
1 pA 17 苗条再分iヒが温度感受性を示すシロイヌナズナ変異株の
単離と解析

。保谷泉・小津正一・杉山宗隆・駒嶺穆(東北大・理・生物}

植物の再分化過程において働く遺伝子群を明かにすることを目的として、苗条再

分化が温度感受性を示すシロイヌナズナ変異株の単離と解析を行なった.シロイヌ

ナズナ種子を EMSで処理し突然変異を誘発した後、 2回自家受粉を練り返して得た

M3種子系統から変異体の選抜を行なった.各M3系統について、 220C (許容温度)お

よび27
0

C (非許容温度)で根の外植片から苗条再分化を誘導し、 3週間後に首条再分

化の有無を比較して温度感受性を示す系統を選抜した.その結果、約2300のM3種子

系統から再分化が温度感受性を示すものが 20系統得られた.このうちの4系統

( L131、L1045、L1047、L1919) については次世代のM4植物体でも苗条再分化の

温度感受性を既に確認した.これらの系統の根外殖片を 27
0

Cで培養し苗条再分化を

誘導した場合、 LI045とL1047ではどちらも苗条再分化の前兆と考えられるカルスの

局所的緑化までの形態変化は野生型株と変らず進行したことから、これらの変異遺

伝子の産物の機能は苗条再分化過程において苗条形成の直前の段階に関与している

と推測された.また、L131でもカルスの発達と緑化は認められた o L1919では再分

化に先立つカルスの発達が温度感受性となっていた o L1 045、LI047およびL1919に

ついては遺伝解析を行なった結果全て劣性変異であることがわかった.今回はこれ

らのうちLI045を中心に行なった解析について報告する.

1 pA 18 ニンジン不定H形成系に於ける内生 ABA量及び

A B A関連遺伝子発現の変動

。清末知宏、篠崎和子 1、篠崎一雄 1、中崎正敏久

山口五十麿2、佐藤忍、鎌田得、原因宏(筑波大・生物、

'理研・値物分子生物、 E東大・良化〉

我々はニンジンの不定H形成系を用い、 これまでに細胞の不定怪形成能力と凶述
して出現・泊失する細胞内蛋白質 (ECP31)を検出し、それが ABAによって発現が制

御されるワタの LEA DUのホモログであることを示した (Plant 1101. Biol. 1992)。

一方、これまでに報告されているニンジンの e・bryonie geneである De3、 De8も
ABAによって発現制御を受ける LEA geneのホモログであることが示されている。

今回、我々は不定怪形成能力と関連して出現・泊失する ECP31の性質が、 ECP31固

有の性質なのか、他の ABA関連遺伝子にも共通する性質なのかを知るために、同械に

不定匪形成時に出現する ECP40遺伝子の発現についても解折を行った。 ECP40はABA誘

導性遺伝子の rabのホモログであることが境基配列の解析から明らかになった。 ECP

40の不定H形成に於ける発現は、 ECP31の発現と多少は異なるものの、基本的には同

ーのパターンを示した。このことは、ニンジン不定匪形成系に於て内生ABAによって

これら一群の ABA関連遺伝子が発現している可能性を示唆するものである。実際、内

生 ABAを ELlSAにより定置したところ e.bryogenic eell>so.atie e.bryo>>non-

e.bryogenie eellの順で内生 ABA置が高いことが示された。現在、 ft々 はニンジン不

定脹形成系に於て、内生の ABAが不定匪形成能力の誘導あるいは維持に重要な役割を

演じているのではないかと考えている。
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1 pA 19 培養植物体における Y線照射の彫審

与泉和光、戸塚良宣、米倉憎子、小田 茂

( P L学園女子短期大学・植物研)

紋射線による in-vltro矯養植物への彫嘗の研究は、培養系での育舗のみならず、

地球環境や宇宙生物科学分野にも応用できるものと思われる.今回、その研究の一

環として、低LET紋射線である γ線の in-v1tro培養縞物体への彫嘗について調べた.

供試材料は成長点組織培餐をおこなって得られた、 トマト、ヤマノイモ、ベゴニ

ア、スペアミントなどの in-vltro繕鍵植物体をもちいた o r線照射処理は熔餐掃の
まま、京都大学原子炉実駁所“C。の照射棟内の 3.7 x 101 ~ Bqの線源を用いておこ

なった.照射による膨轡の評価としての生存率は、培養個体からの酋粂の出現を生

存の指標とした.照射線量と生存率は、ベゴニアは γ線量地加とともにほぼ直線的

に低下するのに対して、その他の績は一定の線量を越えると急激に低下するという

パターンを示した. D '711直での評価は、 トマト 0.13KGy，ヤマノイモ 0.08KGy，ス

ペアーミント 0.11KGy，ベゴニア 0.06KGyで、試験した矯養植物の中ではトマトが

比較的に γ線に対して強かった.トマトについてはさらに、高温(37・C)下でも正

常に育成する、高温抵抗性稼と抵抗性を示さない通常稼について、 γ 線照射の~嘗

を調査たところ、高温紙抗性稼は通常稼に対して Y績に強いという傾向を示した.

7線照射による彫曹と高温抵抗性との聞には、何らかの関連性があるものと推測さ

れた.

1 pB 01 緑化過程における Euglenaプラスチドコード蛋白質合成

のDCMUによる特異的促進

i領回功 1、 ・椎名隆、 豊島喜則(1広島大・総合科学、

京大大学院、 人間・環涜学研究科)

光で誘導される Euglena葉緑体の分化の過程でプラスチドの蛋白質合成速度は急

激に増大し、 発現パターンも大きく変化する。 我々は、 光合成限害剤 DCMU存在下で

緑化させた細胞から単厳したプラスチドでは、 その inQ.工II旦阜il旦の蛋白質合成速度

が著しく促進されることを既に報告したが(日本継物学会第 56回大会)、 今回は DC

MUの効果の作用部位特異性について検討した[35SJsulfateを用いた inti.YJ!ラベ

ル実験で緑化中の細胞の全蛋白質合成速度を測定すると、 12時間の光照射で照射前

の約 2.5倍に噌大していた。 しかし DCMUを処理した細胞の全蛋白質合成速度はコン

トロールに比較して約 5096抑制されており、 細胞質での蛋白質合成は DCMUで阻害さ

れることが明らかになった。 inviヱg でラベルした 12時間光照射細胞からプラスチ

ドを単厳しフルオログラフィーを行った結果、 細胞質で合成されプラスチド中に槍

送された蛋白質の合成活性には DCMUは影嘗を及ぼさないことが分かった。 従って、

DCMUは緑化中のプラスチドで合成される蛋白質の合成能だけを特異的に促進してい

ると結論された。 プラスチド DNA にコードされた蛋白質の mRNAレベル(psbA、psbC)

はDCMUの彫留を受けないので、 DCMUは緑化中のプラスチドの翻訳に関与する因子に

特異的に作用して、 蛋白質合成活性を促進していると考えられる。
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酵母液胞におげるタンパク分解とその生理的役割

1大J/IlM里子〈東大・教養・生物、
'西東京科学大学)

。大隅良典、

1 pB 02 

酵母などの菌類や植物純胞にに普通的に存在する液脂は、内部に種々の加水分解

酵素が局在することから、動物細胞のリソソームと相同なオルガネラであると考え

られてきた. しかしながら液胞に於けるタンパク分解の機織やその生理的意義につ

いては、 未だ不明な点が多い.我々は最近液胞内プロテアーゼ、 pral， prbl.豆..p.ti

の欠損株を用いて、種々の栄養飢餓条件下に酵母細胞も高等動物細胞と同織に自己

の構成成分を分解する自食作用 (autophagy)を誘導することを見いだした. この作用

によってリボソ τムを始めとする細胞質成分が液胞内に取り込まれて分解される.
酵母細胞は細胞周期の GIの特定の位置で外界の栄養条件を感知し稽殖を制御してい

る.窒素源などの飢餓条件下には細胞は GI期に停止する.ー方上記の液胞内プロテ

アーゼ欠損株は、栄養飢餓条件下に置かれると直ちに細胞周期の進行を停止し GI期

停止が出来ない.和田らによって分離された形態学的に液胞を欠くー鮮の旦主旦変異様

もまた栄養飢餓条件下に細胞周期を進行させ得ない.逆に cAHPシグナル伝達経路の

変異株で GI期停止を出来ないことが知られているh主主1. r.皇室v・11・などの変異橡は栄
養飢餓条件下に自食作用を示さないことが明かとなった. これらの栄養飢餓に対応

して GI期停止の出来ない株は全て、 急激にその生存率が低下して行く. これらの事

実は、 栄養の溜渇を感知すると細胞周期を G1 (G目)期停止させることが重要であ

るが、 その過程には自己の構成成分の自食作用による分解が必須であると思われる.

酵母自食作用胞の膜に特異的なタンパク質の解析

(東大・教養・生物)大間良典滋、
O 
坪弁

1 pB 03 
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1 pB 04 緑化培養細胞の光独立栄養性については); 

葉緑体の微細構造と色素組成の変動

。竹田恵美、井田和子、前田品美、松島久¥金子康子¥

佐藤文彦¥山田康之2 (大阪女子大学・基礎理J埼玉大・
理・生体制御‘ 2京大・農・農芸化学}

我々は.タバコ緑色培養細胞を材料として、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.これまで、炭素源を増地中の糖に依

存せず‘光合成のみにより 、生育するタバコ光独立栄養細胞(P A細胞}、光合成す

るが培地中の糖に依存して生育する光mixotrophic培養細胞(P M細胞}及び、タ

バコ植物体を材料とした実験から、培養細胞の光化学系活性は、増殖の最も盛んな時

期では 、培養細胞においても緑葉と比較しうる活性を有するが、以後の生育の進行に

伴い、活性の低下が認められることを明らかとした.今回は、培養細胞と緑葉の葉緑

体微細構造と色素組成の違いについて検討した結果を報告する。

PA細胞、 PM細胞、緑葉の各生育段階より得られた試料の透過型電子額微鏡写真

より 、葉緑体の形、チラコイドの数、プラストグロビュールの数等について計測し 、

統計処理を行った結果、1)培養細胞では分裂中の葉緑体が多数存在すること、 2)培

養細胞‘特に PM細胞では、葉緑体当たりのインターグラナチラコイドの数が多く、

また 1つのグラナ当りのチラコイド数が少ないこと 、3)培養細胞特に PA細胞にお

いてプラストグロビュールの数が多いことが明らかとなった.さらに、葉緑体色素組

成についてみると、クロロフィルとカロチノイドの存在比は変らないが、カロチノイ

ドの組成比においてルテインの比率が培養細胞では緑葉に比べて低いことが判明した.

1 pB 05 イネにおいて未分化プラスチドの葉緑体への変換は

葉の発生段階に特異的に依存する

。射場 厚，高官建一郎 ¥H直 線博，佐藤 光ぺ西村光雄

(九大・理 ・生物東工大・生命理工 ・生体機構，

2九大・農・遺伝子資濠)

高等植物において，来分化プラスチドの葉緑体への変換は，葉の発生 ・成長に伴

う薬細胞の分化における援も顕著な変化の一つである。この過程は細胞核と葉縁体

DNAにコードされた多くの遺伝子の活性化を伴うが，その開始と制御を行なうシ

グナルの実体はよく解明されていない。本研究では virescent と称されるイネ温

度感受性突然変異体を用いて，来分化プラスチドの葉緑体への変換が，葉の発生の

初期段階に決定されることを明らかにした。温度シフト解析とこれまでの解剖学的

研究から得られた知見は virescent 遺伝子がコードする intrinsic develop-

mental シグナルが，業の基本精進ができ上がり，業鞘からの抽出と展開が開始す

る直前に，特異的に発せられる こ とを示している。このシグナルは，業の発生過程

において，葉緑体 DNAにコードされた遺伝子発現のタイミングを制御するが，葉

の形態的発生や，葉縁体タンパク質をコードした細胞核遺伝子の発現および，その

光による制御には関わらない。これまで，細胞核，葉緑体，それぞれの DNAにコ

ードされた遺伝子の発現制御は，ぞれら 2つの細胞内著書官に独立して与えられるシ

グナルを介して行なわれるのか明らかでなかった。今回得られた知見は，遺伝子発

現を制御する葉緑体に特異的なシグナル変換経路の存在を示している。
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1 pB 06 

1 pB 07 

講演取り消し

カボチャ葉緑体に存在する70kD熱ショックタンパク質-Hsp70

。槻木竃ニ、西村幹夫

(基生研・細胞生物、総合研究大学院大学・生命科学)

Hsp70は熱ショックなどのストレスによってその発現が誘導される分子量約70kDの一群の

タンパク質であり、原核細胞から真核細胞まで非常によく保存されたかたちで存在している。

真核細胞においては細胞礎賀、核、粗面小胞体、ミトコンドリアでそれぞれ特異的なHsp70の

存在が確認されており、すでにそれらの一次構造も決定されている。乙れらオルガネラ~ぴ原

核細胞に局在するHsp70はタンパク貿のほどけた状態の維持、折れたたみ、複合体からの解離

に関与すると共に変性タンパク質の再生、あるいはタンパク質の変性の遅延に関与する分子シ

ヤペロンであることが示唆されている。一方、 Hsp70が糞縁体に存在することは免疫化学的解

析から示唆されているが、その実体はいまだつかめていない。

演者らはカボチヤ子葉より単厳した葉緑体の可溶性画分からHsp70を単離精製し、そのN末

綿アミノ融配列を決定すると共に、その特異抗体を調製した。決定したアミノ酸配列はすでに

報告されている各種Hsp70のN末端アミノ酸配列に類似していたが、なかでも枯草菌、大腸菌な

どの原核細胞DnaKタンパク賀(Hsp70)やパン酵母ミトコンドリアHsp70とより高い類似性を示

した。また調製した特異抗体は大腸菌DnaKタンパク質と特異的に反応したが、ウサギ網状赤血

球無細胞系に存在する細胞礎質Hsp70とは反応しなかった。以上の結果は高等植物の葉緑体中

には原核細胞型のHsp70が存在することを強く示唆している。葉緑体におけるHsp70の役割に

ついても考察を加えたい。
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1 pB 08 薬縁体へのタンパク質の愉送機備の解析

ートランスジェニックアラピドプシスを用いる試み

。吉図絡紀子、 渡辺 昭 (名古屋大'.・生化学制御)

核支配の葉縁体タンパク質は細胞質で前駆体タンパク貨として合成され、葉縁体に

輸送される.このタンパク質愉送機備には特異的な受容体をはじめとするさまざまな

タンパク質因子の介在が予想されるが、いまだ不明な点が多い。今までの生化学的解

析による輸送機織の知見に新たな情報を加えるためには、愉送機備に欠陥のある突然

変異体を得て分子遺伝学的解析を加えることが必要であろう。我々は、繍送機構を表

現形質として捉え、また本来の犠支配の遺伝子産物の繍送を妨げないような突然変異

体を得るために、以下のような方法を考えた。

光化学系1Iコア績合体のf構成タンパク貨に、葉緑体遺伝子 psbAの遺伝子産物 D 1 

がある。 D 1タンパク貨は光化学系1Iの反応、中心を支えるタンパク質であり、またア

トラジンなどの除草剤の標的タンパク質でもある。 除草剤耐性型の psbAを通過ペ

プチドに連絡したキメラ遺伝子を摘築導入して除草剤耐性トランスジェニック繕物を

作り、さらにこの植物体から除草剤感受性の突然変異体を得ることができれば、輸送

機備に介在する因子を分子遺伝学的に解析することが可能となるであろう。

本実験では psbAを通過ペプチドに連絡したキメラ遺伝子を作製じ、これをシロイ

ヌナズナに導入することを試みた。その結果、除草剤耐性のトランスジェニヅク植物

の候補を得ることができた。

1 pB 09 業縁体チラコイドへのタンパク質輸送

qJ、西智一、滋辺 Blj 名古屋大・農・生化学制御〉

葉緑体タンパク貨の多くは細胞質で前駆体として合成される。業縁体はこれらの前

駆体を織別し、それぞれのタンパク質が局在すべき場所へと正確に取り込む。議キ lま

この線機を明らかにするため、チラコイド膜内肢に局在する 2 種類のタンパク貨の

輸送をモデルにして研究をすすめてきた。昨年の大会では、これらのタンパク貿が

いったんストロマに鎗送されることを示唆する結果を報告した。本大会ではその後に

得られた実験結果をふまえ、より詳細な考察をおこなう。

試験管内で合成したアラスカエンドウの 23・kd と 33・kd タンパク質の愉送前駆体

を ATPの存在下で単緯葉緑体へ'輸送した。鎗送されたタンパク貨はストロマに蓄積

し、前駆休と成熟型との中間的な分子量を示した。業縁体に光を照射すると、このタ

ンパク質はチラコイド内陸へと鎗送されて成熟型になった。以上の結果から、ストロ

マに蓄積したタンパク質が輸送中間体であること、および包膜とチラコイド膜にはそ

れぞれ独立した給送装置が存在することが明らかとなった。
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1 pB 10 位子銃を用いた緑.クラミドモナス葉緑体遺伝子への特

異的突然変異の導入

高橋裕一郎〈岡山大、理、生物、大学院自然科学研究科〉

M.Goldschlllldt制 Cler圃ont， J. -D. Rochalx (ジュネープ大}

葉緑体は光合成などの重要な生理反応を行う細胞内小器官で、独自の DN A とそ

の遺伝情報の発現系を持っている。葉緑体遺伝子の機飽や発現を解析する上で葉緑

体形質転換は最も重要な方法の一つであるが、葉緑体 D N Aのコピー数は多く、更

に二重の包膜の内側に存在するため、葉緑体遺伝子の特異的形質転換を行うことは

難しかった。 しかし Boyntonらは単細胞緑務 chla田ydo圃onasrelnhardtl iへ DNA

を微小なタングステン紘子に付省させ、それを粒子銃で打ち込むことにより、葉緑

体へ導入し形質転換を行うことができると報告した。 そこで本研究では、 この方法

を利用し、更に葉緑体で発現するよう設計した細菌の抗生物質耐性遺伝子カセット

をマーカーとして用いることにより、特異的な葉緑体形質転換の可能性を試した。

今回注目したのは、光合成の系 Iの鉄硫黄タンパクをコードする E三旦Cと、 この i宣伝

子と共に転写されることが分かった 2つの小さい読み取り持ORFOとORF58で、それ

ぞれをこのマーカーで符入失活させた形質転換株をスベクチノマイシン耐性を指標

に期難した。 ORF58はc. reinhardtl11こユニークであるが、 ORF431ま紹向性がある読み
取り枠がタバコ、 イネ、 コケの葉緑体ゲノムにも存在する。 E主主Cの形質転漁株 lま光

合成活性を失っているが、 ORF43とORF58の形質転換株は光合成活性を保持しており、

光合成機能には必須のものではないと考えられる。

1 pB 11 ゼラニウム寝入り3憶における色素体分化の解f1i

。渡遁 昇、関口文彦¥松岡英明、桜本泰行

(東京農工大・工・物質生物、 1日本女子大・家政・家政理)

(目的)周辺郎が白色、中心部は緑色、その問に中間色部{薄緑色)という斑入り業を持つゼラニウムを材料とし

て用いて、各節分に含まれる色素体の形態を観察することにより、斑入り業における色素体分化のメカニズムにつ

いて手がかりを得ることを目的とした。

(方法) 斑入り業の三部分について中央部から周辺部に向けて、連続的に2-3l1li2 の領域を限定し、それぞれ

の領域を別々にプロトプラスト化した。これらについてDNAに特異的に結合する蛍光色素DAPIで梁色して色

素体内における色素体核 (DNA領減)の形態に関して観察するとともに、葉緑体内のクロロフィルの自家蛍光を

指標として分化の段階を判断した.

(結果) 斑入り業の各領舗のプロトプラストを観察した結果、葉緑体だけを含む細胞と、原色素体だけを含む細

胞と、原色繁体と.縁体を共に含む細胞が観察された。また、原色素体緩としては繍状、リング状、小粒状の三傾

類、業縁体核としてはリング状、小粒状の二種類の計五種類の色素体骸が観察された。次に、各領主義での100細

胞中の全色素体数当りの、これち五穫類の色素体核の書'1合を各領繊ごとに定量化した(図1).その結果、色素体

級数のピークは周辺部から中心筋へ行くにつれて塊状の原色素体級、リング状の原色素体骸、小粒状の葉緑体骸の

順に生じていることがわかった。 内白色懐 中間色飾
100i 

{考察) 通常、原色素体は業が形成される初期の過程で全(叫

て業縁体へと分化するが、ゼラニウム斑入り業の場合、原色

素体力t葉緑体へと分化する速度が樋めて選〈なっていると考 50 
えられる。更に、一細胞内に業縁体と原色素体が共存する細

胞が存在し、業も緑色だけでなく、中間色部や白色部が生じ

ていると思われる。 o 
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1 pB 12 霊熟カボチヤ子葉における輸送小胞の免疫組織化学的解析

。西村総夫、武内由佳、井上香織、西村いくこ

(基生研・細胞生物)

演者らはカボチャ種子の萱熟過程における種子貯蔵タンパク質の細胞内輸送損傷を解析

している。貯蔵タンパク賀nsglobul in、2Sprotein およびそれらのタンパク賀を醤補し
ているプロテインボディの腺タンパク質 MP80の invitro合成、 pulse-chase標識および
cDNA クローニングによる構造解析から、これらのタンパク貿は rER上でプレプロ型前駆体

として合成された後、プロ型前駆体の形で輸送小胞(デンスベシクル)，さより液胞に輸送さ

れることを明らかにしている。今回、この輸送小胞に焦点を置き免疫組織化学的解析を試み

たので、その結果を報告する。

電子顕微鏡観察により、カボチャ萱熟子葉細胞には、液胞中に貯蔵タンパク貨の蓄積と

考えられる電子密度の高い封入体とともに、やはり電子密度の高い直径約 200nm の小胞が

観察された。 ProteinA-gold 法により、この小胞およひ・液胞中の電子密度の高い部分には、
l1S globul in、2Sprotein が局在していることが示された。この小胞を萱熟子葉組織より

単離し、その構成タンパク質を解析した結果、l1Sglobul in. 2S protein のプ口型前駆体

の蓄積が観察され、この小胞が貯蔵タンパク質の輸送小胞であることが示された。単離した

輸送小胞を proteinA-gold法により解析すると、個々の輸送小胞に11Sglobul in および

2S protein の前駆体の蓄積が認められることから、これらの貯蔵タンパク質はそれぞれに特

異的な輸送小胞によって液胞に運ばれるのではなく、両者が同ーの輸送小闘によって運ばれ

ることが示峻された。

1 pB 13 復数種の液胞タンパク質プ口型前駆体のプロセシングに関与する

酵素ーVacuolarProcessing Enzyme 

。西村いくこ、井上香織、西村総夫 (基生研・細胞生物)

種子貯蔵タンパク質を著書積しているプロテインボディは液胞と密接な関係のあるオルガネラで

ある。プロテインボディをクリスタロイド、マトリックス、そして臓の 3つの部分に分け、各部

分を構成している 3種の代表的タンパク質の生合成過程を調べると、いずれのタンパク質もプ口

型前駆体として粗面小胞体(rER) からデンスベシクル(輸送小間)経由で液胞ヘ輸送された後に

成熟型タンパク質に変換する。最近、この成熟型タンパク質へのプロセシングに関与している酵

素 (Vacuolarprocessing enzy問)の単離に成功したのでその性質について報告したい。

ヒマ種子匪乳より単厳したプロセシング醇棄は分子量約 37kdのチオール型プロテアーゼで、

至適 PHは 5.5付近と液胞内凶に近い値を示した。この精製酵素の基質特異性を調べるために、
プロ型前駆体タンパク質を以下の 2つの調製方法によって得た。まず、 35S-methionineでパルス

標識した萱熟カボチヤ子葉をショ糖密度勾配遺心により細胞分画して、 ERを調製しプロ型タンパ

ク質を得た。また最近、萱熟カボチヤ子葉よりパーコールを用いてデンスベシクルを単隠するこ

とに成功したが、このベシクル分画は多量のプロ型タンパク質を奮摘しているので、これも基質

として解析を加えた。単離したvacωlarpr∞essing enzy附は ERおよびデンスベシクルに含ま
れる proglobulin、pro2Sproteinそしてpro51kdのすべてを成熟型タンパク質にプロセスした。

さらに、 proglobulinと pro2Sproteinのペプチド上のプロセシングの部位は両者共に Asn残

基の後である。以上の結果より、液胞内でのプロセシングは、同一の酵素が液胞に送り込まれて

くる嫌々なプ口型前駆体タンパク質の成熟型への変換に関与していることが示唆された。

Hara-Nishimura. 1.. lnoue. K. & Nishimura. M. (1991) FEBS Lett.. 294. 89-93. 
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1 pB 14 CAM植物業の液胞膜に存在するイオンチャンネルの制御と

細胞内コンパートメント

。岩崎郁子、荒田博行、橋見健介、西村光経(九大・理・生物)

ベンケイソウ型酸代謝 (CrassulaceanAcid Metabolism略して CAM)を行なう CAM

槌物の葉の被胞は光合成に必要な二酸化炭素の一時貯蔵所としてリンゴ酸を大量に蓄積(隔

雌)するコンパートメントとしての役割を持っている。被胞膜の物質輸送とその制御の機構

を解明するため、 CAM植物 Graptopetalu阻 paraguayenseの葉の液胞膜でパッチクランプ

法によりイオンチャンネルの解析を行なった。 G.paraguayenseの葉の液胞で観察された

SV (Slow Vacuolar)-type とわれわれが見出した第 2の型の MU(malate uptake)-typeの

それぞれに対応するチャンネル篭涜を解析し、 開時間の分布および関確率を調べた。 SV-

typeのチャンネルは細胞質中の freeCa2+ 温度としては比較的高い領繊 (10-1 M以上)で

活性化され、 大筋分が数 10田sの開時聞を持っており、その開確率は非常に大きい電位依

存牲を示した。一方、削-typeのチャンネルは細胞質側の freeCa2+温度が 10-8 '" 10-& 

Hの領域で観察され、 数回S の開時聞に対応する電波が主であり、 その閲確率は SV-type

ほどには大きい電位依存性を示さなかった。 この MU-typeのチャンネルはその霞位依存性

から FV(Fast Vacular)-typeのチャンネルとは異なることを報告したが1¥開時間につい

ての比較は今後の研究にまたなければならない。

1) Iwasaki，I.， Arata，H.， Kiji田a，H.，Nishimura，M. (1992) Plant Physiol. in press 

1 pB 15 発芽ヤエナリ種子子葉の αーアミラーゼ合成における ER 

の関与

。杷塚信也・千葉一弘・田中喜之 1・諸情征雄

(東京農工大・農農水省・農業生物資源研究所)

デンプンを貯蔵物質としているヤエナリ種子ではアミロプラスト中のデンプンは.

発芽に伴って，細胞質で合成される αーアミラーゼによって分解される。一方.

我々は. αーアミラーゼ cDNAからの推定されるアミノ酸配列より αーアミラーゼは

疎水性に富むシグナルペプチドを持つ前駆体タンパク質として合成されることをす

でに明らかにしている(Iいしたがって， αーアミラーゼがその合成部位からアミロ

プラストヘ輸送される際の経路を知ることは興味深いことであり.本研究は. この

点について検討したものである。

ウエスタン法により調べたところ， αーアミラーゼ蛋白は. rough ER分画に存在し

ており. しかも. ERの lumen中に matureな αーアミラーゼ蛋白と閉じ分子量の蛋

白として存在することがわかった。さらに、験結合性ポリゾーム分画とフリーのポ

リゾーム分画を調割高し、 αーアミラーゼ mRNAの存花をノーザン法で分析したところ、

αーアミラーゼ mRNAは、膜結合性ポリゾーム分画に局在していた。

以上のことにより、ヤエナリ子禁中での αーアミラーゼの蛤送において小胞体が関

与している可能性のあることが示唆された.

(1)Koizuka.N.. Tanaka. Y.and Morohashi. Y. (1990)P1ant Physiol 94.1488-1491 
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1 pB 16 ヤエナリ匪臓の核マトリックス・核膜タンパク質組成

全平万里、前島正義(北海道大学・低温科学研究所)

細胞核の遺伝情報は、核膜の動的構造を介して出入りすると言われている.そし

て、細胞分裂時には、その核膜は消失・再機築という劇的な構造変動も示す.我々

は、核膜・核マトリックスに着目して、縞物細胞の生理現象を解析するために、今

回、高純度の核眼・核マトリックス画分を調製し、タンパク質組成を分訴した.

ヤヱナリ芽生えのl圧軸を、ヘキシレングリコール、 Triton X-100等を含む緩衝液

中でm砕し、低迷の遠心操作で核を沈殴として得、さらに不述続パーコール密度勾
犯逮心で精製した.これを 2HのKCl を含む緩衝液中で超音波処理したものを核膜

核マトリックス商分とした.ζ の操作で多くのヒストンが除去された.得られた画

分のタンパク質から次の結果を得た.1)動物のラミン(核膜タンパク質)に対する

抗体 (L.Gerace教授供与)と反応するタンパク質は検出できなかった. 2)Con Aと

特異的に結合するものが数種検出され、特に 180k Da タンパク質は強く反応した.

これはTriton等で可溶化されないので、膜内在住と考えられる.また、核の盗処理

で遊援する画分に、 Con^と反応する 48kDaタンパク質も検出された. 3)[γ_32p] 

ATP と反応させると、数種のタンパク質が強くリン酸化された.また.これらはチ

ヱイスされなかった.これらの特徴あるタンパク質のいくつかを核感・核マトリッ

クスの指標にしようと検討中であり、今後、免疫化学的にも局在性を確認したい.

1 pB 1 7 2次元電気泳動で分厳した植物のオルガネラ特異的タン

バク貨のキャラクタリゼーション

。川崎信二、佐藤征弥¥宮本勝 2 農水省・生物研、

Y科技庁;生物研、 2生物研;茨大・農・農化)

演者らは先にこれまで困難であった植物のオルガネラタンパク質の 2次元電気泳

動法を確立し、数百のオルガネラの摘成タンパク質の同時比較により各種の生理条

件、及び遺伝的背祭のもとで、興味ある変動を示す多〈のスポットを観察した.し

かしその生化学的な性質としては分子量と等電点が知られるのみなので、今回はこ

れらのタンパク貨を 2次元電気泳動した後に PVDF駿等にプロットしてより詳し

い性質を明らかにすることを試みた.

数個の主なオルガネラタンパク質について N末端のシークェンスを試みたが、可

溶位タンパク質ではシークエンス可能な条件下で何れもプロックされていた。こう

した困難を回避し、また一般に量の少ない膜タンパク貨のスポットから最大阪の 1

次構造の情報を得るためには、プロテアーゼ処理で得られる多数の低分子ペプチド

を回収分畿して構造解析できることが望ましい.このために HPLCを用いて分続

分析の条件検討を行った結果を報告する.

また細胞膿を始めとするミクロゾーム駿系に多い糖タンパク貨をレクチン染色し

た結果についても報告する.
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1 pB 18 ヒマ登熟期にみられる脂質転移タンパク貨の掌動

長紛曾斉，坪井滋佐藤八十八山田晃弘2

〈東京医大・微生物 11東大・教養 2北海道東海大・工学館〉

発芽期ヒマ種子の旺乳、子葉および佐軸で脂質転移タンパク質 (LTP) が遺伝子発

現する.免疫電顕で調べると、 LTP は細胞内のミクロボディー〈グリオキシソーム〉

の礎貨と導管の細胞墜に集中して存在するが、細胞分画法により細胞内における

LTPの分布を調べると、 ミクロボディー以外の部分〈可溶性画分として得られる〉

にかなりの量の LTP が存在することがわかった.

一方、 ウエスタンプロット法により調べると、登熟期のヒマ種子には、発芽期の

ものにくらべて、 3倍量の LTP が見いだされた.種子の LTP置は受粉後 28 日に

ピークに逮し、以後減少した.受粉後 28 日のヒマ種子では種皮が黄色から小豆色

に変化し、脂肪の合成が始まる. この時期から種皮の固くなる 1週間後にかけて、

LTPの細胞内挙動を免疫電顕で調べると、次のようであった. LTP は、はじめ、発

芽紛のヒマ種子の場合と同織に、旺乳のミクロボヂィ一様願粒に集中している.旺

乳細胞内に大型の液胞が形成されると、 LTP を含んだミクロボディ一様頼位がその

液胞内に取り込まれ、願粒の集合体が形成される.集合体をつくると、願粒の外膜

がぼやけてくる.願粒集合体は、 さらに、妊乳組織の外債1)ヘ向かつて移動し、最後

に種皮に移行する. この時期の種皮はやわらかく、 まだ完成していない.種皮が固

くなる時期になると、 LTP は種子の旺乳の外側および果皮〈種皮の外側〉に集中し

て見いだされた.

1 pB 19 P M C Pのヌクレオゾームにおける結合機式について

。佐々木揚、原因宏 1

(秋田県・林業技術センタ一、 1筑波大・生物)

我々は、 ユリの花粉形成過程において検出される組織特異的核タンパク質 PMCP

(Po!len Mother Ce!! Protein) に関する報告を行ってきた。 1989年度年会で

PMCP は、ヌクレオゾームの 2量体以上に存在するとしたが、今回、 Hlヒストンと同僚

に単貨体以上に存在することが明かとなった。 しかし、 ヌクレアーゼ処理の強弱に

よって、 PMCPの単量体における存在様式が Hlと異なることが示された。

花粉母総胞の単離核を Micrococca! Nuc!ease(MNase)で処理し、 DNAの殴可溶度が

18%の限定分解条件下と 3Z. Z%の完全分解条件下で、 ヌクレオゾームの 2次元電気泳

動を行った。 DNAはEtBrで、 タンパク質は CBBでそれぞれ発色して検出した。その結

果、ユリ花粉母細胞のヌクレオゾーム基本塩基対の長さは 210 base pair、コアは

180 base pairであった。 PMCPはHlとは異なり、完全分解条件下ではモノマーに確認

されたが、限定分解条件下ではほとんど検出されなかった。 このことは、 PMCPはHl

より MNaseに対して抵抗性があることを示唆する。また、 PMCPは、鋳型活性の高いク

ロ7 チン圏分〈実験に使用した PMCはmeiotic recombinaseもこの画分に含むと考え

られる〉ではなく、鋳型活性の低い画分に集中している結果も得られた。花粉母細

胞の組換え期には、 nick transferase. endonuc!easeの活性が上昇することが知ら

れている。 これらを総合すると、 PMCPの機能は"組換え"に直接関与するのではな

く、"自身のクロ 7 チンを保護する"と考えられた。
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1 pC 01 Benzoyl-cyclohexanedione型化合物の作用偽情(第2報)

。高木質佐江、保坂秀夫、田中歩¥辻英夫 1

。(日本曹達制・小田原研、 1京都大・理・植物)

広範な植物種に対して殺草活性を示すbenzoyl-cyclohexanedione型化合物(BCH)は、薬剤処

理後に展開してくる新薬に自化及び生育阻害を引き起こし、給死に歪らせるという特徴を持っ

ている。今回は、 BCHに対して感受性が高く、作用機構の解析に適しているアオウキクサ (L.

Mucicostata 67(6)を用いて行った鼠験結果を報告する。 3，OOOlux照明下では、 autotrophic、

.ixotrophicいずれの培養においても、 BCHは10-8 Mで約50%の増殖阻害活性を示した。フロン

ドが未分化な時点で薬剤処理を受けたものほど白化が著しく、薬剤処理開始後に原基が形成さ

れたものは白化フロンドとなった。 一方、暗所hete ro trophi c培養では10司6Mにおいてもほと

んど増殖問客活性は認められず、 BCHの阻害活性が現れるためには、光が必要であることが示

された。薬剤処理によるクロロフィル、カロチノイドの減少と色素前駆体の嘗積は、初期には

みられず、新たなフロンドの分化が進むにつれて顕著となることから、 BCHの一次作用点は色

素生合成系ではないと考えられた。官直子顕微鏡観察の結果、光合成色素の減少以前に葉緑体の

綿造の異官官が引き起こされていることが示された。更に暗所培養で得た質化フロンドを BCH存

在下で光照射すると、 40持潤後でも完全な緑化に至らず、葉緑体の分化が早い時期から強く阻

害されていることが篭子顕微鏡において観察された。以上の結果から、 BCHは未分化な細胞に

おいて薬縁体の分化を阻害することによって自化を引き起こすと考えられた。

1 pC 02 キュウリ子葉における5-アミノレプリン駿合成のサイトカイニンによる

促進織僧

. !曽田建1、 C.G.Kannangara2.辻英夫

(京郷大・理 ・植物、 1東工大・生命理工、2Carlsb町gLa加ratory.加 unark)

テトラピロール生合成の最初のステップである 5-アミノレプリン酸(AlA)合成は、3段階の反応、を経て行なわ

れる.双子業組物では、サイトカイニンによってAlA合成が促進される.今回は、サイトカイニンが3段階の反応の

うちどれを促進するかについて調べた結果を報告する。

目白jirrでキュウリ貧化子業をサイトカイニンの一穐であるペンジルアデニン(BA)で前処理し、光照射すると、ク

ロロフィル蓄積雪EおよびAlA合成速度は約2f部C高まった.同じ条件のもとで、AlA合成系の第3段階を触媒するア

ミノト ランスフエラーゼの阻害剤である gabaculineをBAとともに処理し、第2段階の反応産物であるglutamate1-

館sUaldebyde(G S A )の蓄積量を測定すると、GSAの蓄積量はやはりBAKよって21告になっていた.BAで暗所前処理後、

緑化させたキュウリ子葉かちプラスチドを単厳し、inorganelloで，l.lA合成活性を測定すると、対照区に比べ約21きに

なっていた.ζの単雌プラスチドのストロマ画分を係り、アミノアシルーtRNAシンテターゼ(第1段階反応を触媒)

およびアミノトランスフエラーゼの量を、それぞれの抗体を用いて測定したが、BA処理による増加は認めちれなか

った.しかし単線プラスチド中の総RNAJ慢には、 BAによる滑加が認められた.c.のRNA中に含まれるtRNA01u(第

1段階反応の基質:IQQI年度年会発表、PlantPhysiol. Biochem. 30印刷中)の量をノザンハイプリダイゼーション

で測定した結果、 BA処尽により 21告に噌加していた.しかし、プラスチド中の他のtRNA種と比較すると、乙のtRNA

も問じ富IJftで増加していた.以上の結果は、 BAによってプラスチドゲノム中でtRNAG¥uの発現だけが特異的に促進

されるのではないが、AlA合成の鍛初の基質となるζのtRNAの供給が増大するCとによって、"による，l.lA合成促進

がなされるζとを示唆している。第2段階反応IC.対するBAの効果については目下調査中である.

-125ー



1 pC 03 メロンおよびリンゴ実生の可溶性オーキシン結合蛋白質

の性質

李泰美、 ・金山喜則、 鈴木久人、 酒井慎吾人山木昭平

(名古屋大・虞・園芸、 '筑波大・生物)

果実の成長や、 単為結果などの生理現象にはオーキシンの関与が考えられるが‘

その生理機構解明には内生オーキシン壁ばかりでなく、 オーキシンレセプターも研

究対象に加える必要がある.

レセプターの候補となるオーキシン結合タンパク質(A BP) を、 2.4-D結合 Sepharo

se 4Bによるアフィニティークロマトグラフィーと 2回のゲルクロマトグラフィー

により部分精製し、 スカッチヤードプロット等によりその性貨を調べた。 活性測定

には "C-IAAを憎い、 主に続安沈澱法により求めた.. 

メロン実生から約 6UlI倍に精製された ABPは、 硫安 tt澱法と平衡i透析法において

同等の活性を示し、 Sepharose 6Bゲルろ過において分子量約 16万の位置に溶出され

た。 至逃 pHは6.0、解離定数は 4.8xl0-C (M) と求められ、 結合部位数も 1mol/mol 

以上であることが示唆された。 一方リンゴ実生から得られた ABPは、 Sepharose4B 

グルろ過において分子量約 40万の位置に溶出され、 その活性溶出パターンと対応す

るSDS-PAGE上のバンドとして、 56kDaと 15kDaのものが検出された. 解荷量定数は

7.7xlO-e (M) と求められ、 川 C-) AA結合に対する阻害率は 2.4-D、NAAがほぼ 100%

で、 PCIBが約 50%であった. 分子量と解雌定数から、 メロン ABPはヤエナリから精

製された可浴性 AI印ー])に、 リンゴAIlPはヤエナリ ABP-I に類似していた。

1 pC 04 モモ茎頂部からのオーキシン結合タンパク質の精製

菊池幹之、 0大宮あけみ、酒井慎吾1、林建樹

〈農水省果樹試験場、 1筑波大・生物〉

これまで、 オーキシン結合タンパク質 (AB P) の研究は、賞化芽生えや培養細

胞を材料に進められてきた. しかし、特殊な環境のもとに存在する ABPが、 自黙

条件下で生長している植物体で機能しているかどうかは不明である.そこで我々は、

圃場で生育しているモモの、最も生長の盛んな部位である茎頂部を材料に、可溶性

画分に存在する ABPの精製に取り組んできた。その結果、 これまで報告されてい

るものとは異なる ABPを単離し、その性質を調べたので報告する.

モモの茎I頁部からタンパク質を抽出し、遠心分離により可溶性画分を得た。

5ephadex G-25で脱注後、各穣クロマトグラフィー操作 (C門・TOYOPearl、 5ephacryl

5-2∞、 2，4・0・Sepharose、 ConA-Sepharose)により、オーキシン結合活性をもっタ
ンパク質を得た. このタンパク質は、 SDS-PAGE上で分子量 20 k D aの単一のバン

ドとして検出された.ゲル漉過により推定された分子量は 80 k D aで、 4個の

サプユニットで情成されているものと考えられた.

競合反応および可逆性試験の結果から、放射性2，4 -DのABPへの結合はオ

ーキシン特異的で、かつ可逆的であることが明らかになった.
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1 pC 05 。MungBean si軸に存在する新しいオーキシン結合タンパ

'ク質に関する研究

.菅谷純子、千葉美智雄、 酒井慎吾〈筑波大・生物〉

オーキシンの情報発現において、 植物細胞には、 オーキシンを特異的に認援する受 l

容体が存在すると考えられる。 我々は、 そのような受容体を検索する目的で、 2.4-

Dを結合させたアフィニティカラムを周いて可溶性 2.4-0結合軍白貨を分躍した。

質化したヤエナリ芽生えの隆輸を抽出パッファーにて磨砕し、 組遠心にかけて得ら

れた上清を脱塩した後、 2.4-0結合カラムにかけた。 111の NaCl を含む緩衝液で洗

浄した後、 40園"の 2.4-0を含む緩衝液で溶出した。 その結果、 2.4-0でのみ溶出

される蛋白質が数種見い出された。 次に、得られた溶出液をウサギに免疫して溶出

液に含まれる蛋白質全体に対する抗血清を得た。 この抗血清を用いて糞化ヤエナリ

に存在する 2.4-0結合蛋白質について調べたところ、 約 42kOのペプチドが 2.4

-0 にも IAAIこも緩和性を持っていた。 このペプチドは、質化ヤエナリ芽生えのsi

軸にのみ検出され、 根や子葉には検出されなかった。 またE基軸の伸長に伴って蛋白

量カtt曽加し、 さらに興味あることに、 2.4-0処理した芽生えでは検出されなかった。

そこで、 次 Iこ、 本タンパク貨の精製を行った。 ゲル瀦過、 陰イオン交換カラムクロ

マトグラブィーなどを用いて、 ほぽ単一のタンパク質を得ることができた。 ゲル泊

過の結果より、 nativeな状態では単量体で存在することが明らかになり、 新たな可

溶性オーキシン結合タンパク質であることが示された。

1 pC 06 植物におけるインドールアセトアミドを経由するオーキシン

生合成経路の検出

。)11口正代司、疎開昭三句、桜井fj';.'、八巻良和矢庄野邦彦
(東大・教養・基礎科、司理化学研究所、a東大・炭・果樹園)

植物内のオーキシンの蓄積を制御する生合成経路の研究は過去多くなされてきた

が、その実体は現在もなお不明である。当研究室では、植物病原菌AIlrobacterium

tumefaciens.pseudomonas savastano iに存在し腫蕩形成に関与するオーキシン生合

成経路(Trp→インド-，tJ1tト了ミド [IAK]→IAA)を植物において探索してきた.今回、ミカ

ン科のカラタチ(旦♀旦斗工単 trifoliata) の様々な組織から粗酵素液を調製し活性の

検出を試みたところ、顕著な IAKt~ 1lラーを活性(I AK.HAA) が、開花後 3 週間自の幼果に

おいて検出された。トレース実験を試みると、時Cで標識した IAK(1pK. 1.333Bq)は

9 0分のインキュベーションで 36 % IAAに変換されるという注目すべきものであ
った.そこでクラウンゴールをモデル系とし、 Trp:utキシゲナーゼ活性 (Trp.HAM) の検出
系を開発し、カラタチ幼果に適用した.その結果、 Trpから IAKの変換がGC/MSとト

レース実験によって明確に捉えられた。これは IAMを経由するオーキシン生合成経

路がカラタチに存在することを示唆するはじめてのものであり、この経路が果実形

成のごく初期に重要な役割をしていることを想起させる。また AIlrobacteriun1のオ

ーキシン生合成遺伝子と植物ゲノム DNAとの相向性についても検討したので報告

する.

参考文献 Igoshi et al. (1971) Agr. Biol. Chem. Vo1.35. 629-631. 
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. 1 pC 07 オーキシン誘導型 ACC合成酵素の遺伝子は

二つ以上存在する

。中川直術 1、山崎健一'、森仁志 2、今関英雅 12 

( 1名大農・生化学制御、 2基生研・情報制御)

ACC合成酵素は植物ホルモン、エチレンの生成速度を決める重要な酵素で、傷害などのストレ

スや、他の植物ホルモン、オーキシン処理によっても誘噂される。 ACC合成酸素には免疫化学的、

クロマトグラフィー的に区別できる歳低二穆のアイソザイムがあり、一方は傷害で強〈誘噂され、

もう一方はオーキシン処理で強〈誘噂されることを見いだし、それぞれを傷容型、オーキシン型

と呼んでいる。すでに稜々の研究室ではカボチャから傷害型 ACC合成酵素の cDNAと遺伝子

(1， 2)、オーキシン型の cDNAを単調量している (3)。今回はオーキシン型 ACC合成醇棄の遺伝

子について報告する。

ゲノミックサザンの結果、オーキシン型をコードする遺伝子は複数存在することが示唆された。

カボチャ全 DNAより作成した遺伝子ライブラリーを、 cDNAをプロープとしてスクリーニングし、

13倒の陽性クローンを単援した。制限酵素地図の比較により、これらは 4グループに分けられ

た。 cDNAと制限酵素地図が相聞な 1グループと、地図が全〈異なるが、翻訳傾場の相向性が非

常に高い 1グループについて盗基配列を決定中である。これらの遺伝子の発現織式と極基配列

を解析し、傷害型とも比較する予定である。

(l) Nakaj i・aet al. PCP 31: 1021-1029 (1990) 
(2)森ら，日本縞物学会第 55回大会研究発表記録 p.260

(3) Nakagawa et al. PCP 32: 1153-1163 (1991) 

1 pC 08 
。
トマトおよびカボチャ由来の ACC合成酵素の存在様式

一一ー単量体と二量体について

佐蔵浅，森仁志 今関英雅 E

{東北大・教養・生物基生研・情報制御}

ACC合成酵素は， AdoMetを基質にしてエチレンの前駆物質 ACCの合成を触媒する

エチレン生合成経路の鍵酵素である.いままでに植物種・組織・誘導刺激の異な

る幾つかの酵素が研究されてきたが， トマト果実やリンゴ果実の酵素のように単

量体として得られたものとカボチャ果肉やズッキーニ果肉の酵素のように二量体

として得られたものがある.単量体(サブユニット}の分子量はいずれも約 50

kDである.ズッキーニの酵素がなぜダイマーであるのかについては，この酵素の

活性部位が 2つのサプユニットの接触面に形成され，一方のサプユニットの活性

部位を構成するアミノ駿残基の一部が他方のサプユニットから供給されるためで

あることが考察されている (Huanget al. 1991). しかし，これはトマトやリン

ゴ果実の画事業のように活性酵素が単量体として得られているものには当てはまら

ない . 私どもは，植物種による分子型の違いがどの様な構造の差違に起因し，ま

た反応活性にどの織な違いを及ぼしているか興味を持ち研究を進めている.今回

は，カボチャの傷害誘導型酵素， トマトの成熟型酵素および傷害誘導型酵素の遺

伝子から大腸菌内で生産された酵素がいずれも二量体として得られること，およ

びトマトの酵素では単量体と 二 量体の聞で触媒反応中におこる AdoMet による不

活性化反応に大きな途いがあることを見いだしたので報告する.
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1 pC 09 メロン果実の ACC合成酵繁の cDNAのクローニング

。三木健、 IJ、合長線、 中川弘娘、森仁志、 ¥ 今関美総¥

1左膝降英 (千葉大.~剥芸、:纂生研・情報制御}

エチレンは果実の成熟や老化を促進する生理活性物質であり、その生成は果実の

貯磁11:に大きな彫替を与える.果実の貯蔵性を府J_tさせるためには、 果実の成熟や

{毎待遇，~におけるエチレン生成機例を解明しその生成を制御する必要がある.本研

究はその第一段階としてエチレン生合成系の鍵静素・ ACC合成酵素の cDNAのクローニ

シゲを試みた.

メロン果実の果肉切片を 250Cに侵きエチレン生成を誘縛した.この組織より調製

した po)y(A)'RNAをS寿司君 、 既知の ACC合成併索の共通組系配列をもとに合成したオリ

コDNAをプライマーにして cDNAを合成した。この eDNAをもとに PCRi去により ACC合成酵

素の-~と思われる ONAを得た.さらに 、 この DNAをプロープにして cDNAライブラリ

ーをスクリーニングし 2170bpの cDNAクローンを得た.この cDNAを大腸菌で発現させ

たところ ACC合成傍索の活性がみられた.この cDNAの tA纂配列から推定すると、この

ACC合成醇素は 493アミノ般のボリペプチドでカボチャ果実の傷害誘海塑酵素と高い

相同性がみられた.現在自然に追黙させたメロン果実から ACC合成静索の cDNAのクロ

ーニングを試みておりその結果もあわせて報告する予定である。

1 pC 10 海洋シアノバクテリア抽出物によるニンジン不定脹の

幼植物体形成促進

。和気仁志 1、小関良宏 2、下村謙一郎 S、徐永是 1

(1東京農工大.工.物質生物、 Z東大.ft養.生物、 3国立衛試.筑波)

海洋シアノバクテリア抽出物による継物繕餐細胞の生育、分化促進等につい

て検討してきた。すでに、海洋シアノバクテリア Synecnococcussp.の抽出物

及び、高分子函分の添加によって、ニンジン人工種子の発芽率を大きく向上さ

せることを示した。そこで、ニンジン不定怪の幼値物体形成過寝に対する海洋

シアノバクテリア SynecnococtUSsp.の抽出物の高分子函分(日画分)の効果

を検討した。

1 )幼植物体形成促進ニンジン不定妊の幼植物体形成に対する影智を調べた。

培養 4 日目より幼植物体形成が認められ、培養 1 0日自における幼纏物体形成

率は H画分(1 0 0 m g/I)を添加すると約 60%となり、無添加では約 30%
であった。 2)クロロフィル生成促進 不定症の幼植物体形成に伴い生成・蓄

積されるクロロフィル量について検討した。クロロフィル生成は、幼植物体形

成と岡織に培養 4日目より認められた。クロロフィル生成量は、培養 6日自に

は無添加での不定妊の約 5倍に逮した。 3)クロロフィル a/ b値 幼組物体

形成後のクロロフィル a と bの比を算出し、ニンジン種子発芽の値と比較した。

H圏分を添加すると種子発芽時と問機な時期に Ch 1. a/b値が安定することが認

められた。 4)ゼアチンとの効果比絞 ゼアチンの添加は、 10 - 7 M以上で

H画分と問機にクロロフィル生成を促進した。しかし、幼積物体形成率では、

H画分ほど効果はなく、無添加と顕著な差は隠められなかった。
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1 nC 11 クリカボチャおよび G. I u j U u r 0 iからの
...カウレン合成酵素の精製

斎藤臣雄、中山康行、神谷勇治 1、山根久和、室伏 旭、

桜井 成¥高橋信孝(東京大学・農化、 1理研)

カウレン合成酵素はジペレリン生合成酵素の一つで、ゲラニ Jレゲラニルピロリン

酸 (GGPP)からコパリルピロリン酸 (CP P) を生成する A酵素と、 CCPか

らカウレンを生成する B酵素とから成る。本研究では、クリカボチャ (Cucurbita

mar im a) 未熟種子から調製した可溶性酵素画分を材料として、カウレン合成酵素の

B酵素の精製を試みた。 精製は、 CPPからカウレンを生成する活性を指標とし

て行った。 酵素液 (50mM K-Pi， pH 8.0) に ['H1CPP 12Ci/mmo 1) 220，000 
d p皿、 MgCI25mM，uniconazole 10μMを加え、 30tで1時間インキユペートし、
そのヘキサン抽出物をTLCで精製してカウレン画分の放射活性を測定した。
本酵素は、 Butyl-Toyopearl650Mカラム (50 mM トPi，pH 8.0) に硫安濃度
20%で吸着し、 0%で溶出した。 oE AE -H PL C (20 mM T r i s -H C 1， p H 7. 4) で
は、 NaCI濃度 290- 320 mMの分画に酵素活性が確認された。 現在、 HPLC
を用いた疎水クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲJレ櫨過クロ

マトグラフィーによる精製を行っている。

また、ジベレリン生産菌である Gibberellalujikuroiからの同酵素の精製を

目的として、 IC I培地で30t、7日間培養した菌体から可溶性酵素を調製した。
クリカボチャと同様の方法で精製を行っている。

1 pC 12 クロレラウイルスのグノム解析

O山田隆、 下前淳子、古川線治(広大・工・醜醇)

単細胞緑藻クロレラに感染するウイルスを自然界より分館し、 その性状、感染特

性、 分布動車E等について、 Jaに報告してきた(1. 2). 

これらウイルスは線状dsDNAをグノムとしており、 植物界には極めて希な Irido-

viridae型であることが分かった.パルスフィールド電気泳動法により、 ゲノムの制

限樽素地図を作成し(340...... 370 kbp)、 特にその来場構造の詳細な解析を行った.

線状分子の両末機には数百bpの逆位反復配列(T I R)が存在し、 その温基配列を決定

した.また末繍には蛋白質は結合しておらず、exom(3'末特異的)、 λ-exonuclease

{デ末特異的)、 Bal31等の各種ヌクレアーゼ処理により、 この疎状DNAグノムの末

端のへアピン橋進が判明した. アルカリアガロースゲル電気泳動法により、 このへ

アピン繍造には少なくともーヶ所の切断点があることも分かった. これらの知見を

もとにこのウイルスゲノムの複製織檎について強諭したい.

(1) Yuada. T. et al. (1991) Appl. Environ. Microbiol. 57. 3433-3437. 

(2) 1991年度目本植物生理学会年会要旨集 p.169. 
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1 pC 13 クロレラウイルスの感染プロセス解析

。下前淳子、古川誠治、山田隆〈広島大・工・醗酵〉

クロレラウイルスと宿主との関係、感染の経過を形惣面から調べるために、感染後

経持的に電子顕微鏡観察を行った。

数種のウイルスについて生活環を調べたがいずれも形惣は同じであった。ウイルス

は正二十面体ピリオンの角で宿主に吸精し細胞壁を溶解する。このときスパイク状の

ものが見える。ついでコアを宿主内に放出し空のカプシドが外に残る。思染1.2時間後

から細胞質内にカプシドが集積し始め、形成後にコアのパッケージングが起こる。 6

時間後には細胞質中にビリオンが散在するがカプシドの集積は止まない。また、核膜

はしっかりしており、 ミトコンドリア、業縁体も存在する。やがて成熟してないビリ

オンを含んだまま宿主細胞は敏裂し、ウイルスが放出される。約 8時間で一連の溶薗

サイクルが終了する。

ウイルス感染初期にみられる宿主細胞表面織造の変化、ウイルス粒子形成の微細機

嫌、ウイルス耐性クロレラ株の細胞精進などについても言及する。

(1 )Ya田ada.T. et a1. (1991) App1. environ. lIicrobio1. 57. 3433-3437 

(2)1991年度日本縞物生理学会年会要旨集 p.169 

1 pC 14 クロレラウィルスのタンパク質解析

O古川被治、下前淳子、山田隆(広大・工・目指酵)

当研究室により自然界からスクリーニングされたクロレラウイルスは大型(1 5 0-

2 0 0 n m) の正二十面体制摩造をしておりゲノムサイズ (dsDNA)は約 35 0 K bで

ある (1，2) .電顕観察によって明らかになった感染プロセスにより、ウィルス粒子

には、宿主唆着蛋白賞、細胞壁溶解酵素、転写酵素、各種転写図子などが含まれている

と予想される.本研究ではクロレラウイルスの精進と機能を明らかにする目的で、ウィ

ルス構成蛋白質の解析を行なった. SDS-PAGEでウィルスの蛋白質を分鯵したと

ころ、 15 0 KD  aから 10 K D aの聞に 30以上のバンドが検出された.ウイルス種

によりそのバンドパターンには多少の変化が見られた.約 52KDaのメジャー蛋白質

は SDS-PAGEの条件によっては di m e rを形成していることがわかった. P A 

S染色によりこのメジャーな蛋白質は糖蛋白質であることがわかり、他の数種の蛋白質

とともにウィルスの ca p s i dを形成していることが予想された.また、尿禁処理に

より、この蛋白質を DNAや他の蛋由貿とほぼ特異的に分離できた.このことから、

capsid内部に DNAを中心としたコアの存在が示唆された。以上の情報をもとに

クロレラウィルス粒子の基本梅造について lつのモデルを提唱したい.

(1) Yamada， T. et al. (1991) Appl. Environ. Microbiol. 57， 3433-3437. 

(2) 1 9 9 1年度日本植物生理学会年会要旨集 p.169. 
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1 pC 15 血盟主旦担sv旦民主ris毛状恨への世話旦恒盟 leguminosarum bv. 

由笠旦1iの感染

.井伊辰也.東四郎.阿部美紀子.内海俊樹

(鹿児島大 -理・生物)

之キモピン型 Ri プラスミドを保有する A&!"9bacteriu皿 E主主盟盟主~ NIAES 1724株を

感染させて、インゲン毛状恨を獲得した.インゲン毛状根は Murashige& Skoog栄美培

地で非常K良く伸長する. MS沼地中の窒素源である KN03 と NH.N03 の濃度を徐々に下

げていき、 freeの状態で E恒三金恒盟 i，egu皿inosaru圃 bv.也笠皇旦1CNDP株を後種した.

2-4週間後、インゲン毛状根上K恨粒様形態が観察された.形態学的、組織学的観察の結

果、通常の恨粒と多少の相違が観察された.

1 pC 16 クローパ一線粒菌の nodgenesのクローニング

。小林不二夫、東四郎、内海俊樹、阿部美紀子

(鹿児島大・理・生物)

根粒菌 Rhizobiumleguminosarum bv. trifolii 48株は、ホワイトクローパに宿主特異的に
窒素固定根粒を形成する。感染初期には、恨毛のカーリング、感染糸形成が見られる。この

現象には根粒形成遺伝子が関与しており、これらの遺伝子を解析することは感染のメカニズ

ムを理解する上で重要である。 4S株派生の共生プラスミドを欠失した H1 株 (Nod-)を用
い、その根粒形成能を回復させることで nodgenesをクローニングしたので報告する。クロ
ーニングの最初のステップとして、広宿主域コスミドベクタ-pLAFR1に 48株の DNAを
掃入した。次に、何入断片を持つ pLAFR1を』ファージにパッケージングし、そのフ 7ージ
を大腸菌 E.coliVC8257に感染させた。作成したコスミドパンクは conjugationにより容易
にH1株に縫合伝達が可能であった。 nodgenesを保有する薗は、 transconjugantsを直接ク
ローパに接種し、形成された根粒から単離した。これらの薗は板毛の curllng、deformatlon、

感染糸形成の表現型を示し、アセチレン還元法で蜜紫固定能の有無を判定した。また、電気

泳動とサザン解析により、そのハイブリッドパターンから、板粒形成遺伝子を持つ 2つの形

質転換株が得られたことが分かった。この菌を使用し、f1avonoide添加による nodgenesの
誘導とその遺伝子産物と細胞壁分解系との関連について考察する。
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1 pC 1 7 ダイズ根粒におけるアデニンヌクレオチドの代謝について

柴田高明・。手塚修文 (名古屋大・農・園芸)

マメ科値物には根粒種が感染して根粒を形成し、 その中で空気中の N2を NH3とし

て窒素固定を行う。 この蜜素固定の過程ではエネルギーとして主に ATPが重要な役

割を果している。 本研究ではダイズの綬・根粒内サイトゾル (cytosol)・パクテロ

イド (bacteroids)・根粒菌 (free-livingcells)におけるアデニル酸キナーゼ、 ATP 

アーゼの特性に関して報告する.

ダイズ(!il..Y..込ne盟主主 cv. Akisengoku)種子に根粒箇 (8Ladyrhizobium.iaoonicum 

strain AI017)を接種したのち、 福種後 7週間自のダイズ値物の根、 恨絞内のサイト

ゾル{植物由来)/パクテロイド(根粒薗由来)、 来接種の綬組菌 (free-livingcells) 

から得られた各画分中の上記酵素について検討した.

アデニル駿キナーゼ、 ATPアーゼは ATPの合成、 分解にそれぞれ関与するが、 これ

らの酵素の特性は上記各薗分の聞で遣いが見られた. すなわち、 根粒菌鋼1Iは単独生

活をしている free-livingcellsの状態の時と、 植物細胞との共生関係にあるパク

テロイドの状態の時とでは上記酵素の特性は異なっていた. また、 植物側も根と根

粒サイトゾルの問でやはりその酵素の特性に遣いが見られた。 つまり単独生活状態

と共生生活状態の聞ではアデニンヌクレオチドのレベルの代謝調節が異なるという

知見を得たのでごれについて言及する.

1 pD 01 塩ストレス状態のモヤシマメ幼根細胞における細胞質

および液胞内pHの変化

。中村善行、笠毛邦弘1、坂田亮2、太田英二
(慶大・理工、 1農水省・食総研、 2杏林大・医学)

植物細胞には、細胞質と液胞とが存在し、各々の内部pHは、約7. 3， 5. 6 
に保たれている。原形質膜と液胞膜とに存在するH+ーATPaseおよび液胞膜
に存在するH+-P P a s eは、 H+ーポンプとも呼ばれ、細胞内外および細施質/
液胞聞のH+濃度差の維持に重要な役割を果していると考えられている。
昨年、我々は、塩ストレス状態のモヤシマメ細胞におけるH+-ATPaseの
活性とそのH+輸送能の上昇および液胞膜H+-P P a s eの活性とそのH+輸送能
の減少を報告した。これらH+ーポンプ活性の変化は、細胞内pHに変動をもたら
すことが予想される。そこで今回、塩ストレス状態のモヤシマメ幼根細胞の細胞質
および液胞内pHを31PNMR分光法を用いて測定し、耐塩性とH+ーポンプとの関
連を細胞内pH維持の観点から検討した。
その結果、塩ストレス状態では、細胞内Na +濃度の増加に伴い、液胞内pHが数
時間以内に約O.5pHun t上昇することが観察された。外液Ca2+濃度を上
げると、この細胞内Na+濃度の増加と液胞内pHの上昇は、ともに抑制された。
一方、細胞質pHは、塩ストレス状態でもあまり変化しなかった。これらの結果か
ら、塩ストレスにより液胞膜H+-P P a s eが阻害され、液胞から細胞質にH+が
流出するものの、細胞質pHは、 H+ポンプ等によって調整されていることが示唆
された。
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1 pD 02 In Vitr。下における液胞膜H・-ATPaseの低温失活の微傷

吉田 静夫・母坪 研巳

〈北大・低温科学研究所〉

低温感受性織物の液胞膜H・-ATPse(V-ATPase)は低温に敏感で、細胞を O'Cで冷やすと数時間以

‘内に著しい失活を起こす.ヤエナリ t音羨細胞では隊驚失活と平行して細胞質 pHが低下するととか

ら、液胞肢の H+革命送鎗能と低温傷害の密綾な関連が示唆される.東京大会で報告したように、低渇

感受性のヤヱナリ実生から分mされた液胞膜小胞をI1gATp:存在下でNoi、NOよ、引を加えて低温処理す
ると V-ATPaseは短時間で失活する.この低温失活lま酵索活性測定条件、特にTriton X-IOOの有無に

よって異なると報告したが、その原因は周いた液胞膜小胞の85%がinside outであった為であるこ

とがその後の実験で判明した.これまでの絹告ではV-ATPaseは動物由来でも継物由来でもともに低

温失活を起こすと考えられているが、植物の緬によって除鷲の低温にたいする感受性 t<:大きな違い

が見られる. i1寒性の高いエンドウの液抱腹ではこれらのアニオンによる低温失活が起こりにくい.

このように in vitro下でのV-ATPaseの低渇失活や組物稲問での除驚の低温安定住の綴構解明は植物

の低温適応の繍絡を知る上で重要と思われる.

本報告では、 in vltro低温失活と低温安定住の機構を明らかにするため、隊司~.ア1二川楊成の変

化、触媒活性の低下と H+紛送活性の関係、低温耐性植物 (1川‘ウ〉と低温感受性縞物(tIすりのV-ATPa

seのり-1二外傷成、各.rl二川の SD S-2次元電気泳動における泳動1¥・9サ、隊司EのQA E Toyopear 
l 涜出 jドトンの比較などを中心に実験を行った.その結果、門gATP:およびアニオンによる揚棄の低温失

活はプロトンチャンネルを構成する 16 kOaを除く全てのり-1ニットが膜から解続することが原因であ

るととが判明した. ヤエナリとエンドウからそれぞれ精製された勢繁のサプユニット機成は SDS

"一次元電気泳動では非常に類似度が高かったが、 1 0 0 kOaの量比や一郎の低分子n-lこりに遣いが
みられた.現在 SD S-二次元電気泳動パターンについて検討を行っている.これらの結果に基づい

て生体内でのV-ATPaseの低温失活の原因と値物問における酵素安定性の機織について推察する.

1 pD 03 植物の低温順化に伴う呼吸活性ならびに酸素発生能の

変化

貞包治夫(i尚綱短大・家政・食物栄養)

阿蘇高菜は冬場には朝夕や夜間に必ず氷点下の温度に晒される阿蘇盆地で、 日夜

の軍事暖差に耐えて生育する野菜である. 従って、 九州で生産されている高梁顛のゆ

で、 量も低温耐性が高いと予想されるので、 これを用いて植物の低温順化の研究を

行った. また、 演者は昭和 59年から 5年問、 食品産業センターで新技術開発研究

に従事したが、 その問、 新潟県食品研究所と共同で漬物の緑皮を維持する方法とし

て、 通気条件下での漬込みを検討した. その結果、 葉緑体の維持に呼吸が非常に重

要な役割を果たしていることを示唆する結果を得ている. なお、 との漬込みに際し

て、 雑菌汚染を防止するために、 30C程度の低温で処理しているが、 低温と食湿の

影響については検討を行っていなかったので、 それも併せて検討した.

材料は市販の野菜のため、 入手までの履歴が明らかではないが、 入手経路を種々

変化させても、 妻子気条件下で低温処理すると呼吸能が上昇する. その上昇は窒素通

気で鎌気条件では抑制された. 酸素発生能は好気条件下で低温処理すると、 呼吸能

の上昇と同程度の低下があった. 嫌気条件では酸素発生能は著しく低下し、 低温処

理を続げると、 活性を消失した 10 %程度の食塩添加は呼吸能の上昇を抑え、 酸

素発生能の低下を促進した. 食温添加で鎌気条件では酸素発生能の失活が大きく、

活性の回復試験でも回復不能になるまで影響を受けた.

-134-



1 pD 04 継物培養細胞の細胞質 p Hに及ぼす二酸化炭素の影響

。矢崎芳明，坂野勝魯(農水省・生物研)

I 9 9 I年度植物学会において、 我々はニチニチソウ((;atharanthu ! r 0 I e u s )絡費量細胞

およびイネ(旦!..Ll..!. sativa var. 圃u!asitoune)絡事豊細胞に低酸素ストレス(酸衆通

気停止)を与えると、 いずれにおいても細胞質の酸性化が起きるが、 その程度が岡

者で異なることを報告した.細胞質の酸性化の原因のーっとして、 呼吸・発酵によ

って生成し蓄積するこ酸化炭素が考えられる. そこで、 31p-NMRを用いてニチニ

チソウおよびイネ矯養細胞に二酸化炭素を通気した場合の細胞質 p Hの変化(酸性

化)を測定し比較した.

酸素(あるいは空気)通気を停止した後、 1 6時間にわたって 31p-NMRスペク

トルの変化を調べると、 イネでは細胞質が酸性化するものの概ね p H 6. 3以下にはな

らず、 細胞質無機リン酸と液胞無線リン酸のピークが重なることはなかった. 一方、

ニチニチソウでは細胞質無機リン酸のピークのシフトが大きく、 数時間で液胞無機

リン 般のピークと重なった (pHS.S-S.7)， 然厳禁状態で二酸化炭素の濃度を変

化させると、両熔発細胞とも細胞質が酸性化するが、低滋度の 二 酸化炭素ではイネ

培養細胞の方が酸性化が大きい(約 pH6.8)， しかし高濃度の二機化炭素では、 イ

ネの細胞質が p H 6. 6以下には酸性化しないのに対し、 ニチニチソウでは酸性化が大

きくなり pH6.2-6.3まで下がった.従って、 イネの細胞には低酸素かっこ磁化炭

素が蓄積する環境でも細胞質を p H 6. 3以下には酸性化しない p H調節織構があり、

低酸素ストレス耐性に関与していることが示唆される.

1 pD 05 脱水ストレスで誘導されるイ手遺伝子の解析

O高橋良 二1、原岡宍I聖子、北川良観

〈秋同毘短大・生工研、 1農水省・北農試〉

イ手幼苗を低温(50C)処理後、常温(25のりに戻した時、 耐寒性品積「染分Jは全〈際害 を

受けていないが、低温感受性の「早生統一Jは完全に枯死する。 しかし、 「早生統一Jを

低温処理する直前lこ0.5門マニトールで一時間処理すると、低温に耐え、枯死しない。この

現象は 10μ 門ABA処理では起こらない。 一方、低温処理した「染分」幼苗のABA量は顕著に

l哲加するが、 「早生統一Jでは殆ど埼加しない。少なくとも、耐寒性遺伝子は「早生統一

Jにも存在し、その発現誘導に脱水ストレスが必要と思われる。そこで、脱水ストレスで

誘導されかっARAで誘導きれない遺伝子の分灘を試みた。 0.5門マニトールで短時間(30分〉

処理した「決分J 培養細胞mRNAから cDNAを合成し、デファレンシャルハイプリダイゼーシ

ョンによって、脱水で誘導されかつAsAで誘i押されない遺伝子 10数クロ ーンを分厳した。

今回はその内の一 つpMS-1の構造と純物での発現を主に報告する。 pMS-H;t r!余分Jtff羨細

胞では0.5門マ ニ トール、 3hで最も強〈発現する。 qO(低温でも発現するがABAでは発I見が弱

い。 pMS・1は97R埠基からなり、 6271盆廷のORFを持つ。 N末領IJにメチオニンを含む 18アミノ

敵の繰り返し配列が存従し、さらに N末側にオオムギのAsA誘導pllVAI RNAおよび西洋アブ

ラナの lea7Gと相向性の高い配列が存在する。 p門S-Iの他脱水で誘導される数種のクローン

の柄拘での発現も合わせて綴告し、耐寒性と脱水誘導遺伝子の関係について考察する。
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1 pD 06 ハードニングにより誘導されるChlorella遺伝子のクローニング

。城斗宏、夫、小吹千景、松橋淳、吉元誠、波多野昌二

(九大・農・食化工)

Chlorella ellipsoidea C・27は、 3・C、24時間の低温処理(ハードニング)により耐

凍性を獲得する.演者らは、耐凍性獲得に伴い14種類のタンパク質がdenovo'C合成

されることをすでに報告した.今回、乙の耐凍性獲得機構を遺伝子レベルで解明する

ため、ハードニングにより発現される遺伝子のcDNAクローニングを行ったので報告

する.

ハードニングした細胞からmRNAを調製し、 λgt10をベクターとしてcDNAライブ

ラリーを作製した.ハードニングした細胞とハードニングしていない細胞由来;の

cDNAをプロープとしてデ4ファレンシャルスクリーニングを行った結果、約6000個

のプラークから 128個のポジティプなプラークが得られたo cDNAを含む領域をPCR

Lとより増幅した後、クロスハイプリダイゼーションによりとれらは28グループK分類

された.とのうち 26グループのクローンは、ノーザンハイプリダイゼーション忙より、

ハードニングで発現される遺伝子である乙とが確認され、 hiC(hardening-induced 

Chlorella genelと命名した.現在、クロレラの耐凍性獲得に深く関与すると考えられ

る乙れらの遺伝子の塩基配列を決定し、推定されるアミノ酸配列からその遺伝子がコ

ードするタンパク質の機能を調べている.

1 pD 07 イネ幼苗の低温処理による遺伝子発現の誘導

。加藤 明、吉田 均 (北海道農業試験場)

2 8・C連続明(10，000 lux) で溢水栽培した発芽 2週間のイネを 5.Cの低温(弱

光、 相対湿度 100%)に移すとしおれが観察され、 4日間の低温処煙ののち常温に戻

すと約 2週間後には枯死する。 低温感受性はイネの生態型などによる差異がある。

低温処理により早期に誘導される遺伝子をクローニングしてその機能を解析しイネ

の耐冷性との関係を調べる目的で、 低温処理したイネのシユート組織の cDNAラ

イプラリーを作成した。 cDNAクローンを個別に採取してノーザン・ドットハイ

プリダイゼーシヨン法で調べたところ、低温処理により RNAの蓄積が認められる

ものは約 4% (5 - 7/150)であった。低温処理した組織に特異的な cDNAに富

むライブラリーをサプトラクション法により作成し、 低温処理したイネのポリ A ( 

+ ) R N Aより合成した [32P)cDNAをプロープとして低温により強く誘導される遺

伝子の cDNAクローン 10種を単厳した。 これらの cDNAに対応する mRNA

は5・Cの低温処理開始後 3時間で増加が認められ、 1 5 .Cでは程度は少ないが同様

の反応がみられた。 低温反応性の遺伝子の中には ABA、 N a C 1および乾燥処理

によって誘導されるものが含まれていたが、 低温処理によって特異的に誘導される

ものが多かった。 低温に対する感受性の異なるイネ品績について低温による遺伝子

誘導の程度を比較したところ、 5・C2 4時間の処理では顕著な差異はなかった。
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lpD 08 紫外線照射の生長阻害作用における波長および

温度依存性

。竹内裕一、池田幸子(北海道東海大・工・生物工学)

近年、 フロンガスなどの人工の海素化合物の大気中への放出により、成層圏のオ

ゾン層が破獲され、その結果、地表面に到達する紫外線のうち、 UV-Bと呼ばれる波

長 290-320 nmの紫外線の量が増加する可能性が指摘されている.

紫外線照射量の滑加による環境への影響を評価するためには、可視光線照射下に

おける紫外線の作用スペクトルが不可欠であるが、 この点に関する十分な知見はな

b、.
暗所で生育させたキュウリの賞化芽生えから子葉を切り取り、種々の透過限界波

長をもっ紫外透過フィルターの下で、健康線灯を周いて紫外線を照射しつつ in

v i t roで培養した。 20"C、 100μ"の zeatin存在下で、 2日間培獲すると生重量

は 4-5倍に増加した。この生長およびクロロフィル量あたりの光合成活性は、波

長 320nm以下の紫外線照射により阻害された.クロロフィル合成は、 300nm以下

の紫外線で強く阻害され、紫外線の照度が大きい場合は、 300-320 nmの繁外線照

射でも阻害がみられた.

また、 これらの紫外線照射による阻害は、 t音養温度に依存し、子葉を 25"Cで繕

奏した場合には、阻害率の低下が認められた。

1 pD 09 大変のベタインアルデヒド脱水素醇紫の

cDNA クローニング

。石谷学、荒川圭太、高倍鉄子

(名大・農・制御)

植物細胞は塩または水分ストレスを受けると適合溶質 (compatlble solute) と

呼ばれる低分子有機化合物を蓄積することによって浸透圧調節を行なうことが知ら

れている。なかでもグリシンベタイン(ベタイン)は細胞内に高濃度蓄積しでも代

謝機能に限害効果を示さないことが報告されている。 これまで我々はオオムギを材

料にしてベタイン合成の最終段階を触媒するベタインアルヂヒド脱水素酵素 (BADH)

に着目して生化学的研究を行い、オオムギ緑薬にベタインアルデヒドに特異的な

BADHが存在すること、 BADHが塩ストレスで誘導される酵素であることを明らかに

した。そこで次に塩ストレスによる BADH遺伝子の発現調節機構を明らかにする目

的でオオムギからの BADH の cDNA クローユングを試みた。

最終濃度が 300mMNaCl になるように段階的に組ストレスを与えた大変より調製

した poly(A)φRNA を鋳型とし λZAP nをベクターとして cDNA ライブラリーを作t
製した。 プロープとしては既に報告されているホウレンソウの BADHcDNA の γ 側

に相当する O.7Kbpを PCR法により増幅させ、 pBluescript プラスミドにサプクロ

ーユングしたものを用いた。その結果、約 60 万個のプラークをスクリーニングし

て 3つのクローンを得、最長のものは約1.9Kbpのインサートを含んでいた。現在、

このクローニングした遺伝子の泊基配列をケイ光標識した prlmer を用いたジデオ

キシ法によって決定中である。
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1 pD 10 総務の丸合成に及ぼす)/202の影併
。武'"徹、 iTO刈成、横"JlYHIt¥1 、平山修、光氷俊郎
(近織大・食栄、 1大阪府大・ H~化)

光合成生物の葉緑体内で光還元により生成される02ーは、 SO))などの作川を受けて述

やかに11202に不均化される。高等制物の;蝦緑体では10--3MのIh02が蓄積されると、 CO2
凶定が100~阻害されることが知られているo したがって、)も合成生物は生命維持のた

め必然的にH202消去静素として極めてイf効なアスコルビン椴ペルオキシダーゼ (AsAIつ
を来線体内に有する。 しかしながら、総務の邑単盟主のAsAPは葉緑体には存在せずシ

トソールに局在する。 一方、 ChlamydomonasのAsAPi活性は光合成速度に比べ極端に低

い。 そこで今回、これら緑藻の光合成とJl202，=l=.成、消去系を関連づけながら、光合成

C02悶定反応のH202感受性について検討した。

定Jli~j閉まで培養した色副旦旦細胞を10~M NaN:Jで処理すると、 II1.y111]でAsAP活性がほ
とんど阻害された。この紺l胞では、細1胞外に)J1JえたIh02の取り込みとその後の分解は

ほとんど起こらなかった。そこで次に、 NaN3処却した也足型空調"胞を使L、CO2凶定に及

ぼす11 2 0 2の影響について検討した。その紡~~、也記旦翌のC021~iI'Æは1O - 3M 11202存在T
でがJ30郊阻害された。このことは、ホウレンソウ葉の濃緑休で10-川の11202によりC02l.'tl

定が100%阻l哲されることと考え併せても、白副旦旦のC021古|主t反応が11202に対して耐性
を持つことを意味している。なおChlamydomonasについての結果も併せて報告する。

1 pD 11 タバコ矯養細胞のリン酸欠乏によるアルミニウムストレ

ス耐性獲得織摘の解析

。山本洋子、 豆縁弘級、 小野寛治、.西身延、松本英明

(岡山大・資生研)

AIは土擦の主要元素であるが、酸性化によって湾出されたものが吸収され、積物

の細胞分裂阻容や伸長阻害を引き起こす. これら阻害綴織の詳細は不明であるが、

般も簡単な説明としてリン酸アルミニウムの形成によるリン酸(p )欠乏が考えら

れている. 我々はタバコ培養細胞を用い、 AIへの応答反応を検討する中で、 P欠乏

細胞がAIに対する一過性の耐性を示すことを見いだした.

AI耐性を獲得するためには、 P 欠乏矯地で 2~3 日の前培養を必要とし この処

理により細胞内 P含量は正常細胞の約 50%に低下した. さらに前矯養中に蛋白合成

阻害剤の Cyclohexi・ide を加えると AI耐性が見られず、 従って、 A I i耐性の獲得には
蛋白合成を伴うことが推察される.正常細胞と P欠乏細胞の AI取り込み量は、 AI処

理開始後数時間は同程度に地加したが、 24時間処浬後においては P欠乏細胞の AI含

量はむしろ減少し、 正常細胞の約ち0%であった. このことから、 P欠乏細胞では、

細胞内に取り込まれた AIの細胞外への排出機織が誘導されている可続性がある.

以上の結果は、 P欠乏に伴って発現誘導される遺伝子の中に AI i射性に関わるもの

が存在する可能性を示唆している. 一方、我々はタバコ培養細胞を酸性培地で前培

養することによっても AI耐性を獲得することを見いだしており、 これらの現象とネ

ズミチフス歯で報告されているリン酸レギュロンとの関係についても考察する.
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1 pD 12 近紫外線照射時における Ancystisnidulans R-2 での

GroESLの発現

柴田 均、・馬場克也、海 嘉弘、落合英夫

(島根大・農・生物機能学)

定常期のラン藻t，.旦よ昼旦1亘旦J;!R-2に真夏の日本で日中に観測される程度の近

紫外線(2 . 2 mW/cm2) を照射することで、 多数の UVショックタンパク質が生成

されることと、 このラン言葉内に存在する S-320と仮称した水溶性の化合物が増感さ

れて、 スーパーオキシドアニオンラジカルが生成することをすでに報告した。

UVショックタンパク質を同定する一環として、 比較的大置に発現した 58Kの

タンパクバンドを切り出し、 N-末端のアミノ駿配列を 22残基について分析した。

このタンパクは、 すでにt，.旦i昼旦l.!!.旦sの熱ショックタンパク質のーっとして報告さ

れていた GroELに一致した。 この GroELタンパク質は、 酸化ストレスで変性したタ

ンパク質の修復のために合成されたと考えられる。 PCR法を使い、 制限サイトを付

随させたオリゴヌクレオチドをプライマーとしてこの遺伝子 (GroESL) を合成し、

pUC 19にサプクローニングできた。 またこのラン藻のGroESL遺伝子と相向性の高

い大腸菌の遺伝子を、 名古屋大学の Koharaライブラリーより、 約 8.0kbpのE旦 RI

断片を pUC 19にサプクローニングし、 高発現させることに成功した. 今後、 大腸

菌の GroESLを精製して抗体の作製を行い、 またラン藻の GroESLを高発現させ、 こ

のタンパク質の機能解明を行う予定である。

1 pD 13 ホウレン草に対する UV -B照射の効果 I

活性酸素消去系の誘導について

・柴回 均¥鈴木優子人内藤陽子2、本国雄_2

(島根大・農・ 1生物機能学、 2環境生物学)

U V-Bが活性厳禁(スーパーオキシドアニオンラジカルや一重項酸素)の生成源と

なる経路が報告されているので、 本研究では UV -B照射下で生育させたホウレン箪で

の活性酸素消去系について、 U V-A照射、 自然光下、 U v-カット条件下で育てたホ
ウレン草での活性と比較した。

温室に通常のピニールフィルムを装着した自然光条件下、 UVカットフィルムを装

着した UVーカット条件、 さらに UVーカット条件で BL B蛍光管 (FL-20BLB)終日照射

区 (UV-A.18.6μW/cm2)、 健康線ランプ (FL-20SG)終日照射区(U V 噂 B、 15.4 

μW/cm2) でそれぞれ 40-80日間生育させたホウレン草葉を植物材料とした。

草丈、 展開した葉数、 生体重、 乾物重で比較した生育は、 U V-カットや自然光条件

下での樋物体と比較すると、 U V-A照射区で若干の生育促進作用が認められたのに対

して、 U V -B照射区では生育が著しく阻害されていた。 UV-B照射された業では活

性酸素消去系酵素であるアスコルビン酸ペルオキシダーゼ(A P )、 グルタチオンレ

ダクターゼ(G R)、 カタラーゼ、 ペルオキシダーゼの比活性が上昇しており、 クロ

ロフィル、 カロチノイド、 フラボノイド等の色素の含量が増加していた。 ストロマで

はAP、 G Rと S0 D活性の上昇も確認された。 これらの結果は照射された uV -Bが

活性酸素生成源となっていることを示している。
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1 pD 14 Efrect or anoxia on starch breakdown In rlce and wheat鍵eds

P.Per冨ta，J.POZIお凶-Romero.J. Yamaguchi and T. Akazawa 

Research Institute for Biochemical Regulation. Sch∞1 of Agricultural 
sc均配阜s.Nagoya UniVIぽsity.Chikusa. Nagoya 464. J勾'3D.

The capability of rice and wheat seed to degrade starchy reserves present in the endosperm 

tissue， under anaerobic conditions， was compared. The results showed that rice， a sp配 ieshighly 

tolerant to anoxia， can readily breakdown starch under anaerobiosis concomitant with germination， 

while wheat does not germinate and fails to degrade starch present in endosperm. This clearly 

distinct behavior is likely due to the successful inducible formation of α-amylase in rice under 

anoxia， whereas the enzyme is not produced in wheat seeds. We found that rice seeds possess a 

set of enzymes allowing to utilize starch， degradative products under anoxic conditions. Wheat 

seeds were shown to germinate even under anoxia if fed glucose or sucrose exogenously. The 

overall results indicate that induction of α-amylase appears to be a key factor in permiting rice 

seeds to germinate under totally anaerobic environments. 

1 pD 15 C02ストレス等に伴うタバコ培養細胞内遊雌Ca
2φ
温度変化

。辻淳司医・松岡英明・穏本泰行

(東京農工大・ヱ・応用生物工学)

・旦並 演者らは、植物生薬のC02ストレス応答に関する一連の研究を行っている。

本研究は細胞レベルでの応答織機解析の一環としてタバコ培養細胞について、 C02

電位応答および、細胞内灘様Ca2+浪度測定を行ない、応答織織を考察した。

・方法、結果 植え継ぎ後2-3日自の培地に懸濁させたタバコ培養細胞 (Nicotiana

tabacum line BY-2)を顕微鏡下でマイクロピペットを用いて固定し、細胞内に電

位測定用微小電極を刺入した。その結果、鯵止篭位は約一100mVであった。∞zと反

応させると約 2分後から細胞内電位は緩やかに負側に変化し、 5分後に反応を停止

させると元の電位まで回復した。次に、∞2応答における [Ca2+cyt]の変化について

検討した。細胞を固定しマイクロインジェクシヨン法を用いて細胞内にFluo3を導

入した場合、細胞 1個でも十分に測定でき、 1時間以上その鐙光強度は変化しなか

った。また、その鐙光強度は∞z、空気との反応直後から減少し、反応停止後も初

めの強度の約50%で、もとには戻らなかった。そこで、空気との反応に伴う鐙光変

化を基準として∞2との反応に伴う鐙光強度を調べたところ、反応開始直後に鐙光

強度が数%増加し、停止直後に急激に減少した。すなわち、∞2応答にともない

[Ca2+cyt}が変化した。
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1 pD 16 小麦幼薬事自の成長と細胞壁組成に対する水ストレスの最多響

若林和幸.中山尚美・，保尊隆享.神阪盛一郎(大阪市大・
理・生物，・香川大・教育)

水不足の条件下では植物の成長が抑制される.このような水ストレス条件でカボチャ下駐
軸の成長が抑えられる時、細胞壁構成多糠類の量的指加が抑制されると同時に、構造の変化
が起こることが報告されている(Sakuraiet al. 1987勺.さらに、細胞壁合成の抑制が、水スト
レスによる成長抑制の一因となっている可能性が示されている.しかし、単子葉植物では、
成長と細胞壁代謝に対する水ストレスの影響についてはほとんど調べられていない.本研究
では、ポリエチレングリコール(PEG4000)を用いて質化小麦芽生えに水ストレスを与え、幼
業鞘の成長と細胞壁組成に対する影響を調べた.

5時間吸水させた小麦種子を水を含むろ紙上に蒔き、暗所 26
0

Cで2日間生育させた後、
芽生えを0・80mMPEGを含むろ紙上に移し成長を調べた.幼葉鞘の成長は20mMPEGにより抑
制され、 60mMではほぼ40%成長が抑えられていた.次に、 60mMPEGを用い成長の回復を調

べたところ、芽生えを 1日間PEG処理の後水に戻すと幼葉鞘の成長は最終的に、対照の90%
まで回復した.この時の細胞壁を分析した結果、 PEG処理によりセルロース・非セルロース
性の両画分共に穂量の増加が抑えられており、特にセルロース画分での増加の抑制が大きか
った.次に、 PEG除去による成長の回復に伴う細胞壁の鎗量の変化を見ると、成長が90%回
復したのに対し、セルロース画分の糠量は対照の80%のレベルまでしか回復していなかった.
しかし、非セルロース性画分の糖量は完全に対照のレベルにまで戻っていた.水ストレスの
影響がセルロース画分で大きかったこの結果は、双子葉植物であるカボチャ下駐軸での場合
と同じであり、水ストレスによる成長の抑制には、非セルロース性多糖類よりもセルロース
の合成の抑制が関与している可能性が示された.
・， Sakurai， N.， Tanaka， S.， Kuraishi， S. (1987) Plant Cell Physiol. 23: 1051.1058. 

1 pD 17 光独立栄養培養細胞株の環境ストレス耐性について

O佐藤文彦、室田憲一、竹田恵美、山田康之

(京都大学、農、農化)

我々はこれまで繕養細胞に蓄積するタンパク質を 2次元電気泳動により分隊し、

その N末端アミノ酸配列を決定するとともにデータベースを用いた相同配列検索を

行うことにより、我々の用いている光独立栄養培養細胞株には域ストレスで誘導さ

れるオスモチン、 エチレンや降客などによって誘導されるキチナーゼやグルカナー

ゼなどのストレスタンパク質が著量蓄積していることを明らかにしてきた。今回、

これらタンパク質の機能を探ることを目的に種々の環境ストレスに対する培養細胞

の応答を検討したのでその結果を報告する。

環境ストレスとして峰、酸素毒性、高温を加え洛養した。無選抜の培養細胞は

0.2MNaCI、 50mM Na.SO" 10μM パ ラコート、あるいは 550C60分の処

理により著しく生育阻害を受けることが明らかとなり、培養細胞がこれらストレス

に対して特別な耐性を持つということは認められなかった。そこで、 これら環境ス

トレス存在下で生育しうる細胞を選抜することを試み、現在までに 0.2MNaCI、

50mM N a • S 0 .あるいは 100μMパラコート存在下で健全に生育する細胞株を確立し

た。確立した耐性細胞の交差抵抗性は小さいことより、 それぞれの耐性の機権は異

なっていると考えられ、現在その性質の詳細な検討を進めている。
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1 pD 18 抗ファイトシデロフォア(ムギネ酸類)モノクローナル

抗体の作製と応用

O三橋秀一 L.J. Sikora¥J.S. Buyer1，伏谷員二九

森 敏(東京大・農米国農務省 2東北大・薬)

イネ科植物は鉄欠乏条件下において低分子の鉄キレーターであるファイトシデロ

フォア(ムギネ酸類)を分泌する. ムギネ酸類を測定する方法としては現在 TL C， 

HPLCが用いられているが， 感度と測定に要する時間において一長一短がある.

そこで高感度でかつ多検体を同時に測定できる， モノクローナル抗体による EL 1 

SA法の確立を目指した. 低分子のムギネ酸類を抗原とするためにはタンパク質に

固定化させねばならないが， 固定化反応の容易さからニコチアナミンをムギネ酸の

代わりに用いた. ニコチアナミンは， ムギネ酸類の一つであるデオキシムギネ酸の

3・の oH基が NH 2 基となっているもので， それ自体にはファイトシデロフォア活
性はない. まずニコチアナミンを化学合成し NH 2 基を介して B S A.こ結合させ

て抗原とした. その結果， ムギネ酸類に群特異的に反応する抗体を産生する cell

lineが得られた. 限界希釈法により単クローン化し， そこから抗体を精製した. こ

の抗体について特性を調べたところ 3種のムギネ酸類に， 抗原としたニコチアナ

ミンに対するものと同程度の反応牲を持ち， また金属とキレートしたムギネ酸頬に

もほぼ同程度の反応性を持つことがわかった. この抗体を用いた競争 E L 1 S A法

はHPLCと同レベルの感度を持ち， かっ多検体のサンプルを迅速に測定すること

ができることがわかった.

1 pD 19 太陽光感受性イネ突然変異株における可視光と温度の影響

。布施拓市、射場厚、佐藤光¥西村光雄{九州大・理・

生物、 1九州大・農・遺伝子資源}

最近オゾン層破壊、大気汚染等の環境問題が深刻化し、植物の置かれている環境も悪化し

つつある.このため、厳しい環境条件に対する植物の防御機構を調べることは必要である.

年ネの突然変異株KL808 (sp}-2) は、太陽光を照射したとき業に病斑梯の枯死部

が生じる.この研究では、 KL808の性質を利用して強光照射時の業の変化や活性酸素消

去系を調べ、障害の波長特性や温度依存性について検討した.障害時の温度依存性を調べた

結果、 300 Cで照射したとき KL808の葉には障害が生じたが、 200Cでは障害は生じ

なかったことから、 KL808における障害発現には温度依存性があると考えられる.障害

を生じる光の波長域を調べるため、育，緑，赤の3種類の光で障害の波長特性を調べた結果、

主に青色光が障害を引き起こすことがわかった.光障害は活性酸素によって生じる場合が多

いので、 KL808の活性酸素消去系を調べた.強光照射前のスーパーオキシドディスムタ

ーゼ活性やベルオキシダーゼ活性は、野生株とほととんど変わらなかった. 3 00 cで生育
したKL808の第 5業の総アスコルピン酸量は、野生株と比べて約40%低下していたが、

200 Cで生育した業は、両者の聞にほとんど差はなかった.このことから、 KL808の

アスコルビン酸生合成系には高温感受性があることが考えられ、強光照射による障害の温度

依存性との関連を示峻している.
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1 pE 01 ホつライシダの原糸体成長におよぽす過重力の彫響

。笠原宏一， 柳谷一美， 竹内裕一， 山因果弘

{北海道東海大・工)

植物の成長に対する重力の彫容については、従来から 1xg下で織物を水平に固

定する方法や、 クリノスタット上で積物を回転させる方法などにより、各種の彫響

が調べられている。

ホウライシダ(主且i亘旦主旦旦 capi II us-vener i ~ l.)の原糸体は赤色光の照射により、

細胞分裂をおこさずに光源方向ヘ伸長するが、我々はこの伸長が 3次元クリノスタ

ツト上の疑似微小重力環境下で培養した場合、地上成育に対して仰制されるととを

前回報告した.

今回、遠心過重力装置(半径 160......310 mm) を使用し、 20xgまでの過重力がホ

ウライシダの発芽率および原糸体の伸長におよぽす影響を調べた.

発芽.に対する過重力の彫響については対照との有意な釜はみられなかった。

原糸体の伸長方向と過重力方向を一致させた条件では、対照{地上成長)に対し

て伸長が促進された。反対に、伸長方向と逆方向に過重力をかけた条件では伸長が

抑制された。原糸体の太さには対照との有意差はみられなかった.

過重力をかけた場合、通常の形態とは異なる原糸体が多くみられ、過重力が大き

くなるほど地加する傾向がみられた。

1 pE 02 イネの節間伸長高進性突然変異体

中村節郎 (国立遺伝学研究所)

イネの節間伸長性は， 品種育種において重要な形質であるので比較的良〈研究さ

れてきた. すでに， 媛性あるいは半媛伎の突然変異体を材料として数多くの研究が

行われており， いくつかの媛性変異体はジベレリンなどの植物ホルモンの産生量あ

るいは感受性の低下に起因することが報告されている. しかし， イネの節間伸長が

植物ホルモンによりどのように制御しているかについては解明されていない線鱈が

多いと考えられる.

私はイネ品種コシヒカリのガンマ一線(2 5 kおよび 30 k R)照射後代の M2

種子(静岡大学農学部の中井教授から分譲していただいた)をもとに M3穆別系統

を2万穂採種して選抜実験をおこない，約 20万個体の中から発芽稚簡の第 2節聞

から上位の節間伸長性が著しく高進した突然変異体を 1個体見いだした. この変異

体は死ぬことなく生長を続けるが， 穂を形成することができない. そこで M3穆

別系統に戻ってこの突然変異体を誘導する遺伝子に関してヘテロの遺伝子型を持つ

系統の選抜をおこなったところ， ヘテロ系統を 2個体同定することができた. この

ヘテロ系統から採種した種子を用いて， この突然変異体(アワオドリと命名した〉

の遺伝子分析， 形鯵形成， ジベレリン生合成限害剤lのユニコナゾールに対する反応

性などに関する実験結果を報告する.
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1 pE 03 細胞骨格阻害剤及び低温処理のタマネギ根端分裂組織分

裂準備p340d02帯に及ぼす影響

。峰雪芳宣，山下正兼長潰嘉孝飯田秀利安楽泰宏 2

(広島大・理-植物J基生研・生殖メ基生研・細胞増殖)

分裂準備微小管宇野 (Preprophaseband of microtubu1e)は，分裂前に将来の細胞

分裂面を予言する位置に形成されるため，細胞分裂面の位置の制御比重要な働きを

していると考えられている.我却は昨年，多くの真核生物で，細胞周期の O2から

M期への移行を調節している蛋白質である p340d02キナーゼが c.の分裂準備帯に

特異的に蓄積されるととを報告した (Protop1asma1991).そ乙で，本報告では.

とのp340do2幣と微小管帯との関係を詳しく知るために，阻害剤や物理的処理で微

小管帯を破壊.又は変形させた場合 .p34od02平野がどのような影響を受けるか調べ

た.播種後4日目のタマネギの根端細胞を使い .p340d けと微小管を，各々 FITC又

はTexasRedで蟹光二重染色し，蟹光顕微鏡及び共焦点レーザー顕微鏡で観察した.

コルヒチンで徹小管帯を完全に破壊すると p34odo2帯も消失した.低温処理 (00c ) 
では，微小管帯は完全には消失せず，いくつかの微小管束が残る.乙の時 .p340dC2

は微小管束に付随して存在していた.表皮細胞では，サイトカラシン処理で微小管

帯の幅が広くなる事が知られているが (Mineyukiand Pa1evitz: J. Ce11 Sci. 
1990) .根端細胞でも ζ れが確認できた.ま?と，との時.p340d02宇野も幅広くなった.

乙れらの結果は .p340do2が微小管平野の微小管に付随して行動しているととを示唆

する.本研究の一部は三島海雲記念財団からの学術奨励金によってお乙なわれた.

1 pE 04 アラヒドプシス茎頂における時間的/空間的突然変異

盟組lliの低温感受性の解析
。塚谷裕一・荒木崇・内藤哲・米国好文

〈東京大・遺伝子実験自信設〉

我々は現在、花成過程と抽苔過程の関連を知る目的で、アラビドプシス〈主旦lli旦殴・
is thal iana (L.) Heynh.)から、花序を欠摘するが生殖器官は正常である突然変異、

五;呈吐lliの単離とその解析を進めている。現在、複数の相補群tこ分類される匹目lli突
然変異株を得ているが、今回はそのうちの一つの突然変異、住金旦.Li~ 1の温度感受性に
ついて報告する。包主旦ι~ 1については 3つの程度の異なる突然変異徐を得、その全て
について温度感受性を認めた。いずれも 160C、22"Cで培養すると、花序の著しい短縮

及び葉の細胞の伸長限害という、顕著な表現型を示したが、 280Cで培養するとこの表
現型は全く見られなくなり、野生株と区別できないようになった。

これを利用して、 acauI i s 1株の花序の表現剤は茎I震で自律的におこるものなのか、

あるいは先に起こる葉の異常から二次的に生じるものなのか、を知るために、またこ

の遺伝子の、花序形態形成に必要な時期を特定するために、湛度シフト実験を行なっ

た。その結果、花序分化時と思われる時期に28"Cから 16"Cヘシフトした植物は、ロゼ

ツト葉は正常でありながら典型的な住金旦lliの花序を形成した。この結果から、この株
の花序の形態異常は、花序を形成する成長点が自律的に引き起こしていることが示唆

された。また、時期を変えでの一連の温度シフト実験の結果、 ac辿ι~φ遺伝子産物は

正常な花序を作る上で、花序の伸長の問常に必要なものであることが示唆された。以

上の知見を含め、この突然変異株を用いた温度シフト実験の結果をまとめて報告す-'%。
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1 pE 05 シロイヌナズナの新しい光形態形成制御遺伝子盛旦五旦

荒木禦・塚谷裕一・高橋卓・内厳哲・黒岩常祥 1.米田好文

〈東京大・遺伝子実験飽設東京大・理・植物〉

シロイヌナズナにおいては、止Di，止~， copよという光形態形成過

程に関与する 3つの突懇変異が知られている.われわれは、暗条件下においても光

形態形成過程が遂行ずる止..!L!.変異顕似の表現型を示す突然変異を同定した.この

変異は、陰性の低下が見られない点で既知の 3つの変異のいずれとも異なり、また、

暗条件下で花成に至るまでの形態形成が完遂す'5点で de t 2， c 0 p 1変異とは

異なってい'50 この変異は遺伝解析の結果、止Di，~上呈のいずれとも異な

る遺伝子座の変異であることがわかった.そこでL三旦変異と命名し、その表現型

の解析をおこなった.暗条件下では、..L......E.旦変異においても他の変異と同様に.r....Q.

.f...S 、~等の光誘導遺伝子のmRNAの高いレベルの蓄積が認められた r e 

旦変異は止~変異と問機に普通葉を分化・展開す'5が、色素体は葉緑体とはな

らず、白色体の形状を示していた.一方、明条件下においても、~旦変異は下旺

繍長、色素含量、花成の光周期に対する反応性等において野生型との顕著な差異を

示した.光誘導遺伝子発現の明→暗順応、続日リズム等に閉しては現在検討中であ

るo ~旦変異の解析と並行して、野生型において暗条件下で光形態形成過程を進

行させる条件として液体振温培養、周期的熱ショックについても検討をおこなった.

1 pE 06 キウリ怪軸表皮の気孔の成形に対する光の影響:

一赤色光による副細胞の誘導ー

。風間晴子・森田康裕(国際基督教大学・生物)

一対の孔辺細胞と、多くの湯合それをとりまく幾つかの副細胞から成り立つ気孔の成形過程は、細胞分裂パター

ンの正確な制御によって進行する。従って、分裂パターン制御の研究に於ける優れた実験系とされ、これまでに、

特に、単子葉植物の業の表皮系を用いた多くの研究がある。一方、すでに報告してきたように、キウリOf給表皮系

は、赤色光による孔辺細胞の分化の誘導、IlPち、外的要因による孔辺細胞の分化の制御が可能な系としての利点が

ある(風間、日本植物学会、 1988、1990、風間&降雪、日本植物生理学会、 1991)。さらに、キウリOf拍表皮の気

子l成形過程は、 1例困前後の副細胞の分化を伴い、Of軸の軸性のもとに、並層、及ぴ、垂直分裂、按分裂、接線分裂、

放射分裂等を含む点に於て、その副細胞の分化過程を人為的に制御できるならば、細胞分裂パターン制御研究の、

より優れた系と成り得る。そこで、これまでに報告されていない、双子葉植物のJIf軸表皮系における副細胞形成過

程を観察すると共に、副細胞形成に対する赤色光効果を定量的に扱うための指標として、 “副細胞形成指数"を考

案し、副細胞分化に対する赤色光効果について調べた。(i)対照の指数 1(孔辺細胞のみ誘導、且つ、成形され、副

細胞の形成は全くみられない)に対し、赤色光照射50時間後では指数は 5(孔辺細胞の周辺に於ける細胞数が対照に

比ぺ5個多い)となり、また、赤色光による副細胞誘導は、ある閥値をもって“all-or-none"の反応として起こつで

いることが推測された。 (ii)孔辺細胞の形成瀕度には差のない部域において、JIf輸に沿って赤色光による副細胞の形

成に対する、いわゆる“∞mpetence"の勾配が認められた。以上、孔辺細胞と翻細胞の分イt過程の分穫が可能となり、

赤色光照射により副細胞の分化の開始を人為的に制御できる可能性が示唆された。また、従来知られている、孔辺

祖母細胞の分裂(孔辺母細胞の分化)、または、孔辺母細胞の分裂(干し辺細胞の分化)に伴う必然的な副細胞の分

化過程とは異なり、孔辺細胞の分化とは独立に副細胞の分化を制御している何らかの要因の存在が示唆された。
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1 pE 07 アサガオ子葉タンパク質の短目処理による変化

勺j、野道之、提公代、岡崎光雄、原田宏1

(信州大学・繊維・応生、 1筑波大・生物)

アサガオ(紫)芽生えは、l回の短日処理により花成誘導できる o明暗の感受とフロ

リゲンの合成は、子葉で行われると考えられ、遺伝子発現の変化を伴うという示唆が

ある o本実験は、短日処理に伴う子葉タンパク質の変化の検出を目的として行った。

連続光下で育てた、播種後7日目の芽生えCPoarbitisnil Chois.. st. Violet)に
対し、l回の光周期処理:短日06時間暗期、花成誘導条件)、光中断06時間暗期の8時
間目に10分間の光照射、非花成誘導条件)または長日(連続明期、非花成誘導条件)を
行い、子葉タンパク質を2次元電気泳動により分析した。 1次元目をアガロース等
電点電気泳動、 2次元日をSOS-PAGECポリアクリルアミド濃度勾配15--12%+ 12%) 
で分離、銀染色、クマシー染色及び35Sメチオニンを郎、たinvivot票識タンパク質
のフルオログラムとして検出した。その結果、銀染色で約1200個、クマシー染色で
約600個、フルオログラムで約800個のタンパク質スポットが再現性良く検出された。
フルオログラムの解析として、画像解析装置POQUEST™CProtein Oatabase Inc..東
洋紡)を用いたところ、ラベリングの相対強度がLO= 06 = NB 10 < NB 16 < SO 1 0 < SO 16と
短日処理に特異的であるlスポットCM.W.約22kO、pI約7.5)が示されたCLD=連続明期、
06=暗期開始後6時間目、NBI0.16=光中断処理の暗期開始後10.16時間目、 SOI0.16=短
目処理の暗期開始後10、16時間目;S016はLOの13倍)。

1 pE 08 アサガオの強光一低 t品開花におけるアスコルビン隊の役

。篠崎児問、 B 小島袋弘、 1 平井{，it導(j広大'I!!l'~む納

'京大・段・食工)

対 [J縞物であるアサガオの Violetが低漏(1 :~ - 1 5 "c )で 10 EI以上斤てると

連続光ドでも '{E!f形成すること、低潟処照前に強光を照射すると、イE成に必要な{氏

j品処 FH日数が詳しく短縮されること、 r}震の俳般抽出物中に強光及仮泊の初期過符
で持しく別加する物質 (H fract i on) が存花すること、 H rract i on の消長と花成

が常擁に関連していることは以前に報約した.今阿は Hfraction の同定結果{ア

スコルピン駿)とアスコルビン酸の強光一低縄開花における役河jについて報告する

H fractionは不安定で同定が闘難であったが、 ジ アゾメタンでメチル化したとこ

ろ安定した物質が得られたので、 MSとNM Rで調べ、アスコルビン餓であること

が判明した。アスコルビン畿は弱光 Fではt1fttがきわめて低く、照度が向くなるに

つれて1M加し、 300001ux では Img/g. fr. w.に速するものもあった.アスコル

ビン隙~ IttとイEj.f数はパラレルに t¥，?J)日した。またアスコルビン般は泌光一(氏品1でも

花 IJ.民議将に先 i/.ち tMJJUする.以前に綴目・したように貧栄後による花成はクロロゲン

僚やピノレジノール合服と絞岐に隙l述しているが、低温 Fでは附加しない。{氏 il.¥f

ではイtJf 形成に先 Î1 ちフェルロイル キナ駿やデヒドロジコニフェリルアルコール~

!tlが ti!}加する.アスコルビン駿はパラクマリン般の水般化を促進してコーヒ一般の

合僚を高めることによりこれらのフェニールプロパノイド代謝を制御している.
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1 pE 09 アサガオの光周期的花成誘噂におけるCa2φの関与

竹飽清俊(東北大・厳・闘芸)

Friedmanら(1989) は、暗処理前に与えた EGTAがアサガオの花成を阻害すること

から、 Ca2+が光周期的花成誘導に関与することを初めて報告した. しかし、 Tretyn

ら(1990) は、 時処理的後のどの時期に処理しても特異的に作用する時期がなく、

Ca2・は花成誘導には直接関与していないと結論した。そこで、新たに確立した濯流

法を附いて、 この問題について検討した。

婚種後 6日目のアサガオ、 e
ムラサキ'芽生えの子3憶を面積 1 cm2を残して trim

し、下!日朝l をが~ 3 cm残して棋を切除した cuttingを検定植物とした。下院納切断端か

ら試料を含む水溶液200μ1を加圧して押し込み、検定縞物を潅流した.濯流後直ち

に他のアサガオ芽生えに接木した。濯流の前または後に 16時間の時処理を行い、そ

の他は、 25"C、連続光下に保った.暗処理終了後 3週間目に花芽形成の有無を調べ

た。時処理開始直前に溜流した EGTAは 1mH以上の濃度で栄養生長を阻害することな

く花成を阻害し、 10 ml1でほぼ完全に花成を阻害した.暗処理開始 8時間前、 直前、

I府処瑚終了寵後、 41時間後に EGTAを清流した場合、暗処理 i直前に濯流したときに著

しい限害が認められた。 LaC13、chlorpromazineでも問機の結果が得られた. これら

の結果は、 Friedmanら (1989) を支持するものであり、 Ca2・が光周期的花成誘通事に

関与することを示している。

1 pE 10 アスパラガス花芽の化学誘導に対するホルモン類の影響

。阿部知子、吉田茂男 (理研・薬剤作用)

多年生植物の食用アスパラガス (Asparagusofficinalis L.)の種子をトリアジ

ン系薬剤で処理すると、本来花芽形成能を持たない 1か月の実生の茎頂に花芽を

誘導することができる。しかし、同じ薬剤でアスパラガスの植物体を処理しても

花芽は誘導きれない。このように、薬剤による異常な花芽誘導は、アスパラガス

の種子脹分化期に限って発現することが示唆されている。また、この誘導作用に

対する各種植物ホルモンの影響を調査したところ、 2，4-D、NAA、IPAなどの非

内生型のオーキシン類が顕著に花芽形成を阻害することが判明した。そこで今回

は、脹分化過程に影響を与えるオーキシン類と花芽形成過程との関連を明かにし

て薬剤の作用機構を解析するために、薬剤処理とオーキシン類処理の組み合わせ

に関する量的・時間的関係を精査した。その結果、種子を水に浸した後、 4日目

から 8日目までの 4日間の薬剤処理により花芽は誘導されるが、その他の期間に

は薬剤が作用しないことが判明した。また、オーキシン類による花芽誘導阻害作

用は薬剤と同時処理の場合に現われ、薬剤処理期間の前後にオーキシン類を投与

しでも花芽誘導率の著しい低下は認められなかった。
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1 pE 11 ニンヅンのストレスによる不定匹誘導系における

蛋白質パターンの変化

O立川 佳伸，鎌田 博，原田 宏(筑波大，生物)

ニンジン不定脹誘導系は，オーキシンの一種である 2.4 -0 の有無で簡単に不定

怪の形成を制御出来ることから通常の種子中における脹発生のモデル系として様

々な生化学的.分子生物学的研究が行われてきた。しかし. 2. 4 -0 は不定眼形成

能獲得以外のさまざまな生理反応にも彫響を与えていると考えられ.不定匪形成

の初期過程に必須な変化のみを検出する際の妨げと成っている。そこで，植物ホ

ルモンを用いないストレス処理による不定匪誘導系を用い，ストレス処理時の蛋

白質のパターンの変化を二次元電気泳動を開いて比較することで不定匪の誘導初

期過程に関与する蛋白質の検出を試みた。

ニンジン実生の頂芽を2.4-0(lmg/!). Sucrose (0. 7M). NaC 1 (0. 3M)あるいはCdC12

(0.5mM) を含むMS培地上で一定期間 (2-3週間)培養し，この組織片の抽出液を二

次元電気泳動で分離した。銀染色では全ての処理区で400 以上のスポットが検出

された。特に 63KOa 付近に検出されたスポットは全てのストレス処理で共通に見

られた。また . このスポットはニンジン実生匪勅を 2.4-0(lmg/!)処理を行うこと

で誘導した EmbryogenicCells には検出できたが. Nonembryogenic Cellsでは検

出できなかった。現在，この蛋白質の不定怪形成への関与について調べている。

1 pE 12 ヒャクニチソウ単調医業肉細胞の管状要素分化におけるプ

ロテアーゼ活性の発現

南 淳、福田裕穣(東北大・理・生物)

高等植物の道管・仮道管は中空の組臓である.その構成要素である管状要素の発

生過程において、二次細胞豊富の形成と平行して、核をはじめとする全細胞内容物の

自己分解が起とる o i貧者等はこの管状要素分化を高等組物にまヨけるプログラムされ

た細胞死のモデルと考え、ヒャクニチソウの管状要素分化誘導系を用いて、そのメ

カニズムの解析に取り組んでいる.この培養系では単降した業肉細胞を高頻度で同

調的に管状要素ハに分化させることが可能であるため、細胞死の過程の細胞学的・

生化学的解析が容易であると考えたためである.

ニュートラルレッド漁色した細胞の光学顕微鏡下の観察により、との系において、

分化過程の比般的初期に液胞が崩漉することがわかった.次に、液胞に局在してい

ると考えられる酸性加水分解酵素の繕養過程に伴う変動を調ペた.その結果、液胞

の崩寝前までに、酸性フォスファターゼ、フォスフォジヱステラーゼ、 s-Nーア

セチルグルコスアミニダーゼ、 s-グルコシダーゼ、酸性プロテアーゼの活性が増

大することがわかった.特にプロテアーゼの活性増大は分化に深く関係しているこ

とが示唆された.そこで、カラムクロマトグラフイー及び電気泳動によって、プロ

テアーゼの分隊を試みた.そして、分化に関連して、数種の異なるプロテアーゼ分

子が発現している可能性が示された.
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1 pE 13 ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の分化転換過程における

修復型 DNA合成の解析

。杉山宗隆、駒繍穆 (東北大・理・生物)

ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素への分化転換は S期 DNA複製を必要と

しないが、アフィディコリン (AP C 、 α型 DNAボリメラーゼの特異的阻害剤)

など句各種の DNA合成阻害剤で阻止される。これは、 この過程で見いだされた修復

型 bNA合成が分化転換に必須であると考えると合理的に説明できる。修復型 D.N

A合成は見かけ上 APC非感受性であったが、この DNA合成が uv損傷などに対

する修復合成と同織に α型および β型 DNAボリメラーゼの協調した働きによって

担われているのであれば、分化転換の APCによる阻害と修復型 DNA合成の分化

転換への関与とは矛盾しない。この場合、 APC存在下では修復型 DNA合成が正

常には完了しないために分化転換が起きないと解釈されるが、実際綾様休の沈降速

度を解析した結果、 APCで処理した細胞では DNAに切れ目が残存することが示

唆された。さらに今回、 APC存在下で修復型合成郎位を[3 H ]チミジンで標識し

た核 DNAを調製し、これをエクソヌクレアーゼ IIIで分解して放射能の遊雌速度を

調べ、 APCによって修復型合成部位の 3'側のギャップが埋まらないことを示す結

果を得た。また、分化転換過程における修復型 DNA合成の解析をより深〈進める

ために、プロモデオキシウリジン(B rd U) による標識と抗BrdU抗体を利用して、 合

成部位を含む DNA断片の濃縮と増幅を行ったので、 これについても報告する。

1 pE 14 ミカヅキモのga.eticprotoplast形成に機能する因子

l.細胞問伝達物質 (PR-IP)の誘導機構

.関本弘之、 猪木泰、 藤伊正 (筑波大・生物科学〉

ミカヅキモの有性生殖時 Iこ、 一型細胞のプロトプラスト形成を縁起する情報伝達

物質 (PR-IP)が、 +型細胞から培地中に分泌される生理活性積タンパク質であること

を明らかにした(Planta(l990))。 今回は、 一型細胞から放出され、 +型細胞に対

して PR-IPの放出を促す物質を検索し、 その部分的特性を明らかにしたので報告する。

(方法と結果) a. +、 一両型の細胞を混合し有性生殖を誘起した時点で培地を回

収し、 その培地中で+型細胞を単重量で培養すると、 細胞からの PR-IP放出量は増加し

た。 こ司増加はー型細胞を単独で培養した培地に+型細胞を培養した渇合にも観察

された。 また PR-IPの放出は、 活性を含む培地中で+型細胞を渚養後、約 15時間で認

められ、約 24時間後まで徐々に増加した。

b.PR-IPの放出を促す活性は、 一型細胞培養開始後、 緩めて短時間(約 1時間〉で培

地中に検出された。

c.この因子の PR-IP放出誘起活性は、 約50倍に繕地を希釈しでも検出され、 80.C、

10分の熱処理で 30%まで低下し、透析 (Mr3500排除〉によっては内液中に維持された。

以上の結果は、 ミカヅキモの有性生殖時に、 ー型細胞が単独で放出する分子量

3500以上の因子治宝、 +型細胞に作用し PR-IPの放出を誘起し、 この PR-IPの作用によ

り、 プロトプラスト形成が開始することを示している。
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1 pE 15 ミカヅキモの ga.etlcprotoplast形成に機能する因子

2.細胞閑伝達物質 (PR-IP)の作用僚機

関本弘之、佐藤忍‘ 藤伊正 (筑波大・生物科学〉

我々は、 ミカヅキモのー型細胞のプロトプラスト形成を誘起する篇タンパク質

(PR-IP:42、19kDaのサプユニットで構成)カt、 作用するには、 強光下での低細胞密度

の前培養が重要であることを 1991年大会において報告した。 今回』た

うな惜構でー型細胞にプロトプラスト化を誘起するのかを検討した。

PR-IPがどのよ

(方法) PR停 IPをNHS-LC-biotlnにより化学的に傑織し、 一型細胞に添加した。 8時

間の培養後、細胞を MIB培地で洗って回収し、 細胞に結合している PR-IPの量をアピ

ジン"ピオチン複合体法で定置した。 またその後のプロトプラスト形成数を測定した。

(結果) 1).PR-IPの小サプユニット(l9kDa)のみが紹胞に結合した。 その結合は

PR-IP添加量に依存して増加し、 やがて飽和した。 このときのプロトプラストの形成

数も同様に飽和性を示し、 それぞれの 50%飽和濃度はほぼ同値であった。

2).Scatchard-plot解析より、 解縫定数が 3.2x 10-oMと推定された。 3).ピオチン僚

議小サプユニットの結合は、 非保織のPR-IP添加により阻害された。 4).小サプユニ

ットは、 強光下での低細胞密度の前培養を行ったー型細胞によく結合した。 また PR

ーIPによりプロトプラスト化を起こさない+型細胞には全〈結合しなかった。

以上の結果より、 PR-IP によるー型細胞のプロトプラスト化誘起は、 細胞のもつ特

異的レセプターと小サプユエヲトとの結合を介して起こることが強〈示唆された。

1 pE 16 出芽酵母接合時に於ける突起形成能欠損変異株

-頼藤 徹也、 大隅 良典 (東大・教養・生物)

勝母Saccharomycescerevisiae也1a細胞は、 並立α細胞より分泌される αファ
クターと呼ばれるペプチド接合フェロモンにより接合過程に進む. αファクター
の作用には接合に必須の一群の遺伝子発現の誘導、 その結果起こる細胞周期の停
止などと、 プロジェクシヨンと呼ばれる突起の形成という形態変化の誘導が知ら
れている.突起形成に必要な αファクターの Km値は細閥周期停止の Kmf直に比べて
100倍大きく、 その問の濃度で処理された担ATa細胞は細胞周期を停止するが突起を
形成せず、本来突起を形成するべき方向に伸長成長を行う.
今回この突起形成の機mを解析することを目的として突起形成に十分な潰度の
αフアクターで処理しても突起を形成せず、 伸長成長する変異株の単敵を試みた.
変異原処理したM企1a(註11>細胞を、対数増殖期まで増殖させαファクターで処
理し、 その培養液中から顕微傑作により細胞周期を停止しているが突起を形成せ
ず伸長成長している細胞を直按分敵した.四分子分析の結果、 とられた変異株は
3つの相補性グループに分かれた.これらの 3株は形態学的にはまったく区別が
つかない表現型をもち、通常の増殖には何等彫響を示さなかった. さらにこれら
の遺伝子は按合には必須ではないことがわかった.今回は、 この突起形成不能係
の、 主として α・ファクタ一存在下の形態変化について報告する.
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1 pE 1 7 生物時計の分子機構解明のための新しい実験系

近旗孝男 (基礎生物学研究所)

生物時計(ここではサーカディアンリズム)は単細胞生物からヒトに至るまでほとんどすべて

の生物で確認されており、地球上の生物にとって掻も重大な環境変化、すなわち昼夜交替に適応

すベ〈機能している。そして多くのリズムの生理学的性質が共通していることから、特有の綴動

発生機構(基礎振動)の存在が期待されている。この車庫礎振動が細胞内で発生していることは確

実であるが、細胞下レベルの確実な知見は全〈得られていない。リズムを測定するためには数日

から 1週間にわたる遠鏡測定が必婆なので、解析に利用できる実験系が限られることが最も大き

な困鍵であると考えられる。特に生物時計の分子機構解明に有効なアプローチと考えられる突然

変異の遺伝子解析を効率よく適用出来る実験系は少ない。

生物時計の分子遺伝学的解析が可能な実験系としては 1)分子遺伝学的手法が利用出来る生物

種であること、 2)測定の容易t，I.リズムを示すこと、特に多数の個体の時計を能率よく検定して

スクリーニング出来ること、が必要である。 1)の条件を満たす実験系としては寂々は酵母、ら

ん君臨などに注gした。最近Kippertが分裂酵母の高温耐性のリズムを報告し、 Chen. Nitsui. 

Sweeneyらがらん穫の窒素固定化酵素のリズムを発見したので、これらの生物でも生物時計が織

能していることは明らかになった。そのリズムの測定は容易ではないが 1)の利点を活かし生物

発光系の遺伝子を組み込み、 「人工の時計の針Jとして作動させることが出来れば、 2)の条件

をも満たす実験系を得ることが可能である。今回はこうした試みによって、得られた生物発光の

リズムについて報告し、生物時計の分子機構に迫る戦略を考えてみたい。なおこの研究は米国

Vanderbilit大.C.H. Johnsonl専士.Texas A州大 S.S.Golden憎士との共同研究である。

1 pE 18 アカバンカピ生物時計遺伝子.prd-l，のクローニング

。秩山正志，石浦正寛中島秀明(岡山大・理・生物，

'基生研・細胞生物}

アカバンカピ (Neurospora crassa)では、現在までに7種の異なる遺伝子座に

位置する「時計」遺伝子が報告されている (Feldman)0 これらは突然変異によって、
連続暗下での分生子形成リズムの周期が変更されることより同定された。 Dunlapら

のグループにより、その中のfrq遺伝子がクローニングされ、ゲノムDNAの塩基配

列が決定されている。我々は別の時計遺伝子の 1つprd-l遺伝子のクローニングを試

みているので報告する。最初にprd-l遺伝子の近傍に位置する acr-2遺伝子から prd-

l遺伝子への染色体歩行を計画し、 acr-2株ゲノムDNA由来のコスミドライブラ

リーを作成した。ベクターpDCI07はpD C 1およびC.Yanofskyより送られたpSV50か

ら切り出した2.6kbpのベノミル抵抗性遺伝子から構成した。しかしながら、トラン

スフォーメーシヨンにより、アクリフラピン感受性のスフエロプラストから抵抗性の

トランスフォーマントを選択することはできなかった。そこで、 prd-l検のスフエロ

プラストから野生型のトランスフォーマントを直接選択する方法を開発し、最終的に

prd-l株の周期を相補する4.2kbpのDNA断片を得た。塩基配列を決定した結果、 1

280bpよりなるORFの存在が予想された。 4.2k bの断片をプロープとして行った
ノーザン・ハイプリダイゼーシヨンの結果、 2種のmRNAが確認され、その日周周

期を調査した。
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1 pE 19 アカバンカピ温度感受性変異榛の生物時計の性質

五藤竜太，加上律子，。中島秀明{岡山大・理・生物)

アカバンカピの分生子形成リズムを制御する生物時計の遺伝学的解析のために，こ

れまで多くの周期変異株が報告されている.これらの変異株は，時計の周期以外の性

質，たとえば成長速度などはほとんど変佑していない.これはリズム測定が，成長す

ることと分生子形成を前提にしなければならないことによる.この事情は他の生物に

ついての同様の実験でも同じである.しかし，もし時計の機構が基礎的に重要な代謝

活性に密接な関係を持っていたとしたら，真の意味での時計変異株は，従来の方法で

は分艇できない可能性もある.このような仮定にたって，温度感受性の時計変異株の

分離を試みた.まずレプリカ法で温度感受性変異繰を現在までに約80株分雌するこ

とに成功した.ぞれらの時計の性質を周期ばかりでなく，周期の温度補償性，高温処

理に対する位相応答曲線をそれぞれの株で比較した.特に 30・Cですでに成長限害が
顕著に起こるような温度感受性変異株に着目した.また従来分離されている同様な変

異株についても同様の実験を行なった.その結果. 1.一般に温度感受性変異様の周

期は不連続に変化する. 2.ある株の高温に対する位相応答曲線を調べると，特定の

部域で位相変イじが起こる度合が顕著に小さくなっている. 3.ある株では，この位相

応答曲融自体の形が野性株とは大きく異なる，などの変化を観察することができた.

これらの現象について報告する.
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般講演

第2日 3月30日(月)
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一般講演

第2日 3月30日(月) 午前の部

A会場 栄養・転流・水分生理

B会場細胞壁

C会場 タンパク質・酵素(1 ) 

D会場分子生物学(皿)

E会場分子生物学(W)

F会場光合成(II) 

G会場脂質/光合成(ill)
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2aA 01 キュリーポイントパイロリシス GC/MSによる水稲種

子の分析

O 寒川喜三郎、井上軍子、永野 正〈大阪府大'.・農

芸化学)

キュリーポイントパイロリシスーガスクロマトグラフィー質量分析計(p y - G 

C / M S )法は、 多量の情報が化学的な前処理を必要とせずに微少量のサンプルで

得られる方法である。今回は水稲稽子の解析に本法を用いて検討を加えた。

【方法】 分析に供した水稲種子は、 1 9 8 9， 9 O. 9 1年産を用いた。分析

試料は玄米とそれぞれの種子を精米し白米とした物および 30度 Cで 15日 30 

日間保管した白米を材料とし、粉砕後分析に供した。 p y - G Cの条件は、パイロ

ライザーは B本分析工業製 CJIIP-3 裂)、ガスクロは目立製作所製 CG-3000)を用いた。

Py-GC/MSにはパイロライザーをキャピラリー GC / M S (QP2000-A、島津

製)に装着して用いた。 キャピラリーカラムは DB-WAX (長さ 30目、内径 0.25m

m、膜厚 O.25μ 田〉を用いた。 熱分解には、 590 "cのパイロホイルを使用した。

【結果】 得られたパイログラムは、 多数の熱分解産物を示した。 クラスタ一分

析の結果は、 3つのグル ープに分けられることを示した。 91年産の玄米は限れた位

置に分類された。 加温による影響がパイログラムに反映することを示した。玄米と

9 1年産白米の 15日加温を区別する情報は第 1主成分に存在すること、 8 9年産

の白米と 15日加温を区別する情報は第 2主成分に存在するものと推定された。 ま

た因子分析を実施し、 その解析を行った。

2aA 02 ニチニチソウ培養細胞の細胞外酸性ホスファターゼの精

叡とその性質

。減市 篤、新井康仁、降旗 敬、桜井英縛

(早稲田大・教育・生物)

ニチニチソウ培養細胞をリン酸を含まない培地に績え継ぎ、培養(ーPi処理)すると

4日目頃から細胞外への酸性ホスファターゼ (APase)の分泌が急激に上昇するが、 リ

ン酸を 1日おきに加えて、培養 (+Pi処理)すると 6日目でもーPi処理2日目程度の分泌に

留まっている。 -Pi，+Pi処理した培地の 90'飽和硫安沈澱画分を nativePAGE、活性染

色すると -Pi処理4日目以降、おおまかに分けて 3つのアイソザイム(移動度の低い

順に 1，11 ， 111 )が確認されたが、 +Pi処理では 1，11の2つしか確認されなかった。こ

のアイソザイムのうち主要な Iを精製し、その性質を調べた。

jtf地の 50-85'飽和硫安分薗、ゲル猪過 (Toyopearl H1I55)では3つのアイソザイムと

も同じ酪分に得られる。これを陰イオン交換 (HonoQ FPLC)にかけると Iは2つの圏分

( 1 a， 1 b)に分かれて溶出され、 lI，m はより高い塩濃度で溶出される。 1a， 1 b は、 さ
らにゲル減過 (Superdex75 FPLC)により、電気泳動的に単一バンドに精叡できた。

1 a， 1 bともに至適pH4.5、PAS陽性、活性に 2価カチオンを必要とせず、 300nHモ

リブデン酸により 50'阻害された。 1aと 1b共に基質特異性が広く、精リン酸、 フィ

チン酸、 ヌクレオチド，PPiなどを分解する。なお、 1 aはヌクレオシド三リン駿に対

する活性が、 1 bは緒リン酸に対する活性がより高かった。分子量は SDS-PAGEで

1 a:60kDa， 1 b:57kDa、ゲル温過で 1a:59kDa， 1 b:54kDaであった。
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2aA 03 ニチニチソウ培養細胞における無機リン酸取り込みの緒

性質

。降綴 敬、新井康仁、減市 篤、厳井英博

(早稲田大・教育・生物)

ニチニチソウ培養細胞をリン厳を含まない培地で培養(-P i処理)するとりン酸取

り込み活性が箸しく上界する。前回の大会では、プロトプラストを用いたりン酸取

り込みのリン酸濃度依存性 (0.1-1000μH[P i 1 )の研究から、 -Pi処理細胞には、親

和牲の異なる少なくとも 2種類の取り込み成分があることを報告した。その後の研

究によりそれぞれの担として1.5および40μH[P i 1が得られた。 リン酸 (1.5-2.5mH)

を1日おきに添加してリン酸飢餓にならないように培養した(+ P i処理)細胞では高

親和性成分がほとんど見られないことから、 -Pi処理に伴うリン酸取り込み活性の上

昇は、高緩和性成分の発現によるものであった。

この 2濁類の取り込み成分それぞれの性質について、高親和性成分は -Pi処理細胞

を用いて測定時の Pi濃度2.5μHで、低親和性成分は +Pi処理細胞、 Pi温度 500μHで、

阻害剤の効果などを調べた。至適pHは両成分とも約5.5であった。阻害剤の効果では、

両成分とも1，0μHグラミシジン S、 10μHFCCP 、10μHDBSで90X以上、 100μHDCCD 、

100μHヨード酢酸、 100μHアジドでは約 50X程度の阻害が見られた。 NBH(100μM)は

低観和性成分への阻害が高親和性成分への阻害に比べて大きかった。また、 10.uM 

D 1 D S、5μg/ml Dio-9， 1皿MKN03、100μHパナジン酸、 1皿Hモリブデン酸はほとんど

阻害効果がなかった。

2aA 04 硝酸塩によるブドウ休眠芽の萌芽促進効果とアミノ酸代謝

鈴木章方(山梨大学・教育・生物)

ブドウの休眠芽に硝酸カリウム水溶液を塗布すると、萌芽が早まり、果実収穫期も

早まる.そこで、硝酸イオンを与えたとき、アミノ酸代謝はどのようになるのか調

べたo (方法)ブドウの 1年枝を、落葉直後 12月初旬に切り取り、 1節ごとの切

片を、水または印刷 KN 0371く溶液にさして、 250C明所におくと、休眠芽は約3

週間で萌芽する.その時の芽と茎の部分を 70%エタノール抽出して、 HPCLに

かけたo (結果) 1. KNOaによって、約6日分萌芽が早まる。 2.芽と茎の総ア
ミノ酸量は、当初ともに約 9mmoll gで等しいが、芽では両処理ともに増加したが、
茎ではKN03を与えた時にだけ増加したo 3. アミノ酸の分子比率%は、 0日の芽
では、 ARG48%、ALA15、GLN10、GLU7、ASP4であり、茎では、 ARG

38%、GLN24、ASP7、ALA5，VAL4であった。つまり、芽のALAは茎の
3倍になるo 4.芽のアミノ酸比率の変化 :PRO、GLN、 SERは増加し、 A
RG、ALAは減少した。 GLUグループ内で、 PRO+GLN←ARGの図式が

成り立つo ALAの減少はTCA回路の作動と一致している。 KN03は、 GLNを

増やし、 ALAの減少を促す。 5.茎のアミノ酸比率の変化:ALA、 LYS、T
YRは増加し、 GLN、ASPは減少し、 ALAとGLNの増減は芽とは逆になる.

KN03は、 ALAとGLNを増やすo ALAの動きから見ると、茎においては解糖

系優位となり、 KN03はその傾向を助長するものと考えられる.
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2aA 05 イネ業細胞質型グルタミン合成静棄の筆業転流における

役割 ー細胞質型グルタミン合成酵素の組織内局在住ー

O積地一成、山谷知行、前 忠彦、小島邦彦

(東北大....化)

演者らは、 現在まで細胞質型グルタミン合成醇燕 (GS1)の重量策転流における役

割を解明することを目的として研究を行ってきた.その結果、 イネにおける主要な

窒素転滅形態であるグルタミンは、 GS1により合成されていることが強く示唆され、

報告を行ってきたけ 2) しかし、 GS1の組織内局在住は来だ不明である.そこで本

研究では、 免疫組織化学的手法を用いてイネ業 GS1の組織内局在住を明らかにして、

窒素転流のためのグルタミンが合成される組織を同定することを目的とした.

イネ GS1・GS2のcDNA解析から推定されるアミノ駿前列引をもとに、 GS1に特異的

な前列部分に対して合成ペプチド(17残基)を作寂し、 これを免疫源として抗 GS1 

特異抗体を銅製した。 得られた抗体を用いて、 免疫組織化学的手法 (Tissueprint 

immunob1ot)により. イネ主稗第 13~健身における GSlの組織内局在住を検討した結果、

GS1抗原は特異的に大経管策・小維管東に局在していることが判明した. 一方、 同

手法を用いて GS2、 Fd -GOGAT， NADH -GDHの局在住を検討した結果、 いずれの抗原も

業肉細胞に局在していることが示された.以上の結果から、 事量滅のためのグルタミ

ンは、 総管東内で GS1により合成されていることが強く示唆された.

1) Kamachi et a1. (1991) P1ant Physi01 96:411. 2) Kamachi et a1. (1992) 

Plant Physiol (in press). 3) Sakamoto et a1. (1989) P1ant 1101 Biol 13:611. 

2aA 06 イネのシンク組織における NADH依存性グルタミン酸

合成酵素タンパク質の免疫学的解析

。早川俊彦、山谷知行、前忠彦、小島邦彦

(東北大・農・農化)

イネは老化葉(ソース)から生長中の業や種(シンク)へ主にグルタミンとして

窒素を転流する。しかし、シンクでの主要な遊雌アミノ酸であるグルタミン酸への

変換機織に関しては不明である。我々はこの変換に着目し、霊堂熟過程のイネ種子に

おける NADH依存性グルタミン酸合成酵素 (NADH-GOGAT)の発現を特異抗体 1)を用いて

蛋白レベルで解析した。問機 lこFd-GOGAT.GS .NADP-IDH についても解析した。

イネ〈ササニシキ〉をガラス室で水耕栽培し、主稗の槌の上位第 5位までの 1次

枝梗に着生する穎果を開花白から登熟終了まで収穫した。穎果中の可溶性蛋白当た

りの NADH-GOGAT活性は、開花日より培加し、可溶性蛋白含量の増加に先立って 5日

目にピークを示し、以降減少した。一方、可溶性蛋白当たりの Fd-GOGAT.GS.NADP-I

DH活性は 5日固まで一定であり、以降減少した。登熟の初期を除き、穎果中には NA

DB- とFd-GOGAT活性がほぼ等量存在した。 I圃圃unoblot解析では、穎果中には精製イ

ネ培養細胞 NADH-GOGATと移動度の一致する約 200kD のバンドのみが検出された。同

様に精製イネ葉 Fd-GOGATと一致する約 160kDのバンドも検出された。登熟過程の各

バンドの変化は、相当する各 GOGAT活性の挙動とほぼ一致した。また精製標品を標

準として定量した結果、登熟期聞を通じ NADH-GOGAT蛋白は Fd-GOGAT蛋白よりも多く

発現していることが示された。l)Hayak8laet al. (1992)Plant Physiol. in press 
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2aA 07 登熟過程の大豆種子における窒素同化酵素の分布

O清田亮一.精地一成早川俊彦山谷知行小島邦彦 1 (農水

省・食総研東北大.a・農化〉
ダイズ種子における窒素化合物の移行は，筋管液で主要なAsparaglneが種皮の柔細胞層に

unloadlngされた後，原形質連絡の見られない内細胞層から檎出し，子業組織に取り込まれ

ると考えられる.既に，種皮のアミノ酸代謝関連酵素活性 (ASNase. A.lnotransferase. GS. 

Fd-， NADH-GOGAT. NADH-GDH. NADト Isocltratedehydrogenase. PEPCase)のうち. G S活性

は子葉に比べてかなり強いことが明らかとなり，種皮溢泌液ではGluta・ineが主要である報
告と符合した.

今回 li. G Sの種皮，子業組織における分布，及びアミノ酸代謝関連酵素の登熱中の変動

を免疫化学的に検討し，種皮の窒素化合物の移行に果たす役割について報告する.ダイズ樫

皮，子葉とも G Sは，細胞質型GSlが主体であった.種皮では 39kDaのGSlペプチドは 2パン

ドからなり，種子の貧化する時期に歪り分子量の小さいパンド及びGS2パンドは消失した.

子葉では登熱中期に僅かであったGSlが，黄化期に至りかなり認められた， GOGATペプチドは

FD型. NADH型とも，子葉ではそれらの活性の低い品種で大きな変化が登熱中見られ江か った

が，活性の噌大する品種では比例して噌加した.貧化期の種皮ではいずれの品種でも GOGAT

ペプチドの低下が見られなかった， GS 1抗体を用いたTISSUEBLOTT. 及びGS2抗体による免疫

組織化学的な光顕餓察では，種皮の細胞組織，特に柔細胞群にGSlタンパク質が多く分布す

る結果を得た.

これらの結果から.種皮柔細胞はその細胞質でアミドの変換を行い. SYMPLASTな窒素化合

物の移行に積極的に関与していると縫察される.

2aA 08 イネの生育にともなう、葉鞘のデンプン含量と炭水化物

代謝関連酵素活性の変化

通辺嘉人、中村保典 E、石井龍一〈東大・農、 E農水省

生物資源研)

イネの葉輔は、デンプンの一時的蓄積器官として徳能し、その蓄積量は植物体の

生育段階によって大きく変動する.そこで、こうした葉痛における生育段階による

デンプンレベルの変動を、炭水化物代謝間違M索の活性の蘭から解析することを試

みた.

出穏期直前に出現した上位業締は、下位葉鞘に比較してより多くのデンプンを蓄

積していた.両業鞘聞で、可溶性会タンパク質量に差はほとんど認められなかった

が、いくつかの酵素では、その活性に大きな差が見られた.特に頼粒結合性および

可溶性のスターチシンターゼ、プランチングエンザイム、スクロースシンターゼな

どの酵素活性が上位糞絡で高く、葉繍のデンプン含量と対応していた.さらに、こ

れらの稼業活性は、植物体を異なる光条件下で生育させた場合にも変化することか

ら、光合成産物の供給量により制御されていると考えられた.またスクロースフォ

スフェートシンターゼ活性は、出穏期に一時的に t曽加し、光合成産物の穏への転涜

と関連していると考えられた.

以上より、葉鞠は単なる余剰光合成産物のプールではなく、植物体全体の光合成

産物の分配と関係した代謝的調節を受けていると考えられた.
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2aA 09 ヤハコ精司書綱附におけ~ホ内議待合第車問の同電

.廿て哩千{主剖1..削除 制R・関谷吹自1¥ 京都大勝 1r.繍t;P-1

オ、内意 l主高等刷物の必羽目元本 í-~~ tJ、'f. E草作附は未1"ptl c，かに F量れ γ いない。 手

の作附はホウ繋が本来存在する織 PITで恒ご7.>はずであ為内幸並々は昨年の大会で、 細

胞のホ内調障の1191は綱嶋崎密に存干干し τいるご/t躍を示した。 ぞとで曹に細胞題豊中の結

合部怖を特定しよ勺ど考克介。

2.4-1】1I.2pp圃そ合計1!1{芳un持lt!lで矯型車したタバコ矯養細胞 HY-2係から制細胞般を
鋼製した。制細胞厳守ドリヤラ--t!'で 4H時間 op壊すあごとによ η細胞眼中のホ内棋

のHIト引はが多織に結合したホ内羽毛として n)液化ぎれた。 ホr'7~終の?を量は IINN Il IJ-IIP I.t:

法、 相関の定貨はフヱノー 1レ続前法によったの 嫡出液にイオン司王微減 tJ 分チふ~いヴ

ロマトヴ弓フィーそ行い竹千自量約 7111111の電気的に悶ーなホ内縁台有名刺開発得た。 多

繍 1分ー子にホゥ #1分+が結合し τい芦干の どのホ内棋は 1N 11 1: 1 -r :111・t: 15仲間の叫測に
よ"宅~に除去きれ ホ内 m の形で繍の水附幕J-:ヱ一子ル結合し γ い~ ~で考史民れ

た。 寝前処 E撃で多帽の 'rl'+.地'()'響下筑点はほどんど常化 lなか勺弁。 tJl~朝関からご

の多糊は号ムノガ弓ヴヴロナンであ九今 P待費耳(!tれ世干の

""イコン細胞~か Sろも l同織のオ・7 唱帳台有前件当早朝闘が得ç，れ ごのホ内相終合有多朝関は

高害事絹物網開帳に符 t明的 1:':存在するホの1".燃われたの

2aA 10 耳皇制E菜類節問細胞の原形質流動におよ lます横向きの遠心

力

上i平英治。(ー僑大・生物)苅山宗弘(紋送大・生物)

ストロポ型遠心顕微鏡を用い、 Nitella axilliformis 節問細胞に直納方向の遠

心力を加えた。細胞皮膚部の動因座繊維(アクチン束)に後して流れる細胞質肉質

法、 i皐心・求心両方向とも 4-1500xgの範囲で加速も減速もせず、 対照と等しい

流速を保った。伴の細胞質により大きい遠心力を加えるため、 Chara australis 

節問細胞の細胞液を il流法により高密度人工細胞液 (1.058g/cν;120 mH KCl. 

20 m~ NaCl.10 mH CaC12 + Ficoll 400 )と置換した。 その結果、 細胞質と細胞液

の密度差は 0.044g/cm3 (対照の約 10僑)となったが、 この細胞の流動も 1400

x gまで加速も減速もしなかった。 無処理細胞の流動は、 14.000xgを加えても全

く影響を受けないと推論できる。

N. orientalis節問細胞を遠心顕微鏡ローターの回転半径と直角(媛線方向)に

セットし、 細胞長舶に直角方向(機向き)の遠心力を加えてみた。流速は遠心加速

度の憎加にともないほぽ直線的に低下し、 1100 x gで 26um/s (対照の 4 3 % )と

なった。 アクチン東と細胞質(のミオシン)との相 E作用は、 償向きの力に対し、

比較的弱いことがわかった。
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2aA 11 E担軸 11類における巨大分子の細胞間総送

菊山宗弘・原陽司・島田希代・丁大繍 1

〈放送大学・生物 1姫路工大・理・生命科学〉

原形質連絡を遜つての物質の細胞開始送の様子を車軸謙類を用いて調べた。車

輸濠類は節および節間細胞が一次元的に配列した構造をしていること、節間細胞

が非常に大きいので細胞内成分の分析が単一細胞ででも可能であること江どから

この研究材料として適している。

蛍光色素(FITC) で標識した物質を節間細胞の細胞質中に顕微注射し、隣接す

る節と節間細胞への機織物質の移動を蛍光顕微鏡で悶べたところ、ミオグロピン

(分子量約 20，000) や卵白アルブミン(分子量約 45，000) であっても数時間後

には隣援細胞に移ることが館、められた。隣接細胞の細胞質をしぼりだしゲル漉過

によって調べたところ、隣後節間細胞中の FITCで標識された物質の分子量は注

射されたもののそれと同じであった。また、隣接細胞に移ったエクオリン(分子

量約 20，000) は、カルシウムに依存した発光能を保持していた。このことは、

Zれらの巨大分子が分解されることなく、そのままの形で原形質連絡を通過した

ことを示している。これは、原形質連絡を通過できるものは分子量 1，000程度

以下であるというこれまでの常識をくつがえすものである。

2aA 12 ラン藻硝酸トランスロケーター欠損綜における

フィコピリソームタンパク質の蓄積と窒繁栄養

. i事*弘道、杉山達夫(名古屋大・農・農化)

LHCPや後つかの C4醇繁を始め機能的には付格的と考えられる光合成遺伝子が、窒

素により選択的に発現調節されることが明らかにされている。われわれは S~n 聖 c_ò _o ~ 

occusにおいて窒素による選択的な発現調節を受ける光合成遺伝子を探索するために、

機能的には LHCPに近いと目されるアンテナ色素フィコピリソームのタンパク質(フ

ィコシア ι ン)について解析を行った.その結果、聖子性検では無機窒素として硝隙

1皇、アンモニウムイオンに関わりな〈 、 蜜繁栄養状態に応符しフィコシアニシのお

積は選択的に変動した。このタンパク貨の蓄積の変動は皿RNAの変動をともない、こ

の調節が転写段階で億IJi却されるものと判断された。

一方、硝酪トランスロケーター欠損株 H45( I )を用いて、窒素栄養の制限状態‘での

フィコシアニ ンの蓄積を調べた。 H45 は鮒政 faを窒素源としたときは生育が制限さ

れる。 10mM、 30mM、 65mMl¥.NO  、のそれぞれの熔地で、変異係における

フィコシアニンの蓄積は室繁栄養に依存し野性係と同僚に変化した。 しかし、その

mRNA蓄積は窒素の栄養状態の低下にともない見働け上唱力目した。現在、 この相反し

た現象について、 タンパク質合成と分解の観点から検討を加えている。

(1)Omata T..Ohmori H..Arai N..and Ogalla T.(l989)PNAS 86.6612-6616 
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2 aB 01 キウリ下駐軸細胞豊の成長パラメータに対する成長物

質の効果

'岡本 尚.山田章代，勝見允行横浜市大・文理

・生物国際基督教大・理・生物)

IAAの成長促進効果は， まづ細胞壁の展性 (φ} を構大させ. そのために膨圧

( p ).が減少して吸水が容易になるためと永年信じられてきた. ところがミトリサ

サゲの白賑輸で. 中場等による Pの直後連続測定 (1991)は 1A Aによって成長速

度が数倍に上昇するとき Pが全く変化しないことを明らかにした. また岡本らによ

る導管庄ジャンプ法の開発によって.地加するのは φ(1. 6倍}だけではなく， 実効

膨圧(p - y )も 2.7倍に糟大する事がわかった pが変化しない以上. これは今ま

で Green & CUllins (1974)以来高等積物では不変と考えられてきた壁の臨界降伏

圧Yが 1A Aによって減少すると考えぎるを得ない.これら従来の常織を破る諸結

果が， 双子葉植物全体に通ずる一般法則であるか否かを検証するために. まづ成長

生理の研究によく用いられるキウリ下降輸で IAAの成長パラメータに対する効果

を調べた.その結果この材料に於いても IAAは φをち倍に精大させるだけでな

く，実効膨圧(p - y )を 24倍に噌大させ， その結果成長速度が 120倍に増加

する事がわかった.

IAAの潅流開始後急速に上昇した成長速度は 2. ラ時間目から下がり始めるが，

新しい植物ホルモン. ブラシノライドの導管潅流で 2時間前処理すると，速度はそ

のまま維持される. このときのパラメータの変化についても報告する.

2 aB 02 成長する植物細胞壁に関する研究1.

ポプラ培養細胞のキシログルカナーゼについて

O中村信吾、林 隆久、伊東隆夫 (京大木研)

キシログJし力ンは、成長する植物細胞壁中でセルロースミクロフィプリルに強

固に結合し、壁にある程度の強さを与えている。キシログルカナーゼ(エンド

・1，4+グルカナーゼ)は、一次壁内層面に存在し、オーキシンにより誘導され、

キシログル力ンを特異的に分解替る。キシログルカンガキシログルカナーゼによ

って部分的に分解されると、ミクロフィプリJしのネットワークガ弱められ、細胞

壁のゆるみが誘導されることが示唆されている。細胞壁のゆるみを分子レベJしで

解明哲るために、キシログJし力ナーゼの分子細胞生物学的研究に着手した。

オーキシンを含むMS培地で培養したポプラ細胞は、細胞質、壁、培地中にそ

れぞれグル力ナーゼ活性をもつことが認められた。そこで、細胞壁と培地中のグ

Jし力ナーゼをゲJし溜過、イオン交換、アフィニティークロマトグラフィーによっ

て精製した。ともにグル力ナーゼは、キシログJし力ンを基質にしたとき、キシロ

グJしカンヘプタサツカライドによって活性化されることが示された。カルポキシ

メチルセルロースに対する親和性は、他の植物由来のエンド-1，4-j}-グルカナー
ゼに比べて、ともに比較的強いことが認められた。
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2 aB 03 キシログルカンによるミクロフィプリルの架繍構造

O馬嶋啓一.林隆久.伊東隆夫.曾根良昭三崎旭 1

(京大・木研大阪市大・生活科学)

高等縞物の一次細胞壁は、セルロースミクロフィプリルをキシログルカンが

架橋してネットワークを形成することで、 その形状と堅きが保たれていると考

えられている.キシログルカンがミクロフィプリル聞を架橋しているモデルは

すでに建築されているが、 実際の細胞 E豊中での両者の配置については明らかで

はない。今回われわれは、エンドウ上陸純由来のキシログルカンとセルロース

の複合体(細胞壁ゴースト)に抗キシログルカン抗体を作用させて、 ミクロフ

イプリルネ、y トワーク上におけるキシログルカン局在を電顕観察した.

抗キシログルカン抗体による傑織は、 ミクロフィプリルが交差している近辺

に多〈観寮された.これら標識はフィプリル上よりもフィプリル聞に多〈認め

られた. このことは、 キシログルカンがフィブリル同士を架橋していることを

示している.キシログルカンを除いた細胞壁ゴーストにキシログルカンを 1n

vitro で結合させ、領合体を再構成したものについては、抗体標織はフィプリ

ル上のみに認められた。 このごとから、 in vitroでの複合体再構成では、キシ

ログルカンはフィプリル同士を架橋するよりも、 むしろフィプリルの表層を積

うように結合することが示暖された。

2 aB 04 オリゴサッカライドによる細胞壁キシログルカナーゼの

フィード/'¥ックアクチベーションン

0林隆久、伊東隆夫(京大・木研}

植物細胞壁に強固に結合しているキシログルカナーゼ(エンド・1，4-13-グルカナーゼ)は、

オーキシンにより誘導され、一次壁キシログルカンを分解し、セルロースミクロフィブリ

ルのネットワークを弱めて細胞壁にゆるみをもたらすことが示峻されている。このキシ口

クルカナーゼは、分解産物であるキシ口グルカンオリゴサッカライドによって、非括抗的

に活性化され、重合度の高いオリゴサッカライドに強い親和性をもっ。

キシログルカン・セルロース複合体を基質に用いた場合、分解によって生じるキシログル

カンオリゴサッカライドの濃度が高くなるにつれ.て、キシログルカナーゼが活性化され、

セルロースミクロフィブリルに強固に結合したキシログルカンが分解されていくことが認

められた。活性化における、酵素 1分子当たりのオリゴサッカライドの結合部位数は、平衡

透析法により 1.3と測定された。

キシログルカナーゼ.の活性化の機構の解析にサブサイト理論を導入した。基質に対する親

和性が変わらないにもかかわらず、触媒中心活性(Kcat)カず増加するのは、酵素と基質のすべ

ての結合定数の和が一定にもかかわらず、プロダクティブな結合格式の結合定数の和が相対

的に高くなるためと推察した。
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2 aB 05 マンノオリゴ槍認総統体を用いた免疫電顕によるグルコマンナン

のイネ積子細胞壁中への蓄積の品種、組織特異性の解析

o賀来週廃江口、馬場啓一目、伊東隆夫幻、渋谷直人1)

〈農水省生物研1)、京大木研.)) 

我々はこれまでに、特定の遺伝的背景をもゥたイネ品種群では、その匪乳細胞墜にr仰すけYが
大量に蓄積すること、さらにこの現象がイネ第 9染色体上の特定の領域に存在する単一の優位遺

伝子によって支配されていることを明らかにしてきたト・3。本続演では、この多績に対する抗体

を調製し、免疫電顕によりその品種・組織特異的発現を調べた結果を報告する。

[方法] β1.小結合?'JIへ・'JH-A(lIao，)とBSAをわ7・1}'Jrさせ、これをH.Vに感作して抗血清を
得た。この抗血清をCello.-Sepharoseで吸収後、lIao.-Sepharose員外に通し、吸着画分をr1}I''J!iI 
酸緩衝液 (pB2.3)で溶出して?'JII'Jj・繍認織抗体を得た。この抗体の特異性はELISA法を用いた

ハ7'1'1阻害実験により調べた。開花後7日目の.坂 5号 o・Mすけ'1 +)および蕩支江 o・削?'Jt'J
-)の種子の樹脂包埋切片を、?'JJ:tI}j'舗認識抗体および金ヨロイド標織抗争'キ・IgG抗体で処理した

後、電顕観察を行った。

[結果] 精製りJ:tl}j'翁認畿抗体は、lIao.-lIao.に対して高い銀和性を示したが、抑制3・織に対

する緩和性は極めて低'IJ、守た。免疫電顕観察の結果、.坂 5号では匪乳部および糊紛眉の細胞壁

に金ヨロイドの沈着が認められたが、蕩支江ではいずれの部位にも金ヨロイドの注意奇は認められなかっ

た。また、前者での金3ロイドの沈着はりJ:tリコ・績により阻害された。これらの結果は、 Y旧りすYが

特定の品種の澱紛性廃芋L;および糊紛周細胞聖堂に蓄積していることを示している。

Il R. Zamorsk iら、 1991年度植物生理学会年会前演要旨、"渋谷直人・ R. Zamorski、1991年度農

芸化学会大会講演要旨、・3矢野昌裕ら、育種学会第80回講演会要旨。

2 aB 06 酸生長と細胞壁の力学的佐賀

。水野暁子、中編 清 1、加康 潔 2 日本福祉大、

t岡山大・理・生、 2名大・要望・生)

楕物の紬性器官の定常的な伸長生長は、 f~=f(Pi_y) 、十~~し白瓦 _pl)
の連立方程式で記述される。これまでに、導管圧ジャンプ法および膨圧測定法に

よって、オーキシン誘導生長に際しての、細胞壁の民性 φ、 治郎 A¥j圧(P I _ 
y )、および膨圧 pl の挙動が求められてきた (Nakahori et a1. 1991)。同じ

方法を用いて、酸生長におけるこれらのパラメーターの挙動を求め、オーキシン

誘導生長の場合と比較した。

アルミナ懸濁械で表皮を abradeしたミトリササゲ下降軸伸長帯の輸片を導管濯

流しながら、表皮側から pH 1の糧自費水浴液のアエロゾルを与えた o 1 - 2分後、

輸片の生長は急速に促進され、 この時、 オーキシン誘導生長の燭合と問機に、 φ 

も (Pl -y) も唱力目した.一方、 オーキシン誘導生長ではほとんど変化のなか

った P I (N a ka h or i e t a 1. 1991) は、酪生長に際しては、著しく減少した.こ

れは、オーキシンが表皮側プロトンポンプと同時に木部側プロトンポンプも活性

化して(1 k 0圃a& Oka阻oto 1988)、細胞壁の弛緩と同時に能動的吸水をも促進す
る(Ka tou & Furu圃oto 1986) のに対して、表皮側から与えたプロトンは、表皮
細胞壁を弛緩させるが、プロトンポンプは活性化しないことによるものと考えら

れる。 Nakahori et al. (1991) Plaot Cell Physiol. 32:121-129 

Ikolla & Oka田oto (1988) Plaot Cell Physiol. 29:261・267

Katou & Furu ・oto (1986) Protoplas圃a 133:174-185 
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2 aB 07 ニンジン細胞の分化状態によるペクチン織物質の差異

一酢酸セルロース膜電気泳動による解析一

。菊池 彰・佐藤 忍・藤伊正 〈筑波大・生物〉

細胞壁多篇を酢酸セルロース膜電気泳動にかけ、 量産性鎗(トルイジンプルー染色〉

および全積 (PeriodicAcid Schiff's rea<<ent <PAS>決色〉の検出と定量を行った。

ポリガラクツロン酸を泳動、染色した肢を画像解析にかけたところ、 トルイジンプ

ルー染色では 200g- 10μgの、 PAS染色では 1μg- 40μzの範囲で定量的検

出が可能であった。 この手法を用いてニンジンの Non-e.br~ogenic cell (NC)、

E.br~ogenlc cell (EC)、 So・atlce圃bno(SE)、 Seed11 ng (SL)の 4材料を用いて
細胞盤多織の解析を行った。 ベクチン画分の酸性多穏においては、 NCと ECでポリ

ガラクツロン酸と閉じ移動度のスポットカt、 SEではポリガラクツロン酸近辺にスメ

アなスポットカt、 SLではポリガラクツロン駿からペクチンの間の位置にスメアな染

色がみられた。 ヘミセルロース画分の酸性多穏にでは、 ポリガラクツロン酸の位置

に、 NC、 EC、 SE、では 2つの、 SLでは 1つの、 スポット検出され、 そのパターン

は各々に特異的であった。 またベクチン、 へミセルロースの両薗分の中性多擁は

EC >> NC = SE > SLの願で多く検出さた。以上の結果から分化状懲の異なる細胞で

はその細胞墜多績の組成に遣いが存在することが示唆された。

2 aB 08 コルヒチン処理した熔養わた餓維壁の

ミクロフィプリル配向

O伊東隆夫(京大木研〉、奥 恭行(三菱製紙〉

Ovule culture により培養したわたの線維は純粋のセルロースからなるが、コル

ヒチンを含む泊地で生育させると異常な墜肥厚を示すことがわかり、わたの織維の

成長にともなう微小管配向の結果をふまえ、これの生成織機について考察した.

野外および人工気象室で生育したわた植物を用い、開花直後のIE珠を培穫し、4l
養数日後にコルヒチンを加えた培地あるいは加えない培地で繊維をさらに培養し、

1から数日後に繊維の微小管の配列を蛍光抗体法で調べるとともに形成された墜構

造を偏光顕微鏡、電顕超薄切片法ならびにレプリカ法により調べた。

野外で生育させたわたと人工気象室で生育させたわたの餓維の伸長は前者のほう

が長〈伸び、後者では早い時期に伸長が停止した。開花直後のわたの繊維では微小

管はランダムで、その後線維に直角方向に配列した。培養後 8日経過すると、配向

の織った二次壁が縫積し始め、微小管は約 45 に、その後さらに約 20 .と急t:.

角度に向きを変えた。これら微小管の配向はいずれの場合も餓総墜のセルロースミ

クロフィプリルの配向を反映していた。コルヒチン処理すると微小管は短くかっ数

が減少し、一次墜形成中に処理すると方向性をもってモザイク状に肥厚した墜が形

成され、二次墜形成開始時期に処理を開始すると一方向に部分的に肥厚した墜が形

成された。これら異常な墜肥厚からミクロブィプリルの縫績の仕組みを考察した。
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2 aB 09 キシログルカン鎮の『つなぎ換え反応Jを触媒する

新規酵素の単離と反応機構の解析

1E谷和彦・富永るみ・吉野内美香・富田英津子
〈鹿児島大学・教養部〉

植物細胞壁はセルロース微繊維とマトリックスゲルとから成る.キシログルカンは

マトリツ、クスゲルを構成する主要な高分子で、セルロース徴繊維聞をつなぐ架橋構造と

して機能している。この架橋構造中のある種の変化が細胞壁の伸展性の制御機構におい

て最も重要な過程であることを示す事実は過去 10年の聞にアズキをはじめ、様々な植
物で明らかにされてきた。また、この構造変化には、なんらかの糖転移反応が関与する

であろうと予想されている。しかしながら、キシログルカン鎖の転移反応を触媒するよ

うな酵素の存在は未だ実証されていない。そこで、私たちは、キシログルカン分子聞の

「つなぎ換え反応Jを想定し、その反応を検出するために新しい方法を開発し、その検

出法を用いて未知の酵素活性の探索と酵素の単離・精製を進めてきた。その結果、アズ
キ上旺軸アポプラスト液からキシログルカン鎖聞の転移反応を触媒する新規酵素を単離

することができた。その基質特異性及び酵素反応機構からエンド型キシログルカン転移
酵素 (xyloglucan:xyloglucanotransferase， 略称 endo-xyloglucan transferase) 
と命名した.この酵素はSOS-PAGE(銀染色〉上で33kOai寸近に単一バンドを与える糖タ

ンパク質である。また、末端標識キシログルカンを基質として用いた酵素反応機構の解
析結果は、この新規酵素がキシログルカン架橋のつなぎ換え反応と同時に架橋構造の構

築過程にも関与しうることを示している.以上の結果から、この新規酵素は細胞壁の高
次構造の構築過程において基幹酵素のーっとして機能していると考えられる。

2 aB 10 光によるイネ幼業側の成長阻害における細胞壁結合ジフ

ェルラ酸の役割

。Kah-SiewTan 、保線隆享、滑回芳鐙 1、神阪盛一郎、 (大

阪市大・理・生物、 1傍線山短大・食品}

ジフェルラ酸仮説 (Fry 1979)によると、イネ科植物では、制胞豊中のアラビノキ

シランのアラビノース側鎖にヱステル結合しているフェルラ酸がペルオキシダーゼ

による酸化的カ ップリング反応を受け、生成したジフェルラ酸がアラビノキシラン

分子聞に架橋して細胞獲の伸展性を低下させると考えられる.光によってイ ネ幼葉

衡の伸長成長が阻容されるとき 、 この仮説が成り立つかどうか検討した.

暗所、 水中で 1日生育させたイネ(住之主主主主主i笠皇L. cv. Sasanishiki)芽生えに白

色光(5 tf /圃2)を照射すると、約 1臼のラグの後、幼業開の成長が阻害された. こ

の成長阻害にともなって、応力緩和法で測定される細胞壁の歳小緩和時間及び緩和

速度が大きくなり、伸展性(strain/load)が低下した. したがって、 白色光による

成長阻害は、細胞塁置が硬く伸びにくくなったため引き起こされたと考えられる. 光

照射は、セルロース及びへミセルロース量には彫響しなかった.一方、幼業繍当た

り、単位長さ当たり、そしてアラビノース当たりのフェルラ酸、 ジフェルラ酸量は

成長とともに楢加し、光はその柑加を促進した.このような光によるフェルラ酸、

ジフェルラ酸の蓄積と細胞壁の力学的な性質の変化との聞には相聞が認められた.

以上の実験結果は、 白色光によるイネ幼素絹の成長阻容が、ジフヱルラ酸レベルの

上昇による細胞壁伸展性の低下を介してもたらされることを示している.
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2 aB 11 アズキ上駐車曲切片のオーキシン務噂成長並ぴにガラクタ

ン分解に対するガラクトース結合レクチンの最多響

。保尊隆率、 t曽田芳iI1 (大阪市大・理・生物、 1帝塚山短

大・食品)

オーキシンは、細胞墜をゆるませて植物の伸長成長を促進すると考えられている.

双子業績物では、細胞壁のゆるみの原因となる壁構成多穂の変化として、キシログ

ルカンィガラクタン、ポリガラクツロナンの分解があげられる.我々は、キシログ

ルカンを認織する抗体、 レクチンを用い、この多績の分解が確かにオーキシンによ

る細胞壁のゆるみの原因となっていることを示した. しかし、他の多繍の貫献につ

いては明らかになっていない.本研究では、オーキシン誘導成長におけるガラクタ

ン分解の役割を知るため、アズキ上陸輪切片におけるガラクタン分解、細胞壁のゆ

るみ、 そして伸長成長に対するガラクトース結合レクチンの最多響を調べた.

実験に用いた数種のガラクトース /Nーアセチルガラクトサミン結合レクチンの

うち、 E主旦主i旦i金 E旦II旦主主主及び Erytnrina crista正all1由来レクチンは、 in vivo、

in vitroでのガラクタンの分解を阻害した. しかし、これらは、オーキシンによる

細胞壁の力学的性質の変化には最多響しなかった. また、いずれのレクチンも、 オー

キシン誘導成長を阻害しなかった. レクチンにより細胞豊中でのガラクタン分解を

阻害しても、細胞壁の伸ぴやすさや伸長成長速度に変化が見られなかったことから、

少なくともアズキ上院軸では、ガラクタンの分解はオーキシンによる伸長成長誘導

の直接的な原因とはなっていないと考えられる.

2 aB 12 エンドウ茎成長の光による仰制機情:細胞壁多繍に対する

影響

宮本健助・上回純一・保尊隆享. 神阪盛 -l~ I ・相田芳雄 2

(大阪府立大・総合科学大阪市大・理・生物，

2帝塚山短大・食品科学)

光(白色蛍光灯 5W/ド)による貧化エンドウ芽生えの茎成長抑制機備を明らか

にするために、細胞の吸水成長を規定する細胞壁の力学的性質が調べられた.その

結果、光は表皮組織ではなく、 内部組織の細胞壁を硬くし内部組織の吸水力を低下

させ、それによって組織張カを低下させ茎成長を抑制することがわかった.そこで、

光が内部組織の細胞壁の力学的性質を変化させる機織を明らかにするために、細胞

壁情成多糖に対する光の彰響を調べた.

5日齢の貧化エンドウ芽生えに 6時間光を照射し、芽生えの茎伸長部織を切り出

し、 表皮組織と内部組織に分け、常法に従いベクチン、へミセルロースI、 11および

セルロースに分画した.光照射したものと暗所で繕糞したものとでは、内部組織に

おけるこれらの分画の組成比に大きな遣いは認められなかった.また、各分画の中

性糖組成にも差は認められなかった.しかしながら、へミセルロース日薗分の分子

量分布を調べた結果、光照射によってその平均重量分子量が噌大すること、 さらに

この増大がキシログルカンの平均重量分子量の地加に基づくことが明かとなった.

この光による分子量の変化は、署長皮組織では認められなかった.以上の結果から、

l光は内節組織のキシログルカンの分子量を変化させることによって細胞壁の力学的

性質に膨響し、組織強力を低下させ、茎成長を抑制するものと考えられる.
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2 aC 01 イネ種子貯蔵タンパク質グルテリンにおけるサプユニット分子の

多様性について

。小川雅広、佐.光 1(京大・食研、 3九大・農・遺伝子資源)

デンプン性III乳のProteinbodY-IIに集積するグルテリンの 2つのサブユニット (40k 

Daの酸性サブユニット :~-glu と 20 kDaの温基性サプユニット :β-glu)は電気泳動的に分子

多様性を示すがその詳細については明かでない.今回これらの分子多様性がアジア裁培イ

ネ(Oryzasativa L.)の日本型イネとインド型イネにおいて特徴があること、さらに両サプ

ユニットに変異が存在することを見いだしたので報告する.

材料には水稲品種目本型「金南風』とインド型 rIR36 J 、そして九州大学保存系統を用

いたoSDS-PAGEではo!-gluは3つ(J.-l，J.-2， 0(-3)、(3-g luは2つ([1-1と件2)に分般するがIE
Fではd国 gluは10・12，P-gluは9-10のバンドに分隠した.特徴は4・3に見いだされ、日本型イ
ネはインド型イネに比べてサイス・が小さいことが判った.一方、(3-gluには差異は見いだせ

なかったoIEFのバンドパターンの特徴は~-gluのバンド 7 とバンド8で見られ、日本型では

バンド8が、インド型ではバンド7が欠損し、これらのバンドがJ-2を柵成するポリペプチド
であることからIEFでしか見いだせない特徴である事が判った. さらに.(-2とrJ.-3を構成す

るポリペプチドの存在量で両者に遣いがあったが，~-1を構成するポリペプチド数と存在量

は日本型とインド型で同ーであったos-gluではバンドの濃淡の釜以外の顕著な援異はなか

った.九州大学保存系統のグルテリンに関する変異を損したところd-lの変異はほとんど見
出すことが出来なかったが、 J.-2とd..-3の変異が多〈存在することが判明した.以上の結果
からイネの積分化の過程で種子貯蔵タンパク貨のグルテリンの質的変異も同時に起こって

いるものと結論した.

2 aC 02 イネα・アミラーゼアイソザイムの解析

0下司直美1、光永伸一郎、 PierdomenicoPerata、
赤沢費、山口淳二(名大・農・農芸化学1、生化学制御)

【目的(l-アミラーゼは、デンプン性穀物種子の発芽時において誘導される酵素と

して広く研究されている。遺伝子の構造解析の結果から、イネには約 10種類のα-ア

ミラーゼ遺伝子が存在することが明かとなっている。それら遺伝子群とその産物であ

る各々のアイソザイムの特性を明かにすることを目的とした。

【方法】 酵母遺伝子発現系を用いたイネα・アミラーゼcDNA (pOS 1 03， pOS 137) 

の発現産物、イネ液体培養細胞およびイネ各組織由来の細胞抽出液を用いて、等電点

電気泳動により各種アイソザイムを分離し、活性染色・イムノプロット・ ConA-

perosidase染色により、 α・アミラーゼ活性・ α・アミラーゼ抗体との反応性・精タンパ

ク質の検出を行なった。

【結果 1)イネのα・アミラーゼアイソザイムは主に 6種類(バンドO，I，I1，III，IV，

V) に分類された。 2)酵母遺伝子発現系を用いた遺伝子産物の同定の結果、このう

ちバンドIは遺伝子RAmylAの産物、またバンドVは遺伝子RAmy3Dの産物と推定され

た。 3)α・アミラーゼ抗体(抗バンドI)は他のアイソザイムと殆ど反応性を示さな

い。 4)発芽種子ではバンドI、液体培養細胞ではバンドI1，III，IV，Vのアイソザイム

が多量に存在した。これらの詳細な特性について報告する。
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2 aC 03 コマユミの葉からのUDPーグルコース:
フラボノール ♀ーグルコシルトランスフヱラーゼについて

ー楊志慶、石倉成行〈熊本大・理・生物科学〉

フラポノールの配継体化を触媒ずる隣家は，これまでに多くの植物から報告されているが，そのほとん
どはグルコースまたはラムノースの転移欝驚である.今回，私遣はニシキギ科植物のコマユミ〈邑金型型室
副盆担豆 fよCi1 iato-dentatu~) の羨から，ケンフヱロールの配絡体化反応を触媒ずる ♀ーキシロシルト
ランスフヱラーゼ (F3XT)と Qーグルコシルトランスフヱラーゼ (FGT)の績数の隣家活性を見
出すことができた.ここでは特にFGTを中心に，極々の性質について報告する.
コマユミの幼葉からの酵素抽出液は，硫安分画、 Sept冶dexG-l∞及び D臥E-Sephacelカラムクロマ
トグラフィーにより，四つのピークに分かれて， F3XT は一つの薗分に， FGT は F部T-l，F3訂-2及
びF'7GTの三つの画分に分般できた.更に， Ultrogel AcA 44カラムクロマトグラフィーにより， 3種類
のFGTは，それぞれ粗隣家鋤出液の約 50.1，94.8及び 139.9倍にまで純化できた.それらのFGTの
分子量は，ゲ)J.，.過法と電気泳動によりいずれも約 48KOaと推定され，ロトフォア等電点電気泳動によ
りplは約 5.0であることが判明し， F3XTの pl6.1と明らかに異なる.そこで，今回は特に3種想
のFGTについて詳しく調べたo F3GT-l， F3GT-2及びF'7GTの三つの酵素の最適 pHは，いずれもトリ
ス一塩酸緩衝液では 7.5であった.また，それらの活性は 1酬の印h 及び Znれにより，著しく阻害
されたo 1酬のバラクロロ安息香酸第二J.kiR(PCMB)等のSH基試薬によっても強〈阻害されるが，
2ーメルカプトヱタノール(14耐〉の同時添加により，その阻害を解除できたことから，除驚の活性部位
にSH基が関与していることが示唆されるo Km 11直を調べると， F3GT-l， F釘T-2及び円引は UDP-glu-
coseに対してはそれぞれ 3.7，5.6， 2.0μ"となり， ka棚 pferolに対しては 0.7，7.1，11.1μ"と
なり，いずれも基質に対して高い続和性を示す.更にフラボノール、フラボノール配槍体及びフラパノン
の各種誘導体を基質として調べたところ， F3GT-lと F3GT-2はフラボノールの3位の配絡体化に特異的で
あり， 7位にすでに槍残基を結合しているものには3位への glucoseを受け入れることができないことが
判った.そして，それぞれの酵素の反応生成物を調べた結果から F釘T-lと同町-2はフラポノール 3-
gーグルコシルトランスフヱラーゼ，門町は7-0ーグルコシルトランスフヱラーゼであることが判った.

2 aC 04 ヒャクニチソウ管状要素分化過程で誘導される

ペルオキシダーゼアイソザイムの解析

。佐藤康、杉山宗隆、駒嶺穆、祖国裕穂

(東北大・王室・生物)

リグニン合成の最終段階はペルオキシダーゼにより触媒されると考えられている

が、生体内に多数存在するベルオキシダーゼアイソザイムのうち、 どのアイソザイ

ムがリグニン合成に関与しているかは未だに明らかではない。 ヒャクニチソウ管状

重要素分化実厳系において、 リグニン化に伴い細胞墜に存在するイオン結合性ペルオ

キシダーゼアイソザイムのパターンが変化する事が示されている。そこで、本報告

ではまず、 pheny1a1anine a回目onia-1yaseの阻害剤である L-α-a皿inooxy-β-pheny1

propionic acid及び 2-a皿inoindan-2-phosphoric acidで処理する事により、 リグニ

ン合成を阻害した時のペルオキシダーゼアイソザイムパターンの変動を調べた。そ

の結果、培地中のペルオキシダーゼ活性は低下し、イオン結合性ペルオキシダーゼ

活性は上昇し、特にアイソザイムのうち P5の活性が著しく上昇した。次にリグニン

前駆休を加えりグニン沈着を回復させたところ、 これらの変動は打ち消された。続

いて、 リグニン合成に重要だと考えられる P5の単躍を低みた。細胞壁より泡嫡出さ

れる画分を CM-Sepharoseを用いて 10田MNa-acetate buffer(pH 5.0)で0-0.5M NaC1 

の温度勾配で溶出し、その後 Cathodic Native-PAGEを行う事により、 P5を節分精製

した。以上の結果をもとにリグニン沈着と細胞壁ペルオキシダーゼアイソザイムの

関連を考察する。
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2 aC 05 チャアスコルビン酸ベルオキシダーゼと酵母チトクロム

cベルオキシダーゼのアミノ酸配列の相向性

隙功祥、。佐野智、浅回浩二〈京都大・食研〉

アスコルビン厳ベルオキシダーゼ(APX)は、植物の業やその他の組織で発生する

H 202の消去に機能している。チャ葉APXの内、葉緑体に局在し光合成に伴って発生す

るH20 2を消去するアイソザイム (APxn) を精製し、リジルエンドベプチダーゼによ

って消化した。これを逆相 HPLCによって精製し、 16のペプチド断片についてアミノ

酸分析およびアミノ酸配列の決定を行った。配列を決定したのは 198残基であり、こ

れはチャ APXnの分子量、アミノ駿分析の結果から全体の 6Uに相当する。これらの

ベプチド断片と他のタンパク貨との相向性を検索した結果、へムに対する第 5 リガ

ンドである proxi・a1 H I s周辺のアミノ酸配列と非常に相向性の高い断片があった。
また、全体的に APXのペプチド断片には、植物のグアヤコールベルオキシダーゼ(G 

P X) に対してよりも、酵母ミトコンドリアのチトクロム三ベルオキシダーゼ(CC P) 

に対する相同性の方が高いものが多かった。また APX断片の内 3つにトリオースリン

酸イソメラーゼと高い相向性が見られた。

アミノ酸配列や酵素的性質、分子的性質などから考えて、 H202消去に機能するベ

ルオキシダーゼの APXとCCPは電子供与体の遣いはあるが、同じ祖先タンパク質に由

来すると考えられる。また、 リグエンの生合成などに関与する GPXはAPX、 CCPとへム

ベルオキシダーゼ分子進化の初期に分岐したと考えられる。

2 aC 06 ダイコンの棋の ascorbate peroxidase 

2. 性質

。大屋 俊英 1、森村洋子 2、猪川倫好(筑波大・

生物、 1秋田県生物資源センター、 2恵泉短大)

葉緑体の ascorbate peroxidase(APO)については洩田らの詳細な報告があり、

光合成の際に作られる過酸化水繁の消去に働くとされている.我々は担にお

ける APOの研究からダイコンの根の静素を高い純度で精型した(植物生理学

会 1990)。今回は本酵素のいくつかの性質について報告する。

①免疫学的性質:ウサギに 5回に分けて APOを皮下法射して抗血清を得た.

この抗血清はダイコンの葉の APOとも強い親和性を示したが、 グアヤコール型

のベルオキシダーゼ(P 0)には全く応答しなかった。 また、 市販のセイヨウワ

サビ PO抗体はダイコン POと反応するが、 APOとは全〈反応せず、 APOとPOの抗

原決定基はかなり異なるようである. さらに、 抗 APO抗血清はコマツナ根の

APOおよびトウモロコシの子葉鞘のへムタンパク質(小柴、植物学会 1991)

と応答した。 ホウレンソウ葉 APOに対するモノクローン抗体 8種 (Sajl et 

81. 1991)との応答を調べたところ、 APl、 AP3、 AP8と強〈反応した。

②アミノ酸シーケンス N末端の 20残基のアミノ酸シーケンスを調べ

たところ、 ホウレンソウやシロイヌナズナの APOとは類似性があったが、 PO 

とは共通するところがなく、 チャ葉の APOとも類似性がなかった. アミノ酸組

成の比較からは、 RRPともチャ葉 APOとも類縁関係が弱い事が示された。
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2 aC 07 NAD-ME型C4植物キピのアスパラギン酸アミノ基転移
酵素アイソザイムの性状と発現の解析

。谷口光隆、岡田健一、杉山達夫

(名古屋大・農・農化)

N AD-ME型C4植物であるキピには、 3種のアスパラギン酸アミノ基転移酵素

(AspAT) が存在する。このうち葉肉細胞のサイトソルあるいは維管束鞘細胞のミ

トコンドリアに局在する 2種のアイソザイムは、光誘導的に葉組織中で多量に発現

蓄積し、 C4先合成に関与している。一方、第 3のAspATアイソザイムは先誘導を

受けず、緑葉中での蓄積量も前 2者に比べて少ないことから、 C4経路の進化以前

から存在し、アミノ酸代謝等に関与する AspATと考えられ、いわばC3型 AspATと

いえる。本研究では、キピ緑葉よりこれら 3種のアイソザイムの精製を行い、アイ

ソザイム相Eの性状を比較することを目指している。
緑葉抽出物を硫安分画後、 DE-32クロマトグラフイーにより 3種のアイソザイム

を分離した。さらにSephacryl S ・200、Phenyl・Sepharose、ハイドロキシアパタ

イト等のカラムクロマトグラフイーを行いアイソザイムを精製した。現在、それら

の酵素化学的性質及び物理化学的性質を比較検討中である。

また、 C4型AspATアイソザイムの発現様式を解析した。黄化葉の光照射にとも

ない両アイソザイムの活性及びタンパク質量は同じ様な増加パターンを示したが、

mRNA蓄積パターンには違いがみられた。この結果を他の光合成タンパク質と比較

しながら考察する予定である。

2aC 08 ケツルアズキからのフラポノール 0-グリコシルトラン

スフエラーゼの検出と佐賀

.間藤正美、石倉成行 (熊本大・理・生物科学〉

ケツルアズキ (li広旦皇里旦旦五金}のフラボノール配繍体として、 ロピニンとケンフエ

ロール 3・0・ルチノシドの存在が領告されている (Ishikuraet a1.1980. 本研究で

は、 これらのフラポノールの 3・位の邸機体化に関与するブラポノール 3-Q-グリコ

シルトランスフエラーゼについてmベた。 その結果、実生から嫡出した酵素はケン
フエロールをアストラガリン(ケンフエロ}ル 3-Q-グルコシド)に変換する UDP-

g1ucose: f1avono1 3-Q-g1ucosy1transferase(F3GT)活性とケンフエロールをトリフ

オリン(ケンフエロール 3-Q-ガラクトシド)に変換する UDP-galactose: flavono1 

3-Q・galactosyltransferase(F3GaT) 活性を示した. F3GTとF3GaTの分子量はいずれ

も約 43kDa であった。 百歳安分画及びクロマトフォーカシングによる精S慢で、 F3GTは

約 18倍、 F3GaTは約 275倍にまで純化された.最適 pHは両稼業ともに 7.5-8.0であっ

た。 F3GTのケンフエロール及びクエルセチンに対する Km値はそれぞれ0.67μ 刊と

0.77μHで、 UDP-グルコースに対して 1.67mHであった. F3GaTのケンフエロール反

びクェルセチンに対する Km値は 0.40μHと0.42μHで、 UDP-ガラクトースに対しては

125μHであった. F3GT及びF3GaTのplはそれぞれ6.1 と5.1 で両醇棄の活性解位に

SH基が関与しているとみられ、 2価の金属イオンは阻害的である.爾酵素ともに 3・

位や7・位に績の付いていないフラポノールに対して高い活性を示した.
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2 aC 09 オオムギの緑化過程におけるリポソーム蛋白貨の変動

-牧泰史、小山和成、伊際寿、問中歩、和周期¥

辻 英夫 (京大・理・鑓物、 '京大・理・物理}

我々は、オオムキ・の細胞質リボソームを構成する蛋自費約90個のうち5個が賞化組織に特異的

に存在し、 11個が緑薬組織に特異的に存在するごとを明らかにしてきた.そこで今聞は、(1)発

育段階に対して特異的にみられるこれらのリボソーム蛋白賞作SP)のうち、 .緑3震に特異的なPSP

が貧化組織中でも会合していない状態ですでに存在しているか、 (2)リポソーム蛋白質構成の変

化は可逆的であるかという点について調べたので報告する.

暗所または明暗周期下で6日間育てたオオムギの第一棄を破砕し、 3，000I ，、 10分間遠心し

たペレットを不溶性画分とした.ごのときの上清を 1Kショ繍クッションに乗せ 100，OQOI g、

14時間違心して、その上清を可溶性画分とし、ペレットをショ綿密度勾配遠心で繍製したもの

を細胞質リボソーム酉分とした.ごれらの酉分から蛋白貨を鏑出し、ラジカルフリー高遭元住

ポリアクリルアミドゲル二次元電気泳動法により蛋白質構成を調べた.その結果、緑棄に特異

的なPSPは貧化棄のいずれの厨分にもみられなかった.このことは、緑業に特異的なPSPは緑化

過程で新たに合成されることを示している.また、貧化棄に24時間光照射するとリポソームの

蛋白質構成は緑棄に近〈なるが、これを再び暗所で54時間インキュペートしても質化棄のPSPIま

出現しなかった.このことより、緑化過程におげるリボソーム蛋白質構成の変化は不可逆的な

ものと思われる.一方、貧化薬lご3時間光照射した段階のリポソームの蛋白質t育成はまだ質化業
と同じ状態のままであったが、その後再び暗所lご戻しても緑棄と同じ情成へと変わった.この

ことは、光によって引金が引かれると、リボソームの蛋白質構成の変化は光がな〈ても進行す

るごとを示唆している.

2 aC 10 テンサイ恨の肥大に伴って発現するタンパク貨に

ついて

O 池田線友・水江由佳・大儒伸一-噌田宏志

{帯畜大・生資化}

テンサイ線はその肥大に伴いショ鯖を多量に蓄積するが、その肥大過程で間性イ

ンペルターゼが消失し、アルカリ性インベルターゼが出現する.このように綴の肥

大はこの他でも著しい代謝変化をもたらすものと考えられる.そこで今回はテンサ

イ根の肥大に伴って発現する 2種のタンパク質を選ぴ、ぞれらを精製し、性貨を検

討したので事報告する.

テンサイ綴は肥大すると同時にショ繍の諸積を開始する. 一方 、各生育期の恨の

可溶性タンパク慣を寝術後、 DEAE-cellulosechro・atographyし、その各フラクシ
ヨンを SDS-PAGEに供するという方法で分析した.その結果、生量置あたりのタンパ

ク償パターンはまだ肥大していない時期では少なく 、次に肥大が始まり、盛んにな

る時期では多〈のタンパク貨が新しく出現し 、それぞれが質的に多くなった.更に、

肥大とショ精諸積が停止する時期ではそれぞれのタンパク貨は低下したり、消失す

る。そのようなタンパク貨のうち 2種類のタンパク貨(P-39、P-24 )を選ぴ精製し、

それらに対する特異抗体を産生した o 2種類のタンパク貨とも恨の肥大と相聞があ

った。 P-391まニンジンやタマネギにも存在した.一方、ビートの幼葉切片から誘導

した懸濁培養細胞の可溶性タンパク貨は SDS-PAGEでのパターンで肥大の盛んな根の

それと似たパターンを示し、 p・39、P-24が存在した.
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2 aC 11 イネ・糊粉層細胞におけるカルポキシベプチダーゼ遺伝

子の発現

-鷲尾健司、石川 鎖 (北大・理・植物)

穀類植物の発芽種子には酵素学的特性の異なる 5つのカルボキシベプチダーゼが

存在することが知られている。 n型及び、 プロリルエクソベプチダーゼである W型

と V型カルボキシベプチダーゼは、乾燥積子において既にその活性が検出されるた

め種子発生過程に合成されると考えられている。 1型については発芽過程後期に活

性が上昇してくるが、間RNAに特異的なプロープを用いたノーザン法によりその合成

部位は発芽匹、特に!Oi盤に限定されていることが示されている。残りの国型 lま I型

と問機に発芽過程後期に発現してくるがその由来は不明であった。近年、 オオムギ

の精製醇素より直援決定された m型カルボキシベプチダーゼの 1次構造は、既にコ
ムギにおいてジベレリン酸誘導性遺伝子の産物として同定されていたカルボキシベ

プチダ ー ゼ様のタンパク賓と極めて額似したものであった。 コムギ遺伝子の相同物

として単隙されたイネ .m型カルボキシベプチダーゼ遺伝子は、 ゲノム内でユニー
クに存在しており、発芽種子においては糊粉層を含む!Oi乳組織での発現が顕著であ

る。 そのプロモーター領媛にはジベレリン酸に呼応してエンハンサ一様の作用を示

す pyrimidine box と呼ばれる配列が存在していることから、 このクラスのカルボ

キシベプチダーゼは穀類種子の発芽過程において糊粉層特異的にジベレリン酸によ

る発現制御を受けているものと思われる。

2 aC 12 カボチャ傷害積場 ACC合成酵素繊能ドメインの解析

O小野鉄雄、森仁志 1、山崎健一、今関英雅 (名大農・

生化学制御 基生研 1・情報制御〉

高等植物におけるエチレンの生成速度を調節している ACC合成酵素の機能ドメ

インの解析をおこなった。 ACC合成醇棄については、(1)活性を保った状線で C末

鍋側が部分分解される。 (2)活性に PLPを要求するといった特徴が知られている。

(1)についてはどの程度まで C末鍋側が欠失しでも活性を保持するか (2)については

一次情造から PLPとの結合が予想されるリジン残基は活性中心であるのかという

問題を調べた。カボチャ果実傷害誘導 ACC合成酵素 cDNA は大腸菌中で活性

のある酵素を発現するので、 cDNA の変異体を導入した大腸菌の組紬出液中の酵

素活性を比較測定した。その結果、醇繁の C来蝋郁を順次欠失すると一時活性の有

怠の上昇がみられた。また 60 アミノ酸以上欠失すると活性は完全に失われた。さ

らにリジンに部位特異的な変異を導入した酵素について現在解析を行っている.
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2aD 01 植物の TBP(TATAボックス結合性蛋白)の機能

武回 線、広川秀夫¥今関英雅、 O山崎健一(名古屋大

学農学部・生化学制御、*上智大学・生命科学研究所)

クローン化された Arabidopsi s thal iana由来の TBPcDNAを大腸菌発現ベクター

に何人したプラスミド (Gaschet a 1. Nature. 1990)を周いて TBP蛋白を大腸菌内

で大量生産し、 DEAE-セルロース、 P-セルロース、 TAT Aボックス・アフィニティーカ

ラムを用いて精製し、次に、これに対する抗体を作製した。また、インタクトな

TBP を個物体から調製するために、イネ H~、小麦怪芽の核締出液を TATA ボック

ス・アフィニティーカラムにかけ、結合画分を得た。これらの TAT A配列結合画分を

SDS-PAGEで分厳し、ニトロセルロースフィルター上にプロット後、上記の抗体を作

用させたところ、各々のレーンに一本ずつのパンド〈分子量 25kDa)が観察された。

このようなことから、植物の核内に一般的に TBPが存在することが示唆される。ま

た、ヒト TBPを熱失活させた HeLaの試験管内転写系に Arabidopsisの TBPを補

って、その転写における生物活性を検討したところ、ヒト TBP と置換して転写開始

活性を回復させることが分かった。さらに、この蛋白を TATAボックスを含む

DNA断片に結合させ、免疫電顕を行ったところ、 TBPが DNAを折り曲げる活性を持

っていることが分かり、その折れ幽がった位霞に結合している構造体が観察された。

現在、この憎造体の存在を生化学的に証明する為の研究を行っているところである。

2aD 02 イネ座主F核拍出液を用いた invitro転写系の開発

。掠本藤夫、広瀬進 1、今関英雅、山崎健一(名大・農

・生化学期H錦、 1遺伝研・遺伝情報)

遺伝子の転写制御機憎の研究において、 invitro転写系を用いた観察が我々に多

〈の知見を与えていることは、動物、酵母等の例からも明かであるが、組物の分野

においては、 invitro転写系による研究の例はわずかである。本研究では、植物遺

伝子の転写制御機構を生化学 的に証明することを目的として、イネ匪芽からの核紬

出液を用いてi旦 vi t ro転写系を作成し、その至適条件の検討を行なった。

次にイネ隆芽抽出液の転写装置がTATA配列に依存した転写開始を示すかどうかを

検定するために、 TATA配列 lこ一極基置換をおこさせた績物のプロモーターをもっ転

写鋳型を 23種類作製した。これらのプロモーターからの転写開始効率をイネのi旦

v i t r 0転写系で調べるための予備実験として、①HeLaの invitro転写系、また

②TF II 0 (TATA配列結合性タンパク質) のみを含まない HeLaの系に植物(シロイナ

ズナ)の TFII 0を加えた再織成の系を用いて転写開始効率を比較した。その結果、プ

ロモーターの活性は、置換された纏基の種類と置換のおきた位置に彫響されること

が分かった。また①HeLaの系、②植物のTF II 0を加えた再構成系のどちらの系におい

てもプロモーター認識パターンは類似していた。現在、イネ H芽核拍出液を用いて

プロモーター認識パターンを検討中である。
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2aD 03 ACC合成酵素アイソザイム一次構造の比較

。森 仁志、今関 英雅 1 (基生研、 1名古屋大、鹿)

エチレン生合成を調節している ACC合成醇素は、傷害等のストレスや、オーキ

シンの作用によって、あるいは果実の追熟時に誘導され、それぞれの剃淑特異的に

異なるアイソザイム{傷害誘導型 w型、オーキシン誘導型 A型、追熟誘導型:
R型)が発現する。これまでに明らかになっている ACC合成酵素のアミノ酸一次

情造を比較した結果、お互いには 601前後の類似性であるが、活性部位を含めよく保

存されたアミノ償配列領域が 7つ見いだされ、書事索活性の発現に必要な領嫌である

と援測される.一方、カボチャ W型酵素の抗体はトマト W型酵素と反応するが、カ

ボチャ A型酵素とは反応しないという知見から、それぞれのアイソザイムグループ

に特異的な一次構造が存在する可能性が示唆されている.このことを明らかにする

ためには、それぞれのアイソザイムグループごとに複数個の全長鎖 cDNAクロー

ンを単隠し、アミノ酸配列を比較する必要がある.そこで前述のアミノ酸配列領繊

のうち、それに対する温基配列もよく保存されている領域を選ぴ、 PCR法を用い

て未報告の ACC合成酵素の cDNAクローニングを試みた.現在、 アボカド果実

(W & R型}、 トマト (A型 3種)、 ヤヱナリ(A型)、 アラピドプシス (A型)
下駐軸から、 PCR-cDNA断片を得ている.これらをプロープとして全長鎖ク

ローンを単蔵して、アミノ償配列を比較、考察する.

2aD 04 エチレン誘導性アズキ酸性キチナーゼ、

塩基性パーオキシダーゼ i宣伝子の単縫

。山口雄記 1、森仁志 2、山崎鍵-'、今関英雅 .2

(名大農・生化学制御 1、基生研・情報制御り

我々はアズキ初生薬のエチレンによって誘導されるクラス皿酸性キチナーゼ、境

3毒性パーオキシダーゼの cDNAの単穫と泡基配列決定をすると共にそれらの発現の解

析を行なってきた。今回、発現制御を解明するため、両 i宣伝子の構造を決定した。

単語監されたクローンは酸性キチナーゼ 5つ、温基性パーオキシダーゼ 2つであり、

各々同 ー のi宣伝 子 を含んでいると推定された。 クローン DNAとゲノミック DNAとのザ

ザン解析から岡遺伝子は各々ゲノム上で単一の遺伝子と推定された。組基性パーオ

キシダーゼ i宣伝子は 3つのエクソンと 2つのイントロンから、酸性キチナーゼ i宣伝

子は 1つのエキソンから締成されていた。パーオキシダーゼ i宣伝子のイントロンは

トマトのスペリン化に関わるパーオキシダーゼ遺伝子のものと数と位置が 一 致した。

両遺伝子の 5.上流績には各々数十塩基からなる繰り返し配列が存在していた。両遺

伝子の 5.上流域にはタバコ・キチナーゼ等の i宣伝子上流に存在するエチレン応答要

素.T AAPuAGCCGCC'は存在しなかった。 しかしアズキ両遺伝子に共通して存在する数

績の配列が存在した。現在、感染・エリシターによる発現誘導について解析中であ

る。
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2aD 05 ナタマメ種子タンパク質遺伝子 5・ー制御領域の解析

。山内大舗、山本純子、南川隆雄〈都立大・理・生物)

ナタマメ (Canavalia且lad込1.i)の主要な種子タンパク質であるコンカナパリン A

(Co n A) およびカナパリン遺伝子の種子形成期特異的な発現に関わるシス領域の同

定と上流織に結合するトランス作用因子の検索を試みた。

5・上流ー734 bp までの領織を含むカナパリン遺伝子をタパコに導入したところ、

得られた形質転換体の種子中でカナパリンの蓄積が認められ、 この配列中に種子特

異的な発現に関わるシス領減があると推定された。一方、 ConA遺伝子については

その 5・上流域と β ーグルクロニダーゼ遺伝子との融合 i宣伝子をタパコに導入した。

その結果、 ConA遺伝子のー1016 から -603 の領域に種子特異的な発現に関わるシ

ス領域が存在することがわかった。 ConA 遺伝子およびカナパリン遺伝子の両方の

5・上流厳に結合する核タンパク質として CaBP1 が見出されている(日本植物学会第

56回大会〉。カナパリン遺伝子における CaBP1 結合配列は 6 ヶ所に及び、それら

には AT が 17bp以上速統しているという特徴がみられたが、 ConA遺伝子の上流

山 602 までの領域にも ATが 15 bp以上連続する配列が 9 ヶ所含まれており、それ

らに CaBPl が結合すると予想された。以上のことより、 ConA 遺伝子については

CaBPl 結合配列を含む 5・上流 -602 までの領滋は種子特異的な転写には不十分で、

一1016 までの領域が必要であることがわかった。

2aD 06 ケツルアズキの a-アミラーゼ遺伝子の構造

。竹内一、山内大嶋、南川隆雄(都立大・理・生物〉

ケツルアズキ (lli旦呈 E旦旦.&Q) 種子は、子葉に蓄えていたデンプンを発芽期に分解

し炭素源として利用する。このため発芽期の子葉では a-アミラーゼの活性が上昇す

る。この酵素活性の発現はノーザンプロット分析の結果から圃RNA レベルで調節さ

れていると推定された。また、 a -アミラーゼ遺伝子はゲノムサザンプロット分析に

より 1コピー存在すると予想された。そこで aーアミラーゼ遺伝子の構造を調べるた

めに PCR (Polymerase Chain Reaction) 法を用いてその単献を行った。

αーアミラーゼ cDNAの塩基配列をもとにして作製したプライマーを用いて PCR

を行ったところ、約 2200 bpの断片の地幅がみられた。サザンプロ ッ ト分析の結果、

この臨時片は αーアミラーゼ cDNA とハイプリダイズすることがわかったので、 これは

αーアミラーゼ遺伝子のイントロンを含む転写領域であると考えられる。

また転写領域の 5・上流績の塩基配列を決定するために lPCR (Inverse PCR) 法に

よるゲノムウオーキングを行い、転写開始点の 5・上流域約 700bpの断片を単離し

た。この断片をプラスミドベクター pUC 118 にサプクローニングし、塩基配列を決

定した。

一176-



2aD 07 光合成型と非光合成型フェレドキシンをコードする遺伝

子の構造比較
。中野亮史、木股洋子、米倉圭子、長谷俊治(名大・農化)

トウモロコシに存在するフェレドキシン (Fd)イソ蛋白質 (FdI-FdIV)は、一次
構造、電子伝達特性、及び遺伝子の発現様式等から光合成型 (FdI.FdII)と非光
合成型 (FdIIl， FdIV)に大別できることをこれまでに明らかにした。光合成型FdI
は葉器官特異的に発現し、顕著な光誘導を受けるが、一方、非光合成FdIIIの発現
は根や中はい軸で・も起こり、光に応答しない。この遺伝子発現の相違を解明する第
一段階として、すでに構造が判明しているFdI遺伝子に加えて、今回は、非光合成
型であるFdIII遺伝子の構造を初めて決定するとともに、両遺伝子のコピー数や座
の比較解析も行なった。 FdIIIの遺伝子は、転写開始点下流と翻訳開始点上流の聞
に約300bpの繰り返し配列を持つ3kbのイントロンが存在することが、 FdIや他の植
物由来の光合成型Fdの遺伝子とは大きく異なる点であった。プロモーター領域には
両型のFd遺伝子を特徴付げる明確な差異は今のところ見当たらない。 FdIとFdIIIの
3'非翻訳領域や上記のイントロン部分を特異プロープとして、 2種のインブレッド
とそれらのF1ハイブリッドの核DNAのサザン解析を行ない、 FdIとFdIII遺伝子はゲ
ノムあたり 1コピーであり、イントロン領域は両インブレッドともFdIII遺伝子に
のみ存在することを確認した。また、 F2ハイブリッドを用いたRFLP解析からは、 Fd
IとFdIII遺伝子の連鎖はないと推定した。このRFLP解析の途上、 FdIII遺伝子近傍
で高頻度でDNAの構造変化が起こる領域があることを示唆する結果も得た。

2aD 08 トウモロコシ・フェレドキシン-NADP+還元酵素の遺伝
子発現
村本部子、松村智裕、榊原均、長谷俊治(名大・農化)

フェレドキシン-NADP+還元酵素 (FNR)の一般的な生理機能は、葉緑体電子伝達
系からフェレドキシン (Fd)を介して電子を受付取り、 NADP+を光還元することで
ある。しかし、最近、国内外の研究グループにより、根のような非光合成器官にも
葉のFNRとは異なる分子種が存在することが報告され、光合成系と直接かかわりを
持たないこの分子種の構造や機能が注目されている。われわれはトウモロコシを材
料として、葉器官特異的でしかも光誘導の発現様式をもっ光合成型Fdと、非光合成
器官にも構成的に発現する非光合成型Fdの存在と特性を蛋白質や遺伝子レベルで明
らかにした 1-的。 FNR分子種とこれらのFdとの生理的対応関係を明らかにすること
が、非光合成器官での電子伝達機構を理解するためには急務であると考え、今回、
葉と棋より分別調製したPo1yA+RNAより作製したcDNAライブラリーから、それぞれ
FNR遺伝子を単離した。両者の制限酵素サイトは異なるけれども、塩基配列や推定
アミノ酸配列には構造既知の他の植物由来の葉FNRとの明確な相向性が認められて
いる。目下、全構造の決定とそれぞれの遺伝子に対する特異プロープを用いたノー
ザン解析を行ないつつあり、本年会では光合成と非光合成器官におげるFNRの遺伝
子発現を、 Fdのそれと比較対応させながら考察する予定でいる。
文献 ¥)Haseet a1. (1991) Plant Physio1. 96， 77. 2)Suzuki et a1.(1991) 
Plant Physiol. 97， 375. 3)Hase et al. (1991) Plant Physiol. 97， 1395. 
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2aD 09 トランスジェ二ックアラピドプシスを用いたこチニチソウ

S期特異的遺伝子 (cyc07) の組織特異的発現の解析

。佐藤勉・伊藤正樹・駒嶺穆・福田裕聴(東北大・

理・生物)

演者らの研究室では、ニチニチソウの細胞周期S期特異的に発現する遺伝子cycOI

をljt離し、これを用いて、高等植物の細胞周期の制御機構へのアプローチを行なって

きた o cycOIは非同調な培養細胞では、 logphaseに発現し、またニチニチソウの幼植

物体では、根端を含む根の領域に強く発現していることが確かめられている.

今回、演者らはcycOIのY上流域約O.6 k bぞ含むONA断片と、 β-glucuronidase(GUSI 
との融合遺伝子を作製し、これをアグロバクテリアを用いてシロイヌナズナに導入し、

シロイヌナズナ形質転換体を作製した。 作製した形質転換休を用いて、 GUSの発現を
組織レベルで解析した結果、 GUSの発現は根端分裂組織、茎原、側根の形成部、初期
の服芽、鞘の中の未成熟眠、事jの内部など、細胞分裂の盛んな組織に検出された。一

方、葉、茎などの細胞分裂の起こっていないと考えられる組織にはGUSの発現は検出
されなかった.また形質転換体の茎の一部をオーキシンそ含む培地で培養し、カルス

を誘導したところ、カルス増殖する細胞にGUSの活性が検出された.以上、今回の結
果は、 cyc07の発現が根端に限らず、様々な分裂組織で起こることを示したのまた、

cycOIの発現が約O.6 k bの5'上流域中の配列により制御されていること、及びそのトラ

ンス制御因子がシロイヌナズナにも存在していることを示した。

2aD 10 ニチニチソウ同調培養系の S期に特異的に発現する遺伝子、

ロ豆07に相同な酵母遺伝子の解析
。伊藤正樹、駒嶺穆 (東北大・理・生物)

演者らは、細胞周期中で発現が変動する遺伝子の単磁を目的として、ニチニチソウ同

調培養系を用い、 differentia1screeningを行った。いくつかのcDNAクローンが得られた
が、 このうち~旦1と名付けた遺伝子に注目して解析を進めた。 cyc07 は、同調培養系にお

ける細胞周期のS期に特異的に発現した。また、インタクトな植物体においても、培養細胞

においても、増殖の盛んな細胞に特異的な発現が認めれらた。

出芽酵母カ昔、 この旦c07に相同な遺伝子を持つということが明らかになった。この出芽
酵母の相同遺伝子は、半数体ゲノム当たり 2コピー存在していた。これら遺伝子をクローニ

ングし、旦il、PLC2と名付けた。 PLCl、且.uはサイズの異なるmRNAをコードしており、こ
れら mRNAの発現は増殖の盛んな細胞に特異的に認められた。この相同遺伝子の機能を解析
するため、遺伝子破繍 (genedisruption)を行い、 PLCl、且.uのnullmutationを作製し、
細胞周期の進行に及ぼす影響について解析した。この結果、 PLCl、旦C2の二量破媛株は、
増殖能を喪失した。また、半数体においても二倍休においても、 1コピーの破織だけで、増

殖の遅延、すなわち cellcycle timeの噌加が認められた。また二倍休においては、遺伝子
破媛によるgenecopy numberの減少と共に、細胞増殖の速度が低下した。これらの結果は、
PLC gene familyの発現が、出芽酵母の細胞周期の進行に必須であることを示しており、ま
た、その発現量が増殖速度に彫響を与えることを示唆している。今回は、出芽酵母におけ

る遺伝子破緩株の表現系の他、遺伝子の発現パターンおよびその構造にみられる高度な保

存性から推測される旦旦担遺伝子の機能についての考察を含めて報告する。
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2aD 11 ヒャクニチソウ管状要素分化過程で強く発現する遺伝子

(TED3. TEDO の解析

。出村 拓・福田裕穂〈東北大・理・生物〉

ヒャクニチソウ (Z i旦旦l!金1笠且主旦呈 L. cv. Canary bi rd) の芽生えの第一葉か

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

を含む分化培地で培養することにより高頻度 (30-40%) かっ同調的(培餐開

始後 6 0時間から 8 0時間)に管状要素 (tracheary element:TE) に分化する。前

回の大会で我々は、この系を用い、管状要素分化過程で発現量が増加する 5種類の

cDNA clone (TEDl-5) を単離した事を報告した。

今回はそれらの cDNA の解析を更に進め、 TED2 に続いて TED3.4 の全塩基配列と

TEDl.5 の部分塩基配列を決定した。得られた結果をもとにデーターバンクを検索し

たところ、 TED1はヒャクニチソウのミトコンドリアの Ft-ATPase α-subunit 遺伝

子をコードしている事が明らかになった。 TED2 及び TED5 は同ーの遺伝子をコード

しており、モルモットの水品体に特異的なタンパク質 (zeta-crystallin)、及び数

種の生物のアルコールデヒドロゲナーゼ (ADH) と部分的に類似した配列をコードし

ていた。 TED3 は親水性のタンパク質をコードしていたが、有為な相向性を示す配列

を見いだす事はできなかった。 TED4 はオオムギの糊粉細胞に特異的に発現する遺伝

子 (BIIE) の配列と高い相同性を示した。現在、これら遺伝子の成長・分化に伴う

発現パターンの解析を進めており、その結果も合わせて報告する。

2aD 12 ヒャクニチソウ phenylalanine ammonia-Iyase D N A 

の単離とこれを用いた管状要素分化の解析

。循回裕穂、吉村敏彦、出村拓(東北大・理・生物)

私たちはこれまでヒャクニチソウ禁肉細胞から管状要素(道管・仮道管細胞)へ

の単細胞分化系を開発し、 これを用いて植物細胞分化の仕組みについて詳細な解析

を行ってきた。 このうち、 リグニン生合成は管状要素分化の最も特徴的な生化学的

event である。私たちは、 ヒャクニチソウ管状要素分化のリグニン合成において、

phenylalanine ammonia-Iyase (PAL)が key 酵素のーっとなっており、分化過程で

急激に増加することを明らかにした。 この P A L酵素活性の上昇の機構を遺伝子レ

ベルで解析するための第一歩として、今回は、 ヒャクニチソウからの P A L遺伝子

の単離とその発現機構の解明を試みた。

これまでに報告されている 3種類の植物、 インゲンマメ、サツマイモ、 イネの P

A L のアミノ酸配列の共通部分を基に、 5 .と 3 .の 2つの D N A プライマーを合

成した。 これを用いて、 ヒャクニチソウのゲノム DN Aと培養 48時間目の cD N 

Aから、 P A Lー DN Aを PC R法により増幅し、 クローニングした。 cD N Aを

基にした場合のみ増幅がみられ、増幅した D N A 断片は予想される長さ約 550 b 

pであった。得られた D N A断片は、塩基レベルで、インゲンマメ、サツマイモと

約 7 6 %、 イネと 7 3 %のホモロジーがあった。 これをプロープとしてほぼ全長の

P A L c D N Aが得られた。現在、 PALmRNAの発現パターンを解析中である。
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2 aE 01 栄養飢餓による細胞周期の停止を支配する分裂酵母の

註旦些遺伝子は RNAヘリカーゼをコードする

前川裕美、。下回 親 〈大阪市大・理・生物〉

分裂酵母 Schizosaccharomyce胆叫阜の豆些些変異株は窒素飢餓条件で、①接合

できない、②減数分裂できない、③G"期に入れない、④細胞周期のGI期で停止で

きない、などの性質を示した.話e13+遺伝子を 2・盟盟主主ゲノムライプラリーよ
りクロ}ニングし塩基配列を決定した。塩基配列から推定された盆単r遺伝子産物
は436個のアミノ酸からなり、 DEADボックスファミリーに属するATP依存性

RNAヘリカーゼのコンセンサス配列を完全に保持していた.タンパクコード領域

を欠失させた遺伝子破壊実験より註e13+遺伝子は栄養増殖には必須でないことが

明らかになった.既知の 30種の DEADボックスタンパクとアミノ酸配列を比較

したところ、ショウジヨウバエの門E31Bタンパクと C末端領域を除く 364アミノ酸に

わたって 72%のホモロジーを示すことが判明した。門E31B遺伝子は雌の生殖系列

の細胞で特異的に発現し、卵形成に必須であることが報告されている. 主主主u+と
門E31B遺伝子が類似した機能を持っかどうかを知るため、門E31BのcDNAを分裂酵

母で強制発現させたところ、註豆u変異が相補された.したがって、分裂酵母の
Ste13とショウジョウパエの門E31Bは構造的にも、機能的にも相同なタンパクと考え

られる。 Ste13タンパクは栄養飢餓条件で機能する性分化などに必要な遺伝子群の

発現を、転写後のレベルで制御するのではないかと推定される.

2 aE 02 分裂酵母における性フェロモンによる情報伝達:

減数分裂の誘導に必須の遺伝子発現

。下回 親・柳内浩之 〈大阪市大・理・生物〉

分裂酵母 Schizosaccharomyce胆蛇旦にはP型とM型の 2つの接合型があるo P 

型、 M型細胞から、それぞれ Pーファクター、 M-ファクターというフヱロモンが

分泌され相手型細胞の接合管の形成を誘導し、また二倍体では減数分裂の開始に働

く。オリゴベプチドであるMーファクターはP型細胞のレセプター〈門ap3タンパク〉

とGTP結合タンパクのGαサプユニット(Gpalタンパク〉を介して、最終的に減
数分裂に必須の接合型遺伝子監且-Pm(以下Pmと略〉の転写誘導を引き起こす.

Pm遺伝子の転写を解析するため大腸菌民主Zをレポ}ターとする融合遺伝子を作成
した。 Pm-lacZ融合遺伝子を導入した細胞を、窒素源欠乏条件下でMーファクター

で処理し、 βーガラクトシダーゼ活性を測定した.その結果、①P型細胞ではM-
ファクター処理により 8時間以内に活性が 10倍以上に上昇すること、②この活性

の増加はMーファクターの漉度に依存すること、③M型細胞や、フェロモン受容体

を欠損したP型細胞では活性上昇がみられないこと、などが明らかになった。つぎ
に、 Pm遺伝子のプロモーターを解析し、 Mーファクターに応答するために必要な領

域を、転写開始点の上流・42から -62のわずか 21ヌクレオチドの配列に限定できた.

このフェロモン応答領域には、ヒトなどで知られている HMGボックスを含む転写
因子のターゲットであるTCTTTGTTモチーフが含まれていた。
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2 aE 03 キピ・アスパラギン酸アミノ基転移醇察アイソザイム

遺伝子の構造解析

.森淳二二. 山凶満奈美， 山田茂給¥ 谷口光降. 長谷俊治

杉山達夫 {名大・農・良化 1J T ) 

キビ(巳呈!U..~且旦理.ilJ一生E旦巴里)に代表される NAD-HE 型 C. 植物においてアスパラギン限ア

ミノ基転移M(AspAT)は薬肉細胞の細胞基質及び維管東鞠細胞のミトコンドリアにて
多賓発現し、 C.ジカルボン目立回路にて倹能している。 我々は既にキピから両アイソザ

イムの cDN Aクローン(pcAAT2及び pmAAT1， 3) を単厳し、 緑化過程で両アイソザイムは

転写:レベルで増加していることを明らかにしてきた。 本 611究では、 AspATアイソザイ

ムの細胞特異的な発現機摘の解明するために、 核遺伝子を恥厳し、 その例造解析を試

みた。

キピ・ゲノムライブラリーよりスクリ一二ンクを行い、 両アイソザイムの cDNAに対

応するゲノムクローンを得た。温基配列の解析結果より、 サイトソル型は 11 f回、 ミ

トこIンドリア型は 9個のイントロンをそれぞれ持つが、 イントロン婦人部位はアイソ

ザイム聞で 一致した部伎は存在しなかった。 さらに、 両アイソザイムの転写開始点を

決定し、 5・上流領践を比較したところ、 両者に制 IdJ性のある配列は確認できなかった。

またキピと同じ NAD-HE型柄物であるシコクピエ <U_e_uJ主主回目白..Ç~IL~，)のサイトソル型

についても 5・上流域の泡基配列を決定し、 キビと比較したところ、 GC-richないくつ

かの相向性の高い両G~IJ がクラスター状に見いだされた.

2 aE 04 ニセアカシア樹皮レクチンの cDNAクローニングと

発現の季節変化

。吉田和正、山本直樹、岡崎清(農水省・森林総研)

特定の糖鎖を認識し結合するタンパク質であるレクチンは、植物では種子に存在

するものが古くから研究されてきた。近年、種子以外の栄養器官にもレクチンが存

在することがわかってきたが、ぞれらの機能等については明かではない.本研究で

はニセアカシアの内樹皮に存在するレクチンの発現制御繍構と緩能を解明するため

にレクチンの cDNAをクローニングし、季節による発現の変化を調べた.

ニセアカシアの秋の内樹皮から調製したポリ (A)RNAをもとに cDNAライプ

ラリを作製し、抗体によってスクリーニングを行った.得られた数クローンの中か

ら鎖長の最も長いものについて塩基配列を決定した.塩基配列から推定されるアミ

ノ融配列には精製レクチンで調べた N末側アミノ酸配列が含まれており、樹皮レク

チンは 286アミノ酷から成る前駆体として合成された後、シグナルペプチドが除

かれ 255アミノ酸の成熱タンパク質になると考えられた.また成熟タンパク貨に

はアスパラギン結合型糖鎖の付加部位と考えられる配列が 1ヶ所存在した.野外の

ニセアカシアから一月ごとに採取した内樹皮から RNAと可溶性タンパク貨を抽出

し、それぞれノーザンおよびウエスタンプロット法で調べた。その結果、レクチン

RNAは 8月から 3月にかげて検出された一方、タンパク貨は 9月から 4月の期間、

顕著に認められ、発現に季節的なパターンがあることがわかった.
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2 aE 05 シダ植物における frxC遺伝子のクローニング

依田学、山本直樹 1、 。山田恭司 (富山大・理・生物、

la水省・量権林..研・遺伝子}

frxC遺伝子ははじめゼニゴケ葉縁体 DNA上で機飽不明な ORFとして見いださ

れたもので、業縁体 DNA温基配列データの比般によれば、 frxCの相同遺伝子はタ

バコならびにイネの業縁体には存在していない。.近、主主々は、 frxC遺伝子に相同

ts.配列の存在の有無を後子植物頚とコケ類との中聞に位置付けられるシダ頚ならび

に様子櫛物類について調べた。ゼニゴケの frxC遺伝子断片をプロープとするハイプ

リダイゼーションによる解析の結果、この遺伝子の相同配列は、各種シダ頭の業録
_"*，，-h-~.. _ L~_"" ......(1) 

休 DN Aおよびー俸の様子植物類の全 DNAI;:存在する」とが判明した 。した

がって、 E玉三C遺伝子は、彼子植物のグループを除〈緩管束縞物の全体に広〈分布し

ている可能性が強い。一方、この遺伝子産物の機能についても、厳近になってラン

ソウやクラミドモナスなどの下等生物において単慢された frxC欠銅変興事象の解析結

果が、あい前後して報告されており、主玉三fi宣伝子産物は暗所におけるクロロフィル

合成、グリーニングに不可欠であることが明らかとえEってきた。そこで、主主々の見

いだした維管東植物に存在する frxC遺伝子の機能的な怠義を調べるために、シダ纏

物から frxC遺伝子クローニングし、その機造を解析した。
(1) 1. Yaaada et a1. Plant Cell Physiol. 33(3)(in press) 

2 aE 06 マツ cab及びrbcSプロモーターによる組織特異的な暗所発現

。山本直樹、福井充枝 (森林総研)

マツのca bおよび rb c Sは光に依存することなく暗所でも発現するという点におい

て、被子植物のこれらの遺伝子と大きく性格を異にしている。 これらのマツの遺伝

子の発現様式を各々のプロモーターの特性として説明することができるか否かにつ

いてレポーター遺伝子(GUS)を用いて、 クロマツのca b6、 およびL包S7と名付けた 2

つの遺伝子のプロモーターについて解析を行った。その解析結果、①マツの日目と

rbcS7のプロモーターはタバコの細胞でも機能すること、②光感受性を示さず明暗

の条件にかかわらず恒常的に機能することについては、 既仁報告した。一方、 マツ

の芽生えでは、両遺伝子は組織特異的に発現することが示唆されている。 そこで本

大会では、形質転換体タバコを用いて、 両遺伝子のプロモーターが組織特異性を制

御しうるか否かについて、 GUS mRNAおよび GUS活性により検討を行った。 cab6プロ

モーターは、葉で最も強く、 茎でも、特に緑色の若い組織で活性を示した。 しかし、

根のような非光合成器官、組織では活性は検出できなかった。 止cS 7プロモーター

の場合にもほぼ同様の結果が得られた。

マツのca bおよび rbcSは、 光に依存せず恒常的に発現するが、組織特異的に発現

する。 この発現様式は、 それらのプロモーターの特性として説明できるようになっ

た。 また、 これらのプロモーターには光誘導に関するエレメン卜は備わっていない

が、組織特異的発現に関する工レメントは既に獲得済みであると推測された。
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2 aE 07 トロパンアルカロイド生合成遺伝子の発現解析

O繍本隆、鐘ケ江健、天野靖浩、林あすか、梶矢弘美、

山田康之 (京大・農・農化)

トロパンアルカロイド生合成醇索の一つである hyoscyamine 6β-hydroxylase 

(11611; ECl.l4.11.11.)は、培養根および縞物体のひげ綬といった二次生長の見られ

ない生長段階の若い板で特異的に発現していおり(1 )、 これらの組織の内絹細胞

に11611タンパク質が局在することが免疫組織化学により判明している(2 )。そこで、

植物におけるこのような細胞特異的な遺伝子の発現調節機摘を分子レベルで解明す

ることを目的として、 H 6 H遺伝子とその 5.上流峻の解析を行った。

H 6 H遺伝子の cDNA(l) をプロープとして、 H6 H遺伝子の約 2K b上流

を含むゲノミッククローンを単厳し、 5 .上流域約 1K bおよび H 6 H 楕造遺伝子

の全頃基配列を決定した。 この 5.上流援が H 6 H i.宣伝子の細胞特異的発現を制御

しているかどうかを確認するため、種々の長さの 5.上流プロモーター領域を G U 

S レポーター遺伝子につないだプラスミドベクターを構築し、バイナリーベクター

法により数種の植物に導入した。得られた形質転換体の G U S組織担保色の結果も、

あわせて報告する予定である。

I)Matsuda， J. et a¥. (1991) J. Biol. Chem. 266 ・ 9460-9464.

2)Hashimoto， T. et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 4648-4653. 

2 aE 08 業縁体への蛋白質愉送に関与~る包膜蛋白質

佐々木幸子、関口和正、永野幸生、松野隆一、申小西智一、

申渡辺昭 {京大度、 申名大農)

エンドウ葉縁体ゲノムの遺伝子は光により大量発現守るが、光に関係なく常時発現している

遺伝子もある.裁々は常時発現遺伝子の中にプラスチドの生存に必須怠遺伝子があると考え.そ

のよう怠遺伝子を探した. ORF231 は petAオペロンに存在し、~べての葉緑体に保存され、常時

少量だけ発現している遺伝子であったので、この遺伝子産物の局在場所と機能とを明らかに~る

ことを本研究の目的とした.

ORF231には 4つの膜貫通ドメインガあったので、膜壷自貨と推定し、まず抗体を作り.

Immun。ω。枇inglこより局在場所を調べた、業縁体の内包膜にこの抗体と反応習る34kDa蛋白質が
あった.我々はこの蛋白質をORF231の遺伝子産物と考え、 CEMA(chloroplast envelope 

membrane)と命名した.

次に蛍光顕微鏡と電子顕微鏡により、 CEMAの局在場所を調べたところ.業縁体表面にある

ことが確認された.表層にある蛋白質は愉送に関与~る可能性があるので.加 vitro蛋白質輸送に

及ぼ~上記抗体の影響を調べた.その結果抗体ガ輸送を阻害したので.本蛋白質は輸送に関与~

ると推定した.
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2 aE 09 マメ科ササゲ周及びサイトウ腐六積納物 rDNAのRFLP分

桁

。鄭堅班、 入船浩平、 中国政旬、 田中隆荘、森川弘道

(広島大・理)

マメ科ササゲ属およびサイトウ属には経済上重嬰な織物が含まれている. しかし、

これらの植物纏の分類学上の帰属は必ずしも明砲ではない. これらの植物績では漁

色体数が殆ど変わらず、 そのサイズは比較的小さ< (が~ 2μ11 )、形状も類似してお

り、通常の核型分析による類保関係の解析が困鍵な縄併である.

我々はすでに、 染色体の Cーバンド法、鎖光バンド法および insitu ハイプリグ

イゼーション法により、 ササゲ属 2縄(サンジャクササゲおよびササゲ)およびサ

イトウ属 4縄(アズキ、 ツルアズキ、ベニバナインゲンおよびサイトウ)の烈縁関

係を創11胞学的に解析してきた.今回はこれら 611およびサイトウ 6品積の DNAレベル

での剤師関係を明らかにする目的で、制限酵素断片畏多型 (RFLP)分桁を行った結果

について報告する。

それぞれのmまたは品種の実生(約 100例休)から全 DNAをt自由し、 1 5得実質の
制限酵素で処埋し、 サザン分析した.プロープとして 32pで標識したイネの rDNAのコ

ード領域のー邸(18Sと25Sを含む 3.9kb断片)とリョクトウの rDNAの非転写スペーサ

ー傾峨の一部(1.9kb)の 2績を用いたo Nei and Li ( 1979) の方法を用いて、 rDNA制

限E警察断片のパターンから、供した額放ぴ品轡聞の遺伝阪般を計鍵した。サイトウ

6品mの遺伝鹿島章は傷めて近いとの結果が得られた.他方、 RFLP分析による 6ftの
類縁関係は細胞学的分析結果と完全にはー数しなかった。

2 aE 10 Euglena gracilis Zの細胞分裂へのADPリボシル化の関与

。竹中重雄、中野長久 (大阪府大・農・農芸化学)

現在までに動物由来の培養細胞等において細胞分裂とADPリボシル化の関係が示唆されている

がそれらでは同調分裂を誘導することが困難であることからその関係は未だに明かとされていな

い。そこで我々は動物と植物の両方に分類され、同調分裂が光、栄養素によって完全に誘導され

ることに着目 L-Euglenagracilis Zを俵適のモデル生物であると結論した。 230C、5.∞Oluxの光照射
下において14時間の明期、続く 10時間を暗期とする条件により同調分裂を誘導した結果E.gracilis 

zは核酸合成期である8-10時間目、明期から暗期への移行期であり、細胞分裂開始直前の14時間目
にADPリポシlレ化活性の上昇が見られた。 8時間目にはポリADPリボシル化、モノADPリポシル化

反応が進行し、 14時間自においてはモノADPリボシル化反応のみが進行していた。 14時間目にお

いては17kdの低分子量蛋白質が特異的モノADPリボシル化を受けていた。このモノADPリボシル

化反応のアクセプターはアルギニン残基であった。アルギニン特異的モノADPリボシルトランス

フエラーゼ活性は10時間目そして14時間自にその活性が上昇した。さらに細胞分画の結果より全

てのオルガネラに存在し、それぞれのオルガネラに固有の活性変動を示したことによりアルギニ

ン特異的モノADPリポシルトランスフエラーゼアイソザイムの存在が明かとなった。よってモノ

ADPリボシル化反応は細胞内の各オルガネラにおいて多様な機能を果たし、細胞分裂に関与する

ことが明かとなった。
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2 aE 11 アカバンカピの ras関連 ATP-GTP (NTP)結合タンパヲ

質の特徴付け

O西川 和子、大崎由加盟、蓮沼仰制、

(機浜市大 木原生研)

アカパンカピ(HA) を完全暗黒下で 34時間培養後、菌糸を磨砕し、 ナイロンメ y

シュ(30μm) で濃過後、 9Krpmで遠心した。その上清を 39Krpmで遠心し、沈澱を股

分画とした。線分画と (α_32p)ATP.(α_32p)GTP. (α-32p)CTP及び (α_32p)UTPを反

応させ、 UV照射により既に結合しているヌクレオチドを固定した。 5-20'SDS-PAGEを

行い、 、ニトロセルロース股にプロットし、オートラジオグラフィーを行った。その

結果、股分間 tjlの多数のヌクレオチド結合タンパク貨は (α_32p)GTPだけでなく、(

α_32p)ATP. (α_32p)CTP及び {α_32p)UTPも結合した。ほとんどの結合タンパク貨に

おいて (α_32p)GTPの結合は、 10-3MATPにより 10-3MGTPよりも強く阻害された。ま

た、 lO-3M. lO-4M CTPI;t (α_32p)CTPの結合を特異的にm脅した。 これらの t古泉から
これらの NTP結合タンパク質に対し 4積のヌクレオチドによるアロステリックな効果

が示唆された。 ウエスタンプロ ッ トにより、股分画にIla-ras抗体に交叉反応する 4

僚のタン パ ク質 (27KD.26KD. 23. 5KD. 2IKD) を見いだした。 ゲルからの切り fl¥しによ

り部分精製した 26K Dのタンパク質 (p26)は (α_32p)ATP及び (α_32p)GTPを結合し、そ

のがi合はIla-ras抗体でがi処理を行なうことによりm脅された。 (α_32p)GTPの結合Ii、
lO-4M ATPにより lO-4MGTPよりも強く阻害された。 (α_32p)ATPの結合は lO-4MATP 

とUTI'により阻容された。

2 aE 12 ゼニゴケ(Marchantiapolymorpha)カゼインキナーゼ11

(CK-II)による特異リン酸化タンパク質の生化学的特徴

。金勝一樹.道家建二郎.大塚明久大槻健蔵'

(北里大.教養・生物衛生・生物科学)

我々は.動物や酵母で細胞の地殖の制御に重要な生理的役割を演じているカゼイ

ンキナーゼII(CK・11)が.ゼニゴケの培養細胞中にも存在することを前本学会(岡山

1 991 )で報告した。本キナーゼは. (i)陰イオン交換カラムクロマトグラフィーにお

ける挙動や. ( iりSuperoseゲル溜過法(HPL C)により 2つの異なる画分(α とα2s 2) 
に分離される点で動物細胞のCK-IIと異なっていた。そこで，植物独自の器官であ

る葉緑体の生理機能の調節における， CK-IIの特異な生理的役割に着目して本研究を

行なった。 Ohyama(1982)らの方法で精製した葉緑体から 1.0M KCIを含む緩衝液

(pH7.4)で抽出した画分に. (i )カゼインをリン酸化し. (ii)poly-Lysにより活性化

され.しかも(i i i )低温度のヘパリンにより阻害される CK・11活性が留められた。本

画分を高温処理(1000Cで3分)後.精製CK-IIで特異的にリン酸化される基質を検索

したところ.分子量16kDa. 23kDaおよび35kDaのpolypeptideが検出された。

これらは. (i)CK・11以外の4種のキナーゼでは全くリン酸化されなかったこと.(ii) 

特に分子量35kDaのpolypeptide(p35)はpl 8.9であり.生物種の異なる葉緑体中

にも認められたこと.さらに(i i i )部分精製したp35の生化学的性質を解析した結果

などを総合すると， CK-IIによる p35の特異的なリン酸化は植物細胞に特徴的な生理

代謝の調節に重要な役割を持つものと考えられた。
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2 aF 01 Heat Stability of Photosynthetic Ele氾tronTranspo吋

Reactions 

OMamedov M.D， Hayashi H. and Murata N. (National 
Institute for Basic Biology) 

An investigation of the heat stability of photosynthetic apparatus is important in 
the elucidation of the mechanism for adaptation of plants to high temperature. In the 

present study we examined heat stability of various electron-transport and 

phosphorylation reactions as well as the effect of glycinebetaine (an osmoregulant泊

halophilic plants) and polyunsaturated fatty acids on these reactions in thylakoid 

membranes of Synechocystis PCC6803 . 

Among the partial reactons， the oxygen-evolving activity of photosystem 2 was 
the most sensitive to high temperature， and only血isactivity was protected by betaine 
against the heat-induced inactivation. 

No differences were observed in由eheat stability of any of the partial reactions 

between wild type and the Fad6/desAにK~strain，出atcontained only monounsaturated 

Iipid molecules. These observations suggest that出epolyunsaturated fatty acids are 
not related to the heat stability of the electron-transport and phosphorylation reactions. 

2 aF 02 緑色硫黄細菌 Chlorobi印刷icola の跡中{;按合体制離

-精製する試み

。大岡宏造、角谷也事己伊藤繁 松原央、 R.Mal k i n 2 大阪

大・理・生物、 l基生研、 2Univ. Cal i f. ) 

緑色イオウ細菌の光化学系反応中心には、初期電子受容体として Fe-Sセンターが存在する
ととが膜標品の EPRスベクトルから明らかにされ、高等植物の光化学系 l 反応中心 (PSI) 

との類似性が強く指摘されている.しかしながら、乙の緑色イオウ細菌の反応中心は非常に不

安定である乙とから、その複合体に含まれる電子伝達成分やサプユニット組成など不明な点が

多い。今回我々は、乙の反応中心の電子伝達機構をタンパク質レベルで解析する乙とを目的と

し、反応中心を構成するタンパク質複合体の単離・精製に着手するととにした.

本研究の材料としては、膜標品の分光学的諸性質がよく研究されている Chlorobium

Iimicola f. lhiosulfalophilum (Larsen)を用いた.まず菌体をフレンチプレスにより破壊し、

細1割莫画分を集めた.細目割実は EDTA で l回洗い、界面活性剤で可溶化後、硫安分画、イオ
ン交換クロマトグラフィーによる精製を行った.現在のととろ完全な精製標品を得るに至って

いないが、 SDS-PAGE による解析では、主~C 3本のバンド (68，41. 21 kDa)が検出され、

へム染色法により、 21 kDaのパンドはへムタンパク質であることが判明した.また、酸化還

元差スベクトルからは、反応中心とチトクロームc K由来すると思われる吸収ピークが、それ
ぞれ 830nmと551nm ~C見いだされたo Cの標品中には Bchl aと Bchl663が約 3.9対 l

の比で存在し、反応中心あたりの Bchlは約 30個であるととから、アンテナサイズとしては

ほぼ最小の標品が得られたと思われる.
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2 aF 03 紅色光合成細菌 Rhodospirillu園田口lischianu皿の反応中

心複合体における電子伝達と膜電位形成の速度槍的対応

。永島賢治、伊藤繁¥嶋田敬三、松浦克美 (都立大・

理・生物、 1基生研)

紅色光合成細菌!tL.圃o1ischianu皿の反応中心複合体(R C )は、 RhodoDseud白血

盟生~ viri昼isの RCと同様、膜結合型チトクロムサプユニットを含む。我々は、こ

のサプユニット中の 4つのへムから第 1キノン受容体(Q...) までの電子伝達距隠と、

発生する膜電位の大きさの関係を絢ペ、 RC内郡での等篭位面の分布に関するモデ

ルを提案してきた。このモデルを確かめるために、各へムから specia1pair ( P) 

への健子伝達(数 μ 秒)と、その時の膜.位形成の大きさを、 レーザーパルス励起

によって測定した。カロチノイドシフトで見た膜電位形成は、測定限界 (μ 秒)以

下の速い成分と、数 μ秒で変化する成分の 2つに分けられた。前者は P-Q"聞の電

子伝達によるものであり、 4つのへムの酸化還元状態に関係なくほぼ一定の大きさ

だったが、後者は電子供与体となるへムが異なれば変化の大きさも異り、標準酸化

還元電位(E m) が 一審高いへムの酸化に伴って最も大きな膜電位が生じた。

!aL. viri亘isにおいては、一番 Emの高いへムは最も Pに近く、今回の各へムの酸

化速度の測定結果もそれと矛盾しない。これらの結果は、チトクロムサプユニット

内の等電位函の分布が、膜函に平行な成分だけでなくこのサプユニットの外形に沿

った成分も持つという、我々のモデルを支持する。さらに、配向させた光合成膜に

対する直線偏光の測定によっても、一番 ~ mの高いへムの位置がほぼ確認された。

2 aF 04 Photoaffinity 1abe1による光化学系 I反応中心複合体内の

キノンの結合部位の同定

O 岩城雅代・高橋正昭1・嶋田敬三2・伊藤繁

{基生研・甲南大、理、生物都立大、理、生物2) 

光化学系 I 反応中心複合体ではフィロキノン(t'~ミンK l)が 2次電子受容体として働く。系 I のキノ

ン結合部位は系IIや紅色細菌のキノン部位に比べ、キノンの還元カをより強〈保つ機能をもっ。しかし、

系I反応中心'ン11・ヲのキノン結合部位/機造はまだ明らかではない。 3Hラベルしたアジドキノンを用い、

光アフィニティラベル法により結合節位を構成するペプチド節分を推定した。 。
【方法】ホウレンソウ光化学系 I粒子をジエチルエーテル処理し ~、ノ、~〆Na-: n 11:1 .. 

フィロキノンを抽出した後、 2-アジド 3(H 1アンスラキノン(右図)を 、と〆民、，，?¥?

添加・一晩放置し(再梅成し)、紫外光照射によりアジド基をタンパク 。
に結合させ、 SDS-PAGE~f1uorographyにより結合~ìll.クを調べた。また、アジドキノンをタンパクに結

合させた後、リシルエンドペプチターゼでタンパクを特異的に加水分解し、結合断片の分子量を推定し

た。 【結果】 ① 3Hアジドキノンは反応中心コアを形成するPSI-AあるいはPSI-BIこ結合し、他の小ペ

プチドには結合しなかった。また、アジドキノンの結合は100倍量のCOLDキノンを共存させることによ

り限害された。 ②紅色細菌で同様の実験を行なった結果、アジドキノンはQA部位を構成するMサプ

ユニットに特異的に結合することから、この方法でキノンがキノン結合部位と特異的に反応することが

確かめられた。 ③加水分解産物のうち14.5kDa、9kDa、<4kDaのペプチド断片にアジドキノンが給合し

た。アジド基の結合が1ヶ所で、加水分解が節分的であったと仮定すればPSI-Aのチラコイド膜外側の

鉄硫貧センター(Fx)を結合するCyS残基を含むループ部分がキノン結合郎位を構成すると推定された。
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2 aF 05 ナノ秒 photo-selectioo法による光化学系I電子受容体

クロロフィルAeの配肉決定

0伊厳繁・岩城雅代・三室守 (基生研エネルギ一変換)

光化学系 I反応中心の 1次電子受容体 (Ae=知U7.(h単量休=Chl a-690)は、非常に低い酸化還元

電位(約 -1V)で働くが、差吸収スペクトルと反応速度以外はよくわかっていない。 Aoと反応中心ク

ロロフィル (P700)の位置関係を直線偏向によるphoto-selectioo法で推定した。

【方法】 ホウレンソウ系 I粒子を治上・加藤の方法で80%水飽和エーテルで抽出し、 llChl/P700を持

ち、 2次官巴子受容体フィロキノンを除去した粒子を作成し、 50%グリセロール中で 100sレーザ閃光照射

後20nsの差吸収スペクトルを、レーザ偏光に対して0-90度の測定周偏光により観測した。

【結果】 (1)エーテル抽出拍子にキノンを再織成した標品でP700を調べた。この場合A。ーは光励起後

100ps以内にキノンにより再敵化され200s後ではP700・のみが観測される。弱い励起光を用いるとレーザ

偏光面と同じ方向に吸収録動子を持つP700のみが励紹され、この時間では方向を変えずに P700・を与え

ると期待される。 700-720omのレーザ偏光で励起した場合00/90。の測定偏光では殆ど同じ形のP700・の

差スペクトルが約 2/1の比で測定された。一方、 670-690nmの励起では 1/1の比が得られ、 P700以外

のクロロフィルからの励起エネルギ一転移では偏光特性が保存されなかった。

(2)フィロキノンを欠〈場合、レーザ励起後約400sの寿命を持つ(P700・Ao-)状態が見られる。 700

-720 omのレーザ偏光で励起するとP700'はキノン存在下と同じ偏光角依存性を示したが、 A。ー節分の吸

収変化は異なる角度依存性を示しP700とは異なる平面にあることを示した。 これからP700とA。の位置

関係を推定した。

2 aF 06 光化学系 1反応中心標品の鶏製と性質

小林慎一，大矢武志，古木正人， 清水徳朗. {1中本準

鈴木浩一，。梅山哲夫(埼玉大・理・生化)

光化学系 1反応中心標品はこれまでいろいろな研究室からその調製と性質に

ついて報告がある. 同じホウレンソウ葉緑体を材料としても，調製方法によっ

て，収率，性質， サプユニット組成が相当に異なっていることが知られている.

我々はこれまでホウレンソウを使って反応中心線品を調製する方法について，

さまざまな改良を試みて来た. 目的は出来るだけ簡単に短時間にEつ収率良く

反応中心標品を得る方法の開発である.今回界面活性剤 Triton X-l00で薬縁体

可溶化を行う際に加熱処理をすることにより 1段のイオン交換クロマトグラフ

ィーだけで，サプユ二ツト 5種(PsaA.Psa8.PsaC，PsaD.PsaE)のみから成る反

応中心標品を 70%以上の収率で得られることが分かった. さらにこの標品を

高濃度NaIで処理し限外;.11過をするだけで，非常にきれいな Core標品(PsaAとP

sa Bのみからなる反応中心標品)を得ることが出来た. これらの標品の化学的組

成と光化学的性貨を合わせ報告する.
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2 aF 07 光化学系 1反応中心を織成するサブユニットの数に

ついて

・大矢武志，小林慎一，佐藤成宙. 11中本準，織山哲

夫，千田正昭 1 (埼玉大・理・生化日本分光)

光化学系 1反応中心を梅成するサブユニットは 10種以上知られているが，

それらの反応中心色素 P700 あたりの分子数は正確には分かっていない. これ

までいろいろな方法でこの問題が研究されてきた. SDS-PAGEの染色強度を汲，1)る

ことが簡単なため広く用いられてきているが信頼のおける方法ではない 14C

uniformラベル法を用いた報告では各サブユニットの同定が行われていなかった

ため，やはり不十分であった.我々は今回 SDS-PAGEとimmunoblottingを組合せ

た方法で PsaA. PsaB. PsaC. PsaD. PsaE及ぴ Psalについていくつかの異なる光

化学系 1反応中心標品及びチラコイド膜を使ってそれらサブユこツトの定量を

試みた. また精製反応中心標品では，プロッ卜した PVDF膜上の各サプユニット

に相当するバンドを直接加水分解し，アミノクロ ーム法による定量的アミノ酸

組成分析を行い， モル数を算出した. また以前に報告したシステイン残基を蛍

光ラベルする方法を再検討した結果も合わせて報告する.

2 aF 08 光化学系 I鉄硫黄タンパクの反応中心概合体の構造にお

ける役割

高繍裕一郎(岡山大、理、生物、大学院自然科学研究科)

M. Goldschlllidt-Clermont. J. -D. Rochalx (ジュネープ大}

光化学系 I反応中心は約 11種のサプユニットを含む色素タンパク複合体で、反応

中心と集光性色素は 2種の大型のサプユニットに、電子受容体 FAと F81ま9kDaの鉄

硫黄タンパクに存在する。真核生物ではこれらのサプユニットはそれぞれ葉緑体遺

伝子 E三星A、旦主主B、足三主C にコードされている。本研究では鉄硫黄タンパクが系 I反

応中心複合体の会合にどのような役割を果たしているかを明らかにするため、葉緑

体形質転換法を用いて緑~ chla圃ydo・onasreinhardti iの E主主C遺伝子を薬剤tli耐性
マーカーで掃入失活させた形質転換株を単厳した。得られた形質転嫁株の形質を解

析した結果、以下のことが明らかになった。①蛍光誘導期現象および系 Iによる酸

素吸収活性の測定から、形質転換株の系 I活性は完全に失われていた。② SD S -

P A G Eによるチラコイド膜のタンパク分析では系 I彼合体の構成サプユニットの

存在量は検出限界以下であった。③高感度のウエスタン分析により反応中心サプユ

ニットの存在は検出できたが、その量は野生株のわずか数%と大きく減少していた。

④葉緑体タンパクのパルス・チエース・ラベルの実験により、反応中心サプユニッ

トは正常に合成されるが不安定で急速に分解されることが示された。以上の結果よ

り鉄硫黄タンパクは光化学反応に必須の成分であるばかりでなく、 ChI a圃ydo・onas
では複合体の安定な会合に不可欠であると結論される。
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2 aF 09 光化学系 Iアンテナ色素の再憎成:再構成におよぼす

脂質の影響

池上勇 (帝京大・薬)

ホーレンソウやラン蕩の光化学系 I粒子をエーテル処理することにより、 P700の

活性を保持したままアンテナ chl-a(および脂質)の大部分を抽出することができる。

この棟品に脂質と共に chl-aを再添加すると chl-aのアンテナとしての機能を再情成

することができ、このとき脂質としては PG(本λ7rチγルグリtロール)が最も有効であった。

今回は、アンテナ再憎成に対する、リン脂質分子中の二個のアシル基の能響、およ

びchl-aアナログを問いた結果について報告する.

( 1) PG分子中のアシル基炭素数 12((;12 '0/12 '0)のものは chl-aの膜への結合を阻害

した。 一 方、し.'0/14 0のものはアンテナ湾機成に長も有効であり、炭素数が 16か

ら18に繕えると効果が低下した。二重結合を含むアシル基 (C1 e， 0/1・，I 、C1・-υ 1e・1、
C18'2/18'zlでは炭素鎖が長くても C14 ， 0/川 :0とほぼ同様に有効であった 。

(2 i PC (本λi7'f〆ル1リけで上記のアシル基をもつものはいずれもアンテナ再構成には

無効であった.以上の結果から脂質分干の憎造が ch卜 aの膜への有償的結合に重要

であることが示唆された。

(3) chl-bはPGと共に湾添加したときアンヲづとして憐能しうるように臓に結合し

た。 chl-bをもたないラン漢でも同様な結果が得られたので ch1-blJ.ch卜 a結合部位

に結合するものと推定された。 pheo-a、bch卜 aではアンテナは再情成されなかった。

2 aF 10 光貨によるラン藻光化学系 I の形成調節

。相 j事克則・藤田普I玄 (基生j計・細胞生物}

言葉類の光化学系 I/I1の量比(PS l/PS II 比〉は生育時の光貨により調節

される. ラン議 Synechocystis PCC6714 等では、 これは細胞あたりの PS 1含

量が光貨により消滅する事により起こる。 今回は PS I/PSII l~ の調節が PS 1 

の形成速度の変化によるものかどうかを 35S_メチオニンを用いた膜蛋白質の RI

ラベル実験により調べた.

svnechocvsti 5 PCC6714 を弱い PS 1 光で t告発し、 次に地殖速度がこれとほぼ

同ーとなる PSII 光を照射、 経時的に 35S_メチオニンで細胞をパルスラベルし

た. 回収した細胞を磁 E午後、 膜蛋白質を可溶化し、 免疫沈降法等により PS 1コ

アペプチド等の形成速度を求めた。 その結果(1)細胞のメチオニン取込み速

度や、 会蛋白質及び膜蛋白質の生合成速度は、照射光貨のシフトに拘らずほぼ一

定であった. これに対し (2) PS 1 コアペプチドの形成速度は、 光質シフト後数

分で活性化を受け、 20 分で PS 1光照射時の約 21告の速度に遣した. さらにこ

の活性化状態は、 PS II 光の照射下では、 観察した限り 6時間持続した。この光

質シフトは、 PS 1の含量地加を起こす条件である事は既に報告した.従って以上

の結果は、 PS 11 光で PS 1形成速度が促進される事で PS 1の地加が起こり、

これが PS l/PS 11 比の上昇をもたらすものと解釈される。 これらの結果を示す

とともに、生育時の光条件の変化に伴う PS l/PS 11 比、 膜蛋白質組成、 PS1形

成速度の各々の変化について論議する。
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2 aF 11 先 tι 写葬~l 噌多民楓脅回 It\与可 s クロロ 7 ，( u，"shliえ欄待

後咽-'-;号，村ιeJR易〈系金苅・訓絶生均)

寺〉珠の今守ヨイド'秀と''''マ 11 7，...， 忠"域~f守防ぶリ何 l猿.k停の彬眠不朝野Z 弓 '1，
来，傘4守1"孟レ1己P51/PSII此の-tラコイド糸包Uる S 乙，孝久 Cy十h の間賞弘正売J方C
号吊停のイ宮号匙 r~ 3予じ三If等 i'1:幸正哲1..."f-;. 1'51形成の調管ιJ拘l皇レZ-， pSI鳴戒
が:枠制~~1.1l忌埼胆略， chl色前駐停" "Pcltlid，，-， M'-J't't)tofDt'fhy向 Fボ兎 L-'l;有さ
れ， Chla %戒が仙\ldt皇室成以殺の和信ず鰍〈枠制'!"'-~Il}多t:~見j..レ広 三の

がf炉II~ F判明戒が.~tl色乞<k..事 j条件 1::: ラフト 1 }ヒ実.l，.1::解除乞れる. 予の視看之主解
析¥..， (J)C~I色/音域秤剣 I;J作ゐ色/官民間零作よリ幣障され昌=叱〈りま昆， HQNO 1= 

よリ伊hRE弘~\，!嘗乞.tt，. 3 ヒk眠不博\01 解醗<t，院害される手乙， (3) Hb).刈O 勾如来''6
令ん g~械の間電作より戸母勾 I~ 増ス可~ ::;.ι 三王手τ締来志乏 7三:::れ5の綿菓よ
リ， ι1)Chlゆ玖η稲野、手151帯成向調停の手狭山l'1"cJ <...， Ch 18色身の/含吠ボ輔鈴さ
れる予包持J:~宝~ I (.2..)/宮城言明1T¥1杵倒的 1:::針 Ib....， ...ωoピ問零包れB持参同広
リ栴隊三本~ -; Ii:-， ι制官与係正芭rαIg I会戒の抑制機積ぺ 乞れ丞・札t到阜のヰ 11 T=人/
匂:.3i・H1" z.. .1 ) ::;.与三与す吃 η 乞の推定三乏 1=. ::札 5 の実唆括~~報告 τE 包其

四 Chl~/官吠調停 ι1'51形成朔符ιのl到l主宅前識苛 1. 

2 aF 12 ラン藻 phosphoribulokinase の附巾及び明中下における活性

化状態

。平橋智裕、姫野道夫、和田野晃 (大阪府大・農・良化)

Phosphoribulokinase (PRKI は Calvin-senson 回路における C02固定反応の基賓となる

r ib'll O$f) 1， 5-b isphospha te を ribulose 5-phosphate と ATPより合成する反応を触媒する酵

素である。 高等植物において本酵素は葉緑体ストロマ内に局在し、 いくつかの代謝中間体やス

トロマ内の Mg?・2震度、 pllにより影響を受け、更に光活性化を受ける酵素の 1つであることか

ら、 Calvin-senson回路の制御を考える上で重要な醇素であるといわれている. 一方、 ラン藻

を用いた実験(11では、 PRKはわずかに光活性化されていることが報告されている. しかしラン

藻 PRKの暗中、 明巾における活性比は 10倍に透することはなく、高等植物と同様な活性化が

行われているかどうか終しいごとは明かではない。本研究ではラン藻 SynechococcusPCC7942 

をmいてラン藻 PRKのH背中及ぴ明巾下における活性化状態について検討を行った.
ラン漢を晴間で 1時開通気した後、光を照射し.時間を追って順次液体窒素で瞬間凍結後ガ

ラスビーズ磨{i?lし 15，OO(]rpmで 10分間違心分続した上滑について PRK活性を測定した。抽出

液に EIHA を加えると、本両手索の時中における沼a性は光を照射した際の PRK活性と同じであり、

との EDTA による活性の保持効果は dithiothreitolや還元型 glutathione による活性化と

異なり EDTA を希釈することにより速やかに消失することが判明した。以上のことからラン藻の

PRKは inv i voにおいて高等植物型の光活性化はなされず、代謝中間休等の二次情報伝達物質

の関与により制御を受けていると推測した。

(11 Duggan，J.X. et al. (19751 f'lanta， 122， 293-297 
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2aG 01 Pseudo.onas E-3検のヘキサデセン酸 A'ーシス. トラシ

ス異性化酵素の精製と性質

川添亮・奥山英壷志(北海道大・理・生物)

耐冷蘭 Pseudo.onas E-3株は少なくとも 2種の不飽和脂肪酸シスートランス異性

化静棄を持っている. 1つは細胞質に存在し、遊拘置の A '-シスーヘキサデセン酸

(16: 1;(9c)) をトランス体に異性化するものでありもう 1つは細胞質商分に存在し

ホスファチジルエタノールアミシ中の 16:1(9c)をトランス体に異性化する酵素であ

る.いずれもこれまでに知られていなかったものであり、本研究では細胞質に存在

する酵素の精製を試み、いくつかの性質を調べた.

20 'tで培養した薗体より細胞震を調裂し、 51安分画の後陰イオン交換・疎水性・

ゲル渡過の各種クロマトグラフィーにより約 5.000f告に精製することができた.本

画事素顔品は native-PAGE.SDS-PAGEのいずれにおいても 2本の主要なパンドからなる

ことが示されたことから、酵素活性が異なる 2種類のタンパク質の共存により発現

されることが示唆される.文、本酵素は o'tで最大活性を示し、-20'tでその 5"
、40'tでその23%の活性を持っていた.さらにフェナシトロリンで阻害を受けず、

αートコフエロールなど脂肪酸の抗酸化荊で強く阻害された.

16:1(9c)に高い特異性を持つことから我々は本酵素をヘキサデセン酸 A '-シス ー

トランス異性化酵棄と名付けたい.

2aG 02 南極海産ハプト線 Pry圃neoslophyte straln B の脂質

について

。森田 直樹・小亀 一弘・奥山 英登志

(北海道大・理・生物〉

Pry圃neosiophyte straln B (以下 straln 8) は南極海の海水より単隠された、

生育の至適及び上限温度がそれぞれ、 2.5-5"C、 7.5-10・Cにある高度に好冷的な

ハプト穏である。本研究 lま真核性君事類の低温適応のメカニズムを脂質レベルで明ら

かにするための手始めとして、 strainBの脂質及び脂肪酸を、鞭毛により遊泳する

細胞(遊泳細胞〉と、器物に付着する細胞〈付着性細胞)との遣いに焦点をあて詳

細に分析した。

(方法) Strain B は P E S培地を用い、 3000 lux 、長日条件下、 5・Cで静置培養し

た。遊泳細胞は培地を吸引泡過し、湾紙上 lこトラップし、付着性細胞はフラスコ壁

よりはがし遠心分般により集めた。脂質は常法により拍出し、各脂質クラスは 2次

元 T L C により分隠した。脂肪酸は、メチルエステルとして G L C 、 G C -M Sに

より分析した。

(結果及び考察) Straln Bの付着性細胞の金脂質の 70~以上は、 M G D G. 

DGDG.  PC ，中性脂質であった。脂肪酸は、 18:5(3 . 6 . 9 、 12 、 15) が 30~ を占め

最も主要なものであった。一方、遊泳細胞には、来同定であるが、付書官性細胞には

見られない脂質が検出された。また、付着性細胞に比べると 18: 5をはじめとする長

鎖多不飽和脂肪酸が著しく少なかった。以上の結果より、細胞の運動性と脂質及び

脂肪酸組成との関係が示唆される。
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2aG 03 単細胞ラン藻 Synechococcussp. Miami BG 43511の

同調培養時における脂質変動

.者E田聖孝.岡本智伸，菊地正武(九州東海大学) ， 

0 三井 旭(マイアミ大学〉

目的]単細胞ラン署長 Synechococcu5 Sp. Niami BG 43511繰は向調培養に成功し

た高水素発生ラン藻として，その機能機作の解明が期待されているが.脂質成分に

関しては未解明であった.そこで，本橡の脂質成分間定と向調培養によるその変動

について検討した .

方法1Synechococcu5 Sp. Niami BG 43511はマイアミ大学海洋大気研究所に保存

中のものを用いた.同調培養は人工合成培地A-Nを用い，4%cOzを連続通気しながら

pHを正確に 7.6にコントロールした〈培養温度30"C) .培養の光前処理は，遮光一光

照射一遮光を各16時間くり返した.GLCカラムは，10%SP-2300 Supelcoport(80/100 

メッシュ〉を用いた.

結果]本線は主要脂質として， MGDG，DGDG， SQDGを含み， P Gも認

められた. 脂溶性色素としては P-carotene， echinenone， pheophytin a， 
chlorophyll a， zeaxanthinが認められた . 向調培養による脂質組成の大きな変動

は認められなかった.

本線の主要機成脂肪酸は a- リノレン酸とパルミチン敵であり，この両者で全

体の60%以上を占めていた.同調培養により， Cell cycleの変動に伴うと恩われる

多不飽和脂肪酸の変動が一郎認められが更に詳しい検討が必要である.

2aG 04 

講演取り消し
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2aG 05 タバコ t音養細胞における invivoラベルによるイノシト

ールリン脂質代謝の研究

・鎌田芳章3、武蔵尚志(東大・応微研)

原形質燃のイノシトールリン脂質代謝(P 1代謝)は植物細胞の細胞内情報伝達系

をfI!う有力な候補として考えられているが未だ決定的な証拠は出ていない。我々は

既に in' v iよ工2研究により、 タバコ t脅養細胞BY-2綜の原形質膜の PI代謝の務酵素の生

化学的性質を明らかにした (Kamadaand Huto. 1991) 0 今回、 ド川イノシトール

を用いた PI代謝産物の辺--Y.LY.Qラベルによる解析を獄みた。 従来、 植物細胞において

卜川イノシトールはゲルクロン融を介して側胞墜の前駆休に変換され、 1. P 1代謝産

物に取り込まれるラベルの比活性が落ち、 2.多種の精リン院と思われる物質にラベ

ルが取り込まれイノシトールリン般の分析を妨害することから、 これらの改替が必

須とされていた。我々は細胞の培地からイノシトールを除き、 かわりにグルクロン

般を加えて前治美を行なうことにより、 イノシトール1，4.5-三リン酸(1 P予)へのラ

ベルの取り込みを上昇させることに成功した。 また長時間のグラジエント溶出によ

るIlPLCでイノシトール1，4-二 リン酸(1 P 2 )、 および 1P ，を分隊・同定することに成

功した。 次に上記の条件でドHJイノシトールラベルした培養細胞に Phvtopthora

n icotiana eより調製したエリシターを与えたところ、 5 ~ 10分の短時間にイノシトー

ルリ ン憎の明加が観摂され、特に 1P 2 ばエリシターを与えないときの 15~ 20倍にま

で憎加した。この様に外界の刺激によって PI代謝が促進されることが示された.

2aG 06 脂肪酸不飽和化と光合成

。和田元 1、ZoltanGo・bosl、坂本敏夫人村図紀夫 1.2 
(1基生研、 E総研大〉

光合成の初期過程の場であるチラコイド践は、他の生体験と同様、おもに脂質と

タンパク質から僧成され、その膜脂質には多量の多価不飽和脂肪酸(二重結合を二つ

以上含む脂肪酸〉が結合している。本研究では、チラコイド膜に存在するタンパク質

綾合体の活性およびその安定化に及ぼす多価不飽和脂肪酸の彫響について、 ラン藻

s ynechocysti s PCC6803の野生株および同機より遺伝子工学的手法によって作成した
多価不飽和脂肪酸欠損株(以下、欠領株)を用いて解析し、光合成における多価不飽

和脂肪酸の役割について検討した。

光合成活性の熱的安定性に及ぼす多価不飽和脂肪酸の影響を調べるために、野生

株および欠領株の生細胞を周いて、光合成的酸素発生能および光化学系2の活性の温

度依存性およびそれらの活性に及ぼす熱処理の効果を調べた。 その結果、両株間に

は顕緒な差が見られず、多価不飽和脂肪酸が光合成活性の熱的安定化には寄与して

いないことが明かとなった。次に、光合成活性の強光による失活(光限筈)について

調べたところ、欠損株は野生株に比べて低温下で著しい光限害を被ることが明かと

なった。 このことは、多価不飽和脂肪酸が光限害を抑える上で重要な機能を担って

いることを示唆している。
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2aG 07 光合成の高温適応の生化学

。西山佳孝 I.2、 EszterKovacsl 、桃秀則 1、渡辺正 2、

村田紀夫 1 い基生研、 2東大・生産研〉

植物が高温環境にさらされると、光合成器官、特に酸素発生系が扱初に娘傷を被

る。 したがって縞物の高温環境への適応には酸素発生系の高温耐性化が必要となる。

光合成の熱安定性がチラコイド膜における脂肪酸の不飽和度に影響されないことは

すでに当研究室で明らかにされており、脂質以外の高温耐性化因子が存在している

と考えられる。本研究では光合成の高温適応の分子機構を明らかにすることを目的

として、形質転倹型ラン藻 Synechococcus PCC7002について生育温度と光合成の熱

安定性の関係を生細胞および単緩チラコイド膜を用いて解析した。

ラン藻の生育温度を上げるにつれて、生細胞における酸素発生能の熱安定性が地

大した。 さらにベンゾキノンを電子受容体として測定した酸素発生能についても同

線な関係が見られたことから、光化学系 2における高温耐性化が起こっていると 1ft

定された。 つぎに単緩されたチラコイド膜について酸素発生能の熱失活を調べた結

果、生細胞の湯合と同様に高温で堵獲した細胞のチラコイド膜はより高い熱安定性

を示すことが確認された。 この結果は生細胞で見られた高温適応が単離チラコイド

般に保存されていることを示しており、 この中に光合成の高温耐性化因子が存在す

ることを示唆している。

2aG 08 ラン藻スビルリナにおけるマット形成

-cA門P分解除棄の阻害剤による影響一

大森和子、広瀕正紀1、大森正之2 (昭和女子大・生活科学、

l和歌山大・教育、 2東京大・海洋研〉

糸状性ラン藻E足型日旦生旦回生竪l三の懸濁液にcA門Pを添加すると、細胞の呼吸や運動が促進さ
れ、同時に藻体の凝集が起こり、水面にマットを形成する o t音地中のcAMPiI度が、細胞内の代謝

系になんらかの影響を与えている可能性が考えられる.一方、細胞内のcA門P渇度の変化と運動や

マット形成との関係についてはこれまで知見がない o 1ft地にcA門p:を与えた場合の細胞内のcA門P量

の測定は技術的な理由からむずかしいため、今回の実験では、 cAMPの分解酵素ホスホジエステ

ラーゼの阻害剤である3ーイソプチルー 1ーメチルキサンチン(1側めを培地に添加 (5xl0・4

M)して、細胞内のcA阿P濃度の変化と呼吸および運動に及ぼす影響とについて実験を行った.細

胞懸濁液をろ過し、細胞をろ紙上で洗浄し、 SOT培地に懸濁した.懸濁液5mlをベトリシャー

レに分注した後、 cAMPおよびIBMXを添加し、マット形成への彫響を観察した.細胞の運動は、顕

微鏡下での滑走距般をビデオレコーダーを用いて測定した.

IB門Xを細胞懸濁液に添加し、その前後の細胞内cA門P含量を1251ーラジオイムノアッセイによ

り測定した結果、 IB附によりcAMP含量は 1分後には数倍に治加することが明かとなった.細胞外

へのcAMPの放出はきわめてゆっくり行われた.細胞の凝集はIBMX添加直後から開始され、 25分

後には、 cA門p:をlxl0-5M加えたときとほぼ同様の大きさのマットが形成された.また、細胞の滑

走運動はIB附により 3倍、呼吸活性は、 2倍促進された.これらの結果から、三起工位担主におい

ては、細胞内cA門P量の増加に対応して、すばやい代謝の変化が起こり、さらに運動やマットの形

成が促進されると推論した.
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2aG 09 録蕩ダナリエラに制する、浸透圧変化によるCAMP漫度変化

大海弘宜1、中山克己、。阿国光正明明大理生物分子、 1全業工劇

耐泡緑寝臥皿Hellaviridlsにおける細胞内情報伝達系について調べた。

1)この穫の細胞の超音波処理液は、必eoylatecyclase活性 (16.0cAMP produ剖 mln・1(m8PIO紬 )"1)を示した。

2)この酵素活性は、膜分画と可溶性分画両方に見られた。

3)この酵素活性は、 1μMのGTPyS (G官のana1句ue)により活性化されたが、白2+とca1m吋ullnには影響さ

れなかった。このことは、この酵素がGタンパクにより制御されていることを示唆している。

4)細胞破昨液には、cAMPを破寂する ph句，bodl自制四活性 (23.1CAMP dccomposed mln・1(m8PlOl由)・1)が

検出された。

5)これらの結果は、ダナリエラにcAMPを介する細胞内情報伝達系があることを示唆する。

6)この穫を1.7MNaClから1.0MNaCIの培地に移すと、 2分以内にCAMP浪度は、)08細胞あたり、 2.4pmol

から 3.9pmolに上昇し、 30分以内にもとの浪度に戻った。

7)現在、この護の凶伺Iylatecy也揖の精製を鼠みている。

2 aG 10 シアノバクテリア synechococcu s PCC7942 のカロテノ
イド組成への除草剤の彫・

正元和盛 (熊本大学 ・教育学郎・生物)

シアノバクテリア Synechococcus PCC7942 を強光下で培養すると、細胞壁画分に

ゼアキサンチンの蓄積がみられ、 また細胞全体としてもカロテノイド組成中でゼア

キサンチンの割合が増加する。このようなカロテノイド組成変動への影響をみるた

め、 bleachingherbicide として知られている norflurazon (NF)を加え、 本シアノ

バクテリアでのカロテノイド合成阻害を調べた。

Synechococcus PCC7942は、 BG-ll培地中白色蛍光灯下で培養し (600lx. 25・C)、
細胞回収後アセトンで抽出した。カロテノイド分析は、逆相HPLCで水/エタノールの

グラディエント (13/87-0/100 ，)で溶出し、同定定量した.

強光下培養細胞では、カロテノイド /ch1 ~比が増加するが、 norflurazon (NF) 

存在下ではその比が場加しなかった。このときカロテノイド組成については、 強光

下でゼアキサンチンが堵加するが、 NF存在下ではその増加も小さかった。 NFiI 

度依存性をみると、 低温度 NF(<0.2 pM)では、 βーカロテンが増加し{ゼアキサン

チンが減少し)、高温度 (>1pM)では、報告されている阻害と一致してすべてのカ

ロテノイド成分の増加はみられなつかた。このとき細胞糟殖速度への彫響は小さか

った。同じ結果は、 NF添加後の矯養時間依存でもみられた。

これらの給果は、低温度 NFでは βーカロテン水酸化の阻害があることを示唆する。

-196一



2aG 11 ラン色細菌 Anacystisnidulan sの光リン酸化に対する

テントキシンの隠曹について

。吉岡達音量，太回裏則，久堀 徹¥桜井英縛

(早稲田大・教育・生物償浜市大・生物)

テントキシン感受性高等植物は、発芽時にテントキシンを作用させると葉が白化し

て枯れる。一般に、テントキシン感受性高等植物は、 FI ATPase活性が阻害

されることが知られている。一方、渡類以下の下等織物での FI ATPase活性

が阻害されるという報告は、 これまでほとんどなかったので、 A.nidulanfl. F I A 

TPaseの関与する、さまざまな反応に対するテントキシンの影響を調べた。

光リン酸化反応に対する影響では、照射前にテントキシンとチラコイド膜をイン

キュペートすると、時間とともに阻害の割合が大きくなり、 1μMテントキシンで

は 20分のインキユペートで随嘗度がほぼ平衡に遣する。光リン酸化の 50%阻害

に必要な浪度はインキユペート時間 30分で、約 400nMであった。光リン酸化

に伴うム p Hの解消に対する影響を 9ーアミノアクリジンを用いて調べたところ、

高濃度テントキシンではo.pHの解消が悶害された。

単厳 FIに対する影響では、 ATPase活性測定法によりテントキシンの阻害効

果が変動する。 トリプシン処理 FIの Caれ -ATPaseが愚も強く問客され、約

500nMで 50%の阻害が見られた。テントキシンはエネルギー伝達限奮剤約に

A.nidulan f!. FIを阻害すると結論される。

2aG 12 緑色光合成細菌の光化学反応中心とそのペプチド

。楠元範明、那須英和、高野博子、 1井上和仁、桜井英博
(早稲田大・教育・生物、 1神奈川大・理・応用生物)

緑色光合成細菌光化学系は PS 1と類似性が高い。 Chlorobiumlimicolaのクロマ
トホアからできるだけ嫌気性を保つようにAr気下で'Triton抽出し、ショ糖密度勾配

超遠心により、反応中心に富む粒子を精製した。蛍光性SH試薬で標識すると、 S

DS-PAGEで‘40kDa，16kDa'こ強い蛍光を示すペプチドバンドが得られた。反応中心

粒子を次の条件で処理し、 EP R測定を行った:(A)、暗所で凍らせる;(8)、p
H10，40mMジチオナイト存在下で暗所で凍らせる;(C)、(8)を77Kで4分間光照
射。 (A)では9=1.94'こ小さなスペクトルがみられた。 (8)ー(A)では、 9=1.94，1.8
8にジチオナイトによって還元される差スペクトルが、 (C)ー(B)では、閉じく9=

1.94，1.88に光によって還元される差スペクトルが得られた。後二者のスペクトルは

Nitschkeら(1990)のmembraneでの報告にほぼ一致しているので、反応中心に富む

粒子が可溶化できたと考えられる。なお、 9=1.94における (A)のシグナルの大きさ

は(B)の約1/3であった。

H2および触媒によりさらに嫌気性の維持に努め、 Chlorobiumtepidumから精製さ
れた標品では、室温における μ秒領域の閃光分光測定で、435nmに負のピークを持

つ吸光変化 (t1/2=40μsec)がみられた。この吸光変化について研究中である。
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一般講演

第2日 3月30日(月) 午後の部

A会場 タンパク質・酵素(II) 

B会場ストレス (II) 

C会場分子生物学(V)

D会場光合成(W)

E会場光合成(V)

G会場分子生物学(羽)
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2pA 01 丈臓障にお11る味気的MnSODe降、lご効訂る硝椴/J1iI1ll.
の作用
三宅渚一俸 〈広島犬躍、極拘)

天暢繭の門nSODef.有J司、千υrI arc丹a，sOI)(RSの3ヲの宣伝ろにευ調
節¥JH2.Z 11るo :tυrl~鉄1 ~有ンにd:1，;)門n SOD 各政、の町制に関与し‘a.rcF¥ B 1苛
酸素による門nSODIci硲の誘尊に関与し SC吹 RSI苫スー 1~- 7fキラドに占る門n
SOD合肉、1)務義に朗与してI)ゐ.牧、々はさ君、蛾窯下にあ、IltU荷量安呼D13.ご'笠者百る
ど門nSOD.f尚、が、主cること玄毘!)出した.符鶴によリ笠奮した衣暢遁E右肩WJtl1守
般にぷリ 2瞬間生脅さぜゐど石荷重度呼吸糸];l"記会に言帝拳されゐ1)~門n SOD $t主応存
在し泊 1) 占う日絢"l:が伺られる.この与う厄細胞を硝厳昨国刀I\"~l=.動事る糸イキ千にあ、
〈と門n SODiま白貨の~，局、が主口る.伝イズ~ l!.~余去した余件下にd)' 1) Z t.硝酸
呼吸が作動grる家伴下，"，のみ MnSOD fc}，内、;Ijì'~cゐこと、税政昨!1ls.1ごぷる門n
SOD 冶ÞX 1ft~史イコずンにぷリ陸をさ収ることずら掛酸ßO/~岳と ~urlJ索、間後と老をら
H2.る.をR厳，下，"瓜スー I'¥-;f守ラドの主成=tj考乞にくく、耕政呼吸l江a.rcABに
与る調~徐に忌諮ると秀之られる. a.rc A B lJ画室薫昨日畠に五、/jも電ろ伝星条~冷ゆ
派筏も姥taし之， ~ t.>可能往刀IVRE支されz()る.そご Zo，今凪税務呼Ds[こ主る門n
SOD合成dl吉元善Iこす庁事ゐアシ守ッアラーでコ向TP冶舟蕗柔阻害者!のJb客を訪湿し
たのどその結黒乏報告する.

2pA 02 部位特異的変異の導入によるRhodobacter 

capsulatusフェレドキシン Iの構造と機能の解析

。徳田賢一郎，佐伯和彦，松原央 (阪大・理・生物)

紅色非硫黄細菌R.capsulatusは機能的に分化した複数のフェレドキシン (Fd )を有してい

る.我々は， F d I遺伝子 (fdxN)がニトロゲナーゼ系遺伝子群に属するnifEの約2kbp上流

に位置するCと.また.遺伝子破壊によるfdxN欠損株 (MSA1 )の窒素固定能は著しく低下

するがfdxNを含むプラスミドの導入により回復するととを確かめている.とのFdIはFe-S

クラスターを結合する Cy s IC特徴的な配列を 2つ持ち， N末端側のものは一般的な

CxxC xxCxxxCであるのに対し， c末端側のものはC38XXC41XXXXxxxxC50xxxC54xxxx CSQ (2 
番目と 3番目のCysの開花アミノ酸の数が多く， 5番目のCysが存在する)で，他の光合成

細菌のFdや窒素固定細菌のnザ遺伝子群中で同定されたFd様遺伝子産物にのみ共通した構造

を持っている .ζれらの一次構造上の特異性と生理機能との関連を調べるために.まず部

位特異的変異を加えた各種の変異fdxN'を作製し.次にそれらを持つプラスミドをMSA11ζ 

導入して窒素固定による生育を調べ，さらに変異蛋白質の精製を試みた. Fd Iの42から49

番目の 8アミノ酸をGI y. A I aの2アミノ酸に置換したfdxNGAおよび， Cys59をSer IC置換

したfdxNC59Sを用いた場合には野生株と同程度に窒素固定能が回復したが、 Cys54をSer

k置換したfdxNC54Sでは回復しなかった.従って.c末端側の42から49番目の8残基は生
理的にあまり重要な機能を担ってないCと. Fe-Sクラスターの保持にはCys59以外の8個

のCysが関与している Cとが示唆された. FdxNGAの分光学的性質も報告する.
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2pA 03 

旦一一曲、

黄化ヤエナリにおけるジベレリン結合タンパク質の

精製と単離 O中嶋正敏、 酒井慎吾1、金津健二、
山口五十麿、高橋信孝2、室伏 旭

(東京大・農・農化、 1筑波大 ・生物科学系、 2理 研)

演者らは高等棺物におけるジベレリンの作用発現機構解明の端緒

として、 ジベレリンに結合能を持つタンパク質の検索を進めている。今回は、黄化

さ:せたヤエナリの芽生えを材料に用いて、その可溶性画分から当該タンパク質の精

製を行ったので報告する。

材料及び方法、 暗黒下で生育したヤエナリ(Vigna radiata) の芽生えから

距軸部のみを収穫して材料とした。硫安沈澱法による粗精製の後、 ジベレリンをリ

ガンドとして調製したアフイニティークロマトグラフイーや、 陰イオン交換カラム

およびゲル鳩過カラムを用いたクロマトグラフィーにより精製を行った。

ジベレリンとの結合活1生は、 ジベレリン A4トリチウム標識体のタンパク質
との結合放射活性量のうち、過剰畳の非標識体を添加して置換される量を、有効結

合放射活性量として評価した。

益一一塁、 ゲルi慮過カラムクロマトグラフィ ーにより二つの活性画分が認め

られ、それぞれ500kDaと150kDa近辺と推定された。電気泳動結果より二つの画分は

向ーのもので、 高分子画分は低分子画分の凝集体と思われる。 ジベレリンとの結合

に関する至適環境条件、 および基質特異性についての検討を行ったので、 それらの

詳細についても報告する予定である。

2pA 04 貧化アサガオ眠舗中の Ca2+依存性タンパク質リン般化

湯本 光、柴田幸子 (北里大・寮)

タンパク質リン般化酵素が、 cAIIP，cGIIP， Ca2+等の繍胞内伝達物質によって活性
化され、種々の醇索活性を網節することは動物細胞において広〈研究されている.

植物細胞においても叛似の機織の存在は報告されているが、来だ不明の点が多い.

我々は、生体膜受容伝達機傷解併の手始めとして、 タンパク質リン磁化書事業活性に

対する Ca2+，call1odulinの効果について検討した.静索活性は、貧化アサガオ匪鮪
から得た粗膜薗分タンパク質に、 [r_32pJATPから取り込まれた放射活性によって

求めた.その結果、粗膜商分中には、 Ca2+依存、非依存性の醇索活性が偲められ、

Ca2+依存性の醇索活性は、 htllCa 2+によって活性化され、眠タンパク貨の主にセリ

ン残基をリン敵化した.この醇索活性は、 call1odulinに対しては依存性を示さず、

むしろ過剰のCa2+存在下 cahodulinによって抑制傾向を示した. この抑制効果は、

cal皿odulinantagonistであるト7の添加によってほぼ解滑された.一方、 histone

81 を基質とすると、 Ca2+存在下 cal圃odulinによる静索活性の抑制効果は飽められ

なかった.また、この抑制効果は、 Ca2+非存在下では偲められなかった.以上のこ

とから、 call1odulinは、 Ca2+と複合体を形成し、 Ca2+依存性タンパク質リン般化醇

ヨ慢の基質である膜タンパク質近傍の疎水位領域に結合し、 リン疎化を抑制すると考

えられる.
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2pA 05 大豆の重金属結合タンパク質のm製とその重金属親和性

為木宏一郎、茅野充男(東大・農・農芸化学)

メタロチオネインは低分子量のシスティ，ンを多く含む金属含有タンパク質で、 生

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

いる. 植物においては、 フィトケラチンが発見されているが、 日市乳類タイプの i宣伝

子からの直援の転写産物としてのメタロチオネインの存在は明確でない.本研究で

は、 大豆を材料として用い、 そのIff軸より Cu，Zn含有タンパク質の精製を行い、 そ

の性質を明らかにすることを目指している.

大豆 H主軸よりタンパクを抽出し、 エタノール、 クロロホルムを用いた粗分画の後

ゲル鴻過 (SephadexG-75) を行った.流出液について CU，Zn濃度を測定して 3個の

ピークを確認した. その分子量約 17kDのピークを回収し、 バッファー交換し、 コパ

レントクロマトグラフィーカラム (Thiopropyl-Sepharose6B) にかけた O.3H酢

酸アンモニウム (pH5.5、 lH NaCl) で洗浄後、 50mH Tris-HCl (pH 8.0， lH NaCl. 

50mH DTT)で溶出した後、 S H基を 4ーピニルピリジンによりアルキル化・し、 二次

元電気泳動により解析したところ、分子量 7kD、 14kD、 20kDの三種の SH基含有タン

パク質の存在が明らかになった. そのアミノ酸配列及ぴ重金属続和性について検討

した.

2pA 06 イネ締管液中のタンパク質のリン般化とカルシウムについて

-中村進一、林浩昭、 茅野充男 (東大・農・農芸化)

イネ締管液において、光条件に支配されるタンパク質のリン殴化、脱リン敵化

反応、が生じること、 およびイネ飾管液の 14kDa、 22kDaのタンパク質などが i旦 vi主主豆

でリン酸化されたことから、 イネ飾管液中でのプロテインキナーゼの存在が示唆さ

れた. このことによりイネ飾管内において情報伝達が行われているが予想されるの

で更に詳しく検討した.

〈実験方法〉水餅栽培で育てたイネ(観稲〉から、 インセクトレーザー法によ

り飾管液を採取し、 そのタンパク質の invi主工旦リン酸化反応を極々の条件下で調べ

比較検討した.

{実験結果〉自己リン酸化するタンパク質の検出をイネ飾管液タンパク質を用

いて試みたところ、 カルシウムを含む反応液中でのみこの反応が起こった. またカ

ルシウムの反応阻害弗jである纏化ランタンによってリン酸化反応が著しく阻害され

た. 従ってイネ飾管液中のプロテインキナーゼはカルシウム依存性であると予想さ

れた. 更にリン酸化されたタンパク質をアルカリ JJII水分解したところ、 リン酸化さ

れたタンパク質はほとんどすべてが脱リン酸化されたことからセリン・スレオニン

残基がリン酸化されていることが判明した.

-202-



2pA 07 オジギソウ ADPaseの精製と性質

.佐原 敬、伊藤隆二、悶宮 徹、土屋隆美(上智大

.理工・化学)

オジギソウには ATPよりも ADPを優先的に加水分解する ADPaseが存在する。 こ

の ADPaseは非常に高い活性を有し、 3種のアイソザイムが存在する。本酵素は

ATPよりも ADPを強く分解する基質特異性を持つ点でアピラーゼと異なる。 我々
はこの様な性質を持つ酵素が他の植物にも存在することを既に明らかにした。

今回、 オジギソウ ADPaseの生体内での機能の解明のために、 本酵素を精製し、

酵素化学的性質を明らかにすることを目的とした。

オジギソウ ADPaseの3種のアイソザイムは、 Davis-PAGEで移動度の異なるバン
ドとして検出された。 アイソザイムはいずれも分子量約 13万と推定され、 SDS-
PAGEでは各々 6万 7千のバンドとして検出されたことから二量体タンパク質と考
えられた。 Ca2+、 Mg2¥  Mn2+などの 2価金属イオンで活性化され、 至適温度

35-40"C、 至適 p H 8付近であった。基質特異性については、 アデノシン以外

の塩基の場合でもヌクレオチド三リン酸よりもヌクレオチド二リン酸に対する

活性が高かった。 また AMP、 pNPPは分解せずホスファターゼと異なっていた。 各

種阻害剤の活性への影響を調べたところ強く阻害するものはなかった。 ATP、

ADPを基質としたときの Km、 Vmaxについて検討したとごろ、 Kmはいずれのアイ

ソザイムも ADPの方が小さく ADPの親和性が高かった。 VmaxもADPの方が極めて高

かった。以上の基質特異性、 限害 ~J の感受性、 ATPよりも ADPに対する親和性の
高さなどからとの ADPaseの機能を知るごとは大変興味深いことである。 現在、

オジギソウ ADPaseの機能解明をするため酵素化学的性質について解析を深め、

更に酵素組織化学的手法により総胞内局在を明らかにすることを試みている。

2pA 08 モヤシマメの桂皮酸4水酸化活性を持つP450と

NADPH cyt c(P450)還元酵素の精製

・水谷正治、太田大策、佐藤了

(日本チパガイギ一国際科学研究所)

シトクロム450はプロトへムを含む膜結合蛋白質であり、基質に1原子の酸素を付加
する反応を触媒するモノオキシゲナーゼである.植物組織中では様々のP450がリグニン、

フラポノイド、ステロール、ジベレリン、ファイトアレキシン等の生合成に関与してい

るが 酵素の精製が困難であり植物におけるP450の研究は進んでいない.

そこで植物組織中に比較的多く存在しフェニルプロパノイド生合成経路において重要な

役割を果たしている桂皮酸4水酸化活性を持つシトクロムP450(C4H)及びNADPHcyt 

c(P450)還元酵素の精製を試みた.Mungb聞黄化苗ミクロゾームを2%TritonX・114で可溶

化後、両酵素について各種クロマトグラフィーを行なった.C4Hは、 DEAESepharose、

hydroxyapatite、カチオン交換、アニオン交換カラムクロマトグラフィーにより分子量

58KDaの電気泳動的に均一の標品に精製された.C4Hは、酸化型では低スピン型の吸収ス

ベクトルを示し基質であるtrans桂皮酸の添加により高スピン型への吸収スベクトル変化

が見られた.NADPHcyt c還元酵素はDEAESepharose、hydroxyapatite、2'5'-ADPSepharose 

クロマトグラフィーにより可溶化画分から230倍に精製することができ、電気泳動的に均

一な81KDaの標品を得た.この酵素の光吸収スベクトルは動物由来の還元酵素のスベクト

ルとよく一致していた.また両酵素はDLPCを用いた再構成系において高い桂皮酸4水酸

化活性を示した.現在、両酵素標品の部分アミノ酸配列を決定中である.
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2pA 09 トウモロコシ子葉鞘アルデヒド磁化醇黙の精製と佐賀

小柴 共ー (者E立大・理・生物}

トウモロコシ子業側先錨邸より、 インドールアセトアルデヒド (IAAld)

を酸化してインドールー 3ー酢酸(1 A A )を生成する活性を触媒するアルデヒド酸

化醇索 (aldehydeoxldase)を、 タンパク貨に対する比活性でおよそ 700倍まで精

製し、 その性質を調べた.

トウモロコシ子葉鞠は、 穂子を、 25・C、 赤色光下 2日問、 暗所 1日間で発芽させ

た芽生えより、 先端部およそ 1c圃を緑色光下で切取ったものを用いた. およそ 20 

o gの試料より抽出した粗醇紫液から、 硫安分画、 DEAE-、 B u t y 1-T 0 Y 0 P E A RL、 ヒド

ロキシルアパタイト (HA-1000)、 DEAE-5開、 G3000SW"Lカラムクロマトグラフィーに

より精製を進めた.醇索活性は、 1 A A 1 dを基貨とし生成する 1A AをHPLC(ODS

hうA)を用い測定した.その結果、①分子量、 およそ 150k dのサプユニット 2個

からなるタンパク貨である、① 1A A 1 d以外のアルデヒド(ペンズアルデヒド、

プチルアルデヒド、 フェニルアセトアルデヒドなど)も基質とする基質特異性の (g

い醇紫である、 @ 280nmのタンパク質に由来する吸収以外に 340，430， 456， 478n圃

付近に特有の吸収を示す、 ことなどが明らかになった. これらの佐賀は、 この跨黙

が動物などで報告されているアルデヒド酸化酵素ときわめてまR似した、 非へム鉄、

フラビン、モリブデン等を含むタンパク貨であることを示している.現在、 本酵素

の 1A A合成への関与の可能性を明らかにするため、 より詳細な検討を進めている.

2pA 10 イネ種子ズプチリシンインヒピターの精製と特性

。薗松聖司、 倉本猛史、 山形裕士、 相薗泰生、 岩崎照雄

〈神大・農・農化〉

イネ科種子のズプチリシンインヒピターのうち、変類のインヒピターについては

内在性 q ーアミラーゼも阻害する双頭型の二織能性インヒピターであること等、 そ

の特性が明らかにされている。今回、我々は、未だ特性が不明被であるイネ種子ズ

プチリシンインヒピター(R S 1) の存在留位、 精製及び特性について報告する.

R S I (立、 種子外層に局在することを既に報告したが、 さらに米織を非水系溶媒を

用いる分画jJ心により単厳した Aleurone頼粒中に存在することを抗体を用いて確認

した。 また、 脱脂米機より硫安沈澱、 各種カラムクロマトグラフィーで RS Iを均一

にまで精製した。分子震は SDS-PAGEで 21 kD. DNS法で決定した N末機アミノ酸は

Ala であり、 アミノ酪組成分析の結果からも RSI は加藤ら〈第 22図蛋白質構造討論

会要旨 p.101. 1971) の SIと同ーのインヒピターと考えられた。 また等電点、は 9.0 5 

であった。 RS Iはスプチリシン Carlsberg と 1:1のモル比で結合し、 ほぽ 10 0叫阻害

したが、 Nagarse (ま約 55% しか阻害しなかった。またアルカリ性より酸性下で、 熱

に対してより安定で、 pH 5では 100・C.1 0分後でも約 80% の活性を有していた。

R S Iは、 部分精製したイネ αーアミラーゼを 20覧程度阻害し、 二機能性を有する

ことが明らかになったが、 大麦 q ーアミラーゼに対する阻害率は低く、 大変インヒ

ピターがイネよりも大麦 q ーアミラーゼを強〈阻害したのとは対照的であった。
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2pA 11 ヒガーンバナレクチンの精製と性質

。八木史郎、野口繁墓、 Irwin J. Goldstein1(鹿児島大

学・農学部・応用生化、 1 ミシガン大学・生化学)

最近、 単子葉植物の球根や薬からマンノース特異的レクチンが分般精製され、 その糖

鎖特異性が詳細に調べられているが、 それらは共通の特徴をもっとされている.すな

わちマンノースの三繍(アスパラキ'ン規制青鎖のコア}を強く認議するがオボアルブミ

ンは結合しない. またマンノースをリガンドにもつアフィニティ銅体に 1M (NH.hSO. 

存在下で結合し，この方法で綿製される。 ヒガンバナ科、 ユリ科、 ラン科の鱒物から問

機なレクチンが精製ぎれている.我々はヒガンバナ球領に強いウサキ.赤血球凝集活件

を認め上述のアフィニティクロマトグラフィで精製を試みたが巣たせなかった.その

ため、 イオン交検クロマトグラフィとゲルろ過でヒガンバナレクチンを精製した. こ

のレクチン(電気泳動で主にニ成分)はオボアルブミンカラムに強〈吸着されメチル

以ーマンノシド、 p H 1. 5グリシン塩酸緩衝液では溶出きれない 8M尿素でのみ溶

出された(活性は 1/8に減少した。). マンノースは弱い活性阻害しか示さず、 フ

ェチュイン、アシアロフェチュイン、 オボムコイドは強い阻害を示し、 この点でも他

のマンノース特異的レクチン(単子葉植物の)と異なっていた。

2pA 12 トウモロコシ葉の可溶性プロテアーゼの精製と性質

小沢新，泊井祐三 o高宮建一郎 (東工大・

生命理工・生体機構)

イネ，ムギの縁薬中には，リプロース1.5ーピスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ

(Rub i sCO)などの蛋白質を分解する数種の可溶性プロテアーゼの存在が示唆されているが，精

製されて詳しくその性質が調べられているのはごくわずかである。我々は， トウモロコシ成業

から同憾のプロテアーゼを単離・精製したので，一昨年の本大会の続報として，その性貨を報

告する。

E方法1トウモロコシ成業を破砕後遺心し，得られた上清を粗抽出物として周いた。粗摘出物
を硫安分画， OEAE-イオン交換クロマト，プチルトヨパール疎水性クロマト，ゲルろ過，ハイ

ドロキシアパタイトクロマトをおこない， SOS-PAGEでほぼ単一のバンドにまで精製した。プ

ロテアーゼの活性は，ホウレンソウ RubisCOを基質として用い，大サプユニットの SOS-PAGE

でのバンドの消失を測定することによりおこなった。

E結果と考察1サプユニットの分子畳は SOS-PAGEで 39kOa，natlve for・では約 310kOaと
求められた。この酵素の活性発現にはメルカプトエタノール等の SH ~J と， SOS等の界面活性

~J の共存が必要である。 SOS 以外にはラウロイルザルコシン Na，奥化セチルトリメチルアンモ

ニウム，極化ラウリルピリジニウムが有効であったが， トリトン-XlOO. Tween-20， Br ij-35. 

LOAO. CHAPS. (デオキシ〉コール重量などは無効であった。最適 pHは 5.1であった。活性は，

ヨード菌学酸，ロイベプチンによって阻害されたが， PMSF.アンチパインによってはほとんど組

容されなかった。これらのことから，この酵素は， SH酵素であり，液胞に存在していると考

えられる。牛血清アルブミン，卵白アルプミン，へモグロビン，カゼイン等を基質として用い

た時の分解速度は RubisCOの数分の一以下であった。
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2pA 13 植物に存在する高分子量プロテアーゼの精製と

その性質

大泉宏，。森安給二 ，三好泰博， L.Malek1 

(静岡県立大・教養・生物 ，lLakeheadUniv.) 

シヤジクモ植物，ホウレンソウ，タバコ婿聖書細胞を用いて suc-leu-leu-val-

tyr-MCAを加水分解するプロテアーゼを nativePAGE後の活性策色により検索し

た.その結果，いずれの植物にも移動度をほぼ同じくするプロテアーゼの存在

することがわかった . このうち，シヤジクモ織物より，この醇繁を OEAEイオ

ン交換クロマトグラフイー・調製用 PAGEで鱒製してその性質を調べた . 精

IJ!標品は native PAGEで単一のバンドを与え， SOS-PAGEで，分子量が 26，000か

ら32，000の約 6本のバンドにわかれた. 分子置はゲル鴻過により約 600，000

であった . 醇索活性は 0.02-0.03%の SOSにより約 10僚に堵加し，鰻遁 pHは 8.5

であった. この 、濃度の SOS添加条件下において，基質が存在すれば，酵素は

少なくとも 2時聞は安定であったが，基賓が存在しないと，醇棄は約 10分で失

活した .この酵素活性は NEM，pCMB， leupeptin， antipain， chymostatinlこよ

り阻害されたが E-64は効かなかった OFP， PMSFは効果がなかった.

phenanthroline (1mM)は図書したが， EOTAは効かなかった pepstatinは効

果がなかった . ホウレンソウから精慰した酵素標品もほぼ同様の性質を持つ

ことを確認した. この醇素はプロテ アソー ム (multicatalyticproteinase)に

相 当する醇素であると考えられるが， 現在さら に詳しい検討を行っている .

2pA 14 クロレ ラの細胞壁溶解酵素の 精製とその性質

も元 誠、金子伸江、娩斗志夫、 波多野昌二
(九大 ・農・食化工 〉

我 々の研究室では、 Chlorellaellipsoidea Gerneck (IA門 C-27)の耐 凍性獲得

の機作について 研究してい る。最近、市販のカーボハイドラ ーゼ期にク ロ レラの組

抽出液を組み合わせることにより、プロトプラスト化に成功した.しかし、本クロ

レラの細胞竪溶解酵素については、ほとんど解明されていない.今回、本酵素をク

ロレラの抽出減から精製し、その性質について検討したので報告する。

クロレラの細胞破砕物の超遠心上清から、 ToyopearI HW -55F、 DEAE-Sepharoseに

よるカラムクロマトグラフィおよび銅製用ポリアクリルアミド電気泳動により、細

胞墜溶解酵素を約 2101音に精製した。回収率は 23%、最終標品は SDS-PAGEで単一のバ

ンドを示した。 SDS-PAGEの移動度から求めた分子量は約 22kDで、等電点は約 6.3であ

った。酵素は約 300Cまでは安定であり、至適温度は約 400Cであった。隊繁の至適 pH

は 8~9で、 pH6~ 9の範囲で安定であった。 Ca2+門g2+および Mn2・は、 酵素活性を約

5~8倍促進し、その作用は Ca 2 ・が最も強かった。一方、 Zn 2 +および Fe2+ は酵素に

対して阻害作用を示した。蛋白質分解酵素の阻害剤について検討した結果、モノヨ

ード酢酸は、酵素を阻害したが、 DFPおよび EDTAは何等影響を及ぼさなかった。
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2pB 01 イネ発芽期における活性酸素除去系酵素への低温の彫嘗

。狼山晴夫、谷田昌総 (北海道グリーンバイオ研究所)

植物には活性酸素除去のための酵素がいくつか存在するが、それら酵素遺伝子の発現や、酵素

活性が、低温傷害からの防御に関係する事が示唆されており、我々も、イネ種子怪のカタラーゼ比

活性と低温発芽能との高い相関をすでに報告している(1 )。今回、我々は、イネ幼苗期の活性酸

素除去関連酵素 (λ-/¥'寸刊イド" fλÀ~-t ' SOD、的ラーゼ CAT、í'J.. 1ルピ y酸/\'イ初タ-t'APX、グ舟タチオYリゲけ

-t'GR)や、 TCA回路のイリクエY酸脱水素酵素(IDH)等に対する低温処理 (chi11ing/5"C、または10.C

/7臼)の影響を初期耐冷性強品種(USSR-22) と弱品種(K選4号)を用いて比較研究した。

同品種を Chi11 ing後に、 25
0

Cに戻してその生育を調べたところ、 USSR-22はその後も順調に

生育したが、 K選4号は、著しい傷害を受け枯死した。 SODは両品種とも Chillingによる活性変化

は見られなかったが、 25.Cヘ戻して 2日後の芽、葉そして根において愚大 2.5倍ほどに活性が上

界した.一方、 CATは、両品種とも chi11 ingによって著しく活性が低下した.しかし、 25"Cに戻

した後の活性回復は USSR-22で顕著であり、芽では約 2f音の活性上昇を示した. APXについても

25.Cに戻した後の活性に両品種間で大きな差が認められた。すなわち、 USSR-22では芽と薬で活性

が増大したのに対し、 K選4号では活性は低下する傾向にあり、特に根では、箸しい活性の低下が見

られた。 GRや IDHでは chi11 ingの彫響は殆ど認められなかった。

以上の結果から、イネの低温傷害に対する防御と回復には、活性自費素除去系酵素の中でも特に

CATや APXが非常に重要であり、それら酵素遺伝子の発現や酵素の低温耐性が要求されるものと息

われる。(1 )日本農芸化学会 1990年大会講演要旨 P.365

2pB 02 イネ培養細胞の塩ストレスによる傷害と細胞内pH変化

。朽津和幸、矢崎芳明、笠毛邦弘l、坂野勝啓、渋谷直人
(農水省・生物研、 1農水省・食総研)

植物細胞が塩ストレスを受けると、細胞内にNaゆが流入し、rが流出することが知
られているが、細胞が傷害を受ける機構は明らかではない。我々は昨年の本大会にお

いて、イネ液体培養細胞から単離した波胞膜におけるピロリン酸依存性プロトン輸送

にはrが必要で、Na+により強く阻害されることを報告した。イネ培養細胞の生育は、
ほぼ同程度の濃度(50-100mll)のNaClによって阻害された。漉胞肢のプロトンポンプ

が塩ストレスによる 1つの標的となっている可能性が考えられたので、担主主旦 aI P 

-NMR法を用いて、細胞質と漉胞の pH変化を解析した。細胞を培養時に近い濃度に懸

濁し酸素を通気することにより、生理的条件を保ったまま細胞質と液胞の pHを経時

的に測定できた。通常の培養条件では細胞質の pHは約7.5で、漉胞は約5であった。

細胞が塩ストレスを受けると、数十分のうちに液胞の pHは6近くまで上昇し、液胞が

アルカリ化された。細胞質の pHは、弱い坦ストレスの場合にはほぼ一定に保たれた

が、高濃度のNaClにさらされた場合や、培地中のCaH を除いた場合には、酸性化が見ら

れた。ずなわち、細胞休積の大部分を占める液胞には細胞質の数百倍の H+が蓄積さ

れているが、塩ストレスを受けると、液胞から細胞質に H+が漏出することが明らかと

なった。このように、H+などのイオンの細胞内のコンパートメンテーションが大き

く乱されることが、塩ストレス傷害の重要な原因となっている可能性が考えられる。
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2pB 03 クロレラ細胞における重水素の増殖阻害作用

O小池千恵子、海野けい子、安藤一郎、機柿修一、

岡田昌二(静岡県大・薬・放射薬品)

水素の安定問位体である垂水素(D )の同位体効果として、細胞増殖限寄作用が

知られている。この機序解明のため、同調化したクロレラ細胞(C hlorella 

e llipsoide a C-27) を用い、細胞の phaseによる Dの作用の違いを検討した。

通常のH20培地中でクロレラ細胞を同調化し、 Dn-phase (分裂直後の幼細胞)

D"'-L-phase (成長途中)およびL1L2-phase (分裂準備期)の細胞を得た。これを

D20で調製した培地に移し、その後の矯殖から阻害の程度を比較した結果、 phaseの

違いにより細胞の D に対する感受性が異なることが見いだされた。すなわち、 D"'-L-

phase cellが愚も限害が大きく、次いで、 L1L2-phase、Dn-phaseの順に阻害作用を

受けることが示された。同時に細胞微細構造の変化を検討したところ、 D により増

嫡が阻害されている聞の特徴的な変化として、 D"'-L-phase cellにおいて D20培地中

に移繍 2日後以降、 原形質膜付近に多数の小胞の形成がみられ、増殖阻害との関連が

考えられた。また炭酸同定置は Dにより大きく抑制され、 これは D"'-L-phase cellに

おいて顕著であった。 ATPaseの活性の変.化も Dn-phasecellより D"'-レphase cellで

大きく 、 D20中での細胞内 ATP代謝に与える影響が大きいものと考えられた。以上か

ら、代謝が活発な成長途中の細胞の方が Dにより傷害を受けやすいことが示唆され

た。

2pB 04 クロレラ細胞の熱ショック応答における重水素の影響

O海野けい子、栗山典子、渡辺真弓、萩間奈緒子、

岡田昌二 (静岡県大・薬・放射薬品1

演者らは水素の安定同位体である重水素 (D)により、クロレラ細胞(C ~.l9_t:~.lL~ 

~~Lü)_豆oid空空 C-27)の熱感受性が変化することを見いだしたことから、今回、クロ

レラ細胞の蛋白質の熱変性、及びATPase活性に対する Dの影轡について検討した。

細胞は D20を含む無機培地中で培養することにより得られた、細胞成分が高度

にD化したクロレラ (D-クロレラ)を用いた。これら組胞の細胞質量白画分につい

て、 45"c、 1hの熱処理を行い変性した蛋白質量を菰IJ定した。また予め 370Cで熱処

理し、熱ショック蛋白質 (HSP)を誘導合成させた細胞の蛋白質画分での変性、及び

450C熱処理時でのATP添加の影響について調べた。その結果通常の H20培地で培養

したクロレラ (Hー クロレラ)では、予備加熱した試料で、 ATP添加により変性蛋白

質鼠が減少し、誘導合成された HSPの効果が示された。一方、 Dークロレラではそ

れらの効果ははっきりせず、 HSP誘導量の低下と D化蛋白質での変性駒大が考えら

れた。次に熱処理による ATP代謝への影響を見るため、 ATPase活性の変化を調べた。

その結果、 H-クロレラでは熱処理により FoFI型ATPaseの活性が上昇したが、 D

-クロレラでは上昇は健かであり、熱処理後傷害回復のために必要な ATP供給が十

分になされないことが示唆された 3 これらのことから HSP及びATPの不足、 D化蛋白

質の変性地大等が D -クロレラの熱感受性精大をもたらしていると考えられた。
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2pB 05 冬期紅葉化した常緑木本業にお付る NMR緩和時間への

アントシアニンの関与

。賀来章輔・井上質理・2土岐健次郎

{九大・教養・生物、 南九州大・園芸)

冬期、 紅葉化した常緑木本植物の業組織におげる水プロトンの NMR縦緩和時間 (Td 

へのアントシアニンの~・を調べるために次の研究を行った. サツキ、 サンゴジュ、 ヒ

イラギナンテンの 3植物を供試し、 厳寒期 2月の同ーの枝から通常業(以下、 緑業)と

紅色化業(以下、 紅葉)を選ぴ、 T，. 合水量、 アントシアニン合値及ぴ業肉にお付る紅

色化したアントシアニン含有柔細胞の組織内分布などについて調べた.サツキとサンゴ

ジュの紅葉では、 緑葉に比べ含水量が明らかに減少しているが、 ヒイラギナンテンの紅

葉の合水置の減少は極めて僅かであった.一方、 T，は 3植物いずれでも録業と紅葉では

差が殆ど認められなかった.紅葉にお付るアントシアニン含還の槽加と、 アントシアニ

ン含有柔細胞の禁肉組織における分布はサツキとサンゴジュにおいてとくに顕著であっ

た. とれらのととは阿縞物における厳冬期iの紅葉が、録集に比べ合水量が減少している

にも拘らず、 T，値が一定であることに関与しているととを示唆する T，のアントシア

ニンの漉度依存性を invitroで調べた結果から類推すると、 アントシアニン合置が多い

ととより、 アントシアニンが葉肉組織の多くの柔細胞でコンパートメント化して存在す

ることが T，を高いレベルで維持するの有効に作用しているものと考えられる.

2pB 06 ホソパノハマアカザのベタイン合成経路

坂口 1専英 問臓 徹 〈京大.化植栄)

多〈の積物で埠ストレスに対応してペタインを普積することが知られている.アカ

ザ科の湿生植物ホソパノハマアカザ(ホソパ)では構成的にペタインを奮積してい

るが、培地泡湯度の上昇にともないさらに濃度が上界する.我々はベタインは細胞

内では細胞質に局在することを示したが、 体内でも特に若い1震に高かった(100・11<

) 0 そこでベタイン濃度の高い若い薬 (yound)と古い薬(old)にベタインの前駆体と考

えらるコリン (Cho)，エタノールアミン (EA)を与え、 これらがベタイン (Bet)へ代謝

される速度、経路を検討したo 50・HNIl.Clを与えて水耕裁稽したホソパ緑葉からa皮
を剥いた直径4圃・の lell.fdiscを調銀し、 これを 14C前駆体と切所で incubll.teした.

Choはどちらの業でも同じ速度で Betに変換された. EAを与えた淘合、 14C比活性は

phosphoryl EA， Phosphoryl Cho， Cho， Betの順に経時的に上昇し、 BetはEAのリン

酸化、 phophorylEAのメチル化、 phosphorylChoの脱リン酸、 Choの齢化という経

路で合成され、 Cho生成はEAの直援のメチル化やphophll.tidyl誘導体を経由しないと

推定されたo EAを与えた場合には young，old薬でBet生成量に差があり EA→Choの聞

で何らかの制御がかかっていると考えられた.そこでEAを与え chll.seを行うと Bet生

成量の少ない old薬ではラベルは phophoryl EAに顕著に認められ、メチル化の段階が

ホゾパのベタイン合成系を律速している可能性が考えられた。
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2pB 07 ゼニゴケ培養プロトプラストのストレス耐性

。菅原康剛、竹内正幸(埼玉大・理・生体制御)

ゼニゴケ (Marchantlapolymorphaし)カルスから単離したプロトプラストでは、

培養によって細胞壁の再生、分裂が起こる.との培養過種で再生細胞を凍結あるい

は脱水に対する耐性を調べると、培養開始 18---20時間で最大になる.このような

高い耐性はカルスの組織では見られないこと、また、との耐性の変化は、 (1)細胞

壁再生の変化とよく一致していること、 (2)細胞分裂の起とらない暗条件でもみら

れること、 (3)細胞壁を再生した細胞(再生細胞)の酵素処理によって再度細胞壁

を除くと耐性が失われることから、細胞分裂よりもむしろ細胞壁の再生過程と密接

に関連して起きていることが示唆された.しかし、プロトプラストあるいは再生細

胞の脱水に使用する高温度 (2.0M、4.2Osmol)の平衡塩溶液 [Scarth: Plan t 

Phys 10 1. . 16. 171<1941>]中で細胞壁分解酵素を処理すると、細胞壁は消失するが耐

性は維持された.これらの結果から、再生された細胞壁そのものが耐性の獲得に関

与しているのではなく、細胞壁の再生過程あるいはこの過程に平行して起こってい

る細胞の変化が耐性獲得に係わっているととが示唆された.

2 pB 08 イネ生殖器官の冷 iaストレスによる糖代謝異常

川口健太郎. 小池説夫 (農水省 ・北海道農試)

イネ穂ばらみ期障害型冷害は、 冷温ストレスによる雄性生殖器官(約)での小胞

子の発育阻害が原因で発生する不稔現象である. 冷 j昆を感受した約では夕べート細

胞 いの異常肥大が観穣され、 また非還元絡が I曽加すると報告されている 。、、。 そこで

このタペート肥大現象は、 冷温ストレスによる糖代謝異常が引き起乙した浸透圧機

乱が主な原因と考え、 特定器官の主要な椅含量と糖代謝系酵素活性の冷温処理によ

る変動を測定した。 材料は冷温処理によるタペー卜肥大の顕著な、 北海道イネ品種

「ゆきひかり Jの突然変異系統 YM56-1 (北海道立上川農試. 菊池治巴氏より分譲)

を用いた。

その結果、 冷温処理により、 約に含まれるスクロース及びスターチが約 2倍に増

加するとともに、 未同定のオリゴ糖についても量的な変化が見いだされた. また、

業身と幼穏について糠代謝系酵素活性を比較したところ、 J令温処理により数積の酵

素について活性変動が認められた。 特に UUP グルコースピロフォスフォリラーゼ活

性は幼憾でのみ低下が著しく、 対照区の約 30%であった。 これらのことは特定の代

謝系の冷温感受性が器官によって異なることを示唆している。

1 )タペート細胞:約壁最内層にあって小胞子に栄養を供給する機能を持つ細胞

2) Ito N. (1978) Proc. Crop Sci. Soc. Jap. 47 (2) :324-329 
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2pB 09 ユリ蔚冷 ilJ.華客の発生際作

。小地説夫、松井侍和~農水省・北海道農試、ι北大・

良・農化}

イネ荊の最高冷温感受性時期は、減数分裂終了直後の小胞子初期であることが明

らかにされている.この時期の冷温障害の発生録作解明のため、モデル植物として

大型の蔚を持つテッポウユリを用いて実験を行った .8"C4日間処理で、ユリでも

花粉発育陣容がみられ、最高冷温感受性時期が小胞子初期であることが確かめられ

た.この感受性期の特徴として、減数分裂が終了した四分子細胞が四つの小胞子細

胞として蔚腔液に遊厳するステップがあり、これには四分子細胞外股{カロース膜)

の溶解反応が係わっている.冷温処理はこのカロース膜溶解反応に係わる酵素カラ

ーセ :β-1. 3ーグルカナーゼ活性を著しく低下させ、小胞子発育の進展をおく

らせること、また、この際素活性発現に il'う l!.j腔液の p 11低下(6令ち)を総乱さ

せることがやlった.このように、冷温降客の発生機作に β-1. 3ーグルカナーゼ

の活性発現調節が深く関与していることから、この時期のおに特異的に発現してい

る本酵素の生成・分布-分泌・活性発現の解明を目指すことにした.そこで、まず、

ユリの棄から常法に従い精製・単擁した β-1 • 3ーグルカナーゼの N末端部分一

次構造を決定した.これに基っき調製したオリゴヌクレオチド・アロープ等を用い

て、小胞子初期ユリ蔚の cDNAライプラリーからの本酵素遺伝子のクローニング

を現在進めている.

2 pB 10 ホウレンソウ緑葉において低温ストレスにより誘導され

る耐熱性タンパク質

O数岡徹、大江田憲治 〈住友化学・宝塚総研〉

低温ストレスやアプシジン酸 (ABA)により誘導される LEA (Iate-e・bryogenesis-
abundant) タンパク質ファミリ一等は極めて hydrophilic である。それ故、これら

はボイルしでも熱変性による凝集が起らず上滑にとどまるという耐熱性タンパク質

である。そこで、我々はこれらの耐熱性タンパク質に着目し、ホウレンソウを用い

て低温ストレス誘導きれる耐熱性タンパク質のスクリーニングを行った。その結果、

低温処理 4 日目にして、細胞内に蓄積する 3つの耐熱性タンパク質. HESl40. 85. 

82 (140. 85. 82kDa II豆at-!tableprotelns) を検出した。これら 3つのタンパク質

li低温処理期間中に業と茎で特異的に蓄積し、綴では全く蓄積しなかった。

一方、 Wheat ger圃 syste圃による上旦 ill工Q translatlon法を用いて、低温スト

レス誘導される圃RNA量の変化を調べた。その結果、低温処理した葉において HES

140 と 85 に対応する園RNA の蓄積が館、められたが、 HES82 に対応するそれは検出

されなかった。これらの結果は、 HES140. 85 の低温ストレス誘導が遺伝子の発現レ

ベルで制御されていることを示唆する。さらに、 HES85 の合成は ABA. 乾燥ストレ

ス及び傷害ストレスによっても誘導された。本講演では、これらの低温ストレス誘

導耐熱性タンパク質のストレス防御における役割について議論する。
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2pB 11 績物の組員基性および酸性キチナーゼの生産分泌の調節

。豊m安基江、北林雅夫、早川弘美、 j工板宗春
(広島大・生物生産}

U 的:高等組物に認められるキチナーゼは、続物の生体防御に関わっていると考え

られている.これまでの研究で、カボチャ続発細胞を液体嶋養した時に、給地中に大

量に分泌されるタンパク貨が温基性キチナーゼであるとわかっている.また、シカク

マメの液体培養においても続発後期にキチナーゼの分泌が認められた.これらキチ

ナーゼの分泌調節についての研究を行ったので報告する.

方法及び結果;カボチャキチナーゼについて、カボチャ果実組織における傷害スト

レスに対する応答性を調べた結果、傷害後、キチナーゼ活性の著しい期大が認められ

た.カボチャ特異抗体を用いた組織プリント法の結果から、傷害を与えた直後ではキ

チナーゼが果実組織表皮に、わずかな量局在していたのに対し、傷害後3日目では切

片全体に相当量のキチナーゼが認められた.

シカクマメ液体縫養において、鳩養後期に大量に分泌されるタンパク質が認めら

れた.埼養後 30日自の繕地から本タンパク質を精製し、アミノ末端憾のアミノ酸配列

を17残基決定した結泉、本タンパク賓がタバコやキュウリの酸性キチナーゼとホモ

ロジーを有していることがわかった.一方、耐泡性シカクマメ緒美細胞において特異

的に分泌される 6種のタンパク賓のうち、1つがアミノ末端側のアミノ酸配列により、

f益基性キチナーゼであることが判明した.また、カボチャキチナーゼと免疫学的類

似性が認められた.

2pB 12 好大気汚染物質植物の育成

( 2 )野生植物の N0 2 に対する気孔開閉応答

。槍短朝、濃野昌子、鎌田光宜、中国政司、豊原源太郎、

際田耕之鮒人森川弘道 (広島大・理、 '広島大・生物生産)

我々は、 大気汚染物質の一つである N0 2を高度に同化し、 N 0 2にN源を依存し

て生脅する好大気汚染物質植物の開発を目指して研究を進めている l' 16N 0 2を用

いた暴露実験法により、 野生および裁培樋物の N0 2 同化能力を調べた. これまで

に合計約 140穫について調べ、 キク料、 アブラナ科に同化飽カの高い植物がみられ、

一般に野生イネ科植物は同化飽が低いことが分かった。同飽カ最大と最小植物の差

は約 40倍であった。次に、 野生植物のうち同化館の高い数種と低い数種について、

気Jしの N02 に対する開閉応答(蒸散最)を..法を用いて測定した。 チェンパー

内の電子天秤上に鉢植えの植物体をのせ、 明所、一定湿度条件下で 3・5ppIIの 15N 0 2 

に暴鰐し、 蒸散速度を 15N 02添加前および添加後8時間にわたって連続測定した。

また暴露終了後、 常法により植物中の 16N 02問化債を定量した. その結果、 蒸散

速度は、 16N 0 2 添加により U>変化しない(または精力目する)、 @ 一過的に減じ、

もとのレベルに戻る、 @一過的に減じ、 もとのレベルに戻るがゆっくり減少する場

合に分げられた.他方、 N 02 同化能力の高い積(または倒体)がwとは限らなか
った。 また逆に同能力の低いものが@とほ限らなかった。以上の結果から、 N 02 

肉化能力の差異は気孔開閉(蒸散速度)応答の差異では説明できないと結論された。

1 )日本舗物学会第 56回大会・研究発表記録 p. 316 . 
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好大気汚染物質植物の育成 ( 3 )道路沿い野生植物の

生態学的特徴と好 N02植物について
2 pB 13 

湿原源太郎・濃野昌子・繍坦朝・鎌田光宣・中図政司・

藤田耕之輔 1・議川弘道〈広島大・理広島大.・生物生産〉

環境ストレスが植物の穫の分化を生じさせる原因になると言われている.特に，

大気汚染，重金属汚染，葉剤散布などの人類文明に起因する環境ストレスのもとで

は，比較的短期間で植物の個体群に遺伝的な変化が生じ，数十年間で汚染耐性植物

が出現している.道路沿いに生育する姥草は強い環境ストレス下に置かれているの

で N02耐性槌物の形成が予想されるが，逆に N02を好む植物も含まれている可

能性がある.生態学的に予想されるのは，好窒素植物が土場中の重繁華E分の不足し

た状態に置かれたとき，排気ガスの N02を直嫌気孔から取り込んで利用する形賞者E

得たならば，ストレス下で生存が可能となり，同時に他の排気ガスに弱い継物の生

育が抑えられるために有利な条件となることであり，好筆家植物は好 N02継物の有

力な候補者と考えられる.錐E事，野菜，園芸纏物などには好窒素植物が多くみられ

ることから， まず姥草から好 N02継物を選別することを試みた.そこで，道路沿い

の錐箪の生織を調査し， どの纏が排気ガスの多い所 tこ生育しているのか調べた.次

に，植物の種による N02同化量の違いを測定し， また，同種の個体群聞での違いを

調べた.その結果，道路沿いの錐箪にはキク科とイネ科の継物が特に多く見られ，

キク科植物の中には N02同化量の多いものが含まれていて，逆にイネ科は N02耐

性型の槌物であった. また，マメ科などの菌鍍植物の N02同化量は少なかった.

2pB 14 好大気汚2食物質績物の育成 ( 4 )ホウレンソウNiRcDNA 
を導入したトランスジェニツクシロイヌナズナ捕物の作成

。鎌田光宣，神幸夫，湾崎遥也，開原明井田正二 2

森川弘道(広島大・理 11.京大... 2京大・食研)

大気汚染物質である N02は気孔を過して植物業に吸収、 rrut同化経路で同化され、
N 02由来の重量索はアミノ酸、 タンパク貨に固定される. また亜碕檀還元醇Jk(NiR)

活性は機日リズムにより変動し、 夜間には大き〈低下するため軍側砲が奮積して植

物に傷害を及ぼすと考えられている(米山ら 1978年).外来プロモーターの制御下
にあるNiR遺伝子を導入したトランスジェニック植物を作成し、 得られた積物のNiR

活性の日周期による変動、 N 02同化能力などを生狸・生化学的に解析することは、

好 N02縞物(生育に必要な蜜素源を N02ガスに依存するような纏物}の開発に関

する分子生物学的基礎知見を与えるものとして興味深い課題である.

本研究ではシロイヌナズナを実駿材料とした。本植物は演者らがこれまでに調べ

た約 14 0種の野生、 重量熔植物の中では N02同化能力の比較的高い纏物であり、 形

質転換法による好 N02植物の開発植物材科としても好適である.

CaKV35Sプロモーターの制御下にあるホウレンソウ NiRcDNAおよび同プロモーター

の制御下にあるピアラフ才ス耐性遺伝子 (bar)を有するプラスミド pKKB17(CaKV35S 

pro-NiRcDNA-NOS ter. CaKV35S pro-bar-NOS ter)を情築した.本プラスミドを常

法によりシロイヌナズナ植物線組織にパーティクルガンを用いて導入した.導入処

理 2日後、 ピアラフォス 2PUを含む茎業誘導繕勉に移植して選抜を開始し、約 2週

間後に緑色の耐性カルスを得た.これらを 4・7日毎に纏え継ぎ 2週間後に茎薬(6系

統)が形成された.現在、茎葉からの個体再生について研究中である.
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2pC 01 コムギ Ecプロテイン(メタロチオネイン)遺伝子の

クローニングと発現

。川嶋一郎、 茅野充男、 Byron G.Lanel 東大・農・

農化、 IUniv.of Toronto) 

メタロチオネイン(M T )は、 低分子量、 システインリッチな重金属結合タンパ

ク質であり、 多くの生物種で存在が知られている. 一方、 E cプロテインはコムギ

成熟舷より精製された Zn結合タンパク質であり、 その部分アミノ酸配列(5 9残

基)が MTに特徴的な Cys-X-Cys配列を含むことより ClassIIMTに分類されている.

E cプロテイン部分アミノ酸配列をもとに合成した 2つのオリゴヌクレオチドを

プロープとし、 コムギ成勲自主より作製した cDNAライプラリーをスクリーニング

した結果、 8 1アミノ駿残益中 17システイン残基を含むタンパク質をコードする

E cプロテイン cD N A クローンを f号た. またこの cD N A をプロープとしコムギ

ゲノムライブラリーより E cプロテイン遺伝子をクローニングし、 5 ・上流域約 2

k bを含む 3. 1 k bのフラグメントをシークエンスし、 プライマーエクステンシ

ョン法で転写開始点、を決定 した.

ノーザンハイプリダイゼーションの結果、 この転写産物はコムギ来勲庭中に多く、

Jffの成熱と共に減少し、 発芽後 5時間でほぼ消失することがわかった. また発芽中

の成熱涯をアプシジン酸(A B A )処理または水ストレス処理すると転写産物の婚

加が認められた. これらの結果より、 E cプロテイン遺伝子の発現は種子特異的で

あり、 ABA、 水ストレスで誘導されることが示唆された.

2pC 02 イネ締管液中の核厳に関する解析

。虞瀬直哉、日野嘉幸 1 、大崎利幸、茅野充男

(東大・農.J量化、 1国立ガンセンター・生物物理却)

飾管液により情報伝達等の機能面を重視した研究が最近行われており、本研究で

はインセクトレーザ一法により採取したイネ飾管液を用いて核酸の検出を行い、植

物組織においてサイトカイニンの前駆体として機能することが知られているトラン

スフアー RNAの存在の有無とその特性の解明を試みた。

飾管液をフエノール抽出、エタノール沈殿により除タンパクを行い TEbufferに溶

かしたものを電気泳動にかけたところ、低t包装数のところにバンドが現れた。この

様な盗事E数で生理的意義のある核酸として tRNAが考えられた。この被般に DNase処確

をして吸光度法により濃度変化を見ると、 DNase処理前後で核後濃度が1110以下に減

少し、締管液核厳は無視できない量の DNAを含んでいることが推定された。大部分が

RNAと考えられる DNase処理後の分画について、ホルムアミド分解を伴ったポストラ

ベル法によりヌクレオチドの分析を行った。 RNAをランダムに切断し、その 5'末端を

y・32Pで標識した後電気泳動にかけてゲルを切り分け、それぞれの分商から RNAを摘

出した。抽出後ヌクレアーゼPlで完全分解し、標識されたヌクレオシドについて 2

次元展開にかけて分析した。この結果、飾管液核駿は植物由来の特異的 tRNAを多く

含むことが推定された。現在、この特異的 tRNAのシークエンスを決定し.その働き

について考慮しているところである。
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2pC 03 傷容によって拐導される西洋ワサビ

ベルオ中シダーゼ遺伝子の解析

。河岡明義¥太田裕志.関根政実，新名惇彦，高野光男

(阪大・工・応用生物，・山陽国策パルプ・生物研〉

植物においてベルオキシダーセ.は多くのアイソザイムやアイソブ宏一ムから

構成されているが. その機能の遣いや多様性の意義についてはほとんど不明で

あ'る.我々は，これまでに西洋ワサビのペルオキシダーゼ・ゲノム遺伝子 prx

包ι 包.h.C2. Q，1の 4種類を単離したが，今回は傷害によって誘導されるベ
ルオ尋シダーゼ遺伝子について報告する.

西洋ワサビの薬部にパンチで傷害を与え. そのリーフディスクをリン融緩衝

液中でインキュペートすると，細胞壁画分のベルオキシダーゼ活性が継時的に

1回大し 3日後には 15倍になった. この回分には， 多くのベルオキシダーゼ

のアイソザイムやアイソフ才一ムが存在するので，転写レベルで検討した.

アイソザイム遺伝子に特異的 DNAプロープを mいて解析した結巣 prxC2転
写産物が. 傷害によって顕著に婿加していた. また 5.上流領域〈約 500bp)

とGUSの融合遺伝子をタバコに導入し. トランスジェニックタバコのリーフ

ディスクを問機にリン隙緩衝液中に置〈と，やはり区xC2の5・上流領域を持つ

ものが高い GUS活性の上昇を示した.

2pC 04 アラビドプシスのベルオキシゲーゼ・アイソザイムの

cDNAクローニンク.

0新名惇彦、山本啓二、関根政実、高野光男(阪大・工
.応用生物〉

C目的]ベルオキシターゼは生物界に広く分布し、植物ではリグニンの生合成と分
解、傷害に対する応答などの機能が推定されている。我々は既に西洋ワサビのベル

オキシダーゼ遺伝子をプローブに用い、同じアブラナ科に属するアラビドプシスの

ベルオキシダーゼの中性および塩基性アイソザイムのゲノム遺伝子、区括主と旺主 l

h を得た。各アイソサイムの酵素的性質、機能を明らかにするには、遺伝子の植物
または微生物での発現系を確立する必要がある。本研究ではアラビドプシスのベル

オキシダーゼの cONAクローニングと発現を目的とした。

、[方法と結果]ゲノム遺伝子、区話呈および旺盛呈から予想される翻訳開始コドン

とボリ A付加シグナル付近の配列に基ずき 17・21merのオリゴヌクレオチドを
合成した。アラピドプシスの茎部からフヱノール・ SOS法により RNAを抽出し、後

者のヌクレオチドをプライマーとした逆転写反応で生成した cDNAを PCRの鋳型と

した。 PCRは両ヌクレオチドをプライマーとし、 940C.1.5 min: 50oC. 1.5 min: 

720C. 2 minの反応を 35サイクル行った。その結果、匹誕生、旺盛主に対し、共に

約1.1kbpの cONA断片が増幅された。塩基配列は、ゲノム遺伝子で予想されたエ

キソンの配列と一致した。この cONAの上流に高いプロモーター活性老持つ旺盛皇

の 5'上流、約 1kbp断片をつけ、タパコ細胞での発現を検討している。
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2pC 05 液胞への輸送に必要なスボラミン前駆休プロペプチド上

のアミノ酸残基

。総岡 鍵，中村研三 (名大・農・生化)

我々は，形質転換タパコ細胞を用いて，プレプロ型前駆体構造をとるサツマイモ

液胞蛋白質スボラミン前駆体の液胞への鎗送機構を解析しており，すでに貌水性ア

ミノ酸に富む 16アミノ酸残基よりなるプロ領域が液胞への効率良い愉送のために必

要であることを報告してきた a人現在我々は，プロ領域中の液胞への輸送シグナル

として働く最少領減決定しその性質を明らかにする目的で，プロ領繊の節分欠失変

異及び各アミノ酸残基をグリシン残基に置換した変異を導入した改変スボラミン前

駆休の，形質転換タバコ培養細胞における細胞内紛送とプロセシングについて解析

を行っている.現在までに 13種の変異体の解析を行い，プレプロ前駆休 N*鋪よ

り26番目のアスパラギンをグリシンに置換した変異(N 2 6 G 以下同)および

1 2 8 G変異を発現させたタバコ細胞において，多量のプロスポラミンの細胞外へ

の分泌を観察した.また，この領域を含む部分の欠失変異を発現させた場合におい

てもスボラミン前駆体の細胞外への多量の分泌が観察された.しかし. T 3 2 G 等

の多くの変異体を発現させた渇合には，細胞外へのプロスボラミンの分浴は観察さ

れなかった.以上の結果から，プロペプチド領域の Asn 2 • Pro" 1 le 2.節分が分強系

から液胞への鎗送系への蛋白賓の仕分けに重要な役割を果していると考えられる.

1)Matsuoka and Nakamura. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88 834-838 (1991) 

2pC 06 生化学的阻害剤を用いたスボラミンと β ーアミラーゼ遺

伝子のショ槍による発現誘導の解析

。大藤雅章、林 治司、中村研三 (名大・農・生化)

サツマイモ塊根に多量に存在するスポラミンと β ーアミラーゼは通常の栽培植物

体では、塊線以外の穏官ではほとんど存在しないが、 この 2種のタンパク質の蓄積

はサツマイモ業ー葉柄をシヨ糖処理すると業と葉柄に多量のデンプンと供に誘導され

る。このような遺伝子発現の誘導はサツマイモのスボラミン遺伝子や β ーアミラー

ゼ遺伝子のプロモーターと GUSとの融合遺伝子を導入した形質転換タバコの葉切

片を高温度のシヨ絡を含む MS図形格地上で処理した場合でもでもみられる。
我々は昨年の本大会でサツマイモ葉一葉柄におけるスボラミンと β ーアミラーゼ

mRNAのショ糖による蓄積誘導がシクロヘキシミド、カルモジユリン阻害剤、あるい

はEGTAの存在下で抑えられることを報告した。今回我々は、上記の β-A圃y:G U S 

融合遺伝子を導入した形質転換タバコを用いたショ織による誘導系でも、カルモジ

ユリン阻害剤の '11-7やカルシウムチャンネルプロッカーのジルチアゼムが GUSの誘

導を抑えることを見いだした。また、 この GUSの誘導は動物のプロテインキナー

ゼC(PKC)を阻害するスタウロスボリンや K-252aによっても阻害された。一方. PKC 

を阻害しないプロテインキナーゼ阻害剤である HAI004. KT5720やゲニステインによ

っては阻害されなかった。従って、形質転換タバコにおける β-Amy:GUS融合遺伝

子のショ糖による発現誘導には Ca2.;カルモジユリンや PKCの情報伝達系が関与して

いる可能性が示唆された。
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2pC 07 形質転換タバコを用いたスポラミン遺イ云子プロモーター

シス制街肩E列の解析
0森上敷、真野昌二、中村研三 (名大・農・生化)

サツマイモ塊根に多量に存在するスポラミンの遺伝子は塊膨メ外の器官でも高温

度のショ糖の供給によって発現誘導を受ける。スポラミン多重遺伝子族の遺伝子

の一つgSPO-Alの5'上流305bpとレポーター遺伝子GUSとの融合遺伝子は、
形質転換タバコ鋭角直物体の茎のショ糖蓄積部位と推定される部位で発現するが、

葉での発現は弱い。これらの形質転換タバコの葉切片を直接高濃度のショ糖を含

むMS図形培地上に静置して南下て処理すると、葉切片のGUSは1"'2日のラ

グを経て顕著に増加した oこの gSRJ-Al:GUS融合遺伝子のタバコ葉切片でのシヨ

糖誘導に関わるシス叡胸ft[別を決定するため、様々な5'ー側からの欠失や内部欠
失を持つプロモーターを作製し、そのGUSとの融合遺伝子をタバコに導入して

解析を行った。その結果、スポラミン多重遺伝子族や類似の発現制御を受けるβ

ーアミラーゼ遺伝子の5'上流域に持置に見られる保存配列や核タンパク質結合配
列のうち、 Box2WUはショ糖誘導に必須でないが、 SP8BF結合配列を含
む領域とBox3配列を含む領域の両方がショ糖誘導に必須であることが明らか

になった。

2pC 08 サツマイモβ・アミラーゼ遺伝子の・800領域に存在するCGTCA

配列に結合する因子

0石黒澄街、田中美穂子、中村研三(名大・農・生化)

β・アミラーゼは、スポラミンと共にサツマイモ塊根に多量に存在するタンパク質である。我々

は、 β・アミラーゼ遺伝子 (gβ-Amy)の5・上流域に結合する因子の解析を進めており、サツマイ

モ葉柄核抽出液より、 これまでに3種類の因子を見いだしている。 このうち転写開始点より

-800bpの領域に結合する RBFは、ゲルシフトアッセイによる解析から、コムギヒストン遺伝子

の転写因子HBP-1bと類似の因子であることが予想されていた。今回は、 RBFに関し、さらに解

析を行った。

まず、 RBFの結合配列を決定するため、・800領域の短い DNA断片をプローブに用いたゲル

シフトアッセイやメチル化結合間害実験を行った。その結果、 RBFの結合配列は TCACGTCAと

いう 2回転対称に近い配列であることが明らかとなった。この配列は HBP・1bの結合配列ともよ

く一致する。しかし RBFと HBP・1bにはその生化学的な性質に関していくつかの相違点も認め

られた。

スポラミン遺伝子と同様に、 gβ-Amy の発現はショ糖やポリガラクツロン酸 (PGA)で誘導

される。ショ糖処理、 PGA 処理、及び無処理のサツマイモ葉柄から核抽出液を調製し、ゲルシ

フトアッセイで解析した。その結果、いずれの核抽出液にも RBF は存在していた。しかし、

RBFの結合配列は、形質転換タバコの葉での解析からショ糖誘導に重要であることが示された約

400bpのDNA配列中に含まれており、 RBFがショ糖誘導に関与している可能性は否定できない。
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2pC 09 ジャスモン酸頬によるジャガイモカテプシン D

インヒピター遺伝子族の発現誘導

。石川敷司、 中村研三(名古屋大...生化)

カテプシン Dインヒピター(CDI)遺伝子は裁繕ジャガイモ植物体では塊茎選択的な

発現をするが、繍茎形成誘導作用をもっジャスモン酸/ジャスモン酸メチルエステ

ル (JA/MJA) を業に与えるとその発現が誘導される。北大のヨ韓国・吉原らに

よって種々の JA構造類似化合物の構造と繍茎形成誘導作用との相闘が明らかにさ

れている。今回議々は、 JAのCD 1遺伝子の発現誘導作用と塊茎形成紙導作用と

の関係を明らかにすることを目的に、複々の JA構造頬似化合物による CD 1遺伝

子の発現誘導作用を解析した.

JA/MJA以上の塊茎形成誘導作用をもっツペロン酸やヅペロン酸メチルエス

テルは、 C D 1遺伝子の発現誘導作用をほとんど示さなかった。 また塊茎形成誘海

作用をほとんど持たないジヒドロジャスモン酸メチルエステルは、低いながら CD

I遺伝子の発現誘導作用を示した。 このように種々の JA構造類似化合物の構造と、

C D 1遺伝子の発現誘導作用はこれら化合物の塊茎形成誘導作用とは異なる徳造一

織能の相測を示した。

C D 1遺伝子の一つ TSP24.5-Al遺伝子の発現制御を解析するために TSP24.5-Al遺

伝子の 5'上流域約 2KbとGU Sレポーター遺伝子との融合遺伝子を作成し、タバコを

形質転換した。現在、得られた形質転換植物体を解析中である。

2 pC 10 酵母SNF1と相同なタバコプ口テインキナーゼの構造

と機能

。村中俊哉¥坂野弘美、町田泰則

(名古屋大・理・生物、合住友化学・宝塚総研)

これまでに我々は、タバコ培養細胞BY-2のcDNAを鋳型としてPCR法により、

酵母におけるグルコース抑制解除に係わる遺伝子の一つであるSNF1プ口テインキ

ナーゼ遺伝子と高いアミノ酸相向性を示す遺伝子フラグメントCC5を単離してい

る。このCC5をプローブとしてタバコ培養細胞cDNAライブラリーから全翻訳領域

を含むと思われるcDNA(npk5cDNA)をクローニングし、その塩基配列を決定した。
その結果、 npk5は、 2041ヌクレオチドで511アミノ酸からなるORFを含んでいた。
推定されるアミノ酸配列を酵母SNF1のアミノ酸配列と比較したところ、キナーゼ

領域で65%のアミノ酸が同一であり、キナーゼ領域下流においても一部保存され

ている領域があった。一方、 SNF1は、酵母において、グルコース抑制を受ける多

くの遺伝子群(SUC2、GAL系、 MAL系、 ADH系など)の発現調節に関与しており、
SNF1の変異酵母は、シュクロース、ガラクトースなどを単独の糖源としては生育

できない。そこで、タバコnpk5をsnf1変異酵母で・発現させ、 SNF1の機能を相補
するかどうか検討した。その結果、タバコnpk5を導入したsnf1変異酵母はガラク
トースまたはシュクロースを単独の糖源とする培地で生育した。これより、タバ

コNPK5は酵母SNF1の機能を相補することがわかった。
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2pC 11 タバコの出芽酵母STE11関連遺伝子

。坂野弘美、中村敏英、町田泰則(名大・理・生物)

我々はタバコ培養細胞BY-2から、出芽酵母STE11タンパク質と部分的に相聞なアミノ酸配列

を持つタンパク質をコードするcDNAをク口一ニングし、このタンパク質をコードする遺伝子
をnpk7と名づけた。その推定されるアミノ酸配列から、 NPK7タンパク質にはSTE11のキナー
ゼ領域と48%の相向性があるドメインがあり、さらにそのc末端側にキナーゼ活性の制御領域
と推定されるドメインがあることがわかった。 STE11は出芽酵母の接合因子に応答するシグナ

ル伝達に必要な遺伝子で、プロテインキナーゼをコードすることが知られている。そこで、出
芽酵母でNPK7タンパク質がSTE11と同様な機能を持っかどうかを検討した。 FUS1遺伝子は接
合因子により発現が誘導される遺伝子で、その発現にはSTE11の機能を必要とする。この

FUS1プロモーターとlacZlの融合遺伝子を持つ野性株に、全長のnpk7cDNAとC末端領域を欠失
させたcDNAをそれぞれ導入し、発現させた。この結果、 npk7cDNA全長ではlacZの発現は認め

られなかったが、 C末端を欠失させたcDNAでは接合因子なしに低レベルのlacZ1の発現が誘導

された。従って、 NPK7タンパク質はSTE11の機能の一部を果たし得ると考えられる。

2pC 12 タバコの膜結合型プ口テインキナーゼの構造と特徴

。森部豊輝、坂野弘美、町田泰則

(名古屋大・理・生物)

前回の大会で、我々はPCR法により、タバコ培養細胞からプ口テインキナーゼ

遺伝子の一部と思われる 5つのDNA断片をクローニングしたことを報告した。今

回、これらの内の一つのクローンCC15について、全翻訳領域を含むと思われる

cDNA(npk15 cDNA)をク口一ニングし、その塩基配列を決定し、それから推定さ

れるアミノ酸配列の構造解析を行った。 NPK15タンパクは、近年、 トウモロコシ

からクローニングされている膜結合型プロテインキナーゼであると思われている

ZmPK1と触媒領域において同一のアミノ酸が41%と高い相向性を示した。また、

NPK15もN端に膜貫通領域と推定されるアミノ酸配列を持ち、膜貫通型プロテイ

ンキナーゼと思われるo さらに、このnpk15cDNAをタバコ培養細胞に導入したと

ころ、得られる形質転換体の数がコントロールに比べて、非常に減少した。この

ことから、 npk15が植物細胞内のシグナル伝達系において非常に重要な機能を持

っていることが示峻される。現在、 NPK15の過剰発現が細胞の致死性と本当に結

びつくかどうかを調べている。
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2pC 13 形質転換タバコにおける par(protoplast auxin-regulat吋)遺伝子

発現制御領域の解析

0丹羽康夫、馬場晶子l、村中俊哉2、町田泰買Ijl (静岡県大・

生活健康科学・食渇(植物)細胞工学、 1名大・理・生物、 2住友化学宝塚総研)

par (proゎplぉtauxin刊 gulat吋)遺伝子は、タバコ葉肉細胞プロトプラストにおいて、合成オー

キシンである 2，4-ジクロロフエノキシ酢酸 (2，4・D)によりその発現量が増大する遺伝子として

クローニングされた。これまでにこの遺伝子は、タバコ植物体では、葉、茎と比較して根で強

く発現していること、また種子形成の後期に発現のレベルが上昇することがわかっている。本

研究では、 par遺伝子ファミリーの中の parlもしくは par2遺伝子の 5'上流域と、レポーター

遺伝子 (β ーグルクロニダーゼ遺伝子:GUS)とを連結したキメラ遺伝子をもっ形質転換タ

バコの芽生えを用い、 par 遺伝子のオーキシンによる発現線式を詳細に検討した。両キメラ遺

伝子は、発芽の初期より根で発現しており、根端部と根毛周辺の細胞で高い発現が見られた。

また、子葉と旺軸では低いレベルの発現しか検出されなかった。それぞれの形質転換芽生えを、

2，4・D を含む緩衝液に 24時間浸しておくと、 2，4・D を含まない場合と比較して、キメラ遺伝子

の発現量が上昇することがわかった。発現の上昇は、芽生え全体で見られたが、月壬軸、子葉で

特に著しかった。このことは、これらの遺伝子のオーキシンによる発現誘導に関与している領

域が、両者に共通した部分、つまり-400までに存在することを示している。さらに、 parlの

5' 上流域を順次欠失させたキメラ遺伝子を持った形質転換芽生えを用いて問機の解析を行つ

ている。

2pC 14 ラン言葉山crocystisaeruginosaの小プラスミド

pHAlの塩基配列決定と機能解析

。冨永宏志、芦田裕之・、湾 嘉弘、落合英夫

(島綴大・農・応用生物機能、・島根大遺伝子実駿施設)

L且主L2. ラン蕩 Hicrocystisaeruginosaは単細胞性のラン穣であり、環浅科学
上悪名高い水の撃(アオコ)の優占種である.本研究に於いてはその小プラスミ

ド pHAl ( 2.2 kb )の会温基配列決定、遺伝子発現の解併を目的とした.

L.1L韮~ !t.!eruginosaからのプラスミドは、アルカリーSDS改良法を用いて抽出

後、超遠心機を用いて精製した o !!.主旦clIの邸分分解により pHAlを pUC19に導入

した o Sequence反応には SequenaseVer.2.0 Kitを用いた.情報解桁には DNASIS

及び IDEASを用いた.遺伝子産物を同定するために、マキシてセル法を行った.

L韮基=主 ①!t.!erufinosaについては大小 2種類のプラスミド pHA1(2.2 kb )， 
pHA2 ( 5 kb )の存在を確認した.②. pHAlの全温基配列(2287 bp )を決定し

た.③. ORFの探索を行ったところ、分子量 1万以上の翻訳物ができる可能性のあ

る領械が 9個所判明した.④.最も大きいもので分子量約 3万であった.このも

ののアミノ酸配列を基にホモロジー検索を行ったところグラム陽性菌の REPタンパ

クと約 30%のホモロジーのあることが判明した.⑤.マキシセル法により分子量約

14，000の明確な遺伝子産物を確認した.

L主墨~ pHAlのコード領爆は 771番目の開始コドン GTG から 1140番目の終止

コドン TAAまでと考えられる.
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