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パクテリオクロロフィル aの三重項励起(TI)状態の溶媒効果1 aF 05 

(関西学院大・理}

I序論] 光反応中心に結合した単量体パクテリオクロロフィル a(BChI)の TI状態は，ニ量体 BChIの三重項励起エネルギーが
カロテノイドに偏重される過程に関与している.この間11の T.状態の電子状態と分子構造はアポ蛋自のアミノl唆残益力tf構築する
環境やヒスチジン残基の配位といった分子関相互作用により制御されている.演者らはそのモデルとして帥lのTI状態の樹某効
果を調べた.
限議1] lO-'Hの悶11溶液《アセトニトリル・ジエチルエーテル・アセトン.If櫨エチル・ 2-プロパノール・ 1-プタノー
ル;TIIF・ジクロロメヲン・ピリジン浴滋》とパクテリオフェオフィチン a(BPhe)浴滋《アセトン.TIIF溶液》を調製し.TI状司書
のラ?ン丸-'1.ク.トルを盆衆雰囲気下で測定した.
加 11の抗議識では 16貝環伸縮復動に帰属される最も強いラマン線(vr(T， ))が 1575-1側四・川こ現れた[1]. Se状態
で敏こ制こ対応するラ~~ン織の波数が敵歓的にシフトすることが知られているが. vr(T，)の波数は連続的にシフトし.樹畢の分衝
撃相I('~唱しU/.fn2.ot2) ;.s紘一滋銀の属鉱撃を表す.)との聞に(ジクロロメタンと

16∞ ど少ジシ継続とを除いて?撞議開係が鬼州出された(図1)• T.状態ではお状態
て制限鵬こ揮官いられてレ喝f軍慰盟肱嘘他に停ったマクロサイクルのコアサイズの
急量置な変化Jは起きてい危いと示唆される':"
一方，彼~の&0. T.獄態で捻これ4:::対応するラマン織の湖築効果は観測さおな E
かった.浴車撃はマグネシウムを介してBChlの:vr{T，)の波数に彫留を与えている u 
l::牙暗さねる. 、1590
[実験2] 百IF(またはピリジシH:ジクロロメタンの混合溶媒系でBChIの&0.
f.状懸のラマンスベタ》ルを測定した.
明F(またはピリジン}は悶11との相互作用が強いが，ジクロロメタンは弱い.
この程拾糊車系では航者問量者に比べて BChlと選択的に相互作用していると期待
される.選択的稽互作用の程度を r"Shell (配hl近傍)..と"Bulk"それぞれの
混合溶媒組成比の比"K" Jとして表す. r混合溜某中に現れるラマン線の波数は，
それぞれ純静な樹某中て・観測されたラマン線の波数に.Shell'内の組成比をかけて平
均化したものJと仮定すれば，組成の異なる混合湖某系で観測される一連のラマン
線の波数から"K"を見積ることができる.同じ混合溜星系における"K"はお状
態と T.状態で一致した.同じ混合溜某系における選択的相互作用の宿支はお状
態と T.状態で同じであると示唆される.
[ 1] E. Nishiz&lI& 81叫 Y.loy細田.Ch個.Phys. Lett.. 176 (1991) 390. 

1570 
O.20 0.25 

(図1) (n2_1) 1 (n2.2) 

ジ'r(Tl)

君持

ご
↑
一
£
的

~ 15ω 
E 
o 
g 

西i事祭ー，小山O南城則行，

溶液中およひも ~包鐙盟組笠 2 . 4.1の色素蛋白複合体中のスフエロイデンのSI
およVil状態のラマンスペクトル1 aF 06 

(n2_1 )I(n2+2) 

図-1 7~.某の分極率とスフエロ. . 
イデンのv[C=Cstr(SI)]との関係‘

(関西学院大・理グラスゴ一大・

-光合成初期過程でカロテノイドは光エネルギーの折lj.f1J.伝i主および散途を担っている.カロテノイドシフトとし
て知られるようにカロテノイドがアポ震自に結合すると吸収帯が長波長シフトする.よって，カロテノイドの機能発

規のメカニズムを解明しようとすると，カロテノイドが置かれている環境や蛋白との相E作用を調べる必要がある.
カロテノイドの最低一重項励起状態 (S.>は基底状態と彼電相互作用している2'A.・状態であり.S.でのC=C伸

縮振動 (C=Cstr(SI))は異常に高い振動数(1700-1800αn-' )を持つ.また，有機溶媒中のβ『カロテンとその誘
導体ではC= Cstr(SI)の波数v[C=Cstr(SI)]が溶媒の分極率と呼応して変化する.そこで我々は.v [C=Cstr(SI )]の
変化を用いてカロテノイドが置かれている環境を調べようと考えた.
HL(76MH= )-QS(800Hz )のピコ秒(パルス幅-100ps)YAGレーザーのSHG(532nm)を用い，測定光の強度を変化させ

ることにより励創丈態と基底状態のラマン線を得た.

溶液中のスフエロイデンではv[C=Cstr(SI )]は溶媒の分極率と呼応してほ
ぼ線形に変化することがわかった.クロマトフォアではv[C=Cstr(S，)]が
176氏m-1に低波数シフトすること(11より，カロテノイドが非常に分極率の大
きい環境に置かれていることがわかる.さらに，光捕獲色紫蛋白複合体2( 
LH2. B8oo-850)と光反応中心 (RC)を単厳し，ラマンスペクトルの測定を試
みたが，まだS，のラマン線は検出されていない.'S，のラマン線がLH2やRCで観
測されずクロマトフォアで観測されたとことは.LH2では効率のよいエネルギ
ー移動が起こりカロテノイドのS，の寿命が短くなっている，また，クロマトフ
ォアでは長寿命のS，成分があるというこを示唆している. (クロマトフォアと
LH2ではスフエロイデンのもに由来するラマン線が観測された. ) 

現在我々は，アミノ目前!IJ~nによく似た構造の有機溜某を用いて ν[C=Cstr
(S， )]の変化を調べようとしている.また，クロマトフォアでのS，のうマン線
が光補償色素蛋白複合体1(LHl， B875)に由来すると考え.LHlを調整しラマ
ンスペクトルを測定しようとしている.さらに，より短いパルス光でLH2.RC 
のラマンスペクトルを測定しようとしている.
[1] H. Kuki et al. Chem. Phys. Lett. 1990. 165. 417. 
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1 aF 07 褐藻光捕捉系の蛋白の構造

加藤哲也、田中歩 (京大・理・植物)

我々は 1989年に褐穫の光捕捉系の Fucoxanthin~Chl a / c蛋白が、ラン藻や紅藻の
Phycobi1isome の場合と同様に分子集合体をなしていることを報告し、この集合体
を Fucoxanthin-Chl a/c Protein Assembly (FCPA)と名づけた。はじめ我々は
FσAを均一な亜粒子の集合体と考えたが、その後 FCPAを CHAPSで処理し密度勾
配達心を行ない、 FCPAが少なくとも二種の亜粒子を構成成分としていることを見い
だした.この知見にもとずいて FCPAの分子構築を解明する努力をはじめたが、遠
心分離を用いる研究には制約があって解析は進まなかった.最近、非変性ゲル電気
j永動法によって、 FCPAの亜粒子を分離することに成功し、 FCPAの分子構成につい
ていくつかの新しい知見を得たので報告する。
1) FCPAを 0.2%Lauryl sucrose (三菱化成食品 SM1200)で処理し、 0.1%の lauryl
sucrose を含むアクリルアミドゲル (8%) で電気泳動をすると、移動度の大きい褐
色のバンドとそれより移動度の小さい緑色のバンドが分離した.
2)これらのうち褐色のパンドは、構成する蛋白が一種類で、その分子量は 20，000前
後、これにFucoxanthin，Chl c， Chl aが結合し、 Fucoxanthin→ Chla， Chl c→ 
Chl aの両過程で 100% に近いエネルギー転移を示した.移動速度から考えてこれ
は Fucoxanthin-Chla/c蛋白の単量体と考えられる.

3)緑色のバンドからは口11cは検出されない.蛋白成分としては 60kDa前後のもの
が主成分で他にいくつかの成分がある。 FCPAを解離させて生ずる緑色のバンドは
蛋白レベルで褐色のバンドの1/4.0・1/4.3で、これが FCPAのコアで、このまわり
にFucoxanthin-Chla/c蛋白の単量体が付着していると恩われる.

1 aF 08 褐藻光捕捉系のフコキサンチンの存在状態

。浜野拓也、加藤哲也、三室守I(京大・理・植物、
1基生研)

褐蕩や珪寝などの蕩類では、光合成の光捕捉にfucoxanthinとよばれるカロテノイドを用
いている.Fucoxanthinが吸収し光エネルギーは Ch1aに転移されて光合成反応に使われる
が、 Fucoxanthin-Chl aのエネルギー移動は，両者の聞に蛍光、吸収スベクトルの重なりが
殆どないという点で他の光捕捉系と異なっている.
褐藻から精製したfucoxanthin-chlorophyl1a/c蛋白複合体 (FσA)中の Chla， Chl cの吸
収型をそれぞれの蛍光の励起作用スベクトルから求め、それをもとにFCPA中のfucoxanthin
の吸収を求めると、得られたスベクトルは478nmに吸収極大を示す.有機溶媒中の如co沼 n・
thinの吸収極大はhexane中で 448nm，凶nzene中では 460nmで、 FCPAの向coxanthinは
これらより 20-30nm長波長にある.Fucoxanthinの吸収をさまざまの溶媒中で比較したが.
吸収極大が478nmまで達する例はなかった.
一方、FCPAを温度処理(45・1分)するとfucoxanthinの吸収は短波長ヘ移行し、FCPAは
褐色から黄緑色に変化するが、これとともに fu∞xanthin→G廿0の転移は見られなくなる.
無傷FσAのfucoxanthin→Chlaの転移効率は 1∞%に近く、この高効率は両色素の近接と、
両者の特殊な配向によって達成されるとされてきたが、 fucoxanthinの分光学的性状はより
明瞭な Parameterとなる。 Fucoxanthinの長波長型から短波長型への変化の前後で共鳴ラ
マンスベクトルには全く変化が見られないのにたいして、円偏光二色性(CD)スベクトルでは、
長波長型で 478nmにfucoxanthinに由来する大きな負のシグナルがあるが、短波長型への
移行に伴ってこれが消失するのが見られた.これはfucoxanthin分子内の構造の変化よりは
fucoxanthin分子とそれに近接する分子の相互作用の形式がfucoxanthin→Chlaの転移効

率にとって重要であることを示すものであろう.
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1 aF 09 Rhodobacter sphaeroidesの色素蓄積に対する膏色光阻害効

果欠損ミュータントの解析

。島田裕士，塩井祐三，高宮建一郎

生体機構)

〈東工大・生命理工・

紅色非イオウ細菌. Rhodobacter sphaeroidesの光合成に関与している色素タンパク複

合体の合成・蓄積は，光や酸素分圧によって著しく影響をうけることが報告されている。

半好気的条件下で光を照射すると，集光性パクテリオクロロフィル(BchJ)タンパク複合体

Iとll(それぞれ LH 1とLHllと略す)のアボタンパク i宣伝子の発現が阻害されているこ

とを前固までの学会で報告した。阻害の作用スベクトルから400nl-880n・の聞では全ての

波長績において阻害がみられたが.LHI. LHllとも450nlの光によって強〈発現が阻
害されていることがわかった。この結果はBchlとカロテノイド蓄積に対する音色光阻害効

果とも一致した。そこでアボタンパク遺伝子の発現阻害と光合成色素の蓄積阻害の繊構を

解明するために. 450nl付近の音色光による色素蓄積の阻害がみられないようなミュータ

ントを作製した。半好気的条件下において生育中の薗にメタンスルホン酸エチル(EM S) 

を0.5%の濃度で 2時間処理し，プレート上で強光度の光を照射して生育させた。そこか

ら白色でないコロニーをスクリーニングし，液体培地中で光による色素醤績の阻害を調べ

て求めるミュータントを見つけた。このミ且ータントは半好気的条件下で光を照射すると，

野生株に比べて膜タンパクあたりのBchlは約 4倍多く蓄積していた。量殺気的条件下，光合

成的生育時における強光，弱光による色素蓄積の差は野生株との遣いはみられなかった。

半好気的条件下，嫌気的条件下でのoD660による生長速度の測定においては野生徐との
聞で遣いはみられなかった。現在，このミュータントのより詳しい解析をおこなっており，

その結果を報告する。

1 aF 10 高等植物貧化組織のジピニループロトクロロフィリドの存在

置とその変動

。温弁 祐三・高宮 建一郎(東工大・生命理工・生体俗僧〉

高等植物の貧化葉にはクロロフィルの前駆体となるプロトクロロフィリドとそのエ

ステル体であるプロトクロロフィルが存在している.近年， プロトクロロフィリドに

は従来のモノピユル種 iこ加えてジピニル種が存在することが明らかになった. しかし

ながら 2. 3の継物で定性的に調べられたのみで，その存在量は明らかにされてい
ない.我々は 17科 24種の高等植物質化藁について，モノピニルおよびジピニルー

プロトクロロブィリドの量比を測定したので報告する.

モノピニル，ジピニループロトクロロフィリドは我々が先に報告したポリエチレン

カラムを周いた高速液体クロマトグラフィーにより分隊・測定した(1). 分析は 20
Cで，色素は 60%(v/v) アセトンー水を用い. 0.2・1/分で港出した. 色素の検出

は430nl (Ex.). 640 n圃 (EI.)の波長を用いた蛍光法で行った.
ジピニループロトクロロフィリド、は検討した 24種の値物のすべてに存在し，その
量は植物の種頬およびその'，age によって大きく異なることが明らかになった.またジ

ピニル衝は若い質化葉 Iこ多く存在し，時間とともに減少する. このことはジピニルか

らモノピニル鍾が生成する生合成過程とも一致している.ジピニル種の量比により樋

物は 3つのタイプに分けることができる. トウモロコシなどの単子葉イネ科植物質化

3穫はそのageに関係なくモノピニル績をおもに含み，モノピニループロトクロロフィ
リドを得るための良い材料といえる. このほか，精製したモノピニル，ジピニループ

ロトクロロフィリドの分光学的性質についても報告する.

(1) Shlol， Y. and 8eale. S. I. (1987) AnaI. 8lochel. 162 : 493-499. 
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1 aF 11 Bchl 中間代謝物質蓄積に対す~光と酸豪の~響

土井道生〈宮崎医大・生物〉

Rhodobacter sulfidophi lusは明鎌気条件に加え，日音好気的にも光合成色恋を合成

し光合成審宮の形成を行う特徴を持っており，光や.J艇による光合成器宮形成の制
御を検討する上で有用な材料と考えられる.さらにEthyl・ethanesulfonate等の変
異源で処理することにより容易にパクテリオクロロフィルとカロテノイド生合成を

異にする変異繰が得られる.本..演では現在縛られている変異練の特質と変異繰が

生成する BChl 中間代謝物質の蓄積に対する :光と厳罰際条件の~'.について報告 bたい.

変異株阿J3， MJ50，門J52(光会威的に生育しない〉は晴好気的な生膏記伴い各々主費量

産物として阿部 P655，門却を蓄積した.蓄積す~色憲の大部分経低速遠心時事ζ 省

体を覆う上層沈澱として回収された. これらの色素@蓄積は生省中の光照射にJ:<~ 

完全に阻害され，暗条件下電の司書積償供給される積豪盤に依存して変動した. P625 

とP655の普積量の噌大が酸泰供給量の高い生育条件で，逆にP750の繍大が低い条件

で観察された. 蓄積した色驚は全て光照射条件下では速やかに分解されたが，暗好

気的にはゆるやかであり特に P655はほとんど分解を受けなかった.このことから，

少なくとも，酸豪供給量の高い条件下でみられる P6551蓄積量の織大は合成量のt智大

によるものと考えられる.問機な条件で野生繰を生育させると Bchl量は低敵鷲供給

時に比べ高酸素供給時には30・40%減少したが， P655等の嘗積は観察されなかった.

1 aF 12 ゲラニルゲラニルクロロフィルを省積するイネ突然変異

体の色無タンパク質組成と光合成活性

。小林善穂、 JII上恭一、西本悦子、三小図書侵‘

1岩田伸夫 I(九大 .a・綜学、 1九大・農・育種}
アルコール側鎖の還元段階が異なるクロロフィル中間体を大賞に蓄積するイネ突然

変異稼 2系統(M 1 3 4、M249)を分厳した.表現型として、 M134はゲラニ

ルゲラニルクロロフィル aおよび b (a -G Gとb-G G)を醤積し、 M249ほごれ

ち2種頬の中間体に加え、アルコール側鎖がさらに還元きれた a-D H G G 、 a司 TH

GG  、 b-DHGG、 b-THGGの 6種類の中間体を蓄積し、 いずれの変異傑もアル

コール側鎖にフィ、トールをもっクロロフィ 11.-- aおよび bの合憲が極めて少ないという

特徴を持っている.

( 1 )変異様のクロロフィル当りの光合成活性は、野生株と比章受して差はな〈 、 ク

ロロフィルタンパク慣組成にも顕著な差は認められなかった.

( 2 )野生録および突然変異綜の質化棄に光を照射すると、 30分後に a-GGが出

現し、 4時間後に b-GGが出現する。光照射開始後 10時間で中間体の置は最大とな

った後、野生保では中間体の置は時間とともに減少し、最終的にクロロフィル aおよ

び bのみとなる。 M 1 34においては a-G Gとb-G Gのみが増加する。

ごれらの結果は、クロロフィル aおよび bはそれぞれ a-G Gおよび b-G Gを経由・

して合成されること，、 a-GGおよび b-G Gはクロロフィルタンパク貨に総合したの

ちアルコール側鎖の段階的還元を受けることを示している.

-104-



一般講演

第1日 3月29日(日) 午後の部

A会場電気生理/細胞培養

B会場オルガネラ

C会場成長調節物質(II) 

植物・微生物相互作用

D会場ストレス(1 ) 
E会場形態形成
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1シャジタモ原形質眼の Ca2φ依存性 CI・チャンネル

Cal・odu I1 nの及ぼす効果

和秋2、葛西 道生 1

生物工、 2阪大 教養 生物)

シャジクモ節間細胞の興奮時には CI- イオンが多量に流れるがこれは原形質膜の

Caドーactivated CI・ channelの openlngによる。昨年の本学会では、 patch cla聞P

inside-out法を用いて得た原形質膜の Ca2・依存性 C1・channel の性質について報告し

た。 この channellま O.lpM Ca
2φ 濃度では殆ど開かないが、 1.OpM Ca2・濃度のもと

で限られた電圧領媛 (-6 0・ー180・v)でのみよく開く性貨を示した。 さらに1.0 pM 

Ca2や濃度で活性化された channelのopenlngは cal・odulln-antagonlst (ト7. TFP. 

CPZ)の添加によってほぼ完全に阻害されることから、 この channelの openlngに

c a 1圃odu11 n叉は ca 1・odulln-Ilkefactor の関与の可能性が示唆された。

今回 li 1. O)l M C a 2 +濃度下において ca 1圃odullnを細胞質側に添加した時の Inside-

out法での実験結果を報告する。 ca 1圃odu11 nの添加は時間的に減衰していく channel

の活性を一時的に回復させた。またこの channelの最大確率は通常ー1001lV付近にあ

るが、 calmodulinの添加後はー14o.V付近に移行した。 この様な ca 1圃odullnの効果は
EGTAをさらに添加する事により阻害された。主主々は、細胞質iJl!Jの溶液に加えた

c a 1圃odulinがこの CI-channelの openlng を活性化するばかりでなく電圧依存性にも

影響を与えたと結論した。

1 pA 02 シ守ジタモ節間細胞の膿電位に及ぼす局所麻酔剤の影響

・大川和秋.野坂修一沖原清可 2 吉川清 3 (阪大・教養

生物滋賀医大・麻酔科 2阪大2基礎工・生物工大阪成

人病センター}

リドカイン、テトラカインなどの両親媒性の局所麻酔剤により シャジクモ節間細胞の

原形質膜は脱分極する。この鋭分極は原形質駿の起電性の H・ポンプのコンダクタンスが

減少することと、拡散コンダクタンスが増加することに依る。電気刺激により細胞が興

奮すると局所麻酔剤の脱分極作用は著しく増大する (use-dependent depolarization 

)。この作用機序を織論出来る段階ではないが、局所麻酔剤のリピッドへの級制性と関係

することが予想された(1991年度年会)。今回の実験は異なる pH条件下において局所

麻酔剤jの脱分極作用の程度の差を調べることにより、上記予想を確認する事を目的とし

f・
I~ 。

リドカイン及びテトラカインの pK.値はそれぞれ7.8及び 8.4である。従って中性

条件下ではそれぞれの中性型と荷電型の割合は約 30:70 及ぴ 4: 96 程度であり、 pK. 値

での pH条件下では 50:50 である。一般にリピッドへの親和性は中性型において強い。

従って、局所麻酔剤の脱分極作用はアルカリ側において強くなると予想された。事実、

上記の局所麻酔剤以外にもプロカイン (pK.値=8. 9) もアルカリ仰jにおいて脱分極作用は

著しく櫓大した。 pK. の 3 のベンゾカイン、 pKa，の 13 である QX-314 (リドカインの

誘導体)では pH依存性の脱分極作用は顕著でない。以上のことより局所麻酔剰の中性型

のリピッド層への透過あるいは親和性が膜の脱分極に密接にな関係することがより強く

示唆された。
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1 pA 03 C h a r a節間細胞表面のHφ/Clーの空間的分布

緒方惟昭 (産医大・医短・生化}

Cbara節間細胞に対する細胞外塩素イオン (C1 -)。の影響については、多くの報告がある:

a)興奮時にはCa2に cbannelが聞き、細胞内の(Caれ)Iが上がり、 C1 --cbannelを聞く事により、

膜電位が一時的にC1 -の平衡電位に近付く (Iishilloto;1964. Tsutsui ctal. ; 1986. ctc.) 

b)一方静止時に於いて、 Hφ-pullp/channclがほぼ完全に抑制されている状態 (K・/Clーによっ

て決まる平衡電位に近い)を除いて、普通の生理学的状態では、膜電位はかなり深い位置に保たれて

いる (Kitasato;1968. Kishilloto etal. ; 1984. etc) c)細胞が明条件下で適当なイオン環境に

置かれると、静止電位に明瞭な空間的不均一性が現れる(高齢制量制;8-')/(臨組維機;D-') これは、

同条件下で細胞外近傍に現れる'11~制領援の空間的分布に対応している (LucaslS.ith;1913.

lalkcrlS.ith;1917. Ogata; 1983 ctc.); d)膜にはCl-/ H・ cotransport系がある'と言わ

れ、光による C1 --influxの地加は光リン酸化限害 "̂J 及び 細胞内外の7~糾化によって効果的に

抑制される(lIacRobbic;1964ctc. Fcllc; 1981); e)また、 Cl の取り込みは 主に酸領績で

で起こっているとの報告もある (Spcarctal. ; 1969. S圃itbctal. ; 1910)。

今回、 μ-Ag/AgCl電極を作製しChara細胞外部近傍のC1 -r.!i量を測定した結果、 7~hY部分で 3 

x 10-'..げ 1 酸部分より高い値を得た，ここで(C 1 -)0 は IXIO-'..，μ であった。このことは、
少なくとも上記報告を質的に支持することに江った。

1 pA 04 車軸~細胞膜において C1 -ェフラックスを引きおこす細

胞内 Ca
2φ
の作用機作

.三村 徹郎、新免 開男 〈姫路工大・理・生命〉

車事由務類節間細胞の細胞膜は、電流等の刺激に応じて、 Ca 2 +と Cl- 二種のイオン

の関与する活動電位を発生することが知られている。この活動電位 lま、刺激に応じ

て聞いた細胞膜の Ca2+チャンネルを通して Ca 2φ が細胞内に流入し、流入した Ca2・が

細胞内から細胞膜上の Cl-チャンネルを聞かせ C1 -エフラックスが生じる結果によ

るものと惟測されている。鰻近沖原ら(1991)は、パッチクランプ法を用いて‘節間細

胞細胞膜上に Ca2。ーカルモヂュリン依存の C1 -チャンネルを見いだした。すでに椎

名ら(1988)は細胞内溜流法を用いて、細胞内の Ca2・濃度を上昇させると Cl・の大き

なエフラックスが生じることを見いだしている。一方三村ら (1983):が以前椎名らと

問機の方法で細胞内 Ca 2・濃度を上昇させたときには C1 -ェフラックスの地大は全く

見いだせなかった。本研究では、 この二つの実験結果の相違点の原因について検討

した。そのーっとして、 Ca2+依存性 C1・エフラックスに対するカルモデュリン限害

剤の効果を調べたが、特に顕著な阻害作用は見られなかった。 これは椎名ら(1988)

の実験結果に一致する。

沖原ら(1991) Plant. Cell Physlol. 32:593、椎名ら(1988) J.Mellbr.Blol.106:135、

三村ら (1983) Protoplasma 118:49 
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1 pA 05 シャジクモ及びオ方カナダモにおける光、殴負荷1、アルカリ負荷に

よる細胞質pHと膜篭位の事t化
。岡崎芳次、問沢仁2、お崎尚彦(大阪医大・教養・生物、 2福弁工大

・応用理化学)

植物制胞の細胞質pH(pHe)が低下すると、細胞膜にあるプロトンポンプが活性化するという報告が今

まできれている.しかし、 p札と膜篭位を直按測りながらその関係を調べた例は少ない.本実験ではプロ

トン選択性微小ガラス1It極 (2違式)を作鍛し、光、酸負荷、アルカリ負荷の pHc と膜電位に対する影

現Fを調べた.材料には淡水産シヤジクモ類 (~ÞÊJ旦)の節問細胞及びオオカナダモ(~.l1Il~) の1震を用い

た.

Cbara節IUJ制胞に光を当てるとpH代は地加し、膜1;1過分俵した.そして 、光を切るとpHcと膜電位は回
復した. 一方、 ~g.l!rja の棄に光を当てると、膜の過分僚がおきるとともに 、 pHε の 一過的増加が起きた.

傾物*'"胞の肢割引立を過分極させることが長11られている fusicoccinは Char号には何も影瞥を与えなかっ
た.EJeI:!~では膜の過分僚が起きたが、 pHc はほとんど変化しなかった.次に細胞質を駿性化(般質術)

する r~ 的で外被 pH 5で酢機及ぴ附織を与えたところ、.Ç!盟国及び ~mj旦において pH.， はすぐに Fが

りはじめるとともに 、膜の過分俸がおきた.外液から酢酸及び隣酸を除いたところ、 p凡はすぐに回復し

たが 、膜電位の回復は pHc のffH復より遅れた.J!に 、細胞質をアルカリ化(アルカリ負荷)する目的で

外液 pH9 で織化アンモニウムを与えたところ濃度が十分間いと Ch.ara 及び.E.c~ r.i型で 、 pH< の増加が

見f，れた.しかし 、濠度がm;いとむしろ pHc の減少が見んれた.また、隠の脱分依する制胞と膜電位の

変化しない細胞が見られた.以上の結果は、 pH.，の減少が燃の過分侮(プロト ンポンプの活性化)を引

き起こす lつの原因になりうることを示すとともに、 pH.，以外の悶子によってもプロトンポンプ活性は

調節されていることを示唆している.

lpA 06 車軸語高額における原形質流動の停止と活動電位

島国希代・平本幸男・菊山宗弘〈放送大学・生物)

車軸書巨額節間細胞では非常に活発な原形質流動が見られる。この流動はカルシ

ウムによって制御されている。一方、この細胞は活動電位を発生することでもよ

く知られている。活動電位を発生すると外液からのカルシウムの流入が増加する

ために 、 一過性に細胞質カルシウム濃度の滑加が起り、原形質流動が停止する。

しかし、活動電位にともなう細胞質中のカルシウム濃度の増加と、原形質流動の

停止との対応関係を確実に検討した報告はまだない。

我々は低温下では活動電位の時間経過が長くなることを利用して、流動の停止

やカルシウム濃度の増加が活動電位のどの時期に起るかを測定した。流動はテレ

ビカメラで、カルシウムの精加はエクオリンの発光として飽高感度テレビカメラ

で観察した。活動電位はレコーダーのペンの動きとして、テレピ画面上に同時に

映しこんだ。

カルシウム漢度は活動電位の初期に増加し始め、ピーク付近で最大になり、終

期にはもとのレベルに戻る。一方原形質流動は、カルシウム濃度の櫓加時期に少

し遅れて停止しするが、流動の回復はカルシウム濃度の回復よりもはるかに遅れ

る。
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1 pA 07 ツユクサ生業における細胞電位及びイオン温度の三次元

分布解析

O斉麗美佳子、松岡英明、根本泰行

(東京農工大・工・応用生物)

ム且且:植物生業は、 C02ストレスに応答して、 細胞内電位が顕著に変化すること

が見いだされている。本研究はこの応答の健気化学的解析を目的としており、 植物

細胞の中で主要なイオンである H.，K. ，C1ーに着目し、 各々のイオンの関与を調べた。

-方法7kぴ結果:ニ速式微小電極の一方に、 イオノフォアカクテル (WPI，IE-Ol0 

WPI ， IE~190 WPI，IE-170)を充携してイオン選択性とし、他方は通常の細胞内電位測

定用とした。 これを用いて C02ストレス応答における各イオンの温度変化を測定した

ところ、 C02との反応により、 まず始めに十温度が変化し引続き H.，C 1ーが移動するこ

とが明らかになった。 これらの応答憾檎を考えるには、 ツユクサ生業の構造を電気

化学的に明らかにする必要がある。 そこで、 イオン選択性電極の刺入位置を変える

ことにより、電位及びイオンの温度分布を三次元的に解析を行った。その結果、 生

業中心部で、 かっ、 葉原聞の第一層の細胞では細胞内の電位は約一90.Vであり、 細胞

外の電位は 30皿V付近であった。 また、 その部位でのr温度はそれぞれ約 50田M，4田Hで

あると推定された。 電極先織が細胞内にあるときには、電位が不安定であったが、

細胞外にあるときには、 30分以上定常となる傾向にあった。 三次元的に、 特に規則

性のある電位分布、 イオン浪度分布は得られなかった。

1 pA 08 パッチクランプ法によるタバコ培養細胞原形質膜の

イオンチャンネルの同定とその特性

初回芳行，小尾一郎，角谷忠昭(京都大農農化)

[目的]高等植物の外的刺激に対する生理的応答において，物質，特にイオンの愉

送，蓄積は，きわめて量要である.しかし，その輪送微構や信号変換に関わる知見

については，ほとんど得られていない.そこで，これらの知見を得るために，まず

初めに，パッチクランプ法を用いて，タバコ培養細胞プロトプラストの原形質膜に

存在するイオンチャンネルを同定し，その特性について調べた.

[方法]材料として，酵素法で単厳したプロトプラストを用いた.チャンネル電流

は，パッチクランプアンプ CEZ-2200(NIHON KOHDEN)を用いて. c e 1トattached lIode. 

whole-cell configuration. outside-out patchで測定した.

[結果] bath so1. :1001lN KCl/1I1N CaCl./30011N glucose/111M BES(pH7. 0 Trisで調

整)， pipette 501. :100llN KCl/1I1N 3K-EGTA/2I1N NgCla/35011M glucose/111M BES(pH 

7.0 Tri5で調整)で測定した場合，外向きの整涜性を持ったホールセル電 iilが観測
された.この篭流がカリウムチャンネルのプロッカーである TEA+によって大節分阻

害されること，また. K C 1をK-Gluta皿at eに置換することによってあまり変化しない

こと，さらに，逆転管位がカリウムの平衡電位に近いことより，この電流がカリウ

ムチャンネルによるものであることが示された.このチャンネルのイオン選択性に

ついては，ホールセル電波の結果より K+ヵf. N a ¥Rb  ¥L  i ¥Cs+に比べ透過性が
高いことが示された.さらに，細胞外カルシウムの槽加 (0.卜 10.o 11M)によって，ホ
ールセル電読は減少し，カルシウムが原形質膜のカリウムの透過性を減少させるこ

とが示唆された.なお，これらのホールセル電涜の変化のシングルチャンネルレベ

ルでの解析についても合せて報告する.
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1 pA 09 塩ストレス下にあるタバコ培養細胞原形質膜のイオン

チャンネルとCa2+結合挙動
旬、尾一郎，村田芳行，角谷忠昭(京都大農農化)

[目的]植物の塩ストレスへの適応嫌構・酎温性機機において，原形質膜・液胞膜

におけるイオン透過性の制御が量要な役割を果たしていると考えられる.本研究で

は，埴ストレス下にあるタバコ培養細胞原形質膜の 1価カチオン透過性とそれに対

する Ca2・の効果，及び膜への Ca2φの結合挙動について検討した.
[方法]材料として ，sucros.e (3X)と 2，(-D(10-・N):を含む LS改変培地(p H 5. 7)で矯
養したタバコ培養細胞(Bト 2)，及び上記の培地に 50.NHaCl:を添加した培地で継代
培養したものから単厳したプロトプラストを用いた.チャンネル電波は，パッチク

ランプアンプ CEZ値 2200(HIHON KOHDENI:を用いて， cell-attached Ilode， whole-cell 
config自ration，outside-out patchで測定した Ca2+結合挙動は，細胞電気泳動

法により求めた表面篭荷密度の変化量を元に評価した.

[結果]まず温ストレスを与えた培養細胞由来のプロトプラストを用いてホールセ

ル電流を測定した.内外ともに 1001lMのKC 1を含む系では外向きの整流性をもった電
流が観測された.また細胞外 Ca2+の増加によってこの外向きカリウム電涜は減少し
た.またストレスを与えなかったものと比較すると，これらの外向きカリウム電波

は若干小さかった.内外とも 100llNのHa C 1を含む系では KClの場合に比べ外向き電流
は，著しく小さかった.次に Ca2+結合挙動を検討・比較した結果，ストレスの有無
による差異よりもむしろ共存する 1価カチオンの種類(K +， H a令)・滋度による膨
響力f大きいことが示唆された.

1 pA 10 タバコ繕養細胞 i夜胞臓の電圧依存性 K'-.Ca2'-および

C 1 -ーチャネル

.張 平、矢部 勇、武藤 尚志(東京大・応微研)

積物細胞の液飽綴には、 多種のイオ ンチャネルが共存し、 重要な生理的意獲を

もっていると考えられる. しかし、 パ 、ソ チクランプ法による高等植物細胞液胞膜の

イオ ンチャネルの調査はまだ十分ではない。

タバ コ繕餐細胞 (B Y-2 )からプロトプラストを調製し、 低張処理により液胞を

遊荷量させた. 液胞臓の outside-outmode patchで、 57-pS. 24・pS.4J-pSの十チャネ

ルおよび 110-pSの C1 -チャネルが記録された。 K'チャネルは外向きおよび内向き重量

流性を示し、 C 1 -チャネルは内向き登 j束性を示した K'チャネルと C1 -チャネルが開

〈可能性を除去し、 Ca 2 .チャネルが関口するような条件において、 外向き盤流性を

もっ Ca 2・チャネルは記録できなかった. しかし、 液胞臓の inside-out 圃odepatch 

で、 内向き重u束性をもっ電圧依存性の Ca2・チャネルが記録された. そのコ ンダクタ
ンスは 9pSであったo Ca 2・を Ba2・に置き償えると、 このチャネルのコンダクタ ンス

は19pSになった。 このチャネルの笠流性は 一般に信じられている Ca2'の fluxの方

向とは逆であるが、 活性が非常に高いので実際に細胞内で作動しでいる可能性が推

測される。
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1 pA 11 苔類絡事E細胞による peroxidaseの細胞外蓄積

。太田喜元、中河原俊治、郭沢建、隅谷有子

( P C Cテクノロジー 山崎研究室〉

ft苔類に存在する peroxldase (P 0 D) については、以前から i宣伝的変異あるい

は系統発生学的立場からの研究があり、またゼニゴケ (hrchantlapol 川 orpha)埼

養細胞による生成と細胞盤局在が報告されている。 今回演者らはゼニゴケ細胞が培

地中に大量に蓄積する PODについて検討した結果、いくつかの知見を得たので報告

する。

ゼニゴケ細胞はグルコース 2%を含む、 MS改変渚地で培養する. 培養経過にと

もない、培地中の蛋白量は漸滑するが、特tこ対数噌殖期後半から急憎し、これに伴っ

て POD活性も著しく高まる。 培養 12日目の精地中の置白鼠は約 200 u/L 

であり、グアヤコールを基質とした渇合の POD活性は、約 50 μKatal/・lあるい
は約 430 μKatall町蛋白である。 硫安沈澱により得たタンパク質画分について

検討したところでは、この peroxldase (M p P)は分子量約 8万、 p1約 4. 5の

酸性蛋白で、至適 pHは 7. 5近辺にある。 MpPは熱に対して比較的安定であり、

60'C 30分で約 30%の活性が残る。

基質については、グアヤコールあるいは沃素イオン等を酸化する点では西洋ワサピ

の PODと同僚であるが、、更にチオシアネートをも酸化し得る点で、従来植物中 lζ

見出されている PODと異なると考える。

1 pA 12 G lycyrrhlz a旦主主i旦主主主繕委細胞における 6・-deoxy-

chalconeの酵素的合成

原納 究，岡田典子，古野哲郎，高橋武美.0綾部真一

〈回大・農獣医・応用生物)

5-Deoxy 型の〈イソ〉フラポノドはマメ科のストレス化合物 (phytoalexlnなど〉

に多くみられ，その生合成は積物の防御反応に関係があると想像される.生合成の

key stepである 6・-deoxychalconeの合成反応は. 従来知られていたカルコン合成醇

索 (CHS)による触媒では説明がつかなかったが， 演者らはカンゾウ〈立ι 皇主主U主i旦;

マメ科)細胞からのi旦 ill工Q活性検出に成功した.その後 Grlsebachグループによ

り CHS と共同作用する還元酵素がダイズ培養細胞より検出精製された.今回ダイ

ズ還元酵素に対する抗体を用いてIfestern法によりカンゾウ抽出液を調べた.

[方法・結果]拍出物を SDS-PAGEで分間Eし， ニトロセルロース膜に転写後，抗体

で認識される蛋白を Enzygraphyc IfEBを利用して発色させた. ダイズで見られたもの

とほぼ閉じ Mr 34 KDaの位置に明らかなパンドが検出され，録湿培養細胞では僅かに

低分子量のパンドも少量検出された. これらの蛋白は，細胞へのエリシター刺激な

どの有無にかかわらず常に存在していた.組抽出液の DEAE-Celluloseクロマトを行

い CHS活性画分を解析したところ lfesternblotting で還元酵素蛋白が見られな

い画分では. NADPH存在下でも 5-hydroxy型の化合物しか生成しなかった. これらの

結果より， カンゾウ細胞でもダイズと問機の還元酵素が常に存在し CHSと共同作用

して deoxy型フラポノイドの生合成に関与していることが示唆された.
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1 pA 13 タバコの馴化線胞、遺伝的組婦におげる

!tllll遺伝子酵の発現の解街

青木鼠志郎・市川尚斉・開銀政実・新名惇彦・庄野邦彦、

(東大・数獲・基礎、阪大・工・応用生物}

非形質転換体のタバコ、 ~j及。JiaJ)旦 .üauc..aのゲノム中には、 ð.1J旦 ~J~..cH. r:J!園町 !ti. !!...!!.H

nesの持つT-DN Aの-Jm、 r01遺伝子おと高い制向性を持つ遺伝子の存花が知られてお

りNgrolB，Cと名付けられている。我々はこの他にもORF13，14と倒向性のある遺伝子

(以下HgORF13，1とよぷ。)がこの近傍に存存していることを確認し、 シークエンス

を行った結果、このN雪ORF13，14の部分と RiORF13，14との相向性 lまN.gr.o 1 8， CとL01B，C

との相向性より高いことがわかった。また、 ORF13，14はro1遺伝子と共に形質転換さ

ゼると、毛状線形成に対して相乗効果のあることが最近になって報告されている。

さて、今まで筆者らは、I( .g担.!tc_~ と~. Ja_ng~Jo. ，1;'JO.iとの俗け合わせにより生じた遺

伝的開場における NgroJB，Cの発現を報告している。今岡の報告では、 さらに遺伝的

問機と馴化細胞における H-，ORFI3，14のNorthernhybridization を行った。馴化細胞
より縞物ホルモン非要求性となった情養細胞のことで、 i宣伝的関場と同じくホルモ

ンフリーの培地で生長可能である.その結果、遺伝的阻療のみならず馴化細胞にお

いても HgORF13，14の発現が確認された.これらの結果を館まえ、遺伝的隠郷と馴化

細胞におけるオーキシ ンとH.li/LtB，C， N.gORF13， 14の関連に付いて考察を行う.

1 pA 14 イネ培養細胞の凍結保存性に関連したタンパク貨に関す

る研究

.渡辺克美， 佐藤文彦?山田康之? 河合文雄， 金議正雄

〈財・環境科学総合研， 品京大・農..化〉

植物培養細胞の凍結保存性は細胞株聞で異なっている。だが、 この凍結保存性の

違いが何に起因するかはまだ明白ではない。植物の耐寒性に関する研究においては

耐寒性と関連したタンパク賓の存在が関心をもたれている。 しかし、凍結保存性の

違いに関係したタンパク質の研究はまだ行われていない。今回、我々は凍結保存性

の異存るイネ細胞繰のタンパク質の二次元電気泳動分析を行い、細胞の凍結保存性

とタンパク賞の関連について検討した。その結果について報告する。

分析の結果、凍結保存性と相関性を示すタンパク質(P 1 )が存在することを確

怨した。 P 1は対数増殖期の高凍結保存性細胞にはほとんど蓄積していなかったが、

低凍結保存性の細胞では対数増殖期においても P 1の蓄積が館、められた。 また、い

ずれの細胞株においても凍結保存性が低い定常期において P 1の蓄積量は大きいも

のであった。次に P 1の細胞内局在性を検討するためプロトプラストのタンパク質

を分析したところ、 プロトプラスト中には P 1はほとんど忽められなかった。 また、

プロトプラストの凍結保存性は細胞の凍結保存性に比べ高いものであった。以上の

結果は P 1が凍結保存性の負の示練となることを示している。一方 P 1の N 末繍ア

ミノ酸配列を決定したところ、相向性のあるタンパク質がタパコ培養細胞にも存在

することが明らかとなった。現在、 P 1の性質についてさらに検討をかさねている。
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1 pA 15 カルス誘導と細胞伸長に伴った水ポテンシャル場の変化

池田敬、野並治、勉智竜縫¥銅山寿雄、

橋本 康〈愛銀大・農末広産業〉

純物細胞の 90 %以上は水が占めているため、細胞拡大するとき細胞内へ入る水

の速度によって伸長は左右される。 水の移動は水ポテンシャル(11" .)の勾配に依存

しているため、細胞拡大が起こるには細胞{IIt長に伴った水ポテンシャル場が必要で

ある。植物切片を培養すると形餓形成が起こるため、特異的な細胞仰援が起こって

いると考えられる。 そこで IsopiesticPsychromcterを使って形悠形成を起こした

組織の11""勾配がどのようになっているか計測し、 カルス分化およびシュート形成

における水分生理的比較を行なった。

実験にはカーネーション (Di旦旦th旦scaryophy 11 u s L. cv.8ilvery pink)を則い、

濃度を変えた M S培地とそれに植物ホルモンを加えた培地に茎頂部を纏え付けた。

植物体の伸長部位と成熟部位の V曹の差をとり水ポテンシャル場の大きさを求め

ると、仰長率に対応した{直を示した。またカルスの発生した組織の水ポテンシャル

織はほとんどゼロとなり、伸長率もそfロであった。

形惣形成において伸長している組織細胞では水ポテンシャル場が大きく、カルス

は細胞分裂を繰り返し、細胞拡大が起こらないまま成熟細胞になっていると考えら

れ、水ポテンシャル場は存在しでも少ないと考えられた。

1 pA 16 ニンジンの地発細胞からの不定厩形成に伴った

細胞の水分状態の変化

・野並 治.前島la1'!9.楠山寿雄橋本 康
(愛媛大・農)

ニンジン (Daucascarota L.)の懸濁培養を行ない不定匹を分化させた。分化し

た不定.s!は業および幼根を分化しており、組織分化に伴った細胞生理的特性を明ら

かにするため細胞の水分計測を行なった。無菌的に矯種した種子からの芽生えの匹

軌を削除し、 2.4-Dを加えた 118培地上で Embryogeni c call us ( E C )を分化させた。

分化させた ECを sAを含んだ118棟懲液に銭積し娠猿培養を行なった。調重量 f脅発開始

後、 f布地の水ポテンシャルを経時的に計測した。また、縦物休の細胞膨圧はプレッ

シャープロープで計測し、浸透ポテンシャルはナノリッターオスモメーターで計測

し、膨圧と浸透ポテンシャルの和から水ポテンシャルを算出した。 ECを懸濁地養

させjt;めてから、培地の水ポテンシャルの低下がみられ、水ポテンシャルが級低に

なったとき球状匹の分化がみられた。ハート裂.s!の分化に至って培地の水ポテンシ

ャルの上昇が顕著に現われ、成熟肢に至ったとき、 3脅地の71<ポテンシャルは E C t安

積前の状mよりも高くなった。不定症の分化に伴って業の節分の細胞の膨圧は根の
部分の細胞膨圧よりも顕著に低くなった。また、茎の部分はその中間の値を示した。

浸透ポテンシャルは綾部の細胞で最も低く、棄の部分で貴重も高くなった。細胞の水

ポテンシャルは培地の水ポテンシャルとほとんど平衡状悠であった。
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