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トランスジェエック・アラピドプシスにおける

ダイズ種子貯蔵蛋白質遺伝子発現の変異練を用いた解析

。内藤哲、後叢弘爾、被図鑑美、書林浩昭、寧茅野充男ア

米国好文 (東大・遺伝子実験施政、寧農学部)

ダイズの 75種子貯蔵蛋白貨の 9・サプユニット遺伝子はメチオニンによりその発現

が抑えられるが、 α サプユニット遺伝子は変化しない(前習慣題参照).この現象に対し

て遺伝学的アプローチを試みるため、細胞内の遊園EメチオエンiJt書留加したアラピドプシ
ス変異繰の分障を行なった.メチオニンのアナログであるヱチオニンは細胞に取り込ま

れると毒性を示す.突然変異務起処理を絡した 112種子をエチオニン存在下で発芽させ、
エチオニン耐性変異株を数株分隊した.得られた変異は野生型に対して優性であり、栄

釜成長期のロゼット業は野生型繰の数十僚の遊磁メチオニンを含んでいた.一方、結実

剣ではロゼット業の遊建メチオニンは少なく、茎頂部:&び果実に集積していた.

s -反ぴ αヘ遺伝子プロモーターと fJ-グルクロニダーゼ(GU5)僧遭遺伝子との融合
遺伝子(Pβ ・GU5、Pα，-G U 5と略記)を持ったトランスジェニック・アラピドプシスと変
異練との1"1種子で GU5の発現を調ぺた.ヱチオニン耐性変異練{♀}とPfJ-GU5練(念}と
の1"1種子では対照1"1種子に比べて GU5活性がおよそ 1110に抑えられていたのに対して、

Pα ， -GU 5株{念}との1"1では有意な差はZ認められなかった.一方、峰雄を逆にした受鍵
ではいずれの場合も有意な差は見られなかった.これらの結果より母体から転流したメ

チオエンが β・遺伝子の転写を仰えると考えられる.本研究で得られたエチオニン耐性ア

ラピドプシス変異練は 9・遺伝子の発現制御のみならず、 アミノ織の生合成やその転流に

対しても遺伝学的解析をするのに有用であると考えられる.

lpC19 

過性好アルカリ怜細簡の空豆豆型チトクロム玉三酸化静素と

生育 p Hで変動するチトクロム立との反応性

湯本 勲.福森義宏.山中健生(東工大・生命理工)

通性好アルカリ性細菌 E主主ill旦!YN-2000;からは、 1分子中にヘムゑ.ヘム三.プ

ロトへム各 l分子を有するがチトクロム主主 s 成分を含まない呈co型チトクロム♀駿

化静素が得られている 1) 一方、この細菌には 2種頬の♀型チトクロム{チトク

ロム c-55 2とチトクロム c-553) が存在し、とれらの債は、この細菌を pH 10で熔

養したときに pH8で熔養したときと比較して非常に多くなる. チトクロム三 -553

の分子園置は 10.500、等電点は 3.9. pH6-8における中点酸化還元電位は +0.087Vであ

る.このチトクロムは呈co型チトクロム三酸化酵素と反応し、その反応はポリー L-

リジンの存在により非常に促進される. これに対して、チトクロム ε-552にはと

のチトクロム三酸化静素と反応しない. 従って、 E豆♀i上L旦!YN-2000の呈豆旦型チト

クロム玉三酸化静素への直接の電子供与体はチトクロム♀ -553であると恩われる.

このチトクロム三酸化隊素は‘ウマのチトクロム♀ (等電点 10.5.中点酸化還元電

位 +0.255V)とも速やかに反応する!!豆三ill旦!YN-2000の生育 pHが高いときにチト

クロム c-553の量が非常に増大するととは、電子伝達を活発にしてアルカリ牲にお

lpDOl 

ける ATPの合成のための膜電位を形成するのに必要であろう.

l)Qureshi， M. H.. Yumoto. 1.. Fujiwara. T.. Fukumori， Y. & Yamanaka. T. 

(1990) J. Biochem. 日1. 480-485 
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lpD02 非光合成組臓におげる電子伝達系 ( 3 ) 組織特異的

FNRの免疫学的研究

みヶ崎進、近線湾、和田敏四郎 (金沢大・現・生物)

ダイコン及びホウレンソウの棋から精製されたフェレドキシンー NA D P +還
元酵素 (R-FNR)はそれらの業に存在する L-FNRとは明らかに異なる分子

穏であった。

ダイコンの R-FNR及び L-FNRに対する抗体(それぞれR-FNR抗体

及び L-FNR抗体)を作製した。 R-FNR抗体は R-FNRの活性を特異的に

阻害した。 L-FNR抗体は L-FNRの活性を特異的に阻害した、また過剰量の

L-FNR抗体は R-FNRの活性を 10%阻害した。

ダイコンの R-FNRと L-FNRをウエスタンプロット解析したところ R-

FNR抗体及び L-FNR抗体はそれぞれR-FNR及び L-FNRとよく反応し

た。更にダイコン、エンドウ、ダイズ及びトウモロコシの根と葉の組抽出液、ゼニ

ゴケの培養細胞及びスピルリナの粗抽出液をウエスタンプロット解析した.

被子植物において、線にはR-FNRが、葉には L-FNRがそれぞれ存在し

た。また、ゼニゴケにも R-FNR抗体と反応する分子種及び L-FNR抗体と反

応する分子種が確認された。

黄化した植物体における FNR分子種のウエスタンプロット解析の結果を報告

する。

lpD03 ダイコン・ 7.T. t，.ドキシンの複数成分について

。西村まゆみ (キシダ化学・研究課}

長井 潔.先浜 I宮子.車両 勝光 (神戸大 理-生物)

ダイコン幼縞物から既報(1 )により潤 Fdを州日iし.疎水性及びイオン交!喚 HP

LC分析を行ったところ、疎水性 IIP I. Cでは疎水性の低い順に Fdl~FdJVの 4 成分が見

出された e この 4成分はイオン交換 HPLr.では 2成分ずつ 2つのピークに分かれて溶

出した(前にドd111・1V、後ろに FdI .11) • Fd-lIl を除く各成分は植物型 Fd特有

の吸収スペクトルを示し、 NADPIl-チトクロム C 還元系において電子伝達活性を示す

ことを確認した. 4成分の存在量比は生育段階により変動し、成熟植物においてお

官による絡遣が認められた(下表) .以上により Fd 1へ 1Vは分子種の異なる 4つの

Fdと考えられ、トウモロコシ幼植物での観察(2 )を裏付ける結果となった。

(1) Sakihama， N. 晶 Shin， M. (1987) Arch. siochem. Biophys. 256. 430-433. 

(2) Kimata. Y. & Ilase. 1. (1989) Plant Physiol. 89. 1193-1197 

発 牙 f愛 成 事免 植 物
2日 4日 7日 12日 葉 m.地上部 線 ・地下部

Fd ) ( " ) 1. 32.6 32.8 ち2.9 ち2.6 弓9.9 6.7 2.6 
11 54.5 31.9 38.7 弓7.0 35.3 48.9 70.7 
1 J 1 12.9 21. 2 。 。 。 35.5 24.9 
1 V 。 14. 1 8.4 10.4 4.8 8.9 1.8 
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lpD04 イネグルタチオン逓元静素アイソザイムのm製
。森IIJ貫入、丑丸敏史、柴坂三領夫!辻 笑夫

(京都大・理・鏑生研、'岡山大・資生研)

flt々 はイネ水中芽生えの酸素適応過終においてスーパーオキシFジスムターゼ (S0 D)アイソ
ザイムのそれぞれが異なった費的変動を示すととを認めたので、同僚のととがグルタチオン還元骨警

察 (GR)でもみられるかどうかを調べる目的で、銑休を作成するためGRの精製を試みた.

GRの精製』ζ関しては、いままで米ぬかからは 2種類以上のアイソザイムの存在は報告されてい

ないが() )、ホウレンソウ豪からはIonoQカラムにより 2種のアイソザイムが分障され、ぞれらは

2・， 5・-ADPSepbaroselζ特異的に吸務すると報告されている(2) .今回、我々は米ぬかからADP

SepbaroselC吸着および非吸着の2つの活性画分を得たので報告する.

米ぬか粗嫡出績を硫安分画(30-90"飽和硫安)後、 DEAE-Sepbarose (0司 500・IKC 1)、 Phe町)-
Sepbarose (33ル0"飽相続安)、ハイ Fロキシアパタイト (5-60・Mリン酸緩衝液}によるカラム
クロマトグラフィーを行った.ζの後に、 ADPSepbaroseカラムに通すと、吸着しなかった両分に

もGR活性が見られたので、 ζれをMatrexRed A (0軸)M KC 1)で分蘭すると、さらに2つのピー

クに分継された.ζれら 2つの両分と、 ADPSepbarose吸着後溶出 (0.)-)0・MNADP， )0011 KCI) 
させた画分は、さらにHiLoadQ Sepbaroseおよび HiLoadPbeny¥ Sepbaroseを用いたHPLCによ

って続製中である.

(1) lda aad Morita (1911) .A!.L .B.且L旦旦旦 35:1512-1549
( 2 )問中ら(1990) 日本積物生理学会1990年度年会講演要旨集 p. 221 

lpD05 イネ・アスコルビン椴ベルオキシダーゼ・アイソザイムの締製

丑丸敏史・ ~J、111鍵 1 集板三微長・浅間洛三.辻英夫

(京大・理・植生研、l..体工食研、S聞大・資生研)

一つ前の..演褒旨4ζ述べたのと阿じ目的で.アスコルビン償ベルオキシダーゼ (APX)の繍製を以み

た.

3匹の耳障では.APXは2組のアイソザイムが存在し..縁体局在のもの (APXII)は分子M34k

DaのIi自賛であるζとが知られているが (Chen and Asada. Plant Cell P 

hys I 0 l. 30: 937-998. 1989).細胞質局在のもの (APXI)はまだ同定されてい

なかった.今回..ft与はイネ録集からAPXIをm製する ζとができたので報告する.
.~n. 米ぬかより繍製を鼠みたが、 活性がほとんど検出できなかったので.イネ録耳障よりm製をfj っ

た.磁1i分画 (30-90% 飽和}後. Phenyl SepharoseCL-4B(33-0% 

飽組硫安).DEAE-Sepharose CL ・6B(0-300mM KCI)により分画した.

DEAE-Sepharoseの段階で、 APXIとIHζ分織できた.APX Iはさらに.日 i L o.a 

d Q Sepharosc lIPをmいたlIPLCにかけた後， native PAGEで綿製を津め
た結果， .SDS-PAGEで噂ーのパンl'(26kDa)として得られた.APX I 1に関しても， Il I 

Load Q Sepharose HP， HILoad Phenyl Sepharose IIP， 

native PAGE等により籾製中である.

n
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lpD06 チャ薬アスコルピン酸ペルオキシダーゼアイソザイムの

精製と性質の比綬

・尼子 克己、 浅間 治二 〈京大・食研)

アスコルピン椴 (AsA)を特異的な電子供与体とするアスコルピン敵ベルオキシ

ダーゼ (APX)は、葉緑体での H20 2消去に関与している。 APXは葉ではペルオキシダー

ゼ活性の大部分を占めるが、 HRPに代表される他の植物ベルオキシダーゼよりも極

めて不安定なために、その分子的性質が明らかになっている例は少ない。すでにチ

ャの禁から葉緑体に局在する APXが単隊されている (Chenand Asada. Plant Cell 

Physiol.. 987-998. 1989)が、今回はその精製の高収率化、およびサイトソル存在

型のアイソザイムの単般を試みた。

精製は硫安分画の後、疎水、ゲルろ過、イオン交換、ハイドロキシアパタイト

の各クロマトグラフィーをこの順で行った。イオン交検の時点で、分別定量法{前

年会発表}によりサイトソル型アイソザイムと判定される活性を、低イオン強度の

フラクションに隣接した 2本と、高イオン濃度のフラクションにプロードな 1;本のピ

ークとして得た。このことは APXに少なくとも 3つのサイトソル型アイソザイムが

存在することを示唆している。現在これらの単雌を行っている。また葉緑体型アイ

ソザイムについては、精製過程を高速化することによって収率を 5-6倍に上げるこ

とに成功したのでこれについても述べる。

lpD07 らん豊臣ベルオキシダーゼの性質

。三宅親弘 浅田浩二 〈京大食研)

光合成生物では、 C02固定に使われなかった過剰な光エネルギーは、酸素のー電子

還元へとリークし、その結果、生体畿である 02.H202が生成する。この光生成する

H202は、アスコルピン陵 (AsA)ベルオキシダーゼ(A P X) により消去される。高等繍

物と異なり、らん君臨の APXの酵素的性質はこれまで研究されていない。本研究では、

s ynechocyst i s 6803 の APX活性の性質を調べた。
方法〉対数櫓殖期後期まで生育させたらん穣を他出液(50 圃MK-P buffer. pH7. O. 

1圃MAsA. 0.1・MEDTA. 201 sorbltol)中で破砕し、組抽出波を得た。この溶液を
Sephadex G-25カラムへ通し、タンパク賞画分と低分子園分に分け、それぞれにつ

いてベルオキシダーゼ活性を調べた。

結果)タンパク質薗分で、アスコルピン酸、 NADHを基貨とするベルオキダーゼ活性

が検出され、このベルオキシダーゼ活性は、 O.4 聞M KCNにより阻害された。また、

この APXは、 AsAがない条件下では速やかに失活する不安定な醇素である。 現在、

APX精製条件を検討中である。 GSH. Cyt Cを基質とした場合、ベルオキシダーゼ

活性は検出されなかった。また、低分子園分にもアスコルビン酸を基質とするベル

オキシダーゼ活性が存在することを見いだした。
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lpD08 ソラマメfJでのDOPA代謝に対する過般化水素と光の影響

高浜手i"JI夫.I鬼木F年幸 (九州術大・生物、 1化字)

ソラマメの葉肉細胞ではペルオキシダーゼと3.4-dihydroxyphenylalanine(閲PA)が液胞内に存在する。

また、厳離した液胞に過酸化水素を加えると、 DOPAが敵化され、 その酸化はKCNで抑制される。これらの結

果は閃PAが液胞内で過費量化水素の代謝に関与し得ることを示唆している。しかし、液胞には現在までのとこ

ろ過般化水素形成反応が知られていないので、細胞内の液胞以外の部位で形成された過酸化水素が細胞内で

の問問機化に関与している可能性がある。細胞を用いてDOPAのようなフェノール性化合物の階化を追跡して

いく場合、これらの物質のペルオキシダゼ による階化以外に、フェノ ールオキシダゼによる酸化の可

能性もあるので、この両者の酸化反応を区別する必要がある。そこで、フェノ ールオキシダーゼの特異的阻

害1初であるトロポロンの凶PA酸化に対する効果をいくつかの条件下で調ペた。

ソラマメ葉無細胞抽出液にDOPAのみを加えた場合、 DOPAの酸化が見られた。この般化はトロポロンで完

全に抑制された。過酸化水素存在下でのソラマメ葉抽出液によるDOPAの酸化はトロポロンによって約 20% 
促進された.セイヨウワサビペルオキシダ Fゼによる過酸化水素存在下でのDOPAの酸化もトロポロンで促進

された。これらの結果から閃PAの酸化にペルオキシダ ゼが関与する場合、トロポロンはその酸化反応を促

進できることを示している。そごで、ソラマメ葉を光照射した場合、 DOPAレベルの変動に対するトロポロン

の影響を調べた。メチルピオロ ゲンの存否と無関係に、トロポロンはDOPAの光酸化を促進した。過酸化水

素による閃PA敵化も卜ロポロンで促進された。準離した葉肉細胞での光によるDOPA酸化もトロポロンで促進

された。これらの結果はソラマメ葉あるいは葉肉細胞での叩PAの酸化にペルオキシダーゼが関与しているこ

とと同時に葉緑休で発生した過酸化水素が液胞に拡散していくことができることを示唆している。

lpD10 
大腸菌グルタチオンレダクターゼ遺伝子を導入したタバ

コの活性酸素ストレス耐性

宵野光子，久保明弘，佐治 光，名取俊樹，田中 浄，

近藤矩朗 (国立環境研)

オゾンなどの大気汚染ガスや除草剤パラコートによる植物の傷害には、活性酸

素が関与すると考えられている.一方グルタチオンレダクターゼ(G R )は、 NA

DPHの還元カを利用して酸化型グルタチオンを還元型に変える反応を触媒する醇

素であり、活性酸素ストレス耐牲に霊要望な役割を果たしていると考えられる.その

遺伝子を植物に導入して細胞内の GR活性を変えることにより、これらのストレス

に対する植物の耐性が変化することが期待される.植物の GR遺伝子はまだ単舷さ

れていないので、大腸菌 GR遺伝子を入手しタパコ(S R 1 )に導入した.これら

の形質転換体と子孫において、大腸菌 GRの存在と、 GR活性が対照に比べて明ら

かに高いことが確認された.植物の GRは主に葉緑体内に存在するが、葉緑体外の

存在も示唆されている.本実験では、大腸菌 GRは葉緑体ではなく細脂質基質に存

在すると思われる.形質転換体と対照{ベクターのみを導入したもの}をオゾン暴

露したところ、両者聞の可視傷害の程度及び光合成活性には、有意な差は認められ

なかった一方これらの業片のパラコート処理の結果、形質転換体の可視傷害の程

度が対照よりも低いことがわかった.従って、大腸菌 GRが植物の細胞質基質内で、

パラコートによって生じた活性酸素の解毒に際し有効に働いていると考えられる.
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lpDll キュウリ幼首リポキシゲナーゼの生長と関連した消長

松井健二、入江真理、梶原忠彦、畑中顕和 (山口大・

農・..化)

リポキシゲナーゼ (LOX)は高度不飽和脂肪般に酸素添加する酵素であるが、植物

での生理的役割は来解明である.本E事繁は植物の殆ど全ての組織に存在しているが、

ダイズ、 スイカ、 イネ、更にキュウリ等多くの種子積物では特に発芽数日後の幼苗

において一時的に強〈務導される。我々は幼苗におげる本酵素の機能を解明するた

めに、 キュウリを材料にその誘導・分解機備を明らかにすることを試みた.

キュウリ種子を 14 hrPJl10 hr暗下 25Cで発芽させると子葉、O!柏、椴の各器官で

LOX 活性は縁導され、発主f6日目をどークにその後急速に減少した.暗所で成長さ

せた子葉でも LOXはほぼ同時期に強〈誘導されたがその後の急速な活性減少はみら

れなかった.乾燥種子の段階で目玉軸を切除したものも問機に強〈誘導されるが、 そ

の後の活性減少はみられなかった。このことは子葉 LOXが上程軸成長に付随したシ

グナルによって合成から分解へと転じることを示峻する。また、発芽 6日目の幼箇

を更に細か-<分けると陸"では子葉に近い方が、 また線では先端に近い方が活性が

高〈、 LOXは細胞分裂、伸長の盛んな細胞に多〈発現していることが示唆された.

一方、視 LOX は抗子葉 LOX抗体と交差反応したが、 至適pH'等の性質が異なっていた

ため器官特異的なアイソザイムであると考えられた.

lpD12 
クラミドモナスのArylsulfatase生合成の調節要因

。佐々木孝行. (¥岩普I¥l. R. K. Togasak i I (新潟大・理
・生物インディアナ大・生物)

単細胞練習Eは様々な環境ストレスに適応する能力を有する。低cO2条件に対ーする
carbonic anhydrase(CA)、無機リン酸塩の欠乏に対する phosphataseおよび無機硫
酸溜の欠乏に対する arylsulfatase(AS)の合成などはその例であり、これらはいづ
れも細胞外に局在して環境中の欠乏要因の不足を補う。本研究では、 so.=欠乏条件
における、 arylsulfataseの誘導の調節要因やその機構についての解析を試み、以
下の結 果 を得た 。
(1) 数績の Chlorellaや Senedesmusにおいては、 soぺ=欠乏による細胞外ASの誘導は
み られず、 Chlamydomonasreihardtiiにおいてのみ、その酵素活性の誘通事がみら
れた.
(2) 酢酸無添加培地でso.=欠乏条件にした場合、 ASの誘導には光照射が不可欠であ
り、それは DCMU添加で阻害された。 一方、酢酸添加熔地では暗中でも酵素誘導が
みられた。
(3) High-C02-requiring mutantである cia-3(細胞内CAを欠き、細胞外CAと無機炭
素濃縮機繕を有する)およびcia-5 (細胞内CAのみを有し 、細胞外CAと無機炭素
濃縮機構を欠 く)では、低 (O.03%)C02条件ではAS誘導はみられず、高 (3%)C02の
供給が必要であった。
これらの結果は、 ASの誘導には光合成もしくは従属的なエネルギーおよび物質
の供給が必要であるが、光シグナルは不必要であることを示している。
但) 高cO2供給下およびso.=欠乏条件下で 6時間ASを誘導させた後、低cO2条件下に
移したところ、 so.=欠乏条件下であるにもかかわらずASの誘導は抑制されCAの誘
導が開始した。これは低cO2とso.=欠乏の両条件が同時に与えられた場合は、ASよ
りも CAの合成を優先することを示している。
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lpD13 クラミドモナスカーボニックアンヒドラーゼの構造解析

石田きらみ、福湾秀畿、宮地重逮 1、武蔵尚志(J巨大、

応微研、 I ~来・海洋バイオテクノロジー研)

Cl!la.ydo.onas細胞表周カーボニックアンヒドラーゼは、大サプユニ、y ト(L8)、

小サプユニット(88)各 2倒から構成される糖蛋白質である.生合成過程の解析及

び cDNA、ゲノム DNAの温差配列から、 CA蛋白質は U~ の・ RNA によってコードされてお

り、 L8と88が結合した前駆体として合成され、 N末嫡側のシグナルペプチドの切断、

精鎖の付加及び L8と88聞のいくつかのアミノ酸残基の切断除去を受げた後、細胞外

に分泌されると考えられている.しかしながら、 LLと88聞のどの郎分が切断除去さ

れるのか、又、糖鎖結合アスパラギン残基、サプユニット聞を架橋するジスルフィ

ド結合の位置は不明であった。

主として、アミノ酸配列決定及びアミノ酸組成分析による解析の結果、 L8内の鰭

鎖結合コンセンサス配列中の 3つのアスパラギン残.はいずれも糖修飾を受げてい

る事、前駆体の LLと88の聞からは、 35アミノ駿残基が切断除去される事を明らかに

した。叉、 LS問(または L8内)、 L8と88聞を架橋するジスルフィド結合形成システ

イン残基を同定した.

lpD14 
大豆の 重金属結合タンパク質の精製と性質

鈴木宏 ー郎、 茅野充男(東大・股・農芸化学)

メタロチオネインは低分子璽の システインを多く含む金属含有タンパク質で、生

体内において重金属の毒性を軽減するなどの役割を持ち、 幅広い生物種に存在して

いる。 植物においては、 フィトケラチンが発見されているが、晴乳類タイプの遺伝

子からの直被の転写産物としてのメタロチオネインの存在は明確でない. 本研究で

は、 大豆を材料として用い、 その JR刺より CU，Zn含有タンパク貨の精製を行い、 そ

の性質を明らかにすることを目指している.

大豆積子を水に浸し、膨潤させ、 JJ:f.輸を採取後、 それよりタンパクを抽出し、 エ

タノール，クロロホルムを用い粗分画した. エタノール 57-78%沈澱額分を再溶解

し、 ゲル濃過 (Sephadex G-75) を行った. 流Wi夜について CU，Zn濃度を測定し て3

個のピークを確認した.分子量約 17kDのピークを回収し、 Sephadex G-25 を用い、

buffer交換し、 つパレントクロマトグラフィーカラム(Th iopropy 1-Sepharose 68) 

にかけた 0.3M酢酸アンモニウム(pH 5.5、 1M NaC1) で洗浄後、 50mM Tris-HC1 

(pH 8.0、 1M NaC1， 50mM DTT)で添 11¥した。 Cu‘Zn濃度の商い浴H¥i頭分からタンパ

ヶf'tの約製を行い、 そのアミノ隙配列について検討している。
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lpD15 
フタパネゼニゴケ培養細胞におけるモリブデンコファク

タータンパクの存在について

西崎孝弘，滝尾進，桝井秀雄，佐藤敏生 (広島大・理・

組物)

現在知られているモリブデン酵素はニトロゲナーゼを除いて、モリブデンコフア

クター (Mo-co)と呼ばれる共通の補酵素を持つ.このMo-coを定量する方法として

Neurospora crassaのMo-co欠損様である nit-1mutantの硝酸還元酵素(NR)のア

ポ酵素と Mo-coを再構成させ、その酵素活性からMo-coを定量する方法が知られてい

る.フタパネゼニゴケ (Harchantiapaleacea var. diptera)のカルス培養細胞を用

いてMo-coを定量したところ、モリブデン酵素からKo-coを遊離させる処理(還元状

態での熱処理)を行なわない時にもMo-c0が検出された.ごのMo-c0は Sephadex

G-75を用いたゲル漉過により、 31kDa付近のタンパクとして存在していた o Mo-co 

自体は分子量が 1000以下であるごとから、このタンパクはMo-coをアポ酵素に運ぶ

キャリアータンパクであると推定した '0 ホウレンソウ、アカバンカピ、大腸菌、脱

窒光合成細菌においても同様の結果が得られ、このMo-c0キャリアーと推定される

タンパクが植物界に広く分布していることが示唆された.大腸菌においてKo-c0の

NRへの挿入に関与していると考えられている FAタンパク (35kDa)を欠損した

Chl B mutantにも、このキャリアータンパクの存在が示され、このキャリアータン

パクは FAタンパクとは異なるものであると推定された.

lpD16 脱窒光合成細菌のDHSO還元酵素の局在におけるモリブデ

ンコファクターの関与

桝弁秀雄・深潮康子・佐蔵敏生(広島大・理・植物)

脱窒光合成細菌 Rhodobactersphaeroides f. s. d enitrifican sの Dilethyl-

sulfoxide呼吸末鏑還元酵素(DHSOR)はモリブデンコファクター (Ho-co)を 1分

子持つペリプラズミック静素である.この醇紫は分子量84kDaの前駆体として合成

され，細胞膜を透過して82kDaの成勲体となる.前回この11M送にはそリプデンが

必要であることを示した.本実験ではDHSO呼吸欠領変異綜を分厳して，その変異綜

のHo-coを定量しDHSORの膜鮪送と Ho-coのアポ酵素への婦人の共役の関係を翻ベた.

DHSO呼吸欠損変異稼はクロレート抵抗性株として得， Ho・co は Neurospora 

crassa nit-l稼の硝俊還元活性の再織成によって調べた.前駆体と成煎体の解析

はイムノプロッテイングで行なった.得られた変異様は 1. Ho-coの生合成の変異

と思われるもの， 11. クロレート非存在下では Ho-co.酵素活性共に正常なもの，

111.その他，に分げられた. 1 {ご属する菌徐では前駆体が細胞質や細胞膜に蓄積し.

成黙体への変換が抑制されていた.その細胞膜に蓄積した前駆体の大部分は細胞質

側に残っている-ことが proteinaseK処理によって示された.これは前駆体の麟繍

送が抑制されているごとを意味する.これらのことからHo-coのアポ酵素への郷入

と膜給送が密接に共役していることが示唆された.
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lpD17 オシロイパナ由来リボゾーム不活性化蛋白質 (MA P) 

は自身のリボゾームをも不活性化する

ji-阿二郎、羽深典之、宮野雅司，増田 税、小岩井晃
( J T生命研)

種々の植物よりリボゾーム不活性化蛋白質 (R1 P) が得られており、リシ

ン、トリコサンチン、 PAP等が良〈知られている。我々は既にオシロイパナ由来
RIP (MAP)のcDNAをクローニングし大腸菌内で発現させた。またMAP
は大腸菌のリボゾームも不活性化する唯一の R1 Pであることも明らかにした。

今回オシロイパナよりリボゾームを単離し， MA Pの持つNーグルコシダー
ゼ前性 (25SrRNAのー箇所の特異的アデニンを引き抜くこと)について検討
したのでその結果を報告する。オシロイパナより単離したリボゾームをアニリン処

理後電気泳動したところ、新たなバンドが認められ、その抽出段階において既にM
APにより特異的アデニンが引き抜かれていることがわかった。 MAPの認識する
特異的アデニンは、原核および真核生物で完全に保存された 12塩基中にある。オ

シロイパナの rRNA中でこの領域を含む部分を PCR法でクローニングし塩基配
列を決定後、 r R N Aの塩基配列を決定することにより確認したところ、オシロイ
パナで もこの領域が完全に保存されていることが明らかになった。

オマロイパナのリボゾームは細胞が破壊された状態では自身の R1 Pにより

不t，¥性化を受けるわけで、オシロイパナは通常MAP前駆体のシグナ Jレ配列を利用
しこれを局在化させることにより、その活性を免れていることが示唆される。

lpEOl ショ糖により活性化される r0 1 C遺伝子

プロモーター領域の解析

内宮博文、 広瀬哲郎、 菅谷純子1

(北海道大学・理・植物 、1筑波大学・生物科学)

我々はRiプラスミドのrolC遺伝子が単子葉、双子葉植物の師部細胞で特異的に発

現する事を報告した。本研究では r0 1 Cプロモーターの発現調節に関与する外的シグナ

ルを調べる目的でレポータ一遺伝子を有するトランスヅェニックタバコ植物を用いて種々

の解析を行った。その結果ショ糖により誘導されるシスのDNAエレメントが本プロモー

タ一上に存在する事を見出した。すなわちタバコのseedlingを O.4Mのショ糖を含んだ培

地でインキュベートすると経時的にrolCプロモーターの活性化が認められた。しかし

同じモル温度のソルピトールで処理した場合、促進効果は認められなかったことより、浸

透圧ではなく、ショ糖の代謝が関与しているものと考えられる。またレポーター遺伝子で

あるGUSの活性変化のタイムコースを検討したところ、約24時間のラグフェーズを経て

GUSの活性が上昇する事が明らかになった。文、ショ糖処理したseedlingを器官ごとに

分け、 GUS活性を測定したところ、主として子葉や脹軸においてショ糖による誘導が確

認された。次に5'上流を欠失したプロモーターを用いて同様の実験を行ったところー192bp

まで欠失させた変異体でショ糖による誘導が認められた。その近傍にはATに富んだ配列

が存在し、ポテトのクラスーIパタチン遺伝子プロモーターの一部と相同である事が示さ

れた。
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lpE02 イネにおける rol仁プ口モーター結合タンパク刊の視機

関列

松木吏弓、金谷 潔、加藤教¥内宮縛文 t

〈筑波大生物、 3 北大型植物〉

我々は、単子葉植物であるイネにおける rolC遺伝子プロモーターの転写制御に

関する研究を進めている*プロモータ}のトランスジヱニクイネにおける発現に

関しては、すでに報告した.本研究では、イネの rolC遺伝子の組織特異的な発現

に関わる調節因子を検出する事を目的に、ゲルシフト分析によって rolCプロモー

ター領場と特異的に結合する核タンパク質の検出を行った.葉、 およびカルスより

抽出したいずれの核タンパク質中にも、特異的 DNA断片〈転写開始点(+1)より -94

bp から +23bpを含む〉と結合する因子が検出された.そのタンパク質が結合す-'5

塩基配列者E決定するために、 DNase Iフットプリント法を行った.その結果、薬と

カルス双方の核タンパク質中に -76から-66の領場を DNase Iの分解から保殺す

る因子が存在することが示された. さらに上涜域の DNA断片についてゲルシフト分

析を行ったところ、棄の核タンパク質からは、結合因子が検出されたが、カルスで

は検出されなかった DNase Iフットプリント法の結果、 -203 から・164の AT含

量の高い領場が DNase Iの分解から傑絡されあことが示された.イネにおいては

rolC プロモーターの発現が糞で強〈カルスではほとんど見られないことから、この

領犠に結合する核タンパク質が正の転写因子である可能性が示唆された.

lpE03 ニンジン培餐細胞の核タンパク質にみられる遺伝子プロモーター

結合能

鈴木東弘・加藤教之・内宮間文(北大・理・楠)

我々は、すでにRiプラスミド rolC プロモーターに結合する植物核タンパク質の存在を、種々

の捕物や器官を用いて報告した。本研究では、 rolC 5'上流域の一本鎖DNAに結合するタンパク

質の存在を示唆するデータが得られたので、報告する。

まず、ニンジン培養細胞(カルス又は不定匹)を液体蜜索中で磨砕し、 0.251ショ繍を含むバッ

ファー (pH7.9)を用い、遠心後粗核画分を得た。つぎに、 O.51 (NH.) z 50.を含むパッファーでタン

パク質をお寺山した。硫安塩析後、沈殿物をバッファーに懸濁し、 O.IMKClを含むパッファーで透

析したものを、核タンパク質として用いた。

rol C 5・上流場(約130塩基対)を熱変性した後、急冷したものをプロープDNAとしてゲルーシ

フト検定を行なった。その結果、プロープDNAを熱変性した場合には、熱変性を行なわないものに

比べ、新しいDNA-タンパク質の複合体が認められた。また、各種DNAとの競合実験により、認めら

れたDNA-タンパク質の綾合体は、そのDNA断片に特異的であることが示唆された。

さらに、そのタンパク質との結合領域を含む一本鎖DNA(Top strandと Botto田 strand)を調整

し、ゲルーシフト検定を行なったところ、一本鎖DNA結合タンパク質の存在が明らかとなった。

現有、このタンパク質が認識すると恩われる場茶配列や高次構造について解析を行なっている。
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ニンジン E・bryogenicCell Protein (ECP31)のcDNAクロ
ーニングと発現の解紡

。滑末知宏、 篠崎和子¥篠崎一緯¥ 佐際忍、 鎌田筒、

原田宏(筑波大・生物、 3 理研・遺伝子解析)

ECP311ま不定値形成能を獲得したニンジン婚養細胞(E・bryogenicCell) に多〈
存在し、底発生の遂行とともに消失してい〈細胞内蛋白質である (PlantPhysiol. 

1991)0 今回投々はニンジン E・bryogenicCellから cDNAライプラリーを作成し、 EC
P31をコードしている cDNAを単雌した.プロープとしては、 銀分的に決定された ECP

31のアミノ被配列をもとに合成オリゴヌクレオチドプライマーを作成し、 cDNAをテ

ンプレートとした PCRにより僧幅された 600bpのフラグメントを用いた.単向Eされた

cDNA はシークエンスの結果、 256アミノ酸をコードしており、 その建物の分子量は

26.1 kと算出され、 これまでにプロテインシークエンサーを用いて決定された ECP31

のアミノ磁を総て有していた.得られた cDNAクローンの配列でデーターペースとの

相向性の検察を行ったところ、 ワタの LEA(Late Elbryogenesis Abundant) . D34と

高い相向性を持っていることが判明した(塩基配列のレベルで48%、 アミノ酸配列の

レベルで 62%)0 これは LEAD34のホモログが他の織物で単隠された愚初の例である.

又、 ニンジン植物体を使って Northern810t Analysisを行ったところ、 ECP31・RNA
は、 ワタの渇合と問機に、 種子発生の後期に多〈検出された.

lpE04 

イネ目度遺伝子ーー組織特異性および種子畳黙過程に

おげる発現ーー

平野 1曹之、 佐野芳!t (国立遺伝研)

wx鹿はイネ種子H乳中のアミロース合成を支配している. 里旦座の表現型やi宣

伝子型は容易に判定できるため、 高等檎物の中では遺伝学的解析に遣した遺伝子座

である.我々はイネ wx隆の遺伝子をクローン化するとともにこの遺伝子産物(Wx 

タンパク質)に対する抗体を調慰してきた。 本年会では、 組織特異性と種子畳黙過

程におげるイネ笠主座の i宣伝子発現について報告する。

組織特異性に関しては、 隆乳(種子)および花粉(箭)で特異的に発現してい

ること、 花紛における発現量は H乳の約2%であること、 特異性は転写レベルで制御

されているごとなどが明らかになったo H乳と花粉とは機能も発生学的起源も全〈
異にする報官であり、 その被相も通常の体細胞とは異なり 3nとnである. この明らか

に分化している二つの細胞で笠旦座遺伝子の発現のスイッチがONになり、 他の体細

胞で OFFになる分子的メカニズムは非常に興味深い。

イネの旦旦座は種子畳黙過程において、 時期特異的に発現していることが明か

となったo wx座の転写産物は受紛後 13-18日目で最も多〈存在し、 23日目以降では

ほとんど検出されなかった。 イネ種子の完黙には約 40日要するが、 Wxタンパク貨は

7日目から 20日日頃までにほぼ直線的に著書積された。 これは転写産物が大量に存在す

る期聞に相当するとともに、 デンプン両分が直線的に増加する期間とー致した。
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lpE06 

ヒャクニチソウ

ヒャクニチソウ管状要素分化に特異的に発現する遺伝子

の解析

出村 桁・禍 m裕穂(東北大・理・生物)
(Z i!!旦i亘旦1旦包亘旦~ L. cv. Canary bird) の芽生えの第 一 葉か

ら機械的に単離した業肉細胞は、 オーキシン(N A A) とサイトカイニン(B A ) 

を含む分化情地で培養するごとにより高頻度 (30-40%) かっ同調的(培養開

始後 5 5時間から 7 0時間)に管状要素 (tracheary element:TE) に分化する.

との実験系では、 培養開始後 48時間自に形態的な細胞の変化に先立ち、 分化

に特異的なタンパク質が合成される。 我々はとのような管状要素分化の初期に合成

されるタンパク質をコードする遺伝子の単般を考え、 培養開始後 4 8時間自の細胞

の poly(A)φRNA から cDNA library を作製した. この cDNA library を用い、 分

化培地及び BA 濃度を 1/1000 にした非分化培地で 4 8時間培養した細胞の po!y

(A)' RNA からプロープを調製して differential screening を行った. その結果、

分化細胞で強く発現する 5種類の遺伝子を cDNA として単雌することができた。 と

の cDNA からプロープを調製して分化過程におけるとれらの遺伝子の発現パターン

をノーザンプロットハイプリダイゼーションにより解析した. そして、 いずれの遺

伝子の IIRNA も分化熔 I也で培養した細胞でのみ、 t脅養後 4 8時間目頃から大量に蓄

積されるととが明らかになった。 現在、 それぞれの cDNA の塩基配列の決定を行っ

ているとご .ろである。

lpE07 ヒャクニチソウ管状要素分化におけるチュープリン遺伝

子の発現

吉村敏彦、 高瀬恭子、 出村拓、 福岡裕穂{東北大・理・

生物)

ヒャクニチソウの芽生えの第 一 葉から機械的に単隙した葉肉細胞は、 オーキシ

ン(N A A) とサイトカイニン(B A )を含む分化培地で培養するととにより、 高

頻度かっ同調的に管状要素に分化する。 との管状要素分化に微小管が重要な役割lを

果たすが、 微小管買は分化過程で顕著に増加し、 との糟加が構成成分であるチュー

プリンの合成の調節により制御されているごとをすでに報告した. 今回我々は分化

過粍におけるチュープリン mRNA の発現慣の変動を調べるとともに、 ヒャクニチソ

ウのチュープリン遺伝子の単磁を試みた.

分化培地及び非分化培地で 1音饗した細胞から IIRNA を単離し、 シロイヌナズナ

の s1チュープリン遺伝子をプロープとしてノーザンハイプリダイゼーションを行

った。 その結果、 分化誘導細胞で多量のチュープリン mRNA が発現するととがわか

り、 その発現は培養後 48時間目以降強くな った. 次に分化培地で 48時間培養し

た細胞の poly(A)'RNA をもとに作製した cDNA ライプラリーから、 先のプロープを

伺いてチュープリン cDNA をもっクローンのスクリ ーニングを行った結果、 策終的

に 7個のポジティプクロ ー ンを単降することができた。 制限酵素地図の比較から 3

積の異なるチュープリン cDNA が存在するごとがわかり、 との時期に少なくとも 3

種のチュープリン mRNA が発現していることが明らかになった. 現在、 cDNA の趨基

配列の決定を行っており、 とれも合わせて報告する.
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lpE08 Tiプラスミドtmr遺伝子プロモーターによる発現特性の

解析

。猪口雅彦、斎宮晃、近藤弘清(岡山理大・生物化学)

Agrobacterium tumefaciensによって植物ゲノム rl'に導入される、Tiプラスミドの
T-DN A領域の遺伝子は当初、他 ~I'. 物由来であることなどから、構成的発現をする

ものと信じられていたが、近年いくつかのT-DNA遺伝子の発現について、組織特

典性や発生時期特異性などが示された。このことは、 T-DNA遺伝子も植物側の調

印因子(trans ・acting factoけによって認識される調節領域配列(cis-acting factor) 

を持つことを示すと考えられる。 T-DNA遺伝子のうち、植物ホルモン合成系の酵

素をコードする tms(オーキシン合成)及びtmr(サイトカイニン合成)の両遺伝

子座は形質転換組織内の両ホルモン含量を上昇させるが、各々のホルモン含量は、

tms及びtmrを同時に導入した場合に比べ、各々の遺伝子座を単独で導入した組織

内の方が高いことがタバコなどで報告されている。石川等の報告1)によるとニンジ

ン形質転換組織ではオーキシン量は一定となるが、サイトカイニン含量はタバコと

同様の変化を示し、 tms遺伝子による tmr遺伝子の発現制御が示唆される。そこで

我々は、 tmr遺伝子のプロモーター領域を s-glucuronidase(GUS)遺伝子に結合し

た融合遺伝子(Ptmr-GUS)を作成し、タバコ及びニンジンに導入して発現特性を解

析している。今回我々は、タバコ形質転換体におけるPtmr-GUSの発現の組織特異

性について報告する。 "K.Ishikawa et al. Plant Cell Physiol. 29:461・466(1989) 

lpE09 Enterobacter cloacaeのIAA生合成遺伝子の単離

0古賀仁一郎，足立尭，日高秀目 (明治製菓・生物科学研)

インドール酢酸 (1AA)は最も代表的な植物ホルモンであるにもかかわらず、

その主なIAA生合成経路であるインドールピルビン酸を経由する経路は未だに解

明されていない。これはこの生合成経路の中間体であるインドールピルピン酸とイ

ンドールアセトアルデヒドが非常に不安定なためである.

生育の良好なキュウリの根圏から分隠された Enterobactercloacaeは、 トリ

プトファン (Tr p)の代謝産物としてIAAを生産することが確かめられた.こ

の菌は、 Trp添加液体培地において1mg/mlにも及ぶ多量のIAAを生産し、そ

の生合成経路はインドールピルビン酸を経由する経路であることが示唆された。そ

こで、この生合成経路を解明する目的で EnterobactercloacaeからのIAA生合

成遺伝子の単磁を試みた。その結果、 IAA生合成経路の第2ステップであるイン

ドールピルピン酸デカルポキシラーゼをコードする遺伝子の単離に成功したので、

この遺伝子と IAA生合成の制御機作について報告する。
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