，アラニン，塩酸エチルアミン)が添加さ

れたB1矯地を用いて上述の温度及び照明下でカルスを繕養し、テアニン生合成における前

駆体の効果をみた。また、有効な前駆体についてその至適添加濃度を検討した。

次に前駆体が添加された B1培地を用いて暗黒下にて回転振とう培養 (70rpm)し、カルス

の増殖及びテアニン蓄積に及ぼす温度の影響をみた。また、カルス内成分の培地への放出

状況について調べた。

[結果] 握酸エチルアミン添加区のみテアニン生合成量を高めることができた。また、

温酸エチルアミン添加の至適濃度は 25mHであった。

温度の試験では塩酸エチルアミン (25mH)が添加された B1培地を用いた。カルスの増殖

は250Cで最も良く、カルスのテアニン蓄積量についても 25"C区で最も多かった。テアニン

蓄積量は250Cより低温及び高温になるにつれて減少した。テアニンの前駆体の一つである

グ)レタミン酸は、 カルスの褐変がみられた32及び350C区を除いてほぼ一定量カルス中に存

在した。カルス内成分の培地への放出状況は、テアニン蓄積量の多かった 25"C区について

調べた。カフェインは全体重の30%以上、グルタミン駿，グルタミン及びアラニンは約4%

が培地中に放出ぎれていた。 一方、テアニンは 1%以下しか放出されておらず、生合成され

たテアニンの殆どがカルス内に替機されていることがわかった.また、振とう条件を 100rpm

とし 25"Cで30日間培養したところ、テアニン蓄積量は約20%に達した。
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lDp14 カボチャ培養細胞から分泌されるキチナーゼおよびアスコルビ

ン酸酸化酵素について

江坂宗春、榎 恵子、藤津浩一、豊田安基江

(広島大・生物生産)

これまでに、カボチャ培養細胞におけるアスコルビン駿酸化酵素の誘導 l) .分泌引に

関する研究を行ってきいる。アスコルビン酸酸化酵素の分泌条件を調べるために、液体培

養後の培養液を分析したところ、アスコルビン酸酸化酵素以外に培養液の全タンパク質量

の60-80%をしめるタンパク質が認められた。本研究では、この主要分泌タンパク質を精

製し、その諸性質および機能について調べた。また、アスコルビン酸酸化酵素の分泌条件

を調べた結果から、本酵素がストレスタンパク質である可能性が示唆されたので報告する。

[方法と結果] カボチャ果肉組織をMS培地 (1.0mg/l2.4-D. O.lmg/l kinetinを含む)

を基本培地としてカルス化誘導した。 20代以上継代した安定なカルスを液体培地に植え

つぎ振とう培養した。培養液を硫安分画し、セフアロース6Bカラムクロマトグラフィーに

より分画した。タンパク質のピーク幽分をSDS-j>AGEにアプライしたところ、一本のペプチ

ド、バンドのみ認められたことから、本画分を精製主要分泌タンパク質とした。分子量32000

の本分泌タンパク質はPAS染色の結果から糖タンパク質であることがわかった。精製標品を

兎に免疫して得た抗体はイムノプロッティングの結果から、主要分泌タンパク質に対する

特異抗体であることが判明した。本抗体を用いた一元平板免疫拡散法により主要分泌タン

パク質の定量が可能となった。主要分泌タンパク質のアミノ酸分析、さらに、 N末端側から

のアミノ酸配列を14残基決定し、ホモロジー検索を行った結果、タバコやインゲンマメに

認められるキチナーゼのーっと有意なホモロジーが認められた。また、実際に本タンパク

質がキチナーゼ活性を有することもわかり、本主要分泌タンパク質がキチナーゼであるこ

とが判明した。一方、アスコルビン酸酸化酵素はカルシウムにより 3)、また、 PRプロテ

インの誘導剤であるエオシンイエローやサリチル酸により、その分泌が促進した。このこ

とより、アスコルビン酸酸化酵素がストレスタンパク質の一つである可能性が示唆された。

1) 11. Esaka et al. (1988) Plant Physiol. 88. 656 
2) 11. Esaka et al. (1989) Phytochemistry 28. 117 
3) 11. Esaka et al. (1989) Phytochemistry 28. 2655 
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lDp15 コンピュータ制御電気信号発生絡によるプロトプラストの性

状 -2

前回桝夫・中村三千代〈福井大学・教育・生物)

植物プロトプラストを隊合する主な方法は化学的融合法と電気的融合法に区分される。

特に後者の方法は細胞毒性の皆無による細胞種を遭ばないことから融合法として発展の可

能性を秘めている.しかし融合率、生存率などについてまだ多くの問題点が存在するため

各種の電気信号に対するプロトプラストの性状についての基礎的研究が必要とされる.

通常、電気融合にはプロトプラストの援着配列のための正弦波、敵合のための方形波(

パルス波)が用いられる.これらの基本的波形のみならず色々な信号の周波数・振幅値(

開始償、 A終値、減衰率、回獄、発生時間、波形問時間、波形合成)を高い精度で制御発

生し、これらのパラメータを任意に組合せることができ、また設定のパラメータデータを

保存するためのコンピュータプログラム制御の電気情号発生装置を構成した.用いる..

聞の制御にはHP-I8インタフェースパスを用いた。また、同じパスをもっオシロスコープに

よりモニターし、その信号の電極にかかる実際の波形をフロッピーデスクにファイル出来

るようにもした.

次に、このように発生した信号に対するプロトプラストの性枚を比較するために電‘聞

のパラメータとして電気電導度、抵抗値、容量筒、インピーダンスについて検討した.ま

た、再現性の高いデータを得るためには電極の均一牲と微量処理を可能とするための電極

を試作した。電極聞のげん濁液容量は200μ1とした.

プロトプラスト産生材科として BY-2およびキンタロウニンジンの構築細胞系、ソラ

マメ葉肉組織、モエジマシダ〈匙旦illill.!主主主)およびカニクサ<b!阻止辿呈且且旦担盟)

の前業体および胞子体、アネミア(包盟iaEhvllitidil!)の前葉体および胞子体由来カル

スを用いた。

電気信号に対するプロトプラストの性載を敏感に表すパラメータをコンビュータ制御電

気信号発生器からの信号を用いて計測した値をプログラム上で計算し表すことにより非常

に鋭敏に性状反応を捉えることが出来た.
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lDp16 花粉プロトプラストの寒天培地及ぴ柱頭上での発芽について

西原昌宏、伊藤道夫名古屋大・理・生物、 ‘静岡大・

理・生物}

テッポウユリの花粉では、酵素的方法によってプロトプラストが高率に得られる.

そこで.開花一日前のつぼみから得た花粉からプロトプラストを分援し、培養して細胞墜

を再生させたいわゆる再生花粉が、正常花粉と同じ花粉としての機能を有するか否かを調

査した.また、正常の受精過程を再生花粉で行なう可能性についても検討した.

花粉プロトプラストは、繕養開始後 1-2日で細胞壁を再生した.その再生花粉は矯

養液に懸濁した状態で、しょ繍濠度 O.3Mの寒天発芽培地にまくと、花粉管を伸長した.

発芽率、花粉管の長さともに正常花粉とほぼ同程度であった.また再生花粉の発芽且艇は、

プロトプラスト分援に使用したもとの花粉の発芽能{個体、季節により大幅に異なる)に、

大きく依存していた.発芽した再生花粉では、花粉管の中に栄養核と生殖核が移動し、生

殖核が分裂中のものや、既に分裂し終えてニ核になっているものが観察され、その率は長

く培養するにつれ高くなった.再生花粉の発芽は、しょ積損度 O.3Mの液体培養液中でも

高率で起とった。

再生花粉は液体中で培養され、細胞壁が薄いので乾燥に弱〈、柱頭につけるのは困難

であったが、発芽 bこ最適の状態を保ったまま柱頭にのせるために、様々な方訟を考案した.

その結果、柱頭につける方法が適当であれば、再生花粉は柱頭上で発芽し、花粉管が花柱

内にまで伸長することが確認された.以上の結果から、再生花粉は、柱頭上で発芽して花

柱内に花粉管を伸長させ受精に至る機飽を保持していることがわかった.

この他、テッポウユリ以外の被子植物の花粉からのプロトプラスト分障を試みた結果

についても報告する 。
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lEpOl トウモロコシ子葉鞘のL-およびD-トリプトファンそれぞれに特

異的なアミノ基転移酵素

小柴 共ー(都立大理-生物)

植物ホルモン、 インドール白 3晶酢酸(1 AA)は、植物体内においてトリプトファン

を前駆体として合成されると考えられているが、その合成経路や関係する酵素についての

詳細は未だに明らかにされていない。演者は、 IAA生合成に関連すると考えられる酵素

についてトウモロコシ子葉鞠とエンドウ幼葉を用いて研究を進めているが、 トリプトファ

ンを基質とした酵素反応についてはデカルボキシラーゼの活性は検出できず、 また、 Lーと

Dーの光学異性体の変換を触媒するラセマーゼの活性も極めて低いものであった。一方、 ア

ミノ基転移酵素についてはLーと D-トリプトファンのそれぞれに特異的な酵素の存在を確認

した。今回は、 このアミノ基転移酵素の部分精製を進め性質を比較したので報告する。

【材料と方法】トウモロコシ種子を、 25・C、赤色光下 2日間、暗所 1日間で発芽させた。

子葉鞠先端 1c圏、およそ 5gから抽出した粗酵素液から 30-60%硫安分薗を得、 Phenyl・5PW

カラムによりそれぞれの醇繁を分厳した。酵素活性は ODS力ラムを用いインドールピルビン酸

を定量することで測定した。分子量の推定は、 SynChropackGPC-100カラムにより行った.

【結果】 Phenyl-5PWカラムクロマトグラフィーにより 2種のLートリプトファンアミノ基

転移酵素(L-T A T -1 ， II )と 1種のトトリプトファンアミノ基転移酵素(D-T A T )が

分厳された。 L-T A T -1 ， IIには大きな相違はみられず、至適温度 50-60・C、アミ

ノ基の受容体としては αーケトグルタル酸、 オキザロ酢駿、 ピルビン酸が働〈。分子量は

それぞれ70と50Kd程度である。これに対して D-TA Tは、至適温度 30 ・C前後、アミノ

基受容体としてはピルビン酸のみが有効である。分子量は 60Kd程度である。

【考察】最近、 Dートリプトファンが IAAの前駆体である可能性も報告されているが

(Hamilton， 1989)、結果に示したように D-TA Tがアミノ基の受容体としてピルビン厳だ

けを選択していることからこれまでに植物において知られているトアラニンアミノ基転移

酵素と同ーの可能性が強く、 IAA生合成に特異的に働くものであるのかどうかは検討を

要する。また、 2種のL-TA Tについては至適温度が高〈積物体内で実際に働いているか

どうかの検討が必要である。こうした点を明確にして行くため、現在 invivoでの H-ト

リブトファンを用いたトレーサ一実験を平行して進めている。
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lEp02 D-トリプトファンを経由するインドール酢酸生合成経路の検討

鶴崎健一、桜井直樹、倉石王寺(広島大・総科)

〈目的〉インドール酢酸(1 AA )の高等積物における生合成経路についていω(1987) 

は、レトリプトファン(レtrp )がD-trpを経て、 Ĵ が̂合成されるという経路を提唱した.

一方、オオムギ(Hordeu陶 vulgare)の妓性系統渦赤神力(uz u )の子葉鞘の綾性化は、

l̂ の̂量が少ないことが原因であると loouheら(1982 )が明らかにした.そこで、 uzuと正

常系統並赤神力(Norlll8l )を用い、 JAA合成における D-trpの役割と l̂ 合̂成の制御につい

て検討を行った.

〈方法〉伸長実験は、 Normal、uzuの種子を 25.5!:0. 5"Cの暗所で3日間成育させ、生長

した子葉鞘から 5聞の ~J片を切り取った. K-クヱン酸バッファー (pH6.5， 10州)の培地

に切片を浮かべ、 25.5!:0.5'Cの暗所で培養し、切片の伸長を測定した.また、同じ切片を

用いてトリプトファン量をか、レtrpに分離し定量を行った.試料は、 80%EtOHで抽出し、

遠心分舷後、上清を減圧濃縮した.次に、 Dowex50W-X4カラムクロマトグラフィーにより、

アミノ酸画分を精製した.精製後、強様性陽イオン交換HPLCカラムでトリプトファンを分

取し、光学異性体分総HPLCカラムでかtrpとL-trpの分磁を行った.定量は、紫外および、

蛍光検出器を用い、 2540.の吸光度、もしくは280011励起光、 350刊の吸収で測定した.

〈結果と考察>D-、レtrpはともに、 Nor.al 、uzuの子葉鞘切片の伸長を促進し、し

かもかtrpはレtrpよりも伸長促進効果が大きかった.また、 uzuでは trpによる伸長促進が、

Nor・alよりも早く生じた.しかし、 Norllal、uzuともにレtrpの内在量に差は見られなかっ

た.内在のかtrpは、蛍光検出器でも検出されず、 D-trpに対する検出器の感度が IAAに比

べ 10倍思いため、 IAAと同程度以下と考えられた. ["C]レtrpを与えると、 uzuではかtrp

の放射能がレtrpに比べNorulよりも高いことが示された.また D-trpから、 uzuでも

Nor・a1でも l̂ が̂合成され、これはアミノ基転移醇素阻害剤D-シクロセリンで完全に匝害

された.以上の結果、レtrpと同様、 D-trpもオオムギでは IAAの前駆物質である可能性が

示された.またトリプトファンラセマーゼによってレtrpがD-trpに変換される経路がオオ

ムギ子葉鞘に存在する可能性も示された.更に、 uzuの綬性化はL-trpの内在量が少ないこ

とが原因ではなく、 D-trpから IAAへの中間代謝経路に異常のある可能性が示された.
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lEp03 トマトのつぼみから果実までの成長段階での IAAとABA

の変動

倉石 督.児島清秀、桜井直樹、房尾一宏 1 (広大・総科、

1広島農試)

つぼみの形成からはじまり、受精、着果、果実の成長は植物にとってダイナミックな

形態形成の過程であり、植物ホルモンが関与している重要な反応として古くから調べられ

てきた 。しかし従前の方法では正確なホルモン量の測定ができず、また花の各器官別の測

定なども行われなかった .我々は先に ABAが物質集積牲という新しい機能を持つ可能性

を示し、果実の肥大に重要な働きを示すことを報告した。今回はトマト(品種名瑞秀}果

実の成育のきいの IAAおよび AB Aを定量し、積物ホルモンの意義について検討した。

JAAとABAはナイロン 66を用いて精製後、 IAAは高速液体クロマトグラフで

分画し、蛍光で定量した。また AB Aは高速液体クロマトグラフで分画後 ECD検出器付

ガスクロマトグラフィーで定量した 。

開花前 10日のつぼみの IAAはがくと花弁に多く、雄ずいでは総量-濃度とも最低で

あった。 一方ABAはこれに反し、雄ずいで総量・濃度ともにずばぬけて多かった.開花

期になると雄ずいの IAA量は総量でつぼみの 8倍、濃度でも 4倍に急増した。開花期の

IAAはがくで高い値を維持した。しかし ABA量は 1/3に急減した.一方健ずいのA

BAは約 2倍に急噌し、受精後では特に子房での治加が著しく、物質集積性に ABAが関

与している可能性を強く示した 。つぼみから開花期にかけての雄ずいでの IAAの急増は

花粉の成熟に IAAが関与している可能性を示すとともに、 IAAは着果に重要な働きを

していると考えられる。

次に除雄処理を行い、その後の各器官のホルモン分布に対する効果を調べた。除雄処

理をしていない花の子房の中、肥大した子房に含まれる IAA総量は開花期の雌ずいに比

較して 1.6pmolから 65pmolへと 、また ABA総量は62pmolから 140pmolへと著しく増加して

いた。一方除雄処理をしなかったのにもかかわらず、肥大しなかった子房の IAAとA B

Aの総量はそれぞれ7および41pmol、また除雄処理をした子房はそれぞれ6および42pmolで

開花期の 1A AとABA総量 (1.6pmolおよび62pmol) と同程度であった 。がくの JA A 

とABA総量は除雄処理後やや減少したが、濃度では差がなく、がくでの植物ホルモンは

それ程大きな働きをしていないと考えられる。
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lEp04 ノフicβiaS/Mifina♂におけるイ ン ドール酢酸の 存在と作用

。中村輝子 、村上智子、早乙女真紀 、村山 肇子 2 橘和丘陽 2、S.P 

Heyers3 
(日女大 j関東学院大 f島j章、3louisianaState Univ.) 

SaccAaiOlyces e///psρitlel/s (1963)， S. ce;erisia (1967)， #el/iOsPρia c/'assa (197 

8)， I'AycolYces β/ai♂s/eeanl/s (1980)， Ft/saiil/II CI//I，ρiI/1I (1984)， Ci/J/J♂i♂//a 

fl/，/iil/roi (1985)， I'enici//il/I nOfafl/1 (1985)等の菌類において、オ ーキシ ンがこれら

の生長、分化に促進的効果を示すことが報告されてきた 。更 に菌類におけるオ ーキシンの

作用を検討するために I'icβiaspaif inaeを用いて次の実験を行った 。

I'icβia spaifiρd♂はルイジアナ州海岸湿地帯の Oystergrass， Spa/'fina 

a/fei，ρif/，ρia の根圏および地上部の植物組織内に棲息する野生酵母である 。培養は

Oifco社の BactoYeast Nitrogen Baseと 2%のグルコ スの液体培地 300mlを含む坂口

フラスコを用い、 30.C、暗所、振とう埼養で行った 。この培養条件で24時間の前埼養をし

たcultureから得られた薗を用いて 2X105 cell/mlの細胞濃度にして本培養を行った 。

1 ) 1 A A の作用 10 - 7~ 10-5Mの 1A A、 NAA、2，4-Dを培養開始時に培地中に

加えて、 t音養開始24時間後に定常期の細胞数(約 5x 1 0 8 C e I I / ml )及び乾重量(フラスコ

当り約 1.2 9 )に及ぼす効果を調べたところ、促進効果は認められず 、弱い抑制効果が認め

られた 。培養開始 3時間後に調べた場合には、 1A Aによる弱い促進効果が認められるか 、

効果が全く認められないかであった 。約 10-5 Mの 2，4，6-Tおよび約 10-5 Mの 1A Aを培養

開始時に培地に加えて 、3時間後に測定した場合は 2，4，6-Tによる抑制効果の IAAによ

る回復が認められた 。

2 )内生 1A Aの同定:培地からの 1A Aの抽出 ・精製は Akiya・aらの方法 (1983)に

より行い 、同定は SHIHAOZUGCHS-QP1000Aにより行った 。

3 )内生 1A Aの生産:内生 1A Aの生産は細胞数の増加とともに増加し、対数期後

期にピ ークに達し 、フラスコ当り約60川、 t音地中の濃度約 10-6M、菌休乾重量約 150JQg当

り 240ngに達した 。この後培地中の 1A A量は減少した 。
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lEp05 アカバンカビ albino株の分生子発芽過程

。沖津由紀子、中村輝子{日女大・生理研)

野生株74Aを用いて、アカバンカビの分生子発芽過程におけるGAの生理作用について

報告してきた。内生GA(GA3 )は発芽開始前の成熟分生子中にかなりの含量(190ng/g. d. 

w. )蓄積されているが、それに加えて、発芽開始後に新たなGA合成が見られた.さらにGA

合成を匝害することにより発芽のphaseは遅れ、外からむA3を添加すると 逆に発芽のph

aseは早まることから、分生子発芽過程は分生子中のGAレベルにより調節されている可能

性が示唆された。

今回、分生子発芽過程におけるGAの調節的役割を明らかにするために albino株(al-

3)・を用いてGAとA8Aの相互作用についての検討をおこなった。 albino株は、野生株に比

べて発芽の開始も早く、発芽の終了に要する時間も4時間と短い傾向にあった。 albino揖

の発芽は、野生棒のそれと異なり、 ABA (10明}により血害された o ABAの阻害効果は

GA3 (10哨)によってのみ解除された。また、 ABA様物質は野生樟により多く存在し、

albino株には、ほとんど認められなかった。 albino株においては、単独で与えたGA3 は分

生子発芽になんら効果を示さなかったばかりか、 GA合成匝害剤の効果もみられなかった。

これらの結果から、野生株において分生子発芽過程はABA様物質により抑制されてお

り、 GAはその抑制効果を解除することにより分生子発芽の進行を早めたものと考えられる。

野生株分生子中のABA以外の発芽限害物質の検索も引き続き行っている。

Fig 1 CAROTENOID BIOSVNTHESIS IN NEUROSPORA CRASSA 
GA. 

吋NE

HEVALONA TE~ PP・~GPP ・・唱降ー PVTOENE ー・唱~ CAROTENOID PI側ENTS
咽・p 咽借 咽借

GGPP PVTOENE PHVTOENE 
SVNfHETASE SVNTHETASE DEHVOROGENASE 
咽借 咽. 咽-AL-3+ AL-2+ AL -1+ 
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lEp06 プラズマエッチング処理によるレタス種子発芽におけるジベ

レリン感受性の上昇

井上康則、江頭徹太郎1、本多卓也1、神沢淳(東大・理・

植物、 1東工大・工・化工〉

継物種子の表層は一般的に物質の透過が悪く、この低い透過性がcoat-imposeddor-

mancyの原因の 1つに上げられている。低い物質透過性は、 トレーサー等を用いて発芽生理

を研究して行く際の障害にもなっている。レタスを含む光発芽性種子の多くは、ジベレリ

ンにより暗所で発芽が誘導されるが、 10-4門以上の濃度が一般的に必要と報告されている。

しかし、レタスの場合は種子に針で穴を 1つ聞けるだけで 111000程低い濃度のジベレリン

が発芽を誘導できることが報告されている (Burdett1972)0 しかし、小型種子では針によ

る穴聞けは不可能である。そこで演者等は針の代わりにプラズマによるエッチングで種子

表層に穴を聞けることを試みた。

材料にはGrandRapids種レタス種子を用い、発芽におけるジベレリン感受性の上昇を

指標にエッチングの効果を測定した。プラズマエッチングには、ガラスの真空容器を用い、

容器内に直径50lftmの電極を 15mm敵して 1対設け、下部の電極は水道水により冷却可能とし

た。この下部の電極部分に種子を約200粒のせ、約1.5Torrの真空中で2ml/minの流量でArを

流し、電極聞に高電圧を加えガスをプラズマ化し、 Ar+を種子の置いである一電極に衝突さ

せることによりエッチングを行った。種子表面の温度は熱電対で常時測定した。

極間電圧300v・電涜7mAで7分間処理を行っても、ジベレリンに対する感受性は変化し

なかったが、 60分処理で5xl0-6MGA3により 80%程度の発芽が誘導された。放電時種子をアル

ミ箔で覆うと顕著な発芽誘導は観察されなかった。電極の極性を変えて+極に種子を置い

て放電を行った場合、一極に置いた場合の半分以下の発芽率しか示さず、 eーより Ar+による

エッチングがより効果的なことがわかる。前記60分間処理で表面温度は420Cに達した。真

空中異なる温度条件下に60分間保った種子のジベレリン感受性を調べたところ、 50てでは

まったく変化が見られず、 750Cで初めて極わずかの上昇が見られたことから、温度が放電

による感度上昇の原因ではないことが明らかになった。

上記の結果から、プラズマエッチングによるレタス種子発芽におけるジベレリンに対

する感度上昇は、 Ar+の衝突による穴聞け効果によるものと考えられる。
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lEp07 イネ茎葉部内生ジベレリン含量に及ぼす媛化剤 BX-112

の影響

O中山礎・阿部洋・小林正智 1・神谷勇治 1・桜井成 1

(クミアイ化学・生科研、 1理研・植物生活環制御)

広範な高等植物種に対し活性を示す媛化期UBX-112 (一般名 prohexadioneca1cium、

化学名 Calciu田 3.5 -d i 0 xo-4-prop i ony 1 cyc 1 ohex aneca r boxy 1 a t e) 及びその遊離酸化合物

である prohexadioneで処理したイネ幼植物の伸長抑制は、外から与えたGAI、GAs、GA4で回

復するが、 GAI9やGA21lでは回復しないことを報告した口、 230 また、 celトfree系での検討

から、 prohexadioneはGA生合成経路の中で、 GAl2-aldehyde以降の 2-oxoglutarate要求性

dioxygenaseが触媒する酸化過程を阻害することを明かにしたは}。今回は、 BX-112を処理

したイネ茎薬部の GA含量の変化を経時的に調べたので報告する。

【材料と方法】 人工光ファイトトロン内で4葉期まで育てたイネ(品種晴々)に、 BX-

112を茎葉散布した。 BX-112は1mg/m2及び30.g/ぷを処理し、 0、 5. 12日後に茎葉部を採取

した。茎葉部はメタノールで抽出し、重水素標識 GAを内標として加えた後、常法により

溶媒分画を行い、酸性酢酸エチル蘭分 (AE区)を得た。 AE区は HPLC(GPC)とカートリッジカラ

ムで精製し、 HPLC(ODS)でGAI、GAI9、GA2e、 GA“、 GA6Sを分雛した。同定・定量は Me-TMS

化または TMS-TMS化の後、 GC-SIMで行なった。

【結果と考察】 BX-112を処理したイネの草丈は、 1mg/112及び 30mg/ポ処理区で、それぞ

れ無処理区の 80、53%に低下した。 1mg/ぷ処理区のイネでは、 GAI含量 (ng/gf.w.)が処理後

5、 12日目 lこ無処理区の 69、36%にまで減少した。また 301lg/m2処理区でも GAI含量が無処浬

区の 29、 18%にまで減少した。一方、 GAIの生合成前駆体である GA21l含量は 5. 12日目に無処

理区よりも増加し、 30mg/皿E処理の方が 1mg/ポ処理よりも多く蓄積し、もっとも多かった

30mg/ポ処理 5白目では無処理区の 230%に達した。 GAI9は30四g/m2処理後5日自に無処理区の

150%に増加したが、他の処理濃度や時期では無処理区と大差なかった。 GA“は処理 5. 12日

自に両処理区とも著しく低下した。 GA63量はほとんど変化がなかった。

これらの結果は、これまでの検討結果から示唆されているように、 BX-112がイネ植物

体内でGA21lから GAtへの3β 水酸化過程を強く阻害し、活性型である GAIの内生量を低下させ

て茎伸長を抑制していることを示した。

(1)日本植物生理学会 1989年度年会、 (2)PCP 31:印刷中、 (3)日本農芸化学会 1989年度大会
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lEp08 倭化剤 BX-112を用いた活性型ジペレリンの研究

小林正智¥0神谷勇治中山礎2 阿部洋2 桜井成1

( 1理研、 2クミアイ化学)

3，5-Dioxo-4-ethylcarbonylcyclohexanecarboxylic acid， prohexadione (旧省略名

DOCHC 、コード番号 BX-112)は茎業処理によって広範囲な植物に対して掻化作

用を示す.カボチャ、エンドウ、インゲンの未熟種子から調製したセルフリー系を用いた

実験から、 BX-112はGA12から GAlに至る生合成経路上の 2ーオキソグルタル酸要

求型の酸素添加酵素を阻害することを明らかにした. BX-112はジペレリンの活性化

と不活性化に関与する酵素を匝害するが、ジペレリンのレセプタ一部分には彫容を与えな

いと恩われる.そこでイネに対して伸長活性を示す各種ジペレリンとジベレリン以外でイ

ネに対して伸長活性を示すヘルミントスポロールを用いて BX-112の作用をしらペた.

[方法および結果]短銀坊主、媛稲 Cの発芽後 2日目の子葉鞘に点滴法でジペレリンと B

X-112を投与し、処理後 3日目に第二業鞘長を測定した.その結果 GAsを単独で短銀

坊主と媛稲Cに与えた場合(10ng/plant)、短銀坊主に対して伸長活性を示したが、鰻稲

Cには殆ど活性を示さなかった. B X - 1 1 2 (10 ng/plant)とGA5を同時に短銀坊主

に与えた場合、 GAsの伸長活性は著しく血管された.これらの結果は GAsがそれ自身で

イネに対して活性を示すのではなく、 2-オキソグルタル酸要求型の酸素添加酵素によっ

て活性型に変換されて伸長活性を示すことが示唆された.そこでイネの蔚から調製したセ

ルフリー系を用いて GAsの代自討を調べたところ、 GAsはGA3に変換された.

ヘルミントスポロールを短銀坊主と掻稲 Cにそれぞれ単独で与えた場合、ほぽ同程度の

伸長活性を示し、この活性は BX-112を同時に与えても阻害されなかった.この結果

はヘルミントスポロールがジペレリンのレセプターに直接作用して伸長活性を示しており、

BX-112はレセプターに対して血容しないことを示している.

GAs 
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lEp09 正常品種のイネをパクロプトラゾールにより緩化して短銀坊主

の代わりに用いる点滴法

村上 浩 (農業生物資源研究所)

媛性イネ.短銀坊主を用いる点滴法のイネ苗テストは.内生 GAの検出に広く使用さ

れている.しかし.種子の入手に困難性がある.短銀坊主の芽ばえが多くの GAで伸長が

促進されるのは GA生合成経路の初めの方でブロックされているためである.愚近 GA生

合成系を阻害する優れたトリアゾール系綾化剤lが発売されるようになった.これらは.初

期の緑化期IJ CCCや A圃0-1618 などと違って.根や幼業開の伸長をほとんど阻害しないに関

わらずシュートの伸長を強く抑制する.正常種の水稲種子をパクロブトラゾール溶液中で

発芽させ.短銀坊主の芽ぱえ以上に GAに対する感受性を高めて.内生 GAのバイオアッ

セイに使用する方法を開発した.この方法を種々な植物の抽出物について適用した結果に

ついても報告する.

材料 水稲: 正常品種の銀坊主を用いた.短銀坊主は銀坊主の媛性突然変異体

である.媛化剤: パクロプトラゾール 0.696含量の PP333粒剤を用いた.この粒剤は商

品名スマレクト(イネの倒伏軽減剤)として発売されている.

1 .イネ芽ばえの内生 GA含量に及ぼす PP333の作用

PP333はent-カウレンから entーカウレン酸への酸化を阻害するととが明らかにされて

いる.しかし.緩化されたイネ芽ばえについて内生 GAの有無を調べた報告が見当たらな

い.そこで銀坊主の種子を 0.196 PP333粒剤iの水溶液(パクロプトラゾール 6ppm) で発

芽させ. 3業期まで生育させた芽ばえ 50gを材料とし. 1096アセトンで抽出.厳性酢酸

エチル分画を TLCに付した後.短銀坊主による点滴法によって GA活性の検出を行なっ

た.その結果.無処理の芽ばえでは. G A ，eおよび GA .様活性が検出されたが.処理芽

ぱえでは GA活性が全く検出されなかった.

n. PP333処理銀坊主芽ばえの GAおよび植物抽出物への反応

PP333の O.196水溶液で発芽させた銀坊主の第 2業開長は無処理の 4096の長さに過ぎ

ない. GA. (0.2ngjplant):を投与された銀坊主では伸長促進が認められないが.媛化銀

坊主の第 2業鞘長は対照の 13896と短銀坊主よりも感度が高かった.水稲シェー卜の抽出

物中の銀坊主アッセイで検出されない GA '9による活性も媛化銀坊主アッセイで短銀坊主

アッセイに劣らない活性が検出された.

Nishiji皿a" Katsura(P.C.P. 1989)はウニコナゾールで短銀坊主を処理すれば GAに

対する感受性が高められることを報告している.正常品種の水稲種子もトリアゾール系媛

化部lで処理することによって短銀坊主の代わりに G Aアッセイに使用することができる.
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lEpl0 わい性エンドウの光生長抑制の定常状態と回復期における生

長抑制物質 A-2と xanthoxinの挙動

野口 尚、鶴見 誠 二、編本 徹(神戸大学 自 然 科 学 )

わい性エ ン ドウ (PisUI ~主主l.Y.且~ L. cv. Progress No.9)のわい性は赤色光照射によって

初めて発現するので、 赤色光による生長抑制の後織の解析は、 わい性発現の .Mの解明に

つながる.我々は、 生長抑制物質の観点からこの 研究を進めており、 赤色光照射によって

エンドウの茎で著しく治置する中性の生長抑制物質 ( 新 規 の 生 長 抑 制 物 質 で あ る と 考 え ら

れる A-2α 、 β とxanthoxin)が存在していること、これらは何れも強い生長抑制活性を持

つことを明らかにした.また 、 A-2は 媛性 エン ドウの芽生えの伸長郎位において 、 光によ

る 茎の生長変化(生 長抑 制と 回復 〉の 時間 的鍵 移に先行して含量が変動することや 、 A-2は

わい性 エン ドウ に高性エンドウより遁かに多〈存 在していることを明らかにした. 今回は、

光量の 異 な る 赤 色 光を遠鏡照射した‘合と赤色光下で育てたわい性エンドウ芽生を暗所に

移した濁合におい て芽生えの生長と生長抑制物質の含量変動が相関しているかどうを調べ

たので報告する.

まず、貧化芽生えに光量の異なる赤色光を遠鏡照射すると 、 6時間頃まで急速に生長速

度が減少し、 16時間頃より光量に依存してほぼ 一 定の生長速度になった A-2α とA-2β は

光量に依存して、照射後直ちに曲目加を初め 3時間頃まで急速に泊加し、 12時間頃より一定

含量になった xanthoxinは 6時間後にようや〈相加を開始し、 この治加は 24時間まで緩い

た.

次に 、 赤 色光 下 で育てた芽生えを暗所に移すと、 8時間頃より生震が回復してくるが、

A -2α. A -2β はこの生長の回復に先だって 4時間頃より減少を初め 、 24時間後には最初の

20-25%に減っていた.他方、 xanthoxinの含量は殆ど減少しなかった.以上の織に、連続

赤色光下で生長速 度が一定である渇合においてもまた赤色光から暗所への移行により生長

が 回復する場合にお い て も 、 A-2 aと A-2β の含量は生長速度と比例関係にあり高い相闘を

示した. 一 方 、 xanthoxinはこの織な稲闘は gめられなかった.この事は、赤色光による

媛性エ ン ドウのわい性発現に、 xanthoxinが関 与している可餓性は少ないが 、新規の生長

抑制 物質 A・2α と β が関与していることを示唆している.
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コムギ種子の休眠と、アプシジン酸によって変化する旺の

mRNA 

川上直人、川端ちさと、野田和彦 (横浜市大・木原生研)

コムギの系統、北系・1354(Triticum aestivum L. line Hokkei-1354) の種子は収穫時

に休眠を持ち、発芽には約 1グ月の後熱期聞を必要とする。休眠中の北系・1354種子を半

分に切り、吸水させると速やかに発芽が鷲噂されるが、同時にアプシジン酸 (ABA) を加

えておくとその発芽は完全に抑制される。 ABAの種子旺に対する発芽抑制効果は、種子の

後熟に伴って失われる。この発芽レベルで見た ABAに対する種子匪の感受性の変化を分

子レベルの変化として捉えるため、休眠中および後熱後の種子匪を 10μMABAで処理し、

種子医申の翻訳可能な圃RNAの変化を調べた。一定時間薫留水あるいは 10μMABA溶液

を吸水させた半切種子から種子匪のみを単隠し、 SDS-フエノール法によって全 RNAを抽

出した。全 RNAからの poly(A) + RNAの精製はオリゴ (dT) ラテックスを用いて行い、

3
5S_メチオニンを含むコムギ匪無細胞タンパク質合成系を用いてタンパク質に翻訳させた。

翻訳産物は O'Farrell の二次元電気泳動法によって分隠し、オートラジオグラフィーに

よって検出した。

休眠中の種子を半切にして蒸留水を吸水させると、種子旺の mRNAは後熱後の種子が発

芽する時とほぼ同織の変化を示した。ここで量的変化を示した mRNA種の多くは、 10μH

ABAによってその変化が抑制された.また、蒸留水の吸水時には変化が見られず、 ABAを

与えることによって増加する mRNA種が認められた.

後黙後の休眠が切れた種子を半切にして用いた場合、蒸留水の吸水に伴う匪の mRNA種

の量的変化は休眠中の種子と同様であったが、 ABAに対する反応は休眠中の種子旺の場合

と以下の差異が見られた。休眠種子の匪では ABAによってその量的変化が抑制されてい

た mRNA種の多くが、後熱後の種子の阪では抑制されず、発芽時と同様の変化を示すこと

がわかった。また、休眠種子の旺でも、後勲後の種子匪でも、 ABAによって同様に増加す

る mRNA種が見出された。これらの結果から、圃RNA レベルにおいても ABAに対する種子

医の反応性が後熱に伴って変化していることが示された。
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lEp12 トマトにおけるべクチナーゼのエチレン生合成系に及ぼす影響

について

沢村正義、宮崎智子、伊藤耕三 (高知大・農・農化)

(目 的) クリマクテリック果実であるトマト(Lscopersiconescu1entlJII Mill.) 

が成熟するにつれて、エチレン生成の増大、クロロフィルの分解やリコピン生成の結果と

して起こる色の変化、そしてペクチン分解酵素などの作用による高分子物質の分解に基づ

く組織の軟化などの現象が観察される。ごれらの現象には一般に植物ホルモンであるエチ

レンの関与が考えられるが、エチレンは、成熟に関する様々な代謝過程に先行するものな

のか、それとも一連の成熟現象の結果として得られた生成物 2】なのかという疑問は現在な

お残されている。本研究では、 トマトの成熟過程におけるエチレンの役割を明らかにする

ために、 トマト果実におけるベクチナーゼのエチレン生合成系への影響を検討した。

(方 法) 試料は本学附属農場より入手したlIaturegreen(MG)とripe(R)ステージ

のトマトを使用した。ベクチナーゼの調製は Ba1dwinらS】の方法、活性測定は井上ら 2】の

方法に従った。すなわち、 トマトの果皮部より冷水抽出、 pH調整によりcellwall画分を

得て、その粗酵素活性をWillstatter法によって測定した。

(結 果) まず、 invitro実験で1-アミノシクロプロパンー1ーカルボン酸 (ACC)シ

ンターゼおよびエチレン生成酵素 (EFE)活性に及ぼすべクチナーゼの影響を調べた結果、

ベクチナーゼ処理により、いずれの活性も増加傾向を示した。次に、1.nV1.VO実験でMGト

マトにベクチナーゼを処理したところ、 EFE活性は増加したのに対し、 ACCシンターゼ活

性は増加しなかった。また、アミノエトキシピニルグリシン (AVG)によってベクチナーゼ

活性が阻害されないごとを確認した上で、 MGトマトにAVG処理を行なった。その結果、

AGGシンターゼ活性がAVGによって阻害されたごとにより、エチレン生成が抑制され、同

時にベクチナーゼ活性も抑制された。とれらの結果は、エチレンが成熟開始の引き金であ

るごとを支持するものである。また、ベクチナーゼによるEFE活性の増加は、ベクチナー

ゼによって細胞問ベクチンが分解され、膜結合性酵素であるEFEが遊離したごとに由来す

るのではないかと考えられる。

1) E.A.Ba1dwin and R.Pressy: J. Amer. Soc. Hort. Sci.， 113， 92 (1988). 

2)井上雅資、岡田茂考:科学と工業， 43， 642 (1969). 
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ACC合成酵素の cDNAの権造

(名大・農・生化制御、・基生研・情報制御〉

中嶋信美、-森仁志、山崎健一、今関英雅

ACC合成酵素はエチレン生合成の調節酵素で植物にオーキシンを投与したり傷を与え

ると強く誘導されることが知られている。我々はエチレン生成の調節機構を解明する目

的で、すでに傷害誘導 ACC合成酸素を精製しその抗体 (As皿)を得ており、この抗体を

用いてカボチャ果肉の傷害誘導 ACC合成酵素に対する cDNAのクローニングに成功し、

その塩基配列の決定を行なった。

傷害を与えたカボチャ果肉から調製した Poly(A)+RNAを用いて、 pTTQ18をベクターと

して Vector-Pri mer法で cDNAライブラリーを作成した。 Asmを用いて約20万個のコロ

ニーをスクリーニングしたところ、 1個のポジティプクローン (pC門1.'33)を得た。 pC門1.'33

の形質転換薗は、 1m門 IPTGによって誘導され Asmと強〈反応ずる分子量約58kDaのタン

パク質を生産した。また、 IPTGで誘導した形質転換薗の抽出液には強いACC合成酵素の

活性が検出できることから、 pC附 33は ACC合成酸素に対する cDNAを持つクローンであ

ると判断した。 pC附 33のインサート部分をプロ}プとした NorthernHybridizationの

結果、 ACC合成酵素の IIRNAの大きさは約 1.9kbで傷害によって強く誘導され、その誘導

はエチレンによって抑制されることから、傷害による ACC合成酵素の誘導及びエチレン

による誘導の抑制は転写段階で調節されていることが実証された。

この cDNAの塩基配列を決定した結果、その大きさは 1748bpで、そのうち 1479bpが

493アミノ酸からなるタンパク賞 (55.9kDa)をコードしていた。また、推定されるアミ

ノ酸配列の一部は、精製した ACC合成酵素を CNBr分解して得られたベプチドのアミノ酸

配列と完全に一致していた。この結果、 invivoラベルの実験から推定したように ACC

合成酵素のサイズは 58kDaであることが明らかとなった。
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lEp14 ヱチレンによりアズキ第一葉に誘導される蛋白質の性質とその

遺伝子の cONAクローニング

石毛郁泊、轟仁志1、山崎健一、今関英雅

名古屋大・農・生化学制御、 1基生研・情報制御

植物ホルモンの一つであるヱチレンの作用機構を分子レベルで解析するために、我々

はアズキ第一葉をもちい、少なくとも 3種の蛋白質 (AZ-1，AZ-2，AZ-3)がヱチレンによって

誘導されることを見つけ、それらの精製について、既に 1988年度の本年会で報告した.

今回は、 AZ-1とAZ-2の性質、ヱチレンによる誘導様式の相違、更に、これらのcONAク

ローニングについて報告する.

AZ-1は 27kdの酸性キチナーゼで、エチレン処理によって少なくとも 24hr以内に誘導

合成され細胞間隙に分泌されること、 AZ-2は 42kdの糖蛋白質〈糖含量約8%)で、エチレ

ン処理後 8hr以内に誘導され細胞内に存在することが、酵素活性及び特異抗体を用いた

Western Blottingにより明かとなった.

エチレン処理後 48hrのアズキ第一葉から調製した仰ly(A)+RNAを鋳型とし、 pTTQ18

をベクターとした代、クタープライマー法で作成した cONAライブラリーを、 AZ-1と AZ-2そ

れぞれの特異抗体を周いて cONAの選別を行ったo AZ-2tこ対して 3つの仰sitiveクロー

ンが得られたが、挿入 ONAは全て予想される長さより短かったので positiveクローンの

挿入ONAをプローブにして更に cONAの選別を行い、 2種類のクローン〈共に約1.5kb)を

得た.一方、 AZ-1に対しては免疫選別で positiveクローンが得られなかった。 そこで、

AZ-1の N末端のアミノ酸配列から予想される正逆二方向の合成ヌクレオチドを合成し、こ

れをプラライマー、新たに Gublera Hoffman法で作成したcONAライプラリーを鋳型とし

て PCRを行い AZ-1の cONA断片 (72bp)を増幅合成した。これをプローブとし pTTQ18を用

いて作成した cONAライブラリーを選別し 2種類の positiveクローン (1.1kb，1.3kb)を得

た。それぞれの cONAをプロープとした Northernblot hybridizationの結果、 AZ-1の

剛RNAは，約L3kbでエチレン処理後 8・16hrの聞で急激に誘導合成されるのに対し、 AZ-2の

聞RNAは，約1.5kbでエチレン処理後 1hr以内に誘導されていることが明かとなった。また、

この結果は無細胞翻訳系による耐NAの翻訳活性の変化の結果と一致した。これはAZ-1と

AZ-2のエチレンによる誘導の制御機式が異なることを意味しており、エチレン作用の制御

機構を解析する上で非常に興味あるところである。
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lFpOl 担体を用いない光化学系 E膜乾燥標品の調製

。川本邦男、浅田浩二 (京都大・食研)

【目的】 光 化学系 E膜標品を担体にしみ込ませ、 12-13時間凍結乾燥すると、無

処理標品に比べ 70-80%の酸素発生活性を持つ光化学系 H膜乾燥標品が得られる(川

本、高橋、浅田 1989年度年会講演要旨 p. 286)。しかし、担体またはその不純物

が標品になんらかの影響を及ぼしている可 能 性 が あ り 、 ま た 、 乾 燥 標 品 へ の 光 照 射

の妨害も考えら れる ので 、本 研究 では 担体を用いない光化学系 H膜乾燥標品を調製

し、その酸素発生活性と酸化還元状態を調べた。

【方法】 Kuwabara、 Murataの方法によりホウレンソウから調製した光化学系 E膜

標 品 を H20で約 10倍に希釈し、 35.000 X gで 10分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 沈 澱 を H20で懸

濁した。これに 27mM 2.6-dimethylbenzoquinone(DMBQ)を添加した、または添加し

ないサンプルを 200μEずつ試験管に入れ、4.5時間暗所で凍結乾燥して得られた鎮

品を光化学系 E膜乾燥標品とした。

乾燥標品の酸素発生活性は、ト4溶液 (0.4M sucrose. 15 mM NaCl. 5 mM 

MgC12・ 20mM Mes-NaOH (pH 6.5)).0.3% digitoninの溶液に乾燥標品を懸濁し、

DMBQを電子受容体として測定した。

閃光照射 による酸素発生は薄膜透過 一質量分析計を用い測定した。質量分析管

の試料導入口にシリコーンゴム膜を隔ててつけた反応セルに、 50 mM Hepes-NaOH 

(pH 6.8)、 2mM DMBQを入れて Arガスで 5分間パブリングし、 0.3%digitoninを含む

K-4溶液に懸濁した乾燥標品を気体透過膜に 重層して暗所に置いた後、閃光照射し酸

素発生を測定した。

【結果と考察】 乾燥標品の連続光下での酸素発生活性は、凍結乾燥前の標品に比

べ、 DMBQを添加しない乾燥標品では約45%、 DMBQを添加した乾燥標品では約 25%であ

った。 乾燥標品に反応液中で閃光照射した場合、 4または 5閃光目で最大の酸素発生

を示し、水 一酸 化 酵 素 は こ の 凍 結 乾 燥 によって見かけ上 1:または 2電子還元された。
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lFp02 光化学系 Hコアー複合体の構造の沈降法および電 子顕微鏡によ

る解明

寺下紀子、小林陸、藤吉好則 l、 高橋正昭 (甲南大・理・生物、

1蛋白工学研)

光化学系 II (PSrr) コアー複合体は、酸素発生能を持つ愚小のユ ニ ットで、構成して

いるサブユニットタンパク質の分子置 を合計すると最小分子量 は約 250kDa となる e 放射

線標的サイズで求めた機能サイズもこの分子量に一致している。本研究では、沈降法で P

s rrコアー複合体の分子量を調べ、構造を電子顕微鏡によって観察した。

【方法】 P S II膜を 60mMオクチル-s -D-グル コ シ ド (OGP)、 40mM Mes-NaOH{pH 6.0 

)、 10mM NaC1に溶かし、 同じメ ジウムを含む 5-20% ショ機密度勾配(4.5 ml)に重層、

RPS-50ロータ中で、 103.000x g、 4および 8時間、 5"Cで遠心した。 遠心管底部から分

画した試料のクロロフィル濃度と酸素発生活性の測定、 SDS-PAGEにより PS rrコアーの沈

降距離を求めた。 PS rrコアー複合体をカーボン膜に吸着させ、酢酸ウラニルで染色する

か、あるいは、親水化されたマイクログリ ッ ドに載せ、液化エタン中に投下して非品質の

氷中に包埋し、電子顕微鏡観察を行った。

【結果 5-20%ショ糠直線密度勾配達心において、分子量MW1、 MW2をもっ分子 1、 お

よび、 2の洗降距離には、 (MWt/MWz)t.5 SI/SZの関係[S t、 S2は各分子のメニスカス

からの沈降距離]が、 OGP存在下でも成り立つごとを、 カタラーゼと アルコール脱水素酵

素を標準に用いて確認した。 OGPで可溶化された PS rr膜のショ精密度勾配遠心には集光

性クロロフィルタンパク質複合体 rr (LHC2)、 P S 1、 P S IIコアー のバンドがあり、 各

々の分子量を沈降の距離から判断すると、 LHC2140 kDa、 P S 1 260 kDa、 P S IIは 470

kDaとなった。 OGPのタンパク質に対する結合数は、カタラーゼ、 P S rrともに約 65μ

lIIo1/ragタンパク質と等しく、上記関係式を応用できる。 OGP中では、 LHCは1)量体で存

在し、一方、 P S 1はサプユニット組成から計算される複合体の分子量 に一致していた。

しかし、 P S rrコアーの OGP中でのサイズは、サブユニットの合計分子量 の約 2倍で、

ダイマーであることが示唆された。 LHC、 P S 1は 8時間の遠心でも同じ分子量 を示した

が、 P S rrはダイマーより大きな複合体が密度勾配中で生成した。 電子顕微鏡像にも、モ
。

ノマーと想われる直径 lOOAの粒子のヘテロにつながった構造が見られた。 ジ ギト ニ ンを

用いると 、 結合したジギトニ ン 層を含めた直径 200~ 250Aの粒子が見られた。
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lFp03 系 IIコア複合体の解体

小池裕幸・藤井良子・井上頼直(理研・太陽光科学)

光化学系Ilコア複合体は、反応中心を構成する D1・D2タンパク質とアンテナクロ

ロフィルタンパク質である CP 4 7 ・CP43及びシトクロム b559で構成されていると考

えられていた。 しかし SD Sゲル電気泳動法の改良によりコア複合体は 10kDa以下に多数の

低分子量タンパク質が存在していることが明らかになった。最近我々は好熱性ラン色細菌

シネココツカスのコア複合体においてこれら低分子量タンパク質の N一末端アミノ酸配列

を解析することにより、全ての低分子量成分を同定した。それによるとシトクロム b559を

含め 8kDa以下に 10種のタンパク質が存在していることが判った.従ってシネココッカス系

Ilコア複合体は高分子量タンパク質成分を含めて計 14種のタンパク質から構築されてい

ることになる。本研究ではこのコア複合体を更に解体・分離することを試みた。

好熱性ラン色細菌シネココツカスの系 Hコア複合体を種々の界面活性剤、変性剤存在

卜で解体し、 DEAE力うムクロマトグラフィーにより分自在した.分隊した幽分は SDS-ゲル電

気泳動によってそのタンパク質組成を調べた.

尿素存在下でトリトント100( Tx-100)を用いて解体すると、高等植物の反応中心標品

に近いものが得られた。 この標品には D 1， D 2の他に CP47がまだコア標品の 1/5程度

残っていた。低分子量成分としては高等植物の反応中心成分であるシトクロム b559( E ， F 

タンパク質)と Iタンパク質の他に、ほとんど同量の Lタンパク貿 (ORF38) と少量の Mタ

ンパク質 (ORF34)が結合していた。尿素存在下でTx-100処理をしないと反応中心標品が得

られないことを考え合わせると、好熱性ラン色細菌ではタンパク質問の相互作用が強く、

また L タンパク質は高等植物よりもより強固に反応中心に結合していることを示している。

一方オクチルグルコシド処理した時は少量の CP43が遊厳したのみで複合体はほとんど

解体されなかった。 しかし NaSCNを共存させるとコア複合体が解体され、 CP43、CP47、

シトクロム b559がそれぞれ分離された。ほとんどの低分子量タンパク質はモノマーとして

可溶化されたが、 H ータンパク質は CP47とともに単離されてきた。 しかし D 1・D 2 

複合体はこの方法では回収されてこなかった。 D 1、 D 2は凝集し易いので、脱塩あるい

はDEAE-クロマトグラフィーの聞に凝集して溶出不能となった可能性がある。
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lFp04 シネココ ッカス系 E反応中心複合体の Zwittergent3-14によ

る部分的解体

菓子野康治、佐藤和彦、加藤栄、 (東大、理、植)

好熱性ラン色細菌シネココッカス系 E反応中心複合体は、集光性クロロフィルを結合し

ている 47kDaと40kDa蛋白質、光化学反応の部位である約30kDaのD1およびD2蛋白質、チト

クロームbSS9の9kDaと5kDaサプユニットから構成されている.さらにこれらに約 50分子の

クロロフィル aの他にカロチノイド、鉄、プラストキノンなどが結合している.系 Eの光

化学反応やそれに続く電子伝違反応の機構を理解するためには、各サプユニットの役割や

結合している成分さらに相互的な位置関係を明らかにすることが不可欠である.本研究で

は、この目的のために界面活性剤を用いた複合体の部分的解体を行なった。

両親媒性の界面活性1fIJZwittergent 3-14を使ってラン色細菌シネココッカスの系 E反

応中心複合体を処理し、同じ界面活性弗jの存在でグル電気泳動を行なって分援するクロロ

フィル蛋白質複合体のサプユニット成分を、それぞれのサプユニット蛋白質に特異的な抗

体を用いて調べた。この界面活性剤は、従来用いられていた各種界面活性荊とは全く異な

る様式で系 E複合体を解体することが見出された. Zwittergent 3-14はまず47kDa蛋由貿

を複合体から遊雛させた.同時にチトクローム bS69も複合体から分自Eした.ついで40kDa

蛋白質を部分的に溶出させ、また D1-D2蛋白質複合体の一郎を解体した.このため、グル

電気泳動でいままでに報告されていない型のクロロフィル蛋白質複合体、 D1-D2蛋白質と

40kDa蛋白質の複合体が分隊された.これにより、 40kDa蛋白質がD1-D2複合体と結合して

いることを示し、この蛋白質に結合しているクロロフィルが励起エネルギーを直接系 E反

応中心に伝達し得る可能性を強く示唆する。また、チトクローム bss9を含まないD1とD2蛋

白質のみの複合体が分怒された.これはこのチトクロームの系 E反応中心での機能的ある

いは構造的な役割を調べる上で興味ある複合体と考えられる. Zwittergent 3-14の大きな

特徴はサプユニット蛋白質を分厳する際に結合しているクロロフィルをほとんど遊厳しな

いことである 。そこで各分画のクロロフィルとフェオフィチンの含量を測定し、各サプユ

ニット蛋白質に結合しているクロロフィル分子数を求めた.その結果、 47kDa， 40kDaおよ

びD1-D2蛋白質にそれぞれ、約23、22、および 6分子のクロロフィルが結合していること

が見いだされた。
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lFp05 シネココッカス DI-D2ーチトクロ-AbSS9複合体の単隊とその性質

元木章裕，佐藤和彦，加藤栄 . (東大 理 積物)

系 Eの初期光化学反応は、 DI-D2ーチトクローt.bS59複合体で行なわれるとされている.本研究

は、熱や界面活性剤に対して安定な蛋白慣を持つことが示されている好熱性ラン色細菌

s ynechococcu~ti旦旦孟金主盟を用いて、 DI-D2ーチトクローAb559複合体を単調l. 精製し、 その光学的

活性や色素成分や鉄含量を調べた.

好熱性ラン色細菌 Synechococcu~ tl立且孟主主盟のチラコイドをトリトンX-I00で処理してグ

ル電気泳動することにより、 47kDa.40kDa.Dl.D2.外 知 吋b559よりなる系 E反応中心複合体

を精製した。 この系 E反応中心複合体をヘプチルチオグルコシドにより解体し、グル電気

泳動することにより、 D1.D2.チトクロ寸b559よりなる複合体を単舷，精製した.この複合体の

ポリペプチド組成を SDSーグル電気泳動で調べたところ 47kDa.40kDa.Dl.D2.チトクローAb559の 2

つのアポ蛋白質から織成されていた。 これ以外にいくつかの薄いバンドが認められたが、

DlおよびD2の抗体を使ってウエスタン プロッティグを試みたところ、これらのバンドは

DlおよびD2蛋白質の会合体または分解産物であることが分かった.これにより、この複合

体は混在のないDI-D2-川知-t.b559複合体であることが示された。

この複合体にジチオナイトの存在下で連続光を照射すると 685n置で還元型フェオフィチン

の蓄積が観察され、初期光化学反応の活性を保持していることが確かめられた。電子受容

体ジフェニルカルパジドの存在でシリコモリブデン駿の光還元反応が認められた. この還

元反応は、 4.Cに保存したとき 4日後にも 90%の活性が保持されていた. Q Aの光還元反応

は検出できなかった。

この複合体には、フェオフィチン 2分子当り 6"-7分子のクロロフィル aと3分子近い

βーカロチンが含まれていた。 しかし 、プラストキノンは、ほとんど結合していなかった.

また、鉄含量の測定を行ない、チトクローム b559の含量を分光学的に求めた.系 E反応

中心複合体には約3.3原子の鉄が結合しており、チトクロ ム b559が約O.9分子含まれてい

た。DI-D2ーチトクトt.bS59複合体には約 1.9原子の鉄が含まれており、またチトクローム b559 

の含量は約O.3分子であった。 これは、 Q肉と QBの近くに存在する 1原子の非へム鉄がよく

保存されている他に、 も う 1原子の役割不明の鉄が結合していることを示唆する 。
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lFp06 非イオン性界面活性剤による D1-D2-Cytb559複合体の部分解体

。唐暁松、伏見和郎・、佐疎公行・

四川大学 生物系、・岡山大学 理 生物

最近の研究により、簡素発生型光合成生物の光化学系 II反応中心を担う色素蛋白後合体

( DトD2-Cytb559)が単厳され、 その構成ポリペプチドをコードする遺伝子の榊造も解明さ

れた。その結果、化学僧造の解明された紅色細菌反応中心の LとMサプユニットと光化学系

H反応中心の D1とD2ポリペプチドとの聞に意味のある相向性が認められることが明らかに

なった。この相向性の認識は、光化学系 H反応中心における物理化学的解析や蛋白化学的

解析の結果と相まって、 D1 -D 2蛋白質が紅色光合成細菌類似の反応中心を形成していること

を強く示峻するものである。 しかし、光化学系 H反応中心の結品化が成功していない今日

では、その分予備築に関して、 まだ多くの問題点が残されている。例えば、 D1， D 2蛋白質が

反応中心の本体であることのより直接的な証拠や、チトクロム b5 5 9の役割、更には P-680の

強力な酸化力の形成の仕組みなどについては、 より進んだ解析が待たれている。そこで、

本研究においては、ホウレンソウ葉緑体から Nanba&Satohの方法により純化された光化学系

H反応中心複合体について、非イオン性界面活性舟jによる部分解体を試みることにより、

その情造と機能の解析を行った。

Triton 1-100で調整した D1-D2-Cytb559綾合体は、まず界面活性弗jをジキトニンに置き

換えられた後、アルカリ性 (pH 8， 5)条件下でOctyl-p-glucopyranoside処理され、高速ゲル

漉過(東ソー， G3000SW)にかけられた。その結果、四つのクロロフィル含有画分が出現し、

それぞれト I，F-IJ，トIIIとトIVと名づけられた。そのうち、 ト IとF-IJの主成分は D1-D2で

あり、チトクロム b559の含有量が少なくなっているのに対して、 F-IIIには主にチトクロム

b 559が含まれ、トIVが遊脱された色素であった。ト Iとト IJをそれぞれ集め、上の操作を

もう一回繰り返し、それによってほとんどチトクロム bi5 9を含まず D1， D 2だげで僧成され

ている二つの画分が得られた。この二つの画分について生化学的及び生物物理的な解析が

行われた。その結果は、光化学系 H反応、中心が D1， D 2蛋白質から形成されているとの考えを

支持し、 また、チトクロム b559が、光化学系 H反応中心の初期反応に基本的に必須なもの

ではないが、複合体の安定化や僧造の維持などにおいて重要な機能を持つことも強〈示唆

している。
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lFp07 D 1 / D 2/ cytochrollle b-559反応中心複合体中のChl aと

s -カロテンの分子数

小林正美、前回広幸、渡辺正、中恨弘之 1 、佐藤公行(東

大・生産研、 1 岡山大・理・生物〉

目的) 1987年に単離された光化学系 EのD1 / D 2 /  cytochrome b-559複合体の色素組成

と内部構造は、系 Eのメカニズムを解明する上で基本的な情報となるが、現在までに報告

された測定結果聞には著しい差異が認められる。そこで本研究では順相HPLCを用いて色素

組成を詳細に検討した.

方法〉ホウレンソウより得た反応中心複合体様品懸濁液20μlにアセトン20mlを加え超音

波抽出を行った後ろ過し、 HPLCと可視吸収測定〈アセトン，ベンゼン溶液〉を併用して色

素構成を分析した.

結果と考察〉アセトン抽出液の HPLC分析結果(図 1)より、反応中心複合体中にはChla， 

Oーカロテン、 Pheo aの3種類の色素のみ存在することがわかる。分光光度法と HPLC法

の結果を総合すると Pheoa 2分子あたりの色素数は、 Chl aが6.01:t 0.37 (n=24) ， sーカ

ロテンが1.84:t0.ll (n=4)となり、これは反応中心複合体の色豪構成が Chla /β ーカロ

テ ン/Pheo a = 6 / 2 / 2であることを示唆する。

紅色非イオウ細菌の反応中心には BPheo aが

2分子、 BChlaが4分子、カロチノイドが 1分

子存在し、 タンパク質の相向性より一般に系 E

反応中心も同ーの色素構成を持つと推測されて

いるが、今回の結果はこれとは著しく異なる.

しかしこれら 2つの反応中心は機能〈とくに駆

動される酸化反応〉の点で完全に異なるし、細

0・Car

菌のアクセサリー BChlに配位しているヒスチジ ;-

ンが D 1， D 2タンパク質には保存されてない 刷刷嗣 11".. I mln 

Chl a 

点を考えると、両者の色素構成に基本的な相違 図 1 アセトン抽出液のHPLCチャート

が存在することは自然かもしれない。ただし反

応中心標品の均質性についてはなお検討を要す

る。
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lFp08 光化学系II(DI・D2-CJtbSS9H竃合体へのキノン再織成

ーハロゲン化キノンはQA..をリゲインできるか?!ー

中銀弘之・佐頭公行 {岡山大学理学績生物)

O宕織強代・伊.繁 {基礎生物学研究所}

光化学系H反応中心 (PSIIKCIでは、光照射により励起された反応中心クロロフィルa(P680*)と第

一次電子受容体、フェオフィチン(1 Iとの聞で初期電荷分穫が起こり、光還元された「の電子はプラ

ストキノン(QA Iに移動する。 QAのない PSII RC蛋白質複合体(D 1・D2・Cytb559 )標品では P680

と I闘で分穫した電荷は半減期 40nsで再結合し3P680を生成する。 この様品に 2，5・dibrollo-3・

methyl-6・isopropyl-1， 4・benzoquinone(DBMIB )あるいはシリコモリブデン酪等を添加すると再結合

が抑えられる事からこれらの化合物がPSII RC内でQAの機能を代嘗すると考えられている(@④)0 本研

究では、ペンゾキノン(BQ )やナフトキノン(IfQ )の各種量発泡体を再構成したPSII RC撮品についてそ

の効果を分光学的に解析し、キノンの化学構造と QA.fI能との関係を明らかにしようと試みた。

[方法i 鍵波と佐藤の方法(①}により得られたホウレンソウ PSII RC復合体を等電点電気泳動法

により高度に精製すると同時に蛋白質復合体を可溶化する界面活性剤をTriton-X100から digitonin 

に置き換えて、安定性の高い(室温で 24時間以上 O.K. ) PS II RC複合体を得た{②)。 これを

digitonin ( 0.2 I )及びグリセロール(30 0 r 60 I (v /v) )を含む 50・)1Tr i s ( pH 7. 2 )緩衝液に

希釈し、 dimethylsulfoxideに溶かしたアルキルあるいはハロゲン化問(7種)、 NQ( 5種)を加

えた。 この試料に Nd-YAGレーザ閃光 (53201)を照射し μ.......m秒時間域での吸光度変化を測定した。

i結果と考察l キノン添加により、 P680+がm秒婦で安定化され、 3p680の生成が減少した事から、

P680→I→キノン(→チトクロムb559)と電子が移動したと考えられるo DB)lIBを十分量添加した時

の過渡吸収スペクトルから 3p680の生成のみを反映する滋長 (407.5nll)を見出し、この波長の吸収変

化量のキノン濃度依存性からキノンを十分量添加した時の掻大効果と、キノンと PSII RC蛋白質との

解穫定数(Kd )を求めた。 解雌定数とキノンの化学構造との相関関係は余りみられず、全12種のキ

ノンについて Kd=1.......1 0μMが得られた。 一方、 QA機能としての最大効果は閥、同ともにハロゲン

誘導体が大きかった。 また、 DBMIB添加によるP680+の安定化と 3p680の減少は低温(77K )におい

ても観測された。これは加えたキノンがQA部位に再織成されたことを強〈示唆する。
o 

b明 opyl、入....Br

Br'Y、同州
DBMB 0 

[文献1CDNanba， O. 1 Satoh， Ki. 

。 o
X6， ~_X2 ffi.YしX2 Xn:-H.-CI.-Br. 

日 11 [ 11 11 -I.-CH 3 •… 府、ρX3 "0/41(¥X3 

o 1.4benzoQulnone O 1.4naphthOQulnone 
(' 87) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84，109・112.

② Satoh， Ki.l Nakane， H. (' 89) in Proc. VIlth Int. Congr. Photosynthesis， in press. 

③ Mathis， P.， Satoh， Ki. 1 Hansson， O. (' 89) FEBS Lett. 251， 24ト244.

④ Takahashi， Y.， Satoh， Ki. 1 Itoh， S. (' 89) FsBS Lett. 255，133・138.
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lFp09 ハロゲン置換ぺンゾキノンと QB部位との相互作用

佐藤和彦、加藤栄、 A.Donner1， tI.Oett・eie r 1 東大・理・植

物、 1Rhur-Un i v. ) 

我々は先の植物学会において、種々のぺンゾキノン貌導体が光化学系 Eの QB榔位に

緩和俊があり、 QB郵位において、プラストキノンに置き代わって電子を受け取ること、

3，一(3、 4ージクロロフェニル) - 1. 1-ジメチルウレア(DCMU) とも錯抗作用を

示すことを報告した.本学会では 4つの水素原子をすべてヨー棄や温棄などのハロゲン原

子に置換したベンゾキノンの誘導体について見いだされた QB部位との強い相互作用につ

いて報告する@

材料としては好熱性ラン色細菌 Synechococcu~tl立岨品以より調製した酸素発生系 E

標品を用い、 QAーの酸化反応は閃光照射後の青色領域での吸光度変化により、又酸素発生

反応はクラーク型の酸素電極を用いて測定した.

ここで用いたテトラヨードペンゾキノン (TIBQ)、テトラプロモペンゾキノン (TBBQ)、

テトラクロロペンゾキノン (TCBQ) 及びテトラフルオロペンゾキノン (TFBQ) はすべて電

子受容体と Lての作用があり、 TCBQ>TIBQ， TBBQ> TFBQの順に高い破棄発生活性を示した.

酸紫発生速度と添加したキノンの諸島度の逆数プロットより計算した K皿は TFBQの場合は

1 6 0 μMであったが、他のキノンでは数μM以下と小さく、正確な測定はできなかった.

これらのキノンは電子受容体として作用するにもかかわらず、 2， 6ージクロロペン

ゾキノン(DCBQ) を電子受容体とした酸素発生反応に対しては匝書作用を示した。半分阻

害する濃度は TIBQ，TBBQ， TCBQ， TFBQで各々、 O.037、O.33、8.5及び620μMであった 。

閃光照射後に起きる青色領域での吸収変化から測定された QA-の酸化速度は、非常に

低濃度のT1BQ，TBBQ， TCBQの添加で大きく促進された. しかし TFBQではむ Lろ QA-酸

化の阻害が観察された . これらのキノンは QAーから QBへの電子伝達反応に対する DOlt:

の阻害作用に対し、指抗的に作用して、そのラ 0%匝容に必要な DCMC'濃度を高濃度側に

シフトさせた。

これら全ての結果は、ハロゲン置換ぺンゾキノンは系 EのQB部位に強い緩和佐を持

っていることを示している 。特に TIBQや TBBQは DCMUに匹敵するか又はより強い親和

性を示した。TCBQがそれらに続き、 TFBQの親和性は一番弱いと考えられる 。
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lFpl0 光化学系 E膜における D 1タンパク質とアトラジンの親和性に

彫響を与える要因

高野正好、高矯正昭(甲南大・理・生物)

アトラジンは光化学系 II (PSII)反応中心 D1タンパク質に結合し、電子伝達を阻害

することが分子レベルで明らかにされている。アトラジンの結合は強く、極微量で PS II 

を阻害出来る。時には 100%阻害に要する結合型アトラジンの分子数が、推定される反応中

心の分子数よりも少ないことが報告されている。その原因として、酸素発生能、 アトラジ

ン結合能を共に持たない PS IIのグループがあるか、あるいは、 P S II反応中心と

のストイキオメトリーで結合しなくても酸素発生を問書することが考えられる。本研究で

はアトラジンの PS IIに対する結合を調べ、との不一致の理由を明らかにした。

【方法】 P S II膜(80μg Ch1/m1)を I"'C-アトラジン (0-1. 0μM)、 40mM Mes-NaOH 

(pH 6.5)、 10mM NaC1、 0.4Mショ積を含む反応液(0.5圃1)中で、 5"C、 15分インキュ

ベー卜した後 10.500x g、 20分遠心し、上清の一定量を採ってフリーのアトラジン濃度を

決定した"全量からフリーを除いたアトラジンのモル数を Ch1のモル数で割って結合数と

した。 膜表在性タンパク質は、 P S II膜の 1M CaC12抽出液より DEAE-トーヨーパールを用

いたイオン交換クロマト (pH8. 0) により単厳した。

【結果】ア卜ラジンの PS II膜に対する最大結合数(=結合部位の数)は PS II膜標品に

よって異なり 1.18- 2.82 .01/1000 mol Chlで、 ζ の結合数は個々の PS II標品の示す

酸素発生活性 (176-375μmol/mgChl/hr)と直線的な比例関係があった。解雌定数は

1. 28 (:t O. 33) x 10" /Mと一定で、酸素発生能の失われた PS IIにはアトラジンが結合し

にくいことを示した。事実、 CaC1e処理 PS IIはn.l-1.0μMの濃度範囲でわずかしか結

合を示さない e 酸素発生に対するアトラジンの阻害カーブと結合カーブは、 P S II反応中

心に 1分子結合すると阻害すると仮定するとよく一致しているので、酸素発生の阻害に要

するアトラジン豊は活性の低い標品ほど微量で済むと言える. しかし、酸素発生能自体は

アトラジンの結合には必須ではなく、例えば、 NH20H処理 PS IIではア卜ラジンの結合量

は低下しない o D 1タンパク質分子内のアトラジン結合部位の構造を安定化する、或は、

結合に彫響するファクターの存在が示唆される。 CaC12.処理で失われる膜表在性タンパク

質の中でアトラジンと D 1タンパク質に対する親和性を与える成分の検索を行っている。
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lFpll PSII Q白銀能の再構成. その 11.

-福原聡・荒賀子笑・赤編輿造・豊島喜劇 (広島大・総合科学〉

前年度の講演では、 QA光還元活性の異なる 5種の PSII線合体を調製し、 その蛋白質

および補欠分子組成と Q肉活性の関係を調べた.さらに、 PQAを保持しているにもかかわ

らず、 Q命活性の失活した纏合体に対して Q肉銀総の再織成を行い、 QA..の発現には DI

/D2/Cyt b559/4.8kDa蛋白質以外にも 2種以上の彊自質成分が必要であることを指摘

した.本語演では、 これらの成分の検察結果について報告する.

〈結果〉ほうれん草より得た 02発生 PSII反応中心複合体 (R C )をオクチルチオグ

ルコシド (0T G)で可溶化後、イオン交換クロマトグラフィ (DEAE-Toyopearl6508)に

より新しい綾合体を調製した.この績合体は 1反応中心当り PQ A 0.63分子を保持するが、

パルス光照射に伴う 325n.近傍での吸光度変化を指績にして求めた QA活性は RCの 16%

まで減少していた.この複合体に OTG処理により反応中心から道隆した会抽出成分を加

えて再構成すると、 QA活性はRCの 50%まで回復した.そこで会摘出成分をさらに可溶

化剤存在下でイオン交線カラム (DEAE-Sephacel)によりい〈つかの圏分に分画した. これ

らの薗分を単独あるいは組み合わせて再構成し

た結果、 その内の 2薗分を同時に加えて蒋織成

した時のみ、 Q命活性の回復が箆められた.図

はRC、 全摘出成分およびこれら Q肉活性を回

復させる 2薗分の SDS-PAGE自信である.

画分 1には 5kDa以下の 5種の低分子量蛋白

賞、爾分 2には 5-30kDaの 6種の蛋白貨

の存在が主に認められる. これらの薗分と Q肉

活性の回復に関与しない画分に含まれる蛋白質

組成の比較から QA活性必須成分として有力な

バンドに本印をつけた.これらの薗分に含まれ

る Q向活性回復成分の同定結果について報告す

る。
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lFp13 配向した PS II膜の ENDORによる研究

三野広幸、河盛阿佐子、 小寺義男、永谷明美

(関西学院大・理)

光化学系 E粒子を 4"C・湿度 90%のもとで 12-36時間乾燥配向した EPRの

S g. IIsは異方性を示す[1 ]。 この S g'IIsのスペクトルより膜爾の磁場に対

する方向を知るごとができ、その方向において 4.2k でマンガンのマルチラインを観測

しS g'llsより 200 G大きな磁場 (3440G) で ENDORを行なった。 図 l

にマンガンが 2個膜面に沿ってありこれと等距献にある Buffer内のプロトンとの双

極子相E作用に基ずくシュミレーションスベクトルを示す。 nは膜面の法線方向である。

図 2に観測したスペクトルを示す。 H//n ( D=O  ・)の方向にシュミレーション

と一致するスペクトルが認められた。他の方向については信号強度が弱いのでなお積算を

要する。 しかし EP Rよりも大きな異方性が認められた。

これらの解析および S g'llsの ENDORシュミレーションを報告する。

1H.. ~ 

斗汁しv
‘ ・3 ・2 ・

FREQUENCY (MHz) 11 12 

(図 1) 図2)

[ 1 ] A. W. R u t h e r f 0 r d. B B A 
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lFp14 光化学系 Hの D 1タンパク質のヨウ素化部位

池内昌彦 1・篠原健司 2 ・井上頼直 1 (t理研・太陽光科学、

2森林総研・遺伝子発現)

高等植物の光化学系 Hの水分解反応には塩素イオンが必須因子である.これと類似のヨ

ウ素イオン(1 -)も同様の促進効果があるが、ij[素イオンと違って系 Hに電子を供与する

ことができる。この電子の授受の結果として、 D 1タンパク質が特異的にヨウ素化される

(Ikeuchi et al. 1988). これは、水分解酵素によって酸化されて生じた活性ヨウ素がその

近傍の D 1タンパク質に共有結合したためと解釈される.したがって、 D 1タンパク質分

子内のヨウ素化部位の同定は、水分解酵素の構造解析の手がかりとなる.また、 Mn複合

体を欠き水分解活性を失った系 E粒子でも D 1タンパク質の特異的ヨウ素化が起こる.こ

のヨウ素化は D 1上の二次電子供与体(z . )によると推論されている z.は別の証拠か

らD 1の 161番目(高等植物の場合)のチロシン残基であることが知られているので、

水分解酵素によって引き起こされた D1のヨウ素化がこのチロシン残基の近傍でおこって

いろかどうかは興映漂い。

[実験] コムギの系 H膜断片からオクチルグルコシドを用いて水分解活性を保持した系

Hコア複合体を調製した.このコア複合体を溢素イオンのない溶液に懸濁し、ヨウ素イオ

ン(t25 1一)存在下で光照射して D 1タンパク質を特異的にヨウ素化した.処理後のコア複

合体から電気泳動的に D 1タンパク質を単厳し、種々のプロテアーゼで断片化した.得ら

れたペプチド断片からヨウ素化を受けているものを分厳し、プロテインシーケンサーでヨ

ウ素化部位を決定した。

[結果] D 1タンパク質は疎水位が強く 5D5の存在下でもプロテアーゼの作用を受け

にくい。種々のプロテアーゼで得られた t25 1を含むペプチドの最小のものはトリプシン処

理で生じた 7kDaペプチド画分であった。この画分は 13 7番目のロイシンから始まる

ペプチドと 239番目のフェニルアラニンから始まるペプチドを含んでいた.このペプチ

ド画分をプロテインシーケンサーで分析し N末端から個々の残基に分離した.各画分の

t 25 1含量を調べると 25ー 26番目にピークが得られ、 161番目のチロシン残基の分離

パターンと一致していた Z.がこのチロシン残基のラジカルとすると、ヨウ素イオンや塩

素イオンの結合部位もしくは水分解系の 52状態での正電荷の局在部位は z.の近傍にある

ことになり従来の知見を支持している.
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葉緑体熱発光の発光スペクトル

国池 公毅、小池裕幸、井上頼直(理研・太陽光科学)

葉緑体の示す熱発光は、通常発光温度の異なる 6種のバンドからなっている。 これらの

バンドのうちー800C~40・C の温度領域で発光する 4 種のバンドは光化学系 II 反応中心にお

ける電荷分離によって生じた正負電荷対が低温でトラップされ、加熱によって再結合する時

に放出されるエネルギーの一部が反応中心クロロフィルを励起し、近傍のクロロフィル分子

から蛍光が発するものと考えられている.残りのバンドについては、その起源がはっきりし

ないが、最も低温 (-160・C)で発光する z-バ ンドはフリーのクロロフィルからも発光すると

いう報告がある.本研究では光化学系 IIの関与する熱発光のうち代表的な B-バンド (30・c
に発光)と、低温で発光する z-バンドについて、その発光スペクトルを解析し、これによって

反応中心複合体内部のクロロフィルの配置についての知見が得られたので報告する。

熱発光スペクトル測定は、発光をポリクロメーターで分光したのち Imaging Photon 

Detector System によって 2次元的に記録し、これをスリットの高さ方向に積分することに

よってスペクトルを得た B-バンドの発光スペクトルは 69 0 nmに極大を示し、その形は

室温での蛍光スペクトルに一致した。光化 学系 11の遅延蛍光のスペクトルも 69 0 nm付近

に極大を持つと報告されており、 B-バンドは系 11から発光しているとの考えを支持する。

葉緑体(チラコイド膜)の z-バンドの発光スペクトルは 74 0 nmに極大を示し、これは液体

窒素温度での系 Iの蛍光スペクトルの極大波長に相当する。チラコイド膜を光化学系 Iと

系 IIに分離して測定したところ、系 I標品は z-バンドを強く発光し、葉緑体の場合と同じく

7 4 0 nmに極大が観察されたが、系 II標品では z-バンドの発光強度が非常に弱く、発光極大

も69 0 nmで葉緑体の場合とは異なっていた.この結果は z-バンドがクロロフィルからの

非特異的発光であるとする従来からの考え方を支持しない.そこで有機溶媒摘出で得たフ

リーのクロロフィルの熱発光を再検討したところ、 100%HetOH 中では発光せず、水を含む系

のみで発光することがわかった. このことは z-バンドがクロロフィルのモノマーからは発

光せず、アグリゲートからのみ発光することを示唆する。光化学系 Iは系 IIに比べてタンパ

ク質あたり高濃度 (2倍近く)でクロロフィルを結合している。系 Iのみが z-バンドを発光

することは、この系 Iに特有なクロロフィルの存在状態を反映しているためと考えられる。
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lFp16 イネクロロフィル b突然変異徐におけるケイ光クエシチング

の段階的時回復過程

。小林善親、山本晃市、与志平 向、奥 達雄

{九大・..林学}

植物業に光を照射すると、クロロフィルのケイ光強度は光照射直後に最大となり、その

後援動しながら徐々に減少し定常値に達する。このようなケイ光の清光(クエンチング)

は、 QAの磁化、光化学系 Eの集光性クロロフィル蛋白質 (LHC-I)のリン酸化によ

るLHC-Iから光化学系 Iへの励起エネルギー移動の増加、チラコイド蹟を介して形成

されたt.H +による無幅射遷移の増大、光による消光物質{ゼアキサンチン)の生成など

によって起こると考えられている.

このようにいくつかの原因に由来するケイ光の消光が、光化学系 Eを構成しているどの

クロロフィル蛋白質複合体で起こっているかを明らかにするため、全クロロフィル当たり

のCh 1 b含量が 0-25%の聞で少しづっ異なるイネ突然獲異株およびそれらのハイ

ブリットを用いて、クロロフィル蛋白質経成、ケイ光の精図復の時間変化などを解析し、

次のような結果を得た.

(1)クロロフィル当たりの LHC-I量 (28、 27、 26 k 0 aポリペプチド}は C

h 1 b含量に比例して増加した。 CP43. CP47などの Ch 1 aのみを含むアンテ

ナ・クロロフィル蛋白質は、すべての突然変異株に存在していた.

( 2) 1 2時間暗所に置いたイネ{暗適応業}に光を照射したときのケイ光消光の大きさ

{清光率}は、 Ch 1 b含量が 0-15%の聞では b含量の増加とともに減少、 15-

25%の聞では b含量の増加とともに大きくなった.

( 3 )時適応葉に 8-1 0分間光を照射し、その後、 0-18 0分間暗所に置いたのち再

び光を照射したときたときの消光率の増加の時間変化(ケイ光強度の略回復}は、野生型

イネでは少なくとも 3つの過程(t 1/2 = 1 -2分、 5-6分、約 60分)で段階的に起

こり、 Ch 1 b欠失型イネでは、主に 1つの過程(t ν2=  5 - 6分)で進行した.

以上の結果は、ケイ光の清光は LHC-Iと反応中心を構成するクロロフィル a蛋白

質の両方で起こること、 Ch 1 b欠失型イネにおいて t1/2 = 5 -6分で進行するケイ光

強度の暗回復は、反応中心コアでのケイ光消光の時回復であることを示唆している。
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般講演

第 2日 3月29日(木)



一般講演

第 2日 3月29日(木) 午前の部

A会場酵素

B会場オルガネフ

C会場分子生物学皿

D会場炭酸固定

E会場成長制御・障害

F会場光化学系 I
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2AaOl D-1蛋白質プロセッシング酵素の精製と性質(続報)

.藤田修嗣佐藤公行 (岡山大・理・生物)

D-1蛋白質は D-2蛋白質、チトクローム bss9 と共に光化学系 H反応中心を構成する

成分である。この蛋白質はチラコイド膜蛋白質としては最も大きい速度で代謝回転する蛋

白質としても知られている。 33.5kDaの前駆体として合成された D-1蛋白質は合成後数

分以内に C末端のアミノ酸 9残基分のペプチドが切除されて、 32kDaの成熟型へと変

化する。この C末端切除による成熟化の生理的意義は未だ明らかにされていない。

すでに我々はホウレンソウのチラコイド膜より D-1蛋白質の成熟化にかかわる酵素を

可溶化し、 QAE-Toyopearl 550C及び Hydroxylapatiteを用いたクロマトグラフイーで

その精製を試みたが、カラム上で挙動をともにする酸素発生系 33kDa蛋白質を除去する

ことは困難であった(1989 日本植物生理学会)。今回我々は、 Cu-chelateaffinity 

gelを使用することにより両蛋白質を分離し高度な精製標品を得た.なお、酵素活性の検

出は invitro系で得た D-1蛋白質前駆体を基質として用い、フルオログラム上で成熟

型の産生を検出する方法で行なった。

SDS-PAGE及び SephadexG-75によるゲル温過から本酵素の分子サイズは 35kDaと推

定できた。また、活性の至適 pHは約 7.5であった。酵素活性はイオン強度に対し非常

に敏感であり、 100酬の NaCl存在下では可逆的に失活した.更に、各種のプロテアー

ゼ阻害剤の効果を調べたが、有効と認められる阻害剤は見いだせなかった.

一方、 D-1蛋白質前駆体の C末端 29残基の合成ペプチドが、本酵素により成熟型の

C末端に相当する部位と他のーヶ所で切断されることも分かった(FEBS Lett. 1989 ). 

しかし、今回高度に精製した酵素を用いたときには成熟型の C末端部のみに限られた.

また C末端11残基のペプチドでは切断は認められず、 「

酵素の認識部位が切断点より N末側にあることが示唆

された。このような解析を進めることにより認識部

位の同定、新たな活性検出方法の確立などが可能とな

り、 D-1蛋白質の成熟化の意義に関する情報を与えて 3 
くれるものと期待される。
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2Aa02 アルフアルファ発芽種子中のアミラーゼ系の特殊性

1 
0河野 昭子、南森 隆司 (大手前栄養文化学院、栄養学科、

i神戸大学、.、炭化、)

一般に植物種子発芽時には、 αーアミラーゼ が合成されて、デンプン分解の主役を演

じる こ と が 報 告 さ れている o fJー ア ミ ラ ー ゼ に 関しては、大麦、小麦では種子中に結合型

で存在していたものが、発芽過程で遊園陸型に変換されるとされており、ダイズ、 レンズ豆

においては種子中に存在するが、発芽過程では漕加しない.我々は、マメ科牧草であるア

ルフアルフア(坐血盟主弘主主 L.)穂子中に 、トアミラ-1! 'IJ~存在し?発芽過程で著
しく活性が噌加す ることを見い出したう〉そこでアルフアルフア発芽種子デンプン分解系の

特徴を明らかとしたい。

アルフアルファ種子(5 g )を晴発芽させ、 8日目までサンプリングし、 1 0 0 m 1 

の酢 酸 バ ッ フ ァ ー 中 で ホ モ ゲ ナ イ ズ し 、遠心上清を粗酵素液とした.粗画事業液の凍結乾

燥標品 を、 電気 泳 動の試料とした o fJーアミラーゼ活性は、 3，5，DNS法、 PantrakE. K.テス

ト法で測定し、 αーアミラーゼ活性は、カルシウム保護法、 Bluevalue減少法、及ぴPhade

-basテスト法で測定した。また αーグルコシダ ーゼ(マルターゼ)活性は、グルコース C

テスト法で測定した。等電点電気泳動は、阿ult iphor IIシ日ム(Pharmacia-LKB)を用い、イモ

ピラ イン ゲル 及び アンホラインゲル中で行い、活 性染色法でアミラーゼパターンを分析し

た。

発芽過程で Hーアミラーゼ活性は、 4 - 6日の期間に種子の約 2倍に増加した。イモ

ピラ イ ン ゲ ル 中 で 5個の Hーアミラーゼアイソフォームが検出され、それぞれこの期間に

量的増加が認められた。一方、 αーアミラーゼは、未発芽種子中に存在しているが、発芽

3日 後 急 速 に 減 少 した。興味あることに本 αーアミラーゼは、アンホラインゲル中では活

性を保 持し てい たが、イモピラインゲル中では失 活 し 検 出 さ れ な か っ た 。 そ し て 、 ア ン ホ

ライ ンゲ ル中 では 、発芽 3 日 以降の量的減少が確認された。マルターゼ活性は、種子中に

は少ないが、発芽 初期に急増し 2日 目 で ピ ー クとなり以後発芽七日目まで暫時減少をたど

った。故に、アルフアルフア発芽種子中のデンプン分解系には、 αーアミラーゼ、 Hーア

ミ ラーゼ、マルターゼが、以上のような様式で関与する。 このような特殊性は他の植物種

子では報告されていない。

I)J. Biochem.!.Q.2.， 231 (1989) 2)生化学 Vo1.61 No.9 p.ll08(l989) 
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2Aa03 イネ種子からの BranchingEnzyme (Q-Enzyme) の精製

武市哲郎・中村保典(廃業生物資源研)

Q-Enzyme 以下 QE) は、ヂンプン生合成過程において、 α-1、 4結合を

α-1、 6結合に転位することによりデンプン分子に分岐構造を場入する酵素で

ある。イネ種子の登熟期におけるヂンプン含量の増加に相関してこの QE活性が

急激に増大することから、 QEはヂンプン蓄積過程におけるキー酵素の一つであ

ると考えられる。今回この QEの精製を試みたので報告する.

QE活性の測定は、 ウサギ筋肉の phosphoryrasea 共存下でグルコース 1リ

ン酸より生成するアミロペクチンをヨウ素墨色反応で定量することにより行った。

登熊中のイネ(早生品種フジヒカリ)種子を氷冷しながら乳鉢でホモゲナイズし、

20%-55%様変沈積分画より精製を開始した。 SephacrylS300 HR， Butyl 

Toyopearl 650S，以下 HPLCを使用) G3000SW， QAE2SW， Ether-5PWの各種カ

ラムクロマトグラフイを用いて精観を行った. Butyl-Toyopearl 650Sによる疎水

クロマトグラフイにおいて、疎水位の低いメジャーピーク (QE 1とする)と疎

水位の高いマイナーピーク (QE 2とする)が認められたので、 この 2種類につ

いて精製を試みた。 QAE2SW，Ether-5PII によるクロマトグラフィにおいても、 Q

E 1とQE2の溶出のピークの位置が明確に異なることが確認できた。 QElに

ついては、 S DS-PAGEにおいて分子量約 80Kの明瞭な単一バンドとなる

まで精製することができた.含量のはるかに少ない(1 / 1 0以下) Q E 2につ

いては今のところ部分精製の段階にとどまっているが、 ゲルろ過の結果より QE

lとほぼ等しい分子量を持つことが分かっている。

また精領した QE 1を抗原としてウサギを免疫し、組摘出タンパクのウエスタ

ンプロッテイングにおいて QE 1と特異的に結合する抗血清を得た。 この抗血清

より単離した 1g G は QElの活性を阻害したが、 QE2の活性はほとんど臨書

しなかった。

以上の結果より、 登葉県中のイネ種子に少なくとも 2種類の QEが存在し、 この

2種 (QE 1とQE 2) はかなり異なった構造を持つ醇素であることが分かった。
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2Aa04 ホウレンソウ緑薬中に存在する同化型6青酸還元酵素不活性化

因子の精製と性質。

O吉村倫彰，佐藤隆英，小倉長雄.中川弘扱

{千葉大.園芸..化)

我々は践にホウレンソウ緑葉から硝酸還元酵素(N R )活性を阻害するタンパク質性因

子 (NR 1 )を見いだしている.このNRIは糖タンパク慣であり分子量約 110KDa

で2鍋のサプユニットから織成されている o NRにNRIを反応させると NRの見かけの

分子量が大き〈なるが、サプユニ‘Yトサイズには変化が認められなかった.これらの結果

から、本NRIはNRのFADドメインに結合するタンパク貨であろうと予想していた。

しかしその可能性を直緩支持する結果は得られていないので、今回NRIの同定を試みる

と共に NRIの阻害様式を再検討したので報告する.

(方法ならびに結果}

前回の本大会で報告した部分精製標品は分子量 110KDa前後の 2種の成分が混在す

るものであり、いずれの成分が NRI活性を有するのかを特定できなかった.そこで NR

I標品を非変性条件下でのポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)にかげた後、ゲ

ルを lmm間隔で切り出し、各々の切片からタンパク貨を抽出した。各蘭分の NRI活性

とSDS-PAGEの結果を比較することにより 2成分のうち分子量の小きい成分がNR

Iであると推定した.この NRIは分子量 51KDaのサプユニット 2個から成るホモダ

イマ-.造をとっている.

NRとNRIを反応させ経時的に反応物を非変性条件下での PAGEにかけると、華町た

に移動度の小さい 2;$のタンパクバンドが出現した。これらをゲルから切り出し、 SDS

-PAGEにかけたところ、 NRIのサプユニ、yトに相当する鎗色バンドは認められたが

NRIのサプユニットに相当する染色バンドは検出できなかった。従ってごれら新たに生

成した 2つの分子種は NRとNRIの結合産物とは考え鍵いことを示している.以上の結

果は、 NRIはNRに結合することにより NR活性を阻害するとの我々の予想と矛盾して

おり本NRIの阻害様式は再検討する必要があるごとを示している.

ya・agishiet al. (1988) Plant Cell Physiol 29:371-376 
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2Aa05 NAD-ME型c.植物からのアスパラギン酸アミノ基転移酵

素アイソザイムの精製とその性質

谷口光隆・杉山達夫(名古屋大・.・農化}

NAD-ME型C4植物の c.ジカルボン醜回路において、アスパラギン酸アミノ基転

移酵素 (AspAT)は、薬肉細胞 (MC)の細胞礎質および維管東繍細胞(BSC)のミトコンドリアに

局在し、中心的な役割を演じていると考えられている.本研究ではこの両細胞でのAspAT

アイソザイムの機能発現を解明するために、両アイソザイムを精製し、その性貨を比較検

討するとともに抗体を調製した.

シコクピエ(且皇世担皇位且u.n)緑葉には、ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分厳

される少なくとも三種のアイソザイムがあり、 AspAT-lはMCに、 AspAT-3はBSCに多量に存

在した。また、 AspAT-2は他に比べ量的には少なく、みかげ上両細胞に分布している。さ

らに両アイソザイムの細胞内局在住および光による誘導から、 AspAT-lとAspAT-3がc.光

合成に関与していると判断して両アイソザイムを精製した。最終的にAspAT-lは 120倍、 A

spAT-3は60倍にまで精製され、両アイソザイムともにSDS-PAGEで分子量40，000のバンド 1

本と僅かな混在タンパク貨が認められた。来変性状態での分子量はゲルろ過により共に 80，

000と測定されたので、両アイソザイムはホモダイマーであると思われる。一方、両アイ

ソザイムの基貨に対するh値には有為な差異は認められなかった.しかし、オキザロ酢酸

生成方向の反応において AspAT-3はAspAT-lよりも至適pH範囲が狭〈、 AspAT-3の活性は酸

性側で急激に低下した.また、両者の荷電状態にも著しい差がみられ、タンパク貨の表面

構造上の違いを反映していると思われる.

次に AspAT-3に対するウサギの抗体を作出し、両アイソザイムとの反応性を検討した

ところ、 AspAT-3に優先的に反応した.一方、当研究室で以前に調製されたrnll姐且l..iI.

1J.IIJacq. var. 1ricboJ(lu.t Eyles (PEP-CK型c.植物)のMC細胞礎質由来のAspATに対す

る抗体は、シコクピエAspAT-lと特異的に反応した。したがって、シコクピエAspATアイソ

ザイムは，動物のAspATアイソザイムと同じく，免疫学的に区別される異なる構造をとって

いることも判明した。

現在我々は、光照射にともなう AspATアイソザイムの発現についても検討中であり、こ

の点についても報告する予定である。
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2Aa06 ニラにおけるシステイン合成酵素系に関する研究

O中村勝人、 田村五郎 (千葉大・園芸・農化)

植物におけるシステイン合成酵素系はセリンアセチルトランスフエラーゼ (SATase)お

よびシステイン合成酸素 (CSase) により構成されており、前者はトセリンのアセチル化に

よるかアセチル・L-セリン (OAS)合成反応を、後者はOASと硫化物イオンとの縮合による

トシステイン合成反応を触媒する.我々は従来より、高等植物であるコマツナおよびニラ

緑葉から SATaseおよびCSaseを分権精製し、その諸性質について検討を加えてきた.その

結果、 CSaseには一次簿造の異なる多様性成分が存在すること、 SATaseはCSaseとの複合

体を形成し、特に、ニラ録業では 3種のCSase多様性成分のうち特定のCSase成分が複合

体形成に関与しているという知見を得た1)。本研究では、 CSase多様性成分の存在と生理

的役割との相関をさらに明確にするために、触媒活性に着目した検討をおこなった。

既報1)に準じた精製法により得られたニラ緑葉CSase 3成分 (CSase1-A， 1-B，2)それ

ぞれのシステイン合成活性に対する阻害実験をおこなったところ、インドール、ヒドロキ

シルアミンおよび2-オキソ-グルタル量産による CSase2活性の特異的阻害が観察された.

また、 CSase2のシステイン合成における 2基質に対する Km値が他成分に比べて高いこ

とは、本酵素成分が他の偉業反応を触媒する可能性を示唆した.実際、システイン合成以

外の酵素活性の検出をおこなったところ、トリアトファン合成酵素のβーサプユニットに

稲当する活性は検出されなかったが、 CSase2からは高い β ーシアノアラニン、 Sーメチ

ルシステインおよび Sーヒドロキシエチルシステイン合成酸素活性が検出された.このう

ち、 β ーシアノアラニン合成酵素 (CNASase)の比活性 (26.0units/則 protein)は、ルービ
2) 

ンより CNASaseとして精製した標品 のそれ (43.5units/則 protein)と同等であった.さ

らに、 CNASaseのイオン交換および疎水クロマトグラフィーにおける挙動と CSase3成分

の含量は、ニラ緑棄に存在する CNASase活性の84%がCSase2に由来することを示した.

1) 一一本研究と既報 の結果はーフ録業CSase 3成分のうち、 1-Bは複合体形成、 2はシアン解

毒に関与することと同時に、 1-Aが正味のCSaseであることを示唆している.

1) 中村、政回、福島、田村 日本植物生理学会1989年度年会要旨集 p. 90 

2) Akopyan， T. N. et. al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA， 72， 1617 (1975) 
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2Aa07 フェレドキシン ーNADP還元酸素の精製途上における限定分解に

ついて

辻田麻紀、亀井加恵子 o先浜直子、押野礼子!新 勝光

(神戸大・埋・生物、 '神戸山手女子短大-生化)

先年ホウレンソウのフェレドキシン -NADP還元首事素 (FNR )の分子量が精製途上におい

て35kDaから 33kDaに減少していくことを報告した(1 )が 、この分子量変化は成熟FNR

分子が限定分解による 2次的変化を受けることに起因すると考えられる 。そこで本研究で

は 2つの異なる方法で分子量の異なる 2種類のFNR (33 kDa FNR及び35kDa FNR) を単厳

してその構造を比較することにより限定分解がどのように起こっているかを調べた 。

[精製法]33 kDa FNRの精製は既報(2 )によった. 35 kDa FNRはホウレンソウ棄のアセ

トン粉末から 35%飽和硫安中で超音波処理により摘出し、 2段階の疎水性クロマトと固定

化フェレドキシンカラムによるアフィニティクロマトで精製した.精製途上の限定分解を

阻止するため全ての操作を 4.C以下、 pH9.3 ( 1 )で行ったの

[結果]33 kDa FNRはイオン交換HPLC分析で 3成分に分権し 、各成分は Karplus ら(3 ) 

の報告と比較すると1l~ 17個の N末端アミノ酸を欠落していたが、 C末宣告構造は Karplus

の報告と同ーマあった.一方 、限定分解を抑えて単厳した 35kDa FNR~こはイオン交倹 HPLC

分析で検出される 2成分が混在したが 、手動エドマン分解による N末端分析では Ile-2か

ら始まる構造のみが同定された.このことは、残る 1成分がエドマン分解では滋厳しない

7ーピログルタミン酸残基を N末端にもつ KarplusのFNR と同ーのものであることを示して

いる.以上の結果から、 KarplusのFNRが棄縁体で機能している成熟FNR分子であり 、こ

れが精製途上で N末端側のみに限定分解を受けて分子量や電気的佐賀の異なる FNRに変化

したと判断される.

( 1 )冨沢ら(1987) 日本値物生理学会 1987年度年会講演要旨集 p.291.

( 2 ) Sakihama， N. et al. (1983) J. Biochem. 83， 129-134. 

( 3 ) Karplus， P. A. et al. (1984) Biochemistry 23， 6576-6583. 
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2Aa08 ソラマメ葉肉細胞液胞のペルオキシダーゼの精製とその性質

高浜有明夫 (九州歯大・生物)

最近、ペルオキシダーゼ (P0 X) の生理的役割についていくつか明らかになってきて

いる。それらは、細胞壁の木化、オ ーキシン代謝、感染からの防御、酸化的障害からの保

護等である。細胞壁の木化に関与する POXは細胞墜に、酸化的障害からの保護に関与す

る POXは葉緑体に存在している。この他、液胞内にも POXが存在することが示されて

いる。我々は、ソラマメ葉肉細胞液胞を用いて液胞内に塩基性 POXが存在することと、

その酵素が液胞内で液胞に含まれているフェノール性化合物の過酸化水素による代謝に関

与していることを示してきた (PlantCell Physiol. in press)。ここでは、ソラマメ液胞

に含まれている極基性 POXを単離精製したのでその性質を示すと共にその生理的役割に

ついて議論する。

ソラマメ葉(190g)を12.5mM Tris-HCl(pH 7.5)中で捜してガーゼで温過した後、遠心

分離で得られた上滑に対して硫酸アンモニウム分画(50-90%)をおこなった。透析後、 10m 

H リン酸緩衝液 (pH7.0)で平衡化したCMーセルロ ースを用いて POXを分離した.ここで

分離された POXは0.1N NaClを含む25mMリン酸緩衝液(pH7.0)で平衡化したトヨパー

ル HW55Fを用いてゲル泌過を行なった。この分画には二種類の POXイソ酵素が含まれ

ていた。これらは更に CM-セルロースを用いて分離した。ここで得られた POXを用いて

以下の実験を行なった。この酵素は404，510，635nmに吸収極大を持っていた。この吸収極

大は過酸化水素 (0.1mM)によって418，522，556nmに変化した。分子量はショ糖密度勾配

遠心によって約49，000と推定された。至適pHは約 5であった。シアンイオン、アジドでこ

の酵素活性は抑制されたが、 pCMBは殆ど影響を与えなかった。この酵素はソラマメ葉肉細

胞液胞に含まれているフラボノ ールと DOPAを酸化できた。フラボノ ールに対する Kmfl直はO.

1 mM以下であった。 DOPAに対するそれは約 7mMであった。1.78 mMグアイアコ ール存在下

での過酸化水素に対する Km値は0.83mMであった。フラボノール類に対する Vmaxはケンフ

エロ ール =クエルセチン>ルチン 〉ロピニンであった。 DOPAに対する Vmaxはルチンに対す

るそれと同程度であった。液胞内のフラボノールと DOPAの浪度は1-10と20-100mMと推定

された。以上の結果に基づき液胞内 POXの生理的機能について議論する。
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2Aa09 アスコルビン酸ベルオキシダーゼの組織及び細胞内での分布

一分別測定法一

陳功祥 浅田浩二 (京都大食研〉

アスコルビン酸ベルオキシダーゼ (APX)は葉緑体内で過酸化水素を消去する。我々はチ

ャの葉からこの葉緑体型のAPXとは性質の異なる APX i sozymeを精製した (Chen. G-X. and 

Asada. K. (1989) P lant Cell Physio!. 30: 987-989.)が、その isozymeの細胞内での局在

性、そしてAPXの植物組織聞での分布は明らかにされていない。ここで我々はAPXの isozym

e問、そして APXとグアヤコールベルオキシダーゼ (GPX)との性質の栂違を利用し、これらの

peroxidaseを分別測定する方法を開発し、その組織及び細胞内での分布をいくつかの植物

について明らかにした。

方法1. Hydroxylamine (HA)はAPXを失活させるが、 GPXには影響を及さないので、 HA存

在下でのアスコルビン酸 (AsA) 酸化活性を GPX活性とした。また、 ~-Aminophenol(AP) は A 

PXによって 1電子酸化され生ずる APラジカルがAPXを失活させる。しかし、このラジカルは

GPX失活させず、 ascorbate (AsA)を酸化する。この性質を利用して AP存在下でAPXとGPXの

相対活性を測定した。 2. AP X 1は80 mM Hydroxyurea(HU)存在下で AsAの酸化初速度が HUの

存在しない時の 265%に増加するが、一方、 APX 11の初速度は 56%となる。この性質を利用し

て、 APX 11とAPX 1の相対的な活性を求めた。また、 APX 11 はAsAを除くと 1分以内に失活

するが、 APX 1の半減期は 40分であるの で、 AsAを含まない条件下での失活曲線から APX 11 

とIの相対含有量を求めた。

結果)我々は前述した方法を各生育段階のチャの葉、ホウレンソウの葉と根、単離葉緑体

に応用し、次の結果が得られた。 APXはこれらの植物の緑色組織に存在し、かつれAのper

oxidaseによる酸化活性の 95%以上を占める。また、 APX活性はダイコン、ホウレンソウの根

など非緑色組織にも検出されたが、緑色組織には APX 1と11の両方を含むのに対し、根はA

PX 1のみを含む。 ホウレンソウの葉の粗抽出液には APX i sozyme と11が存在するが、単離

無傷葉緑体には isozymellのみが存在することを証明した。葉緑体の分化が進んでいないチ

ャの幼芽ではほとんど isozyme の活性しか検出できないが、 mの成熟と葉緑体の発達とと

もに isozyme 11の活性が増加し、成熟葉では全活性の 70%以上となった。以上の結果は APX

11が葉緑体に、 APX 1が葉緑体以外の細胞画分にそれぞれ局在していることを示している。

-224-



2Aal0 アスコルビン酸ベルオキシダーゼの自殺基質

ーその構造との関係一

隙功祥 尼子克己 浅田浩二

(京都大 食研)

【目的】 アスコルビン酸ベルオキシダーゼ (APX)は葉緑体などに局在し、植物での H20 2 

の消去に機能している。 APXはHydroxylami ne (HA). Hydroxyurea (HU). p-Aminophenol (APl. 

p-Cresol(CR)をl電子酸化し、これらの radicalが酵素を失活させる、すなわちこれらが

自殺基質となることを見いだした(J.Biol.Chem. 265 in press(l990))。今回は、これら

の化合物およびその誘導体による APXの失活の kineticsについて解析し、その radicalの構

造との関係を検討した。

【方法】 APXの2種のアイソザイム(1 • n )は、チャの葉から精製、或いは部分精製した。

また radicalはEPRシグナルで、 peroxidase活性はアスコルビン酸 (AsA)の酸化速度を A29日

の減少から検出した。

【結果 1 HA. HU. AP. CRと同様、 HA の誘導体である N-methylhydroxylamine(MH).

Acetohydroxamatic acid(AH). Glycinehydroxamic acid(GH)とHydrazine の誘導体であ

る Semicarbazide(SC). Hydrazinium(HN). Phenylhydrazine(PH)は、自殺基質として APX

を阻害した。これらの化合物の存在下で APXによる AsAの酸化速度を時聞に対してプロット

したところ、 APXの阻害は一次的であった。これからみかけの阻害定数 K lと失活の反応速

度定数 k 1 n. e tを求めた (Table. 1)。この結果から AP.HA. PHが高い阻害効果を示した。

Table 1. eomparlsoD or the klnetlc parameters or varlous 
sulclde lnblbltors or AsA peroxldases 1 and 11 

Sulclde la) K1 (皿苅 klnact(9-1) 
lnblbltor 

APX 1 APX 11 APX 1 APX II APX 1 APX II 

AP~) 0.50 0.25 
eRb) 10 
HU 54 15 660 500 0.16 0.50 
HA 0.12 0.08 0.57 0.84 0.13 0.25 
MlI >100 377 0.03 
AH 60 280 0.33 
GH 33 166 0.16 
sc 50 110 0.08 
HZ >50 
PlI 0.015 0.2 0.21 

a) Determlned as the concentratlon causlng 50亀 lnhlb1tlonof 
ascorbate oxldatlon by the !sozyme at lntcrval of 50-60 s 
after the start of reactlon 

b) Determlned as concentratlon of 50% lnhlbltlon of hydrogen 
peroxlde reductlon rate 1n flrst 60 5 after start of 
reactton. 
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2Aall モノデヒドロアスコルビン酸還元酵素のアミノ酸配列

.佐野 智、浅田浩二 (京大・食研)

光合成生物では、光合成の最終的な電子受容体である CO2の量に比べて照射光が過剰で

あると光化学電子伝達反応にともない、 O2が還元されてスーパーオキシドアニオンラジカ

ル (02・)が生成する 。 02ーの不均化反応で生じる H202はストロマの CO2固定能を阻害する。こ

の阻害を防御するために植物の葉緑体やラン藻にはアスコルビン酸 (A sA) を電子供与体と

するアスコルビン酸ベルオキシダーゼを中心とした NAD(P)H依存の H202消去系が存在する。

この系に存在するモノデヒドロアスコルビン酸 (MDA) 還元酵素は AsAの1電子酸化生成物で

ある MDAラジカルを NAD(P)Hを電子供与体として還元する。

われわれは、昨年度本大会において、キュウリ果実から単離した MDA還元酵素に晴乳類

のミトコンドリア由来のリンゴ酸脱水素酵素と相向性の高いアミノ酸配列を持つ部分が一

部あること、またこの二つの酵素は NADHによ っ て 互 い の 基 質 (MDAラジカルおよびオキザロ

酢酸 (OAA)) 両方ともを還元し得ることを報告した。さらにアミノ酸配列と活性の関係につ

いて比較するため、 MDA還元酵素を新たに精製しアミノ酸配列をさらに決定することにした。

キュウリ果実からの粗抽出液の硫安 40-75%画分を、まず DEAE-Sephacel:および Sepha-

dex G-100カラムクロマトグラフィーにかけ精製した。この段階において MDA還元活性画分

にOAA還元活性が混在しており、この後の Blue Sepharose CL-6Bカラムクロマトグラフィー

(0-10 mM NADH直線濃度勾配)によっても 2つの活性を分離できなかった。このことはキ

ュウリの MDA還元酵素とリンゴ酸脱水素酵素の物理化学的性質が似ていることを示唆する。

その後、 5・-AMP Sepharose 4Bカラムクロマトグラフィーによりさらに精製を行い、 SDS-

PAGE電気泳動で単一 バンドになる襟品を得た。しかし、この標品にも OAA還元活性が残存し

ていた。両活性の熱失活の挙動が異なっていることから、この OAA還元活性の大部分は MDA

還元酵素由来ではなく、混在しているリンゴ酸脱水素酵素由来であると恩われるが、 5・-

AMP Sepharose 4Bによって得られた OAA連元活性画分の比活性から考えると、リンゴ酸脱水

素酵素は最 高 でも 3%しか混入していないと恩われる 。

この襟品を、リジルエンドベプチダーゼで消化後、逆相 HPLCによって約 40のベプチド

を得 た。 これら のペ プチド の アミノ静硯列を現存決作中で井町九 《
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2Aa12 葉緑体グルタチオン還元首事素の特異性

街中曹、久保明弘、御従 1河村警産

(国立公害普研 生物、 1食総研 蛋白研)

グルタチオン還元醇素 (6R)(NADPH + H+ + 6SS6 -26SH + NADPつは生体内の6SH/6SS6

比を高く保つことでチオール瀞素の安定化、植物の過酸化水素の解毒に働くアスコルビン

厳ペルオキシダーゼの基質アスコルビン酸の再生糸に関与すると言われている。 6Rは種々

の環境ストレスで誘噂生合成されることが知られているので植物の環境ストレス耐性機構

を調べる上で興味ある醇素であると思われる.私たちはホウレンソウ業縁体から6Rを単隠

し、 E事業化学的佐賀について検討した.植物には業縁体型、細胞質型の2種の6Rが存在し，

細胞質型6Rは他の種からの6Rと比較的思似した性質であるのに反し、葉緑体型6Rは今まで

知られている6Rと種々の点で佐賀が異なっていることが明らかになったので報告する。

ホウレンソウ6Rのアイソザイムの分躍はホウレンソウ業組鏑出液をFPLCのMonoQカラム

で20.M K-phosphate (pH 7.8)の0・400aM KCl温度勾配で行った.ホウレンソウと大.菌

の6Rの単障はADP-Sepharoseを含む数種のカラムタロマトグラフィーで行った。

ホウレンソウのageと6Rのアイソザイムパターンの関係をFPLCで網ベた。鎗種後14日目

の明条件下で育成したホウレンソウ芽生えは葉縁体型の6Rのみ検出され、鎗種後42日固ま

で同じく葉緑体型6Rのみ検出された。一方、暗黒下で14日間育てられたホウレンソウ芽生

えでは細胞質型が大部分で若干の業縁体型も検出された..縁体型の6Rから調製した抗体

は葉緑体型6Rと反応したが細胞質型とは反応しなかった。葉緑体型6Rのnativeな分子量は

ゲルロ過で12.8万、 nativegradient-PA6Eで12.3万、 SDS-PA6Eで6.0万と算出された。そ

れゆえに分子量6万の同ーのサプユニットからなるdi.erであると想像される。一方、植物

葉緑体以外から皐離された6Rは例外なく分子量約10万のho.odiaerであり業縁体6Rはこの

点でも異なったタンパク質構造をもっているといえる.アミノ酸組成を他の起源の 6Rと

比較した時、かなり類似しているが葉緑体6RはPhe残基、 Met残基が少ないことが特徴とし

て挙げられる.葉緑体6RのN-末鎗付近のアミノ磁の一次配列はNH2-61y-Ala-Lys-Tyr-Asp-

Phe-Asp-Leu-Phe-Thr-Ile-で今まで報告されている6Rと共通配列が見出されなかった。
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2BaOl とうもろこし葉原形質膜の Ca2・ポンプの可溶化と再構成

葛西身延、武藤尚志、宮地重逮(東大・応微研)

Ca<'が細胞内情報伝達物質として機能する様々な細胞生理過程が数多く明らかにされ

てきた。通常、細胞内サイトゾルの Ca2φ濃度は 10ーに 10-6 M程度に保持されていることが一

般に受け入れられている.細胞内遊厳 Ca2φ を低渡度に保持する機構は、原形質膜を通して

の細胞外へのくみ出しと細胞内オルガネラ内への隔荷量濃縮であり、 それらは各々の腺上に

存在する Ca2
+給送体によって行なわれている。高等植物において、 この中で最も寄与度の

大きい輸送体は、サイトゾルの遊厳 Ca2φ 濃度付近に hfl直をもっ原形質旗の Ca2+ポンプであ

ると考えられる。従って、 Ca2+ポンプは Ca2+による細胞内情報伝達システムを考える上で

一つの要になると考えられる為、その詳細なメカニズムと調節機構を明らかにすることは

重要である。前回までの学会では、 トウモロコシ葉原形質感の Ca2
+鎗送系の基本的な

kinetics、 及び輸送系が Ca2+ポンプと Ca2+/H・交換愉送系の二つから成ることを報告した。

最近高等植物では、原形質膜上の Ca2・-ATPaseがCa"+ポンプとして機能することが、肉

者のいくつかの kineticsの相向性から示唆されたが、未だ Ca2・-ATPaseが Ca2φ
ポンプである

と言う直接的な証明はなされていない。そこで本研究では、 トウモロコシ葉原形質膜から

Ca ~ ・ポンプとして考えられる Ca2・-ATPaseの単般とその人工リポソームへの再術成を試みた。

種々の界面活性剤によって可溶化された原形質腹成分を人工リポソームへ再織成し、その

リボゾームのATP依存性の Ca2+の取り込みを測定した。 Ca2・紛送タンパク貨の可溶化と再摘

成には C，2 Etが最も適していた。次にイオン交換カラム(DEAE-5PW)を用いて、 HPLCにより

可溶化膿タンパク貨を分画し、 各フラクションのATPase活性と再構成後のリポソームの

Ca2・繍送活性を測定した。 クロマトグラフィ一条件を検討した結果、 VO.3ーによって活性が

抑制される ATPaseとCa2+によって促進される ATPaseを分隊することに成功した.再構成リ

ボソームの ATP依存性の Ca2+の取り込みは、 VO.l・によって抑制される ATPaseの分画には認

められず、 Ca<'-ATPaseの分闘に認められた。 また、 このリポソーム小胞内外に nigericin

を用いて外向きの H・の勾配を形成させても、 Ca2。の取り込みはわずかしか起こらなかった。

これらの結果は、 再構成リポソームへの Ca2φ /H+交換華街送系の混入がないこと、観察された

Ca2・の取り 込みは組み込まれた Ca2・-ATPaseによって行なわれたことを示している。
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2Ba02 イネ細胞膜構成タンパク質の組機関での比較

。川崎信二、宮本勝¥ 児 玉 治¥赤縁予巳 1

(農水省・生物研、 1茨城大・農化)

細胞の分化や環境の変動に伴い、オルガネラを構成する生体膜の構成タンパク質も変

動することが考えられる。 2次元電気泳動 (2D-EP)法は、こうした差の解析で可溶性成分

については大きな成功を収めたが、膜の情成タンパク質ではスポットの分雌が悪く、パッ

クグラウンドも高い等の問題があり、特に植物細胞についてはこの傾向が著しい。

イネの緑葉の細胞膜はいもち病等に対する抵抗性遺伝子の発現や過敏感反応誘導のた

めのシグナル伝達の場とも考えられるが、これまで分援の報告がない。演者らは緑薬から

細胞践を単援すると共に、膜の前処理により高分解能の 2D-EPに成功した。この手法を用

いて、緑菜、根、培養細胞 (MS培地、アミノ酸培地)から夫々得た細胞膜聞での櫛成タンパ

ク質を比較した結果を報告する.

方法:播種後25日前後のイネ(日本晴〉から緑棄と根を得た。培養細胞は同品種の匪芽

から誘導したものを KS培地及びアミノ酸暗地 (Muller • 78)で猪養した。アミノ酸培地では

より大きな細胞集塊を形成する傾向を示した。組織と細胞をそれぞれ、ミキサーとホモじ

ナイザーで破砕して得たミクロゾーム践画分から 2相分配とショ糖密度勾配遠心との組合

せにより細胞膜を分援した.これを各種の溶媒で脱脂処理した後2D-EPにかけた。

結果:得られた細胞膜のショ糖密度勾配遠心による密度は縁薬で 38%，培養細胞で 40~

41%と有意の差を示し，組成の差を示唆した.細胞機分画で各種のHT'れの標識酵素を測定

したところ、 vanadate感受性 ATPase以外の酵素活性は無視できるレベルであった。 PTAークロ

ム酸染色により細胞膜を特異的に染色したところ、緑葉で72%.培養細胞で87%の膜が染色さ

れ、緑棄ではミ知l'-A厳に比較し 30倍以上の精製が示された.膜の脱脂を7i!打、 711ー島、何日7

iU/けI-k混液等で比較したところ最後の処理で最も良い結果を得、縁菜、培養細胞の膜

分画で数百のスポットが分解されたが、培地の違いによる差はわずか2-n*'けであった。

これらはアミノ酸や硝酸イオン等の取込みに関与していることが考えられる。これに対し、

培養細胞と縁葉の差は大きく相当数のスポットで差が見られた。縁葉では約27kDと22kDの

大きなスポットが特徴的であった.これに比較すると緑葉と根の聞の差は小さいが22kDの

スポットは根では小さく、緑3震に特異的と考えられる。
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2Ba03 タバコ培養細胞のゴルジ体分画の細分画とゴルジ体特異的タン

パク質の検出

川崎信二、宮本 勝農水省・生物研、 1茨城大・農化)

細胞内のオルガネラの楠成タンパク質の研究はミトコンドリア、薬縁体を中心に分子

生物学のレベルで進んでいるが小胞体、ゴルジ体等での研究は遅れている.そこでこれら

のオルガネラの研究のネ、yクとなっている多数の標識酵素群の測定をマイクロプレートで

行ない、際分画のアッセイの効率を大巾に向上させる事を試みた。これによりゴルジ体の

分画や細分画の条件検討が容穏に行なえるようになり、こうして得られた各オルガネラ分

画及び細分画を腹成分のために改良した 2次元電気泳動 (2D-EP)で展開して比較し、ゴル

ジ体特異的タンパク質を検出した結果を報告する。

方法:MS培地で液体培養したタバコの培養細胞 (BY-2.XD-6S)をグラステフロン又はグ

ラスグラスホモジナイザーで破砕し、ミクロゾーム画分をショ糖密度勾配(20~45%.w/w)遠

心にかげた。得られた分画の各種のオルガネラ標識酵素を主にマイクロプレートを用いて

測定した。ゴルジ体分画を回収後、より緩い傾斜のショ糖密度勾配達心 (35~27%前後)によ

り、細分画を行ない問機の標識酵素アッセイを行なった。

得られた代表的な膜分画について脱脂の後2D-EPを行ない、画像解析装置を利用して

特異的タンパク買をスクリーニングした.

結果:マイクロプレートリーダーを用いた場合22分画のATPase活性のV043-(細胞厳).

KN03 (ト/7'日ト).N3-(ミトヨンドリ7膜〉による阻害 、IDPase(ゴルジ体)の測定がOti.eの測定を含

めて duplicateを取りながら 1時間強で完了した。ただKADPH-cytochro・ec reductase(回)

の測定には精度が足りず分光器による測定が必要であった。 XD-6Sの細胞では典型的には

比重の高い方から細胞膜、ミトコンドリア、ゴルジ体、 ER、トノプラストの順に分援した。

得られたゴルジ体分画は電顕観察でもゴルジ層板様の構造等ゴルジ体に由来すると考えら

れる構造が見られた。細分霞では主に 3つのピークが見られたが、 IDPaseは約 33%のピー

クに局在した。各分画の2D-EPでは可溶性成分と考えられる多くの分画に共通するタンパ

ク質がかなり見られたが、ゴルジ体特異的と考えられるいくつかのスポットが見出された。

なお比較のため行なったイネの培養細胞(日本晴〉での分画でも、ショ糖密度勾配によ

り、タバコの場合と同様のゴルジ体を始めとするオルガネラの分厳パターンが得られた。
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2Ba04 ホウレンソウ緒重量細胞からの液胞の単厳及び精製

0本間省二、佐藤隆美、小倉長雄、中川弘殺

千葉大学園芸農化

液胞は、植物においてリソソーム様の働きをしているととが示唆されて以来、その解析

が急がれるオルガネラである.これまでに、さまざまな植物種、組織からの液胞の単般及

び精製が報告されているが、ホウレンソウの液体培養細胞を用いた研究は報告されていな

い。すでに演者らは安定したホウレンソウの液体培養細胞(継代周期 8日}を得ており、

これを材料として液胞纏能の解析を行うため、まずその噂隆及び精製法について検討した

のでここに報告する.

(方法及び結果)

材料のホウレンソウの液体繕養細胞は、パッチ法でMS培地で培養を行い、本研究には細

胞活性が比較的高い継代 3日目から 7日自の細胞を用いた.細胞のプロトプラスト化には

セルラーゼオノズカRS及びマセロザイム R-10を用い、 O. 4Mマンニトール及び O.

45Mショ糖による密度勾配遠心法によって二膚聞に精製プロトプラスト標品を得た.プ

ロトプラストからの液胞の遊障は DEAEーデキストランを周いた西村らの方法に改変を

加えた。遊荷量液胞の精製は下層から 3 %フイコール、液胞遊般画分、 O. 4Mマンニトー

ルの三膚からなる密度勾配で遠心を行い(10.000r.p.・.x 90・in)、 O. 4Mマンニトール

層に液胞画分を得、これを精製漉胞とした(収率は 12-18%程度)0 精製液胞の検定

にはニュートラルレ、y ド染色、及び液胞内、外局在住酵素の活性測定によって行った o

Tablel)。ごの結果から、他のオルガネラの混入が極めて少ない液胞緩品を得ることがで

きた。

Table 1 Vacuolar and extravacuolar markers in protoplasts 
and purified vacuoles 

Per 108 Per 106 ~ In 
protoplasts vacuoles vaculoes 

。(-Mannosidase 0.019 0.26 106.2 
Acid phosphatase 0.090 0.081 90.0 
p-N-acetyl- 0.0046 0.0041 89.4 
glucosaminidase 

Nitrate reductase 0.054 N.D. o 
Catalase 901.81 N.D. o 
Fumarase 0.13 N.D. O 

Protein ()lg) 690.6 29.8 4.3 

{μmol/min) 
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2Ba05 ヤヱナリ旺輔の伸長細胞における液胞膜の発達機構

前島正義(北大・低温研)

[はじめに] 種子芽生えの阪輸は短時日に急速に成長する。これは盛んな細胞分裂

と細胞体積の増大に支えられた現象である。そして、細胞の増大に伴って急速な液胞体積

の増大が観察される。したがって、伸長中の匪輸は液胞の形成発遣を研究する好材料と考

えられる。これまでに、植物細胞の液胞膜からH+-ATPaseとH+輸送佐ピロホスファター

ゼが単離された。 H+-ATPaseが分子量の異なる多数のサプユニットで構成されているのに

対して、ピロホスフアターゼは 1種のポリペプチド (73kDa)で構成されている (J.Biol.Ch

em.，1989，264，20068)。ピロホスファターゼは膜内在性であることも確認されているので

(生化学、 1989，61.961)、液胞膜の良い指標といえる。そこで、臨輸を分裂、伸長、成熟

の3つの部位に分け、酵素の量的、質的な差異、液胞膜の組成・密度等を解析した。

【結果および考察] ヤヱナリの種子は暗所、 25"Cで発芽させた。成長率の最も高い

3日めの芽生えの旺軸(約 5cm)を材料とし、上から分裂、伸長、成熟部位の 3つに分け

た。各部位のプロトプラストの直径は約 40，86， 126μmで、細胞が分裂後20~30倍に増

大しているととを示した。とのととは新鮮重あたりの DNA量の比較からも確認された。つ

ぎに液胞膜ピロホスファタ}ゼの活性を測定し、特異抗体を用いてタンパク質量も定量し

た。新鮮重あたりの酵素活性および静素タンパク質量を比較したところ、ともに分裂部位

は成熟部位の 3倍の値を示した。細胞あたりの酵素量を比較する目的で、細胞DNA当たり

の量を算出したところ、分裂部位の値は成熟部位の約4分の lであった。また、各部位の

液胞膜の密度をショ糖密度勾配達心法で比較したところ、閉じ沈隙距訟のところに酵素活

性のピークが観察された。さらに、液胞膜のSDS/PAGEによる分析結果は、いくつかのタン

パク質を除いて大きな差異のないことを示した。以上の結果より、1)分裂直後の細胞には

成熟細胞とほぼ同じ組成の液胞膜が存在し、 2)細胞伸長の過程で、膜リン脂質とタンパク

質が合成・供給され、既存の膜に付加されて液胞膜は発達するものと結論した。細胞伸長

の後期に急速に形成されたり、分裂部位の小さな液胞が単に磁合するだけでもないことを

示し、同時に、液胞膜の発達と細胞伸長の密接な関係を示す結果と判断した。
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2Ba06 イタドリ旺軸拘RZ;設紀中のアントシ Tニン着手5能のある

小吃Iごゥいて

久保芳It.，野末殺人 ~IÐ 脅 (信州1犬 ，"1霊 ・生物)
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2Ba07 サツマイモ培養細胞のアントシアノプラストの単厳とその諸性

質の検討

野末 雄之 ¥西 村幹夫2、今関英雄人久保浩義1、 服 部 千 種1、

加蕨朗¥臼田信光ヘ 永田哲士宮、安田斉 I (1信州大・理・

生物、 2基生研・情報制御、 3信州大・医・第一解剖)

目的:アントシアニン色素を生成、蓄積しているサツマイモ繕養細胞に赤色の小胞(

直径5-10μm)が観察される (Nozue& Yasuda. 1985)。この小胞は、アントシアノプラス

トと呼ばれアントシアニンを生成する細胞内にしばしば観察されることから、色素の生成

に関与する可能性が示峻されている (Pecket& Saall， 1980)0 しかし、アントシアノプラ

ストの単般の成功例はなく、そのa能についても明書室ではない.今回、サツマイモ培養細

胞からアントシアノプラストの単磁を試み、その諸性質を検討することによりアントシア

ノプラストのアントシアニン生成、蓄積における犠能を明らかにしようとした.

材料と方法 2.4-0(0.3・g!l).3%ショ糖を含む PRL-4C(Galborg.1966)寒天培地で継代

培養したアントシアニン高生産性サツマイモ培養カルスを 2.4-D無添加の液体繕地に移植

し、 光照射下でアントシアニン生成およびアントシアノプラストの形成を誘導した。その

懸濁細胞からプロトプラストを単峰、パーコール浮上法で精製し、 30%(w/w)ショ糖(2・H
EOTA含〉中でナイロンメッシュ (20μm)を通過させることによりプロトプラストを破線し

た。それを 40%、50%，60%(w/w)ショ糖に上層し、 21、OOOr問、 30分間違心し、 60%ショ幡の沈

殿分薗からアントシアノプラストを回収した。また、 リン厳処理法 (K2HPOrHCl、pH8.0)、

ブイコール密度勾配遠心法によりプロトプラストから液胞を調製した.

結果と考察:①アントシアノプラストは、 60%(耐/w)ショ糖で沈殿することから高密度

の情造物であると思われる。②単商量減胞中にアントシアノプラストが観察された。③アン

トシアノプラストと液胞との両分画のsos-ポリアクリルアミドゲル電気泳動パターンの比

較からア ン トシアノプラスト分画で顕著に濃縮されているタンパク貨の存在が確認された.

④電顕観察からアントシアノプラストの駿構造は認められなかった。⑤培養細胞、プロト

フラスト、被胞にそれぞれ中性赤を処理するとアントシアノプラスト様の構造物が速やか

に誘導され た。以上の結果から、サツマイモ培養細胞のアント シアノプラストは、高濃度

のアン トシアニ ンとタ ンパク貨を含む高密度の液胞内情造物で、 ア ン トシアニン色紫の液

胞内集積に重要な投割を果たしている可能性が示唆された。
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2Ba08 高分泌突然変異 (ssl1)は液胞のプロテアーゼを

ミスソーティングする

鈴木克周。(I、E¥ 地神芳文 .，)

( (1)工業妓術院化学技術研究所、 (2)広島大学・理学部)

タンパク質を分浴しなくなる突然変異体(s e c )の解析により、タンパク質分泌横備

の分子遺伝学的な理解が急速に深められつつある。一方、タンパク貨を多量に分泌する変

異体は有用タンパク質の生産に役立つだけでな〈、タンパク質の分協置を抑えている因子

を調べるのに有用となる.私達は化学合成ヒトリゾチーム遺伝子を隣母染色体に導入した

S accharomyces cerev s a e菌株からヒトリゾチームを高分泌す

る突然変異株を分縦した (Suzuki et a J. MGG 219: 58-64)。こ

れらの変異体のうち、主要なタンパク質分解酵素 Pr 0 t e n a s e A および Bの活

性は正常であるが Carboxypept daseY(CPY)の活性が低下する ss 

L.L変異体に注目し、現在解析している。 ss 1 1変異体の細胞抽出液には成熟型 CPY

より高い分子量のタンパク質 (ProCPY)が検出される。主主ムi遺伝子は、 CPY

の梅造遺伝子旦旦三よおよび CPYの成熟化を直媛行う遺伝子 PEP生と異なるので、 C

PYの成熟化(即ちリゾチーム分泌量を抑える〉要因としてタンパク質ソーティングある

いは新規な CPY成熟化因子の遺伝子と想定されていた。今回、三i 上1変異体で C P Y

が細胞表層へ移行しソーティングの変化が起こっていることを確認できたので報告する。

s s 1 1変異体を富栄養培地で一夜熔穫後、培養液上清と菌休とに分け、さらに薗体を

細胞墜分解酵素ザイモリエースで処理して細胞表層画分とプロトプラストに分画した。各

画分を抗CPY抗体を用いたウエスタンプロット法で調べた.その結果、 ProCPYは

培養液上清及びプロトプラスト函分には無く、細胞表層面分にのみ検出された。従って、

三~遺伝子は CPY の液胞へのソーティングに必要な遺伝子であるといえる. C P Y 

のソーティングシグナルは P r 0配列の N末端側に存在することが報告されている。ソー

ティングシグナルに注目して ProCPYとヒトリゾチ}ムのアミノ酸配列を比較したと

ころ、リゾチームの N末端側に頬似の配列を見出すことができた.従って、野性型細胞で

はリゾチームは液胞に輸送されるが、 ss 1 1変異体では細胞表層・培養液へと放出され

るために分泌量が高まるのであろうと考えられた。
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2Ba09 単調Eチラコイドへのタンパク質の蛤送

小西智一.丸田嘉幸，渡辺 昭

名大・農・生化学制御

納胞核支配の葉緑体タンパク質は、細胞質で N末端にトランジットペプチドを持つ前

駆体として合成された後に葉緑体へと輸送される。葉緑体への輸送にともなって前駆体タ

ンパク質はトランジットペプチドを切り外され(プロセシング)、成熟型タンパク質とな

る。チラコイド内腔へ輸送されるタンパク質は、ストロマで最初のプロセシングを受け、

さらにチラコイドヘ輸送されて掻終的なプロセシングを受けることが知られている。本大

会ではこのチラコイド膜への蛤送の機構について行った実験の結果を報告する。

輸送実験のモデルとしては、アラスカエンドウの酸素発生系に関与する 23kdタンパク

質を使用した。このタンパク質については、 '88年の大会で次のことを報告している。 1) 

ζ のタンパク質のトランジットペプチドは 73アミノ酸残基長であり 、これは性質の遣う

二つの領域から構成されることが cDNAの塩基配列から予想されること、 2)との cDNA

を試験管内の系で転写・鯛訳した産物は単離葉縁体への蛤送前駆体として働くとと、 3) 

との前駆体タンパク質を単離ストロマ圏分と 保温すると 、 トランジットペプチドの二つの

領域を分ける -20Alaと-19Leuの聞で最初のプロセ シングを受けて中間体タンパク質に

なること。我々はその後、ごの単離ストロマ画分によるプロセシングが葉緑体の 中で起

こっているごとを疋確に反映しているのかどうか、またストロマからチラコイドへの輸送

機構はいかなるものなのかを調べるために、単離したチラコイドへのタンパク質の輸送を

試みた 。輸送の基質として前駆体タンパク質と中間体タンパク質を用いた。使用した中間

体タンパク質は、 23kdの前駆体の最初のプロセシングが起こる部位の cDNA上に翻訳開

始コドンを挿入し、試験管内の転写・翻訳系で合成した。

中間体タンパク質は 10mMの ATPの存在下で単離チラコイドヘ輸送され、成熟型タン

パク質へとプロセシングされた。前駆体タンパク質の蛤送には単離ストロマ画分を必要と

し、輸送の効率は中間体タンパク質よりも低かった。この結果は、中間体タンパク質がチ

ラコイド内腔への輸送中間体であるごとを強く示唆している。このタンパク質輸送に必要

な条件を詳細に検討した結果を報告する。
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2Bal0 イネ温度感受性クロロフィル突然変異株における葉緑体の発達

射場厚，高宮建一郎，藤義1専，西村光雄，佐緩光1

〈九大・理・生物九大 .a・遺伝子〉

イネには virescentと称せられる低温で白くなり，高温になると緑となる特性を持った

温度感受性クロロフィル欠失突然変異が多数見つかっている.これまで，この感受性に関与す

る遺伝子で染色体地図上での位置が決定されているものもあるが，その形質発現の機構につい

ては殆ど解明されていない.本研究では，感受性温度の異なるいくつかの virescent株を用
いて，緑化過程における葉緑体の形成や機能発現と，クロロフィル生合成過程や，光合成装置
の構築および葉緑体内でのタンパク生合成との関わりについて解析した。

〈材料と方法〉九大遺伝子資源センターに保存されているイネ Oryzasativaの
virescent変異株 KL514(vt)，515(V2)，および604(V3)を極度 20，25， 30"C，湿度 60%RHで
それぞれ黄化芽生えさせ，第3糞薬身が十分に展開した後に，光強度 80μ 圃01捌-2 S-1の連続

光で緑化させた。対照には水稲品種「金南風Jを用いた。クロロフィル生合成経路の中間体は，

採取した第3J農薬身から有機溶媒を用いて抽出し，そのスベクトルから定量した。葉緑体を織
成す~タンパクはウエスタンプロティング法により，また細胞内リボソームの局在の変動は全
RNAを抽出しアガロースゲル電気泳動により分離することによって調べた.オルガネラ微細

構造は電顕により観察した。

〈結果と考察〉 連続光照射下で生育させた場合， 30"Cに比べ， 25"Cの低温条件下では

virescent変異株はどれも対照の「金南風』に比べて第3葉葉身あたりのクロロフィル含量は

低下し， 20"Cでは殆ど検出されなかった。各温度で賞化芽生えした第3J庭菜身を用いてクロロ
フィル生合成過程を調べた結果，変異綜では共通して特にsーアミノレプリン酸までの初期の

経路が低温で阻害されることがわかった.次に，質化芽生えした第3葉に連続光を照射してそ

の前後の葉緑体構成タンバクの蓄積を調べた。集光性クロロフィル・タンパク複合体LHCP2や

光化学系Eの02アボタンパク等のクロロフィル結合膜タンパクの蓄積は， 20"Cで生育した変異
株においては照射後も著しく匝害された。一方，光化学系Eの表在性33・ゅaタンパクやリプロ

ースニリン酸カルポキシラ}ゼ大サプユニットタンパク等の可溶性タンパクは， 20"Cで生育し
た変異株においても少量ながら検出された。また，細胞質リボソーム RN A(25S， 18S)に対し

て.葉緑体リポソーム RN A(23S，16S)の比は， 20"Cで生育した変異株では大きく減少し，葉
縁体内でのタンパク生合成能の低下が示唆された。さらに，プラスチドの構造是観察した結果，

20"Cで黄化芽生えした変異株においては前葉緑体の状態であり，プロラメラボディがいくつか

の細菅の集合として観察されたが規則的な格子機造は形成されていなかった。一方， 20"C，連

続光で生育した変異株では，チラコイド膜の発達は殆ど見られなかった。

以上のことから， virescent株は，単にクロロフィル生合成経路が損度感受性であるばか
りでなく，チラコイド膜の発達や，光合成装置の構築，さらに，葉緑体における調和のとれた

biogenesisに関わる突然変異株であることが明かにされた。
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2Bal1 同調培養ユーグレナ細胞における LHcpnの細胞内分布に関する

免疫電子顕微鏡法による観察

。長費量哲斉、角田修次、江原友子、 JeromeA. Schiff'、長谷祭二 2

(東京医大・微生物、 1プランダイス大・光生物、 2帝京大・医〉

先に、免疫電子顕微鏡法をもちて、ユーグレナの葉緑体形成過程における LHcpnの細胞内局在

性を観察した。 暗培養細胞に光を照射すると、 LHcpnがゴルジ体上にみられた。 その後、ゴ

ルジ体と同時にプロプラスチド(プロチラコイド膜〉にも観察された。 光照射 72時間前後で葉縁

体制町造が完成する、この時期の LH C P nはチラコイド膜に局在し、薬事量体の形成途中に観察された

ゴルジ体上には全く見られなかった。 今回は問調培養したユーグレナ細胞をもちいて、 cell cycle 

における LHcpn"の細胞内配置を免疫電子顕微鏡法.)により経時的に追跡した。 Brandt.)らは

ユーグレナの LHcpnの合成は cell cycleの初期、中期に起こることを報告している。

LHcpn はcell cycle中すべてのステージでチラコイド膜上に局在した。一方、ゴルジ体上の

L H C P nは光照射初期~中期に限って観察された。すなわち、免疫電子顕微鏡写真に示すように、

L H C P nはゴルジ体のシスターネ内部、シスターネ膜の..線機造、シスターネ聞のdenseな部位

に特異的に局在する、 光照射直後の細胞を“ 0時間細胞"とすると、大部分のゴルジ体は業縁体に

接近して見られたが、 LHcpnのゴルジ体への局在性は全くない。 “3時間細胞"をみると、 60 

%のゴルジ体上に LH C P nが局在し、 “8-9時間細胞"では 95%に達した。その後、ゴルジ体

への局在性は急激に減少し“ 10時間細胞"での局在 50%、 “1 4時間細胞" 5 %、階期、 1 0時

、聞は 0%であった。

以上の結果から、合成された LH C P nはゴルジ体を通じて業縁体に運ばれていくことが示唆さ

れる。 今後、他の細胞のオルガネラについても検討したい。

1) Cunningham and Schiff(1986) 

P lant Physio1..80:223-230. 

2) Osafune et al.(1989) 

J .Electron Nicroscopy.38:399-402. 

3) Brandt and Kessel(1983) 

P lant Physio1..72:616-619. 

急速凍結置換固定・免疫電子顕微鏡写真:

“9時間細胞"のゴルジ体上に

L H C P n ( 15nmのゴールド君主子〉が

特異的に局在している。

矢印はシスターネ膜の繊維様相陣造を示す。

スケール :0.5Jlm。
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2Ba12 クラミドモナスの基粒体にDNAは存在しない

黒岩常祥、内田英伸、矢部尚登、頼藤徹也、太田敏郎〈東京大

・理・植物)

基粒体(basa I body)がDNAを含むか否かは、基粒体が半自立的細胞器官であるか否か

を決定する重要な事柄である。また基粒体における DNAの存在は .Margulis(l967)の真核細

胞の起源説における鞭毛の起源を説明するのに極めて都合良い。基粒体においてDNAが存在

するという幾つかの報告があるが、何れも追試の結果は否定されている。最近、 Luckらの

グループ (1989)は、新しい分子生物学的方法と細胞生物学的方法を用いて、クラミドモナ

スの染色体の一部が基粒体に存在すると報告した。著者はこれまで、クラミドモナスを用

いて研究を行って来て、細胞核、葉緑体核、ミトコンドリア核以外に、 DNAの存在を見るこ

とはなかった。そこで、 Luckらの報告を検討するとともに、基粒体にDNAが存在するか否か

に焦点を合わせて解析した。 Luchらの報告には、幾つかの疑問点が存在する。 a)蛍光抗体

法で示された蛍光のスポットは、従来DNAあるいはRNAの繊維が観察される基粒体coreでな

く、基粒体と鞭毛の鍍点のtranditionalregionであること、 b)基粒体に存在する ONA量は

60-90卜legabaseと極めて多く大腸菌の染色体に相当すること、 c)メンデル遺伝する等である。

クラミドモナスの栄養細胞、配偶子、捜合子を抗チユ}プリン抗体と DAPIで二重染色

し、 10kbpまで観察可能な高分解能蛍光顕微鏡-VI門システムを用いて、基粒体におけるON

Aの局在を調べた。また、細胞質や細胞核からのハレーシヨンによる影響を避けるために、

純毛、基粒体と細胞骸の複合体、及び鞭毛と基粒体の複合体を、ライシンとトライトンxl

00処理によって単離したものも解析した。更に基粒体からの蛍光強度を比較するために大

腸菌の骸(90卜legabase)をマーカーとして使用した。

その結果、クラモドモナスの栄養細胞、配偶子、援合子の何れの基粒体においても 1

l{ b以上のIlNAは存在しないことが明かとなった。最後に、なぜLuckのグループが基粒体に

DNAが存在すると言ったのか、彼らの方法の問題点を指摘する。
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2CaOl 細胞周期特異的cONAのニチニチソウ培養細胞の増殖過程における発

現パターンの解析

。伊藤正樹・児玉浩明・駒嶺穆 (東北大・理・生物)

演者らは高等植物の細胞周期の制御機構の解明をめざし、ニチニチソウ同調t音義系の細胞

周期における周期特異的cONAの単離およびその解析を行ってきた。既に、演者らは細胞周期の

G1/S期に特異的に発現する2種類の遺伝子をcONAとして単脱している〈日本植物学会第53回大

会〉。これらのcONA(盟主02.立主07)については、塩基配列の決定を行い、構造解析の結果を得

ている〈日本植物生理学会 1989年度年会〉。今回演者らは、この2つのcONAについて様々な増

殖過程にあるt音養細胞、及び植物体における発現様式を詳細に検討した。

盟主02は、ニチニチソウ同調培養系の細胞周期において、 1).ン酸飢餓処理による増殖停止状

態の細胞とGlIS期の細胞に特異的に発現する。しかし、バッチ培養過程においては細胞が活発

に増殖する log-phaseではなく、むしろ latelog-phaseからearlystationary-phase にかけて発

現する。またニチニチソウ幼植物体においては根および下旺輔の基部において強く発現するこ

となどから、山.C02は増殖を停止しつつある過程において、むしろ強く発現するようである。

~07は、 hybrid selection~こより単離したmRNAを用いて盟主込旦 translationを行い、翻

訳産物を1次元自 acid-urea-Triton、2次元自 SOS/PAGEの2次元電気泳動により解析した結果、

ヒストンと同程度かそれ以上に塩基性の強いタンパクをコードしていることが示された。

~07は2度のリン酸飢餓処理によるニチニチソウ同調培養系の細胞周期においてGlIS期にのみ

一時的に発現する。パッチ培養過程においては培殖の最も盛んなlog-phaseに特徴的に発現し、

ニチニチソウ幼植物体においては根端で最も強く発現する。また 盟主07は、ニチニチソウ培養

細胞のオーキシン飢餓、再添加により誘導される同調的な細胞分裂の過程においても、 ONA複製

の開始と共に発現が誘導され、 S期にそのmRNAの蓄積量が増大した。以上の結果は、盟主07の発

現が細胞増殖と密接に関係していることを示している。また、 2度のりン酸飢餓処理による同調

培養系におけるGlIS期での盟主07の特異的な発現は、 ONA合成を匝害することにより見られなく

なった。この結果は~07のG lIS期における発現は、 ONA複製と共役していることを示唆してい

る。この巳主主07のcON判断片をプロープとして、複数の植物種の増殖中の細胞から得た

po I y(A)+ RNAに対してノーザンハイプリダイゼーションを行ったところ、調べた全ての植物種に

おいて、発現が検出され、立.C07が広い植物種にわたって共通に存在する増殖に関与する遺伝子

である可能性が示唆された。

今回は、Q'.C02、盟主onこ関する以上の結果と、得られた結果から予想される2つの遺伝子の

細胞周期に関わる機能の考察を含め報告する。
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2Ca02 ニチニチソウ同調培餐系の細胞周期における proliferating-

cell nuclear antigen (PCNA)遺伝子の発現の解析

。児玉浩明、伊藤正樹、大西直入、鈴鹿厳1、駒領穆 (東北大・

理・生物、 111水省・生物研)

細胞周期は、増殖、発生、分化の基礎をなすもので、その進行機構の解明は真核生物

の理解にとって最も基本的な問題の一つである。しかし纏物調胞の細胞周期の進行とその

制御機構に関する分子生物学的な研究は、未だほとんどなされていないのが現状である。

我々の研究室では、 Amino et al. (1983)によって確立された二度のリン酸飢餓処理によ

るニチニチソウ向調培養細胞糸を渇いて、高等植物の細胞周期について生化学的、および

分子生物学的に解析を進めている。.に筆者らは、細胞周期、特にS期に特異的に発表す

るcDNAをdifferential screeningによりクローニングしている。さらに細胞周期中での

遺伝子発現について知見を得るために、動物細胞においてDNAポリメラーゼ sの補助因子

として同定された proliferating-cellnuclear antigen (PCNA)に対するcDNAをニチニチ

ソウcDNAライプラリーからクローニングし、このニチニチソウPCNA遺伝子の細胞周期中で

の発現について調べた。

高等植物のPCNA遺伝子はSuzukaet al. (1989)によってイネのゲノム中に動物細抱由

来のPCNA遺伝子とホモロジーの高い復基配列が存在することが示され、イネゲノムPCNA遺

伝子がクローニングされている。このイネゲノムPCNA遺伝子をプロープとして、ニチニチ

ソウPCNAcDNAを単恕した。得られた cDNAの復基寵列を決定した結果、ニチニチソウPCNA

は268個のアミノ厳からなり、分子量は29，765daltonと推定された.ニチニチソウPCNAの

アミノ酸配列をヒト PCNAのアミノ厳寵列と比較すると、保存的置換を含めた場合、 85%の

ホモロジーを有していた。二度のリン酸飢餓処理による問調培餐糸、およびオーキシン飢

餓、再添加による同調埼養系において、ニチエチソウPCNAIIRNAはS期特異的に発現するこ

とが示された。パッチ培養過程においては、纏継ぎ後 3-4日目のaid-logarithmicphase 

で最も多くPCNA皿RNAが検出された。 61織にアフィジコリンを添加してDNA合成を阻害しで

も、 PCNA皿RNAの発現は鶴噂された。しかしS期にアフィジコリンを添加してDNA合成を限

害すると、 PCNAmRNAのS期での急速な量的増加は抑制された。このことはPCNAmRNAの発

現の誘導はDNA合成と狐立に生じるが、 S期でのPCNAIIRNA量の増加には正常なDNA合成が必

要であることを示している。以上のようにニチニチソウ PCNA遺伝子は、ヒト PCNA遺伝子

と高いホモロジーを有しており、 S湖特異的に発現することから、高等植物のPCNAも動物

細胞を用いた研究から示唆されているように、恐らくはDNAポリメラーゼ5の活性を調節

することにより DNA複震に関与していることが示唆された。
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2Ca03 タバコ培養細胞への高額度形質転換系を用いた

液胞タンパク貨の液胞鎗送シグナルの検討

松岡 健，中岡幹生，中村研三

(名大・農・生化)

人工改変cDNAを作成し，細胞内でこれを発現さぜ，その産物の挙動を解析することは，

タンパク質の細胞内愉送シグナルを検討するための有効な手段である.しかし，現在値物

で用いられている形質転換系では形質転換体の作製に長期間を要する為，解析速度が自ず

と制限きれ，また，個々の形質転換体により遺伝子の組込位置が異なり，発現量が大舗に

異なるという問題点がある.

我々は，プレプロ型構造をもっサツマイモ塊根液胞蛋白質スポラミンの前駆体上の液

胞愉送シグナルの検察を，タバコ鳩養細胞BY-2への形質転換系を用いて行なってま宝り. 16 

アミノ般残基からなるプロ領域の欠失変異ではスポラミンが細胞外へ分泌される事を既に

報告している. 今回 T一領域欠失変異強病原健 T i プラスミドを持つ且{r.旦h盟主旦I-i~!!

tu・efaciensEHAI0l株を用い，形質転換体使用時における上記問題点の解決を図った.

EHAI0lへCaMV35Sプロモーターとスポラミン cDNAの刷会遺伝子〈印刷35S-SPO)を持つバ

イナリープラスミドを導入し. BY-2への形質転換に用いたところ. LBA4404株を用いた際

より約 2術商い形質転換効率を示し 1困の形策転倹で約 104個の独立形質転換カルス

の作成が可能であった.この多〈の形質転倹体の混合懸濁絡事豊系作成し解訴することによ

り形質転換体毎の発現量のばらつきを考慮する必要が無〈なった.また BY-2への形質転換

の初期段階である A(r_!l~~ç t.e..!iu里との 2日聞の共存培養の後，クロラムフエニコール存

在下で直ちに品Sアミノ酸で標画像するととにより BY-2で発現したスポラミンを検出し得る

ことを見出した.この際のスボラミンの標画像効率は. CaMV35S-SPO を持つプラスミドをエ

レクトロポレーションにより BY-2へ導入した際の約 30俗であった.また，プロ領域欠失

変異の発現の検討により，選択して得た形質転倹細胞と同様の細胞外分泌が観察され，こ

の実験系の有効性が示きれた.

スポラミン前駆体のプレ・プロ領域と CATとの融合タンパク質遺伝子の産物の挙動

を上記実験系で検討し. C A Tのタンパクと活性は細胞内に存在すること，またプロ領域

のうち保存性の高い領域の 4アミノ般毎の部分欠失変異ではスポラミンが細胞外へ分泌き

れることを見出した.現在他の変異体についても解析を進めている.
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2Ca04 サツマイモ葉柄における塊根主要タンパク貨とデンプンのシヨ

糖処理による蓄積誘導

大藤雅章、武田真、中村研三 (名大 .a・生化)

サツマイモ塊根の 2つの主要タンパク賞、金可溶性タンパク貨の約 80%を占めるス

ボラミンと約 5%を占める β ーアミラーゼ、は裁培植物体では嫌線以外の組織には殆ど存

在しない.我々は先に、ショ繍稽地で生育したサツマイモ幼植物体の茎には多量のスポラ

ミンが存在し、棄や葉柄においても人為的にショ糖を与えるとスポラミンの蓄積が誘導さ

れ、 このとき β ーアミラーゼも同時に誘導されること、などを報告した.これらの結果は、

縫根肥大過程におけるスポラミンや β ーアミラーゼ各遺伝子の活性化には、地上部より転

流してくる高温度のショ糖が重要な役割を果たしていることを示唆している.本研究では、

まずショ糖処理した葉柄では多量のデンプンの嘗積も誘導されることを明らかにし、次い

でデンプン、スポラミン、 βーアミラーゼ三者の蓄積誘導のショ繍温度依存牲と各ショ糖

温度での誘導のキネティクスを同一葉柄鼠料を用いて比較した。また、デンプン蓄積の細

胞特異性についても検討した。

葉柄組織中のデンプン含量は、未処理の葉柄では約 1.g/gFWであるが、 Oと 1%のシ

ョ糖液で処理すると、 いずれも 5日目以降に若干の噌加を始め、 1 4日後に約 7倍になっ

た。 一方、 3%以上の温度のショ絡では、 3日後には 5-8倍の湘加がみられ、その後も

直線的に地加を続げ、 1 4日後には 3%ショ績で 17 -... 2 6倍、 6 %及び 9 %ショ舗では

30  -3 6倍に糟加した.一方、スポラミンは 6 %ショ摘においても 3日後までは誘導量

は僅かであったが、 5日目以降 14日固までほぼ直線的に増加した.デンプンと同様に 1

%ショ糖では 0%のものと顕著な差はみられなかった. β ーアミラーゼもほぼ問機の挙動

を示したが、スポラミンに比べると 3日後には明らかな地加が蛤まるなどの遣いも認めら

れた。組織学的には、未処理の葉柄では維管東系とその周辺の細胞と表皮のすぐ内側の細

胞にデンプン粒が観察されるが、 3%以上のショ絡で処理すると、維管東系の外側の柔組

織細胞に顕絡に発達した多数のデンプン粒の蓄積が認められた。線根ではスポラミンと β

ーアミラーゼはデンプンを蓄積している柔組織細胞に存在しいることから、ショ糖で処理

した葉柄でも嫌綴と同僚に同一の細胞にデンプン、スポラミン、 β ーアミラーゼの三者が

蓄積していると推定される。
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2Ca05 サツマイモ塊根主要タンパク質スポラミン遺伝子プロモーター

:GUS融合遺伝子のトランスジェニック・タバコでの発現

太田象三、 DIl郎東穆、中村研三(名大・農・生化}

スポラミンはA• B二つのサブファミリーに分けられる多重遺伝子族によって支配され

ているが、それぞれのサプファミリーに属する核遺伝子gSPO・Al、 gSPO・81のV上流緩には、

TATAボックス周辺の相向性の高い領域(ボックス 1)の他、ボックス 2，3(3')と名付けた短

い保存配列が見出されている.これに類似の配列は、塊綴で強〈発現し、 またスポラミン

と同じようなショ糖処理による発現誘導がみられる βーアミラーゼ遺伝子の5'上流減にも見

出されている。これらのボックス配列を含むgSPO・Al5・上流域、転写開始点より -305塩基

までと、大腸菌cbloralpbenicolacetyltransferase(CAT)の融合遺伝子をタバコに導入し、

ショ繍寒天格地上で生育した形質転換タバコ invi且旦幼植物体は、蔓に強い CAT活性を発現

し、 薬・根における CAT活性は弱いか検出されなかった.このような発現パターンは、サツ

マイモ invitr旦幼植物体におげるスポラミンの発現パターンと類似している.

そこで今回我々は、 gSPO-AlおよびgSPO-Bl5'上流域と、組織化学的解析が可能な GUS

(大腸菌 β-glucuronidase)との融合遺伝子をタバコに導入し、形質転換タバコ回世主回

幼植物体の茎における GUS発現の特異性を細胞レベルで解析した.その結果、いずれの融合

遺伝子を導入した形質転換タバコにおいても、茎の絡部、 とりわけ内部簡部細胞で強い発

現がみられた。また薬が分枝する部分の縦断切片の活性染色を行うと、多くの場合厳芽の

基部において強い染色がみられた。このような染色パターンは、サツマイモ主.n!主主主旦幼植

物体の茎を薄いヨウ素ヨウ化カリウム湾液で処理した楊合にみられる、多量のデンプン粒

子による深紫色の染色パターンと類似していた.サツマイモ葉柄におげるショ精処理によ

るスポラミ ンの蓄積誘導の研究から、スポラミン遺伝子の発現はショ糖の流入によって変

動する代謝的因子によって制御されていると考えられるが、形質転換タバコにおげるスポ

ラミン :GUS融合遺伝子の発現の特異性からは、それに類似の機構が異種植物であるタバコ

にも寄在してス ポラミ ン GUS融合遺伝子の発現が起こったという可能性が示唆される。

また gSPO-Alプ ロモー ターにつ いて、 ボッ クス配列を5'側から順次欠失したプロモータ

ーを作製し、形質転換タ バコでの発現に関わる cis領域についての検討を行ったところ、ボ

ヅクス 3カi発現の量 的側面に関わる要素であることを 示唆する結果が得られた。
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2Ca06 サツマイモ塊根主要タンパク質遺伝子の5'上流域に結合する

核内因子

石黒澄衛、加藤麻理子、中村研三(名大・農・生化)

サツマイモ塊根の主要タンパク質であるスポラミンやβ』アミラーゼの遺伝子は、栽培

条件下の植物体での塊根特異的な発現の他にも、例えば植物体より切り取った葉一葉柄部

のショ糖溶液による処理といった人為的誘導系においても、類似の発現誘導を受ける。し

たがって、スポラミンおよびβーアミラーゼ遺伝子の発現には、共通の転写制御機構が存在

していると推定される。すなわち、両遺伝子の 5'上流域には共通のシス配列が存在し、

そこを認識して結合する転写制御因子によってこれらの遺伝子の発現が制御されていると

推定される。本論寅では、スポラミンA遺伝子 gS問-Alとかアミラーゼ遺伝子の両者の

5'上流域に、同ーの核内因子が結合する8塩基対の配列が共通に存在することを見出した

ので報告する。

栽培サツマイモ植物体より切り取った葉一葉柄部を3%ショ糖溶液で・4日間処理し、

スポラミンおよびβーアミラーゼ遺伝子の発現を誘導した。この葉柄部分より核抽出液を調

製し、 gSPO-Alの 5'上流域をフ.ロープ'に用いて DNaseIフットプリントを行ったところ、

転写開始点より約 150bp上流に明瞭なフットプリントが認められた。また、 βーアミラー

ゼ遺伝子の 5'上流域を7
0

ローフ♂に用いて行った同様の実験の結果、この遺伝子の 5'上

流域にも同様にフットプリントされる領域が認められた。両遺伝子について、フットプリ

ントされる領域の塩基配列を比較したところ、これらの領域は 5'-ACTGTGTA-3'の8塩基

よりなる共通の配列 (SP 8)を互いに逆向きに含んでいた。さらにゲルシフトアッセイ

の競合実験の結果より、両遺伝子の 5'上流域に結合する因子が共通であることが示され

た。このSP8結合因子はショ糖による処理を行わない葉柄や塊根の核抽出液中にも存在

しているが、スポラミンA遺伝子およびβーアミラーゼ遺伝子の 5'上流域に共通に結合し

うることから、この因子が両遺伝子の転写制御に何らかの役割を果たしている可能性があ

ると考えられる。現在、 SP8結合因子の認識配列の特異性や、スポラミンB遺伝子

gSPO-Blの 5'上流域に対する結合の可能性について解析を進めている。
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2Ca07 タバコ糞閃プロトプラストよ η単勝きれたオーキシンで務滋

きれぷ渇伝子 parのシスエレメントの決定。
高橋隠介丹羽燦央町岡泰目11 畏田敏行手当った E理学.、

T纂生研細胞牛ー物}

我々は、既に報告したようにタバコ薬肉プロトプラストよりオーキシンで発現続満きれ

る潰伝子 parの cDNA を単線したが、この par湾伝子は、オーキシンで速やかに稼導き

れ、糞肉プロトプラストの細胞周期の Go-S期においてのみ発現し、葉肉プロトプラスト

の細胞分裂開始に重要な役割~J ;を果すと推定された(1)。本研究では、 par遺伝子のゲノム

遺伝子考単勝し、遺伝子の 5'側の非翻訳領燐のオーキシンによる転写を制御しているシ

スエレメントを同定するごとができたのでその結果を報告する。

par 遺伝子の 5'側の非翻訳領繊は、タバコの遺伝子ライブラリーより par遺伝子の

cDNAをプロープとして用いて単障し、レポーター遺伝子としては GUS遺伝子を用いてキ

メラプラスミドを作製した。プロモーターと予想される領域の 5'側の欠損突然変異稼は

Exo 1 IIを用いて作製した。調製したキメラプラスミドのプロトプラストへの海入は、改

良したエレクトロポレーションにより行ない、プロトプラストにおけあ潰伝子発現は、 24・

40時間生存養した後に、 GUSアザセイで検出したの

まず最初に 0.8kb の Hae11断片寄プロトプラストへ導入し、オーキシンの有無の下

でプロモーター活性を調べたとごろ 、ごの領域にオーキシンによる十分な GUS活併の発

現が諌められたが、オーキシンの投与のない渇合には活性が認められなかったので、オー

キシンに反応するシスエレメントはこの領繊にあると推定された。一方この領繊の線基配

列帯決震したとごろ 、特徴的な 111bpのi質亭"の反復配列が県られたの従って 、どの西?手"

がシスエレメントであおか同定するために、 5・側帯削ったプロモーターを導入したとこ

ろプロモーター訴件ーは、 111bpを欠如させるごとによ η著しぐ低下するごとが男，tI:Iぎれ

たので 、ごの 111bp ごそオーキシンに反応してシスエレメントとして働〈と結論した.

なお 、この 111bpの 5・傾11には、 AGTTTTTT という配列が見られたが、ごれは、仰のオ

ーキシンで蒋導されるダイズから単醗されたi宣伝子 Gllhsp26-Aやシロイヌナズナの dbp

i貴伝子にも厚~， t，れおので共濁したオーキシンに対するシスエレメントである可能性がある。

本報告は、オーキシンに関するシスエレメントの同定の長初の報告であるが、最も早〈

与を見きれながらその作用機績が最も明確でなかったオーキシンによる遺伝子発現織檎解明

の端緒は本研究により付けられた。

(1) Takahashi， Y. et al.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9297-9283 (1989) 
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2Ca08 タパコ感染特異的 (PR)タンパク質遺伝子のタバコ葉肉

プロトプラスト中における発現制御

大橋祐子、大島正弘、松岡信(農水省、生物研)

タバコ感染特異的 (pathogenesis-related:PR) 1タンパク質はウイルス等の感染により生

ずる犠死斑形成に伴う過敏感反応、サリチル酸(SA)等の薬剤処理、および傷害などのストレスに

よって誘導される一種の酸性ストレスタンパク質であり、 PRla，lbおよびlcと名付けられた 3種

から構成されている。我々は、これらPR1タンパク質遺伝子をタバコから単離し、その構造を解

析した結果、活性な遺伝子は、タバコハプロイドゲノムあたりそれぞれ 1コピーずつであること

を明らかにした。また、 PRl遺伝子の発現制御機構を明らかにするため、形質転換植物を用いた

実験によって、タンパクコード領域の上流、約300bp内iこ誘導に必要な情報が存在していること

をすでに確認している。今回は、さらに詳細にその発現制御領域を解析するため、 PRla遺伝子の

5・上流側を段階的に欠失させたDNA断片とGUSレポーター遺伝子との融合遺伝子を作り、これをタ

バコ葉肉プロトプラストに導入してその発現をGUS活性を指標に調べたので報告する。

PRla遺伝子の5・上流域2.4Kbを含む融合遺伝子は、エレクトロポレーションによりプロトプ

ラストに導入すると inducerである SAを加えないでも発現し、培養時聞が長くなるに従って35S-

GUSに比べその発現量が顕著に増加した。これはプロトプラスト調製中のストレスがこの遺伝子

発現の誘導原因になっていることを示唆するもの思われる。また、その発現量は、 SA濃度に比例

して増加した。下流側iこ欠失を進めると全体として発現レベルは少しずつ減少していくが、 SAに

よる誘導や培養時聞に伴う地加はは 180bpまでに削り込んでも認められた。この領域は、上記の

活性な 3種のPR1遺伝子に共通に保存されている 5・領域とよく一致している。さらに5・上流の欠

失を進めるとSAによる誘導は認められなくなるとともに活性は最低になった。また、思いがけず

それ以上の削り込みで一時的に活性がふたたび増加する領域が発見されたが、 TATAボックスまで

消失させると活性は Oになった。以上の結果は、 PRla遺伝子が基本的にはnegativeな制御を受け

ていること、またSA処理やストレス lこ応答するシス領域がPRla遺伝子の5・上流域約180bp以内

にあることを示唆するものと考えられる。また、これらの 5'欠失DNA断片を導入した形質転換タ

バコを用いて得られた情報は、プロトプラストを材料にして得られた上記の結果を支持した。
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2Ca09 タバコ感染特異的タンパク質遺伝子の

5 '上涜減に結合する核内因子

萩原央子、松岡信、大島正弘、渡辺実¥細川大二郎 1、

大橋祐子、 (農水省・生物研、 1東農工大)

タバコ PRタンパク質遺伝子の発現は、ウイルス感染、傷害等のストレスによって誘導さ

れる。この発現メカニズムを明らかにすることは、転写の調節機織のみならず植物抵抗性

遺伝子の発現をコントロールしている機構解明の端緒となると考えられる。我々は高等植

物におげるストレス誘導性遺伝子発現調節機備の解析を目的として PRla遺伝子をそのモデ

ル系として研究を行っている。

PRlタンパク質は、 PRタンパク質の中ではもっとも小さいグループで、 PR la、 lb、 lcの

3つに分けられるが、この 3つは免疫学的に類似性質を示し、 TMV感染の他、サリチル駿等

の薬剤処理によっても誘導を受けることが知られている。これまで我々は、 PRla遺伝子 5

上流域のDNA断片と GUS遺伝子の融合遺伝子を作成し、 トランスフォーメーション実験を

行って来た。その結果転写開始より上流 300bpまでの配列が、 PRlタンパク質の発現及び誘

導に必要であり、この中に PRla遺伝子の転写を抑制する ci s -e 1 em ent、及び転写を促進する

cis-elemen.tが存在することが示唆された。そこでこの調節領域に作用する因子の解析のた

め、 PRタンパク質を恒常的に発現している植物を N.debneyiとN.gllltinosaとの交配により

作出し、この Fl植物と、 PRタンパク質を発現していない SumsunNNから核タンパクを抽出し、

ゲルシフトアッセイにより PRla遺伝子上流域に特異的に結合する因子の検出を試みた。そ

の結果、 SlImsunNNの核の中にのみPRla遺伝子の-300bp断片をシフトさせる因子を検出した。

この因子についてデリーション実験により結合部位の同定を行ったところ断片の 2カ所に

結合部位を同定することができた。この 2つの結合部につく因子の同定を、 コンペティシ

ョンにより行ったが、この 2つは同じ因子かもしくは類似した結合活性をもつものであり、

コンペティションでは区別できなかった。これらの事から SumsunNNにのみ見られるこの因

子はれには存在しないことからも、 PRla遺伝子の発現に negativeに働いていると考えられ

る。次にこのファクターがその他の PRタンパクの転写調節にも関与している可能性を考え、

PRグループの他の遺伝子、 PR-S、 GRPの 5'側上流を用いてゲルシフトアッセイを行った

所、それぞれの遺伝子上流城断片で PRlaとほぼ同じ移動度を示すシフトが観察されコン ペ

ティショ ン実験によりこれらに結合する因 子は、同 ーのものと 考えられた。
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2Cal0 タバコ PR 1タンパク質遺伝子の発現は値物の生育段階におい

て異なる制御を受けている

。村上 高.横山富美子.大島正弘.松岡 信.大橋祐子

(農水省・生物研)

PRlタンパク質は一種のストレス誘導性タンパク質であり.人工改変した PRl遺伝子

を用いた発現制御解析系は.ストレス誘導による遺伝子発現調節解析のモデル系となるも

のと思われる.本講演では.形質転換タバコを用い.傷害ストレス.或はサリチル酸処理

によって誘導される PRla遺伝子発現の様相を.異なった生育段階において.或はまた異な

った器官において組織化学的に解析した結果を報告する.

[材料と方法] PRlaタンパク質遺伝子の 5・上流域に GUSレポーター遺伝子をつない

だ融合遺伝子 PR(2. 4Kb) -GUS. PR (0. 3Kb) -GUSおよび Control(OKb)-GUSをバイナリーベク

ターを介してタバコに導入し.形質転換体を得た .対照としては CaMVの 35Sプロモーター

(0.8Kb) とGUS とを融合した 35S-GUS を導入した形質転換体を用いた.いずれの植物も.

自殖次世代を実験材料とし. 0.1 - 2・Mのサリチル重量 (SA)を処理したのち. 2日後に組織

切片 (100μm厚)を調製し. X-glucuronide を基質として GUSi舌性を検出して遺伝子発現

の指標とした.ただ.芽ぱえを材料とした時には切片化せずに intactのまま供試した .

[結果 35S-GUS植物の業身では.繍状組織と維管東に強く.海綿状組織および毛茸

にも GUS活性が検出されたが. SA処理によるその誘導は.全く.あるいはほとんど起こら

なかった.一方. PR (2. 4Kb)ーGUS植物でも同じ傾向の組織特異性で GUSi舌性が検出された

が. SA処理によって GUS活性は顕著に上昇し.それは特に棚状組織および海綿状組織にお

いて著しかった Control-GUS植物では. SA処理によっても全く GUSi舌性は検出されなか

った.また. SA誘導による GUSm性の上昇は.生育段階により大きく異なり.同じ上位葉

でも.幼ない植物のものよりも.旺盛に生育中の青年期の植物の上位葉の方が GUS活性の

上昇が著しかった.特に処理前に弱かった海綿状組織および表皮系の活性の上界は顕著で

あった.また.同じ植物でも葉位が異なると SH:対する応答が異なり.老化しかかった下

位葉では.もともと GUSi舌性は低かったが. SAによる GUS活性の誘導もかかりにくく.生

育段階において異なる制御を受けていることが示唆された.

35S-GUS植物の若い葉柄では.弱い GUS活性が筋部.木部柔組織.葉基部等に検出さ

れたが. SA誘導による活性化は見られなかった .一方. PR(2.4Kb)-GUS植物の若い葉柄で

は.維管東部.葉基部をはじめ髄柔組織にも. SAによる活性の誘導がみられた.しかし.

老化した葉柄では SAによる誘導は起こりにくかった.

吸水 3日目の幼植物体(種皮から幼根のみが出た時期)では. 35S-GUS. PR(2.4Kb)-

GUS. PR (0. 3Kb) -GUSでは.ともに茎根遷移部から根端までにかなり強い GUS活性を示すと

ともに. SA誘導によって，後 2者では強い活性が誘導された GUSi舌性の局在性は PR-

GUS. 35S-GUS植物ともに.値物の生長に伴い異なった器官の異なった部位に遷移していく

が. PR-GUS植物では. SAによって誘導される GUS活性は.ごの組織特異性を維持したまま

増巾されるようであった.ただ.培地置床 35日目.第 2本葉期には. PR(2.4Kb)-GUS の幼

植物の表皮系由来である根毛に. SAによる強い GUSi舌性の誘導が特異的にみられた.

これらの結果は. PRla遺伝子の発現が生育段階で異なった制御を受けていること.ま

たSAによる発現誘導には.あまり組織特異性がないことを示唆しているものと思われる.
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2Call タバコ PRタンパク質遺伝子の異績植物における発現制御

。伊藤博孝、槻本末男、石毛光雄、大島正弘、村上高、大橋祐子

(農水省・生物研)

タバコ PR1タンパク質遺伝子の発現制御機備を異種植物において解析する目的で、 PR1a

遺伝子の5・上流領域2.4kbにレポーター遺伝子である GUS遺伝子をつなげた融合遺伝子 (PR-

GUS)を同じナス科のパレイショやキク科のレタスに導入し形質転換植物を作製した。本演

題ではこれらの形質転換植物を用い、 GUS活性を指標にストレスによる PR1a遺伝子の発現

を調べ、形質転換タバコで得られた結果との比較を行った。また対照実験として 35S-GUS

導入植物についても同時に解析を行った。切断ストレスやサリチル厳(SA)処理による GUS

発現の誘導を調べるために、 leafdiscを蒸留水あるいは5mMSAに浮かべ2日間保温したと

ころ、 PR-GUS導入植物では切断傷害およびSAによって明らかにGUS活性が上昇したが、 35S

-GUS植物ではその上昇は見られなかった。これらの結果は科の異なる植物においても形質

転換タバコで得られた結果と同様に、切断やSAによる刺激にタバコ PR1a遺伝子のプロモー

ターが応答し、その発現が誘導されることを示したものと思われる。しかし形質転換レタ

スにおける発現はタンパク質量あたり形質転換タバコの約10のlであった。

次に組織化学的に GUSの局在性を明らかにする目的で、切断およびSA処理を施した形質

転換レタス葉を X-glucuronide(X-gluc)染色した。その結果、 PR-GUSレタスでは leafdisc 

の切断面に沿って強いGUS活性が、またSA処理した leafdiscではさらに全体に一層強い染

色が認められた。一方 、35S-GUSレタスでは傷害やSAによる GUS活性の誘導は認められなかっ

た。レタス斑点病細菌 (X.campestris pv. vitians)感染により猿死斑を生じたPR-GUSレタ

ス葉について X-gluc染色を行ったところ壊死斑の周辺部に強い活性が認められた。次に器

官特異的なGUSの発現を組織切片を用いて調べたところ、 PR-GUS、35S-GUSレタスの子菜、

薬身、茎、茎頂、根、特に維管束にかなり強いGUS活性が認められた。しかしPR-GUSレタ

スをSA処理しても、器官および組織特異的な GUS活性の誘導は観察されなかった。

以上の結果はこれらPR-GUS導入植物においても、 PR-GUS導入タバコにおける inducerに

対する誘導および器管、組織特異的な発現と基本的に類似した応答をすることを示してい

る。J!nち、異種生物においても効率は落ちるものの科を越えて普遍的な発現制御機織がタ

バコ PR1a遺伝子に働くことを示唆している。
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2DaOl ホウレ ンソウ薬縁体における PGA依存の般素発生

都筑幹夫(東大応微研 ).M.N.Sivak・D.A.Walker(シェフ ィー J[， ド

大光合成研究所)

ホウレンソウ薬から単厳した葉緑体は、 C02や 3-フォスフォグリセリ ン酸 (PGA) を基質と

して、酸素発生を行う。しかし、 C02依存の活性が 100-200μ 皿01/阻gch 1. hと、 高い光合成

活性を示す無傷薬縁体では、 PGA依存の酷索発生は持続せず、 時間とともにその速度が低下

し、 まだ基貨が存在するにもかかわらず、ついには停止する。そして、その停止後にさら

にPGAを添加しても、わずかしか酸素発生を示さない。一方、 薬縁体包膜を持たない破砕、

または再構成の葉縁体では、 PGA依存の酸素発生速度は時間と共に直線的に進み、無傷葉縁

体の場合に比べて、約 2倍の酸素を発生する。この遭いの原因を明らかにするために、 PG

A依存の厳禁発生の性貨を検討した。無傷葉緑体においては、光強度が高いほど、 PGA依存

の酸素発生速度も量も多いこと、 PGA依存の酸素発生は少量の CO之が混在していてもその性

質は基本的には変わらないこと、破砕葉緑体では、 ATP/ADP比が PGAの還元速度に関係して

いることが明かとなった。次に、 PGA依存と C02依存の酸素発生時に、 クロロフィルの室温

蛍光を測定し、そのクエンチングにより、 Lの酸化還元(光化学系 11が開いている程度 ;qQ

)と、 チラコイドにおけるエネルギー状態 (qE)を求めた。まず、 破砕葉縁体では、 F皿"IJ;，低か

った.破砕薬縁体におげる PGA還元では、 qQは酸素発生の停止に伴って低下した。 一方、無

傷葉緑体においては、 PGA依存の酸素発生が低下しても、 qQは減少せず、 C02依存の酸素発

生が停止する場合(C02の枯渇)、 qQの低下が見られた。 qEの値は、 同じ酸素発生速度で比

較した場合、 PGA依存の場合の方が、 C02依存の場合より高かった。近赤外光を照射して、

光化学系 Iの酸化を促した場合の qQの噌加は、 C02の場合に比べて、 PGA依存の場合少なかっ

た。さらに、 810nmの光吸収を用いて、 P700の酸化還元の変動を調べたところ、 PGAの場合、

P700の還元が、 C02の場合に比べて抑えられていた。以上の結果から、無{毎葉緑体における

PGA依存の酸素発生では、 C02依存の酸素発生の場合に比べて、 チラコイド膜におけるエネ

ルギー状態が高〈、光化学系 Iへの電子伝達が抑えられていること、 破砕葉縁体ではその抑

制が見られないことが示唆された。
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2Da02 定常状態におけるカルピンサイクルの調節機僧:

Phosphoribu1okinaseとa1do1aseの役割

O岩城俊雄・和国野晃・検田明穂・姫野道夫

(大阪府大・農・農化)

葉緑体内のカルピン回路はトリオースリン酸 (TP)を介して細胞質とつながったリプロー

スピスリン酸 (RuBP)再生系である。 光飽和条件下で総菜周辺の C02濃度を変化させると、

カルピン回路中のRuBPと3-ホスホグリセリン酸の定常濃度は大きく変化するが他の代謝中

間物渡度は 一定に保たれる。その時、 RuBPの合成速度は C02固定速度に等しい 0-350μ・01
/圃gChl!hrで変化する。 この現象は、現在提唱されている不可逆過程を触媒する種々の調

節酵素の性質によっては全く説明できない。 我々はフラクトースピスリン酸 (FBP)→トリ

オースリン酸 (TP)を触媒するアルドラーゼおよび、ホスホリプロキナーゼ (PRK)の両酵素

がRuBPによって強〈阻害されることに注目し、上記の現象を説明しようと以下の実験を行

った。

.#υ
唱

2 4 (; 

RuBP (mH) 

アルドラーゼ活性(F1lP合成反応)に対する
RuBPの影響

DHAP;dihydroxyacet∞凶os凶ate

DHAP 

ホウレンソウ葉より KrugerとSchnarrenberger

らの方法にしたがってアルドラーゼを精製した。

報告されている葉縁体内定常濃度のTPを基質とし

て種々の渡度の RuBPを反応系に加えてアルドラー

ゼ(TP→FBP合成反応)活性を測定した(図)。

図に示すようにアルドラーゼは RuBPによって顕著

に阻害された。実験に用いられた RuBP濃度は通常

大気の C02渡度で光合成を行っているときに生じ

るRuBP濠度である。 薬縁体中のアルドラーゼの

v・axは -300μ 圃ol/.gCh1/hrなので、この強い阻

害はカルピン回路の調節を考える上で重要である。

本報告ではさらにアルドラーゼの TP→FBP合成反

応の性質と PRKの性質も併せて報告し、カルピン

回路のダイナミズムについて考察を加える。

Kruger. 1. and Schanarrenberger. C.. 

Eur. J. Bioche田. ill. 101(1983) 
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2Da03 D20環境下におけるクロレラのsucrose合成とその調節

O榛葉繁紀、 山内伸子、 海野けい子、岡田昌二

(静岡県大・薬・般射薬品)

〔目的〕演者らは重水素 (D)の生物学的同位体効果をクロレラを用いて検討しており、

1988年会においてケロレラのsucrose合成がD20環境下において強く抑制される乙とを報告

した 1)。そこで今回、 sucrose合成に関係した種々の酵素活性ならびに調節物質のD20中に

おける変動について検討を行った。

〔方法 JH20培地中で磨養したクロレラ (Chlorellae llipsoidea C-27)をD20中におい

て光合成を行わせ、 無機リン酸量をTausskyらの方法で、 ATPおよびAMP量をルシフエラー

ゼ法で、 glucose-6-phosphate (G6P)量をG6Pデヒドロゲナーゼを用いたNAOP+の還元量よ

りそれぞれ測定した。また、 酵素活性はcellhomogenate(Brawn型ホモジナイザー処理)

を用いて測定した。

(結果〕①らE並立旦監聾 020中において葉緑体fructose-1.6-bisphosphatase(葉緑

体FBPase)および3-phosphoglyceratekinaseの活性はH20中の約50%に低下した。また020

はATP+AOP+AMP量に変化をあたえるととなしにATP量を有意に低下させた。

②細胞質FBPase活性への影響細胞質問Paseのinhibiterである AMP量は020中において有意

に増加した。また細胞質問Pase活性は020中において約25%の低下を示した。

③Sucrose-phosphate synthase(SPS)活性への影響 020中ではSPSのactivatorであるG6P量

が低下する一方で inhibiterである無機リン酸量は有意に増加した。また020中ではG6P存

在下でも酵素活性の増加はみとめられなかった。

〔考察 J020はCa回路ならびにsucrose合成の謁節をつかさどる酵素の活性を低下させ

るとともに各調節物質を合成に対して負の方向に変動させるととによってsucrose合成を

抑制することが明らかになった。

1) Shimba et al. (1990)包 PlantCell Physiol. “In press". 
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2Da04 イネの穂の炭酸固定特性と関連酵素の誘導について

今泉信之・鮫島宗明 1 ・石原 邦

東京虞工大・農農水省生物研

イネの収量形成における穂の光合成の果たす役割を解明する研究の過程で，穎花の

光合成特性が葉の特性と異なることが見いだされた.特に前報で報告したように穎花の

表面には気孔がなく，気孔を通してのガス拡散を行っていないにもかかわらず，その炭

酸固定速度はクロロフィル当りで比較して止葉の 70-100%の値を示し，また C4

光合成関連酵素の活性は止糞よりも高く，その値は穎花のRuPBCase活性とほぼ等しかっ

た.

そこで，開花前後のイネの穂より縫目的に穎花を採取し， 14 C O2 を用いた炭酸固

定速度の消長，炭素代謝関連酵素の発現量を調べた.ウ Iスタンプロッテイングによる酵

素タンパク質の定量の結果，RuBPCaseは出穂直後に発現した後一定の値を示したが， PE 

PCaseは開花前後で一定となり， PPOKは開花後 6日前後に発現量が顕著に11大すること

が明かとなった.また，開花前後の炭酸固定活性の変動は主としてRuBPCase量に追随し

た.さらに. PPOKの発現量が顕著に培大ずる開花 6日後の穎花を用いて光合成的 1
4C0 

ξ 固定を行わぜ炭素代謝を調べた結果.短時間で C4 化合物中に取り込まれる 14Cの割

合は止葉より多いが.典型的な C4 光合成の代謝型とは異なっていることが示され，こ

の時期に特異的に発現する PPDKの役割については明かにできなかった.

C?植物であるイネの穎花で多量に発現している C4 光合成関連酵素遺伝子の発現

機構をさぐるため .PPDKのゲノムクローンを単離し，そのクローン化された D N Aの制

限酵素地図を作成した.

まず.イネ〈日本晴〉の暗所育成苗より核 D N Aを単離し，門boIにより部分分解し

た約2.0 I-.bpの画分を用いてE門BL3 入ファージベクターにクローニングすることにより

核 DNAライブラリーを作成した. トウモロコシ PPOK遺伝子の 3 -側 cDNAクローン

をプロープとしてイネ核 DNAライブラリーのスクリーニングをおこなった結果 3個

のポジ テイ プクロー ンを得た. これ らのクロー ンについて制限酵素地図を作成し検討し

たところ. これらのクローンはすべて同一で. PPDKの全領域を含むことが予想された.
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2Da05 C 02濠度によるピレノイドの制御と RuBPcarboxylase活性

。朽津和幸、都筑幹夫、宮地重遠

(東京大学応用微生物研究所)

ピレノイドは、多くの真核蕩類の葉縁体ストロマに存在するタンパク質複合体である。

従来はタンパク賓の貯蔵庫と考えられていたが、その周囲に蓄積されるデンプンの合成と分

解は、ストロマに散在するデンプン粒と独立に制御されており‘ピレノイド周辺で局所的に

代謝調節が行われていると考えられた 10 そこで環境条件によるピレノイドの変化を調べた

ところ ‘5%C02で培養したChlorella vu l.~ari s llh細胞のピレノイドは痕跡程度であるが、

C02濃度を大気レベルに低下させると数時間のうちにピレノイドが形成されることが明かと

なった。 ピレノイドの発達は 、C02濃度の低下に伴う一連の適応現象 (C02Syndro掴e)2の一環

と考えられる。この過程には光が必要で、 DCHU、CHIで阻害されたが窒素同化を抑制しても阻

害されず、ピレノイドの解隊、構築には積極的な調節機構が存在すると考えられた。

そこでピレノイドの構成成分や機能を明らかにするため‘細胞分画の容易な血品II血 F

mo旦主主細胞を用いてピレノイドを単離したところ‘織成タンパク質の大部分は、ほぼ1: 1のモ

ル比で存在する炭酸固定酵素RuBisCOの大、小両サプユニットと同定された3。また血よ坦I

包旦盟主主のRuBisCOに対する抗体を用いた間媛蛍光抗体法‘免疫電子顕微鏡法によっても 、Ru-

BisCOのピレノイドへの集中が示された。さらにピレノイドのRuBisCOの存在割合や活性を

明らかにするため 、細胞壁欠損変異株から葉縁体を単離し、 70%パーコールに重層し 、界面活

性剤で葉緑体を破砕した直後に強 く遠心して、その沈澱、上澄を分画した。膜成分は可溶化

されて上澄に回収され‘沈澱画分のタンパク質組成は、単麟ピレノイドと同様に大部分がRu-

BisCOであった。この時 、低C02細胞では葉緑体全体の約7割のRuBPCase活性が枕禄画分に検

出され、抗体を用いて RuBisCOを定量 した結果とほぼ一致した。光合成活性と比較した結果

ピレノイドのRuBisCOは炭酸固定に寄与していると考えられ、高C02条件における主たる炭酸

固定の場はストロマであるが‘低C02条件ではRuBisCOがピレノイドに集中し、炭酸固定の場

となっている可能性が示唆される。 RuBisCOが他のタンパク質と複合体を形成し局所的な反

応の場を形成することが、炭酸固定の効率化に寄与している可能性が考えられる。

[引用文献] 1)Plant Cell Physiol 29:1269-1278 (1988) 2)Inorganic Nitrogen Hetabo-

lism p_16-21 Springer-Verlag (1987) 3)Protoplasla 144:17-24 (1988) 
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2Da06 コムギ業より機械的または、酵素的手法により単離した

RuBisCO分解活性

宮台健司・前忠彦・鈴木正人・牧野周・小島邦彦

(東北大・農'.化)

光合成のkeyenzylleである Ribulose-1，5・bisphosphatecarboxylase/oxygenase 

(RuBisCO: EC; 4.1.1.39 )は、業縁体のストロマ画分中に存在し、量的には C3植物の

可溶性タンパク質の約 5制を占め、生長部への転流窒素源としても重要である。

RuBisCOの生合成に闘しては、多くの知見が得られているが、植物業の老化過程にお

ける分解のメカエズムに関しては全く不明で、その分解の場さえ確定していないのが現状

である。但し、業の老化過程の初期段階おいて、 RuBisCO量の減少は葉緑体数の減少に先

立って起こるという結果が得られており、 RuBisCOの分解は業縁体内で生じていることが

予想されている.

そこで、本研究ではまず、現在までに報告されている業縁体におけるRuBisCO分解活

性が、液胞プロテアーゼのそれに似ていることに留意し、精製抗 LSU抗体を用いて、機

械的に単園陸精製した葉緑体と、液胞の破砕液による LSU分解パターンの比較を行ったと

ころ、両者は、ほぽ一致した。また、業縁体と液胞破硲液の分解パターンは、 V 8プロテ

アーゼ、 トリプシン及び活性酸素による分解パターンとは異なることから、 LSUが非特

異的に切断されたのではなく、同一プロテアーゼによる切断と判断され、これらの結果か

ら、次の二つの可能性が考えられた。

1.液胞、業縁体中に同種のプロテアーゼが存在する。

2. 液胞由来のプロテアーゼが包膜へ付着し、精製薬縁体に混入してくる。

そこで、サーモリシン (EC;3.4.24.4)で精製葉緑体をそのインタクトネスを保持し

たまま処理し、サーモリシンの活性を抑えた後、業縁体を破緩、インキュペートすること

で、内在 LSUの分解を見たところ、分解物を検出できなくなった。次に、もう一つの業

縁体の単園陸方法であるプロトプラスト法により、精観葉縁体を調盟後、 その破静液につい

てLSUの分解を見たところ、液胞プロテアーゼによる分解パターンと一致した。

以上のことから、今まで知られていた invitroにおける精製薬縁体破静液のRuBisCO

分解活性は、おもに業縁体画分への液胞プロテアーゼの付着に起因していたことが示され

た。
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2Da07 ケイ光プロープを使つてのRuBisCOの反応時の構造変化の解析

横田明龍 (大阪府大・農)

光合成∞2固定酵素、リブロースピスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ (RuBisCO.E) 

は、その活性発現にA∞バC)とMg2+ (M)による活性化を必4要とする。 活性化されたRuBisCO(ECM) 

に基質である SC02とリブロ」スビスリン酸 (RuBP)を加えると、そのカルボキシラーゼ反応は最初

の数分間のinit ial burstとその後のlinearphaseから成る二相性を示して進行する。 我々はこれ

までの動力学的解析から、この反応の二相性の生じる原因を次のように考えている。 1・2) ECMに

SC02とRuBPを加えた直後RuBis∞はECMR(Rsは基質結合部位に結合したRuBP)として機能し、高い活

性を示す。 ECMRsは数分を要して徐々にRrECMRs(RrはRs部位とは異なる部位、恐らく調節部位、に

結合したRuBP)およびRrnECMRs(nは複数を示す〉の形態を採り、それぞれの活性を示す。 RrECMRsと

RrnECMRsは反応系のRuBP護度がそれぞれ 0.1-1.0、1.0-5. 0 mMで出現する。 今回、このように

推測してきたRuBis∞の機能形態変化がカルボ、キシラ}ゼ反応中に実際に生じていることを見いだ

したので、報告する。 なお、ケイ光プロープとしてはタンパク質の指溶性部位と会合しケイ光を

発する2-E-トルイジニルナフタリ.ン 6スルホン酸カリウム(TNS)を用い、 EX300、EmU7にて測定し

た。
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図lに結果のーっそ示した。 s∞2の存

在下でECMに1mM RuBPを加えると瞬時の

ケイ光減少とその後のゆっくりとした減

少が見られた。 さらにRuBPを5mMに増

加させると、ゆっくりとさらにケイ光強

度は減少した。 ケイ光減少の二つの成

分の内、ゆっくりしたケイ光の減少の経

時変化はRuBis∞のカルボキシラーゼ反

応の二相性の経時変化に一致していた。

今回発表するその他の多くの結果から、

この瞬時のケイ光減少はECM→ECMRsによ

るものであり、ゆっくりとした減少は

ECMRs→ RrECMRsあるいはRrnECMRsによ

るものであると考えている。

(1) Yokota. A. and Kitaoka. S (1989) Plant Cell Physiol. 30: 183-191. 

(2)横田ら(1989)日本植物生理学会1989年度年会講演要旨集 p.298
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2Da08 高濃度RuBP存在下におけるホウレンソウRuBis∞の動力学的性質

辻本憲孝、 横田明穂 (大阪府大・農〉

不活性型のRuBis∞(E)!j:A∞2(C)とMg2+(M)を結合し活性型(ECM)となって触媒機能を発現する。

活性化されたRuBisCOをS∞2とRuBPに反応させると、最初の数分は高い活性Cinitialburst)そ示す

が、その後活性は徐々に低下し反応は低い活性で直線的iこ進行(Ji near phase)してゆく。 これは、

RuBisCOがinitialburstでECMRs、linearphaseで、はo. 1 ~ 1. 0 mM RuBP存在下で、RrECMRs，2~5 mM 

RuBP存在下でRrnECMRs構造を取るためである(横田、本年会にて発表)。 通常空気中では葉緑体内

の遊離RuBP護度は>2 mMとなるので、 RrnECMRsの酵素化学的性質を知ることは重要である。 また、

RuBisCO activaseが機能する為には高農度のRuBPが必要であるが、その理由と機構は不明である。

そこで、 4mM RuBP存在下でのRuBisCOの酵素化学的性質を調べてみた。

RuBisCOのcarboxylase反応は30"Cで、は1i near phaseはinitialburstの70~80~の活性を示すが、

反応温度の上昇に伴いこの差は縮まり、 50
0

Cでは反応の経時変化は直線となった。 s∞2飽和、 4mM 

RuBPという条件下で1~50oCでの活性のアレニウスプロットをとると、 initial burst、linear

phaseとも15"C付近で大きな折れ曲がりを示した。 150C以上での活性化エネルギーはどちらにおい

ても 12~14 kcal/mol、 15
0

C以下では23~24kcal/molであった。 至適pHはinitialburstが8.0、

1 i near phaseが8.1であった。 SC02に対するKm値は30.Cではinitialburstで30州、 1i near phase 

で40州であった。 次iこ4mM RuBP存在下での光合成代謝中間物によるECMの安定化の影響をみた。

ECMを∞2-freeにすると最初の約1分は高い活性を持っているが、その後活性は低下し不活性化が起

こる。 ここへNADPH，FBP， 6-PGなどの中間体を加えたが、不活性化の抑制は見られなかった。こ

のことより、従来考えられていたこれら中間体によるECMの安定化は、 4mM RuBP存在下では起こり

えないと考えられる。
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2Da09 水陸両生植物エレオカリスの組織構造と光合成酵素の分布

上野修了鮫島宗明 〈農水省・生物研〉

これまでの研究から、ハリイ属の水陸両生植物、 Eleochari ~ ili盟主旦は、陸上と水中

とで各々 C.型と C3型の光合成代謝特性を発現することが見出されている。この光合成

機能の変換では光合成組織の形態変化も伴い、陸生型ではクランツ構造を示すが、水生型

ではこの機造は不明瞭となる。このため、本植物は C3、 Cd光合成と関連した構造と機

能の分lt.発現機嫌を究明して行く上で、きわめて興味深い実験系になるものと考えられ

ている。本研究では、陸生型と水生型にみられる形態上の相異がどのような細胞・オルガ

ネラの量的変化により生じているのかを明確にし、合わせて、 C，a、 C4光合成のキーエン

ザイムである Rubisω、PEP-カルボキシラーゼ (PEP-C)、ピルビン酸Piジキナーゼ(PPDK) 

の局在分布を金コロイド免疫電顕t去により解析し、光合成型の変換機構を検討した。

陸生型と水生型の光合成組織は、葉肉細胞、柔組織鞘細胞(PSC)、クランツ細胞とい

う3種の細胞から構成されている。水生型では陸生型に比較して、クランツ細胞の数とサ

イズの減少および葉肉細胞のサイズの増大を示し、この結果、クランツ細胞と他の 2種光

合成細胞の量的比率は両型で著しい相異を示す。葉緑体は水生型のクランツ細胞で小形と

なり、その頻度も減少する。また脱炭酸の場と考えられるクランツ細胞のミトコンドリア

も〈陸生型の C4サプタイプはNAD・目laI i c enzyme型)、水生型で著しい頻度の減少を示す。

ウエスタ ン・プロット法による解析では、 PEP-CとPPDKともに陸生型に比較して、水生型で

顕著に減少し、活性測定から得られた結果と一致した。免疫電顕法による観察では、 PEP-

CとPPDKの存在を示す金粒子の標識は陸生型の葉肉細胞と PSCの、各々、細胞質と葉緑体に

見出された。水生型では両酵素の明確な標識は確認されなかった。一方、 Rubiscoは陸生型、

水生型ともに 3種の光合成細胞のすべての葉緑体に標識された。

以上の結果から、陸生型ではRubiscoは葉肉細胞と PSCにも存在はしているものの、 C

4 光合成酵素については局在分布の傾向を示し、 C 4 型の光合成代謝を働かせているもの

と考えられる。一方、水生型では葉肉細胞と PSCにおける C4光合成酵素の減少とクランツ

細胞の退化が起こり、その結果、葉肉細胞と PSCでRubisco依存の C，型の光合成代謝を稼働

させるよ うになるものと推定される。
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2Dal0 窒素欠乏トウモロコシの回復過程における代謝中間体と PEP

カルボキシラーゼ・RHA レベルの変動

Bambang Sugiharto、杉山 達夫(名古屋大学・農学部)

トウモロコシ薬 PEPCaseの蓄積は硝蹟塩濃度に応答し・RNA レベルの変動を伴い選択

的に制御され、この変動は成黙中の細胞で最も大きく増幅される'¥さらに、この制御は

転写の段階文は圃RNAの安定性によることが単陵核の run-on実験の結果からも強〈示唆さ

れる 2¥本実験では PEPC遺伝子発現の蜜索シグナルについて知見をうるため、1)蜜紫

源としてアンモニアが硝酸湿の替りをするか否かを検討するとともに、 ii)窒素回復の過

程で窒素同化に炭素骨格を提供する 2-o1og1utarate (2-0G) と窒素同化の初期産物 glu-

tuate (GLU)と glutaaine(GLN)の変動を PEPC.RHA蓄積との関連で解析した.

[材料と方法]低窒素(0.8・"H03 -)で 2週間生育した植物体またはその切除した完全

展開業(第 3薬)に高窒素(16・"N03ーまたは 6・"NH.. + )を加え、第 3薬の基部を分析

に用いた.中間体の業肉細胞での分布は differentialfiltration法を適用した.

[結果と考察]i)窒素ストレス植物に高 HH..+を加えると、 PEPC蓄積は耐酸滋の場合

と問機に数日間増加し続けた.一方、 PEPCIRNAの蓄積は "03-では添加後直ちに地加す

るのに対し、 NH..+では数時間の遅延の後、 H03-と同微な速度で増加した.従って、 PEPC

の硝酸による発現制御はタンパク貨と・RNAの蓄積で判断する限り、アンモニアで代曾で

きる。このことは PEPC遺伝子発現をもたらすシグナルが H03- または NH..+ではなく、

後者の同化産物であることを示唆する.

ii) 窒素ストレス植物に N8..+を加え、回復の遷移過程での 2・OG、GLUと GLHの薬肉

細胞での変動を解析した。その結果、 2-0Gレベルは添加後徐々に低下するのに対し、 GLU

と GLHのレベルは、数時間の遅延の後 PEPC・RNAの蓄積と平行して増加し、 48時間後

には低下した。興味あることに、 GLU と GLHの変動のパターンは PEPC遺伝子の run-on

活性のそれと一致していた.これらの中間体レベルが PEPC遺伝子のスイッチの on/off

を引起こすか否かは検討中である.

1) Sugiharto， B. et a1. (1990) Plant Physiol. in press 2)鈴木石線ら o トウモロ

コシ PEP カルボキシラーゼ遺伝子の窒素による発現制御、本講演要旨集.
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2Dall 微綱渡類のグリコール厳取り込み自鹿嶋

白岩普樽・大川美子 1・ 猪 熊 正 則

〈新潟大・理・生物日本化叢・高崎研究所)

低および高 C0 2 条件下で培養されたクロレラなどの微細蕩類は各々の粂

件に適応し、前者は後者に比較して、高いカルボニックアンヒドラーゼ (CA ) 

活性、 細 胞 内 無 機炭素(D 1 C )海繍徳橋治性をもち、それらの作用によって

光 合 成における D 1 Cに対する高い親和性を獲得している事が鳴らかとなって

い る.また、外界 の C0 2 条件は援結合性タンパクの合成や細胞の傭造変化を

も引き起こしている反面、カルピン回路や光呼吸系の歯車索活性には最多嘗を与え

ないとされている. こ の 中 で 、 演 者 ら は 、グリコール酸の取り込み活性が生育

時の C0 z粂件によ り 変 化 し て い る こ と を見いだし、その.構やその様導条件

等について調べた.

(1) Qhlorella芝旦主互主主主主 11 h によるグリコール霞取り込み活性は低

C 0 2粂 件に適応した細胞(Low-CO 2 cells) においてのみみられ、高 C 0 2 

盾ノ適応した細胞 (High-C02 cells)ではみられなかった.また、 Chlorella

re.!l:ularisでは High-お よ び Low-COz cellsの双方においてグリコール陣取

り 込 み活性は毘めら れ ず 、 種 特 異 性 の 存 在が示暖された.したがって、以後の

実厳では全て ~芝笠主孟皇玄主主主 11 h を用いた.

(2) Hi~h-C02 cells を低 C0 2条件に移した掲合グリコール酸取り込み

は時間と共に増大し、 2- 3時 間 で 、 定 常状懲に遣した.この経時変化は、

CA誘 導のそれとほぼ一致した.また、これはタンパク合成阻害剤シクロヘキ

シミ ドと転写匝害剤J6ーメチルプリンにより阻害され、クロラムフェニュール

やリファンピシンに よ っ て は 阻 害 さ れ な かった.

(3 ) グリコール酸取り込み活性の増大には低 C0 2 粂件と強光粂件が必

須であった。また、それは DCMUや CCCP存在下ではみられなかった.

以 上の結果から、グリコール酪取り込み活性が光および低 C0 2 条件下に

おげるタンパクの金皇旦旦ヱ2 合成のレベルで調節されていることが明らかとな

った.
(4 ) グリコール酸取り込み活性は腹不透性の種々のタンパク合成阻害剤

(メリサリル酸など}により阻害された.更 に、 HC03-， HCOO-， Cl・によって

錯統的に阻害された.また、 EGTAは最多.なく EDTAによって大きく阻害

さ れ た.この活性は光照射下においてのみみられ、暗所および明中でも DCMU

や CCCP存在下ではみられず光エネルギーが必須であった.

以 上の結果は、細胞腹上にグリコール酸取り込みをコントロールするエネ

ルギー依存性のキャリアタンパクが存在することを示唆する.
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2Da12 LI!:!.主工旦Eのプラスミドと G- 1 -P adenylyl transferase遺伝

子のホモロジー

O金福燥、井手口隆司、西瀬弘 1、胡澄、角野富三郎、山下仁平 2

(阪大・蛋白研、 1甲子園大、 2阪大・ R 1総合センター)

私達は光合成細菌Rhodospirillu!I旦主工旦!!!. S - 1のプラスミド pKYl (55kb) 

の塩基配列を決定しつつある。今回決定した塩基配列中のオープンリーディングフレームを

アミノ酸配列に読み換えて、蛋白質データベース Swiss-Plotに対してホモロジー

検索を行った結果、有意と恩われるものが見つかったのでこれについて報告する。以下、こ

のオープンリーディングフレームを便宜上、 oR F 1と呼ぶ。

o R F 1の開始コドン ATGの上流に SD配列と恩われる A G A G A Gという配列が存

在する。 Fickettの方法によるとテストコードの値は 1. 2 7となり、タンパク質がコード

されている可能性が高いことが示唆される。 Swlss-Plotlこ対するホモロジー検索

の結果、 Streptomyce ~ K!....!...!三日の三土工旦、 Pseudo圃onasaeruginosaのフォスフォマンノー

スイソメラーゼ、 Escherichi ! f.旦!l及び、 Salmonella typhimurium のグルコースー 1ーリン

酸アデニリルトランスフエラーゼが高いホモロジーを示した。

とよL旦は、アミノグリコシド抗生物質であるストレプトマイシンの合成に関する遺伝

子クラスター中に存在するオープンリーディングフレームで、その遺伝子産物は同定されで

いないけれども、 5 t r DはL 旦斗のグルコースー 1ーリン酸アデニリルトランスフエラー

ゼのアミノ酸配列と高いホモロジーをもつことと、いくつかの傍証から、グルコースー 6ーリ

ン酸のヌクレオチジレーションを行う酵素であると考えられている。グルコースー 1ーリン酸

アデニリルトランスフエラーゼは、糖代謝経路上のキーエンザイムであり、グリコーゲンの

合成に関係している。

R. rubrumは、光照射下でポリー β ーヒドロキシプチレートとグリコーゲンを合成する

事が知られている。 R. rubrum のグルコースー 1-リン酸アデニリルトランスフエラーゼにつ

いては、 Furlong等によって報告されているが、アミノ酸配列は知られていない。 oR F 1 

がグリコーゲンの合成に関係している可能性が考えられる。
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