
2EaOl 光合成促進物質の検察

。察晃値、 M 徹、玄丞縮、磯貝影、

鈴木昭憲(東大袋化)

績物の物質生産能カを向上させる方法の一つは光合成を噌大させることである.演者ら

は、化学的手段による光合成促進を目的として、小麦のプロトプラストと酸素篭極を用い

た簡単なアッセイ系を擁立し、広簡な化合物についてスクリーニングを行った.その結果、

コリン類縁体と N-置換グリシン類縁体のい〈っかが光合成促進活性を有することを見い

だした.さらに、光合成促進の作用像作解明のため、取り込み実験や代謝実験、光合成電

子伝達系や光リン酸化に与える影響、さらにカルピン回路の各酵素に与える影響等も検討

したので報告する.

光合成促進物質の検察は、常法により単厳した小麦プロトプラストと供試薬を反応液中

で 2分間インキュベートした後、光を照射することにより光合成を開始させ、光合成由来

の酸素放出速度を無処理区と比験し活性を調べる方法で行った.光合成亀子伝達系と光リ

ン般化に与える影得は、単厳したホウレン撃のチラコイド肢を用いでそれぞれ常法に従い

実験を行った.代謝実験を行うため、，J、愛を[¥..C]供試薬の入った水量得液で一定期間生

育きせた後、クロロホルム/メタノール/水の混合溶媒中で磨砕し、水溶性抽出物と脂溶

性抽出物に分けた.これら摘出物はアイソトープ検出穫を用いた高速液体クロマトグラフ

イーできらに分析を行った.カルピン岡1&系のa草案に与える影響は、 Lill町らが報告した

還元的ベントースリン駿回路のタンオーバーシステムを用いた.

光合成促進物質のスクリーニングの結果、コリン類縁体と N-置換グリシン類縁体のい

くつかが小麦プロトプラストの光合成を 5.......1 5 9匝促進することが明らかとなった.また、

取り込み実験の結果、これら化合物は値物体内に速やかに取り込まれることが明らかにな

り、さらに代誠実験の結果、い〈っかの代謝経路が明らかになるとともに、光合成促進活

性はこれら化合物の代謝産物が有するのではな〈、その化合物自体が活性を有しているこ

とも明らかになった.一方、これら化合物は光合成電子伝達系および循環型、非循環型光

リン酸化ともになんら影響を与えていなかった.しかし、カルピン回路系の酵素に与える

影響を調べた結果、回路の酵素を促進している可能性が示唆された.現在、詳細な倹討を

行っている.
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2Ea02 パレイショ塊茎形成活性を示す化合物

。
幸田務員0・高僧淳・喜久田事郎

(北大・農・植物)

パレイショの塊茎は、短日条件下の薬中で形成される縫菱形成物質により誘起きれる.

袋々は先にこの物質の一つをパレイショ薬から単厳し、そのアグリコンをチュベロン蹟

(Tuberonic acid. TA)と命名した o T Aの化学僧造はジャスモン酸 (JA)ときわめて類似し

ていることから、 TAは JAと同様にリノレン酸からリポキシゲナーゼ (LOX)を出発とす

る一連の酵素群によって生合成されるものと思われる.したがって LOXやその関連酵素

の限害剤は、パレイショの縫茎形成を阻害する可能性がある.そこでパレイショ茎断片繕

養法を用いて、様々な物質が塊茎形成に及ぼす彰響について検討した.

まず動物のシクロオキシゲナーゼの阻害剣であるアセチルサリチル酸(アスピリン)の

影響について調べたところ、予想に反してこの物質は 5xlO-6 K以上の濃度で塊茎形成活

性を示した。インドメタシンやクークミン等の他のシクロオキシゲナーゼ阻害剤は金〈活

性を示さなかったが、サリチル酸はアスピリンよりやや強い活性を示した(図)0 安息香

酸、 P-. 11-ヒドロキシ安息香陵、フタル酸等には金〈纏茎形成活性は認められなかった.

一方向じ〈安息香酸の間違化合物であり、オー

キシンの極性移動阻害剤である TIBAとフル

オレセインは弱い塊茎形成活性を示し、また

NPAはサリチル酸と同程度の活性を示した。
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パレイショ茎の組織片にリノレン酸を与えて

放置すると、組織内の塊茎形成活性は大きく地

加した.ごの結果は遊雌のリノレン酸レベルが 宮0.5・4
TA生成の律速因子であることを示している. : 
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ものと思われる.
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2Ea03 紫外線UV-B照射のキュウリ芽生えに及ぼす彫響

近藤矩朗、川口和彦 1 (国立公害研究所、 1東邦大・理・生物)

太陽光に含まれる紫外線のうち290nm以下の波長の大部分は成層圏のオゾンに吸収され

てほとんど地上に到達しない。近年、クロロフルオロカーボン(CFCs)の大気中への放出

の地加に伴い、そのオゾン破緩作用が問題となり、植物に対する影響が懸念されるように

なった. "ゾン減少により 290~320'nmの紫外線が増加する。これはいわゆる UV -B (28 

0-320nm)の範囲にある。オゾン減少に対応する紫外線増加の光環境を野外において人為

的に作りだし、ダイズの収穫に対する UV-B増加の影響が調べられているが、その結果

は品種や実験の年により大きくパラついている。 UV-Bの影響は種々の環境条件に依存

していると思われるが、それを解明するためには実験室における詳細な研究が必要である.

室内実験では野外のような光条件を作りにくいという問題があるが、本実験では室内にお

いてキュウリに対する UV-Bの影響といくつかの環境要因との関係について検討した。

付料としてキュウリ(品種:北進)の芽生えを用い、 20.Cあるいは25"Cで人工光グロ

ースチャンパー内でUV照射を行った。湿度は70%、日長は12時間 (UV照射は11時間)

とした。 UV-B照射は東芝健康線用蛍光ランプに290nm以下の光をカットするフィルター

を装着したものを用いた。 UV-A照射には NIPPOFL20S8L8蛍光灯を用いた. 20"CでU

V-Bは子葉と第 l葉の顕著な成長阻害を引き起こした。また、第 1~震の周辺部にクロロ

シスを引き起こした。しかし、照射時の温度を 25"Cにすると、クロロシスは生じたものの、

成長阻害はほとんど認められなかった。健康線用蛍光ランプにはUV -A (320-400nm) 

領域の紫外線はわずかしか含まれていないので、 UV-A周蛍光灯により UV-Aを補強

して UV-Bの影響を調べた。表 1に示したように UV-A照射により UV-Bによる成

長阻害はほとんど回復した。しかし、
表 l キュウリの成長に対する UV-BとUV-Aの影響

処理 乾燥重量 (mg)

-UY-B -UY-A 
+ UY-A 

+ UY-B -UY-A 
+ UY-A 

子業 第 l~

66主 8
68:t 8 
57:t 13 
62:t 13 

216土 34
226:t 49 
183土 34
211:t 36 
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UV-Bによる第 1.のクロロシス

は回復しなかった。これはUV-B

の成長阻害作用とクロロシスとはそ

のメカニズムが異なることを示峻し

ている。



2Ea04 ゼニゴケの細胞僧殖に関与するプロテインキナーゼ(HK-II) 

の生理的な役割

金勝一樹、道家建二郎、大槻健蔵北里大・教養・生物、

1衛生・生物科学)

ゼニゴケの培餐細胞の増殖には、光照射が必須である。暗黒下にある本細胞を、再ぴ光

照射すると細胞の増殖が誘導される。この様な実験系は、光照射による細胞増殖の生化学

的機構を解析するのに適している。そこで我々は、本機構に関与するプロテインキナーゼ

(PKase)とその特異基質となる蛋白質の生理的役割lを明らかにする目的で本研究を行った。

{材料および方法】ゼニゴケの細胞は、 2%グルコースおよび lpp圃 2，4-D;を含むHS改変培地

( Ka toh ら1980)を用いて、 25・Cで振とう培養した。(1)本培養細胞からの PKaseの抽出

は、1.011 KCIを含む50・HTris-HCI緩衝液 (pH7.4)で行い、 DEAE-celluloseカラムクロマ

トグラフィー、 Sept】acrylS-200カラムによるゲル泌遇およびHonoQ (HPLC)により 3つの

異なる PKaseを高度に精製した。 (2) このようにして得られた PKaseの醇素化学的な性質

を解析した.そしてそれぞれの PKaseの持つ特性を基にして粗細胞抽出液中の特異的リン

般化蛋白震を直接検索した。さらに、(3)[32P1KHaO.存在下で細胞を培養し、光照射によ

り誘導される特定蛋白質のリン酸化を SDSPAGEとオートラジオグラフィ一法で解析した。

[実験結果】 (1)ゼニゴケ細胞から得られた 3つの異なる PKaseは、I1K-I(23KDa)，HK-II 

(47KDa)および MK-II 1 (28KDa) と命名した。 HK-IIの蛋白質リン酸化活性は、低濃度(20

ug/阻1)のへパリンによって著しく促進され、 また 400

C ( 5分)の前処理でリン酸化活性が

完全に消失する点で、他のPKase(MK-IおよびHK-III)と区別された。さらに HK-IIは、①ヒ

ストンH1を最もよくリン酸化すること、② subunitの分子量が 32KIlaであること、さらに

@へパリン affinit:yカラムに吸着することなどの点で、動物細胞の分裂機情調節に関与

する cdc2kinase (34KDa)とよく似ている。 (2)組細胞抽出液中で特異的にリン酸化される

蛋白質の検索から、分子量 60KDaのpolypeptideが検出された。本polypeptideのリン酸化

は、 40・Cの前処理とへパリンに対する反応性から HK-IIの特異リン酸化蛋白質と考えられ

た。さらに、(:I)i旦 vivoでのリン酸化蛋白質の検索では、光!被射後 9時間白から徐々に蛋

白質のリン酸化が起こり、 その中に 60KDapolypeptide存在が認められた。

以上の実験結果から、光照射によるゼニゴケの細胞相殖の誘導には HK-llによって特異

的に I}ン酷化される 60KDapolypeptideの関与が示唆された。
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2Ea05 イネ培養細胞のメチルシトシンについて

田仲可昌 1、大野清春 2 ( l 筑波大学・生物科学系、農林水産

省・生物資源研・細胞育種部)

遺伝子の発現制御機繕は多様であるが、演者らはDNA中のシトシン塩基のメチル化に

注目し、イネ培養細胞(プロトクロ ン)を用いて分化能と mC 含量との関係や植物ホル

モンやメチル化阻害剤で処理した場合に、 mC含量がどのように変化するかを調べた。

方法 mC含量の測定は微量の試料でも可能なポストラベル法によった。すなわち、 D

NA標品をMicrococcalnucleaseとspleenphosphodiesteraseでNpにまで分解し、ついで [a

_32PJATPとT4 kinaseで口pNpに、最後にPlnucleaseで・32PNとした。反応産物を cellulose

TLCで2次元展開し、オー トラジオグラフイ 後、 pCとよの部分をかき取って放射能を測

定し、そのmCjmc+cの%で表示した。この系では、 1反応当り 0.1-1.0はまでほぼ一定のmc

含量を示した。イネの各種培養細胞などから全DNAを抽出し、試料とした。

結果:

1 ) 1粒の種子カルス由来の培養細胞(プロトクロ ーン)で、個体分化能がある培養細胞

とない細胞の聞で、 mc含量の差はなかった。

2 )培養細胞(プロトクロ ーン)から植物体を復原し、第養細胞と復原稿物体の葉を比較

したが有意の差はなかった。

3 )植物体復原能がある株とない株を用いて、植物ホルモンや5-azacytidine関連物質で

処理した培養細胞について比較した。結果は、(1)ホルモン処理によって、顕著な変

動は見られなかった。この結果は、植物ホルモンの添加一特に2、4-Dーによるmcの顕

著な増加が観察されたニンジン培養細胞 (TAG，77，1989，325-331)と対照的である。 (2)

5-azacytidine関連物質で処理した細胞の植物体復原率と mc含量に関しては、 5-aza-

cytidine処理により植物体復原率が有意に減少するとともに、 mcの含量も低下してい

た。

以上、細胞の全DNAを用いて、 mc含量の変動を調べた限りでは、 5-azacytidine処理以

外は顕著な差は見出せなかった。ニンジン培養細胞の場合と異なる、乙の結果が単子葉植

物全般の特徴であるのか否かは興味深いところである。
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2Ea06 褐j義過えi予め巳AMP

。矢森正之，玖;森崎文ア 事叱を羽仁 (東犬 二与;手研， 1# 1... 
f~1拡研)

c..L1川p.や C守門PIJ _~耐包 lこおけるイち号伝達方の~ガ y ドメ、γ 乞ンプ v ーとして色く炉与

れていゐド主 Il. 動物相H包やま回1省、面持IJ)-Gじで間究されてお小丸企阪:生物て wみ苛

久IJtない・転々 aユ ラン夫妻 1::怠J1kるに《門Pが知河包外場主長の変化I:Fo;:，じてすq'""ぃ
魂1宣教ィLを起こすこと E見広 lた.ラン莱 lニあけても、 乙At1Pが「動物相H包Iζ おウる司ヒ

同織の俳11を要して、1;.可能l-i.h¥"考えちれる. L tJ、 1むから 島苓雄物 l工主ける乙州Pの

?を作 11岸が芹<tためられて iヨい Gρ • J.ト@Jx々 l立褐来におけるサイワソッケヌクレ方今

川存在|二つけて コン?とワ力川進えき E良験料料として給対した.

コンチ、(La/ffiJUlI'-Itl. eJ!1li1st，ε九)は省顧 Cl2f1)I二て椋.J.l t三tの左、 ワカメ(血盆丘盆

〆?t.1ttlitf i，必 )tj. -r凶~ (4ij)・?に遊均(ワ河)に T抹集しためかぶ(月包壬禁〉左明けた.

コシア、勺仰を孝 8~1 日眠、改 L たイ生れづ与A<..I::友し遊えき左足矢t..~1!.た.逃走去
を~む場Jkt か/也、て，- ~t通し、いえf :失を 3， 000 ~ a、I()卿毒I¥，;して逃えき左決着b 也た.

遊えきを r え量司寸a.'B~がι，. I乙拠渇レた依 トゾクロJレ酢函往左加えて cA~P ‘c.~MP ~.t由生、
した.史量 l立、川トラジ1イA ノアッ包イ法 1::主、).ヤ可サ(株)尚三則史失叶主主柄、 3て11
?た.きた，別克明試がト主サイワリヲク Zヲレオ今ドオ:スホ九ス17ーセ了くPDE)で処理レ‘

cAMP 主介解レ T三1~. 1ぷ1-ラゲオイ A ノ7'1 巴イ主行，たヒころ、 コシフヘ勺カメのmえ
ð--!::ち、l'DE 末処姐円仰の幸久区までc.Al1f 量司他下 !J";" 良られ、 5則定;弘め右対同ffi:~証拠き

れた.

コン7、、‘勺仰の滋えさ 1:"¥立、乙AMI'‘に制Pがともに 5"-ユop-~ol/句 frot-e;河/含ま

仇ていた.二の 7蒐烹 1;1ラシ芳、ャ矢崎商 I c::.あサる魂煮ヒ l ;i l~ 、珂じて‘ あヲた.次に‘コンブ、‘
のi逃走予につ、》て、 品川イ衣削-10)7Dロずイン守 r--1ざの拝1主l二つけ T検討 ¥t三.ま寸。

コンチ内逃走;i超音戒同科 lて偽Bホた粗柚朱決を 3ヤーATPと及えさせた後、 $D;:5-PME

才ートラジ才ケ、フアィーに.t') #1r面気化された守ン 1刊性E放生 11三結果、c..At-¥p依存a">
10ロ子イン村 F 託、の 4'，.rì.~. 草花ゲ)5れた. ιAf"Wぬらl-'tO)イセ執す主閣官pJ.dJ{作成え 5れ

るo 本新9しで l;i 北者ìlK写場;~研究所の純協先生 来村先生、 I1!0r女大革下回路為表職乞

:. ~一向締玖'1-，-宝 lこ争大内令官tf孟 1::' Q ，)ヨレた.
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2Ea07 ラシj京17>c.AM P アテ、二 1)..，自在シク ラー t三池，)生 との相関

坂本拡大村田紀失7、 。よゑ正之ゴ (兼久'Ft，むι1.塾生林

Z最久通3等研)

弘、 々 l立 こ 氷までに 、 利K~生ラン莱 A na-baeM の知砲ωCA門P量が日月 -晴、 pH 変化
むヒーの細胞外措税局常イLに対たLて九;案文!こ普ιねことを主見守:¥下、 る. この与コな

c.A門Pレぺ、}レの変化ボラシ築数一角立に見られる埼」本て肋日、るか左る怪かめる ι払に、

AmL/)tle7UZの化 lこ.れ丈+盆の βρiru.&M 、単知H包性の Jl171edっOIstJ につ u て.

c.AMP念量 E刻えし さ主にァデレ厳シクラーゼ法性二 フいても検討もまらた.

'1.験対料に I~ ， A1Iabaen.a cdi1tdr/，a 、 ふ3がμ必死4乙d必出4J 、 A'5tJ?U!dtJc.udi..& pcc. 
6s03 を連総弘授射下で、主 体/lた対数増延期仰向付四月包左明いた .知dgkE40b

問ati'サまたIJ明 tfr"t'・インもべ」トレ名イ生、 トリワロ Jレ l司令函生主f恭由lコす E 乙と，~よリ . 知月色

古、;c..AMP t柑土し、ヤマサ L株)φ ぽ I-ラデオイムノア γ 乞イキット 1::よづえ費した.

鮒酬のc.AMpI1立、伊胞をさ ‘)itOyフ'-11レ?ー τナi邑レた;t来に つり1理l>t~1ì ， 左 . ア

デエ)レ臥yクラ--e.';i性、色む.占〈がP〆〆‘が、ササイ付ワリhツクヌクレオ今ヤオホ:スオネ、ジエス予行ラ-ゼ三玲?急剥¢令創‘，¥

司ð);~場芳測現安則，)悦j比えI立 . *細制困叫H胞包司粗粉キ柚由肱d弘え;来札 E δO向勾伊似0ωω0仰o)c マ!• 351'$.夕肘?げF問司逢j九、:l口てイ得尋ろJ仇t九 上3蒲青晶liJと三求史央;漁激

l晶重血¥h沿J'lじ=つ、け}てす行T?た. 

cAMP1立 ゑ状性の Ana.baeJl.aゃ£在住五詮に Ij可眠、つの量冷ま才L，特1二靖吋て‘l;j

怠置か多く 明付f で l立 fグ~ <. む 3 傾向か急足、められた . jた c.A門P町細目包外への右女':t.l亡

閉lては‘A17tlbtlend ていr;).殆ヒ“料芹.'~;..}\なかヲた め に対し 、必竺色 では Aなが
甑~であリ 、 明的川崎附での 放Z.;d" 3名私 l工比三れた 方、単科胞性のみ笠生二

￡記主￡ てぬ ，~ c..A門P↓3 本長生えされなか フた，検虫色イ)j5-t 1:: 問里~ 11'"あ3可能、他もるたできなけ e

実こで.すゲ会 lレ醜シクラー乞.，::.糾むこつけ て旅討レた e い結果 ，A71a.btl-e 11d 川"(AJ'

Jμr-u~'7tG で 1 ;1寸ぷ?な函毛無治性か言ためら請tた府、 必仰cMCII J.b.bτ ，j 曲草寺;全性 IJ~食

dえさ骨'l~虫、，た.また • A7叫 btJeneでI"j:萌草案浩+生，<1;r，t釆~&-に のみる在 Lてけたれ￡区住:

主主盆では可;刻‘主晶かいも可反，)0) ;4.性がもためられた 。本付、 ジ1ス"}7--t:・3制念 l立

ピ拘姥数l二ち混_"$oI-t t三 bて 、 5'J(1UcMCザぷ的の 3急性 l主位のち の 会づ他ぃ f五~Ã: tJ二。
これらの度験梓果，;1，ラン売るにあ・けて d仰の代謝誌は多様であるニと 、また種によ

〉て家フたイ鵠イ玄街、主高~l!さ也て いる可能tt71'-あ3与と U 吸円、、る.
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2Ea08 イネの 2種類の老化異常変異体 (non-yellowing.utant)の性質

について

川崎信二、飯田修 1 (農水省・生物研、 1農水省・紋射線育種場〉

積物の老化は分化過程の一環を成すと考えられ、収穫期のイネや麦の薬が一斉に黄化

することから良く制御された素過程から成る事が予想される。こうした素過程の分析には

変異体の存在は重要な役割を果すが、果実の成熟過程に比較して葉の黄化過程の変異につ

いての記述はごく少ない。演者らは葉の糞化過程に異常を生じた変異体をイネで初めて、

2種類得たので、その性質について報告する。

方法:イネ(コシヒカリ)の種子を0.111のEIISまたは30kR(7.7 x 10-3C/kg)の γ線で処理

した後、播種した稼を自家受粉させ、第 II世代 (112)の中から黄化異常を示すものを選んだ。

EMS処理区では恥で固定を確認した。種子が完熟し対照の3震が黄化した時期に薬を切取り

細胞の電顕観察を行なうと共に、葉を液体窒素下で磨砕し、可溶性分画と膜分画とに分離

して SOS-PAGEにより各分画の打ハ.ク貿の構成を比較した。また各々の薬に含まれる 7' ロテ 7~'

活性を基質として添加した RubiscoLSの分解の模様の観察により調べた。

結 果:EMS処理及び Y線処理のイネから 1種類づつの質化異常変異体が見出され、各

々NY-1及びNY-2と名付けた。 NY-1はむしろ薬の緑がやや深まりつつ対照より少し遅れて枯

死に至るので枯葉も緑を帯びている。頴は出纏は遅れるものの対照と問機に退緑し完熟の

様子は変らない o NY-2は中程度の貧化が起こるが、頴も退緑が遅れ薬の枯死も遅れる.

質化した対照の薬の葉縁体は体積の減少と'f ~1Jイドの小胞状の崩嬢、油消化が著しく、

験分画のSOS-PAGEでも引ラコイドヲンハ， ~質はほとんど分解している。これに対し NY-lではゲサ

部分の'f~1Jイドが良〈保存され、 i由滴はできるが小胞化は起こらず最後はゲラナ部分が結晶

状に凝集する、これに対応して膜分画では LHCPIIのChB;'I¥'~貫複合体のみが良〈保存され

ており、 Chl含量は対照の4.5倍あり、 a/b比は1.5に減少していた。 NY-2の薬縁体は泊滴は

できるものの偏平な形状や刊日イドの様子等最も正常な状態に近かったが何日イドわ1¥'ク質

は対照に近い所まで分解していた o Cbl含量は対照の約 2倍、 a/b比は約 3で対照と同じで

あった.可溶性わハ・ 7質は何れもかなりの分解を受けており 、特に貧化した対照で著しい。

LSの分解で見た 7'ロ17-1.'活性は、対照 >NY-2>NY-1の順で強く黄化との強い相聞が見られ、

また何れも SOSとβ-KEにより著しく活性化された。
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2Ea09 ヤグルマギク培養細胞におけるアントシアニン生成と紫外光に

よるピリミジン二量体形成の防御

高橋昭久、武田幸作、大西武緩東京学芸大・生物、 1 奈良

県立医大・生物)

高等植物に広く分布しているフラボノイド化合物は、紫外域 (230-380nm)に大きな吸

収帯を示すこと、表皮系細胞の液胞内に局在していることなどから、過剰で有害な紫外光

に対するフィルターとして働き細胞の生理像能を保護しているものと考えられている。ま

た興味あることに、太陽光に含まれる紫外光のUV-Bにより、効率良くその生合成が誘導さ

れることも知られている。 しかし、細胞中に蓄積したフラポノイドが、実際に紫外光防御

の働きをしているのかどうかは調べられていないのが現状である。

そこで本研究では、ヤグルマギク(包旦L盆旦E盟 盟 主E旦.s.L.)培養細胞の2つの系、すなわ

ちUV-Bを含む光照射によりフラボノイドの一種のアントシアニンの生合成を誘導する Z系

と誘導しない D系を用いて、 フラボノイド蓄積と紫外光防御の働きとの関連を調べてみた。

まず Z系の細胞で、前照射として UV-Bを含む光照射時に①温度一定 (25"(;)、照射時間を

変えたもの (0，2， 4 days) ②照射時間一定 (4days)、温度を変えたもの (5，15， 25"(;) 

と条件を変えてアントシアニン蓄積量をコントロールした。 これらに紫外光として殺菌灯

(UV-C)を照射した後、紫外光防御の指標としては紫外光による DNA損傷のピリミジン二量

体の形成量と FDA蛍光染色法による生存率の測定により判定した。その結果、①において

は前照射せずに暗所で培養を続けたものに比べ 4日間前照射したもの、 また②においては

前照射時の温度が 5"Cのものに比ペ 25"(;のものでは、そのアントシアニン蓄積量はそれぞ

れ検出限界のレベルから 12μmol/gfr. wt.に増えており、紫外光による損傷としてのピリ

ミジン二量体形成は約 1/2に抑制され、 さらに紫外光に対する細胞の耐性も明らかに高ま

っていた。一方、 D系の細胞では、前照射の時間や温度条件を変えてもアントシアニンの

蓄積は見られず、紫外光によるピリミジン二量体形成の抑制や紫外光に対する耐性に差は

見られなかった。

以上の結果から、まさに植物にとって細胞内にフラボノイドを蓄積することは紫外光

から身を護る働きがあることを示すものであり、植物が常に solar-UVにさらされるような

過酷な陸上へ生活圏を広げた事とこの物質の合成能の獲得とを合わせて考えると極めて興

味深いものがある。
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2Eal0 トマトの培養細胞と芽ばえにおけるカドミウム結合性
物質の生成
井上雅裕・光宗円・今井千春・村山徹郎(愛媛大・
理・生物)

カドミウムイオンは植物の成長を著しく阻害する 。しかし、植物を低濃度
のカドミウムを含む培地で培養すると、植物はカドミウムに対する耐性を獲得
する 。この機構には幾つか考えられるが、その中でも重金属結合性蛋白質また
はペプチドの誘導的合成は積極的な耐性獲得の機構として重要で‘ある 。最近、
我々は、カドミウムで馴養した酵母(5.ぽ'Te円以~e )が、分子量約 9000のカド
ミウムメタロチオネイン (Cd-MT)を合成することを明かにした(Inouhe et.al. 
1989)。本研究では、トマト(Lycopersicon esculentllm cv. Pala，目)の芽ばえと
根の懸濁培養細胞を用いてカドミウム結合性物質の同定を試み、以下の結果を
得た。

( 1 )トマト培養細胞の成長は、 0.2mM以上の濃度のカドミウムで強く阻
害された。低濃度のカドミウムを含む培地で馴養した細胞は 0.4-0.8mMカドミ
ウムに対し耐性をしめした。銅に対する耐性は得られなかった 。0.1-0.4rnMカ
ドミウムに順応した細胞のカドミウム量は培地に添加したカドミウム濃度と高
い正の相関をしめした。細胞内カドミウム結合性物質の同定を行った結果、ト
マト細胞はCd-MT様タンパク質は合成せず、分子量約 4000の低分子ペプチドを
合成することがわかった。このペプチドは、主として Glu、Cysおよび Glyから
成り、そのモル比は約 3:3:1であることからフィトケラチン (PCn)であると考
えられる 。

( 2 )トマト芽生えは根から与えた0.1mMカドミウムによって著しい成長
阻害を受けた 。この条件下で、地上部組織内に蛋白質、アミノ酸および還元糖
の増加がみられた 。しかし、地上部、根から特定のカドミウム結合性物質は検
出されず、ほとんどが遊離の状態で検出された 。一方、低濃度 (SOpM)のカ
ドミウムで長期間(27日間)培養した植物体では、根からは特定の結合性物質
は検出されなかったが、地上部組織から分子量約 7000と約2000の異なるカドミ
ウム結合性物質が検出された 。前者は Cd-MTとPCnによく似たアミノ酸組成
をもち多量の Cysを含んでいたが、後者はそれをほとんど含んでいなかった 。

以上のことから 、同じ植物であっても存在状態および培養条件の異なる細
胞は多様な重金属ストレス対応機構を有するものと考えられる 。
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2Eall イ ネ 幼 箇 に お け る 凍 結融解傷害に関連するタンパク質

肥後健一，肥後ひろみ〈農水省・生物研)

細菌から動物，植物までを含め~幅広い生物種の細胞， 器官あるいは個体を生理的温

度よりも数度高い環境に爆すと， 分子量約 20Kから 110Kの特定の数種類のタンパク質〈熱シ

ョ ックタンパク賞〉 の 合 成 が 誘 導 さ れ る . 熱以外でも金属イオン， アミノ隊誘導体， グル

コース飢餓， ヱタノールなど， あるいは器官の場合は嫌傷など， のストレスによっても訴

導されることからス ト レ ス タ ン パ ク 質 と も 呼 ば れる. 我 々 は 凍 結 ・ 融 解 と い う ス ト レ ス に

よって植物細胞が受ける損傷の修復過程に関わる 遺 伝 子 を 同 定 す る 目 的 で ， イネ幼首を材

料として凍結・融解によって特異的に誘導され~タンパク貨を調べてみた.

[材料と方法] イネ(IR36) の幼首〈矯植後 13日)を暗黒下に -2'Cで 16時間凍結し.

その後に同じく暗黒下で 28'cに加温(rewar・ing) した.一定時間経過後の各試料から全 R

NAを調製し. オリ ゴ テ ッ ク ス -dT30を用いて欄RNAを精製した. これを[35 S] メチオニン存

在 下に無細胞蛋白合成系で翻訳させ， 合成された蛍白質を SDS-PAGE及び O'F'arrellの 2次元

電気泳動法で分析した.

[結果と考察 1 ・RNAから翻訳された蛋白貨を SDS-PAGEで分析したところ， 凍結・融解処

理によって特異的 に誘導される蛋白貨がいくつか 見つかった. 分 子 量 37，000の 蛋 白 質 (P3 

7)は加温開始後 30分で誘縛され，約 2時間ほど同じレベルであった. 一方， 分子量 68，00

O. 70.0∞ 105.000の 蛋 白 質 (P68， P70， P105) は P37よりもゆっ〈りと誘噂された. P37 

の誘導バターンは， トマトを低温(4 'c )処理後 28~ に加温した時に急速に修司事される分

子量 35.000の蛋白貨のそれと類似してい~ (Cooper and Ort， 1988). 両蛋白質 e;t低温傷

害からの修復に共通の役割を果たしている可能性がある. さらに多くの特異的な蛋白貨を

同 定するために，調RNAから翻訳された蛋白貨を 2次元電気泳動法で分析した. ゲルの下部

に見られる低分子量蛋白質も ・ a 一

含 めて.少なくと も 10種顛

の蛋白質の特異的な 誘導 が見

られた(図 1右:矢印). ま

た一 方，対照に見 ら れ た 2つ

の蛋白貨が凍結・融解処理し

た試料ではかなり減少してい

た (左図 arrowhead:右図

o ffJ ) • 

ゆ
φ 

側，，"
Conttol: 2m 

。吻伊

-. 

図1. 2次元電気泳動による剛RNA翻訳産物の分析(2時間加温試料の比絞〉
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2FaOl 光化学系 I反応中心綾合体のサフユニッ卜構成

O省出奇行玄、中島京也、石川 浩、高倍昭洋

(名城大・理工・化学)

光化学系 I反応中心綾合体(P S 1複合体)は P70 0 (psaA，psaB)とF尚 F8センター

( ps a C)の 2種類の電子伝達キャリヤーを中心に研究が進められているが、実際に調製され

る標品には、これらの他に分子量 30kDa以下のサアユニットが数多〈検出される.我々は

P S 1綾合体の30kDa以下のサフユニットの構造及び機能について解析を進めているが、こ

れらのサフユニ ッ トの機能は現在のところほとんど明らかにされていない.さらに、これ

らのサブユニット構成は、植物種聞のみならず同 一植物においてさえも調製方法や電気泳

動システムにより異な った結果が報告されている.今回は、キュウリ子葉より Mullet ら

の方法に従って調製した PS 1複合体 (PSI-180 とPSI-65)のサプユニット

情成を中心に 、情造、機能についても言及したい.

1 .サブユニット構成: 分子量 100kDa-l0kDa領織のポリペプチドは Lae..liのシス

テムを用い、分子量 10kDa-lkDa領械のポリペプチドは Schaggerらのシステムを用いた

電気泳動 (SDS-PAGE)法により解析した.その結果， PSI-180は Lae..liの

システムを用いた解析により 8種類(Subl-Sub8)，Schaggerらのシステムを用いた解析によ

り5種類 (Sub9-Sub13)の合計 13種類の分子量の異なるサブユニットから術成されていた.

PSI-180 をさらに TritonX-I00で処理して得られた PSI-65は Subl，Sub5φ 

Sub9，およびSubllの 7種類のサブユニットより術成されていた.

11. LHCI綾合体 PSI-180 をSDS処理したのち Chuaのシステムにて 4・c
において SDS-PAGEを行った結果、 3種類のクロロフィルタンパク質慢合体(

CPl， CP2，CP3)が検出された.このうち 2種頬 (CP2とCP3)はおのおの

728nmと698n圃に特異的な蛍光ス ペ クトルを示した. C P 2は Sub4aとSub4b、CP3は

Sub2のポリ ペプチドから構成されていた.

rn.サフユニ ッ ト摘造と機能 1)カルボ ジイミドを用いて PSI-180とフェレドキ

シンおよびプ ラスト シア ニ ンと架橋反応を行ったところ Sub5および Sub7がそれぞれフェ

レドキシンおよびプラ ス トシアニンと特異的 に架橋するごとが朗らかになった.なお 、

Sub5の cD N A~塩基配列は昨年度本大 会 で報告した.

2) Sub7、SubllのN末端 アミノ関配列を気相 シークエ ンサーを用いて決定した.

3)以上の結果か らSub5，Sub7，およびSubllは、それぞれ psaD，psaF，psaCの翻訳産物である

ごとカ'H月らかになった .
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2Fa02 高等植物の光化学系 I複合体の低分子量タンパク質成分の同定

泊内昌彦 1 ・平野篤 2 ・槍山哲夫人井上頼直 I (1理研・太陽光科

学、 2東京電力・技術研、 3埼玉大・生化学)

我々はさきに好熱性シアノバクテリア (Synechococcus)の系 I複合体から、 6. 5 kDa， 5 kDa， 

4 . 1 kDaのタンパク質を見いだし、その N末端アミノ酸配列を決定した (Koikeet al. 1989)。

このうち、 4. 1 kDaタンパク質のアミノ酸配列は植物の葉緑体DNA中の読み枠 (ORF42

/44) と対応することから、この ORF42/44が緑色植物の系 I成分をコードする遺伝子

(匹皇J)であろうと推定した。一方、高等植物の系 Iの成分としてもいくつか低分子量タンパク

質が断片的に報告されているが、低分子量の膜タンパク質の分析は容易でなく、まだ ORF42

/44に対応するタンパク質は確認されていない.今回、我々はホウレンソウとエンドウからア

ンテナ色素複合体 (LHCI)を含む系 I超複合体及び含まないコア複合体を単厳し、その低分

子量タンパク質を分析した.

[結果] ホウレンソウの系 I超複合体には 7kDa， 4. 1 kDa， 3. 9 kDaの 3種の低分子量

タンパク質が見いだされた.このうちコア複合体には 3.9kDaタンパク質だけが回収された.

一方、エンドウでは 6. 8 kDa， 4. 4 kDa， 4. 1 kDaの 3種のタンパク質が見いだされた.これら

のタンパク質の N末端アミノ酸配列を決定したところ、両植物の 4. 1 kDaタンパク質が葉縁体D

NAのORF42/44(巨且J)の産物である、つまりこの ORFが系 Iの遺伝子として発現して

いることが確かめられた。シアノバクテリアの 4. 1 kDaタンパク質の配列はこれと相同でしかも

N末端がプロックされていることや膜貫通性の疎水性ドメインを持つことなども共通しており、

LHCIの進化とは無関係にその性質が保存されてきたことがわかる。ホウレンソウ 3.9 kDa， 

エンドウ 4.4kDaタンパク質は葉縁体DNAのORF36/40と相同であった。この ORFは

オオムギで系 Iの成分をコードしているとして芭皇Iと最近名付けられたものと同じである。こ

のタンパク質は高等植物ではコア複合体に結合しているが、シアノバクテリアの系 I複合体には

まだ相同なものは見つかっていない.ホウレンソウ 7kDaタンパク質は星名らによって報告され

ている“ 5kDa"タンパク質と同一で、エンドウ 6. 8 kDaタンパク質もこれと相同であった.ま

たこれらと相同な配列を持つタンパク質が緑藻 (Çhlamydomona~) でも報告されており、その遺

伝子は臣民と最近名付けられている。我々がさきにシアノバクテリアで見いだした 6. 5 kDaタ

ンパク質はこれらと有意の相向性を示し、進化的に保存されてきたと思われる。これら配列の保

存されているタンパク質は光化学系 Iの構造もしくは機能においてなんらかの役割を果たしてい

ると考えられるの
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2Fa03 5kDaポリペプチドを結合した光化学系 I標品の架橋反応

について

0星名 哲、須江七丈、和田敬四郎、伊厳繁¥榎並動2

(金沢大・理・生物、 1基生研、 2東理大・理・生〉

高等植物の光化学系工は反応中心を含む二つの大きなサプユニット(分子量約 83kDa) 

と数種の小さなサプユニット (4-18kDa)から機成されており、 P700.... AO→ A1 .... 

FX→ FA、 FBの反応が行われている.そのうち P700→→ FXまでの反応は大きなサプ

ユニットに、 FAとFBは 9kDaのボリペプチドに結合していることが知られている。最近、

我々は P700........ FXまで活性はあるが、 FA， F Bは完全に失われた光化学系 Iコア被合

体をホウレンソウより調製した(1)0 この傾合体(60・'C/EGコア綾合体)は主に大きな反応中

心サプユニットと 5kDa (PSI-K)ポリペプチドより構成されているということを明らかにし

た(2)。ここでは反応中心サプユニットと小さなサプユニットとの関係を明らかにするため，

架橋反応などについて調べ、次のような結果を得た.

【方法】 ホウレンソウの光化学系 I粒子 (PS1-200)をエチレングリコール(EG)の存在

下で 60・Cまたは 70・Cで処理した後、ショ糖密度勾配遠心法により 60・C/EGまたは 70・CI

EGコア復合体を鋼製した(1)0 di thiobis (succini.idylpropionate) (DSP)で PSI-200また

はコア観合体を架調書した (3)。鉄疏貧クラスター (FA，FB， FX)はレーザー閃光分光法に

より測定した (4)0

【結果と考察】 PSト 200を DSPで架橋した後、 SDS-PAGEでポリペプチド組成を分析した。

DSPにより、 5kDa， 9 kDa (FA/FB)ポリペプチドのみならず多くの小型サプユニットが架橋

され、それぞれの含量が減少したo PSI-200を EGの存在下で熱処理すると、 50-55・CでFA

とFBが、 60・70・CでFXが破織された(1)0 PSI-200を DSPで架橋したのち熱処理すると、

架橋しなかったものに比べ、 FA/FBの熱に対する抵抗性が増大した。一方、 FXは架橋に

より安定化されなかった.また、 70・C/EGコア複合体(F Xが完全に破穣され、 5kDaポリ

ペプチド含量も減少したもの)を嫌気状態で Ha2Sと FeChとともにインキュベートすると、

P 700とFXの荷電再結合による 1ミリ秒の成分が観察されるようになり、 FXが再権成さ

れるということが明かとなった.これらの結果は光化学系 I反応中心の P700→→ FXまで

の反応に 5kDaタンパク貨は直接関与していないということを示唆している。

【参考文献】 1) Hoshina， S.， Sakurai， R.， Kunishi.a， N.， Wada， K. & Itoh， S. 

(1990) Biochil. Biophys. Acta 1015， 61-68. 2) Hoshina， S.， Sue， S.， Kunishi圃a，

N.， Ka圃ide，K.， Wada， K. & Itoh， S. (1989) FEBS Lett. 258， 305-308. 3) Enami， 

I.， Satoh， Ka. & Katoh， S. (1987) FEBS Lett. 226， 161-165. 4) Itoh， S. & Iwaki， 

K. (1989) FEBS Lett. 243， 47・52.
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2Fa04 鉄・イオウセンタ- A， Bを配位する 9-kDaポリペプチドの単

縫・精霊起とその性質

大岡宏造、伊藤 繁申、佐伯和彦、高橋康弘、松原 央(大阪

大・理・生物、事基生研)

藍色細菌や緑漢をはじめ 一-般に高等縞物の光化学系 I(PS I)複合体には、 一連の酸

化還元反応を担う電子伝達成分 (Ao，A¥，センタ- X， A， B)が存在している.我々はこ

れまで PSI複合体を織成する 9-kDaボリペプチド(サプユニット VII;II亘C遺伝子産

物)がセンタ- A， Bを配位する Fe-S タンパク貨であり、 一旦複合体より解織させると

酸素に対し非常に不安定となることを明らかにしてきた.今回は、今までその単厳・精製

が図録であった 9-kDaポ IJペプチドを完全に nat i y eな状態で解般することに成功し、そ

の Fe-S クラスターの特性について調べたので報告する.

9-kDaポリペプチドは Ma1 ki n らの方法を改良し、ホウレンソウ業縁体より鋼製した.

特に凍結乾燥チラコイド膜をメタノール ・アセトンで処理した後はすべて鎌気的条件で行

い、タンパク貨の抽出やカラムクロマトグラフイは嫌気グロープボックス内(室温)で操

作するととにし1:::.

単殿様品はバクテリア型フェレドキシ ン

とよ〈似た吸収スペクトルを示し(右図)

390 nmと 280nJlの吸収比は 0.60(=A39刷/

A280 )であった.この値lま本タ ンパ ク質の Tyr 

(3残基)と Trp (2残基〉の合量をよ〈反映し

たものであると考えられる.クロモフォアの

吸収係数は 32.0圃x-'¥C皿ー¥(at 390 no) であ

り、 (8Fe-8SJ型フェレドキシンの値とよ〈似

u 
50a E .匂
g 
《

0.2 

0.0 
3回

Ĵ9ザ̂2II0・。伺
'"，・ 32.0IllM-1crn-1

-ー‘ーー一一一ーー・.=-:

4回

Ŵ VELENGTH 10m) 
500 600 

ていた.事実、 一次徳造から予測された通り Fe及び s合量はそれぞれ 8.5 と 8.0原子

/モルであり 、2[4Fe-4SJ 型クラスターを持つ Fe-S タンパク貨であると判断できる.ま

た本タンパク貨に存在する 2 倒の Fe-S クラスターが区別できるかどうかを調べるために、

酸化還元滴定の実験を行った.その結果、性質の逮う 2種のクラスターが存在し、般化還

元電位はそれぞタれ -460 mV と 570叫付近にあるとの知見を得ている.しかし、現在さ

らにこれを確かめる作業を進めつつある.
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2Fa05 高等植物及びランソウ光化学系 1 9kDaサプユニット遺伝子

(~主主C) の解析

清水徳朗. 槍山哲夫、小池裕幸¥池内昌彦¥井上積直 1

(崎玉大・理・生化、 1理研・太陽光)

光化学系 I反応中心複合体は色素の他に数種類のたんぱく成分から構成されており、 そ

の内のあるものは、 遺伝子が業縁体DNA上に存在することが知られている。 その内の一つ

E主主Cは、 分子.9kDaのサプユニット (subunit VIUをコードし、 2つの 4Fe-4Sクラスター、

Center-A.Bを含んでいる.光化学系 1の電子伝達メカニズムを考える上で、分子量が小さ

く、二つの電子伝達成分だけを含んでいるとのサプユニットは、構造と機能の関連を調べ

る上でのよいモデルとなるであろう. また、原核生物でありながら酸素発生型光合成を行

うランソウは、業縁体の進化の過程を考える上からも重要なものと考えられる. 今回我

々はこの民主C遺伝子を、 費牲に対して安定な光化学系 1を持っと考えられる好黙佐ランソウ

synechococcu~ Y..!U♀主旦旦主からクローニングし、 その塩基配列を決定したので報告する.

タバコ民主C遺伝子を含む業縁体DNAライブラりは、名古屋大学遺伝子実験施恕杉浦昌弘

教授より分援を受けた. 好黙性ランソウの DNAライブラりは、 DNAをSau3AIで部分的に切

断後、 ファージベクタ λーDashのBamHI部位に捕入したものを用いた. まずタバコ民主Cを含

んだDNAを制限酵素で切断・フラグメントを回収し、 pTZ19Rベクターに組み込んだ. これ

を制限酵素で切断して旦主呈 CのDNA断片 (328bp) を取り出して 32Pでラベルしたものをプロ

ープとし、 好熱性ランソウの DNAライプラりを常法に従って、 プラークハイプリダイゼー

ションでスクリーニングし、数個のポジティプクローンを得ることが出来た.次にこのク

ローンから民主 Cが組み込まれている DNA断片を分灘して pTZ19Rベクターにクローニングし、

dideoxy訟で温基配列を決定した。

結果: 今回好熱性ランソウからクローニングされた E主主 C遺伝子は、 タバコ，ゼニゴケ.

イネ、 エンドウ、 コムギとそれぞれ 70~ 73耳のホモロジーを示した. 以前小池らが決定し

たNー末鱗側アミノ酸配列との比較から、 N-末端のメチオニンはたんぱく合成後ぉ 除去

されることが分かった.予想アミノ酸配列ほ、 これまで分かっている他の植物の psa Cの

もののどれとも 高 い相 同性を 有 しており、 とくに E主主 Cの鉄ーイオウクラスターが結合する

とされている、 バクテリア型フェレドキシンとよく似た 2つの特徴的なシステインの配列

(Cys-X-X-Cys-X-X-Cys-X-X-X-Cys) を含む 9債のシステインは、 すべて保存されていた.
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2Fa06 ホりレンソう章。ら掠篭し f乙 PSl 兎↑;己中 t心域~{急線品 lく令玄

れ五( ~ k 0乱を色。

4中毒簿、特心~衣 (命丞式・多量・生4ヒ〉

光合成系 I反応中心複合体 (PSI Complex) を以下のチラコイド駿を出発材料に

して精製した.
( 1 )ホウレンソウ棄を直接、低張液 (50mM Na-Pi buffer， pH 7.0， 10 m"1 ~ aCl) 中で

磨砕い その口被を遠心分綾して得られたペレット(以下チラコイド膜 Bとする)。

( 2 )ホウレンソウ業からまず無傷葉緑体を鋼製し (Percollで高度に精製したもの)、 こ

れを上記低張液中で捜し、遠心分灘して得られたペレット(以下チラコイド膜 Iと

する) 0 

チラコイド膜を 2% Tr i ton X-I00で可溶化後、 硫安分碩 (12.5g/100ml から 25.0 g/ 

100 mlに沈澱する分画)、 DEAE-Toyopearl650 S、 DE-52、 Hydroxylapat i teの各カラムク

ロマトグラフィーで PSI Complexを単線・精製した。 チラコイド膜 B及び Iから
精製した PS 1 C 0 m p 1 e x 最終標品の Protein/ P700比は、各々 427，000g / 

mol.及び 511，000g / mol.であった。 SDS-PAGE後、 CBBで各蛋白を染色し比

較したとごろ、両方の標晶について 68、 6 2、 2 0、 1 7、 1 6、 1 O. 5 k D aの各
蛋白が悶様に検出された。ただしチラコイド膜 B由来のものには 19 k D a蛋白が顕著に
検出された。

これらの各蛋白貨のバンドを SDS-PAGE後のゲルから切り出し、 V8プロテアーゼ

処理をして各賞白賓のペプチドマッピングを行い比較した (Cleveland et al， (1977) 
J.Biol.Chem. 252， ppll02) ととろ、 2 0 k D aと 19 k D a蛋白のマッピングのパター
ンが類似するととがわかった。次に、 SDS-PAGE後のゲルから 20 k D aバンドを

切り出し、 これを抗原として 20 k D a蛋自に特異的な抗体をウサギを用いて調製した。

それを用いて PSI Complex各蛋白質を SDS-PAGEで分穫し、 イムノプロッ

ト法で甥ベた. その結果、 2 0 k D aと 19 k D aが 20 k D a抗体と反応することが明

かになった. とれらの結果から 19 k D a蛋白は 20 k D a 資自の分解産物であると考え
られた。精製各段階のサンプルを用いて SDS-PAGEを行い、 2 0 k D a蛋自の抗体

を用いてイムノプロット訟で調べたととろ、 チラコイド膿 Bを調製した段階(Triton
x-l00 による可溶化前)で既に 20 k D a 蛋自の分解がおとっていることが判明した。 一

方、無傷葉緑体からチラコイド膜を調製した場合には(少なくとも TritonX-IOOによる可

溶化前の段階では) 19kDa蛋白は検出されなかった. さらにこの分解は硫安分画操作

の段階でほぼ完了すること、即ちそれ以後の精製段階ではとの分解は進まないととも判明
した。

以上の結果は 19 k D a蛋白は、業縁体外由来のプロテアーゼにより 20 k D a蛋白が分
解されて生じた Artifactであることを示唆するものである。
ペプチドマッピングについて御教示下さった名古屋大学の山口淳二氏及び抗体作製時にお

世話になった衛生短期大学の関島安隆先生、農水省生物研の松岡信氏そして埼玉大学の大
矢武志君に感謝します.
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2Fa07 

[目的]

異質{膏数性に由来するタバコ属光化学系 Iサブユニットの

多 形 性

三上浩輝 I.2、 小保方潤ー1、 林田信明 3、 杉浦昌弘4 ( I北大

遺伝子、 2北 大 ・ 理 ・植、 3理研・遺伝子解析、 a名大・遺伝子)

高等植物の光化学系 I復合体に含まれるサブユニットの数については、 v 
」

れまで研究者によ っ て ま ち ま ち の 値 が 報 告 さ れてきた。 演者らのこれまでの研究によれば、

光化学系 Iの サ ブユニットの多くは核ゲノムにコ ー ドされている。 そこで、 植物の核グノ

ム構成が系 Iサブユニットの数や分子種構成にどの様な影響を与えるのかを検討した。

[方法]

s ylvestri s . 

タバコの複二倍体種 (Nicotiana tabacum) 及び純系祖先種 (Nicotiana

引 cotianaomentosiformiけ から界面活性剤等を用いて光化学系 I復合体

を調製し、 サ ブ ユエツトの分子種構成をポリアクリルアミドグル電気泳動法によって比較

した。 必要に応じてサブユ ニ ットの部分アミノ酸配列を決定し、 分 子 種 聞 の 比 較 も 行 っ た 。

[結果と考察] N. tabacumの系 Iにみられる 18.5kDaと17.5kDaの 2つの蛋白質は部

分アミノ酸配列の比 較 か ら ト マ ト 等 で 既 に 報告されている核グノム由来の psaDサプユニッ

トであると考えられた。 この 2つの蛋白質の部分アミノ酸配列の問には数個のアミノ酸の

欠失/挿入が見られ る だ け で 両 者 は 良 く 似 て いた。 しカ為し、 1つの植物種が 2つの psaDサ

ブユニットを持つことは、 他の植物種では知られていない。 そこで、 N. tabacumが複二倍

体 であることに着 目し、 電気泳動像と部分アミノ酸配列の両面から、 N tabacumの系 I蛋

白質群を純系祖先種のものと比較検討してみた 。 その結果 N. tabacumの 18.5kDaサブユニ

ツ トは祖先種である N. t 0皿entosiformisのグノムから、 同様に 17.5kDaサブユエットは N.

s ylvestri sのゲ ノムからそれぞれ由来したものであることが明かとなった。 このことは

N. tabacu田 は ゲノムの倍加によって psaDサブユ エ ッ ト の 多 形 性 を 獲 得 し た 事 を 示 し て い る 。

この後な多形性は旦saDサプユエットに特有なもの な の か を 調 べ る た め に 、 他のサブユエツ

トについても検討を進めた結果、 他の数種の核ゲノム由来のサブユエットにおいても間後

な多形性が見いだされた。 以上の結果より①核ゲノムにコードされている光化学系 Iサブ

ユニットは タ バコ属内の進化の過程でアミノ酸の欠失/挿入等の変異を獲得し、 次いで

②雑種形成によるゲノムの倍加によって植物体内で多型性を獲得した事の二点が導きださ

れる。
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2Fa08 光化学系 I粒子及び緑色光合成細菌光化学系粒子の システイ ン

含有ペプチド

。白沢聖一 ・井上和仁 1・繍山哲夫 2・高縫健治 3・桜井英博(早

大・教 ・生物神奈川大・理 ・応 生 埼 大 ・ 理 ， 生 化 東 大 ・理・生化)

PSI粒子においては約 80kDのPsaA，PsaBのダイマーペプチドがFe-Sセンター Xを、 9 kd 

のPsaCペプチドがFe-SセンターA及び Bを結合していると考えられている。一方、鎌気性

である緑色光合成細菌の光化学系には EPR測定により PSI電子受容体に対応するシグナルが

検出され、 PSIとの稲向性が推測されている。今回は高等植物及び緑色細菌光化学系Fe-Sセ

ンターについて行った研究を報告する.

①緑色光合成細菌は高硫黄含有の培地で生育しているのでFe-Sの検出に酸不安定性硫化

物や 358を用いる方法は遣していない。そこで蛍光性 8 H試薬 N-(7-Diaethylaaino-4-ae

thyl-3-cou・arinyl)・aleiaide(DACM)を用いて、緑色光

合成細菌Chlorobiu・liaicolaクロマトフォアから光化学

系粒子に富む粒子園分を得、高Cys含有ペプチドの検出を

試みた o C.liaicola菌体をフレンチプレスで破寂して得

られたクロマトフョtアをコール酸ナトリウム及びオクチ

ルチオグルコシドにより可溶化し、トヨパールHII65Fでゲ

ルろ過する事により、 810naと740naの吸収スペクトルの

比から見て光化学系に富むと思われる画分が得られた。

次に DACMでラベルしたクロマトフォアを同織に可溶化、

ゲルろ過し、ほぼ同じ位置に溶出される蛍光に富む粒子

薗分を得た。この粒子箇分のペプチドとラベルしたクロ

マトフ才アをそれぞれSDS電気泳動後、蛍光によるクロマ

トスキャンを行った〈図入その結果分子量 12及び 42 

(A) 
Fluor. 

(B) 

CBB 

7437112 
50""25 '~(kD) 

DACKラベルクロマトフォア

のSDS-PAGE

kDに蛍光のピークが認められ、高Cys含有の Fe-Sペプチドであると推定された。

②PSI9 kDペプチドは Fe-Sセンタ -A及び Bを結合しているが、 それぞれがどの CySに結

合しているかは判っていない.我々はTriton抽出したホウレ ンソウ PSIをHgC12処理するこ

とにより、センター Bが特異的に破繊されることを見いだした。この事実を利用し CysをS

H試薬により選択的に修飾後、アミノ酸配列を調べることを試みている.
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2Fa09 光化学系 1で機能する集光性クロロフィル蛋白質檀合体

小木曽英夫、櫓山哲夫(埼玉大・理・生化)

光化学系 lの集光性(アンテナ)クロロフィルは光化学系 2やバクテリアの場合と異

なりかなりの部分は反応中心クロロフィルと閉じサプユニットに結合し機能していると考

えられている.一方LHCIと呼ばれる別のクロロフィル蛋白(群)が存在し、また系 2の集

光に働く LHCIIも系 1の紫光色素として機能している可能性が指摘されている.これら 3種

の集光性クロロフィルが系 1に対して相対的にどの様に機能しているかを、定量的に知る

ために、種々の量の集光性色素を含む系 1反応中心標品(以下ps1と略)を調製し、これら

について P700の閃光による光酸化の相対的量子収率の潤定から機能性アンテナサイズを求

め考察した.ホウレンソウ葉緑体チラコイド膜をTritonX-I00で可溶化抽出後、イオン交

換クロマトにより、 LHCIIのみを含むps1標品を得た.抽出の際、高損度Tri ton X-100と塩

で処理することで、 LHCIもLHCIIもふくまれない標品が得られた.またMulletらの方法によ

って低濃度Tri ton X-I00処理後ショ務密度勾配達心で分磁糟製して両LHCを含む標品を得た。

別にTri ton X-100を使用せず、チラコイド膜をParrBombで破砕し分別遠心で得たストロ

マチラコイド膜薗分と考えられる標晶も調製した.機能性アンテナサイズは、 キセノン閃

光管と干渉及びND フィルタの組合せで得られる種々の強度の赤色閃光で励起し、 430nm~こ

おける P700 (+ P 430)の吸収変化を潤定し、飽和光での P700酸化量の50%を光酸化する

閃光強度(I自 5、相対値)を求め、これをクロロフィル/P700比 (chlIP700比)に対し

てプロットして解析した。 1a. 5をchlIP700比に対してプロットしてみると、 Chl/P700比

が50から 180までの種々の標品でほぼ直線的に婚大した。 chlIP700比が200を越えるとほぼ

飽和し増大が見られなくなる。 1a . 5がP700光酸化のAbsorptioncross section及びアン

テナサイズと直線関係にあることから、光化学系 1の最大アンテナサイズは約190chlIP70 

0であると言えるo LHCを含まない標品では 120が最大で、 またLHClrのみの標晶では170であ

ったことから、系 1では集光性クロロフィルの60%以上がLHCと無関係であると結論された.

またLHcrのみを含むps1標品はほとんどf専られないことから、 このクロロフィル蛋白(群)

の機能と役割について再検討の必要があろう。
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2Fal0 光化学系 1反応中心標品の機能と構造

槍山哲夫、平岩機美、大日向 光、鈴木浩一

(崎玉大・理・生化)

光化学系 lの反応中心は、いくつかのポリペプチドサプユニットと色索、金属錯体ク

ラスタなどの低分子量官能基を含む複合体として、葉緑体チラコイド膿やランソウの膜か

ら調製され、数多くの様晶が報告されて来ている.それらは、反応中心色素 P700と2、 3 

の官能基が 2種の大型ポリペプチドに結合したものだけで構成されているもの(以下cplと

略)、その他に分子量 2万以下の小型サプユニットがいくつか存在するもの(以下pslと略)

に大別できる.昨年度大会で我々は、 cplについて、 P 700あたりのペプチド鎖 (Subuni t 

Ia及びIb)の数、鉄とイオウの原子数、ビタミンKlの数を定量した結果を報告した.それ

によると. P 7∞Ia: Ib: Fe: S: V K 1 = 1 1 1 4 4 1であった.今回さらに、

pslの小サプユニットについてモル比と役割について知るために行った実験についても報告

する予定である.一方、 CPlの光化学活性としては、閃光による励起で P700の光酸化の他

にそれに伴う別の吸収変化が430nm付近に見られる.明暗差スペクトルは P700とおなじく

430nm付近に極小をもつが、 P 700の見られない444nm付近(等吸収点)でも変化が見られる

点で異なる.閃光照射後の回復は系 1の人工的電子受容体であるメチルピオローゲン等の

添加で促進される.差スベクトルのかたち及び健子受容体に対する反応速度定数はPSlで見

られる P430の場合と類似していた. この P430額似の吸収変化の差スペクトルは以前、

Sauerらが報告したA2のそれや、また最近Golbeckらがランソウからヨードカリ処理で抽出

精製したCPl標晶で報告したものともよく似ている.現在この吸収変化は鉄イオウクラスタ

FeSxの光還元に由来すると考えている.

とれらの結果をもとに光化学系 1反応中心とその周辺の構造について考察する.
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キノン及びキノン類似化合物を再織成した改造光化学系 I反応中心

( 1 )キノン、鉄磁貧センター、 P700、AOの反応

0伊.繁、岩城震代、※星名 普 (基生研、※金沢大、理、生物}

2Fall 

光化学系 I反応中心は、酸化還元電位(11)の非常に低

い電子受容体(フィロキノン、鉄硫黄クラスター)を持ち、

それらの聞の反応も速い。特にキノンの関与する反応につい

ては測定の鍵しさもあり、情報が少なかった。反応中心畿能

を損なわずにフィロキノンを除去し他のキノンで置き換えた、

あるいは一部の鉄硫黄クラスター(rA/刊)を除去した系 I

反応中心内での電子移動反応を室温及び低温で測定し、キノ

ンのエネルギーレベルと反応速度、経路の関係を解析した。

『方法』 ホウレンソウ葉緑体より得た光化学系 I粒子

を凍結乾燥後、 50S水飽和ジエチルエーテルで処理しフィロキ

ノンを抽出した。これに構造及び酸化還元特性の異なる各種

キノンあるいはキノノイド(約60種)を添加後、 0・Cでー娩放

置し、キノン再構成標品を得た 1-30 rA/刊を欠いたPS1 RC標
品は60・C/ethJlenelIJcol処理4.5により得た。反応中心クロ

ロフィルa二量体 (P700)及び鉄硫黄クラスター (n/rA/rB)の

酪化還元反応はレーザ閃光分光法により観測した。

「結果・考寮』 フィロキノン抽出標品では閃光照射後電子受容体クロロフィル a-687とP700
T 

との電荷再結合{反応⑤}が増大しP700が生成した。これにキノン/キノノイドを再構成すると①が抑

えられ、キノンを経由して鉄硫黄クラスターが還元された{反応③)。この還元量はキノンの有償溶媒

(DiKethJlrorl'lide)中でのhに対応して変化した1。これより反応中心蛋白質内でのキノンのhはDK

F中より負偏に 300mVずれてしかも並行関係にあると推定された。 また、低温 (77K)でもキノンを介

する反応が観測された。 これらの事から、再構成したキノンは蛋白質内の特異的な反応環境中 (QO

部位)にあり、光合成反応中心に特徴的な、活性化エネルギーを示さない電子移動@⑥を行うが、フ

ィロキノンと口の反応③は活性化エネルギーを必要とすることがわかった。

[参考文献l. Iwaki， M. &: Itoh， 5. (' 89) FEB5 Lett. 256， 11匂 16. 2. Itoh， S. &: lraki， ll. (' 89) 

tEB5 Lett. 250， 441・447. 3. (' 89) FEB5Lett. 243， 47・52. 4. Hoshi na， 5. Sakurai， R. Kunish 

ima， N. Wada， K. &: Itoh， 5. (' 90) Biochim. Biophys. Acta 1015， 61-68. S. Hoshina，5. 5ue， 

5. Kunishima， N. Kamida， K. Wada， K. and Itoh， 5. (' 89) FEB5 Lett. 258， 305サ 08.
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2Fa12 キノン及びキノン類似化合物を再構成した改造光化学系 I反応中心

( 2 ) キノン結合部位 (Qo部位)の構造

O 岩城習を代 ・ 伊藤繁{基礎生物学研究所)

光化学系 I反応中心 (PSIRC)のフィロキノンはNADPを還元するために光化学系 11/紅色細菌型の

キノンよりも極端に低い酸化還元電位(Em:::--850mV)を示す。これはPSIRC蛋白質が、プラストキノン

よりも還元カの強いフィロキノンと選択特異的に結合し、より低い電位を与えるような反応微環境

を形成しているためと考えられる。我々は立体構造の解明されていないPSIRCでのキノンの結合様式

及び結合部位 (QO部位)の構造を推定した。

r方法」 ホウレンソウ葉緑体 PSI 標品を凍結乾燥後、 50~水飽和ジエチルエーテルでフィロ

キノンを選択的に抽出した。これにベンゾ・、ナフト・、アントラ・、ナフタセンキノンあるいはフル

オレノン等のキノン類似芳香族化合物(キノノイド)、フェナンスロリン等の匝害剤(総計約100種)を
+ 

再構成した。添加濃度を変えて調製した再織成標品に閃光照射しP700量(光活性のある反応中心量)

を測定し各化合物についての濃度依存性を調べ、 QO部位との結合力{解蔵定数=Kd)を算出した。
ー +『結果・考察J キノン抽出標品では閃光照射後Chla-687とP700との電荷再結合により P700T

+ が生成し(前ページ図、反応⑤)、 μ秒ではP700がほとんど観測されなかった。これにキノン/キノ

ノイドを再構成すると⑤が抑えられ、キノンを経由(②)して直接(⑥)あるいは鉄硫黄クラスターを
+ 介して{③④⑦)P7 00が還元された。このためμ-m秒減でのP700量が、キノン濃度に依存して増

大した。また、この量は匝害剤共存下で減少した。

キノンの芳香環が増える、あるいは炭化水

素置換基の疎水性が大きくなるほど結合力が増

大した。また、 一つのカルボニル基しか持たな

いフルオレノン等の化合物も強く結合した。そ

れに対し、極性のあるハロゲントCl/-Br/ーI)や

-NH2/-N02の置換基の付加は見かけ上、結合力に

あまり影響を与えなかった。 以上の事から、

フィロキノンの強い結合力(Kd<lO n)，{ )を裏づ

ける、次のような相互作用があると推定した。

T(j)キノンのカルボニル基 (>C=O:)と水素供与

能のある蛋白質のアミノ酸残基あるいは BACK
BONEの-NH基/-OH基との水素結合。(ii)キノン

の炭化水素鎖 /芳香環と蛋白質の高疎水性領域

との疎水的相E作用。(iii)キノン環と芳香族

アミノ酸残基との近接相互作用(← ?)。
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一般講演

第 2日 3月29日(木) 午後の部

A会場 タンパク質・脂質

B会場代謝

C会場分子生物学N

D会場光生物学

E会場細胞運動・細胞骨格

F会場光化学系 I
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2ApOl タバコ不定旺性花粉に特徴的に出現するリン酸化蛋白質の細胞内局
在性と部分精製

京正晴、大川俊彦、宮武博昭 (香川大・農・生物資源科学)

一つの花粉から植物体が再生してくるという現象は基礎研究の観点からは植物細胞の分化全能性発
現の典型として、また応用的観点からは育種上重要な半数体を作出するための基礎原理として注目を
集めてきた。この現象のもっとも初期の過程で細胞内にどのような変化が生じるのかを理解すること
は細胞生理学的にも、また半数性植物を効率よく作成するという目的のためにもきわめて重要と思わ
れる。この方面の研究を推進するために演者らは近年タバコ未成熟花粉を用いた培養系を開発した。
そして、培養過程で花粉に32Piを取り込ませ、全蛋白質の二次元電気泳動パターンのオートラジオグ
ラムを比較することにより、二細胞期中期の花扮が不定匪の起源となりうる花粉に変化する過程(脱
分化過程)で特徴的に、リン酸化蛋白質と考えられる一群の spotsa-dが出現することを見いだし
発表してきた。グルタミンやサイトカイニンを培地に添加して脱分化を阻害したり、二細胞期中期以
外の発達段階の花粉を培養して脱分化を誘導できない場合には、 spotsa-dの出現は部分的に、また
はほぼ完全に阻害された。この様に未成熟花粉の脱分化と一群のリン酸化蛋白質の出現との問には相
関がみられ、後者は前者において何らかの役割を担っていることが想像された。今回は、これらのリ
ン厳化蛋白質の細胞内局在性の調査結果と簡便な部分精製法について検討したので報告する。

I)細胞内局在性の調査
ショ精密度勾配超遠心によるオルガネラ分商法により、在自のリン酸化蛋白質 aから d はいずれ
も同じ画分に多く分布し同ーのオルガネラ上に局在していることが示唆された。この画分はリソゾー
ム及びミトコンドリア指標酵素の活性ピークよりやや軽い画分であって、 ER、ゴルジ体の指標酵素
の活性ピークよりも重い画分であった。プラスチドの指標酵素は検出できなかったが葉緑体DNA断
片をプロープとしたサザンハイプリダイゼーシヨン法により、プラスチドDNAのピークはミトコンド
リアよりもさらに重い画分にあることが分かつた。以上のことからリン酸化蛋白質 a-dの局在場所
としては上に挙げたオルガネラ以外であると考えられた。残る候補としては細胞膜である可能性が考
えられたが指標酵素であるカリウムATPase，グルカンシンセターゼ IIはこの時期の細胞では活性が
低く、それらの活性ピークは検出できていない。
II)リン酸化蛋白質 a-dの部分精製法の開発
多くの予備実験の結果、きわめて簡便な操作によってリン酸化タンパク質 a-dを二次元電気泳動の
後、銀染色法によって最もメジャーなタンパク質として検出できることがわかった回すなわち脱分化
した花粉を 100酬 Tris-HCl，2mH EDTA， pH 7.3 (Lysis buffer)中で破硲後 18，500xg，1hrの遠
心後、詑澱に 1%コール酸、 40%飽和硫安を含む Lysisbufferをくわえ音被処理を加えるとリン酸化
蛋白質a-dはかなり選択的に可溶化されてくることがわかった。このことは、 a-dがいずれも可溶化
の点で類似した性質を持つ膜タンパク質であること、または閉じ膜結合性複合体の構成要素であるこ
とを示唆するかも知れない。また、この部分精製法によって得た標品を二次元電気泳動後 PVDF膜に
プロッティングし、 CBB染色すると a-dのうち cのみを検出することができたので気相ペプチドシ
ーケンサーによるアミノ酸配列の分析を試みている。
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2Ap02 クラミドモナスの 28kDaユピキチン化タンパク質の精製と同定

-下河原浩介・武藤尚志・宮地重遠(東大・応微研)

ユピキチンは、すべての真核生物に存在すると考えられているアミノ酸 76残基よりな

る高度に保存された一次構造を持つタンパク寅であり、 ATP依存的に選択的に異常タンパク

質に結合し、その分解のシグナルとなることが知られている。一方、 タンパク貨のユピキ

チン化には、明らかにその分解とは無関係に起こるものも知られており、 このようなユピ

キチン化は何らかの調節的機能を持ってるのではないかと推測されている。我々は、植物

においてユピキチン系の持つ役割を知る目的で、単細胞性緑藻クラミドモナス(血且.!!u'.且旦

E旦互主~ reinhardti i 137c) を材料に、 そのユピキチン化タンパク質を検索し、 それらが様

々な生理条件下でどのように変動するかを調べた。その結果、熱や活性酸素によるストレ

スに応答してきわめて敏感な量的変動を示す分子量 28および 31kDaのユピキチン化タンパク

質を見い出した1)。また、 これらは細胞周期の進行や配偶体誘導過程においても特徴的変

動をすることを報告した 2>。このうち分子量 28kDaのものは細胞核に局在する塩基性タンパ

ク質であることを報告した 3」今回、 この 28kDaの精製および同定に成功したので報告する。

[結果 128kDaはクラミドモナス単離粗核画分より 3回の疎水クロマトグラフイ一、 ゲル請書

過 HPLC、逆相 HPLC、 6Hグアニジン温厳存在下でのゲル鴻過 HPLC、逆相 HPL

Cの過程を経て篭気泳動的に純品にまで精製された。次に精製 28kDaボリペプチドのアミノ

酸配列をペプチドシークエンサーにより決定した。 28kDaは、そのままではユビキチンと極

めて相向性の高い N末端配列のみを与えた。このことから、 28kDaのユピキチン以外のボリ

ペプチドの N末端はブロックされていることが予想された。そこで、 アルギニルエンドプ

ロテアーゼ及びプロテアーゼV8消化ポリペプチド断片のいくつかをシークエンスした。そ

の結果、その中に既報告のコムギヒストン H2Bと高い相向性を示すものを見いだした。この

ことから、 クラミドモナス 28kDaは、ユピキチン化ヒストン H2Bであることが強く示唆され

た。また 28kDaの精製過程で同時に得られた分子量20kDaのタンパク質はヒストン H2Bである

と推定された。これは他の生物で知られている H2Bの分子量(14-16kDa) より相当大きい。

このようなヒストンのユピキチン化の持つ生理的意義について議論する。

(1 >PCP 30:9-16(1989) 2>日本植物学会第 52回大会(1987) 引本学会 1989年度年会)
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2Ap03 カボチャ貧化子葉からの非特異性脂質転移タンパク

質の精製

堀 純子、保井 滋、山田晃弘(東大、教養、生物)

l1:l工11ムEオルガネラ践間で、 脂質の 転 移 を 促 進 す る 脂 質 転 移 タ ン パ ク 質 (

LTP }が、 動物、 植物、 微生物に広〈見出されており、 基質特異性の高い酸性タ

ンパク賓 {spLTP} と、 基質特異伎の低 い 復 基 性 タ ン パ ク 賓 {nsLTP} がある， 今

回、 カボチャ貧化子葉から後者の nsLTP を単離、 精製したので報告する.

カボチャ種子を暗所下 25度で発芽生育させ、 婚 種 後 8 日目の子葉を材料とし

た. 脂質転移 活 性 は [3 H ]ホスフ 7 チジ Jレコリンを含むリポソームを供与体践と

し、 ジャガイモ宛茎より鋼製したミトコンドリアを受容体践としてリポソームか

らミトコンドリアへの[3 H ]ホスファ チジルコリンの転移量より測定した.

285 gの子業の破砕被から酸沈澱によって膜断片を除き、 粗抽出液(7200mB 

タンパク賓)を得た. 破歯車アンモニウム沈澱を行ない、 その画分を DEAEーをフアローz

CL-6B カラムにのせ、 吸着せずに素通りした酉分を集めた. 次に、 CM-~' :rロ-;1;

CL-6B カラムヘ 2度かけ、 脂質転移活性のピークが 2つ得られた. その一つを集

め Mono-S HR 5/5 のカラムクロマトグラフィーにかけたところ、 脂質転移タンパ

ク賓が SD Sを 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動上で単一のバンドとして精製さ

れた. 出発材料 285g から O.9 mg の LTP が精製され、 比活性は 15.2 nmo lPCI 

mg protein/min であった. 分子量は S D Sを含むポリアクリルアミド電気泳動上

で約 7000 と求められ、 ゲルろ過クロマトグラフィーによる結果もそれを支持したe

精製された LTP はホスフ 7 チジルコリンのほかにホスフ 7 チジルイノシトール、

ホ ス フ 7 チジルヱタノ-)レアミン、 モノガラクトシルジアシ jレグリセロール、 コ

レステロール、 トリグリセリド、 ジグリ セ リ ド の 転 移 を 促 進 し 、 基質特異性の低

い nsLTP であった. アミノ酸組成及び N -織のアミノ酸配列の分析による、 すで

にヒマ芽生え、 トウモロコシ芽生えの単離された nsLTP との比較もあわせて報告

する。
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2Ap04 種子の脂質蓄積に及 lます光の影響

。稲永静二、柳川辰巳、中庸一、山之口佳与子(鹿大 農学部)

落花生は地上で開花、受精後、地中で結実するが、3i!実部に光があたると、 3震の肥大

のみならず種子の成勲も抑制される。落花生の種子は約 50%の脂質を含むが、種子の脂

質含量は環境因子により左右されることが多い。ごれらは光の照射による落花生の種子の

成烈の抑制は脂質の蓄積に関係があるものと推定される。そこで本研究は種子の脂質の蓄

積に及ぼす光の影響について、活花生と大豆を用いて検討を行なった。

手書花生の子房柄が地中に侵入後、 20日目(葵肥大期〉、 30日目(種子成黙期)

5 0日目(種子完勲期}に地中から爽実部を取りだし、ガラスビーズと培養液を入れた透

明な 容器(L )とアルミホイル (D) 、赤 (R) 、青(B )、緑(G)及び赤+青(F R) 

のセロファン紙で覆った容器に移して主主培を行なった。また大豆は葵肥大期、種子肥大郷、

種子成熟期に英実部を落花生と問機にアルミホイル、各セロファン紙で覆って栽培を行な

った。

落花生では、 20 、 30日目以降策実部に光を照射した区では 30日目の G区を除き

葉、種子重とも小さくなったが、その影響は L区についで FR、B区が大きかった.しか

しながら、 50日目以降照射した区と大豆では英実重に差異は認められなかった。

3 0日目以降光を照射した区の落花生の種子の体内成分を調べると L、B及び FR区

は D区に比して脂質含量、トリグリセライドの割合が減少し、糖含量、ジグリセライドお

よび遊厳脂肪酸の割合が高くなった。

一方大豆の体内成分についてみると、いずれの時期からも葵実部をアルミホイルで覆

った区では脂質 、澱粉含量カi地加し、逆に糖および種子成勲期を除いた蛋白含量は減少し

た。また光の種頬についてみると種子肥大期以降セロファン紙で撮った区では、 FR区の

脂質 、糖含量は L区とほとんど変らなかったが、他のセロファン紙で覆った区では脂質含

量!ま僧加し 、糖含量は減少した。ただ葵肥大綱及び種子成勲期以降セロファン紙で寝った

区の成分については判然としなかった。

以上の結果は種子の脂質の蓄積が光によって制御されていることを示すものと考えら

れる。

-291一



2Ap05 クロレラの脂質代謝に対する C02濃度の影響

佐藤典裕、川口昭彦 (東京大学・教養・生物)

クロレうでは培養の際に通気する C02 濃度が葉縁体の構成脂質であるガラクト糖脂質

(M G D Gおよび DG D G) の脂肪酸の不飽和度に大きな影響を及ぼすことが観察されて

いる。例えば低 C02条件 (O.04%C02) では高 C0 2条件 (2%C02)に比べて、

主に MGDGとDGDGにおいて、 1 8: 2の割合が低く 18: 3の割合が高い。また高

C 02 条件から低 C02 条件への移行に伴い、主に MGDGとDGDGにおいて 18: 2 

から 18: 3への不飽和化が進む.

高 C02 条件で育てた細胞(高 C02細胞)と低 C02 条件で育てた細胞(低 C02 細

胞)で、 [ 14 C ]酢酸を用いて脂肪酸をパルスラベルし、それをチヱイスすることによっ

てMGDGあるいは DGDGの 18: 2から 18: 3への不飽和化活性を比較した。その

結果、 MGDG、 DGDGともに 18: 2から 18: 3へのラベルの移行、即ち不飽和化

は低 C02 細胞よりも高 C02 細胞で速く進んだ。また全極性脂質へのラベルの取り込み

が p c v (packed cell volume)当りで低 C02 細胞では高 C02 細胞の 67%と低かっ

た。以上の結果は高 C02 条件に比べ低 C02 条件で向精脂質の C18の不飽和度が高い原

因として、 1 8: 2から 18: 3への不飽和化活性が高 C02条件より低 C02条件で高い

という可能性より、むしろ低 C02 条件では高 C02 条件に比べ色盟主旦の脂肪酸合成活

性が抑えられ、その結果 18: 2の合成

も抑えられるため既に存在する 18: 2 

から 18: 3への不飽和化が進むことに

よる可能性が高いことを示唆している。

また高 C02 条件から低 C02 条件へ

の移行に伴い、 MGDGとDGDGにお

いて葉緑体経路で合成される原核型脂質

の割合が減少し細胞質経路で合成される

真核型脂質の割合が増加することが観察

された(右図)。 この現象は C02条件

が糖脂質の合成に対する両合成経路の貢

献の度合に影響を及ぼすことを示唆して

いる。
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2Ap06 Changes in membrane cons七i七uentsby mutation of 
the gene for fa七ty acid desaturase in the 
cyanqbacterium， ~vnechocvsti5 PCC6803 
Zoltan Gombos， Hajime Wada， Zsuzsanna Varkonyi， 
and Norio Murata (National 工nsti七ute for Basic 
Biology) 

Svnechocvsti~ PCC6803 is composed of an endoplasmic membrane 

system， i.e.， the thylakoid membranes and the cell envelope. The 
latter consists of七wodistinct membrane layers， the cytoplasmic 
(or inner) and the outer envelope membranes. 

Changes in the membrane constituents following mutation of a 

fatty acid desaturase (~2 desaturase) and transformation with a 

gene (昼塁塁主) for desaturase were studied in ~vnechocvsti5 PCC6803. 

Both the thylakoid and the cytoplasmic membranes have been 

isolated from the wild type， a mutant (Fad12) defective in the 

s 2 desaturase， and a transforma此 (Fad12/坐盆) of Fad12 with 

卓皇室主. The polypeptide compositions of thylakoid and cytoplasmic 
membranes present in these strains were compared by gel 
electrophcresis. The relative amounts of 七he individual 
polypeptides were apparently altered by the mutation and 
transformation with 卓金星主. A striking change was observed in the 

appearance of a polypeptide of 35 kDa. 工t was present in both 

membranes originated from wild type， but was absent in七hosefrom 

Fad12， and emerged again in bo七hmembranes from Fad12/盛皇室主.

Concerning the lipid analysis da七a i t could be stated tha七

neither the mutation of the ~2 desa七urase nor the trans-

formation wi th 呈金主主 had significant effect on the lipid 
composition of the thylakoid and cytoplasmic membranes. However， 
the characteristic alterations of fatty acid pattern due to the 
muta七ionand transformation proved to be highly similar in both 

types of membranes of the wild type，七he mutant and the 

transformant strains. These experimental results may suggest 

that 七he fatty acid desa七ura七ion takes place in both thylakoid 

and cy七oplasmicmembranes in ~vnechocvs七i5 PCC6803. 
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2Ap07 Jli/)iio ABE-1株の温度シフト4こ伴うリン脂質分子種の変動について

O 岡島伸治-森田直樹・奥山英登志-佐々木昭治東正一 .1村田

紀夫(北大・理-植物、 1 基生研)

ル'!JiioABE-1株は、温度に依存してユニークな脂肪酸である 16・1(9t)を合成する (1).5.C培養の

細胞では痕跡程度のものが成育限界温度であるの20.Cでは 12~15%に達する 。 トランス型不飽和脂肪酸を

含むリン脂質の格転移温度は、炭素鎖長が同じ場合、飽和脂肪酸をもつものとシス型不飽和脂肪酸をもつ

ものとの中間にある。この事から、トランス型不飽和脂肪酸は最高成育温度が低く、 C16脂肪酸が90%以

上を占める本菌において、微妙な膜流動性の調節に寄与していることが示唆されている 。今回は16:1 (9t) 

の役割を探るため、培養温度のシフトアップに伴う経時的な脂肪酸組成およびリン脂質分子種の変動を調

べた。

[方法] 5.C振盗培養中の対数増殖期の細胞を20.C培養液に接種した後、経時的にサンプリングし常

法により脂質を抽出した。全脂質の一部はメタノリシスにより脂肪酸メチルエステルとしてキャピラリー

GLCで分析した。残りの脂質から TLCでホスファチジルエタノ ルアミン(PE)を分離した。PEはホスホ

リバーゼCでジアシルグリセロールとしたのち、ジニトロベンゼン誘導体としてHPLCで分子種を分析した。

[結果と考察] 5.Cから20.Cにシフトすることにより脂肪酸組成に顕著な変動が現れた。シフト後 8

時間で 16:1(9c)は67%から54%に激減すると同時に、 16:0が17%から23%へと増大し、定常期の36時間

後には最大15%に達した。

次ぎにPEの分子種についてみると、シフト直後から 16:1(9c)/16:1 (9c)が急激に減少し、24時間後ま

で続いた。それに伴い16:0/16:1(9c)と 16目 0/16:1(7c)が増加し12時間後にピークに達した。一方、 16: 

1 (9c)/16: 1 (9t)は12時間以降も培加を続け36時間後に20%となった。また16:0/16:1(9t)が12時間以降に

新たに出現し、最大 7%に達した。

以上の結果から、 Jli/JiloABE-1株は緒美温度を 5.Cから20.Cにシフトした場合、 PEの主要な分子種

である16:1(9c)パ6:1 (9c)が定常期まで減少を続ける一方、 16:0パ6:1(9c).16:0/16・1(7c)などの16・0を

含む分子種が対数増殖期中期までに増加し、それ以降は16:1パ6:1(9t)と16:0パ6:1(9t)といった 16:1 ( 

9t)を含む分子種が定常期まで増加するというこ段階の対応をすることがわかった。

(1)H.Okuyama et al. (1989) /n Biological Role of Plant Lipids (Biacs， L.ed目 ).Plenum，NewYork， 

pp.571-574 
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2Ap08 Vibrio ABE-I株による長銀脂肪酸の iovitro生合成について

。森田直樹 ・岡島伸治・奥山英秀志・佐々木昭治・ 1東 正 ー・

3村田紀夫{北海道大 "JII1 "植物、 1某生研)

Vibrio ABR-I株は生長の至適温度、最高湯度をそれぞれ 15"C， 20"Cに持つ好冷菌である

。本萄膜脂質の主要脂肪酸は16:1と16:0であり 、全脂肪酸の90%を占める .一方、最も炭

素鎮長の長い脂肪酸は 18:1と18:0であるが、これらの含量が6%をこえることはない。こ

のように本薗の膜脂質が比較的短鎖の脂肪酸に富んでいることは生育温度範囲が低くかっ

狭いことと密接に関係しており、また脂質合成において脂肪酸の炭素鎮長は厳密に調節さ

れていると思われる.本研究では VibrioABE-I株の脂肪酸合成における鎮長調節機構の

解明を目的に部分精製された脂肪駿合成酵素を用い 、invitro脂肪酸合成による反応産

物の分析が行なわれた.

【方法】 SilbertとVagelo子の方法により脂肪隊合成階素(FAS )を部分精製 Lた .脂肪酸

の合成活性は[2ーは C]マロニル CoAの脂質両分への取込みにより測定した .反応生成

物はケン化後石油エーテルで抽出し 、メチル化したものを TLCに供した.TLC上のスポ "Y ト

の位置はラジオスキャナーにより決定した.シリカゲルより回収した脂肪酸メチルエステ

ル (FAH)を AgNOγTLC により更に飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸に分けた 。飽和、不飽和

FAHは回収後それぞれラジオGLCにより分析された.脂肪駿の同定は標準物質との保持時

間(R t )の比較により行なった.

【結果及び考察】])メチル化された反応産物の放射活性の約80%はFAH両分に回収され

た .2)飽和、不飽和FAHをそれぞれラジオGLCで分析したところ、本蔚が本来持ってい

るC16，CI8脂肪酸に加えてこれらの脂肪酸より Rtの長いピークが観察された 。こ れらは標

準物質のRtと比較することによって 20:0，22: 0，24: O. 26: 0.28: 0.30: 0とそれらのモノ不飽

和脂肪酸であると同定された .

以上の結果は本菌のFASは浴在的には長鎮の脂肪酸を合成する能力を持っているが i0 

工江旦ではFAS精製造程で失われる何らかの要因により鎖長が調節されていることを示して

いる 。 2Si Ibert & Vagelos. Proc. Nat. Acad. Sci. U. S.. 58: 1579(1967). 
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2Ap09 登煎期サフラワ一種子ホスファチジン駿ホスファターゼの

細胞内転移による脂肪合成の調節

市原謙一、室田直紀、藤井昭治

(京都府大・.'.化)

登勲期の油糧植物種子では、貯蔵脂肪の主成分であるトリグリセリドはグリセロリン

酸とアシルー C o Aとから合成され、 その経路には 4種の酵素が関与している。サフラワ

ーでは、 この中で 3種のアシル基転移酵素がすべて腹結合性であるのに対して、ホスファ

チジン酸ホスファタ←ゼは膜結合性の活性のみならず、可溶性の活性が存在している.

ホスファチジン酸 ー+ ジグリセリド + P i 

この可溶性の酵素が、細胞内の脂肪酸レベルに依存して、 トリグリセリド合成の場と考え

られる小胞体膜に可逆的に転移していると推測できる結果を得た.

【方法】①登勲期サフラワ一種子のホモジネート遠心画分 (8000g、上清}に脂肪酸

カリウム塩を加え、 25・Cで 10分間インキユベートした後、 ミクロソームの酵素活性を測定

した。@ォ、スファターゼ活性のない完魚種子からミクロソームを調製し、畳~期種子から

調製した 100.000g上清と脂肪酸を添加して、 ミクロゾームに転移した活性を測定した.

【結果と考察】プロプラスチドにおけるデノポ脂肪酸合成の産物であるパルミチン厳、

ステアリン酸、オレイン酸は、可溶性酵素をミクロソームに転移させた。これに対して、

小胞体でオレイン酸から合成されるリノール重量や脂肪酸合成の最終産物ではないラウリン

酸には、 転移を誘起する能力はなかった。すなわち、転移は脂肪重量分子種に特異的であっ

た。オレイン厳によってミクロソームに転移した酵素は、オレイン酸温度を下げることに

よって可溶性となった。すなわちこの転移は可逆的である。サフラワーの可溶性活性画分

を、 ダイズ、ナタネ、 ヒマワリの完黙種子から調製したミクロソームとオレイン厳存在下

にインキュベートすると‘サフラワーと同じキク科に属するヒマワリのミクロソームにだ

け活性が転移した。このことは、転移には種特異的な機t憶が働いていることを示唆してい

る。これらの結果から、登黙種子細胞内の脂肪酸レベルが細胞質ゾルに存在するホスファ

チジン 酸オ、スファターゼの小胞体験への転移を誘起して、 トリグリセリド合成を調節して

いる可能性が考えられる。
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2Apl0 チャ生葉ヒドロベルオキシド開裂酵素の精製と性質

松井健二 梶原忠彦 畑中顕和 〈山口大・農・農化)

ヒドロベルオキシド開裂酸素 (HPOLyase)はリノー)L-酸、 リノレン酸などの不飽和脂肪

酸よりリボキシゲナーゼによって酸素添加されて生成した過酸化脂肪酸の c-c結合を開裂

し、 3Z・Hexenalなどの短鎖アルデヒドを生成する酵素である。こうした短鎖アルデヒドは

緑葉磨砕時の香気として我々に馴染み深いものであるが、 HPOLyaseを介した短鎖アルデ

ヒド生成系の植物組織における生理的役割についてはこれまでよく知られていない。本酵

素活性はインゲンマメ緑葉、キュウリ子葉、セイヨウナシ果実等種々の植物組織に存在す

るが、これまで動物細胞には見いだされていない。本酵素はこれまでに精製されたことは

なしその詳細な性質等は明らかでない。我々は短鎖アルデヒド生成系の生理的役割の解

明の一環として HPOLyaseを高度に精製することに成功し、若干の性質を明らかにするこ

とができたので報告する。

酵素源として屋外で栽培したチャ樹〈ヤプキタ〉より生葉を採取し、これを4%ポリビニ

ルピロリドン (PVP)及び1m門 GSH存在下で磨砕した。従来、チャ葉のHPOLyase活性は

4000 g， 10 min程度の遠心で沈瀕する膜画分〈葉緑体画分〉に見いだされていたが、磨砕

時に PVP(こよりボリフェノー)L-類を除くことによってより軽い膜画分に移行することがわ

かった。また PVP非存在下で磨砕後、集めた膜画分からの可溶化には高漉度の界面活性剤

が必要であったが、磨砕時にPVPを添加して集めた膜画分からは 0.15%Triton X-I00(こよ

ってほぼ定量的に可溶化された。このことは HPOLyaseが磨砕時にチャ葉に多く含まれる

ボリフェノー)1-類によって膜に吸着されることを示しており、このためにこれまで本酵素

の細胞内局在部位を誤っていたものと考えられる。膜画分を 0.15%Triton X-I00で可溶化

し、 PEG6000により分画後、イオン交換、 ヒドロキシアパタイト等のクロマトグラフィー

によって HPO Lyaseをほぼ均一に精製した。精製酵素は等竃点を 6.0付近に持つ酸性タンパ

ク質であったが、 SDS-PAGEでは57kD及び55kD付近にふたつのバンドがみられ、現段階で

は本酵素がサプユニット僑造をとっているのかどうかは明かではない。一方ヘッドスペー

スガスの GLC分析では pH7.5で最大活性を示したが、 ヒドロベルオキシドの極大吸収

(23-1 nm)の減少で活性測定した場合、至適 pHは6.0であった。
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2Apll アシルー(アシルーキャリアープロテイン)チオエステラー

ゼの精製と性質

今井博之、 西回生郎、 村田紀夫 {基生研)

高等植物の禁においては、脂肪酸(オレイン酸、 ステアリン酸およびパルミチン酸)は、

禁縁体においてアシルー{アシルーキャリアープロテイン) (以下、 アシルー AC P )の

J~ で合成される。葉緑体のストロマには、 このアシル -ACPからグリセロ IJ日貨を合成す

るグリセロールー 3ーリン隙アシルトランスフエラーゼと、 ~緑体から細胞質への j脂肪隙

輸送過程の般初の反応を触媒し細胞質のグリセロ脂質合成を支配するアシルー(アシルー

キャリアープロテイン)チオエステラーゼ(以下、 アシル ACPチオエステラーゼ)が存

在する。 そこでストロマにおけるこれら両酵紫の脂肪酸に対する蛾争的相互作用を制御で

きれば、植物生体膜脂質の質的および量的な改変が可能となると考えられる。そのために

は、 これら両醇紫の生化学的・分子生物学的解析が不可欠である。本研究ではカボチヤ子

繁からアシル ACPチオエステラーゼを部分精製し、本静紫のアイソザイムの存在を明ら

かにした。

カボチャ(包三位.!!..Lta里旦sch旦主主 cv. shirakikuza)の種子を連続照明のもとで発芽させ、

芽生えを 25"C、 7日生育させたのち実験に用いた。アシル ACPチオエステラーゼは、

アシル -ACPを脂肪般と ACPに加水分解する醇紫であるが、活性は低いけれどアシル

コエンザイム A (アシル C0 A) の加水分解も触媒する。 そこで、本研究では、 [I4CJ 

オレオイル CoAを基賓として、 アシル ACPチオエステラーゼの活性を測定した。

カボチヤ子葉の抽出液に 5% (w/v)ポリエチレングリコール 60 0 0を加えて遠心分隠

し、 可溶性タンパク質画分を得た。 この画分を等電点電気泳動に供し、 等電点4.7、 6.4、

6.9および 7.4の少なくとも 4つのアイソホームの存在を明らかにした。発表では、 これら

アイソホームの物理化学的性質および DEAE-陰イオン交換カラムクロマト法および

ACPアフイニティーカラムクロマト法による精慰について報告する。
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2BpOl グラム陽性脱窒級菌包は斗且五 ι工血~の異化的運硝酸還元部位

浦田克郎、佐藤敏生 I (小山工業高専、 1広島大学・理・植物)

これまでの総窒のエネルギ一変換犠備についての研究はおもにグラム陰性細菌で行わ

れてきた。この脱窒反応はrを消費する反応であるため末端還元部位が細胞臓の内側か外

側かはエネルギ一生成効率から考えると大きな遭いと考えられることから、脱窒のエネル

ギ一変換機構を明らかにする上では、まず各還元部位を明らかにしなければならない。脱

窪酵素のうち亜硝酸還元酵素は、調べられた全ての脱窒薗においてベリプラスム空間に存

在し、その還元部位は細胞膜の外側であった.これに対してベリプラスム空間のないグラ

ム陽性細菌にも脱窒能を持つものが知られているが、その亜硝酸還元酵素の存在部位・還

元部位についての報告はない。グラム陽性細菌にはベリプラズム空聞がなく、もし細胞質

側ならばグラム陰性細菌とは異なる歪硝酸還元系を考えなければならない.本研究では、

グラム陽性脱窒細菌Bacillus finusの亜硝酸還元酵素の反応部位を明らかにすることを目

的としoxidantpulse実駿を行った。

HOQNO.anti.ycin A.KCN.NaNJ.valino・ycin.CCCPはいずれも内在基貨を電子供与体とし

た壷硝酸還元を阻害した。嫌気条件下で包豆且lY.呈且旦蛙の細胞懸漏液にKN02)'ルスを加え

ると、まずアルカリ化が起こり続いて畿性化が起こった。 KCN.NaN:<. HOQNOなどの阻害剤存

在下では酸性化が阻害されアルカリ化が顕著に観察された。さらに、このKN02添加に伴う

アルカリ化の原因を明らかにするために、匝害剤存在下でのV消費の化学量論、 H./N02-値

を求めた。

KN02添加に伴うアルカリ化は HOQNOにより亜硝駿還元を租害した条件でも起こり (H. 

/NO，，-=1.26)、醇素への直接の電子供与体PHS+Ascorbateを加えてもアルカリ化の大きさ

(H'/N02-=L61)は変化しなかった.さらに N20還元を阻害する NaN3存在下でのU-/N02-値は

1. 36であり、亜硝酸遭元が細胞臓の外側で起こるとしたときの値H./N02-=3と一致しなかっ

た。以上の実験結果から、グラム陽性脱窒細菌Bacillusfir・usの壷硝酸還元醇素の還元部

位は細胞膜の内側に存在しており、 KN02添加に伴うアルカリ化はN02ーの細胞内取り込みに

関連したものと推定された。
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2Bp02 Chlamydomonasにおけるセレン添加及び低CO2培養による

Glutathione peroxidaseの誘導

武田徹、重岡成、横田明穫¥飯塚義富 (近畿大・食栄、

1大阪府大・農化)

Chlamydomonas reinhardti iは培養時に低謹度のセレン(Se)を添加すると、既に存在し

ていたAscorbateperoxidase(AsAPOD)が消失し、新たに高い活性を持つSe依存性Glutathi-

one peroxidase(GSHPOD)が出現する。今回、このお依存性GSHPODを精製し、酵素学的及び

免疫学的性質を明らかにし、動物におけるGSHPODと比較検討した。また、 Se無添加培地で

定常期まで培養したChla町 dOllonasにおけるSe添加後のGSHPOD活性の変動及び、培養時の

∞2濃度のGSHPOD活性への影響について検討した。

ChlallYdo圃onasreinhardti Dangeard は亜セレン酸ナトリウム (3I1g/~)を含むAllen

培地中で空気を通気しながら5日間培養した。 Chlallydo・onas細胞を10m)(GSHを含む100m!(

Tris-HCl緩衝液(pH8.3)に懸濁し、 Frenchpressで破壊後、遠心分離(120009、301lin)を行

い、得られた上澄みを粗酵素液とした。 GSHPOD及びAsAPOD活性測定は既報 1)に従った。

Chla町山田onasGSHPODは、イオン交換クロマト、硫安分画及びゲル謹過等により電気

泳動的に均一に精製した。本酵素は同ーのサプユニット〈分子量17kDa)からなる 4量体で

あった。本酵素はGSHのみを電子供与体とし，H20Z以外にcUllene及びt-butylhydroperoxide

も分解した。またKCNで活性は全く阻害されなかった。牛赤血球GSHPODより作製した抗体

は、 Chla町 dOllonas、ラット、ヒト及び牛赤血球のGSHPOD活性を90%、60%、70%及び80

%限害し、 IlImunoblotにおいても各々の酵素と反応した。また、 SDS-PAGEにおける 17kDa

のバンドにおが検出された。これらのことから、 Chla・ydo・onasGSHPODは酵素学的及び免

疫学的性質、更にセレンタンパク質であるという点において動物のそれと非常に類似して

いることが明らかとなった。 一方、 Se無添加の培地で定常期まで培養したChlallydo鍋onas

にSeを添加すると、 GSHPOD活性が出現し、 Se添加後24時間で最大活性を示した。このSe添

加による活性上昇はタンパク質合成匝害剤の影響及び免疫滴定からdenovo合成によるこ

とが明らかになった。また、 Se添加後にCOz護度を低濃度(0.03%)から高謹度(5%)に変え

ると、Se依存性GSHPOD活性の上昇は著しく抑制された。しかし、再びChlallydolDonasを低CO2

濃度に戻すとGSHPOD活性は上昇した。

1) Yokota，A.，et al， (1988) Plant Physio1.， 86，649 
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2Bp03 ラン藻 Trichodeniu圃 NIBB1067の窒素固定:窒素周定活性の

制御

大城香， J.P.Zehr1， P.G.Falkowski2，藤田善彦(基生研

細胞生物ニヱーインクマントワドイオラiJ;"， 27"1Yックヘ7"'1国立研)

海洋性浮遊ラン藻 Trichodeslliu置はユレモ科のラン藻で，ラン藻の好気的窒禁固定

の場である異形細胞を分化しないが好気的窒素固定活性をしめず. しかし本ラン藻の培

養が困幾なこともあって，その実態には不明な点が多い. 我々は本ラン藻の完全合成培

地による人工培養系確立に成功し，本ラン藻の窒素固定系の制御機構を明らかにする目的

で異なった窒素源による制御を窒素固定酵素の合成と活性のレベルから検討した.

材料・方法 Trichodesliu.sp. NIBB1067採は人工海水AQUIL培地中で 25・C，10時

間明・ 14時間暗条件で培養した. 窒禁固定活性はアセチレン還元法により測定した.

室乗固定酵素は細胞より可溶化， SDS-PAGEにより分画，ウイスコンシン大学・ Ludden博士

により Rhodospirillu・rubru・の窒禁固定酵素の鉄蛋白・鉄モリプデン蛋自に対してそれ

ぞれ作成された抗血清を用いウエスタンプロット法により同定した.

結果・考察(1)窒素国定〈アセチレン還元〉活性は窒3震源を除いた培地で培餐した

細胞でのみ発現した. 窒3震源として NaN03(2・M)・ NH4Cl(0.02・M)あるいは尿素(0.2IH)

を加えた培地で生育させた細胞はアセチレン還元活性をまったく示さなかった (2)

尿棄を加えた培地で生育した細胞では窒禁固定画事業は合成されていなかった (3)しかし

硝酸温・アンモニウム塩を加えた培地で生育し，活性を示さなかった細胞では，窒素固定

酵素は鉄蛋白・鉄モリプデン蛋白ともに合成されていた. (4)窒素源を除いた培地で

生育しアセチレン還元活性を示した細胞の鉄蛋白は SDS-PAGEにより鉄蛋白抗体と反応す

る見かげの分子量が 40kDa・38kDaの22容のバンドとして検出された. しかし硝酸塩・ア

ンモニウム塩を加えた培地で生育し活性を示さなかった細胞では鉄蛋白は 40kDaのバンド

のみが検出された. 窒禁固定細菌では窒素固定活性の失活は鉄蛋白のアデニン化によ

る見かけの分子量の増加を伴うことが知られている. 本ラン苦慮の鉄蛋白も 40kDa蛋白は

不活性型・ 38kDa蛋白は活性型である可能性が高い Trichodes圃lU. sp. NIBBI067の

窒素固定系は少なくとも酵素の合成(翻訳あるいは転写)および転写後修飾の2段階で調節さ

れていると考えられた.
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2Bp04 ラン藻 TrlchodesmiuaI NIBB 1067の窒素固定:窒素固定醇素の

細胞内分布

大城 香， P.G.Falkowski'，藤田 善彦(基生研・細胞生物，

， ]"ルyヲヘrン国立研)

窒素固定醇素は，酸素により容易に不活性化される. 酸素発生をともなった光合成

を行うラン藻では好気的窒素固定は (a)光合成酸素発生系 (PSI1)を欠いた細胞(ヘテロシス

ト)や (b)暗所でのみ行われると考えられてきた. しかし Trichodesmi聞はユレモ科の

ラン穫で，ヘテロシストを分化しないが，その窒素固定系は高い耐酸素性をもち，光照射

下の光合成が起こっている条件で窒素固定が進行する. 本ラン藻の耐酸素機織を明らか

にする目的で窒素固定酵素の細胞内分布を免疫電磁法を用いて調べた.

材料・方法 Trichodes阻iu圃 sp. NIBB 1067細胞は窒素源を含まない培地で培養し，グ

ルタールアルデヒド固定後 Epon樹脂で包埋した. 窒素固定酵素は Rhodospirillu阻

ロ血旦必坦の窒禁固定酵素の鉄蛋白に対して作成された抗血清で超薄切片を処理後 IgG-金コ

ロイドによる免疫染色を行い検出した IgG-金コロイドの非特異的吸着の検定は尿素を

窒素源として生育させた窒素固定酵素を持たない Trictruu羽田ium細胞を舟いて行った.

結果・考察: 本ラン藻は細胞が速なった糸状体を形成している. 窒素固定酵素(鉄

蛋白)は糸状体のすべての細胞から検出された. この結巣は， Tr担h旦~~ium ではヘテロ

シストに相当する特殊な細胞の分化はないことを示している. 各細胞は発達したガス胞

を持ち，チラコイドは細胞周辺に存在している. 窒素固定酵素はチラコイド領域には少

なく，細胞内部に多い傾向が見られた. ごの結果は Trichodesmiu皿の窒素固定系が細胞

内で局在することにより ，光合成系から発生した酸素から保護されている可能性を 示峻し

ている.
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2Bp05 碕酸イオンによるマメ科緩粒レグヘモグロビンの機能阻害

金山喜則、山本幸男 1 (名大 .a・園芸、 1名古屋学院大)

マメ科植物と綬粒薗との共生による蜜禁固定は、 N03ーにより匝容されることが知られ

ているが、その原因は明らかではない.我々はダイズ ・fJウピー ・エンドウの穣粒にN03
ー

を与えた後におこる、室禁固定能の低下と緩粒内の酸素の運自慢に重要な役割を果たすレグ

ヘモグロビン (Lb)の徳能低下との関わりについて検討した.

Lbは硫安分画及びセファデックスG-75カラムクロマトにより郷分精製した. 筆業団定

能はアセチレン還元能(ARA)として測定した Lbの嫌気的抽出は、アルゴンガスにより酸

素濃度を 0.3%に落としたグロープボックス内で行った. ニトロシルレグヘモグロビン

( LbNO)形成の反応速度論的解析においては、 Lbとジチオナイト及びN02-を迅速に混合し

た後、 LbNOの吸収ピークである 4150.の吸光度の変化を測定した.

2価のLb(Lb2+)は一酸化蜜素と結合しLbNOを形成したが、 このLbNOは還元剤の存在

下でN02-とLbからも形成された.その吸収スペクトルは、 415および545と5700.にピークを

示した.ダイズ根粒のARAは、 10・MのN03-添加後24時間で49%に低下したのに対して、 fJウ

ピーやエンドウの根粒のARAは、 10・MのN03・添加では低下せず、 20・MのN03-添加後48時間自

にそれぞれ45%および61%に低下した. ARA低下の際、嫌気的に抽出したLbは、ダイズとカ

ウビーについては上述のLbNOの吸収スペクトルを示したが、 エンドウではLb2+の吸収スペ

クトルを示した. よってダイズ及びカウピーでは、根粒に吸収されたN03ーの還元により生

成される N02ーとLbから LbNOが形成され、 Lbの酸素運扱能が低下することにより隻禁固定能

が阻害されるとヨ与えられるが、エンドウにおいてはLbの纏能低下は起こらず、ダイズやfJ

ウピーと異なった匝響機構を有すると考えられる. この織な種による LbNO形成の遣いが、

Lbの性質に由来するか杏か調べるため、 LbNO形成の反応速度論的解析を行った.その結果、

エンドウのLbNOはダイズのLbNOより約10僑解隠しやすく、このことがエンドウ根粒でLbNO

が集積しない一因となっていると考えられる.一方、 形成の速度定数はむしろエンドウや

カウピーのLbの方がダイズのLbより高いため、 N03-感受性の弱さやLbNO形成の図書監さは、

レグヘモグロビンの佐賀よりはN02ーを生成するステップに左右されている可能性もヨ与えら

れる.
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2Bp06 タンパク質合成匝害剤によるシヤジクモ細胞内におけるアミノ酸分布の変動

田沢仁・三村徹郎(東京大・理・植物〉・坂野勝啓

(農水省・生物研〉・森安 総二〈静岡県立大・生物〉

車軸藻の節聞細胞は非常に大きいので、液胞調Il~荒法により、液胞液を任意に取り出すこ

とができる。さらに液胞濯涜液にCaキレート剤を加えると、調E流後、液胞膜が消失し、再

度の濯涜を行うことで、主に葉語体からなるゲル膚と細胞質基質であるゾル膚とを短時間

で分灘することができる。我々はこのゾル・ゲル膚の分厳法を用い、アミノ酸代謝におい

て異なる機能を持つ三つの細胞内コンパートメント(液胞、細胞質基賞、葉緑体〉の明暗

によるアミノ酸分布変化を測定し以下の知見を得た。(1 )明暗いずれの条件でも、液胞

内のアミノ殴組成と繍胞質基質のアミノ酸組成はきわめて良く似ているが、糞縁体内のア

ミノ酸組成は全く異なっている。(2 )各アミノ酸の漉度は糟胞内ではいずれも 1州前後

であったが、細胞質基質と葉緑体では印刷から数十州に逮しているo (3) 12時間の光

照射後、液胞と葉緑体内のアミノ酸含量は大きく減少したが細胞質基質の濃度は一定に保

たれている。

今回は、この光照射に伴う葉緑体内アミノ酸灘度の減少が葉緑体内タンパク質合成能と

どの様に関わり合っているかを横討した。もし光照射が葉緑体内のタンパク質合成を促進

するならば、光による葉緑体内アミノ酸プールの減少を予想することが出来る.そこで車

輪藻節問細胞をオルガネラタンパク賀合成阻害剤であるクロラムフヱニコール(0.5 酬〉

で処理し、その後細胞肉の各コンパートメントのアミノ酸濃度を測定した。

暗条件下では 18時間のクロラムフェニコール処理はアミノ酸分布にはまったく影響を

与えなかった。明条件下では、金アミノ酸量は変化しないにもかかわらず、細胞内アミノ

酸の組成、分布ともに大きく変動した。液胞内のアミノ酸濃度はコントロールの 3倍に上

昇し、一方、細胞質基質と葉緑体のアミノ酸漉度は半分から三分のーに減少した。いずれ

のコンパートメントにおいても、アラニンの滋度が顕著に上昇し、イソアスパラギン以外

のアミノ酸量は大きく減少していた。アミノ酸分布の時間変化を追うと、匝害剤処理後、

徐々に細胞質のアミノ酸含量が減少し、かわりに液胞内のアミノ酸量が増大していた.処

理後 2時間以内にグルタミン量の顕著な上昇とグルタミン酸およびグリシン源度の低下が

測定された。処理後 10 時間目からアラニン濃度が徐々に埼大し最終的に全アミノ酸の4

JlJを占める様になった。アミノ酸代謝に関わり合う種々の酸素活性 (Gluta剛ic-oxaloacet

ic transaminase. Glutamic-pyruvic transaminase. Glutamine synthetase)を測定した

が、クロラムフェニコール処理にともなう顕著な活性変化は見いだせなかった。
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2Bp07 カゼクサ種子の温度処理による二次休眠制御とアミノ駿代謝に

ついて

高橋 信・植松直子.。鈴木章方 (山梨大・教育・生物)

カゼクサ (Eragrostisferuginea BEAUV.)の種子は、室内に保存しておいても野外の

土中に埋めておいても、採種後数カ月聞は休眠しており通常の発芽条件を与えても発芽し

ない(一次休眠).ところが、採種後約 6カ月たつと、 暗所では発芽しないが光を照射す

ると発芽するようになる(後熟). この生獲状態の種子(光発芽性種子)は、 2 50 C暗所

で吸水後 2-3日目に最大の光感受性に達し、その後は徐々に光不感受性になる(二次休

眠). 二次休眠に陥った種子は通常の発芽条件を与えても発芽しないが、硝酸塩、 エチ

レンなどの化学的処理によってふたたび光感受性を回復して、光によって発芽が誘導され

るようになる(二次休眠打破).二次休眠の打破はその他に、温度処理によっても可能で

ある.すなわち、 2 50 C暗所で 7日間吸水させ、完全に二次休眠に陥った種子に、約 6時

間 35-450 Cの高温処理をあたえ中温 (250C) に戻すと、二次休眠は打破され、短

時間の光照射で発芽を誘導することかでさ.Q，I;つ ι はる。 ところが、 両也処逗とて ω後九

与える光照射の間隔が 3日以上になると、 高温処理の残存効果は解消されてしまう.言い

換えると種子の休眠制御において「温度メモリー現象」が観察されたことになる. これは、

フィトクロムの作用発現における「砂時計説 Jに相当する現象であり、 「砂」に相当する

「温度記憶物質」があるとすれば、それは何か、 ということが問題になる.なお二次休眠

の打破には、上記の処理だけでなく、低温処理(5 0 C、 > 7日間)もまた有効である.こ

のことは「温度記憶物質」の資格として、高温によっても低温によっても増加し、かっ高

温から中温に戻すと減少する物質であることを要求する。

演者らは 89年の本学会で、休眠打破に効果のある硝酸湿などを与えた場合、糖ある

いは有機酸の代謝よりもアミノ酸の代謝が強い影響をうけることを報告した.その知見か

ら温度処理によってもアミノ駿プールに変動が起こる、 と予測した。今回の研究では、 ア

ミノ酸の中から「温度記憶物質」を探索した. H P L Cによる分析の結果、 ロイシン、 イ

ソロイシン、パリン、 フェニルアラニンが、その資格をもつことがわかった.この事実か

ら、温度処理による二次休眠の制御は、少なくとも代謝レベルにおいては上記アミノ酸の

代謝にかかわる酵素系の活性調節を適して行われていることが証明された。
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2Bp08 クロレラ白色変異体のアミノ酸取り込み及びアンモニア放出

に対する青色光効果

神谷明男・ W.Kowallik

(帝京大・薬、 西ドイツ・ビーレフェルト大)

青色光は、植物の炭素・窒素代謝をはじめ様々な生理・形態形成に関係している。

例えば、蕩類の炭素・窒素代謝では、青色光はデンプン分解を促進し呼吸を増し、長時間

の照射後に、 20-30種類の酵素合成を誘導する。 我々は、クロレラの変異体を用い

て、育色光はヘキソースの取り込みを顕著に阻害するのに比べ、硝酸の取り込みを促進し、

硝酸還元首孝素を活性化し(invi tro)、さらにアンモニアの放出を起こすことを報告して

いる。 今回は、アミノ酸類と尿素の取り込みに対する青色光効果を検討し、同時に、グ

ルタミン合成酵素(クロレラ変異体のアンモニア同化経路)の阻害剤であるメチオニンサ

ルフォキシミン (MSX)存在下で起こるアンモニア放出に対する青色光効果を検討した。

クロレラ変異体は、硝酸 (N源)、グルコース(C源)で暗中、 30Cで培養した。

アミノ酸はニンヒドリン法、グリオキシル酸は酵素法でそれぞれ定量した。

検討した 20種のアミノ酸のうち、 7種のアミノ酸が MSX存在下で添加するとアン

モニア生成が増大した。 まずグリシン取り込みと MSX存在下でグリシン由来のアンモ

ニア生成に対する光効果を検討した。 グリシンの取り込みは青色光により顕著に促進さ

れ、赤色光も幾分効果を示した。 グリシン添加によるアンモニア生成(MSX存在下)も

問機な光効果を示した。 取り込まれたグリシンは、グルコ ースがない条件では窒素源に

利用されずに、酸化反応でグリオキサル酸に変換され蓄積した。 グリシン取り込みに対

する青色光効果は、タンパク合成阻害剤のシクロヘキシミド存在下では認められない。

グリシン以外のアミノ酸は、アラニン、セリン、プロリン、アルギニン、アスパラギ

ン 、バリンについて検討した結果、それらの取り込みが青色光で顕著に促進され、アン

モニア放出も促進された。 特徴的な点は、 N ースターブした細胞で、この青色光効果が

認められることである。 尿素についても同様な結果が得られた。 クロレラのアミノ酸

取り込みは、少なくとも 7種の輸送体が関与することが知られているので、ぞれらの合成

誘導がN-スタ ーブ細胞では光により制御されるものと考えられる。
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2Bp09 オーキシンを含まない培地で熔養したHiprolyオオムギカルス

における Sーアデノシルメチオニンと 1ーメチルヒスチジン含

量の変化について

加藤 芳伸 (北海道立衛研)

纏物の熔餐細胞(カルス)におけるこ次代自信産物の濠度は起源植物組構に比べて極めて

低い。その一般的理由として、二次代謝に関与する特定の酵素が欠如しているためである

とされている。 Hiprolyオオムギにおける 1-メチルヒスチジン (l-Methis) の生成はカ

ルスで弱く、カルスに期間形成が起こると、その生成が槽強される。カルスでの

低 1-Meth isレベルもやはりその合成に関与する特定の醇索の活性と関係があるものと考

えられる。そこで、オーキシンを含まない熔地で熔獲したHiprolyオオムギカルスにおけ

る 1・Methis合成の変化について調べた。

2.4・D2・g/lを含tl'Murash i ge-Skoog熔地にて 2年間継代婚型車したHiprolyオオムギカル

スを実験に供した。 SAMはGreenbergとCohenの方法にしたがって、試料をSP-Sephadex

G-25にて調墜した後、逆相系カラムを用いて高速被体クロマトグラフィーにて定量した。

ATPはAddankiらの方法で、また 1・Methisはアミノ酸分析計(目立835型)にて定量した。

オーキシン無添加熔地で培援したカルスは不定根を形成するが、この不定根形成過程で、

カルス中のSAM合成は前駆物質であるメチオエン (Met) とATPのレベル治加に伴って急速

に上昇した。さらに、 Metを添加した熔勉でカルス熔養を行なうと、カルス中のSAMレベル

及びMetのSAMへの取り込みが著しく婚加することから、 SAM合成がMet獲度の影習を強く受

けていることが認められた。

一方、カルス中の l-Methis含量はSAMと同織にカルスの不定根形成とその生長に伴って

淘加した。 1-Methisの合成は、 Met添加により馨しく促進された。メチル基受容体となる

ヒスチジン (His)にも促進効果が認められたが、 Metに比べると Hisによる 1-Meth is合成の

促進は極めて弱いものであった。このことから、 1国 Methis合成にはMetの合成及び代謝活

性に伴って変化するメチル基供与体のSAMが強く関与しており、その濠度が l-Methis合成

の調整に重要な役割を果たしていることが示唆された。

1)M.L.Greenberg and S.S.Cohen. Plant Physiol.. 78. 568(1985). 

2)S.Addanki. J.F.Sotos and P.D.Rearick. Ann. Bioche... 14. 261(1966). 
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2Bpl0 オオムギ・エチオプラストのプロテオリシス

-本多忠紀.田中 歩.辻 英夫(京大 s理・植生研}

貧化組織が光照射を受げた後に起こるタンパク質構成の変化を調べる実般から、光照射

によるエチオプラストからクロロプラストへの変検過程でNADPH-プロトクロ貝フィライド

ーレダクターゼ(NPR)の急速な分解が起こることが示されている.一方、租エチオプラス

ト4製品に外から与えたヘモグロビンを分解する活性があるとの報告がある。本研究では精

製したエチオプラストを用いると粗穏晶の渇合と異なった結果となることが判明したので

報告する.

暗所で 5日開発芽させたオオムギの第一棄を材料とし、破砕後、通常の分画遠心法によ

り、 1000g沈滋(粗標晶)を得、 35%パーコールを周いて精製すると、沈澱として無傷エ

チオプラストが得られ、上方のバンドに損傷エチオプラストが〈る.これらの、無傷、損

傷、組エチオプラストの聞で、プロテオリシス活性を比較した.活性揖定はいずれの掲合

も低張液中でエチオプラストを破裂させた状態で行った.

pH 5でのヘモグロビンを基貨とするアミノ瞳道隆活性は、損傷、粗エチオプラストでは

見られたが、無傷エチオプラストでは検出されなかった.液胞の綴織醇素である酸性ホス

ファターゼの混入度を比較すると、領傷、組.品では高〈、無傷標晶では低かった.ごの

ことは従来報告されてきたヘモグロピン分解活性は液胞の混入によることを示している。

損傷をうけることによりこの活性が生じるのではないことは、割高傷エチオプラストを低張

処理. Tri ton処理などしてもこの活性が生じないことからも明かである.また、エチオプ

ラストを完全に変性させたものを基貨として与えた‘合にもアミノ蹟遊憶は認のられなか

った。以上のことから、本来エチオプラストにはアミノ蹟遊磁をもたらすプロテアーゼ活

性はないように思われる.

一方、無傷エチオプラストのオートリシスによるタンパク質織成の変化をSDS-PAGE法に

より調べたところ、プロテアーゼの存在を示峻する結果を得た.

生理的pHと考えられる pH7では、明暗に関係な〈ほぽJ(PRだけが分解されており、これは

NEHでよ〈阻害された.またpH5でも同じようにNPRの分解は起こったが、このpHではpH7 

では安定だったタンパク質までが分解された.ごの場合にもアミノ瞳の遊般は認められな

かった。

以上の結果は、エチオプラストが NPRを選択的に分解する活性を持っていることを示し、

照射直後に起こる変化を説明する基礎となる.しかし、エチオプラストがプロテアーゼ活

性を持つのになぜアミノ酸遊雌が認められないかは今後の課題である。
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2Bpll 発芽ヤエナリ種子の子葉における αーアミ ラー ゼの発現様式

肥塚信也 、問中喜之'、諸橋征雄(東京農工大・農J農水省

農業環境技術研究所)

我々は先にマメ科ヤエナリ(ti!l.盟国出ata)種子の子棄における αーアミラ ーゼ活性発

現は 、臨軸の存在に依存しており 、JIf軸を除去した子棄では発現は見られないが 、しかし、

吸水時に子棄がうける処理によっては、JIf輸がついていなくとも発現することがあり得る

ことを報告した 。そして、乾燥子葉中に αーアミラ ゼ発現に関して inhibitoryに作用す

る物質が存在し、これが子葉から漏出 (Ieakage)するような条件下で種子を吸水させると 、

αーアミラ ーゼ発現が誘導される可能性のあることを示唆した 。 そして 、その制御は、

in vitroの翻訳活性から判断して転写レベルでなされているように思われた?

今回は、この点をより明確にするために 、ヤエナリ子葉中の αーアミラ ーゼ聞RNA量が、

種子が吸水時にうける処理により 、どのような変動をするかを、ヤヱナリ αーアミラ ーゼ

c DNAをプロ ープに用いてノ ーザン ・ハイプリダイゼ ーションによって調べ、以下のような

結果を得た 。

(1)臨軸がついている子葉での αーアミラ ーゼmRNA量は急激に増加したが 、臨輸を除去

した 子葉では低いレベルにあった 。

(2 )子葉からの leakageが促されると考えられる条件下で吸水させると、子葉中の

αーアミラ ーゼmRNA量は増加した 。田RNA量の増加は 、leakageがより激しく起っているよ

うな条件下で吸水させると 、さらに顕著となった 。

(3) leakageが抑えられるいると考えられる条件で吸水させた場合 、αーアミラ ーゼ

聞RNA量は低いレベルのままであった 。

(4) leakageが顕著におこる条件下で、しかも、 3mHスペルメジン存在下で吸水させた

場合 、α アミラーゼ活性は低いレベルに抑えられ、 IIRNA量の顕著な増加もみられなかっ

た。

以上の結果より 、ヤエナリ子葉中の αーアミラ ーゼの発現の制御は 、少なくとも転写レ

ベルで調節を受けていることが示唆されたが、この点について考察を加える 。

(4)， H 0 r 0 h a s h i Y， K a t 0 h H， K a n e k 0 Y， H a s t u s h i冊aH (1989) Plant Physiol 91 :253・258
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2Bp12 ステピア薬中のステピオール、 ステピオサイド類の

配糖体化酵素

柴田 均、園家晩 、落合英夫、西橋秀治¥山間正治 1

t島線大、農、生物機能学、 1 大日本インキ中研}

南米原産のステピア薬は大量の甘味配繍体、 ステピオサイド類を蓄積する.主成分は、

ステピオールをアグリコンとして、 グルコースが 3分子結合したステピオサイド (Stv)と4

分子結合したレパウディオサイドーA (Reb-A)であり、 これらは砂繍の約300倍の甘味を呈

するので、すでにステピア甘味剤として実用化されている。ステピオサイド類の生合成に

関する研究は、アグリコンであるステピオールがメバロン酸経路を経て、カウレン酸から

合成されるとの報告のみである.われわれはステピオールへの配精体酵素の検出を紙み、

併せてステピオサイド類の生合成経路を明らかにする目的で、本研究に着手した。

配糖体化酵素のそれぞれの繍受容体(ステビオール、ステピオールモノシド、 ステピ

オールピオシド、 Stv)はいずれも天然のStvから調製し、さらに標準化合物として用いた

Reb-Aともども、液クロで調製してから用いた。褐変防 11:AlIの共存ドで、凍結ステピア葉を

緩衝液とともに磨砕し、逮心上清を 30-75%硫酸アンモニウムで濃縮後、 ゲルロ過して粗醇

索液を調製したo UDp_14C-グルコースの共存下で、 ステビオール、モノシド、 ピオシ

ド、 Stvへ糖転移する活性が粗酵素液中に確認できた.相酵素複を DEAE-Toyopearlで分画す

ると、 ステピオールを基質とする活性は素通り薗分に存在した{醇素 1) 0 配繍体にさら

に糖付加する活性は約 0.15M KClで溶幽された f酵素 11)。両酵素とも最適 pHは 7-8 

であり、反応は 90分まで直線的に進行した.傍索 Iによって、ステビオール、 19-!!-Me-

ステピオールは基貨となりえたが、立体異性体の註旦ーステピオールや 13-I!-Meーステピオー

ルは、利用されなかった。また酵素 IIは 19位と 13位の両方にグルコースを有するルブソ シ

ドも基質としたが、その速度はステビオールピオシドの45%程度であった。反応生成物の

同定は TLCラジオスキャナーやラジオー液クロで行った。

以上の結果より、 ステピオールはその 13位がまずグルコース付加され、次にさらにも

う一分子のグルコースが転移されて、 ステピオールピオシドとなり、 この段階で 19位にグ

ルコース転移されて Stvが合成され、 Stvにさらにもう 1分子のグルコースが付加して Reb-

Aに至る経路が、ステピオサイド類生合成の主経路であると考察された。

-310-



2CpOl 緑化過程における小麦光化学系I1mRNA欝の経時変化

。JII口樽・福田 功・椎名隆・豊島喜則

(広島大・総合科学〉

小麦の光化学系 II (PSII)蛋白貨は緑化過程で発現、蓄積し、繊能を有した複合体

を形成する.現在、薬縁体 DNAにコードされている PSII関連蛋白質の発現議節に関し

て、転写後の段階での制御が注目されているが、本研究では、薬縁体 DNAコードの大半

の PSII遺伝子転写産物について、同一試料での 1)詳細な経時変化、 2 )光照射後、短

時間での変化を調べることで、 m R N Aレベルでの制御の可能性について再検討した。

く方法>緑化中の貧化小麦から一定時間毎に無傷薬縁体を単厳し、プラスチド RNA

を抽出した。 また、光照射後、短時間で起こる mRNAの変化を調べるためには採取した

葉を直接、液体窒素で凍結させた後、 S D Sーフェノール法で細胞全R N Aを抽出した.

mRN Aの蓄積はノーザンハイブリダイゼーションで調べた。

く結果と考察〉現在までに調べた全ての PSII遺伝子(p s b A、 B、 C、 D、 E、

F、 ( G )、 H、 K)の転写産物は光照射を受げる前のヱチオプラストにも存在しており、

psbA、 C、 D以外は光照射による顕著な変化がみられなかった psbAの mRNA

の蓄積量は緑化中、 f曽大を続けたo P s b C、 Dは薬縁体 DNA上に一都重復してコード

されており、 C、 Dいずれのプロープを用いてもその mRNAの電気泳動パターンはよく

似た数本のハンドに分かれ、光照射によってそれぞれの量が経時的に複鍵な変化を示した.

また、約 1- 2時間後から新たな 2種類の mRNAが現れその書積量は経時変化すること

が明らかになった.図は p s b Dをプロープ

としたときの mRNAの経時変化を示したも

のである。なお、短時間(光照射開始後 15 

分)での変化についても詳細に調べたが、顕

著な変化はみられなかった。これらの結果は、

D 2あるいは 43kDa蛋白貨の発現に関し

てmRNAレベルでの制御の可能性を検討す

必要性を示している。
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2Cp02 重複遺伝子族に由来するタバコ光化学系JL..S.......a..旦 サプユ

ニットの多形性

小保方潤ー1、三上浩輝 1.2、体田信明3、山本義治4、

杉 浦 昌 弘 (1北大・遺伝子、 2北大・理・植、 3理研・

遺伝子解析、 4京大・理・植生研、 5名大・遺伝子〉

高等植物の光化学系 1;複合体は 10種類以上のサブユニ、yトから成り立っている。植物

細胞内での系 Iの分子構築機績を解明するためには、まず系 Iサプユニットの種類と分子

種檎成とを日月らかにしておくことが必要である。このため演者らは、タバコでの系 Iサプ

ユニットの分子種機成を、それぞれのサブユニットの十末端アミノ酸配列を基にして検討

してきた。その結果、 タバコの系 Iの構築には 11種ほどのサプユニットの加わっているこ

とが明かとなったが、一方、このような手法では解析の困難な、 N-末端のプロックされた

15kDaほどの系 Iタンパク質群の存在もまた明かとなった。そこで、このプロックされた

タンパク質群の分子的性状を明らかにするために、以下のような解析をおこなった。

(l) N-末端のブロックされたタンパク質群の各々をendopeptidaseで切断し、得られた

ベプチド断片の部分アミノ酸配列を決定したところ、核コードの系 Iサプユニットである

腔話サブユニ、y トのアミノ酸配列に高い類似牲を示した。しかし、既知の佳話サプユニッ

トのN-末端はブロックされていない。

(2)前記の結果をうけて、 psaEサプユニットをコードしている cDNAをクローニングし

て検討したところ、 2種類の分子種が見いだされた。各々のcDNAのコードするタンパク賀

は、それぞれ既知のE笠盛サブユニットと N-末端のプロックされたサプユニットとに対応し

ていた。両者は、アミノ酸配列では81%、注基配列では77'1.のホモロジーを示した。

以上の結果は、①光化学系 IのpsaEサプユニットは核ゲノム上の重複遺伝子族によっ

てコードされており、②良品Eサプユニットには成熟型タンパク質のN-末端が修飾される分

子種とされない分子種とがある、ことを示している。これまでの国内外の研究によって、

II種の系 Iサプユニットについて部分アミノ酸配列やcONAの塩基配列などが調べられてき

たが、今回見いだされたような重複遺伝子族に由来する多形性は今のところ知られていな

い。 psaEサプユニットが持っこのような多形性が系 Iの機能調節に係わっているかどうか

は、今後に残された重要な研究課題である。



2Cp03 N icotian a属の光化学系 1.E.....L!!..旦蛋白をコードする

cDNAの解析

林田信明、弁土伸一1、小保方潤 _ 2、杉浦昌弘3 (理研・遺伝

子解折、 1北大・理・舗、 E北大・遺伝子、 3名大・遺伝子)

光合成明反応を担う光化学系復合体の織成成分のうち、光化学系 Iには 10種または

それ以上の種類の成分蛋白質が見いだされている。これらは、核または業縁体のゲノムに

コードされているo .縁体ゲノム DNAの金構造は、既に N. J< a b a c u mなどで決定

されており、旦 saA、 p s a豆、 i 之主♀、主主主iおよび p s a Jの各遺伝子産物が

業縁体ゲノムにコードされていることが明かとなっている。それ以外の成分蛋白貨は械に

コードされていると考えられる.

N. J< a b a c u mより単隠した光化学系 I複合体からは、 SDSーポリアクリル

アミドゲル電気泳動訟により 20種以上の成分蛋白質が見いだされた。演者らは、これら

の栂成蛋白質の N末鎗アミノ厳配列を調べ、さらに光化学系 I複合体の泳動像を

N i c 0 t i a n a属内の系統聞で比較した.その結果、 N.J< a b a c u mにおける

光化学系 I複合体の織成成分の複鎗さは、そのゲノムの異質倍数性によっておおよそ説明

できることを明らかにした.

これらの研究をさらに進めるため、また光合成明反応の分子機構を明らかにするため、

核にコードされる栂成蛋白質の cDNAの解析を進めており、今回は 9kDaの蛋白質の

cDNAの傭遣について発表する。この震白質は鉄・硫黄センターA'B アポ蛋白質より、

見かけの分子量が約 1kDa大きく、 N末鵠アミノ酸犯列から、業縁体にはコードされて

いないことが明かであった.そこで、アミノ・両日列から予測される遺伝子の溢基配列を

化学合成し旦 ta b a c u m及びその母系系統と考えられる N. J! y 1 v e s t r i s 

由来の cDNAライブラリーを検察した.得られたクローンは、ほぽ全長の大きさがある

と考えられ、 コードされる蛋白質は 146残基、計算分子量は 15kDaであった.この

うち 51残基以降の臨列が、蛋白質の解析によって明かとなっていたアミノ政記列と一致

した。 51残基以障の配列の計算分子量は 10.3kDa であり、その中央にチラコイド

膜を貫通すると思われる疎水位領械を持っていた。これらの事から、得られた cDNA

タロ}ンは光化学系 I の 9kDa 蛋白質をコードしていると考えられ、対応する遺伝子~

を主主主旦とした。主主主互の植物種間での比較も自陣論したい。



2Cp04 ヱンドウフイトクロム I遺伝子一 GUS遺伝子融合体の

ペチユニアにおける発現制御

山下博史・米田好文・佐藤直樹1・内蔵 哲

(東京大学・遺伝子実験施設、 E東京大学・理・植物)

フィトクロムは、高等植物において光形態形成の制御に関与する光受容色素であり、

種々の生理作用の中心分子である.ブイトクロムタンパク質の理解は、近年非常に深まっ

たが、生体内作用の分子機構の理解は乏しい。フィトクロム遺伝子の発現調節機構を解明

するために、。ーグルクロニダーゼ (GUS)遺伝子をレポーター遺伝子として用いてエ

ンドウフイトクロム遺伝子5上流域につないでペチュニアに準入し再生植物体における発

現解析を行ったのでその結果を報告をする。

エンドウフイトクロム遺伝子5'上流域をプラスミド pBII01.1に結合させ大島

薗 Z旦笠A遺伝子に正逆の方向に融合させた導入用プラスミド pK2HA8，pK2HA 

9を作成した。プラスミド pK2HA9は、血豆A遺伝子がフイトクロム遺伝子に対して

onの配向になり、 pK2HA8は その逆のプラスミドである。 この融合遺伝子を用いれ

ば、酵素 Hーグルクロニダーゼ活性を追跡することにより融合した上流部分の転写活性を

推定することができる。これらのプラスミドをAHobacteriu置を用いてペチユニア業断片

に噂入しカナマイシン抵抗性植物体を多数得た。ベクタープラスミドをプロープとしてサ

ザン解析してT-DNA部分が低コピー数導入され DNA再編成が起こっていない導入体

が得られた。 pK2HA9通事入当代 (T1世代)の伊ーグルクロニダーゼ活性は、白色光

下では 数pmol4MU/ain/mg proteinしかないが、 4日間暗黒下に置くと約50%活性は

上昇した。 T2世代の値物を MS培地、暗黒下で生育させ、酵素活性を調べてみると明

条件下での 50・250倍の活性が得られた。酵素活性のピークは最もよく増殖する 10日目か

ら20日目に見られた。 X-glucを用いて組織化学的に活性部位を染色してみると暗黒下

で生育した植物のフック領域が語い青色に染まった。 MS培地、明条件、 86令の植物を

暗黒培養すると、活性は上昇し 10日目で暗黒下での最高活性と同等になった.この植物

を染色すると新たに伸長した部分ではなく、既存の葉の維管東に沿って活性染色された.

レポーター遺伝子を用いてフイトクロム遺伝子の発礎調節様式を推定してみると分光

学的分析、 Northern解析により示されていた事実が、単一の遺伝子を用いて i旦旦担金でも

同ーであることを示すことができた.
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2Cp05 酵母におけるエンドウフィトクロム Iアポ蛋白質の発現とその

解析

伊藤直子、。富津健一、古谷雅樹(理研フロンティア)

フィトクロム1(PI)は単量体分子量124kDaの光受容蛋白質で、その発色団が蛋白質部分

に共有結合しているo PI分子の構造を知るうえで発色団を持たないアポ蛋白質の構造の知

見を得ることは重要であるが、こうした研究はこれまで発色団合成阻害剤で処理した植物

体より得られるアポ蛋白質を対象にしてきた.一方、 PlcDNAは5種類以よの異なった植物

種より単離されており、このcDNAを適当な微生物に導入し発現させることができればPIア

ボ蛋白質を多量に得ることが期待でき、さらにアミノ酪の置換や欠損をともなうアポ蛋白

質を得ることも容易になる.こうした観点から演者ちはこれまで大腸薗を宿主としてエン

ドウPIアボ蛋白質の発現を試みてきたが、全翻訳領域を含む PIcDNAを導入したにもかか

わらず分子量約lOOkDaのものしか得られなかった.この理由の一つの可能性としてエンド

ウと大腸菌との聞のコドン使用頻度の差が考えられた.そこで宿主を大腸菌から酵母にか

えたところ分子量約lZ4K胞の蛋白質の発現が確認できたのでここに報告ーする。齢世ょ発現ベ

クターとしてGAL7プロモーターを持つpAA7を用い、このプロモーターの下流にエンドウPI

の全翻訳領域を含むcDNAを挿入しpPP3100を得た.このpPP3100を用い酵母菌CG380を形質

転換した.形質転換体CG380(pPP3100)のライゼートをウエスタンプロット法により解析し

たところ、抗エンドウPI単クローン性抗体(_AP5)と反応する分子量約124kDaの蛋白質が検

出された.この形質転換体を光学顕微鏡下で観察したところ大腸菌でみられた封入体様の

構造は観察されず、また対照として用いたCG380(pAA 7)とのあいだに形態的差異は認めら

れなかった.次に、この蛋白質の効率良い発現のための培養条件を検討した.その結果、

グリセリンを炭素源としたyp培地において、ガラクトース添加による誘導後4時間でこ

の蛋白質が最も顕著に蓄積することがわかった.抗原決定基の異なる 12種類の抗エンド

ウPI単クローン性抗体を用いこの査白質に対する反応性を検討したところ 11種が反応し

た.このことは、この蛋白質がエンドウPIアボ蛋白質に対応していることを示している.

さらに、このアボ蛋白質はN-，C-端をそれぞれ認識する抗体とも反応ししかも分子量が

約124kDaのことから全鎖長を含んでいる可能性が高い.以上の結果、このPIアボ蛋白質を

利用した、発色団とアボ蛋白質の相E関係の研究の可能性が開けた.



2Cp06 シロイヌナズナ・熱ショックタンパク質遺伝子の発現解析

高僑卓・米田好文(東大・遺伝子実験施設)

真核生物の熱ショックタンパク質(hsp)は、分子量によって、 hsp70(70kDa)、hsp90(80

・90kDa)、低分子量hsp(15・30kDa)の 3つに大きく分けられるが、それぞれのタンパク質の

分子種や、その発現樺式は、生物種によって異なる.我々は、高等植物におけるhspの機能

と遺伝子の発現調節機織を明らかにする目的で、シロイヌナズナ (Arabidopsis佳品i担盆)

から、+/-スクリーニングにより、 HSPI7.4、HSPI8.2のcDNA.及び対応する遺伝子クローン

を単調量した(1)。 その後、スクリーニングで得られた他のcDNAクローンについても解析し

たところ、 HSPI7.6(2)、 HSP70・1(3)、 HSP81、及び、既知のものと相同性のないcDNAをもっ

クローンが含まれていることが明らかとなった。 ここでは、 HSP81に対応する遺伝子クロ

ーンを単穫し、構造解析するとともに、各遺伝子の発現を調べた結果について報告する.

HSP81cDNAの部分クローンであったpTT2は.塩基配列の比較から、高等動物や酵母で知

られている、hsp90ファミリーの遺伝子と非常に高い相同性を持っていることがわかった。

このcDNAをプロープに、 シロイヌナズナのゲノムライブラリーより得られた遺伝子クロー

ン、 λHSI02の塩基配列から、この遺伝子は、翻訳領域に 3つのイントロンをもち、 700ア

ミノ酸残基から成る、分子量81kDaのタンパク質をコードしていることが推定された。

遺伝子の発現に関して、 35.C2時間の熱ショック、あるいは、 hsp合成を誘導する効

果を持つとされるカドミウム、亜ヒ酸で植物を処理し、 ノーザンプロット解析を行なうと、

各遺伝子による反応の違いが認められた。 これらの遺伝子の5'上流域には、 hsp遺伝子に

特徴的なコンセンサス記列である、HSE(Heat-ShockEle.ent)様の配列が見出され、その数

や存在位置によって、転写量が厳密に調節されていることが示唆される。

さらに転写調節の分子機構を解析するための系として、 HSP::GUS融合遺伝子をもっ、

トランスジェニック・アラピドプシスをすでに作成しているが、 これを用いた、hsp遺伝子

発現に関わる突然変異様単調Eの試みについても検討したい。

(1)Taka'hashi，r. and Komeda，Y. (1989) /101 Gen Genet 219:365 

(2)He1m，K.W. and Vier1ing，E. (1989) Nuc1 Acids Res 17:7995 

(3)Wu，C.H. et a1. (1988) P1ant Physi01 88:731 
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2Cp07 トランスジェニック・アラピドプシスにおける

ダイズ種子貯蔵蛋由貿遺伝子発現の変異株を用いた解析

内藤 哲、米田好文 〈東京大学・遺伝子実験施設〉

ダイズ(日ぷ♀国皇盟主〉は有用植物であ.'5ことや種子が大きく研究材料として便利なこ

とから、その種子貯蔵タンパク質に闘して多くの生理・生化学的研究がなされている。 7S

種子貯蔵タンパク質〈 β-conglycinin)はα'、α及びnの3つのサプユニットから成り、い

ずれも成熟中~後期の種子で特異的に発現するが、各サプユニットの発現バターンを比較

す.'5と、種子成熟過程での発現時期、継物ホルモンに対す.'5応答性、硫酸イオン欠乏など

環境要因に対する応答性などの点で異なった制御を受けていることが知られており、発現

制御を解析する系として興味漂い.一方、アラピドプシス (Arabidopsis主h盆U金盟〉はア

ブラナ科の一年生続物で、植物体が小さいことや世代時聞が短いこと、ゲノムサイズが小

さいことなどから、高等植物における遺伝学的実験材料として有利であり、すでに多くの

突然変異株の蓄積がある。本研究はダイズの7S種子貯蔵タンパク質遺伝子をアラピドプシ

スに導入し、導入した遺伝子の発現制御を遺伝学的に解析しようとするものである.

アラピドプシスではアプシジン重量 (ABA)欠損変異株〈盆単〉及びABA非感受性変異株

〈位11、盆恒2、主魁宣〉が分.されている. β・サプユニット遺伝子を導入したトランスジヱ

ニック・アラピドプシスにこれらの変異を交配により導入し、 β・サプユニットの蓄積を調

べた。その結果、独盆及び辿~変異株では β ・サプユニットの発現が低下し、値比及び位1.2

変異株では反対に上昇した。

α'及び β・サプユニット遺伝子から 5'領域を切り出し、 β・グルクロニダーゼ (GUS)

の構造遺伝子とつないでアラビドプシスに導入した (pα'-GUS，Pβ-GUS)。このトランス

ジヱニック・アラビドプシスの未熟果実のGUS活性の経時変化バターンは Pα'-GUSと Pβ 

-GUSとで異なり、ダイズにおける差異を反映してい.'5と考えられた。 Pα ，-GUSを持ったト

ランスジヱニック・アラビドプシスの種子は 1粒で容易に検出可能なGUS活性を持ち、この

種子を発芽させて得た双葉でもなお高い活性を残していた.このことを利用して、 α'・プ

ロモーターの発現制御に係わるアラピドプシス変異株のスクリーニングを行なっている.

これまでに、およそ 16，000株のスクリーニングを終え、 GUS活性が低いもの約20株について、

野生型株及び親株との検定交雑を行なっている。
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2Cp08 トランスジェニック植物におけるダイズ種子貯蔵タン

パク質遺伝子発現の栄養条件による制御

横田優美 1、藤原徹1、 内藤哲人米国好文2、茅野充男 1

(東大・ 1農学部、 E遺伝子実験施設)

ダイズ種子貯蔵タンパク質の 1つである 7Sタンパク質 (β ーコングリシニン)は、主に

α、α¥β の3つのサプユニットから成るが、 βーサプユニットの遺伝子はいくつかの点で

ほかの 2っとは異なる発現制御をうけていると考えられている。その 1つに、栄養条件によ

る発現制御がある。成熟型 βーサプユニットタンパク質は L-メチオニン残基を全く含まな

いが、 その発現量は、 ダイズ植物を SO.2- 欠乏条件下で栽培することにより上昇し、逆に

L-メチオニンを添加した培地で未熟種子を培養することにより抑制される。 これらの現象

はα及び α'ーサプユニットではみられない。演者らは、 βサプユニット遺伝子をぺチュニ

ア及びアラビドプシスに導入し、上記の発現制御の機構を解明するための系の開発を行っ

ている。遺伝子導入には、 A~robacterium tumefaciensのTiプラスミド由来のベクターを

用いた。得られたトランスジェニツク・ぺチユニア及びアラピドプシスを用いて、 これら

の植物においてもダイズ同様に SO.2-及びL-メチオニンに対する応答がみられるかどうか

を調べた。 トランスジェニック・ペチュニアにおいて L-メチオニンにより βーサプユニット

の発現が抑制さ れ た こ と は す で に 報 告 し た (89年度土壌肥料学会)。今大会では、 SO.2-欠

乏に対するトランスジェニック・アラピドプシス及びペチュニアの応答について報告する.

トランスジヱニック・アラピドプシスを用いた養液栽培を行い、通常培地(1.5mM 

S042-)とSO.2一欠乏培地 (20μMS042- )とで完熟種子を得た。 これらの種子より摘出した

タンパク質を SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ、ウエスタンプロッティングの

後、抗 7Sタンパク質抗体を反応させたところ、 SO.2 欠乏培地の種子では通常培地の種子

に比べ十数倍に近い量の β ーサプユニットが発現していることがわかった.また、 トラン

スジェニック・ぺチュニアを通常培地と SO.2- 欠之培地とで水耕栽培し、得られた完熱種

子より抽出したタンパク質を同様の方法で調べた結果、 SO.2 欠乏培地の種子では通常培

地の数倍程度発現が促進されていた。以上の実験から、異種植物であるアラピドプシスや

ぺチユニアにおいてもダイズと向様に S0.2 に応答する機構が存在することが示唆され

た。 これらトラン只ジェニック植物の系を用いて、 β ーサプユニットの発現制御に関わる

因子の変異株を分離・解析することができょう。
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2Cp09 トランスジェニック・アラビドプシスにおけるべチュニアカルコン

合成酵素遺伝子 CHS-A::GUS融合遺伝子の糖による発現制御

塚谷裕一・大嶋利幸 i ・内蕨哲 ・茅野充男 l ・米自好文

(東京大学・遺伝子実験施設、 l 東京大学・震・農芸化学)

ペチュニア (Petunェa hybridal から 、花弁特異的な遺伝子としてオランダ ・フリー大学

のMol博士らによって単離されたカルコン合成酵素のアイソザイム、 CHS-A遺伝子の

器官特異発現の解析を目的として、 CHS-A遺伝子の上流域約 1kbとs-g1ucuronidase 

(G U S)遺伝子との融合遺伝子 (CHS-A::GUS) を作成し、 Tiプラスミドを用

いてペチュニアとアラピドプシス (Arabidopsis tha1iana)に導入した 。その結果得られた

トランスジェニック植物について融合遺伝子発現の器官特異性を従来j去を改良した組織化

学染色法などを用いて解析したところ、 トランスジェニック・ペチュニアでは本来の発現

様式を再現し、花弁において特に強い発現が認められた(塚谷ら、 1989年度日本植物学会

大会)が、 トランスジェニック・アラビドプシスではそのような顕著な花弁特異性は認め

られなかった。ただし、光誘導性のあること、また、器官特異性についても、茎・根では

発現が非常に弱いのに対して葉状器官では強い傾向がある点では両種で一致した。これら

の事実は、この遺伝子の発現調節がいくつかの単位に分かれて機能していることを示唆す

る。

一方、カルコン合成酵素はアントシアニン合成系のキーエンザイムであるが、アントシ

アニン合成系が糖によって制御を受けていることを示唆する現象が古くから知られていな

がら、その解析はなされていなかった。本研究では初めてこの点について解析し、 CH S 
-A::GUS融合遺伝子がトランスジェニック・ペチェニア でもトランスジェニック ・ア

ラビドプシスでも糖による発現調節を受けていることを確認した 。 この発現誘導現象は、

g1ucoseおよ び sucroseを投与 した場合には体内への糖の取り込み ・蓄積と平行して認め

られたが、 mannito1を与えた場合には認められなかった。また、この誘導は光に依存し

なかった 。また、 トランスジェニック・アラビドプシスで根においては糖による発現誘導

は認められなかった。したがって、この糖による発現誘導は器官特異性の支配下にあると

考えられる。

他方、通常条件で栽培した植物体での器官毎の椿の蓄積量を測定したところ、ペチュニ

アでもアラビドプシスでもその蓄積量と、それぞれの器官での CHS-A::GUS融合遺

伝子の発現量との聞に強い相聞が認められた。

更に、糖で発現が誘導されることが知られているサツマイモのスポラミン遺伝子との共

通配列も CHS-A遺伝子の上流域の中に見付かった。

以上の結果から、 CHS-A遺伝子の発現調節に細胞内の糖の蓄積量が大きく関与して

いることが示唆された。
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2Cpl0 
Develop・entally regulated expression of a chalcone 

synthase pro・oter-GUS chi.eric gene in tobacco 

D. ¥1 i ng、 K. Fritze*、 加目盛 明、 .1. Schell本

・農業生物資源研究所、 事門ax-PIanck-I nst i tut fur 

Zuchtingsforschung， Koln， FRG 

Cha1cone synthase (chs)， the branch polnt enzyme for the f1avonold biosynthetic 

pathway， Is transcrlptlona11y regu1ated In p1ants dependlng on the need for 

f1avonolds. The Antlrrhlnu四血且4且且旦h量 gene promoter and a number of de1etlon mutants 

were fused to the beta-g1ucuronldase (GUS) gene， flrst， to Identlfy sltes of active 

GUS expresslon. an Indlcatlon of probab1e tlssues syntheslzlng f1avonolds， and 

second， to de11mlt those sequences of the promoter Invo1ved In gene regu1atlon. 

whether as a regu1atory or enhancer sequence. 

In sltu stalnlng for GUS actlvlty ln tlssues of transgenlcs carrying a 1.2 kbp 

promoter fused to GUS ldentifled the plgmented ce11s of the peta1 and the eplderma1 

ce11s of UV-induced 1eaves to be GUS posltlve. Northern b10t ana1ysIs of the UV 

irradlated 1eaves conflrmed the co・regu1ated transcriptlon of the reporter gene and 

the endogenous ~且 gene. Further stalnlng tests unexpected1y revea1ed tlssue- and 

stage-speclflc expresslon In roots of 4 week old seed11ngs and deve10plng seeds 3 

days after anthesls. 

De1etlon ana1ysIs of the pro皿oterdeflned 2 reglons of major Importance. The 

flrst 257 bp of the promoter regu1ated the gene under a11 clrcumstances examlned 

above， but at reduced 1eve1s of actlvity. Thls quantltatlve effect cou1d be 

partla11y attrlbuted to a 47 bp dlrect repeat 10cated at posltlon -670 to -564. 

De1etlon of the dlrect repeat from the 1.2 kbp promoter reduced expresslon to 1eve1s 

near that of the shortened promoter In a11 tlssues examlned， except peta1s. However， 

addltlon of the repeat a10ne to the sequences up to -257 cou1d not restore full 

expresslon. The dlrect repeat may act In concert wlth the other flanklng sequences 

in a tlssue-speclfic manner. suggestlng a complex ~ promoter structure to allow 

expresslon in response to a variety of condltlons. 
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2Cpll 形質転換ヲバコにお ける外来遺伝子の発現と遺伝

加様 明 ・農業生物資源研究所

タバコ N. taba，cu陶， SR 1 に、 プラスミド pB1121 および pGO¥l83・35SGUS をもちい、 ア

グロパクテリウムに よって 35S-GUS 遺伝子を場入し、 再生儒体 T1および後代 T2での GUS活

性を調べた. 無菌的 tこ士宮穫したタバコ糞から 6情"の切片を打ち mき、 アグロバクテリウムの

一 夜 t官君臨に浸してから MS纏類 - 8 5ビタミン、 lug/ml BAP， O.lug/ml IAA および 396

肩車梅毒含む寒天堵地に 2日間士宮養し、 さらに 500ug/・1 クラフォラン、 50ug/ml カナマイシ

ンを含む糟地にて格君臨を量産けた。 約 1カ月で数 mmのシユート形成がみられ、 数 cm tこ成

長したシュートを 50ug/.1カナマイシンを含む M S - 8 5ビタミン、 1 96車産糖、 300uK/mlク

ラフォラン培地にで発銀させ、 発根したものを温室で育てて種子を縁取した pB1121 で

形質転 換した植物の 19/28(約 7 0 96) ではカナマイシン耐性形質が T 2において 3: に

分厳し、 3/28( 1 0 96 )は 15: 1 ，6/28はカナマイイシン感受性であった。 多くの T2芽

生えでは、 GUS活性の高い個体と、 そ の 約 112 の活 性 の 個 体 の 分 般 が み ら れ 、 gene dosag 

e 効果 によるものと 考 え た . カナマイシン耐性形貨と GUS 活性発現の連鎖は完全でなく、

T 2の 1119(3596) では GUS 活性はなかった T 2芽生えの根および葉の GUS 活性は

タンパク質あたりでは同じであった. 以上は従来の知見をほぼ追認したものであるが、 員

味濃い現象として次が観察された 1. 若干の T 2芽生えではカナマイシン耐性縞物では

GUS 活 性 が 低 く 、 感受性の縞物が高い活性を示した。 2. T 1継物の GUS 活性が低〈、

T 2芽生えで活性が高くなる例があった. この逆(T 1で高< T 2で低い〉もあった。 3.

多くの T 1では花弁の GUS 活性は葉より低かったが、 花 弁 の 方 が 高 い も の が あ っ た 4.

イネ 貯蔵ヲンバク質遺伝子およびキンギヨソウカルコン合成勝繁遺伝子プロモーターから

の組織特異的 GUS 遺伝 子 発 現 で は 程 度 の 差 は あ るものの大部分の T 1で GUS 活性を検出し

たが、 3 5 S - G U S遺伝子では活性の検出されないものが 5 0 96以上あった。
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2Cp12 植物における転写因子の構造と機能I. cDNA及び遺伝子

の解析から明らかにされた核タンパク因子の織造とその特徴

高瀕尚文、 0_上浩司、高山しのぶ、坂本綾子、野沢康平、骨中山

卓哉、多羽田哲也、岩淵雅樹(京大・理・植物、後北大・理・植物〉

コムギヒストン H3遺伝子の上流場に存在するヘキサマー配列 (ACGTCA) は、転

写のシス調節配列であり、そこにはコムギ核タンパク質 HB P -la (bistone ONA !!ind-

ing 1!rotein-la) とHB P -lbが特異的に結合する。植物ヒストン遺伝子はその5'上涜域

のヘキサマー配列とオクタマー配列 (CGCGGATC)の存在様式からこの両者を持つ

タイプ Iと、オクタマー配列のみを持つタイプ Eとに分けられる。このことは、ヘキサマ

ー配列と HB P -laあるいは HB P -lbの特異的結合が、上記 H 3遺伝子を含むタイプ I

ヒストン遺伝子の転写調節にかかわっていることを示唆している。 HBPー laがH3遺伝

子のヘキサマー配列にのみ特異的なのに対して、 HB P -lbは、カリフラワーモザイクウ

イルスの35Sプロモータ}や、アグロバクテリウム Tiプラスミドの T-DNA上のオービ

ン合成酵素遺伝子のプロモーター中に存在するヘキサマー及びヘキサマー穎似配列にも特

異的に結合することが示されている。このことは、ウイルスやアグロバクテリウムの感染

における HB P -lbの重要性を示唆するものであろう。

H B P -laとHB P -lbをコードする cDNAの構造解析により、前者はプロリンに富

む領繊と纏基性領域/ロイシンジッパーを、後者はグルタミンに富む領域と塩基性領場/

ロイ シンジッパーを持つことが明らかとなった。さらに、 HB P -laについては、欠失タ

ンパク質による解析から、 t毎基性領域/ロイシンジッパーを含む領域のみで DNAへの特

異的結合が可能であること、 GCN4や CREBのようにホモダイマーを形成し得ること

などが確かめられた。また、高度精製標品を用いて、 HBP-lbがリン酸化されているこ

とも確かめ られた。以上の特徴は、両因子が、 タイプ Iヒストン遺伝子及び他の植物遺伝

子の転写調節にかかわる転写因子であることを強く示唆するものと考えられる。現在、両

タンバク質のコムキ"H3遺伝子の転写調節における役割分担について解析中である。
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2DpOl エンドウ旺軸におけるフィトクロム発色団の生合成に対する Fe

ケラターゼ阻害剤(N-Methyl Mesoporphyrin lX)の効果について。

許斐康嗣李合生 1・2 古谷雅樹 1 (1理研・国際フロンティア，

2武漢撃中農業大学〉

【目的】赤・近赤外光可逆的反応の光受容体フィトクロムは、単量体分子量 12万のアボ蛋

自に関環テトラピロール(フィトクロモビリン〉を結合した色素蛋白である。我々は、ア

ラスカエンドウ種子旺制に於て、フィトクロモビリンの最初の前駆体は、他のテトラビロ

ールと問機に s-アミノレプリン酸〈 δ-ALA)であることを、クロロフィル合成阻害剤

Gabacul ine(Gardner & Gorton 1985)を用いて示した (Konomi & Furuya 1986)。しかし、フ

ィトクロモビリンの生合成が他のテトラビロール合成経路のどの段階から分岐し、いかな

る独自の経路を持つのか依然として不明である。そこで本研究では、テトラピロール合成

経路で大きな分岐点となるプロトボルフィリン (Proto)からプロトヘムへの反応を触媒する

Feケラターゼの阻害剤 NMMP(li-tlethyl 目eso~orphyrin lX)(DeMatteis et al. 1980)の、フ

ィトクロム生成に対する影響をエンドウ種子旺軸(Konollli et al. 1985)を用いて調べた。

【材料と方法】エンドウ穂子旺輔O.lgをN門門p:を含む0.2%の寒天培地〈暗黒下25-c)で培養

した。次に旺輔を、ステンレス製キユベットのガラス板と漉紙の聞に詰め、近赤外光と赤

色光照射後lの差スベクトルを測定した.フィトクロム量は、 660nllと730m.の最大吸収変化

量t::.t::.A=lを示す時、 1 Un i tとして表した。

【結果と考察]80μ"のNMMP存在下で24時間培養した旺輔の場合、分光光学的に検出される

フィトクロム量は対照の50%以下であった。但しこの場合、生重量は対照と殆ど差がなかっ

た。この結果は、フィトクロモビリンの生合成が、紅藻類に於けるフィコシアノビリンの

生合成と問機に(Beale& Chen 1983)、 ProtoにFeを結合する Feケラターゼの阻害剤N門門Pに

よって阻害されることを示している。従って、フィトクロモピリンの生合成過程は、 8分子

の S-ALAから作られたProto'b1門zを結合しでMll:-Protoどなりクロロフィルを形成する経路と

異なり、 Protoが Fe~ 結合してプロトヘムに至る経路を通り、その後 Feを解般する段階を経

る可能性が強〈示唆された。この仮説を検証するために、現在、ヘムの分解産物として知

られているビリベルジンやビリルビン等により、 NMMPのフィトクロム生成阻害効果が回復

されるか否かを検討している.
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2Dp02 フィトクロム発色団の分子内配向および光変換にともなう変化

i n t ac tと large フィトクロムの比較

。徳 富 哲 ・ 三 室守 (基生研)

我々はアラスカエンドウ黄化組織より精製した largeフィトクロム(サプユニット分

子量、 l14，OOO) の配向試料をゲルスクィーズ訟により調製し、その赤色光吸収領域の直

線偏光二色位 (L0) を測定し、 PrはゲJレ伸長方向に対して負の LDを示すのに対して

P [rは正の LD示す事を報告した〈徳富&三室、植物生理学会 1989年度年会)。さらに青色

光吸収領域の Lllを測定し、 Prは岡領域では L Dを示さず Pfrも微小な正の LDしか示

さない事も報告した(徳富&三室、植物学会54回大会)。得られた結果に、 X線小角散乱

法に基き提出された二量体分子モデル(Tokutomiet al. 1989， FEBS Lett. 247，139-142) 

を考慮にいれた解析を行い、二量体分子モデルの二回回転対称制 (C.繍)に対する Prの

発色団遷移モーメントの平均配向角は 59または 121。で、 Pfrではそれが52または 128・に変

化する (magicangle， 54.7または 125.3.を境にして大から小へ変化する)と計算された.

同変化は、偏光受容に関与するフイトクロムが生体膜に結合して給対称回転をしていると

考えると、赤・近赤外光に対する最適偏光受容面の方向を定性的に説明する(Tokutomi& 

Mimuro 1989，FEBS Lett. 255，350-353) • P r-P fr光変換に伴う配向角変化量は7・で、無

配向オート麦・フィトクロム試料について photose1ection法を用いて得られた回転角 30-3

20よりかなり小さく、その理由は発色図遷移モーメントの変換平薗がc..とPr発色図遷

移モーメントとが作る平面に対して垂直に近い角度をなしている事によると考えられる.

今回はアラスカエンドウ貧化組織より精製した intactフィトクロム(サプユニット分

子量、 121，000) について同様な測定を行なったととろ、 Pr. P frともに赤色光吸収帯で

1.0が検出限界以下という結果が得られた。その理由として、① intactフィトクロム分子

がlargeフィトクロム二量体モデルと同様な構造を持ち、ゲlレ中で largeフィトクロムと同

様な配向をしているとすれば、 Pr'Pfrともに発色団遷移モーメントと c.績がなす角度

が magicangleに近い、② largeフィトクロムに欠落する N-末端ポリペプチドのせいで、

inlactフィ トクロム分子のゲル中の配向度が低下した、の二つの可能性が考えられる.後

者の婦合ゲル中の intactとlargeフイトクロムの徳造がかなり異なっている可能性もある.

現在とれらの可能性を配向試料の蛍光偏光解消等の方法を用い丈検討中である。
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2Dp03 エンドウ・フィトクロムの共鳴ラマンスペクトル、

P r型 largeフイトクロムに対する重水置換効果

。徳富 哲・水谷泰久・・北川禎三・ (基生研、'分子研)

フィトクロム光変換の分子機構に関しては、関環テトラピロールよりなる発色団の

C IS-C 16聞の異性化反応やプロトン移動反応の関与が示唆されているが、 Pr. P frおよ

びその光変換反応中間体の正確な分子構造はまだ解明されていない.共鳴ラマン分光訟は、

蛋白質発色聞の分子構造解析のための有用な手法であるが、フィトクロムに関しては強い

蛍光に妨げられてとれまでラマン散乱スペクトルを得ることができなかった.最近 Prを

750nm励起によって (preresonance) 77Kで測定した結果と、 surfaceenhanced法を用い

て蛍光を抑えて 77Kで測定した結果が発表された.前者はピークの Pr、 Pfr八の帰属に

不確定要素を持込む恐れが有り、後者の場合、銀電極吸着スペクトルと銀コロイド粒子吸

着スペクトルに遣いがあり吸着によるフィトクロムの変伎の問題が持込まれる。そごで我

々はより intactな条件で共鳴ラマン散乱スペクトルを得るべく、フィトクロムを溶液状態

でSoretband励起による測定を試みスペクトルを得るのに成功した (1989年生物物理学会

予稿) 0 今回重水置換効果から、 PrとPfrの発色図が異なるプロトン化構造を持つ事を

示す結果を得たので報告する.

ラマンスペクトルの測定は、アラスカ・エンドウ貨化組織より精製した largeフィト

クロムの水溶液または重水溶液 (pH<D) 7.8と 9.0) を288+30KでKr令 (407nm) または

Ar令(364nm) レーザーで励起し、フォトダイオードアレイ検出穏でマルチチャンネル測定

を行なった.その際励起光照射によって引き起とされる光定常状態中の Prあるいは Pfr 

のモル分率を大きくするために、それぞれ Ti-dopedsaphire (740nm) または He-Ne(633 

nm) レーザーの問時照射を行なった.ラマンスペクトルの各ピークの Pr. Pfrおよび 1ar 

geフィトクロムに特異的な第三成分である Pb 1への帰属は、同条件(二重光照射下)で測

定した賦料溶液の吸収スペクトルから計算した各成分の相対比に基づいて行なった。

その結果、 407nm励起で顕著にみられる Pfr由来の 1630および 1589cm-1の二つのピー

クは重水素化によってシフトを示さないのに対して、 364nm励起で見られる Pr由来と考

えられる二つのピーク (1625および 1587cm-1) のうち前者が7cm-1の低波数側へのシフト

を示すととから、 Prは発色聞にプロトン化構造を持つのに対して、 Pfrはプロトン化構

造を持たないかあるいは Prと異なるプロトン化構造を持っととが解った.
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2Dp04 イネフィトクロム遺伝子導入タバコにおける光による成長制御

長谷あきら1、s.A. Kay2、)(.Deak2、N.-H. Chua2、古谷雅樹1(1理研・

国際フロンティア、セ.ockefeller大)

フィトクロムは緑色植物界に広く存在する単量体分子量約12万の色素蛋白質で、遺伝子の発現をはじ

めとする様々な赤・近赤外光光可逆的反応の光受容体として重要な役割を果たしている。最近では、単

厳したフィトクロム遺伝子を植物体に導入し、分光光学的活性を持つフィトクロムを発現させることが

可能になり (Ke11eret a1.. 1989; Boy1an & Quai1. 1989; Kay et a1.. 1989)新しい研究の可能性が開け

てきた。しかし、導入したフィトクロムの生理活性についてはまだよくわかっていない。そこで、本研

究では、フィトクロムが茎の伸長を抑制することに注目し、外来フィトクロムを過剰に発現している遺

伝子導入タバコの下座輔の成長に対する光の修響について解析を行った。

[方法] 遺伝子導入タバコ植物体は、単厳イネ・フィトクロム1(pI)遺伝子を婦人した植物形質転換

用 Tiプラスミドベクター pMON530-E9を、 AgrobacteriuU1を用いた方法でタバコ(品種;X釦 thi)に導入

し (Kayet a1.. 1989)、得られた遺伝子導入植物体のなかで実際にイネ PI凶NAの発現が確認されたも

の3系統を実験に用いた。また、対照としては、野生種のほかに同じ Tiベクターを用いて他の遺伝子を

導入したタバコ2系統を周いた。光による茎の伸長の阻害については、寒天上に種子を蒔き、暗所また

は白色蛍光灯下で7日間培養後下座軸の長さをはかった。

[結果と考察] イネPI遺伝子を導入したタバコ3系統の自花受粉により得たF1世代の種子を弱光下

(白色光、約O.OlWm勺で培養したところ、下座紬が対照に比べて短いもの(約5mm)と対照と同程度の

長さのもの(約llmm)が3: 1に分穫した。一方、フィトクロム以外の遺伝子を導入したタバコ2系統の

Fl世代では全ての個体の下怪軸が野生種型であった。さらに、イネ PI遺伝子導入タバコのうち下座輸

が短いものと長いものそれぞれについて、導入した遺伝子のマーカーである E血耐性について調べたと

ころ、下座軸が短いものは耐性を示し、長いものは非耐性であった。これらの結果は、弱光下で観察さ

れた下匹軸の倭化が導入した PI遺伝子によることを示唆している。さらに、暗所ではイネ PI遺伝子

導入タバコにおいても下匪軸の媛化はみられず、この現象が光依存であることが示された。しかし、強

光下(白色光、約1.5im-2)では対照の植物の下匪軸も短いため、遺伝子導入タバコとの聞に明確な差は

認められなかった。以上の結果は、イネ PI遺伝子導入タバコでは PIが過剰に存在するため光に対す

る感受性が高まっている可能性を示唆している。現在、この現象の波長依存性とイネ PI蛋白質の有無

についても実験を進めているので、その結果についても述べる予定である。
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2Dp05 シダ原糸体細胞の葉緑体光定位運動にともなうアクチンフィラ

メント構造の変化

・門田明..和田正三〈都立大・理・生物〉

ホウライシダ原糸体細胞はフィトクロム依存，青色光吸収色素依存の葉緑体光定位運

動を示す (Yatsuhashi et al 1985). 最近，我々は Rhodamine-phalloidin による F-actin

染色により，赤色偏光および青色偏光照射下で弱光定位反応を誘導した葉緑体の周縁部に

は，暗所には見られないリング状のアクチンフィラメントが形成されることを報告した(

Kadota and Wada 1989. Protoplas圃a込よ:171).今回は微光東による細胞部分照射により

弱光および強光の光定位反応を誘導し， リング状アクチンフィラメント形成過程を調べた.

原糸体は 1週間赤色光下で培養した後 6時間白色光照射し， その後，暗所に 2日間

置いたものを用いた.原糸体の部分照射は微光東照射装置により， 20μm幅の微光東を用

いて行った. Rhodamine-phalloidin による F-actin染色は Sonobeand Shibaoka (1989)の

方法を改変して行った (Kadota and Wada 1989). 

盟主亙.rc;; 0.6 wm・2の赤色光あるいは青色光で反応を誘導した.葉緑体の照射部位への

集まりは照射開始後 lh ほどで明らかとなり，以後，時間とともに葉緑体数が増加する.

葉緑体周縁部のリング状アクチン構造は lh で見え始め， 2-3 h でほとんどの個体で明らか

となる.非照射部の葉緑体にはこの構造は見られない. 3h の微光東照射の後，暗所に移す

と葉緑体は約 3h の後，分散し始める.アクチンのリング構造は暗所 lh では顕著である

が 2h で不明瞭となり 3-4h でみとめられなくなる.

強青色光反応 強青色微光東 (14wm・2) を照射すると，葉緑体は照射部から逃避し，照

射部の暗所側に集まる. アクチンのリング構造はこの場合にも出現し，弱光反応と同様な

時間経過を示す.

強赤色光反応 強赤色微光東 (690wm・2) の照射では，葉緑体は照射部から逃避するが，

強青色光の場合と異なり，微光東の暗所側には集まらない. この場合には 5h の照射によ

ってもリング状構造はみとめられなかった.

以上の結果，光定位下で見られる葉緑体周縁部のリング状アクチンは，葉緑体が光定

位した後に形成され，定位部位から分散し始めるとともに消失することがわかった. この

ことは， この構造が光定位下での葉緑体の anchoring に働いていることを示唆する.
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2Dp06 カルシウムと強い一方向レーザー (458nm)光照射による

フシナシミドロの負光居住の栃導.

片岡博尚 (東北大学 遺伝生態研究センター〉

黄緑色漢ケノサイト、オカフシナシミドロ(也盟控註皇並立註且豆)は光強度が増すに従

って正から負へ光屈性の方向が変わる.これはごく一般的な現象に見えるが、実は、議類

から種子植物を通じてフシナシミドロ以外の植物では見つかっていないo (Pfefferの教科

書(1904)の記載中、フシナシミドロについてだけが正しかった)0 通常の光源と干渉フ

ィルターで得られる数 Wm・2の青色光では負光屈性が起こるまでに長時聞かかり、数量的

解析はできなかった.そこで、演者は一方向青色光照射と同時に上から背景光として強い

育ー緑の光を照射する方法を開発し、 1 0分程度の照射で屈曲転換を起こすことに成功し

た.そして、正から負への屈幽方向の逆転は背景光強度と外液の Caわに依存しているこ

とを発見し、両者に相反則が見られることから先端成長域での青色光に依存した Ca 2+流

-10 

0.4・11Ca'・

入があり、強い背景光により Ca 2+波皮がある値以上に高

まることが屈曲方向逆転の原因となっていると考えた.確

かに全ての Ca 2+チャンネルブロッカーは屈曲転換を阻害

し、 Caイオノフォアは背景光無しで負屈曲を引き起こし

た (1988a，b，1989a，b，c) 0 

背景光を同時照射して起こる負屈幽が、低強度の青色

光一方向照射で長時聞かかっておこる負屈曲と同じ現象

であるか否かを検討するため、基礎生物学研究所の強力な

アルゴンレーザー (458nm)を用い、背景光無しで 5分程度

の一方向光照射が負屈曲を起こすかを調ペた.その結果、

予測通り、 Ca 2+存在下で、強光の短時間照射が屈曲転換

を起こすことがわかった.本実験は1989年度基礎生物学研

究所大型スペクトログラフ共同利用実験によるものである.

記して関係諸氏に衡す.

Pfeffer， W. 1904 Pflanzenphysiologie. p.573; 

Katao主a，H.(1988) Pl. Cell Physiol. 29:1323-30; 

一(1989)註 PlantWater Relations and Growth under 

Stress. pp.392-94， Yamada Sci. Found.，Myu K.K.， 

Tokyo;一 植物生理学会('88， '89)植物学会('89) 
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2Dp07 クリノスタット上のアペナ子葉鞘の光屈性(II ) 

三好泰博、蘇安裕二(静岡県大・教養・生物)

光屈性におよぽす重力の影響を明らかにするため、芽生えの伸長方向に見かけ上 oG 

から 1Gまで任意の重力加速度をかけるととのできるスレショールド形光照射装置付一次

元クリノスタットを製作した.この装置の詳細は前年度の日本植物生理学会年会で報告し

た.今回はこの装置を使用して得た 2，3の結果について報告する.

く材料と方法> 1 %寒天培地上に種子まき後、 25'C、赤色光連続照射下で66時開発芽生長

させたアベナの子葉鞘(約 2CII長)を測定材料とした.刺激光照射後の屈曲角の経時変化

はクリノスタットに取り付けられた CCDカメラ(Canon C i -2 0)からの映像をタイム

ラブス機構付ビデオレコーダー (Victor B R -9 0 0 0 )とピデオコピープロセッサ

(10 tsubishi S C T -P 75) とで処理し測定した。

く結果〉水平から垂直までクリノスタットの回転車砲の角度を O・、約15・、 30・、約49・、

90・と変えることにより、子葉衡の伸長軸方向の Gをそれぞれ OG、0.25G 、0.5G、0.7

5G 、 1Gと変えることができる.子葉鞠に刺激光を照射した後、前記角度で回転してい

るクリノスタット上に置いた場合の屈曲角の経時変化を図 1に示す.

この固から重力居住の彫響が顕著に見ら 2・|了二三江;ztrt;tJ22? " 
1-【-，・u‘“叫掴.(・.匝3

れ始める屈曲角や時聞は軸方向の Gの滅 |こ土こ:ご2むよZt。.mJ

少にともないより大きい方へと移行する
15 

ことがわかる.図 2は静置した場合と垂

直にして回転した場合とについて、総照j
射光量を変えた時の屈幽角の緩時変化をi1・

示したものである.この図で注目すべき5

点は照射光量によって屈幽角の大きさに

違いはあるが、職方向の Gが 1Gである

ならばいずれの場合でも重力屈性の慎重響

が顕著に克られ始めるのは、光照射後約。

90分後ということである.

図1
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2Dp08 カニクサ胞子発芽に対する光およびジベレリンの

作用の相互関係について

加川賞俊、菅井道三〈富山大・理・生物〉

シダ植物の胞子は一般に暗所では発芽することができないが、カニクサ~孟企止ium 1.金二

胆旦旦旦堕の胞子の場合には赤色光照射や GA3 処理により発芽を誘導することができる.

これまで、光あるいはジベレリンといった環境情報の受容から胞子発芽に至るまでに、ど

のような過程が存在しているかについては、ほとんど明らかにされていない。そこで、赤

色光または GA3 による発芽誘導に対するカルシウムの作用、および赤色光とジベレリン

との相互関係を調べることにより、フィトクロムにより制御されるカニクサ胞子発芽の初

期反応の解明を試みた。

EGTAを含む培地中では赤色光及び GA3 によるカニクサ胞子の発芽誘導は認めら

れないが、 Ca 2+や S r 2+を与えると発芽が誘導される.カルシウムチャンネルの阻害剤

として知られている La 3+、 C0 2+は同じ濃度で赤色光及び GA3 による発芽誘導者を匝害

した。また、カルモジュリンのアンタゴニストであるW-7も発芽を阻害した。発芽を抑

える EGTAを含む士宮地中で光を照射した直後または 16時間後に Caわを加えてもフィト

クロムのエスケープ反応には差が認められなかった。つまり発芽過程のうち Pfr:を必要と

する過程では Ca 2+は関与しないことがわかった。さらに Ca 2+を光照射後24時間までに

加えれば発芽を誘導す忍ことができた.

ジベレリン合成阻害剤である AM01618は赤色光により誘導される発芽を抑制し

たが、 GA3による発芽誘導は抑制しなかった.さらに糟地中の GA3は胞子の発芽に対す

る赤色光の感度を増加させた。

つぎに赤色光および GA3 誘導における温度の効果を調べた。その結果、赤色光によ

る発芽誘導は照射後の温度に大きく依存し 20"(;では発芽はほとんどみられなかった。一

方、 GA3 による発芽誘導では低温による阻害効果は認められなかった。

赤色光誘導の発芽に阻害効果を示す青色光は GA3 誘導には効果が認められなかった。

以上の結果はカニクサでは赤色光により胞子内でジベレリン合成が誘導され、合成さ

れたジベレリンにより発芽を引き起こされるものと考えられる。
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2Dp09 鳶額ケヘチマゴケ原糸休の生長を誘導する光賀について

江口亨・逸見光明〈山口大・理・生物)

醇頬原糸体の光による反応は種によって異なる結果が報告されている。原糸体の光屈

性反応はPhysco・itriu・turbi na tu闘では赤色光・近赤外光で共に誘導される (Nebel.1968

〉が、 Ceratodonpurpureusでは赤色光ー近赤外光可逆反応がみられる(Hart.ann.1983) 

と報告されている。演者らは益事穎ケヘチマゴゲの光反応について次の点を明らかにしてき

た。この胞子の光発芽には赤色光一近赤外光可逆反応がみられるが、胞子からの出芽部位

(ORIENTATION)は赤色光・近赤外光で共に誘導される(t988-1989)と報告してきた。

今回は蕊額ケヘチマゴケ (Pohlia flexuosa Hook.)の発芽時と48時間光照射後の原糸体

(chlorone聞a)生長老誘導する赤色光、近赤外光の影響を調べたので報告する。

750Wプロ ジ ヱクターランプ、 12V-50Wハロゲンランプ、 150Wタングステンランプを光

源として使用し、フィルターには銀干渉フィルターと減光フィルターとを用い、実験は約

21・Cの恒t皇室で行った。光照射条件は (t) 3日間赤色光 (663n・.15W/・2.60sec)、近

赤外光(739nl.l0W/.2.60sec)を単独または交互に照射し、その照射を更に問歌 (3hr)

的に4回/24hr照射した。 (2)白色光 (30W/・2.48hr)側方照射後、 24hr暗所におき生長を

止め、実験光を側方より 12hr照射した。生畏量の測定は(1)では胞子部分を含め、 (2)では

負の方向:こ真っ直ぐに生長した原糸体節分のみを計測した。

(1)の光条件による生長反応には赤色光一近赤外光可逆反応がみられ、 (2)の光条件に

よる生長反応のOOSE-RESPONSECURVEの極大波長は胞子の光発芽を誘導する波長と一致'し

ていた。 この結果はケヘチマゴケにおいては、 ORIENTATI仰を誘導する光反応は発芽と

異なっているが、発芽初期の原糸体の生畏を誘導する光反応は発芽を誘導する光反応と同

仁であると考えられる。
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2Dpl0 UV-Aによる植物の生長促進

。
手塚修文・安藤由香 (名大・農・園芸)

紫外線(UV)は植物の生長に匝容作用を及ぼすと言わtミいる.これは，残念ながら，

太陽から地球に到途している UV( 400-290n・波長城)以外の人為的波長城のUV( 290u以下

の短波長)を照射した時の阻害作用の結果から憶測し 400-290n・波長械のUVまでもその匝

害作用を誘因しているものと鏑呑みにしている観念論者の発想に起因しているようである.

我々は 1989年の本大会で，地球に到達している UV[UV-A (400-3.20na)， UV-B ( 320-280na) 

の290na以上]は植物の生長にプラス効果をもたらすため，むしろ必要であることを報告し

ている.今大会では， さらに解析を進め.近紫外光(nearUV) ，特にUV-Aの植物への生長

促進および生理・生化学的レベルの代謝活性の変動に及ぼす影響を調べたので報告する.

【方法】 1989年の本大会上記報告と問機， 400na以下のUV波長全域を透過しないビニール

フィルムで被覆したハウス(内には350na付近に照射波長ピークをもっUV-Aランプをセット

したもの)を圃場に設置し，その中に，畑土 ・腐纏土の混合物の入ったプラスティック製

箱・素焼鉢を置き， それぞれハツカダイコン(Ra主主主旦盟 sati主盟， cv. Akaaaru) ・トマト

( Lycoperusicon esulenntu1. cv. Osaaa-Fukuju) を収穫期まで育て，生長・成分・代謝

活性などを測定した. 【結果】 UV-A照射下のハツカダイコンの新鮮重および蛋白質・アス

コルビン酸含量は棄でも下匪輸部(通称“線"と呼ばれる可食部)でも無照射区に比べて

増大した.さらに照射区の業中のグルタチオンの酸化型(GSSG)は無照射区に比べて増加

したが，還元型(GSH)は遂に減少した.一方，下降輸都のGSSGとGSHは照射区で高い含量

を示した.またスーパーオキシドディスムターゼ， グルタチオン還元醇素(GR) ， カタラ

ーゼは棄でも下降納部でも照射区では低い活性を示した.アスコルビン酸ペルオキシダー

ゼ活性は照射区の業では他の酵素と問機に低かったが，下駐輪部では逆に高かった. GRの

Kinetic analysisの結果から，業・下駐軸都の区別なく K・は照射区・無照射区で同じ値

を示したが V圃axは無照射区の方が大きい値であった.またトマトは照射区の方が生長も

よく光合成や呼吸活性も高かった.以上の知見より，紫外線，特に nearUV(あるいはUV-A)

は植物体内成分や静索活性を大きく変動させ健康な植物休が発達するように代謝調節を行

っており. UV-A無照射下の植物はストレスに遭遇しやすいようである.
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Rhodolorula minula細胞膜両分に生じる

吸収スベクトルの変化

。多国

紫外光照射によって2Dpll 
吉 伸、

【目的】演者らは、赤色酵母 Rh. minulaにおけるカロチノイド生合成の速度が光によって

厳密に制御される現象を見いだし、本蘭は細胞内 で起きる光化学反応を通して光の質と噴

木村中辻勝也、真一 郎、荒見

(岡 III大・農)

一郎、中幹郎、

茂明高木

を認識し、その認識をカロチノイド生合成に関与する静素の合成速度に反映させているこ

とを明らかにしてきた。 本研究では、 UV-A光を照射すると細胞膜の吸収スベクトルが変化

この変化をもたらす光化学このスベクトル変化を精杏すると共に、することに着目して、

カロチノイド生合成の光制御との関係反応、に拘わる物質を単緩・同定することによって、

を明らかにすることを目的とした。

間体を破砕して庶糖密度勾配 遠心操作に供し、 IIg2+-ATPase活性を指【方法】細胞膜は、

を用いた。FL20S-BLB) (Tosh i ha. 標として分爾し、 UV-A光源にはブラックライト蛍光灯

冷却しつつ 141/ドの光強度で照射した。細胞膜を滅菌水に懸濁して光学石英セルに入れ、

生じる吸収スベクトルの変化は未照射試料との差スベクトルを測定することにより求めた。

なお、作用スベクトルの測定には基礎生物学研究所の大型スベクトルグラフを使用した。

UV-A光を照射すると、 2600.を等吸光度点として、より長波長【結果及び考察】細胞膜に

低 波 長 域 で 吸 収 の 増 大 (235刊にピー295n・にピーク)が、272、283、域 で吸収の減少 (265、

260-300刊に吸収を有すこれは光化学反応によって、ク)が照射光量に依存して生じた。

そこる物質が減り、 235nm近辺に吸収を有する物質が新たに生成することを示している。

それらの検出を目的として、光照射した細胞膜から得たエタノール抽出物を TLC及びで、

エルゴステロール含有賓の減少を認

めると共に、 230刊 に強い吸収を示す分子貴 278の直鎖脂肪族化合物 (P-230)と2荷のエルゴ

ステロール関連化合物(紫外光域に吸収を示さず、l.ieher・ann-Burchard反応陽性)とを検

その結果、HPLCに供 し 未 照 射 試 料との比較を行った。

出した。更に、エルゴステロールの変化と P-230生成の作用スベクトルを求めた結果、両

しかも既報のカロチノイド生合成の光誘導の作用スベクトルと極め

て i舟似 していた。これらの結果から、光照射によっ て エ ル ゴ ス チ ロ ー ル の 変 化 と 未 知 の 物

質からの P-230の生成反応が共役して起こり、

者は殆ど同じであり、

これらの光化学反応がカロチノイド生合成

の光市!御に関与している可能性があると推察した。
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2Dp12 紫 外 光 照 射 に よ って赤色酵母 Rhodotorula minuta 薗体に牛.じ

る吸収スベクトルの変化

多聞幹郎、滝本法之 、 。 荒 見 真 一 郎 、 木 村 吉 伸 、 高 木 茂 明

(岡山大・農)

【目的】 Rh. minutaにおけるカロチノイド性合成の速度と貴は光によって厳害時に制御され

る。この光制御は、“光化学反応過程"、“酵素合成過程"、“カロチノイド合成過程"の 3過程

より成っているこ と が 明 ら か に さ れ 、 そ れ ぞれの過程について更なる検討が続けられてい

る。しかし未だ不明な点が多く、とりわけ光化学反応に関する物質に付いての知見は皆無

に等しい。本研究は、紫外光照射によって繭体の紫外光績の吸収スベクトルに変化が生じ

る現象に着目し、このスベクトル変化の波長依存性とその変化が生じている細胞内部位に

ついて検討し、光化学反応についての分子レ ベルでの知見を得ることを目的とした。

【方法】被照射 試 料 ( 暗 所 生 育 薗 体 及 び そ れより分画調製した細胞壁、細胞腰、可格性画

分)を滅蘭水に懸 濁 し (340uでの吸光度を O.15にする)、これに光照射して未照射試料と

の走スベクトルをiIl.lJ定した。 UY-A、 -B、-cの光源にはそれぞれ市販蛍光灯プラックライト

(Toshiba FL 20S-BLR)、健康ライト (Toshiba FL20-SE)および殺菌灯 (Hitachi GL-15)を用

い、それぞれ 14、 17、 0.58'/111'の光強度で照射 し た 。 作 用 ス ベ ク ト ル 測 定 は 、 基 礎 生 物 学

研究所の大型ス ベクトルグラフを使用した。吸収スベクトル及び差スベクトルの測定には

自記分光光度計 (Shilllazu UY-3000 及び Hitachi 356型)を用いた。

【結果と考察】薗体に光を照射すると、光源 によって著しく異なるスベクトル変化が生じ

た。この事実は波長依存性の異なる光化学反応、が存在していることを意味している。薗体

に おけるスベク トルの変化は細胞内の同時に起 こ る 光 化 学 反 応 の 集 合 で あ る の で 、 そ れ ら

を分雌またはそれ が 起 き る 部 位 を 明 ら か に する為に、細胞分画画分について同様の実験を

行った結果、いずれにもスベクトル変化が認められた。細胞壁画分においては光源の種類

によってパターン の異なる変化が生じたが、細胞膜に生じる変化 (260-300n・の吸光度の

減少と 235nでの増加)及び可溶性爾分に生 じる 変化 (265nで の 吸 光 度 の 減 少 ) は 光 源 に

関係無くほぼ同ーのパターンを示した。そこで、細胞膜に生じる吸収スベクトル変化の作

用スベウトルを 2~Onm及び 280nmでの吸光度を指標として測定した結果、既報のカロチノイ

ド性合成の光誘導の作用スベクトルと緩めて高い類似性を示した。このことはカロチノイ

ド性合成の光制御に関与する光化学反応が細胞膜で生じることを予想させる。
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2EpOl トウモロコシ恨端における Ca2令の移動に及ぼす重力と光の影響

鈴木 隆、佐様宏昭、山田好広〈山形大・教育〉

根の重力屈性における Ca2
+の役割については、コルメラ細胞における情緒変換のセカ

ンドメッセンジャーとして、根冠と伸長域を結ぶ化学シグナルの実体として、あるいは伸

長犠繍胞の成長抑制物質に対する感受性誘導の因子としてなど、種々の仮説が提案されて

いる。仮説の多くは、 トウモロコシの重力屈性の解析から導き出されたものである。しか

し、 トウモロコシの重力屈性が光依存であるにもかかわらず、実験結果が光によるのかあ

るいは重力によるのか明確にされていないため、 Ca2
+の動向が光あるいは重力どちらの刺

激に依存したのか明らかでなく、重力屈性におけるCa2
+の関与が慢暗になっている。そこ

で、重力刺激のみで誘海される現象を検察するために、 トウモロコシ一次恨の伸長成長に

及ぼす Ca2。の影響を暗下で調べたところ、 Ca2+による伸長抑制が水平に保持した根におい

てだけ誘導されることがわかった。この重力依存Ca2+の伸長抑制効果の機作を解析するた

めに、恨端におけるCa2
+の移動を調べたところ若干の知見が得られたので報告する。

暗下生育約 1• 5cIIIのトウモロコシ〈註宣盟主主L.)の一次恨の恨冠(0・1..)切片や根端

1・2II1II切片を材料にした。 Ca2+の供与は511門CaC12を含む1.5%，1.5闘が寒天片を用いた。 Caれ

の求頂的移動は切片の基部側切断面にCa2
+を含む寒天片を付け、恨の先端や恨冠側切断面

に付けたCa2+を含まない寒天片に拡散してくる Ca2+量を、一方求基的移動は切片の恨の先

端や綴冠"'J切断面にCa2+を含む寒天片毛色付け、基部側切断面に付けた Ca2+を含まない寒天

片に鉱散してくる Ca2+量を測定して調べたo Ca2 +量はクイン 2を含む反応液をキャリヤー

液とした F 1 A (Flow Injection Anal:rsis)により定量した。

根冠を含む0・1m..切片では、 Ca2
+の求基的な移動量は切片の保持方向と光の有無に依

存し、垂直方向く水平方向く光+水平方向であった.極性のある Ca2
+の移動は、切片の保

持方向とは関係なく、光を照射した切片でのみ観察され、その極性は求基的であった.恨

端1・2mm切片では、 Ca2
+の移動量は根冠を含む切片の約 1/4であったが、極性のある移動は

観察きれなかった。以上の結果は、 Ca2
+の動向に対し重力と光は異なった反応系を介して

作用している可能性を示唆しており、光依存重力屈性における光と重力の役割を解析する

糸口になるかも知れない。
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2Ep02 連心加速度場における車軸藻類節間細胞の原形質流動

上坪英治(一橋大学・生物)、菊山宗弘(放送大学・生物)

ストロボスコープ型遠心顕微鏡 (CMS-II) を用い、遠心加速度場における車軸藻

(Nite11a axi11iformis )節間細胞の原形質流動を観察した。 50 ........100 xg 程度の比較

的弱い遠心加速度下では、細胞質の流動方向は葉緑体列に付着した動因座繊維の方向と平

行、流速は対照と等しかった。約 900xgの強い速心加速度場においても、動員因繊維に

接して繊維と平行に流動が続いていた.細胞質頼粒が少ないため涜速の測定は行なわなか

ったが、求心方向の減速・遠心方向への加速のいずれも定かでなかった (Protop1asma

1989 印刷中)。今回、 intactの節間細胞(長さ約 2.5cm )を用い、動因座繊維近傍

における流速におよぽす遠心加速度の影響を再検討した。 CMS-IIの video-enhanced

contrast 光学系 (NA0.55) U規格VTRによる記録を、ストリークカメラによって解析

した。
司自 1 -・w.rd 同一節間細胞について得られた遠心加速度と涜

速の関係を図 1. 2に示す。動因座繊維近傍の細

胞質の流速は 50........1500 xgの範囲でほとんど一

定であり、求心方向の減速・連心方向の加速のい

ずれも観測されなかった。

250 xg . 20-30 分以上の遠心により bu1kの

'剛 細胞質はほとんど違心端に落ち、動因座に接して

流動する細胞質の厚さは遠心加速度にかかわりな

くほぼ一定(約 2 μm )となる。細胞を電気刺

激すると連心加速度場にお川ても涜動は瞬間的に

白川川停止し、数秒-10数秒後徐々に再開する。涜動

停止の時点で動因座繊維に接する細胞質は-• "immobilize" (繊維と一過性に架橋構造を形成)

する。その厚さは約 2 μmである。この一致は

はなはだ示唆に富むと考えている。
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原形質流動の軌道保持のしくみ2Ep03 
1.原形質分離によるマイクロフィラメントの配列変化

増田由美高木慎吾永井玲子 (阪大教養生物)

淡水産の単子葉植物オオセキショウモ (Va11i sneri ~m担l旦)の葉肉細胞では、光

や機械的及び化学的な刺激によって、周囲型の原形質流動が誘発される。流動の軌道とし

て細胞外質に固定されているマイクロフィラメント (MF)の束が働いている。我々は、原

形質分離によって細胞膜の一部が細胞壁から離れると流動の軌道が大きく変化することを

見出し、この現象から流動の軌道を保持している機構について検討した。

実験材料として単離葉肉細胞を調製した。葉の切片をCa2・を含まない酵素液 (0.5% M-

acerozyme R200.0.1% Ce11u1ase Onozuka RSを含む〉で3-(時間処理すると、細胞壁を持っ

た葉肉細胞が単離される。単離細胞を用いることにより、光学顕微鏡での観察においてよ

い光学条件が得られ、また外液の組成の変化が直接細胞に及ぶようになる。高張処理によ

って図1(a) のように細胞膜が両端の細胞壁から完全に離れると流動の軌道は乱れてくる。

図1(b) のよう に両端の細胞壁との接着部位が残っていれば流動の軌道は変化しない。軌

道の乱れはMFの配列変化によることをFITC-Phal1oidin染色によって確認した(図2)。単

離細胞を調製する際にプロ 〆ーーcw
テアーゼ限害剤 (Leupeptin. . .Ir /1 

r-r  .._-. (a) 
APMSF.Chymostatin. Pepst-

a t in)を加えたところ、原

形質分離も軌道の乱れも抑 PM 
えられ、また同械の効果が

外液にCa2+を加えることで

もみられた。このことから

軌道即ちMFの束の固定には、

細胞膜と両端の細胞壁との

接着が必要であり、プロテ

アーゼに感受性を持つ因子

とCa2
+とがこれに関与して

いると考えられる。

CW:細胞壁 PM:細胞膜

図l
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a:図l(a)のような細胞

b:図l(b)のような細胞

右上の白線:各々 lOO~m

図2



2Ep04 緑藻チョウチンミドロに存在する 90-kDaM A P (微小管結合

蛋白質)

前川誉実、荻原哲、室伏描1、永井玲子 (阪大・教養・生物、

1東大・理・生化)

いくつかの植物細胞で、光刺激に反応して細胞質が特異的な運動をすることが知られ

ている。淡水産の管状、多核緑藻であるチョウチンミドロの細胞質の移動運動もその一つ

である。この穫の細胞質は常時、藻体基部から先端へ、先端から基部へ向かう両方向性の

多条型流動をしている。葉緑体、核等の細胞小器官も細胞質基質と共に流動し、その速度

はほぼ3ドm/秒である。光を照射すると先端向きの流動量が増し、細胞質は先端部に堆積す

る。暗黒下では基部向きの流動量が増し、先端部に堆積していた細胞質は減少する。流動

の原動力発生には微小管が関与している 11。微小管は藻体長軸に沿って東状構造をなし、

細胞質中に埋まっている。東状構造中には微小管同士をつなぐ架橋構造がみられる。明暗

に対応した運動に伴い、微小管束の存在状態が著しく変動する 21。即ち、明期には基部側

で微小管束は太く、先端部で細くなり、暗期には先端から基部にかけてー織な太さになる。

この変動を担う実体として微小管の架橋構造に注目し、以下の実験を行なった。

牛の副腎から精製された 190-kDaMAp31に対する抗体による蛍光染色像は、抗チュー

プリン抗体による像とよく一致した。 MAP1、MAP2に対する抗体による染色は認められなか

った。抗 190-kDaMAP抗体を用いた免疫電顕法では、金コロイドは微小管に沿って観察さ

れた。同抗体で認識される蛋白質の分子量は約90kDaであることをウエスタン法によって

確かめた。この蛋白質は190-kDaMAPと同様に耐熱性で、 190-kDaMAP及びタウ蛋白質のチ

ュープリン結合部位と等しいアミノ酸配列を持つペプチドに対する抗体とも免疫交差した。

さらに、加熱処理後、 DEAE-SepharoseCL-6Bカラムを用いて藻体から90-kDa蛋白質を部分

精到し、別途調製したチョウチンミドロチュープリン分画とタキソール存在下に混合し、

微小管東形成能を検討した。 90-kDa蛋白質非存在下では42%の微小管がシングルであった

が、存在下では17引こ減少し、代わってト10本からなる微小管束が増加した。

以上の結果は、チョウチンミドロの 90-kDa蛋白質はMAPの一種であり、微小管の束化

を担っていることを示唆している。細胞内において、光によってこの蛋白質の機能が部位

特異的に修飾を受けるなら、先述の微小菅束の変動が説明できると期待される。

1] Maekawa et al. (1986) Plant Cell Physiol. ll:837 2] Maekawa & Nagai (1988) 

Protoplasma 包~: 162 3] Kotani et al. (1986) Eur. 1. Biochem. !旦:2 3 
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2Ep05 ヒャクニチソウ薬肉級胞における細胞膜へのアクチン繊維の結合

旬、林 仁、福田総穂そ柴岡弘郎(阪大・理・生物、t東北大・

埋・生物)

ヒャクニチソウ単総菜肉細胞はオーキシン (NAA 0.1 mg/l) 、サイトカイニン(BA 

1 mg;1) を含む培地中L' tracheary e1ement (TE:管状要素)に分化する TEは繕養開始

後 55時聞から 70時間の聞に形成され、その形成率は全細胞の 30-40%である.二次竪形成直

前に微小管の東が細胞膜直下に縞状に形成きれ、その上に二次壁が形成されることはよ〈

知られていることである.我々は 二次壁形成直前に細胞膜直下に多数形成されるアクチ ン

繊維の集合体がこの時期に起こる微小管の配列変化に関与していることを示唆する結果を

得たはobayashi~ al. (1988) Protop1asma 143: 29-37) 0 この結果から、細胞膜への

アクチン織維の結合が、微小管の配列変化に重要であると考えられたので、分化過程にあ

る細胞より細胞膜ゴーストを調製して 、細胞膜へのアクチン繊維の結合に関与している因

子の存在を調べた.

三次墜形成直前の時期に、格地に 0.2% NaN~ を加えて分化の進行を止めた後に、酵素

処理を行うことによりプロトプラストを得、それをポリリジンでコートしたカバーグラス

に接着し、 0.5鬼 TritonX-100 を含んだ PBSで洗うことにより、細胞質側を露出した細胞

膜ゴーストを調製した。その膜上に存在するアクチン繊維を蛍光ファロイジンで染色する

ことにより観察したところ、多数のアクチン繊維が存在していることが確認された.細胞

膜ゴーストの中にはアクチン繊維の集合体と思われる樽造を持つものも存在した.
坤

次に 、膜へのアクチン繊維の結合に対する Caの影響を調べた o Tri ton:処理時に 100

JlM C~~、あるいは 1 mM EGTAを加えてアクチン繊維を観察したが、染色像に違いは見られ
注.. 

なかった.このことはアクチン繊維の膜への結合がCa非依存的であることを示唆している.

膜上のアクチン繊維は 0.6M NaC1で洗浄することにより膜から般れた.その後、 ウサ

ギ骨格筋より調製した G-アクチンを乗せてアクチンの重合条件にし、 10分後に PBSで洗浄

してから蛍光ファロイジンで染色したところ、膜上にアクチン繊維が再生しているのが観

察された。しかし、膜を 0.6M NaC1で決I争後、 0.6M KIで洗浄すると、アクチン繊維は再

生きれなかった.

細胞膜ゴースト上へのアクチン繊維の結合に関与していると思われる悶子は、 0.5% 

Tritoll X-100や O.6MNaC1で膜から隙れなかったことから、細胞膜にかなり強〈結合して

いると考えられる.
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2Ep06 フラグモプラストにおける vesicleの輸送像機

安原裕紀、趨部誠司、集岡弘郎(阪大・理・生物)

フラグモプラストは継物細胞における細胞質分裂のにない手として知られている.先に

報告したように、細胞周期を高度に向調化したタバコ格養細胞 BY-2よりフラグモプラスト

を単撤することが出来る.この標品を経〈破砕したものの 5000rp誠意心上清を 12000rpmの遠

心をして得た沈澱分画をネガテイプ染色法によって電顕観察すると、微小管に多数の ves-

icleが結合した微小管・ vesicle複合体が観察された.この沈積分画を通常の方法で回定、

包埋し電顕観察したところ vesicleと微小管の問にしばしば架橋が観察された.このことか

ら、フラグモプラストにおける vesiclei輸送には微小管が関与していると考えられる.

微小管によって vesicleが運ばれる畿織には以下の二通りが考えられる o (1)微小管に沿

って vesicleカま移動する. (2)微小管が赤道面倒で脱重合することによって赤進国へ移動し、

これによって微小管に結合した vesicleが移動する.今回、我々はこれらの像機の可能性を

調べるために、フラグモプラストの微小管の脱重合を阻害することを試みた.フラグモプ

ラストを持つ BY-2細胞に微小管脱重合阻害剤 taxolを与え、培養を続けたところフラグモプ

ラストの遠心的な生長が非.常に遅〈なり、この際、通常よりも厚い細胞板が形成されてい

た.これは taxolによって脱重合を妨害されたために、一定位置にとどまっている微小管に

沿って vesicleが移動し続けたため、通常よりも多〈のvesicleが赤道碩に集められた結果

と考えられた。この結果は、上記(1)の可能性を支持するものである.

微小管をレールとする translocatorタンパク質として知られるキネシンや細胞質ダイニ

ンは ATP存在下で微小管から解隙する性質を持っている.フラグモプラストにおける小胞の

輸送がt.ranslocat.ol"タンパク質による鍛小管に沿った移動によるならば、.小管 1:結合し

ている小胞は、 ATP処理によって微小管から外れるのではないかと考えた。そこで、フラグ

モプラストを単厳する前のプロトプラストを 0.025%NP-40とATPによって処理したのちフラ

グモプラストを単離し、破砕と逮心分般を用いる上記の方法で微小管と vesicleを含む分画

を得た。これをネガテイプ染色法によって観察したところ 、 ATP処理をしたものでは無処理

のものに比べ明らかに微小管に結合している vesicleの数が減少していた.従って、微小管

に結合 L'Cいる vesicleは、ATP処理によって微小管から外れる性質を持っと考えられた。

以上の結果から、フラグモプラストにおける vesicle鎗送は translocatorタンパク質によ

る微小管に沿ったものであることが示唆された.
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2Ep07 7ヲゲ毛グラスト微，1、唾棋聖η制御城棋
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2Ep08 プロトプラストゴースト微小管の細胞質因子による ATP依存的

消失

園都誠可 (大阪大理 生物)

高等植物細胞において、間期の細胞の細胞膜直下には微小管が多数存在しておりセ

ルロースミクロフイプリルの沈着方向の制御にかかわっていると考えられている.こう

した表層微小管は植物ホルモンによってその配向を変えたり、分裂期での消失やその後

の再重合などといったダイナミックな変化を示し、その重合状態が厳密に制御されてい

ると考えられる.一方、表層微小管が細胞膜を介して細胞壁成分と相互作用することに

より安定化されるという知見がある.こうした表層微小管の安定化機構や重合調節機織

に関する分子レベルの知見は殆ど得られていない.そこで我々は、プロトプラストゴー

ストを表層微小管のモデル系として用い、解析を行った.

タバコ培養細胞 BY-2をプロトプラスト化し、ポリリジン処理したカパーグラス

に張り付け低張処理によりプロトプラストを破裂きせカバーグラス上，にプロトプラスト

ゴーストを得た.蛍光抗体法によりチュープリンを染色したところゴースト上には多数

の微小管が観察された。このことは外液にフリーのチュープリンがな〈ても表層微小管

は脱重合しないこと、すなわち細胞膜との結合によって非常に安定化されていることを

示している.

次にゴースト上の微小管を生理的条件下で破漉することを試みた.細胞質中に微小

管を破漉する因子が存在するのではないかと考え、 BY-2プロトプラストを超遠心(

400 、 OOOxg 30min) し、上清をとり細胞質 extractとした.カバーグラス

kのゴーストを ATPを加えた extractで処理したところ、ゴーストの微小管がほぼ完全に

消失した。 ATI'非存本下や taxol共存下ではこうした消失はみられなかった.これらの結

果は exlract中に ATP依存的に微小管を脱重合させる因子が存在していることを示してい

る.また、 BY-2より単織した分裂装置やフラグモプラストを ATP存在下で extract処

樫しでもそれらの微小管は消失しなかったことから、表層微小管の消失がチュープリン

の分解による・ものではないこと 、 さらに extract中に見いだきれた微小管脱重合因子は表

層微小管に特異的に働くものと考えられる。
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2Ep09 核表面にある微小管重合中心における特徴的な重合様式と必須

因子

水野 孝一 (大阪大学・理・生物)

高等植物細胞の corticalや pre-prophaseband 徴小管の一部は間接蛍光抗体法によ

る観察から紘の表面から発生しているように見えた。この様な観察は核の表ifliに微小管m
合中心が存在するという期待を抱かせるものであった。しかしながら、タバコ培益細胞か

ら単離した核を invitro微小管重合系に加えても核表面からの微小管形成はほとんど観

察されなかった。ところが、いったん凍結・融解処理したり、ホモゲナイザーで軽く破壊

した核標品を用いた場合には図のような重合中心から微小管が放射状

に発生した複合体が多数形成されるのが位相差顕微鏡で観察できた。

この織な依願品を迫心分離し IIJ能性分酬と不溶性沈殿分(Ihjとに分ける

と微小管重合中心は沈殿分画にのみ検出されたが、そこから形成され

た複合体の大きさは分画以前の 1/3-1/4にしかならず、さらに

沈殿分幽をちもうと重合中心活性は光全に消出してしまった。しかしこれに可溶性分幽を少

量加えるだけで複合体形成能は回復し、その大きさもほぼ分幽以前にまで凶復した。この

様に可溶性分画には重合中心の機能発揮に必須の因子が含まれていることがわかった。さ

らにこの可溶性分画を通常の分離核原品に加え微小管重合反応を行うと核の表面から多数

の微小管が形成された。この事実から核の表面には微小管重合中心が存在し、必須因子は

核の内部に存在するため通常の分離核からは微小管形成は起きないが、細胞内においては

必須因子の核内から核表面の重合中心への運搬の制御機構が存在するものと考えられる。

一方、必須因子を除くと重合中心からの微小管形成が起きなくなることから動物細胞の

MTOCと呼ばれる重合中心とは重合様式が異なると考えられた。そこでまず動物の脳か

らの tubulin を用い重合中心から短い微小管を形成させた後、今度はタバコ細胞からの

tubu 1 inに切換えさらに微小管を伸長させた後、固定し植物 tubulin に特異的な抗体で

蛍光抗体法を行うと染色は復合体徴小管の基部にのみ見られることから tubulin の組み

込みはやはり MTOCとは異なることが確認された。この様式は kinetochore や phra-

gmoplast の微小管重合中心でも起きていると考えられているので、核表面に存在する微

小管重合中心が分裂期になるとそれらに再配分されるのではないかと考えられる。
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2Epl0 タマネギ子葉細胞における分裂準備期徴小管帯 (Preprophase

band of microtubule)と紡錘体との連結構造の発達とその役割

峰雪芳宣1.2 B.A. Palevitz2 (1広島大・理・植物ジョー

ジア大・植物)

分裂準備期徴小管帯(P P B)は高等植物に特有の細胞内構造で，その局在場所が常

に将来の分裂面を予言する位置にあることから， P P Bが植物の形態形成に重要な役割を

果たしていると考えられている。我々は PPBの形成過程が，徴小管が将来の分裂面の方

向に沿って細胞表層に幅広く配向する過程と，幅広 PPBが収束して，最終的な分裂面の

住置を決定する過程に分かれることを示した(Mineyukiet al. Planta 1989)が， P P B 

形成後，紡錘体が構築きれる段階で PPBと紡錘体形成との関係がどのようになっている

かほとんどわかっていない。この時期には，微小管によって核が支持きれている可能性が

が示唆きれているが，核と PPBとのあいだの徴小管の連結構造がどのようになっている

のか，空間的にも，時間的にも不明な点が多い。そこで，最近改良した，細胞を押し潰す

ことなく微小管を錘光染色できる方法 (Mineyukiet al. Protoplasma 1988)を用いて，

PPBと核との聞の連結構造の様子とその形成過程を詳細に調べ紡錘体の定位との関連を

検討することにした。

吸水開始後 3-4日のタマネギの子葉表皮にみられる等分裂及び不等分裂，また表皮

のすぐ内側の細胞でみられる等分裂の際の徴小管分布について，上記の掻光抗体法を使っ

て調べたところ，前期後半で二つの極を持つ紡錘体が十分に発達した時には，徴小管の束

がPPBと紡錘体の両極とを連結していることがわかった。この東は PPBと紡錘体の極

をまっすぐにつなぎ，常に極側のほうが徴小管の東が太かった。核表層と細胞表層との聞

の徴小管による連結は PPB形成の初期(幅広PPBの形成期)から見られるが，徴小管

東は細く，核表層全体から細胞表層の様々なところに走っていた。これが，核の極に制限

きれるのは紡錘体が十分に発達してからであった。このことから，分裂前期後半の紡錘体

-PPBの連結構造が実際にこの時期の核の機械的な支持に働いている可能性が考えられ

る。一方紡錘体と PPBは常に互いに垂直であり，分裂面と中期の赤道面の方向の異なる

孔辺母細施の場合も例外でなかった。また， 10ug/mlサイトカラシン処理でPPBの収束

が血害された細胞では，紡錘体の形成時期が対照に比べて遅くなっていた。これらのこと

から考えて， P P Bが紡錘体の形成に関与している可能性が考えられた。
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2Epl1 タバコ同調培養細胞における s-チュープリン遺伝子の亮現

西村 蔵、岡村昭治、西荒介 〈富山医薬大・薬)

高等植物細胞に存在する微小管は、一細胞周期の聞に、膜直下微小管、プリプロフェ

ーズバンド、紡錘糸、フラグモプラストとダイナミックにその存在形態が変化することが

知られている.本研究は、細胞周期の遂行に伴うそのような微小管の変動に、チューブリ

ン遺伝子の選択的発現が関与している可能性について検討する目的で始められた.

微小管の主構成成分であるチュープリンは、 αーおよび s-チューブリンとも複数の分

子種から成り立っており、それらをコードしている遺伝子も複数のアイソタイプが存在す

るととが知られている.我々はこれまでに、ニンジンの第養細胞を用いて、チュープリン

が複数の分子種からなることを示し、 s-チューブリンの一つについて、そのcD8Aのー慨を

クローニングした。とのcDNAは、 s-チュープリンの全長のうち、 C末端部のアミノ酸をコ

ードしている部分を含み、現在まで知られているほとんどすべての s-チューブリンに共通

の部分と、各アイソタイプによって非常に異なるアミノ酸をコードしている部分より成り

立っている.今回はこの共通部分をプロープとして、アフイディコリンにより同調化した

タバコ培養細胞(BY-2橡)を用いてチュープリン遺伝子の発現の織子について調ペた.細胞

周期各時期の細胞を油過により集め、瞬時凍結したのち、 50mMTris-USDS-(pH9.0)とフェノ

ールと共に液体重索中で磨砕したのち融解し、フェノール抽出、 LiCl沈澱により総RNA画分

を得、このRNAよりオリゴdTーセルロースカラムをもちいてポリ (A)RNAを調製した.ニトロ

セルロース膜上に、一定量の各時期の総RNAをドットブロットし、上記cDNAをプロープとし

て、ハイブリダイゼーションをおこなった結果、 s-チューブリン遺伝子の転写産物は全期

聞を通じて存在し、大きな量的変動は認められなかった.また、ポリ (A)RNAのノーザンプ

ロッテイングにおいて、転写されている s-チューブリンmRNAは、細胞周期各時期とも1.6

キロペース付近にほぼ単一のバンドとして認められた.

以上の結果から、タバコ繕養細胞に aいて、本実験条件で検出できる範囲内では、細

胞周期の進行に伴って、 s-チューブリンの遺伝子は恒常的に発現されており、その転写産

物に顕著な量的、質的変動は認められなかった。
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2Ep12 粘菌 (Polysphondylium pallidum) 

の接着タンパク質 gp 6 4の接着部位における局在

落合 虞.伊東一彦，朝見恭裕、網島康亘、福沢雅志(北大・

理・植物)

細胞間接着は細胞性粘着の形態形成と発生に重要な役割lを持っと考えられる . PO  1 y 

spondylium pallidumの EDTA抵抗性の接着は、特異的抗体断片

(F a b)による接着阻害実験から、分子量 64、 000の糖タンパク質 (GP64)が、

関与すると推定される.

細胞一細胞間接着に g p 6 4が直接に関与するか否かを明らかにする目的で、 gp 6 4 

に対する単クローン性抗体を用い、間接蛍光抗体法によって、このタンパク質の細胞の接

着部位における局在が検討された.局在の証明には福井らの寒天重層法 (1987) を用

いて、細胞を押し演すことにより実施された.この方法により gp 6 4は接着部位に局在

すること、また細胞内に頼粒状に存在することがしめされた.少なくとも、その一部は小

胞体、ゴルジ体などにあって合成途上の gp 6 4の前駆体を示すものと考えられる.

g p b 4が制脳燥を貰趨して、制脳内宵格タンパグ'負 7ゾテンと柏 Rn:刷言 Q Ilj舵住を

検討する為、二重蛍光抗体法を用いて gp 6 4とアクチンの分布を調べたところ、両者の

分布は全く異なり、アクチンの分布は基質に近く、 gp 6 4は基質より隠れて存在してい

た.

g p 6 4がアクチンと相互作用しない事から、 gp 6 4が ph 0 S p h a t d y 1 

nos tol (PI) リンカー・タンパク質である可能性を考え、生細胞の懸濁液に

[3H]palmitic ac dを与え、 5時間振湿した後、細胞を壊し、その沈殿

物を SDS-PAGEにかけ、フルオログラフィをおこなった. g p 6 4に一致するバン

ドに取り込みがみられた.現在、さらに検討をおこなっている.

以上の様に gp 6 4は予想されたように、細胞接着部位に存在し、また P1リンカー・

タンパク質である可能性が示唆されている.
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2FpOl 好熱性ラン藻 (Synechococcuselongatus) における P700の

耐熱性:クロロフィルの抽出、再添加の彫響

池上 勇、加藤 栄帝京大・薬、 2東大・理)

好熱性ラン藻のP700は高い耐熱性を示し、 1000C 、5分の熱処理でもその光化学活性

は殆ど失われないことが知られている。ここでは、 P700の耐熱性が、エーテル処理による

アンテナクロロフィルの除去により失われ、またアンテナクロロフィルの再構成により再

び回復することを見出したので報告する。

1 .好熱性ラン藻 (Synechococcuselongatus) よりエーテル処理によってアンテナクロ

ロフィルが特異的に抽出され、その結果chl-a/P700比が未処理の 150より 13に至る様々

なアンテナサイズを持ったエーテル処理粒子を得ることができる。 chl-a/P700=54のエ

ーテル抽出粒子では500C 、5分の熱処理でP700の光酸化活性は殆ど失活しないが、その

比が22の粒子では約50%が、また 13の粒子では約75%が失活した。この失活はP700自身が

熱処理によって破填されたためであることが、 P700の化学的定量より示された。

2. P700の明暗差スペクトルやその光酸化活性は、 P700の耐熱性が変化しでも特に大きな

変化は認められなかった。

3. エーテル抽出物をエーテル抽出粒子に再添加することにより、 P700の耐熱性が部分的

に回復した。しかし精製したクロロフィル aのみを加えても耐熱性は回復しなかった。

4. クロロフィル aをPG(phoshatidylglycerol)と共に加えると P700の耐熱性は著しく回

復した。 HGDGはPGについで有効であるが、その他の脂質、 PI、PC、DGDGは耐熱性の回復

には殆ど無効であった。 PGのみを単独で加えても効果はなかった。

5 . P700の耐熱性が回復する程度は、結合したクロロフィル aがP700へ光エネルギーを伝

達するようになった程度と一致した。

以上の結果から、 P700の熱安定性はP700が結合しているサプユニット蛋白の熱安定性

に由来していることが示された。このサプユニットからクロロフィルが取り除かれるとそ

の熱安定性が失われ、熱処理によってその蛋白構造が歪むと、その結果、 P700も破填され

るものと推定される。また、クロロフィルがアンテナとして働き得るようなかたちで膜に

再結合すると、サプユニット蛋白の熱安定性が回復し、 P700の耐熱性も再び回復するよう

になる。このアンテナクロロフィルの再構成にはPGが必須であることが明らかになった。
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2Fp02 ホウレンソウ系 I標品の P700差分子吸光係数に対する Triton

X-100の影響

園池 公毅、加藤 栄 1 (理研・太陽光科学、 1東大・理・植物)

P 700の酸化還元差スペクトルの形が系 I標品によって大きく異なることは古くから知

られていた。その原因が、 P700の差スペクトルには 、P700自身の退色のほかに 690nm付近に

吸収極大を持つクロロフィル aのレッドシフトが重なっていることにあることをさきに報

告した("。そしてこのシフトが界面活性剤などの処理によって解消するために全体の差ス

ペクトルが変化し、さらにその結果として見かけの P700の差分子吸光係数が大きく変化す

る。このような変化は界面活性剤を用いて調製された系 I標品においても観察され、系 I反

応中心複合体の精製には界面活性剤の使用が不可欠であることを考えると、各種の系 I標品

についてその正確な P700の差分子吸光係数の再検討が必要であると考えられる. P 700の

差分子吸光係数は閃光分光法を用いて求めることができるが、好熱性ラン色細菌の系 Iにお

いては、 P700の差スペクトルの形から簡便にその差分子吸光係数を求められることをさき

に示した， 2¥ 今回高等植物の系 Iについても同様の方法が適用できるかどうか検討した.

Anderson と Boadmanの方法でジギトニンを用いて調製した系 I標品の P700差分子吸

光係数は 63 mW 1 cm-1という値を示す. これは Hiyamaand Keによって求められた値とよ

く一致する。系 I標品を TritonX-100で室温において 1時間処理しでも 0.1%以下の滋度で

はほとんど影響を与えない。従って、試料の散乱を減少させるために 0.1%以下の TritonX-

100を加える場合には差分子吸光係数の変化を無視してよい。 しかし Tritonの濃度が0.1%を

越えると差分子吸光係数は急激に増大し‘ 0.25%以上で 80mM-1cm-1まで増加する.系 I標

品調製の目的には比較的高濃度の Tritonを用いるが、そのような場合にはその P700の差分

子吸光係数が変化している可能性が大きいと考えられる。また好熱性ラン色細菌の場合と

同様に、ホウレンソウでも 700nm付近の吸収変化の大きさと 680nm付近の吸収変化の大きさの

比から差分子吸光係数を推定できることがわかった。 どちらの標品でも比が減少するにと

もない差分子吸光係数は著しく滑加したが、その増加の幅は異なっていた。従って高等植物

とうン色細菌では、各々について求められた値を使って差分子吸光係数を求める必要がある。

(1) Sonoike， K. and Katoh， S. (1988) Biochim. Biophys. Acta 935， 61-71 

(2) Sonoike， K. and Katoh， S. (1989) Biochim. Biophys. Acta 976， 210-213 

348-



2Fp03 揖衰質主会主イ牛 r での千盾環的言電子イ云主主

とそケ ι〉本幾キ茸

。遠藤 剛、浅田浩二 (京大・食研)

嫌気条件下での葉縁体の光障害の一因として、浅田ら(前講演)が示した、光化学系 I

を中心とした循環的電子伝達によるプラストキノンプールの過還元が考えられる。ここで

は、葉緑体の循環的電子伝達の機構を探ることを目的として、メチルバイオロジン等の電

子受容体を添加しない場合の無傷葉緑体、チラコイド膜における蛍光、 P 7 0 0吸光度変

化を解析した結果を報告する。

葉緑体包膜を浸透圧ショックで破壊して得たチラコイド膜では、メチルバイオロジンの

有無に関わらず、酸素除去による蛍光の上昇が見られた。また、無傷葉緑体およびチラコ

イド膜において、無酸素状態では、赤外光照射による P7 0 0の酸化は阻害される。これ

は、赤外光(F R) 照射下、チラコイド膜 lこ閃光照射した場合、好気的条件では、酸化状

態にある P 7 0 0は系 11からの電子によって還元される(下図左)のに対し、鎌気条件で

は、 P7 0 0 +は照射前のレベル以下には還元されない(下図右)ことによって示された。

すなわち、嫌気条件下では、 FR照射下でも内在性の電子受容体に依存する循環的電子伝

達によって P 7 0 0が還元されていることが示唆された。このような循環的電子伝逮によ

るプラストキノンプールの過還元が、嫌気条件下で見られる葉緑体光障害の原因のーっと

考えられる。嫌気条件下での蛍光のクエンチング抑制は、酸素の光還元がなくなったこと

よりも、プラストキノンプールの過還元を反映するものと忽われる。チラコイド膜におい

ても、嫌気条件下では、蛍光の上昇、 P7 0 0の FRによる酸化の阻害等、循環的電子伝

達を示唆する現象が見出されるので、循環的電子伝達に、膜結合性の電子担体の関与が考

えられる。

Far red on Far red on (ー02)

1Oms 
ー

+oohha 

1Oms 
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ホウレンソウ葉緑体の嫌気条件下でのメチルバイオロジン依存の循環的

電子伝達系

。浅田浩二、 C. Neubauer、U. Heber and U. Schreiber 

(京大食研、 Univ.Wurzburg) 

2Fp04 

〔目的〕葉緑体の光障害は電子受容体に比べ光エネルギーが過剰のとき、光エネルギーが活性分子を

生成するように作用し、活性分子による葉緑体成分の酸化分解によって生ずる。葉緑体をCO2のない嫌

気条件下におくと光化学系 Iの電子受容体が全くなくなるために葉緑体の光障害は、好気条件下に比

べかえって促進される。このように葉緑体を嫌気条件下においたとき系 I付近の電子伝達系がどのよ

うになるかを明らかにするため、蛍光、 P700の酸化還元を測定した。その結果、還元型メチルパイオ

ロジン (MV-)がプラストキノン (PQ)に電子を供給する循環的電子伝達系があることを見いだしたの

で報告する。

〔方法〕ホウレンソウから常法により無傷葉緑体を調製し、 Percoll遠心で分離した90-95X以上包膜の

保持されている葉緑体を用いた。蛍光lまパルス振幅変調法(PAM)一蛍光計(Walz)を用い測定し、 P700の

酸化還元は同じ蛍光計を用い820nmの吸光度変化から測定した。グルコースーカタラーゼにグルコース

オキシダーゼを添加して反応液中の酸素を除き嫌気条件とした。

〔結果〕図ー 1に示すように系 Eの蛍光はMV添加で消光されるが、これを媛気条件にすると消光が抑

制される。この嫌気条件下での消光抑制はFerricyanideまたはNADP+ Ferredoxinを電子受容体とした

ときには観測されず、 MVに特異的である。一方、 MV存在下でFR(λ>710nm)によるP700の光酸化は酸

素があると100%近く進行するが嫌気条件下では進行しない。 DCMU存在下でFR照射した葉緑体に白色閃

光 (50ms)を照射すると好気条件下ではP700φの系 Hからの電子による還元はみられないが、嫌気条

件下ではMVーによるP700+の還元がみられる(図-2) 0 P700+の還元はしかしながらDBMIBで阻害され、

MV・はPQプールに電子を供給していることが明らかとなった。このようにMV-がPQに電子を与える循環

的電子伝達系によってPQが“過"還元されるため、系 Eからの電子のPQへの移動が抑制され系 E蛍光

が上昇すると考えられる。
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2Fp05 光化学系 I反応中心複合体とプラストシアニンの相互作用

。安藤孝章，岩崎行玄，原彰高倍昭沖

(名城大・理工・化学名城大・農・生化)

プラストシアニンはチトクロム b6/f複合体と光化学系 I反応中心 (PS 1)複合

体聞の電子伝遣を司る分子量 10.5kDaの可溶性の嗣蛋由貿である.プラストシア

ニンと PS 1複合体の反応は用いる PSI標品により著しく変化する(1) .我々は前

年度の年会においてプラストシアニンが，エチレンジアミンカルポジイミド (EDC)

を用いた架橋反応において， P S 1の約 20kDaのサプユニトと特異的に反応するこ

とを報告した.今回，プラストシアニンと PSIの相互作用について更に検討したので

その結果について報告する.

キュウリおよびホウレンソウから P7001分子当り約 180分子のクロロフィルを

ふくむ撮品 (PSI180)を精製した.プラストシアニンと PSI180をEDCを

用いて架橋すると，キュウリおよびホウレンソウ PSIとも 18.5kDaのサプユニ

ットが消失し，約30kDaに新たなバンドが出現した.このことはプラストシアニン

とPSI180が1: 1で架橋した化合物を作ることを示している.キュウリ PSIの

18. 5kDa (サプユニット 7)は他のサプユニットと分離していたのでゲルから溶

出し Nー末端アミノ酸配列を気相シーケンサーで決定した.その結果， 18.5kDa

の蛋白は p s a F遺伝子の翻訳産物であることが明らかになった.

プラストシアニンと PSI複合体を EDCにより架橋した化合物の反応性について検

討した.プラストシアニンと架橋した PSI180は架橋をしていないものと同じ

P700の光酸化反応を示した.また，製摘した付加化合物のプラストシアニンから

P700への電子移動反応が観測された.このことは付加化合物が電子移動反応の遍移

状態のよいモデルになりうることを示している.付加化合物のプラストシアニンから

P700への電子移動反応は架橋していない場合と異なりイオン強度の影響をあまり受

けなかった.また，付加化合物によるチトクロム fの光酸化は観劃できなかった.以上

の結果は架橋することによりバルク層からプラストシアニンのCuまでの距離が遠くな

ることを示唆している.

(1) Takabe， T. and Ishikawa， H. (1989) J. Biochem.， 105， 98・102
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2Fp06 プレカーサープラストシアニンの大腸菌における発現と

そのプロセッシング

。日比野隆，山本治世.，村川富彦， D. Boer1， P. Weisbeek1 ， 

高倍昭洋(名城大・理工・化学オランダ・ユトレヒト大)

プラストシアニンはチラコイド膜のルーメン側に局在し，チトクロム b6/f複合体と

光化学系 I反応中心複合体聞の電子伝遣を司る分子量 10.5kDaの可溶性の嗣蛋白質

である.プラストシアニンの遺伝子は核ゲノムに支即され，分子サイズが 16.6kDa

のプレカーサーとして合成された後 2段階のプロセスを受けてチラコイド膜のルーメン

側に輸送されることが P.Weisbeekのグループにより最初に明らかにされた(1) .そこ

で我々はプレカーサープラストシアニンがプロセスされ嗣が取り込まれる過程を生化学的

に明らかにすることを目的とし，大腸菌における発現系を用いて研究を行なった.

プレカーサープラストシアニンは， ~j，l~Il~_ p..r.;，tJ，~!!~j.!?から単調監した cDNAを発現ベク

ター (pK233. 2) を用いて大腸菌 (E.coliK12 PC2495)で発現させて作成した後，グア

ニジン処理，イオン交換カラムクロマトグラブイ一等により精製を行なった.大燭菌を用

いて作成したプレカーサープラストシアニンはウエスタンプロッテイングにより SDS-

PAGEで約 23kDaの蛋白質として検出された.23kDaの蛋白質が確かにプレカ

ーサープラストシアニンであることは Nー米織のアミノ駿配列を気相シーケンサーで決定

することにより確認した.

大腸菌で作成したプレカーサープラストシアニンが 2段階のプロセスを受けるかどうか

を明らかにするために，硫安分画， Tritoll X-I00処理等によりプロセッシングプロテアー

ゼを葉縁体から部分精製した(2) .部分精製したプロテアーゼを周いてプレカーサープ

ラストシアニンからlIatureプラストシアニンが得られた.次にこのように作成したアポプ

ラストシアニンに対する嗣の取り込について検討した.銅がとりこまれたかどうかは

597nmの吸収， E SRスペクトルにより行なった. lIatureのアポプラストシアニンに

は銅を;再構成させる・ことができた.フラッシュ訟による測定の結果，再構成したプラスト

シアニンは光化学系 I反応中心複合体との反応性がnativeなものとほぼ同じであるここと

が明らかになった.これらの結果について報告する.

(1) Smeekens， S. et al. (1986) Cell， 46， 365・375

(2) Kirwin， P.H. et al. (1988) J. Biol. Che四.，263， 18128・18132
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2Fp07 オオムギ葉緑1"4>のNADP光還元活性と高分子型フェレドキ シン一

NADP還元活性について

大儒和子、先浜直子1、新 勝光1、辻 英夫 (京大・理・

植生研、 1神大・理・生物)

ホウレンソウ薬縁体に存在する FNR(フェレドキシン一 NADP還元酵素)には高分子型 FNR

( FNR-L )と低分子型 FNR( FNR-S) とがある。 FNR-Lは低塩濃度緩衝液によって短時間で抽

出されるのに対し、 FNトSの他出には長時聞を要するごとから、 FNR-Lはチラコイド限表面

に結合しており、 FNR-Sはより内層部に存在していると考えられる。 NADP光還元系において

2つの FNRの機能に相違があるかどうかという問題は極めて重要であるが、ホウレンソウチ

ラコイド膜による実駿では明確な回答は得られていない。そごで今回我々は、オオムギ黄

化芽生えの薬縁体を用いて、 NADP光還元活性に関与するのはチラコイド膜表面に存在する

FNR-Lであるという結果を得たので報告する。

オオムギ質化芽生えを光照射すると時間に応じて光合成電子伝達系が完成する。 DCIPHを

電子供与体とする Fd還元活性の出現には2時間照射が、 NADP還元活性では4時間の照射が必

要であった。 Fdを介する NADP-Cytc還元活性で FNRの有無を見ると 4時間照射以降に活性が

みられたので、 Fd..;NADP聞の完成がFNRの有無に左右されるものと思われたが、チラコイド

膜を超音波破桜すると照射前の芽生えですでに Cytc還元活性を示したので、 FNRの有無で

はなく、 FNRがチラコイド膜表面に位置するかどうかによることがわかった。ホウレンソウ

ではチラコイド脱表面に結合する FNRは主として FNRぺであると考えられているので、 オオ

ムギ芽生えに FNR-Lがあるかどうかを調べた。 2時間照射のオオムギ芽生えではFNR-Sしか存

在しなかったが、4時間照射では FNR-LとFNR-Sが検出された。そこでオオムギ FNR-Lをイソ

プロパノールによって抽出し、 コネクテイン分爾を得、ホウレンソウ FNR-Sに加えたところ 、

FNR-Lが形成された.この事実はオオムギ FNR-L;b>ホウレンソウ FNR-Lと同様の存在であるこ

とを示すものである。

以上から、 FNR-Lはチラコイド線表面にあって NADP光還元に関与するのに対して、 FNR-S

はチラコイド膜内部にあって、なにかそれ以外の機能に関与するものではないかという可

能性が生じてきた。
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2Fp08 葉緑体電子伝達反応に伴って生成する日昼のチラコイド膜中の

定常濃度

白石卓夫、高橋正昭〈浅田浩二(京大食研、 1甲南大理学部)

葉緑体チラコイド膜の光照射によって、 光化学系!の電子受容体の自動酸化にともなっ

て 02が生成する。生成した 02は膜外に拡散した場合には、不均化反応によって H202を生じ

る。ストロマ側に拡散した 02を Cyt cの還元反応で検出すると、その速度は高02濃度下で

も通常の電子伝達反応よりも低い光強度(1 mW cm-2以下)で飽和する。我々はこれまでに、

245 nmの句吸光度変化の追跡から、閃光照射によって光化学系 lの反応中心当り 1分子の

02が生成し、この 02は水溶液中の不均化反応よりも速い速度で減衰することから、膜内で

信がサイクリック電子伝達反応に関与している可能性を示した。今回はさらにチラコイド

膜中の 02の定常濃度について検討した。

02濃度を ESR装 置 を 用 い て 藤 井 、 柿 沼 の Alkali-dripping法によって測定した。チラコイ

ド膜 (50 μgCh 1)を 20 mM NaC 1. 0.1 mM EDTA. 1 mM DETAPAC. 200 μg ml-1 catalaseを

含 む O.5 m 1の 50mM Tr i s-HCl (pH 7.6)中で光照射、直ちに 2倍量の 4N NaOH中に射出した

後に凍結し 77 Kで測定した。

30秒の光照射によって図 (a)のようなシグナルを得た。(a)とアルカリ中でなく水中に

射 出し得られたシ グ ナ ル (b)との差スベクトル (c)は、 g=2.12. 2.00に水溶液中の 02に特徴

的なピークを示した。同程度のシグナル強度が、

1 mW cm・2以下の照射光強度でも得られた。また、

暗所に 5分間置いた後にアルカリ中に射出した場

合でも問機なシグナルを得た。これらの結果から、

チラコイド膜中の 02の定常濃度は弱光下で飽和値

に達することがわかった。暗所に置いたチラコイ

ド膜でもシグナルがみられたことは、模中に生成

した 02の寿命が永いことを示している。日言は負電

荷 を持つことから、膜表面の負電荷層に阻まれ膜

外に溶出しにくいと考えられる。現在、チラコイ

ド膜の定常レベルの時濃度について検討中である 。
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2Fp09 らん色細菌 Synechocystis 6803 と

A nacystis nidulan s における H202消去

。三宅親弘、浅田浩二 (京大食研)

目 的 ) らん色細菌は、 H202 を消去する酵素 Ascorbate ( AsA ) peroxidase をも

つものともたないものに分けられる( Michihata and Asada )。 本研究では、

AsA peroxidase 活性を Synechocystis 6803 がもち、 Anacystis nidulan s がも

たないこ と、、さらに H202 消去機作がこの二つのらん色細菌において互いに異な

る ことを in vivo 及び in vitro で明らかにしたのでその結果を報告する 。

方法 1) AsA peroxidase. catalase 活 性 測定 4.000 lx. 3% C02 下で対数期後

期まで培養した細胞を活性測定に用いた。 2) 1802・
1602 濃 度 の 測 定 H2

18 むを、

glucose-glucose oxidase により合成した。酸 素発生がみられなくなるまで細胞を

光照射した後 H21802 を添加し、明暗下で発生 する 1802・1602 を薄膜透過型質量分

析計により測定した。 3) 蛍光測定 細 胞 に H202 を添加したときの蛍光収率変化

を、パルス振幅変調( PAM )蛍光計により測定した。

結果 1) in vitro: AsA peroxidase 活性は u旦旦1のみ検出され、 Catalase 活

性は、 A.nidulan ~. L主主旦2共に検出された。 2) in vivo: H ~ 1 8 0 ~ 消去 L主主旦1 で

は H21802 ( 60μM )添加により明 (L)下 1602 (27.3μM).1802 (3.3μM) が、暗

( D)下 1802 (25.6μM) のみが発生した。すなわち、明下ではチラコイド膜で生成す

る還元産物( 2H20→ 02+4H+He- )を電子三品.8.03

供与 体とするベルオキシダーゼ反応により

H202(2分子)は消去される。このベルオキ

シダーゼ反応が光化学 系 と カ ッ プ リ ン グ し

L 
..8.n国川副§

1勺2

ているこ と は 、 蛍 光測定の結果からも示唆ー→
105 

される。これに対し A.nidulans に 司

H21802 を添加したとき 明 暗 共 に 1602 は発 I D 

生せず 1802(26μM) のみであった。従っ

て、この 細 胞 で は H202 はカタラーゼ反

応のみにより消去される。このことは蛍光

の H202によるクエンチングがみられない

ことからも支持される。

t .""--0 
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2Fpl0 BIOPHOTON EM1SSION (ULTRAWEAK DAR.K PHOTOEM1SSION) FROM 
CHLOROPLASTS 1S CONNECTED TO SUPEROX1DE RAD1CALS 

tva Hldeg+ and Humlo 1naba+'・
TBlophoton Proje~t. Research Development Corporation 
of Japan (JRDC). "Research 1nstltute of Electrical 
Communication. Tohoku Universlty. Sendai. Japan. 

As we reported earller blophoton emlsslon (ultraweak photoemls-

slon) Is observable in leaves and also ln isolated chloroplasts w1th-

out any external excltatlon. High sensltlvlty photon countlng enables 

us to measure blophoton emlssion over a time scale from abou t one 

hour after the beglnnlng of the dark adaptation (by the time even 

long lived delayed fluorescence components have become negligible) up 

to 20-24 hours (chloroplasts) or several days (leaves). 

Here we report that ln Iso1ated chloroplasts blophoton emlsslon 

Is oxygen dependent. lts lntenslty is ln cor・relat10n w1th the produc-

tion of superoxide ln the thylakoid membrane. However. the mechanism 

of O2 reduct10n is probably d1fferent from the photoproduction of 

superoxide radicals since biophoton emission assumes a continuous 

supply of reducing substrate and oxygen in the dark. Biophoton inten-

sity Is decreased by cyanide or salycilhydroxamic acid and enhanced 

by NADPH. 

We suggest that the respiratory chain of chloroplasts (an elec-

tron transport from NADPH2 to O2 in the dark via the reduction of 

plastoquinone. recently demonstrated to occur in higher plants also) 

is involved in the (probably complex) series of redox reactions 

leadlng to thls dark photoemlss1on. 

Blophotons are emltted ln the red (入 >650 nm) spectral reglon 

suggestlng that the exc1tatlon of chlorophyll molecules to be the 

termlnal step of the process. 
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2Fpll 各種 Fi-ATPaseのtentoxin感受性

太田嘉郎、久場 徹¥桜井英博

(早大・教育・生物、 i横浜市大・文理・生物}

tentoxinは、 Alternariaalternataの生産する毒素で、感受性植物(ホウレンソウ、

レタスなど)にクロロシスをおこすが、それら以外の捕物(ハツカダイコン、タパコ、大

麦など}には、作用しない。感受性植物にたいする作用部位は、 II縁体ATP合成酵素CF1-

CF"のCF1部分であり、阻害の様式はエネルギー伝達阻害剤的である 1 2)

我々は、 ラン色細菌担金主Z呈主主主旦込旦担旦呈から、

共役因子 Fl-ATPase (AF 1)を単緩精製した 3; AF 1は

潜位のATPaseであり、メタノールにより活性化

される。種々の阻害剤のATPase活性にたいする

影響をしらべたところ、 AF1はtentoxinの阻害を

受けることがわかった。そこで、ホウレンソウ、

ハッカゲイコン、ゼニゴケ (Marchanti~ E.旦ll-

国'_~r.P.h~)の CF i . ~_Il~._b~旦旦 H且ab主主主主，光合成細菌

(R hodospirillu~ [旦br旦旦)クロマトフォアのRF1、

さらに好勲細菌PS3のTF 1、牛心筋ミトコンドリ

アのMF1の各ATPase活性に対する tentoxinの彫響
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F 1型ATPaseの tentoxin感受性

を調べた。その結果ホウレンソウ、 ~.~olnorpha

CF パ A. 並立並旦旦~ AF l は限害を受けたが、~.盟主主主

bili呈を始めとするそれ以外のATPaseは、 10-4M

tentoxinではほとんど阻害を受げなかった。

I)B.R.Selman and R.D.Durbin (1978) Biochim. Biophys. Acta 502，29-37 

2)S.Reimer and B.R.Selman (1978) J.Biol.Che圃. 253，7249-7255 

3)H.Nemoto， Y.Ohta， T.Hisabori， K.Shinohara， H.Sakurai (1990) Proc. 8th Inter-

national Congress on Photosynthesi.in press 
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般講演

第 3日 3月30日(金)



一般講演

第 3日 3月30日(金) 午前の部

A会場細胞壁

B会場 (講演発表はありません)

C会場分子生物学V

D会場光合成細菌

E会場電気生理

F会場光化学系と色素系
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3AaOl タケノコ細胞壁中でのフェノール酸と糖の結合

石井 忠、広居忠量(農水省・森林総合研究所)

目的 伸長成長中の植物細胞壁には多糖類とエステル結合したフェノール酸が存在するこ

とが知られている。このフェノール酸は細胞号豊中に存在する peroxidaseの作用により酸化

的にカップリングして多糖類と多糖類の架橋を形成し、細胞皇室の伸長や細胞の成長を制御

していると仮説されている。 しかし、多糖類とフェノール酸の結合様式については不明な

点が多く、 また、 フェノール酸の架橋についての直接的証拠は現在まだ得られていない。

これらの不明な点を解明することを目的として、タケノコ細胞墜を酵素分解しフェノール

酸ーオリゴ糖画分を単厳・精製してそれらの情造解析を行い、細胞壁中に存在するフェノ

ール磁の役割について考察した。

実験 タケノコ細胞墜を Driselaseで加水分解し、加水分解物を SephadexLH・20を用いて

水および 50~ジオキサンで溶出して 8 分画した。 Kav 3，14画分を逆相および願相 h，p，l.c，

を用いて分析し、化合物 1 と 2 を単厳した。単磁した化合物 1 と 2 および LH-20 の 50~ジオ

キサン溶出画分(薗分 8)をそれぞれ情成糖分析、 フェノール酪分析、メチル化分析、 lH

および l:C-NMR、f.a，b，-m，s，により解析した。

結果 構造解析の結果、化合物 1 は ~-(4-~- 1L旦.!!.!-feruloyl-α ・ llo-xylopyranosyl) ー (1 → 6 ) 

- ~- gl u copyranose (1)、 化合物 2 は~- [5 ・~- (1L旦旦E・t-coUJIaroy1)-α1・arabinofuranosyll

-( 1→3) -9.-β-g-Jylopyranosyl-(1→4) -g-xylopyranose (2) であると同定した。画分 8は

ケン化すると旦ークマール酸、 フェルラ酸、ダイフェルラ酸を 17:32:50の比で遊厳した。

偶成糖の比は Ara:Xyl:Glc=22:75:3であった。メチル化分析の結果、薗分 8は主にアラピ

ノキシランと少量のキシログルカンからなることがわかった。これまでの結果と今回の結

果をあわせて考えると、タケノコ細胞壁中のアラピノキシランはフェルラ酸を介してアラ

ピノキシランばかりでなくキシログルカンと架橋を形成していると示唆される。また、旦

ークマール酸を介した多糖類の架橋も存在すると考えられる。

'1;. X ;l-oJOI4̂ λ:" 

1 仲 ゆ?=h 2 
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3Aa02 イネ繕養細胞の単細胞化. 1 I. 細胞墜の分析

加藤陽治、大{主千栄子 1、林隆久 1、山ノ内宏昭 2、日向康吉 2

{弘前大・教育、 1味の..中研、 2東北大・農)

我々は先に、イネ繕養細胞をB5(GaJlborg' s B5)格地で生育させると細胞は大集塊で得

られるが、 AA(aminoacid)培地で生育させた渇合、細胞の小集塊化が起こることを報告し

た。また、小集縫化はB5埼地にアルギニン添加によっても起こることを明らかにした.こ

の小集塊化現象は培地中に尿素の分泌を伴うことから、分子聞の水素結合形成を阻害する

尿素により細胞壁偶成成分の多糖が必要以上に可溶化するために起こると推測した。今回

は、さらに詳細な知見を得るためイネ緒美細胞を AA培地及びB5層地でそれぞれ生育させ、

生育期間における細胞壁及び細胞外多舗の質的及び量的変化の比較を行った.

細胞壁及び細胞外多糖の僧成単糖比は AA培地及びB5培地いずれの場合でも生育期聞を

通して一定であった.また、 AA及びB5の聞でも著しい遣いは認められなかった。しかし、

表 1に示すように、フェノ-}レ酸含有量に大きな違いが認められた.蛍光顕微鏡による細

胞の観察は、 AA培地生育の細胞に比べB5繕地生育の細胞のほうが多くの蛍光物質(フェル

ラ酸)を有することを示し、表 lの結果を支持した o AA及びB5培地生育細胞聞の形態的相

違は、フェルラ酸による壁多糖の架橋の頻度の違いによるのかもしれない.

〈表 1> 

Cultu問 Cultu問 80% Ethanol-insoluble fraction of cells Extrace11ular polyn棺rfraction 
何時dium day 

ToU1ce114a11pI。A1]y-Tota1pheno1tc 8/A Tota1m1ys[ acEha・ Totalphenolic 日/C
saccharide (mg) [A] acid (附)[8] (¥19/吋) ride (時)[C] acid (¥19) [0] (μg/mg) 

8.99 50.3 5.6 4.88 27.2 5.6 

2 9.67 68.4 7.1 7.11 37.9 5.3 

3 14.44 99.8 6.9 7.94 59.6 7.5 
AA 

6 21.45 158.9 7.4 11. 66 115.4 9.9 

10 23.08 276.1 12.0 12.85 144.9 11. 3 

14 30.61 449.6 14.7 15.16 233.3 15.4 

16.85 274.6 16.3 3.53 10.7 3.0 

2 22.37 397.5 17.8 3.28 10.5 3.2 

3 21.20 342.3 16.1 4.66 18.6 4.0 
85 

6 16.58 330.2 19.9 4.37 20.1 4.6 

10 30.51 652.1 21.4 5.45 23.8 4.4 

14 28.88 599.3 20.8 4.53 39.7 8.8 

*Rice ce11 s回 pensionswe同 cultu同 don 40 ml of 1iqui.d冊 di柵.

**Pheno 1 i c aci d cont制 twas detennined by the UV absorbance at 340 nm and exp同日edas ferulic acid equiv. 
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3Aa03 Chlorella ellipsoidea C-27のプロトプラスト調製

城斗志夫、長 由美、波多野昌二(九大... .食化工)

Chlorella e llipsoidea C-27は、 3'C、 21時間の低温処理により耐凍性を獲得する。

その雨対凍性獲得機構の解明や細胞融合による耐凍性付与等に関する研究のためには、プロ

トプラストの調製が必要である。先に演者らは、グリコシダーゼミックス (GM)とキトサ

ナーゼ(CHI )を組合せた処理により低浸透圧感受性細胞を得たととを報告したが、完全

なプロトプラストは得られていなかった。今回は、 GMとCHIにクロレラ自身の有する細胞

壁溶解活性物質を組合せC-27のプロトプラスト調製に成功したので報告する。

細胞壁溶解活性物質としては、細胞のホモジネート上清の凍結乾燥品を用い、I これを

側、 CHIと共に 0.5Mマンニトール・ 25mMリン酸緩衝液に溶解し、 L1-細胞に遮光下で作用さ

せた。プロトプラストの生成率は、細胞懸濁液を水で30倍に希釈した後、完全に破裂した

細胞の割合で示した。

GMとCHIで2時間処理した場合、 4%の細胞しかプロトプラスト化されず、ホモジネー

トを組合せると 90%の細胞がプロトプラスト化した。 C-27のプロトプラスト化にはホモジ

ネートの働きが不可欠だと考えられる。しかし、ホモジネート単独では、 12%の細胞でし

かプロトプラスト化は見られず、 CHIを組合せると 67%の細胞がプロトプラスト化した。

従って、 C-27のプロトプラスト化にはCHIの鋤きも重要だと考えられる。最も有効であっ

た乙れら 3種類の組合せで酵素処理条件を検討し、 pH7.0、30"C、酵素濃度GM0.5%、CHI

1.0%、ホモジネート1.5%の条件下で効事良くプロトプラストが得られ、プロトプラスト

の生成は電顕で確認された.また、プロトプラスト生成率のセルサイクル依存性を調べた

結果、細胞の生長に伴うプロトプラスト化率の上昇が見られた。ホモジネートに含まれる

細胞壁溶解活性のセルサイクル中の変化を調ペると、サイクルを通じて高い活性が維持さ

れていた。さらに、 C-27のプロトプラスト化は、プロテアーゼ阻害弗lの添加により大きく

阻害され、プロテアーゼが細胞壁の溶解に重要な役割を果たすことが示唆された。調製し

たプロトプラストは、高い呼吸活性及び光合性活性を持ち、細胞壁の再生も観察された。

細胞壁溶解の機作は明らかではないが、まずプロテアーゼが作用し、次いでグリコシ

ダーゼ類が作用するのではないかと推察している。
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3Aa04 媛性エンドウ根のジペレリン誘導成長と細胞壁

谷本英一(名古屋市大・教養・生物)

多くの嬢性植物の地上器官は顕著にジペレリンに反応する.ジベレリンによる茎や
葉の伸長成長の制御機構は主にジベレリン要求性の嬢性植物を用いて研究されてきた。
しかし、根の伸長成長はこのような嬢性植物においてもジベレリンによって殆ど促進
されないので、根の伸長成長がどの程度ジベレリンに依存しているのか不明であった。

演者のこれまでの研究結果によって次のことが判明した.
1 )特異性の高いジベレリン合成阻害剤によって根の成長を抑制すれば、外から与え

たジペレリンの効果が根でも顕著に現れる.
2) レタスや正常エンドウにおいては、低濃度のジベレリンが根の伸長成長を制御し
ている。
本研究では、以上の結果をもとにしてまず、媛性のエンドウで同様の現象が認めら

れるか否かを調パた.その結果、嬢性エンドウ (cv.Little Marvel)においても低

レベルのジベレリンによって根の成長は制御されているらしい事が判明した.
茎の実験系においては、ジペレリンの伸長促進作用はオーキシンとの共同作用であ

ることが示されてきた.根におけるジベレリンの伸長促進作用が、茎と同様オーキシ
ンとの共同作用であるか否かが次の疑問である.そこで、オーキシン作用の特徴であ

る酸成長と細胞壁の変化の 2点に着目し、次の2点を調査した.
( 1 )ジベレリンは根の酸成長能力を促進するか.

結果=【YES】
(2 )ジベレリンによって細胞壁糖組成が変化するか否か.

結果=【YES] 
【変化の大きい分画】
[根の先端部伸長帯]ヘミセルロース画分のアラピノース低下、

グルコース増加
[根の上部成熱帯]ヘミセルロース画分のキシロース低下、

グルコース増加
根の細胞壁については研究情報が少なく、残された課題は多い。しかし、これまで得

られた結果によれば、ジベレリンによる根の伸長促進の過程はオーキシンによる茎の
伸長促進の過程と矛盾しない.根では内生オーキシンが飽和状態にあることを考えれ

ばジベレリンによる根の伸長促進はオーキシンとの共同作用であることが支持される。
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3Aa05 細胞墜の in v i v 0と in vitroクリ}プ

山本良一・桜井直樹(帝塚山短大・食品、広島大・総合科学〉

細胞の伸長生長速度は主として細胞の浸透圧と細胞壁の力学的性質の二つのパラメター

の函数であると考えられている。伸長生長はほぼ一定の荷重のもとで起こる細胞壁の伸び

であると考えられる。一方、細胞壁試料に荷重をかけて綴察される純物理的な伸びはクリ

ーブと呼ばれている。すなわちクリープは伸長生長と類似した現象である。細胞壁の力学

的性質を測定するためにはクリープ測定が有利であると言える。しかし、クリープ測定の

ためには細胞壁試料に瞬間的に荷重をかけなければならないが、このときの荷重をかける

操作によるショックをのぞくことは容易ではない。

これに対して、われわれの開発した細胞壁の応力緩和測定法では測定の条件を制御する

ことが容易である。粘弾性モデルを用いた理論によれば応力緩和はクリープに変換できる。

しかし、得られた瀦胞壁の応力緩和函数から今までのところこの変換を解析的に解くこと

ができていない。そこでコンビューターを用いたシミュレーション法を利用して数値計算

的に応力緩和とクリープの関係を解くことを試みた.また、その結果を用いて伸長生長が

細胞壁の伸長のシミュレーションとして計算できるかどうかの可能性を検討した。

エンドウの茎の表皮組織を分厳してメタノール固定し、 in vitroクリープおよ

び応力緩和測定をした。この結果、応力緩和パラメターを用いたコンビューターシミュレ

ーションによってクリープがよく表されることがわかった。

次に、 ln VIVOクリープを測定した。 in vivoクリープとしてエンドウ茎

切片をマニトール処理した後水に戻したときの伸長を用いることにした。マニトール処理

によって細胞壁にかかる荷重が取り除かれたと考られる。また、切片を水に戻すと細胞壁

に力が再びかかると考えられ、そのときの伸長はクリープと考えることができる。実験の

結果、この方法で得られた in v v 0クリープは in vitroクリープよりもゆ

っくりと起こることがわかった。マニトール処理時に切片に入ったマニトールは切片を氷

に戻しても徐々にしか外に出て行かないことがわかった。マニトールの出ていく速度は i

n v 1 v 0クリープの速度をよく説明しているように思われる。 n v v 0クリー

プとして測定した細胞の伸長生長は細胞の浸透ポテンシャルと細胞壁の力学的性質の二つ

のパラメター切函数としてシミュレーション的に表すことができた。
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3Aa06 Chlorella e11 ipsoidea C-87における細胞壁溶解酵素の精製

とその性質

荒木直子、武田宏新潟大・理・生物、'新潟大・教養・生

物)

単細胞緑藻 Chlorellaellipsoidea C-87において、細施壁溶解活性が細胞ホモジェ

ネート中及び培地中に検出きれ、またホモジェネート中の活性は細胞壁に結合していて、

それが塩化リチウムによって可溶化できること、そして塩化リチウムによって可溶化され

た酵素と培地中の活性は互いに似た性質を持つこと等をすでに報告した(日本植物生理学

会1989年度年会)。今回、培地中の細胞壁溶解酵素の精製を行ない、細胞壁結合性細胞壁

溶解酵素とともにその性質を研究した。

細胞壁溶解に関わる細胞壁結合性の酵素は細胞壁オートリシス分解産物の分析から、

細胞壁をエンド型に分解して多糖を遊離するエンド型多糖生成酵素、グルコース二糖を生

ずるこ糖生成酵素、及びグルコシダーゼであることが示された。また、これらの酵素の中

で多糖生成酵素のみが塩化リチウムによって細胞壁から可溶化された。グルコシダーゼは

二糖生成酵素によって生じたグルコース二糖をさらにグルコースに分解する働きがあるこ

とがオートリシス産物の変化から示された。同様に細胞壁の酵素処理分解産物を分析する

ことにより、培地中には多糖生成酵素と二糖生成酵素が含まれていることが分かった。こ

の培地中の酵素を硫安塩析、ゲル温過、イオン交換クロマトグラフィによって精製し、多

糖生成酵素はゲル撞過における溶出位置から分子量およそ 50kDと推定した。

細胞壁をへミセルロースとリジド壁に分画し、それぞれを基質にいろいろな画分の細

胞壁溶解酵素の分解活性を調べたところ、へミセルロースの分解は多糖生成酵素によるこ

とが明かになった。しかし、へミセルロースの酵素処理で低分子の分解産物が生じないこ

とから、二糖生成酵素はへミセルロースには働かないことが分かった。一方、リジド壁は

多糖生成酵素によっては分解されず、二糖生成酵素及びグルコシダーゼにより分解きれ低

分子化された

以上の結果から C.e11 ipsoidea C-87の細胞壁溶解においては、へミセルロースが

エンド型分解酵素により分解され、リジド壁には二糖生成酵素とグルコシダーゼがヱキソ

型に働くことが明かになった。
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3Aa07 クロレラにおける細胞壁溶解活性の種特異的変異 11.

荒木直子、武田宏新潟大・理・生物、'新潟大・教養・生

物)

クロレラにおける細胞壁溶解活性には種特異的な変異があることを先に報告した(日本

植物生理学会 1988年度年会)。それを補足するためさらに多くの株について調べたのでその

結果を報告する。あわせていくつかのクロレラの細胞壁の他種株からの酵素による分解につ

いても研究した。

クロレラは細胞壁の糖組成をもとにして分類するとリジド壁の成分がグルカンのグルー

プとグルコサミンのグループに大別される(武田 1989)。そして先に報告した結果では細胞

壁溶解活性の性質もまたこの両グループのクロレラ聞で大きく異なっていた。細胞壁溶解活

性の至適 pHについてグルカングループでは c.e11 ipsoide C-87及び C.saccharophi la 

211-1d、グルコサミングループでは C.vulgaris 211-11f， C. kessleri 211-11h/9につい

て調べた。 C-87の至適 pHは pH5-6， 211-1aは pH4-5， 211-11f及び 211-11h/9は

pH 8にあり、グルカングループは酸性側、グルコサミングループのクロレラはアルカリ側

に活性の至適 pHがあるという先の報告を補強する結果を得た。細胞壁オートリシスの分

解産物について 211-11fにおいてはオートリシスをアルカリ側で行なっても酸性側で行なっ

ても分解産物は高分子の多糖のみであり、 C-27CSatoh and Take也 1989)と同じであった

が、 211-11h/9においては pH8でオートリシスさせた場合に高分子の多糖とともに低分

子のオリゴ糖も検出された。グルカングループのクロレラにおいては低分子の分解産物が検

出され炭水化物分解酵素が働いていることが示されている。グルコサミングループのクロレ

ラにおいては主に高分子の分解産物が生じ低分子化が見られず炭水化物分解酵素とは異なっ

た性質の酵素が働いている可能性が示唆されているが、今回の結果も同じであった。しかし

211一割、 211-11h/9では低分子の糖も検出きれ、グルコサミングループのクロレラに特有の

可溶化酵素にあわせて、炭水化物分解酵素も働いていることが示きれた。

クロレラの細胞壁溶解活性の特異性をいろいろなクロレラの細胞壁と酵素の組み合わせ

で実験した。グルカングループの細胞壁は同じグループの他のクロレラの酵素により分解され

たがグルコサミングループのクロレラの酵素によっては分解されず、逆も大筋では同じような

傾向を見せた。しかしグルコサミングループに属する株でも C-27の細胞壁を分解しない場合

がある等、細胞壁溶解活性は種の段階だけでなく株の段階でも変異があることが分かつた。

-366一



3Aa08 アズキ細胞壁キシログルカンの矯造変化を引き起こす酵素

西谷和彦・富永るみ・千回ゆかり 〈鹿児島大・教義)

キシログルカンは高等植物の細胞壁マトリックスを機成する主要な多糖類の一つであ

る.アズキ上旺軸では細胞壁中に、重量にして細胞壁高分子全体の 11 %のキシログルカ

ンが存在し、その重量平均分子量はおよそ 1M d a 1である。この細胞壁キシログルカン

の分子量が変化すると、その変化は細胞壁の力学的性質の変化を引き起こし、その結果、

細胞壁の形態変化、すなわち細胞生長が起こることを我々は明らかにした(N i sh i tan i & 

Masuda 1981) 0 その後オートムギ、マツ、エンドウなどでもキシログルカンの分子量変

化が細胞生長の制御に関与することが明らかにされてきた. しかしながら、このキシログ

ルカンの分子量変化に関与すると考えられる酵素反応や、酸素は不明である。そこで、我

々はアズキ上旺軸アポプラスト液〈績胞壁液〉中に存在し、キシログルカンの構造変化に

関与すると考えられる欝索活性の検出と隣棄の精製を進めた.

25"Cの暗所で 6日間生育させたアズキ上旺軸より長さ 1c mの切片を切取り、 1 0 

mMの燐融緩衝液 (pH 6、 2)で洗浄した後、 50 mM M g C 12水溶液でアポプラ

ストを平衡化し、アポプラスト漉を遠心分隊法 (2000xg)で採取しアポプラスト酵

素組標品とした.この酵素包様品を硫安趨析、 TSK-SP-5PWによ~イオンクロマ

トグラフィー、 Superose 12HRによるゲルクロマトグラフィーにより精製を

進めた。各精製段階にあるアポプラスト商事豪標品を、アズキ上旺軸よりアルカリ溶液抽出

法等により精製したキシログルカンと反応させ、反応後、キシログルカンの分子量をゲル

クロマトグラフイ}によって調べることによって酸素活性を解析した.

その結果、アズキ上旺軸アポプラスト中にはキシログルカンの分子量分布を変化させ

る酵素活性が存在することが明らかになった.反応産物の解析から、この酵素反応によっ

て基質として用いたキシログルカンよりも分子量の大きい氷に不溶性のキシログルカン鎖

と分子量の小さな水に可溶性のキシログルカンが生じる事が明らかになった。以上の結果

は、この酵素がキシログルカン鎖を途中で切断し、切断された断片の一方を他のキシログ

ルカン鎖に転移する酵素、すなわちキシログルカン転移酵素である可能性が高いことを示

している。
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3Aa09 カボチャ下服軸切片のUDPー結合成に対する ABAの影響

若林和幸'、桜井直樹、倉石膏(I 香川大・教育、広島大・

総科)

黄化カボチャ芽生え下庖輔の切片を ABAで処理すると、切片の伸長が処理後 3時間目

以降で著しく抑制され、同時に細胞壁構成成分のうちへミセルロースとセルロース画分で

の合成が阻害されるととを報告した (51回植物学会、 87.88年植物生理学会) .特に、伸

長の抑制がまだ見られない 3時間目で既に、ヘミセルロースとセルロースの合成が有意に

阻害されていた.また、ジクロベニルやモネンシン等の細胞壁合成阻害剤により切片の伸

長が抑制されるとと、 ABAは切片の浸透圧には影響を与えていないことから、 ABAに

よる細胞壁合成の阻害が切片の伸長抑制の一因になっていると考えられる.

今回は、 ABAの細胞壁合成の阻害の機構を調べる目的で、切片内のUDP-精量およびラ

ベルしたグルコースのUDP-楕残基への取り込みに対する ABAの影響を調ベた.

黄化カボチャ芽生えの下庖軸から切り取った切片を、 JH-内コース、:t10-4M ABAを含む

10mM Kータ工ン酸緩衝液 (pH6.8)で処理した.次に、切片を80%EtOH中で磨静し抽出を行い、

この時、内部標準として、 UDP-(川C)ー内コースを加えた.この後、抽出被を揖縮しジエチルエ

ーテルで洗い、 DEAE-Sephade誕カラムを通した後再度濃縮し、 HPLCにかけUDP-糠画分を分

取した.次に、分取した画分にEtOHを加え上清を分取し乾固させ、とれに 2NTFAを加え加

水分解を行った.この試料の一部をアセチル化しGLCで各精残基量を定量した.残りの試

料は、糖分析用HPLCにかけ各結残基に相当する画分を取り、それぞれの穂残基への放射能

の取り込み量を調べた.

分取したUDP-楕画分の積残基としてはラムノース、アラピノース、キシロース、マンノ

ース、ガラクトース (Gal)、グルコース (Glcl が確認出来た.UDP-糖の中ではUDP-Glc量が

最も多く全体の60%、次が UDP-Gal25 %で、他のUDP-椅類は、 5%以下であった.これら

の比率は処理時間中を通しでほぼ一定であった.また、 ABAの影響はUDP-桔量には見ら

れなかった.次に、取り込みをみると、 UDP-糖画分の穂残基に取り込まれた放射能の72%

が Gldこ、 20%が Galに取り込まれており、他はいずれも3"以下であった。 ABAの影響

は、3時間処理後で見られ、 ABAはUDP-Glc. UDP-Galへの取り込みを30%. UDP-Xy 1への

取り込みを 20%増加させていた.この時、切片内の遊離 Glcへの放射能の取り込みには、

ABAの影響は見られなかった.以上の結果から. A B Aは前駆物質であるUDP-糖の合成

を阻害するのではなく、 UDP-糖から細胞壁多桔類が合成される段階を阻害しているものと

考えられる.
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3Aal0 単厳フラグモプラストによる UDPグルコースの取り込み.

柿本辰男 柴岡弘郎 大阪大学、理学部、生物

高等積物の細胞分裂時に細胞隔壁はフラグモプラスト(隔膜形成体)によって形成さ

れる.フラグモプラストは 2つの娘核の聞の赤道函に並ぶ小胞や小胞の融合した細胞板、

微小管やアクチンのような細胞骨格系などからなる練造体である.細胞隔壁にはセルロー

スのほかにカロースやザイログルカンのようなマトリックス多糖が存在する.これらの多

糖の合成の起きている細胞内の位置はあまりわかっていない.そこでわれわれは、まずグ

ルカン合成勝素活性の位置を調べた.

DNA合成酵素限害剤のアフイデイコリンと微小管合成匝害剤のプロピザマイドを用

い細胞分裂後期~終期に同調化したタバコ稽養細胞 BY-2のプロトプラストを 16μmの

ナイロンメッシュを通すと、フラグモプラストと核の複合体が単隊される.単荷量フラグモ

プラスト・核複合体を ['~C] UDPーグルコースとともにインキュベートし、冷エタノ

ール不溶性分画の放射能をグルカン合成酵素の活性として調べたところ、グルカン合成酵

素の活性は EDTA、 EGTAによって抑えられた.また、グルカン合成酵素の活性の細

胞内局在を調べるため、 [3H] UDPグルコースと共にインキュベートした単隊フラグモ

プラスト・核複合体をグルタールアルデヒドと os 0 ~で固定し、オートラジオグラフイー

を行い電子顕微鏡で観察した.放射活性は形成中の細胞板のなかに存在し、小胞体やゴル

ジ体にはほとんど認められなかった.

以上のことよりフラグモプラストにおいてグルカンは細胞板で合成されると考えられ

る.今後、本研究において合成されたグルカンが β-1，3ーグルカンであるのか β-1，4ーグル

カンであるのかを調べる必要がある.また、基質を変えれば他の多絡の合成酵素活性の位

置を調べることも可能である.
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3CaOl 分裂隊母の性フェロモンによるシグナル伝達

下回 親、北村憲司(大阪市大・理・生物、 1大阪市大・医

.第二生理〉

分裂酵母 Schizosaccharomyces胆盟主主は通常一倍体で栄養増殖する。培地中の窒素源が

欠乏すると、 h+(プラス〉型と h-(マイナス〉型の細胞聞で按合し二倍体の援合子を形成

する。援合反応は、凝集塊の形成、細胞融合、核融合の順に進行する。また、細胞融合前

に観察される細胞の突起形成が細胞外に分泌されるフェロモン機物質により引き起こされ

ることが知られている。接合不能突然変異体の遺伝解析から、これまでに 17個の特異的

遺伝子が同定されている。演者らは、これらの遺伝子のうちで、 h-按合型細胞でのみ機能

するE盟2遺伝子について解析を行なってきた。今回は監盟主遺伝子の溢基配列から予想され

る遺伝子産物の機能について報告する。

まず、 2・血血豆のゲノムライブラリーから単躍した盟主位遺伝子を含む 1.7kbのDNA

断片の旗基配列をダイデオキシ法により決定した。その結果、 348コドンをからなる、イン

トロンで分断さねていない ORFが認められた。この予想される剛a112産物は、ロイシン、

イソロイシン、セリンに富み分子量は39キロドルトンであった。タンパク質データベース

のコンビュータ検察から、 ..a聞2タンパクはパン酵母 Saccharo.ycescerevisiaeのαフヱ

ロモンレセプターである STE2タンパクとホモロジーがあることがわかった。また、親水

性・疎水性予測から、盟主盟2タンパクも STE2タンパクと同綴7個の膜貫通ドメインと C末

端側の親水性ドメインを含むロドプシン型膜結合性レセプターであることが示唆された。

したがって、担m2遺伝子産物は、 h+型細胞から分泌されるフェロモン (pーファクター〉

に対するレセプターと推定される。コード領域の約半分を欠失させ、かわりに 5・旦旦ニ-

U立比三の凶辺遺伝子を挿入した欠失置換型突然変異遺伝子を作成し、遺伝子破嬢実験を

行なったところ、生長はするが接合能を欠くという表現型を示した。したがって、魁旦2遺

伝子は細胞の生存には必要ではないと考えられる。

一方、ノザンハイブリダイゼーシヨンにより血盟主遺伝子の発現を調べたところ、転写

レベルで調節されていることがわかった。すなわち、約 1.5kbの mam2転写産物は、 h-

型細胞を窒素源欠乏条件においた場合にのみ出現した。
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3Ca02 酵母 (s. cereV1Slae)の紫外線処理細胞における染色体DNAの

変動

久冨泰資、依田彰、褒弁基夫〈福山大・工・生物工学〉

我々は、 Saccharomycescerevisiaeの胞子形成の遺伝子支配を明らかにする目的で、

ホモタリックな胞子に紫外線照射を施して、数十のspo突然変異体を分離し、遺伝解析を

行ってきた。

最近、それらの胞子形成不能突然変異体の核型解析をパルス・フィールド・ゲル電気

泳動を用いて行っているうちに、一つの興味ある現象を見いだした。それは、すべての

盟 2変異体は単一の親株に由来するにもかかわらず、その第 3番染色体DNA付近のDNAバン

ドの長さに大きな変動が見られたことである。この変動が第 3番染色体DNAそのものの変

動であることは、第 3番染色上のMAT遺伝子及びLEU2遺伝子をプロープに用いたサザン・

ハイプリダイゼーションの結果から確認することができ、その変動の幅は上下数100Kbに

も及ぶことがわかった。また、第 3番染色体以外に存在している数種の遺伝子をプロープ

に用いて、他の染色体DNAには変動が見られないことも破認した。一方、この変動は胞子

形成不能という形質とは無関係であると考えられた。

そこで、次に、主主々は、 S.cerevisiaeのホモタリックな胞子に紫外線照射をし、任

意に数十株を分離して、それらの第 3番染色体DNAの長さに関しての変動性を検討した。

すると、紫外線照射された胞子より得られた株のうち、約50%のものが第 3番染色体DNA

の長さに関し、変動していることがわかった。この変動が第 3番染色体DNAに特徴的なも

のであることは、前述したようなサザン・ハイプリダイゼーション実験により確認するこ

とができた。現在、この変動を誘起するものが紫外線に特有のものであるかどうかを検定

するために、突然変異原にエチルメタンスルフォネート (EYS)等を用いて、同様な核型解

析を行っている。
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3Ca03 跨サGA L 49ンJ"7質DNA筋合領威による垣吻肉遺伝手あ

堤Jの謝野

瀬キ久去、町凶十氏子.町田義.'J (必久 愛 生籾)

画事母の彰~j省 '1笠~t:..，因子でわる G A L 4 ';'ンパワ賓の tNA筋合領威u奇つポゾペ 7・ナ

ド (&AL4(1ベ4ワ))(組問畑胞で・.ft札で也 .人名門lτ転写 E抑制す七糸の閥悲Ei式H!こ.

その fこめ 1:. !--;I:'-I}- 遺伝~の 7・ロ毛- 9 -ι誕i主遺伝子の闘に GAL4-ヲ'.，..-)..:ワ質量、街

全する DN A 1責点f1f入 Lrニキメラ遺伝矛色作製し. 6AL 4 (卜14ワ)タンバワ貿 L実毒で

て「こ F子その器提Jの抑制が起こるかど・うか E旋討し「ニ.

リフ・レヴザ t 遺伝手として IJ. エンハンザ r 持威L上読むこつない r:"カリ 7 ラワ戸毛グ

イワウイ Jレス(Co..門 ν)JS'sR N A 7・ロ ε-'1 -1:、6AL4 '1 :" Jマ7賓の DN A結合拍域の

i1t-tむ ・l柑 14-7ア三 j陵高差芭コ-~.する D N A領威乞色結しれもの E闘いれ.ま れ‘し

た -'i -il~云手 ι レて，"1、 ) J': ，)ンs版画事長 (NOS)遭伝手アロ毛-1 -や Cι門V)s，sRNA 

7・ロる-'7 -1:. 、火晶画の β- 7・ 2レワロニ 7・ -~.(6uS) 遺伝チの問 l二、。AL4 結令部位

1....わる UASGワ I)9 ぃ 1.1結合却i立に其盈l二忠られら lワF量基対のオリプ又ワ L-A 1-ド乏 3 つ

挿入し f二bのら閥、、(:.レバブーヲ-It-~丞手1:. 1)アレ ν サー遺伝手 E、アゲロパワナリウム

t闘い1..1}パヨの稽愛知胤 ([?Y-2) 1二卓入し、呼多賀車k皮細胞 E特(.....得 Sh(こがルスの G

(J S浩位 t剣定しれと:ら.いずれのレバ1・-'1 -1!伝手乞闘いれ看~t ‘ リ7・1.-0/ザ r 遺

伝3E.舎む刃 Jレスめ GIJS~古住の乎均 I J.. 1) 7・し v ザー遺伝手色合 1TJい力 Iレスの乎均の

事o'" $"0・'/d主皮イら〈勺，て νf二. このことか qえ1{/J-"闘いれ糸で Il. -q:ナ紛でほめるが'i!依

手あ乱の抑制が起こる:ヒが公払 > r二.
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3Ca04 PCR法を周いたlleterosl..aakashlmの細胞膜 ATPasecDNA 

のC10nln.

加国務人(筑波大・生〉 浦山修・原輸省〈東医歯大・生化)

佐蔵忍・磁伊正(筑波大・生〉

前固までの生理学会で我々弘、 海mラフィド獲ileterosl..aakashlm細胞膜上に、

Na>によって活性化されるパナジン酸磁受性のATPaseが存在し、そのリン酸化反応中間体の

解析により、 ζ のNa>-actlvatedATPaseがSDS-PAGE上で約140kDaのポリペプタイドである

ことを示しむまた、構造上の類似性を検討する目的で、抗動働Na>，K> -ATPase抗体を用い

たところ、動物のNaφ，K>-ATPaseのαサプユユットと相同な繊遣を持つことが明らかになっ

た.今回我々弘さらに鮮しい構遣を倹討するためこのNa>-actlvatedATPaseのcDNAの単

障を試み~ cDNA c10nln，にPCR(ポリメラーゼ・チーイン・リアクシ aン法)を用いむ現

在までに報告されているイオン輸送性ATPase(動物のNa>K>ー， Ca2φー，H> K>-ATPase， 

醇棒、アカパンカピ、高等植物のH>-ATPase)に共通のアミノ酸配列を検索したところ、 リ

ン酸化反応中間体のリン酸結合郁位とATP結合郷位の2ヶ所において、それぞれ7舗のアミノ

酸が保存されていることを見いだしたので、 このアミノ酸を20.erのオリゴヌクレオチド

に変換し、これをPCR法のプライマーとした.アカシヲ細胞由来のcDNAを飾型とし、アニー

リング温度を衰えて合成を行い約0.75kbpのバンドを得た。 この0.75kbpのDNAを周いア

カシヲRNAに対しNorthernhrbrldlzatlonを行、、、アカシヲ細胞での発現を確認し払ハイ

プリダイズしたRNAのサイズ4ホ 3.8と1.7 kbであり、これ』広アカシヲ編抱腹に 1(0kDaの

Na>-actlvated ATPaseと95kDaのH>-ATPaseの2種が存在するという結果と一致し、これか

らNa>-actlvatedATPaseのcDNA臥 3.8kbのRNAに対応していると結鎗した。 この0.75

kbpのDNAをpUC118にc10nln，し、この3.8kbのRNAにのみ反広する3cloneを得た。この3c1・

one'糸全て岡ーの配列を示した。更に他の生物のATPaseの対応する部分における相向性を

検討したところ、原生動物のL.donovaniのH>-ATPaseとアミノ酸配列で約(01の相同性を示

した払高等植物、真菌、高等動物などのATPaseと弘 20-301程度の相同性しか示さなか

っむこれは、 ATPaseのこの部分の相関佐治E、近縁種で高く、輸送するイオン種には余り

関係がないためと考えられる.現謀、この0.75kbpのPCRfranentをprobelとし、アカシヲ

Na>-actlvated ATPase分子のfu1卜1en.thcDNAの再screenln.を試みている.
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3Ca05 synechocystis PCC6803の無機炭酸輸送に必須な遺伝子

小川晃男、小俣達男(理研、太陽光科学)、 J.G.K. Williams 

(E.I. Du Pont de Nemours) 

ラン藻は無機炭酸 (C;)濃縮機構を持っており、光照射下で CO2およびHC03 を細胞内に

輸送する。我々は Synechocystis PCC6803をもちいて 2種類の C;輸送欠損変異株 (RKaおよ

びRK♂)を単離した。 RKaおよびRKb共CO2輸送活性はほとんど無く .RKbはHC03 輸送活性も

無かった。一方、 RKaのHC03-蛤送活性は野生株の約 1/3であった.野生株の DNAライプラリ

ーから、 RKbと相補性をもっクローンを単厳し、その遺伝子解析を行った.単離したクロー

ンは 5.2kbpのDNAが挿入されていた.サプクローニングによって 1.2kbpのDNA断片が縛入さ

れた、 RKbと相補性をもっクローンを作成した.掃入 DNAの核酸配列を調べた結果、 80個の

アミノ酸から成るタンパク質をコードする ORFがある事が判った。このタンパク質は極めて

疎水性が高い事から膜タンパクであると考えられる o ORF中に 2つの Spe1サイトがあり、

この部分にカナマイシン耐性遺伝子を捕入したものを用いて Synechocystisの野生株をカナ

マイシン耐性株に形質転換した.カナマイシン耐性株 (H9)は RKbと似た佐賀を示し、 CO2お

よび HC03-輸送活性をほとんど持たなかった。 PCR法によって RKbのDNAを鋳型として上記

ORF部分の DNAを合成し、その核酸配列を調べた結果、 AAA(Lys)がTAA(終止コドン)に変わ

る変異である事が判った。一方、 RKbと相補性を持つ上記のクロ ーンは RKaと相補性を持た

なかった。現在、 RKaと相補性を持つクローンの単磁を試みている.

台本学会 1989年度年会講演要旨集 122頁の RKbはRK11と改名し、本講演における RKbとは異な

る変異株である。
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3Ca06 ラン蕩SynechocystisPCC6803の脂肪酸不飽和化酵素遺伝子の構造

。和田元、村田紀夫(基生研)

ラン藻は、低温に曝されると膜脂質の脂肪酸を不飽和化して低温による脂質の流動性の

低下を補償する。我々は、この脂肪酸の不飽和化に注目し、ラン藻における低温適応の分

子橡構について研究を行っているが、この機構を解明するためには不飽和化酵素遺伝子を

分厳し、それらの発現が温度によってどのように制御されているかを調べることが不可欠

である。本研究では、ラン藻SynechocystisPCC6803の不飽和化欠損変異株 (Fad12)の相

補を指標にしてクローニングした、企12不飽和化酵素遺伝子(邑品)の全塩基配列を決定し、

その遺伝子の構造及びそれによって予想される不飽和化酵素の性質について考察した。

Synechocystis PCC6803のgeno.icDNA libraryから分擁した邑品遺伝子は、 Fad12を相補

すると共に、 この遺伝子によって形質転換して得られる担主主主主品三且昼旦弘主主 R2-SPcの形質

転換体は、 この株が本来持たない ~12不飽和化酵素活性を獲得することから、この遺伝子

は ~12不飽和化酵素をコードしていることが示唆された。次に、邑品遺伝子の全塩基配列

をdideoxynucleotideを用いる chainter.ination法によって決定した。その結果、この遺

伝子は1053bpからなる 1つのopenreading fra.eを含み、 351個のアミノ酸より構成される

40494Daのタンパク貨をコードしていることが見いだされた。また、この遺伝子中には5個

のATGコドンがinfra.eで配列しているが、 1番目のATGコドンの5'上流域にのみ大腸菌プロ

モーターのPribnowbox、九35"consensus sequence 、riboso・ebinding siteに類似した配

列が見いだされることから 1番目のATGコドンから翻訳が開始されることが示唆された。一

方、塩基配列から予想される ~12不飽和化酵素は、全アミノ酸のうち 57% が疎水性7 ミノ

酸によって構成され、またハイドロパシープロットをとると 45個及び47個のアミノ酸残基

からなる2つの疎水性領域が見られることから、このタンパク質は膜結合性であることが推

測された。
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3Ca07 遺伝子組換えによるラン藻 Synechocystis PCC6803 

の多価不錨和脂肪酸欠損株の作成

坂本敏夫 和 田元 Z.Go・bos 村田紀夫 (基生研)

ラン藻 Synechocystis PCC6803 には、脂肪酸の炭素鎖上に 二重結合を導入する部

位特異性を異にする少なくとも 4種の脂肪酸不飽和化酵素が存在し、 それらによっ

て脂肪酸の不飽和化が触媒されている. 議々は、既にl:.6およびl:.12の位置での不飽

和化が欠損している変異株 (Fad6. Fad12)を分離し 1)、 Fad12の相補を指標にして

ふ 12不飽和化酵素遺伝子(坐!A)のクローニングを行った.本研究では、光合成の熱

的安定性に対する多価不飽和脂肪酸の役割を明らかにするために、遺伝子工学的手

法により、 多価不飽和脂肪酸欠損株を作成し、 その性質を調べた.

<方 法>

色!A 遺伝子の中にカナマイシン耐性遺伝子カートリツジを挿入した DNA断片を

作成した. 次に、 この DNA断片を用いて Fad6 の形質転換を行い、 カナマイシン

耐性となった形質転換体をスクリーニングし、脂肪酸分析を行った.

〈結集>

表に野生株、変異株 (Fad6)、形質転換体

(Fad6/盆主主A-)を 34"Cで培養したときの各

・脂質の脂肪酸組成、を示す. 形質転換体には、

多価不飽和脂肪酸が無く、 パルミチン酸と

オレイン酸が多 畳 に含まれていた. このこ

とは、 この形質転換体ではl:.6およびl:.12の

位置での不飽和化が、 ともに欠損している

ことを示している.

この形質転換体および野生株について光合

成活性の熱的安定性を調ペ、 それらを比較

Major fatty aロidsof lipid classes from 
the wild type and desaturation mu~ants of 
svnechocvstia PCC6803 grown at 34VC 

Lipid 
Fatty acid 

16:0 18:1 18:2 18:2 18:3 
(9) (9，12) (6，9) (6，9，12) 

MGDG WT 57 
Fad6 52 

Fad6/s1皐呈，.- 52 

DGDG WT 58 
Fad6 53 

Fad6/s1皇車，.- 55 

SQDG WT 76 
Fad6 72 

Fad6/卓呈星，.- 76 
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与える影響を調べたので報告する.

tr 
することによって多価不飽和脂肪酸欠損が Fad6 53 16 23 0 0 

Fad6/s1阜星，.- 52 43 0 tr 0 

1) Wada.H. and Murata.N. S ynechocy ~tis PCC6803・utantsdefective in 

desaturation of fatty acids. Plant Cell Physiol. 30: 971-978 (1989) 
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3Ca08 ラン藻 Synechococcus PCC 7942の亜硝酸還元酵素遺伝子のク

ローニング

小俣達男、小川晃男(理研・太陽光科学)

ラン藻は高等植物と同様、硝酸を還元して同化する能力を持っている。硝酸同化反応

の基本的な仕組みはラン藻と高等植物で共通であり、(1)細胞内への N03ーの能動的輸送、

(2)硝酸還元酵素 (NR)による N03 のN02-への還元、 (3)亜硝酸還元酵素 (NiR)による N02ーの

NH4 .への還元、 (4) グルタミン合成酵素 (GS)による NH4・のグルタミンへの固定、の四つの

段階からなっている。高等植物では既に問、 NiR、 GSの一次構造が明らかにされているが、

N 03ーの能動輸送に関与するタンパク質は同定されていない.これに対しラン演では、 GSの

一次構造が高等植物のものと相同であることがわかっているほか、演者らによって N03一能

動輸送に関与するタンパク質が同定され、その一次構造が明らかにされている。

ラン漢の NRと高等植物の NRは分子量、電子供与体の種類などが異なり、進化的にはか

なり隔たりがあるものと考えられる。これに対し、ラン漢と高等植物の NiRは分子量、電子

供与体の種類、へムの含有などの点で共通の性質を示し、互いに相同のタンパク質である

可能性が高い。我々はラン藻SvnechococcusPCC 7942のN03-能動輸送に関与する 45kDタン

パク質の遺伝子(旦主主A)をクローニングしてその構造を研究してきたが、最近、この遺伝子

のす ぐ上流側に別の遺伝子があることを見出した。この遺伝子がコードするタンパク質の

C末端部の 200アミノ酸残基の配列がホウレンソウ NiRのC末端部(アミノ酸 389-594) の

アミノ酸配列と 53%の相同性を示すので、我々はこの遺伝子がSynechococcusのNiR遺伝子

であると推定した。ホウレンソウ NiRは補欠分子族としてシロへムをもっているが、その結

合 に関与するとされている 4個のシステイン残基 Cys(473)、 Cys(479)、 Cys(514)、 Cys

(518)とその周辺部の構造は今回 Svnechococcusで見つかった遺伝子でもよく保存されてい

る。現在、この遺伝子を不活性化することによってその機能の確認作業を行っている。

旦E主Aと今回見つかった NiRの遺伝子は 77塩基対しか離れていない。 45kDタンパク質と

NiRはともに NH.・によって生合成が抑制されるので、これらの遺伝子がオペロンを構成して、

共通の転写告if御を受けている可能性もある。さらにこれらの遺伝子の近傍に N03-代謝に関

与する 未知の遺伝子が存在する可能性も 高い。これらの点についても現存検討中である。
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3Ca09 ラン藻Anabaenavariabilisの低温誘導性遺伝子

佐藤 直樹 (東大・理・植物)

高温により誘導される heatshock proteins (genes)の存在は述べるまでもなく確立さ

れているが.低温による遺伝子発現の誘導についての研究の歴史は浅く.植物において

vernalizationやhardeningとの関連において最近研究が始められている。筆者らは約 10年

ほど前に. Anabaena variabilisにおける生育温度の変化による膜脂質の組成の変化を誠ぺ.

380Cから 22.Cへの温度シフトによって. モノガラクトシルジアシルグリセロール (MGDG)に

結合したパルミチン酸(16:0)が速やかにパルミトレイン酸(16:1)に不飽和化されるごと.

およびその後 16:0と16:1のレベルがもとに戻るとともに. オレイン酸(18:1)がリノール酸

(18: 2)を経て. リノレン酸(18:3)に不飽和化されることを示した。 これらの不飽和化には

タンパク質と RNAの合成が必要であり.低温シフトによって脂肪酸不飽和化酵素が誘導合成

されることが示唆された。本研究では.低温シフトによって発現が誘導される遺伝子 (Low

te岬 erature-inducedgenes: Lti genes)をクローン化し.その構造と発現様式を調べるこ

とを目的とした。 Lti genesの中には，上述のー不飽和化酵素の遺伝子および低温刺激に関す

るシグナル伝達経路の成分に関係した遺伝子も含まれることが期待される.

38 "cで生育したむ盟国皇昭細胞と 22"Cに移して 2.5時間後の細胞からそれぞれ RNAを調製

し. ランダムプライマーと逆転写酵素を用いて S2 Pでラベルされた 1本鎖 cDNAプロープを

合成した。 これら 2種類のプロープを用いて. λEMBL4 をベクターとして作ったA旦室主皇室旦皇

の遺伝子ライブラリーをスクリーニングし. 22"Cプロープとは反応するが 38"cプロープと

は反応しないクローンを探した。約 60個の候補クローンから DNA を調製し EcoRI切断後電

気泳動し. 2枚のメンブレンにプロットした" これらのプロットを上記 2種類のプロープ

とハイブリダイズさせ. 22"(;プロープと特によく反応する DNA断片を約 10個選び出した。 こ

れらの DNA断片を pBluescriptにサブクローンしたのち. プロープとして用いてノーザンプ

ロットを行い.少なくとも 2つのクローン (Lti2. Lti46)に関しては転写産物の量が22"Cへ

の温度シフトにより増加するととを確認した。 ζ れらの遺伝子について.温基配列. 転写

単位を決め.可tgなopenreading fra圃esを推定した。現在 ζ れらの遺伝子の機能.プロモ

ーター領域の同定などの検討を進めている。
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3Cal0 炭酸脱水酵素遺伝子の光による発現制御

福津秀哉・藤原祥子.Haribel L. Dionisio・宮地重遠

(東京大学応用微生物研究所)

炭酸脱水酵素(カーボニックアンヒドラーゼ:CA)は動植物に広く分布するが、光合成生物にお

いては無機炭素 (C02，HC03一)の利用に寄与していると考えられており、特に多くの微細藻類におい

て低C02条件下でその活性誘導現象が認められている。単細胞緑蕩クラミドモナスを、あらかじめ高

C02漉度(5%)で通気培養した後、 C02濃度を大気レベル (0.04%)まで低下させるとCA活性が誘導され

るが、この活性誘導には光が必須である。

クラミドモナス細胞表層CAは2種類の大小サプユニット 2個ずつからなるヘテロ 4量体の酵素で、

1分子当り 2個の亜鉛を含む糖蛋白質である。我々はこれまでに、大小両サプユニットの部分アミノ

酸配列に基づいて合成したオリゴヌクレオチドプロープを用いcDNA並びに遺伝子を単離し、それらの

構造を明らかにしてきた。ここでは、単離した 2個の遺伝子それぞれの発現誘導に対する光の効果を

転写レベルで明らかにすることを目的とした。

CA遺伝子については、以下の事が明らかとなっている。1) 2個の遺伝子がゲノム上にタンデム

に並んで存在しており、 5'上流側の遺伝子をCAH1、下流側をCAH2と命名した。 2) 2個の遺伝子はど

ちらも同じ位置に10倒のイントロンを持っている。 3)既に得られたcDNAはCAH1に由来していた。

4) 2個の遺伝子はEいにコード領域で高い相向性(アミノ酸レベルで91.8%)を示したが、細胞から

単離・精製した酵素の部分アミノ酸配列と一致するのはCAH1産物であった。

酵素が誘導される条件下で2個の遺伝子の転写産物量がどう変動するかを調べるために、両遺伝

子それぞれに特異的なオリゴヌクレオチドプロープを作製し、これを用いてノーザンハイブリダイゼ

ーションを行った。全RNA量をそろえて経時的にCAIIRNA量の変動を測定したところ、 CAH1圃RNAは高

C02条件では全く検出できず、低C02条件に移し光照射を行うと 2時間後まで増加し、その後やや減少

するものの低C02条件では常に存在していた。しかし暗条件ではC02漉度を低下させても圃RNAは検出で

きなかったので、 CAH1IIRNAの誘導にはC02濃度の低下に加えて光が必須であることが明らかとなった。

一方CAH2mRNAはCAH1と同じ2kbの位置に検出されたが、 CAH1の田RNA量と比較すると極〈微量であり、

興味深いことに転写のパターンはCAH1とは逆であった。すなわちCAH2mRNAは高C02条件で検出され、

低C02条件に移すと減少し、暗条件でも検出された。これらの結果からこれまで知られていたCAとは発

現調節のパターンが異なるアイソザイムの存在が示唆された。 CAH1の発現が光照射を必要とすること

から、青色光の影響を転写レベルで調べたところ、 CAH1圃RNA誘導に青色光が高い促進効果を示すこと

が明らかとなった。ただしこの青色光効果は、光合成を細胞に行わせるに足る赤色光照射が必要であ

った。また光合成阻害剤DCHU存在下では CAH1圃RNAの蓄積は認められなかった。

以上の結果から、低C02条件光照射下で誘導される細胞表層CAの遺伝子はCAH1であり、 CAH1の転写

レベルの調節には、光合成に加えて青色光が寄与していることが強〈示唆された。

-379-



3Call Ehodobacter capsulatusの 2種のフェレドキシンの

クローニングと遺伝子解析

佐伯和彦、宮武美枝、 DebraA. Young.、BarryL. Marrs¥ 

松原 央 (阪大・理・生物、 .duPont社・中央研)

フエレドキシン(F d) は種々の代謝系で重要な犠能を果たしている電子伝達蛋白質

であり、鉄硫貰クラスターの型や歎によってい〈つかのグループに分類きれる.細菌の中

には、異なるグループに属する複数の Fdを持ち、培養条件に応じてそれらの合量の変動

するものが知られている.これらの Fdは生理徳能の分担を行っていると考えられ、この

蛋白質の傷能分化や分子進化を調べる題材として好適である.我々は紅色光合成細菌~

E呈u旦H主些 S81003抹から 2種の Fd (1及ぴ II)を精製し、全アミノ厳配列などの佐賀

を調ぺ、クローニングを行い、それぞれのクロモソーム上の位置と塩基配列を決定した.

まず、 2種の Fdを精製し、蛋白質レベルの解析を行った. FdI (64残基)は、

2 [4Fe4S]型で、室禁固定条件下で生育した薗体により多〈合まれ、他の光合成細菌の Fd

あるいは窒素画定細菌の旦1遺伝子近傍で見つかっている Fd様遺伝子産物とよ〈似たアミ

ノ酸配列;をもっていた. (しかしながら、 2つある Cysクラスターのうち C末梢側のものの

配列が、 CxxCxxxxxxxxCxxxC闘で、通常の FdにおいてはProである残基のMetへの置換が認

められた)一方、 Fd II (111残基)は、窒素濁定と非固定条件下において積書ーした薗体の

いずれにもほぽ同量含まれ、その分光学的性質とアミノ蛾配列はAzotobactervinelandii 

の [3Fe4S)[4Fe4S)型 Fdとよ〈似ていた.

次に、アミノ酸配列;をもとに合成したオリゴヌクレオチド(2 0 aer)をプロープとし

て、 R.=-J呈li旦担tusクロモソームのコスミドライプラリイを検察し、遺伝子のクローニン

グを行った.その結果、 Fd 1遺伝子についてはE.cdPsulatusクロモソーム上で分徹して

いる E主I遺伝子クラスターのうちの一つの近傍に位置していることがわかった.それぞ'れに

ついて pUC118/119にサプクローニングして、サンガー法により塩基配列を決定したところ、

予想される一次精進は開始コドンのMetを除いて、蛋白貨を解析した結果と完全に一致して

いた. F d II 遺伝子はモノシストロニツクであると推定きれたのに対し、 Fd 1遺伝子の

4 4 b p上流には 282b pのORFが認められた.推定産物の一次構造は、植物の [2Fe2S)

型 Fdに特有なCys配列を持ち、分子全体でも植物 Fdと約 30%の相同性を示した 1) 

1) K. Saeki et al 旦!!j;leic Acid Research V目1. 18 in press 
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3Ca12 藍色細菌 Ple，伽捌 bo.抑制 における 2つの下?蛋白質遺伝

手(tzifH，かC)
。藤田祐一-高橋康弘・松原 失 (阪大 ・理・生物)

7予xCは、fニコ‘ケ葉縁体DNAに見出された未同定 opef1問di円19fr訓 e (URF)の一つで.

窒素固定酵素 nitrogenaseの∞mpor協同t2(fe蛋白質)と有志&組問性を示す.Nitrogena虫は、

生物界において‘原核生物iとしか分布レ"Z'v);Jいため、五:xC遺伝手が葉縁体DNAIこ痔在し

ている意義及び、その遺伝手産物の機能の解明L;L興味深い課題である.我々はご札ま

での研克から、かC蛋白質がぜニゴケ葉縁体の s析。ma品分iこ、ニ量体として碍在し、 ATP

結会能を有すること、ヌ、ぜニゴケ葉晶体iこU、巾む噂苛ldsei舌性iユ検出されなりことを報

告しどへ更に我々回、藍色細菌 PI.ectonemaゐ'，!/anLUTt から、ぜニゴ、ケ斤~と 8J~ に及ぶ
高い相同性を示す URFを見出し、これを丹ゐψ'C1IUJITl， のかCとした(1) P 00.ザ'CIIl1l/lL は、

窒素固定能を有することが知bれている.4走コて、プテxC蛋白質が、 ni加 'gendse*' -C fe-蛋

白質と類似の機能を担っZいるのか‘誠i立、従来の fe・蛋白質遺伝手である !lifH遺伝寺

が存在し、両遺伝子産物が機能的に分化しているのが、という仮説を検註するよで絡好

の材糾ずある.今回、我々は、会戚oIigol1UCleσtidepro胞を用いて、仏Cとは別i乙nt仰遺伝

与を同定し、をの cloning 及ひ・塩基配列の決定を符コた.

11ifH遺伝手版、既に歩くの窒素固定生物から cloningされ、非常に保冷性の高い遺伝子

であることが知bれZいる.とれらのni仰閣で・兎会に保存されておD、1らCとは異在るア

ミノ酸毘測を選ひを乙から推定されるoIigonucleatide( 20開 r)を合戚した@これを prぴ混

として.月tり'ryat7l1/TZ.の伊lOfl1iclibraryを screeni.ngし、 3.4kb-肋 dlIT断片を得た。をの蝿

基配列決定の結果、 Ili!H遺伝子の全域(2!16AA) を見出レ、夏 iこをの上渦iご ~;zi吃/遺伝寺の
3布、城、下向こ~jmlD遺伝号の全域(494AA)が、見っかコた.乙の /u酬は A1U必'tleJ7a7120 
の!lilHと86%という高ω相同性老示したが、同じ R均仰mすのががとfixCとの相周性Ij".

34晃に過ぎ与がコた.窒素固定生物であGPbo"ゲ'ClIlfJffl-て"、治Cとは別にmfHが周定されえ

ことから、 fixC蛋白質ti.円伎町戸時e釆以外の未知の機能を有しており、両遺伝子は同

-.*回能内で、機能的に分化しているという考えを強く支持する.更に、規『在、両遺伝子の

手取児の粗異を m臥IAレヘ'ルず解析しており、乙の結果も舎のせて報告する。

助問 (1印刷rta1<働)伽似品113:町1 α)川ifoetaHt鰯)第61回日制強要旨到6120
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3Ca13 好冷菌VibrioABE-lのイソクエン酸脱水素酵素アイソザイム E

遺伝子のクローニング(予報)

石井 睦、福永典之、佐々木昭治 (北大・珂・値物)

イソクエン酸脱水素酵素 (NADP)は、クエン酸回路の酵素群の一つで生物界に広く分

布し、その形状からモノマー型とダイマー型に大別される。細菌類では一部のものを除い

て、両者の分子量がほぼ同じであることから、モノマー型はダイマー型のサプユニットの

遺伝子重複の産物であろうとの予測があるが、詳細な解析は殆どされていない。

我々は先に、好冷薗旦区ioABE-lに、二種類のイソクエン酸脱水素酵素が存在し、

一方はモノマー型、他方はダイマー型であることを報告した。また、これら両者が免疫化

学的、およびアミノ末端アミノ酸配列により区別できることから、二つの型のイソクエン

酸脱水素酵素の起源が、遺伝子重視によらないことを示唆した。

今回、我々は VibrioABE-l棒から上記のイソクエン酸脱水素酵素アイソザイムの遺

伝子クローニングを試み、モノマー型(1 DH-lI )をコードしていると思われる DNA断片

を得、そのシークエジスから一次構造を予測した。 VibrioABE-l樟の染色体 DNAを制限

酵素 Sau3A 1で部分分解し、入DASHベクターのBaaH 1の部位に連結、アミノ末端アミ

ノ酸配列に基づいて作成したオリゴ DNAをプロープとしてスクリーニングを行ない、

4.2 kbpの Xba1 -Xho 1 断片を得た。サンガー法により、この断片をシークエンスした

ところ、 2.226塩基の読み取り枠と、その上流にリボソーム結合部位様、およびプロモー

タ一様配列を同定した。塩基配列から予測されるタンパク質は、 742個のアミノ酸を含み

分子量は 80.624で、精製酵素の分子量と一致した。既にクローニングされている大胸薗

由来のダイマー型イソクエン酸脱水素酵素とは、有意な相向性は見られなかった。データ

ーベースによる検索においても、有意な相向性を示す他のタンパク質は見出せなかった。

また、ハープロットの結果、遺伝子重複の際に生ずるような有意な繰り返し配列は発見で

きず、モノマー型とダイマー型のイクエン酸脱水素酵素は、起源を異にすることが示唆さ

れた。
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3DaOl 脱窒光合成細菌における DMSO呼吸末端還元酵素のぺリプラ

スミック空間への局在化機構

。吉田嘉宏、高井許子 2 、嶋田敬三、佐藤敏生 1 、高見伸治 2

(都立大・理・生物、 2広島大・理・植物)

脱窒光合成細菌Rhodobacter sphaeroide sf.s.d enitrifican sは嫌気呼吸として脱窒

のほか、 di皿ethylsulfoxide(DMS 0)呼吸系を有する。この呼吸の末端還元酵素である

DMSO還元静素はべリプラスミック空間に存在していること、この酵素は DMSOで誘

導され、全べリプラスミック蛋白質の 10%以上存在すること、この酵素は分子量 82iDa

のシングルポリペプチドより成り、補欠分子族としてモリブデンコファクターを 1分子含

んでいる事などを既に報告した。本実験ではこの蛋白質の局在化の機構について、主にイ

ムノプロッティング法による生細胞の前駆体、成熟体を検出する方法で行った。

DMSO還元酵素が誘導された細胞では、成熟休の 82iDaのポリペプチドの他に、前

駆休と思われる 84kDaのポリペプチドが検出された.この 84kDaのポリペプチドは、細胞質

または細胞膜に局在し、 82kDaのポリペプチドがぺリプラスムにのみ局在するのと対照的

であった。蛋白質合成を阻害した後の 84kDaのポリペプチドは時間と共に減少し、この減

少は CCCPにより抑制された。これらの結果は、これまで知られている多くの分泌蛋白

質問様、この DMSO還元酵素も、分子量が約 2000Da程のシグナル配列を持つより大きな

前駆体として細胞質中で合成され、エネルギー依存的に膜透過し、シグナル配列が切断さ

れた後、ペリプラスムに分泌される事を示した。通常の生育条件でも前駆体が細胞質、細

胞膜に存在する事から、前駆体は-!!細胞膜中にプールされてから分泌されること、およ

び膜透過が成熟体形成の律速段階となっていることが示唆された.細胞膜に結合している

前駆体ポリペプチドの大部分は細胞質側からのプロテアーゼにより消化され、細胞質側に

残っていることが示唆された。前駆体の細胞質、細胞膜の蓄積は、培地中からモリプデン

を除いた時さらに顕著であった。本酵素は補欠分子族としてモリブデンコファクターを持

つが、モリブデンコファクターのアポ酵素への挿入と膜透過は密接に共役していることが

示唆された。
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3Da02 光合成細菌 Rbodopseudo・onasviridisにおげる反応中心チト

クロムへの電子伝達

。松浦克美，甲斐章彦，畑中究，三木邦夫吋都立大・理・生物.

1阪大・工・応用精密化)

紅色光合成細菌の光化学反応中心には，多くの種で. 4つのへム cを持つチトクロム

サプユニットが強く結合している.そのうち. Rbodopseudo圃ona!.vi主主主主では，結晶解析

により立体僧造が細部まで明らかになっている.チトクロムサプユニットに含まれる 4つ

のへムは，パクテリオクロロフィル二量体に近い側から順に. c-559. c-552. 

c-556. c-554と直線的に並んでいる.この反応中心結合型チトクロムへの電子

供与体は，可溶性のチトクロム C2とされているが詳しい解衡はまだなく.特に結合型ヘム

のうちどのへムと直接反応しているかは明らかになっていない.そこで我々は，可溶性チ

トクロムから結合型チトクロムへの電子伝達の性貨を特にそのイオン強度依存性を中心に

調べ，立体構造における表面電荷の分布の検討と併せて，反応郎位を推定した.

R..-笠主且且IIの細胞から，膜標品や反応中心績合体を単.すると可溶性チトクロムが失

われており，アスコルビン酸の存在下でフラッシュ光を照射すると結合性チトクロム c-

556の酸化が観察された.そこへ，ウマミトコンドリアのチトクロム cや. !l-喧主主主且i!.

のチトクロム C2を存在させておくと.光重量化されたチトクロム c-5 5 6への可溶性チト

クロムからの電子伝達が速やかに起こった.この結果は，結合型チトクロム中の 4つのへ

ム聞の電子伝達速度が可溶性チトクロムとの反応に比べ著しく速いため，両者の直緩の反

応を必ずしも意味しない.その反応のイオン強度依存性は，イオン強度が僧加すると反応

速度が大きく低下することを示し，可溶性チトクロムと結合性チトクロムの反応が両成分

の電気的な引力に大きく依存していることを示した.ミトコンドリアチトクロム cやR..

U且且主笠の C2の反応部位周辺にはリジン残基が多く存在しプラスに荷電しているため，ぞ

れと反応する結合型チトクロムの部位はマイナスに荷電していると推定された.

Deisenboferらによって解明された立体構造を用いて，結合型チトクロムに含まれる

4つのへム近傍の表面構造を，電荷に注目して検討したところ，反応中心バクテリオクロ

ロフィル ニ量体から第 1番と，第 4番のへムはいずれも周囲の電荷がマイナスに偏ってお

り，塩湯度依存性と矛盾しない.艇の存在の彫響の結果および酸化還元電位から，艇に 1

番近いへム (c-559)のカルボキシル基側の面が反応部位であると示唆された.
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3Da03 オーストラリア海域のパクテリオクロロフィルを含む好気性

細菌の分布と佐賀 I 東海岸および西海 岸

芝恒男¥塩井祐三 2 高宮建一郎 3.C.R:Wilkinson‘.D.Sutton5

( I東大 ・海洋研メ宮崎医大・生メ九大・理・生，吋-7..トうリ7海洋研，

竹.:r.-A7..?州大)

序 :好気性光合成細菌は、その光合成活性や、色素合成に対して酵素が有効であるこ

とから、好気的環境に適応進化した細菌と考えられる。これまでに分臆された好気性光合

成細菌は Erythrobactersp. OCh 114捺を除いては光合成活性の弱い稼ばかりであったの

で、有機物濃度が低く高頻度な分布が予想されるオーストラリア海域で分磁を試みた。本

報告ではパクテリオクロロフィル (Bchl)を含んだ好気性細菌(B ch 1含有細菌:光合成活性

が確認されていないのでこう呼ぶ)の分布と若干の佐賀、 さらにはこれら細菌の生態学的

特徴について考察したので報告する。

方法:西海岸のシャーク湾およびクリフトン湖、東海岸のクリープランド師、マグネチッ

ク島、オルフェス島、プリスベーンで採集を行った。シャーク湾は塩類滋度が高く動植物

相が貧弱。クリープランドは‘シルト砂上の海草群、オルフェス島では良〈保護されたサン

ゴ群落が特徴的であった。海水海部、海輩、砂、海綿動物、サンゴを滅菌海水で破砕し

さらに段階的に希釈したのち、ペプトンを含んだ寒天平板に塗布した。時下25・Cで 10日間

格養したのち、平板上の色素コロニーを分隊し、 Bchlの存在を調べた。

結果 Bchl含有細菌は、一般に海草や海藻から多く分離され、動物からは分離されなかっ

た。 Bchl含有細菌の従属栄養細菌中の割合は、 30-20 X、 時 に は49%にもおよび、 日本近

海では多〈て数 Zでしかなかったのとは対照的であった。西海岸のシャーク湾とクリフト

ン淑では、塩分濃度がおよそ 4倍ちかく異なるにもかかわらず、 ラン蕩と石灰石の複合体

ストロマトライトからは常に Bchl含有細菌が高頻度に分巌された。東海岸ではBch 1含有細

菌が分蔵される頻度は低かったが、オルフェス島では、波砕帯の岩表面の付着蕩からは、

全従属栄養細菌の49%にもおよぶBchl含有細菌の分布が観察された。一般に Bchl含有細菌

は、強い日照下の環境に多く分布することが推察された。 Bchlの含量はOCh114椋と同程度

か、大多数はその 5分の 1以下であった。コロニー的には、 E. longusタイプのオレンジ

コロニーと、 OCh114タイプのピンクコロニーに類別された。
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制lodobactersulfidoohilus から単離された色素蛋白質複合

体の性質

土井道生・塩井祐三・ N. Gad' on1・G. Orews1 

(宮崎医大・生物. Ilnst. Biol.， Albert-Ludwigs-Univ.) 

Rhodobacter sulfidoohi lus は好気性光合成細菌として知られている Erνthrobacter

sp.OCh 114と同様に.暗ー好気的条件下で光合成色素を合成することができる.さらに従

来の光合成細菌と問機.明ー嫌気条件下で光合成的に生育できる特徴を持っている.本研

究では.光合成器官形成に対する酸素の影響を調べる目的で，明ー嫌気と暗ー好気条件下

で培養した菌体から反応中心複合体 (RC).光捕集色素複合体(B800・850.LH 11) を単離

精製し.スヘクトル的性質を明らかにした.精製された LH"は分子量 4.000-6.000の 2

本のボリベプチドからなり.パクテリオクロロフィルとカロテノイドをおよそ3:1の割合で

含んでいた.単灘された LH 11 は800-900nmと450-550nmにバクテリオクロロフィル.カ

ロテノイドによる吸収を示すが.吸収極大の位置.大きさは塩の存在， pHの違い.界面活

性剤の種類，灘度に依存して可逆的変化を示した.このような吸収極大の波長位置.大き

さの変化は色素蛋白質複合体中での色素一色素.色素ー蛋白質.蛋白質一蛋白質問の相互

作用の変化を反映していると考

えられる.精製標品よりはpour

diffusion~去により得られた結

晶は450-900nm犠で強い 1i near 

dichroismを示し.色素分子の

結晶内での規則正しい配向を示

唆した.精製された RCは他の光

合成細菌で報告されているのと

同様の吸収ス ベクトル.ボリ ベ

プチド組成を示した.以上の事

から. R. su 1 f i dooh i 1 usは酸素

存在下で従来の光合成細菌と類

似した光合成器官を形成する事

単縦された LH I Iは外部環境 :こ

依存して特徴のある吸収変化

〈蛋白質の構造変化)を示す事

が明 らかにな った.

3Da04 

明一嫌気生育細胞より単離した

LH 1I 複合体の吸収スベクトル
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3Da05 Rhodobacter sulfidoohilusの好気的色素生産と光合成活性

。塩井 祐三・土井 道生 〈宮崎医科大・生物〉

光合成績薗のバクテリオクロロフィル (Bchl)の生合成と光合成器官の形成は酸素と光

によって制御されていると考えられてきた. しかし.好気性光合成細菌の出現によって酸

素による調節は細菌によって大きく異なると考えられる.最近我々はRhodobactersulfi-

也旦且ilus では，暗一好気条件下でも高い色素合成能を有すること.さらに暗一好気埼養

細胞が光合成活性を持つことを見いだした.この細菌は好気性光合成細菌と異なり.明ー

嫌気条件下でも生育し，広範囲な環境条件に適応して生育が可能である.本講演では Eム -

sulfidophilusの暗一好気条件下でのBchlの生合成および暗培養細胞の光合成活性につい

て報告する.

[方法] R. sulfidoロhilus はグリセロールを含む有機培地で明一嫌気，暗一好気条件

下で， 28・C，24時間培養した. Bchlはアセトンーメタノール(7:2.v/v)で抽出後.分光的

に定量した.生育は650nllでの濁度またはタンパク量により測定した.

[結果と考察]R. sulfidophi lusは明ー嫌気，明一好気と暗一好気条件下で生育し，暗

ー嫌気条件下では明ー嫌気条件の10%以下であった. Bchlの生成は明.暗一好気の両条件

下でも起こり，明一嫌気条件のそれぞれ10%，74%であった.明一好気条件下で Bchlのレベ

ルが低いのは Bchlの膜への取り込みが光によって阻害されるためと考えられる. この光に

よる調節はErythrobacter sp. 114綜よりも感受性が低く強光度下でも色素の蓄積がみら

れた.明ー嫌気と暗一好気培養細胞の吸収スベクトルは 400-550nm波長範囲で異なりカ

ロチノイドの変化に伴うものである.暗一好気培養細胞あるいは膜画分ではシトクロムの

光酸化反応が見られた. さらに 12時間の暗培養細胞を用いて好気的生育に対する光の影響

を調べたところ.暗条件に比べて 35%の細胞量の増加がみられた.このことは好気的条件

下でも光照射によって呼吸と共に光エネルギー転換が起こり収量が培加したものと考えら

れる.

R. sulfidoohi lusは通性光合成細菌の生育条件に加えて好気性光合成細菌の持つ酸素

に抵抗性のある光合成能を持っている.このことは酸素や酸化還元のバランスを環境に即

応して調節でき.より広範囲な環境条件に応じて生育が可能であることを示している.
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3Da06 光合成細菌 Rhodopseudomonas阻担註工isの光捕集系

B800の複数の存在状態

嶋田敬三¥山崎 巌2、玉井尚登2、三室 守(I都立大・理

・生物、 2北大・工・合化、 3基生研)

多くの紅色光合成細菌において光捕集系のパクテリオクロロフィル (Bchl)は近赤外領

域の吸収極大から少なくとも 3種の存在状態何chl フォーム)が認められており、一般に

B800， B850， B875(または B880)と呼ばれている。我々はこれらの Bchlフォーム相互およ

び反応中心との聞の励起エネルギ一転移過程について時間分解蛍光スペクトルにより研究

を行い、 Rhodoba~ter sphaeroidesにおいては B875は単一成分ではなく長波長フォーム

B890が存在すること、同一色素蛋白 (LH2)内にある B800から B850への励起エネルギ一

転移は時間分解能 (6ps)以下で完了していること， B850から B875への励起エネルギ一

転移も大部分が 6ps以下で起ることなどを明かにした(1)。 しかしこのような性質は紅色

光合成細菌に共通なものとは限らない。 Rb.!!phaeroidesとは多少異なった性質を持つこ

とが知られている Rhodopseudomonas阻担strisについて上記のような性質を検討した.

<方法>測定は弱光下で培養した RQ.Q.邑旦主主主語生菌を用いて行い 800KHz、 パルス幅 6

ps、 800nmの色素レーザ一光を励起光とし、時間相関単一光子計数法によって行った。

<結果>励起直後にすでに蛍光極大は 890nm 付近に見られ 865nm付近に肩が観察され

た。前者は B875後者は B850からの蛍光と考えられ、 Rb.!!phaeroides同様大部分の励

起エネルギーが 6ps以下で B800から B850を経て B875へ転移したことを示している。

また 890nm付近の極大は 100ps以内に 895nm 付近へシフトし B875より長波長に成

分があることを示している。注目すべきは也. sphaeroidesでは全く認められなかった

830 nm付近の蛍光が観測されることである。スペクトル解析の結果、各時間の蛍光スペク

トルは 833，865， 892， 914 nmにそれぞれ極大を持つ 4つの成分からなることが示された。

F914は上記の長波長フォームと考えられるが、 F833は B800からの蛍光とは考えられず

820 nm 付近に吸収を持つ Bchlからの蛍光と考えられる.すなわち、 RQ・自民主主主isには

B875 との相互作用が弱い少量の B800-820複合体が存在することを示唆し、 この菌の LH2 

のポリペプチド組成が位. sphaeroides程単純でないこと (2，3)との関連が注目される。

(1)Shimada et al. (1989) BBA 975，72-79 (2)Hayashi et al.(1982) J. Biochem. 92， 

1805-1811 (3) Tadros & Waterkamp (1989) EHBO J. 8， 1303-1308 
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3Da07 緑色光合成細菌のクロロソームにおける色素間相互作用の可逆

的破織とエネルギー転移

。松浦克美. J. M. Olson1 (都立大・理・生物. 10dense Univ.) 

緑色礎貧光合成細菌と緑色糸状性光合成細菌の主要な光捕集性色素であるバクテリオ

クロロフィル c(BCh 1 c)は，艇の細胞質側に付着した長細い袋状の機造体であるクロロ

ソーム中に存在している. BChl cは，他の多くの光合成色素と遭って，蛋白質に結合して

存在しているのではなく，色素同土が相互作用して纏能的な高次構造をとっているとする

考え方が最近有力になってきている. BChl cに吸収された光エネルギーは，クロロソーム

中にわずかに存在する BChlaを経由して腹中の BChlaに転移され，反応中心での光化学反

応に利用される.我々は，クロロソーム中におげる色素の高次縞遣と機能の関係を明らか

にしてい〈ために. BChl c聞の相E作用を破織すると示唆されていたヘキサノールの，ク

ロロソームの吸収スペクトルと蛍光スペクトルに対する彫曹を調べた.

緑色硫黄細菌Chlorobiu註旦主主旦gおよび緑色糸核使細菌ChloroflelUSaurantiacus 

から単厳したクロロソームを 1ーヘキサノールで飽和した水溶液(6 O.Mヘキサノール)

に懸渇すると. BChl cの 75 0 n.( 7 4 0 n.)にピークを持つ近赤外吸光裕が 67 0 n.にピ

ークを持つ吸光帯に完全に変換された.この変換は. BCbl cの有償溶娘溶液で明らかにさ

れている集合体から単量体への変換に対応し，隣援する BCHlc分子聞の配位結合をヘキサ

ノールの厳禁原子がBChlcのM，2・に配位して破織することによって引き起こされると推定

された.このような状態のクロロソームで BCblcを光励起すると紋出される蛍光は. BCbl 

aからが主体で BChlcからは少なく. 100%ヘキサノールでクロロソームから鋪出した色素

とは吸収スペクトルが似ているにもかかわらず対照的であった.ヘキサノール処理で単量

体型 BChlcの吸収スベクトルを示すクロロソームを. 2倍以上にゆっ〈り希釈しヘキサノ

ール温度を下げると，もとの集合体型の吸収スペクトルにほぼ完全に戻った.また，蛍光

スベクトルからも色素開高次構造の完全な回復が確認された.

これらの結果は，クロロソーム中の BChlcの吸収スペクトルが有機溶媒中に比べ 70 

--80 n・長波長側へシフトしている原因がタンパクとの結合ではな〈クロモフォア聞の相

互作用によること，そのような相互作用なしでも何らかの高次構造を維持し BChlaへのエ

ネルギ一転移が可能かっ可逆的に正常なクロロソームに戻れる状態であることを示す.
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3Da08 渦鞭毛獲 Protogonyaulax 鍾血盟監is色素蛋自に結合した
ベリジニンのラマン分光

栗本宣孝、橋本秀樹、小山泰、山野由美子1、伊藤允好¥
緒方武比古2、三 室 守3 (関西学院大・理、 1神戸女子薬大、

2;ft里大・水産、 3基生研〉

ベリジニンは、渦鞭毛藻類 (dinoflagellate)に特徴的に含まれるカロチノイドで、海中での効率的な
光エ主ルギー捕獲とクロロフィルへのエネルギー伝達を担っていると考えられている。ベリジニンからク
ロロフィルへのエネルギー伝達は、光捕穫色素蛋白複合体 (Peridinin-Chlorophylla-Protein，以下PC
Pと略す)の蛍光励起スベクトルの観測により高い効率で行われることが示されているれ引れが、光合成
系でベ IJジニンのエネルギー鋪穫・伝達僚能の発現に密機に関与すると考えられる分子情造についての鰻

告はほとんどない。今回、 PCPtこ結合したベリジニンの締造上の特徴を、共鳴ラマン分光法を用いて明
らかにすることを試みた。

P C P (，t、 Haxoらの方法1>引でProtogonyaulax 担阻些監isより調製し、 100mMのリン酸カリウム
緩衝液 (pH7.0)に懸濁した.このPCPおよび、ベリジニン(メタノール溶液〉のラマンスベクトルの測
定には、 Nd:Y AGレーザーの532n聞の光をフ.ローフa光として用いた。図 1にフリーなベリジニンと PC
Pのラマンスベクトル〈常温)を示した.国2tこベリジニンの異性体である全トランス体 (11'Z体)およ
び11'ーシス休 (II'E体〉の1300・IIOOcm-'領峻のラマンスベクトル〈液体重置棄温度〉を示した。この領域
では異性体の惨造を敏感に反映するC-c伸縮振動に関係したラマン線が現れるo PCPに結合したベリジニ

ンのスベクトルパターンは、 11'-シス体ではなく全|型 I~ I I F句2 lo 
トランス体のそれに似ているので、PCPに結合し，-型 ， ， 1--... 11 1 101-出血n-日
たベリジニンは全トランス休であると結論できる. 同盟 11 I I (1fz1l¥ ~ 
これは、 「光補穫色素蛋白綾合体に結合したカロテ
ノイドは全トランス体である』という従来の知見に
一致している.

図 1においてフリーなベリジニンの1741cm-1と
PCP の175Ocm-'のラマン線は、ベリジニンの不飽
和r-ラクトン矯造のか例申繍娠動に、一方フリーな
ベリジニンの1614clI-1とPCPの1617clft-1のラマン
線はそのかC伸縮振動に帰属される.これらのフリー|旦E
な状態と、蛋白に結合した状態でのラマン線の違い
の原因として以下の可能性が考えられる.①ベリジ
ニンをメタノール溶媒中で測定したために、ベリジ
ニンとメタノール聞で水素結合が形成されて低波数
シフトした。②蛋白に結合した状態で、 r-ラクトン
環の酸素原子の不対電子がアミノ酸残基に引っ張ら
れて高波数シフトした。現花、①の原因に関連して __ 1300 1100 

19∞"--~__ -........_ _..1 1YY'1 ._--
i容線効果を検討中である。 同 man副 ftItrn' ・山 Romon Shift 100' 
1) F. T. Haxo. J. H. Kyc ia， G. F. 5omers， A. sennet and H.W. 5 i egel man， Plant Physi 0 1. 57 (1976) 

297-303. 
2) 8.B. Prezel in and F.T. Haxo， Planta. 12B (1976) 133-141. 
3) P.5. 50n哩， P. Koka， B. Prezel in and F.T. Haxo， Biochemistry 15 (1976) 4422・4427.
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3Da09 ピコ秒過渡ラマン分光法によるホウレン草クロロプラスト結合カロテ
ノイドのSI(21 Ag-)状態の研究

。橋本秀樹・小山泰 〈関西学院大・理〉

集光性色素蛋白複合体に結合したカロテノイドは、光エネルギーの織穫及び伝達の機能を担っている。
カロテノイドからクロロフィルへの効率の良いエネルギー伝達には、カロテノイドの光学的禁制な 21Ag

→ 1 Ag- 遷移が関与していることが示唆されている [1]0 溶液中のフリーなカロテノイドの最低励起一重
項 (SI)状態が 21Ag-状態であることは、 Thrashら [2]が全トランス β・カロテンのラマン励起プロフ
イールを測定することにより最初に示唆した。 著者ら [3]は、全トランス及び 15・シス異性体から生成
する SI状態に由来する、 1Ag- 状態との振電相互作用により高波数シフトした、 'C=C'伸縮振動のラマン
線の検出に初めて成功し、 SI状態が 21Ag 状態であることの2番目の証拠を与えた. その後、野口ら
[4]は全トランス体から生成したSI状態の 1却0・1100cm-1領域のラマンスベクトルを報告し、つづい
て、著者ら [5]は振電相互作用していない、もう一つの 'C=C'伸縮振動のラマン線が 1530CII1-1に現れ

ることを報告した。 今回我々は、実際に光合成膜〈ホウレン草のクロロプラスト〉に結合したカロテノイ
ドのSI状態のラマンスベクトルの測定に成功したので報告する [6]0

図1にホウレン草クロロプラストに結合したカロテノイドのSI及びT1状態のラマンスベクトルを示
した。 溶液中でのフリーなルテイン、 β・カロテン、及び葉部より抽出したカロテノイドの混合物のSI及
びT1状態のスベクトルとの比較より、以下に示す事柄が結論された. ① 1498及び 1127c鋼ー1のラマン
線は、三重項 (Td励起種区帰属された. ただし、 12∞-1130 c聞ー1の領域に現れ、カロテノイドの
T1種を識別するためのキーバンドがSI種区由来する一連のラマン線によりマスクされているため、得ら
れたラマン線が、どのカロテノイドに由来するか特定することはできなかった. ② 1753及び 1527
cm-1のラマン線と 1250・1190c欄-1に現れる一連のラマン線は全

トランスβ・カロテンから生成する SI種に帰属された.
1753 c欄ー1に現れる 'C=C'伸縮振動のラマン線の存在は、 (i)

観測されたカロテノイドのSI状態が21Ag- 状態であること、及び |互土呈.1 

(i i)このラマン線がフリーなものより 40cm-1 低波数シフトしてい
ることから、カロテノイドがアボ蛋自に結合することにより娠電相互
作用が弱まることが示唆された。

[1] R.J. Thrash et al.， Phot舵 hem.Photobiol. 29 (1979) 1049. 
[2] R.J. Thrash et al.， J. Chem. Phys. 67 (1977) 5930. 
[3] H. Hashimoto and Y. Koyama， C陪m.Phys. Lett. 154 (19回)

321. 
[4] T. Noguchi et al.， Pho加chelll.Photobiol.回(19朗)603. 
[5] H. Hashimoto and Y. Ko抑制， C恥欄. Phys. Lett. 163 (1989) 

251. 
[6] H.. Hashimoto and Y. Ko抑制， Bioche欄. Biophys. Acta (1倒的

In press. 
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3Dal0 光合成バクテリア胎.b.s凶eroides2.4.1のクロマトフォアに結合した
カロテノイドの 21~-状織のラマン分光

0九鬼灘隆，橋本秀樹，小山泰(関西学院大・理)

【序}カロテノイドは光合成初期過程において光エネルギー州機・伝途および散逸の機能を担っている.前者に
おいてパクテリオクロロフィルJ、、エネルギーを伝途する際にカロテノイド伏場低蹴ト重項 (SI)状態カ滑も本卸特
役割を演じる.有機溶媒中のフリーなIJロテノイドに関しては，光学駅前容遷移であるIBu+状態ではなく，光学的に禁
制な 21~-状懸が SI状態であることがラマン分光により確証されてきた [1. 幻.しかし，光合成践に結合したカロテ
ノイドについては SI状態がどちらの状蛾である糾羽蝿EされてL吐い.そこで演者らは，橋本・小山のクロロプラス
トに結合したカロテノイドの 21んー状態のラマン分光白]に続き，光合成バクテリア mlb.sPheroides 2.4.1のクロマ
トフォアに結合したカロテノイドについても 21~-状態のラマン線を検出したので報告する [4J.

【実験】蜘.s訪問roides2.4.1のクロマトフォア崎臨ラマン潰健. 益b.
E血笠盛金星 2.4.1の薗休を飽音波破砕し，遺心・飽遠心分慢により得たクロマトフォ
ア分画(20000-144000x g)を50酬ショ紙切副リン酸カリウム揖衝液細=7.5)に懸濁 I(a) 
して測定に用いた.ピコ秒 YN3レーザーのSHG(532na.パルス幡 10句s.ML-76順Iz.
QS-800Hz)を用い，高光子密度(50耐)・低光子密度 (5aW)でのクロマトフォア中のカ
ロテノイドのラマンスペクトルを滅定し，差スペクトルを取った.

スフエロイデンおよびスフエロイデノンの過渡ラマン測定.薗体より官置でカロ
テノイドを抽出し，織化後，中圧および高圧クロマトグラフィーで各々のカロテノイ
ドを精製した SI状懲の測定には 6x10-.Mスフエロイデンのnーヘキサン溶液を用い
た.クロマトフォアと同様にピコ秒パルス YN:iレーザーの盟Gを用い，高光子密度
(50.的と低光子密度 (2.511'紛で測定したスベクトルの差を取った. TI状織の測定に
は 3x10-3Mアントラセンと 3x10・SMスフエロイデンを含むn-'¥キサン溶液，または
ちx10-3Mアントラセンと 3xlO-SMスフェロイデノンを含む1HF溶液を用いた.ポンプ
光としてN2レーザーの337na(5.J/pu!se.パルス幅 9ns)の光，フ・ロープ光としてNd
:Y必レーザーの釧G(2・J/pu!se.J'tlレス幅<20ns)光を用い.10Hzで発娠させ，遅延時
聞を1.8μsとして測定した.

【結果】図1にクロマトフォアに結合したおよびフリーなカロテノイドの園施獄
般のラマンスペクトルを示す.クロマトフォアにおけるカロテノイド次岨成(スフエ
ロイデン:スフエロイデノン=ラ:1)と.SIおよびTI状態での共鳴条件により，
クロマトフォア同音合したカロテノイドの周施討制勝ラマン線はスフエロイデンの
SIおよびTI状懸に帰属することが出来る.図1の(a)での1507.1262. 1151c.-1の
ラマン織はれ状態に起因するもので，フリーなとき (c)との波数の逮川ま h状態
での構造がアポ蛋自に結合することにより歪を受けていることを示している.(a)の
1766c圃-1 (b)の1817c.-1のラマン績は. 21~-状態の，基底状態(I~-) と按電相互
作用したc=c僻輔鰯鋤に帰属される.つまり，クロマトフォアに結合したカロテノ
イドの1766c圃-1のラマン樹立，①クロマトフォア同音合することによりt町状態のエ
ネルギーカ吋配下しても ， 依然として 21~-状懲が SI状慣であること，②クロマトフ
ォアに結合すると波数カち1c園自1(1817c.→→1766c.-I)も低波数シフトすることから振
電相互作用カ明くなっていること，を意味している.
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