








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、 PRla、 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。

一248一



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.campestrispv. 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 14C0 

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 DNA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DNAを単離し，門boIにより部分分解し

た約2.0I-.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、 V8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。

-258-



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、 C4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 D1 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 11h 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 AGAGAG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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