




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.

。J
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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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