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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 . 

-212-



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。

-217-



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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