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lpE10 

lpEl1 
トマト花粉特異的プロモーターのタバコ・ナタネでの発現解析

今村順・酒井隣子・村瀬誠 (植工研)

幾つかの植物で花粉あるいは病組織特異的に発現する遺伝子が知られている。これらの

遺伝子の発現が異種の植物でどのように時間的・空間的に制御されているかを解析する目的

で、トマトの花粉特異的に発現する遺伝子 (LAT52)の5-上流領域600bp(to 

m 2 -)をPCR法で単離し、それにレポーター遺伝子としてGUS遺伝子をつなぎ、融合

遺伝子 (tom2--GUS)をタバコとナタネに導入した。得られた形質転換植物におけ

るGUS遺伝子の時期および組織特異的発現を調べた。

結果と考察

1、tom 2 -ーGUS融合遺伝子はタバコ・ナタネとも花粉でのみ強く発現した。蔚組織

・花糸・尊・花弁・雌ずいでは発現は認められなかった。 2、ナタネでは花粉体細胞分裂期

からGUS活性が認められ、成熟花粉に至るまでその活性は増加し、開花時に最も強いGU

S活性が認められた。これらの結果は、トマトにおけるLAT52遺伝子の発現と基本的に

同じであり、タバコ・ナタネでトマトの遺伝子LAT52が種をこえて同じ機構で発現を制

御されている可能性を示唆している。
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lpE12 ナピン、クルシフヱリンプロモーターのタバコでの発現

解析

河野淳子，今村 JI慣，市川裕章(纏工研J農環研〉
縫子貯蔵タンパク質は、その合成の時期、場所が厳密に制御されることが知ら

れている.ナタネの穂子貯蔵タンパク質であるナピン、クルシフェリンも種子登熱

中期に旺でのみ合成され、最終的に種子タンパク質の 8096を占める.

我々は、縫子特異的、時期特異的に発現するプロモーターに有用遺伝子をつな

ぎ、種子で発現させることによりナタネ種子を改良することを目的として、ナピン

クルシフヱリンのプロモーターを単般した.単般には PCR法を用い、ナピン1.1

kb、クルシフェリン O.7kbのプロモーターを得た.

これらのプロモーターの発現制御を明らかにするために、下涜にレポーター遺

伝子として GUS遺伝子をつなぎ、 リーフヂィスク法でタバコに導入して、得られ

た形質転換植物の GUS活性を調べた。

その結果、両プロモ ー タ・ー とも GUSタンパク質は、受粉後 20日目、 すなわ

ち旺乳が充実する時期に旺と旺乳で活発に合成された. また、組織特異性を調べた

ところ、種子の他に花粉でも強い発現がみられた。

よって、 PCR法で得られたナタネの穂子タンパク質のプロモーターは、旺に

関する隈り、 タバコにおいてもナタネと問機に発現すると考えられた.現在これら

のプロモ戸ター領場の詳細な解析をタバコを用いて行っている。

lpE13 分裂書聖母の接合フヱロモンによる情報伝達:受容体遺伝子の修造と

発現調節

中村友i告I、北村憲司、下関税〈大限市大・理・生物、 l大阪工大・

一舵教育〉

分裂隣母 Schizosa(ぅcharomw'es胆由主の一倍1本細胞は、借地中の窒素源の枯渇により異なる按合型
(h+型とh-型〉の細胞問で接合し二倍体化する。最近、 5・胆由主のhφ型およびh-型細胞から各々P因
子、1¥1因子と呼ばれる銭合フzロモンが分泌され、相手妓合型の細胞を刺激し、援合管様の突起を形成さ
せ;1，ことが報告された。昨年の本大会で演者らは、 h・型細胞の捜合に必須の坦盛遺伝子がP因子の受雰

休タンパクをコードしている可能性を示した。

遺伝子操作により也盛欠失変異株を作成し、その性質を調べた。この欠失変異を持つ細胞は正常に栄

養噌摘したが、P因子ブ工ロモンに対す;s反応性老クてき、按合能がなくなっていた。このことは、盟盛遺

伝子がP因子レセプターをコードしているという推定と一致するo P因子の生産とM因子に対す?レセブ

ターの形成の両方が欠領した盟I!!.突然変異をホモに持つ二倍休は減数分裂できないが、正常なh争型細胞

と共存させP因子を供給すると、減書官分裂が誘導され弓ことがわかっている。しかし、盟I!!.と盟盟2の二
軍変異そホモに持つ二倍体では h・~細胞を共存さぜても減数分裂は起こらなかった。したがって 、 減数分

裂の誘導には、少なくとも一方の按合ヲヱロモンのシゲナル伝達系が機能することが必要であると考えら

れる。 伐に mam2遺伝子の転写調節をノザン法により調べ、 h-型一倍休株では、安泰飢餓培地に移して2

時間以内に転写産物が険出されることを明らかにした。 一方、 h+型の一倍休やh・/h+の二倍休では窒素

飢餓条件でもJ 也監の転写は起こらなかった。したがって、担嵯遺伝子の転写はhゐ型の媛合型遺伝子

也!!.-rの健能を必要とする.また、h・/h-型の妓合型遺伝子に閉するヘテロ二倍休では、 h-/h-型の
ホモ二18休に比べ、思m2転写産物のレベルが数倍高かった。この結果は鍍合フェロモンが二fff休細胞にお
け.iZd成政分裂にも必要であるという事実と考え合わせて関味深い。
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lpE14 栄養t普殖から有性生殖への切り答えを支配す-5分裂書聖母の制御遺伝子

stel3 
前川総美、中川1m子、北村憲司、下回線〈大阪市大・理・生物)

分裂除母 Schi20sacけlarOIllYCCg 胆由豆の一倍1本細胞を窒素欠乏培地でt~餐すると異なる妓合型 (hφ型

と11-型〉の細胞聞で按合し二倍休1tした後、減数分裂に入る。ところが一方の綾合型の細胞のみをtg糞す
ると、 G，鯛停止の後、休止期 (Ge.!l月〉に入る.休止問の細胞は高い生存率を長期に維持し、熱ショック

等のストレスにも耐性とな-5. ì賞者らは新たに多数の~.胆腔E の接合不能変異体 (ste突然変異休〉を単

線しi宣伝解析した結果、註邑2・註邑3の2伺の新しい遺伝子を同定した.これらの変異休は俊合能およひ
減数分裂能を欠くことに加え、栄養飢鱗に高い感受性を示し、熱ショックにも感受性であった.こうした

表現型はこれらの変異休が窒素源飢餓条件で、 G0問への移行や休止状態の維持に欠損を持つことを強〈示

唆している.

この新しい ste遺伝子の機能と発現制御を解明するため遺伝子クローニングを試み、話弘2遺伝子を
~.巴盟主のゲノムライブラリーより単離した。l.1;基配列から決定された註邑2 のORF を含む 1.7khの

胆!!rfill断片をプローブとしてゲノムサザンハイブリダイゼーシヨンを行った結果、三担13がシングルコピ
}の遺伝子であることがわかった。

次に、同じプローブを用いてノザン分析を行なった。話邑2の棚RNA(説得 1.6kbのサイズを持っていた。
転写産物のレベルは窒素飢餓条件で培養することにより上昇する傾向がみられた.誌は2変異唱をホモに持
つ二倍休(;t減教分裂を開始できない。そこで、註邑2変異株での減数分裂の開始lこ必須である盟主l-Pi遺伝
子と、盟i2遺伝子の転写を調べた。その結果、両遺伝子の転写が強〈抑制されていることが示された.以
上の結果から、話el3遺伝子は註el2遺伝子と共に培地の栄養源の欠乏を検知し、特異的な遺伝子の発現
を調節することにより、休止朔移行と有性生殖の開始を制御しているものと考えられる。

lpE15 分裂働母の綾合型遺伝子の転写調節:盟主lタンパクキナーゼによる
関節

永1t勉、青野刊械、下回続〈大阪市大・理・生物〉
分裂商事母 Schi2osaccharo剛vc四胆由主の二18休細胞で t;t~望書号線飢餓により減数分裂が誘導される.補者

らは愛着尾飢餓シグナルにより債も早〈転写が誘2揮される減数分裂関連遺伝子のひとつであるh・綾合型遺伝

子〈旦且-Pi)の転写誘導の遺伝的制御機檎について、主として盟主l-Piと大腸菌担cZの融合遺伝子を
用いて解析した。

まず、一連の5'上減領域の欠失変異を作成し、遺伝子発現に及ぼす効果を調べた.その結果、転写開
始点の上涜 -74から -45のわずか30ヌクレオチドの配列が窒素飢餓によ-5発現に必須でかつ十分である
ことを見出し、この配列を .atP・UAS(IfPstream act.i va t， ion si te)と名付けた.闘tP-UASを転写の方向
に対して逆向きにつなぐと、纂礎発現レベルが著しく高まり、筆家飢餓によりさらに活性が上昇すること

がわかった.鵬tP・UAS中にtTTIGTICCなる9ヌクレオチドの配列が2度同方向に繰り返していることが
注目された.興味深いことに、このノナマーに類似したモチーフは他の窒素飢餓に反応して転写誘導され

るい〈つかの~盟単遺伝子の発現制御領桟にも見つかった。また、ゲルシフト実験により鵬tP・lIAS に

は少なくとも2緩績のタンパク因子が結合する可能性が示された.最近、減数分裂の開始を抑制する胆旦

タンパクキナーゼが盟主上Piの転写を調節していることが綴告された。そこで盟主iの温度感受性変異
株lこ盟主!-Pi/担cZ敵合遺伝子を導入し、培養温度〈也Uキナーゼの活性〉と遺伝子発現との関係を調べ
た。盟旦変畏株を23'(:(許容温度)から30'C(制限温度)tこ移し6-12時間t8奏す-5と融合遺伝子の発現は
5-10倍上昇した。この発現誘導に必要な5'上流領域は望者塁線飢餓に反応するためのシス配列(mat.P-UAS)
とほぼ一致し、 matP- lIASを完全に欠失させると 30{~においても融合遺伝子はまったく発現しなかった。以

上の実験結果から、盟主i遺伝子産物が matP-¥.!ASに結合するトランス因子老介して〈たとえばトランス悶
子のりン酸化など〉盟主1・Pii宣伝子の転写を仰制するという織槍が推定され~.
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lpE16 分裂書聖母の減数第ー分裂に関与する監i4遺伝子の修造と発現調節

商附E毛織・問中晃一・下回続〈大阪市大・1璽・生物〉
分裂商事母 Schizosaccharo側次郎盟国主では培地中の窒素源の枯渇と、援合型遺伝子座のヘテロザイゴシ

チィという2つの条件が満たされたとき減数分裂が始まる。遺伝学的な解析から減数分裂の進行に必要な

特異的遺伝子がいくつか同定されている。その中で、監i4遺伝子は突然変異休の表現型から、減数第一分

裂の前期で必須の機能を演じるものと推定されている。旦jj遺伝子産物の償能と、発現調節機機を明らか ー

にすることを目的に遺伝子のj単線と解析を行なった。

監i4突黙変異体を宿主とする形質転換により、ゲノムライブラリーより監i4遺伝子を単擁した。 i欠lこ、

担i4遺伝子の全趨基配列を決定しアミノ酸配列を推定した。その結果、イントロンで分断されていない

356アミノ酸からなるORFが認められ、里副主タンパクが分子量 39kOaのセリンに富むタンパクをコーF

することが推定された。しかし、既知タンパク質のデ}ターベ}ス中には、特に高いホモロジーを示すも

のはなかった.また、思i4タンパクの機能を維定できるような特徴的なドメインも見いだされなかった。

次にORFを含む監i4特異的プローブを用いてノザン分析を行なった.約 2.1kbの思jj遺伝子の

mRNA tt栄養細胞にはほとんど存在せず、窒素飢餓条件で培養することにより mRNAレベルが著しく噌加し
た。駐日遺伝子の転写の活性化はヘテロタリックな一倍休でも起こるので、接合型遺伝子座のヘテロザイ

ゴシティは必要ないと結論した。側ei4欠f員変異休では、 ..ei4j宣伝子の転写が顕著に抑制されたo lIei4/ 
担cZ融合遺伝子による発現量の測定によっても、同様の傾向が綾察された.これらの結果は毘jj遺伝子

の発現にはその産物自身による正の自己調節機構が働いていることを示唆する。演者らは窒素飢織による

転写活性化のためのシス因子として CTTTGTT(C/T)(C/T)のノナマーモチーフを提唱したが、監14遺伝子
の5'上流領峨にも9個中8個が一致するモチーフが6個所で見つかった。

lpFOl 細胞周期に於ける植物細胞骨格の転換点

馳湾盛一郎・長岡敏行， (成城短大・教養J東大・理・植物)

細胞周期に鮫ける微小管の配l旬の動態変化については、未だ不明確な点が多い

。孜々は、アフィディコリン処理により高度に同調したタパコ BY-2株の細胞を用い

て、細胞周期各期 (G，.S 'Gz'l1)で各期に特徴的な微小管の配向が存在するこ

とを既に報告した(日本植物学会90年度年会)。今回は各期の境界に於ける微小管

の配向の転換点を間接蛍光抗体法により観察したところ、 Gzll1.I1/G，.G，/Sの転換点

で特徴的な変化が観察された。 Gzll1では、前期前微小管東の崩壊に伴って、 2つの

極の微小管形成中心から紡錘体が形成された。I1/G，では、崩壊しつつある隔膜形成

体と核膜を起点とする微小管が観察され、両者の同時存在も有り得ることが確認さ

れた。I1/G，の転換点については微小管阻害剤であるプロピザマイドを周いた 2段階

同調法を用いて、さらに詳細な検討を行った。これらにより、核由来の微小管がG，

期初期の表層微小管の起源であるとの説を示唆する結果を得た。 G，/Sでは、 S期で

のDNA合成に先んじて核が細胞の中央に移動し、これに伴い核を中心、とする微小管

のネットワークが形成された。これらの結果より、各転換点に絞ける微小管の配向

の動態変化が明確になり、以前報告した細胞周期各期の微小管の配向と併せ見ると

、植物の細胞周期全体を通した微小管の動態が明らかになった.この実験系は細胞

を大量に換えることから、今聞の知見についての生化学的解析も可能と思われる。
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lpF02 ヒザオリ (Mougeotia)の細胞質におけるアクチン繊維の

分布

時雪芳宣，永井 E令子広島大・理・祖物大阪大

教養-生物)

綾合漢ヒザオリは.リボン状の一枚の大きな葉緑体を持ち.弱光下では葉緑体

の面が光の入射方向 IC対して垂直な方向 IC(弱光位 l，強光下では平行な方向に{強

光位)定位する .ζ の定位運動はサイトカラシンによって阻害される ζ とと，電子

顕微鏡で細胞質中にアクチン繊維が観察される乙とから .ζ の定位運動にアクトミ

オシン系の蛋白質が関与していると予想されている.しかし，アクチン繊維が細胞

質内をどの様に配向するととによって葉緑体を動かすのか.その実態については不

明である.そ ζ で.本研究では白色光による強光位反応におけるアクチン繊維の変

動を調べた.ノマルスキー顕微鏡による生細胞の観察の結果.強光照射開始後 6叶 O

分で.葉緑体長辺の運動を始めている部位から.細胞畏紬 IC対して垂直方向に走る

細い繊維構造が出現するととがわかった.しかし，定位運動終期になると .ζ の細

い繊維構造はほとんど消失し.かわりに葉緑体畏"に垂直に配向する少数の太い繊

維t.造が観察できた.細い繊維情造が見られる時期 IC，細胞をアクチン架橋斉11m-ma 
leimidobenzoyl 【 N-hydroxysuccinimide(MBSlで処理し?と後. FITCファロイジンで染

色したと ζ ろ.同様な配向を示す繊維t.造が認められた.従って， ζ の繊維構造は
F-アクチンを主成分とすると J層、われる.ま?と，上述の太い繊維も染色された.

lpF03 
キウリ匹軸表皮系における分裂パターン

風間晴子・峰雪芳宣 1 (国際基督教大学・生物、

1広島大・理・植物)

分裂パターンが正確に制御されることによって、気孔の分化は進行する。この

分裂面の決定とその正しい位置への挿入過程に、微小管が重要な役割を果たしてい

ることが知られているが、どのようにして気孔分化のための徴小管の配向が制御さ

れているのか全くわかっていない。これを明らかにするには、気孔分化を外的要因

によって制御できる実験系があれば望ましい。キウリ匪軸表皮系は、赤色光によっ

て気孔の分化を誘導できる現在知られている唯一の系である(風間、日本植物学会

1988， 1990)。そこで、本研究ではタマネギ表皮で使われている徹小管染色法(降

雪等， 1988)を改良し、キウリ表皮系でも、気孔の分化に伴う徴小管の分布の変化

を観察できるようにし、赤色光照射後の気孔分化の過程を調べたので報告する。赤

色光照射後 2時間目で分裂準備期微小管帯(preprophase band of microtubule)を

持つ細胞が観察できた。この微小管帯は細胞の中央に位置し、単子葉植物に見られ

るような不等分裂と少し様相が異なっていた。しかし、この分裂でできた娘細胞の

うち先端部広位置すると思われる細胞が分裂して孔辺細胞を形成することから、上

述の細胞分裂が孔辺母細胞形成の分裂であると考えられた。双子葉植物の匹軸の気

孔分化過程の観察は、知る限りこれが最初の報告であり、本研究によって、キウリ

の脹軸では、。従来知られている分裂パターンとは異なっている可能性が示された。
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lpF04 ホウライシダ原糸体における preprophaseband の低温

処理後の同形成

。村岡 降、和田正三(都立大・理・生物〉

Preprophase band (P P B) は細胞分裂に先行して将来の分裂薗の細胞質表層に

出現する微小管東であり、分裂位置の決定 lこ関与していると考えられている。しか

し、その位置決定機構はほとんどわかっていない。 PP Bの位置決定機構を探る ー・

環として、我々は P P Bの微小管脱重合後の再形成過程を観察したので報告する。

赤色光下で前培養したホウライシダ原糸体を青色光下 (25-26.C) に移すと、

同調分裂が誘導され、 PP Bも同調的に銭導される (Murataand 曹ada 1989) 0 P 

P B形成期の細胞を低温(0 .C )処理すると、 PP Bの微小管はわずかな断片を残

して 5分以内に脱重合し、 2時間後にはすべての PP Bの微小管が脱重合した。

原糸体を 25 .Cに戻し、 PP Bの再形成過程を観察した。 o.C 5分処理の原糸体
を 25 .Cに戻した場合、低温処理で消失した PP Bと同じ配向をもった微小管が P

P Bがもとあった領域で徐々に増加し、 PP Bが再形成されたが、 o"c 2時間処理
の場合には、ランダムに配向した微小管が最初に現れ、のちに P P Bが再生した。

P P Bの再形成における核の役割を調べるため、細胞を途心して核を PP B領緩

から除去した後低温処理し、 PP Bの再形成を調べた。この場合も、 PP B はもと

あった位置にのみ再形成され、移動後の被の周囲には形成されなかった。

以上の結果は P P Bの微小管は細胞表層で重合、配向制御されることを示唆する。

loF05 タ山林細胞8円刊..11.何万μn.JI.': J:ゐ細胞境州
Y 祖#棋構m解析

要苦手.I司書p 柄司，意向弘主~. (大阪大 .J室 生杓}

高等植物明細駒噴分県 1ま catf e，i;11Jl. 酔~在下 Tき祖、書され. 2ヰ主品納随1]';金('10とと

が知られT..丸事，.. co.ff f，~nえが知的祇明威骨ど -f長南に fj 響竜ゴ与えてい為伊唱、 1こ「

リ 11立 I~ t A t' J鵠叫きれ T"令、抗・セ I~ 組前!可判 4 為責trこ 1司 4向 1t できゐ少 1 ，\ :1鴻

毛細柁BY-2~ 1司ぃ 1Ca.11ι悦酌作 1司棋作に勺..T制パ 11.. 
~'(-2知的酔制嶋崎制時 I í)l，ij-l乙 l • 17'恕期酢知前竜 li)・・'{ T = " :/ 7・'Ir-1= .t守刑
判、争酢制骨量級に有企す為事禍金集金 Lt2 • Cl.nAphQse. ~、ら eC\ r(/~ te.lιphas乙J:h、I-t'{町

象台，マャー:/立 ca.1f~C:~町有患， t かがわらず司椋 T' 志句た乃" ，相時むをネ，/，マ 'J)-. 
FAA ゲル~ -，/，ア ILテ'ヒ 1.'々 どで!釘定 LTお〈ヒ .C~ffι叫処世 l 1'1.知的酔細

駒板，1ア= '1 ;， 7・，/，ーで換をき内々〈今.17. . ~酬ととから C吋t .ù.代え脅 a 下 1・*，$\

されみ組物救酔 t練〆Co.11 tin.U ~ il傘下骨 Tれ E蹟的に事ゐ可能性1I，'tえられた.
i ~ T‘林水ちによ. 1 司発き竹内 3平総フラゲモグラストにおけみ~ vitr匂 F 多精令

民家金崎、、'{ca.t5お叫 m 作向時 il司べたととち .C~t1 Wほ n那智rl;t J.t!.られ令か・ fl ~ 

2 刷工ヒ 1立 C~1fも同且ポ倒的械におけ為事織令瓜.:対t. "( 1車オ著作用す%酢 f'司令いと

と金本田義 l1 .，コ". CQ.汀4仇止が細胞堂書穂会員に華全容金与え九 Z とは 7・n ト7・ラ入
ト酔知情壁Jヰ生 1:r訣 L'{ t屯られた.す合わち .11ルコフロー殺を lt，細般世再生
デ悶トプラスト小漫 lt~主食 I~ .仏11w-u. 処理酢，''*• ~畏担1.:坦 n 場合よ'1 1~ ゲ . t2・
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lpF06 媛性エンドウ上限輸における ABAの微小管配向制御作

用:伸長低下の結果か。の検討

.崎山真~'I! '柴岡弘郎(阪大， f.'I! '生物)

エンドウの媛性品種 Pisumsativum L，'Little Marvel'にジペレリン (GA)を与

えると、節聞の生長が促進され、細胞長軸に平行(タテ)に配向していた茎の表皮

細胞の細胞墜微小管(MT)は、垂直(ヨコ)方向に配向を変えるが、引き続いてアブ

シジン酸(ABA) を与えると、 GAの生長促進効果が抑えられ、 MTはヨコ方向からタテ

方向へと変化する (Sakiyama& Shibaoka 1990， Protoplasma 157:165-171). 

矯種後 5日自のエンドウにGA(10-̂M)を12時間処理した後、第 3節聞の最上部

で切ったもの(識頭区)と、切らなかったもの(無裁頭区)を用意し、各々の区に

ついて、水処理又はABA(10-̂M)処理を 10時間行った。無裁頭区では、 ABAによる生

長抑制効果は、処理後約 2時間目から現れたが、 MTの配向の変化は処理後 6時間前

後までは見られなかった。これに対して裁頭区では、水処理区と ABA処理区の伸長

速度は、処理後10時間目まで一致していたにもかかわらず、 MTの配向には違いが見

られ、水処理区ではヨコ方向が維持され、 ABA処理区ではタテ方向へと変化しτい
た。無事t頭区の結果は、 MTの配向の変化が伸長の低下によるものである可能性を示

したが、章生，頭区の結果により、 ABA処理による MTの配向の変化が、伸長低下による

ものではない事が示された。なお、 GAによる MTの配向の変化についても、同様な検

討を行った結果、 GA自身にも MTの配向を変化させる作用がある事が明らかとなった.

lpF07 花粉管ミオシンの精製一 invitro 圃otilityassay を

検出手段として

河野匡，問題壮¥小浜一弘新免輝男 3

(東大・理・縞物日大・理工 2群大・医・薬理

3姫工大・理・生命科学}

われわれはテッポウユリ花粉管のミオシンの単般を目指している。精製の各段

隣での活性の検出手段としては、 まず ATPas e活性の測定が考えられるが、 この材

料では混在する他の ATPaseのために使用に耐えない。そこで、アクトミオシンの

解析に近年盛んに用いられるようになった in vitro・otilityassay を試してみ
た。花粉管の可溶性分画を調製し、ニトロセルロース膜上に吸着させた。そこに、

ニワトリ胸筋から鋼製した F-actin をローダミン・フアロイジンで蛍光標議したも

のを相互作用させたところ平均速度 2μ 圃/secの Mg-ATP に依存した F-actin の

運動が観察された。この方法を花粉管ミオシンの活性検出手段とし、 DE-52colUln 

→ Hydroxylapatite colu圃H → Acto田yosinprecipitation → Superose 6 colu.n 

の阪で精製を進めた。得られた部分精捜標品を用いての実験から、 IIOkDa. 120kDa 

140kDaの 3本のポリペプチドが ATPが存在しない時にのみ F-actin と共に沈澱

し、 120kDaが ATP-α_32pによって光線和性標識されることがわかった。以上の

結果から、 120kDa が花粉管ミオシンの重鎖であると考えられ、 110kDa，140kDa は

他のサプユニットの可能性がある。現在さらに解析を進めている。
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lpF08 微小管-Sepharoseの作製と微小管結合蛋白質分雌への適用

水野孝 一 (大阪大・理・生物)

檎物微小管 (MT)と結合することによりそのMTの機能や性質を調節する、いわゆるMAP (圃i

cro-tubule associated protein)様のregulatorや、 MTを軌道とした物質繍送のモーターとして働く

translocatorについての知見は多くの研究者の努力にもかかわらずほとんど得られていないといっても

過言ではない。それは植物細胞からのそれらの悶子の分雛・同定法が確立されていないことが主な現自

であると考えられる。現在一般的に行われている動物の脳から分鰻したMAPを含まない tubulinから

taxol存在下で得られたMTを用い植物細胞抽出液と混合し、因子を結合させた後MTを沈殿させ回収

するという方法では一郎をのぞいて期待された結果は得られていない。それはspecificityの問題なの

かもしれない。績物のMTはtaxol存在下でも低温に対してはそれほど安定化されないので同様の方法

は適用できない。そこで架橋剤の一種SANPAHを用い低温でも脱重合しないMTを調製した。この

架機剤は、一端はアミノ基とのみ反応し、他端は紫外線照射によりいろいろな基と非特異的に反応する

という利点を持っている。安定化されたMTとSepharose 48と結合させることにより affi

nityカラムを作製することができた。植物細胞よりこのカラムに結合する蛋白質が得られたのでその性

質を調べた。

lpF09 1101e of IHcrotubu1..s in Sip，na1 Transduction 

(n1ue Light. Red Lip，ht. Gravity) of Maize Co1eoptU..s 

Peter Nick. Fronti..r R..search Programm. Riken Institute. Wako-shi 

Cortica1 microtuhu1..s 1n th.. outer epidermis of maize co1eopti1es reorient in Response to b1ue 1ight 

(phototropic st.imu1ationl. gravity (p，rnvitropic at1mu1ationl. r..d 1ight. and auxin. This reorientation 

from tr:1nsv・r.eto 1ongitud1nal initlates after a 1Rp， of 10 min nnd is complet.. within 1 hour. A hyp。ー
令:ht宅，，1尽 1Rproposed. explaininr. troplsm hy auxin-d~pendent mlcrotubule r..ori..ntatton. The dose-response 

rel;司tionof Rux1n-mediated microtuhu1e reorientation is compared with the fluence-response relation of 

phototropically lnduced microtubu1e r..orientation. It 1s conc1uded that the bell-shaped fluenc..-reponse 

curv.. of phototropism 1s du.. to a bell-shaped fluence-respons.. relation of the blue-light trip~ered 

r.rAdi~nt of Ruxin across the organ. In addition to this rol.. of microtubules as effectors ot trop1sm 

they ar.宅 invo1vedin p..rc..ption or ..arly transduction of gravitropism. This is concluded from inhibitor 

experi円ents:using inte.r"唱diat..concentrations of th.. microtuhul..-eliminating drugs Ethyl-N-Phenylcar-

hnm~te (ePC) or Propyzamide. it is possib1e to inhihit gravitrop1sm to'.lly. whereas growth (test..d by 

the Rhi.l ity to show. phototropic curvature) still can proceed. l1ed l1ght haA an ..ffect on microtuhul .. 

。rientntion.which is opposed to thRt of hlue lip，ht and not explicable in terms of auxin content. l1ore-

over. lt chAnp，es the attachment of tuhu11n to memhran~9. which is perc..ptihl.. as 1ncreased cold 9tability. 

d̂d1tlonally. the h1nding of soluhle tuhu11n to F.PC-coupled Sepharose is 1ncreased 1n extract10ns from 
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lpF10 疑似微小重力下におけるホウライシダ原糸体の成長

笠原宏 一、竹内絡 一 (北海道東海大学・工学術)

柄物の生長に対する震力の作用については、従来から楢物を水平に固定したり伸

長方向を納として回転させるなどして、各期の影響力t調べられている。

今回我々は、 ホウライシダ(主止i主旦1!!J!1 ~_旦LllJ!s-veneri S L.)を使用し、 発芽およ

び発芽初期の形態形成に対する重力の影響を調べた。ホウライシダは、発芽初期の

生活環の繁過程を光などの要因 Iこより人為的に制御することが可能である。

疑似微小重力環境として 2鮪回転型の 3次元クリノスタットを使用し、胞子から

の発芽率、原糸体の長さおよび伸長方向、細胞分裂率等について実験を行った n

4日間暗所で吸水させ、赤色光下で 4日間培養した胞子の発芽率には、疑似微小

重力の影響はみられなかった。 / . ~

胞子発芽後に伸長してくる原糸体の長さは、下方から光を照射し、下向きに原糸

休を伸長させたものでは伸長が促進され、クリノスタットで回転すると抑制された。

また、原糸体の伸長方向については、重力の方向による有意な影響はみられなかっ

たが、伸長方向別の長さを比較したところ、回転したものは全ての方向において伸

長が抑制されたの

原糸体'に白色光を照射することにより細胞分裂を誘導し、分裂に対する重力の影

響を検討したが、影響はみられなかった o

lpFll ナガイモ潟茎形成におげるジャスモン隙の関与

奪回泰則・喜久田鹿郎 {北大・農・植物}

ナガイモは主茎地下郎の節に 1.2与の大きな学を形成し、 また地上餓の各簡にはムカ

ゴを形成する.芋とムカゴは形懲学的には同ーのものである.芋は担領体とも呼ばれ

4と織の中間のものであると考えられているが、視に特有の般射鎗管..をもたず並立
絡管E震をもつことから、一種の嫌茎であると考えるのが妥当である.ナガイモのこの

塊茎形成は、パレイショの塊茎形成と問機に短日条件で促進されることが古〈から知

られている.パレイショの塊茎形成はチュベロンIt( T A )績により制御されている

ことから、ナガイモの涜茎形成も類似の物質により制御きれている可能性がある.そ

こで TA頬がナガイモの線茎形成に関与しているか否かについて検討した.

まずパレイショ茎断片培養法を TA類のアッセイ法として用い、ナガイモ禁中に含

まれる TA類の定性を行った。その結果ナガイモ業中には TAIま含まれておらずジャ

スモン酪(J A )が見いだされた o J Aの存在は HPLCによる純化と質量分析によ

り確認された.植物体の生育に伴う業中の JA合債の変動を HPLCにより測定した

ところ、 J A含債は直線的な噌加を示し、指種後 4カ月自には 160ng/民生亀穆

に遣した.次にナガイモ茎断片に JAを与えて暗所と明所( 1 2時間日畏) 2 5・Cで

無菌的に熔養した結果、 10・"M以上の JAによる機差形成の促進が認められた.これ

らの結果は、ナガイモの塊茎形成は JAによって制御されていることを示峻している.
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lpF12 粘菌の細胞接着タンパク質gp 6 4のcDNA徳造と脂質アンカーの梼造

1 J't鍋JII!一郎、斉藤来続、熊崎 降 、。孫合 庚(北大・頭・続物、 1築学)

昨年度の本大会において、細胞tE粘蘭 P. pal/idumの分子煩64、000の納胞間接持タン
3 

パク質が細胞膜上に局在する事、また [UH]palmitic ac dの取り込みから、

p d membrane anchorを介して膜に組み込まれていることを推定した。

今回、このgp64のcDNAをクロ一二ングして、その一次梼造を明らかにし、また gp64が

p d -a n c h 0 rタンパク質である事を明らかにしたので報告する。 λgt 1 1をヴェクター

として cDNAライブラリーを作り、 gp64に対する単クローン性抗体を用いて、 4つのクローンを

分厳した。その一次塩基配列の結果から推定して、 gp 6 4は301偶のアミノ酸の内36個のシステ

インを合む非常にシステインに富むタンパク質である事が分かった。これらの一次構造から、ホモログー

の検索をしてタンパク質の三次構造も推定した。

gp64が p d-anchorタンパク質である事は次の様に決定した。精製gp 6 4を

f 0 1 c hの分配で爽雑する脂質を除き、逆相系HPLC(C3カラム)で精到しアミノ酸組成を調べ

ると cDNAの予想より疎水性アミノ酸が少なかった。そこでgp64をリシルエンドペプチダーゼで

消化し、 an h y d r 0 t r y P 5 i nカラムでC末端を回収して、エドマン分解によりアミノ酸配列

を決めた。最終的に、成熟タンパク質のC末端は、 cDNAの塩基配列から予想されるC末端より、ア

ミノ酸で22個内側にある Se r残基であることが分かった。従って、成熟タンパク質のアミノ酸の総

数は 280個であったn

lpF13 約培養における高唱処理が花粉の蛋白質合成に及ぼす影響

。浜岡陽，山田茂裕.荻蘇学，片岡二郎¥岩井純夫

〈日本たばこ・縞物開発研日本たばこ・生命研〉

ハクサイ(恒三主主担金 camoest.ri ~)の花粉は、 約i8奏初期に 24時間高温(35 t~ ) 
を与えることにより効率よく旺発生を誘導できることが知られているが、 この高温

処理の作用機作は明らかでない。我々は， 高温処理により花粉の正常な分裂が阻害

され、均等な 2骸への一種の異常分裂がおこり、 これが花粉を妊発生ヘ導く引金と

なっていることを既に報告した(1988年度植物学会〉。今回， この高温処理を与え

た際の、花粉の蛋白質合成を調査した結果を綴告する。

一核期後期の花粉を含む蔚を無菌的に修正 B5培地上に置床し、 35"C及び 25 

℃下にて暗饗した後、約より花粉を単続し、 3~ Sメチオニンを加え、 2時間パルス

ラベルを行った.その後この花粉の組抽出液をサンプルとして IEF-SDS二次

元電気泳動を行い、 フルオログラフィーによりラベルされた蛋白賞者E検出した。

3 5 ''Cで 24時間培養した花粉は 25 'Cで培養したものと比べて蛋白質合成が著

しく抑制されていた。 また、 高温 (35"C) を与えた時のみに出現する、数聞の泳

動性の異なるスポットを検出した。 このうち、分子量約 19，000で酸性の等電点を示

す蛋白質は、高温処理終了後 24時間以内に合成が止まった.一方分子量33.000、

35.000の2つの蛋白質は処理終了後 24時間自においても合成されていた。 このよ

うに今回検出した蛋白質群は、 高温によりそれぞれ異なった誘導制御を受けている

ことが示唆された。
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lpF14 ニンジンE・bryogenicCell Prolein (ECP31)の"般と
免疫組織化学

。清未知宏、 佐.忍、 中山二 9s1、 荷風貝彫¥ 鈴木昭憲¥

鎌田得、 原因宏(筑波大・生物、 1 J使大'.化)

ニンジン組織格鍵系はオーキシンの有無で不定庖形成を制御することができ、

高等植物の匪発生のそデル系として多〈の形懲学的、生理・生化学的、 遺伝学的、

分子生物学的研究が行われている.我々はこのニンジン不定限形成系を用い、 不定

駐形成書置を持つ細胞(E・bryogenicCell)に於て 31kdのポリペプチドを特異的に認
識する単クローン抗体を作成した (PlanlCell Physiol. 1990)0 今回、 この単ク

ローン抗体を検出法として用い、 ニンジンE・bryogenicCellから襲安沈澱、 カラム
クロマトグラフィー、 SDS-PAGEにより、 31kdのポリペプチド (ECP31)を精製した。

ECP31のゲル渇過による分子量は約 120kと算出され、 生体内で多量体として存在する

可能性が考えちれたo ECP31の組織局在を調べる為に、精製した ECP31標品をウサギ

に免疫し ECP31抗血清を得、 これを用いて免疫組織化学を行った.その結果、 E圃br-

yogenic Callus内でも特に不定腔形成能が高い周縁の細胞群が濃〈幾まった.又、

Weslern Blotによる解衡の結果、 ECP31はニンジン懸輸には存在しないが、 I!触をオ

ーキシンを含む培地上で培養することにより、 E・bryogenicCallusが匪翰上に出現
するのと同時期に書積して〈ることがわかった.更に、 ECP31のアミノ駿配列を気相

プロテインシークエンサーを用いて解紡した.

lpF15 ニンジン未熟種子糖タンパク質GP80の免疫学的検出

~その未熟脹乳最外層における特異的存在~

鳥居啓子 ・佐藤忍 ・藤伊正 (筑波大・生物)

演者らは、種子形成初期過程を生化学的に解析する第一歩として、ニンジン未熟

種子にmajorに出現する分子量約80kの糖タンパク質(GP80)を検出し、精製及び生
化学的特性の解析を行ってきた(植物学会第53・第54回大会)。 今回、抗GP80抗
体を作製し、本糖タンパク質の免疫学的・免疫組織化学的検出を行った。

ニンジンの各組織・器宮のイムノプロットの結果から、 GP80は、未熟種子のみに存

在し、かつ、匹由来の糖タンパク質ではないと考えられた。 GP80は開花後に蓄積を
開始し、開花後13-15日に最も多く検出され、その後減少した。本抗体は、開花後17

日に突然出現し登熟と供に消失する分子量約78kのバンド(GP78)にも反応した。アミ

ノ酸配列 ・TFMSによる除糖分析の結果、この2kの分子量差は糖鎖に起因すると推定

された。この開花後15-17日の聞には脂質頼粒を有する粧乳細胞の形成が起こる(この

ためcentral cavityは匹乳組織で満たされる)事が、果実の凍結切片のPAS及びSudan

Black B染色により明かとなった。 抗GP80抗体を用いた免疫組織化学的研究の結果
から、 GP80とGP78は、細胞壁脹乳の有無に関わらず常に距乳最外部に局在すること

が判明した。匪乳最外部は匪乳細胞形成が起こる場であり、貯蔵器官として肥大する

脹乳では最外層として母体の組織を圧縮する。その特異的局在から、 GP80は、この
ような脹乳最外層の役割に関連する機能を有するのではないかと考えられた。
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lpF16 
ニンジン皮組織に局在する分泌性糖タンパク質 GP 5 7 

の発現解析一伺押誘導併とダイズ培慈性 7Sグロプリン

との相同性一

佐藤忍、 Arnd Stur田 I • Maartcn J. Chrispcc1s I 

藤伊 正 (筑波大・生物、 I Univ. CA. San Dicgo) 

ニンジン完熟種子の厩と匹乳の間隙、担の皮組織(内皮、表皮、周皮)、及び

カルスの培地中に検出される糖タンパク質・ GP 5 7の cDNAをプロープとして

ノーザンプロッテイングを行い、 GP 5 7の転写産物量に関して以下のことが判明

した。 1)巣実の形成時期を時閣を追って調べると、すでに開花後 O~5 日目には

存在する。 2)若い栂 >non-cl1bryogcn i c ca 11 us > c圃bryogcni c ca 11 usの順に多く、
不定匪には全く存在しない。 3)貯蔵栂の師部にはほとんど存在しないが、スライ

スによる傷害を行うと、数時間で蓄積を初め、 12時間後にはm a x.に達つする。

以上のことから GP57は、普段は皮組織等に組織特異的に発現しており 、傷害を

受けたときには全身的に傷害誘導され、生体防御システムの一部を担っている可能

性が考えられた。

アミノ酸シークエンスのホモロジーサーチの結果、熱水処理により誘導される

ことが知られる soybcan basic 7S globu1in (1989年 平野ら)と高い相同性を

有することが判明し、このシステムが双子葉植物に広く存在することが示唆された。

lpF17 カボチャ根導管液に含まれるタンパク質・輔質の解析

佐藤 忍、飯塚千夏、中村紀雄 1 、藤伊 正 (筑波大

・生物、'横市大・生物)

[目的]栂の表面から眠収された水は、内皮細胞を通過して導管を通り地上部

の諸器官へと送られる。本研究は、細胞外空間である導管内を通る液(導管液)に

線の内皮や維管東細胞から分泌される有機物質、特に糖質とタンパク質を解析し、

それらが地下部から地上部の器官への情報伝達に関与している可能性を検証するこ

とを目的とする。

[方法と結果]材料として、後ぎ木の台木品種である新土佐 1号南凪(ウリ科

広観和性、強勢、耐病、耐低温)を用い、は種後 2-3ヶ月自の植物体の茎を地面

から 20-30cmの位置で切断し、線側の切断面より滴下する液(栂事管液)を

2 4時間採取した。 1mlの液に含まれる乾留物 4. 8 m gのうち、糖質、タンパ

ク質は各々 100. 8、 18.7)lg含まれ、液体およびガスクロマトグラフイー

による分析の結果、前者には、単・ 二糖としてミオイノシトールのみが、オリゴ糖

とLて主にグルコースとガラクトースからなる糖が、多糖として主にペクチンが含

まれていた。 3日聞にわたり継時的に採取した液に含まれるタンパク質を、 SDS

-PAGEにより分析した結果、 1日後に増加しその後詰少する糖タンパク質 (G

P 7 5、GP 40)、 48時間周期で出現するタンパク質 (P32).定常的に一

定量存在するタンパク質(P 1 9、P1 4 s )等が検出された。
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lpGOl 車軸穣類節問細胞原形質流動の原動力測定

上坪英治、菊山宗弘 1 (ー繍大・生物、 E放送大・生物〉

車軸語巨額節間細胞に見られる原形質流動は、葉緑体層を裏打ちするアクチン織維

東(動因座繊維〉と、細胞質中のおそらくミオシンとの聞の滑りによって起るとさ

れている。神谷と黒田(1958)1主流動を止めるに要する

平衡遠心加速度から原形質流動の原動力を求め、 1.6dyne c.-2 という値を得た。

高性能ストロボ型途心顕微鏡を用いた観察によると、動因座繊維近傍の原形質流

動は、少なくとも 1500 xg まで加速も減速もしなかった。そこで細胞液密度を人

工的に高くしてより大きい遺心力を原形質流動に加えることを鼠みた。

人工細胞液(120・M XCI. 20・M NaCl， 10 圃M CaClz. 5圃MMgClz) に Flcoll
400 を加え1.058 g c圏一 3 とし、液胞溜流{田沢 1960 によって液胞内に導入し

た。この細胞を遠心顕微鏡(対物4QX/0.65) で観察すると、動国産繊維近傍の流

動は 1400 xg まで加速も減速もしなかった。細胞液と細胞質の密度の差は本実験に

おいては 0.044 g c圃-3 であり、無処理細胞においては 0.004 g c.-3である。し

たがって本実験においては無処理細胞での場合に比べ約 10倍以上の遠心力を加え

たことになる。それゆえ、流動原動力は神谷らの値よりおそらく 1桁以上大きいと

考えられる。

lpG02 オオカナダモの業の細胞における、光による業縁体の移動に対する

ヒスチツンの覇空穂

事干永義人、問沢 仁平安女学院知期大学、 1縞井工業大学)

オオカナダモの棄を繁から切り厳して、暗黒下にお〈と業縁体l:t細胞上而 (periclinalfaee)に

集まって来るのこれを蛍光灯で照射すると、原形質流動が病発にな 0、業縁体もこの誘導された流動

l土上って移動するの光が強いと(12 W/ω， )、~緑休 lま、細胞の側壁側 (antielinal faee)で、又は側

峨側から廃にかけて、 .1トして鬼を形成するの弱光下文lま略黒下に移せ1I、塊Iまとける.強光を避け

るための適応のー織柵が働いた左考えられるの更に強光照射を続けると、緑色が滋色しアントシアン

'主成によって紅葉する(百瀬 1 990年日本納物学会大会第 55伺).この紅葉化に伴って、業緑休

の鬼lまと It、流動に再び従って移動する"

Lーヒスチジンによっても、流動がよく誘帯されることを報告して来た{富永他 日本縞物生J1I'

字会 1989年度年会、 Ta28.8et 81. PCP in print、Tominagaet 81. PCP in print). この流糊

ドの!襲縁体i主、強光照射によって塊も作らず、汎色もしないで、移動を続ける.流動務相事憾では、 L

ーヒスチツンと匹敵する 3ーメチルー Lーヒスチツンを与えた湯合には、-はやは 0形成きれにくい

が長崎間照射で少し形成される.流動誘糠憾の無い 1ーメチルー Lーヒスチタンはぬ形成をf.lt蒋しな

し‘。

Lーヒスチグンは、活性問t*穂のスカゲヱンクャー左して知られているので、業縁体が強光を避
ける適応の機MI之、活性向E素績が関与している可健件.を考察する。
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lpG03 L-ヒスチジンによる膜電位脱分極

田沢仁、岡崎芳次:富永集人1浅井一視:岩崎尚彦s
〈福井工大、。大阪医大、且平安女学院短大〉

レヒスチジンは暗黒下でオオカナダモの細胞質流動を続発することが知られている.

この誘発効果はヒスチジンが細胞内に入って何らかの作用を流動憐嫌に及ぼす結果では ー

ないかと考えている.ヒスチジンの原形質膜を介した輸送を調べる為に、 ヒスチジンの

膜電位に及tます膨響を調べた. ヒスチジンは NaCI. KCI. CaCI2 各 t.M.5 ..門 Hepes，3

閉門 Trisをふ〈む人工池水 (pH7.5)に溶かした.オオカナダモの膜電位(液胞内電位〉

は暗中で約・200剛Vであった。そして調製してすぐの1閉門ヒスチジンを与えても膜電

位の変化はみられなかった。ところが、 25・Cで静置しておいたヒスチジン湾液は臼がた

つうちに可逆的に験を脱分極さぜるようになった。同様のことがシヤジクモの節閉細胞

でも見られた.他のアミノ陰についても同じ条件に、おいて調べたところ脱分極作用があ

るものがあり、特にグルタミン溶液が一番脱分極作用が強かった.アミノ酸自体にはオ

オカナダモおよびシヤジクモに対して脱分極作用はな〈、適当な条件でアミノ敵から生

ずる物質が脱分極の原因ではないかと考えている。

lpG04 車輪濠節問細胞の細胞質内pHの空間的分布

緒方 惟昭(庭医大・医短・生化学)

車輸藻節問細胞を適当なイオン環境の下で光照射すると，細胞表面付近に際・

アルカリパターンを形成する.この形成過程では，細胞全体にわたる見かけの膜

電気抵抗の大きな減少とアルカリ部分での大きな脱分極を伴う.低抗減少の時定

数はアルカリ部分で小さい.しかし安定状態に入ると，アルカリ部分の見かけの

静止膜電気低抗は酸部のそれより有意に小さくなる(Oga ta 1983 ~ ) 

昨年に引き続きこのメカニズムについて考察する.

方法:プエノールレッドによりあらかじめアルカリバンドの位置を確認した節間

細胞を遠心しながら (800rpm/ 1. 5 ~ 2. Ohr ) ， CFDA窓を遠心鏑より与える.測

定は他端より 2 ~3 cmの聞で行う.測定様は通常の落射型蟹光顕微鏡と蟹光分光

光度計を組合せた.蟹光は 518nm，励起光は 473nm(EM~ ~8 )を選択した.‘. ， j 
630nm付近の光 (10W/m2以上)を照射した時の蟹光強度hdEMfJfから励起光の

みの時の強度OEM~，げを差し引いた備を光誘噂性の pHc増加分， d. pHcの相対憾と

した.実験ではアルカリ部分の pHcは他の部分よりやや高いという結果を得た.

この事は光による W-pumpの活性化がアルカリ部分で部分的に阻害きれ OWの

より大きな増加は細胞内側より OWチャンネル又は{ー}イオンチャンネルを開き

アルカリ部分をより脱分極側に引っ張る事になる.

* CFDA : 6-Carboxy Fluorescein Diacetate 
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lpG05 汽水産君臨頼シラタマモの膜電位に及tます膨圧変化の影響

岡崎芳次、岩崎尚彦〈大阪医大・教養・生物〉

汽水産シ十ジクモの一種であるシラタマモの鮪問細胞は外械の浸透庄変化に対して

膨圧を一定に保つ〈膨圧調節〉機織を持っている.膨庄調節に伴う細胞浸透圧の調節は

液胞内と外液の聞でrとCIーを輸送することにより行われる.低張処理に伴う膨圧調節の

際、膜電位の脱分極が験コンタクタンスの鳩加と共におきる.膨庄調節は低張処理後6

0分以内に完了し、膜コンダクタンスも回復してくるが、膜電位tま回復してこないこと

がわかっている.本実験ではそれ以降における膜電位の回復過程を調べた.低娘処理は

細胞外被を 0.36Osmの人工海水から 0.21OSI1lの人工海水に替えることにより行った。

回復の 1番早い細胞では 90分後に変化しはじめ、 120分後に元の験電位の近くまで

興った。回復の 1番遅い細胞でも約 3時間後には変化しはじめ、約 4時間後には元の値

の近〈まで回復した.この線電位の回復(;t外械の浸透圧を 0.21Os聞から低張処理前の

0.36 Os聞に戻すことにより促進された.この処理は膨圧を定常状態の値より低くする高

張処理にあたり、 シラタマモ細胞では高張処理によって膜電位が過分極することがわか

っているので、そのことと本実験の結果は一致している.

lpG06 シャシ.'Jモ原形質膜静止膜電位におよぽす局所麻酔AlJd)影響

大川 III秋(阪大?主義・'E.物)・野坂修一(大阪成人病センヲー麻併科}

7111原清司(阪大・革工・生物工)古川清(大阪成人病t/9-麻併科}

シヤジクモ節問剰u胞に局i9iJ# n争m (1000 uH 以ドの濃度)を作jtiさせる時、 濃度
依存に膜は脱分縄する.一方、活動電位のピークは通常あまり影響を受けないが、

falling phase が濃度と共に延長する。局所麻酔 ~J の神経興奮を block する作用

は活動電位の頻度と共に増大する (use-dependentblock と呼ばれている)。 シヤ

ジクモでの活動電位の誘発する局所麻酔弗jによる付加的な脱分絡を我々は use-

dependent depolarization と呼び、 通常の脱分概を restingdepolarization と時

ぶことにする.顕著な濃度依存性の restingdepolarization にも狗らず、 脱分続

中の膜コンダクタンスの変化については、噌加する場合あるいは減少する場合とが

あり、電位変化とコンダクタンス変化との関係を、単純には結論出来ない。 この事

は局所麻酔弗jが膜コンダクタンスの増加させる要素と、 減少させる要素の 2つの要

紫に作用する結果と予想できる。 use-dependentdepolarizationの過程においては

膜コンダクタンスの減少が顕著である。線コンダクタンスの減少による験の脱分侮

は起電性の H+ ポンプのコンダクタンスの減少により、膜コンダクタンスの精加に

よる膜の脱分極は鉱散チャンネルのコンダクタンスの増加によるものと予想し、 実

験を計画した。膜コンダクタンスの電圧依存牲を、ポンプの阻害剤である DCCD存

在 Fと、局所麻酔舟j存在下とで比較した結果を報告する。
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lpG07 シャγ内原形質膜上の Ca2・及び電圧依存性の
}¥'ヲチヲラン7'法を用いた研究

Yニオ 'I f 判事~.

沖原清司{阪大基礎工生物)、大川和秋(阪大教養生物)
筒井泉雄(生理研)、葛西道生(阪大基礎工生物}

シャシ'H節問細胞の興奮において Ca2 +で活性化される Cl子付制(Caドーactivated

CI-channe 1)の openingが重要な役割を果たすことはこれ迄に明かにされている。

最近のcal・odulin-antagonistを用いた研究は、 このClーチャン仰のopeningの活性化が
Ca2・と cal・odulin-likefactorの結合反応を介して起こることを強〈示峻している.
このCl-fャン川の性質を我々は inside-out patch cla圃P法により詳細に調べようと

した。 その結果、 顕著な Ca2+依存性を示すにわチャン仰と余り Ca2+依存性を示さない7

ニオンチャン柿の 2成分を捉えることができたので報告する。

膜電位 +100 、ー200.Vの領媛で7ニオンチャンネルに対する活性を遊厳Ca2+濃度 O. 1， 
1. 0， 10 uHの場合において調べた。 その結果 顕著に Ca2+依存性を示すずり柿の性質

としては1.0 u H Ca 2¥ 般電位 -80 ー100 圃V付近で最もよく聞くペル型の電圧依存

性の関確率を示し、 O. 1， 10 uH の濃度では 1.0 uHの場合より聞かずペル型の性質

も示きないことが明かになった。 さらに 1.0 uH Ca2+濃度において闘いていたチャン事
ルは cal・odulin-antagonistを加えることによって閉じることが確認された.
一方、 他の余り Ca

2φ
に依存しないにわh'lhは膜電位の負の領減でより関〈佐賀

をもっ f，¥，'I*，~であることが明かになった.

タバコ細胞液胞臓および原形貨の電圧依存性イオン

チャネル
lpG08 

~. 平、矢郁 勇、武際 尚志 (東大・応、微研)

パッチクランプ法は、 シングルチャネル電流を記録する手法で、 最近、 高等植

物細胞にも適用されており、 種種のチャネル蛋白の積飽解析がなされている.

タバコ婿型車細胞(BY-2)からプロトプラストを調製し、 原形質.と液胞隙イオ

ンチャネルの測定を試みた.液胞践では、 ce 11-a ttached・ode，lnslde-outpatch， 
whole-vacuole configuration， outside-out patch による測定、原形質膜では、

cell-attached・ode， inside-out patch によるイオンチャネルの測定に成功し
原形質膜と液胞臓の電圧依存性イオンチャネルが測定さ

れた.懸淘液およびピペット内液両組成が300・H ソルピトール /2・PlEGTA (pH 7.5)/ 
2.5I1HDTT/50・KKC 1の条件で、 原形質験のチャネルは外向き聾流性、液胞肢のチャネ
cel1-attached法で、た。

ルは内向き怠流性を示した.原形賀線では、 イオンコンダクタンス 20pSと38pSの二

種類のチャネルが、液胞臓では 120pSのチャネルのみが観察された.

液胞臓の outside-outpatchでO.1・HZnCl2存在下において、電圧依存性の外向
きの Ca2・チャネルが測定された. このチャネルは 1μHイノシトール三燦酸を添加す

ると約 1分後に顕著に活性化された. さらに Ca2+チャネル阻害剤ペラパミル(10μPI)

を与えると、 約 1分後に Ca2・チャネルはほぼ完全に阻害された.
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lpG10 キュウリ果実でのケイ酸の局在とトノプラスト小胞への

吸収

山崎陸生、 山木昭平 (名古屋大'.'園芸〉

キュウリ果実をケイ践を除いて栽培するとブルーム(ケイ繋が主成分〉が消失

し外観が良くなるが、果実が〈びれたりし、病虫害に対する抵抗性も低〈なる。そ

こで本研究ではキュウリ果実内で果すケイ索の役割を明かにするために、 ケイ 9慢の

細胞内での局在住、 及びトノプラスト小胞内への吸収について検討した.

キュウリ果実のディスク切片からのケイ索の溶出を継時的に原子吸光で測定し、

Co・partaentanalysis法によって解析したところ、果実での可溶性ケイ棄の80%

が液胞内に局在しているごとが明かとなった.そこで、果実組織をホモジナイズし

て 10，000......100 ，OOOgの沈澱を 6%デキストラン密度勾配遠心することによって、 そ

の界面に集まるトノプラスト小胞を採取した. この小胞はキナクリン蛍光消失実験

より H'-ATPaseによってH'ポンプを形成出来るシールしたものであった. また、 キ

ュウリ果実のトノプラスト H'-ATPaseは硝mにより図書され、パナジウムでは阻
害きれなかった.次に、 この小胞を用いてケイ酸の吸収を調べたところ、 ケイ般は

ATP添加により促進され、 PCKBS， CCCP によって祖容されずむしろ促進された. また

果実切片を laKPCKBS溶液でインキュベートした時、ケイ繁の液胞からの溶出は抑

制されたことより、 ケイ般の液胞内への透過は鉱散によるが、 液胞からの湾出は P

CKBSに感受性なキャリ 1-蛋白質と関連していることが示唆された.

ホウ 草食の要求件.と体内分布

一一ー タバコ矯養細胞での検討
lpGll 

水谷 iEi台. 大野伸機，間服徹. 高橋英一{京大農}

ホウ .HB)は高等捕物の必須元然であるが、 日欠乏による生育陣容は同時多発

的なので陣容のメカニズムから Bの作附点を PIIらかにする拭みは成功していない.

B欠乏による代謝変動は Bの作同点から先ず Bがなくなることによって起こるはず

であ.:so そこで脱分化した熔養細胞(タバコ UY-2稼}の B要求件、 体内分布と B欠

除による代謝変動について検討した。

ホウ紫般車'樹 MItA・berlltelRA743で開発防処期したI.S熊地(B潟I.l0.1 ppb以下}

に Rを段織的に添加し矯型軽したところ、 Jt構嫡速度は B精度に依存して榊加し、精

地濃度 lpp・でほぼ飽和した。最大連陵の1/2を与える B糟度は 60ppb(5uK)であった.

ごの細胞の B合有撃は 3pp圃であったが、 プロトプラストにはそのはが検出された.

また織胞を商機卿砕したところ、 4訟での Bは細胞蟻爾分に存夜した.これらの結果

から日は制胞内、 細胞僚ではな〈細胞燈に局布し、 その作問点の B に対する続和性

は 10・(， "と徐穣きれた。細胞を B欠除織地に移すと、 2 4時間後に約 20%の細胞が原

修償分般を起こすが、 コリンやグルコースの吸収速度は 3時間後から低下し始め 1

2時間後には対照区の半分以下になった.これらの結果から Bは慢の完全怜を介し

て燃の機錦織持に作用している可能伶が考え勾れた.また、絹地 B纏度を除階的に

下げることで低 R耐性細胞を選後し、 I ppb Bでもと良育でき.:s細胞ラインを得た.

-144-



lpG12 ユチユチソウ培養制胞の親和伎の異なるリン酸取り込み

について

降旗敏. 新井康仁， 城市篤， 桜井英同(早大・教育・生

物}

リンは植物三大栄養素の一つであり、植物根から無機リン酸 (P!)の形で積極的

に吸収されている。われわれはエチエチソウ液体格養細胞プロトプラストを用いて

培地 PI濃度による PI取り込み活性の変動について鯛ベた。

P i非飢銭処理細胞(+ P i細胞:1.25-2.5・M Piを 1日おきに添加して 7日間培養〉
をPiを含まない培地に移して(-P i処理〉から 5臼後の綿胞について、 Pi取り込みの

濃度依存性を調べたところ、緩和性の異なる少なくとも 2種類の取り込み成分の存

在が予想された。 また、 Piを過剰に加えて培養した(++P i処理〉細胞では、低濃度

媛における取り込みは極めて小さかった。 これを、 2種類の続和性の異なる取り込

み成分が存在し、 ++Pi処理時には高親和性の取り込みがほとんど現れないと仮定し

て解析を行うと、高級和性成分は互旦=約1.5μM、低親和性成分 t主主旦 =約 40μM

となった。さらに、 -Pi処理細胞の PI 取り込み活性を経日的に追跡し、 2成分の変動

を競べたところ、高親和性成分は 3日目頃から著しい活性上昇が見られたが、低級

和性成分の変動 Iまあまり顕著ではなかった。以上より、植物細胞には親和性の異な

るPI 取り込み機構が少なくとも 2種類存在し、 このうち高親和性の取り込みは PI飢

餓状態において誘導されてくる成分であることが示唆された。

lpG13 ラン号車 E日号~choc回目~ PCC 7942 の硝駿イオン輸送に

関与する遺伝子群の構造

小俣逮男，平野篤 t(理研・太陽光科学東電・技術研)

ラン号車 Synechococcus PCC 7942の細胞質膜に存在する 45kDタンパク質は硝酸イ

オ ンの能動輸送に関与している. 4 5k Dタンパク質の i宣伝子 (nrtA)の上涜側には亜硝

鮫還元酵素の遺伝子があるが、今回、 nrtAの下流域の復基配列を解析したところ、

3つの ORF (ORFl， ORF2， ORF3)が nrtA に近接して存在することが明かになった.

ORFlのコードするタンパク質はアミノ酸 279個からなる疎水性の高いタンパク質で

その hydropathyprofile は "bindingprotein-dependent transport systems'と

して知られる細菌類の一群の物資輸送系の疎水性サプユニットのものとよく似てい

た。 ORF2のコードするタンパク質は 659恨のアミノ酸からなり、その N末端部分は上

述の細菌類の輸送系の構成サブユニットのうち、異なる輸送系の聞でも栂造が高度

に保存されていて.HalK fami ly' と呼ばれているタンパク質群と高い相同牲を持っ

ていた。 これに対して C末端部分は nrtAの産物である 45kDタンパク質との相向性を

示した。 ORF3のコ』ドするタンパク質はやはり HalK type で、 ORF2のコードするタ

ンパク質の N末端部ときわめてよく似ていた. ORF 1とORF2の掃入変異株は硝酸イオ

ンをまったく利用することができず、 ORF3の掃入変異株は低い鴻度の硝酸イオンを

利用することができなかった.以上の給果から ORF1， ORF2， ORF3 は nrtA ととも

に附 駿イオン輸送に関与する遺伝子群であると結論された.
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lpG14 NAIトHt:砂川捕物・也旦担盟旦担主主回里の光合成におげる Naの織舵

.>村附1申t向・問機 微・高橋美一 {京大鰐}

い〈つかの C.織物は銭矯試験では Na~堅求件を示すが、 Naの ~f曜午.化学的な機能は不問である。

我々 は‘ Na欠除栽矯したNAI)-HE!WC. 織物・包旦担盟巳旦lor旦担盟の Na欠乏綜からの岡俊実験 ~ti い、

Na添加 1時間以内に光合成速度(， ・ GO.闘定量)が上昇するごとを朗らかにした，>ごのNaによる党

合成，使途の機備を明らかにするために以下の実験を行った.

f需縄後28日間、 2.25叫 Kを合む纂本矯聖書液， ，で NII欠除章量生脅したE・旦担主主主坦に、 1圃HNaGlを添

加し、赤外線ガス分桁望者慣を附いて続時的に党合成型陵を測定した。尚、対照院には1・HKelを探
知1した Na欠除縞物のう色合成湾障はZ.72 \1冊目 11 聞ど /sであったが、 Na添加 311分以内に 5.2111圃 o l!聞 ど/ ~

まで上昇した。業身に 10・阿 NaGI;を警察布しだ均台も阿織にト界した。 リーフコンゲクタンスほhの

添加1 によって変化せず、 Na~ま気 lLI鵠既存介して作附するのではないと判断した。 Na添加1:1時間後 lご

1・ClI?取り込み実験を行い、初期(15秒)" C;Od胡'iE*-物を分桁したところG.ージカルホン般の内める
育1/1守は両嫡物で変わらず(66%)、Na欠除柄物でもe.叱合成が行われているごとが示事れた。薬局巾

のホスホエノールピルピン煎(pt:町、ビルビン榊鴻!lは、 Naの添加により、それぞれ、制加、減少

したが、その変化は緩やかでNaによ.r，急速なうt合成i零度の卜界を税附できなかった。

以トの織票ょ η 、 eo?が気lL~遭ってから pt;pr.arboxylaseによって聞定されるまでの過料にNa

が関与していると排嘆した.

l' Hat.oh T. Hllrat.a S (19911) Plant Physlol 92: 1169-117:1 

lpG15 培養液濃度変化による浸透ストレスが生長に伴った水ポ

テンシャ)t， tIに及ぼす影響

野~ 浩， 木山浩二. 也管竃銭 橋本康

(愛媛大・農末広産業〉

生長している植物細胞の 90%以上は水で占められているため、細胞鉱大にと

って細胞内への水の滅入は欠かせない条件となっている.水の移動は水の化学ポテ

ンシャル〈水ポテンシャル)の勾配に依存しているため、伸長が起こっている細胞

には生長に伴った水ポテンシャル場が存在しているはずであ'5.本研究ではインゲ

ンマメ(f>haseolus 笠旦i孟主主~ L. cv. Shiraginugasa) を使用し、 Isopiestic Psy-

chro鯛eter を用いて培地および植物体の水分状態を計測した.光合成および貯蔵養

分の細胞伸長への彫響を除〈ために、 インゲンマメの種子から匪を摘出し、植物ホ

ルモンを含まない MS培地に植え付け培養老行ない、旺の伸長を計測した. t音地は

標準の M S i音地を希釈することにより 10%毎の濃度を設定し、水ポテンシャルで

-O.lbar(O%t1S) から -5.2bar<t00%門S) の範囲であった.培養植物体の生長は -3.0

bar で最大となった.培養植物休の成熟部位の水ポテンシャルはfff地の水ポテンシ

ャルとほとんど同じであり、生長部位では水ポテンシャルは成熟郎位よりも低かっ

た.生長tこ伴った水ポテンシャ)t，場の大きさの推定者2成熟部位と生長郎の水ポテン

シャ)t，の差を周いて行なったとき、 その大きさは生長率と高い相聞があり、植物休

の細胞伸長は水ポテンシャルの場の大きさによって決定されていることがわかった.
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lpG16 湿潤状態に生育するキュウリの水分欠乏による急性委凋の発生被構

。平沢 正・加藤正広・石原 邦(東京農工大学農学部)

収穫開始期のキュウリは土緩水分が十分にあっても、梅雨期間中の晴天日に急激に奏凋し、枯死

することがある。本報告は、本学鹿学都附属農場の圃湯と 1/2000aワグナーポットに生育したキュ
ウリ(品種は新北星1号)を用いて急性婆凋の発生機栂を検討したものである。大要は以下の通りで

ある。

外見上まったく正常で、病害虫にもおかされていないキュウリが侮雨期の晴天白の早朝に直射光

を受けると、念、に萎凋しはじめ、時間の経過とともに奏凋程度は大きくなり、婆凋程度の著しく大き

い個体は2、3日で枯死した。萎凋程度の大きい個体ほど棄の水ポテンシヤルは低く、鉱散伝導度は
小さく、扱から業までの水の遇導紙抗は大きかった。委凋した個体で根から業までの水の通導紙抗が

大きいことには、第2書官直下より旺納下端までの護基部の水の通導抵抗の著しい増加が関係していた。
茎基郁の水の通導抵抗は萎凋程度が大きく、業の水ポテンシヤルが低下するに伴って著しく増加した。

このような茎基郁の水の通導紙抗の大きい萎凋した個体では旺輸の木部にチロシスが多く2認められた。
急性萎凋が生じるのはつぎのような過程をたどると考えた。すなわち、梅雨期間中の晴天日に吸水と

蒸散の不均衡が生じ、 1慢の水ポテンシヤルが低下し、チロシスが発生して導管が閉塞し、茎の水の通
導f抵抗が大きくなり、これに伴ってさらに葉の水ポテンシヤルが低下し、チロシスの発生がすすむと
仮定した。この仮定を検討するため、萎凋の認められない個体の棋を切断して吸水を抑制すると、棄

の水ポテンシヤルの低下に伴って茎基部の水の通漕抵抗は増加し、茎基都の水の通司事録抗が著しく大

きくなった個体では目基軸の木都にチロシスが認められた。このことから、上述した仮定が妥当であり、

吸水と蒸散の不均衡によって棄の水ポテンシヤルが低下することがきっかけとなり、チロシスが発生

し、その後正のフィードパックによって業の水ポテンシヤルが低下し続け、萎凋程度が大きくなり、

枯死に烹ると推察した。
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般講演

第2日 3月29日(金)
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一般講演

第2日 3月29日(金) 午前の部

A会場 ストレス(1 ) 

B会場 光化学系II( 1 ) 

C会場 遺伝子・窒素代謝

D会場 微生物・植物相互作用

E会場 炭素代謝

F会場 光生物学(1 ) 

G会場植物ホルモン(1 ) 

F
O
 



2aAOl イネ科縞物におけるペタインの蓄積とベタインアルデヒド

脱水素商事素に関する研究

水野克彦、 荒川圭太、 伴 fi幸枝!、 高{脅鉄子 (1'1大・燃・

生化学構11f旬、 1東北大・股)

(目的)軍要な作物倒を合むイネ科やアカザ科の他物は、 compatible solute 

としてペタイ Iンを合成・蓄積する。 細胞質の浸透圧調節を司どるペタインは、 コリン

→ベタインアルデヒド→ペタインの経路で葉緑体で合成される. ペタインアルデヒド

脱水素醇繁 (BADH)はとの最終段階を触媒する酵素である. 各種の双子業績物について

ベタインの蓄積と BADHタンパク質の分布を調べた研究があり、 ペタインの蓄積量は種

によって非常にまちまちであるが、 双子葉植物の系統樹においてベタインを蓄積する

値物が広く分布するととが報告されている.一方、 単子葉植物のイネ科の作物に関し

ては、 ペタインの蓄積と BADHタンパク質に関する情報が少ない. 今回イネ科植物を用

いて、 BADHタンパク質の種間分布と温ストレスによるペタインと BADHタンパク質の誘

導について検討を行った.

(方法)イネ科績物の葉より酸で 4級アンモニウム化合物を抽出し、 NMRによ

りベタインの蓄積量を分析した。 また BADHタンパク質のレベルはホウレンソウ緑葉の

BADHに対して特異的な坑体を用いて解析した。

(結果)ある種のイネ科植物はベタインを蓄積せず、 ペタイン合成経路を持たな

いと考えられる.一方、 蓄積する種では、 極ストレスによるペタインの蓄積の誘導が

確認された. さらに BADHタンパク質の種間分布・温ストレスによる誘導について BADH

に対する特異坑体を用いて検討する。

2aA02 温ストレス処理した大変におけるペタインアルデヒド

脱水素酵素の誘導

荒川圭太、 石谷学、 水野克彦、 高倍鉄子

(名大・農・生化学制御)

植物細胞の浸透圧調節機構は植物の耐塩性において重要な役割を担っている。 高

等植物のイネ科やアカザ科等のある種の作物や耐塩性藍君臨では、 四級アンモニウム

化合物であるグリシンベタイン(ペタイン)を compatiblesolute として細胞質に

蓄積することが知られている. 演者らは今回、 イネ科植物の中でも比較的耐塩性が

高い大麦を材料に用いて、 温ストレスや温ストレスを解除した条件下でのペタイン

の蓄積量の変動及びペタイン合成系の最終段階を触媒するペタインアルデヒド脱水

素酵素 (BADH) の活性やタンパク質量の変動について詳細な検討を行なった.

(方法) 矯積後 5 - 6日目の大麦の水餅培地に 0.2 M NaCl を添加するととで塩

ストレス処理を施した BADH活性は、 大変緑葉から調製した 55-70，硫安画分を

用いて測定した. また、 以前の報告よりもさらに高度に精製したほうれん草緑業由

来の BADH (native form) を抗原として、 非常にカ価の高い抗体を調製した. との

特異抗体を用いて、 諸条件下での BADHのタンパク質量の変動を解析した.

(結果) 塩ストレス処理した大変では、 経時的にベタインの蓄積量の増加が起と

り、 7日後には無処理のものに比べて約 7倍に増加した. 一方、 BADH活性や BA

DHのタンパク質量は 2- 3倍の糟加であった. また、 場ストレス解除後の BADH タ

ンパク質レベルの変動や水分ストレスに対する応答なども併せて検討する.
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2aA03 A nabaena_variabi I i sの低温誘導性遺伝子Lt.i 2 は

αーアミラーゼ様タンパクをコードしている

佐藤 直樹 (東大・理・植物〉

ラン藻の一種 Anabaenavariabil i s附の生育温度を 38Tから 220Cにシフトすると

脂肪酸の不飽和化が誘導されるという知見に基づいて.低温によって誘導される遺

伝子のクローニングを進めている。まだ不飽和化酵素の遺伝子はとれていないが，

低温誘導性遺伝子Lti2 とLt.i 46 が得られた〈昨年度本学会)0 Lti2は552個のア

ミノ酸残基からなるポリペプチドをコードしており，データベース検索の結果，各

種の αーアミラーゼ.マルターゼ.シクロマルトデキストリングルカン転移酵素，

グリコーゲン分枝酵素との相向性が見られた。これらの酵素はすべて α-1，4・グルカ
ンに作用してグルカン鎖の切断と.グルカンへの転移または水分子への転移〈加水

分解〉を行う点で頼似した隣素群であり. アミラーゼの活性中心として知られる 2

箇所有吉含む 4箇所の相同なアミノ酸配列を含んでいる。Lt.i 2はこれら α-t • 4 -グルカ
ン転移・水解酵素群に共通な配列をすべてもっており. アミノ末端側の配列はグリ

コーゲン分枝酵素に似ていた。そこで酵素活性を確認するために. Lt. i 2遺伝子のコ

ード額域を発現ベクター IJKK233・2に挿入して，大腸菌で大量発現させた。この大腸

菌i容菌液についてアミラーゼ活性を itlJ定したが.全く検出されなかった。 しかし.
Lt. i 2遺伝子は.低温のほかに暗所でも発現ずることから.グルカンのなんらかの代

謝に関連した酵素である可能性が高い。

イネおよびホウレンソウの Cu/Zn型スーパーオキシ

ドディスムターゼ遺伝子の構造と発現

O坂本 教、大菅裕之、田中園介 (京府大・農化)

活性酸素により引き起こされる酸素ストレスは陸上植物にとっては避けること

のできないリスクの 1つであるが、ぞれに対する生体防御機構として復数の静棄が

関わる活性酸素消去の代謝経路が存在する。その中でもスーパーオキシドの不均化

反応 (20:;+2H+....H20:，+02)を触媒するスーパーオキシドディスムターゼ(S 0 D )は、

系の律違跨索として働〈ため最も賃要視されている。務々は、 SOD遺伝子は活性

酸素の生成を高める鎌々な環嶋あるいは内的因子に速やかに応答する柔軟な発現調

節機構を備えていると考え、高等纏物の主要 SODである銅・亜鉛型アイソザイム

( Cu/ln-SOD)についてイネおよびホウレンソウを材料に分子生物学的解析を進め

ている。ホウレンソウについては、以前に得た cD N Aプロープを周いて芽生えの

ライブラリーより細胞質型とプラスチド型のそれぞれ全長 cDNAを単隠した。商

タイプのヌミノ酸配列は既報のペプチド配列と完全に一致し、プラスチド型アイソ

ザイムの N末端に伸張する 6 8残基からなるトランジツトペプチド構造も明らかと

なった。一方、イネについては底抗ライブラリーより少なくとも 2種績の細胞質型

全長 cDNAを得、さらに被遺伝子についても解析を進めている。また活性厳禁の

生成要因の 1つである光による SOD遺伝子の践導や、著書官特異的な発現について

2aA04 

も報告したい。
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2aA05 緑化培養細胞の光独立栄養性について(IX ) 

ストレスタンパク質 oL Pの発現と制御
。竹田恵美、佐藤文彦 1、井田和子、山田康之 1

(大阪女子大・基礎理、 1京大・農・農芸化学)

我々は、これまで培養細胞における機能発現の調節機構を解明することを目的

に研究を進めてきている。既に、 タパコ培餐細胞の総タンパク質を 2次元電気泳動

により分離するとともに、 N末端アミノ酸配夢IJのマイクロシークエンス解析を行う

ことにより、タバコ培養細胞には、塩ストレス耐性のタパコ培養細胞に蓄積するオ

スモチンやタパコ P R タンパク質の 1種である PR-Sと高い相向性を有するタンパク

質 Pl、 P4、 P7が蓄積していることを報告した(89年度植物生懲学会年会)。今回は、

P4に対する全長の cDNAを単院し、 その精進と発現について解析した結果を報告する。

単降した P4 (以下、 OLPと呼ぶ)の cDNAの塩基配列を決定し、 アミノ酸配列を推

定した結果、 OLPは N末端に 21残基のシグナルペプチドを持つタンパク質として合成

された後、プロセシングされて分子量 25kdの成熟タンパク質となるることが明らか

となった。 アミノ酸配列の相向性は、 オスモチンとは約 76%、 PR-Sとは約 60%であ

った。発現をノザンプロットにより調べたところ、 OLPの圃RNAは、培養細胞の aging

によって増加すること、エチレンの合成阻害剤!といわれる硝酸コバルトによって低

下すること、さらにエチレンを投与することによって、低下していた OLPの転写量が

再び地加することが明らかとな った。

2aA06 P R 1 aタンパク質遺伝子の穫による発現誘導

上野敬 一 郎、。大 島 正弘¥杉山万里¥村上高¥大橋祐子'

(鹿児島県パイテク研、農水省生物研¥島根農試つ

P R 1タンパク質遺伝子の発現調節機楕を明らかにするため、生体内低分子化合

物による遺伝子発現の誘導性を検討した結果、 一 部の結額が inducerとして機能す

ることが分かったので報告する。

前演者と問機にして葉肉プロトプラストを調製し、 fructose.gl ucose. sucrose. 

mal tose. glycerol及びlIIannitol;を含む培地で培養し、 経時的に β-glucuronidase活

性を測定したところ、 PRla-GUS形質転換植物から得たプロトプラストでは fructose.

glucose及び sucroseでは顕箸な活性の上昇が認められ、圃altoseでもやや誘導が起き

たが glycerolと聞annitolには殆ど誘導活性が認められなかった。 35S-GUS形質転換植

物で同じ実験を行ったところ、 いずれの糠でも誘導は認められ Tよかった。 実験はす

べ てmannlto1を用いて最終糖濃度を O.4 Mに調態しているので、 単なる浸透庄の変化

などによって誘型車が起こ ったのでは無く、 上記の糖類によって PRlaタンパク質遺伝

子の発現が特異的に誘導されたと考えられる。更にこれらの縫類と他の inducerとの

相互作用を調べるため、精地に klnetinと2.4 -Dを加えたところ、 糖類による誘導効

果が増強された。 この系に更にサリチル酸を加えたところ、極めて顕著な誘導が認

められた。 これらの結果 liサリチル酸、梅物ホルモン及び諮類がそれぞれ問機な効

果を持った Inducerとして機能しうることを示している。
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2aA07 PRlタンパク質遺伝子の植物ホルモンによる発現誘導

。大橋祐子、上野敬一郎¥榎本末男、大島正弘、

村上高、渡辺紳一郎、野口貴Z

(農水省生物研、'鹿児島パイテク研、=東京都農試〉

我々は、タバコモザイクウイルス(TMV)感染に伴う病斑形成ストレスや切断、傷

害ストレス等によって新たに誘導されてくるタバコ感染特異的 (pathogenesis-rel-
ated :PR) 1タンパク質遺伝子の発現制御機構の解析を行ってきた。今回は、本遺
伝子の発現が植物ホルモンによって誘導されることが明らかになったので報告する。

材料としては、 PR1a遺伝子の5・側非翻訳領域 2.4Kbをβ-glucuronidase(GUS)
レポーター遺伝子と連結した融合遺伝子を導入したタバコを用い、対照としては、

PRl遺伝子のinducerに応答しない35S-GUSタバコを用いた。これらの植物の展開上
位葉を切りとり.これらから調製した葉肉プロトプラストをinducer中でincubateし
た後、経時的にGUS活性を測定することによりPRl遺伝子の発現誘導を調べた。
IAA. NAAおよび2.4-Dは、 0.4Mglucose存在下では、いずれも5-10μM程度で

プロトプラスト中のGUS活性を2倍以上に増加させるが、 kinetinまたはzeatinの添
加はその4-8倍にもGUS活性を増大させ、更なるサリチル酸の添加はその10倍ものGU
S活性を誘導した。最近、 TMV感染による病斑形成に伴ってサリチル酸が増加してく

ることから、 PRl遺伝子のnaturalinducerがサリチル酸ではないかとする説がある。
今回の我々の結果はサリチル酸に加えて、内在性植物ホルモンや、次演者がのべる

ように糖濃度が相加、相乗的にPRl遺伝子の発現を誘導していることを示唆する。

2aA08 ot煉によって二段階に誘導されるシロイヌナズナ遺伝子
の解桁

篠崎和子¥ 小泉昌広 t.2、 浦尾さとみ¥ 篠崎一緩‘

( t理研・遺伝子解析、 2京大・理・植物}

植物は環境の変化や刺自憶に応答して遺伝子発現レベルでの調節を行い、 外界の環

境変化に適応したり、 あるいは成長、 分化を行っている.種々の外傷環境の変化に

よって、 纏物ホルモンやセカンドメッセンジャーを介して種々の遺伝子の発現が制

御される.本研究でほ環演因子として乾燥を取り上げ、 乾燥によって縁導される核

遺伝子務の発現調節とそのシグナル伝逮系を解明することを目的としている.

乾燥により鶴導されるシロイヌナズナのcDN̂-をディファレンシャルスクリーニン
グによりクローニングした. これらは 9グループに分類され、 cRD (Responsive to 

esiccation)と命名した. このうち cRD29クローンは他のクローンと異なり、 乾燥に
よって二段階に餓導されることが明らかになった. すなわち、 乾燥処理後約 30分で

誘導されて 1時間後ーに・RNAが分解されるが、 さらに 3時間後に再び強〈誘導される.
また、低温処理やAB A処理によってもcRD29は誘導されるが、 この喝合早い稼導ほ

観察きれなかった.ゲノミックサザンハイブリダイゼーションの結果績般の遺伝子

が存在することが示されたo cRD29の遺伝子rd29A、 rd29Bをクローニングし、 その

構造を解併した.
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2aA09 乾燥によって誘導されるシロイヌナズナチオール・プロ

テアーゼ遺伝子の発現解締

小泉昌広 1.2、 篠崎和子¥ 浦尾さとみ¥ 篠崎-it 1 

( 1理研・遺伝子解折、 2京大・理・積物〉

乾燥ストレスは植物体において種々な遺伝子の発現を誘導する.乾燥によって誘

導される遺伝子群の術遣と発現について分子レベルで解祈するために、 シロイヌナ

ズナの積物体において乾燥により特異的に醤積する・RNAのcDNAクローンをディファ

レンシャル・スクリーニングによって 9 種類単緩した. これらの cDNAクローンを cRD

と命名し、 それぞれの僧造解析と対応する遺伝子の発現の解衡を行った.そのうち、

cRD19とcRD21 がコードするタンパク買はチオール・プロテアーゼと高いホモロジー

を示したが、 お互いに異なった種類のチオール・プロテアーゼであることが明らか

になった. また、 ゲノミック・サザン・ハイプリダイゼーションの結果、 cRD19. cRD 

21は別な遺伝子であり、 チオール・プロテアーゼ遺伝子のファミリーであること、

またそれぞれがサプファミリーを形成していることが明らかになったo cRD19とcRD

21について、 それぞれ一種類ずつのゲノミック・クローンを単調Eし、 その僧造解析

を行うと共に、 ABAやGA3の植物ホルモン処理や低温処理による発現の織子をノーザ

ン法により解析した. さらに、 それぞれのの遺伝子の上流に存在するシス・エレメ

ントについて解析を行った結果、 植物で既に報告されているトboxや ASF-1の配列が

存在することが明らかになった.

2aAI0 縞物ホルモン ABAによって誘導されるシロイヌナズナ

遺伝子の解桁

篠崎一後 1、 篠崎和子¥ 小泉国広 2・2、 浦尾きとみ'

( 1理研・遺伝子解析、 E京大.~聖・植物)

縞物では乾燥状態で耐乾燥性に必要と考えられる一君事のタンパク買の合成が務調惨

される. 乾燥によって植物ホルモンアプシジン隙(^B ̂)が誘導され、 さらに AB ̂に

よって種々の遺伝子が誘導されることが知られている.我々は乾燥によって特異的

に誘導されるシロイヌナズナの一言干の遺伝子 (rd)の解併を進めているが本講演では、

A B Aによって誘導される rd22遺伝子の構造と発現について報告する.

ディファレンシャルスクリーニングによりクローニングきれた 9種の cDNAクロー

ンのうち cRD22はAB Aによって誘導されることが明らかになったo cRD22の温基配

列の解祈の結果、 ダイズ種子形成期の中期に大量に転写される種子タンパク" IlPS 

(Unknown Seed Protein)とc末端側に相向性が見い出された。 また N*鏑側には特

徴的な繰り返し配列が見られた.ゲノミッ クサザンハイブリダイゼーションの結果

c R D 2 2の遺伝子はゲノムあたり 1コピーであると推定された.さらにゲノミツク DN

Aライブラリーにより cRD22の遺伝子 rd22をクローニ ングし泡基配列を決定した.

転写開始領績の泡基配列を解析した結果、 ^B Aによる誘導に関与すると考えられる

シスエレメントが 2倒見い出された.
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光化学系 H反応中心へのキノン再構成

。伊藤繁、岩城雅代、三室守、吉坂琢廓 1、三木邦夫¥

佐藤公行 2 (基生研・細胞内エネルギ一、阪大・工・応用

精密 1、岡大・理・生物 2)

Dト D2-Cytb559-光化学系 E反応中心複合体への電子受容体キノン(Q A) 再構成

をDBMIB=dibrolllothYllloquinoneを用いて行い、電子移動過程を調べた。

DI-D2-b559-復合体は、 ホウレンソウあるいはカボチャ葉緑体を Triton-X 100 

で処理後、それぞれ、 digitonin あるいは dodecyl嗣altosideに置き換え調製した。

両方の試料とも安定で良く似た分光的性質、電子伝達活性を示した。

2aBOl 

昨年度報告したように、 DBMIB存在下では閃光照射に

より P680.が生成し、電荷再結合で生じる P680三重項は抑

えられ、 QAの機能が再構成された。 P680φ は、光還元さ ペヵ:;-Jmwa18d れた DBMIB、 b-559及び Z等により再還元されると推定さ

れる。 これらの過程を紫外から可視領域 (240-700 n.)での吸収変化の測定から解析

し、各還元過程の速度、温度依存性を推定した。 QA-)b-559の亀子移動も確認した。

DBMIB存在下では、 77 Kで測定される蛍光のうち、電荷再結合で生じる遅延蛍光

成分(P 680 の出す 683nm成分)がより選択的に抑制され、 DBMIBがこの温度でも QA 

として働く事を支持する結果が得られた。 この際、蛍光励起スベクトルも変化し、

カロチノイドから P680への直後の励起エネルギー移動も推定された。

2aB02 光化学系 11Q向機能の再構成 iご必須な蛋白質成分

福原、聡.・荒n千笑・赤嘱興 i宣・畳局審則(広大・総合f'I)
PS 11中の第一キノン電子受容体 Qn の償責E発現に必須な低分子景蛋白質につ

いては践に報告した. ここでは反応中心近傍に存在する集光性 Chl結合蛋自民

CP43及び、 PQA ( Q向の本体)を除去した観合体に PQ内を再結合させ、 QA活

性を図復させることが出来たのでその結果を報告する.

〈結果> PS 11粒子からドデシルマルトシドを用いて Q内還元活性を持つ績合

体(47、43、Dl、02、Cytb559、10、6.1. 5 ( N)、L、4.8、4.1、3.9)を得た. これをオクチル

チオグルコシド(0 TG )ーオクチルグルコシド(0 G )系で更に解体し、 CP43と低

分子量蛋白貨を除去した新しい複合体(47、D1、D2、Cytb559、6.1、4.8)を調製した.

この傾合体は PQ Aを欠き、 同時にパルス光照射に伴う AA325n・を指僚とする Q内

活性を持たなかった. この線合体に OTG/OG 処理により遊脱した全抽出成分を加え

て再憎成すると、 Q 内活性は 75%まで回復した。 更に全他出成分を可容化AtJ:存在

下で、 PQ向と低分子煮蛋白買を含む函分 Aと、 CP43を含む薗分 Bに分画し

た。 これらの画分を単独あるいは同時に加えて再f構成した結果、 薗分 A単独で QA

活性の回復が認められた。以上の結果から、 ① PQA と低分子量蛋白貨が岡崎に存

在した場合 PQA が Q向部位に正常に織能する状態で碍織成される、② CP43

は Q向機能の発現に関与していない、 という結論を得た.

作-
P
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2aB03 光合成光化学系 11QAーも電子伝達における非ヘム鉄の役割

黒岩繁街、赤堀興造、鼻烏書II'J(広島大、総合科〉

(目的)紅色光合成細菌 (Rps.viridis)の光化学反応中心の例造に基づき、 PSIIのQA.Q回

及び非へム鉄(Fe 2+ )の結合部位が推定されている.このFe2+に関して、 光合成細菌と

P S IIではそれらの化学的性質や配位状態に大きな相違点が見られる.さらにその役割につい

ても不明である.本研究では PSIIのこのFeれの役割について探求した.

{実験)測定試料の光化学反応、中心濃度を高めるために、集光性蛋白質 11を大節分除去した

光化学反応中心複合体(RC)を作成した.さらに、Tris処理を行い、水分解系を除去した RC

(TrisRC) を調思し、これを基準物質とした. 一方.Fe 2+の彫響を分自Eするために、 Fe2+を除

去したRC(-Fe2+-TrisRC)、Fe2+をZn2+及びHn2+で置検したRC(Zn 計・TrisRC及びHn2・-Tris
RC)を調製した.そしてこの電子伝達に彫曹を与える因子(pH.HC03-.HCOo-)を変化させて、

レーザーフラッシュフォトリシスi去により、 PSII中の非へム鉄の役割;を探求した.

(結果)QA→Q回電子伝透過程では、以下の 2つの過程が考えられる.

(1)OAFe 3φ ~ -.h.l!... QA~Fe ". Ob→ QA fe 2 ・ 09 (2)OAHe2+Qg -.h.l!... QA'す He2+09→ QAHe2・QS7

過程(1)に関しては、 TrisRCにおいては従来報告されているような速い時定数ではなく、

t 1/2= 250μsと観測された.過程(2)に問しては 、pH6.0.25・HHC03-の条件下で t1/2が500μs
以上であった. 以上、光合成細菌とは異なり、 PSIIの非へム鉄はpH変化やHC03-濃度変化

により QA→09電子伝途速度を調節している可能性が考えられるが、考察中である.

2aB04 
アトラ ジン 結合解析より推定される Q 8サイトでのプラ

ストキノ ン交検の織何時

高係 正 昭 (叩南大・理・生物)

光化学系1I (PSII) 反応中心の Q8サ イ トからプラストハイドロキノ ン (PO 112) 

は膜脂質内に解離し、 代わりに際化型の1'0が結合する。 これは Q 8サイトと1'0の相

E作用が、 PO分子が還元されると弱くなる結果である。本研究では、 POと同じ部位

に結合するととが知られている ア トラ ジン の D 1タ ンパク貨との結合のパラメ ータ

ーに 対する酸化還元剤の影響より 、 P01l2の解磁を導く原因を調べた。

[方法 ] P S II膜(80μg Chl) を川 C-アトラ ジ ン(0-1. 0μM) 、 40 mM Mes-

NnOH (pH 6.5) 、 10 mM NaCl. 0.4 Mショ 椅を含む基本反応液 (0.5 ml) 中で、 25

℃、 15分インキュベートした後 10.500 x g、 1 5分遠心し、上清の 100μlを採ってフ

リーのアトラジ ン濃度を決定した. OCMU存在下でのアわラジンの濃度とフリーのア

トラ ジン 濃度の差を Ch1の濃度で 害IJってアトラ ジ ンの結合数とした.

[結果]フェニルキノンの添加によ η、 アトラ ジ ンの結合定数は1.32xl07 M-lか ら

4.09x106 101-1に低下した。 暗中ではフェニルキノンにより非へム鉄が酸化されるの

で‘非へム鉄の酸化とともに 1'0に対するリガ ン ドの位置の変化、あるいは、 敬が減

り結合が弱くな ると考えられる。 また、 P S IIの活性によって変動した最大結合

数は、 フェニルキノン存在下では反応中心の数に 一 致する 4mol/l. 000 mol Chlに

なり、 全ての Q8サイトにア卜ラ ジ ンが車吉合できるようになった。
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2aB05 光化学系 E反応中心の色素の選択的抽出

木戸敏孝，唐暁松佐藤公行 (岡大・理・生物

1プリンストン大)

最近、光化学系 H反応中心の単離が可能になり、種々の方法で標品が調製される

ようになった。しかし、単離された標品の性質は、研究グループによO多少異なって
おり、特に紅色光合成細菌の光化学反応中心との対比の上で興味ある色素組成に関し

ては大きな食い違いが報告されている。我々は以前、等電点電気泳動法により精製し

た反応中心が、 6chl a. .2 pheo a. 2 p-car. 1 Cyt b-559 helle. の組成比を持

つことを報告したが、今回、 DEAE-Toyopearlに吸着した反応中心を高濃度の Triton

X-IOOで長時間処理することによって、前報とは異なる色素組成を持つ 2種類の標品

が得られることを見いだした。標品の 1つは、紅色光合成細菌の場合に似て、 2分子

の pheoa当たり 4分子の ch1 aを含み、他の 1つは、 2分子の pheoa当たり 8

分子の chlaを含んでいる。興味ある事実は、後者において、 pheo分子のほとんど

すべてが飽和定常光照射下で光還元されることである。この事実は、他の成分の組成

を考慮に入れると、この標品では本来反応系には直結していない“ inactivebranch 

"の 1分子の pheoaが、 2分子の “accessory • chl aと共に、抽出されている

ことを示すものと考えられる。

2aB06 時間分解 EP nによる光合成系 11中の P6 8 ()とチロ

シン D0)位同の研究

小寺殺到・ m合慶 三 ・勝!京ちづる・ iiil~議阿佐子
(際1学大・f11l)

光化学系 n(PS 11 )に光照射すると波長 68 () n mの光を吸服して反応中心

P s 8 0が P6 8 0・へと酸化される。 我々はドナー償lの働かない低漏 90 Kにお

いてレーザー照射を行ない、 その直後に現れる P 680  ・を時間分解 EP Hで測定

し、 被素発生系(0 E C )の S1. S 状態におけるマイクロ波飽和特牲を得た.

また、 1司じ温度においてチロシン残基 D・の E P n信号である S g. 11 .の飽和特
性と、 パルス EP n法によって Tlを直接測定した。 乙れらの結果により P 680  
とoE CのMn錯休までの距般は、 チロシン D・とoE C までの~般の o .8 5倍で

あることが解った. さらに、 P S JIのドナー側. アクセプター側の桜々な般化状態

のもとで S g.IIsの1・1の湘疫依存件 (77K-160K) を測定し、 以下の知見を得た.

(I)S g.llsの ζ の漏度範聞における 1/T 1の活性化ゴ・ネルギーは 2.0 kJ/冊。l

であり、 ζ の償ーは D。と Q 0 との電荷再結合の1*島γ_1 Iと等しい.
(2 )アクセプター側の Q肉の際化状態の変化は T 11こ大きな影響を与える。

(3) 0 E Cの S2状態における M nの納問時間は 10.9-10'"秒であることが解ったの

これらの結果より P S 11の憎造及び機構について総合的に検討する。

I)T.lnui.A.Kawa問。ri ct a1.. (t989)siochim.Biophys.Acta 973.147-152 
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2aB07 配!白Ir S 11 限 EN 0 0 Rによるマンガンダイマー

およびチロシン Dの配置の研究

三 野広幸 ・戸 商伸治 ・中 f箆雅制・河署員阿佐子(関学大. J1ft ) 

ほうれん草より精製した P S 11膜は乾燥することによ勺配向し E P H異Ijft 

を示す. 最近. 設備の充実. ラジカル濃度の向上により以前に比べて良好なスペク

トルを得ることができた. まずマルチライン信号であるが E P Rにおいてマルチ

、ライン信号自身はほぼ等方的であり E N 0 0 Hにおいて異方性を観測するごとが

できた. 我々は以前にマルチライン信号の E N 0 0 Hにおいて. およそ 4 M H zの

分離を与える信号がマンガン系に直媛配向した水のプロトンである可能性を示した.

特に. ごの信号に関して考察すると(図 lに低磁場制11を示す). その角度依存性か

ら. プロトンー電子問のなす方向が. 勝平商に近い方向(Hζnおよそ 6 0 ・)に

存在することがコンビューターシェミレーションから 上11，乙n 0・

示される. 実際には. マルチライン信号は主にマンガン‘下 IILn90・

ダイマーに起因していると考えられる. そこで 2つの

マンガンを中心においたいくつかのモデルを考える.

また S g. 11 の E N 0 0 Rスペクトルからチロ

シン残基上のスピン濃度分布を考慮して同様の解析を

行い報告する.

(図 I) ‘----
t2 13 14. I門HzJ 

2aB08 Mn除去系 11酸化側におけるヒスチジン残基の光酸化
。小野高明.井上矧直 (理研，太陽光科学)

光化学系 IIの酸化側では酸素発生反応を触燥する Mnクラスター，及び反応中心 P
680とMnクラスター聞の電子移動に関与する tyrosine残基のみが酸化還元成分と
して機能していると考えられてきた.最近 Ca 2t除去系 11において新しい酸化還元
成分に由来する熱発光， E P R 信号が報告され， histidine残基がその実体ではない
かと推定されている(文献， 1 & 2 ) . もし， この histidine残基がMnクラスターと
tyrosine残基問の電子移動に関与しているとすると Mnクラスターを除去した系 H
においても histidine残基の酸化が起こる事が期待される Mnを完全に除去した B
BY標品を閃光照射すると， -20.C付近に熱発光が見られ Mnクラスターが存在し
なくても系 11酸化側に正電荷が蓄積し得る事が明かとなった. この発光は Tr i s一
処理した系 11を連続光照射したときに観察された AT-bandであると同定された.
AT-band生成は， histidine残基の修飾弗jである diethylpyrocarbonate処理によ
り特異的に阻害され，脱修飾処理である NH 20 H処理により可逆的に回復した.又，
修飾反応の pK aは約 6. 2付近であった. これらの結果は， histidine残基が AT-
band生成に密接に関与している事を示している.興味深い事に， AT-band 

の生成は Mnれにより強〈阻害された.その Km値は約 18μMであり，光活性化よ

り推定されている Mn給合部位の親和性と良く 一致していた.以上の結果は AT-
b a n d生成に関与する histidine残基が Mn結合部位の極めて近傍に存在している
事を示唆しており， この histidine残基が tyrosine残基聞との電子移動と Mnクラス
ターの結合に関与する酸化還元的に活性な配位子である可能性を示唆している.

(文献) 1. Boussac，A.， Zimmermann，J.-L.， Rutherford，A.W. & Lavergne，J. 
(1990) Nature. 347， 303-306 
2. Ono，T. & Inoue，Y. (1990) B.B.A. 1020， 269-277 
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2aCOl ダイズ植物附けるウリカーゼ遺伝子の組鮒動期

伊藤秀記、田中耕二、 田島茂行、市i内宏
(香川大段、e伐水省農業生物資源研)

尿敵を酸化分解してアラントインを生成するウリカーゼは、パーオキシゾームのマー

カー酵素であるが、ダイズ植物忙おいては根樹博染細胞内パーオキシゾーム忙のみ検

出される共生特異的タンパク (nodulin35)であると考えられその遺伝子発現機構が・

4鯨守されてきたが、近年、ダイズ種子Kおいてもウリカーゼ活性を含むパーオキシゾー
ムの存在が報告されたt)両者のウリカーゼを比較するために、ウリカーゼ精製を硫安

塩析、 DEAE-セルロースカラム、 SephacrylS-200カラムクロマトグラフィーによって行

ない、得られた精製標品をFreundadjuvantとともK兎を免疫しポリクローナル抗体を

得た.ウリカーゼ遺伝子クローニングは根粒cDNAライブラリーを調製し、合成DNAプラ

イマーを用いたPCR法で行なった.

各植物事臥郎ζおけるウリカーゼ活性を測定したととろ、恨粒tc強い活性が認められる

と共K発芽直後の目玉事曲、目玉乳lζも高分子画分のみで弱い活性が検出された.

ウリカーゼタンパクの存在をウエスタンプロット後、 ELISAtcよってt鱈守したとζろ、
根粒、目玉手uこも33kDtc一本のバンドが百信忍された.ノーザンプロットの結果よりウリ ー

カーゼは恨粒が窒素固定活性を示す前に発現してくるととが，刊愛されダイズ発芽種子

はウリカーゼ遺伝子発現を検討するうえで有用な系であると考えられた。

1)桜井ら、日本植物学会第54回大会研究発表記録、 p202、1989

2aC02 
7 ~ 11 T richodesmiu 111 sp.NIBB1067繰の室禁固定勝繁遺伝

子 (nifH，D，K)の制限 E警察地図による解続

Jonathan， P. Zehrl，大線 香，頑固善彦

( ;基生研・細胞生物ニ 1-3-~ 州立大・海洋研}

童家国定書事黙の三つの蛋白をコ・ドする遺伝子 (nifH，D，K)は耐隊衆性のない蜜繁

固定系を持つ単細胞穏や異形細胞を分化しない糸状休種のう~1Iでは νHリ?と問機一

つの隊合った 9ヲHーとして DNA上に存在する. 一方異形細胞を形成し好気的重無固

定を行う種では外から与えた憲無源を用いて生育し本遺伝子が免現していない細胞

では nifDのヨード領歯車に約 11k bpの excisionが存在し、 細胞を重衆国定条件に移すと

llkbp-excisionが切り出され n川 H，D ，川 H~・の形成が起こった後 JI* 固定際濃の転写

が開始されることが知られている。 Trichodesmiu mは Hを科に属するヲン演で異形細

胞を形成しないがその蜜察国定~は異形細胞を形成する種に匹敵する高い耐機，慢性

を待つ。 本ラン蕩の蜜禁固定置事務遺伝子の織遣を明らかにする最初の鼠みとして，

Z置察国定会件及び蜜索型車として尿繁 (0.5 mM)を与え重索固定勝需を合成しない条件

で生育させた細胞からそれぞれ genomicDNAを鋪出し、 :dJ.大学・ Haselkorn博士のも

とで得られた Anabaena sp.7120株の nifH，D，K及ぴ llkbp-excision部分の DNAを

probeとして制限醇無地図の作製を行った。 結果は. 本ヲン古車の nifH，D，Kは室禁固定

o*が発現されている条件、非発現条件いずれでも隊合った 9ヲH回を形成しているこ
とが示された。
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2aC03 ラン藻PlectOl7ema的 'dnLJtnにおける下e-蛋白質遺伝子
(nifH，仏C)の欠損変異株とその性質
藤田祐一，高橋康弘，松原央 (大阪大，理，生物)

ぬCli、ゼニプケ葉縁体DNA，之存在する未同定申nreadi噌 frame のーって"、ニト

Dゲナーぜの日蛋白質遺伝子ni仰と有意な点目向性を示す.ラン藻及どtcnemaTa弓町1U1!l-
からのふCと刀'llHの doningヒその塩基配列は、昨年度の本大会で報告した.fixC遺

伝手産物の機能を明らかにするため、 p.b:Jぐljd!1L1JTl を用いてがポブ欠損変異J除の単離を
試みた。まず、長xCを分断する様に k初 mycin耐性(KmR)遺伝子を挿入した pl翻 lidを
構果した.この plasmidを、電気嘉手し法にJって知胞内に導入後、乗色体臥/Aとの相

同的組換えの結果生じる変異株を、 KmR を指標に選択することにした. 電気パ/レ
スの条件設定の疋め、最初に ru舟J遺伝予欠損変異妹の単離をき式みた.電界強度 12.5

k¥I畑、時定数10.7ms の J~ルス処理の結果、変異株 YFH201 を単離した.A株は、予想
通り、窒素固定能欠損(nifつの形質を示した.同じ条件のパルス処理により、 fixC

欠損変異株Y陀i∞4を得た。 Y陀1∞4は、光独立栄養的にも窒素固定的にも、野生林と
殆ど変れりなく生育することから、丹:XC蛋白質は、治会成*にも、窒素固定系にも、
必須でとtいことが示された。更に、弱地下、又は、暗所においても、g/ucose}制IDに

より野生株と大差ない生育を示すが、 chlorophyll(Chl)含量が大幅に減少する形質を示し

た。ごの形質は、通常地下では生じないことがう、斤:x:C蛋白質は、先非依存型の
01合成示に、何等かの形で、関与していることが示唆された。

2aC04 サツマイモ持軍根におけるフェニルアラニンアンモニアリ

アーゼの発現

問中妻之〈生物研)

サツマイモ鴻根は、病m害、ヱチレン、 光など碕々の閃子によりフヱニルアラ
ニンアンモニアリアーゼ (PA L )が de novoに多貴に合成される。 PAしには数符

灼の i宣伝子が存在しておりそれぞれの刺激により特定の遺伝子が発現されることが

予想される。そこで穂々の刺激により誘導され ~rAL の cONAをクローニンゲしそ

の構造を明らかにするとともにその発現パターンを解析した.

傷害による PAL活性の変動バターンは 2待の PALの存在宅E示峻していたの

で刊号待後 4時間及び 14時間経過した組織から、 またヱチレン処理をした組織より

RNAを抽出し、 cONAライブラリーを調製した。すでに傷害サツマイモ組織より得

たcllNAクローン(pPAL02)をプロープにしてスクリーニングしたところいずれのライ

プラリーにおいても 1000個当たり 1伺の potitiv喧 plaqueが見られた。その中で pPAL

02の3・-noncodinp， rcgionとハイブリダイズしないものが約半数あり、得ライブラリ
ーより十数クローンづっサブクローニンゲし制限隣素地岡、 3'末端側の均寿を配事'1;を

調べたところ polyA鎖のつく位担軽に援があるがほぼ同ーのものであった。その中で最

も長いクローン (pPAL2-8， -2. 5kb)の泊基配列;を決定した。 pPAL02とは核殿及びアミ

ノ隙レベルで各々 79.7，88.1%のホモロジーがあった. ノーザンプロット分析により

pPAL02が傷害後 4時間で検:Hされるのに対し pPAL2-8は2時間ですでに発現していた。
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2aC05 p.~!IJC_UII ・ i)__1aCl!u・アスパラギン殴アミノ基転移酵素-

cDNAクローニングと窒素による発現制御

谷口光隆，光都篤人.滞木弘道，笹川英夫.長谷俊治.

杉山遺夫 (名大.，..農化)

NAD-"E型 C..植物の C..ジカルボン酸回路において、アスパラギン酸アミノ基転移

静紫 (AspAT)は業肉細胞の細胞礎質および維管東鞠細胞のミトコンドリアに局在し、

中心的な役劃jを演じている.我々はとの両細胞での AspATアイソザイムの機能発現

を解明することを目的として、今回 cDNAクローニングを行うと共に、そのアイソザ

イムの蓄積に対する供給窒素の彫轡を調べた.

緑化業より銅製した poly(A)φRNAを鋳型として cDNAライブラリーを作製し、各ア

イソザイムを認識する 2種の抗体でスクリーニングを行い、同アイソザイムに相当

するクローンを得た.復基配列より予想されるアミノ償配列には 50%の相向性が認

められる一方、 f構造的あるいは機能的に必須であることが知られているアミノ糟残

基は全て保存されていた.また、供給窒素の変動に伴う AspATアイソザイムの発現

パターンを解祈した.低窒素 (0.3・" N03-)で約 2週間生育させた窒素欠乏の楢物に

高窒素 (8." NO'-)をあたえ、欠乏回復過程でのアイソザイムの苔績を調べた o A s pA 

T は、補筑後選択的に増加し、 72時間後には1.5倍になった.ごの繕加は、業肉細胞

に存在する AspATに特異的であり、緯管東側細胞ミトコンドリアに局在するアイソ

ザイムには変動が見られなかった.したがって、アイソザイム聞で窒繁変動に伴う

発現調節が異なることが示峻された。

トウモロコシ グルタミン合成静索、グルタミン間合成

静紫遺伝子携の転写産物の苔績から見た発現解桁2aC06 
榊原均、長谷俊治、杉山途夫 {名古風大・農化}

我々は C4植物であるトウモロコシを用いてグルタミン合成酵素 (GS)Iグルタミン

峨合成醇繁 (GOGAT)サイクルの機能及びその発現調節機備の解明を目的とし以下の

実験を行なった.トウモロコシ緑化羨から作製された cDNAライブラリーより 5種類

のGSクローン pGS 107. 112 • 117 • 122 • 202を単厳しそれらの精進を決定した o fl也の植物

のGSの一次構造と比較したところ、 107.112.117.122は cytosolic GSとより高い相

同牲を示した o 202はplastidic GSとより高い相向性を示したが、 N末織側の一部

を欠いていた.これらの GScDNAと、すでに得ている Fd-GOGATcDNAをプローフとし、

細胞内での転写物の存在量の関係を調べた.葉、中はい輸、綴での存在量をみたと

ころ、 107.112はいずれの器官でも大量に存在"したのに対し、 117は業に、 122は綴

にそれぞれ少量ずつではあるが偏在していた。 plastid型の202は薬に局在していた

が、同じ<plastidに存在する Fd-GOGATは薬の他に中はい輪、恨にも少量ずつ存在

した。光誘導の過程においでは、 202とFd-GOGAT・RNAは光照射後、協調的に著しく

婿加した.一方、 cytosol型の 107.112は緑化過程でわずかながら地加傾向を示した

が、 117は減少、 122は変化がなかった。この様に C4植物には、 C3植物に比べ多く

のGS遺伝子が存在し、それらの発現織式もより複縫化されていると考えられる。現

在、維管東側細胞と業肉細胞問での発現についても検討中である.
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2aC07 ハツカダイコン子葉における発現調節の異なる細胞質

問(E性グルタミン合成静素群のcDNAクローニング

浜田和行，波辺 昭 (名古屋大・農・生化学制御)

グルタミン合成酵素 (GS)はアンモニア同化のかなめとなる静素であり 、土浅から吸

収した窒素の同化だけではなく、光呼吸の際に生ずるアンモニアの再同化、また、織物体

内の繁繁の転流時にはその転流形態の一つであるグルタミンの合成においても重要な役割

を果たしている。ハツカダイコンの子葉には、葉緑体局在性GS(GS2) と細胞質局在性 GS

(GSl )が存在しているが、我々の研究室では老化に伴って発現し、窒素の転流に関与する

と考えられる GSlのcDNAと遺伝子がクローニングされている.しかし、一般的に GSlは

多量遺伝子核を形成しており、ハツカダイコンでもとのcDNAに対応する遺伝子以外にも

恒常的に発現している遺伝子があるととがわかっていた。との多重i宣伝子族のメンバーに

よる発現の遣いをはっきりさせるために、他のメンバーのcDNAクローニングを試みた。

その結果、新たな二つの GSlcDNAクローンが得られ、その構造について調べたととろ、

これらの GSl遺伝子はおEいに非常に近縁で、アミノ償配列で90%近い相同性を示すが、

その発現のパターンは互いにはっきり異なっていることがわかった。また、 cDNAのin

vitro転写・嗣訳産物の二次元電気泳動法による解析から、乙れら 3種類のクローンに対

応する GSl遺伝子はハツカダイコン子葉で発現している GSl遺伝子のすべてであることが

明らかになった。

2aC08 
イネ・グルタミン合成酵素 GS1および G S 2遺伝子-

のプロモーター活性の比鮫

木崎 暁子・ 1、坂本 教え問中 関介 ?、竹業 開IJ' 

( 1京大.，量生、 2京府大・農化、 3京府大・応生)

イネのような好アンモニア性柄物の窒素同化では、 グルタミン合成醇索

( G S )が主要な役割をはたしている. 務々はすでにイネから 3種の cD N 

A(RGS8、 R G S 2 8、 RGS31)を E臣殿・解析したo R G S 8は主

に線で発現する GS 1型(細胞質局在型}であり、 R G S 2 8は主に棄で発現

する GS1型である R G S 3 1は葉緑体に局在する G S 2塑である. これら

3つの cD N A に対応する核遺伝子も単厳・構造解析しており、 ぞれらの遺

伝子の器官特異的発現を調節するシス配列を解析中である. これらの遺伝子

の発現調節機備を鋳べるために、 それぞれの遺伝子の 5・上波械を β-glucr

onidase ( G U S )遺伝子に連絡し、 タバコに導入し、 プロモーター活性を検

討した.

すでに RGS28 (GS1型}に対応する遺伝子の吻合は、 タバコにおい

てもイネにおげるのと問機に業で主に発現すること、 アンモニアにより発現

が誘導されるという結果を発表している. 今回、 RGS31  (GS2型}に対

応する遺伝子の 5 ・上流滅(1、5kb) と G U S遺伝子のキメラ遺伝子を導入し

たタバコについて、 R G S 2 8の渇合と同織な実験を行い、 その発現機式に

ついて比較した. また、 G S 2 は、 光により鋳導されることがわかっている

ので、 光による発現調節についても調べたので結果そ報告する.
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イネの RFLP解析に関する研究(1)

ゲノム DNAによる多型分析

半沢幹朗.菊池彰.大場伸也菊池文雄内宮博文 2

(筑波大・生物 J筑波大・農林戸北大・理・生物)

DNAを制限酵素で切断した場合に、 品種等の違いによって生じる断片の長さに

違いを生ずる場合がある。 これは DNA制限断片長多型 (RFLPs) と呼ばれ、 i宣伝

的マーカーとして有用である。

イネ (Or)'互主主主主江E・L)のRFLP分析を行うためにインド型品種である Culture

340 のDNAを EcoRIとPstJで処理して 2組類のゲノムライブヲリーを作成し、 各ク

ローンをプロープとした。 オートラジオグラムからコピー数を縫定すると、 低コ

ピーのクローンの剣合は EcoRIライブラリーが 50.71、 Pstlライプラリーでは 71.8

zであった。
つぎに、 日本型の愛国と Culture340簡で RFLP分析を行ったところ、 EcoRIラ

イブラリーでは 33.3l、 Pstlライプラリーでは 53.9lに多型がみられた。 これらの

うち Pstlライプラリーでは 2尊重類の制限酵素で同時に多重がみられたのが 24.2l、

3縄類の酵素で多型がみられたのが 16.U、 4種額全てで多型がみられたのは8.Uで

あった。 制限酵素により生じる断片長の平均と多型頻度の聞には強い相闘がみら

れた (r=O.99")。また、 Culture 340でバンドが出現し愛国でバンドがみられない

ものが 3クローン得られ、 DNA断片の抑入や欠失が生じているものと推定された。

2aC09 

2aCI0 イネのRFLP解析に関する研究 (ll)
cDNAクローンによる RFLP分析とその特徴

.'"・1 司位置更憐聞 大嶋伸怜' 相愉究極'"11 .冊ー帽・ '1111 ，重立・ 肉官湖責'
( .，事大・生物， ・jt大・脅・網.. ・筑路大..綜〉

RFLP 分析は主に genolllic DNA プロ}プを用いて行われてい~が、

本研究では cDNA プロープを用い genomic DNA プロープとの比較を

行った. また両プロープを用いた RFLP 連鎖地図を作成したo 4 縁

関の各制限隊棄による Rf'LPs の績出 E艇は cDNA プロープを用いた場

合、 genolllic DNA プロ}プに対し全ての隊棄において RFLPs 検出掛

度が 2 倍以上高〈、 サザン法で得られるバンド教も多かった. また

geno欄 ic DNA をプロープに用いた場合にはバンドの平均サイズと

Rf'LPs 検出頗度の聞に相関関係が認められたが、 cDNA プロープを附

いた場合 lこはその関係は認められなつかた. こうした相違の原闘は

イン.トロンの有無によるものと推定される. 更に genolllic DNA 及

び cDNA マ}カーを用い RFLP 連鎖地図の作成を行い、 約 1000 c門

にのぼる連鎖君撃を得た.

また日本型イネとインド製イネ聞の戻し交雑第一世代におけ~期待

分離比 1:1 (B本型:機種型〉に適合しない RFLP マーカー(p> 

0.05) について連鎖地開との関係を比較したところ、 分mの護みを
起こす因子の存在が推定された。
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2aDOl Subtractive hybridizationによるダイズ根粒からのnodulin

遺伝子のcDNAクローニング

。河内 宏・畑 1ft否 {農業生物資源研究所)

IH til iYIの感徐によ ηマメ利刷物に)'， '¥:.宮関紙阿定mfilが形成きれる過程で'JH見する f，'荷物遺
伝子 (nodulin遺伝子)を subtractioni:去によってクローニングした。すなわち、ダイズ根粒

問 RNAから調製した 12P-cONAから.1~感染恨 mRNA と相補的な配列を差し引くことによって得ら

れた燃料特異的なプロープで根粒の cDNAライブラリーを検索し、発育段階の異なる根粒か

らあわせて 25以上の特異的クローンを得た。塩基配列の解析の結果、この中には従来知ら

れている nodulin遺伝子の大部分と.10 f間以上の未知遺伝子が含まれていた.ノーザンフロ

ッテイングの結果、新たに単厳きれた nodulin遺伝子はその発現時期により、(1)感染初期

の根ですでに発現しているもの.(2)感染初期の根では検出きれないが窒禁固定活性の発現

に先だって 8日目の根粒で比較的大量に発現するもの、および(3)leghe圃oglobin遺伝子と問

機に窒素回定活性の現れる 13日目を境に発現するもの、に分類された。グループIに属する

nodu J i nのうち判，'37は(Hy)Proに富む繰り返し配列をもち、従来知られている eNod2フ 7 ミ

リーに属する. .361ままったく異なった構造を持つが、茎にも弱〈発現していた.グループ

111ご属するね15は、 eNod55(ダイズ)と類似の (Hy)Pro-Serの繰り返し配列を持つ.その他の

新規nodul.in遺伝子は、ダイズ以外のマメ科恨粒も含めて既知のnodulin遺伝子との相向性

は認められなかった。単厳された nodulinj宣伝子はすべて、 Nod+Fix-薗によって形成された

無効恨粒においても発現しており、その発現還にもほとんど差はなかった.

2aD02 溶原ftファージによる根粒菌感染織能の変動

。内海俊樹・東四郎・阿蘇美紀子(鹿児島大・理・生物)

根f([菌とマメ科横物の共生関係は、両者の高度に調節された遺伝子発現系の上に成立しているが、摂鈴蘭に
ファージが請書原化していた場合の根粒細胞内におげるファージ・E自・植物細胞の三者の遺伝的・生理的相互関
係は、興味のあるところである.本研究では、クローパ線粒菌とその溶原性フ 7ージについて、ブァージの

浴原化と宿主棋粒薗の根枝形成能(Nod)との関係及び、植物細胞内におげるファージ遺伝子の発現について

解析を試み、鎗物細胞への遺伝子ベクターとしての働能開発を検討するのが目的である.

野生のホワイトクローバ線粒より分厳したクローパ根粒菌Rhizobiu.1egU圃inosaru・biovartrifolii 
UK-l: 16 Uf朱(Nod+)は溶原菌であり、 UV照射あるいはKito.ycinC処理により溶原性ファージト回leを誘発

することができる.ファージ咽ー圃oleは、形態的にはPodoviridaeに属し、 geno.esizeは約40kbであった.

UK-l: oU椋の銭種により形成されたクローパ栂粒をKito田ycinC処理後、透過型電子顕微鏡にて観察したと
ころ、線粒細胞内の綴粒菌におげるファージの誘発、植物細胞質中へのファージ組子の放出が観察された。

ファージト圃oleは、他のクローパ線粒菌野生綜4S稼(Nodつにも溶原化したが、植物との共生に関して二積の

異なる表現型を示す溶原菌、即ち、 Nod+である4S:16 UN+線とNod-である4S:16 UN-鎌が得られた.4S: 16日N-株

においては、線粒形成遺伝子群(nod-genes)が存在するSy.p1as.id(315 kb)がcuringされており、ファージ

の溶原化によってSy.planidの複裂が阻害される可能性が示唆された.次に、 4S:16 UN+稼，4S:oUN鴫稼それ

ぞれのファージU-.oleの溶原化位置の決定と、誘発きれるファージのDNAの比較を試みた.日-.oleの坐lP傾

峨(色旦R1 6kb frag圃ent)をprobeとしτ、2稼の全日NAについてSouthernhybridizationを行なった結果、
hybridizeするDNAfrag園開tが一致することから、溶原化位置は同じであると判断した.しかし、 4S:oUN-係

より誘発されたファージのDNAには、本来のファージU-moleのDNAには存在しない特異的なDNAfraglentが存

在することが明らかとなった.特に、との特異的な領械のほぼ全体をcoverしていると予想される駐日 I

4.7kb frag田entをcloningし、その起源とSymp1as田idcuringの関係について考察したので報告する.
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2aD03 Pseudo.ona~ syring主主の非病原性遺伝子AvrDにより生

産される、ダイズの抵抗性遺伝子に対応した特異的エリ

シターの性質と部分精製

勺"崎信二，鈴木玲奈、 .S.Kidland2.J.Si.s主.H.Keen'

(農水省・生物研，、日本女子大，主Calif.Univ.Riverside)

植物と病原体との相E作用の特異性はそれぞれの抵抗性遺伝子と非病原性遺伝

子との対応により決定される場合が多〈知られている。位互 Bはトマトの病原菌Psニ

笠且旦旦!pv. to里豆toから得られた非病原性遺伝子であるが、ダイズの病原菌Ps.s 

主主ng主主 pv.邑主主主ne主に導入した場合に、特定の品種に対しての非病原性を菌に付

与する。ごの主主主 Dに対応した宿主の抵抗性は 1遺伝子により決められていること

が交配から明らかになっている。

主主主 Dを導入した大腸菌は待地にこの遺伝子に対応した品種レベルでの宿主特

異性を持った過敏感反応誘導性のエリシターを分泌する。 このエリシターは宿主

が病原体の侵入を認識するシグナル物質と考えられるので、その精製を試みた。培

地からエリシターを有機溶媒で抽出後、逆相及び傾相のクロマトグラフィーにかげ

葉に対する過敏感反応誘導活性のアッセイにより活性成分を分離した.活性は綾数

のピークに認められたがそのうちの代表的なピークについて 2次元 NMR分析を行

ない瞥定構造を決定した.分子式は C ，ち06Hυないし Cτ30sH20で、 Cマ又は C5

の炭化水素側鎖と酸素に富む親水性部分とからなる情造を持つと考えられた.
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2aD05 イネの細胞膜上でのいもち病底抗性遺伝子産物の係索の

試み

。宮本 膨，清沢茂久¥児玉 治，赤塚す巴，川崎信二三

(茨城大・農・農化協和発酵 2農水省・生物研)

遺伝子対遺伝子理論では植物の病原菌に対する抵抗性は、それぞれの持つ非病

原性遺伝子と抵抗性遺伝子とがそろった時に成立すると考えられており、実際にい

くつかの非病原性遺伝子が主に細菌から分聾されているが、植物の抵抗性遺伝子の

実体はまだほとんど知られていない。植物の抵抗性反応が病原体の種類によらず、

ほぽ同様であることから、抵抗性遺伝子産物は病原体の認識に関与していることが

予想される.イネといもち病菌の聞でもこの遺伝子対遺伝子の関係が成立すると考

えられ、日本産のイネでは 9種類のPiと呼ぼれる抵抗性遺伝子の存在が遺伝学的に

示されており、その congenic lineの作製の試みもなされる等、ごの理論の検証に

は良い材料と考えられた。

抵抗性遺伝子の産物が病原体の特定成分のレセプターであるとすれば、それは

細胞表面上に発現されている可能性が高い.そこでこの仮説の元に、抵抗性反応が

最も強く現れる組織であるイネの緑葉から細胞膜を単韓し、日本晴の Piのcong en ic 

lineの間で、 2次元電気泳動によりその構成タンパク買の比較を行なった。その

結果、 Pi-aとPi-iを持つ系統にそれぞれー、他の系統とは異なるタンパク買のスポッ

トを見出した。

2aD06 トランスポゾン(Tn5) 標識化による A.tumefacIenceの

病原件ーに関与する外膜タンパクとその遺伝子の同定

萎再興玩、・小島本総(字i大、 E襲、候化学制御)

〔目的) A. tumefac i ensは双子襲被物と 2-3の恥子葉納物の傷口に感染し、本閣が

保有している Ti-plasmid 中の 一部分 (TDNA)を栴主組物の染色体に転移することに

よりゴールを形成する。ゴール形成の全体的機備に関してはほぼ明らかにされてい

る。しかし、本菌の外膜が T-DNAの宿主植物への転移や宿主特異性発現においてど

のような役割を果たしているかについては不明である.この点についての知見を得

るために本研究を行った。(方法及び結果) A. tumefac i ence(ATCC23308. octop i ne 

型)を Tn5をもっ E.coli(pCIIR81、東大、彼川千尋氏より分譲)と接合させた後、ネオ

マイシン (neo)を含む最少液体矯地中で、 42t.17時間加熱処理した。処理薗を neoを

含む固形培地上で選択し、各コロニーを増殖させ、ニンジン切片に接種し、ゴール

形成の有無で病原性を判定した。このようにして、多数の非病原俊変異株を得、こ

れらの外膜タンパク貿を SDS-PAGEで分析した。これらの分離縁の一つ (8-39繰)は約

18KDaの外膜タンパクを欠失していた。この 8-39株の総代培養中に出現した neo感受

性復帰蘭 (8-49株)は病原性を完全に回復し、外膜タンパク質も親橡のそれに復帰し

ていた. Tn5の挿入部位を Southern法をJfJい誠ペたところ、 8-39繰の染色体 DNAに検

出され、 Ti-plasmid には検出されなかった。今後この Tn5が挿入された遺伝子を分

両院し、その構造を解析する予定である.
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2aD07 線状 dsDNAをゲノムとするクロレラウイルス (Saijo

Virus)のゲノム解析及び感染特性

山田 隆(広大・工・醗静}

単細胞緑漢クロレラに感染するウイルスを自然界より分際し、 その性状、感染特

性、 ゲノム構造(制限醇素地図)等を明らかにしたので報告する。

ウイルスの検出はCh.l金工豆11亘 sp・NC64A徐を検定画面としてプレート上でのプラーク

アヴセイ法に依った. ウイルス源には広島大学西条キャンパス周辺及び京都市内の

自然池の水を用いた。 何れのサンプルからも 100μl当り 6--500 pfuの頻度でウイス

ルプラーク(径 0.5--1.0c圃)が検出され、 その数は季節により変動した. 精製ウイ

ルス粒子より検出したグノムは総ての場合において線状 dsDNAであり、パルスフィー

ルドグル電気泳動法によりサイズは 340--370 kbpと決定した. ウイルス SVKl， SVK2 

のゲノムについて制限静素解析を進め、 自主宣1. 担立主I.呈工.iI. S.皇室lの各サイトのマッ

ピングを行った.線状 DNAグノムの構造上の特徴を議論したい. 更に SVK1感染細胞よ

りウイルス耐性変異稼 K1R1--K1R3を蟻際した. これら耐性稼は他起源のウイルスに

対しでも耐性を示し、 一連のクロレラウイルス (SaijoVirus)の近縁牲を示略してい

る. K1R2. KIR3は不安定で、 プレート培養中、 不定形アラークを低頻度で形成する。

このアラークより単舷したウイスルゲノムには変化が起こっていることが制限静禁

解析により判明した。.:顕観察により、 SaijoVirusは巨大な (φ=130--200 n聞)正二

十商休構造をしており、 権物に 1;1:緩めて希な Iridoviridae型であることが分かった。

2aD08 ベラドンナ精餐根と放線問 (HOC4rdiopsissp.) との

相互作用による赤色色素の生成機式

o野末雅之、清水圭緒、清水豊、高山興策 1 (倍大・理・

生物、 1P C Cテクノロジー・筑波研〉

ペラドンナ悠養績に放線薗 (HOC4rdiopsissp. BL-1) を鐙種して培養すると、

糟地中に赤色色素が生産される(高山ら、日本生議学会、 1990)0 ベラドンナ恨の

ろ液に閣を媛種しても問機に色素が生産されることから、色素生成に必須の因子が

ベラドナ線から培地中に分泌されると考えられ、今回その因子の分般を試み、その

絡性買を検討した.

ペラドンナ (AtroP4oel14donn4)の培養線と紋線薗 (HOC4rdiopsissp. BL-1) 

を実験材料に用いた.ペラドンナ恨の培養は、 MS液体鰭地(6%ショ嶋、 0.3・g/lHAA
を含む)を、また放線菌の培獲には、ブイヨン培地を用いた。ペラドンナ恨の格発

ろ液に放線闘を援種し、 25・C、暗所で僚とう繕重量し、赤色色素を生産させた.色素

置は、 525 u の吸光度を測定して求めた.

ベラドンナ椴培養30日自のろ液を濃縮後、セファデックスト25でゲル鴻過し、色

素生成の活性分画を得た。活性分間のピークは、 280 naの吸収パターンと一致し、

分子軍マーカーとして用いたビタミン B け (1.355)の産後に溶出された.また、精

f空貨を検討した結果、活性分画中の色紫生成因子は、勲に比較的安定な水溶性の低

分子化合物であることがわかった。
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2aEOl ホウレンソウRusisCOが示す履歴現象へのRuBisCO

activaseの影響

O 辻本憲孝、 横田明穂 (大阪府大・農)
不活性型のRusisCO(E)は Ĉ02(C)とIg2+(盟)を結合しECIlとなって触媒機能を発

現する。 活性化されたRusisCOを"C02ならびにRuBPと反応させると、最初の数分

は高い活性Cinitial burst)を示すが、その後活性は低下し反応は直線的に進行

する(linear phase)。 これはRuBisCOがinitialburstでECIl'R，linear phaseで・
はo.1-1. Oml RuBP存在下でE:tCI S R、2-5m)(RuBP存在下で'REC)(SR及び，REI-CI‘R構
造を取ることによる履歴現象のためである。 また、 RuBisCOactivaseはその機

能発現に2mll以上のRuBPを必要とするとされている。 そこで本研究ではRuBisCO
の機能形態変化に及ぼすRuBisCOactivaseの影響を調べた。

RusisCO(E)にRuBPを終濃度O.5mll加えて不活性型のRuBisCO(ESR)とした。これ

を4m)(RuBP， ATP、ATP再生系および:activaseを含む系に加えてactivaseの反応を
開始させた。 活性化後一定量をRuBisCOOJcarboxylase反応系へ加えてRuBisCOの

反応の経時変化を追跡した。 activaseよって活性化されたRuBisCOの反応は反応

時間に対して直線的に進行し履歴現象は全く示さなかった。このことはactivase

によるE'Rの活性化によって生成したRuBisCOは'REC)(SRと'RE"f"CIS Rの混合形態を

採っていると思われる。 一方、 RuBisCOの示す履歴現象に及ぼすactivaseの影響

を調べたところ、 activase無添加系と同様に履歴現象がみられた。 これらの結

果から、 RuBisCOの機能形態変化(履歴現象)には影響しないと考えられる。

2aE02 
*ウレンソウ RuBi sCOに対するモノクローナル抗体の

f'r J戊とそ 0)特例:
。桃川明穂、久証:煎 1、渡海寛、弔問成 1、小時陵 jj'j2 

(大阪府大・農、 t近畿大・農、 2大阪府大・農・献侠)

RuBisCOは光合成と光呼吸代謝系の初発反応を触媒する酵素で、楠物の光合

成効療を決定する重要な代謝的な位置を占めている o これまでRuBisCOの構造

と活性発現の関連について、 RuBisCO反応中心アミノ酸の化学修飾やX線回折さ

らには分子生物学的手法によって研究され、多大なる成果を収めてきた。

方、モノクローナル抗体(MAb)は抗原タンパク質の多くのアミノ酸残基を 一度

に不活性化してしまうという点で、 これまでの手法と根本的に異なる o また、

MAbは、 抗原接種後のマウス体内での抗体産成段階において実験者の意志が入

りえないという点で、予期できないほど素晴らしい成果をもたらす可能性を秘

めている。本研究ではこのような期待を持ってホウレンソウ RuBisCOに対する

MAbを作成したので、その特性について発表する。

得られたMAbは2系統R積類で、すべて IgMであったの ホウレンソウ RuBisCO

以外に旦盟主よ旦旦aRuBisCO、synechococcus RuBisCOとよく反応したが、 E主旦並立呈
p irillu m RuBisCOとの反応は弱いものであった。これらの反応はRuBisCOがSDS

や尿素による変性を受けても影響されなか った。 また、 MAbはRuBisCOのlarge

subunitおよびsmall subunit両方に反応性を示したが、 RuBisCOのcarboxylase

反応およびこの過程で起こる履歴現象には全く影響しなかった。 これらの結

果は、両subunitのアミノ酸配列上に相向性は高いが反応には一切関与しない

配列が存在することを意味している。 現在その相同配列部位を決定中である。

-170-



2aE03 ホレンソウ RuBisCO活性調節部位への種々の糠リン駿

の結合緩和性について

0東岡雅也、 横問明穂 (大阪府大・農〉

RuBisCOは、その活性発現に活性化を必要とする。活性化された植物のRuBisCOは、

基質RuBPとCO2が与えられた後活性はゆっくりと低下し、反応開始数分後には反応開

始直後の活性の 50-8刊に低下したsleadyraleを示すような二相性の反応を示す。

この二相性の反応はRuBisCOが本来持っている hystereticpropertyによるものと我

々は考えている。 1mM以下のRuBP存在下ではRuBPは基質部位に結合し initialburst 

を示し、その後蛋白構造がゆ っくりと変化し活性の低い構造をとる。しかし、2mM以

上ではRuBPは基質部伎に加え、hysteresisを示す前と示した後の両方のRuBisCOの基

質部位とは異なる部位(我々は活性調節部位と呼んでいる。)にも結合し、hysteresis

による活性の低下が50S程抑えられる。ケイ光プロープを用いたRuBisCOの構造と活

性に関する研究によっても活性調節郊位の存在が示唆されている。そこで、Hummel

とDreyerらの方法に従い、ゲルろ過によってこれらの化合物のRuBisCOへの結合量と

結合親和性について検討してみた。

CABPの結合量は100州で最大となり、RuBisCO1mol当たり基質部位数811101の約2倍

に相当する 15.8molであった。また、CABP濃度Iこ対して結合量をプロットしてみると

bumpy curvesが描けた。以上の結果から RuBisCOIこは活性調節部位が存在し、その部

位への結合は結合量の増加に伴いKdが30.6→ 13.9μM.~86→ 0.68凶に大きく低下する
ような正の協向性を示す二成分からなることが明らかとなった。 RuBPおよび6-PGの

結果についても報告する予定である。

2aE04 ホウレンソウ RuBisCOへのRuBP構造アナログの影響

0 横田明穂、 泉川達也 (大阪府大・農)
植物由来の活性化RuBisCOは、反応に伴い活性が低下する、いわゆる履暦現

象を示寸。 これは、基質結合部位に RuBPが結合した後、 RusisCOが反応開始直

後とは異なる活性の低い別の形態を採るためである。 RuBisCOにはまた、活性

調節部位も存在し、この履標現象を弱める働きを示すことが最近の我々の研究

で明らかになってきた。 これらの部位にはRuBPのほか、 6-phosphogluconate

や RuBisCOのcarboxylase反応中間体の構造アナログCCABP)も結合する。 本研

究では、 これらの両部位の化学構造と結合特性を検討するために種々のRuBP構

造アナログを合成し、それらがRuBisCOの履歴現象と活性調節部位に及ぼす影

響について検討した。

Xylulose 1.5-bisphosphateCXuBP)は基質結合部位にのみ結合し、 RuBisCO

のcarboxylase反応の基質になると同時に活性化RuBisCOから活性化CO2をゆっ

くりと放逐した。 XuBP carboxylase反応の反応生成物は3-phosphoglycerate

であった。 この反応の最大速度はRuBP carboxylase反応の場合のO.OUで、

Ko・s(XuBP)は12-15μMであった。 XuBPの活性化CO!の放逐作用は可逆であっ

て、 RuBisCOによる反応系中のXuBPの消費に伴いRuBisCOは再び活性化された。

a方、糖酸である D-glucarateはRuBisCOの基質結合部位に結合し、 RuBPが引き

起こすようなタンパクの構造変化を誘引した。 また、 carboxy]ase反応をRuBP

に対して桔抗的に祖害し、 Ki値は2.5 mMであった。
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高等植物型 RuBisCOのラン藻における発現

0和田正f吾、和田野晃、積田明穂、姫野道夫、
2aE05 

小林裕和(大阪府大・農・農化、 1名大・ RIセンター)

RuBisCOのC02に対する親和性は高等植物において最も高く、ラン藻や光合成

細菌などの原核生物では一般に低い。そこで、 C02に対する親和性の低い RuBisCO 

をもっ光合成生物の光合成能の改良方法のーっとして親和性のより高い RuBisCO

遺伝子の導入が考えられる。 我々はラン藻 SynechococcJ.IsPCC7942 (Km(C02) = 

....... 250μMのRllBisCOをもっ) に紅色光合成細菌 ChromatiUIl vi旦監盟由来の C02

に対する親和性の高い高等植物型 RuBisCO(Km(C02) = 37μM)の遺伝子を導入・

発現させ、その形質転換ラン藻の性質について調べた。

組換えプラスミド (pUCV1 )は、 c.v i旦旦臼旦の RuBisCO遺伝子 (3.6kb)をラ
ン藻ー大腸菌シャトルベクタープラスミドpUC303の XbaI-XhoI断片 (8.0kb)に持

入し作成した。形質転換の結果、クロラムブエニコール耐性のラン藻 MT1を得た。

IH1中でのC.vi旦堕盟-RusisCOタンパク質の発現をウエスタンプロッティングによ
り確認した。また、 HTlより調製した菌体抽出液の RusisCOの比活性は、野生椋に

比べ約1.4倍に増加していた。さらに、光合成酸素発生速度を測定した結果、 MTl

では野生保に比較して最大速度が約20%増加していた。

2aE06 代謝中間体によるカルピンサイクルの調節

0岩城俊雄、 frt田野晃、櫛田明穂、平橋智宏、
姫野道夫 (大阪府大・農・農化)

加ピン判仰はトリオースリン酸を介して細胞質とつながったり'u-~ 1，5ーピスリン酸(RuBP)

の再生系である。光飽和条件で緑葉周辺のC02濃度を変化させると、カI~ピンすイヲ時中の

RlIBPと3-ね抑'リセリン酸の定常状態濃度は大き〈変化するが、他の中間物濃度はほぼ一

定に保たれている。その時、 RlIBPの合成速度はC02固定速度にほぼ等しい 0--350μ

mol/mg Chl/hrの範囲で変化する。 リアロー1. 1， 5- I::'~リン般加ポキシラーγ/料シ0・ T四γ(Ru

s isCO)はC02固定を触媒する酵素であるが、上に述べたようなC02濃度変化にともな

う RuBP合成速度 (jJ1~ピン判仰のRuBP再生速度)に対する調節は、 RuBisCOに対する調

節だけではなく他の調節がッ7'との協調を考慮、しなげればならない。

YIH' 7-~' はトリトスリン酸から、加ピンザイヲI~の最初の不可逆Xテヲ7' を触媒する 7~~トX

1，6ーピスホス71'-γ に、その基質である7Hトス1，6-ピスリン駿を供給する酵素である。約

レンリウ葉から精製した知ロ7・ラストの7川・ラーf!'は、生理的濃度のRllBPによって阻害を受け(

む=0.78mM)、RuBPの定常状態濃度変化に対応してそのFsP合成速度が 20......100μ 

mol/mg Chl/hrと変化することがわかった。そこで、この7~ドトγ のRuBP再生系の調

節に対する寄与を明らかにするために、加t・ンサイ仰のWoodrow-ty・島にY肘'ラーγの項を

加え検討したところ、 Y川，'7 -t!'が重要な調節ステヴ7・であることが明らかになった。

Woodrow， I.E. (1986) Bŝ 851: 181-192. 
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2aE07 重水素化クロレラの炭素代謝とその調節

O榛業繁紀、植村照美、海野けい子、岡田昌二

(静岡県大・薬・放射薬品)

〔目的〕演者らはクロレラ (Chlorellaellipsoidea C-27)を用いて重水素 (D)

の生物学的同位体効果を検討しており、先の大会において細胞成分が D化するとと

によりクロレラの炭素代謝の主経路が、ショ糖合成からデンプン合成へと変化する

乙とを示唆した.そ乙で今回、クロレラの炭素代謝に関係した酵素活性ならびにデ

ンプン及びショ糖含量に対する細胞成分のD化の影響を検討した.

〔方法〕酵素活性はH20矯地中で指養したクロレラ (Hークロレラ)ならびに 020培

地中で培養したクロレラ (0ークロレラ)から調製したホモジネート用いて測定した.

また、デンプン及びショ糖含量はRaoらの方法により測定した.

〔結果〕①デンプン及びショ緒含量に対する影響 H-クロレラに比較しでかク

ロレラにおけるデンプン含量は著しく増加しており、その一方でショ絡ならびにグ

ルコース含量は有意に低下していた.

①酵素活性に対する影響 0-クロレラにおいては starch synthase活性の著しい増

加ならびに amylase及びphosphorylase活性の低下がみられた.

〔考察〕細胞成分のD化はデンプンの合成酵素活性を増加させるとともに分解

酵素活性を低下させる乙とによりデンプン含量を増加させるととが示された.

2aE08 イネの領におげる C4 型炭素代謝の駆動

今泉信之，石原邦，。鮫島宗明'

(東京農工大・農農水省・生物研)

前報で，イネ内外穎の C 4 光合成関連酵素活性が止葉よりも高<，その{直は内外

穎中の RuBPCase活性にほぼ等しいことを報告した.さらに開花後 6日自の外績では

PPDKの発現量が顕著に増大し，光合成炭酸固定の初期産物として C4 化合物を生じ

る割合が止薬よりも多いことを明かにした.

そこで，イネの穎中で C 4 光合成型の炭素代謝が駆動している可能性を明かにす

るため，以下の実験を行った.まず外穎を CO2 を含まない気相中で 15分間光熊

射し，光照射停止と同時に t4 C 02 を与え炭酪固定を行わせた.前照射後の暗所 3

O秒間 t4 C 02 は光合成に匹敵する速度で国定され，賂固定産物中の川 Cは 97 % 

以上が C4 化合物中に取り込まれ，他の化合物中には移行していなかった.その後，

系内のげ CO置を 12C 0 2 に切り替えると共に光照射を開始(再照射)したところ，

再照射 20秒の聞に C4 化合物中の川 Cの約 50 %は 3-PGAおよび糖リン酸を経て，

ショ糖へと移行した.さらに，暗所 t4 C O2 下で生成したリンゴ酪中の金 14C豊の

8 ~3 %が C-4位に分布していたことから，リンゴ眼中のげ Cは C4 光合成的代謝を

経てカルピン回路へと移行したことが明かとなった.

n
d
 

ヴ
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2aE09 H +または Na +ジャンプによる禁肉細胞葉緑体のピルピ

ン酸輸送の促進 一 イネ科 C4種聞の比較

大西純一。， 青木商大， 金弁健二(:燭玉大・理・生化)

C 4縞物の禁肉細胞葉緑体 (HC p)は，光に依存して能動的にピルピン械を取り込

む.キピ (Panicu.miliaceum) を含むいくつかの積では，光の代わりに外液の Na + 

濃度を急に増加させること(N a +ジャンプ)がピルビン酸取り込みを促進する事が

見いだされ， これらでは Na +とピルビン酸の共輸送 (cotransport) が働いている

事が示された. しかし， トウモロコシ (Zeamays)やソルガム (Sorghu.bicoJor)の

MCpでは Na +ジャンプは無効で， その代わりに H+ジャンプ{外液の pH低下)が

有効であり H+との共輸送が働いていると恩われる (90年度植物学会発表).今回，

2 0種以上のイネ科 C4種の業肉細胞プロトプラストより MCpを単献し，それぞれに

ついて Na +ジャンプ， H+ジャンプの何れが暗所でのピルビン酸取り込みを促進す

るかを調ペた.その結果，カゼクサ亜科 (Eragrostoideae) に属するギョウギシパ

連(Chlorideae;PEP-CKおよび NAD-HE型を含む)2属 3積，カゼクサ逮 (Eragrosteae;

NAD-HE型) 1種およびヒゲシパ連 (Sporoboleae; PEP-CK型) 1種， そしてキピ亜科

(Panicoideae)のキピ逮 (Paniceae; 全ての型を含む)6属 11種では，すべて Na +ジ

ャンプが有効で H+ジャンプの有効なのは，進化分類上比較的新しい C4群である

キピ亜科ヒメアプラススキ連 (Andropogoneae)に属する 3属 4種 (Zea，SorghuII， 

Coi x; すべて NADP-HE型)に限られていた.

2aEI0 クラミドモナスにおける高CO2要求性を示さない

ホスホグリコール酸ホスファターゼ活性欠損変異怜

鈴木健策、 L.F.Marek1、門.H.Spalding1、猪川1命好

〈筑波大・生物、 tアイオワ州立大・植物〉

5 %C  O2を通気して培養した単細胞緑藻 Chlamydo棚onasreinhardti iを大気条

件下(21%O2・0.04%(02) に移すと光合成の CO2に対する緩和性が著しく高まり、

光呼吸も見かけ上観察されな〈なる。これは低cO2下で rC O2灘鏑僚機J と呼ばれ

る仕組みが誘導され葉緑休内に C0 2が濃縮されることにより、 Ru B Pカルボキシ

ラーゼ/オキシゲナーゼの Ru B Pカルボキシラーゼ活性が高まり RuBPオキシゲ

ナーゼ活性が低く抑えられるためと考えられている。しかし低C02t8費量細胞でも無
視できないレベルの光呼吸が起こっており、光呼吸の最初の産物のホスホグリコール

酸をほとんど代謝できない突然変異株であるホスホグリコール酸ホスファターゼ活性

欠損変異株〈陛~- !)は大気条件下では独立栄型車的に全〈生育できない (Suzuki et 

al. 1990 Plant Physiol. 93:231・237)。これは蓄積したホスホグリコール酸がト

リオースリン酸イソメラーゼを阻害し光合成が著しく低下するためと考えられる.我

々は最近、ホスホグリコール酸ホスファターゼ活性が~-!問機低いにも関わらず

大気条件下でもほぼ正常に生育できる変異株を単服することに成功した.今回は、そ

のうち特に生育の良かった 4つの株と、野生株及び殴p-!について光合成14C代謝、
ホスホグリコール酸ホスファターゼ活性とその pH特性、トリオースリン酸イソメラ

ーゼのホスホグリコール酸に対する感受性等について比較検討を行った.
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2aFOl フィトクロムによるホウライシダ胞子の第一回検分裂の

誘導と脅色光による仰制

古谷雅樹、神野美佐緒、岡本晴子(理研・フロンティア〉

真正シダ自の胞子発芽 lま、 フィトクロムと脅・近然外光受容色素を介して制御さ

れている (Furuya.Eneyel. Pl. Physlol. 16B. 1983)。 ホウライシダの休眠胞子では、

吸水後に赤色光照射を連続的に受けると約 40時間目までに、短時間だけ受けると

約 100時間目までに核分裂が誘導される。 この赤色光効果は、近赤外光照射によ

って光可逆的に、 青色光によって光非可逆的に抑えられる (Kanno et al 1989)。

この被分裂の光調節と、古くから知られている光発芽(原糸体・仮綴の出現〉の

関係を調べるために、第 1回核分裂を終えた直後の胞子に種々の光照射を行ってみ

たところ、光照射の条件に関わらず、第 1田被分裂を終えた胞子は全て発芽し、枝

分裂後から発芽までの聞に光調節反応は見いだせなかった。従って、狭義の発芽は

光調節されておらず、いわゆる光発芽は第 1回核分裂がフィトクロムの P f rによ

って誘導された結果として引き起こされることが解った。 また、 P f r依存光発芽

を限害する青色光の作用 (Sugal & Furuya 1967)は、上記の P f r依存核分裂誘導

に対する抑制であって、核分裂後 lま発芽まで全く効果がないことが解った。

原糸体の抜分裂は青色光で G，期から sWJへ誘導される結果 (Mlyata et al 1979) 

引き起こされるので、発生の進行にともなって、光を受容するフィトクロムの分子

種が交代するか、光情報伝達系が変わるか、など調べることが今後の標題である。

2aF02 イネI型フイトクロム遺伝子を導入したタバコにおける

フィトクロムによる下駐軸の伸長と緑化の調節

・長谷あきら、西沢直子¥S. A. Kay2、111. Deak2、

N. -H. Chua2、古谷雅樹{理研・ FRP， '東大・農・良化、

2Rockefeller大)

フィトクロムは緑色積物界に広く存在する色素蛋由貿で、様々な光形態形成反

応の光受容体である.我々はフィトクロムの作用機構を探るためイネI型フィトク

ロム遺伝子をタバコに導入し (Kay et a1.. 1989)その生理作用を調べてきた.

その結果、弱白色光下(O. 01曹/回りではイネ I型フィトクロムを過剰に発現してい

るタバコの下駐輪は対照植物に比べ著しく短いことをみいだした(本大会 1990年度

年会) .本研究ではこの現象をさらに詳しく解析した.

まず、この反応の赤・近赤外光光可逆性について調べたところ、赤色光による

短時間照射(4時間おきに 5分間}で反応が起こり、赤色光の効果が近赤外光照射

により打ち消されることがわかった.従って、観察された下駐軸の伸長抑制がフィ

トクロム依存であることが確かめられた.さらに、反応の光強度依存性を求めたと

ころ、遺伝子導入植物では見かけ上対照植物の1000倍程度光感受性が高められてい

ることがわかった}また、緑化の過程もフィトクロムにより制御されているので、

子葉におけるクロロフィルの蓄積についても光強度依存性を調べたが、この反応に

関しては対照植物の 10倍程度しか光感受性が高まっていなかった.これは、クロロ

フィルの蓄積にはフィトクロム以外の光受容体も関与しているためと考えられる.

さらに、クロロプラストの発達についても電子顕微鏡による詳しい解析を試みた.
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2aF03 酵母で発現させたエンドウフィトクロム I蛋白質への
クロモフォアの導入
'京湾健 --.1. 2li 1 y 0 e f 0 l' C e. 1伊藤直子、
[叩ill-Soon Song. 1古谷雅樹
( 1理研フロンティア、 2ネプラスカ大)

フィトクロムI(P 1)は単量休分子量124kDaの光受容蛋白で、その発色団が蛋白部分
に共有結合している o PIアボ畳白と発色聞との相互作用を理解する上で.試験管内
再構成系における解析は多くの知見が期待できる o P Iアポ蛋白については.我々は
すでにエンドウPlcDNAを僻母で発現させる系を開発している.また、発色聞につい
てはフィトクロム発色団(フィトクロモピリン)の類似体であるフィコシアノピリン
を単離する方法が報告されている。そこで本研究は、 PIアボ蛋白と発色聞による試
験管内再構成系を確立するとともに、いくつかのアミノ酸配列の欠損したアボ蛋白
を用い、どの配列が発色団の取り込みに必須かについての知見を得ることを目的と

して行なった. トランスジェニック酵母から得ちれるPIアボ蛋白と精製したフィコ
シアノピリンとを40Cで放置したところ赤近赤外光可逆性を示す産物が5分以内に
生成した.またこの産物をSDS-PAGEにより展開し、 Znれによる蛍光を観察したとこ
ろ、120kDa付近に蛍光が見ちれた.このことは発色聞がアボ蛋白に共有結合してい
ることを示している.この発色聞の取り込みは、 N-端より 46個あるいは、 c-端より
576伺のアミノ酸を欠損きせても起こるが、225偶の欠損では同様の条件では取り込
みは見られなかった.このことは、発色聞の取り込みに対し、N-端より46-2250) 
アミノ酸配列が関係することを示唆している。

2aF04 
大腸菌で発現させた 11型フィトクロム遺伝子(ph y 8 ) 

の産.物に対する単クローン性抗体の作製

・長谷あきら、 E. Lopez 、宮沢健一、 S. A. Kay'、R.

K e r n '、 M. Deak'、N.-H. Chua'、古谷雅鈎(理研・

FRP， 'Rockefeller 大)

フィトクロムは緑色植物界に広く存在する分子量約 12万の色素蛋白質で、様々

な光形懸形成反応の光受容体である.最近フィトクロムには複数の分子穫が存在す

ることが明らかにされた (Abe et a1.. 1989; Sharrock & Quail. 1989) 

これらの分子種の機能上の差異などを調べるには、分子種特異的な抗体を持つこと

が望ましいが、 I型フィトクロム以外の分子種は微量しか存在せず従来の方法で抗

体を作製するのが困難であった.そこで本研究では大腸菌で発現させたタバコ 11型

フィトクロム蛋白質断片に対する単クローン性抗体を作製しその性質を調べた.

まず、発現ベクターを用いタバコ 11型フィトクロム遺伝子断片 (2.5kb)を大

腸菌で発現させ同蛋白質標品を得た.次に、この蛋白質でマウスを免疫し、常法に

より単クローン性抗体産生株 6株を得た.陽性クローンの検出はドット・プロッテ

イング法で行なった.次に、タバコの粗抽出液との反応をウヱスタン・プロッティ

ング法で調べたところ 、これらの抗体は分子量約 12万のタバコの蛋白質を認識する

ことがわかった.また、これらの抗体と反応する蛋白質の含量は質化組織と緑色組

織でほぼ同じであった.以上の知見は、得られた抗体がタバコの 11型フィトクロム

を特異的に認識していることを示唆している.また、これらの抗体の焼っかは、ト

マト、キュウリ、 Arabidopsisのフィトクロムとも交文反応を示した.

-176-



2aF05 
The Ih mutant of cucumber lacks a type 11 phytochrome 
protein and shows an extreme shade-avoidance reaction. 

E. Lopez， A. Nagatani， R. E. Kendrick1， M. Koornneef1， J. Wesselius1， 
M. Furuya (FRP， RIKEN， 1 Agricultural Univ.， Wageningen) 

Phytochrome photoreceptor controls various aspects of plant development， including expression of 
different genes during first dark to light transition， or shade-avoidance growth reaction upon 
perception of far-red enriched shade light environment. We have shown that a long hypocotyl (/h) 
mutant 01 cucumber specifically displays a constitutively saturated shade.avoidance reaction， 
involving various developmental responses. This has been attributed to deficiency or damage to a 
light-stable form of phytochrome. 

In Arabidopsis thaliana a minimum 01 three different genes coding for phytochrome have recently 
been found (phyA， B， C)， phyA coding lor the well known， light-Iabile phytochrome polypeptide. We 
have used a cDNA clone from tobacco， homologous to Arabidopsis phyB， to produce specific 
monoclonal antibodies (see abstract by Nagatani et al.). One such antibody， mA T1， could recognise 
in immunoblots a single band， the size of phytochrome， in extracts from wild type cucumber 
tissue， but that band was missing in the Ih mutant. On the other hand light-Iabile PhyA 
polypeptide， as recognised by the PhyA antibody mAP5， was present in both wild type and the 
mutant. The kinetics of decay in the light of PhyA polypeptide was consistent with that known 
lor the chromoprotein by spectrophotometry， both in the wild type and the mutant. In contrast， the 
polypeptide recognised by mAT1 was light-stable. 

The specific absence 01 a light stable phytochrome lorm， most likely a phyB gene product， in the Ih 
mutant， gives support to the hypothesis of a main role for stable phytochrome in the broad， 
developmental shade-avoidance reaction. 

2aF06 Approaches to identifying and isolating phytochrome-binding proteins 

Partis， M.D.， Thomas， 8. and Furuya， M. HRI， West Sussex UK; Riken，Japan 

We have been attempting to identify components of the plant cell which interact with 

phytochrome. To this end， we have devlsed" a variety of in vitro assays of phytochrome 

binding. These include (1) direct binding of phytochrome to membrane proteins 

separated by electrophoresis and transferred to solid phase， (2) productlon of site-

directed antibodies and antipidiotypes， and (3) photoaffinity labelling with synthetic 

peptides corresponding to portions of the phytochrome molecule which have been 

identified as potential interactive sites by computer modelling. 

t1 ~i ng these assays， a component of oat etioplast membranes has been shown to bind 

phytochrome. The binding of pfr and Pr appears to be of equal affinity， but is 

r.cduced following irradiation of tissue with red light. The extent of binding may be 

inhibited by Fab fragments of a site-directed antibody to an amphiphilic region at the 

C-terminus of phytochrome but not by monoclonal" antibodies to other epitopes， 

implicating this area in the binding. Pea phytochrome can substitute for the oat 

protein， and pea etiopiasts for the oat membranes， lndicating that the binding is 

conserved. We are using this feature of the binding to screen expression libraries in 

入7.np and PUC19 for this and other phytochrome-binding proteins. 
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2aF07 
Phytochrome regulation in Pinus palustris 

SILVERTHORNE， Jane (Department 01 Biology， University 01 Calilornia， 
Santa Cruz， USA) 

We have cloned genomic Iragments contalning genes lor the light-harvesting chlorophyll a/b-proteins 
associated with Photosystem 11 (cab) and lor phytochrome (phy) Irom the pine Pinus palustris. As has been 
observed in many gymnosperms， this pine can synthesize a limited amount 01 chlorophyH in the cotyledons 
during early seedling development in a light-independent manner. The light-harvesting chlorophyll a/b-proteins 
associated with Photosystem 11 are absent in the embryo but accumulate soon after germination and are 
inserted into thylakoid light-harvesting complexes， regardless 01 the light conditions. The total cab mRNA is 
also absent in the embryo but accumulates in a light-independent manner during seedling development. We 
are therelore interested in characterizing these genes with respect to the regulation 01 their expression during 
seedling development. We have lound that this pine contains three cab genes and we have started to examine 
the expression 01 each gene with respect to the role 01 phytochrome and tissue specilicity. In addition， we have 
so lar cloned Iragments encoding two different phy genes from this pine and have studied the expression 01 
these genes in response to light conditions and during development. Results Irom these studies will be 
presented. 

2aF08 
Structure and expresslon of the Ph呈!!!旦担E盟諸主主主豆些cSgenes. 

0.1. Jenklns， T.1. Sawbrldge，阿.R.Knlght， N.A.R. Urwln and E. Lopez. 

Blochemlstry Department， Unlverslty of Glasgow， Glasgow G12 8QQ， U.K 

The small subunitは匡呈)of ribulose 1，5-bi叩 ho叩 hatecarboxylase/oxyqenaSe in the French bean 

型笠旦担呈旦単旦旦己主 L.is encoded by a small gene family consistinq of probably three men削 rs. Three 

互主主主 qenesrepresented in a liqht-qrown ptimary leaf cDNA lihrarv were characterised by s珂 U明 cinqcDNA 

clones. The qenes were identical in their codinq sequences， for both the transit peptide and the 

mature pOlypeptide， but diverqent in their untranslated sequences. The first amino acid of the mature 

polypeptide was 1s01剖 cine，which differs from the methionine found in other 王主主~ qenes. SurprisinqlY， 

one of the cDNA clones contained two 1ntrons， which were at positions conserved in rbcS qenes from 

other species. This cDNA clone probably resulted from the cloninq of an unprocessed transcr!pt. 

E文pressionof the工bcSqenes !s stimulated bY.l!qht， althouqh transcr!pts can read!ly be内etecte詞 !n

dark-qrown pr!mary )eave匁 Express!on!s also t!ssue-spec!fic， as in other spec!es. Gene-spec!ヂic

prohes are he!ng used to !nvest!qate the eヌpressionof ind!v!dual members of the玉主主主 qenefamilγ， 

part!cularly with respect to the photorequlation of express!on !n liqht-qrown primary leaves. 

-178ー



2aF09 Developmental gradients .and photoregulation of amylases in deveJoping 
monocot Jeaves 

K.J.M. Vally， R.Datta and R.Sharma， University of Hyderabad， Jndia. 

Monocotyledon leaves presents a gradient of plastids and Jeaf cells at duferent developmentaJ stages along 

the leafaxis ~ virtue of an active basal meristem contributing to the leaf eJongation. Since both morphogenetic 

development of leaf and chJoropJast biogenesis intimately depend .on availability of light， an interreJationship 
between leaf development， chloroplast biogenesis and photoregulation of cytosolic and plastidic amylases 
were investigated. Jn maize 主主虫呈i'Eand pearl millet (Penni竺些旦担笠主旦盟)seedlings light acting 

via phytochrome stimulated the Jevel of amy lases in the leaves. The above light mediated increase in amy 101-

ytic activity of leaf was JargeJy confined to an increase in the level of s -amyJase activity in leaf. The 

analysis of the gradient of photostimulation revealed that the maximal induction in s -amylase activity 

in a bove leaves is localized in the area close to theぬseof leaf. The subcellular fractionation studies showed 

that while s -amylase is conf ined to only cytosoJ of me田 phy11 cells， v:. -amy lase is present both in cytosol 
and plastids of a bove cells. Furthermore bundle sheath cells were essentially devoid of s -amy lase activity 

and possessed onJy plastidic isoform of a-amylase. The plastidic a-amylase induction was intimately depen・

dent on chloroplast biogenesis and followed a gradient akin to chloroplast development. 

2aFI0 L1ght-1nduced 1ncrease 1n 1nos1tol tr1phosphate 1n cotyledons 01 

Pharbitis niL. 

Peter J. Lumsden， Lancash1re Polytechn1c，U・K.

In the photoper10d1c control 01 110ral 1nduct10n ln the short-day plant p1悶rbitisniZ 11ght has two 

effects; to control the phase of the circadlan rhythm respons1ble 10r photoper10dlc time measurement， 

and to d1rectly 1nhib1t 110ral 1nduct10n at certaln phases of the rhythm. 80th responses to 11ght seem 

to involve the photoreceptor phytochrome. 

We have exam1ned whether the transduct10n of the light signal(s) m1ght lnvolve an increase ln the 

1ntrace11ular concentratlon of 1noslt01 trlsphosphate (IP~) ， a centra1 mechanism 10r the transduct10n 
3 

32 
of hormone， neurotransmitter and 11ght s1gnals 1n an1mals. Using radi01abe11ed substrates (--P-

orthophosphate and 3H-mY01n081tO1}and an IP3-specif1c b1nd122g assay we have found a1ER1f1cant1ncreases 

1n IP
3 
follow1ng exposure to 11ght wh1ch Is known to cause a phase shift 1n the circadian rhythm 

lnvolved ln time measurement， but w1thout a concom1tant 1ncrease in concentratlon of d1acylglycerol 

(DAG). We have a1so demonstrated the presence of a membrane-assoc1ated phosphl11pase C speclf1c for 

phosphatldyl inos1tol bisphosphate (PIP
2
)， a necessary element for the productlon of IP

3 
follow1ng 

receptor stlmulatlon. The enzyme has a pH optlmum of 6.8 and Is activated by calc1um 10ns， 

deoxycholate， CIlAPS， phosphat1dylinos1t01 and phosphatldylethanolam1ne. 
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2aFll The Phytochrome-mediated Protein Dephosphorylation of the Phosphoproteins 
inOatCell 

MQ血ニJb'anb.広叫QuaeO臨
Department oF Bi∞hemi狩y，Chungbuk National University，αlcongp 360・763，Korea 

According to our p陀viouswork (1，2)， phosphorylations oF t¥¥'o 抑制ns( 27 KDa， 32 KDa ) in oat cells were 

dependent on前.yt∞hromeaction ar討伊"Oteinkinase C or its like mol臥 )Iewas involved in this pr∞ess. When the 

phosphorylation degree oF世lCsetwo proteins was examir叫 asa Function of r吋Iightirradiation time， dephosphorylation 

(詑condtime scale )， p加sphorylation(< 3 minutes ) ar叫dephosp加rylation( > 3 minu蜘 )we向。bserv吋，陀前ctiv官Iy.
In order ωinvestigate世lCinvolvement oF戸。teinphospha飽sein昔、eprocesses of dephosphorylation ofめesetwo 

proteins， changes of phosphorylation degrees were m回 sur吋 byl閣 dingp加 spha包seinhibitor百(ok必aicacid， NaF ) into 

d官 E圃tcells. An inhibition oF戸。ωinphospha凶 ewas observed by addition oF 10 mM NaF in both cases oF 

dephosphorylation ( short世間創討 long伽官).When we added different∞ncentrations of oka必icac嗣(1nM， 15nM， 

lドM) into世lCcell， the inhibition eFFect was only observed at its concen回 tionoF 1 IlM in both cases. These results 

suggest廿13tprotein phospha也記 mustbe involved in the凶yt∞hrome-mediateddephosp加rylationsand tt官 kir対 oF

ph0sphatase might be PPlB (calci問urin). 

(1) Park， M. H. and Chae， Q. (1989) Biochem. Biophys. Res. Commun. 162，9・14.

(2) Park， M. H.創ldChae， Q. (1990) Bi∞hem. Biophys. Res. Commun. 169， 1185-1190. 

2aGOl ナガイモの内生ジベレリン

丹野憲昭，横田孝雄安部 守，岡上伸雄2

(山形大・理・生物帝京大 2 東北大)

ジベレリン (GA)がいろいろな植物の休眠を覚ますことはよく知られている。

しかし，低温処理などによって休眠を覚ましたナガイモのむかごでは GA3処理

によって発芽が抑制される。また， C C CなどのGA生合成阻害剤は休眠している

ナガイモのむかごを発芽させる。これらのことから，ナガイモのむかごの休眠の誘

導・維持には内生GAが関与していると考えちれる。ナガイモのむかごの休眠時に

おける内生GAの動態を調べることは， GAによる休眠調節のメカニズムを理解す

るために重要である。ナガイモの内生GAについてはほとんど知られていない。そ

こで，休眠しているナガイモのむかごの内生 GAの単離・同定を試みた。

約 50kgのむかどから常法によって酸性酢酸エチル分画(2 6 g)を得た。

これを種々の充4剤を用いたオープンカラムに通し， ODS-HPLC， N (Me) 
2 -HPLCで精製し，持性イネ(短銀坊主)による生物検定で数種の活性分画を

得た。現在，これらの分画に含まれる GAの GC-MSによる同定を行っている。
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2aG02 エンドウ根のジベレリン誘導成長における細胞壁と

細胞浸透圧の変化

谷本英一 (名古屋市立大学教養部生物)

ジペレリン合成阻害作用のある績化剤・アンシミドールをジベレリンと共に用いることによってジ
ペレリンによる根の伸長成長を跨導できる.演者はこの系を用いてジペレリンによる根の伸長成長
の制御機構を考察してきた.キウりやエンドウの匪軸では、ジペレリンが細胞の浸透温度を高める
ことが成長促進の要因であることが、風間・勝見および宮本・神阪によって明らかにされている.
しかし、根の伸長制御が浸透浪度の変化にどの程度依存しているのかは明らかではない.そこで

今回は、アンシミドール(+ー〉ジベレリン処理による根の浸透漉度の変化と細胞壁の伸展性の変
化について報告する.細胞の浸透溢度は蒸気圧法によって求めた.細胞壁の伸展性は、根の外部浸
透圧を加減したときの根の長さをリゾメーターでモニターするinvivo extension法、およびメタノ
ール固定した根の伸長宇野切片を、テンサイルテスターにかける応力緩和法によって測定した.
細胞の浸透浪度は根の先端から基部に向かつて上昇する傾向がみられた.ジベレリン処理によっ
て根の浸透濃度は上昇せず、アンシミドール単独処理に比パてむしろ低下する傾向がみられた.
一方、 invivo extension法による細胞壁の伸展性はアンシミドール単独処理によって著しく低下
し、ジペレリン処理によって伸展性は高く保たれた.根の伸長平野の浸透濃度はジペレリンによって
上昇しないので、 invivo extension法による根の伸長増大は細胞壁の伸展性の増大を反映している
ものと考えられる.山本・増田らによって磁立された応力緩和法による解析では、少なくとも幼葉

鞘や茎と同じ応力緩和条件下では最少緩和時間などのパラメーターにジベレリンの効果は現れなか
った.しかし、応力歪曲線にはジペレリンの効果が現れており、オーキシンによる伸長促進の場合

とは異なる細胞壁の性質にジベレリンの効果が現れていることが示唆された.しかし根の応力歪曲
線の解析法は十分砲立されていないのでこの点に関してはもう少し検討が必要である.

2aG03 エンドウ上自主輔の成長とインペルターゼ活性に対する

ジベレリンの~・

宮本鍵助、上回純一、桃谷好美、神阪盛一郎 t(大阪府大・

総合科学、 3大阪市大・理・生物}

私たちはジベレリン(GA)の茎成長促進機構についてエンドウ芽生えを用い研究

を行ってきたo GAが茎成長を促進するとき、子葉や茎の非伸長節減から伸長節減へ

の績の転流が促進され、 そこに蓄積した繍は浸透物質や細胞蟹多繍の合成基貨とし

て楓絡することを明らかにした. さらに GAによる成長および糖蓄積促進と、 師管か

らの憾のunloadlngに関係すると考えられているインペルターゼ活性との聞に高い相

関関係があることを見いだした. そこで、エンドウ茎成長におけるインベルターゼ

の役割について研究を行い以下の結果を得た.

オーキシン(1M、 100ng/plant)は、 GA( 10-5") と同程度にエンドウ釜成長を促

進する. しかし、 オーキシンは、 茎伸長官官級におけるインペルターゼ活性および繍

奮積量に対してほとんど彫留しなかった.この事実は、 GAによるインペルターゼ活

性の上昇が単に茎伸長促進の絡果によるものではないことを示している.また、 遠

心分隊法により茎伸長部械のアポプラストの液を採取したところ、 インペルターゼ

活性の多〈がこの分薗中に認められた. この事から、 GAが茎伸長郷域のアポプラス

トに存在するインベルターゼ活性を高めて茎伸長部減におげる織のunloadingを促進

し、糖の奮績を促進することが示唆された.現在、 GAによって活性が上昇するイ

ンベルターゼの単厳・精製を試みており、 その結果を併せて報告する.
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2aG04 ジペレリン生合成阻害剣を用いた α・アミラーゼ修司事

の抑制

O光永伸一郎.林Tl. 1ft.沢発，山口淳ニ

( :名大・農・生化学制御)

[目的] ウニコナゾール (uniconazole) は，ジベレリン{以下 GA) 合成の

うち，カウレンからカウレン酸に至るステップを限害し，植物の銀化を促す生長網

整剣である.本研究では，正常品種である日本晴. GA の E色合成~Ii事業が欠領して

いる質量性変異体の短銀坊主と小丈玉錦の 3種類のイネを用いて，それぞれの発芽過

程{特に GAとα・アミラーゼ縁導との相関関係)に及ぼすウニコナゾールの影響を

比較・検討した.

[ :方法・結果] 3種類のイネ種子を 10・s. 10・6 1 0 ・7Mの狼度のウニコナゾー

ルを含む格養液中で 4日開発芽させ.誘噂された α・アミラーゼ活性を測定した.さ

らに伸長生長との関係を調べるために，前述問機の処理を施した後週間生長さ

せたイネの第 2策繍の長きを測定した.その結果. 1) 3種類のイネにウニコナゾー

ルを施すと草丈の仰長は抑制されるが GAを加えた場合にはその鈎制が解除され

ること. 2) 日本晴における α・アミラーゼ縁導は，ウニコナゾールによって殆んど

抑制きれないが，他の 2種においては強〈阻害されることなどが明らかになった.

これらの結果から，伸長生長と α・アミラーゼ惨事に必要な GAil度には違いがあり，

後者に関してはより低調u貨の GAで十分であると推察された.

2aG05 
アラピドプシスを用いた発芽制御機構の解析

01有原英司、 Petcr McCourt、赤沢発(名古照大・.n・

生化学制御)

{目的) 発芽は種子が休眠を打破し生物的に活性化される段階である。一般に、休

眠はアプシジン酸によって誘導されると考えられている。組物の種子の発芽はジペ

レリンによって誘導されることはよく知られているが、ジペレリンと発芽との関係

についての研究は顕著な進歩がみられていない。そこで、松共はアプシジン酸欠鍋

の突然変異体とジペレリン生合成阻害剣(ウニコナゾール}を用いた解析に基づき発

芽時におけるジペレリンの作用について考察する。

(結果) アラピドプシスの野性株は高濃度(1 0・4M) のウニコナゾー Jレ存在下で

lま発芽が阻害される。その阻害はジペレリンを加えることによって回復する。一方、

アプシジン酸を合成できない突然変異体(a b a)とアプシジン酸耐性の突然変異体

( a b i)を用いた実験の結果、これらの突然変異体はウニコナゾール存在下において

も発芽することが明かになった。これらの結果は、 1 )アラピドプシスの発芽には

ジペレリンが必要であること、 2)発芽時の種子において、アプシジン酸が存在し

なければジペレリンは必ずしも必要ではないことを示している。さらに、暗所にお

いても発芽できる Det突然変異体などについても同様の解析を行っているので、そ

れらの結果もあわせて報告する。
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2aG06 細胞壁における媛性発現と植物ホJレモンの関与

佐藤竹哉・勝見允行(国際基督教大学・生物)

細胞壁組成について:トウモロコシのジベレリン (GA)欠損媛性突然変異的の場合、その

分離正常(高性)体との問で有意な差がみられたのは、ヘミセルロースB (HB)分画であり、

d5の方がその含量は多かった。 HB分画の構成分子の分子量分布を gelpermeation HPLCで分析す

ると、 d5のピークは約8Kdにあって、正常体のピークが0.3K dにあるのに比べて高子量の分

子種からなっていることが分かった。 d5をGAで処理すると、 HB分画の含量も正常体程度に低下

し、分子量分布のピークも低い方へシフトすることが分かった。この結果は、伸長成長には細胞

壁のHB分画が大きく関わっていること、 GAの作用はこの分蘭と関係があることを示唆している。

他方、正常体の数十倍ものGAを生産し、 GA受容体異常の突然変異と考えられている倭性トウモ

ロコシD8では、 HB分画の量はその分離正常体よりやや多く、より多くの高分子量分子種を含ん

でいた。しかし、分子量分布のピークは両者とも、約20Kdであり、 d5の正常体の場合に比べて

高いところで、ほほ一致していた。 D8では、 d5に見られるような、正常体との聞に顕著な違いは

見られなかった。 D8は細胞壁以外に接性の主な原因があるとも考えられる。

内生lAA量について:媛性発現とlAA含量との相聞が示唆されている例、またGAがlAA含量

に影響を及ぼす例が報告されているので、上記材料について検討した。 IAAは常法により抽出し、

GC-MSで測定した。 d5では、 IAA含量は正常体に比べて低かったが、 GAはこれに対して影響がな

かった。また、 D8では、その分離正常体との問に差は認められなかった。これらのことから、ト

ウモロコシ d5とD8の媛性発現は内生lAAのレベルとは直接関係がないものと思われる。

2aG07 ゼニゴケの細胞増殖に関与するプロテインキナーゼ

(PKase)とその細胞内基質

金勝 一樹、 道家建二郎、大槻健蔵 I(北里大・教養・生物、

1衛生・生物科学)

我々は、 光照射による細胞増殖の誘導機構をゼニゴケの繕養細胞系で生化学的

に解析している。前会(1990.東京)、 ヒストン H 1を極めてよくリン酸化する PKase

(HK-II)が本細胞の増殖誘導機構に関与していることを報告した。一方、動物細胞

にはカゼインキナーゼ II(CK-II)が細胞種を越えて広〈分布しているばかりでなく、

細胞増殖の制御に重要な役割を演じているごとが明らかにされている。 そこで今回、

ゼニゴケ培養細胞より高寝濃度(1.0H KCI)で抽出された細胞上清液から HonoQカ

ラムクロマトグラフィーを用いて CK-II様 PKaseを部分精製した.この PKaseは、①

cAHPおよびCa2φ非依存的にカゼインをよくリン酸化すること、@低濃度のへパリン

(lpg/・1)で活性が阻害されること、@塩基性ポリペプチドである poly-Lysやヒスト
ンH 1で著しく活性化されること、 さらに④ATP以外にも GTPがリン霞供与体になる

ことなどの性質を持つことが明らかになった。 これらの酵素化学的性質は CK-IIの

それらと極めてよく一致した。 さらに、 ヒストン H 1は HK-IIの掻も有効な基質で

あるばかりでなく、 CK-II様 PKaseの有効な活性化因子でもある。そこでこれら 2つ

の異なる PKaseの生理的相互作用を解析した。 その結果、 HK-IIによるヒストン H1 

のリン酸化を介してはーII活性が調節される可能性が示唆された.
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2aG08 
タバコ緑葉からの可鴻性サイトカイニン結合蛋白貨の

単般とその性質(II ) 

.銚谷英樹、 辻英夫 (京大・理・績生研)

サイトカイニンは、クロロフィルの合成促進・分解抑制や蛋白質、 RNA、核・業縁

体DNA量の増加など、緑棄における多様な効果が知られているが、その作用後構の解

明には、 レセプターを単厳し、その構造、性質を調べることが必要と考えられる.

先に、我々はタバコ緑業可漆性画分からアフイニティーカラムを用いて解般定数

が lxl0- ™のサイトカイニン絡会タンパク質(CBP I )を精製し、 この他に解厳定数

1110-8MのCBP11 'lJt存在することを示した(日本構物学会第55回大会、 1990).今回

li (1)解樟定数10-8M成分の精製、 および (2)細胞内のサイトカイこニン結合節位につい

て報告する. (1)タバコ緑棄をホモジナイズし、 150.000xgで2時間違心した上i脅か

ら続安塩析(65%飽和)の後、 DEAE-SephadexA25、 CM-SephadexC50によって、 BA

に対する解荷量定数が7xlO-・輔の画分と lxlO-8Mの闘分を得た.後者はきらにPhenyl-

Sepharose CL4B、 DEAE-SephadexA25によって精製を進めた.なお、前者についても

CM-Sephadel C50 (0-180・11NaC 1 )、 SephadexG75によって精製を行った.結合活性

の測定は'・C-ペンクルアデニン(BA) を用い平衡透衡法によって行った. (2)タバコ

緑葉から、それぞれ核、業縁体、細胞質リボソームを分画し、各画分のBAに対する

結合活性を調べた FOIらはサイトカイ、ュンのリボソームへの絡会を報告しているが、

細胞質リボソームにはサイトカイニンの特異的な結合は認められなかった.

2aG09 キコウリ・プラスチ Fの5・7ミノレプリン厳合成に関与するtRNA9fuの
精製とその性質

I骨回娘、小峰山型子1、Jt口八郎 C.G. Kaonanura 2、辻英夫

(取締大 ・植生研‘ 1京郷大・生物物理、 2CarlsberlLaboratory. Deo・ark)

5-アミノレプリン敵(ALA)合成は、クロロフィル、へム等のテトラピロール合成の綬Mのステップ

であり、律速段階として制御に関与していると考えられている.ALA生合成系は.高等栂物等では3つの

反応段階より成り‘その第l段階は、グルタミン般とtRNA，1・とのアミノアシレーション反応である乙とが知

られている.本報告では.キュウリ ・プラスチドを用いて、 ζのIRNA，I・の単健・精製を行い、また、制製し

たIRNA・1・をプローブとして、 ζれをコ-rしている葉緑体DNA領峨のクローニングを行ったので報告する.

緑化キュウリ子葉のプラスチF破砕により得られたストロマ蛋白質を、 SepbaroseCL-聞により分画し、

ALA合成活性を持つ画分を分取した.ζの~国分をCbloropbyllio Sepharose により精製した結果、商泡浪

度で溶出される甑分に.核自費を主』ζ含む画分が1専られた.ζのl萄分を、ポリアクリルアミ r2次元電気泳動

法により分自Eし.解衡した結果、 iovi IroA LA合成反応を促進するスポットを得た.ζのスポットをゲル

中より嫡出し、ζれをプロープとしてキュウリ来線休DNAとのサザンハイプリダイゼーションを行ったと

ζろ、 EcoRI、Ba・111.IIiodlllllJi片それぞれに、 2つの主要なバンドが観察された.ζの2つのDNA断片

のクローニングを行い、得られたそれぞれのクローンについて、現在t益基配JIJの決定を行っている.
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一般講演

第2日 3月29日(金) 午後の部

A会場植物ホルモン(11) 

B会場光化学系11(11 ) 

D会場 プロテアーゼ・情報伝達

E会場 炭酸輸送・光合成活性

F会場 オルガネフ

G会場 ストレス(II)

-185-



2pA02 マヱベユグ ヂレ先占〆セマ f・7ヲ1-:'釣ザゐ喰芽像.，.

申付縛手、治拡1主手、-t~-lt: 柔和、組{怠弘、橋和Sl-1Iて

患崎え1(~ ゐ斗幸夫 5 (日永~~久、 1 島?章、 z 民大・義休

雪森林秘狗〉

主主 fidをの放内生*~解析する~ !目的 k レ τm 札~ i色約、ふ θI~ 伸長方向

i 1i長寿櫓勢 1二ヴ¥' 1:綱パ色， オオグマサ・ 7ヲ£台*，1.して、ヤ孟ペユゲ Tレ主+舎を.

成、 k した Z 与生丹生本雄えの持ゲ木~ ~殿H 斜 k レ'( 1布、，ι.子イ前夫欧 11.ママサ、'7ラ
司芽生えを 1利いて t~ ，氏.

矛 1帝実般 I~ 1;‘'了、外主の 1A A .~主・句 it ~ !. 促進すん :ι およか"、内Jt."I工
A A It喜左すると!: ~.+t仏、レ f_ • 式、子 i奇爽験 1-:.おけ'( r長 11島幸~Iこ釣 't ろ L A Aペヲ

T 工 B A t')~， jをA 忠実H.， ft ， た. 
ヤ工/マユ乙/グレ内当持 Aえ内長斌 1;1:、伸長開始飲拘るケ崎。珂(~伸長レ，.l1flする.

核の丸鵡岬若 11 I 仰 L 骨 r・ 4宇 ~f r"わる.!押両伸長を侍よレたをま昨'('"-ゆ拘J乱 (3

4ゐe ごの Aまは:lI(匙子、ふ方お Iがfτ 背〈重拘 a育{針〉へ句， -(、 1貢芽喚勢干、 l司A!
のt./J..f-' ~申 &νT ける欽司最 1争~ t-p待合すゐ k、内場~t.喝、 W 断.tf (:最iiL.' 1l~ 芽
呼ゲ Þ"‘ il .f ll~tr 支句 I( 生 k r...氏. 1: A A時制，.荷主義主抑制レf.... 

2pA03 ジャスミン畿およびそのメチルエステルの厳層形成促進

作用

。上回純一、 宮本健助、 桃谷好英、 加務次郎 (大阪府大、

総合科学、 岡山理大、理)

ジャスミン酸およびそのメチルエステルのゴガツササゲ第一葉葉柄切片の隣府

形成に対する彫響を検討した. これらは 1pH以上で暗黒下および明所下で雌層形成

を促進した.ぞれらの厳層形成促進活性はアブシジン酸や C18-不飽和脂肪酸の洛

性と向程度であった。 アプシジン酸とは異なり、 ジャスミン酸およびそのメチルエ

ステルは、 C 18-不飽和脂肪僚と問機にゴガツササゲ第一3廃棄柄切片のエチレン生

成には影響しなかった.厳膚が形成される場合、 葉柄側峰IIOの細胞肥大が生じる

ことが知られている. この事実は厳層形成時において、厳層部細胞の細胞墜の構造

が変化することを示峻している。 そこで、 ジャスミン駿メチルエステルおよびアブ

シジン般の葉柄側および薬枕側厳層線細胞の細胞壁情成多糖組成とそれらの含量に

対する影響を調べた.その結果、 ジャスミン酸メチルエステルおよびアプシジン畿

は葉柄側および薬枕側厳層部細胞のベクチン、 ヘミセルロ E スの賞、量には彫響し

ないものの、葉柄側厳層部細胞のセルロース含霊を著しく低下させた.

以上の結果、 ジャスミン酸およびそのメチルエステルはエチレン生成を増加さ

せることなく、 ゴガツササゲ葉柄側般眉都細胞の細胞壁、 特にセルロースの分解と

合成に関する代謝に彫讐し、厳m形成を促進することが明かとなった.
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2pA04 アブシジン酸額縁体に対するモノクローン抗体

北川良親1 • n諸啓子1・IJJ本浩2・折谷隆之2
( 1秋岡県短大・生工研 2東北大ft• t理化〉

植物のアプシジン酸 (ABA)生合成系路について近年解析が進んでいるが、 未だ不明な点も多
い。 一方、植物病原糸状菌のー穣サルコスポラ尚もアプシジン酸を生産し、その生合成系路は

メバロン酸からファルネシルピロリン再震を続、 さらに4'・ヒドロキシ-r -イオニリデン険機(

IJ' flll r椴〉、 l'、4'-ジヒドロキシーr-イオニリデン酢再度(I'4'diolr隊〉経てABAに至~もの
と考えられている。今後各階段における隊素化学的な研究が必要であ~。各代謝産物と特異的
に反応する抗体が得られれば微置の試料で分別定震が可能になり、酵素化学的研究を進めるこ

とが容易になるであろう. そこで、我々は4'OHr酸、 1'4'diolr酸、およびABAを分別定量で
きる免疫化学的測定法を確立するためモノクローン抗体の製造を試みた。マウスをI'4'di 01 r 
駿およびABA-BSAで免疫し、 常j去に従ってハイブリドーマを作製した。 モノクローシ抗体は
ABAおよび上記二種の類縁体-sSA複合体を用いるELISAi:去で検定し、 3個の抗体産生ハイプリド
ーマを選別した.いづれの抗体とも遊縦のABAおよび頬緑体とは反応せず、そのBSA複合体もし
くはメチル化物と反応した。 一つはABA特異、他はI'4'diol r酸特異的な抗体で、もう一つは
ABAおよび類緑休のいづれども反応ずる抗体であった。 サルコスボラ前の生育時期別に生産さ
れさ5ABAおよび1'4'd iol r・般の分別定最を行うことができた。

2pA05 低温吸水によるコムギ種子眠のアプシジン酸感受性低下

とmRNAの変化

川上直人、川鏑ちさと、野田和彦(横浜市大・木原生研)

コムギ(Triticumaestivum L. line Kitakei-1354)種子眠に対するアプシジン

酸(ABA)の発芽抑制効果は、後熱による休眠位低下とともに失われる.また、休眠

を持たない品種の種子阪はABA存在下でも発芽することから.コムギ積子の休眠は

旺のABAに対する反応性(感受性)によることが示唆されている.休眠中のコムギ

種子を低温下で吸水させると発芽することが以前から知られている.そこで、低温

吸水による休眠の変化と種子眠のABAに対する反応性の変化を詳しく調べ、低滋に

よる休眠位低下時の遺伝子発現の様子を鰯訳可能な皿RNAレベルで飼ペた.

休眠中の完熟種子を5"C、 10"c、 15"c、 20"cの各温度で一定時間吸水させた後、

20 "cに移して7日後の発芽率を調べた。種子眠のABAに対する反応性は、低温吸水後

の種子から取り出した騒の、 10-411ABAを含むろ紙上での20"c、 7日後の発芽率で調

べた。コムギ種子の休眠および旺のABAに対する反応性は 20"Cにおける吸水では侭

たれるが、 15・℃以下では吸水時間の長さに比例して失われてゆくことが分かった。

この効果は温度が低いほど顕著であった。この結果は、種子阪のABAに対する反応

性が休眠の主要な要因であることをさらに強く示唆している.5 "cで吸水させた穂

子の眠から調製したpoly(A)tRNAの然細胞タンパク質合成系による翻訳産物は、一

次元電気泳動法によって分総した。この結果は現在解析中である。
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2pA07 Effects of tinnalic acid，Its Derivatives，ABA and Their Interactions 
on Seed Gerlination and Etiolated Seedling Growth of Lettuce 
。Ual-UangLl，Hasafu・Inoue，UiroyukiNishi圃ural & JUDya Hizutani 
Plant Ecochel.ProJ.，Res.Devel.Corp.of Japan.'Hokkaido Tokai Univ. 

trans-Cinnalic acid ，~-，!-， e-COu圃aric acids inhibited the growth of lettuce etiolated seedllng 
frol 10・ ~H and seed ger・lnationfro圃 10-3H.Coumarin inhibited the growth of lettuce etiolated 
seedllng fro圃 10・&Hand seed ger・lnationfrol 10・4H.These inhibitioDS increased with their con-
centratlons. Chlorogenic acid inhibited lcttuce secdliDg growth from 5x10-~H ， but didnot lnhlbit 
seed ger・lnatlonfrol 10-&・5x10-3H.Caffeic and ferulic acids pro圃otedhypocotyl elongation at 
low concentrations (below 10・3H)，but did not pro皿oteroot elongation. High concentrations (over 
10-3H) of caffeic and ferulic acids inhibited growth of lettuce seedlings. 
往生~-Cinnalic acid ，~-，里ー， ~-coularic ac1ds， chlorogenic acid and coularin had additive inhi-
bitlng effects both on seedling growth and seed ger田lnatlonwhen they were used in cOlbinations 
one another. They also showed add1tive inhibition with ABA both on seed ger・1nationand seedling 
growth. At low concentrations， ABA only inhibited hypocotyl elongation， these phenolic cOlpounds 
lnhlbited root elongation， their combinations inhibited the growth of the whole plant. Low co且-
ceotrations (below 10・3M)of caffeic and ferulic acids could reverse the inhibitions of註盟主-
clnnuic acid， 旦 里ー， l!-COU・aricacids， chlorogenic acid， cou・arinand ABA on seed ger圃ination
and seedling growth， but high concentrations of thel could not. 
Cinna.lc acid and its derlvatives were found to play i田portantroles in the interaction a圃ong
plants as al1eloche・lcals.Fro圃theresults above， in plants or in soil as al1elochelicals，trans 
-c1nna.ic acld， cou・aricacids，chlorogenic acid and coularin圃ightproduce inhiblt1且g effect on 
plant growth， regardless of thcir concentrations. Caffelc and ferul1c acids 11gbt bave pro・otiOg
effect or inhlbitlng effect on plant growth according to their concentrations. Tbe results also 
sbowed that these phenol1c co圃pounds・19hthave regulative roles in plants. 

2pA09 ブラシノステロイドの代謝と活性化

機回孝雄、鈴木啓之¥高橋信孝¥ 殺岡正三人 筏井成 2

(帝京大・理工・バイオ、 E東大・農化、 2理研・縞生環)

植物には様々なブラシノステロイド(B R )が存在する. これらの中でもっと

も多くの植物に分布し、 しかも生理活性の高い BRはブラシノライドとカスタステ

ロンであり、 これら 2つの BRは植物中においても生理的に重要な役削を果たして

いる可能性がある。 ブラシノライドがカスタステロンから生合成されることはその

情造から容易に類推されるが、 最近我々はこの経路をニチニチソウのクラウンゴー

ル培養細胞を用いて証明することができた。ブラシノライドとカスタステロンの生

理活性の強さを比較すると、 ピント豆第二節問試験ではブラシノライドがカスタス

テロンより 100倍強いが、 イネ葉身屈幽試験では数倍強い位である. ここでは、

ブラシノライドが活性型であり、 カスタステロンは単なる前駆体なのかについて、

彼射標識したカスタステロンを用いた代謝実験の結果をもとに議論する.
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2pAI0 イネの出液中サイトカイニンとその出君臨後の変化

一品種目本晴とアケノホシの比較

。副島洋・杉山民二人石原邦(農工大・襲、 1明治大・農)

水稲品種アケノホシは日本晴に比ペ畳熟期の葉身の老化に伴う光合成系の活性の低下

程度が小さく、このことが多収性の原因になっているが、岡品績聞になぜ繋身の老化に相

違があるのかは明らかではない。この点を検討するため木研究では茎からの出液中に含ま

れるサイトカイニンに着目し、特に萱熟期に出液速度・地上部に送られるサイトカイニン

が日本時とアケノホシで異なるかどうかを検討した.

水田に生育させた日本附とアケノホシを用い、高さ 15cmの位置で茎業部を切除し、そ

の切口に脱脂綿をあて、午後 8時から翌朝 8時まで出液を採取した.脱胸綿から EtOI/で抽

出した出液に内部標準として Z-dr..RZ-dr.. i P- dn • iPA-むを添加した.この抽出液を ODSカラ

ムを用いたHPLCで繍製した。この際 Zより高極性の画分にCK活性が認められたので、これ

を結合型CK繭分として酸加水分解した後Z-dr..iPむを加え、I/PLCで精製した.定;監にはGC

-SIMを用いた.

岡品種の出稼直後の出液中には遊隊型のZ.tRZ. iP. iPAが認められたが、量的には結合

型 Zが多かった。それぞれのCK量はその後減少したが、アケノホシのCK量は日本晴よりも

登熟期間中常に多く、商品種の相違は登熱中期以降大きくなった。また、結合型 Zは日本

晴では登熱中期には遊離型CKより少なくなったが、アケノホシでは iPAが増加する登熱後

期まで多かった。このことから、アケノホシの葉身の老化が遅いことに出液中CK、特に結

合理~zが重要な役割;を持っていることが考えられた。なお、結合型 iPは登熱初期にごくわ
ずかの量存在が確認された。 cRZはいずれの測定でも検出されなかった。

2pAl1 タバコサイトカイニン結合蛋白質の精製

三井真一、杉浦昌弘(名大、遺伝子)

タバコ(恒豆旦註皇旦~ ta回目盟 BY4) 緑薬を切除して暗所で18時間放置した後、無傷葉緑体を調製
し、担金団盟皇110 翻訳を行ったところ、切除してただちに調製した業縁体に比ぺ、標織アミノ酸の
取り込みが70%ほどに低下した.この時に 10-4Hのベンジルアデニン (BA)を添加しておくと翻訳活
性の低下はほとんど見られなかった.こうした翻訳活性の変化には特定の翻訳産物の増加や減少は伴

っていなかった.以上のことから、タバコ緑葉にはサイトカイニンを認識する物質(レセプター}が
存在すると考えられる.このレセプターである可能性をもっサイトカイニン結合蛋白質を、 BAへの結
合俄を指標として精製した.
およそ600gのタパコ<!L.~註皇豆主ris) 緑薬から、 DEAEセルロースカラムクロマトグラフィ一、

Hono Qカラムクロマトグラフィ一、 Pheny1 Superoseカラムクロマトグラフィー、 Superose12によ
るゲル鴻過によってサイトカイニン結合蛋白質 (CBP57)を700倍まで精製したo CBP 57の分子量は
SDS-PAGEでは57問、ゲル漉過法では130KDと算出され、溶液中ではダイマーとして存在していること
が示唆されたo CBP 57のべンジルアデニンに対する結合は1Q-4Hのゼアチン、アデニンおよび ATPに
よって阻害され、 cAHPによってやや阻害された.また、 10-4HのIAAによって結合は限害も促進もさ

れなかった.
CBP 57の局在性を調べるために、 CBP57に対する抗体を作製し、ウエスタンプロット解析を行っ

た.その結果、 CBP57は、単位蛋白質当り、タバコ根中に緑禁中の10倍以上含まれていることが、示

された.また、タバコ培養細胞BY-2株中にもタバコ禁中のおよそ 2倍のCBP57が含まれていた.

CBP 57のト末端のアミノ酸配列の決定を試みたが、 N-末端はプロックされていた.そこで、現在、

リジルエンドペプチダーゼにより CBP57を消化し、生じたペプチド断片のアミノ酸配列の決定を試み
ており、さきの結果とあわせてCBP57の機能について考察する.
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2pBOl 開費性処型ftによる異常 S2 ~t:成の S-state 依存性

沈U!f:・小野高明・ tr上頼直(理研・太陽光科学)

光化学系 11のo2発生活性は pH3.0で処理すると失活する. この失活は EPRや熱
発光で異常な S2状態が観測されたことから、 S-state遷移中の S2状態が酸性処理.に

より修飾を受けたためであることが明らかになっている. 私たちは酸性処理中及び

処J11lIiijの光照射の影符を調べ、 S 3状態にある o2発生複合休を駿性処理すると異常な
S ̂が労jネよく生成することを見いだしたので報告する.

hff烈で酸性処理した系 11膜棟品を o.Cで光照射すると異常 S2が生じることは実11
られているが、光照射下で酸処理すると新たな光照射をしなくても異常 S2が生じる

ことが熱発光の測定で分かった. そこで酸性処理中の光照射がどんな役割をしてい

るかを調べるために、処理中及び処理前に閃光照射を行い、異常 S2の生成を調べた.

その結果、駿性処理中に関光照射を与えても S-stateの遷移は起こらず、異常 S 2の生

成は認められなかった方、処 JIR前に閃光照射を与えた場合、異常 S2の生成は 1問

の閃光ではあまりなく、 2回目の閃光で著しく認められた. その後閃光照射数の mlJl1 
に伴い徐々に減り‘ 6回目の閃光で再び大きくなった. このような周期 4の振動パタ

ーンは o2発生反応の S-state遷移と対応しており‘系 H電子受容体側jの初期条件を変
えても変わらなかった 2と 6回目の閃光照射で、 S-stateは主に S3状態にあるので、

以上の結果は異常な S2が S 3状態から生成されやすいことを示すものである.

2pB02 乾燥状態における光化学系 H膜の s状態遷移

川本邦男.浅田浩二 (京都大学・食糧科学研究所}

【目的】 光化学系 E膜 (PSn 膜)を凍結乾燥すると、酸素発生活性を保った PSs 

膜乾燥標品(乾燥 PSn膜)が得られる(川本，浅田 1990年度講演要旨 p.198)。本

研究では、乾燥 PSn膜を用いて乾燥状態における s状態遷移を調べた。

【方法】 ホウレンソウから調製した PSn膜を水で約 50倍に希釈し、 35.000Xgで

10分間遠心して得られた沈澱を水で懸濁した。これにあらかじめ 0.6M 2.6-dl-

.ethy1benzoquinone(DMBQ)を添加し、 4時間暗所で凍結乾燥して得られたものを乾燥

PS n膜とした。

【給果・考察】 乾燥 PSn膜の酸素発生活性は、 PSn膜のそれの約 80"であった。

反応液中で乾燥 PSn膜に閃光照射したときの酸素発生パターンより、水ー様化部位

が見かけ上還元されていることがわかった。また、反応液中で乾燥 PSn膜に 12閃光
の前照射をし、暗所放置後に閃光照射すると、凍結乾燥していない PSn膜と問機の

酸素発生パターンを示した。ところが、相対淑度 20"未満の空気中で乾燥 PSn膜に
12閃光の前照射をした後、反応液中で閃光照射すると、前照射せずに反応液中で閃

光照射した場合と問機の酸素発生パターンを示し、見かけ上還元されたままであっ

た。つまり、乾燥状態では S状態遷移が阻害されることが示唆された。
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2pB03 クロマツ光化学系 E複合体の酸素発生能獲得に伴う生化

学的変化

篠原健司・小野高明 2・井上頼直 1 (農水省・森林総研、

1理研・太陽光科学〉

暗所で生育させたクロマツ (Pinus thunbergi i)子葉は、クロロフィルを持ち、

未成熟な葉縁体を発達させる.この薬縁体には、 2種の光化学系とチトクロム b/f複

合体の櫛成タンパク質の多くが形成されているが、酸素発生能は持たない.

そこで、クロマツ子葉〈明所、暗所、暗所+明所〉より光化学系 E複合体を調

製し、酸素発生能獲得に伴う生化学的変化を解析した.明所の標品は、反応中心あ

たり約4原子の阿nと約1原子のCaを保持していた.暗所の標品は、酸素発生能者E持た

ず、 Caは含んでいるものの、門nは全〈存在せず、特異抗体により織成タンパク質を

読べると、 01 ， 02 を始めとす~全ての intrinsic proteinと3種のextrinsic protein 

のうち33 kOaタンパク質のみを持っていた.また、光照射により、阿ntま系 E複合体

に組込まれ、暗所の系 n標品に存在しない2種のタンパク質も強個に結合し、酸素
発生能を獲得した.一方、この2種頬のタンパク質は、暗所の子葉より調製したチ

ラコイド膜に成熟型として存在した.以上の結果は、クロマツ子棄では、酸素発生

能光活性化に伴い、門nクラスターが形成され、全ての締成タンパク質が光化学系 E

複合体に完全にアセンプリーすること、また暗所でも機成タンパク質のmaturation

に必要なシステムが術祭されていることを示唆している.

光合成験索発生光活性化の貴子収率
一一一電子受容体の効果

tf¥ m光忠、井上町I前 (理研・太陽光科学)
2pB04 

光合成酸素発生反応を触媒する Hnクラスターは、 NH20H処理で解体され光化学系

IIから遊隊する Hnクラスターを解脱させた光化学系 IIにHn
2・を添加して光を照射

すると、 Hnクラスターが再構成され酸素発生能が回復する.この酸素発生光活性化

( Hnクラスターの光再構成)には、少なくとも 2聞の光化学反応が必要であると考え
られているが、光活性化の量子収率が非常に低いため解析が困嫁であった.光活性
化の量子収率は Hn2・濃度と補助因子である Ca2 +と Clーの濃度に依存し、これらのイオ

ン濃度を最適化することで熔大できることを報告してきた.本研究では光活性化の
量子収率に対する電子受容体の効果を調べ、ベンゾキノン (1.4-benzoquinone. BQ) 

型受容体が光活性化に最も有効であり貴子収率を大きく増大させることがわかった.

N H2 OH処理を施したコムギ光化学系 II粒子を 2 mH Hn 2φ/20 mH Ca
2・/1.2H Cl 

に懸濁L025秒間隔で閃光を 10発照射すると、 NH20H処理前の約 1Uの酸素発生能が

回復した o 2.5μH DCIP存在下で閃光を照射すると活性の回復は約 20Xに潟大したが、

20μH phenyl-BQ存在下では約 30Xの活性を回復させることができた o Tetra-
bromo-BQ. Tetrachloro-BQ. 2.5ーあるいは 2.6-dichloro-BQでも phenyl-BQと同程度

の活性が回復した o 20μH phenyトBQ存在下の活性の回復の照射閃光数依存牲を調

べ た実験で、 2発自の閃光で初めて酸素発生活性が現れることがわかり、 2電子当量

の駿化反応でHnクラスターが再構成される可能性が示唆された。
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2pB05 トウヒ葉緑体における光化学系11の還元側の光活性化

。i!，よ;、|λ尚、小林持t!L. 拠述tJl~ (九州大.J.良・林)

fたit1JI:ク1111フィルタンパク n(IIIr.-II)のリン械化uチトク門 人 11/( t~l ('i休
のj置j己にjHをして、プ円テイ ン キナ ゼが活性化されることによって起こると考え
られている。しかし、暗所で発芽生育したトウ t子葉から単離した葉緑体ではジチ

オナイト存在下でのLHC-IIリン椴化活性および光化学系 11活性(DPC→DPIP)を示す

にもかかわらず、電子供与体存在ドでの光に依存したリン酸化活性をもたない。 一

方、子葉に光を照射してのち単離した葉緑体では、光に依存したリン酸化が起こる 。

このような葉緑体にヒドロキシルアミ ン(HA)処理を行って水分解系を阻害しでも、

電子供与体存在下での光に依存したリン般化が見られた 。そこで、光化学系 11の還

元!則の光活性化について調べ、次の結果を得た 。

暗所で形成された葉緑体は光化学系11活性をしめすが、光に依存した leCN還元活

性をほとんど示さない。この葉緑体をDPC存在下で光を照射すると般素発生活性及

びreCN還元活性を示すようになった。しかし、 IIA処理を行つてのち光を照射したも

のでは旬開還元活性を示さなかった ω 以上の結果から、暗所で形成された葉緑休は

酸素発生能を欠くだけではなく、光化学系11からPQやチトクロームb/f複合体への

電子伝達能も欠いており、その活性化は単離葉緑休においても行われ、酸素発生系

の活性化を阻害すると光化学系 11の還元側lの活性化も阻害されると考えられる 。

2pB06 トリス処理グラナの酸素発生系でのMn-前処理によるMnの
再結合について
山下刻 ・ 蝦名真i登。 (筑波大・生物)

トリス処理グラナ標品は酸素発生系からMnを欠いているために程度素発生能を持たな
い.このようなグラナ標品を暗中で 2酬のMnとともに 3111Mの還元型 DCPIPを周た処
理をすると、ひきつず〈光再活性化でMnを添加せずとも酸素発生能を回復させることが
できる.この暗中でMnをグラナに取り込ませる処理をMn-前処理と呼んでいる o M n-
前処理ではグラナの反応中心あたり約 10 個のMn を取り込ませ~ことができるが、処理
したグラナは敵家発生能を持たないことから酸素発生系のMnクラスターに機能的に組み
込まれてはいないと考えられ、その存在状態や結合部位など不明である.そのためMn-前
処理によってグラナ膜に結合したMnについて検討を行った.
Mn -前処理によって結合したMnは光再活性化の際に利用されて、グラナ膜は酸素発

生能を回復するが、Mn-前処理を自信さず光再活性化の際にMnを添加するときに比べて早
く酸素発生能を回復した.また、 Mn-前処理によって結合したMnは緩衝液によ~洗浄で
簡単に涜失してしまうが、緩衝液中t:還元型 DCPIPを添加することによって、光再活性化
に必要な貨のMnを安定化させることができた。 Mn-前処理によって弱〈結合し、還元型
DCPIPによって安定化されたMnは 20州のCaやMgなどの 2価のカチオンによって
2価のMnイオンとして涜出していることがESRで検出されたが、光再活性化に利用さ
れて酸素発生能を回復したので、チラコイド膜内陸側t:溶出していることが示唆された.
また、酸性でグラナ膜に結合したMn t;t解厳し、その pKaは 3.2であった.この酸性で
の島幸般を、水素イオン濃度とMn原子数の両対数として表すと、 pKa付近では傾斜の君、な
直線として表され、 Mnの結合した蛋白成分の酸性条件による変性を示唆していた.
これらのことから、 Mn-前処理によるグラナ標品へのMnの結合はチラコイド膜内腔

側に存在するある種の蛋白質成分によ~ものであることが示唆され、詳細を検討中である.
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2pB07 表在住33kDa蛋白はCyt.~559および~ 1穫物と架橋する

概並勲.太田幸子.三橋智.池内昌彦九加l隙栄 2

(東理大・理理研 2東大}

ホウレンソウから Tritonとn-Heptyトthioglucosideを周いて鱗厳した駿察発生

標品(H1・G標品)は、 LHC-IIを含まず、 47. 43kDa. D2. D 1. CP29. Cyt. ~559. 4.8 

kDa (也Q1遺伝子産物}の隙蛋白と 33. 23. 17kDaの表在性蛋白から織成されている
(1)。これらの績数の蛋白がEいにどのような相E位置関係で存在しているか明らか

にする B的で、 今回は主としてリジンアミノ基聞で架橋する Hexa・ethylene-di iso-
cyanate (HIIDI)を用いた梨傭反応を行い、抗体を用いて架橋産物の同定を行った.

HTG標品を HHDIで処理し SDSPAGEにかげると、 HHDIの温度を噌加するにつれて 43kDa

と33kDaの聞に 2本の新しい架橋建物バンド (A. Bバンド}がはっきりと出現した.

Western blotting法により各抗体との反応性を調べたところ、 約42kDaの分子量のと

ころに出現する Aバンドは抗33kDaと抗9.4kDa( Cyt. ~559の大型サプユニット}と反

応し、 約36kDaのところに出現する Bバンドは抗33kDaと抗4.6kDaと反応した.一方、

C a C 1 2処理により 33kDa蛋白を除いた HTG棟品を用いて HHDIで同織に処理した場合

は、 A とBの架橋建物バンドは完全に消失した.従って、表在性の 33kDa蛋白は Cyt.

~559の犬型サブユニットおよび 4.6kDa蛋白(~ 1遺伝子産物)と隣接関係にあると

結諭される.

(1) Ena・etal. (1969) Biochil. Biophys. Acta 977. 33-39. 

2pB08 3種の表在性蛋白を国定化した隙察発生標品のNaClや尿

繁処理の影響

横並勲，北村宣人.清水威智郎，加藤栄東想大・

理東大}

Tritonを用いてホウレンソウから調製した厳禁発生標品を 1・Ethyl-3・(di-

methylalinopropyl)-carbodiilide (EDC)で処理すると、表在性の33kDa蛋白を完全

に47kDaの膜蛋自に架橋固定化できることは先に報告した.今回はさらに EDC濃度を

上げていくと 23.17kDaの表在性蛋白も閏定化できることがわかってきたので、 その

同定化標品の性質について報告する.①処理時の EDC濃度を上げてい〈と、 まず約 1

%で 33kDa蛋白が、次に約 3%で 17kDa蛋白、約 4%で 23kDa蛋白が固定化された.<i.l

3種の表在性蛋白を回定化した標品の蛾察発生は宋架橋標品とほぼ同程度の活性を

示したが、 C 1 -依存性を示すようになった. @固定化標品を NaCl処理すると、 23. 

17kDa資自は遊厳しないにもかかわらず、酸素発生活性は低下し Ca引によって節分

的に再活性化された.このことは、 NaCl処理は23. 17kDa蛋白が遊値することによっ

て活性を低下させ Ca引の要求性を出現させたのではないごとを示す.④尿現時/

NaCl処理した後 o.Cで 24時間処理すると、 来架繍標品ではゆるく結合した 2倒の
Mn原子が溶出して〈ることが知られているが、 33kDa蛋白を固定化した機品では 1

偶の Mn煉子のみが溶出し、 3纏の表在住蛋白を固定化した標品ではほぼ完全に

Mn原子の溶出は抑えられた。
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2pB09 p.1i色制調 synechocysti s PCC6803 の光化学系 E活性に
対するベタインの効果

株 秀則、阿a圃edov、 M.、和田 元、村田記夫(:!it生研)

グリシンベタイン(以下ペタイン)は中旬:の分子内向性イオンの-f!Iであり、

多〈の植物体内に存在し、 高塩濃度下、乾燥条件下における細胞内の浸透圧調整に

利用されていると考えられている。費量近、 高等調理物の光化学系 E複合体における敵

手帳発生能の失活が、 高濃度のベタインによって抑制されることが報告されている。

本研究では叢色細菌の光化学系 E活性について、ベタインによる問機の保謙作用に

ついて検討した。

艦色細菌 synechocysti s PCC6803 からチラコイド肢をフレンチプレスまたは
ガラスピーズを周いて単線する際に、 1 M ベタインを添加した場合、自由察発生能が

添加しなかった場合に比べ約 2倍高い核標品が得られた。 また単調Eされたチラコイ

ド膜においても、 ベタイン線加によって酸素発生能が約 60% 噌加すると同時に、

室穏においてもその活性が数時間保持された。 また水から DCIP への光還元首雪牲に

はペタイン添加1の効果がみられたのに対し、 -D PC から DCIPへの光還元活性にはほ

とんど効果がなかった。 これらの保護作mは高等縞物の渇合と問機、ペタインによ
って光化学系 Eの表在性タンパク質の精進および他の機成タンパク質との結合が安

定化されること、 およびMnクラスターが近傍のタンパク質の構造の安定化によっ

て保持されるためと考えられる。

2pDOl オオムギ・エチオプラストから可液化したプロテアーゼ

によるクロロフィルータンパク貨の分解

本多忠紀、伊藤券、田中歩、辻英夫(京大・理・被生研)

昨年、我々はオオムギ貧化業より1t'-厳したエチオプラストの膜画分をインキュ

ペートすると NADPH-プロトクロロフイライドーレダクターゼが選択的に分解されるこ

とを示した.一方、緑化初期においては集光性クロロフィル豊/]1-.白費複合体 (LH

C 1 I)がすばや〈分解きれることが知られている. これらのことはエチオプラスト膜

画分にプロテアーゼが存在することを示すものと考えられる.そこで、我々はエチ

オプラスト膜の可溶化物が実際に LHC 11を分解するかどうかを調べた.

オオムギ貧化葉よりパーコールを用いて無傷エチオプラストを単調Eした. これ

を低張下で破裂させた後、膜画分のみを遠心により集め、氷冷下で 1%Tritonx-100 

により可溶化した. また、基貨となる LHCIIIま、 オオムギ成熟業より"鈍した.反応

前後の試料を SDS-PAGEにかけて、 LHC11 貨の変化をクマシープルーによるゲル染色ま

たはウエスタン・プロットにより調べた.

..製された LHC11の自己分解はほとんどな〈 、 エチオプラスト.の可液化物とイ

ンキュベートしたときにのみ、 LHCIIの分解が起こった. また、エチオプラストを T

ri tonx-HIOで可溶化せずにそのまま LHCIIとインキュペートしても、 LHCIIの分解は

みられなかった. との LHCIIの分解に際して、 LHC 11の減少と分解産物の出現がウエ

スタン・プロットにより明かにされた.
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2pD02 
メロン・セリンプロテアーゼの生合成と蓄積

111形総士、 山内靖雄、 大西逮司¥t曽沢拓也、 岩崎照縫

(神大・炭化、 1現、 サントリー食品研}

メロン果汁中の最も主要なタンパク質は耐熱性のアルカリ・セリンプロテア}

ゼ (MS P)である.精製 MSPは活性を保持したまま限定自己消化すること等を既

に報告した. 今回は MSPの生合成様式を調べ cDNAクローニングを行なった.

受粉後各時期のアミメロンについて組織別にカゼイン分解活性を測定した結果、

M S Pは受粉後 10目前後の若い時期に出現し、 ネ、y ト形成期(20日頃)までにほぼ

合成され、 完熱(刊日}まで量的に変化せず果芯鰯の果汁中に分泌、蓄積した.

また tissue blotting 分析より M S Pの合成部位は種子に接した周囲の組織と

考えられた. 受粉後 10目前後の、 種子を包む袋状組織はその外側の組織(胎座)と

比べて 1ち倍程度強い標識アミノ酸取り込み活性を有しており、 この組"が MSPの

合成部位である可能性が示唆された。 さらにパルス原誠実験より MSP前駆休の存

在が示噴きれた. また成熟酵素の native型67kD M S Pは果実の成長後期に果汁中

でち4kD M S Pに限定自己消化した.

一方、 成長期のメロンより精製した m.RNAの cDNAをλgt1lに組み込んで作製した

c DNAライブラリーについて免疫スクリーニングを行なった. その結果、 6個のポジ

ティブクローンを単厳した。 現在、 その構造解析を進めている.

2pD03 ホウレンソウ録業中におけるプロテアソームの繍製とその性質

尾崎昌彦，佐藤隆英，小倉長雄.中川区被〈千葉大・園芸'.化〉

最近、中性及び弱アルカりに至適 pHをもち、潜在的なプロテアーゼ活性をもっプロテ

アソームと呼ばれる高分子量多機能プロテアーゼ復合体が、酵母からヒトに至る莫後生物に

普通的に存在することが田中らにより報告されている 1I このプロテアソームと呼ばれる酵

素は分子量約 75万，沈降係数 20 sと非常に大きな分子であり、分子量 2.1万-3.1万，
等電点 3- 1 0の不均ーな 15 -2 0個のサプユニット群から構成された総数 30-40個

の多成分複合体である。またプロテアソームは同一分子内に復数のプロテアーゼ活性部位を

有することが報告されている。このプロテアソームの大きな特徴として細胞内では潜在型、

即ち不活性型で存在し、 invitroでSD S.脂肪酸などの添加により活性化されることが

挙げられる。

プロテアソームは真核生物に普通的に存在していると考えられているが、植物では未だ

その存在が報告されていない.そこで、本研究ではホウレシソウ録業にプロテアソームが存

在するか否かを検索した。その結果、ホウレンソウ粗酵素液中にプロテアソーム様高分子プ

ロテアーゼの存在が認められたので、その部分精製を試み、得られた部分精製標品の性格付

けを試みた.

1I Tanaka.K.. Yoshilllura. T.. KUlllatori.A. .1 chihara. A. .Ikai .A. .Nishigai .N. • Kallleyama.K. 

and Takagi.T..J.Biol.Chem..263.31. pp16209-16217(1988) 
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2pD04 エンドウ業縁体エンドペプチダーゼの精県と抗体作製

Oi育問誠一郎、 坂野勝啓{農水省・生物研)

Lill 'lnd Jargendorf"は、 エンドウ葉緑体可溶性画分に Suc-(ala)3-pNAを基質と

するエンドペプチダーゼ活性(以下、便宜的に Chl-EP1)を見いだし、 部分綿製し

その性質を報告した.我々は、 このエンドペプチダーゼを電気永動的に単一際素に

まで精製し その抗体を作製したので報告する.

ヱンドウ棄を破砕し、 遠心によって車両軽した素緑休をちO圃MHepes-KOH(pIl7. 6). 50 

冊MNaCIに懸濁し破裂させ、 可溶性問分を得た DF.AE-Toyopearl及ぴSuperose 12を

組み合わせて、 SDS電気泳動的に噂ーの酵素標晶を得た. 業縁体単向E時の収量の低さ

から解析に十分な量の精製酵素を得るのが発しいため、 エンドウ緑業績摘出物から

の精製方法についても検討を行い、業縁体の場合とほぼ問機の方法で締震を行うこ

とができた.

精製醇棄を 2回(約 10u1/回)免疫したマウス腹腔に Ehr1ich癌細胞を接種、抗体

を含む腹水を得た. この抗体を用いて Chl-EP1のスクリーニングを行ったところ、エ

ンドウ、 ニチニチソウ、 タバコ、 ホウレンソウ、 キュウリ、 イネ、オオムギ、 コム

ギ、 トウモロコシで存在が確認できた. 広い分布から、 この際棄の葉緑体での役fJ

が注目される.

l)Plant Physiol. 81:603-608(1986) 

2pD05 光化学系日反応qJ心サブ.コ.ニットD-IM白質の成熟化に
関与する酵紫の同定と性質

牒 m 修嗣，佐旅公行(岡山大・理・生物)

光化学系 H反応rI'心組合体の構成成分のひとつである D-1蛋白質は、翼線休チラコイ

ド膜環白質の中で最も大きい速度で代謝回転しているものとしても知られている。光の照

射下で分子量 33.5kDaの前駆体として合成されたか1蛋白質は、合成後数分以内に 32

kDaの成熟型へと変化する。このプロセッシングは、一般的な N末端ペプチドの切除とは

奥なり、 C末端のアミノ酸 9残基(ホウレンソウの場合〉の除去として行われる。この現

象は研究者の注目を集め、様々な分析がなされているが、その生理的意義は未だ明確では

なく、反応中心における酸素発生系の分子情築に重要な役割jを持っと考えられるにとどまっ

ている。

すでに我々は、ホウレンソウチラコイド膜より、この D-1の成熟化を媒介する酵素を、

高度に精却してきたが、今回、 TSKgel G2000SWXしを梢却にJf1~、ることにより、成熟化活性

とsp:行する蛋白質を同定することができたので報告する。

この酵素は SDS-urea-PAGE上では 45kDaのバンドとして検出されるが、 TSKgelG2000 

SWXL からの溶出位置では、分子盟 3~~36 kDaと推定された。等電点は 5.5、活性至適 pll

は7.7であった。

また、この酵素が、比較的弱い界i而活性剤処理でチラコイド肢から可将軍化されること及
び、膜の.プロテアーゼ処理による分析から、膜の内腔に存在していることも示唆された。

現在この醇紫のアミノ酸配列を決定して、その遺伝子を同定する作業を進めている。
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2pD06 チラコイド膜結合プロリルエンドペプチダーゼのキャラクタリゼ

ーション

。桑原 朋彦・鈴木恒平<:東邦大・理・生物分子)

光合成 ・水ー酸化系の 18-kDaタンパク質のN地 12個のアミノ酸を切断するプロテアーゼ活

性(EARPIVVGPPPP↓LSGG-)を、ホウレンソウの光化学系 E膜から精製してその性質を調べた.

粗抽出液をグルろ過クロマトグラフィー (Superdex200)にかけるとプロテアーゼ活性は

40 kDaあるいは bedvolu.eあるいはその両方に現れた.系nH奥サンプルによって両者の比率
は異なり、後者に2臨むものでも粗抽出液を凍結構虫解すると 40kDaに湾出した.これらの家実は、

本プロテアーゼが2種類のフォームをとりうることを示唆する.bed volu・eでの湾出はプロテ
アーゼとゲルろ過担体との疎水性相互作用によるものと考えられる.

40 kDaに現れるプロテアーゼ活性は Coを用いたキレーティングクロマトグラフィーによ

り精製された.精製穣品は 280-240n置の続闘で殆ど吸収を示さなかった. pH 4-8の範囲で

18-kDaタンパク質分解活性を示した. 刊州以上の塩の存在により反応が阻害されることか

らプロテアーゼと基賓の"電的相互作用が示唆された.プロテアーゼは crudeな状懲では安定

であったが精製標晶は数日間で失活した.現在安定化の方法を検討している.

bed volu・eに現れるプロテアーゼ活性は、 40kDaのものとは対象的に2週間以上安定で
あった.このことから、本プロテアーゼには安定化因子が存在し、それが結合した状態ではゲ

ルろ過担体との相互作用により bedvolueに溶出するのではないかと思われる.

上記の精製標品には、銀染色によっても、ポリペプチドは検出されず、従って、プロテア

ーゼの;r，リペプチドはまだ同定されていない.

2pD07 
アラスカエンドウにおける光信号伝達の分子綴構

蓮沼 仰嗣(横浜市大・木原生研)

1. R. Br iggs (カーネギー研・植物)

アラスカエンドウ質化芽生え第 3節聞を切り取り、赤色光照射後、 遠心操作およ

び水性二層分配を用いて原形質膜を単縦した。 (α-UP)ATP. (α-UP)GTP;を結合さ

せた後に、 TritonX -1 00ゲル電気泳動により蛋白質を展開した。 (α-IRP)ATP.(α-

32P)GTP;を結合する ATP-GTP-結合蛋由貿、 AGP-l-ー12を見い出した。 AGP-l， -21まATP

を主に次に GTP;を結合した。 AGP-3.-4はGTP結合は特異性が高いが、 他の ATP.CTP. 

UTPが(α -32P)GTPの結合を促進した。 赤色光は AGP-l， -2.ー7.-8の(α ・32P)ATP結合

能を光強度、 光量に依存して促進させ、 AGP-3. -4の(α _32P)GTP結合後を問機に促

進した。 しかし緑色安全光処理したものも (α -.32P)ATP.(α -UP)GTPの結合能をか

なり示し、厳格な観点からは問題点を残した。 トランスデューシン αおよび β .T 

サブユニットの抗体を用いてウエスタンプロットすると、 αーサブユニットの抗体で

は37KDおよび 125KD.β. Tサブユニットの抗体では 30KDと40KDの置白質が同定さ

れた。 TritonX-IOOゲル電気泳動の AGP-Iパンドはトランスデューシン抗体と交叉す

る37KD壷白質を含んでいた。 赤色光照射により 37KDおよび 125KD蛋白質は原形質

膜から減少するが、 30 KD.40 KD蓋白質は変化しない。 37KD蛋由貿は百日咳議素に

より ADP-リポシル化さ才、 赤色光照射により ADPーリボシル化が促進された。 植物に

おいては光信号伝達が ATP-GTト結合軍由貿への ATP.GTPの結合、 さらにその ADPーリ

ボ シル化が共投して起る可能性が示唆された。
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2pD08 
アカバンカピの ATP-GTP-結合蛋由貿に関する生化学的ま

た局在性に関する解析

蓮沼 仰嗣(横浜市大・木原生研)

アカパンカピ菌糸より、 0.25 1Illf，糖を含む緩衝液を用いて、膜分画および可溶性

分画を調製した。 (α-32P)ATP.(α_32P)GTPを結合させた後に、試料を UVで照射した。

GTP結合蛋由貿は (α_32P)GTP;をポケット状の中に取り込むことがしられている。 UV

で蛋白質をクロスリンクすることにより (α_32P)GTP を結合軍自費に国定すること

ができる。 試料を SDSゲル電気泳動にかけ、 ras抗体を用いてウエスタンプロットし

た。膜分画に 23 KDのかなりはっきりした ras抗体に交叉反応を示すパンドが見られ

た。オートラジオグラフィーの結果、 膜分画に約 25本の可溶性分画に約 14本のパン

ドが見られた。 そのうち 90覧近くのパンドが (α-32P)ATP:も(α_3量P)GTPも結合した。

ras抗体に交叉反応を示す 23 KD軍由貿は (α-32P)ATP:および (α-92)GTP をほぼ同等

に結合した。 10・s 11 および 10 ・~ 11. ATP. GTP. CTP または UTPを用いてヌクレオチ

ド特異性を調べた。 (a_32P)ATP;を結合する活性は一般的に特異性が低いが、 GTPに

よりその結合が促進されるものが存在した。 さらに (α-32P)GTP の給合活性を見る

と10・s11 ATP または GTPでその結合活性の上昇するものが多数見られた。 Ha-ras

DNA をプローブとして、 それに相向性を示すゲノミッククローンを得た (Yoshida.

Hasunu圃a & lIurayama in preparation)。これ及び Torresのグループにより単磁

された cDNAクローンは共に ATP結合の共通配列 GXGXXG を含んでいた。 この cDNAクロ

ーンは 24 KDと推定され、 上記の 23 KD置由貿との関連が興味深い。

2pD09 イネ飾管 ìl~ tjJのタンパク'nのリン際化に|具lする兆条例ーの tU純

中村進 ー・、 材、m1I(l、 ;~qf 充男(東京大学・ n ・股芸化学)

r:"G ~Ij 刷物において附竹は li~ 化 jJrr !I初を愉 i去するHl~な制限であるがJ)tに物質を納

送するだけとは考えられない. lE:U形成のシグナルが ffiij怖を巡って成長点に伝えら

れることや、 in viヱqでの [γJ含P]ATPの取り込み実験によりイネ飾n液タンパク
質には光条件に対応するリン際化、 Il!aリン般化が起こることから、 飾管が植物体に
おいてシグナルの伝途に使われている可能性が考えられる.

(方法〉水 tJf 栽精で (1 てたイネ(存~! 稲)を川い、 インセクトレーザ一法で締官

液を採取した. また飾管液は lリ]、 附と異なる光条件で採取しその中に含まれる締約

液タンパク質の inv iム工旦リン般化を [γ_32P]ATPを用いて行い、 SDS-PAGE により

分間世 後、 オートラジオグラムを作成した。

{結果〉イネ飾管液タンパク質の IJl yj主I.Q1) ン酸化では分子慣がJ2 2k Da、 33kDa 

のタンパク質にリン酸化が起こることからイネ附腎液中でのプロテインキナでゼの

存在が示唆された. このイネ飾符液タンパク伐のリン般化は官m管液係取時の光条 ('1
によって速いのあることが認められた. そしてイネ飾管液中には分子m約 47kDaの
臼己リン R変化するタンパク質が存在し、 イネ術省:i夜中でのプロテインキナーゼの :(f

7.Eが別の.聞からも示された。 この臼己リン際化するタンパク質は明暗いずれの光条

例a で採取した飾管液中にも存7.Eすることか旬、 イネ飾管液タンパク質のリン般化は

光による Ca・情報伝達物質の調節によって行われていると考えられる.
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2pDI0 耐塩f生緑蕩E旦旦旦1iel1a tertiolectaのCa2・依存性プロテ

インキナーゼ

湯浅高志、 武燦尚志(東大・応微研)

D .tertiolectaは高い耐狙性をもち 0.1......5H NaClを含む繕地で生育可能であり、

海濃度の急自民な変化に適応出来る。 この温濃度変化に対する適応過程にはタンパク

質の denovo合成を必要しないといわれ、 タンパク貨の修飾的な活性調節が浸透圧調

節に関与している可能性が考えられる。

P....-1ertiolectaの細胞破砕物の趨遠心上消から、硫安沈澱、 DEAE-Toyopearl、 p

h enyトSepharose、 ヒドロキシアパタイトの3回のクロマトグライーによって Ca2・依

存性プロテインキナーゼ (CDPK)を約 900倍に精製した。 CDPKは、プロテインキナーゼ

c 、カルモデュリン依存性プロテインキナーゼと異なり、 Ca2'以外の活性化因子(リ

ン脂質やカルモデュリン等)を必要としなかった。 CDPKはプロテインキナーゼC阻害

剤tlH-9では阻害されず、 カルモデュリン阻害剤トリプルオペラジン・カルミダゾリウ

ムによって 10-5......10-・聞の濃度で、 プロテインキナーゼ特異的阻害剤 K252aによって

10-6......10-尽聞の濃度で阻害された。 5μHのK252aを細胞に与えたところ、 高浸透圧シ

ョック下では細胞容積の閲復には影響がなかったが、 低浸透圧ショック下では細胞

は膨潤したまま形状が回復しなかった. これは低浸透圧下におげる細胞容積調節に

タンパク質リン酸化が関与していることを示唆している.

2pDll 
ラン藻スピルリナにおける cAMPの生理的意筏

大森利子、大森正之 1 (昭和女子大・生活科学、

1東京大・海洋研〉

我々はこれまでの実験から、糸状性ラン藻の企旦金並金E旦盆豆芝lin盆rtcaには、

通常 50-200ピコ毛ル/mgクロロフィルの cAMPが含まれていることを報告してい

る。また、同じ糸状性ラン藻の 5pi工ult naは、細胞内に cAMPを含んでいるだけで

なく、細胞外に cAMPを放出することが明かになった.しかしながら、これら細胞

内外の cAMPがどのような生理的機能を持つかは未だに明かにされていない。本実

験においては、 spirultnaの懸濁液に、異なった濃度の cAMPを与えたときに起き

る藻休の凝集現象について検討した.

培養後、約 7日目のSR江旦U旦盆 Platensis細胞を総過により洗浄して集め、新

しい 50T培地に懸濁した。この懸濁i夜を一定量ずつ内径 3.4cmの P 1シャーレに分

注し、それに 2.6xlO-8Mから、 2.6xIO-3Mまでの異なった濃度の cAMPを加えた。そ

の後静置したシャーレ内での藻休の凝集の悌子を観察した。その結果、 cAMP濃度

がある程度以上高くなると Spirullnaは凝集を開始することが認められた。 2.6x

lO-3M cAMPでは、およそ 5分ほどで凝集が顕著となり、 10分後には直径約 1.4cmの

マットが形成された.一度形成されたマットは容易にはほぐれなかった。務 1本の

凝集は 2.6xI0-6Mによっても明確に促進されるが、凝集速度は遅かった.なお、

藻休の凝集の促進は、 ImMレベルの cGMP、ATP、AMPによっては見られなかった.
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2pEOl 生担旦ι2旦型i主己主の溶存無機炭素利用機織の特徴

佐藤朗・ 01'1~i 祥↑jf.(新潟大.1! .生物)

細胞表而に局在するcarboni c anhydrasc ( CA)のみを有し、細胞内CAを有しない低COz条例ニ

で府捜した単細胞緑漢生担旦lla旦型且ヰ豆の光合成のCOzに対する高い親和性は、細胞表面

に局在するCAには僅かしか依存せず、 CA非依存性の要因が大きく関与している乙とが既に示

されている(佐藤と白岩 日本欄物生瑚学会 1989)。そこで木研究では、 ι旦皇旦注工認に
おけるCA非依存性の要因を解析し、以下の結果を得た。

①基質律速条件下でのI~ C - DIC (溶存無機炭素)の細胞外から細胞内への透過速度は、 CO.

に対し低い親和性しか示さない高 CO z細胞に比ペ低CO 2細胞で大きかった.取り込まれた I~C ­

DICはその70-80%が固定反応に使われ残りが細胞内へ蓄積された.その濃度は、細胞外濠

度の約190倍(低COz細胞)および約80倍(商CO2細胞)にまで濃織されていた.

GDactive CO2 transportの阻害剤であるNa2Sにより、 I~C-DIC取り込みの阻害と、 CO z に対

する親和性の低下がみられた。細胞外から細胞内への'吋一DICの取り込み速度はCA阻害剤に

よって影響されなかった.

@濃縮状態で細胞内に蓄積された I~C - DICは、反応外液中の I ~C - DICが枯渇しても I ~ COz固

定に利用されずに一定演度を維持した。とれば光合成のCO2に対する商い親和性が無機炭素

濃縮に依存せず、 activeCOz transportによるものである乙とを支持する.

以上の結果は、固定速度を上まわる取り込み速度を維持する積極的なc02t命送 (activeCO2 
transport)系の存在と、細胞内へのDIC濃縮機構の存在を示し、それがCA非依存性であるこ

とを示している.

2pE03 シアノバクテリア Svnechococcu~ sp. PC氾7942の無機炭素固定に関

与する遺伝子 i主主主ー遺伝子被績による解析

・鈴木英治1・小向豊2・福湾秀哉

(東大・応微研、 1茨城大・理・生物、 21'青玉大・理・生化)

演者らはさきにシアノバクテリア Svnechococcugsp. PCC7942の温度感受性高 C02要求性突然変異

稼 C3P-Oを相補する野生稼の染色体領域を同定した。本研究ではごの染色体領場について遺伝子破墳の手法を

用いて解析した.

上記野生綜の染色体領助対にある HincII、XhoI、SphI部位にそれぞれカナマイシン耐性遺伝子を挿入し

たプラスミドを構築し、これらを用いて野生稼の形質転換を行なった。 10μg/mlカナマイシン存在下、高

C02 (5 % C02通気)条件で選択した結果、カナマイシン耐性係(それぞれ HC-2XH-5および SP-2綜)が

得られた。サザンプrロット法により、各々楠郁位にカナマイシン耐性遺伝子カ綿入されているごとカ鴨認された.

異なる C02濃度における各形間瀬稼の生育を栴ぺたとごろ HC-2稼は低 C02(0.04 % C02 ((通常の空気》

通気)条件、高 C02条件のいずれでも生育したのに対し、XH-5株および SP-2縁は生育に 5% C02を要

求し、低 C02条件では生育が停止した(1.5 % C02でも生育は抑えられた)。 野生綜制司染色体領峨 1662

bpについて塩基配列を決定したところ、HinclI部位の 275bp下淡から始まり、 Xholおよび SphI部位

を含む 816bp (272アミノ酸)からなる openreading frameが存在することカ'II.Dらかとなり、遺伝子

主些と命名した。この遺伝子が無機炭素 (C02、HC03-)の固定に関与していると推定される。各形貨車道則来に

ついての細胞内情造およひ'無機炭素の蓄積、固定能についても撫すしたので併せて報告する。
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2pE04 synechocysti s PCC6803の無機炭椴愉送における ndhB

遺伝子の役割

小川晃男 (理研，太陽光科学)

際官室 ~.~Jl主主lLosz.ill~ P C C 6 803 から 2穂類の無機炭駿愉送欠損変異株 RKa およ

び RKb， を車両世した [1]. ~.l.旦豆.Ç.J.LQ.Ç.li主主野生株の γ - 'j ライ 7 ・ラリーから， それぞれの変

異株を相補する 2種類のクU-'jを単臨し分析した. その結果 RKaでは葉緑体の ndhB

遺伝 子と事モ日γ ーをもっ 521伺の 7ミ/酸を J-トeする遺伝子 (ndhB と命名)が， RK bでは

80個の 7ミj駿を J-ト・する遺伝子 (ictA) が変異をうけていることがやjった [2，3]. 

野生株のそれぞれの遺伝子に自?マイシン耐性遺伝子を掃入し不活性化し変異株 (H55およ

び M9)を作成した. H 55 および附変異株は CO2 および HCOョを細胞内に輸送する

活性をもたなかった. これらの結果はこれら 2つの遺伝子が無機炭酸輸送に 必須

であることを示している. H55はほとんど呼吸活性を示さず，従って ndhB遺伝子は

M日;;'ーから予想されるように NADH dehydrogenase の subunit2 をヨードしていると考

えられる M9も呼吸活性が低く ictAも上記醇索の sub-unitの 1つを 1寸・してい

る可能性がある NADHdehydrogenase は無機炭酸輸送の energizationに関与する光

化学系 1の環状電子伝達系の必須成分であると考えられる.

1) Ogawa，T.(1990) Plant Physiol. 94， 760-765. 

2) Ogawa， T. Proc. Natl. Acad. Sci. USA， in press. 

3) Ogawa， T. Plant Physiol. in press. 

2pE05 イネの棄の老化に対する光の効果

岡田克彦・加藤栄(東大・理・植物)

棄の老化の進行は環境条件によって大きな膨響を受け、 とくに光は大きな調節的

役ttJを果たしている. 昨年の積物生理学会で、イオ、の切り棄の老化に伴って起きるク

ロロフィルの分解はフィトクロムによって制御されていることを報告した.これに対

応し LHCn の分解は弱光照射で抑制されたが、 Rublscoの分解には光の膨響は認め

られなかった. そこで、今聞はさらに多くのチラコイド験タンパク質について、 その-

分解に対する光の効果を調べた. まず、暗所での分解の速度がタンパク貨によってか

なり異なっていることが見出された. さらにタンパク質の中でも弱光照射により顕著

にその分解が抑制されるものと、抑制効果が不完全なものがあることが見出された.

したがってチラコイド般の中でもその分解過穫はタンパク質により差があることにな

る.

一方、植物体に付いた棄でも各タンパク質の分解は暗所で著しく促進された. さ

らに光はチラコイド膜タンパク質の分解を抑制した. しかし切り棄と異なり Rublsco

の分解も光照射により抑制を受けることが見出された. この場合、弱光でも部分的に

抑えられたが、強光下でさらに強い抑制:が認められた. そして、 DCMUにより光の効

果はかなり打ち消されたので、 この光の効果には光合成も関与していると考えられる.
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2pE06 イネ業の老化過程における光強度が光合成総カに反ぽす

影響

1H出問純、 牧野周、前忠彦、 小島邦彦
(東北大・ a.a化)

イネ棄の老化過程における光合成飽カに関して、 光環境が及ぼす影響について

調べた. 材料として、 イネ(ササニシキ)の第 13 ~憶を周い、 その完全展開後、 異

なる光強度(100%と 20% 自然光)の下で毅矯した. ガス代鮒同化籍法により業内

C02分圧 (Ci)に対する光合成速度のレスポンスを経時的に測定した. 岡崎に、 Cytf， 

CP1， Rubisco， Chlの含量を測定した。 Cytf， CF1含量は、老化過程において念、
滋に減少し、 その減少速度は 20%区のほうが速かった。 これらの変化と、 Ci= 600 

ubarでの光合成速度の変化との聞に高い相闘がみられたが、 大気 C02分圧での光合

成速度の変化との聞には相関が見られなかった. このことは、 100%区の Cytf， Cf11 

含量は、 大気条件下での光合成速度の徐遠因子ではないことを示している. Rubis-

co含量も老化過程において減少したが、逆に 20%区のほうが遅かった. しかし、 こ

の変化の遣いは、 Ci=200ubarでの光合成速度の変化を反映していなかった. この

ことは、 20%区の老化3憶において .inviヱ乏での Rubisco活性が制御されているこ

とを予忽させた.また老化過程において Chl含量は最も逓く減少し、 特に 20%区では、

Chl a/b J:むの減少を伴いながら、 その含量はほぼ一定であった。以上、 弱光下で老

化したイネ1慢の光合成特性について、 険業型光合成特性と比較して考療した。

2pE07 黄色色の尾の光合成特性

一特に Rubiscoのよnviヱ主活性について一

つ日出問純、牧野周、前忠彦、 小島邦彦

(東北大・農 .a化)
私たちは、 イネを材料に、 一敬繋の光合成飽カを炭磯固定飽力、 電子伝主童館カ、

集光性能カの 3つの飽カに分け、 それら各飽カ聞の相互関係を明らかにすることを

目的としている。今聞は、 ササニシキと、 Chl合最が顕著に少なく集光性能カまた

は電子伝達能力が低下している黄色変異種、 貧色色の尾を選んだ¥l水耕栽培によ

り、その窒素栄糞を 10，2， 0.2 mHの 3段階で 2週間処理した後の完全展開業を用

いた. まず、 ガス代謝同化籍法により invivoにおける炭殿園定飽カと電子伝達飽

カのバランスを綱ペた.黄色色の尾とササニシキはともに、絶対活性には業が認め

られたものの、 両総カ問のバランスには差が認められなかった. しかしながら、 単

位面積当りの光合成因子の含震を綱べたところ、黄色色の尾のCytf含量は、 ササ

ニシキに比べ 50%程度であったが、 Rubisco含量は逆に 1.2~ 1. 8倍量存在していた。

そこで、 in vivoにおける Rubisco活性化事を調べたところ、黄色色のIf，は約 45%

零度であるのに対して、 ササニシキは約 80%程度であることがわかった。以上のこ

とから、 Rubiscoの活性制御について他の光合成因子 (Cyt f， Cf11， LHCn) との

関係から考療する。

1)検問聡日本植物生理学会 1988年度年余講演要旨集
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2pE08 コムギ第一葉における RuBisCO:LSU分解物繊ポリペプチ

ドの免疫学的検出

O鈴木正人、前忠彦、牧野用、小島邦彦

(東北大 .JI・農化)

コムギ業より機械的に厳般精領した葉緑休中にはウエスタンプロットレベルで

RuBisCO分解活性が検出されていた (Haeet a1. 1989 PCP 30， 193). しかしそれ

は、葉緑体の単隆精製過程で被胞プロテアーゼが業縁体外胞膜に非特異的(?)に吸着

してきたことによる人工産物であることが、 サーモリシン処理を噂入することによ

り明らかとなった(Hiyadaiet al， 1990 Plant Physiol 92， 1215) • けれども、
ウエスタンプロットに供するタンパク量を漕やしたところ、 サーモリシン処想に関

わらず、 今までには検出されなかった精鍍抗LSU抗体に燭性な 49KD-、44KD-ポリペプ

チドを検出するに至った。 そこで私逮はこれらの 2つのポリペプチドについて詳細

に検討した。 まず、 V8・プロテアーゼによるマッピングの結果、 LSUの分解物である

ことが明らかとなった.次に、 これらの分解物は液胞プロテアーゼの LSU分解物と

は阻害剤に対するレスポンスが明らかに異なっており、 また、 インタクトな業縁体

中に内在することがわかった。 さらに、 これらポリペプチドは1慢の磨硲液中にも検

出されたが、 35 S -RuBisCOを用いた tracer実験を行うことにより、 膚待遇程での人

工産物ではないことを確認した。 このように、 新たに検出された 49KD¥44KD・ポリ

ペプチドは、生業の葉緑体内に存在する LSU分解物である可能性が強く示唆された。

2pE09 C3型主要作物における蜜素栄養に対する光合成特性の

遣い

O牧野周、坂下普志、 日出関純、前忠彦、小鳥邦彦

(東北大・農・.化)

雪量素供給に伴い葉身巾のRubisco含量が、 Chl最および金窒素量の剣合に対し特

異的に増加することがしばしば報告されている。 Evansand Terasihma (1988) は、

ホウレンソウを材料に、 この現象を RuBP再生産飽とのバランスから説明した。 しか

し、 一線の作物(イネ、 コムギ等)では、 この織な蜜3提供給に伴う Rubisco含量司自

の特異的増加は必ずしも認められていない。そこで、私たちは C3 植物であるコム

ギ、 インゲン、 エンドウ、 ホウレンソウを材料に、 窒素供給の遣いによる全蜜ヨ廃合

震と Chlに対する Rubiscoへの望実業分艇の応答について植物種間差を調べ、 電子伝達

活性およびRuBP再生産能とのバランスについて考熊した.

その結果、インゲン、エンドウ、ホウレンソウについては、 Evansand Terashima 

と問機の結果が認められたが、 コムギについては、やはり Rubisco含量率の増加は秘

められなかった。 さらに、 コムギのみ、電子伝逮活性と Rubisco活性の比は、 雪量素供

給の遣いに依存せず一定であった. にもかかわらず、 ガス爽換同化籍法の結果は窒

素供給の遣いによらず、 RuBP再生産飽と Rubiscoのバランスが変化しないことを示

した。 このバランスについて、業内拡散指抗とそれに関与すると思われる Carbonic

anhydrase活性の窒素栄発に対する応答から考療した。
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2pEI0 リン酸欠乏ストレスのトウモロコシに及ぼす彫曹について

1 .葉内リン酸、生長、光合成と光合成産物の分配について

臼回秀明、下河原浩介〈帝京大、医〉

リン酸は植物の生育、また C4光合成ではピルビン酸リン殴ジキナーゼの触媒する反応
に必須である.しかし、リン酸欠乏ストレスのC.光合成に及ぼす膨曹の研究は殆どなさ

れていない. トウモロコシを稽より 3週間 O. 5mMのP i及び 1μMのP i (Low-P純
物〉下で育て、 リン酸欠乏ストレスのトウモロコシの成長、光合成、光合成産物の分配、

業内無視リン隊合量等に及ぼす影響について検討し、以下の結果を得た (2) -6)は

基郷から数えて第 3J震のなかほどを用いたものである). 
1 )成長(地上僚の新鮮量)鑓纏後 24日でLow-P植物はコントロールの60%.
2)業面積当りの a)乾燥重量畳、 b)可溶性タンパク合震:共t;:~響は少なかった、 c) ク

ロロフィル含量 19日後Low-P継物で 1596低下した 3)2 1日後に葉商積
当りの a)酸可溶性Pi はLow-P継物で 7796、 b)光合成的炭敵固定艇は 68%低
下したo 4 )酸可潟性Pi含量置と光合成的炭酸回定能の聞には強い相聞が認められた.

(0.6 ....01 Pi/・2 以上では光合成能には彫響はなかったが、それ以下では光合成能は
著し〈阻害されたo ) 5)光合成建物の〈シヨ糖とデンプンへの〉分配(コントロー

ルの棄によ忍光合成能を光強度やC02"度を下げてLow-P縞物のそれとほぼ問機
にし、比較したo ) P iの低下はデンプンへの光合成産物を減少させた.このことは
P iの低下が光合成能を阻害させることで間後的にデンプンへの光合成産物の分配布E減

少させているのではな〈、直捜的な影響を持つことを示してい ~o 6)夜間のデンプン
の分解は Low-P縞物で阻害された. 以上のことを短期的なリン酸欠乏の C3一、
c.一光合成への影響に関する従来の知見と関連させて考える.

2pFOl 葉緑体ゲノムの比較

島田浩章、杉浦昌弘

〈三井植物パイオ研、名大遺伝子〉

これまでにイネおよびタバコ、ゼニゴケ藁緑体DNAの全塩基配列が明らかになっ

ている。これらの葉緑体ゲノムに含まれている遺伝子および、 ORFとそれぞれの聞の

スペーサ一領域を比較した。それぞれの遺伝子のGC含量と、コドン使用頻度および

それぞれの植物聞でのホモロジーを銅べたところ、葉緑体の遺伝子は、光合成関連

遺伝子群からなるグループとその他の遺伝子群の 2つにグループに、大きく分類で

きることがわかった。光合成遺伝子はすべてが一つのグループにまとめられた。こ

のグループの遺伝子は植物聞でのホモロジーが高く、 GC含量もゲノム全体の平均値

より高かった。さらに 3番目の塩基がGCであるコドンが多く用いられているなどの

特徴がみられた。これに対し、転写系遺伝子などのグループに含まれる遺伝子は、

全体的にホモロジーが低く、 GC含量もゲノム全体の平均値と差がなかった。 NADH

dehydroge na se遺伝子群は光呼吸などの役割が推測されているにもかかわらず、この
分類では光合成遺伝子群ではなく、転写系遺伝子と閉じグループに分類された。ほ

とんどのORFは、この 2つのグループのどちらかに分類された。このことは、これら

のORFがコードする蛋白の機能を推定する手助けとなる可能性を示唆する。
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2pF02 暗所培養フタパネゼニゴケ細胞における葉縁体 DNAの

メチル化について

滝尾 進・佐藤佳男・佐藤敏生 (広島大・理・楠物)

我々が分隊したフタパネゼニゴケ (Marchantiapaleacea var. diptera)培養

細胞は、暗所で生育させても明所と同様の高いクロロフィル量と光合成酸素発生能

を持つ葉緑体を形成する特徴を持つのこの脊類細胞では、光合成遺伝子の発現の調

節機構が、高等植物とは異なっていると考えられる。近年、色素体遺伝子の発現の

調節に DNAのメチル化が関与することが報告されている。本実験では、この苔類

細胞の葉緑体 DNAにおけるメチル化の有無について調ペた。

暗所・従属栄養条件下で生育した細胞の葉緑体 DNAを、メチル化感受性の異

なる各種のイソ制限酵素で処理して切断断片の大きさを比較したところ、メチルシ

トシンに感受性の EcoRIIと非感受性の BstNIで切断パターンに違いが見られた。そ

の葉緑体 DNAを酸加水分解し、構成塩基を逆相高速液体クロマトグラフイ によ

り調べたところ、メチル化堀基が検出された。また、光独立栄養条件下で生育させ

た細胞の葉緑体DNAの制限酵素切断パタ ンも、暗所・従属栄養細胞と同様の結

果が得られた.以上の結果から、この苔類細胞では、明暗に拘らず葉緑休 DNAは

メチル化しているととが明らかになった。

2pF03 今パコ命毛細砲における 7・ロアラステド DNAη穐担

献由稜J オト'1毛大1p長a敏ff〈あ色阜大 抱 ・度化
場制御，量上智大・生命科，柄 32章!ス・提 ・組均}

勺パヨ舟逸品E礎.6γ 宝 η 主導明細胞を新斜晶叫に玲楢有毒~ ，プロアラス予ド D
N Ab~ 栂慰金問拍寄るが p 娘DNA."樗現時少な< 1: t 24時期『付'IjaらなtA.
こ同~憾の細胞句、ら y 褐娘端組直後の"1' n プラス子ド'D ~A湖親中間体主骨格 L T::.o 
L 町褐狸中間停 7 ラ?三宮ン主アロープヒ L てハ 4 ずリダ ~.t[ーうヨシま行なヲ T己

ヒころ，7'パコヴロロアラストlHJAη 工nvertをdI?e戸'OX4噴換に?をく絶命 t7三。
より詳細写マザ日'j7"主行なすため，者海軍中間体今与の上 -t''t -loopがだこ九

存往する訟を電予署員微鏡t聞いて解析 tT: 0 D -loop主持ゥJ)NA断片時争<'3 I 

ハ4プ，')ゲ"1fーラヲンイ殉 M うプサ，，-を示1..Î=- 品内，昨ち 1.，肉汁~ R，匂調~a.t 問

に由来 L下.事勺る制限瞬義 E痢い花締畢 l/-す折苛 i.. I "D -IODt ."位置 li.13 S 

'rRトJA遺伝子町通舟ロ秀ぢ 7三.. i.. InveY'1'ed Re戸'o.t 拘吃 K 吃此に存弘苛 s 冷~. (同
一揖基配刊を宥す 3)が、， 2.っヒ毛 inνiVO ，::おいて均司自起点t.lで働ぃ τ11 ~ 

よヒ古t・赤U主主以 fと。 lhνiVD におけ ?J-t手又干ドDNAの祷娘匙指、が調教の才兎 1:'
主ゥてヲ失~~!U. ， 互いじ一致 l T:.のは初めてのこ kずあれ
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2pF04 ミカヅキモの薬縁体分裂

箸本春樹(東京大・教養・生物)

薬縁体分裂の機構を明らかにするために、単細胞緑積ミカヅキモ (Closteriu・

ehrenberg i i ) を用いて、細胞骨絡系の要素であるアクチン繊維と微小管が葉緑休

分裂に関与しているかどうかを検討した。

Fーアクチンを特異的に緑色するローダミンファロイジンでミカヅキモの細胞を

蛍光渋色すると、細胞表腐と septu圃での繊維状蛍光像、織の周囲の蛍光f象のほかに、

分裂中の葉緑体の〈びれに環状の蛍光像が認められた.アクチンの重合を限害する

サイトカラシン D(6-25J1H)を細胞分裂の直前に与えると、遅〈とも役与 1時間後に

は原形貫流動が停止し、ローダミンファロイジンで蛍光綾色される細胞表周の繍線

情遣は完全に破穣されていた。 3-6時間後には septu.形成の阻害と葉緑体分裂の

聞書(<びれの形成不全}が認められた.しかし、 9時間以上経っと原形貫流動の

閉復と葉緑体分援が見られた.一方、チュープリンの重合阻害剤アミプロフ茸スメ

チルを 10pg/・l の濃度で与えると、細胞分裂は起こるが娘核の薬縁体のくびれへの

移動は阻害された.しかし、薬縁体は分裂した o100pg/・lの濃度で与えると、細胞

分裂も阻害されたが葉緑体分裂も原形質流動も金〈阻害を受げなかった.

以上の結果から、ミカヅキモの葉緑 1本分害援にアクチン繊維が関与していることが

強〈示峻され、一方、微小管は葉線1本分現に関与していないことが示された.

2pF05 高等植物のミトコンドリア被 DNA合成は分裂組織の特定部 fIl

でおこる

黒岩常祥・膝江誠・河野重行〈東大・理E・植物〉、 黒岩晴

子(上智大・生命研〉

高等縞物のミト JJト.リ 7の分裂問矧と分化の憾式はほとんど明らかでない.その理由

として、 L旦-ylヱ旦の組織細胞肉においてf.IIh-')ラ骸 DNAを直後観察することができなか

ったことによ~ 0 新たに開発したT'Jt・ットーDAP卜蛍光顕微鏡法は、組織全体をとらえ
ながら Uh‘事ラ骸 DNA分子の挙動の犯媛と定量を同時に可能とし、既(;:高等繕物のOf珠

における巨大なミト JJト鴨リ r核の発見 (kuroiwa ら、 1990)や細胞質遺伝の研究 (Kuroiwaら

、1990)に役立っている.本研究の目的は、この方法と君"トラシ‘ 0-ラJ(を併用することに

よって、子ンシ・Htイ(1'elar叉onlu・ zonal~)の 1 ト J JドリF核の 11.~を調べ、 t曽殖機式を明

らかにすることであった.実生を 25uCi/"， 1の 3H nシ‘ヨの miI更に各時間漫し、 UJfIIマリ
ンで固定した.予ヲJt‘ヲトに包 i里した試料を 0.5・o. 9)l・の 1享さの切片にし、S切トラ2・4ヲ‘ラ J( 
の試料とした 111月の鍔光後 、oA P I :蛍光顕微鏡法で観察した.その結果、恨の組織は、

恨績から 200p・が恨冠. 200)1欄から 700Jl閉までが分裂組織、 700u・以上が仲良場に分かれ

た. また、静止中心、中心往のような明隙な組織分化だけでな〈更に細かなく分化

が見られた。分裂級事障の先嫡郎、即ち静止中心 t;:t聾する 811位のミトJ)~・" 7は大きな骸

(1500kbp)を 1!闘含み，活発に DNA合成をしながら細胞周期の時期に関係な<t署員事して

いた. しかし分裂組織の上仰に移るに従ってミト JJド"7は DNA合成を伴なわない分裂

をし小さくなり，伸長領犠や表皮ではその骸に含まれる DNA量は 150kbp以下になった。

-206-



2pF06 単細胞真綾紅藻Cyanidiu!l c哩t~ .ariu lII RK-l型からの

細胞践、 ミトコンドリア、葉緑体DNAの単離

太田にじ・河野常行・長島秀行 1・黒岩常祥

(東大・理・縞物、 1東京理科大・基礎工)

単細胞真核紅蕩イデユコゴメ (Cyanidiumcaldarium)にはRK-l型と M-8型の 2つの異なる烈が

存旅する。休需11の厳純な方のRK-I~~は納胞内にミトコンドリアと紫綬休を各 1 個含み、細胞伐の

DNA '"は真械摘物として鰻も少ないものの一つである。 また、細胞の嫡嫡を問調化できる (tditn

nnd Kllroiwa. 1988)のとのようなごとからオルガネラの分裂周期と遺伝子発現及びオルガネラ問

における遺伝子発現の相互作用を研究する際に適切な材料と考えられる。しかしながら、 RK-I現

は細胞墜が非常に堅く、細胞を破鳩することが困難であったため、多くの研究者の試みにもかか

わらずそのDNAを単線することができなかった。本研究では、ごれらRK-l型と M-8型の 2f噴の細胞

をガラスビーズとともに振撮して細胞を破洩し、プロテアーゼ処理をした後、臭化エチジウムー庖

化セシウム及ぴヘキスト 33258・溜化セシウムの連続密度勾配遠心を行うことにより、細胞綴、 ミ

トコンドリア及び葉緑休DNAをはじめて単隙することができた。 RK-l型では DNAの密度が大きい

順に細胞桜、業縁体、 ミトコンドリアであったが、 M-8裂ではミトコンドリア、細胞校、葉緑休の

順であり、それぞれの型の葉緑体の制限酵素パターンは異なっていた。との結果はRK-}型と M-8型

が別種であるという考え (Nagashimaand fllkuda.1981)を支持している.次に、オルガネラの分裂

周期と i宣伝子発現の関係を研究するための第一段階として、より真綾樋物の始原的休帝11を持つイ

デユコゴメ RK-l型の葉緑体DNAのクローニン グを開始したので、併せて報告する。

2pF07 原色素休および業縁体から.$厳した色素体核のi宣伝子発現

申11御機備の解析

酒井教、河野重行、長凹敏行、黒岩常祥(東大・理・植物)

色素休の分化過程で色繁体核の数や形態およびその構成タンパク質は大きく変動す

る。 これは色繁休分化にともなう色素体遺伝子の発現制御がとのような色素休伎の情造

変化.すなわち色素体 DNAとタンパク質との結合様式の変化によってなされているととを

示唆している。そこで、分子構造に大きな相違のある原色素体核と葉縁体緩をタバコ培

養細胞 (BY-2)とタパコ業肉細胞から無傷態隣し.ごれを用いて iJl.viv(!の転写常IIf卸の状態

を反映した invjJ;TO転写系を開発し(酒井ら、 1990)、色素体分化と転写制御との問係

を調べた。単厳薬縁体核は単般原色素体織の 10倍以上の UTP取り込み活性を示し.両者が

in vitroで合成した転写産物の情成も IJlviyoを反映して異なっていた.原色素体核と

葉緑体核における個々の色素体遺伝子の相対的な転写活性をより詳細に比鮫するため、

代表的な色素休遺伝子 (pslJA. atpA. rp!lB. p~~A. atpB. rbcL. petB. rpll6. 23SrDNA) 

のプロープ DNAをスロットプロットし.これに両単荷量色素休核の invitro転写産物をハイ

プリダイズし、 各遺伝子の転写量を評判定した.原色素休核では色素体遺伝子の転写活性

は全体に低く抑えられ、業緑休械の 1/10以下であった。一方、葉緑体械の転写活性は全

体的に高く、 なかでも 23SrDNA. psbA. r.b<<L. p.e_tBの転写が選択的に活性化されていた.
現在、 とのような転写制御に色素休核の構造変化が関与している ζ とをより直接的に示

すために、単厳色素休綾の僧造を人為的に改変し、 その転写制御機能を解析中である.
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2pF08 ユーグレナ細胞の葉緑体形成過程におけるLHCPll

タンパク質分子の動態

。長船哲斉.角田修次，江原友子，長谷祭二¥J.A.Schiff2 
(東京医大帝京大・医プランダイス大・光生物)

昨年度の本学会で、同調培養ユーグレナのcellcycle中におけるLHCPllタシパク質の細胞内

局在性を免疫電子顕微鏡法で経時的に追跡し、 cellcycleの初期、中期にLHCPllがゴルジ体上に

特異的に観察されることを報告した。 今回は葉緑体形成過程におけるLHCPllの細胞内配置につ

いて調べた結果、同様の現象が観察されたので報告する。

暗所で培養した白昼旦呈虹笠ilis var.恒豆旦笠is細胞を暗所で無機培地に移し72時間後、

細胞分裂が停止した細胞に光(照度150ft-c)を照射し、免疫電顕法で金粒子(LHCPIIの局在性を

示す)の細胞内局在性を追跡した。 LHCPllは6時間まで観察されなかった。 9時間前後からLHCP

H は最初に細胞質のCOS構造1)に観察さ，れ、プラスチド構造、ゴルジ休への局在性はなかった。

12時間前後からLHCPllはゴルジ体、プラスチド(チラコイド膜)上にみられ、 48時間では何れも

LHCPllの強い反応がみられた。 光照射72時間後に葉緑体構造が完成すると、 LHCPllはチラコイ

ド膜にのみ局在し、葉緑体の形成途中に観察されたゴルジ体上には全く見られなかった。

以上の結果から、合成されたLHCPllタンパク質はゴルジ体を経由して葉緑体に運ばれること

が示唆される

文献 1)Osafune et al. EXP. Cell Re~.. 148: 530-535 (1983) 

2pF09 ユーグレナ細胞の葉緑体形成過程におけるRuBisCOタンパク質

分子の局在性:モノクローナル抗体による免疫電顕観察

。江原友子、長松哲湾、久延薫t、渡海寛 l、繍田明穂 l、長谷祭二2

(東京医大、 I大阪府立大・農、 2帝京大・医)

ユーグレナ細胞は前培養条件を適切に選べば、葉緑体形成の初期暗過程が観察できる。

すなわち、脂質が蓄積した細胞を暗所で有機炭素源を除いた無機培地に移し通気すると(“0時間

細胞")酸化による脂質の急激な減少が見られ、同時に細胞分裂が始まる。 それに伴ってリブロ

ースー1.5-二リン酸カルボキシラーゼ (RuBisCO)比活性は暗所144時間でおよそ12倍に増加し、

以後一定の値を保つ。 この結果は'esternBlotting法によるタンパク質の増加パターンとも一致

している。 このような葉緑体形成暗過程におけるRuBisCOの細胞内配置をポリクロナール抗体を用

いて免疫電子顕微鏡法観察を行った。 144時間細胞におけるRuBisCOは細胞核およびプロプラスチド

に特異的に局在し、その割合は両者で全体の約60'をしめることが判った。 また細胞質内には多

くのdenseos圃iophilic梅造(Z構造)が一時的に形成され、 RuBisCOはその構造上にも特異的に局在

した。 この時期に形成されるZ構造はRuBisCOの輸送などに関与している可能性も考えられる。

144時間後、 RuBisCOはピレノイド構造上に特異的に存在した。

以上の結果はRuBisCOモノクローナル抗体でも観察されこれらについて論議したい。
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2pFI0 Euglenaの緑化過程におげるプラスチド蛋白質合成速度

の変化

。椎名 隆・福岡 功・隻鳥 喜則(広島大・総合科)

R3所で継代培養した Euglena 白色細胞は葉緑体を欠き、 来分化のプロプラスチ

ドを有している. この白色細胞に連続光を照射すると、 クロロフィルの蓄積と岡崎

に葉緑体が発達してくる(緑化).緑化中各時間で単厳したプラスチドの蛋白質合

成速度を翻べると、 照射 6時間以降で顕著な増大がみられ、 D 1、 ルピスコ大サフ

ユニ ッ ト蛋白質が発現してくる.本研究では緑化中の蛋白質合成に対する前照射と

光電 子伝達阻害知IJ0 CHUの影嘗を検討した。 2時間の前照射後、 1 2時間暗所におく

と クロロフィルの蓄積がないにも問わらず資自照合成速度が前照射直後の 5倍に増

大した. この後、 連続光を照射するとクロロフィルの蓄積が前照射により促進され

るが(potentiation)同時にプラスチドの総蛋白質合成速度も促進され、 連続照射

6時間後にはコントロールの 3fg程度に遣した. ps bAの mRNAレベルも前照射に

より増大し、 potentiationには転写レベルでの制御が関わっていると思われる. さ

らに、 光電子伝達と緑化中の蛋白質合成速度の増加の関係を調べるため、 DCHU存在

下で緑化を起こしたプラスチドの蛋白質合成速度を測定したところ、予想、に反して

1 2時間照射では末処理の場合の 3 - 4倍に噌大し、 DCHU結合蛋白質である D 1蛋

白質の合成も問機に促進された。 psb̂の mRNAレベルは DCHU処理で変化せず、 po

tentiationとは異なる機摘でプラスチド蛋白質合成能が高まっていると考えられる.

2pGOl lホウレンソウ緑業に及ぼす麗疏酸、 硫酸の影轡

喫!日晃典. 太 IIJ英二I(慶大・理工・物質炉ド戸.I慶大・環工.iil洞:J)

縞物の'酸性雨障害に関する研究は主に可視容や農作物の収量や生育について行

われてきた。 本研究はホウレンソウ薬組織を酸性雨の主成分である亜硫酸および硫

酸を含む溶液(疑似酸性雨)に漫潰し、 光合成・呼吸速度およびクロロフィル合最

を調べ、 細胞レベルでの彫響について検討を行った。 光合成・呼吸速度の漏IJ定には

酸素電極法を用い、 クロロフィル含量は Arnonnの方法によった。 また薬組織には例

の少ない 31P-NMR法によって、 ホウレンソウ薬組織を invivoで測定し、 細胞内 pHを

調べた。 疑似酸性雨の pHの低下に従って光合成速度、 呼吸速度は減少したが、 クロ

ロフィル含量の明かな変化は見られなかった。 ・一之のことから酸性雨は光合成の初期

段階ではなく、 電子伝 i急 光リン酸化、 炭酸固定回路を阻害することを示している。

また、 S032-溶液は S042-溶液より呼吸・光合成の活性を著しく低下させ、 S 0 3 2ーに

よ乙 光合成、 呼吸系を悶害する機憎の存在が示唆された。 31P-NMR法によって見積も

った 細胞質pHは、 外液 pH7 . 0 における暗条件で pH6.9~ 7. 0、 明条件では pH7.2~ 7. 3 で

あ った。 p!l2.'1の酸 よ溶液に 穆 渇した場合では、 細胞内 pHの低下が見られ、 S032-溶

液では細 胞!1:pHはさ っ!ごI?， 下 1 た。 以上のことから、 駿性雨は、 特に S032ーを含む

場 合 では細 胞 内pHを低 下 させ る ことによる光合成および呼吸活性の著しい低下が確

ヲ二 れた。
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2pG02 光伶温処理l立キュウ・')"争弓コイド膜iu内cou.plをする

寺島一言R因追公事え河5李総，叩藤栄(豪久"J~ 荷物)
他3Z慰わ生植物と LZ長ロられるキェウリ(ら旦出世盟主し)の棄を，あ、たヤ

計r~ 光照射下， 5" O( (" 5" 時間処理L1-:1先調製 Ltて+ラコイド膜Ið，一幸~ (7) H~A丁品"
ATP会成跨棄却往く仁Fdを文 t、1:1-，'リ p マの ために H-t今ャン.l-It.. (ζFo) 1)'¥露:l¥
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W-ATPas(I~J 支配量処理fれ損傷を受けてお 4 ず，十ラコ々ド恥、nιωP liザ'
11銅製時1-:おごヲ f:7-手1¥ 71 7トτみると主張 tr， • 
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S"3S tlm d)吸収l/，むおよ α獲五常寺にお 11 ~ non -photdζhe m i CC¥ I 'i ~高光代先・1金 i昆処
理1 1. 1: 昆~.n. t"d:くqa:とj(3 >，一幻mζF1 左大くケラコ 4 ドnll::- 方いて ~'1定 l t~ 
ガロ今/Irドシフトの自討を生Ol"l，対照、に比較 t で“ l.u，，~i st~kQb le. 1:: I 亨字く TJ.'~1.i
t、:となどが8月句台、Iごrjリ"u.nιolAtl ì 吋・ þ'\";{支 I~ あ、~ ~ Jf.I:である tが確tz
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2pG03 
ヤヱナリ Ilf糞細胞の 1骨嫡閃則Itこ伴う幅l冷性の変化

八反図 書害予・吉田 "夫 〈北大・低温研〉

ヤエナリ〈総夏) !!東南アジア原産の!J(勲 f首位織物で~ i~ !s受性が高い. ヤエ

ナリの恨から続減された液休 Iff筏絢胞を 2 6 "cで 1 2 円問 1m1IJ1でパッチ 11;で t白書唱し

たとき、 細胞の低温感受性は繍胞 1骨荊周期に T1.;じて大きく異なることが確認された.

1氏渇処理(0 'c )直後の細胞活性の低下と 2 6 "cに再び戻した附の活性回復は共に

T T C 還元プJで評価した宙空tを rl:l始して所定日数 tこi!した細胞を o'cで 5日間処

理し、 その直後に T T C 還元を行わせると tffN開始後 6 日向の細胞は還元カを完全

に失うが 1 6 日目の細胞では tt絞的 i寄い還元カ〈対照の *'")00%) Ii保持していた.

この事は、 対数 t曽嫡初期の細胞が最も低 i量感受性が高〈責4n ttHi商後期から slaliona
ry phase にかけて細胞は低 1=耐性となることを示している密費開始後 G 日目の細

胞について低温処理による T T C 還元力の時間経過を調べると o"c 1 2 時間後には

対照の 6 0 %まで、 O "C24時間後には対照の 1 0 - 2 0 %までそれぞれ低下した.

この織な比較的短時間の低温処理による T T C 還元力の低下は可逆的で細胞を常温

に戻して煩時間情奏すると再び回復することが分かった. 一方、 2 4時間以上低温

処理すると T T C 還元力は全〈回復せず細胞は不可逆的な傷容を受けるものと思わ

れる. この微な細胞の i曽猫周期による低温感受性の著しい変化の原因について鍛っ

かの実験を試みその結果について考察する.
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2pG04 4直物細胞のホメオスタシスと環境ストレス

1. 低温ストレスによる細胞内 p H の変化

吉岡 静夫 〈北大・低温研〉

細胞の肉郎はいろいろな細胞小器官と生体験で区画された独自の微小環績を形作

っている. これらの微小環境はエネルギーに依存する生体験物質紛送系によって恒

常性が保たれている. 織物がしばしば遭遇する高温や低温等の環境ストレス t;t生休

膜輸送系 tこ対して直披~響し、 細胞 rJ.]微小環境の恒常性総持に大きな~響を与える

ものと考えられる. 本綴告では低温感受性のヤヱナリ液体 t曹養細胞を用いて、 低温

ストレスが細胞内 p H tこ与える~饗について実駁を行った p H プロープとして F

D A を細胞に与え、 495および 450nmの励起光による蛍光比(495/450) を蛍光分光

光度 ~ I で測定し、 p H対する蛍光比の険 m曲線から細胞内の p Hを推定した. 低温
tこ最も敏感な対数 t書殖初期の細胞では、 低温処理(0 "c )開始直後から細胞質の p

H は低下し始め、 数時間後 tこは著しい m性化か認められた. 一 方、 低温耐性な s1. a 
tionary phaseの細胞では、 低 jf~ 処限直後に一時的な p H低下が見られたが、 その

後速やかに正 1f;飯迄回復し 120時間後も 一 定の p 11を総持した!投光顕微鏡と画像

解析装置による ra t i 0 聞age法を mいてプロトプラストで jJ.IJ 定した場合もほぼ同憾
であった. 以上の結果は、 低温下における細胞質 p 11 0) f.!!. 7f;性維持機備が低温耐性

4漬物と低温感受性縞物で異なっていることを示唆するものと忠われる.

低温によるコクズ幼綴細胞内 pHの変化

31p  NMRによる測定
2pG05 

小川知子、太田英二 (慶大・理工・計測)

低温感受性植物である Mung bean (lli且皇 E且tl旦)幼植物を一定時間低温(0 .C ) 

処理し、その切断線の細胞内 pH、 ATPレベルを invivo 引 P N M Rによって

測定した.これまでは NMR測定を 20 .Cで行っており、低温処理による影嘗が回

復している可能性がある.そこで今回は低温での温度制御を可能にし、 5・Cで測定
を行った.

5時間の処理では、細胞内 pH、 ATPレベルともに変化は殆どみられなかった.

1 2時間処理では、細胞質の pHは低下し、液胞の pHはわずかに上昇した。 24 

時間の処理では、細胞質 pHはさらに低下した. A T P レベルは処理時間とともに

減少し、対照(無処理の組織)の 60%となった。 5・Cでの測定後、測定温度を上
げ(2 0分間要する) 2 0 .Cにおいて測定した。 12時間処理の組織の ATPレベ

ルは対照レベルまで回復し、 24時間処珂の組織は、対照レベルの 75%まで回復

した。細胞内 pHは回復はみられなかった. 一方 5・C、 24時間処理の組織におい
ても、細胞質 pHの低下、液胞 pHの上昇、 ATPレベルの減少がみられるが、問

機な阿復測定を行うと、 ATPレベルは対照償まで回復し、細胞質 pHはo. 1 p H 
u n i t 5 上昇した。
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2pG06 'II-NMR緩和時間でそニターしたヤエナリ脹輸での冷

漏及び高温ストレスへの特典的初期応答とタンパク合成。
井上質理、 賀来意舗(九大・教養・生物}

J令i同感受性の高い「もやしまめ Jのー樋、 ヤエナリ(Hglj旦 仁司.!ti.1lt!l)の貧化

芽生えの匹触を供試し、冷溺ショック(0 "cー 7、24、4 8 h )と熱ショック(4 0 

.C/45"Cー I‘ 4、7h )を与え、水プロトン NMR縦緩和時間(T ， )の変化を対

比した。 冷温ショックの場合には処理直後の T，値は地大しているが、熱ショックの

場合には減少している.処理解除後、 常温下での T，の経時的変化を 1h後から 3日

後まで調べると、可視容を伴わない冷温ショック (O"C-24h) の場合には、 T，値

は処理後急速に減少し 1- 2 h以内でほぼ処理前の値に回復しその値を持続する。

一方、 熱ショック (40"C-4h) の場合は減少した T，健がその後も維持される.

これに対し、ストレス強度を憎した O"Cー 48 hと 4 5 "cー 4 hの場合には処理

直後の T，変化は前述の傾向と同じであるが、 1-2日後に組織の褐変や鳩死のよう

な傷害が明瞭になるとそれに対応して T，値は前者では更に激減し、後者では逆に激

糟する。 とのことは両ストレスにより発現した可視筈は NM R緩和挙動の上では異

なることを示唆する。 T ，に及ぼす要因として、含水量以外には陽イオン (K'‘Na'， 

C臼ド、Mg"")の変動やタンパク質の量的及び質的変化などが考えられるのでその結果

についても報告する. またタンパク質の低温及び熱変性の遣いが上述の特異的 T，緩

和に反映していることも想定される。

2pG07 クロレラの耐 i束性獲得に伴う蛋白質合成の変化

満田泰逮、城斗志夫、。吉元誠、波多野昌二〈九大・農・

食化工〉

【目的】 Chlorella e 11 i psoidea Gerneck (IA門 C-27)を低温 (3"C)で処理す

ると耐凍性を麗得する.耐凍性獲得の遺伝子レベルでの解明を目的とし、低tE処理
により誘導される蛋白質について、l!!vivoおよび辺三上ιs翻訳系で検討した。
【方法】 クロレラの低温処理時間とよ且羊比gおよび坦 vit工g蛋白質合成の変化

について、二次元電気泳動のフルオログラフィにより分析した o .Ln之上主g ラベ)~実験

は、細胞をあらかじめS欠乏状態におき、[35SJlllethionineを取り込ませて行った。

【結果】l.D込山sラベル実験で、低温処理6時間までに、 14種頬の新たな蛋白質
が観察された.これらの蛋白質のうち、分子量 55kO，等電点 5.0の蛋白質はグルコ

ース -6・リン酸脱水素隊素である可能性が示唆された。低温処理したクロレラより

剛RNAを調製し、 i旦工斗工g翻訳産物をフルオログラフィにより分析した。その結果、
低温処理3時間で8種類、さらに 6時間で2種類、 24時間で 3種類の剛RNAが誘導された。

また、ハイプリッドサプトラクション法により、低温処理6時間目に少なくとも 3種

額の低分子聞RNAが誘導されることを確認した。以上の結果から、耐凍性獲得に転写

レベルでの調節が関与し、さらに耐凍性獲得に必要なmRNAは低湛処理初期に転写 さ

れることが示唆された.今後は、 cONAライプラリーより、耐i束性に関与する遺伝子

をクローニングし解析する予定である。
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2pG08 東水調理の阿的体効果によるクロレラの細胞膜構成R賃貸お

よび細胞内微細構造の変化

安藤 一郎、小池千恵子、海野けい子、附田昌二、

波多野臼 二 静岡県大・薬・放射薬品、 a九大・農)

〔目的〕浪者らはクロレラ細胞 (Chlorella elljpsoide~ C-27)を用い、水素の

安定同位体である重水素 (D)の't物学的阿佐体効果を解明するととを目的として、

細胞内の H が Dに霞き換わること (D化)によって起とる、細胞構成脂賓および細胞

微細締造の変化について検討した.

〔方法〕東水を 6011101%または 1001101%含む階地 rJlで継代熔養し、細胞成分が D

化されたクロレラ (60%D ークロレラ、 100%D -クロレラ)について細胞周期的に阿 ー

と考えられる細胞より指11tI'.した阪貿について分析を行い、通常の水府地中で熔養し

たクロレラ (H-クロレラ)との比較、検討を行った.また、各々のクロレラの微細

梅造を透過型電子顕微鏡にて観察した.

{結果・考察) D ークロレラにおいて、 J::契断質である HGDG，DGDG，PE，PC，PSの

合!誌は細胞容積あたりで比較した場合やや減少していたが、その組成比に対する影

符は認められなかった.HGIJG， DGDGの締成脂肪般を GLCにより分析したところ、 Dーク

ロレラではグリセロール sn佐 Hなの CIIIの別会が減少し、脂質合成経路が変化してい

る可能性が示唆された.また電顕による鏡検どでは、クロロプラストおよびミトコン

ドリアでの変化が観察され、細胞働能の変化との関連を検討している.

2pG09 クロレラ細胞の熱ショック応答における重水素の影響

海野けい子、荻野敦子、岡田昌二

(静岡県大・薬・放射薬品)

〔目的〕演者らは、クロレラ細胞(Chl.Q旦11a吐li.p包1..1回 C-27)に対する水
素の安定同位体・重水素(D )の生物学的同位体効果のーっとして、細胞の熱感受

性の変化に着目し、その機構解明を目的として、 今回は熱処理時における細胞内

ATPJ!lの変化と細胞の D化との関連について検討した。

〔結果) H 20の代わりに DzOを含む無機熔地中で培養することにより得られ

た、細胞成分が高度に重水素化したクロレラ細胞 (Dークロレラ)の細胞内 ATP置

は、コントロールの状態 (250C)において、通常の HzO培地の細胞 (Hークロレラ)

より低かった。暗所において34-430Cの熱処理を行ったとき、 H-クロレラおよび

Dークロレラともに、熱処理温度の上昇に伴い細胞内 ATP量は著しく減少したが、

やはり Dークロレラの方が低い値であった。その後、暗所または光照射下において

250Cに戻し、熱傷害からの回復時における ATP慢の変化を調べた。その結果、暗

所では Hークロレラ、 Dークロレラともにコントロールと同レベルに ATP最は回

復したが、光照射下では異なり、 Dークロレラではコントロールより低い値であっ

た。これらのことから、 Dークロレラにおける ATP置の低下は、熱感受性地大の

一因となっていることが考えられた。
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2pGI0 イオ、科植物に対する重金属の影響

井上雅裕・遠山鴻・城尾昌範・村山徹郎(愛媛大・理・生物)

植物は重金属ストレスに対する様々な防御、耐性機能を持つ。例えば、フィ

トケラチン (PC)や有機酸による重金属の毒性緩和、細胞壁や液胞での重金属の
濃縮などが知られている 。

私達は先に、数種の植物の芽生えを用いてカドミウム (Cd)の影響を比較し、
イネ科植物が双子葉植物より高いCd耐性を持つことを示した。そこで、今回、
その原因について検討した。植物材料として、トウモロコシ、イネ、オートムギ

を、また対照としてアズキを用いた。発芽後、明所で 1週間成育させた芽生えに
10-200 )lM の硫酸カドミウムを根から付与L、その後数日間成育させた
アズキの摂は 30)1MCdで顕著な限害をうけたが、トウモロコシの根は 90)1M

Cdでも阻害をうけなかった。両者のCd取り込み量には大差は見られなかったが、
後者は細胞壁より細胞質により多くのCdを蓄積した。これらと Cd耐性の関係を
様々なCd濃度の影響下で調べた結果、細胞質Cdと耐性の間に平行関係が見られ
た e さらに細胞質分画をSephndex0-50カラムで分析したところ、分子量約 4.000
とく1.000の2つの分画にCciが検出された c アミノ酸分析、逆相カラムによる分
析の結果、前者は PC、後者は PC以外の物質であった。PCの量と Cd耐性との聞
に相関が見られた。イネ、オートムギでも同様の関係が見られた。一方、双子葉
植物の根は低い PC合成能を示した。

以上の結果から、イネ科植物のカドミウム耐性は細胞質におけるフィトケラ
チン合成と大きなかかわりがあると考えられる 。

2pGll イネ水中芽生えの椴素適応過程におけるスーパーオキシドジ

スムターゼ・アイソザイムの消民 a ‘ 

孔丸敏史・石HI教弘小JII健:z.祭板三根夫・樹時三.辻英夫
~_ ..._ 3__4  

(京大・理・健生研.良 ・段、ft・林工f食研f岡大 ・資生研}

暗所水中で発芽さぜたイネ芽生え(水中芽生え)を暗所のまま空気'1'&c.移すζとにより.低闘賞索条件下
及び厳禁適応過程におけるフェレ FキシンーNADP+還元商事素 (FNH).チトクロムc(それぞれプ

ラスチ F. ミトコン F リアの電子伝逮系発達の指標)と~オルガネラ'c.局夜するスパーオキシ F ジスム

ターゼ (S0 D) のin~をイムノプ口フトにより調べた.その結果，次のととが明らかになった.

( 1 )低敵索条件 Fでは，プラスチ FにはFNR. プラスチ FSODともどく少量しか存在ぜず.両者と

も破棄適応時に噌加した. (2)ζれに対し.ミトコン FリアSODは異なった消炭パターンを示した.

水中芽生えでは.チロクロムcは少ないもののミトコン Fリアの電子伝達鎖はすでにつながっており，芽
生えが空気中へ移されると.ただちに電子伝達系が働き始める ζとが知られている.ζのように.U気条

件に移されるとただちにそのオルガネラ内に活性椴素を生じると考えられる場合には. lI\. IIU~条 11'rでも
tf気条件ーFとほぼ間程度のSODが予め娘備されていた.IIUt適応、時'c.チトクロムcは増加するが.ミト

コン FリアSODの量はほとんど変らなかった.

ζのように，高等植物では、活性酸素消去系の代表的な酵素である SODの各アイソザイムの発現は.

環境の酸素糠度に対してー僚に制御されているのではなく.とれらのアイソザイムが局在するオルガネラ

の電子伝途系の発途程度、つまり活性酸素発生能の寝度に応じて調節されているように恩われる.
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2pG12 縞物根の活性質農業防御系酵素
!tt.ー祉晶 ιHし きkι

問中浄、 u佐野朋子 1、悌剛、菅原淳

(国立環境研・生物、 1東邦大理学部)

植物穫は周囲の水分状態によって好気、嫌気の環境ストレスを受けることが考

えられ、独自の活性酸素防御系を発遣させていることが考えられる。ここでは水緋

栽培により育成したホウレンソウ穏を採取し、防御系酵素の存在を明らかにすると

ともに、嫌気ストレスの影響を絹ベた。又、恨のグルタチオン還元醇素の佐賀につ

いて葉のそれと比較検討した。

ホウレンソウを好気及び嫌気状態で水耕栽主脅し、銀中の防御系醇索、基質、抗

酸化物質を測定した。ホウレンソウ根はスーパーオキシドジスムターゼ、グルタチ

オン還元醇素 (GR)、アスコルピン酸ぺルオキシダーゼ、カタラーゼ、アスコルビ

ン陵、グルタチオン、 トコフエロール等の活性酸素防御系物質を備えていた。嫌気

状態におかれた時、アルコール脱水素隣素活性は顕著に噌大したが上配の防御系酵

素に大きな変化は認められなかった c GRの根からの単障を試みた .ADP-セフアロー

ス等のカラムクロマトグラブイーで SDS-PAGEで均一なまでに精製した。本醇索のRl

終荷担保品の比活性は 149pmoles NADPDH oxidized ・("mgprotein)ー1・ min-Iで至

適pHは中性減(葉縁体酵素は弱アルカリ性)にあった。本酵素は葉縁体酵素よりも

分子量が高く、基質続和性は.縁体のものと大きな差は認められなかった。葉緑体

酵素の抗体は恨の酵素と反応性があることがイムノプロット法で明かになった。又、

狼には免疫学的に異なる 2種のGRアイソザイムが存在していることも明らかにした。
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般講演

第3日 3月30日(土)
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一般講演

第3日 3月30日(土) 午前の部

A会場脂質・生体膜

B会場 細菌光化学系・電子伝達系

D会場窒素代謝

E会場 花成・生殖・オーキシン

F会場 オルガネラ・タンパク輸送

G会場光生物学(II) 
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3aAOl 剤チの続賞欝積 r:及iます光の種多響

稲永fi'-て、関 商子(~大学.)

縞物の貯蔵様官における物質の集績は遺伝的要閃のほか、環縫要因によっても

変る o 1賞者らは、落花生、大臣の爽実官事の光環境をかえて載車脅した結果、 I)arkのも

とでは脂質含有量が t曽加することを見出した。今岡は織に約 15%の脂質を含み、油

脂資源として重要な水稲を用いて、脂質諸積に及 lます光の最多響について検討を行な

った。

品縛『にしひかり』をビニールハ内スのなかで士事掲載絡し、開花後 10日目から穂

の都分をアルミホイルで覆って IJa r k 1: L ( 11灰 F、開花後、 11I，21l，31l，411，!i1l日開 1: 

穐子を収穫し、刺殺を除いた節分と 40日向に収穫した米織の部分を用いて脂質含量

を測定し、無処環( 1区}と比較検討をnなった。
I、 11医とも積子の乾物重は 1(1から 2(1H同にかけて急速に.それ以降も緩やかに

檎加したが、 211日開から1/ fi は I~ に j七して明らかに低く推移した。一方、脂質合

量についてみると、 I fまでは t11から 211l:fJqにかけて急速に減少し、その後ほほ一定

の績で推移したのにたいし、 11肢では 2fll:f !=Iから 40日目にかげて緩やかに減少し 、

20，30日目では I区に比して明らかに高く推移した。また TG，OGも I区と 111'(では異

なった権移を示した.米線の脂質合量は 、 1区では 20%、"区では 24%となり、いす

れも Fieldで収穫された米糠よ ηも高い f簡を示し、遮光の効果が認められた。

3aA03 クリプトモナスにおけるベタイン脂質の存在とその代謝

佐藤 直樹 〈東大・理・植物〉

クロロフィル aとtの他にフィコビリン色棄をもち， nllcleomorphという特異なON，¥ 
を含むことで系統分類・進化の点で注目されるクリプト藻の一種CrVlJtomonasCR-I 

の脂質を 2次元 TLC により分画し.各脂質クラスの脂肪酸を GLCにより分析・定
量した。主な脂質クラスとして.糖脂質であ~ MGOG， OGOG， 500Gとリン脂質であ
る PG，PCの他に Oragend0 r ff試薬陽性でリンを含まない脂質が検出された。こ
の脂質は Ochromonasdanicaで最近同定された OGTA[diacylglyceryl ・0・2'(hydr

o'<Ymet.hyl)・(N，N.N-trimethyl)・β-alanineJ (以前LipidBと呼ばれていたもの)
と， TLCでの RH直および機器分析の結果が一致した。 OGTAはこの他には数種の褐藻
(Araki et al.投稿中〉で存在が知られているだけである。 CrVlJtomonasには微量
のホモセリン脂質 OGTS (OC;T Aとは異性体にあたる)と来同定のベタイン脂質も検
出された。 OGTAの C-1位には 16:0.18:1. 20:5が.(-2位には 20:5.22:4が結
合しており.脂肪酸符の多様性と分下柿構成において. f也の脂質クラスとは著しく
異なっていた。 OGTAの構造を決めた EichenbergerらはOGT5から脱炭酸.再カルボキ

シル化によってOGTAが作られるという説を提出しているが CrVIlt.omonas生細胞を
用いたトレ}サ一実験の結果は. UGTSがIJGTAの前駆休であることを明確には示さな
かった。なお.トlGOGとOGOGはC18/(18という典型的な"eukaryotic"分子種からなって
いたが. PCから門GOGへのラベルの移動は見られず. "ellkaryotic pathway"が働いて

いないことも示された。
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3aA04 アズキ繕費量細胞のスフィンゴ脂質の代創

O 小‘道之.酋回生郎¥村田紀夫¥大西正男
¥ 
伊.，書亮 {裕司E大・生資化'J5生研}

【目的】高等鎗絢のセレプロシド l主、欄成スフィンゴイドの c・8位のニ..書合の豊島

何異性{シスートランス}により然的特性を大事〈具にする.今回、この c-8位の不

飽和化経路を明らかにした.

〈方法〕値え継ぎ後 3 日自のアズキ(liL旦.!... ~ nfularis }培型車細胞に [3-"CJセリンを

取り込ませ、セレプロシドへの経時的なラベルの移行を分続した.

【結果】アズキ稽費量細胞に取り込まれた[3・， ・ c )セリンのラベルは、まず遊纏の飽

和型スフィンゴイド(スフィンガニン)に B められたが‘これは、 10分後には減少を

はじめた.セラミドの摘成スフィンゴイドへの取り込みは、 30分まで大節分がスフ

インガニンでみられたが、その後スフ 4 ンガニンのラベルは減少し、逆に不飽和壁

スフィンゴイド(4， 8・スフィンガジエニン〉のラベルが綱大した.また、セラミドの

4ーヒドロキシスフィンゴイドへのラベルの移行は、飽和笠および不飽和型ともに同

じ割合で BIOられた.セレプロシドの繍成スフィンゴイドへの取り込みは、 10分以

降急速に包められた.その大llII分のラベルは、 4.8・スフィンガジエニンに包められ

たが、 4・ヒドロキシスフィンゴイドへの取り込みは、 60分後でも微量であった.こ

れらの鎗果は、精成スフィンゴイドの不飽和化と 4・ヒドロキシル化は、主にセラミ

ドで起ることを示峻している.

3aA05 クラミドモナスの脂質代謝異常変異株の単敵

佐藤典裕、都筑幹夫¥川口昭彦(東大・教養・生物、

'東大・応微研)

モノガラクトシルジアシルグリセロール (MGDG)、ジガラクトシルジアシルグリ

セロール (DGDG)、ホスファチジルグリセロール (PG)及ぴスルフ才キノボシルジ

アシルグリセロール (SQDG)は葉緑体を構築する脂質であり、またこれらの脂質には

a-リノレン酸(18:3(9.12.15))等の不飽和度の高い脂肪酸が多く含まれている.業縁体

脂質あるいはそれらを構成する高度不飽和脂肪酸の生理的意義は不明であり、また脂肪酸

の不飽和化に関与するタンパク質(不飽和化醇衆と電子伝達系タンパク質)及びその遺伝

子の解明も余り進んでいない.本研究では、これらの諮問題の解明を目的として、緑濠

Chlamydomonas reinhardli iから、 uv処理により突然変異を誘発させクロロフィル蛍光

の異常な変異様を約 100種分自在し、そのうち脂質代謝変異練を 2種類 (HF 2、 9 )単

敵したので報告する. H F 2は葉緑体脂質のうち SQDGが欠損した変異株であった.

また全脂肪酸をみた場合、元の稼では 16:1(7)、 18:1(9)の割合が 2%、 7%と低く、

18:2(9.12)、 18:3(9，12，15)の割合が 20%、 14%と高かったが、変異株HF9では逆

に 16:1(7)、 18:1(9)の割合が 13%、 31 %と高〈、 18:2(9.12)、 18:3(9，12.15)の割

合が4%、 7%と低かった.各脂質クラスの分析からMGDG上での 16:1(7)から 16:2

(7. ! 0)への不飽和化と薬縁体脂質の 18:1(9)から 18:2(9.12)への不飽和化、 RDち葉緑

体脂質のω6の位置での不飽和化が欠損しているものと予想される.
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3aA06 形質転換によるラン藻担旦主主主上回旦i且旦1旦旦豆 R2-SPcの低温

耐性能の獲得

和田 元、 ZoltanGo・bos、村田 紀夫 (基生研)

ラン務担金主主stis旦i且旦担旦豆は低温感受性で、 。OCに近い低温に曝されると数分間で
光合成などの諸活性を非可逆的に失う。 この低温傷害は、細胞膜の相転移に起因して

いる υ。一方、生体朕の相転移温度は、膜を構成している極性脂質の脂肪酸の不飽和

結合に依存し、不飽和結合の数が多いほど低くなる。本研究では、低温耐性型のラン

穫である Synechocystis PCC6803から既に我々が単躍した不飽和化酵素遺伝子引

(desA;脂肪酸のd.12の位置に不飽和結合を導入する酵素をコードしている)を用いて

A. nidulans R2-SPcを形質転換し、低温耐性能の改良を試みた。

s ynechocysti s PCC6803から単議したdesA遺伝子をシャトルベクタ-pUC303につな
ぎ、 このプラスミドを用いてA. nidulans R2-SPcを形質転倹した。得られた形質転換

体は、野生株が本来持たないd.12不飽和化能を猿得し、パルミトレン酸とオレイン酸

をさらに不飽和化してヘキサデカジエン酸とリノール酸を生合成することができるよ

うになった。また、形質転換体の細胞膜の相転移温度は野生株に比べて20C低く、 し

かも低温に対する耐性が噌大していることが見い山された。 このことは、 ラン穣の耐

寒性が不飽和化酵素i宣伝子による形質転換によって噌加したことを示している。

室主主盤 I) Murata. N.. J. Bioenergetics and Bio・e.branes.21:6卜 75(1989). 
2)官adaet al.. Nature. 347:200-203 (1990). 

3aA07 シロイヌナズナのグリセロールー3ω リン酸アシルトランス

ブエラーゼの cDNAの解析

西田生郎.、回絞恭嗣、 白石英秋、村田紀夫(基生研〉

グリセロールー3-リン酸アシルトランスフエラーゼは、高等植物の低溜感受性の

原因物質と考えられている脂質分子慣の生合成を支配する。我々は、すでに、低潟

耐性植物シロイヌナズナ(A rabidopsi s thal iana)の本酵素のゲノム遺伝子(At sA 

遺伝子〉を単灘し、構造を決定している(日本植物学会第 54回大会)。本研究では、

AtsA遺伝子の圃RNA に対する cDNA クローンを単灘し、相場造解析及び大腸菌での発

現を行った。

AtsA 宣伝子断片をプロープとしてシロイヌナズナの λZAPIIcDNA ライプラ

リーをスクリーニングし、 1. 377 bpの翻訳傾峨を含む全長1.445bpの cDNAク

ローンを単厳した。 塩基配列の解析から、 このクローンは、 AtsA 宣伝子の圃RNAに

対する cDNAであることがわかり、 AtsA遺伝子の発現が証明された。

トランジットペプチドを除く 369 アミノ酸残基のポリペプチドをコードする

cDN A遺伝子を、発現ベクター pET3cを用いて大腸菌 BL21(DE3)中で発現させたと

ころ、 菌の可溶性画分に、 あらたに本酵素活性が検出された。 このことは、生主主生遺

伝子が本酵素ポリペプチドをコードすることの直媛的証明である。 また、 この酵素

活性は、 18: I-ACP に対する選択性を示した。 このことは、高等槌物の低温耐性にお

ける本酵素の役割lを支持する結果であった。
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3aA08 
アシルー(アシルキャリアプロテイン)ハイドロラーゼ

の約製

今井博之 1、 西国生郎 1、2、 村田紀夫 1、2 (1総研大・
分子生物機構論、 2基生研)

高等植物の葉において、 アシルー(アシルキャリアプロテイン)ハイドロラー

ゼ(以下、アシルーACPハイドロラーゼと略す〉は、業縁体から細胞質への脂肪酸輸

送過程の最初の反応を触媒して、細胞質のグリセロ脂質合成系への脂肪磁の供給を

支配している。我々はこの分子機構を解析するために、等電点が 4.5、 5.3 および

7.8のアシルーACPハイドロラーゼのイソ型(それぞれ AH1. AH2 および AH3と略す)

をカボチヤ子葉の葉縁体より分穫している(日本樋物生理学会 1990年度年会)。

本研究では、 AH1 タンパク質の精製を行った。

カボチャ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。 この抽出液を酸沈澱法、 ポリエチレングリコール沈澱法、

DEAE-Toyopearl 650C、 Sephacryl S-200HR、 ACP-affinityおよび Mono-Pの各クロ

マトグラブィーにより 6.500倦まで精製した。 これを TSKge1 G3000S1ゲルろ過カ

ラムに供して、 AH1の分子量を 55.000と惟定した。 この活性画分を SDS-PAGE に供し

たところ、分子量 33.000 のポリペプチドが活性と対応することがわかった。 この結

果と先のゲルろ過カラムクロマトグラブィーの結果から、 AHl は分子量 6万前後の

二m体であると舵定された。

3aA09 原形質膜のプロトン輸送におけるりん脂質の分子種の

影野

笠毛 邦弘・山西 弘恭 (農水省・食総研〉

プロトン輸送に|具l与する1ijf形質 l疎結合 A T l' a 5 e活性は、 ホスフ ァチ ジルコ

リン(PC)、ホスフ ァチジルセリン (PS) そ~'L ，こホスファチジ Jレグリセロール (PG)によ

って活性化され、 また PCの分子程においては、 Sn-1及び Sn-2のいずれかが飽和脂肪

酸、他方が不飽和脂肪酸を持つものがもっとも強く活性化することを前回本学会で

報告した。そこで今回は、プロトン紛送においても分子極聞にこのような途いがあ

るかを、我々がm築した同構成燃小胞を用いて明らかにしたので報告する。
原形質燃はヤエナリ(Y..i五旦呈 E旦豆i主III.. )の』壬軸から得た。 ATP a s e liデオキシコ

ー ル酸と Zwittergentで可溶化したものを用いた。種々のりん脂質の分子穫の向精成

膜小胞は、 デオキシコール酸希釈 法 を用いて調製した。再構成膜小胞を介してのプ

ロトンの輸送は、キナクリンの蛍光のクエンチングで測定した。

その結 果、 Sn-l及 びSn-2のいずれかが飽和脂肪酸、他方が不飽和脂肪酸の組み

合 わせで、アルキル 基 の長 さが 16-18である PC.PSあるいは PGのプロテオリボゾーム

で も っと も強い プロト ンの輸送 が み られた。またプロトン輸送は ATPaseの活性とほ

ぼ一 致した。
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3aAI0 塩ストレス状態のモヤシマメ幼根におげる原形質膜および液胞膜

プロトンポンプの活性化

。中村善行，笠毛邦 ~J. I .太田英二，坂田亮2 (慶大理工計測.
1農水省食総研分子情報解析 2杏林大医学}

縞物細胞の原形質膜および液胞膜に存在するH+-ATPaseは、 H+を細胞質からそれぞれ細

胞外および液胞内に能動輸送する酵素で、植物が環境変化に対応して細胞内の恒常性を維

持する tで重要な役割iを果している。昨年の大会で務々は、温ストレス状態で、モヤシマ

メ幼根細胞のH+-ATPase活性が上昇することを報告した。そこで今回は、高濃度のNaClを含

む培地と含まない培地で育成したモヤシマメ熔養細胞から各々原形質膜および液胞膜小胞

を調製し、その膜結合性H+-ATPaseのH+-puaping活性を蛍光色素を周いて調べた。さらに、

このATPaseをリボゾームに組込んだプロテオリポゾームを作製し、その活性と H+-pu.ping

を調べた.また、植物細胞の耐極性との関連が注目されている液胞腺総合性H>-PPiaseの活

性と目。-pu.ping活性に及ぼす塩ストレスの影欝についても検討した。

その結果、高塩濃度環境で育成した細胞の原形質駿および液胞膜H+-ATPaseは、いずれもそ

のH+-pu圃ping活性が上昇することがわかった。また、これらATPaseをリポゾームに組込ん

だ再構成膜でも加水分解活性およびH+-pulllping活性の上昇が見られた。一方、液胞隙PPia

seは、塩ストレスによってその活性が低下し、 H+-pu圃plng能力も減少することがわかった.

以上の結果から、植物の耐窓生長においてH+-ATPaseが積極的役割を果している可能性が示

唆された。

3aAll 植物培養細胞の液胞膜ピロリン酸依存性プロトン輸送と

塩ストレス

。朽津和幸，笠毛邦弘t (農水省・生物研・細胞生理農水

省・食総研・分子情報解析)

植物細胞が塩ストレスを受けて死に至るのは、必ずしも浸透庄差による脱水によ

るのではなく‘細胞内にNaφが流入し、逆にrが流出することが重要な原因と考えられ
ているが、その細胞、分子レベルの機構は明らかでない。我々は‘i旦vi旦旦 3tP-NHR法
を用いて、耐塩性緑藻Dunaliellaでは‘塩ストレスを受けると.H+が細胞外に放出され

細胞内pHが変化すること (PlantCell Physiol 30:407-414(1989)‘ストレスに弱い車

軸藻では、酸性コンパートメントである液胞から細胞質へrが涜出すること (Plant
Physiol 90:1102-1107(1989)を報告した。塩ストレスにより細胞が傷害を受ける際

には、液胞膜上に存在するH+-ポンプが阻害される可能性が考えちれたので‘イネ及び

タバコの液体培養細胞から液胞膜を単離して検討した。単離液胞膜にはH+-ATPaseと

H+-Pyrophosphatase(PPase)の 2種のH+-ポンプが存在した。s+-ATPase活性は、ほと

んどNaφの影響を受けなかったが‘液胞膜のPPase及びピロリン酸依存のr輸送活性は
rにより活性化され‘またr存在下でNa・によって強く阻害された。 Cl・は活性に大き
な影響を与えなかったが1・は活性を強く随害した。この結果、細胞質のNaφが増加し

rが減少する条件下では、 H+-PPaseによるr輸送活性が大きく低下することが明かと
なり、 H+-ポンプが、塩(Naφ)ストレスのターゲットとなっている可能性が考えられる。
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3aA12 イネ模原形質般からの NOg-及び C1-輸送体の蒋織成につ

いて

O原m久富美・脇内成昭、・*吉邦 2 ・王子普清 E
(神戸大、自然科診・ 3共同研究センター.2") 

イネ幼植物被から水性二層分配i去により原形質膜小胞を精製しデオキシコール酸を
用いて可溶化したの 可i容化タンパク質は、リン照質と混合した後、 Sephadex G-IOO 

カラムを用いてヂオキシコール骸を除去することによりリボソームへ再構成した.

再f開成リボソームは、 ATP依存性のアクリジンオレンジの蛍光消光を示したが、これ

はパナジン酸により強く阻害きれ、原町::tt験の H+-ATPaseが再構成されていると考え
られた。種々のアニオンの存在下での再m成リ*ソームに形成される LIpHの測定は、
FITCデキストランを用い、この色素をリポゾーム内に取り込ませて 、 その蛍光強度

の交化により行った。 FITCヂキスト弓〉とアクリジンオレンジの結果の比較から、

ア二オ シのリポソーム内部への透迅速度がキナクリンやアクリジンオレンジの蛍光

消泥速度の律速となりうることが推察きれ、キナクリンの蛍光消光の初速度をアニ

オン輸送速度の指僚として用いた。 償光消光の初速度l立、 N()，.の18度に対して見か

け上飽和曲線となり、引 ーの均合はよりずr織的であった。 また、アニオンチャンネル
プ円ソカーである DIDSにより蛍光消光の初速唆 lim脅されたが. ATPase活性、 [IH塾、

般電位差形成のm 宥は起こっておらず、 OIDSの効果は、アニオンのリポソーム内部

への験送あるいは蓄積が阻宵された結耳さであると考えられ、再機成リポソームにこ

れ九のアニオン紛送体が存在す~.可 ti~ 什が示耐をされた 。

3aA13 CAM植物薬の液胞膜のリンゴ酸輸送に関与する 2穫頼

のイオンチャンネルの生理的意義

。岩崎郁子、荒田i専行、楠見健介、木島|専正人西村光雄

(九大・理・生物、名大・理・物理り

ベンケイソウ型酸代謝 (Crassulacean Acid 阿etabolis圃略して CAM )を行なう

CAM植物の液胞は、光合成に必要な二酸化炭素の一時貯蔵所として夜間リンゴ酸を

大量に蓄積〈隔厳)する.そこで液胞棋の物質輸送の機織を解明するため、 CA門植物

Graptopetalu岡 paraguayense の棄の液胞膜から inside-out patch を作りチャン

ネルの解析を行なった。内外の溶液が pH7.5でリンゴ酸の 9996 以上が -2価

で存在する条件で、電極肉液{細胞質側〉の Ca2+ 濃度が 1酬のときチャンネル電

涜は正〈細胞質側から液胞内側ヘ向かう〉で型車流作用を示した.これは Hedrich と

Neher (1987)の SV-type のチャンネルと問機の性質であった.この場合リンゴ酸

が液胞からの排出の方向に動いたことになる. 一方、細胞質中の遊般の Ca2+ を

10-8-..， 10-6 M とした時はチャンネル電流は負で登減作用を示し、 sv-type や墜涜
作用をもたない FV-type のチャンネルとは異なることがわかった.この場合では

-2備のリンゴ酸が液胞内へ入る方向に動く.一方、取り込まれた CO2 をリンゴ

酸にす ~ 撮初の過程で働く phosphoenolpyruvate carboxylase は昼夜でリンゴ酸

に対する感受性が異なることが知られている.この酵素のリンゴ酸に対する KI 値
等から細胞質中のリンゴ酸漢度を推定し、リンゴ酸の液胞への取り込み及び排出が

おこなわれる細胞内の条件をさぐった.
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3aA14 
禁縁体共役園芸 (CF1 )の ATPase素反応の解析

久郷 徹、吉由貿右人望月 経(横浜市大・生物、

'東京工大・生命理学、 2績浜市大・化学〉

F唱型の ATPaseの長崎機構は、これぎでミトコンドリア F1、大腸菌の F唱主主どを中ゅ

に調べられている。葉縁体共投因予CF，の爆合!とは、書事索ガ{也のエネルギー産生膜

系由来のものと異怠り、潜牲であること、内在住の 1伺の強固に結合した ADPを持

っていること、 ATPase活性自身11門gにより非常に強い阻害を受けること主主どの理由

!こより、十分な解析11行わ nてい主主い。そこで、今回は ATPのyナログ TNP-ATP/AlP
を用いて CF，の運賃結合節也の性質、触媒反応について得ら杓た結果を報告する。

CF ，(こ 1: 1 で TNP-ADPガ結合すると可視 æ 域に吸収変化を生じ、その形状は~熱菌

F，の単，.β サブユ二、yトに対するこの戸ナログの結合によって生じる吸収変化に髭

似していだ。平衡透析法!こよりアナログの結合個数を測定すると、ー事索あたり約 1

個の高親利性部位ガ存在するという結果11得ら杓た。YJ!.に、 CF，を TNP-ATPと 1:1の

モル比でインキュベー卜した後、ゲルろ過によって来結合のヌクレオチドを除去し

て得られるCFぃTNP-ATP領合体について、エタノール存在下で ATPaseを測定すると、

結合した TNP-ATPの加水分解は、跨素の代謝団施とは無関係!と起こること 11わかっ

た。以上の結果は、 TNP-アナログ11β サプコ二、yト上の高親利性自E位!こ結合するガ、

そのa位11定常状態の触媒活性!こは与から主主い結合郵位であることを示唆している。

3aA15 
ユリのミトコンドリア ATPaseについて

。!問符次郎、r;{東良平11、小川n代、伊藤文、多111幹郎
0'司山大・民.~I:物資鰍)

楠物の雄性配偶体である花粉は、減数分裂や半数体細胞分裂などをへて成熟花粉

になる。本研究では発生過棋にあ{J雌性配偶体のミトコンドリア ATPaseの活性と本

静素の構造を明らかにすることを目的としてしているが、今[r.iJはユリ雄性配偶体の

形成過程におけるミトコンドリア ATPascの活性変化と、ユリ球棋のミトコンドリア

F I -ATPaseの精製とその構造について報仇する。

柄物材料はテッポウユリを1甘いた。開花自ijの藷から、あるいは開花した花から約

を取り出し、花粉を集めた。この花粉からショ糖で等張にした緩衝液で磨砕後、分

1州遠心でミトコンドリアを調製し、次いで低張緩衝液と超音波破砕操作で顛ミトコ

ンドリア粒子 (SMP)を調製して ATPaseの醇素活性を測定した。蛋白質当たりの酵素

活性は小花粉細胞分裂直後の 7-8cIIIの配偶体'C最も活性が高く、その後低下した。

しかし減数分裂後の配偶体SMPの活性は約墜のそれの 2-3倍あり、配偶体の本酔索

活性は高かった。球根のミトコンドリアド，.-ATPas eの精製はSMPの調担、クロロホ

ルムによる可栴化、ゲルろ過、イオン交換クロマトグラフィーなどによって精製し

屯気泳動的に単一な酵素(分子量約380kD)を得た。また 5種類のサプユニット (53、

51 、37、23、15kD)からな、 ていることが判明した。
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3aA16 Heteroslgla主主主主主1110 の細胞膜結合、

碕酸誘導性 26kDタンパク質の特性

三締敏、 宮城布明、 佐蔵忍‘ 際伊正〈筑波大・生物)

組物における碕酸イオンとりこみは硝酸イオンによって誘導される細胞膜タン

パク質が関与していると考えられている。 我々はこれまで、 海産ラフィド君臨

Heteros 1 u! !主主主hl旦旦を、 窒素源として N03-のみ、 あるいは、 NH4>のみを与えて培

養したところ、前者に後者の約 20倍の碕酸イオンとりこみ活性を検出し、 その細胞

膜上に碕酸イオン銭導性 26kDポリペプチドの存在を確認しており、 今回はその特性

の解析を行った。

26kDポリペプチドは細胞膜画分から 7M ureaや一連の界面活性剤処理によっては

可溶化きれず、 O.lN NaOHにより抽出された。 また、 この画分を中和し、

DEAE-Sepharose CL-6B. MonoQカラムにかけることにより部分精製を行った。

次に、 <:.のアミノ酸配列を分析するにあたり N末端が修飾されていたため、 パパ

インあるいは、 リジルエンドペプチダーゼで断片化し、 内部部分配列を決定した。

これにより、 疎水性の高い次の配列をもつことが明きらかとなった。

hr-X-Asp-Met-II邑-Val-Lys-Ala-Ile-Val-Ala-Leu

この配列は Escherlchla 豆旦11細胞膜のリボース輸送システムのE主豆Cタンパク賓

のー領域と高い相同性をもつことが判明しむ さらに現在お この cDNAのクローニン

グを行っている。

3aBOl 緑色光合成細菌における反応中心活性の測定系の再構築

0*1井忠司・川端繁樹 (富山県立大学工学部)

緑色光合成細関 chlorobiu田 limleola f. t hlosulfatophllu mの無細胞抽出液に

おいて、光合成反応中心(R C )活性は炭般水素イオン (HC03- )によって促進を

受ける。この現象は、反応溶液に細菌の培養液と同じ組成の無機泊類の存在のもと

〈条件 1)において認められる。

R C活性の発現に培養液の無機塩類のいずれが影響するかを調べたところ、 Na

IIC03. KH2P04，および、 NaClが有意に作用した。次に、反応溶液に， KH2P04. NaCl，あ

るいは、 KH2P04とNaClを添加した条件、あるいは、これらの無機温類を添加しない

条件のもと(条件 U)で、 R C活性に及ぼす HCO 3 -の効果を調べた。その結果、 R

C活性はい ずれ の場合においても HCOγ によって同じ程度に促進を受けた。そこで、

反応 添液 に無機塩類を無添加の条件のもと(条件 m)で、 R C活性に及ぼす種々の

濃度の HC03-の効果を測定した。 R C活性は 11CO 3ーの濃度の櫓加にともない高くな

り、 HC03ー の活 性化定数(K a )は 16. 7岡Mであり、このとき R C活性は 3.6倍の促

進を受けた。

なお、 支応溶液に、条件 Iおよび Eではグリコール酸を添加したが、条件皿で

4 グリ コー ル 般 は添加し な かった。条件 mにおいて、 R C活性はグリコール酸の存

r を要す 』 ーとな <- l! C U， -1，よって促進を受けた。
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3aB02 光合成細菌光反応ユニットのシート形成の試み

原正之、三宅淳、浅田泰男 {通産省工業銭術院、微生物工業校術研究所)

紅色光合成細菌 Rhodopseudomonasviridisの光合成膜(クロマトホア)には光合
成反応中心蛋由貿と集光クロロフィル結合蛋白質から成る色素蛋白質複合体、光反応ユ

ニット (PRU)が存在する。我々は界面活性剤 CHAPSを用いて PRUを可溶化、精製して
安定な精製標品を得る事に成功し、既に報告している(1)。今回は透析法を用いて、 PRU
の三次元結晶と思われるシート状の固まりを得たので報告する。

光合成膜を CHAPSで可溶化し、ポリアクリルアミドグル電気抜動により PRUを精
製し、濃縮した。漉縮溶液を遠心して不溶物を除き、 101MTris-HCl (pH 8.2)に2週
間透析すると透析チュープ内に 0.1-2.0 mm程度の PRUシートが生成する。
シートは緑色で精製 PRUと類似の吸収スペクトルを有しており、 SDS-PAGEにより

分析したサプユニット組成も PRUのそれと同様であった。光学顕搬鏡下で観察するとシ
ートは平滑な表面と直線的な辺縁部を持っているが複屈折性は留められなかった。シー

トを乾燥し、白金・炭素レプリカを作成して電子顕搬鏡による表面構造の観察を行うと

PRUと思われる粒子が多数配列、積層しているのが観察された。以上の実験結果よりこ
のシートは PRUの3次元結晶、もしくはそれに類似した蛋白質集合体と考えられる。

参考文献 (1) Hara， M. et a1. (1990) Plant & Cell Physlol. 31， 951-960. 

3aB03 
緑色硫黄細菌 Chlorobiu田 1i旦li旦よ皇 における反応中心

結合型 Cytochromec光酸化と再選元

奥村信巌、 嶋図敬三、松浦克美 (都立大・理 ・生物)

緑色硫黄細菌 Chl口robiumli旦i旦旦i皇 の反応中心複合体(RC) は、 高等植物の光

化学系 Iに類似したものと考えられているが、 その佐賀は電子伝達経路とともに詳

しくは判っていない。本研究では光酸化された RCのパクテリオクロロフィルを再

還元する Cytochromecについて、 主に RC結合型の Cytochro目lecが存在するか

どうかを閃光照射による Cytochromecの酸化還元によって調べた。測定には、 生

細胞とそれから調整した膜標品を用いた。

生細胞 に閃光照射を行うと、 好気的条件下では Cytochromecの光酸化はごく小

さかったが、 嫌気条件にして 0.2~0.5 mM の Nad を加えると大きな般化がみられ、

短い間隔での繰り返し閃光照射で 1回の閃光の数倍の酸化がみられた。各閃光後の

酸化速度は 100μs以下であった。 1回の閃光による光酸化のスペクトルのピ ーク

は 552nmで、複数回閃光後のピークは 1nmほど長波長側にシフトしていた。酸

化された Cytochromecの再還元は、 Na2Sの浪度の槽加に伴い速くなった。問機の

結果は、 膜標晶における測定でも得られた。

以上の結果から、 緑色硫黄細菌の RC には紅色細菌と類似の複数のへムを持つ、

RC結合型 Cytochrome cが存在することが示唆された。
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3aB04 H気i'I:光合成細菌 E立~旦旦並豆主主主主 denitrificansにおける

カロテ ノイドの撤気条件 Fでの光還元

原島圭 三.高 ili奥 ・ 八千代国際大日本医大・生

物)

U，'l所で好気的に生育して bactcriochlorophyll をたくわえた Roseobacter

denitrificans (旧名 Erythrobacter sp. OCh 114) の細胞を嫌気条件下で光照

射すると carotenoidの主成分、赤色の spheroidenone (1)の一線が黄色い色素に変

化する.その 一つは UV.'H-NMRおよび FD-MS スベクトルの解析によって、 3.4-di-

hydrosphero idenonc (11) と決定した. 1 1は Iの3.4位の C.C一二 重結合の還元に

よって生じたと思われる (Takaichi ct a¥. Arch. M icrobio1.:印刷中}

嫌気光照射細胞中には Iおよび 11以外の黄色い色素が多数見られるが、それは

逆相 HPLCによって A.B.Cの 3画分に分画iできた A両分は diketo- (三級) mono-

hydroxy化合物から成り立ち、 s I両分は dikcto化合物から成り立っていた.これら

の物質の構 iilfの詳細は分からない.しかし FD-MS、クロマトグラフィーでの準動など

から判断すると、 A両分は Iまたは 11および OH-sphcroidenonc または dihydro-

Ofトspheroidenone が結合した二毘体、 B画分は Iまたは 11が 2分子結合した 二重

体であると考えられる.このような不可解な現象は、光照射で生じ、厳気条件下で

媛き止められた電子の異常な娠る舞いによって起きた重量化還元反応の結果であると

思われる.

3aB05 K..Q_~~ob!l豆恒L !!宣旦ilrif盟主且霊 (E rythrobacte r: sp. OCh 
114 )のトリメチルアミンザオキシド呼吸に関与する電

子伝達系

。?を回1奪行、清水実、高官建一郎(九州大学・理・生物)

好気性光合成細菌恒皇室QJLaJ~j虹抱~_tlL1工11l性堕は、近縁の通性織気性の光合

成細菌、 Rhodobacter:c盆旦笠旦1主主旦S や Rhodobacter宣旦h量豆E笠!JieJiと同様、 トリメチ
ルアミントオキシド(T門AO) を電子受容体として嫌気性呼吸をする.その電子伝

達系には、シトクロムI!-ct 複合体が関与し、この点で s.caDsulatus と異なる.

また、この細菌はシトクロムロ(シトクロム C55t) の他に二糧頼の可溶性の

低分子量 (SDS-PAGE上で 14.000 と 13，500)の c型シトクロムを持っている o 14 

kDaのシトクロムは Tf1AO存在ドで好気的に培養すると増加し、 13.5kDaのシト

クロム〈シトクロム C552) は Tf1AO存在下で嫌気的に培養するとmえる。
R. !1enitrificansの可湾性画分には、これら三種のシトクロムを TMAOによ

って酸化する反応を触媒する活性がある.しかし、その活性は Tf1AO リダクターゼ

(還元型メチルヴィオローゲンを電子共与休にして活性を測定〉を精製する過程で

失われる o TMAO リダクターゼとシトクロムの外に T阿AO呼吸に関与している成分

があ~か、 T門AO リダクターゼはシトクロムI!-ct 複合体から直鍍電子を受け取り、

可溶性の c 型シトクロム~ TMAOが酸化する反応は artifact であるか、どちらか

だと考えられる.
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の P700の酸化還元PCC 7002 s ynechococcu ! sp. 3aB06 
食研〉

synechococcu ! sp. PCC 7002では E立主toc !.旦主主立旦旦Eと比べ、 赤外光 (FR)による

P700の光酸化がされにくいことを見い出した。 この機摘を FR照射下での閃光による

P700の酸化還元及び蛍光の変化に対する限害刻

の効果から解析した。

(京都大学治二剛・浅田-遠藤準玲。米

Intact cel!sにFRを照射すると、 N. 冒uscoru・
7002のP700の光酸化レベルlこ比べ、 主ι

(図 2)。

〈図 1) 

は低かった F R Iこを添加すると、DBMIB 

Mf(50rrs) FR 

図 1

DCMU添加及ぴ

FRの前

よる P700の酸化は促進されたが、

銀気条件下では彫響されなかった。また、

照射によって蛍光収率が高くなり、 これも DBMIB

の存在下で促進された。以上の結果から S.7002

における刊による低い P700の光酸化レベルは PSI 

光適応したSynechocystis PCC 6714における光化学系反

応中心の Chla'とPheoa量による定量

前回広幸，村上明男 2 小林正美人渡辺正，J梅田善彦 2

(東大・生研 J筑波大・物質工学メ適正生研・細胞生物)
シアノバクテリアから高等植物までの光合成系の光化学反応中心では、

心あたり Pheoaが 2分子存在する。 また続々は最近、反応中心 Iあたり 1分子の

(Chl a')が存在することを確留した。従って、

色素の HPLC定量により反応中心 I、 Eが簡便かっ迅速に定量できると期待される。

環境の光質によって反応中心 1/ n比を著しく変えるシアノパクテリ

反応中

FR oft 

~ 

MT FR 
図 2

を中心としたプラス

電子伝達によって P700が速やかに還元されるため

トキノンを経由する循環的

と考えられる。

3aB07 
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そこで今回、

s ynechocysti s PCC 6714 

適用した.その結果、主として系 Iを

励起する光および主として系 Eを励起

する光に馴化したシアノパクテリアの

に本法をア

反応中心 1/ Chl a，反応中心 n/Chl a 
および反応中心 1/ n比として、

ぞれ従来の測定法に基づく報告値とよ

ぞれ

試料〈一致する値が得られた。 また、

を共通とした丙測定法の結果について HPLC 

光下 I

synechocystis PCC 6714拘尚 液の

チャート A)PS 1光下 B) PS 11 
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チトクロム b6-f複合体をめぐる電子伝達の温度依存性

一一 Synechocysti s PCC 6714の場合3aB08 
.村上 明男 1・願天青 I• 2・藤田 善彦 1

( I基生研・細胞生物、 2中国科学院 ・植物研)

我々は、 光合成光条件に適応して光化学系・電子伝逮複合体の構成量比が大き

く異なった標記ラン穫について、 定常的に光合成が進行している時のCytfとP700

の閃光誘起酸化・還元から定常状態での光合成電子伝達系の解析を行い報告した.

今回は、 電子伝達の各段階での反応の特徴を更に明らかにする手段のーっとして、

閃光誘起酸化・還元反応の温度依存性を調ペた. 25"Cで培幾した 2種類の細胞、 高

PS 1 !PS n細胞 (Psn:Cytb6-f:PS 1毎 1: 1 : 3)と低PS1 !PS n細胞 (Psn:Cytbe-f:PS 1 

=::1:1:1)について5-35
0

Cの範囲で解析を行った. その結果、 閃光後のCytf還元

の速度常数は両細胞共強い温度依存性を示した. また、 高PS1 !PS n細胞では温度

によらず全量のCytfが閃光により酸化した抗 低PS1 !PS n細胞では低温下で閃

光による酸化量が減少した. しかし、連続光下では全量が酸化し、温度の影響はな

かった. また、 Cytbeの閃光による還元とその後の酸化は、 閃光後のCytf還元

と同様な強い温度依存性を示した. 一方、 閃光後のP700還元の温度依存性は、低

PS 1 !PS n細胞でのCytf酸化量の温度依存性と一致し、 プラストシアニンの酸化・

還元がCytf還元の場合のような強い温度依存性を持たないことを示唆した. 以

上の結果を報告し、 Cyt b6-f複合体をめぐる電子伝違反応の特徴について論ずる.

3aB09 チトクロム Q6-!複合体の電子伝達と PS1アセンブリの

関係 ー- Synechocysti s PCC 6714の場合
.村上 明男・藤田 義彦 (基生研・細胞生物)

光合成光条件によるチラコイド電子伝達系の構成制御、特にPS1存在量の調

節を電子伝達の定常状態との関連で解析を行った結果、 ①Cyt .Q6-!複合体の還元
レベルがPS1量の調節と強い関連性を示すこと、 ②特にCytbeの還元レベル、 ま

たはCytQ6を経由する電子伝達流東が高い時に、 PS 1形成の促進が起こることを

見いだし報告した. この点を更に明らかにする目的で、 Cyt beの酸化を阻害する

HQNOを用いて、 そのPS1形成への影響を検討した. HQNOは不安定であり、 長時聞
を要する我々の実験系で は使用が困難である. そこで、 安定性を検討の上、 5時

間毎に再添加する方法を案出した. 50μMのHQNOは還元型CytQ6の著しい蓄積を

起こ す. この濃度のHQNOは、①PS1量が増加し、 高いPS1 !Psn比のチラコイド系

を維持する光条件下では、細胞のPS1 !PS n比にかかわらずPS1量の矯加を抑制し、

量比 の低下を起こした. しかし、 ②PS 1 !PS n比が低下する光条件下では、 量比の

低下に酔響を与えなかった. この PS1形成におけるHQNOの抑制効果は、 Cytb6-f 

複合体の ~ ' Q "サ fクルがPS1形成の制御と強い関連を持つことを示唆する. また、

':) i形成勿促進能を欠い た突然変異株の中に、 Cyt beの酸化がHQNO阻害を受けに

、い株か存在す ることを 見いだした. これらの結果を報告すると共に、 PS1形成

1節 ど.:yt ts-.!複合体を めぐる電子伝達状態との関連について論ずる.

-231-



生薬での光化学系 Iへの電子供与プールサイズの光照射

3aBI0 
(京大食研、HeberlJ U. Schrclberl J、U. 

FRをルサイズを P700の酸化、

照射しつつ白色光[AL] 

ト一一-
405 

嫌気条件下におくと

含量は( Fd) 

一方、

フェレドキシン

による電子プールサイズ

を示すので、 (AL) / (MT) 

P700に電子を供給できるプールサイズを求めた。

(AL) / (MT)は AL照度の増加と共に高くなり陽葉

植物では 2.7幽 2.9、陰葉植物では 2.0-2.2の値を示した。

陽葉植物では 7.5-9.0、陰葉植物では 3-5. 8となった。

PQとほぼ等しい反応中心当り -8分子[BBA、

-
0
0ト
a
+
1
1
1
1

照射後の面積と50・s閃光[MT] た後の面積

を測定した。

( AL) 

I聞の主としは系 n-(M1) ( MT) 

から ALによって生じた

( P Q) トキノンてプラス

( AL) 

比が高いことは系 E

による増加

浅田浩二て

I J U. 11' U r z b ur g ) 

生業で光化学系 1- n聞に電子を供与できるプー

還元から測定した。

照射を行い、 ALをofflこし

ill、 400 (1983)] であるので、

/ (MT)の値は Fd以外に NAD(P)Hなどが系 n- 1聞に電子を供与できるプールとなる

ことを示す。反応中心の PQ含量が高い陽葉植物の

- 1間への電子供与が光環境適応の一つの機栂であることを示唆する。

( AL) / ( MT) 

K C Nによる葉緑体酸素光吸収の促進

C. Neubauerl、

IUnlverslt詰tlI'urzburg) 

生成した過酸化水素は、

浅田浩二剛、 U.Schreiberl、

(京都大学・食糧科学研究所、

炭酸固定系を阻害した葉緑体では、 置費索が光還元され、

。途線
3aBll 

ドロアスコルビンモノデヒ電子伝達と共役したアスコルビン酸ベルオキシダーゼ、

酸還元醇索によりさらに光還元され水が生成する。 この際、 (酸素吸反応Mehler 

が同時に起こるため見かけ上、酸素濃度の変化はな

により炭駿回定を阻害し、 さらに KCN

(酸素発生)

い。 lodoaceta・ide または glyceraldehyde
によりアスコルビン酸ベルオキシダーゼを阻害したホウレンソウ無傷葉緑体では、

と水分解反応収)

の効果はカタラーゼおよびプラストシアKCN この場合の酸素の吸収がみられた。

nonphotoche ・ical quenching が低下した。
photoche圃Ical quenchingの低下は、アスコルビン酸ベルオキシダーゼ限害に

電子伝達活性全体の低下に伴う酸素発生の低下、

Mehler反応の促進に由来すると考えられる。

による酸素吸収とともに、

酸素吸

KCN またニンの阻害によるものでは江いことを確認した。

およびphotoche圃Ic al、蛍光の

収と

2 )還元されまたは1 ) よる

現在両仮説の検た電子伝達鎖による

アスコルビン駿ベルオキ

過酸化水素の光還元系が膜電位形成

の低下は、Nonphotoche ・Ical quenching 討を行っている。

シダーゼ限容による膜電位形成の低下を示し、

の制御に機能し得ることが明かになった。
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3aB12 マレイミド化合物によるチラコイド膜からの r放出阻害

山崎秀媛， 岡山繁樹久 西村光雄 (九大・理・ 生物， 急九大・教養)

葉縁体チラコイド膜における ATP合成(光リン強化)は、膜を介した V の濃度勾配(dpH)を駆動力と

している。 dpH形成に関与する電子伝違反応には、シトクロム b6/f複合体近傍のプラストキノンの酸化還元

や、光化学系日、 Iでの電子供与体の酸化及び受容体の還元が知られている。これら一連の反応の結果、ストロ

マ側からルーメン側へ rがベクトル的に輸送される。プロトノフォアの添加等によってチラコイド膜胞の r
保持能を低下させると、見かけ上ベクトル性 H・輸送は、減少又は消失することが期待される。ところが、実際

には rの取り込みにかわって、スカラー性の rの放出と暗中での緩和が見られるようになる。この光誘起性
H・放出の性格、織機、エネルギー変換に対する寄与などは不明のままである。我々はチラコイド膜で見られる

r放出が他の膜系でも起きる現象か否かを再検討した。代表的なエネルギー変換膜系としてラット肝臓より調

製したミトコンドリアと、光合成細菌随国由起担E盟坦旦且血豆クロマトフォア膜を用いた。その結果、呼吸

による亜ミトコンドリア粒子での rの取り込みも、クロマトフォア膜での光誘起性の H・の取り込みもプロト
ノフォアの温度に依存して見かけ上減少していくが、チラコイド膜のような r放出は高濃度域でも観察されな
かった。 チラコイド膜からの r放出は、マレイ ミドによって限害される。!l.-ethy1聞aleillide(NEH)による
50 ~阻害濃度は pH 7.0で印刷であり、この条件下では通常のベクトル性の rの取り込みも電子伝達活性
も顕著な阻害を受けていなかった。チラコイド膜を NEH存在下で光照射下及び時中で前修飾を行なうと、光照

射下で処現したもののみに限符が見ちれた。 NEHによる光依存性の阻害は、 H+放出が膜タンパク質ドメインの

構造変化によることを強く示唆している。チラコイド膜に特異な H・放出のエネルギー変換に対する寄与等を考

察する。

3aB13 
ゼンマイ胞子の発芽時における葉縁体の光化学的性質

井上 弘・太悶桂子・問村典明(富山大・理・生物}

ゼンマイ叫盟旦旦恒些些旦~)の胞子は葉縁体ーを持っている.クロロフィル類と

しては、クロロフィル aとbだけを含み、他の誘導体は認められない(泡井祐三氏

のHLPCによる測定) .吸水させた直後の胞子は、僅かの光合成活性しか示さないが

好気状悠に置くことにより、活性は綱大してくる.今回は、主に、吸水後に t脅養し

た胞子から葉縁体を単隠し、その電子伝達反応活性の変動を観察し、光合成活性誘

導の主要因が光化学反応系の形成であるか否かを検討した.

吸水直後の胞子から単調Eした業縁体においても系 11(11..0ー.DC 1 P)反応および系
1 (DCIPlt1.-→ HV)反応活性は存在し 、それぞれ約 30)1101DC 1 PH.と約 50jl・0101/阿 Chl.h
であった.暗緒美した時、系 11活性は減少するが系 I活性はt曽大する.光照射下で

矯養した場合には、系 11活性はm大するが、系 1?話併.は 12時間までは増大するが
その後、低下する傾向にある.このほか 、蛍光の観察から、吸水直後の光合成誘導

については、系 Iおよび 11それぞれの活性地大以外の要因も考慮する必要がある.

前回、この光合成誘導は、クロラムフェニコ ールで限持されることを報告した

が、更に、リンコマイシン、ヱリスロマイシン 、ストレアトマイシンなどの添加効

果を検討した結果、これらは吸水後の光合成誘導には殆ど務響を与えなかったので

光合成誘導に必要な蛋白質はすべて胞子中に準備されていると言える.
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3aB14 マングロープチラコイ F膜における光化学活性

。池原規勝.嘉数 修.鱗川百合子.山検尚美.

Goh ぞhang Hyo 琉球大・理・生物〉

動字書・ ミ五 穀1帯 の湾岸や河口の汽水条件下で特集的 tこ生育するマングローフについ

て.光 化学 活性 老有するチラコイド膜の単lftとその特性についての実験を試みた.

タンニンを主体とする多くの phenol様物質を含むマングロープからの活性のあるチ

ラコド膜の単般(;1;. 木本位催物の敏!;:困重量とされていた Critchleyらの綴告と我々

の研究室からの綴告にもそれらが見られた.その様しさを克服すべ<. 色々な工夫

毎試みた結果. P P i (ピロリン酸)を hufferに加えることによって光活性老持つチラ

コイド膜の単mに成功した. そのチラコイ F膜における光化学活性の特性について
報告したい. .顕からの繊造を見る限りにおいては何の変化も見られないが A T P 

合成能に一つの疑問がもたれた・すなわち. アンモニ 7による uncolIPIingと光によ

る pHの変化が見られなかったのである. しかし PPiを hufferに加えることによっ

てこれらは解消できた PP iを buffer(こ加えることによって FeCNや N4DPの光還元はも

とより Light-dependent. pH chang も見られるようになり AT P合成能も有す

るチラコイド 膜が得られた. 光化学 lと IIとの連続性も確認できた.ぞれにしてもマ

〉ゲロープには多くの光活性に作用を及ぼす物質が含まれている可能性があり. 今

後の詳しい研究が婆求されるものと恩われ?.今後はこれら物質と光化学活性との

栂関関係を調べて、 hきたい.

3aDOl イネ・アスパラギン酸キナーゼの多様性

ーリジン及ぴスレオニン阻害型アイソザイム

O 清岡誠一郎、坂野勝啓(農水省・生物研)

イネ幼植物録業からアスパラギン酸キナーゼを精製を試みた. その過程で、 リジ

ン匝轡型アスパラギン酸キナーゼ(Lys-AK)は、 DEAE-Toyopear Iで 2つのピーク(

溶出温浪度の低い方から peakl、 peak2)を示し、 アイソザイムの存在が示唆された.

また、 その 2つの活性の比に実験毎の変動が見られたので打、鎗種後の日数による

変動があるのではないかと考え検討を行った.

温室で生育させたイネ幼纏物棄を僑種後、 2ーラ週間の間 1週毎に採取し、 50州

Potasslu ・phosphatebuffer (pH 7.6). 15% glycerol. 0.1・MIyslneで抽出、 Se-
phadex G-25を渇した粗抽出液を DEAEToyopear 1カラムで分緩し、 AK活性の溶出 パ タ

ーンを解析した. 活性の比(peakl!peak2)は、 2.22から O.3ちまで変化した. 測定液

に10・Mの減度になるよう 1y s i neまたは、 threonineを添加して活性を測定 したと ころ、
矯積後 2週間の業を用いた実験てに 従来報告していた 2つのLys-AKの他に ス レオニ

ンで阻害容を受ける活性(Thr-AK)が見られた. Lys-AK peak1. peak2. Thr-AKともにグ

ルろ過 (Superose 12)による分子量に差は認められなかった. また、 他の クロマ ト

グラフィーにおいても挙動に大きな差は見られなかった. 現在、 3つの AKの関連を

解明するため、精製を行っている.

1)日本植物生理学会 1990年度年会講演要旨 p. 56 
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3aD02 S附 ulinap1atensisのシステイン合成酵素
中村勝人 (岐阜大・教養・生物)

システイン合成酵素(CSase)は、硫酸還元系より供給される硫化物イオンと0-
アセチルセリン(OAS)とを縮合してシステインを合成する。高等植物では電気泳動
またはイオン交換クロマトグラフィーにより分離する多様性成分の存在、さらに、

一次構造および触媒機能の異なる成分の存在が観察されている・。本研究では、原

核藻類であるSpiru1inap1atensisよりCSaseの分離・精製をおこない、得られた
酵素標品に対する諸性質の検討をおζなった。

SOT培地中で30"C・2週間通気撹梓培養したS.p1atensis藻体(480g)を緩衝液存
在下で超音波処理をおこない酵素を抽出した。抽出液は65

0

(;加熱処理ならびに硫安

分画をおζなった後、クロマトグラフィーに供した。

本精製により163units/mgproteinの比活性を示す電気泳動的に均一な標品を
得た(収率19%)。精製CSaseの構造上の性質として、分子量36，500のサプユニッ
トの 2量体であること、 280および410nmに吸収極大が存在することが明らかとな
った(A410/A280=0.18)。酵素反応上の特性として、至適pHが 8.0であるとと、 OAS
に対するK吋直が4.3mMであるとと、および微弱ながら8ーシアノアラニンならびに
ヒドロキシメチルシステイン合成酵素活性を有するζとが判明した。これらの性質

はAllium(高等植物)CSase type 1に類似している。一方、 CSase多様性成分は検
出されなかった。 ・中村ら 日本植物生理学会1988年度年会要旨集 p.289 

3aD03 イネ培釜細胞の NADH依存性グルタミン目度合成酵素の

精疲

。早川俊彦、 山谷知行、 小島邦彦 (東北大....化}

生理的な役割が解明されていない NADH依存性グルタミン隊合成酵素 (NADH-GOG

AT)の特異抗体を作成する目的で、 上記書事業の精震を行った.材料には、 イネ棄や

根の抽出液に比較して可溶性タンパク質当りの活性が高い、対数増殖初期のイネ(

ササニシキ)培養細胞を用いた.なお、 この時期のイネ細胞では、 イネ業と異なり

Fd-GOGAT活性は低く、 NADH-GOGAT活性の 114程度である。 NADH-GOGAT活性は、生成

物のグルタ ミン酸を分穫後、 ニンヒドリン法で定量して求めた(1)0 

イネ培餐細胞 1kgを液体重棄で凍結後、 ・80"cに保存した. 200g新鮮重相当の

イネ細胞 之、 1 11M PM5F， 10μM 1eupeptine， 1 11M EDTA， 2 11M 2-oxog1utarate， 
0.2% 2-ME， 100 mM KClを含む50mMK-phosohate もuffer(r't7.5)で磨碍し、その遠

心上滑を粗酵素液とした。 NADH-GOGATは、 粗醇素液を順次 L.tyl Toyopearl 650 M， 
5ephacry1 5-300， Blue Sepharose CL-6B， Buty1 Toyopearl 6505のカラムクロマ
トグラブイで、 815倍に精製された。 回収率は 6.1耳、最終標 飴の比活性は9.8μ 圃01

glutamatし， un/mgproteinであり、 SDS-PAGE (7.5% ge1) およびnativePAGE (7% 

r;e1)で純度 を検定した結果、 か ずれも慾ーのバンドを示した。 5 ~ C::・ PAGEの移動度か

タ水 めた分子量ti、 19GkDaであった。 その他の佐賀も、 紹介する 子定である。

1) Il ‘ '1 et a1. (199九 P1antCell Phvsio 1. 31: 1071・1077• 
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水稲葉の老化にともなう窒素転流とグルタミン合成務索

(GS) ー第 13.身の先織から基部におけるGSの挙動一3aD04 
O部地一成、 山谷知行、 前J忠彦、小島邦彦

(東北大・農・農化)

水稲は、 生長するに従って順次下位業から枯れ、 老化1慢の蜜棄を生長申の業や

穂に転流する.特に業に最も多量に存在する Rubiscoは、重要な転流蜜素源となっ

ている. 我々は、すでに室乗転流において細胞質型のグルタミン合成層事業 (GS1) が、

窒棄の再開化を担っていることを示唆する結果を得ている1)そこで、本大会では、

単業内における GS1の挙動を老化と関連づけて明らかにすることを目的とした.

水稲(ザザニシキ)を水紛法によりガラス室内で育て、完全展開後の第 13業を

老化の前・中・後期と分けて収穫した。それぞれの業身を基部から 2aaごとに細断

し、 Rubisco・クロロフィル・可溶性タンパク質・ GS1タンパク質量の変動につい

て調べた. その結果、 老化前期の業においては、 Rubisco・クロロフィル・可溶性

タンパク貨の新鮮重当りの含量は、 ともに業身の先端部において高かった.一方、

老化後期の棄においては、 業身の基部から先端都においてほぼ一定の低い備を示し

た。 このことより、転滅される筆業の大部分は、業の先鎗却に由来することが強〈

示唆された. また老化前期の業における GS1タンパク質量は、業身の中心節で多い

ことが明らかとなった.現在、老化にともなう GS1タンパク質の変動を解析してい

る1)Ka圃achiet al. (1991) Plant Physiol. in press 

3aD05 ダイズ登熱時の種皮，子葉におけるグルタミン質量代謝関

連静業務事の量的変動

。増田亮一，補地一成早川俊彦山谷知行勺小島邦彦 t

(農水省・食総研東北大・島)

ダイズ種子の呈味性成分であるグルタミン酸は，遊離アミノ積プールと問機に登

熱中期に最大となり，その含量には品種間差が認められる.このような特性は，登

熱中の飾管離の級成が品種聞で異なること，あるいは，転滅された窒素化合物を変

換するアミノ酸代謝関連酵素活性が登熱中の種皮，子葉で異なることに由来すると

考えられる.ダイズ種皮の柔細胞層でunloadingされたAsparagineは，細胞壁が厚

く原形質連絡のない， denseな細胞質を持つ内層細胞に取り込まれた後，子葉組織

に移行し，子葉では速やかにタンパク質に合成されると言われている.この細胞層

のアミノ酸代樹関連酵素活性 (AS.Nase，aminotransferase， GS， Pd-，NADH・GOGAT，

NADH-GDH， NADP-isocitrate dehydrogenase， PEPCase) は，種子の遊睡アミノ酸含

量を左右する重要な役割を果たしていると考えられる.

そこで，材料にアミノ酸含量に相違のあるダイズ品種を用い，酵素レベルの品種

間差を検討した.種皮のGS活性は子葉より高く， GSlが主であった (westernblot). 

GDH活性も種皮で高かった. GOGAT活性は種皮と子葉でNADH・，PD・活性が同程度で

あった. ASNase活性は豊熟に伴い，子寮，種皮とも低下し ，申期以院は変化しな

かった.登勲中の種皮のアミノ酸合成関連静業群の量的変動が，種子 グルタミン酸

プール量に大きく反映することを発表したい.
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3aD06 ホウレンソウ緑葉中に存在する同化型硝酸還元酵素不活性化因子の性質

吉村倫彰.0奥尾勝彦，佐藤隆英.小倉長雄，中川弘叙

{千葉大.園芸.良化)

ホウレンソウ緑薬中には硝酸還元酵素 (NR)活性を問答するタンパク貫性因子 (NRI>がある。こ

のNRIによる阻害反応は不可逆的であるが、 NRIにはプロテアーゼ活性は認められていない.我々は

前大会でこのNRIは2量体構造をとる分子量110KDaの糖タンパク質であることを述べた。今回は

精製標品中に混在していた2種類の成分のうち、いずれがNRIであるかを同定し、さらにNRIの反応

様式について検討を進めたのでそれらの結果を報告する。

(方法ならびに結果)

精製標品中に含まれる2成分のNRIの相互関係を検討するために、それぞれのペプチドマ、yプを比較

した。ペプチドマッピングは、 SDS-PAGEにより得られる51KDaおよひ:53KDaのバンドを

切り出し、これを濃縮ゲル中でStaphyrococcusaureus V 8プロテアーゼと反応させることにより行った.

この結果、各々のサブユニットから消化されたフラグメントはいずれも2KDa程度の差はあるが、マッ

プは極めて類似していた。この結果から51KDa及び53KDaのサプユニットは、同一由来のもので

あると推定した.

NRIの反応生成物を非変性下のPAGEで分析するとNR及びNRIの移動度とは異なる、移動度の

より小さいバンドの出現が観察された。これらの反応生成物の分子量をヘドリック&スミスの方法により

求めたところ、各々 540.790及び910KDaと算定された.これらの結果はホウレンソウ緑葉中

のNRIにはNR分子を会合させる働きがあることを示している.

3aD07 ランlITrichodes棚 ium 叩. NIBB1067鎌の筆集固定活性発現

の制御

大減 香・ Jonathan P.Zehr1・藤田義洛

(誕生研・細胞生物 1: 1・2・9州立大・海洋研}

Trichodes聞 iu冊 Sp. NIBB1067線の窒素固定活性の制御に鉄蛋自の転写後修飾が

関与し SDS-PAGE上で見かけの分子畳の高い~が不活性重量である可能性を昨年度の

本年会で報告した. 今回は本ヲン1Iを 12時間明・ 12時間晴周期で培穫しJl.固定活性

と鉄霊自の掌動を解新した. 本ラ~1Iの憲無固定諸島般は光依存性で， 明期初期 2・3時間

の餓週早期を経て出現し明期中期に.大備に遣したが， その後は照射されているにも

かかわらず活性は除々に減少し照射終了と岡崎に全く見られなくなった. 重策固定

勝無は明暗期いずれの細胞からも検出されたが， 時期終期には自民蛋白はすべて高分

子劉となっており低分子型は明期初期 2・3時間の餓電車期を経て検出され， その含量は

明期中期に最大となった後除々に減少したが明期終了時にも検出され， 照射終了後

3・5時間たって検出されなくなった. 明期後期の際索活性の低下は気相の一宮容を11!

H~に置倹すること， あるいは γHミン酸合成爵紫の阻害剣である Lーメチ才ニy・DL-U車キシミ

y綴加により阻止された. 以上の結果から明期初期の活性化は光による醇習慢の活性化

により， 明期後期の活性の低下には細胞肉筆索中間代刷物による醇索の不活性化に

よりそれぞれ制御されている可能性が考えられた. また高分子型鉄蛋自のみを持つ

際緊は活性を示さなかった.
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3aEOl ノルエビネフリンから作られる花成誘導物質

貝原純子、 灘本 数、 篠崎輿輝(京大・農・応用縞物)

多くの植視の水拍出物はきわめて低温度でアオウキクサ(!..皇旦旦皇 Mucicostat~)

151(P151)の花成を鶴導し、 アオウキクサおよびアサガオの抽出物はと〈に高い活

性を示す. また、 アオウキクサ441(P441)の水磨砕物を遠心分厳して得られる沈澱

の懸濁液とノルエビネフリン(N E )の混合物が P151 に対して高い花成誘導活性を

示すこと、 および P441の水抽出物中には NEが含まれていることを昨年度の植物

学会で発表した.今回は P441をすりつぶすことなく、 ぞのまま NE浴液に浸して

おいても活性物質がつくられることを報告する.

P441を 30分間以上 0.51M NE溶液に浸しておき、 植物体を取り除いた後その

NE溶液を検定周培養液に加えると、 P151の花成が誘導される. しかしながら、

P441 を水に 30分間以上浸しておいて、植物体を取り除きその*に NEを加えても

活性は現われない. このことは、 NEが植物体と按触することによって花成誘導物質

がつくられることを意味する.検定植物である P151 を NE溶液(0.5・M)に 24
時間浮かせておいても、 その NE浴液は活性を示すようになり、 その P151を検定

用培養液に移して培獲してもわずかながら花成が鶴導される. このことも上記の考

えを支持する.

3aE02 ノルエビネフリンに由来する花成誘導物質の特性

灘本 教、貝原純子、 篠崎興期(京大'.・応用縞物)

アオウキクサ(!..金旦旦亘 Paucicostat~)441(P441) の水磨砕物の遺沈沈澱物を懸 j喝

させた液とノルエビネフリン(NE)の混合物、 あるいは P441を浸した NE溶液が

アオウキクサ 151( P151)の花成を誘導することは前演者が述べたとおりである.

活性成分をふくむ溶液は濃縮すると容易に沈澱を生じ、 この沈澱は数回水洗しても

なお活性物質を含んでいる.活性成分を含む溶液を HPLC(Wakosil 5C18・200)で分

画すると、 NEと活性物質は別の薗分に溶緩されるので、 NE と factor Cが共同的

に働〈のではなく、 両者から活性物質がつくられるものと考えられる.纏物体の遺

沈沈澱物の懸濁液を HPLCで分画し、 各醤分を NEとともに検定溶液に加えて花成

総導活牲を調べると、 有効成分 (factorC)は活性物質と同じまたはきわめて近い

薗分に溶厳される.

NEそのものはほとんど活性を示さないが、 100-300 uMの高濃度で与えると弱い

活性を示し、 KOHに溶解させると、 かなり高い活性を示すようになる (3-10uM相

当で有効)0 この活性はピペコリン般の共存によって著しく高められるが、 このよ

うにしてつくられる活性物質よりも、 NEと factorCを混ぜてつ〈られる活性物質

の方がはるかに有効である.なお、 NE-KOHの活性は NE.KOHの濃度、保存期間な

どによって大き〈変化し、活性成分の生成に必要な条件を追跡中である.
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3aE03 アオウキクサ 151系統の花成誘導

。中山善縫，田中修，山本哲朗，尾崎朋奈，竹葉剛 1

〈甲南大・理・生物、生京府大・生科〉

アオウキクザ 151系統は短目継物であり、 benzyladenineを含む 1110E(1I10E+B 

A)培養液で生育すると、短日条件下で 10日目に花成反応を示す. しかし、長日条件

下でも培褒開始後 14日目には花成が起こる.この花成は、指養液の窒素濃度を高め

ると消失し、低下させると促進される. また、花芽を分化した植物の望書官含量はt奇

襲開始時の約半分に低下しており、 この植物は窒素欠乏により花成を誘導すると思

われるo ~)医欠乏情事長液では、 タンパク質含量の急速な低下が認められ、 protease

inhibitorにより、栄養成長に影響なく、花成反応が阻害される.

一方、長日条件下での花成反応は catalase，chy.otripsin， cytochrome c， 

hemoglobin， lysozYllle， RuBisCOなどの市販タンパク質標品を添加した 18'養液で促

進される.ゲ )1"1過して酵素活性老調べた catalase，chy冊。tripsin，Iysozy.eでは、

酵素活性と花成反応が同じ分画で認められ、 Iysozymeの結晶傑品に効果があること

から、 タンパク質の僑成成分が促進効果に関与していると考えられる.

以上の結果から、 1110 E+BA 培養液で生育するこの纏物は、培養日数が延びる

と窒素含量が低下して、 proteaseが活性化され、培養液中に添加されたタンパク質

が吸収、分解され、その分解産物によって花成反応が促進されると考えられる.

3aE04 アオウキクサ花成誘導ポリペプチド cDNAの単離

木戸毅¥木崎暁子 2、田中修 3、葛西養三郎 1、竹葉聞 4 ( 

P近畿大・膜化、 2京大・農生、 3甲南大・理、 4京府大・生)

アオウキクサ (Lemnapaucicostata 1 51)の花成を極く低濃度で誘導する高分子性
の物質が、植物界に広く分布することが判明したので、その物質の諸性質を調べたところ、

それは、タンパク質の性質をもっ (proteinase Kで低分子化する、熱変性する、等)こと、

その部分構造が花成誘導活性をもつこと、抽出過程で低分子化しやすいこと、等が明らか

となった (Plant Physiol 94:1677-1681)。

そこで、高分子性花成誘導物質の化学的正体を知るために、アオウキクサ抽出物から

通常のタンパク質精製の手法で活性物質を精製した。ゲル漉過 (BioGel A 1.5m) で分離

される約 120kDaの成分は、イオン交換 (MonoQ) で2つの成分に分離された。そのう

ち、約 0.8M NaCIで溶出される成分は、逆相クロマ卜 (PepRPC) で単一のピークに分

離後、 SDS-PAGE で約 22kDaのバンドとして CBB染色でき、その N末端側のアミノ酸

配列が 25個決定できた。

そのアミノ酸配列を参考にして、ヌクレオチドを合成し、それをプロープとして、ア

オウキクサ cDNAライブラリーをスクリーニングしたところ、約 1.1kb， 2.2 kbのpos卜

tive cloneを得た。その塩基配列を決定した結果、単離したポリペプチドのアミノ酸配列

をコードする cDNAであることが判明した。
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