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シンポジウム
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SlpHl 
植物の低温耐性研究のモデル系としてのラン藻

塑，村田紀夫＇（九州大・理・生物，＇基生研）

寒さに弱い低温感受性の植物は4-10℃程度の低温にさら

されると、生長阻害やクロロシスなどの低温傷害を受け、

さらされる温度や時間によっては枯れてしまったりする。

この低温傷害の原因の一つは、葉緑体を構成している膜系

に存在するホスフ 7チジルグリセロール (PG)と呼ばれる

リン脂質の低温下での構造変化（相転移）にあるのではな

いかと考えられている。一方、ラン藻は、機能や構造、ま

た、膜脂質や脂肪酸の組成においても葉緑体とよく似てお

り、もし仮に、PGの相転移が低温傷害の原因の一つである

とする仮説が正しければ、ラン藻は高等植物の低温傷害や

耐性の機構を研究する上での有用なモデル系であると推測

することができる。

濱者らは、 PGなどの膜脂質に結合している脂肪酸に二重

結合を導入して膜脂質の流動性や相転移温度を制御してい

るアシル脂質不飽和化酵素の遺伝子をラン藻からクローニ

ングし、それらの遺伝子を用いた形質転換によってラン藻

の膜脂質の不飽和度を人為的に改変できる系を確立すると

ともに膜脂質の不飽和度と耐冷性の関係についての解析を

行なっている。本講演では、それらのラン藻を用いた低温

酎性の研究を紹介するとともに、それらの研究によって得

られた知見が高等植物の場合にどの程度あてはまるのかに

ついても言及し、植物の低温耐性を研究する上でのモデル

系としてのラン藻の有効性について論じたい。

SlpH3 
ラン藻における環境応答と情報伝達

水野猛 （名大・農・応用生物）

バクテリアは常に環境要因の変化を感知して、

自らの細胞構造、生理、あるいは行動を応答的

に変化させている。原核生物に見られるこのよ

うな環境応答には、しばしばセンサーキナーゼ

及びリスボンスレギュレターと総称される情報

伝達因子が関与していることが明らかになりつ

つある。この機構は現在までに 30種類以上の

バクテリアで報告されており、原核生物に広く

見られる普遍的な情報伝達・環境応答機構であ

る。原核生物に属するシアノバクテリアは植物

に見られるような光合成能を有する点で特徴が

あり、植物のモデル細胞として取り扱われるこ

ともある。これらの点を考慮して、シアノバク

テリアに関して我々は細胞内情報伝達機構とい

う観点から解析した。
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SlpH2 
ラン藻と植物の硝酸同化系の類似点と相違点

小俣達男（名古屋大・農・応用生物科学）

酸素発生型の光合成を営む生物（ラン藻、藻類、植物）は硝
酸イオンを主要な窒素源として生育するが、 一部の細菌類や
カビにも硝酸イオンを同化する能力をもつものがある。いず

れの生物においても、硝酸イオンは、まず細胞内へ能動的に
輸送され、硝酸還元酵素(NR)および亜硝酸還元酵素 (NiR)に

よってアンモニアにまで還元された後にアミノ酸へと固定さ
れる。遺伝子の構造解析から、最近までに、ラン藻、植物、

細菌、カビの硝酸イオン輸送系、 NRおよびNiRの構造が決定
された。その結果、 (1)ラン藻のもつABC型の硝酸イオン輸送
体とフェレドキシン依存性のNRはいずれも原核生物型のも

ので、真核生物である植物、緑藻、カビのものとは相同性が

ないこと、および(2)ラン藻のNiRは、葉緑体に局在している
植物のNiRと相同であるが、非光合成生物である細菌および

カビのNiRとの相同性は低いこと、が明らかになった。植物
では、 NRについての遺伝学的、分子生物学的研究が進んで
いるが、 NiRについては変異株の単離が容易でないことも
あって研究が進んでいない。植物のNiRの構造と機能、生合
成等に関する研究においては、ラン藻がすぐれたモデル系と

なることが期待されるい

SlpH4 
ラン藻アミノ酸代謝系酵素の構造と機能

澤嘉弘（島根大・農・応用生物機能）

我々は、これまで好温性ラン藻の窒素代謝系の解明を目的

として、主にこの代謝系に関与するアミノ酸代謝系酵素（グ

ルタミン合成酵素、アラニン脱水素酵素、アスパラギン酸卜

ランスアミナーゼ等）の酵素化学的検討を行ってきた。今回、

これら酵素のアミノ酸配列情報を分子進化学的に解析するこ

とにより、個々のアミノ酸代謝酵素の構造ー機能相関のみな

らず、ラン藻のモデル生物としての可能性についての若干の

考察も試みてみた。

グルタミン合成酵素(GS)は、すべての生物に存在する窒素

代謝の中心酵素であり、主に2種のタイプ(GS-I, GS-II)に分

類される。①真核生物は、高等植物のオルガネラタイプも含

めてすべて例外なく GS-IIタイプであり、原核生物型のGS-［タ
イプとはかなり相同性が低い。 ~S-1, GS-IIは、原核・真核

生物の分岐以前に既に存在している。③ラン藻GS(GS-1)は、
分子系統樹上でアデニリル化調節機構発生の分岐点に位置し

ている。アスパラギン酸トランスアミナーゼ(AspAT)も、

GS同様生物界に広く存在し詳細に研究されてきているが、原

核生物由来のものは我々のラン藻を含めてもわずか5件しか

ない。④ラン藻AspATは、高等動植物や大腸菌由来のものと

は、いずれも相同性がきわめて低く明らかに起源を異にする

蛋白である。⑤しかしながら、活性中心を形成していると思

われるアミノ酸残基はラン藻AspATにおいても、ほとんど保存

されている。



SlpH5 
葉緑体とラン藻の類似性を用いた遺伝子機能の解析

福瀑秀哉（京大・農・農芸化学）

葉緑体は、ラン藻祖先生物が共生して成立したと

されることから、葉緑体ゲノム上の未同定遺伝子の

機能を形質転換型ラン藻を用いて解析する方法がと

り得る。またラン藻突然変異株を用いて新規遺伝子

を同定する際に、植物葉緑体を材料とした生化学的

知見や、葉緑体ゲノムの遺伝子情報が役立つ場合も

ある。このようなラン藻と葉緑体の相似的関係を利

用した研究は今後も期待される。ここではラン藻に

おける無機炭素濃縮機構における炭酸脱水酵素と

NADH脱水素酵素の機能、さらに葉緑体未同定遺伝

子ORF320の相同遺伝子をラン藻で破壊した変異株

について述べ、両者の遺伝子機能解析における問題

点を考察したい。

SlpH6 
光化学系の研究におけるモデ）ピヒ物としてのラン藻

池内昌彦（東大．教養．生物）

光合成機能の最も基本的な部分である光化学系の構造，機能

はラン藻と高等植物でよく似ており．遺伝子操作の行いやすい

ラン藻は理想的なモデ）ピヒ物といえるまた．ラン藻には好熱

性のものなどパリエーションが広いという特徴もあるこのラ

ン藻の光化学系の構造．機能がどのくらい植物のそれと同じか

はすでに詳しく調べられているしたがって．光化学反応や水

分解などよく保存された機能の部位やメカニズムの解明には．

これまでの生化学的．物理学的な研究の成果が，現在主にラン

藻を使った遺伝子破壊やアミノ酸置換などの遺伝子工学的な手

法で検証もしくは掘り下げられつつある．同様なアプローチは

緑藻クラミドモナスでも行われており．その解析はラン藻のも

のとお互いに補い合っているものも多い．なお，光化学系複合

体のタンバク質に変異を導入すると活性が変わるだけでなく複

合体全体が不安定になる傾向があり，変異の影響を 1次的なも

のと 2次的なものに分けて解析する必要がある．このような現

状とともに．今後期待される展開（たとえば．光化学系の膜夕

ンパク質へのアミノ酸置換導入をinvitro再構成と組み合わせ

た解析，特定の遺伝子へのランダムな変異導入による構造維持

や機能発現に関与する部位の解析など）について．ラン藻を使

う場合の利点と限界を議論する．
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Slpll 
アサガオの易変性変異とトランスポゾン

飯田 滋 （東理大・基礎工•生物工）

花の絞り模様の形成は、 ト ラ ン ス ポ ゾンが関

与する易変性 (mutable) 遺伝子によることが

多い。 圏芸植物として親しまれ、古典遺伝学

的蓄積もあるアサガオの中で、白地に紫の絞り

模 界 を 生 じ る 雀 斑 系 ア サ ガ オ の 易 変性変異
8 _3fleckedは 、 ア ン ト シ ア ニ ン 色 素 生合成系

の D FR  (dihydroflavonol-4-reductase)遺

伝子の内の DFR-B遺伝子に6412 bpの En

/ S pm類 縁 の ト ラ ン ス ボ ゾ ン Tp n 1が挿入

した構造であって、花の器官形成時に Tp n 1 

が DFR-B遺伝子から転移脱離することによ

りDFR-B遺伝子の活性が回復することが絞

り模様の形成機構であることを明かにした 。

こ の 易 変 性 変 異 8_3 fleckedを構成する D F R

遺伝子領域や T p n 1の構造上の特徴 と遺伝

的に変化し得る絞り模様について考察する。

さらに、 トランスポゾンが関与していると思

われる＂吹掛け絞り'’花のアサガオの易変性

変異 speckledの諸性質についても言及する。

Slpl2 
ストレスによるレトロトランスポゾンの活性化

廣近洋彦 ⑨U匹物資諒妍畑）

植トランスポゾンは面正蹄湧莉fにより、不安定な変異を誘発する因子と

して同定されてきた近年これらとは構造および転移機檸D全く異なったト

ランスポゾン（レトロトランスポゾン）の存在が弗かとなった。 RNAを介し

て転移をするレトロトランスポゾンは圏元蹄湧防fで同定することが困難であ

るため植物芍まあまり研究b進んでいなかったが、分子生物学存封却を用い飛

躍的に進み、コケ植物か呪酎濯物まで普灘内に存在する梱枷D主要なトラン

スポゾンであることが哨恥となった）レトロトランスポゾンのコピー数および

ゲノム上の分布は、過却こ活発な転移をしたことを示しているが、現む配打の

条件化では転移活性は全く検出されない。タバコから単離されたTtolは、

転写および転移が培養によって活性化されることが示されたたとえば、培養

躙 BY-2においてはTtolのコピー数力噛物体i.ll 0倍となっていた3

培養を経て得られた再分化個体、形質転換体においてもコピー数が創励i見ら

れた。転移活性力注に転写レベルで調節されていることが示され、転写の活性

化に関与するシス配列として 13bpの反復配列力括淀された。現在この配列

は串全r引即我靡阻汗の遺伝砂クローン化ゼテってい＆同様は音養によっ

て活性化されるレトロトランスポゾンがイネからも単離された。このように単

子葉および双子葉植物から培養によって活性化されるレトロトランスポゾンが

単離され、同様な性質を持つレトロトランスポゾンカ濃i等植物に広く分布して

いるものと距則さられる。さらに、別のストレス（ウイルス感染）でも活性化

されるレトロトランスポゾンの存在が明かとなり、感染により誘導されるサリ

チ）頃身と傷が活性イ切）要因になっていることが示された。ス トレスによるレト

ロトランスポゾンの活性化機溝および活性化の意味について考察する。



Slpl3 
イネwaxy遺伝子の GeneSilencing 

CosuppressionとParamutation

鳥本卯、伊藤紀美子（植工研、 1奈良先端大バイオサイエンス）

Gene Silencingは遺伝子間のホモロジ ーに依存した遺伝子発現

の抑制であり多くの例が知られるようになってきた。 Gene

Silencingにはトランスジーン間の相互作用によるものとトラ

ンスジーンと内在性の遺伝子との相互作用によるものとが知

られている。我々はw紅”置伝子を導入した トランスジェニッ

クイネにおいて高頼度にw双炒紅月のcosuppressionが起こること

を見出した。また、花粉における w紅”柑伝子の cosuppression

にはふたつのタイプがあることがわかった。次代の植物にお

いては cosuppessionの頻度は減少した。 一方、胚乳では

cosuprressionは見られないがトランスジーンの発現の抑制され

ている種子が見つかった。この現象は遺伝子間の相互作用の

例として知られている Paramutationに類似していた。 mRNA

を作らないw双y突然変異体にトランスジーンを導入したとこ

ろ、 cosuppressionは起こらないことが明らかになった。この

ことから、内在性の遺伝子の転写産物の存在が cosuppression

を起こすために必要であることが示唆された。

SlpI4 
高等植物ミトコンドリア RNAにおける遺伝情

報の変換 (RNAエデイティング）

門脇光一 （農水省•生物研・分子育種）

イネ 吐 上9、 口止5、 口逗且、 トウモロコシ

叫、 トマト立凶Lー等のミトコンドリア RNA

における RNA エデイティング部位を同定した。

得られたシーケンスよりアミノ酸置換、 翻訳開

始コドンの形成、翻訳終止コドンの形成などの

遺伝惰報の変換が推定された。多数の cDNA の

構造解析より RNA エデイティングの迅速性と反

応様式を検討したところ、 トリパノソーマでみ

られるような反応極性はないことが明かとなっ

た。 また過剰にエデイティングを受けた RNA や

部分的にエデイティ ングを受けた RNAが RNA

集団中に存在することが確認された。 上記デー

タと他生物における RNA エデイティング部位の

比較を行 っ た と こ ろ 、高等植物ミトコンドリア

において RNA エデイティングは進化的に喪失の

傾向にあることが推測された。
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Slpl5 
オルガネラゲノム間のDNA断片の転移

平井篤志（東京大・農・放射線遺伝）

植物細胞には核、葉緑体、ミトコンドリアに遺伝情報が納

められているが、それぞれのゲノム間でDNA断片の転移が

あることはよく知られている。そこで今回はイネのミトコン

ドリアにある葉緑体から転移した配列を中心に論議する。

葉緑体ゲノムからミトコンドリアゲノムヘ転移した配列の

位置を確定し、塩基配列を決定した。それによると最大6.8

kbp、最小32 bpの 16断片が転移していたが、一度に転移

したのではなく、その時期は断片により異なっていた。古い

ものはイネ科植物の起源にさかのぼり、新しいものはイネと

トウモロコシが分化した後に転移している。このように転移

してきた配列の機能は未知の部分が多い。特にタンバク質を

codeしている部分は偽遺伝子になっている箇所が多く、機

能していないと見られている。しかしイネには9個の完全な

tRNA遺伝子が葉緑体から転移してきており、いずれも発現

しているものと考えられる。さらに nad9のmRNAは上流

にある葉緑体から転移してきた配列から転写が始まっており、

葉緑体ではプロモーターとして働いていない配列がミトコン

ドリアでは働いているようである。これらのことはミトコン

ドリアゲノムの柔軟性を示していると思われる。

S2aH1 
韓国における大気汚染の現状と植物被害

李 忠和 （東京農工大・農）

韓国の自然環境は、急速な産業化と都市化の過程により破

壊されつつある。この中で、特に、大気汚染による被害がさら

に加速化していると考えられる。一方、森林土壌は、酸性雨

に感受性の高い花岡岩母材の褐色森林土が多いため、森林生

態系に対する酸性降下物の影響が懸念されており、また、現在

の都市および工場地域の大気環境を考慮すると、今後は、森林

生態系に悪影響を及ぼす可能性がある。そこで、本シンボ ジ

ウムでは、韓国の森林地域における大気汚染および雨の pH

の実態と土壌の酸性化および樹木に及ぼす影響を紹介する。

1)森林地域における大気中のSO2の年平均C'92.lO-'93 

. 9)濃度は、 8.8(3-43)ppbであり、工場地域では2lppbで

、最も高く、大都市では l5ppbである。

2)森林地域における雨の pHは、年平均C'92.10-93. 9) 

5. 5で、工場地域の場合は 4.5および大都市の場合は4.8で

ある。また、全国調査区 65カ所の中で、 pH5.0以下の酸性

雨地域は 12%、pH5.l-5.5の弱酸性雨地域は 43％および

pH5. 6以上の地域は45％である。

3)森林土壌の pH分布は、 pH4.5以下が6%、pH4.6-

5. 0が34%、pH5. 0 -5. 5が49%、pH5.5以上が 11％である。

4)森林衰退度指数（正常＝0，軽微被害＝l，中被害＝2,重被害

=3)は、全国平均o.8と、比較的良好な状態である。

5)年輪解析による生長衰退の傾向は、 '70年代の後半に

比ぺて、 '80年代は持続的な衰退傾向が見られたが、 '90年代

は回復の兆しが見られる。



S2aH2 
中国における沙漠化の現状

莫文紅•西村格（岐阜大・流環研）

沙漠化とは、乾燥・半乾燥と亜湿潤の地域に

おける気候的な乾燥化を主因とする生態系の退

化のほか、人間の不合理な活動による沙漠の発

生を指す。中国には、このような沙漠や沙漠化

した土地が17.6百万haとともに15.8百万haに及

ぶ沙漠化傾向にある土地がある 。

ここではまず中国、特に内蒙古地域における

(1)草原の沙漠化の現状（ 2)沙漠化地域の

植生（ 3)沙漠化の原因 (4)沙漠化対策の現

状等を概説する 。その後ち、中国の沙漠化地域

の回復に関連する、数種の沙漠草本植物の生態

生理的研究に基づいた (1)植物の耐乾性メカ

ニズム（ 2)先駆植物の耐砂性について検討し

た結果を若干述べる 。

S2aH3 
束ア ジア地域における研究の現状と課題

戸塚 績 （東京農工大・農 ）

東ア ジア各国では、最近めざましい経済発展によ

り、エネルギー消費量が増大している 。そのために

、化石燃料の燃焼にともなう大気汚染物質の発生量

が著しく増加している 。一方、これらの国々の大都

市域では自動車台数の増加により、都市域の大気汚

染はますます深刻化している 。中国では揚子江の南

部地域で大気汚染や酸性雨による森林被害が顕著と

なっており、社会問題化している 。韓国や台湾でも

生活環境の汚染が進行し、大気汚染による植物被害

が発生している 。また、東南ア ジア諸国では自動車

排ガスによる大気汚染が社会問題となっており、降

水の Pt［も年々低下している 。

このような状況下で大気汚染や酸性雨による植物

被害が研究対象として取上げられ、被害発生のメカ

ニズムの解明のための共同研究も進められている 。

我が国では環境事業団の地球環境基金を利用して

、大気汚染対策のための技術移転や、 一般市民への

啓蒙活動を実施しているが、受入れ国側の研究者の

養成や研究施設の維持管理のための技術を向上させ

ることが不可欠となっている 。
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S2aH4 
植物におけるアルミニウム毒性と耐性の発現機構

松本英明，山本洋子，江崎文ー，佐々木昌生（岡山大・
資生研）

世界の農耕地の数十パーセントが酸性土壌であると 言
われている。さらに酸性雨の例に見られるように生物生

産に関わる環境が徐々に酸性化しているとの指摘がなさ
れている。酸性土壌における障害は土壌中で溶解するア

ルミニウムイオン (Al)であると言われ、根園ストレス

の主要なものの一つである。酸性条件下で溶解されたAl
イオンは経根的に吸収され、根の伸長を強く阻害し根の
水分、養分吸収が阻害される。地球上の人口の急激な増

加や、作物を生産する環境の酸性化を考えるとき、 Alに
よる植物の生育阻害機構を解明し、耐性植物を作出する
ことが重要な課題になっている。

ここではAl毒性の機構について、吸収されたAlの根組
織、細胞内分布さらには根の形態変化について述ぺ、そ

の結果、引き起こされる根伸長阻害に関わる細胞伸長、
細胞分裂や膜機能の障害について報告する。また耐性機

構については、主として培養細胞を用いて耐性誘導機構
およびそれらに関わると考えられる遺伝子について述ぺ
る。

S3aH1 
細胞壁の分子構築をみる

伊東隆夫（京都大•木質研）

アボプラストを構成する細胞壁は主成分がセルロース

からなり、他の成分と絡み合って複合した多孔質の構造

となる。水分などの通路として働くアポプラストとして

の細胞壁の性質について、分子の構成の観点から明らか

にするために電子顕微鏡手法の一つである急速凍結ディ

ープエッチング法を用いて研究してきている。高等植物

細胞のみならずセルロース性の細胞壁を有する藻類を含

む二、三の植物種の細胞壁の分子の三次元構成について

観察した結果を紹介する。高等植物や藻類での共通の実

験結果として、以下のことが明らかになっている。①通

常の超薄切片法での観察像と比べて分子の立体構成が細

部にわたって鮮明に捉えられる。②改めて、細胞壁が著

しい多孔性を有することが可視化できる。③セルロース

ミクロフィプリル間を非セルロース性の物質が架橋して

いるのを可視化できる。④各種化学抽出処理法を応用し

て壁成分を段階的に抽出する前と後の壁構造を比べるこ

とにより壁の構成成分の局在部位を明らかにすることが

可能となる。



S3aH2 
細胞壁多糖分解活性の謂節横構

保尊降享（大阪市大・理•生物）

アボプラストのダイナミックな腹能の多くは、特定の細

胞壁多糖の代謝回転（分解）の促進によって引き起こされ

る。細胞壁多糖の分解活性がどのようなしくみで閥節され

るか、双子狡梢物のオーキシン誘＃成長におけるキシログ

ルカン分解を例として概括する。多糖分解の促進は、従来

多糖分解酵素の denova合成によって説明されてきた。

しかし、アズキ上胚軸においてヨウ素を用いてキ シログル

カン分解活性を調べたところ、オーキシンによる活性上昇

は顕著ではなかった。 したがって、既存の酵素の活性化も

重要であると考えられる。この活性を細胞壁より抽出する

には高濃度の塩が必要であり、キシログルカン分解酵素は

細胞壁に強く結合していることが示された。こ れらの酵素

は細胞壁内では自由に移動できず、十分な活性を持ち得な

いものと考えられる。その活性化は、細胞堕環境の変化、

特に酸性化により移動度が増すことによって引き起こされ

る。一方、ペクチン性多糖の存在はキシログルカンの分解

を妨げる慟きをしており、キシログルカンの自己分解はペ

クチンを除去すると著しく活性化された。ペクチンの部分

分解を引き金としてキシログルカン分解がカスケード的に

誘導される機構が考えられる。以上のしくみとともに、細

胞壁中に多糖分解促進物質や阻害物質が内在し、分解活性

の調節に関与する可能性も考えられる。

S3aH3 
細胞壁におけるホウ素の機能

閤藤徹 （京都大・震化）

高等植物をカルシウム(Ca)またはホウ素(B)の欠除培地に移

すと直ちに根の知長が停止する。他の必須元素ではこのよう

な症状は出ない。これはCa, Bの細胞の細胞最外層すなわち

アポプラストでの作用を示唆する。 160)必須元素のなかで

その生理作用機作が解明されていないのもBとCaで（後者の

細胞質における攪能は動物細胞からのフィードバックによっ

て明らかになってきたが） ，この一致はアポプラストの生理

学研究が立ち後れていること，植物栄養研究のフロンティア

がアポプラストにあることを指し示している。

ホウ酸は糖水酸基と容易にエステル結合を形成することか

ら糖代謝に関連していると考えられてきたが，反応性の高さ

故に特巽的結合も同定できなかった。タバコ培養細胞や2, 3 

種の緑葉についてホウ素の細胞内分布を調べたところジン

プラストには全く存在せす，大部分のホウ素が細胞壁あるい

は細胞間隙に存在していた。これはホウ素がアポプラストで

機能していることを示唆する。そこで細胞壁憬品を加水分解

酵素により可溶化し高分子態ホウ素を追跡したところ細胞

壁ホウ素の大部分が特定のペクチン多糖と会合して存在し

た。ホウ素のアポプラストヘの両在特定の多糖との結合と

いった従来の見解と対立する結果はホウ素が細胞壁への結

合を介して細胞代謝を制御するとともにアポプラスト環境

の恒常性維持が細胞に必須であることを示すものである。
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S3aH4 
アブラナ科植物の自家不和合性の現象とその分子機構

磯貝 彰（奈良先端大パイオサイエンス研究科）

アブラナ科植物の自家不和合性は胞子体型自家不和合性

に属し， S遺伝子座にある複対立遺伝子によ って制御され

ている．すなわち，柱頭の S遺伝子型と同じ s遺伝子型を

示す花粉は，自己と認識され，柱頭の先端にある乳頭細胞

上で発芽を停止するか，発芽しても花粉管の伸長が停止

する．一方， S遺伝子型の巽なる花粉は，発芽し，乳頭細

胞の細胞壁を切り開くように侵入し，花粉管をのばして行

＜．すなわち，自己の花粉の認識，および，花粉の発芽抑

制あるいは花粉管の伸長阻害という現象は，乳頭細胞の細

胞壁のあたりで起きている現象と見ることが出来る．

現在， こうした自己の花粉の認識システムとして，次の

ようなモデルが提唱されている．すなわち，花粉の表層に

存在する莉由来と考えられる物質 （花粉の側の S遺伝子産

物）が， 乳頭細胞の細胞壁中にある S遺伝子特巽糖蛋白質

(SL G)および， SLGにきわめて類似した細胞外ドメ

インを有するレセプタープロテインキナーゼ (SRK) の

共同の作業によって認識され，その情報が細胞内の燐酸化

カスケードを介した情報伝達系によって伝えられ，きわめ

て局所的に花粉発育を阻害するというものである．この仮

説にいたる経過と，未解決の問題点について報告する． ま

た， SLGやSRKの自家不和合性への直接の関与を証明

する 1つの方法として，形質転換植物を作成した．この結

果についても報告する予定である．

S3aH5 
アポプラストから原形質膜を経て細胞骨格へ

永井玲子（大阪大・理）

吾々は、オオセキショウモ葉肉細胞について、原形質流
動の軌道として働いているマイクロフィラメント (MF)束の

配列の安定化に細胞壁が寄与していること、また安定化の

分子機構に関して以下に述ぺるような結果を得たので報告
する。 l)MF束は葉肉細胞の、葉の表面に対して垂直な細胞

壁 (4面）に沿う細胞膜に近接して、その長軸を揃えて敷設

されている。 2)細胞を遠心処理すると、内質細阻質は遠心

端に移行するが、 MF束は元の位置に残るので、 MF束は外質
で安定化されている。 3)原形質分離はMF束の配列を乱し、

原形質流動のパターン異常を起した。従ってMF束の正常な

配列の維持には、細胞壁と細胞膜との接着が必須である。
4)サイトカラシンB(CB)処理(24時間）により、細阻の長軸

細胞壁(sidewall)に沿うMF束は消失したが、長軸端細胞

壁(endwall)に沿うMF束は殆ど変化しなかった。このこと

はMF束がend 冒all側でより安定化を受けていることを示
す。 S)CB処理前にendwal Iをトリプシンで処理(30分）する

とMF束は完全に消失した。このことは、安定化機構にタン

パク質が関与していることを示す。 6)合成ペプチドGRGDSP

でend冒allを処理すると、濃度依存的に流動パターンの異

常とMF束配列の乱れが起った。コントロールペプチド

GRGESP処理では変化はみられなかった。このことは、動物

細胞にみられる焦点接着におけるフィプロネクチンとその

受容体、細胞骨格間の結合に相当する機構が、細胞壁、 MF

束の結合に関与していることを示唆する。 7)合成ペプチド

ARYDEも同様の変化をもたらした。





一般講演

第 1B 3月28B （火）
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一般講 演

第 1H 3月28日 （火） 午前の部

A会場 生長制御 (1)

B会場 蛋白質・酵素 (1)

C会場 光合成 (1)

D会場 光合成 (2)

E会場細胞壁 (1)

F会場代謝 (1)

G会場 環境応答 (1)

H会場 遺伝子発現 (1)

1会場 遺伝子構造
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laAOl 
高親和性サイトカイニン特異的結合蛋白 (CSBP)の特異的ア

フィニティークロマトグラフィーによる分離

永田龍二，橋本祐一，首藤紘一1（東大・分生研， 1東大・薬）

先に演者らは，サイトカイニンレセプターとみられる高親和

性サイトカイニン特異的結合蛋白 (CSBP)の存在を黄化ヤエ

ナリ芽生え等の植物組織中に見出した． CSBPは各種サイトカ

イニンと特異的かつ競合的に結合する．ゼアチンをしのぐ活性

を持つ尿素型サイトカイニン＝ N-(2-クロロー 4ーピリ

ジル）ー N▼ーフェニル尿素 (4PU30, フォルクロルフェヌロ

ン）に対する CSBPの結合定数は 4X 1010M―1, 1細胞あたり

のCSBP含量は 3,000分子と見積もっている．

今回，演者らはピリジル尿素誘導体のリガンドアフィニティ

ークロマトグラフィー等を用いて 4段階で黄化ヤエナリ芽生え

全細胞抽出液から CSBPを約 10万倍まで精製し（全回収率 7

%), SOS-PAGE上において CSBPのパンドを特定したので

報告する．

最終精製段階での 4PU30特異的結合活性を持つ画分はゼア

チンに対して 4PU30と同等の親和性で結合し，ペンジルアデ

ニンとは 4PU30の約 1/10の親和性で結合した．また活性画

分の 4PU30に対する結合定数は 1X 1011 M―1と求められた．

すなわち今回得られた結合蛋白は CSBP同等の性質を備えてお

り， CSBP本体と考えられる． SOS-PAGEでの易動度から

CSBPの分子量は 43kDaと見積もられた．

現在， CSBPのアミノ酸配列を決定するため，黄化ヤエナリ

芽生え 40kgから CSBPの単離を進めている．

laA02 
トウモロコシ幼葉鞘アルデヒド（インドールアセトアルデヒ

ド）酸化酵素の精製

小柴共ー（都立大・理•生物）

インドール酢酸 (IAA)は、植物において重要な役割を果

たしていることが明確であるにもかかわらず、その生合成経

路およびそれに働く酵素の実態は未だに明確になっていない。

演者らは、 トウモロコシ幼葉鞘の先端部において IAAが L-

Trpから合成されることを昨年度の本大会で報告した。一方、

この反応に関与する可能性の高い酵素の一つであるアルデヒ

ド酸化酵素 (AldO)を、 トウモロコシの幼葉鞘より精製し

その性質に検討を加えてきたが、今回、精製標品からマウス

の抗血清を得ることができたので報告する。

AldO の活性は、インドールアセトアルデヒドを基質とし

生成される IAA を定量することにより測定した。 トウモロ

コシ幼葉鞘およそ200 gから DEAEートヨバール， Phenyl-

SPW,ヒドロキシアパタイト， DEAE-SPWを用いたカラムク

ロマトグラフィーにより、 native-PAGE でほぽ単一の精製

標品が得られた。精製された AldOは、ペンズアルデヒドを

基質とした活性染色により粗抽出液で検出される 3本のバン

ドの内の一つであることがわかった。この標品およそ100μ.

gをマウスに免疫し、特異性の高い抗血清が得られた。抗血

清を用いたwesternblottingにより、本酵素は幼葉鞘の先端

部に比較的多く分布することが明らかになった。また、この

酵素の IAA 生合成への関与の可能性を明らかにするため、

基質特異性、 Km値、などの諸性質についても検討を加えた。
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laA03 
タバコプロトプラストにオーキシン非依存性を与える遺伝子

axi Iのダイズ・イネからの単離

崖登委，渡辺好充， RickWalden'，林浩昭，茅野充男 （東京大・

農・応用生命化学， 'MaxPlanck Institut fiir Ziichtungsforschung, 

Kiiln, Germany) 

axi I血五in-independentgrowth)は、タバコプロトプラスト中で

過剰発現させるとオーキシンを含まない、或いは過剰に含む

培地上でも細胞分裂及ぴカルス形成をひきおこす遺伝子であ

る。この遺伝子は、 activationT-DNA tagging法によりタ バコか

ら単離されたものであり、その機能を解明することによりオ

ーキシンのシグナルから細胞分裂に至る系について新たな知

見が得られると期待できる。本実験では、 axiIは植物の基本

的な遺伝子の一つであると考え、ダイズ・イネからの単離を

試みた。

タバコから得られたaxilcDNAをプロープとし、ダイズ・イ

ネのゲノミックライプラリーよりアミノ酸レベルで80％以上

のホモロジーを有するDNA断片を少なくとも2種類ずつ単離し

た。次にその配列をもとにRACE（珂pid~plification of fDNA 
eOO)法を用いて、ダイズ ・イネから抽出したmRNAより 、

axi lcDNAの増幅・クローニングを試みた。現在発現ベクター

にクローニングできたcDNAについて、タバコプロトプラスト

へのPEG法による導入、及びその活性の測定を試行中である。

laA04 
ダイズ (0/icinemax)の芽生えフック部におけるオーキシ

ンの局在性

1堀智子、 2石川文雄、 3近藤昭夫、 1鵜沢里美、1中山克己、

1 岡田光正（東邦大・理． 1 生物分子、 3 生物、 2 医•免疫）

オーキシンは、植物の生長に関して重要な機能を持つ。

その分布は光や重力などの剌激に対して極性を示すと考え

られているが、刺激、オーキシンの分布、伸長生長の三者

の関係は未だ不明な点も多い。内在性 indole-3-acetate(IM)

の植物体内における分布を調べるために我々は抗 IMポリ

クローナル抗体を用いて免疫組織染色を行いダイズ芽生え

のフック部における IMの局在性を検討した。抗 IMポ

リクローナル抗体は、 IAAを BSAと架橋し抗原とすること

により作製した。暗条件下で生育したダイズ芽生えのフッ

ク部における IAAの分布には以下のような特徴が見られた。

フック部の内側と外側では染色部位に差異が観察された。

形態的には内側においては、細胞内の染色部位が比較的凝

集した状態で存在していたが、外側においては分散した状

態で存在していた。



laA05 
IAA如里で誘導されるトウモロコシ中胚軸切片のinvitro 
タンバク質燐酸化

加藤良一、高綱抄智子、和田 剛、成原ゆみ

（山形大・教育•生物）

!AA処理で誘導される特異的なタンパク質燐酸化について

は、今までいくつか報告されている。本研究では、IAA処理

による生長促進とこのタンパク質燐酸化を関連させながら、

IAAがどのようなタンパク質燐酸化の系を介して生長促進に

働くのか調べた。

トウモロコシ中胚軸の生長帯切片(5mm)を、各濃度の IAA
中で各時間 Incubateした。それを 、破砕・遠心操作(85K 

xg)し、得られた上清を Centricon-10で潰縮・脱塩した。そ

れに[u P]-ATPを加えて 4分 Incubateし、燐酸化反応を

行わせた後、SDS-PAGE及び Autoradiographyにかけた。

中胚軸切片を IAAで 20分 Incubateすると 、10種のタン

バク質の燐酸化が促進された。また、同切片を 10-8~10-5M
!AA中でそれぞれ Incubateすると、 IAAの濃度増加と共に

その燐酸化がより促進された。これは、 IAAの濃度増加と共

にその生長もより促進される結果と一致した。次に、 IAAで

Incubateした同切片から Sampleを得て 、それに cyclic
AMP, cyclic GHP, W-7, W-5, H-7 or HA1004を [32P]-ATP 
と共に加えて燐酸化反応を行わせた。結果は、W-7及び H-7
の添加がその燐酸化を阻害した。以上のことから、IAAは、

Cal●odulin及び Proteinkinase Cのタンパク質燐酸化の系

を介して、中胚軸の生長促進に働いていると考えられる。

laA06 

光照射したトウモロコシ芽生え中に存在する抗オー

キシン活性物質の探索

穴井豊昭、大竹信之！、小瀬村誠治2、山村庄亮＼

長谷川宏司I.3 ('筑波大・応用生物化学、 2慶応大・理工、

3植物情報物質研究センター）

派者らは、これまでの研究において光照射したト

ウモロコシ芽生えから抗オーキシン活性物質として、

6-methoxy-2-benzoxazolinoneを単離することに成功し

た。また、この物質が膜結合型のオーキシン結合蛋

白質に作用しオ ーキシンの結合を阻害すること、光

照射によ って酵素の活性化が引き起こされ、この物

質の内生最が増加することなどを明らかにしてきた。

研究の過程において、我々はこの物質以外にも、

同様の抗オーキシン活性を示す化合物がトウモロコ

シ芽生え中に存在することを見いだし、現在その精

製および構造解析を行っている。

本学会では、この新しい抗オーキシン活性物質の

構造と、その植物体内における動態について報告を

行いたい。
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laA07 
トゥモロコシ幼葉鞘におけるオーキシン代謝のオーキ

シン自身による制御

飯野盛利（大阪市大・理・植物園）

The transport and璽etabolis11of indole-3-
acetic acid (IAA) and their relation to IAA 
concentrations were investigated in 
coleoptiles of maize seedlings grown under red 
light. Lanolin paste containing different 
concentrations (0, 0.1, and 1 11g g--1) of IAA 
together with 3 H-IAA as a tracer was applied 
to a narrow subapical zone (4-5 u fro麗 the
top) of an intact coleoptile. It was found 
that IAA is metabolized and i11111ob1lized in the 
tissue during its basipetal transport and that 
this metabolic activity is enhanced as the 
tissue content of IAA increases. The 
metabolites were highly water-soluble and 
remained mostly in the water phase after 
ether-water partitioning; they did not release 
a significant amount of IAA upon alkaline 
treatments, and were separated into 3 major 
peaks on TLC. It has been concluded that IAA 
is metabolically decomposed during its 
basipetal transport and the rate of this 
decomposition are regulated by IAA itself. 
Implications of the finding is discussed with 
regard to the growth regulation by auxin. 

laA08 
イネ乃詞江ヰ釘るジゞ レリン生台没煽伊発視と

aーアミラーゼの誘導の解析

雀用華、小林正智、桜井成（理研）

イネの種子のaーアミラーゼはジペレリン処理により誘導さ

れることが知られているが、 aーアミラーゼが実際に内生ジベ

レリンにより誘導されていることを証明するには至っていない。

そこでイネ発芽時の内生ジベレリンレペルについて解析したと

ころ、茎葉の伸長が始まる吸水開始後3-5日目の間にレペル

が上昇することが明らかとなった。aーアミラーゼの活性もこ

の間に増加を開始した。内生ジペレリンレペルの低い矮性イネ

ではaーアミラーゼ活性は低かった。更にジペレリン生合成阻

害剤を処理した正常種のイネの種子ではaーアミラーゼ活性は

増加せず、ジベレリンを処理することで活性が回復した。これ

らの結果はイネ種子の発芽時におけるaーアミラーゼの誘導に

は内生ジペレリンの生合成が必要であることを示している。a

ーアミラーゼの誘導の回復に必要なジペレリン量は茎葉の伸長

の回復に必要な量よりも少なく、それぞれ異なった受容システ

ムにより制御されていると考えられる。ジペレリンレベル及び

aーアミラーゼ活性の増加は大麦の場合よりも緩やかであった。

同じイネ科の種子でもこのように異なったバターンを示す事実

は興味深い。



laA09 
シロイヌナズナの花器官の発連にはジペレリンが必要であ

る 後藤伸冶， RichardP. Pharis1（宮教大生物，

'カルガリー大生物）

シロイヌナズナ（Arabidopsisthaliana L.）のジペレリン

(GA)感受性突然変異ga1-1は体内GAを欠くため植物体は

矮性となり，花芽形成も野生型よりも遅い。また，形成さ

れた花器官は未発連のまま不稔となる。花器官のうち，め

しべおよびがく片は比較的正常に発連するが，花弁および

おしべの発連成長は阻害され．特に花粉と花糸は成熟に

は至らず花粉の受精能力もない。しかし，この花のめし

ペに野生型の花粉をつけると正常な種子ができる。

このga1-1の若いつぼみにGAを処理すると抑制され

ていた花弁，花粉，花糸などが発連成長し，自家受粉し

て種子を形成する。その際これらの器官の正常化の程度

と持絞はGAの種類および濃度により異なる。調査したGA

ではその効果の強さは 2,2-dimethylGA4 >GA? 

>GA3 >GA4 >GA1 = GASの順であった。 GAに対する感受

性は敏感な順に乳頭突起．花弁の発連．花糸の伸長，花粉

の成熟となり．花粉の成熟に最も大量のGAを必要とした。

また、正常な花器官が発連するためにはGAが存在し続ける

必要があり． GAの添加を中止すると花器官は再び未発連と

なった。

これらの結果から．花器官のうち少なくとも花弁の発連

花粉の成熟および花糸の伸長にはGAの存在が必須であると

結論される。

laAlO 
アカパンカビの野生株および集落型突然変異株の菌糸成長過程

におけるオーキシンおよびジペレリンの作用 佐々 奈緒美、

富田香織＼別所広隆＼中村卓造＼村山肇子＼中村輝子（日

女大・理・物生， 1 昭和薬大•生物 2関東学院大・エ）

アカバンカビ野生株74Aにおいて、オーキシンおよびジベレ

リンが若い菌糸の伸長を促進し、オーキシンとジベレリンの相

互作用が相加的であることをこれまでに報告した。また、オー

キシンとジベレリンは、若い菌糸の伸長に続く分枝に影響をお

よぼし、特にオーキシンが菌糸の伸長の先端優性に深く関わっ
ている可能性について報告した。今回は、分枝菌糸伸長を含む

菌糸成長過程におけるオーキシンとジベレリンの役割について

さらに詳細な検討を行なった。また野生株に加え数種の集落型

突然変異株を用い、菌糸成長過程におけるオーキシンとジベレ

リンの作用とオーキシンの内生量の変動について野生株との比

較検討を行なった。分生子の前培養、採取方法等は、これまで

と同様に行なった。菌糸伸長および分枝菌糸の観察は、前回と

同様にカバーグラス上に寒天を含む培地を塗り付け、約20個
の分生子を接種し 26℃暗黒中で培養後、オーキシンあるいは

ジベレリン処理しさらに数時間同条件で培養後顕微鏡観察し測

定を行なった。内生オーキシンについては、分生子を液体振盪

培養した後濾過し菌体と培地を分け、常套法により抽出し高速

液体クロマトグラフィーを用いて分析を行なった。野生株の菌

糸成長において、菌糸先端からはじめて分枝菌糸が出現する場
所までの長さは、対照に対してジベレリン処理された場合には

短く、オーキシン処理された場合には長かった。集落型突然変

異株の中の 1種は、オーキシンにより菌糸成長が促進された。
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laAll 
ウキクサ、 Lem四 gibbaG3、の老化と若返り。その特徽と

タンパクパタンの変動

定金豊、岡崎裕美、中島秀明（岡山大・理•生物）

ウキクサのフロンドの老化と若返りは、 Ashby(1949)に

よって最初に報告された大変興味のある現象である。 1枚の

フロンド（母フロンド）に着目したとき、それが左右のポ

ケットで交互に生産する娘フロンドの表面積は母フロンドの

老化にともなって減少する。大体十数個の娘フロンドを生産

した後、母フロンドは死を迎える。老化した母フロンドから

生産された娘フロンドは、自身より少し大きいフロンドを生

産する。数回これを繰り返した後、娘フロンドの大きさは最

初の母フロンドの大きさに戻っていく。これが若返りの過程

である。この二つの過程により 、結果として集団は老幼のフ

ロンドからなる。 Ashbyによって発見されたこの現象を確

認した後、この老化と若返りの過程におよぽす植物ホルモン

の影響をまず調査した。しかし老化の過程は影響を受けな

かったが、若返りの過程はABAによって阻害された。フロ

ンド単位面積当たりのタンパク量は、それぞれの娘フロンド

で変化しなかった。さらに二次元電気泳動パタンによるタン

パクの構成の変化を比較して、それぞれの過程に特有に変動

するタンパクを同定する試みを報告する。

laBOl 
ジャガイモ塊茎のリポキシゲナーゼ反応系に関わるコルネル酸

合成酵素活性の分離と性質 和ff1清伸．地阪光生、横田一成、

滝波弘ー（鳥根大・農•生物資源科学）

詣肪酸ヒドロペルオキシドは、植物に広く分布するリポキシ

ゲナーゼ (LOX)の作用で生じた後、解裂や閉環反応を経て、

短鎮のアルデヒドやアルコールおよびジャスモン酸等の生痩活

性物質に変撲されて植物の様々な生理機能に関与する．ジャガ

イモ塊茎の区以反応系では、詣肪酸ヒドロペルオキシドからジ

ピニルエーテル結合を有するコルネル酸 (CA) が生成するが

このような反応系は他にあまり例がない．本研究では、この CA

を合成する醇素の単離と諸性質の解析を試みた．

CA合成酵素はジャガイモ塊茎粗抽出物のミクロソ ーム直分に

回収され、 0.5'JfiDOC処理によりそのほぼ100％が可溶化された．

この可溶化酵素をDEAE-セルロース陰イオン交換クロマトグラ

フィ ー （直纏濃度勾配溶出）にて分面したところ、 2つの活性

ピークが現れ、各酵素揖品の精製度は租抽出物に対し 151音およ

び6倍であった． 一方、可溶化画分をゲルろ過HPLCにて分析し

たところ、活性ビークは分子量200ゆ吐入上の高分子量領域に検

出された。傷害ストレス下で、LOX活性は時間の経過とともに

堪大したが、CA合成酵素活性は減少し 24時間後には活性がほ

ほ消失した．また.CAはジャガイモ塊茎LOXを拮抗阻害するこ

とが報告されているが、今回、同LOXに対するCAの作用をより

詳細に検討したところ、低濃度のCAはLOX活性をむしろ促進し

た．以上の結果より CAはジャガイモ塊茎の LOX反応系の潟節

因子の一つであることが示咬された．



laB02 
キュウリ実生リポキシゲナーゼの発現様式とその生理的役割について

紐止、墜璽、潤瑛治、桐原忠彦、長街蛭 仙口大・農．

坦資原、1阪大・蛋白研）

リボキシゲナーゼUめは、リノー）頃雙、リノレン酸などの不鉤和脂

諜に分子状酸素を添加する酵素で動憎物界に広く見いだされている。

キュウリでは乾燥種子に 1..0(活性は検出されないが、発芽3日目から

紐に高まり、5~6日目をピークとした一過的な銹導が見られる。

また、根には至適出の巽なるアイ‘ノザイムが存在し、その活性は 3

日目に弱いピークが見られ6日目以降も長く保持されている。そこで

我々はキュウリ子葉、根における I.IX遺伝子の発現様式の解明と子葉

における 1..0(の担郵併躇！の解明を試みた。

これまでに子葉、根 1..0(のJぃを単離し、その構造を明らかにして

おり、また各遺伝子に共通なプローブ及び特異的なプローブを用いる

ことにより、両遺伝子を区別して検出する系を開発した。この系で

闊ブロッティングを行った結果、子葉における 1..0(活性発現が転写

レベルで制御されること、その遺伝子発現が光により負に制御される

ことが示された。また、根に特異的なプローブを用いた系で子葉山(

濁云子がほとんど検出されなかったこと、および子葉とは違った根の

Oけ卦生発現が転写レベルで制御されていることから、両心（遺伝子

ヵ空間的時間的こ異なった告阻財船しで発現していることが示された。

現在、子葉9(l#H封旨質中のリノール酸もよい基質とすること、子

葉Oり封生の銹導様式と子葉における貯蔵脂質の減少様式が極めて一

致することから本酵素が脂質分解、すなわち炭素源転流に関連してい

る可能性について検討中である。

laB03 
キュウリ子葉リポキシゲナーゼはトリグリセリド油水界面上で

酸素添加する

松井健二、梶原忠彦（山口大・農・生物資源）

リボキシゲナーゼはリノール酸、リノレン酸などの不鉤和脂

肪酸に酸素添加する酵素である。キュウリ種子を発芽させると

本酵素は発芽 3日目から急激に合成されるが、その発現様式は

種子貯蔵脂質の分解と高度に相関している（1)。そこで、我々は

本酵素のトリグリセリドヘの反応性について検討した。本酵素

は＆rnArabicで懸濁 したtriI inoleinに対して顕著な酸素添加

活性を示し 、リノール酸を基質にした場合、リノール酸エマル

ジョンの崩壌するi:tl7から活性が急激に低下したのに対し、

tri I inoleinを基質にした場合は、出 9,0まで高い活性を維持

すること、 trilinoleinに対する酸素添加は、時間と共に反応

速度が低下すること、 trioleinによって形成したエマルジョン

との前処理でほぼ完全に活性を失うこと 、などを観察した。こ

れらの結果は多くのリパーゼに知られている油水界面上での触

媒反応、つまり、 scootingroode、で本酵素がtri I inoleinに作

用していることを示す。つまり、キュウリ子葉リポキシゲナー

ゼは油水界面を認識し、その界面に非可逆的に吸着した うえで、

その酸素添加反応を触媒すると考えられる。こうした結果をも

とに、リポキシゲナーゼが脂肪性種子発芽時の脂質分解に関与

している可能性について報告する。

(I) Matsui, K., Irie, M., Kajiwara, T. and Hatanaka, A. (1992) 

Plant Sci. 85, 23-32. 
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laB04 
ニチニチソウ培養細胞の細胞外酸性ホスファターゼアイソザ

イムの精製とその諸性質

田中正浩、城市篤、桜井英博（早稲田大学・教育・生物）

ニチニチソウ培養細胞ではリン酸欠乏時に高親和性リン酸

取り込み活性が上昇し (Furihataら、 1992)、また、培地

中へ細胞外酸性ホスファターゼが放出される。このホスファ

ターゼには4種のアイソザイム (I、ǹ m、W)が存在する

が、 I、I、Nはリン酸欠乏により誘導され、 mは構成的に

発現している。我々は、これまでに I、I、mを精製し、そ

の諸性質について報告した (Joichiら、 1992,1993)。

今回、 Nを精製した。 これまでと同様に培地の50-85％飽

和硫安画分をゲル濾過 (Toyopearl HW55)、陰イオン交換

(MonoQ FPLC)にかけ、 I、n、m、W に分画し、さら

にゲル濾過 (Superdex75 FPLC)により、 Nを電気泳動的

に単一に精製した。 Nの分子量は SOS-PAGEで43kDaで、 4

種のアイソザイムの中で最も小さかった。至適 pHは5.0であ

り (I、Iは、 4.5、mは5.0)、最も中性寄りにあった。p-

ニトロフェニルリン酸、Bーナフチルリン酸をよく分解したが、

糖リン酸に対する活性は低かった。

mのN末端アミノ酸配列の決定のため、粗精製標品を

SOS-PAGE後、 PVDF膜ヘブロット、目的バンドを切り出

し、気相シークエンサー (ABI社 477A)にて分析した。 N

末端から10残基までの配列： IPTTLDGPFK。

laB05 
ゼンマイ胞子葉緑体におけるプロテインキナーゼとその生理的基質

の単離

蒲池浩之、近藤憲作、水上史之、井上弘（富山大・理•生物圏環境）

ゼンマイ胞子の葉緑体チラコイド膜には、高等植物の成熟葉にお

けるものに比ぺて多数のリン酸化タンバク質が含まれているが、そ

の生理的意義についてはほとんど分かっていない。そこで我々 は、

これを明らかにするための第一段階として、ゼンマイ胞子葉緑体チ

ラコイ ド膜に含まれるプロテインキナーゼとその生理的基質を単離

することを試みた。

ゼンマイ胞子葉緑体チラコイド膜に含まれるプロテインキナーゼ

の一部は、葉緑体チラコイド膜の凍結・融解処理によって、それら

の生理的基質と共に可溶性画分として遊離する。本研究では、この

可溶性画分（粗拍出液）を出発材料として用いた。

粗抽出液には、約8種類のリン醸化タンバク質が存在し、 主に

38kDと31kDボリペプチドが顕著にリン醸化されていた。38kDポリペ

プチドは、電気泳動により分離したゲル中においてもリン讚化され

ることから、自己リン酸化能を持ったプロテインキナーゼであるこ

とが示された。この自己リン醸化能を目安にしてこのキナーゼを精

製したところ、自己リン讚化能のない42kDボリ ペプチ ドをサプユニッ

トに持っていることが分かった。また、このキナーゼのゲルろ過に

よる分子量は、 68kDであった。次に、このキナーゼ (Pl68)の生理

的基質を同定するために、熱処理した粗袖出液と 1'168を再構成し＇）

ン醸化させることを試みた。結果は、 3lkDボリペプチドが1'168の特

異的基質であることを示していた。また、 3lkDボリペプチドは、ゲ

ルろ過による分子量が15(1<Dであったため、生体内では4量体として

存在していることが推測された。



laB06 

ステビオール合成酵素の検出と特性

金勤瑳~.柴田均．山下寛
島根大学農学部応用生物機能学講座

ステ ピア植物 (Steviarebaudiana)は 多 量 に

甘味配糖体を蓄積するが，そのアグリコンである

ステビオール (13-hydroxykaurenoic acid)の合

成酵素についての知見は得られていない．ステビ

オール合成はジベレリン合成経路からの分岐点

であり，ステビオシド蓄積の重要な stepである．

基質であるKaurenoicacid (KA)はヒマワリの未熟

種子のアセトン-extractから lLCと HPLCで純

粋精製し， GC/MSで KAであることを確認した．

KAと 14C-CH3Iから 14C-Me-KAも調製した．ステ

ビア葉 か ら 調 製 し た ， Chloroplast,Mitochondria, 

Microsome, Soluble fractionと KAをincubation後，

生成物 を HPLCと GC/MSで 分 析 し た 結 果 ，

NADPHと FADに依存して， stromafractionでス

テビオールの生成が検出された．また

14C-methyl-KAから 14C-methyl-Steviolが同じ条件

下で生成することも確認した．

laB07 
植物イミダゾールグリセロールリン酸デヒドラターゼの新

規阻害剤はヒスチジン生合成阻害によって除草作用を示す。

多田幸代，波多野美香，中山由美子， RaymondeFonne-

Pfister'，太田大策（日本チパガイギー（株）国際科学研究所，

'Ciba-Geigy Ltd., Switzerland) 

イミダゾールグリセロールリン酸デヒドラターゼ (IGPD)

は、微生物及び植物においてヒスチジン生合成経路に関与

する酵素の一つである。昨年の本大会において、我々は 、

小麦IGPDcDNAの単離及びパキュロウイルス発現系による

大量発現について報告した 。今回は、 IGPD反応の基質の構

造に基づいて合成した新規 IGPD阻害剤 (IRL1803及び

IRL1856)の組み換えIGPDに対する阻害様式及び小麦に対す

る除草活性について報告する。

両化合物の小麦IGPDに対する阻害定数は約10nMで、同程

度であったが、 IRL1803はslow-bindingtype inhibitorの性

質を示した。パジル培養細胞を用いた実験では、 IRL1803

は、IRL1856に比べて 10倍以上の強い生育阻害を示した。

また、これらの生育阻害はHisの添加により完全に回復した。

次に、発芽後 4日目の小麦植物を、これらのIGPD阻害剤 (4

kg/ha)で処理したところ、著しい生育阻害がみられた 。

IRL1803処理した植物からはIGPD活性は全く検出できなかっ

たが、Westernblottingにより IGPDタンパクの存在が認めら

れた。このことは、 IRL1803処理植物におけるIGPD活性の

消失は酵素量の減少によるものではないことを示唆してい

る。すなわち、 IRL1803及びIRL1856は、植物中でIGPDを

阻害しヒスチジン生合成を抑制する新規除草剤である。
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laB08 
マッパポタン (Portuiaca 配ー~ Hook.）カルスにおける

チロシンヒドロキシラーゼの精製とその性質

小林直子、寺本進（熊本大・理•生物科学）

ペタシアニン生成の制御機構を解明するために、マッパポタン

の赤色カルスを材料として、ペタシアニン生合成におけるチロ

シンからDDPAへの流れに藩目している。

その結果、赤色カルスより抽出した粗酵素液中にチロシンヒド

ロキシラーゼ活性が検出され、さらにその活性のビークはペタ

シアニン量のビークの前で観察された。これより、ペタシアニン

生合成にチロシンからDOPAへの水酸化を触媒するチロシンヒト}

ロキシラーゼが深く関与していることが示唆された。

しかしながら、この酵素は動物、菌類においては詳細に調ぺら

れているものの、植物においてはまだ見つかっておらす、精製も

未だに行われていない。そこで本研究では、赤色カルスから、DEA

Eイオン交換クロマトグラフィー、ヘパリンアフィニ ティ ークロ

マトグラフィーそしてセファクリルS-200ゲル濾過によリチロ

シンヒドロキシラーゼを単雌・精製した。その結果、ゲル濾過に

より分子量は48000、最適pHは8.0であった。Km値は 1.6mMで、金属

塩は銅、カルシウムイオンにより促進された。ま た各種試薬に対

する影響は2-ME、DTTで阻害された。以上のことより 、本酵素は

基質としてモノフェノールであるチロシンのみを水酸化し、ジ

フェノールオキシダーゼ活性を持っていないので、チロシンか

らDOPAへの水酸化反応を特異的に触媒する水酪化酵素であると

考えられる。

laB09 
ペタニジン分解酵素について

公文慶朗、斎藤裕之、竹中秀行、加藤研治（塩野羹製薬．油日

ラポ）

Betacyaninは中心子目植物に存在する含窒素色素であり合成

系以外にbetaninの分解酵素が存在することが知られている。

今回、 betaninの前駆体であるbetanidinを分解する酵素ニ

種(BDE,、 BOE,）がヨウシュヤマゴポウに存在することを見

出だし、抽出精製した。 BOE,の分子量は49,000、 BOE,の分

子量は54,000, 至適 pHはいずれも 6.0であった。 Betanidin

に対する BOE, のKmは2.5 X 10—• II、 BDE，のKmは1.2 X 10―4 

11であったが、 betaninはほとんど分解しなかった。 BOE,ぉ

よび BDE，はbetanidinにglucoseが付加する前にbetanidin

を分解している可能性が考えられる。さらに betaninを分解す

る酵素(BDE,）についても精製し、性質を調ぺた。 Betanin分

解酵素は分子量 28.000であり、至遍pHは 3.0であった。この

酵素は betaninの aglycon部分を分解すると共に~-glucosi-

dase活性を持ち glucoseを遊離させたが、直接 betanidinを分

解することはできなかった。 BOE,、 BDE,、および BDらの

主な代謝産物は紫外、可視部吸収スベクトルが一致することか

ら同じ物であると思われる。

秋季に赤色化した果肉のBetanidin分解酵素活性は縁色の果

肉とほとんど変わらなかったが、 betanin分解活性(BOE,)は

かなり低下しておりこれがbetanin蓄積量の増加に関与してい

る可能性が示唆された。



laBlO 
フェレドキシンイソタンバク質蓄積が示すトマト果実クロモ

プラスト形成の 2つの経路

育木考． 和田敬四郎 （金沢大・理•生物）

トマト (Lyco芦 rsiconesculentum)は、少なくとも 5つのフェ

レドキシン(fd)イソタンバク質を持ち、果実では 5つのFdが蓄

積するが、成長に伴う増減のバターンが各々異なっている。し

かしその増減バターンはライプニングにおける果実紐織の赤色

化とは撫関係のようであった。そこで、 Fdイソタンバク質の蓄

積とプラスチドの形態との関係を明らかにするために、単離し

たクロロプラストとクロモプラスト中でのFdの蓄積バターンを

調べてみた。するとFdOと名付けたイソタンバク質は、緑色果

実全体からは検出されるにもかかわらず、緑色果実から単離し

たクロロプラストには存在しないことがわかった。一方、赤色

果実から単離したクロモプラストにはFdOを含む全てのイソタ

ンパク質が、赤色果実全体と同じように蓄積していた。これよ

り緑色果実中にFdOの豊富なクロロプラストとは別のプラスチ

ドが存在する事が予想され、 FdOが根にも蓄積すること、 FdO蓄

積は光非依存的なことから、このプラスチ ドは非光合成的であ

ると考えられる。さらに果実内部の組織ごとのFdO蓄積のライ

プニング前後での変化から、 2種類のプラスチドが共に、同時

的にクロモプラストに変換されていることがわかった。

laCOl 
形質転換型ランソウ~ sp. PCC 6803 
及び好熱性ランソウSynechococcusvulcanusのフェ

レドキシン遺伝子のクローニング

仲本準、鈴木豊子（埼玉大・理•生化）

チトクロームやフェレドキシンなどの鉄を含む蛋

白質は、種々の代謝系で重要な役割を果たしている。

鉄濃度が変化する生育環境条件下で十分な生育を維

持するために、このような鉄を含む蛋白質の発現が

どのように調節されているのかを調べるために、ま

ず、形質転換型ランソウ~ sp. PCC 
6803のフェレドキシン遺伝子のクローニングを行い、

その構造を明らかにした。この遺伝子は、ゲノム中

にーコピー存在したが、相同な他の遺伝子の存在も

示唆された（現在この遺伝子をクローニング中であ

る） 。フェレドキシン遺伝子の転写産物の蓄積量は、

培養液中の鉄濃度に依存して変化した。このランソ

ウのフェレドキシン遺伝子を用いて、好熱性ランソ

ウSynechococcusvulcanusのフェレドキシン遺伝子

をクローニングし、その全構造を決定した。

現在、これらのフェレドキシン及びその他の鉄を

含む蛋白質の遺伝子の発現に及ぽす鉄濃度の影響を

比較している。
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laC02 
ラン藻Plectonemaboryanumでのトウモロコシ・フェレドキシン

イソ蛋白質の機能的発現

松村智裕，藤田祐一，長谷俊治（大阪大・蛋白研）

フェレドキシンr叫i,光化学系 Iで励起された電子やビリ

ジンヌクレオチド由来の電子を様々な物質代謝系に伝達 ・分配
する．植物には， 2種類以上のFdの存在が知られており． トウ

モロコシにも葉や根における発現様式が異なる2種類の田イ ソ

蛋白質． Fd1(光合成型）とFdlII（非光合成型）が見出され，生理的
に分業している可能性が示唆されている．本研究では， トウモ
ロコシFdl,FdIIIの機能特性を解析する一手段として，これら

の分子をラン藻Plectonemaboryanum内で発現したところ， 表現

型に与える影響が異なっていたのでその結果について報告する．

大腸菌のtrcプロモーター下においたFdl及びFdlIIの成熟体領
域のみをコードする遺伝子断片を大腸菌とP.boryanum間のシ

ャトルベクターpPBH201に挿入した発現プラスミドを構築し．

ラン藻の形質転換体を得た．これらはラン藻自身のFdに加えて，

鉄・硫黄クラスターを備えたFd1あるいはFdIIIを有していた．

Fdlを導入した株は．コントロールと同じよ うな表現型を示し

たが'Fdl))を導入した株は．独立栄養培地で顕著な生育阻害が

見られ，培地にグルコースを加えることでその阻害が緩和され

た．このような表現型の相異は．両Fdの物性の差，例えば酸化

還元電位(Fdl: -423m V, Fdlll : -345m V)が異なることに起因す

るものと考えられる．現在，大腸菌JacP.遺伝子を用いてtrr:プロ

モーターのラン藻内での発現を制御することにより 'FdlIIの発

現誘導の過程とラン藻の生理状態の変化の様子を時間を追って

解析しつつあり．その結果も合わせて報告する．

laC03 
プラストシアニンとPSIとの相互作用に及ぽすPsaFサプユ

ニットの役割

1 2 1 3 日比野隆， LeeByung Hyun"', 高倍昭洋， （名城大・理

工， 2名古屋大•生物分子応答センター， 3名城大・総合研
究所）

高等植物におけるPSI複合体のPsaFサブユニットはプラ

ストシアニンドッキング蛋白質と呼ばれ．プラストシアニ

ンがP700を特異的に認識し．効率のよい電子移動を行なう

上で重要な役割を果たすと考えられている。しかし，シア

ノバクテリアではPsaFサプユニットが上記反応に関与しな

いことが示されている。我々は， PsaFサプユニットの役割

を明らかにするために，キュウリからpsaF遺伝子を単離し．

その結果について報告した。今回， PsaFサプユニットの役

割に関して更に検討したので，その結果について報告する。

PsaFサプユニットのPSIおよびプラストシアニンとの相互

作用をin vitroで検討することを目的として． psaF遺伝子

の大腸菌における発現を試みた。 PsaFサプユニットのシグ

ナルシーケンスを全て含むプレカーサーPsaF, N-末端部

分を削除した中間サイズPsaF．まったく含まない成熟型

PsaFをコードする遺伝子を作成し大腸菌で発現させた。そ

の結果は，いずれの場合も PsaF蛋白質の蓄積が認められ

なかった。そこで，同様の遺伝子をシアノバクテリアで発

現することを試みたところ． PsaF 蛋白質の蓄積が認めら

れた。現在，その局在部位等について検討を進めている。



laC04 
光化学系 II膜・酸素発生系の光再活性化反応における
チトクロム b559の役割

水澤声側，山下魏 （筑波大•生物）

私達は、前学会でトリス処理で Mnを除去した系 II膜の
高電位型チトクロム b559は、 1MNaClを加えると醸化
型に変わるがMnを電子供与体とする酸素発生系の光再活性
化初期反応で光還元される事を報告した。 本研究では、閃
光照射でトリス処理系 II膜を光再活性化し、高電位型チトク
ロム b559の光還元が Mnークラスターの再構築に直接関与し
ている可能性を調ぺた。 その結果、チトクロム b559は、酸
素発生系の光再活性化において電子受容体として機能する事
がわかってきたので報告する。

トリス処理系 ll膜では、約 1/3のチトクロム b559が萬
電位型で存在し、その大部分は還元型で安定だが、反応液の
NaCl濃度を 1M に上げると酸化型になり、その酸化され

た高電位型のうち 1/3は、低電位型に移行した。 この 1
M NaCl を含む系 II 膜懸濁液に、 Mn 2 • ・ Ca2十を加え、

1秒同隔で閃光照射すると、 2発目で低電位型から萬電位型
への回復が顕著に起こり、それに続き還元型チトクロム
b559の蓄積、最後に酸素発生能の回復が起こった。 また、
還元型チトクロム b559の蓄積と酸素発生能の回復はともに閃
光間隔が0. 2~  1秒の時に最大値を示した。 更に、 1)

光再活性化による還元型チトクロム b559の蓄積と酸素発生能
の回復は、ともに DCMUにより阻害される事、2)光再活
性化の際に DCPIPを添加すると、温元型チトクロム
b559の蓄積速度は著しく低下するが酸素発生能の回復には影
響しない事から、面電位型チトクロム b559は系 II還元側の
QB部位以降から電子を受容する事が示唆された。

laC05 
化学合成独立栄投細菌と光合成細菌のフ ェ レドキシン•NADP'
還元酵素の比較生化学

引地進、福森義宏（束__[大•生命理工•生命理学）

化学合成独立細菌は無機物の酸化によって生育に必要な工

ネルギーを得ている細菌である。そのATP生成楼構は多くの

研究によって明らかにされつつあるが、それに比べてNADPH

生成楼構の詳細は不明である 。そこで私達は化学合成独立栄

養細菌Nitrobactcrwinogradskyi (N. win.）および、本細菌との近

い系統関係が示唆されている紅色非硫黄光合成細菌

Rhodopseudomonas palustris (R.pal.)から NAD p+ red uctaseを精製

し、その諸性質を比較検討した。両酵素の分子鼠はそれぞれ

36000,38000であり、生体内では共にホモダイマーとして存

在している。また蛍光分析より補欠分子族はともにFADであ

り、それらの分光学的性質はお互いによく似ていた。両酵素

のN末端アミノ酸配列 (20アミノ酸）はほぽ同じであった。

さらに両酵素はNAD1より NAD戸に裔い基質特異性を示し、

クロロプラストを用いた光還元系でNADPH生成活性を示した。

光合成細狛における本酵素の電子供与体はフェレドキシンで

あると思われるが、化学合成独立栄養細菌の電子供与体につ

いては明らかでなかった。しかし今回可溶性のチトクロムc

550がNADP喝わ元系に関与していることが示唆されたので、

co涸定のための光エネルギー非依存性NADP十還元系を精製

酵索を用いて再構成することを試みた。
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laC06 
ホウレンソウ強結合型フェレドキシン一州庄還元醒素の構造

先浜直子，西村和泉，小幡茂裕l •新勝光

（神戸大・理•生物． 1キシダ化学・研究開発グループ）

ホウレンソウチラコイド膜に結合する内Rには強結合性のも

の（国打）と弱結合性のもの（FNt-L)とが存在する。ゲル炉過

による分子量は43,000と78,000で，前者は 1分子，後者は2分

子の単量体nR(n8M)と随伴タンバク質との複合体と考えら

れる。両複合体に含まれるFm---Mの一次構造が必ずしも同一で

ないと考えられる事象が報告されている。即ち， N末端アミノ

酸としてQをもつものと くQをもつものが見出されること，ま

た成熟国1のアミノ酸配列から求められたあ労い駐iアミノ酸

はVであるのに， cDl'W7:)塩基配列から求められたものはFであ

る。そこで本研究ではまずFNt-Tに含まれるnRMについてN

末端とあ労虹居目アミノ酸を調べた。

N末端分析に用いたFffl-Tは，Fffi-Lを抽出除去した葉緑体

からアセトン分画，田3-P心：．内別摸へのエレクトロプロット

により単離した。膜上のFNt-M吸着部分を切り出し，直接シー

ケンサーで分析した。また 269残基目アミノ酸の分析に用いた

暉 Tは．アセト ン分画後アフィニティクロマトによって精製

した。アルギニルエンドペプチダーゼ消化後， Tricine-Sffi-

P心 ，エレクトロプロットによりあ労虹居目を含むペプチドを

P¥iF'膜上に取り出し，アミノ酸配列を分析した。Vが検出され

た。従って．Fl'll-Tに含まれる旧いりはQをN末端としあ労し

基目アミ ノ酸としてVをもっn8である。同様の分析をFffi-L

についても進めている。

laC07 
系1粒子に結合するフェレドキシンーNADP還頑酵素のN末

呻
酒井幸三 唐木裕子［新勝光＇ （積水化成品口距杓芯斤，

神戸大・理• 生物）

酒井らは1991年度年会でフエリ シアン化カリと迦Cl2を含む

溶液を使用して．ホウレンソウから高＂皿問玉伍品性を示し

FNRを結合する系 1粒子を単離したことを報告しに この方法

でフエリシアン化カリは系 1粒子の光化瑕甜生の失活防止

馳Cl2I北NRの脱落防止に役立つ。本研究では諸条件を検討し

さらに附昧粍漬じ多い系I粒子を単離しt::oflNR/P700はl.3,
NAD匹 舌 性 は161μ印INADP／祗hl/hであった)

チラコイド膜には強結合型阿Rと弱結合型flNRとが結合して

いるが，系 I粒子に結合する阿肋iいずれに属する力を明らか

にすることは両者が異なる生瑣翔唸りを持つ可能性があるこ

とから非常に重要である。単離系I粒子のflNRは賄面甜蹄拠

理にも脱落しないことから強結合型と思われるが，このことを

確かめるためにN末端アミ ノ酸を分析しに何故なら最近我々

咽陪室では爛語型暉のN栽鉗こはグルタ ミン，弱結合四

には 7 — ピログルタ ミ ン酸が配列していることを見出したかり
である。単離系 1粒子を35％アセトン中d鉗藷腹頃！してFNR
を抽出し，75％で沈殿としにこのアセト乃姐ミを抽出処理し，

SOS-PAGEとエレクトロプロットでPVDfl膜上にflNRを回収した。

吸着部分の切片を直接気相塑シークェンサーで分析すると，グ

ルタミンが検出されt::oこの結果は系 1粒子に結合する附肋ゞ

強結合型であることを祁唆する。



laC08 
ホウレンソウ大型FNRに混入するNAD依存フラビン酵素

三上覚梃木全由佳新勝光（神戸大・理•生物）

ホウレンソウから高度精製した大型F煎試料をSOS-PAGEで分

析すると． FNRの33kDaバンドに加えておkDaバンドが現れる。

このバンドは 当初コネクテイン由来のものと考えられたが．

本漏院によって．混在するM叫存フラビン酵素のものである

ことがわかった。このフラビン酵素の細胞内分布はまだl1月畜で

ないが．単離策緑体からアセトンや硫安司＂出できる 。そこで

FNRの精製とば巡系なく，睛厨随孔．その性質を謁ゞt-
ホウレンソウ葉のアセトン抽出と分画，磁安分画，フェニー

ルト ヨパール，マトレックスレッドA. フェニール-5渭． DEAE
-5渭の各クロマトによって高度に精製しt:oFADを含有し．典

型的なフラビンタンパク質の吸収スペクトルを示す。吸光度比

(A◄ 5 s/A213) は0.171 で高度に純化されている。 分子量はSDS
PAGEで茨ikDa.ゲルろ過でおkDaで、この差の原因は在凡 NADH
を基質に高いジアホラーゼ活性を示す。NADHのには0.1逼止ユ

ビキノン， フェニール-pーキノンなども電子受容体となるが，

フェレドキシンとの問名6了授受はない。

高度に精製した大型阿註荘斗にこのフラビン酵素が混入した

のは精製全工程可司4丸｝に分画され吸収スペクトルが酷

似していたことによる。特にフェレドキシンカラムヘの同峙

吸着は予想外のことであっに精製初期のアセトン分画はフラ

ビン酵素から大型阿Rを解体して排除するのに効剌内な操作で

あるが．大型附Rからフラビン酵素を排餘するのに有効な手段
はまだ見出せない。

laC09 
ホウレンソウ葉緑体包膜の電子伝達タンパク質

村田善則、 高橋正昭 （甲南大・理•生物、大阪
府大・農・応用生化）

緑色植物では光合成により、葉緑体内の反応はも

とより、細胞質で行われるエネルギー要求性の反応

を駆動する還元力を供給している。昨年の本大会に

おいて、我々は、光照射された無傷葉緑体かシトク
ロム c (Cyt c)を還元することを見いだし、その反

応が葉緑体包膜に局在する電子伝達系によることを

報告した。そこで、葉緑体包膜から、電子伝達タン

パク質の精製を試みた 。 P—オクチルグルコシド
(OGP)により可溶化された包膜タンパク質を、ヒド

ロキシアパタイトに吸着させ、 KH2P04で溶出した。

Cyt C 酸化活性を有する溶出画分を、続いてゲル濾

過にかけた。溶出液の示すSDS-PAGEのパターンと

Cyt C酸化活性の比較から電子伝達活性を示すタン

パク質を同定した。この酸化還元タンパク質の葉緑

体包膜外膜での局在性と電子伝達活性の局在性とは
一致した。その他、酸化還元電位、アミノ酸配列、

包膜酸化還元タンパク質を再構成したリポソームに

おける電子伝達などについて報告する。
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laClO 
ホウレンソウの葉緑体包膜を構成するタンパク質の同定とそ

の局在性

譴麻喜．菓四康浩．小湿輝佐藤和彦 （姫路工大・理 ・

生命科学）

葉緑体の包膜は、イオン輸送や代謝産物輸送、脂質合成と

いった重要な役割を果たしている。しかし、それらの機能を

担っているタンパク質はほとんど同定されていない。 一方、

最近は遺伝子クローニングの技術によって発見され、アミノ

酸配列も解析されたのに、機能については全く解明されてい

ないタンパク質が多く報告されるようになってきた。これら

のタンパク質については内・外包膜のどちらに存在するのか

さえも確定されていないのが現状である。我々はホウレンソ

ウ葉緑体の内・外包膜を分離し、それぞれに含まれているタ

ンパク質のN—末端アミノ酸配列を分析してきた 。 同定でき

たタンパク質の局在性を調ぺてみると、報告された側とは異

なる方の膜にも存在しているタンパク質があった。これは包

膜の分離がうまく行かず、お互いの画分に混入しているか、

報告されているタンパク質の局在性が実は違っているという

2つの可能性が考えられる。そこで、連続密度勾配遠心によ

り包膜を分離し、各画分について電気泳動を行ってタンパク

質がどのように分布しているのかを調ぺたので報告する。

laDOl 
パルスケイ光法による光合成の低温光阻害および低温光

耐性の解析

津山孝人、絹印欝、北ll困浩、小林善親 0汰・農・林）

低温光照射による光合成阻害について低温耐性植物（ト

ウヒ）および低温感受性植物（イネ）を用いて解析した。

光照射下において 30℃から 0℃まで一定の速度で温度

を変えながらパルスケイ光測定を行うと、 24゚ および

1 1℃において QAの酸化還元状態が急激に変化し、

2℃でQAはすぺて還元された。このようなQAの過剰

還元はイネ・トウヒでともに観察される。 QAの過剰還

元のもとでは、弱光照射下においても系I1の量子収率が

時間とともに低下した。しかし、光合成活性の阻害はイ

ネにおいてのみ観察される。低温光照射下・低温暗所で

の置子収率、光利用効率、光合成活性の変化を測定した

ところ、低温光照射下で見られた量子収率の低下は、イ

ネの場合系II阻害によるものであり、 トウヒの場合系II

内での光利用効率の低下によるものであった。これらの

結果をもとにトウヒの低温耐性とキサントフィルサイク

ルとの関係についても考察する。



laD02 
直鎖電子伝達反応におけるH+/e比について

小林善親、 S.Neimanis, U. Heber（九大・農・林学、

Univ. Worzburg) 

光合成はどのようなストイキオメトリーで行われて

いるか。化学量論比は、電子伝達、 H十輸送、 Qサイ

クル、 ATP合成、 CO2固定などの反応とその共役

機構にかかわる未解決の問題である。このような研究

を行うため、直鎖電子伝達速度、サイクリック電子伝

達速度、 H十輸送速度、△ H+、 e/02比、 ATP、

光強度、量子収率、 CO2固定など多現象同時測定法

の開発と改良を試みてきた。ここでは、無傷葉緑体お

よびチラコイド膜の定常状態での直鎖電子伝達反応に

おけるH+/ e比の測定結果について述べる。無傷葉

緑体においてN02―、メチルビオローゲンを受容体

としたとき H+/e=3、チラコイド膜においてメチ

ルピ オローゲンを受容体としたとき tt+/e=3、

フェリシアン化カリウムを受容体としたとき H+/ e 

=2であった。これらの結果は、水から光化学系 Iへ

の直鎖電子伝達においてQサイクルは常に機能してい

ることを示している。

laD03 
光化学系II反応中心に結合した 15—シス—仕カロテンの検出

1 1 Bialek-Bylka, Grazyna ·輌連也•佐藤公行・小山妻

（関学大理．岡山大理／基生研 1)

光合成系のカロテノイドは光保護作用と補助集光作用の 2つの役割

を濱じているこの 2つの作用に関連して．紅色光合成細菌ではカロ

テノイドのコンフィギュレーションの自然選択が行われている．すな

わち光保護作用が主要な役割であると思われる光反応中心では15シス

体が．禰助集光作用が主要な役割であると思われるアンテナ複合体で

は全トランス体が選択されている．

光化学系II反応中心と紅色光合成細菌の光反応中心との間には．電

子伝達系とペプチドのアミノ酸配列に関連して相同性が見出されてい

る．したがって．光化学系II反応中心に結合したPーカロテンが15シス

構造をとっていることが期待される．し かし．光化学系II反応中心か

ら15ーシス＿P-カロテンを検出する最初の試みは失敗し．紅色光合成

細菌の場合と異なり全トランス体が結合していると結論された．

今回．完全な暗所・低温 (~4•c) で光化学系II 反応中心から P—力

ロテンを抽出し．低温で高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を行い．

2次元検出器を用いてHPLC分析を行いつつ．各成分ビークの吸収ス

ベクトルを測定した．その結果． 15—シス沿ーカロテンが検出され

た三重項状態に励起されると「15シス体は量子収率ほぽ1で一方的

に全トランス体に異性化すること」が明らかにされているが．クロロ

フィルは強力な三重項増感剤であるこれが． 15—シス＿ P- カロテン

の検出を極めて困醸にしていた理由である上記の実験条件下でもな

お異性化が進行中であることが推定された．
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laD04 
過鞭毛藻 Alexandoriumcohorticulaから分離したペリディニ
ノークロロフィルー蛋白質の分光学的特性

緒方武比古’、児玉正昭’、小林正幸2、野澤庸則 2、二三＿

主3 ('北里大・水産、 2東北大・エ、 3基生研）

く目的＞ 渦鞭毛藻は光合成色素として、水溶性のペリディ
ニンークロロフィルー蛋白質 (PCP)を持つ。その機能を裏
付ける色素の分光学的な性質、特にペリディニンの特性につい
ては解析が進んでいない。この点を明らかにするために新たに
PCPを単離して、その諸性質を詳細に検討した。
く方法＞ 渦鞭毛藻 A1exandoriumcohorticu|aから PCP

を単離して測定に用いた。吸四、蛍光、円偏光二色性（CD)、
磁気円偏光二色性 (MCD) 1::ついて検討した。

く結果＞ PCPは、従来、複数のフォームがあるとされて
いたが、蛋白質分解酵素の存在下ではひとつのフォームのみで
あった。その一次構造は他の種から分離された PCPとの相同
性は極めて高いが、他のどのアンテナ色素とも相同性がなかっ
た。分子量は37kDaで、その中に、 12分子のペリディニ
ンと 2分子のクロロフィル旦が結合していた。
吸収スペクトルを2次微分法により詳細に極大位置を謂ぺる

と、ペリディニン、クロロフィル aともに複数のバンドで構成
されていることが判明した。とくにペリディニンについては、
カロテノイドの第2励起準位の振動構造に当てはめて、少なく
とも 3種類の状態を取っていることが明らかとなった。 CDス
ペクトルは従来、ペリディニンの間に強い相互作用がある事を
示すと解釈されていたが、これは妥当ではないことが明らかと
なった。またMCDスペクトルから、ペリディニンの第 1励起
準位は確認できなかった。 2分子のクロロフィル旦には相互作
用がなく、モノマーとして存在することが判明した。

これらの事実を基にして、色素分子の構造、機能と励起状態
との関連について議請する。

laD05 
Chl8●ydo●onas rein/Jardtiiのクロロレスピレーションによ

る光化学系II実効光化学収率の調節

遠藤剛、浅田浩二（京都大・食研）

Chl8●ydo●onas rein/Jardti1細胞では、暗所でクロロレスピ

レーションによるpH勾配がチラコイド膜に形成されるため、

クロロフィル蛍光の energyquenching (qE)が生ずることを

昨年報告した。これは、クロロレスピレーションによるプラ

ストキノンの還元は、光合成のlinearflowに比して低速度で

あっても、光化学系IIの実効光化学収率を低下させることが

できることを示している。このような特異なqN形成がみ られ

るChia●ydo●onasと暗所でqNがない高等植物（エンドウ）の光

によるqN誘導を比較した。

エンドウ葉では、暗所でqNはみられず、弱光下では脱共役

剤に影響されないqNが誘導された。これはstate1-2 transi-

tionによると思われる。強光下ではqE（脱共役剤で消失する

qN)が誘導された。

一方、 Chl8●ydo●onasでは、暗所ではqEが誘導され、強光下

では statetransitionが誘導された。結果として弱光下のq-
Nが最小となった。このように、高等植物と単細胞藻類では光

による蛍光クエンチングの様式に大きな違いがあることが判

明した。

Chl8ヽydo●ona奴）暗所でのqN誘導は、呼吸基質である酢酸の

添加によって強く促進された。酢酸がクロロレスピレーショ

ンの基質となってプラストキノンを還元しているか、あるい

はミトコンドリアの呼吸促進が間接的にクロロレスピレー シ

ョン活性とプラストキノンの還元レベルに影響をあたえてい

るかを現在検討している。



laD06 
好酸好熱性の紅藻イデユコゴメから高度に精製した酸素発生標品の単離とそ

の諸性質

村山 浩、加茂政晴、太田尚孝、榎並 勲 （東京理大・理•生物）

好酸好熱性藻イデュコゴメのチラコイド膜をn・heptylthioglucosideで可溶化

し遠心分画により部分的に精製した後、さらにdodecyl・/3 ・D・maltosideで可溶

化し一回のDEAEカラム採作により高度に純化した高い活性を示す酸素発生

標品を単離した。この標品は、Dl・D2を含む反応中心コア蛋白、CP47、CP43の

膜蛋白と33kDa、14kDa、llkDaの3種の表在性蛋白から構成されていた。14

kDa蛋白は強くヘム染色されるとともに、好熱性ラン色細菌Synechococcus

vu/canusのcytc550の抗体ともよく反応した。一方、llkDa蛋白は上記ラン色

細菌の12kDa蛋白の抗体とは全く反応しなかった。現在、そのN末端アミノ酸配

列を決定中である。この標品にはフィコピリン蛋白やそのリンカー蛋白は全く含

まれず、高等植物の酸素発生標品に存在する表在性の23、17kDa蛋白も存在

しなかった。本標品は、フェニル •p •ベンゾキノンを電子受容体とした時、 2 ,000

-2,500 μmol 02/mg chl/hの高い酸素発生活性を示した。また、酸素発生活

性にCa依存性はほとんどみられず、フェリシアナイドはよい電子受容体とはな

らず、DCMUにより完全阻害された。従って、この標品は高い活性をもった

nativeな高度に純化された酸素発生標品と言える。紅藻から単離した本標品

と高等植物やラン色細菌から単離された酸素発生標品の諸性質を比較する予

定である。

laD07 
好熱性シアノバクテリアMasitigocladuslaminosusより得ら

れる光化学系II複合体

輌 灌也，佐藤公行（基生研，岡山大・理•生物）

結贔化による欄造解析を最終目標に、熱に対してより安
定な欄品を得るため、好熱性シアノバクテリアの一種
Masitigocladus laminosusから光化学系IIコア複合体の皐離

が試みられた。光化学系IIコア複合体は、 55°Cで培養した細

胞のフレンチブレス処運により得られるチラコイド膿より、
界面活性剤Triton-X100を用いて抽出され、この界面活性剤

存在下(0.05%）で行うハイドロキシルアパタイトおよび
DEAE• Toyopear1クロマトグラフィーにより、光化学系l、フ

イコビリタンパクその他の成分を含まない状態まで純化さ
れた。この複合体はタンパク成分として、 CP47とCP43のア

ポタンパク、 01と02タンパク、 cytb559aおよび酎サブユニ

ットおよびpsbl遺伝子産物を含み、これ以外に、 12・15kDa

の領域に3本のタンバクが検出された。この標品は、フェ

オフィチン2分子当たり、約42分子のクロロフィルと 8分

子のP・カロチンを含んでおり、色素組成の上でもほぼホウレ
ンソウの光化学系IIコア複合体に一致するものであった。興

味ある事実は、生育の最遍温度が55°Cであるのに対し、単

離された標品の示すDCIP光還元活性（供与体：DPC)およびチ

ラコイド膜の示す酸素発生能は25°C付近に最適値を示した。

しかし50°Cでの熱処理により、ホウレンソウ葉縁体の酸素
発生能は完全に失活するのに対し｀ M./aminosusでは、失活

は見られるがその程度は抑えられていた。
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laD08 
ラン藻幻応cbocystisPCC6803の光化学系 1欠失株からの系

Il複合体の単離とそ⑪祀情斯

納昌彦（如吠学・籟•生物）

我々はこれまでに高等植物とラン藻の光化学系Il複合体のタ

ンバク質組成を調べ．系Ilの構造の比較解析をするとともに．

形質転換型ラン藻 SynecbocystisPCC6803を用いて遺伝子磁

壌によって機能解析を行ってきた．しかし．このラン藻のチラ

コイド膜には系 I複合体など多くのタンパク質が含まれており．

これまで純度の高い系Il標品を調製することは震しく．またそ

の組成解析も十分なものではなかった．今回．＂. Ver:軍匹縛士

（にizona1佑吠）より系 Iの反応中心タンパク質の遺伝子を

破壊した Synecbocystis変異株を入手し．系Il複合体の単離

法を検討した．単離したチラコイド膜をドデシルマルトシドで

可溶化した後．ショ糖の密度勾配遠心法で分画することによっ

て系IlをATP合成醇素など他のタンパク質から分離すること

ができた．この系Il複合体のタンバク質組成は従来の野生株か

ら単離したものとよく似ていたが．さらに llkDa, 13k 

Daの2種の新規タンバク質成分を含んでいたこの系Il橿品

の各タンパク質をN末端アミノ醸配列の決定により同定した．

その結果． 4. 1 kD  aの領域はPSII-Mと従来植物で核支

配といわれていた4. 1 kDaタンパク質を含んでいたまた．

4. 5 kDa領域にはycrB遺伝子産物が含まれていたま

た． 11 kDa, 13kDaタンパク質は表在性と思われる新

規タンパク質であった現在これらの遺伝子のクローニングを

試みている．

laD09 
原子間力顕微鏡による好熱性ラン色細菌のチラコイド膜標品の

観察

市村年昭 （エ技院•生命工研）

原子間力顕微鏡 (AFM)は近年急速に発達してきた走査型

プロープ顕微鏡のひとつで、鋭利な探針を物体表面に接触させ

つつ走査することにより物体表面の微小な形状を測定できる顕

微鏡であり、生体物質への適用も盛んになりつつある。本研究

では、好熱性ラン色細菌Synechococcuselongatusより分饂した

チラコイド膜標品をタッピングモードAFMにより観察した。

チラコイド膜は、菌体をガラスピーズで破砕し遠心分画によ

り分離し、 1％グルタールアルデヒドで固定後純水で洗浄した。

新たに勢開した雲母基板上にチラコイド膜溶液を滴下し、自然

乾燥した試料を室温、大気中で観察した。 2MNaBrで処理した標

品では表面が比較的平滑な、厚さ 10nm以下の膜が観察された。

これは、一層のチラコイド膜が雲母基板上に平らに付着してい

ることを示している。また、菌体を50mMHEPES緩衝液中で破砕

しフィコシアニンが一部残存するように調製した膜では膜表面

全体に直径数10nm程度大きさの構造体がやや規則性をもって存

在しており、膜全体の厚さが約10~20nmであった。さらに、 o.7 

5Mリン酸緩衝液中で菌体を破砕し、フィコピリソームが膜に保

持されるるように分離した標品では、表面の構造体の大きさは1

00nm前後で、全体の厚さは20~40nmであった。これらの結果か

ら、観察された膜表面の構造体は主にフィコピリソーム又はそ

のコアーと考えられる。また、 nativeに近いチラコイド膜表面

の形状をAFMにより直接観察できることを示した。



laDlO 
光化学系II複合体の二次元結晶化

中里勝脊．豊島近t榎並勲＼井上頼直‘(1新技団・さきが

け研究21、2東大・分生研、 3東理大・理、‘理研・太陽光）

光化学系II(PSm複合体の三次元構造を氷包埋低温電子顕微

鏡法を用いて高い分解能で解析するためには．良質で 1μm平

方を越える大きな二次元(2D)結晶を作製しなければならない。

我々はMnークラスターを含むPSII複合体を材料として、種々

の条件下で2D結晶化を試み．比較的良質で2μm平方を越える

大きな2D結晶を再現性よく得る条件を見い出したので報告す

る。ホウレンソウPSII膜断片をn-heptylthioglucoside(HfG）で可

溶化してIITG-PSII粒子を調製し．透析により HrGを徐々に除

去すると2D結晶が得られた。低温電子顕微銀像の画像解析か

ら得られた2D結晶の平面群はp22,2,(p2gg)、格子定数はa=16.7

nm、 如 15.3nm、 y =90.0°であった。単位格子内にモノマ

ーが4個存在し．各モノマーが1つのPSII複合体に対応すると

考えられる。分解能1.5nmの投影図が得られ、各モノマー内

には少なくとも5つ領域が認められた。

laEOl 
アズキ上胚軸アポプラストのアスコルビン酸含量に対す
る IAAの効果
岩崎祁子、高濱有明夫 1 （九大・理• 生物、 1 九州歯大・
生物）

アズキ上胚軸（芽生え後3~4日目）上部の切片
(l4 "II) をシャーレに浮かべ、伸長生長およびアポプ

ラストとシンプラストのアスコルビン酸 (AA) とデヒ
ドロアスコルビン酸 (DHA)含量に対する IAAの効
果を調べた。
(1) I AA存在下での切片の伸長生長の大きさは、 22時

間後では、 IAA非存在下の約 3倍であり、特に、最
初の4~5時間で 22時間後の 75％に達した。

(2)アポプラストのAAレベルは、 IAA存在下・非存在
下共に切断 3時間後にはゼロになった。 22時間後に
はわずかながら AAが増加した。その増加は IAAで
促進された。 DHAレベルは3時間後には最初のレベ
ルの 30％に低下したが、 22時間後には、部分的に
回復した。 IAAは 22時間後のDHAの増加も促進
した。 22時間後のアポプラストのAAとD H Aのレ
ベルは lOOμMIAA存在下で最大になった。

(3)シンプラストのAAとD H Aのレベルは IAA存在下
・非存在下共に切断後4~5時間で最初のレベルの半
分となり、以後ほぼ一定であった。

切断というストレスによってアポプラストでのA Aの
急激な消失 (DHAの相対的な増加）が生じることから、
切断によってアポプラストの酸化還元レベルはより酸化
的になると考えられる。アポプラストのAAとD H Aの
役割およびそれらの細胞膜を介しての輸送に対する IA
Aの効果について考察する。
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laE02 
根の細胞壁多糖に対するジベレリンの作用(2)---"'クチンの熱解離

とヘミセルロースの変動について

谷本英一（名古屋市立大 ・ 教養 • 生物）

根の成長は、ジベレリン合成阻害剤存在下でジベレリン(GA)に

よって制御できる。 GAは根を細く伸長させ、 GAがないと根は太る。

この形態変化に伴って細胞壁に変化が起こり、これまで、 ペクチン
(PC)とヘミセルロース(HC)の分子量変化について報告した。今回

は、様和な条件で抽出されたPCの熱解離現象と、分子量分布に対

するGAの効果についてさらに詳しく調ぺた結果、および、 HCの分

子量変化に対するGAの効果についてエンドウの矮性種 (cv.

Little Marvel)と正常種(cv.Alaska)の比較結果を報告する。

細胞壁から常温でCDTA抽出されたPCは、セファロース 2Bカ

ラムの溶出パターンから、分子量 50万以上の高分子重合体である

と考え られた。 これを、 60℃~100℃で2h処理すると、温度に

依存して分子量が徐々に低下し、 90-100℃では分子量1～数万に

ビークを持つ分子に解離した。従って、室温で抽出されてくるPC

は、 70~80℃以上で不安定になる高次構造をもつ重合体であると

考えられる。GA処理根では、このPCの分子量分布が大きくなるこ

とから、細長く伸長した根では、 太く短い根より PCの分子重合状
態が大きいことが示された。
アルカリ抽出したHCをセファロース 4Bカラムで分画すると、

5 0万以上と、 1～数万の 2つのビークが認められた。根の先端部
では、大きい分子量のピークが高いが、根の基部に向かって徐々に
低分子のピークが増えた。 このことは、細胞齢の進行に伴って、
HC分子が小さくなることを示している。GA処理によ って、この分
子量の低下が抑制され、大きい分子種が多くなる結果が得られた。
また、 GAのこの効果を、 LittleMarvelとAlaskaとで比較すると、

Litt I e Marvel（矮性種）の方がより 顕著にGAの効果が表れた。

laE03 
コムギ幼葉鞘細胞壁結合性フェルラ酸及びジフェルラ

酸呈に対するアプシジン酸の影響

若林和幸，保尊隆享，神阪盛一郎（大阪市大・理•生物）

我々は、コムギ芽生えに水ストレス（吸水ストレス）

を与えると、幼葉鞘細胞壁結合性フェルラ酸 (FA)とジ

フェルラ酸(DFA)量の増加が著しく抑制されることを報

告してきた。さらに、水ストレス条件下では、 FA合成

の律速酵素とされるフェニルアラニンアンモニアリ

アーゼ(PAL)の活性の増加が抑制されており、これが壁

結合性FA・ DFA量の増加抑制の一因となっていること

を示してきた。本研究では、この水ストレス条件下で

の細胞壁のFA・ DFA量の増加抑制の機構を調べる目的

で、アプシジン酸 (ABA)を与えた時のコムギ幼葉鞘細

胞壁のFA・ DFA量の変化と PAL活性について検討を

行った。

コムギ幼葉鞘の成長は、 10-6MのABA処理により水

ストレス(60mMPEG)の場合とほぽ同程度抑制された。

細胞壁結合性FA・ DFA量の増加も ABA処理により抑制

されていた。 さらに、 ABAはPALとチロシンアンモニ

アリアーゼ([AL)の活性の増加を抑えており、これらの

結果から、 ABAは水ストレスの場合と同様、 PALと

TALの活性の増加を抑えることにより、細胞壁結合性

FA・ DFA量の増加を抑制しているものと考えられた。



laE04 
プラシノライドによる茎の内部組織の伸長と細胞壁の変化

冨永るみ、櫻井直樹（広島大•松科 ・ 自然）

プラシノライドは、植物の成長や生理慢能の促進に強い影響を及

ぽす．ェンドウ 、アズキ 、トウモロコ シ、 キウリなどでは、低濃度

でオーキシ ンと類似の作用を示すことが報告されている ．しかし、

プラシノライドは既知の植物ホルモンには認められない生理作用も

示し、ホルモンとしての作用様式はまだ充分理解されていない．そ

こで我々は 、プラシノライドの伸長促進作用に着目し 、その作用の

解明を目指して以下のよ うな実験を行った．

IAA (ro·• M〉と BR(2xro・'M)による黄化カポチャ下胚軸切片ヘ

の伸長促進作用を比較してみると、 Tanimotoand Masuda (1971)が明

かにしたように、!AAがイ ンタクトの切片のみに作用 (19％促進）し

たのに対し 、BRはイ ンタクトの切片 (30％促進）にも表皮を取り除

いた切片 (39％促進）にも伸長促進作用を示した (Tominaga ct al. 

1994)．表皮のある切片も表皮を双り除いた切片も、それぞれBR処

理による伸長がほぼ同じ潰度のマニトールによって止められたので、

BRが細胞の浸透ポテンシャルを低下させて切片の伸長を促進してい

るのではないと考えられる ．応力綬和法により細胞壁の力学的性質

を測定したところ 、BR処理された内部組織が処理後2時間で有意な変

化を示した（初期応力が41%、残留応力が39％の汝少）．以上の結果

は、 BRが初めに内部組織に作用して細胞壁の弾性率を低下させ、黄

化カポチャ下胚軸切片の伸長を促進していることを示唆している．

内部組織に対する伸長促進作用はこれまで他の植物ホルモンでは報

告されていないので、BR独特の働きだと思われる．

BR処理による切片の糖含量や糖組成、分子量の変化については目

下検討中であるが、今のところどれも顕著な差はみられない．

laE05 
トウモロコシ幼葉鞘成長の光による抑制機構

Mohammad Masud Parvez．若林和幸．保尊隆享．神阪盛一郎

（ 大阪市大・理•生物）

暗所で生育させたトウモロコシ幼葉鞘の成長速度は基部

で最大であり、先端部にむかうほど小さかった。これに白

色光 (5W m-2)を照射すると、特に基部の成長が強く

抑制され、先端部よりむしろ小さい成長速度を示した。白

色光による成長抑制機構を明らかにするため、幼葉鞘各部

域での細胞壁の力学的性質と浸透パラメータの変化を潤ペ

た。暗所で培養した幼葉鞘の細胞壁は、基部ほど小さい最

小緩和時間 (T。)及び緩和速度（ R)並びに大きい力学

的伸展性 (Ext)を示した。光照射によって、 T。と Rは

大きく、またExtは小さくなり、これらのパラメータの軸

に沿った勾配は逆転した。 一方、幼葉鞘細胞における浸透

物質の蓄積は、光照射によって強く阻害された。浸透ポテ

ンシャルは、暗所培養幼葉鞘では基部ほど低いのに対して、

光照射した幼葉鞘では全体に上昇し、暗所培養のものとは

逆の勾配を示した。幼葉鞘各部域の成長速度と細胞壁のカ

学的性質並びに浸透ポテンシャルとの間には、高い相関が

認められた。これらの結果より、トウモロコシ幼葉鞘の白

色光による成長阻害は、特に基部における細胞壁伸展性の

低下と浸透ポテンシャルの上昇を介してもたらされること

が示された。
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laE06 
胚軸の長いシロイヌナズナhy突然変異体の成長

特性

渡辺竜五、保尊隆享、神阪盛一郎、後藤伸治 1

（大阪市大・理•生物、 1 宮城教育大•生物）

一般に白色光は胚軸の伸長成長を阻害する。シロ

イヌナズナ hy突然変異体は白色光に対する感受性

が低いことが知られている。 hy突然変異体の成長

特性を胚軸細胞壁の力学的性質と関連させて研究し

た。

4℃, 4日間低温処理した種子を暗所22℃で2日間

発芽させた。得られた芽生えを明所と暗所に移し、

さらに5日間育てた。暗所では野生型は最初の2日間

胚軸の伸長速度が高かったが、 3日目には成長は停

止した。白色光は胚軸の伸長を阻害し、胚軸は実験

終了の7日目まで低い伸長速度を保ち、ほぼ直線的

に成長した。 hy突然変異体も暗所では野生型と同

じ成長特性を示したが、白色光下では実験終了の7

日目まで野生型よりも高い伸長速度で直線的に成長

した。胚軸細胞壁の引っ張り試験の結果、光照射後

3時間以内に伸展性の低下が見られた。

現在、細胞壁の糖組成と浸透ポテンシャルに対す

る光の影響を調べている。

laE07 
PAL活性の阻害が二次壁の木化に与える影響について

ヒャクニチソウ単離葉肉細胞培養系を用いて

中 島 仁 、 高 部 圭 司 、 佐 伯 浩 （京大、農、林産）

ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素への分化過程では、

二次壁肥厚と肥厚部の木化が短時間のうちに観察できる 。この

培養系に PAL活性の阻害剤、 2 • アミノインダン • 2 • ホスホン

酸を加えた培地 (AIP培地）で一定時間培養後、細胞を急速

凍結置換固定、樹脂包埋した。分化培地 (D培地）で培養した

コントロールと、 AIPを加えて54時間後にコニフェリルア

ルコールを投与して (AIP+CA培地）培養を継続した細胞

を同様の方法で試料とし、管状要素のリグニン分布と細胞壁の

徴細構造とをUV顕徴鏡と TEMで観察した。分化が終了する

96時間目には、 D培地の管状要素の二次壁肥厚部は明瞭な紫

外線吸収を示し、 280nm付近に吸収極大が存在していた。AI 
P培地では管状要素の二次壁肥厚部に明瞭な紫外線吸収は認め

られず、リグニン沈着がかなり抑制された二次壁が形成されて

いることが示唆された。AIP+CA培地では管状要素の二次

壁肥原部は明瞭な紫外線吸収を示したが、吸収スペクトルはD

培地のそれとは異なっていた 。二次壁肥厚部では72時間目に

はD培地と AIP培地でいずれにもフィプリル様構造が観察さ

れた。96時間目にはD培地ではこの構造が霞子不透過性物質

で充填されていたのに対し、 AIP培地では細胞壁全体の染色

性が弱く、ひび割れた様な構造を呈していた。AIP+CA培

地ではアモルファスな電子不透過性の物質が細胞壁のほぼ全体

を覆っていた。



laE08 
カポチャの根の細胞壁によるアルミニウムのインピトロ

結合

レ・パン・ホア、竹田一彦、桜井直樹（広島大・総科・

自然）

アルミニウムはカポチャ根の成長を阻害し、根の先

端 (5mm)でペクチン画分とヘミセルロースB画分の量

を増加させた ．非 セルロース性多糖類の量的増加がアル

ミニウムを結合させるのに役立っているかを調ぺるため

に、インピトロで多糖類とアルミニウムの結合について

研究した．アルミニウムを加え、ペクチン、及びヘミセ

ルロースBをゲルろ過にかけ溶出曲線をモニターした．ァ

ルミニウム含量は発光分光分析装置によって測定した．

アルミニウムを加えてもペクチンの溶出曲線は変化しな

かった．ペクチンに加えたアルミニウムのほとんどは、

低分子領域に溶出された ．このこと は、アルミニウムが

ペクチンに結合しなかったことを示唆する．アルミニウ

ムはヘミセルロースBの分子量の高分子を引き起こした ．

さらに、アルミニウムはヘミセルロースBの高分子領域で

溶出された．この結果はアルミニウムがヘミセルロースB

に結合したことを示唆する．アルミニウムの細胞壁多糖

への結合はこれまで確認されていない ．我々の実酸結果

は細胞壁中で ヘクチンではなくヘミセルロースBがアル

ミニウムと結合し得ることを示した最初の例である．こ

の結合が根に対するアルミニウムの毒性を減少させるこ

とに結びつく可能性がある ．

laE09 
グリセリン処理ササゲ中空胚軸の力学的性質に対す

る温度の影響

岡本朱根， 岡本 尚（横浜市大．総合哩学）

低温グリセリン処理ササゲ中空胚軸(GIycer i nated 

hollow cylinder, GHC)の織胞壁には、 invivoQ)臨界

降伏圧（Y)と細胞璧の農性（の）に相当する臨界隣伏張力

(y）と織胞璧の晨性(¢)というバラメーターが存在し、さ

らに細胞璧の醸性化によってyは減少、9は増大するこ

とが明らかになった (Okamoto&Okamoto, 1994)。また

熱処運及びタンバク賣分解醇素処遅を施したGHCを用

いた実順から醸性化によるyむ奴）変化は織胞璧結合性

のタンバク質によって●節されることが示疇された(9

4年植物学会年会発表）。

今回GHCにおけるyや“)温度感受性を検討したと

ころ、 pHG.2の条件下では生運的温度範囲でyゃ¢には温

度依存性がほとんどないが、 pH4.0ではfl(;t2 0℃で

最大であり、一方yl;t3 0℃で最小になること、さらに

40℃を越える非生運的温度のもとでは織胞璧の醸性

化による力学的性質の変化はなくなることがわかった。

Okamoto. H. & Okamoto. A., Plant Cell & Environ.. (1994) 

17:'179-983 
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laElO 

講演中止

laFOl 
イネ幼植物根におけるNADH依存性グルタミン酸合成酵素
(NADH-CX沿AT)のアンモニウムイオンに対する応答

丹野宏美、早川俊彦、山谷知行（東北大・農•生物化学）

イネのグルタミン酸合成酵素(GOGAT) とグルタミン合成酵
素(GS)の複数の分子種のうち、 NADH-GOGATが生育時期や窒素
環境の変化に最も鋭敏に応答する 1)2)。 窒素によるNADH-
GOGATの発現制御を解析する第一歩として、 NADH-GOGATタン
パク質含量に対する窒素イオンの影響を調ぺた。

ガラス室で発芽後24日間水耕栽培したイネ幼植物を、無窒
素． 1mll暉ふ 1mll N03あるいは、 0.5d NH4N化で処理し、
根及び地上部のNADH-GOGATタンパク質含量の変動をinuno-
blot法で解析した。 また、 Fd-GOGAT.GSl. GSr. GS2も対照
として比較した。 72時間まで経時的に収穫した根のDNA.
可溶性タンパク質あるいは、新鮮重当たりのNADH-GOGATタン
パク質含量とその活性は窒素の供給に伴って増加した。 効
果の著しいNH；区では、 NH；供給後 3時間目で増加が認めら
れ、 24時間目に最大を示した， 根の対照酵素や地上部では、
この様なN財の効果は認められなかった。 GOGAT反応の基
質であるグルタミンや生成物のグルタミン酸を各10mllの濃
度で24時間処理した根では、無窒素区と比較してNADH-GOGAT
タンパク質は増加するものの、 NH4..処理に匹敵する効果は確
認されなかった。 さらに、 1d NH4+ と250μ. II cyclo-
heximideを同時供給後24時間処理した根では、 NADH-GOGATタ
ンパク質含量の増加は確認されなかった。
以上から、イネ根のNADH-GOGATタンパク質は直接的にNHJ

に応答し、極く短時間でん IXJW合成されていることが示唆
された。 現在、この応答を転写レベルで解析している。
1) Hayakawa et al. (1990) Plant Cell Physiol. 31;1071 
2) Bayaka証 etal. (1993) Plant Physiol. 101; 1257 



laF02 
緑藻オオハネモ BrYopsis maxima における窒素代謝

酵素群の細胞内分布と酵素化学的性質

井口律子、木村裕子、広瀬美紀、中山克己、岡田光正

（東邦大・理・生物分子）

多核単細胞緑藻オオハネモにおける窒素代謝に関与す

る硝酸還元酵素(NR)、グルタミン酸脱水素酵素(GDH).

グルタミン合成酵素(GS)及び、グルタミン合成酵素

(GOGAT)について、細胞内分布とこれらの酵素の生化

学的性質を調べた。細胞抽出液を、 1,400Xgで遠心分

離して得られた沈殿（葉緑体画分）には、細胞内のNR活性

とGDH活性のそれぞれ65％と 50％が認められた。

GS(synthetase活性）と GOGAT(NADHGOGAT)の活性は葉

緑体画分にのみ認められた。 NRはNADH依存性であっ

たが、 GDHとGOGATはNADPH依存性であった。細胞質

に存在するGDHは、高等植物ではNADH依存性であるの

に対し、この濠のGDHはNADPH依存性であった。

GDHは、比較的熱に不安定であ り、 lmMのCa2＋によ

り活性に影響を受けず、 Mg2+、Zn2+、Mn2＋では若干の

低下が認められた。またこのGDHは、 S阻店の化学修飾試

薬であるp・chloromercu ri ben zensu I phonat(.lmM) により

定量的に失活し、全失活は3.5分後であった。このこと

より、 GDHの活性発現にシステイン残基の関与が示唆さ

れた。

laF03 
好温性ラン藻グルタミン合成酵素遺伝子のPCRクローニング

足立圭芦田裕之＼柴田均．落合英夫．澤 嘉 弘

（島根大 ・農 ・応用生物機能• I遺伝子実験施設）

グルタミン合成酵素(GS)は、窒素代謝系の中心酵素である。我々 はこ

れまでノンヘテロシストタイブの好混性糸状性ラン藻Phormidium

/ap／deum由来のGSを精製し、その諸性質を明らかにしてきた。今回は、

本酵素の構造と機能の解明を進めることを目的として、本酵素遺伝子

をPCRクローニングし塩基配列決定を行った。

P.lapideum由来GSのN末端アミノ讚配列と、すでにデーターベース

に登録されている各種生物由来のGS-Iの相同性領域から、DNAプライ

マーを作製し、 PCRにより GS遺伝子の一部を取得した後、 Cassettes&

Cassette Primer法(TAKARASau3AI Cassette)により上流、下流方向への

伸長を行った。これらから得られたDNA配列情報により推定されるア

ミノ醸配列は、ヘテロシストタ イプの糸状性ラン藻である Calolhrir,

Anabaena属由来のGSと81-83％程度、単細胞性ラン藻Synechococcus

属のもので7.,./oと高い相同性が見られた。しかしながら、 AnabaenaGS

遺伝子で報告されているような、複数のブロモーターの存在は確認さ

れなかった。また大腸菌などのグラム陽性菌由来のものとは 55％程度

の相同性であったが、 Mn原子、基質、 ATPの結合など、活性中心を形

成していると思われるアミノ酸残基はPhonnidiumGSにおいてもすべ

て保存されていた。
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laF04 
登熟ダイズ種子のグルタミン酸脱炭酸酵素によるグル

タミン酸の分解代謝

増田亮ー（農 水省・食総研 ）

在来ダイズには登熟中の子葉肥大時期にグルタミン

酸含量が高くなる種子 (HGL) が見出される ． この

遊離グルタミン酸高集積の背景の 1つは，貯蔵タ ンパ

ク質が蓄積する時，子葉の NADH依存性グルタミン酸合

成酵素の活性上昇がタン パク質合成より も時間的に早

まるためであることが判明した．

他方，子葉のグルタミン酸の分解代謝ではグルタミ

ン酸脱炭酸酵素 (GAD)活性に品種間差が見られ

なった ． ところが， HGL子葉に供給されるアミ ノ酸

組成は r — アミノ酪酸 (GAB A) の比率が対照に比

ペ低く，種皮のグルタミン酸脱炭酸酵素活性も明らか

に低い結果となった．種皮の窒素栄養面の役割には ア

ミド変換作用があり ，種皮溢泌液は飾管液のそれとは

異なりアスパラギンが低下し，グルタミンが増加する．

種皮の GAD活性は子葉に比ぺ 1桁高く ， GA B Aト

ランスアミナーゼ活性は子葉の方が逆に高かった．種

皮の GABAシャントはアミノ酸供給代謝に関与する

ことが考えられる．

植物 GADにはアイソザイムの存在が予想されるの

で，ダイズ GAD をグルタミン酸 — アガロース，カル

モジュリン ーセファロースのアフィニティークロマト

グラフィーを用い部分精製した． ビオチン化カルモ

ジュリンで検出すると，種皮の GADはカルモジュリ

ン結合型が主であったが，非結合型も検出された．

laF05 
アカパンカピにおけるアミノ酸取り込み系の制御と

リジン感受性変異株

竺、大西卓嗣、中怠秀明（岡山大・理•生物）

アカパンカピは多くの栄養要求性突然変巽体を用いること

により、アミノ酸の取り込み系や代謝経路について詳しく謂

べられてきた生物の一つである。アミノ酸一般の透過系の

pmg、塩茎性アミノ酸透過系のpmb、疎水性アミノ酸透過系の

pmnの3つの取り込み系がアミノ酸の取り込みを担っている。

しかし取り込み系がどのように制御され、細胞内のアミノ酸

璽の恒常性を保っているのかは未だよくわからないことが多

い。嘩に自然に生じた突然変異（第32回本大会で発表）で

あるlyren株は、液体培地中での生長が塩墨性アミノ酸リジン

によってのみ特巽的に阻害され、 lmMのリジン存在下ではそ

の生長はコントロールに比べ30%ほどになった。リジンによ

る生長阻害は培地が酸性側である時のみ見られ、その阻害は

pH7.0(J)培地中では全く起こらなかった。またlyrenと透過系

の突然変異体とを交雑して得た子孫株についてリジン感受性

を調べたところ、 pmbまたはpmnと交雑した場合はその性質が

1:1に分離したが、 pmgと交雑した場合はリジン感受性の性質

が全体の約25％しか表れなかった。これはリジン感受性の性

質がpmgの変輿によって隠されたことを憲味する。 lyren株の

知見からアカパンカピのアミノ酸の取り込み系の制御につい

て考察する予定である。



laF06 
穀物種子におけるデンプン分解機構の解析ー無酸素発芽条件

における イネ・大麦 ・小麦のデンプ ン分解酵素群の変動

山口淳二l、LorenzoGuglielminetti2，升井洋至3、AmedeoAlpi2, 

Pierdomenico Perata2 (I名大生物分子応答研究センター、 2ビ

サ大学、 3山口女子大）

デンプン性穀物種子の発芽時には効率の良いデンプン分解

が必要とされる。私たちは、無酸素条件下の種子発芽につい

て解析した結果、 q ァミラーゼ活性の誘導がこのデンプン分

解における不可欠の過程であることを明らかにした1,2)。一方、

デンプン分解は、 aーアミラーゼだけでな<、}アミラーゼ、

枝切り酵素、マルターゼ（a-グルコシダーゼ）、フォスフォ

リラーゼ等の協調作用として進行する。発芽時におけるデン

プン分解機構のより精密な解析の第一歩として、これらの酵

素の活性の検出と抗体による免疫化学的な解析を行った。

イネ、大麦、小麦種子を無酸素・酸素条件下において発芽

させ、そのタンバク質抽出液について酵素活性の検出ならび

にイムノプロットによる抗原量の定量を試みた。

q—アミラーゼ： 好気条件下において denovo合成されるが、

無酸素条件下においてはイネのみで発現する。

}アミラーゼ： 大麦・小麦ではすでに乾燥種子において存

在するが、イネでは denovo合成される。

枝切り酵潔ならびにマルクーゼ： イネでは乾燥種子にすで
に存在しているが、大麦 ・小麦では denovo合成される。ま

た、無酸素条件下においては、イネのみで検出される。

以上、発芽時におけるデンプン分解機構について考察する。

1) Planta 188: 611-618 (1992); 2) Planta 191: 402-408 (1993) 

laF07 
発芽時におけるイネ}アミラーゼの発現

伊藤伸一）， 山口淳二1,2 ()名大・農•生化学制御

2名大•生物分子応答研究センター）

}アミラーゼは、デンプンの非還元末端に作用するエ

キソ型酵素である。オオムギにおいては‘}アミラーゼ
が乾燥種子の胚乳中に遊離型と結合型として存在して

いることが知られている。しかし、イネ}アミラーゼで

は不明な点が多いことから、今回解析を行った。

吸水後0-8日のイネ種子「台中65号」からの抽出液を

用いてザイモグラム解析を行ったところ、 4日目以降に

のみ}アミラーゼ活性が検出された。また、オオムギ仕

アミラーゼ抗体を用いた解析により、 4日目以降の抽出

液にのみ}アミラーゼタンバク質が検出されたが、乾燥

ならびに発芽初期の種子においては検出されなかった。

これらの結果から、オオムギとは異なり、イネでは遊

離型}アミラーゼが発芽時においてdenovo/4合成されるこ

とが明らかとなった。
一方、今回解析に用いた台中65号と異なり、別の正

常イネ品種である「日本晴」では}アミラーゼの活性が
確認されなかった。両品種のゲノムDNAを用いたPCR

解析の結果からは、}アミラーゼ遺伝子構造上の両品種

間の差異は検出されなかった。現在、しアミラーゼの転

写レペルでの存在を確認するためにmRNAの解析を進め

ており、それらの結果とあわせて両品種間における}ァ

ミラーゼの発現機構の違いについて議論する。

72 

laF08 
コーヒー葉におけるプリンアルカロイドの生合成と分解経路

芭原坦’,AnaM. MONTERIQZ, T. MORITZ3 AND A. CROZIERZ 

1 お茶の水大・理•生物、 ZDiv. Biochem. Malec. Biol., Univ. 

Glasgow, Glasgow, U.K.3Dept. Plant Physiol., Swedish Univ. 
Agric. Sci., Umea, Sweden. 

コーヒー (Coffeaarabica)葉におけるプリンアルカロイドの

生合成に関して、異なる代謝経路が提案されている。そこで、

今回は種々の1化でラペルされたプリン化合物を用い、代謝物
をHPLCとradioanalyzerで分析し、代謝経路を詳細に調ぺた。

[8-l 4C)adenine, [8-l 4C)guanineを用いたpulse-chase実験

や、[2-l 4C)xanthosine (XR)、［ 2-l 4C]theobromine (Tb) 
の実験から、 caffeine(Cf)の合成経路は、チャ葉ですでに提

案されている AMP→ IMP→XMP (or GMP→guanosine) -

XR→7-methylxanthosine (7-mXR)→7-methylxanthine (7-

mX)→ Tb→ Cfであることが推定された。 Theophylline(Tp} 

や xanthine(X)は、プリンアルカロイド合成の前駆体とはな
らなかった。これらの結果は、 Nazzario& Lovattが示唆して

いる経路 (PlantPhysiol. 103, 1203-1210, 1993)とは異

なっていた。

一方、プリンアルカロイドの分解に関して講ぺた結果、[2 -

l 4C)Cfの分解は、少なくとも24時間のincubationでは、みら

れなかった。 [8-14C)Tpや[8-l 4C)xanthine (X)の代謝から、

Tpは、 3-methylxanthineを経て、 Xになり、 allantoin、CO2

へと分解されることが明らかにされたが、これ以外に、 Xの一
部は、 7-mXに変換されるという新たな経路が示された。

laF09 
粟幼葉における 1、3ージアミノプロパンの代謝

Howtader, M.A. Awai，平沢栄次（大販市大、理、生物）

単子葉植物に見い出されるポリアミン酸化酵素

(PAOase) はスベルミジンを酸化して 1 —ビロリン、ア

ンモニア、過酸化水素、 1,3-ジアミノプロパン (1,3-

DAP) に分解する。しかしながら 1,3-DAPの代割は明

らかではない。今回、粟の幼葉中にジアミン酸化酵素

(DAOase) を新たに見い出し、本酵素が1,3-DAPを 3

ーアミノプロピオンアルデヒド (3-APA) に酸化分解

すること、そして3,-APAをペダアラニンに酸化する

アミノプロビオンアルデヒド脱水素酵素(APADase)

を見い出しそれぞれ部分楕製を行った。。エンドウの

DAOdaseは1,3-DAPを分解し1尋ないが、粟の本酵素の

1,3-DAPに対する Kmは 9.1x10-5M、プトレシンのKm

は6.3x 10-4Mであリ分子量は約150,000であった。一

方、 APADaseはNAPを補酵素とし NADPとは反応せず、

3-APAに対するKmは27x10-5M、 1ーピロリン(4-7

ミノプチルアルデヒド）のKmは 4.2x10-4M, NA  D 

(3-APAの場合）のKmは3.Bx 1 o-5Mであり分子量は約

70,000であった。以上の結果よりプトレシン、スペル

ミジン、スベルミンの代謝にかかわる PAOase,

DAOase及びAPADaseの役割について検討した。



laFlO 
被陰条件下に対する陽生植物と陰生植物の葉の呼吸代謝

系の比較生理学的研究

野口 航、園池公毅、寺島一郎＇（東大・理・植物、 1筑波大・
生物科学系）

葉の暗呼吸速度が低く抑えられていることは陰生植物が弱

光条件下で生存するために非常に重要である。しかし、その

背景となるメカニズムについては全く明らかではなかった。
本研究では、葉の暗呼吸速度の低下をもたらす要因を明らか

にするために、陽生植物＊ウレンソウと陰生植物クワズイモ
をいくつか異なる光条件下 (40-500μmoles/m2/s)で栽培し、

それらの完全展開葉の呼吸代謝系に関する諸性質がどのよう

に変化するのかを詳細に検討した。その結果、ホウレンソウ

では夜間の暗呼吸速度が時間とともに減少していくこと、そ

して被陰条件で成熟した葉では暗呼吸速度が低いことが見い

だされ、暗呼吸速度と水溶性の炭水化物量が正の相関が示さ

れた。このことから、ホウレンソウでは水溶性の炭水化物量

が暗呼吸速度を律速していると結論した。クワズイモではホ

ウレンソウに比べて暗呼吸速度が低く、さらにホウレンソウ
とは異なり、栽培光強度による暗呼吸速度の変化は小さく、

また夜間を通じて一定であった。クワズイモでは、水溶性の

炭水化物量や呼吸代謝系の鍵酵素レペルはホウレンソウとは

近い値を示したが、葉内窒素濃度がホウレンソウに比べてか

なり低い値であることから、クワズイモではタンパク質の代

謝回転のためなどのエネルギー需要量が暗呼吸速度を律速し

ていることが示唆された。そしてさらにその役割がはっきり

としていない電子伝達系のAlternativepathwayについても考察
する。

laFll 
南極産耐冷菌13A株の呼吸に依存したげポンプとNa十ポンプに

ついて

松永隆史、高田泰弘、福永典之 （北海道大・理•生物科学）

好気的呼吸を行う生物のエネルギー代謝では、 Wが共役イオ

ンとして中心的役割を担っている。一方、多くの細菌がNa+/W

対向輸送系を持ち、一部の細菌ではアミノ酪や糖などとNa十と

の共輸送系が存在するなど、 Na•も共役イオンとして働くこと

が明らかになってきた。今回我々は、南極の特異な塩組成を持

つパンダ湖から分離された耐冷菌13A株のエネルギー代謝にお

ける共役イオンとしてのWとNがの役割を明らかにする第一歩

として、呼吸に依存したWとNa十ポンプについて調査した。

本菌を25℃でコハク酸を炭素源とするbiotin添加合成培地で

培養すると、 pH5から少なくともpH10までの広いpH範囲で生

育した。この培地にWイオノフォアのCCCPを添加すると、 pH

6.5では2.5μMで生育が完全に阻害されるのに対して、 pH8.5で

は5μMでも正常に生育し、その生育がアルカリpHでCCCP耐性

を示すことがわかった。嫌気的に調製した細胞懸濁液に一時的

に酪素を与えて内生基質による呼吸を行わせ、呼吸に依存した

イオンポンプの働きを懸濁液のpH変化としてモニターした。

その結果本菌は、好気的生物に遍在することが知られ、呼吸に

伴いWを細胞外に排出するげポンプに加え、同様にNぶを排出

するNがポンプを有し、これらの両ポンプが酸性からアルカリ

までの広範囲なpHで共に機能していることが明らかとなった。

これら両イオンポンプのいくつかの特徴と本菌の生育に及ぽ

す塩の影響についても報告する。
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laGOl 
シロイヌナズナNR、NiR遺伝子のNOz暴露下での発現応

答の解析

入船浩平，澤崎達也、田中俊憲，森川弘道（広島大・理・遺伝

子科学）

我々は大気汚染好性植物 (N02好性植物）の創製を目指して

研究を進めている。 N02は気孔を介して葉組織で吸収され、硝

酸同化関連酵素によりアミノ酸へと同化されると報告されてい

る。しかし、 NO．暴露下でのこれら硝酸同化酵素遺伝子の発現

応答については明らかではない。そこで、 N02暴露下での硝酸

還元酵素(NR)、亜硝酸還元酵素(NiR)遺伝子の咄NAレベルでの

発現応答をノザン分析法を用いて解析した。また、硝酸誘導に

よる発現応答（対照）との比較を行った。

シロイヌナズナ(~~ ecotype C24)を連

続光下で播種後5-6週間生育させた。 Nむ暴露は4士1ppn 

N02、 明所、 8時間(9:00-17: 00、1回）で行なった。また、硝

酸誘導は5o.tKNO• 添加で行った。 NOz 暴露または訊0．添加後

一定時間毎(Ohr-14hr)に葉を回収し、全RNAを抽出した。NR"

またはNiR21cDNAをプロープとしてノザン分析を行なった。

ノザン分析の結果、 N02暴露ではNR、NiRともごく短時間（

暴露後15分）にその咄N鳩tは上昇し始め、暴露後2時間目以降

は咄NA量は減少した。他方、硝酸誘導では同様に短時間にmRNA

量の上昇が見られ、その後も8時間目まで咄叫量は高いレベル

にあった。これらの結果について報告する。

ll Crawford, et al. (1991) Plant Cell, 3:461-471. 21 Tanaka, 

et al. (1994) DNA sequence (in press). 

laG02 

シロイヌナズナにおける NOz暴露によるGS
遺伝子の発現の解析
有村源一郎，石田洋子，瀑崎達也，関原明，入船
浩平，諜川仏道（広島大・理・遺伝子科学）

植物体はN02を気孔から吸収し， GS/GOGAT 
系によってアミノ酸へと同化すると報告されてい
る＂。またシロイヌナズナ植物において，グルタ
ミン合成酵素 (GS) はこれまでに葉，根および
発芽種子に特異的に発現する4つのcDNAが報告さ
れている 2)。ここでは，植物の心2同化における
GS遺伝子の関与を分子レペルで解析することを目
的として研究を行った。
播種後連続光下で4週間生育させたシロイヌナズ

ナ櫨物茎葉から全 RNAを抽出した。この全
RNAを用いて R T - P C R法により 4種類の
GScDNA断片を調整した。次に，それぞれの
cDNA断片をプロープとしたノザン分析法によ
り，シロイヌナズナ植物を N02暴露 (4土
1ppm) したときのGS遺伝子の発現応答を解析
した。これらの結果について報告する。
1) T. Yoneyam, et al. (1978) Report of Special 

Research Project,N臨 R-2:103-111.
2)T. K. Peterman and H.M.Goodman (1991) Mol. 
Gen. Genet. 230:145-154. 



laG03 

シロイヌナズナ植 物における短時間 N02暴露

に応答する遺伝子のcDNAクローニング

瀑崎達也，入船浩平，森川弘道（広島大・理・遺伝

子科学）

シロイヌナズナ植物において，硝酸同化系遺伝子

はN02暴露により短時間 (15分以内）に応答す

る（入船ら 昨年度，本年度本学会発表）。そこで

我々は N 0 2暴露により，短時間 (10分）に発現

する遺伝子のサプトラクション法による cDNAク

ローニングについて研究をすすめている。

連続光下で生育させたシロイヌナズナ

(Arabidopsis thaliana ecotype C24) 植物を用い，

N02  (4土 1ppm)で 10分間暴露した植物体

（＋）と暴露していない植物体（一）の茎葉からそ

れぞれpoly(A)+RNAを抽出した後，入 ZAPIIペク

ターを用いて cDNAライプラリーを作成した。

（＋）ライプラリーを 1本鎖ファージミド (10万

個クローン）に， （一）ライプラリーを 2本鎖プラ

スミドにトランスファーした。それれら2つのライ

プラリー同士をサプトラクションすることにより，

108個のクローンを得た。それらのクローンのう

ち22クローンについて， 3' 末端のシークエンス

およびノザン分析法を用いて現在解析中である。

laG04 

短時間の乾燥ストレスにより誘導されるシロイヌナズナ

遺伝子群の解析（その 3)

清末知宏、篠崎和子八篠崎一雄（理研・植物分子、 1農

水省・国際農研）

我々は、シロイヌナズナを用いて、短時間乾燥ストレ

ス誘導性遺伝子の解析を行っており、これまでにディファ

レンシャルスクリーニングにより 17種類のcDNAを単

離し、 HSP70-l、HSP81-2、ubiquitinextension protein、

soluble epoxide hydrolaseの遺伝子や、大腸菌の

ATP-dependent protease regulatory subunit (ClpA)、タバコ

のparB、トウモロコ シのglutathioneS-transferase、groupII 

late embryogenesis abundant protein等と類似性のある遺伝

子の発現が乾燥ストレス処理によって誘導されることを

示した1)～5)。今回、他のcDNAクローンについて解析

を進めたのでその結果を報告する。

1) Biochem. Biophys. Res. Commun. 196: 1214-1220 (1993) 

2) FEBS Lett. 335: 189-192 (1993) 

3) Plant Cell Physiol. 35: 225-231 (1994) 

4) PlantJ.6: 259-269 (1994) 

5) Plant Mol. Biol. 25: 791-798 (1994) 
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laG05 

耐旱性マメ科カウビーの乾燥誘導性遺伝子の解析

井内聖 1、2、篠崎和子3、1、浦尾剛 尺寺

尾富夫＼篠崎一雄 1、2 い理研・植物分子、

2 筑波大•生物科学、 3農水省•国際農研）

高等植物は種々の環境ストレスに対し、生理的

応答をすると同時に遺伝子発現レベルでも応答し

その変化に適応している。マメ科カウピーは主に

西アフリカなどで栽培され、ダイズと同様に重要

な植物性蛋白源として用いられているが、ダイズ

などに比べ乾燥に非常に強い植物である。

我々は耐旱性のマメ科カウピーを実験材料に用

い、さらに環境ストレスとして乾燥を取り上げ、

乾燥によって誘導される遺伝子の機能及び発現の

解析を行っている。 1ヶ月生育させた植物を 10 

時間乾燥処理し、ディファレンシャルスクリーニ

ングを行った結果、乾燥誘導性の cDNAを 10 

個取得した。現在これら cDNAの塩基配列、及

び高塩濃度や低温などの環境ストレスに対する発

現について解析を行っている。

laG06 

ラン藻の高温耐性における熱ショ ック タンバク質 GroELの
役割

林秀則、村田紀夫（基生研）

ラン藻を致死温度に近い高温で短時間処理すると、

その後一定期間は致死温度を越えた高温で生育でき る。

また至適温度よりやや高い温度で一定期間生育させる
と、光合成の酸素発生の高温耐性が増大する 。このよ

うなラン藻の高温適応における熱ショックタンパク質

の役割を解明するために、 groEL遺伝子を破壊した形

質転換体を作製し、その高温耐性を解析した。

ラン藻 SynechococcusPCC7002には 2種類の groEL遺伝

子(groEL・a、groEL・{f)が存在する。野生株およびgroEL・/3を

破壊した形質転換体のいずれにおいても、熱シ ョック処理後、

致死温度である48℃での生存率が増大する。しかし形質転

換体では野生株を熱ショック処理した場合より生存率が低い。

従ってラン藻 SynechococcusPCC7002はgroEL・aのみでも

熱ショ ック応答の能力を保持しているが、 groEL・/3はこれに

付加的に作用して、その能力をさらに強めるものと判断でき

る。一方、 44℃で生育させた場合の酸素発生の高温耐性は

野性株と groELfJを欠損する形質転換体において差は認めら

れない。また熱ショック処理しても酸素発生の高温耐性は変

化しない。したがって、ラン藻 SynechococcusPCC7002の熱

ショックタンパク質、少なくとも groEL（チャペロニン60)

は酸素発生の高温耐性には関与していないと考えられる。



laG07 
好熱性ランソウ Synechococcusvu/canusの熱ショック

蛋白質遺伝子の壽造及びその発現
田中直樹、仲本準、檜山哲夫（埼玉大・理・生化）

最適生育温度が 50℃付近にある好熱性ランソウ
Synechococcus vulcanusに‘‘熱”(60-63℃)ショックを与える
ことにより幾つかの蛋白質が蓄積する（檜山ら：昨年度本大
会）。この中で最も顕著に蓄積する 60kDa蛋白質の遺伝子の
一部分を PCR法で増幅し、この遺伝子断片を用いて転写産
物が熱ショックにより増加することを示し、この遺伝子がH

SP遺伝子であることを昨年度の本大会で発表した。我々 は、
この遺伝子断片をプロープにして、Synechococcusvu/canusの
ゲノムライプラリをスクリーニングし、この遺伝子をクロー
ニングし、上流及び下流域を含む遺伝子の塩基配列を決定し
たので報告する。このHSP遺伝子は大腸菌や他のランソウ
のgrcEL遺伝子と相同なことから grcEL遺伝子の一つである
と同定された。この遺伝子の上流には大腸菌の grc.£S遺伝子
に類似した遺伝子が存在し、転写産物のサイズからオペロン
を形成していると判断された。この遺伝子産物の一次構造の
比較やゲノム上の位置から、今回単離された grcEL遺伝子は
以前我々の研究室で単離された groEL様遺伝子とは異なるこ
とが示された。従って、好熱性ランソウ Synechococcusvulcanus 
にも他のラ ンソ ウと同様に二種類の grcEL遺伝子が存在する
ことが明らかになった。

laG08 

シアノバクテリアにおける dps相同遺伝子の暗所

での発現

長谷川実加，佐藤直樹（東京学芸大，生命科学）

シアノバクテリア Anabaena variabilis M 3株

の低温誘導性遺伝子 C d iの下流に dps遺伝子が

同定された。これは大腸菌で定常期に特有の DNA

結合タンバク質をコードするとされる dpsと相同

である。コード領域を PCR法で増幅させ、 GST

との融合タンバク質として大腸菌で発現させた。こ

のGST-DPSの抗体を作製し、 dps遺伝子発

現調節の研究を行った。液体培養した細胞を GST

-DPS特異抗体によるウエスタンブロットにより

分析した結果、遺伝子からの計算値 2 0 k D aよ

り少し大きい 23 k D aと25 k D aの 2本のバン

ドが検出された。このタンバク質の星は培養時間と

ともに著しく増加した。 750nmでの濁度 0.3 

まで培養した培養液を 2つに分け、 1つを暗黒状態

にし、 24時問培養後ウエスタンブロットを同様に

行った。その結果、暗黒化した細胞で著しく濃いバ

ンドが検出された。このことから、細胞の濃さでは

なく光の明暗が関係し、 dp s相同遺伝子が暗所に

おいて誘導され、発現されることが示唆された。
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laG09 

シアノバクテリアの RNA結合タンパク質遺伝子群

の発現と機能

佐藤直樹（東京学芸大•生命科学）

シアノバクテリア類には． RRMモチーフをもつ低

分子量の RNA結合タンパク質が存在する 。本研究

では． Anabaenavariabi/is M 3株の RNA結合タン

パク質遺伝子(rbp)ファミリーの単離と構造の比較．

発現調節．および遺伝子破壊による機能の解析を行

った。A.variabilisには少なくとも 7個のrbp遺伝子

が存在し．そのうち 5個(rbpA1, A2, B, C, D)を単離

した。A1はリボ‘ノームタンパク質S21遺伝子rpsUと

ともにオペロンをつくっていたが．その他の遺伝子

は単独で発現していた。前 4者がコードするタンバ

ク質は． c末端にグリシンに富んだドメインを持っ

ていたが．これは D遺伝子産物にはなかった。A1と

Bの転写産物は低温で顕著に増加し．対応するタン

パク質のレベルも低温で蓄積した。A1遺伝子の遺伝

子破壊を行ったところ．低温でも生育したが異常

な形態の細胞が出現した。現在この細胞について詳

細な検討を行っているが． A1遺伝子が細胞分化の制

御を行っている可能性が考えられる。

laGlO 
ラン涵 SynechococcusPCC7942の nirAオペロンと

rbcLオペロンの窒素による発現制御
鈴木石根、杉山達夫、小俣達男（名古屋大・農 ．

応用生物科学）

Synechococcus PCC7942 においては、硝酸の輸送

と還元に関わる 6つの遺伝子が mrAオペロンを構成

し、その転写は硝酸の還元産物であるアンモニアに
よって抑制される。それに対し CO2の固定酵素であ

る RubiscoをコードするなLオペロンの発現は、ア
ンモニアによって活性化されることを見出した。ア
ンモニアの両オペロンの発現に及ぼす効果は、アン

モニアのグルタミン (Gin)への同化の阻害、あるい

は Ginから他の物質へのアミド基の転移を阻害する

ことにより消失した。このことから、 Gin からのア

ミド基転移によって合成される化合物が、両オペロ
ンを制御する代謝シグナルであると推定した。そこ
で Ginの代謝産物、及びその下流の化合物について

両オペロンの発現に対する効果を検討したところ、

Gin から合成されるカルバミルリン酸が分解されて
生じるシアン酸がそれらの遺伝子の発現を制御する

ことがわかった。これらの結果から、このラン操に

は細胞の窒素栄養状態の変化をシアン酸の蓄積量の

変化として検知し、硝酸同化系の酵素の生合成を制

御するとともに、炭酸同化系の発現を活性化する機
構が存在することが明らかになった。



laHOl 
ヤナギ科植物にみられるヒトSRYに類似したDNA塩基配列

:SB12の雄花特異的発現

篠原健司、二村典宏（森林総研）

哺乳類墜！はY染色体上に存在し、胚の生殖原基を精巣へ発

達させる引き金として機能する遺伝子である。我々は、バッコ

ヤナギ（竺且さ竺挫QK.)の到NAを鋳型にし、ヒト墜四の塩茎配

列に基づいたプライマーを用い、 PCR法により増幅、最終的に

植物由来のヒト墜！に類似した4種類のDNA断片(SB10,SB12ぶB17

,SB18)を得た。今回はSB12の発現特性について報告する。

SB12の塩基配列はヒト墜！に約50％の相司性を示すばかりで

なく、塩性植物AtriplexnummulariaのANJl(DnaJ h⑳ olog) 

にも高い相司性を示した。 SB12の塩基配列より推定されたアミ

ノ酸配列(50アミノ酸）のうち、 39アミノ酸がANJlのN端のアミ

ノ酸配列に一致し、 DnaJタンバク質に共通のI-d直 ainを持って

いた。このSB12をプロープとして、遺伝子の発現の組織特異性

を調べると、 SB12は雄花でしかも雄ずいに特異的に発現してい

た。一方、葉、若い枝や根では雌雄にかかわらず、また雌花や

雌ずいでも発現のレペルは極めて低かった。さらに、ヤナギ科

植物のさし木を用い、 SB12の転写産物が熱ショックや塩ストレ

スにより誘導されるか検討したが、 ANJlと異なり、雌雄の葉、

若い枝や根でこれらのストレスにより誘導されることはなかっ

た。以上の結果は、 SB12が熱ショックや塩ストレスで誘導され

るANJlと異なる機能を持つ可能性を祁唆するものであり、現在

雄花のcDNAライプラリーより、 SB12のcDNAクローンを単離し、

その構造を解析している。

laH02 
雌雄異株植物Nel,ndriu屈ヽlb四における雄性生殖器官特異的発現

遺伝子群の単難と解析

松永幸大、高野博嘉、内田英伸＇ 、河野重行、日詰雅博と、酒井敦、

黒岩常祥（東大大学院・理学系・植物、 ＇筑波大•生物 、 項愛媛大・

教育•生物）

植物の性染色体の機能や性決定機構の解明は、生殖器官である花

の形態形成を理解する上で必要不可欠である。そこで、ヒトと同じ

XY型の性決定(XY＝が、 XX=!?-)を行うナデシコ科雌雄異株草本植物

ルelヽndriu昌ヽlbu●を材料に用いることにした。高度顕微測光装置

で蛍光染色体像を測定したところ、 Y染色体はX染色体のI.4倍のDN

A量を持ち、ゲノムサイズ(4700Mbp)中、性染色体DNAは16％の割合を

占めていた。また、蛍光insitu hybridizationにより、 rRN鳩！伝

子は4対の常染色体上に存在し、性染色体上には存在していないこ

とが明らかになった。次に、雄性生殖器官分化を制御する遺伝子を

単離するために、雄株の奮mRNAからcDNAライプラリーを作製した。

雄株と雌株の奮cDNAプロープを用いてディファレンシャルスクリー

ニングを行った結果、雄性生殖器官に特異的に発現する遺伝子凹し

clone)を5つ単麟した。雄株の奮発達段階における咄 cloneの発現

様式は、詈形成時初期でのみ発現するもの、関花直前で発現するも

のなど多様であった。また、 MRcloneをプロープにゲノ ミックサザ

ン解析を行ったところ、雌雄で多型を示すものもあったが、すべて

の血 cloneが雌雄のDNAにハイプリダイズした。このことから、雄

株でのみ発現する遺伝子であっても、必ずしもY染色体上には存在

していないことがわかった。
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laH03 
ペチュニアの花器官特異的遺伝子群の発現様式の解析

山下博史、竹葉剛、黒岩常祥 1

（京都府立大・応用生物 、＇東京大大学院・

理学系・植物）

ペチュニアの花器官は、その形成過程にお いて晉

の長さが 10mm の時に形態学的に大きく 変 化 す

る。 この時に発現する遺伝子の解析を目的として 、

デイファレンシャルスクリーニングを行い、花 器 官

特異的に発現する遺伝子を 6つ 単 離 し た 。 ノーザン

解析の結果、これら 6つの遺伝子は空間的に も時 問

的にも異なる発現様式を示し、それぞれが異なる遺

伝 子 で あ る こ と が わ か っ た 。

単離した cDNAの部分的塩基配列を決定し、ホモ

ロジー検索を行ない、得られた 6つの cDNAのう

ちPFS205は glycine-rich proteinと 、 PFS301は

proleinase inhibitorと高いホモロジーが見 ら れ

た。 ノーザン解析により、この 2つの cDNAは 4つ

の器官（苺、花弁、雄蕊、雌蕊）で発現が見られる

が PFS205 は花弁で特に強い発現が見られ 、

PFS301は 雄 蕊 で 特 に 強 い 発 現 が 見 ら れ る ことがわ

かった 。 ホ モロ ジー の見 られ ない cDNAについて

はスクリーニングを行い、全塩基配列を決定 し た 。

これらの遺伝子の発現には器官特異性が見ら れ 、

PFS4は花弁と雌蕊に、 PFS12は雄蕊に特異的に、

PFS13は花弁に特異的に発現が見られた 。 さらに

これらの遺伝子における組織特異的発現性を講べる

ために、 in situ ハイブリダイゼーションを行っ

た。

laH04 
イネ約における遺伝子発現の研究

．．．特異的発現を示す二遺伝子について．．．

日原由香子、内宮博文（東大・分生研）

花粉の形成過程では、胞子体、配偶体由来の多くの約特

異的遺伝子が、厳密な制御を受けて発現していると予想さ

れる。それらの遺伝子を単離し、発現時期と遺伝子産物の

機能との解析を行うことは、花粉形成の機構を解明する上

で極めて重要である。そこで我々は先にイネ約（花粉四分

子期から一核期に相当）由来のcDNAクローン500!固を任意

に選択し、約とシュート由来のcDNAとハイプリダイズさせ

ることにより、約でのシグナルがシュートに比べて有意に

強いクローンを選択した。さらにノーザン解析を行った結

果、花粉一核期の約で特異的に強く発現する 3クローンを

検出した。

本研究では、それら 3クローンの全長cDNAのスクリー ニ

ングを行ったところ、約0.6kbpと約l.6kbpの独立した 2つの

cDNAが得られた。この内約0.6kbpの遺伝子は480bpのORF

を持ち、約17kDaの未知のタンパクをコードすると推定され

た。またサザン解析を行った結果、ゲノム中に 1コピー存

在することが示唆された。約J.6kbpの遺伝子についても既

知の遺伝子と相同性を持たず、ゲノム中に 1コピー存在す

ることが示唆された。

当大会では、これら 二遺伝子にコードされたタンパクの

アミノ酸配列の特徴、ならびにそれらが約内で果たしてい

る役割について考察する。



laH05 
根冠で特異的に発現する遺伝子のクローニング

松山 崇 I • 2、 橋本隆＇、山田康之＇ 2 (I 奈良

先端 大・バイオ、 2京大・農・農化）

根冠紐織は植物の根の最先端に位置し、

分裂・ 伸 長 紐 織 の保護、外界の情報の詔識・

伝達など に 関 わ る重要な紐織である 。

その様々な機能を理解するために我々は

根冠紐織が根本体から物理的に分離できる

トウモロコシを実験材料として用い、根冠

で特異的に発現する遺伝子のクローニング

を行った。まず根冠で発現している 遺 伝子

の cDNAか ら、 根で 共 通 に 発 現 し て い る 遺

伝子 の cDNAをサ プ ト ラ ク ションし、 根 冠

紐 織 特異的と考えられる cDNAを 得た。さ

らにデファレンシャルスクリーニングに よ

り根 冠特異的に発現すると考えられる遺伝

子の cDNAを数種単 離 し、その塩甚 配列の

決定 を行 っ た 。 ま た、ゲノミックサザン 解

析・ ノ ザ ン 解 析 により、それらの遺伝子の

揖成・紐織での発現を比較・検討した。

laH06 
タバコのホメオポックス配列を含む遺伝子の異現パターン

相lfl光宏、古金谷敏之、田坂昌生、藤澤久雄 （京大•理•植物 ）

ホメオボックス (HB)を含む遺伝子の産物は動物の形態形成や細

胞分化に重要な役割を果たす転写調節因子であり、ホメオドメイン

(I-ID)と呼ばれるDN俎吉合領域を持つ。 トウモロコ シのHBを含む

Knott叫 I(Knl)遺伝子は茎頂で発現し、そこで細胞分化の調節に

関わると考えられている。我々は高等植物の栄養成長期の発生のし

くみの解明を目的として、タパコからHBを含む遺伝子を単離し、そ

の発現様式を調ぺた。

知 1遺伝子のHBO)保存領域を基にPCRを行い、得られたDN俎斤片を

プロープに用いてcDNAライプラリーのスクリーニングを行なった。

得られたcDNAO)うちいくつかについて塩基配列を決定したところ、

それらはHB配列をもつ2つの遺伝子NIHIとNn{21こ由来していた。

NmI遺伝子由来のcDNAにはセンス方向とアンチセンス方向のもの

が存在した0 RNA-RNAハイプリダイゼー ションとRT-PCR法を行な

ったところ、 NIHI遺伝子のセンスとアンチセンスmRNAはともに茎

頂•若い茎および花で検出され、葉ではほとんど検出されなかった。

このタンパク質の1ID以外の部分とマルトース結合タ ンパク質をつな

いだキメラタンパク質を大腸菌で発現させて精製し、これに対する

抗体をウサギを用いてつくった。この抗体はNIHlタンパク質を特異

的に認識した。これを用いてウェスタン法を行なったところ、 NIHl

タンパク質は茎頂・若い茎および花で検出された。一方、NIH2遺伝

子由来のcDNAl;I:長い5'側非翻訳領域と、 主にNmlタンパク質の1ID

と相同のアミノ酸に翻訳される短いORFを持っていた。ノザンハイ

プリダイゼーションによると、 NIH2mRNAは茎頂と花に存在してい

た。これらの結果から、 NmI、NIH2遺伝子の発現調節機構につい

て考察する。
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laH07 
タパコホメオボックス遺伝子NTH15の機能

玉置雅紀、草場新之助 1、松岡 信 2 （筑波大•生

物科学、 1農水省・果樹試、 2名大・分子応答）

近年、複数の植物からホメオボックス遺伝子が単離され、

動物のホメ オポック ス遺伝子の機能からの類推により、これ

らの遺伝子と植物の形態形成との関連が注目されている。

我々は、タバコからホメオボックス配列を持つcDNA

(N1H15) を単離し、この転写産物がタバコ各組織における

未発達な細胞に特異的に発現していることを示した (1994年

度日本分子生物学会） 。今回我々は、 CaMV35Sプロモーター

の支配下でN万f15cDNAをセンス及びアンチセンス方向に

発現するコンストラクトを作製し、これらの導入によるタバ

コの形態変化を調べた。センスの導入により得られた形質転

換植物では、すべての葉及び花について形態異常が観察され

た。また、 これらの形態異常を示した葉ではGA1の著しい減

少が見られた。一方 、アンチセンスを導入した植物体におい

ても、葉脈の走り方が異常になった葉や様々な形態異常を示

す花が形成された。

以上の結果は、 N万115がタバコの形態形成に関与している

ことを示しており、このことから高等植物においても勤物同

様、ホメオポックス遺伝子が形態形成の過程に重要な役割を

果たしていることが明らかになった。

laH08 

オーキシン応答遺伝子 arcAの遺伝子産物の解析

石田さらみ、高橋陽介、馳澤盛一郎、長田敏行（東京大学

大学院理学系）

分子レペルでのオーキシン作用機構解明の第一歩として、

オーキシンにより発現制御を受ける遺伝子群を単離し 、そ

の機能及び発現制御機構を解析している。タパコ培養細胞

BY-2株では 2,4-D飢餓・再添加に対する反応として細胞分

裂の再開が観察される 。この系よりオーキシン応答遺伝子

arcAを単離し、構造解析よりその産物は、G タンバク質 p
サブユニ ッ トに代表される構造である WD-40リピートを

持つタンバク質群のファミリーに属する事を明らかにした。

arcA産物はこのファミリー内で特に高い相同性 (70%)を

持つタンバク質とサブファミリーを形成しており 、その内

のニワトリ及びラ ッ トから単離された遺伝子の産物は活性

化 し た protein kinase C と結合活性を持つ RACKs

(Receptors for Activated C-Kinase)であることが事が報告さ

れている。arcA産物の機能を同定しオーキシン作用との関

連を明らかにする事を目的に、大腸菌内で過剰発現させた

arcA産物に対するポリクローン抗体を作製し解析を進め て

いる。本大会では、間接蛍光抗体法及び細胞分画法より示

された細胞内局在性等 arcA産物の特性について報告する。



laH09 
parB遺伝子のオーキシンに関する二つのシス領域と茎頂、

根端での発現 高橋陽介、長田敏行 （東京大学大学院理

学系）

植物における最も重要な生理活性物質の一つであるオー

キシンは細胞分裂、形態形成等、植物の生活環の様々な局

面に大きな役割を果たしていると考えられている。 我々は

タパコ葉肉細胞プロトプラストとタバコ培養細胞 BY-2か

らオーキシンで発現が誘導される遺伝子をクローン化し解

析してきた。 parBはその産物がグルタチオン S トラン

スフェラーゼの活性を有し、シロイヌナズナの膜画分より

見出されたオーキシン結合蛋白質と 57.4%の相同性が認め

られる。 形質転換タバコを用いた解析の結果 parB遺伝

子のオーキシンに関するシス領域は、二つ存在することが

示された。 これらの配列は伸長組織からクローン化され

たオーキシンで発現が誘導される遺伝子のシス配列とは異

なる。 この二つのシス領域は高濃度のオーキシンにしか

応答しない 35Sプロモーターの as-1等と違い、生理的な

濃度で、それぞれ単独で、コアプロモーターにオーキシン

応答性を付与する事ができる。 また parBの茎頂および

根端での発現とオーキシンに関する二つのシス因子の関係、

オーキシンに対する応答性の発生段階における変化につい

ても報告する。

laHlO 
ヒャクニチソウ葉肉細胞から管状要素への分化転換初期に発

現する遺伝子の解析

永田美世・出村拓•福田裕穂（東北大・理•生物）

高等植物の細胞は外界からの刺激に応じて比較的容易に分

化転換を行うことが知られている。その中でも柔細胞から管

状要素への分化は、植物細胞の分化転換のモデルとして広く

研究されてきている。ヒャクニチソウ (Zinniae/egans L.)管

状要素分化誘導系では｀葉肉単細胞がオーキシンとサイトカ

イニンを含む培地での培養により高頻度かつ同調的に管状要

素へと分化する。これまで管状要素分化の研究は、分化中期

から後期過程が中心であり 、傷害や植物ホルモンといった分

化誘導要因が深く関与していると思われる初期過程について

は解析されていない。

そこで分化初期過程を解析するために、まず分化初期の細

胞で強く発現している遺伝子の単離を試みた。そのために、

出発材料であるヒャクニチソウ芽生え第一葉と、培養初期に

あたる培養 12時間目の細胞の mRNAとの間でdifferential

screeningを行い、培養後12時間目の細胞でより強く発現す

る17種の遺伝子に対するcDNAクローンを得た。これらのク

ローンの部分配列を調べたところ、 S-adenosylmethionine

synthetaseや、 proteinaseinhibitorとホモロジーがみられる

ものがあった。次に、ノーザン解析により転写産物の発現バ

ターンを調べた。その結果、単離直後にすでに発現量が増大

するものから培養後6時間目以降に発現量が増大するものまで

様々であった。また、発現に植物ホルモンを必要としないク

ローンもみられた。これらの結果をもとに、分化転換初期に

おける遺伝子発現について考察する。
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laHll 
TED2遺伝子の転写産物と翻訳産物の維管束組織特異的局在
ーマイクロスライサーによる簡便な免疫染色およびinsituハイ
プリダイゼーション法を用いた解析一
出村拓，福田裕穂（東北大・理•生物）

ヒャクニチソウの芽生えの第一葉から機械的に単離した葉肉
細胞は、オーキシン(NAA)とサイトカイニン(BA)を含む液体培
地中で高頻度かつ同調的に管状要素（道管・仮道管細胞）に分
化する。私たちは、この系を用いて管状要素分化過程中期に強
く発現する遺伝子の cDNAクローンを単薦してきた。また、
そのうちの一つTED2のmRNAが、培養系内では二次壁の肥厚
に先立って強く発現すること、幼植物体では原形成層と新たに
形成されつつある維管束組織に特異的に発現することをこれま
でに明らかにしてきた。

今回私たちは、幼植物体に加えて、成長した植物体内での
TED2mRNAおよびTED2タンバク質の局在の解明を試みた。そ
のために、バラフィン切片を用いるのではなく、数多くの試料
を同時に扱える免疫染色およびinsituハイプリダイゼーション
法を開発し、これを用いた解析を行った。ホルムアルデヒドで
固定した植物体から、マイクロスライサーを用いて50~100
μmの切片を作製し、再固定後、マイクロチュープ内で免疫染
色およびinsituハイプリダイゼーションを行った。その結果、
成熟した茎において、 (1)TED2mRNAは未成熟な管状要素およ
び未成熟な木部・師部繊維に局在して発現していること、 (2)
TED2タンパク質は、未成熟な管状要素および未成熟な木部・
師部繊維だけではなく、成熟した木部 ・師部繊維にも蓄積され
ていることが分かった。この結果は、今回用いた手法により比
較的簡便にmRNAとタンバク質の両方の局在を解析できること
示していると同時に、 TED2遺伝子産物が維管束の繊維系の細
胞において重要な役割を果たしている可能性を示唆してる。

laIOl 
シロイヌナス＇ナ サイクロフィリン遺伝子のクローニングと発

現解析
中川強多田隈圭｀斉藤武，芦田裕之，川向誠 i` 
落合英夫松田英幸 1 （島根大・遺伝子" 1島根大・農・応用

生物機能）

サイクロフィリンは免疫抑制剤サイクロスポリ ンAの細胞
内結合タンパク質である 。動物細胞ではサイクロフィリン・
サイクロスポリン A複合体がタンパク質フォスファターゼ
2 Bを阻害して免疫抑制を行うことが知られている。またサ
イクロフィリンはペプチジルプロリルイソメラーゼであるこ
とでも知られており、細胞中でタンパク質のプロリンイミド
結合の シスートランス異性化を触媒し高次構造形成の補助を
行なっていることが推察されている。サイクロフィリンは微
生物から動植物にいたるまであらゆる生物に存在し 、また細
胞の様々な区画に特異な分子種が局在している。植物におい
ても細胞質型、葉緑体型、ミトコンドリア型サイクロフィリ
ンが存在することが示されている。我々は植物のサイクロフ

ィリンの構造、性質、機能を解明することを目的にシロイヌ
ナズナのサイクロフィリン遺伝子のクローニングを進めてい
る。現在までに細胞質型サイクロフィリン遺伝子 4種を同定
し、3種について塩基配列を決定した。これらの翻訳産物は
1 7 2、 17 4、17 6アミノ酸をコードし、 70％以上の
相同性を有していた。上流域の塩基配列には顕著な類似性が
見られず、それぞれの遺伝子が異なった発現制御を受けてい
ることが考えられた。現在発現パターンを解析中である。



lal02 
イネの三量体G肇白賣aサプユニットのcDNAクローニング

石川敦司、坪内均、岩崎行玄、旭正

（福井県立大 • 生物資源）

近年高等植物において、フィトクロームを介する光情輯伝連
系、青色光情編伝連系、気孔開閉制御情輯伝違系、さらに防御

反応情編伝連系などに三量体G蛋白賞が関与することが示唆さ

れてきている。これまでに三量体G肇白賞のうち、 aサプユ

ニットに対するcDNAば双子薫植物のアラピドプシスとトマト

から嵐鴫されているが、単子葦樋物からの耀告はなかった。

植物における情輻伝違系を理解する上で、 単子薫植物の三量

体G蛋白質を解析することは、双子葉植物との比較を含めて重

妻であると思われる。

我々は、まずPCRによりアラピドブシス三量体G董白賞aサ

プユニットのcDNA断片を増帽した。この断片をプロープにイネ

の緑葉より躙製したcDNAライプラリ ーをスクリーニングし、

イネの三量体G蛋白質aサプユニットのcDNA.RGAlを単戴し

た．予想される産物のアミノ醸配列は、アラビドプシス (GPAl
）と トマト (TGAl)の産物と、それぞれ 77％と 86％のホモ

ロジーを示した。また暉乳類のaサプユニットとは 42％から

6 9％のホモロジーを示した。 GTPとの結合に必蔓な領域は、

高等植物に限らず、鳴乳類においても保存されていた。しか

し、共役する受容体と相互作用する領域と考え られているC—末

蟻のアミノ醸配列は鴫乳類のもののみならず GPAlとTGAlと

も翼なっていた。RGAlのmRNAは、イネの根贄色薫、緑葉に

蓄積しており、 RGAlは恒常的に発現していると考えられた。

lal03 
イネ液胞膜ピロホスファターゼのcDNAクローニング

榊原祥清、 笠毛邦弘 （農水省・食総研）

我々は昨年度本大会において、品種の異なるイネ培養細胞

の液胞膜ピロ ホスフ ァターゼ (PPase)活性に対する塩ストレ

スの影響に差異があること、また、両者でPPaseのアイソマー

の発現が異なることを報告 した。PPaseのアイソマーの発現と

その生理的役割をより詳細に解析することを目的として、イ

ネPPaseのcDNAクローニ ングを行った。

7日間培養したイネ培養細胞(Orizasativa L. cv. Nipponbare) 

からcDNAライプラリ ーを作成した。既知のPPaseのDNA塩基

配列よりプライマーを合成し、 RT-PCR法に よって得られた断

片をプロープ として、プラークハイプリダイゼーション法に

よりスクリ ーニングを行った。 4種類の異なるクローンが得

られ、その うちの 2つ (OSVPI、OSVP2)が約2.7kbpの長さ

を持ち全長をコ ー ドしていると推定されたので、これらにつ

いて塩基配列の解析を行った。その結果、 OSVPI、OSVP2と

もアラビドプシスのPPase遺伝子とアミノ 酸レベルで90％近い

相同性を示し、推定される触媒部位やDCCD結合部位に相当

する配列も保存されていた。

現在、 これらのアイソ マーの発現および生理機能について

検討を行っている。
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lal04 
イネグルタレドキシンおよび13kDaプロラミン遺伝子のブ
ロモーター領域の特徴

謝志堅、 藪下哲成、増村威宏、田中國介（京府大・農・農化）

アリユーロン細胞とデンプン性胚乳細胞とは、イネ種子

形成時に同一細胞を起源として生長してくるが、形態的、

含有成分的に互いに全く異なる細胞に分化する。両細胞

の分化に関与する因子を解明するには、それぞれの細胞

に特異的に発現している遺伝子群の構造解析を行う必要

がある。本研究では、種子登熟過程のアリューロン細胞で

特異的に発現するグルタレドキシン逍伝子と、種子登熟

中期から後期にかけてデンプン性胚乳細胞のみに特異的

に発現するプロラミン遺伝子の構造解析を行い、両遺伝

子のプロモーター構造の特徴を明らかにした。

イネ胚芽より核DNAを調製し、核遺伝子ライプラリ ーを

構築した。既に当研究室で単離されているイネグルタレ

ドキシンcDNA(RASC8)、イネ13kDaプロラミンcDNA（双M7)
をプロ ープとしてスク ーニングし、グルタレ ドキシン、

! 3kDaプロラミンの構造領域を含む約4.Okbp, 3. OkbpのDNA
を調製 した。塩基配列を決定し、両遺伝子構造上の特徴

を調査した。これら二つの遺伝子を比べると、グルタレ

ドキシン遺伝子はイントロンを三つ含んでいるが、プロ

ラミン遺伝子はイ ントロンを含まないことが明らかとな っ

た。またブロラミン遺伝子プロモーターでは、翻訳開始

点よ り500bp上流に穀類ブロ ラミンー300エレメントが見つ

かった。翻訳開始点の630bp上流にATT配列が10回繰り返

されている特徴があった。両遺伝子プロモーターには、

ピシリンポ ックスのようにTに富む配列が存在した、特

にグルタレドキシンでは、 Tが5涸以上連続する配列が多
く見られた。

lal05 

イネ根ferredoxin-NADP+reductase(FNR) 

遺伝子の構造解析

青木秀之、田中國介＼井田正二

（京大・食研、 1京都府大・農・農化）

我々はイネ葉1)と根2)に、それぞれ塩基配列の異なる

FNR cDNA（両者の成熟蛋白質の相同性は49%）が存在し、後

者はN03・誘導型であることを報告している。 N03・誘導の機

構を解明する目的で、イネ根FNRcDNAに対応するゲノム

DNAの構造解析を行った。

根FNRcDNAをプロープとして、イネゲノムライプ

ラリー(EMBL3)から約15kbpのゲノムクローンを取得し、

コード領域を含む3.9kbpの塩基配列を決定した。また、

primer extension法によって、転写開始点を決定した。

cDNAとの比較により、イネ根FNR遺伝子はエキソン(6)と

ィントロン(S)から構成され、 5'領域にはTATA-,CAAT,GC-

boxが存在することが判明した。また5'上流領域にはホウレ

ンソウNiR遺伝子のプロモーター領域と相同性の高い配列

[ATCAA(A/C)］とその逆配列[(T/G)TTGAT]が数力所存在

した。これらの配列は転写制御因子との結合部位である可能

性があるので、ゲルシフト法などによる解析を進めている。

1)Biochim. Biophys. Acta (1994) 1183: 553-556 

Z)Plant Physiol. (1994) 104: 1473-1474 



lal06 
ラン藻 Plectonemaboryanumの亜硝酸還元酵素の構造と機能
菊地裕之．鈴木石根．中西早恵子．藤田祐ー1，杉山達夫．
小俣達男（名古屋大・農・応用生物科学， 1大阪大・蛋白研）

P bo可anumは糸状体を形成する ラン藻で、 嫌気条件下でヘ
テロシス トをつくらずに窒素固定を行う点、および暗所で従属
栄養的に増殖する点が特徴である。このラン藻の亜硝酸還元酵
素遺伝子(nirA)をク ロー ン化したところ、 654偕のアミノ 酸か
ら成る分子呈 72135のタンパク質を コードしていた。アミノ
酸配列の比較から、(1)P. bo/J'anumの亜硝酸還元酵素 (NiR)は
他の光合成生物の フェレ ドキ シン(Fd)依存性NiRと相同な領域
（アミノ 酸残墓1~511)とC末端延長部（アミノ酸残基512~

654)からなること、 (2)C末端延長部のC末端部（アミノ酸残
基585~6 54)は他のラン藻や高等植物のI2Fe 2S1型のFdと30~
35％の相同性をもつこと、の 2点が明らかになった。 nirA遺伝
子のNiRドメインに対応する部分に薬剤耐性遺伝子を挿入して
破壊するとNiR活性と亜硝酸同化能が失われることから、この
遺伝子がP.bo/J'anumの唯一のNiR遺伝子であると結論された。
また、 NiRのC末端領域は、還元力の供給が制限される暗所で
の亜硝酸還元において、 NiRドメインヘの効率的な電子伝達に
関与している可能性が考え られたが、 NiRのC末端領域を欠い
た変異株は、正常なNiR活性を示し、明所でも暗所でも亜硝酸
を窒素源として増殖した。この結果から、 P.bo可anumのNボ

のC末端領域はNiR活性にも、暗所での亜硝酸同化にも必須で
はないことが明らかになった。

lal07 
緑藻オオハネモ rlxL遺伝子の塩基配列とそのイントロンの

特徴

佐藤浩之、永島道明、藤山幸作、奥山知之、中山克己、

岡田光正（東邦大・理•生物分子）

海産の多核単細胞緑藻類、オオハネモ (Bzyopsism欲 ima)

の葉緑体ゲノムより RuBisCO遺伝子 (rbcL)をクローニン

グし、全塩基配列を決定した結果、 475アミノ酸をコードす

るORFの中央付近、コドン 268と269の間に 2,467bpのイ

ントロンを含んでいた。オオハネモと同じミル目 (Codiales)

のミル (Codi・血 fragile)のrbcLにも、同じ位置にほぽ同じ

長さのイントロンの存在が報告されているが、その塩基配

列の相同性はオオハネモのものとは非常に低く、近縁の種

間の分子進化の過程を解析するための、鋭敏な指標となり

うる。現在、ミル目における rbcLの分子進化を解析するた

めに、ハネモ科 (Bzyopsidaceae) よりハネモ (Bzyopsis 

pulmosa)、ミル科 (Codiaceae) よりクロミル (0:吐口n

出varicat山 n)のrbcLのクローニングを試みている。また、近

縁の目として、シオグサ目 (Cladophorales)など数種の葉緑

体DNAを用いてサザンブロッティングを行い、このイント

ロンの緑藻綱における分布を調べている。

80 

lal08 
フタバネゼニゴケ細胞葉緑体DNAのメチル化地図

墜邑些佐藤敏生（広島大・理•生物科学）

我々が分離したフタバネゼニゴケ (Marchanti a 

paleacea var. diptera)細胞は暗所でも葉緑体を

形成する特徴を持つ．前回は，葉緑体DNAをメチ）レ

化感受性および非感受性イソ制限酵素で処理し，

感受性酵素でのみ見られる切断片をクローニング

し，メチル化部位がrpoB, ndhlOおよびpsbl遺伝子

内にあることを報告している．今回は，ゼニゴケ

葉緑体DNAプロープを用いてフタバネゼニゴケ葉緑

体DNA全域にわたりメチル化部位を検討し次の結果

をえた． 1) psaA, rbcL, 5srRNA, 16srRNA, 23s 

rRNA遺伝子内の5'CCA(T) GG3'配列がメチル化部位

として新たに同定された． 2) 23srRNA遺伝子は葉

緑体全ゲノムにおいてメチル化していたが，他の

遺伝子はすべて一部のゲノムでのみメチル化して

いた． 3)培養期間を通じて23srRNA遺伝子は高度

にメチル化していたが，同遺伝子の転写産物はい

ずれの時期にも多量に検出された．以上の結果か

ら，この苔類細胞の葉緑体DNAメチル化は遺伝子の

不活性化には関与していないことが明らかになっ

た．

lal09 
酵母SaccharolllJ'cescerevisiaeの第3番染色体DNA長多

型の誘発機構と細胞周期への影響

園山恒久、上井一浩、久冨泰資、壷井基夫（福山大・エ

•生物工学）

一般に報告されているS. cerevisiaeの第3番染色体

DNA長は350kbpである。しかし、私達の研究室保存株の中

に同染色体DNA長が450kbpである株が見いだされた。この

株は減数分裂の過程で同染色体DNA長が変動し、胞子クロ

ーンでは同DNA長が約lOOkbp単位で高頻度に多型を起こす，

本研究では、 450kbpの染色体構造を明らかにすると共に、

第3番染色体DNA長の多型が細胞周期にどのような影響を

もたらすかを調べた。

450kbpの第3番染色体の制限酵素処理による物理的解

析や遺伝学的解析により、第3番染色体右腕のthr4遺伝

子からH畑遺伝子までを含む約95kbpの領域が重複して存

在していることが明らかとなった。従って、 DNA長多型は

重複領域において不等組換えが起こるためであると考え

られた。染色体DNA長多型を利用して分離した350、450、
750および950kbpの第8番染色体DNAを持つ細胞の世代時

間を測定した結果、それぞれ117、120、128および138分
であった。また、未出芽細胞の割合を測定することによ

り、 350、450および750kbpの株の細胞周期のGl期の長さ

を求めると、それぞれ25、29および32分であった。以上

の結果より、第3番染色体DNA長が長くなるにつれて、細

胞周期のGl期の長さが長くなることが明らかとなった。



一般 講演

第 1日 3月28日（火） 午後の部

A会場 脂質•生体膜

B会場 遺伝子発現 (2)

C会場 光合成 (3)

D会場 光合成 (4)

E会場細胞壁 (2)

F会場 情報伝逹

G会場 環境応答 (2)

＇ 
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lpAOl 
キクイモ塊茎組織のカルス形成過程での液胞膜1-fーポンプ活性

の変化． II. 

上岡華代，長谷 昭 （北海道教育大・函館•生物）

キクイモ塊茎組織のカルス形成過程で液胞膜の2つの1-f叶ミン

プ (1-f-A TPase及び1-f-PP忍e) がそれぞれ異なったタイムコー

スで活性化されることを， 日本植物学会第58回大会で報告し

た．このうち1-f-ATP的 eの1-f-ポンプの活性化はカルス化する組

織に特異的であるが， 1-f-PP硲 eの1-fーポンプ活性は傷害反応と

もみなされる増大を示した．そこで，組織切り出し後，傷害

反応が一段落する5日目までオーキシンなしの培地で培養した

のち，オーキシンを含む培地に植え継ぎカルス誘導した組織

から液胞膜を単離し， 2つの1-f叶じンプ活性の変化を調べた．

ATP依存1-fポンプ活性は，植え継ぎ培養開始後ほとんどラ

グなしに増加し，培養4日目以降では培養開始時の4倍前後の

活性を維持した． PPi依存Wボンプ活性もほとんどラグなしに

増加し，植え継ぎ後3日目までに2倍以上に増加したが，その

後減少した．オーキシンを含まない培地に植え継いだコント

ロールでは，活性の変化はほとんど認められなかった．一方，

これらの1-fーポンプの基質加水分解活性は， ATPase活性が約2倍

に増大したものの， PPaseifi性にはほとんど変化がなく， f-f-ポ

ンプ活性の独自の活性化楼構の存在を示唆した．

以上の結果は，液胞膜の2つの"-ポンプがいずれもカルス化

に何らかの役割を担っていることを示しているが， 1-f-PPaseは

特に培養開始直後のカルス誘導期に関与している可能性が示

唆された

lpA02 
キクイモ塊茎のシンク及びソース楼能における細胞膜及び液

胞膜"-ポンプの関与

長谷 昭，上岡華代 （北海道教育大・函館 • 生物）

キクイモ塊茎は9月から 10月にかけて強力にシンク機能を営

み，柔組織細胞の液胞中にショ糖を取り込みイヌリンに転換

して貯蔵する． 一方，冬季間の休眠を経て3月以降はソース機

能に転じて成長しつつある芽に養分を供給する．以上の機能

には細胞膜及び液胞膜を介しての物質輸送が必須であり，特

にシンク機能には活発な能動輸送が伴われていると考えられ

る．そこで，膜内外のげ勾配を作り出すことによって膜輸送

を駆動する"-ポンプの活性を，単離した細胞膜と液胞膜でこ

れらの機能との関わりにおいて調べた．

細胞膜汀-ATPaseは塊茎の機能にかかわらず基質分解活性が

変化せず，成長しつつある芽の半分以下の活性しか示さず，

また1--fーボンプ活性も液胞膜のATP依存"-ポンプ活性の 1/10程

度であり，シンク ・ソース両機能への積極的関与は認められ

なかった． 一方，液胞膜に存在する 2つのげーポンプのうち，

1-f-ATPぉeが特に9月から JO月にかけて休眠中の約3倍の高い"

ポンプ活性を示し，また3月以降にも活性が増加した．しかし

tr-PPaseは，基質分解活性が1-f-ATPaseの約半分の比活性であ

るにもかかわらず，＂ーポンプ活性は低く抑えられていた．

以上の結果は，キクイモ塊茎においてはunloacingされた同化

産物がシンプラスト経由で主に輸送されていることを示唆し

ており，また液胞膜を介しての輸送は1-f-ATPaseが作り出すH

ヵ勾配が主要な駆動力の1つとなっていることを示している．
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lpA03 
エンドウ上胚軸から単離した細胞膜における ATPase 

活性

樽井 裕、飯野盛利 （大阪市大・理・植物園）

植物細胞膜の ATPaseは、成長や環境刺激応答に働

く重要な酵素の一つと考えられている。本研究では、エ

ンドウ上胚軸の細胞膜に存在する ATPaseの醒素学的

性質を調べた。赤色光下、 25℃で 6日間培養したエン

ドウの上胚軸からマイクロソームを調製し、さらに水性

二層分配法(5.6 g系、 4mM NaCl)を用いて細胞

膜に富む膜分画を得た。この分画の ATPase活性

(Km=O.lmM)は、 M g2・を要求し、低濃度のバナ

ジン酸によって強く阻害されることから (I C50= 

5 0 μ, M)、細胞膜の ATPase であると考えられる 。

また、当酵素活性はスペルミジンやスペルミンなどのポ

リアミンによっても阻害を受けた (IC s0 (Spd) ~ 2 m M、

I Cso(Spn)~ 1 mM)。ボリアミンによる阻害は両逆数

プロットから競合阻害であることがわかった (Ki (Spd) 

= 7 7 μ, M, K i (Spn) = 4 1 μ, M)。 ATPase活性は、

界面活性剤である Softes-12 によって最大 2倍に活性

化されたが、 TritonX-100, phosphatidylchol ineによ

っては顕著な活性化はみられなかった。この活性化は、

Km値の変化を伴わなかったことから、基質に対する

accessibility の上昇によるものと考えられる。

lpA04 
イネ培養細胞 H+・ATPase再構成膜における H十輸送能と

膜脂質分子の局所的運動性

中村酋行、笠毛邦弘（農水省・餃総研）

生体膜は、流動性に富むリン脂質 ・.ili;~、1 中にタンパク 11が即

め込まれた動的構造を有している。股タンパク f1の槻能は脂質

分fとの相互作用による様々な影押を受けることが指摘されて

いるが、植物細胞の膜に関してはほとんど報；りされていない。

我々 は、 イネ培養細胞より H+-ATPa~eを単離、部分柏製した後、
これをアゾレクチンリボゾームに埋め込んだ再構成膜系を用い

て、膜脂質層の流動性と H+-ATPaseの機能との相関について検

村を行っている。 一昨年の大会では、 DPHをJIlいた蛍光偏光解

梢測定から脂質層の流動竹の低ドがATPa~eのH十輸送能を抑制
することを報告した。今回は、股脂質分fの),.j！酎的述動性をさ

らに詳細に調べる目的で、新たにDPHの誘導体で膜表層に近い

脂質層に結合する TMA-DPHをプロープとして測定を行い、

DPHの結果と比較した。 また、54および！6-ドキシルーステアリ

ン酸を脂質層中に取り込ませて脂質Nの表層および内部に安定

ラジカルを導入し、そのESR(ElectronSpin Resonance)スペクト

ルを解析した。これら二種類の異なる方法による測定から膜脂

質層内部の疎水性領域と表層の親水性頭部に近い領域の流動性

を個別に検討した。脂質重翫の1/200から 1/100のATPaseを埋め

込むとリポゾーム脂質層の表層の流動性が低―卜.するものの、 H+

輸送能には影響が見られなかった。 一方、多薗（脂質量の1/20)

のATPaseを埋め込むと、脂質層内部の流動性が低 Fし、 ATPase

のH十輸送能も著しく抑制された。以上の粘果は、膜脂質層内部

の流動性がATPaseの慨能に大きな影響を及ぽすことを示唆する。



lpA05 
オオムギ根原形質麟のアニオン輸送体の可溶化と再構成

山下耕生、山本洋子、松本英明 （岡山大・資生研）

塩ストレスによってオオムギ根原形質膿のATPase活性

が低下したにもかかわらずそのH'"輸送活性は、 Cl―存在下

で測定したときにのみ増加した。このことから我々はH+

輸送活性が膜小胞内へのアニオン輸送によって制御され

ている可能性を示唆した。さらに、このアニオン輸送活

性はNIFで阻害された（昨年度本大会）。そこで我々は附輸

送活性の制御に関わるアニオン輸送を明らかにするため

アニオン輸送体の可溶化再構成を試みた。

原形質膜小胞はオオムギ根から水性二相分配法によっ

て調製した。アニオン輸送体は原形質膜小胞をTriton X 

-100処理後、 CHAPSによって可溶化し、透析法によってリ

ボソームヘ再構成した。この可溶化再構成により 3oc1―輸

送活性は約 7倍に増加した。また再構成されたプロテオ

リポソームは『輸送活性を示したことから、 H'"-ATPaseも

同時に再構成されていることがわかった。そこでアニオ

ンによる附輸送活性の促進を検討したところ、 Br―》Cl―

=NOぷ》グルコン酸の順であった。以上の結果からオオ

ムギ根原形質膜に存在するアニオン輸送体の一つは、Br―

に選択的であることが示唆された。

lpA06 
モヤシ豆幼根から単離した液胞膜小胞の方向性および粒径の

pH依イ廿性

武田裕 、^l笠毛邦弘、太田英―. （炭応大，理工、 1食稔研・

分子情報）

高等植物細胞において液胞は最大の細胞内小器官であり、

その内腔は液胞膜に内在するH+-ATPa~e と H+・PPaseにより酸

性に保たれている 。これらのH+ポンプに関する研究には、

主に密度勾配法によ って単離された液胞膜小胞が用いられき

たが、その膜小胞の方向性は必ずしも 一定ではなく、またそ

れを任意に制御することは難しい。ところがイオノフォアと

Triton X-100を用いた比活性測定により、膜調製溶液のpHが

液胞膜H+-PPaseの方向性に関与することが示唆された。 pHの

低 Fに伴い、 right-side outのH+・PPaseの割合が増加する傾向

を示した。またpHの低下とともに液胞膜小胞の粒径は増大

した。液胞膜H丸PPaseの方向性はpHに依存するものと考えら

れる 。 しかし、方向性と粒径のpH依存性がほぽ一致したた

め、粒径（曲率）の寄与も考えられる。これらの可能性をさ

らに明らかにするために、再惜成系を用いての研究を進めて

しヽる。
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lpA07 
セイヨウナシ果実液胞膜のプロトンATPase、プロトンピ

ロホスファターゼおよびVM23の性質と果実生長におけ

る役割

白武勝裕鈴木康生金山喜則前島正義＇ 山木昭平

（名古屋大・晨・園芸科学．＇生物化学）

セイヨウナシ果実において液胞は最大の細胞器官であり、同

化産物の多くを糖として貯蔵している。 糖は、液胞膜プロト

ンATPase(V・type ATPase)とプロトンピロホスファターゼ

(H'・PPase)の働きによって生じる電気化学的ポテンシャルにより

濃度勾配に逆らって液胞へ輸送される。 そこでセイヨウナシ果

実より V・ATPaseならぴに記PPaseを精製したところ、それらの

サプユニット構成ならぴに性質は他の植物種より精製されたも

のとほぼ同一であった。一方、液胞膜に固有のタンバク質であ

る VM • 23は、水チャンネルと考えられる y ・TIPとアミノ酸配列が

類似しているが、ハッカダイコンVM23に対する抗体を用いた

イムノプロット分析により、セイヨウナシ液胞膜にも存在する

ことが明らかになった。そこで、このVM • 23に対する抗体を用

いセイヨウナシ果実の生長段階でのタンパク質罷の変動を調査

しところ、新鮮重当たりのVM23のタンパク質量は細胞分裂期に

特に多 く、 その後急激に減少することがわかった。この結果よ

り、セイヨウナシ果実生長においてVM23は細胞分裂期に重要

な働きをしていることが示唆された。現在、これに加え果実生

長における二種類のプロトンポンプの役割を明らかにするため

に、 V・typeAT Pase と H 會 • PPaseに対する抗体を用いタンパク質量

の変動を検討中である。

lpA08 
登熟期サフラワ一種子リゾレシチンアシルトランスフ ェ

ラーゼ

市原謙ー．前 香織．佐野嘉彦．田中國介

（京都府大・ 農・農化）

登熟期の油糧種子でおこるオレイン酸のリノール酸へ

の不飽和化反応の基質となるレシチンに．デノボで合成

されたオレイン酸を供給する酵素リゾレシチンアシルト

ランスフェラーゼの性質を．登熟期サフラワ一種子の膜

画分を用いて調べた。

登熟にともなう酵素活性の変化は、 トリアシルグリセ

ロール合成活性の変化とほぼバラレルであった。比活性

は他のすべてのトリアシルグリセロール合成系酵素の活

性 (1)よりも高く， 500nmol/min/mg proteinに達した。

この高い活性は．デノボで合成されたオレイン酸がグリ

セロリン酸経路よりもむしろレシチンに多く取り込まれ

る可能性を示唆している。

反応は不飽和アシル-CoA(18:1, 18:2) に特異的であ

り．飽和アシル基 (16:0,18:0) の取り込み速度はきわめ

て遅かった。 一方． リゾレシチンはそのアシル鎖が能和

であっても不鉤和であっても．等しくアシル受容体とし

て作用した。

(1) lchihara, K. et al. (1993) Plant Cell Physiol. 34, 557. 



lpA09 

葉緑体糖脂質合成酵素：酵素の精製およびホスフ

ア チ ジン酸による活性 化

下嶋美恵、太田啓之、飯田茂人、荒井健之、増田

建 、塩井 祐 三 、高宮建一郎 （東工大•生命理工・
生体機構）

U DP-galactose:diacylglycerol galactosyltrans-

ferase (UDGT) は、葉緑体膜の主要構成糖脂質で

ある monogalactosyldiacylglycerolの生合成過程

を担う 酵素である り 我々は、昨年の本大会におい

て、キュウリ子葉からの本酵素の精製について発

表した、今回 、Monos 及び アフィニティクロ

マトグラフィを用いた精製法の改良を行い、より

純度の高い 精 製 酵 素 を得ることができたので、報

告する n

キュウリ子葉から、 lauryldimethylamine oxide 

により酵素を可溶化し、各種クロマトグラフィ

(CM-Toyopearl, Monos, UDP-hexanolamine 

affinity等）により 、酵素を精製した ，、 精艘倍率は

約 11,000倍 、比活性は、 600nmol/min mg protein 

以上、またSOS-PAGEの結果から、精製した酵素

の 分子量は 、45kDaであった。 また、前回 、ホス

フ ァ チジン酸による酵素の活性化について報告し

たが、 本条件で精割した酵素を用いた場合、無添

加の場合の約100倍程度の顕著な酵素の活性化が

認められた ，、

lpAlO 
膜貰通部位ト ラソピン グ法による膜タンパク質

cDNAのクロー ニン グ

安村直起＇ ＇、船越政男＇、橋本隆＇、山田

康之＇＇（＇奈良先端大 ・バイオ、’京大・農・

農化）

膜タンパク質は先導配列 (LS) と）l臭貰通

部 位 を持つことが知られている。

東大医科研の菅野純夫先生から頂いた LS

とエビトープを供給する動物発現用ベクター

pl8Macを用いて cD N Aラ イ プ ラ リ ー を 作

製し、 COS-7培 養細胞にトランスフェクショ

ンした時、 cDNAより膜貰通部位がインフ

レ ー ムに供給されればそのタンパク質は融

合膜タンパク質として発現し、細胞表面に

提示されたベクター由来のエピトープに対

する蛍光抗体法で検 出できる 。 本研究では、

ト ウモロコシの根冠糾織から作製した

c DNAライ プ ラリー より 98 9クロ ーンを本法

によりスクリーニング した 結果 、膜 貰通 部

位断片が数個得られた。次にこれらの D N A

断片を用いて根冠組織を 含む cDNAライ プ

ラリーから膜タンパク質 cDNAをクロー ニ

ングした。
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lpAll 
光合成におけるスルホキノポシルジアシルグリセロール

(SQDG) の役割

佐藤典裕、園池公毅 1、江原友子互長船哲齊3、都筑幹夫

川口昭彦 3 （東京薬大•生命・環境生命、 1 東大・理・植物

2 東京医大・微生物、 3 日体大•生命研、 4 東大・教養 • 生
物）

スルホキノポシルジアシルグリセロール (SQDG) は葉緑

体脂質の一つであるが、生体膜における役割は不明である。

そこで、緑藻クラミドモナスのスルホキノポシルジアシル

グリセロール (SQDG)欠損変異株 (hf.2) の光合成能を親

株と比較した。光化学系 I活性は差がなかったが、光化学

系 11活性は親株の約 6割に減少していた。また霞子顕徴鏡

により、細胞の徴細構造を観察すると、 hf.2は親株に比べて、

チラコイド膜が歪曲していた。

親株のチラコイド膜より各光化学系のタンパク質複合体

を単離し、複合体に結合している脂質を分析した結果、

SQDGは光化学系 I複合体にはほとんど存在せず、光化学系

II反応中心複合体と光化学系 11の集光性クロロフィル a/b

結合タンパク質複合体に局在していた。

以上の結果から、 SQDGは、光化学系 II複合体と結合す

ることによりその活性発現に寄与すること 、またチラコイ

ド膜の形態形成に必要であることが示唆された。

lpA12 
海産藻類におけるベタイン脂質の分布

加藤美砂子．足立恭子，池本尚人l，佐野浩
（海洋バイオ研•清水， 1 同・釜石）

ベタイン脂質はリン脂質や糖脂質と並ぶ極性脂質のグループで
あり，トリメチルアンモニウム基とカルポキシル基を有する複合

脂質として定義することができる。現在までに知られているべ夕
イン脂質は， OGTS(1, 2-diacylglyceryl-3-0-4'-(N,N,N 

-tr imethyl)homoserine), DGTA (1, 2-diacylglyceryl -3-0 

-2'-hydroxymethyl -(N, N, N -tr imethyl) -~-a I anine), 

OGCC (1, 2-di acy I g¥ ycery I -3-0-carboxyhydroxymethyl 

-choline) の3種である。

このうちDGCCは，我々が，ハプト藻Pavlova lutheriから単

離，構造決定した新規ベタイン脂質であり ，その構造については

1993年度の本大会で報告した。本研究は， OGCCの藻類における
分布を調ぺ，その特徴を他の2種のベタイン脂質と比較し， DGCC

の生理的役割を考察するために行った。

DGCCの分析を行うにあたって，もっとも大きな問悪点は，

OGCCのシリカゲルを用いたクロマトグラフィ ー上での挙動がPC

（ホスファチジルコリン）と一致することであった。そのため，

CNーシリカゲルカラムを用いたHPLCによる分析を行い， DGCCとPC

を完全に分離することに成功した。この分析系で種々の藻類を調

ぺたところ，分析したすべてのハプト藻にOGCCが含まれているこ
とがわかった。一方， PCを検出することはできなかった。これら

の知見から，OGCCはPavlova Jutheriに特有の脂質ではな く，

ハプト藻に普遍的に含まれる脂質であることが示唆された。緑藻，

プラシノ藻，褐藻，紅藻，クリプト藻からはOGCCを検出すること

はできなかった。しかし， 4種の渦鞭毛藻からOGCCを検出するこ
とができた。この4種には， PCも含まれていることがわかった。

以上の結果と， DGCCの脂肪酸組成の特徴について考察する。



lpA13 
大腸菌の細胞膜形成に及ぼすアクリフラピンの効果

中村運、 1 榊剛、2 岩野恵 甲南大• 生、 1 北海道東海

大•生工、 2 奈良女大•生

アクリフラピンはアクリジン色素の一種である。大腸

菌K12株のアクリフラピン感受性変異種（牢d)と耐性

野性種(acrA・）アクリフラピン処理によって、細胞膜

から膜の渦巻構造が出現する。アクリフラピンの存在で、

全脂肪酸は盆吐細胞で盆凶←細胞より 著 しく含量が

増大する。acrA 細胞は、acrA十細胞よりも、ホスファ

チジルエタノールアミンやカルジオリピンの含量 が高い。

しかし、ホスファチジルグリセロールの場合 は逆転する。

acrA および acrA令細胞をアクリフラビンの存在で培

養すると、ホスファチジルエタノールアミンとカルジオ

リピン含量がともに著しく高くなる。しかしホスファチ

ジルグリセロール含量は 盆凶＋ 細胞でのみ増加する。

これ らの結果は原核細胞における膜分化の機構に対して

示唆的である。

lpA14 
低温ストレスと液胞膜の流動性
笠毛邦弘、常盤幸恵、武田裕 一• ’ 、中村善行、太田英二＇（農水

省・食栓研、 ＇疫応大・理工）

前回低温耐性の弱い品種のイネを用いて、低温ストレスによ

るプロトン 輸送の低下は、低温がATPase分子に直接作用する

のではなく、むしろ脂質を介してプロトン輸送の低下を引き起

こしていることを報告した。そこで今回は、脂質の変動によ っ

て引き起こされる膜の流動性と低温ス トレスの相関を液胞膜小

胞を用いて明 らかにしたので報告する。 脂質二重層の運動状態

は蛍光偏光解消法と NMRで測定した。蛍光プロ ープとして疎

水部の運動性を反映するDPHと親水部のTMA-DPHをを使用 し

た。 DPHとTMA-DPHの偏光度の解析から脂質二重層の疎水部

は親水部に比べて温度依存性が強いこと、また低温耐性の強い

品種ほ ど、この温度依存性が強い傾向にあることが判った。ま

た、この ような傾向を人工膜リボゾームを用いて明らかにし
t• ヽ 0
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lpA15 
低温順化時のトリエン脂肪酸の増加は耐冷性の獲得に重

要な役割を果たしている

児玉浩明、堀口吾朗、西内 巧、西村光雄、射場厚

（九州大・理•生物）

シロイヌナズナ葉緑体(/J-3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子

(FADl)を導入した形質転換タパコでは、葉でのトリエ

ン脂肪酸(Cl6:3+Cl 8:3)の含量が約10％増加する。この

ような形質転換タパコでは、 1℃、 7日間の処理によっ

てタバコ野生株で見られるクロロシスや葉の生長阻害な

どの低温障害が緩和される(Kodamaet al.: Plant 

Physiol. (1994) 105:601-605)。植物は一般に低温にさ

らすと膜脂質の多不飽和脂肪酸の含量を増加させること

が知られている。そこで野生株と形質転換タバコを用い

て低温順化における脂肪酸の変化と耐冷性について調ペ

た。 15℃で生育させた野生株の主要な膜脂質のトリエ

ン脂肪酸含量は形質転換タパコと同様の値を示した。さ

らに15℃で生育した野生株では25℃で生育した野生株

で見られた低温障害がほとんど見られなかった。このこ

とはFADア遺伝子を過剰発現させた形質転換タパコでは、

耐冷性を獲得するための低温順化時に見られるのと同様

なトリエン脂肪酸の増加がおこり、また同時に葉の正常

な生育に必要な耐；制生を獲得していることを示している。

lpA16 
コムギ葉細胞の加齢および緑化過程での a —リノレン醸含量の変化と

葉緑体局在型w-3脂肪醸不飽和化酵素遺伝子の発現様式

堀口吾朗、児玉浩明、川上直人1、西村光雄、射場厚

（九州大・理・生物、 1横浜市立大・木原生研）

単子葉植物の葉では、細胞および葉緑体は先端に位置するものほど

成熱している。また第1、2葉の伸長は光の有無に関わらず進行する．

この性質を利用し、コムギ葉細胞の加齢と光条件が脂肪醸組成およ

び〇リノレン醸18:3)生成を触媒するコムギ葉緑体局在型0-3脂肪

酸不飽和化酵素遺伝子(TaFAD7)の発現に与える影響を解析した．全

脂肪酸に占める18:3の割合は葉の加齢に伴い増加し、緑薫の場合

40％から75％に、賞化薫の場合は27％から47％に達した．脂質組

成および各脂質の脂肪醸組成の解析から、葉細胞の加齢に伴う 18:3

含量の増加は緑葉の場合モノガラクトシルジアシルグリセロール

（心D)の増加とtlllGD中の18:3の増加の両方によって、また賞化葉の

場合、 tlllGDおよびジガラクトシルジアシルグリセロ＿ルの増加とこ

れらの詣質中の18:3の増加によることがわかった．これらの脂質は

主にプラスチドに含まれることから、プラスチドの発遅に伴う膜脂

質の合成および不飽和化が葉細胞の加齢に伴う18:3の増加に結び付

いていると考えられる．また賞化葉に光を照射し緑化させると、

18:3含量は緑葉の場合とほぽ同じ水準にまで増加した． TaFAD7 の

mRNA量は葉の緑化に伴って、約10倍に増加し緑化に伴う 18:3の増

加と相関がみられた．一方、明所、暗所生育ともにTaFAD7 の

mRNA量は葉の加齢に関わらずほぽ一定であった．これらの結果は、

葉細胞の加齢の場合と緑化の場合に見られる18:3の増加がそれぞれ

異なる機構によって制御されていることを示唆する．



lpA17 

挿入変異によるラン藻の脂肪酸不飽和化酵素欠損

株の作出
田坂恭嗣、 ZoltanGombos、村田紀夫（基礎生物学
研究所）

ラン藻 Synechocystissp. PCC6803には2重結合導
入位置（△6，△9,/112，△ 15)の異なる4種類の脂肪酸
不飽和酵素遺伝子が存在する。我々は、脂肪酸の
不飽和の度合と温度環境との関係を調べるために、
挿入変異法を用いてラン藻の脂肪酸不飽和化酵素
遺伝子の欠損株を作製した。クローン化された△

6不飽和化酵素遺伝子(desD)のORF内の Acclサイト
にクロラムフェニコール耐性遺伝子カセットを挿
入して、相同組み換えの方法により△6不飽和化

酵素欠損株(desD―)を作製した。また既に作製さ
れている△ 12および△ 15不飽和化酵素欠損株

(desA―,desB―)の△6不飽和化酵素遺伝子を同じ

手法で破壊し、 2重の変異体 (desA―/desD―と

desB―/desD―)を作製した。これらの変異体につ
いて PCRとガスクロマトグラフィにより完全に
遺伝子が欠損し、脂肪酸の不飽和化が段階的に停
止している事を確認した。

変異体の観察から、低温下での生育に不飽和脂

肪酸が必要であることを確認した。

lpBOl 
タイプ Iエレメントはヒストン遺伝子のS期特異的発現を制

御する「必要十分」なシスエレメントである

賀犀秀降、辻博之 l、中山卓哉 l、小野田哲夫、岩淵雅樹 1

（島根大・理•生物、！京都大・理・植物）

タイプ Iエレメント (5'-CCACGTCACCGATCCGCG-3'）は、

コムギ・ヒストンH3遺伝子(fH012)のproximalプロモークー

領域で最初に同定されたシスエレメントで、多くの植物ヒス

トン遺伝子に見いだすことができる。我々は、これまでに変

異導入実験Ooss of function)よりタイプ IエレメントがH3遺
伝子のS期特異的発現を制御するために「必要」なシスエレ

メントであることを示してきた。今回、このタイプ Iエレメ

ントがS期特異的発現を制御するエレメントとして「十分」

であるか否かを調ぺるため、以下の様なgainof functionの実

験を行った。タイプ 1エレメントを含む30bpのDNA断片を

最小プロモーター[CaMV-90 35S(M7)]の上流に3コピーつな

ぎ、その下流にGUSレボーター遺伝子をもつキメラ遺伝子を

作製した。これを Ti・プラスミドベクターを介してタバコ培

養細胞(BY-2)に導入し、形質転換体を得た。この形質転換体

の細胞周期をアフィディコリンにより同調化して、細胞周期

におけるGUS遺伝子の発現量の変化をRT-PCR法により調べ

た。その結果、最小プロモーターのみを持つキメラ遺伝子は

constitutiveにGUS遺伝子が発現するのに対し、タイプ Iエレ

メントをその上流に持つものはS期特異的に発現量が著しく

増加することが観察された。以上の結果とこれまでの結果か

ら、クイプ IエレメントはH3遺伝子のS期特異的発現を制御

するために「必要かつ十分」なシスエレメントであることが

明らかになった。
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lpB02 
細胞分裂に関係する21D7遺伝子の発現

卑皿江 MariaW. Smith,伊藤正樹1，佐藤茂2, 駒嶺

穆（日本女子大・理・物生， 1東京大 ・理・植物， 2三井

業際植物バイオ研究所）

さきに、われわれは、細胞分裂に関係する21D7ニンジ

ン核抗原に対する cDNAを単離 した (Smithet al, 

Plant Physiol. 1993, 101: 809・817)。mRNAレペル

での21D7遺伝子の発現は、ニンジン幼植物、ニンジン

培養細胞、ニチニチソウ培養細胞における細胞増殖の活

性と高い関連性を示した。タバコ葉肉プロトプラストと

タバコ培養細胞BY-2は、細胞分裂に関連する遺伝子

の研究に適した材料である 。これらのシステムを21D7 

遺伝子発現の解析に用いるために、われわれは、 21D7 

ニンジン cDNAに相補的なタ バコ cDNAクローンを

単離した。得られたタバコ 21D7cDNAは、

l) オーキシン存在下、または、欠乏下で培養したタ

バコ葉肉プロトプラスト

2) オーキシン添加、再添加により部分的に同謁化さ

せたタバコ培養細胞BY-2

より単離したtotalRN Aにおける21D7遺伝子の発現様

式の解析に使用した。得られた結果をもとに、 21D7遺

伝子の細胞周期における役割を論ずる 。

lpB03 
タバコ培養細胞形BY-2を用いた細胞周期依存的遺伝チの解析

伊藤正樹、渡辺昭 （東京大 ・理・植物）

細胞周期の特定の時期に起こる遺伝 f-発視、つまり細胞周期依{f

的発現は、細胞周期の進行の過程でその秩序を維持するために直

要であると考えられる。高等植物においては、 DNAポリメラ＿セ

6の補助因子であるPCNA、リボヌクレオチドリダクタ ーゼ、及

びA-typeサイクリ ンなどが細胞周期のS期に特徴的に発現し、

B-typeのサイクリンはM期に特異的にその転写産物が蓄積するこ

とか明らかになっている。

迫伝子が細胞周期に依存して発現するメカニズムを探るためには

単一の遺伝子について解析するばかりではなく、複数の細胞周期

依存的な遺伝子について解析し、そこで慟いている共通のメカニ

ズムが存在するのか否かについて検討する必要かあると考えられ

る。実際に、出芽酵母や高等動物では、 S期DNA合成に関わる一

群の遺伝子が共通のメカニズムによって細胞周期依存的な発現が

指令されていることが知られている。高等植物においてこのよう

なメカニズムが周期依存的な遺伝子発現に関与しているか否かを

明らかにするためには、周期依存的な発現を付与する複数のプロ

モーターを同定する必要がある。このため、タバコ培養細胞BY-

2を用い、プロモーターとレポ＿ター遺伝子からなるキメラ遺伝

子を導入した形質転換体を作製し、形質転換体を同調培養するこ

とによりレポーター遺伝子の発現の周期依存性について解析し

た。



lpB04 

タバコサイクリンcDNAの出芽醇母における機能解析

Y.Y.setiady，山本拓生、 関根政実、河内宏1、新名惇彦

（ガ辰大・エ・応用生物工学、 1農水省生物研）

cdc2／サイクリン複合体は真核細胞の細胞周期制御において

重要な役割を果たしている。cdc2とサイクリンはそれぞれ遺

伝子ファミリーを形成し、この複合体はセ リン／スレオニンキ

ナーゼ活性を持ち、組み合わせの違いによりキナーゼ活性の基

質特異性や活性ピークが細胞周期で異なり 、細胞内時計のよう

な役割を果たす。

我々 はタバコ(Nicotiana旦控迎四）から3つのサイクリン C

DNAを胆雛し、タバコ培養細胞 BY-2の同調培養系を用いた

ノザン解析の結果から、 Ntcyc25,27は Aタイプ、 Ntcyc29は

Bタイプサイクリンであることが判明し、昨年度の本大会にお

いて報告した。今回は、それぞれのサイクリンの機能解析の一

環として、出芽酵母の Glサイクリン欠損変異株を用いた解析

を行った。その結果、正常型タバコサイクリンを酵母内で発現

させると生育阻止が見られたが、デストラクションボックスを

欠<N末端の変異サイクリンを発現させるとNtcyc27は相補し

ないが Ntcyc25,29は相補性を示した。これらの結果から、タ

バコサイクリンが invivoで機能していることが示唆された。

lpB05 

分裂酵母Schizosaccharomycespombe<l)休

止期移行と有性生殖開始に必須の遺伝子群の解析

前川裕美・鵜野葉子・下田親

（大阪市大・理・生物）

分裂酵母は窒素源が枯渇すると細胞周期をG1期

で停止し、有性生殖過程へ移行するかもしくはGO

期と呼ばれる休止期へと移行する。我々のグルー

プは有性生殖開始と休止期への移行の両方に関与

する遺伝子の単離を目的に、接合不能かつ窒素源

飢餓条件下で急速に死滅するという表現型を示す

ste12、ste13、ste14、ste15変異株を単離し

た。 ste13遺伝子はRNAヘリカーゼをコードして

おり 、その変異株はG1期停止ができないことがわ

かっている。そこで、他の変異株についても窒素

源飢餓条件下でのDNA含量を測定したところ、

ste14、ste15変異株はste13変異株と同様、 G1

期停止ができないことがわかった。次に、 ste14、

ste15変異を相補する遺伝子を単離した。現在そ

れらの塩基配列等について解析中である。
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lpB06 

分裂酵母の幻辺§遺伝子の構造と欠 失 変
異株の性質

中村友浩、下用 親 '(大阪工大 ・一 般
教育、 ＇大阪市大 ・理• 生物）

分裂酵母 S. ru直 heの胞子形成に関与
する紅辺6遺伝子はすでにゲノムライブ
ラリーからクローニングされ、 塩 基 配
列も決定されている (Kishida & Shi-
moda, unpublished)。ゲノム DN Aの
塩基配列から 3つのイントロンの存在
が推定された。 これらのイントロン が
実際にスプライスされることを、 胞 子
形成細胞から調製した RNAを用いた RT
-PCR法により確認した。 さらに興味深
いことに、 紅逗6遺伝 子の mRNA前駆体は
窒素源飢餓の胞子形成条件でのみスプ
ライスされ成熟 mRNA(l.4kb)に な ること

がわかった。 したがって、 紅辺§遺伝子
の mRNAは 有性生殖特異的にプロセ スさ
れるものと考えられる。

つぎに、 幻辺6遺伝子のコード領域を
欠失させた変異株を遺伝子破壊法に基
づいて作成した。 こ の △ spo6株は、 胞
子形成が欠損しているが、 栄養増殖は
正常であることが明らかとなった。

lpB07 

パーティクルガン法により得られた形質転換体の染
色体DNAにおける外来遺伝子組込み部位の全塩基
配列の決定と解析
”，川上茂樹，尾崎秀司，五島直樹 2,

入 ；口平，森川弘道（広島大・理・遺伝子科学， 1現：
山陽Jカ・Jーうポトリンク．．研究所， 2京都薬大・生命研）

我々は、パーティクルガン法により得られた形質転換
体を用いて、外来遺伝子組込み部位の解析を進めている。

実験材料としてタバコ培養細胞 (BY-2)にpCaMVNEO
(CaMV 35S pro-npt/1-NOS ter)を導入して得られた形質
転換体＂の 1系統 (2-1)を用いた。 2-1系統から抽出し
た全DNAより、外来遺伝子及びその両端のゲノムDNA配
列を含む 13.Skbの断片をクローニングし、塩基配列の
決定を行った。その結果、この外来遺伝子組込み部位で
は、導入したプラスミドがタンデムに 2コビ一連なって
おり、また、それを挟むように1.3kbの相同なゲノム
DNA配列が逆向きに向き合う形で存在していることがわ
かった。さらに、この1.3kbのゲノム配列には、
Scaffold Associated Region (SAR)に特徴的なモチーフ
であるTOPOIIbox, A-box, T-boxが多数存在していた。
また、 2-1を含む10系統の形質転換体について、上記1.3
kb配列内の507bp配列(TJl)をブロープとして、サザ
ン解析を行った。その結果、 3系統でnptll遺伝子組込み
部位にTJlとホモロジーをもつ配列が認められた。これ
らの結果について報告する。
1) Iida, A., Morikawa, H., Yamada, Y. (1990) Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 33: 560-563. 



lpB08 
バーティクルガン法により得られた形質転襖タバコ

培養編鞄の外来遺伝子組込み領蟻にあるTJ 1 /T」2
配列のトランスフォーメーション効率におよぼす効

果

川上茂樹、清水克哉＼入船浩平、森川弘道（広島大・理・

遺伝子科学， 1現、 山陽Jh •Jーうポトリンゲ・研究所）

我々は、バーティクルガン法により導入された外来遺
伝子の組込み部位の解析を進めている．これまでに，形
質転襖タバコ培養細胞株では外来遺伝子組込み部位に，
Scaffold Associated Region(SAR)に特微的なモチーフを
もつ1.3kbのゲノムDNA断片が， 5'側および3'側に
互いに逆向きに存在することを見出している（清水ら 本
年度本学会発表）．今回、このSAR様配列の外来遺伝子
組込みに及ぽす効果について研究した．

1.3 k bのゲノムDNA配列にある507bpのSAR様配列
(TJ1)、およびT」1を含む3'端側の約3.6kbのゲノム

DNA配列(TJ2)をpCaMVNEO (CaMV35S pro - npt/1 
- NOS ter, 4.4kb)由来のnptll遺伝子発現カセットの

両端に組み込んだペクターpT」1NEO(T」1-CaMV35S pro 
-nptll-NOS ter-TJ1,5. 7kb)とpT」2NEO(T」2-CaMV35S
pro -nptll-NOS ter-T J2,8.3kb)を構築した．これらのペ
クターおよびpCaMVNEO（対照）をバーティクルガンに
よりタパコ培養細胞BY-2に導入、 2-3週間10ppmジェ
ネテシンを含む寒天培地で培養し、耐性カルスを選抜し
た．これらの耐性カルスをランダムに選びNPTIIアッセイ
を行い形質転襖体であることを確認した．その結果，
pTJ1NE0、pTJ2NEO共にpCaMVNEOに比ぺ形質転換効
率は約5倍以上高いことがわかった．

lpB09 
植物細胞、組織の飢餓処理はバーティクルガンにより導

入したGUS遺伝子の一過的発現を促進する

森川弘道、黒田宏之＼服部悦子2、高橋美佐、長谷川正
憲、軍刈健3、 西渾秀郎（広島大・理・遺伝子科学、 1

京都大・木研. 2トヨタ自動車・研究部バイオ・ラポ、

漬生堂・基礎科学研究所、 4長野県経済連・農業開発室）

バーティクルガンにより導入した GUS遺伝子の発現は

ターゲット細胞組織の前培養処理、漫透圧処理または

細胞周期など生理学的条件に影響されることが報告され

ている。今回はターゲット細胞、組織の飢餓処理の効果

について研究した結果について報告する。

ミシマサイコ (Bupleurumfalcatum)培養細胞および

トルコギキョウ (Eustomagrandifforum cv. Glory 
White)根組織を実験材料として用いた。ミシマサイコ

培養細胞は LS培地を基本とする培地 (BCM)で 暗 所

26℃で振とう培養 (130rpm) し、一週間ごとに継代

した。トルコギキョウの根組織片は無菌栽培した 15日

齢の実生から切り出した。この根切片の培養はMSを基

本とする茎葉誘導培地 (SIM)上で 15h明／9h暗条

件、 26℃で行った。これら細胞組織を窒素、リン酸、

糖源またはカリを欠乏する培地（飢餓処理培地）で一定

時間培養し、バーティクルガンを用いて常法により。

pBl221を導入した。その後、対照培地または飢餓処理培

地で培養後、組織化学的に GUS遺伝子の発現を調ぺた。

その結果、いずれの培養細胞、組織においても窒素源な

どの飢餓処理が導入した GUS遺伝子の発現に大きく効

果を持つことが見いだされた。
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lpBlO 
バーティクルガンによるゼニゴケ培養細胞の形質転換

村上英子＼関原明，小野莞爾＼森川弘道（広島大・理・

遺伝子科学， 1熊本大・理・生物）

ゼニゴケ (Marchantiapolymorpha )は生活環の大
半が半数体 (n) であり．核ゲノムサイズが比較的小

さい(2.4x108bp}。また、葉緑体、ミトコンドリアゲノ

ムDNAの全塩基配列が報告されるなど分子生物学の研

究材料として広く用いられている。今回、バーティク

ルガン法を用いて、ゼニゴケ形質転換体の育成を行っ

た結果について報告する。

材料として2週間ごとに継代培養しているゼニゴケ

A18懸濁培養細胞を用いた。継代後4日目のゼニゴケ

培養細胞にプラスミドpCH(CaMV35S pro- hpt-NOS 
ter)を加速圧力200kg/cm2で導入した。導入後、ハイグ

ロマイシンを含む選択培地で選抜し、 128個のハイグ

ロマイシン耐性カルスを得た。このうち9系統につい

てHPTアッセイを行った結果、全系統でHPT活性が検

出された。また、 hpt遺伝子をプロープとしてサザン

ハイプリ分析を行い、 hpt遺伝子が染色体へ組み込ま

れていることを確認した。ゼニゴケ細胞での形質転換

効率は比較的高く、一過的に gus遺伝子を発現してい

る2500個の細胞あたり 18個のトランスジェニック細

胞が得られると計算された。

lpBll 
in situ ハイプリダイゼーション法を用いたイネの葉の成長初期段隋

におけるmoB遺伝子の発現パターンの解析

楠見得介、水谷明子、西村光雄、射場 厚（九大・理・生物）
高等植物の葉細胞の機能分化と葉緑体の形成は、葉の成長に伴っ

て進行する。葉緑体の形成過程は、葉緑体と核との相互作用によっ

て制御され、個々の遺伝子発現のタイミングの整合も行なわれると

考えられる。ノ ーザンプロ ッティング法により、イネの葉の各成長

過程における葉緑体形成に関与する遺伝子の発現パターンを比較し

たところ、葉緑体RNAポリメラーゼをコードしている moBが他の

遺伝子に先立ち幼葉の段階で特異的に発現していることがわかった．

イネにおいては成長の全期を通じて葉原基の発生と葉の抽出との間

に時間的に密接な関係が存在し、葉が抽出を開始する時湖(Ps)には

内部の成長点近傍には常に発生段階の異なる 4個の葉原基(Pl)ない

し幼葉(P2~P4)が存在する．このため、成長点付近の縦断切片を作

製することでそれらを一つの視野のもとで同時に観察することがで

きる．この縦断切片に対し insituハイプリダイゼーションを行なっ

たところ、 moB の発現レベルは葉原基を含む葉の発生段階の初期

(P1~P3)では低く、葉が抽出を開始する直前(P4~Ps)でピークに

達することがわかった．すでに我々は、イネ温度感受性突然変異体

である virescentを用いた温度シフト解析から、 p4～氏の段階におい

て、葉緑体ゲノムにコードされた遺伝子の発現を全般的に活性化す

る核からのシグナルの存在について輯告している．これらの結果は、

moBの発現が葉緑体分化の最初のプロセスの一つであることを示し

ており、葉の成長に伴う葉緑体分化のメカニズムを理解する上で、

重要な意味を持っていることを示唆している．



lpB12 
バーティクルガンを用いた葉緑体RNAボリメラーゼ遺伝子 (rpoB)

の転写調節領域の解析
稲田仁、関原明、森川弘道1、西村光雄、射場厚（九州大・
理・生物、 1広島大・理•生物）

高等植物細胞における葉緑体の分化は、核や葉緑体ゲノムにコ
ードさ れている様々な葉緑体遺伝子の活性化によって開始されると
考え られる。その分化の初期の特徴として、特に葉緑体コ ードの
RNAポリメラーゼ遺伝子 (r/X)B)が他の光合成関係の遺伝子より先
に発現することが知られている。今回我々は、アラビドプシスの
rpd3プロモーター領域の下流にリポーターとしてがグルクロニダー
ゼ (GUS)遺伝子を連結したキメ ラ遺伝子 (pHl111)を作製し、バ
ーティクルガンを用いてタパコ培養細胞 (BY-2) に導入する ことに
より 、西プロモーター領域の解析を試みた。核および葉緑体にお
ける遺伝子発現のコントロールとして、それぞれ pBl221(CaMV35S 
promoter-GUS-NOS terminator)とpTRBCL-GUS(tobacco心lpromoter-GUS-
tobacco血 terminator)を用いた。核における転写阻害剤（a-アマニチ
ン） 存在下で培養したBY-2細胞では、pBl221のGUS活性は減少した
が、pHl111およびpTRBCL-GusのGUS活性には変化がみられなかっ
た。また、葉緑体における翻訳阻害剤であるクロラムフェニコール
を加えて培養したBY-2細胞では、pHl111およびpTRBCL-GusのGUS活
性は減少したが、pBl221のGUS活性は抑制されなかった。以上の結
果より 、葉緑体発現ベクターは葉緑体において特巽的に発現してい
ることが確認された。我々はこの実験系を用いて、9”Bプロモータ
一領域を削り込みそのGUS活性に対する影響を調べた。推定上の翻
訳開始点から—7お番目の塩基より下流の領域にrpd3の転写に必須な
領域が存在することが明らかになった 。 さらに、—723より上流の領
域をGUSの発現を指環として解析した結果、9口B遺伝子の転写を抑
制する領域と促進する領域が存在することを明らかにした。数種の
植物間でrpd3遺伝子の上流域の塩基配列を比較したところ、これら
二つの領域にはそれぞれ保存された配列が見いだされた。

lpB13 
シロイヌナズナの葉緑体局在(l)-3詣肪酸不飽和化酵素遺伝子

(FAD7)のブロモーター領域の解析

酉内巧、中村多紀子、安部毅、児玉浩明、西村光雄、射場厚

（九州大・理•生物）

高等植物の膜詣質におけるトリエン詣肪醸(18:2,16:2)の生

成を触媒する(l)-3詣肪醸不飽和化酵素遺伝子の発現様式や制御

機構を明らかにするために、シロイヌナズナのFAD7遺伝子の

プロモーター領域の解析を行なった。 FADli遺伝子のブロモー

ター領域には、これまでに報告されている光誘導性の遺伝子の

シスエレメント(box11,G-boxなど）に相同性の高い配列がいく

つか見いだされた．このブロモーター領域を5'上流から段階的

に欠失させたものをGUS遺伝子に結合させた融合遺伝子をタバ

コに導入した。これによって得られたトランスジェニックタバ

コを解析した結果、転写開始点から上流—520からー166bpの領

域に存在するboxIIおよびG-box様の配列を含む領域に正のシス

エレメントが存在しており、またその上流—825までの領域で

十分に高い転写活性をもつことがわかった。 -825までの領域

をGUS遺伝子に結合させた融合遺伝子を導入したタバコについ

て組織染色を行ったところ、葉肉組織や茎の表皮下の緑色の組

織で高い活性が見られたが、葉や茎の維管束系や表皮では活性

は見られなかった。さらに、このブロモータ一領域は子葉にお

ける光の転写制御にも関わっていた。以上の結果は、 FADli遺

伝子発現の組織特異性および光感受性の調節は主に転写レペル

で行なわれること示曖している。
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lpB14 
タバコ小胞体局在型w-3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子を

センスおよびアンチセンスに発現させた形質転換タバ

コの解析

濱田達朗、児玉浩明、西村光雄、射場 厚 （九州大・

理・生物）

研 3脂肪酸不飽和化酵素は小胞体と葉緑体に局在し

ていると考えられ、 16:2、18:2脂肪酸から16:3、

18 : 3脂肪酸への不飽和化を触媒している。今回、小

胞体局在型w-3脂肪酸不飽和化酵素の生理的な役割を

調べるために、タバコ小胞体局在型w-3脂肪酸不飽和

化酵素遺伝子 (NtFA03)をカリフラワーモザイクウ

イルス35Sプロモーターの下流にセンスおよびアンチ

センスの向きにつないだコンストラクト作製し、タバ

コに導入した。その結果NtFA03のmRNA量は、セン

スのコンストラクトを導入したタバコではコントロー

ルの約7~8倍程度上昇し、アンチセンスのコンストラ

クトを導入したタバコではコントロールの約30~90%

程度に減少した。これらの発現量の変化が脂肪酸組成

に及ぽす影響を報告する。

lpB15 
ゴマのステアロイル—アシルキャリアープロテイン
テサチュラーゼ遺伝子の発現の特異性

湯川 泰、高岩文雄＼吉田直民、山田恭司（富山

大・理•生物、 1 農水省•生物研）

Stearoyl-acyl carrier protein desaturase 

（以後SACPD) は 高 等 植 物 の 脂 肪 酸 合 成 系路で最

初に脂肪酸に 2重結合を導入し、飽和脂肪酸と不飽

和脂肪酸の割合を決定する。本研究では、ゴマ

(Sesamum indicum L.）の未熟種子からSACPDの

cDNAを 単 離 し 、 そ の 構 造 を 解 析 し 、 同 時に発現の

特異性をノーザンハイプリダイゼーションで調べた。

単離したcDNAの塩基配列は高等植物種間で高度に

保存されていたが、動物、コウボの△9デサ チュラー

ゼとの相同性は認められなかった。種子での発現に

は時期特異性がみられ、開花後27日の未熟種子で最

も転写量が高かった。一方、根、茎、葉、種 子 に つ

いて発現量を比較したところ、種子のみで強 く 転 写

されていることが確認された。ゲノミック サザンの

結果より、アイソザイムの存在が推測されていたが、

実際に異なるcDNAクローンを単離することができ

たので、そのクローンについてもあわせて報告する。



lpB16 
DFR遺伝子のプロモーターに発現を制御された codA遺伝子に

よるネガティブ選抜

小林哲人丸久島繁＼ Brenda W. Shirley•，市川裕章 1 ぐ農
水省•生物研． 2筑波大・バイオ システム'3筑波大・応生，
•oept. of Biol., Virginia Tech., USA) 

特定遺伝子の発現に関与する突然変異体の単離を効率化する

には，ネガティブ選抜マーカーが有用であると考えられる．ネ

ガティブ選抜とは．ネガティブ選抜マーカーを発現している細

胞あるいは個体がある条件下で生育阻害を示すことを利用す

る選抜方法である．パクテリアの酵素シトシンデアミナーゼカ又

タパコ及びミヤコグサ (Lotusjaponicus)においてネガティブ

選抜マーカーとして機能しうることが報告された (Stougaard,

1993)．そこで． codA遺伝子の上流に35Sプロモーターをつ

ないだキメラ遺伝子 (Stougaard,1993)をアラビドプシスに

導入し，自彊後代 (T2, T3世代）におい て遺伝学的解析およ

びPCR解析．ノーザン解析を行った結果，アラビドプシスに

おいて． codAがネガティブ選抜マーカーとして機能すること

が明らかとなった．

続いて．光に対する遺伝子の発現制御に関与するトランス因

子の同定．あるいはシグナルトランスダクションの経路を鯛ベ

る目的で．ジヒドロフラボノール還元酵素遺伝子 (DFR) のプ

ロモーター (Shirleyeta/., 1992)にcodAをつないだキメラ遺

伝子をアラビドプシスに導入し．形質転換体を得た． DFR遺伝

子はUV-Bあるいは青色光によってその発現が銹導されること

が知られている．そこで．得られた形質転換体の自彊後代

(T2世代）において， UV-Bあるいは青色光による codAの発現

銹導を行い． DFRプロモーターに発現を制御された codAによ

るネガティブ選抜の系が機能するか謂べた．

lpB17 
ヘアピン型リボザイムの遺伝子発現抑制効果

久松伸 1 、 2 、其木茂則 2 、菊池洋 l い 三菱化学•生
命研、 2麻布大学・環境保健）

触媒機能を持つRNAをリボザイムと呼ぶが、このリボ

ザイムを特定のRNAを特異的に切断する道具として利用

するための研究がなされるようになってきた。我々は、

ヘアピン型と呼ばれるリポザイムが遺伝子発現抑制の道

具として利用できるか検討するために、 ~glucuronichse
(GUS) mRNAを標的とするヘアピン型リボザイムをいく

つか設計しところ、これらのリポザイムはinvitroにおい

てGUSRNAを切断することができた。

ところでこのリポザイムは、標的RNAと結合する基質

結合ドメインと標的RNAの切断を司る触媒ドメインから

なっているため、ある種のアンチセンスRNAでもあると

考えられる。従ってin vivoにおける遺伝子発現抑制効果

が、リポザイムによる切断活性かアンチセンス効果であ

るかを比較する必要がある。そこで、リポザイムの触媒

ドメイン中の 1塩基を他の塩基に置換して切断活性を持

たないRNA分子を設計し、このRNA分子がリポザイムの

コントロールとなるかどうか検討するために、 GUS

RNAと1塩基置換をしたリポザイムを連結させたRNA分

子の自己切断実験を行った。その結果、塩基置換をした

RNA分子は切断能力を持たなくなったため、このRNA分

子はin vivoにおけるリポザイムのコントロールになるこ

とがわかった。さらに、これらの分子を植物細胞内に導

入したのでその結果も報告する。
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lpCOl 
Synechoeystis PCC6803のco濃縮に関与する遺伝子のクローニ

ング
加藤彰八小川晃男12 （名古屋大 ・農• 生化学制御 1 ，名古
屋大•生物分子応答研究センターり

ラン藻のCO2濃縮機構において、 CO2とHCO；はそれぞれ別

の機構で輸送されると考えられるが、輸送機構は現在のとこ

ろほとんど不明である。我々はCO2とHCO；の輪送において基

質への親和性が異なること (C02>HC03―)に着目し、 NTG処

理したSynechoeystis PCC6803より CO2輸送能が低い変異株

(SC) を単離した。この変異株はco濃度ooppmの条件下で

は生育できず、またCO2輸送活性は野生株の約1/3であった。

一方、 HCO；輸送活性は野生株と同等であった。

pBR322を用いて野生株のGenomic DNA ライプラリーを

作成し、 SC変異株との相補試験を行なった。その結果、

3.9kbpのDN鳩斤片をもつクローンを単離した。我々は、現在、

SC変異周辺の塩基配列を決定しつつある。

lpC02 
匹 Porphyridil.lTI囚 rpureun炭酸脱水酵素を構成する相同な二つの

配列のアミノ末端側のみよりなるポリペプチドのE.coli内活性発現

ニ匹、宮地重遠（海洋パイオテクノロジー研究所、釜石研究所）

我々はこれまで単細胞性紅藻Fbrphyridil.lTI purpurel.lTIより炭酸脱

水酵素(CA)のが仏を単離しその一次構造を明らかに した。この酵秦

（卦床端側半分 (NCA)と日環H側半分 (CCA)が高いホモロ ジーをもち ｀

活性部位と予想される一組のアミノ酸残基が各々に存在する ことか

ら、ある原核生物の祖先型CAが倍化融合し単一のポリペプチドとな

り一つの酵素として機能していると考えられる。(1994年度年会）。

まず、£coli内においてCAをシグナルペプチドを除いた1TBtureな

形で融合蛋白質として発現させた。得られた活性をもつ蛋白質は

rat i ve酵素と同様に、阻害剤をリガンドとしたアフ ィニティークロ

マトグラフィーにより精製され、以下の点でrative酵素とほぼ同じ

性質を示した。1)魏濯<TXIで活性化されること。2)acetazolamideと

ethoxyzo I amideに対する感受性。3)か9~10で活性化されること。

次に、比Aのみ、①Aのみを£cot,内で発現させることを試みた。

その結果、比Aを発現するクローンの粗抽出物中に 、CA活性を検出

することができた。一方、①Aを合成するクローン中には期待され

る分子量のポリペプチドが合成されていたにもかかわらず、有意な

CA活性は得られなかった。このことから、アミノ酸配列から予想さ

れる二つの活性部位は異なった機能をもつものと考えられる。また、

じAの諸性質についても報告する予定である。 （本研究は新エネル

ギー、産業技術総合開発機構の委託研究「細菌、藻類等利用二酸化

炭素固定化、有効利用技術研究開発」の一環として行われたもので

ある。）



lpC03 
トウモロコシの PPDK遺伝子を導入したアラビ

ドプシスの作出と解析

市川裕章、石丸健1、松岡信尺大杉立1

（農水省•生物研、 2名古屋大•生物分子応答）

ピルビン酸Piジキナーゼ (PPDK)はC4植物の炭

酸固定系においてピルビン酸をホスホエノールピル

ビン酸に変換させる C4特異的な酵素であり、 pp 

DK遺伝子を C3植物に導入した場合、どのように

発現し、光合成特性に影響するのかという点は非常

に興味深い。我々は、 トウモロコシの PPDK遺伝

子を、 CaMV35SあるいはアラビドプシスrbcSプロ

モーターにつないだ後、それぞれのキメラ遺伝子を

C3植物であるアラビドプシスに導入し、解析を行っ

た。 ノーザンハイブリダイゼィション及びウェス

タンブロッティングの結果より転写、タンパクレベ

ルでの発現が確認された。また、活性にも有為な差

異が認められた。現在、得られた形質転換体につい

て光合成速度、他の関連酵素活性等を測定し ppD 

KのC3光合成に及ぼす影響を検討中である 。

lpC04 

ホウレンソウ葉緑体からのヘキソース結合タンパク

質の単離と性質

岸本卓仇、高橋正昭（甲南大・理•生物、大阪
府大・農・応用生化）

光合成は細胞質で行われる反応を、リン酸トラン

スロケーターによる葉緑体から細胞質へのジヒドロ

キシアセトンリン酸の輸送によりサポートしている。

さらに包膜のヘキソース輸送系によりグルコースや

マルトースとして還元力が放出される可能性も考え

られている。包膜のヘキソーストランスポーターを

叫離し、その分子的性質と輸送の調節機構を明らか

iごすることを目的として本研究を行った。

ホウレンソウ単離葉緑体を出発材料とし、表面活

性剤存在下で超音波処理し、 トランスポーターを含

む膜タンパク質を可溶化した。不溶性成分を遠心で

除き、表面活性剤を含むバッファーで平衡化したア

フィニティーカラムに通してヘキソースに親和性を

持つタンパク質を吸着させ、十分に洗浄した後SDS

で溶出した。溶出液には、 SDS電気泳動により、分

子量の異なる 3種のタンパク質が認められた。それ
ぞれの分子量は、 64、52、29kDaであった。 29kDa

のタンパク質はLHCの 1種と思われる。分子量の大

きい2バンドのサイズは、これまで発表された貯蔵

組織のショ糖やグルコースのトランスボーターのサ

イズに似ている。相同性などについて報告する。
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lpC05 
キビ葉の2ーオキソグルタル酸／リンゴ酸トランスロケーターの

cDNAクローニング

谷口光隆，杉山達夫（名古屋大・農・応用生物科学）

NAD-リンゴ酸酵素型C4植物キピでは，維管束鞘細胞のミト

コンドリアがC4光合成経路に組み込まれており， ミトコンドリ

ア膜間の高い輪送活性が必要とされるこの活性を維持するた

めの様々なトランスロケーターが維管束鞘細胞ミトコンドリア

に存在することが予想されている我々はこのうちの2ーオキソ

グルタル酸／リンゴ酸トランスロケーター(OMT)のcDNAクロー

ニングを行った．コードされるタンパク質は，分子量32,000で

あり， ウシミトコンドリアのOMTと同一のアミノ酸で45%,

類似のアミノ酸も含めると75％の相同性があった． そのハイド

ロパシー屈 もウシのものと良く似ており，膜を6回貫通してい

ると予想された．OMTcDNAの一部分を用いて作製した大腸

菌組み換えタンパク質に対する抗体は， ミトコンドリアの膜タ

ンパク質と反応し，今回得られたcDNAがミトコンドリア局在

型のOMTであることが示唆された．得られたクローンには介

在配列を含むものがあり，スプライシングされないmRNAが

蓄積していることがノーザン解析においても認められた．

OMTのmRNA蓄積量は葉肉細胞よりも維管束鞘細胞に多く，

非光合成器官においては僅かな発現しかみられなかったさら

に葉の緑化過程において他の光合成醇素遺伝子と類似したパター

ンで誘導され， OMTの光合成機能への関与が期待される現

在，このOMTタンパク質の全長を大腸菌内で大量発現させ，

再構成系を用いて輸送活性に関する詳細な解析を行っている

lpC06 
藻類と高等植物における光合成炭素還元系チオール酵素の活
性調節機構の比較
声土盪山田義揮、重岡成、横田明穣（近畿大・農・食栄、
地球環境研 RITE)

高等植物葉緑体の光合成炭素還元系(PCR)を構成するチオ
ール酵素（フルクトースー1,6—ピスホスファターゼ、 NAOPーグリ
セルアルデヒド 3• リン酸デヒドロゲナーゼ、 リプロース 5ーリ
ン酸キナーゼ）はフェレドキシン／チオレドキシン系を介した
光還元力により活性調節を受け、 H20iにより容易に酸化失活
する。ところが、単細胞真核藻類の Euglena.
Chlamydomonasおよびラン藻SynechococcusPCC7942 (S. 
7942)、SynechocystisPCC 6803 (S. 6803)のチオール酵素は
H202に対して酎性を有する。したがって、これら藻類チオー
ル酵素の活性調節機構は高等植物のそれと異なることが考え
られる。今回、藻類チオール酵素活性に及ぽすジチオスレイ
トール(OTT)の影響について詳細に検討し、フェレドキシン／
チオレドキシン系の光調節機構について高等椿物と比較した。
粗酵素調製時のOTT添加によるチオール酵素の活性化をホウ
レンソウ葉とEuglena、Chlamydomonas葉緑体およびラン藻
S. 7942、S.6803で比較すると、全てのチオール酵素につい
てホウレンソウ葉の酵素が最も顕著に活性化された。 OTTに
より活性化した酵素を嫌気的条件下で脱塩カラムにより OTT
を除去したところ、ホウレンソウ葉葉緑体のチオール酵素が
最も不安定であった。 OTTを除去した酵素に再びOTTを添加
すると、ホウレンソウ葉葉緑体の酵素は1.8-3.2倍活性化され
るのに対し、 Euglena、Chlamydomonas葉緑体およびラン藻
S. 7942、S.6803のチオー）海素は殆ど活性化されなかった。
また、 OTTを除去したホウレンソウ葉葉緑体のチオール酵素
は0.1mM  H心 2により完全に阻害されたが藻類の酵素は有意
に活性を保持していた。



lpC07 
ラン藻SynechococcusPCC7942のNADP依存グリセル

アルデヒド 3ーリン酸デヒドロゲナーゼの酵素学的および

分子的性質
木本みゆき、山本真江、田茂井政宏、石川孝博、武田 徹、

平山修、重岡成（近畿大・農 ・食栄）

高等植物の光合成CO2固定は低濃度のH2C沼10¥1)により箸

しく阻害される。しかし、緑藻およびラン藻の光合成CO2固定
はH幻 2に対して耐性を有する。最近、これら藻類が有する光
合成CO2固定の出02酎性は、光合成炭素還元系を構成するチ

オール酵素のH202酎性に起因することが明らかになった。今
回、ラン藻SynechococcusPCC7942(S. 7942)よりチオール酵

素の1つであるNADP依存グリセルアルデヒド 3ーリン酸デヒド
ロゲナーゼ(GAPDH)を精製し、酵素学的および分子的性質に

ついて検討した。
S.7942のGAPDHはイオン交換、疎水およびアフィニティー

クロマトグラフィーにより、回収率14.9°んで346ffiに精製され

た。分子量はゲル濾過より 165kDa、SDS-PAGEより 41kDaで

あり 、本酵素が同一のサプユニット4量体からなることがわかっ

た。精製酵素はNADHに対しても活性を有し、それはNADPH

依存活性の10％であった。精製酵素を0.1mM比0で処理して
も45％の活性を保持していた。N末端アミノ酸配列(24残基）は
高等植物のNADP依存GAPDHと75％ の相同性を示した。 N末
端アミノ酸配列と既報のGAPDHの内部アミノ酸配列の保存領

域をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行った。その

結果、約460bpの DNAが増幅された。このDNA断片のシーク

エンスより推定されるアミノ酸配列は既報の高等植物葉緑体の
NADP依存GAPDHと60-70％の相同性を示した。現在、全シ

ークエンスを解析中である。

lpC08 
Synechococcus PCC7942におけるフルクトース-1,6-ピスホスファ
ターゼのH,0，酎性の分子機構 田茂井政宏、木本みゆき、
石川孝博、武田徴、平山 修、重岡成 （近畿大・農・食栄）

高等植物の光合成炭素還元系を溝成するチオール酵素は、フェ
レドキシン／チオレドキシン系を介した光還元力により活性関節を
受ける。またこれらの酵素は低濃度H,0,(1が M)により容易に酸化
失活を受け、その結果光合成が停止する。ところが、紐藻およびラ
ン藻の光合成co，固定は高等植物の場合とは異なり 、1が M H,O，存
在下でも充分に機能していた。さらにこの酎性は、チオール酵累の
H20，に対する非感受性に起因することが明らかになった。そこで、
藻類およびラ ン藻におけるこの店0，酎性機構を分子レペルで明ら
かにするために、 ラン藻Synechococcus PCC7942 (S. 7942)のフル
ク トース - 1 , 6—ピスホスフ ァタ ーゼ(FBPase)遺伝子のクローニング
を行いその一次構造を決定 した。
既報のFBPase遺伝子の保存領域からプライマーを作製しPCR法

によりDNA断片を得た。 このDNAをブロープとしてスクリーニング
を行ったところ、 5.5kbpのDNA断片を持つ陽性クローンが得られ
た。この断片中 には339アミノ酸をコ ー ドする 1017bpのORFが存
在し、 推定ア ミノ酸は既報のFBPaseと約40％の相同性を示した。
これは葉緑体型FBPaseに比ぺて、 細胞質型やE.coli<!)それに類似
していた。 また、この遺伝子を発現ペクターを用いて大腸菌で発現
させたところ 、FBPase活性の約300倍の上昇と、 SOS-PAGEによ
り推定分子量と同じ37kDaのタ ンバク質の増加が認められた。本
酵素は、フェ レドキシン／チオレドキシンを介した光活性化を受け
る葉緑体型FBPaseの関節部位(174-Cys-Val-Val-Asn-Val-Cys-179) 
を欠損していた。 ラン藻S.7942FBPaseはホウレンソウ葉録体型 と
明らかに異な り、 光による活性閾節が認められなかった。以上より、
この関節部位の欠損は、ラン藻FBPaseの比O2酎性機構の原因の一
つであることが示唆された。
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lpC09 

RuBisCO activaseの機能分子形態

山本宏1,3、小林裕和2、川崎 東彦1、横田 明穂3

ぐ大阪府立大 ・応用生物、 2静岡県立大 ・食品栄養、

3RITE植物分子生理）

m ¥/lVOでのRuBisCOの光活性化にはRuBisCOactivaseが関与し

ている。RuBisCOactivaseはRuBisCOの活性部位に強固に結合し

たインヒビ ター(RuBP,XuBP,CAlP等）を解離させることで

RuBisCOを活性化に導く 。この活性化の過程においてRuBisCO

acti vaseは常にATPを加水分解す ることが必要であり、 また
RuBisCOとの複合体を形成するこ とが知られている 1)。RuBisCO

activaseは多くの高等植物において分子量41-42kDと45-46kDの

2種のサプユニットから構成されるが、タバコでは42kDのサブ

ユニットのみしか存在しておらず、RuBisCOactivaseの活性発現

への両サプユニットの役割、及びその形態に関する知見は殆ど
ないのが現状である 。RuBisCOactiv aseの携能分子形態を決定す
ること はRuBisCOとRuBisCOactivaseの相互作用に関する化学量

論的解析に重要であることから、我々はホウレンソウ無傷葉緑

体、及び大腸菌発現系から得たホウレンソウ RuBisCOactivase
isoformsを用いてゲル瀾過に より機能時のRuBisCOactivaseの分

子形態と、 RuBisCOとRuBisCOactivaseの相互作用に関し検討し

た。
その結果RuBisCOactivaseはATP存在下においてホモダイマー

として溶出されることから 2種のアイソザイムとして櫻能して
いることが示唆された。 また不活性型RuBisCOの存在下では
RuBisCOactivaseは高分子量画分に浴出さ れた。これはRuBisCO-

とRuBisCOactivaseとの相互作用の存在を意味している 。
')Yokota and Tsujimoto (1992) Eur. J. Biochem 204, 901-909 

lpClO 
PHYSIOLOGY OF RUBISCO IN TIIE DARK: 
EFFECTS OF pH ON  TIIE INTERACTIONS 

BETWEEN RUBISCO, CAlP AND INORGANIC 
PHOSPHATE 

Md ANWARUZZAMAN, Yoshihisa NAKAN01, Akiho 

~siol. Lab.,_ Res. Inst. Innov. Tech. 
Earth (RITE), Kizu, Kyoto 619-02, 1Dept. Appl. Biochem., 
Univ. Osaka Pref., Sakai, Osaka 593. 

RuBisCO requires CO2 and Mg公 foractivation before catalysis. 
Spontaneous complete activation occurs at pH 8 in the presen~ of 
more than 100凶 CO2and 10 mM Mg公 ．RuBisCOactivasc promotes 

the activation at much lower CO2 con~ntrations in the light illuminated 
stroma. In the dark, 30 to 60% RuBisCO is still in an active form. 

The mechanism of the activation under these conditions has been 
un畑own.CAlP, the nocturnal inhibitor of RuBisCO, is synthesized 

in the dark to bind to active RuBisCO and thereby keep it inhibited in 
some plants. However, all of these results were collected at pH 8 

2 which is not the stromal pH in the dark. In the dark, pH is 7 and Mg 
is present at less than 10 mM. In this study, we examined the effects 
of pH on the interactions between RuBisCO, CAlP and Pi at pH 7. 

RuBisCO purified from spinach was completely inactive in the presen~ 
of air level of CO2 and 10 mM MgCl2 below pH 7.5. Inclusion of 10 
mM  Pi significantly promoted the activation of RuBisCO at lower pH 

's. The interaction of RuBisCO with CAlP was also pH-<lependent. 

CAlP was easily removed at pH 7 from RuBisCO of the crude extract 

of predawn Phaseolus vulgaris leaves by gel-filtration on Sephadex 
G-75. Pi partially stimulated the binding of CAlP to the enzyme. 
These results indicate that in the absen~ of RuBisCO activase function 
in the dark Pi is very important for physiology of RuBisCO. 



lpCl 1 
ホウレンソウ RuBisCO反応の滴定型カロリメーターを用いた

解析

大垣順洋、和田野晃、深田はるみ、高橋克忠、中野長久、横田

明穂l （大阪府大・農・応用生物、 1RITE・植物分子生理）

植物RuBisCOの反応は活性が反応開始直後数分の間に緩やか

に低下し、その後一定となる二相性を示す。この活性の低下は、

触媒部位 (s・site)上での反応の進行に伴いRuBisCOの蛋白構造

が変化し、楔能形態が変わるためである。高i農度(2mM以上）の

基質(RuBP存在下では、触媒部位とは異なる活性調節部位 (r-

site)にも基質が結合することにより活性の低下が抑えられる。

今回我々は、高感度滴定型カロリメーターを用いてRuBisCO反

応に伴う楔能形態変化の楼構を検討した。滴定リガン ドには6・

ホスホグルコン酸と 3・ホスホグリセリン酸を用いた。リガンド

が6・ホスホグルコン酸である場合、 RuBisCOプロトマーあたり

結合部位が二箇所存在することが示された。これらの結合の際

の標準自由エネルギー変化はAG°s-— 7.50kcal/mol (pH 8 O) 、

△G°. --6.89kcal/mol (pH 80) であった(25°C)。 さらに

RuBisCOの触媒部位をCABPで塞いだ後に6-PGを滴下した場合

にも発熱が見られ、この場合はRuBisCOプロト マーあたりの結

合部位数は一箇所であった［△G0.--6.56kcal/mol (pH 8.0) I。こ

れは触媒部位以外にも基質結合部位が存在するという以前から

の報告と一致していた。しかし、 リガンドが3-PGAである場合

発熱はほとんど見られなかった 。他の糖リン酸の結合について

も検討しており、これらの結果に基づいて植物 RuBisCO の反

応槻構を考察する。

lpC12 
イオンクロマトグラフィーを用いたRuBisCOのSpecificity

Factor迅速決定法

和田野晃、RichardG. Jensen 1、WendyJohns1、鈴木祥弘尺

梢村康ー旦、横Il:f明穂ド （大阪府大・農 ・応用生物、 1アリゾ

ナ人、 生化、 2東大・狸・植物、 3RIT E ・植物分子生理）

リブロ ース 1,5ビスリン酸カルボキシラーゼ ・オキシゲナー
ゼ (RuBisCO) は、光合成による炭酸ガス固定の初発酵素

であり、その制御に重要な役割を果たしている 。RuBisCO

は、基質であるリプロース 1,5ビスリン酸のカルポキシラー

ゼ反応と共に、オキシゲナーゼ反応も触媒し、その比の指
標となる(Vc/Kcm)/(Vo/Kom)に：タウ）は光合成の効率を

考える上で重要である 。従って、種々の光合成生物より単
離されたRuBisCOのTの決定はこれまでも大きな関心を持
たれてきた 。しかし、その決定は、 二つの反応の生成物で

ある 3ホスホグリセリン酸(PGA)とホスホグリコール酸(PG)

の分離が困難で、さらに定量感度が低かったため、ラジオ
アイソトープを用いてなされてきた。そこで今回、より迅

速で正確にてを決定する方法を確立する目的で、 DIONEX

社のイオンクロマトグラフィーによるPGAとPGの分離及び

高感度な検出を試みた。カラムとしてIonPac ASllとガー

ドカラムAGllを用い、溶出液 20mM NaOHを1ml/minで

分量、し、 25mMHgo4711 ml/minで洗浄液を流したメン
プフノ型アニオンサプレッサーを通した後、 DionexPEDシ
ステムを用い検出した 。PGAとPGは保持時間 5~7分で分

離定量でき 、その検出限界は0.1 nmol程度であった。この
システムを用いて種々の光合成生物のRuBisCOのてを検討

したので併せて報告する。
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lpC13 
光合成生物閤におけるRuBisCOのFalloverとその誘発部位の

分布

植村康一、樋口隆司＼榎本幸人2、藤原祥子叉浜田仁4、横田

明穂 (RITE・ 植物分子生理、’京大・農化、2神戸大・理・臨

海実験所、3東京薬大・環境生命、4富山医薬大・医）

高等植物のRuBisCOにおいては反応中に活性が低下する現

象 (Fallover) が起こる。一方、微細緑藻、ラン藻ならびに光

合成細菌のRuBisCOは一切Falloverを示さない（直線型） 。

これまでの解析で、 FalloverはRuBisCOの機能形態の変化に

よって起こり、この変化にはRuBisCO大サブユニットの21番

と305番のリジン残基が重要な役割をはたしていることを明ら
かにしてきた。今回、種々の光合成生物間のRuBisCOの反応

におけるFallCNerの分布を詳細に調べるとともに、 FallCNeri秀
発部位と推察されている部位近傍のアミノ酪配列の比較を

行った 。その結果、高等植物や非緑色藻類等のFallover型

RuBisCOでは21番と305番のリジン残基がよく保存されてい

るのに対し、直線型RuBisCOではその多くがアルギニンもし
くはプロリンに変化していた。また、進化上藻類と高等植物

の移行期に当たると考えられる接合藻のRuBisCOはFallover

型と直線型の中間の性質を示し、アミノ酸配列は21番がアル

ギニン、 305番がリジンであった。これらのことは、接合藻が

RuBisCOの進化においても変遷期にある可能性を示してお
り、この点とRuBisCOの他の諸性質の進化とも関連させて考

察する。

lpC14 
カルビンサイクルにはリポースー5ーリン陪の訂接のリン醸化が

必須である：リポースー5ーリン酸キナーゼ活性の存在

佐野智、加藤晃、横田明穂、秋好淳子＇、柴田均＇

(RITE・ 植物分子生理、＇島根大・農・応用生物機能学）

カルビンサイクルにおいて二酸化炭素の取り込み反応は

RuBisCOで触媒されるが、それ以外の他の酵素はRuBisCOのも

う一方の基質であるリプロースー 1,5—ニリン酸(RuBP) の再生産

に関与している。最終的なRuBP再生の第一段階は、リポース

-5ーリン酸(R5-P)からのリプロースー5ーリン醸(Ru5-P)の生成

であり、この反応はR5-Pイソメラーゼ(R5-P I)によ って触

媒される。 Ru5-Pはキシルロースー5ーリン酪からも生成される。

第二段階はRu5-Pキナーゼ(PRuK)の触楳する反応であると考

えられている。 しかし、葉緑体の中にはR5-P Iの阻害剤であ

る3-＊スホグリセリン醗(3-PGA)が高濃度存在している。

3-PGAおよび基質の濃度から葉緑体内での活性を見積ると、

R 5-P Iの関与した反応はほとんど進行しない。すなわち、正

常にカルピンサイクルが慟くためは、既知の経路以外でも

RuBPが再生されていなければならない。一昨年度の年会で

RuBPの新しい合成経跨に関与すると思われるR5-Pキナーゼ

(PRK)が葉緑体中に存在することを報告した。

そこで、ホウレンソウ葉からPRKを精製したが、この標品に

はPRuK活性が共存しており、 二つの酵素活性を分別すること

ができなかった。現在、大腸菌内で大景発現したアイスプラ

ントのPRuKを用いて両活性が同じ酵素タンパク質に由来する

かどうかを検討中である。



lpC15 
葉緑体におけるリポー スー1，がビスリン酸のリプロース

- l ,5 —ピ ス リ ン 酸への変換
柴田 均、 山下寛、秋好淳子、横田明穂＇

（島根大・農・応用生物機能学，＇RITE・植物分子生理）

葉緑体には リポース-5ーリン酸(R-5-P)を基質として

ATPから ADPを生成する強い活性がある。一昨年度の年

会で、 R-5-P由来の生成物はリポース-5ーリン酸(R-I. 5 

Pz)である可能性を報告し た。今回 R-I.5Pzの リプロー

スー1,5ービス リン酪(RuBP)への変換について報告し、カル

ピンサイクルにおける RuBP再生との関連性について考察

する。

R-1,5Pz を基質とし て システイ ン＿カルバゾール反応

で活性を追跡することで、 粗葉緑体画分より、本酵素（仮

称 R-1.5 Pz isomerase) を精製 した。R-5-Pイソメラー

ゼとは異なった精製標品が得 られた。反応精製物が 280

nmに吸収を 示すこと、 精製標品の添加に依存して明 らか

な RuBisCO活性が出現 したこと により 、精製物は RuBP

であることが確認で きた。
これらの結果は R-5-Pイソメ ラーゼ、 リプロース 5ーリ

ン酪キナーゼ反応を介した R-5-Pから RuBPの再生と は

異な る経路の存在を示している。高等植物葉緑体において

この新規ルート がカルビンサイクルで果たす役割の位置付

けを行いたい。

lpC16 
リプロース 1,5ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ

のカルボキシソームによる制御とその生理的意義

佐藤良平、 姫野道夫、 和田野晃 （大阪府大 ・農 ・応用生化）

光合成炭素還元回路の律速酵素であると考えられているリ

プロース 1,5ピスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ

(RuBisCO) は、ラン藻ではカルボキシソームと呼ばれるタン

パク質性顆粒に局在している。カルボキシソームは無機炭素

濃縮機構において重要な役割を果たしていると考えられてい

るが、 RuBisCO活性がカルボキシソームによって受ける影響に

ついてはほとんど明らかにされていない。そこで本研究では、

フレンチプレスで細胞を破砕した後調整した無細胞画分

(Carboxysomal RuBisCO) とガラスピーズで細胞を破砕した

後調製した無細胞画分（SolubleRuBisCO) のRuBisCO活性を

比較することにより、 RuBisCOのその存在形態に依存した活性

変化について、定量的な知見を得ることを目的とした。

測定の結果、 CarboxysomalRuBisCOでRuBisCO活性が経時

的に低下する事が明らかとなった。また、 Carboxysomal

RuBisCOの方がリプロース1,5ビスリン酸に対する親和性が低

かった。これらの結果から、カルボキシソームはRuBisCOのカ

ルポキシラーゼ活性 を助け る働きをするばかりでなく、活性

を抑制する性質も合わせ持っている事が明らかと なった。さ

らに、カルポキシソームによるRuBisCO活性低下のメカニズム

について考察する。
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lpC17 
ラン藻 SynechococcusPCC7942におけるPhosphoribulokmase 

の活性調節様式

西川 圭 祐、平橋智裕、姫野道夫、和田野晃 （大阪

府大 ・農・ 応用生化）

Phosp horib ul okin ase(PR K)はすべての光合成炭素還元回路

(PCR cycle)において、 CO2固定反応の基質となるRibulose1,5 

bisphosphateをRibulose5-phosphateのATPによるリン醗化によ

り合成する反応を触媒する酵素である。本酵素 は高等植物か

ら単離され、約10倍に及ぶ光活性化の機構や代謝中間体の影

響について検討されている 。しかし、ラン藻PRKは光により

約1.2倍にしか活性化 されず、このことから、 主に代謝中間体

により活性調節が行われていると推測できる。本研究ではラ

ン藻 SynechococcusPCC7942からPRKを精製し、本酵素の代

謝中間体に よる影響を調べ、また、精製蛋白質を用いてアミ

ノ酸一次配列を決定し、高等植物における光活性化・ ATP結

合部位の比較検討を行った。

30℃で培養したラン藻を破砕して得られた粗酵素抽出液を、

硫安分画後、陰イオン交換、ゲルろ過、アフィニティーの各

クロマトグラフィーにかけてPRKを精製した。この精製酵素

を用い、麻等植物PRKの阻害剤である 6-P hosp h ogl ucon ate(6 

PG)の影響について調べたところ、本酵素はATPに対して非拮

抗阻害を示し、更にKi値がpHにより大きく 左右 された。また、

アミノ酸一次配列の結果から、光活性化 ・ATP結合部位（Cys

16,Cys-55)は認められたが、その間にある数残基が欠落してい

た。

lpDOl 
D1タンパク質前駆体C末蟷プロセッシング酵素遺伝子のクロー

ニング
'稲垣言畏， 2森仁志， ¥,3松本哲， 13佐藤公行

('基生研， 2名古屋大学・農， 3岡山大学・理）

D1タンパク質前駆体のC末端延長部分の切断除去は、光化学

系11の酸素発生系の構築に必須でる。我々 は、 D1タンパク質前

駆体のC末端に相当する合成ペプチドを切断する活性を指標に、

この過程に闘与する酵素を精製し、これが、45kDaのサイズで、

単量体で機能するタンパク質として同定し、そのN末蟷と内部

配列を決定した (1994年度年会）。

本研究では、まず、この配列情報を元に、ホウレンソウ緑葉

mRNAの逆転写産物から 、本酵素遺伝子の一部をPCRで増幅し

た。ついで、その産物をブローブとして用い、ホウレンソウ緑

葉由来のcDNAライブラリーから 、D1タンパク質c末端切断酵

素遺伝子をコードするクローンを単離することに成功し、その

塩基配列を決定した。

塩基配列から推定される本酵素のアミノ酸配列は 、

Synechocystis PCC6803の光化学系n欠損株 (D1タンパク質の

C末プロッセッシング欠損株）を相補するORFとして同定され

た一つの遺伝子 (ctpA;Pakrasi et al. 1994)のそれと全領域に

わたって相同性が高かった。 このことは、 このORFが、

Pakrasiらの予想どうり 、この生物のD1タンパク質C末ブロセ

ッシング酵素であることを確認するものである。



lpD02 
D1 タンパク質遺伝子[sbAの randommuta enesisに
よる Synechocystis 釦光耐性株の作製および贔性機構の

解析
鳴坂義弘1,3，佐伯真理2, 小林裕和1,2．佐籐公行13 （基生
研情報制御1，静岡県大•生活健康科学研究科・食品栄養科
学2. 岡山大・理3)

光は光合成反応のエネルギー源であるにも係わらず，
光合成生物は強光9こより光傷害を起こし光合成禍能が低下
することが知られている．この磯構として，光化学系II反
応中心D1タンパク質の関与が考えられている． しかしな
がら，光傷害に関与するD1タンバク質の構造と機能につ
いての知見は皆無に近い． site-directedmutagenesisの
限界を考慮するとき．遺伝子にランダムに変異を導入し．
生物に返した後．光感受性が異常になった形質転換体を選
抜するという方法論は興味深い．光合成植物のモデル系と
して．高頻度形質転換および多数の形質転換体からの変異
株の選抜が容易なラン藻Synechocy~tis.PCC 6803 を用
いinvitro random mutagenesisを試みた．

本ラン藻 psbA遺伝子うち最も発現している戸bA2に
着目し． PCR法． hydroxylamine法．および合成オリゴ
ヌクレオチド法により． invitro random mutagenesisを
行ない． psbA1およびpsbA3をあらかじめ破壌しておい
た株9こ形質転換により導入した．これらの形質転換体を，
野生株が正常に生育できない強光条件下(32oμE, 3o・c. 
2り時間）で選抜し．光耐性株を 18株をイた．強光条件下
’-おいて．野生株では光退色に伴い光合i色素の組成が変
化するのに対し．これら光耐性株では．光合成色素組成が
通常光条件下に比べてほとんど変化しなかった．さらに．
これらの突然変異体における光耐性横構の生化学的解析を

行なった．

lpD03 
psbAの in_xitro random mutagene~lsにより得られた強
光耐性ラン藻株におけるD1タンバク質の構造変異の解析
炉•鳴坂義弘2 ,3，小林裕和 1 ,2 ． 佐藤公行23 （静岡

、 大•生活健康科学研究科・食品栄養科学1，基生研・情報制
御2，岡山大・理3)

光化学系II反応中心の構造と機能の中核となるD 1タン
パク質は，光照射条件下で代謝回転を増大し これにより
光傷害を回避していると考えられている．現在，この現象
は光化学系11反応中心の作動に伴う D 1タンパク質の分解
（損傷）と，新たなタンパク質の合成と揮入による機能回復
（修復）の過程を示すものとして説明されているが，その実
体は明らかでない．この実体に係わるD 1タンバク質の構
造を解明するために，ラン藻Synechocystis PCC 6803 
を用い， invitro random mutagenesisによる強光耐性変
異株を既に選抜している．

多数の変異株について変異が導入された psbA2のDNA
塩基配列を効率よく決定するために，コロニーからのダイ
レクトシークエンシング法を開発した．本方法により光耐
性株として得られた約47株のDNA塩基配列を決定した結
果，同一株と判断されるものが複数存在し，最終的に1 8 
の異なる株が選抜されてたことが明らかになった．これら
の変異株において，変異がD1タンパク質の限定された部
位 (1ないし複数箇所）に生じていることが明らかになっ
た．これらの変異はその変異部位から 4グループに大別で
きた．これより光耐性を付与するために重要と思われる変
異部位を推定し， site-directed mutagenesisにより野生
株に変異を再導入した．これらの実験により，ラン藻の強
光耐性能に関与するD1タンバク質の構造に関する知見を
得ることができた．
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lpD04 
通過ペプチドをもったD1タンパク質の単離葉緑体への輸

送とD1部分のPSIIコア複合体への組み込み

呉国江、渡辺昭（東京大・理・植物）

葉緑体のpsb心員伝子にコードされるD1タンパク質は、光

化学系 IIの反応中心を構成するサプユニットの一つであ

る。このタンパク質の分解および、反応中心への組み込み

の機構については未知の部分が多い。演者らは、この問題

へのアプローチのひとつとしてトマトのRuBisCO小サプユ

ニットをコードする遺伝子の通過ペプチドと成熟タンパク

質のN末端2アミノ酸部分に相当する配列の下流にイヌホオ

ズキのpsbA遺伝子をつないだキメラ遺伝子を作製し、 in

vitroで発現させたこのD1キメラタンパク質を単離葉緑体へ

輸送する実験系を確立した。その結果、このタンパク質は

葉緑体のストロマに輸送され、そこで通過ペプチドがプロ

セシングを受けることが示された。プロセシングされたタ

ンパク質は、その後チラコイド膜に移行して、 C末端がさら

にプロセシングを受け、 PSIIコア複合体に組み込まれるこ

とを明らかにした。この実験系を用いることによりD1タン

パク質の分解系について新しい情報が得られるものと期待

される。

lpD05 
系IIの膜蛋白との結合に関与する表在性33kDa蛋白のリジン残基の検索

三浦太郎1,2、高橋正太郎！、加茂政晴 ！、太田尚孝！、井上康則 2、

榎並 勲！い東京理大・理・生物、2理工・応生）

Mnクラスターの安定化に寄与する表在性33 k D a蛋白は、静電的

結合と水素結合により比較的ゆる＜系IIの膜蛋白に結合している。昨年の

秋の植物学会において報告したように、我々は、カルボキシル基の負電荷

とcーアミノ基の正電荷の化学修飾の実験から、 33 k D a蛋白のリ ジ

ンアミノ基の正電荷が膜蛋白との結合に重要であるとの結論に達した。

そこで、本研究では、膜蛋白との結合接着面に存在する 33 k D a蛋白の

リジン残基を同定することを目的にして、単離した 33 k D a蛋白と系

II膜蛋白に結合した 33 k D a蛋白をトリニトロペンゼンスルホン酸(T

NBS)により処理することにより、 33 k D a蛋白の反応性のある全リ

ジンアミノ基あるいは膜蛋白との結合に関与してないルーメン表面に存

在するリジンアミノ基のみの修飾を試みた。TNBS修飾した 2種の 3

3kDa蛋白を V-8プロテアーゼで処理した後、逆相カラムを用いた

HPLCによりペプチド断片を分罪した。TNBSで修飾されたベプチ

ド断片は 345nmに吸収をもつので、 2種の修飾 33 k D a蛋白のT

NBS修飾ペプチドを比較することが可能である。その結果、膜蛋白に結

合した 33kDa蛋白ではTNBS修飾ペプチド断片は 2本しか現れな

かったが、単離した 33 k D a蛋白では 20数本のTNBS修飾ペプチ

ドが検出された。従って、 33 k D a蛋白に存在する 23個のリジン残基

のほとんどは膜蛋白との結合接着面に存在する可能性が強い。これらの

リジン残基が一次構造上どのリジンであるかの同定を現在進めている。



lpD06 
表在性の33kDa蛋白とCP43蛋白との相互作用：33kDa蛋白によりトリプシン消

化からシールドされているCP43蛋白部位の同定

藤利彰彦、加茂政晴、太田尚孝、榎並 勲 （東京理大・理•生物）

表在性の33kDa蛋白を除去した酸素発生標品をトリプシン処理すると、CP

43の方がCP47より分解され易くなる事実から、Isogaiらは33kDa蛋白はCP43と

結合しており、33kDa蛋白はCP43のトリプシン分解部位をシールドしていると考

えた。本研究では、この33kDa蛋白によりシールドされているCP43のトリプシン

分解部位を決定することを試みた。CaC12処理により33kDa蛋白を除去した酸

素発生標品をpH6、25℃、 150μg/mlのトリプシンで5分間処理すると、CP43が

部分的ではあるが特異的に消化され、約35kDaのみかけの分子量のところに

分解産物パンドが出現してきた。一方、33kDa蛋白を結合した酸素発生標品を

上記条件でトリプシン処理した場合には、LHCIIアポ蛋白を除いてCP43はも

ちろんどのペプチドバンドもほとんど消化されなかった。分解産物の35kDaバ

ンドはCP43の抗体とよく反応することから、CP43の分解産物であることが分っ

た。この35kDaバンドをゲルから切り出しギ酸で抽出した後、そのアミノ酸配列

を決定した。その結果、この分解産物のN末端配列はCP43のN末端配列と完

全に一致した。現在、35kDaフラグメントのC末端配列を決定中であるが、これ

までの結果から、Brickerにより提出されたCP43のモデルで示された）レーメン

側に露出された大きな親水的領域である）レープEが、33kDa蛋白によりトリプシ

ン消化からシールドされているCP43蛋白部位であると結論できる。

lpD07 
光合成光化学系n複合体のLおよび5.0kDa蛋白質の単離

精製

手島圭三、藤井小枝子、赤堀興造（広島大、総合科学）

光化学系n複合体 (PSIl)は約20種のサプユニットか

ら成り、進化上近縁関係にある紅色光合成細菌などの細菌

型には存在しない約10種の低分子量サプユニットが反応中

心複合体を取り巻いている。これらの低分子量サプユニッ

ト群はPSIlのふ活性発現に重要であるばかりでなく、

PS Ilの電子伝達を円滑にする働きをしていることが示唆

されている。しかし、各サブユニットを単離することが難

しいために、低分子量サプユニット群の個々の役割は全く

わかっていない。そこで、 Aragaらの方法によってPs nか

ら調製した低分子量サプユニット (H、L、5.0kDa、4.lk 

Daおよびk)含有試料を用いて、 4M尿素と界面活性剤存在

下でのDEAE-Sephacelイオン交換クロマトグラフィーと、

TSKgel-Octadecyl 4P州を用いた水ーアセトニトリル溶媒系

の逆相クロマトグラフィー（試料は界面活性剤除去後6M尿
素に溶かした）を行い、変性状態ではあるが低分子量サプ

ユニットの分離精製を試みた。

その結果、電気泳動法でも単離するのが非常に困難であ

る分子量約五千の二つのサプユニットを単離することがで

きた。一つは、 N末端から15残墓の一次構造を調べた（気

相シークエンサー 、島津PPSQ-10型を用いた）ところ、 TQS

NPNEQNV ELNRTであり、葉緑体DNAにコードされている L蛋

白質の場合と完全に一致した。もう一つは核コードの5.0k

Da蛋白質と考えられるが、現在、一次構造を決定中である。
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lpD08 
光合成光化学系11におけるH蛋白質の働き

木村幸司、手島圭三、 赤堀興造、豊島喜則｀

（広島大・総合科学、冨京大院・人間・環境学）

光化学系n(PS n)から集光性クロロフィル結合蛋白質

と膜表在性蛋白質を除いたPSIlコア複合体 (RC複合体）

はPSIlと同様のQA活性を示す。このRC複合体をさらに可

溶化剤を用いて反応中心複合体 (QC複合体）と低分子量蛋

白質群 (QR画分）とに解体、再構成の結果、 QC複合体の
みでは活性が消滅することから、 QA活性には低分子量蛋白質

の内、 H、L、n-4.lkDaのいずれかの蛋白質が必須であるこ
とを以前我々は報告した。 1) また強光下において、 PSIl蛋

白質のうちのいくつかがリン酸化されることによりその機能

が調節されるが、この際QR画分に含まれる低分子量蛋白質

であるH蛋白質もリン酸化される。そこで低分子景螢白質の

内、 H蛋白質に着目し、 Ps n電子伝達活性における、その

機能を明らかにすることを試みた。

SDS-PAGEにより単離したH蛋白質を用いウサギポリ

クローナル抗体を得た。精製した抗H蛋白質抗体をSepha-
rose CL-48と反応させ、アフィニティーカラムを作製した。

このアフィニテフィーカラムによってQR画分からH蛋白質

を除去した低分子量蛋白質群 (nonHQR)を調製した。また

対照としてQR画分を非抗体結合カラムに通し同様に処理し

たQR画分 (reQR)も調製した。それぞれQC複合体と再

構成しふ活性を比較したところ、後者ではRC複合体の約

50％回復したのに対し、前者では殆ど表れなかった。この

結果はPs nのQA活性にはL蛋白質の他にH蛋白質も関与し

ていることを示唆している。
1> C.Araga et al. (1993) B.B.A. 1142, 36-42 

lpD09 
活性酸素による光化学系IID 1蛋白質の分解

．．―-切断部位の検討

邑旦翌登、山本直樹、徳富（宮尾）光恵 （農水省、生物研）

光化学系[[(PS[［）反応中心のDl蛋白質は光照射下で特異

的に分解を受け、約23kDaのN末端断片と約 9kDaのC末端断

片に切断される。また、 PS[［を過酸化水素、 一重項酸素などの

活性酸素で処理すると、 Dl蛋白質が分解を受け光照射下と同

様の断片を生成することが知られている。本研究では、 D1蛋

白質のC末端断片を比較することにより、強光照射と活性酸素

処理によるDl蛋白質の切断部位を検討した。

PS[［膜標品に強光を照射すると、 7.9、9.3kDaの2種類のC末

端断片が生成した、 9.3kDaの断片は強光照射開始直後にのみ

検出されたが、 7.9kDaの断片は照射に伴って蓄積した。PSII

膜標品を暗所で過酸化水素で処理すると、 7.9、9.3kDaの2種

類のC末端断片がほぼ当量ずつ生成した。これらの断片のポリ

アクリルアミドゲル上の移動度は強光照射で生成した断片と

全く同じであった。一方、単離したPS[［複合体をローズペンガ

ルの光増感反応で生成させた一重項酸素にさらすと 7.9kDaの

c末端断片のみが生成することがわかった。

以上の結果は、 D1蛋白質は強光照射下で約10アミノ酸残

基離れたふたつの部位で切断されること、およびこれらの切

断部位は活性陵素による切断部位と同ーであることを示して

いる。過酸化水素、一重項酸素ともに光照射下でPS[［内部で生

成することが知られている 。強光照射下ではこれらの活性酸

素の作用でD1蛋白質の分解が進行すると考え られる 。



lpDIO 
光化学系IIでのスーパーオキシドと過酸化水素の光生成

真野純一，G.C. Dismukes!，浅田浩二 （京都大・食糧科学研，

1プリンストン大・化学）

光化学系II(PSil）凡0-オキシダーゼが2凡0を021こ4電子酸化

する過程で形成されるペルオキソ中間体はer除去などで凡0

光酸化を阻害したときに凡02を遊離する可能性がある。光照

射にともないPSI嘩化側から凡02が生成するかどうかをホモ

パニリン酸 ／ペルオキシダーゼにより蛍光法で測定した。

ホウレンソウPSrr膜(BBY-type)では、好気条件下で人工的

な電子受容体のないとき，光照射にともない約 2~4μmoV 

mgChl/hの速度で~02が生成した。これはシトクロムC添加に

より抑制され， DCMU非感受性であった。同じ条件で DMPO-

スピントラップ邸Rにより酸素に依存し， DCMUで阻害され

ないDMPO-OOHの光生成が観察された。すなわち， PSIIでの

~02光生成は還元側のDCMU阻害部位より上流 (QAおよび

Pheo)での02の02-への光還元に由来する。 DM以滴幼0により

電子伝達を加速すると~02の光生成は約3倍に増加した。この

~02光生成は酸素濃度に依存し，凡0-オキシダーゼ活性に依

存しないことからPSI頃元側で生じたDMBQO)セミキノンラジ

カルの自動酸化によるものであった。以上のようにPSIIftf化側

での~02光生成は検出限界内で有意に認められなかった。

lpDll 
強光照射に伴う光化学系IIの機能的、構造的変化

小野高明 1、野口巧＼ 中島芳浩 1、2 (1理研・太陽光科学

1、2植物機能）

光合成光化学系IIは強光照射により極めて容易に失活する

と伴に、反応中心を構成する D1蛋白質が特異的に損侮をを

受けることが知られている（光阻害） 。本研究では、光化学

系II膜断片を強光で照射したとき、光化学系IIに起こる機能

的、構造的変化を様々な手法により解析し、好気的な条件下

における光阻害の特徴を明らかとすることを目的とした。酸

素発生能でみた光化学系II活性は強光照射により速やかに阻

害された。FTIRでみたQAのセミキノンアニオン生成の、

光阻害のタイムコースは酸素発生能の失活と良く 一致してお

り、QAの機能壊失が酸素発生能阻害の直接の原因であるこ

とが示された。一方、熱発光全体の強度は酸素発生の阻害と

よい対応を示 したが、 QB―由来のバンドの強度はより短時間

で失われ、QBキノンがQAキノンに先だって光阻害を受ける

ことが示された 。蛍光レベルは短時間の光照射により著しく

低くなったが、酸素発生活性の阻害や、 QA, QBの機能壊失

とは直接的な関連は見いだせなかった。強光照射により D 1 
蛋白質は選択的に損傷を受け、 23、 16 k D a断片を生じ

た。さらに照射時間を長くすると D2蛋白質も損傷を受ける

と同時に、 43、47kDa蛋白質、 cy t b 5 5 9アポ蛋

白質、 LH CI Iなどの蛋白質バンドがSDS-PAGE上

から失われた。 しかし、 FTIRでみた光化学系II全体の蛋

白質の構造にはほとんど変化が見られなかった。
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lpD12 
光化学系II電子伝達系阻害剤PN08のQB部位への結合による

D1タンバク質の特異的分解

中烏芳浩口、吉田茂男2、井上頼直1、米山弘一3、小野高明＼

（理研・ 1太陽光科学・ 2植物機能、 3宇都宮大・雑草科学）

光化学系II反応中心タンパク質 (D1タンパク質）は、光依

存的に高速で代謝回転しており、光照射により選択的に損傷

を受け、 Qげノン結合部位で特異的に切断・分解されること

が知られいる。一方、ある種の系II阻害剤はQB部位に結合し、

D1タンバク質の分解を抑制することが知られている。我々

は種々の系II阻害剤のD1タンパク質の分解に及ぼす影響につ

いて検討していたところ、フロログルシノール骨格を持ち、

フェノール型系 II阻害剤に分類される PN08(N-octyl-3-

nitro-2,4,6-trihydroxybenzamide)存在下では、完全暗所で

D1タンパク質が分解する現象を見い出した。この分解はD1

特異的であり，その結果23および9kDaの2つの断片を生じた。

興味深いことにPN08処理で生じた23kDa断片は、光依存的

なD1タンパク質の分解により生じる断片と同じ分子量を示

した。 PN08によるD1タンパク質分解は、酸素の有無には影

響されなかったが、低温下や他の系II阻害剤(DCMU)が存在

すると著しく抑制された。さらに興味深いことに、セリンタ

イプのプロテアーゼの特異的な阻害剤であるPMSFによ って

も抑制された。以上の結果は、 PN08の結合により引き起こ

されるQB部位周辺の構造的な変化が引き金となり、 D1タン

バク質の特異的かつ自己的な分解が誘導されることを示唆し

ている。

lpD13 
光合成光化学系 1I光阻害における機能分子離脱過程

黒岩繁樹、勝原弘樹、手島圭三、赤堀興造 （広島大・総合科学）

光化学系II (PSII)反応中心では、強光照射の結果として

酸化側と還元側で生じる 2種類の阻害が知られている 。還元側

の阻害は酸素存在下で起こり、酸化側の阻害は無酸素条件下で

も起こると言われている。我々は、これらの阻害過程について、

QA光還元活性の減少と機能分子の損偽との関係に注目した。ま
た、PS IIの非ヘム鉄 (Fe2+）を除去した試料を調製し、非ヘ

ム鉄のこれらの機構に及ぽす影響についても考察した。

測定試料の光化学反応中心濃度を忘めるため、 PSIIの集光性

蛋白質を大部分除去し、さらに、 Tris処理を行い、水分解系を

失活させ光阻害環境を形成させた試料(TrisRC)とTrisRCより
F e2+を除去した試料 (・Fe2+-TrisRC) を関製した。これらの

試料について、 20℃で強い赤色光（;.:;6QOnm)を照射し、酸
素、非ヘム鉄、人工電子供与体 (Mn2+）の有無の影響を調べ

た。測定系には、セリ ンタイププロテ アーゼ阻害剤PMSFを

lOOμM添加した。QA活性の時間変化はレーザーフラ ッシュ

フォトリシス法により、△ A3 2 sの吸光度変化として観測した。
光照射後の試料を陰イオン交換カラムに通し、系より離脱した

機能分子を取り除いた後、 HPLCにより試料中の各機能分子

の定量を行った。
酸素存在下、 Mn2十非存在下で、 pQA離脱を伴わない QA活

性の低下の存在を観測し、そのとき¢ • カロチンの著しい減少を
伴うことを見いだした。また酸素の有無に関わらず、正常な酸

化側のモデル系では p • カロチンの減少が強く抑えられた。 これ
らの事実に基づき阻害機構について考察する。



lpD14 
大●薗で発環させた Lタンバク貫による DI/D 2/ C P 4 7 / 

Cytb-559/1/(H) 光化学系 II反応中心複合体の

QA機饒の再構成

小 林徴、小澤真一郎、 帷名糧、豊島喜則（京大．人間・環

墳学研究科）

PS II複合体中の低分子量タンバク質の一つであり、遺伝子 E

旦 Lによってコードされている Lタンバク質は、 PS  IIにお

ける QAの機饒発現に不可欠な成分であることは既に耀告した。

この Lタン バク 貫の 作用 糧構を明らかにするには、過剰発現系

を用い て、特定郭位のアミノ醸残基を変異する方法は有効であ

る．こ の 目 的 を 連 成 す る ために、 まず Lタンバク賣の大量発現

系の 1111発を行った． Lタンバク質単独での発現は困●だったの

で、 目的タンバク賣をマルトース結合タンバク賣との融合タン

バク質として発現させ、 それをアフィニティークロマトグラフィ

ー で糟饗した。ホウレンソウから糟製した Lタンパク賣がトリ

プシンによって分解しなかっ た と い う 性 貫 を 利 用 し て 、 N末側

のマル トース結合タンパク貫 を ト リ プ シ ン で 分 解 し た 後 、 イオ

ン交摸クロマトグラフィーによって Lタンバク質を精製した。

この発現 Lタンパク貫を用いて、 in vitroで の 再 構 成 実 験 を 行

った結果、 ホ ウ レ ン ソ ウ から精製した Lタンバク質と同様の Q

A機 能 回復を示すことを罐認した。

この Lタンパク質の 811位変異体を用いた QA再構成実験の結果

と併せて輯告する．

lpD15 
再構成法によるPSIlコア複合体QA部位のキノン置換
小澤真一郎、椎名 隆、豊島喜則 （京大、人間・環境学
柚究料）

PSU複合休には、機能が未同定の低分子覇タンパク質

が数多く結合している。 これら低分子最タンパク質のな
かで罹蓄にコードされたLタンパク質は、psn還元側QA
の機 現の必須成分であることを再構成法により明ら
かにし、すでに報告した。本研究では、 QA機能発現の必
須成分である Lタンパク質を用いてQA部位のプラストキ

ノン • 9(PQ-9)を、数種の外来キノンで置換した系でのQA
を介する電子移動活性(QA活性）について調べた。

PQ-9を除去したPSIlコア複合体(PSII)に、 Lタンパク 質

とdigal actosylcl igl yceri de(DGDG)を同時に再構成し、 QAを
数種の外来キノンで置換した。そのQA活性をDPCから
DCPIPへの光電子伝達活性と光誘導FT-IR差スペクトルの
測定により定最的に調べた。ュピキノン 2(UQ-2)とlIQ-

10で置換したPSIlの場合、 DPCから DCPIPへの光電子伝

達活性は、 PQ-9の場合と比較して約70％であった。 しか
し、 UQ-0で置換した PSIlでは、 QA活性は認められな

かった，これらの結果は、しIQがQA部位で機能するため
には、少なくともイソプレノイド単位 2個あれば十分で
あることを示している ，， メナキノン •4(MK-4)で置換した
場合、 QA活性が認められず、これまでに報告のある光合
成細菌反応中心(RC)QA部位へのMK-..Jの再構成の結果と

異なっている 。この結果はPSIlのQA部位の環境が、 RC
と比べて異なっていることを示唆している。これら種々
のキノン置換PSilの電子移動について、光電子伝達活性

と光誘導FT-IR差スペクトルの測定結果を巷に考察す

る"
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lpD16 
強光下におけるPSIIの還元側電子移動阻害とキノン交換によ

る再活性化

星田尚司、椎名 隆、豊島喜則（京大、人間・環境学研究科）

PS  IIは強光により不可逆的な電子移動阻害を受ける 。光化

学反応中心の酸化側が保護されている場合、 QA部位からの7'う
ストキJ';-9(PQ-9)の遊離が最初の不可逆過程であるとされているが、

その直接的証拠はない。これを光阻害を受けた複合体にQAを再

構成する手段を用いて調べた。

反応中心当たりl.7分子のPQ-9を持つPSIIコア複合体を嫌気

条件で10分摺強光照射すると電子移動活性は30％に滅少した。

この複合体 (PSII*)を可溶化剤処理により反応中心と可溶

化成分に分け、反応中心に既報の方法によりPQ-9を再構成する

と活性が50はにまで回復した。光阻害に対する保護効果があると

されるDCMU存在下、嫌気条件で10分間複合体に強光を照

射すると電子移動活性は40%に減少した。この複合体に対して同

じ方法でPQ-9を再構成すると活性が67%にまで回復した。光損傷

を受けていないPSIIの場合でもQAの再構成処理により 、その

活性が70％程度になる事を考慮すれば、 DCMU存在下での強光

照射による電子伝達能の不活性化は、 QAの再構成によって完全

に回復する事がわかった。これらの結果から、強光下における

P S IIの還元則電子移動阻害にはQA部位からのPQ-9の遊離の他

に、別の何らかの不可逆過程が含まれている事が示唆された。

また、強光照射していないPSIIとPSil＊のQA―/QAに起因

する光誘導FT-IR差スペクトルを比較するといくつかのシ

グナルに違いが見られた。これらの結果をもとに強光照射時に

生じるPSIIの不可逆な変化について考察する。

lpD17 
Cl基置換ベンゾキノン誘導体の光化学系 1Iとの反応

山下真里、菓子野康浩、小池裕幸、佐藤和彦 （姫路工大・理・

生命科学）

光化学系 1l （系 I])反応中心とその電子受容体であるプラ

ストキノンとの具体的な反応様式は、まだ解明されていない。

そこで、我々はその解明をめざして、まず、プラストキノン

のアナログとなるベンゾキノンの種々の誘導体と系 I]との反

応を反応速度論的に解析した。ラン色細菌Synechococcus 

vulcanusから得られた結果については、昨年の本大会におい

て報告した。植物型光合成を行う生物の系 1l反応中心は相同

性が高いとされているが、先のS.vu/canusで見られた反応機

構が普遍的なものなのかどうかということを調ぺるためにホ

ウレンソウを使って解析したので、報告する。

脂質膜およびプールプラストキノンを多く保持した系 1l膜

標品 (BBY)と、それからヘプチルチオグルコシドを用い

て調製した系 1Iコア標品を材料とした。酸素発生活性の0基

罹換ベンゾキノン誘導体濃度依存性を測定したところ、

Chloranil以外のキノンでは、キノンが高浪度になると活性の

低下が見られた。これはS.vulcanusでも見られたもので、同

じ反応機構が予想された。また、これを反応速度論的に解析

することにより、そして、フラッシュによる QAの吸光度変化、

Q＾・酸化に対応した蛍光の変化のキノン濃度依存性、それら

に対するDCMUの効果を測定することで各キノンのQB部位と

の親和性や反応速度を決定することができた。これらは、 s.
vulcanus て得られた結果とよく対応し、ラン色細菌から高等

植物まで基本的に同じ反応機構であることが推定された。



lpD18 
ァルキル化ベンゾキノン誘導体の光化学系 11との反応
山下真里、佐藤和彦、＊米山弘一、菓子野康浩、小池裕幸

（ 姫路工大 ・理•生命科学、＊宇都宮大・雑草科学研究セン
ター）

プラストキノンーg(p Qg)は光化学系11とシトクロムb6/f

複合体との間の電子伝達を仲介している本来の電子伝達体であ

る。QB部位の構造とそこでのプラストキノンの挙動を明らか
にすることを目的として我々は種々のメチルキノン誘導体につ
いて好熱性ラン色細菌、 Synehcococcusvulcanusの光化学系[]

複合体を用いて QB部位に対する親和性を求め、昨年の本大会
で発表した。本研究では好熱性ラン色細菌で得られた結果が普

遍的なものなのかどうか調ぺるため、ホウレンソウから調製し

た標品を用いて測定した結果について報告する。また従来用い

ていたメチル置換ベンゾキノンのみでなく、より本来の電子伝

達体に近い、プラストキノン誘導体 (PQ1~PQ3)を用いて

同様の測定を行い、 pQgがQB部位でどのようにして電子を受

け渡しているのかを推定した。
ホウレンソウから調製した、プール量の多いBBYと、そこか

らHTGを用いて調製した系 11コア複合体の二種の標品を用いた。

メチル置換ベンゾキノンのQB部位への親和性は、 S. vulcanus 

で求めたそれとあまり違っていなかった。従ってラン色細菌か

ら高等植物に至るまで碁本的に同じ親和性でQB部位と反応し

ているということができる。一方プラストキノン誘導体はメチ

ル置換ベンゾキノン類に比ぺると親和性は高くなるが、イソプ

レノイド鎖が伸びるほど親和性が増大するがQB部位での反応

速度が落ちていくことが分かった。得られた結果から推定され

るプラストキノンのQB部位での反応機構について述ぺる。

lpEOl 
エンドー1,4-13 —グルカナーゼによる植物細胞壁の分解
林陪久、松本健彦、馬場啓一、中村信吾l、三石安2

（京都大・木質研、 1農水省•生物研、 2工技院•生命研）

植物細胞壁の骨格は、キシログルカンとセルロースミク

ロフィプリルからなる B —グルカン複合体によって構築され
ている。両糖鎖はそれぞれゴルジおよび原形質膜で合成さ

れた後、アポプラストで結合して、様々な相互作用を営

む。両糖鎖が架橋構造を持つ、直接的な証拠は未だ得られ

ていないが、植物の胚軸切片にオーキシンを与えると速や

かな細胞伸長が生じ、その際、キシログルカンのターン

オーバー（可溶化または低分子化）が起こることが認めら

れている。キシログルカンの分解がセルロースミクロフィ

プリルのゆるみを生じて伸長を誘導するのだろうか？ 逆

に、ミクロフィプリルがゆるめば、結果としてキシログル

カンに変化が生じるのだろうか？

セルロースまたはキシログルカンを分解する、微生物お

よび植物由来のエンド- 1,4-/3 —グルカナーゼ（俗称セル
ラーゼとキシログルカナーゼ）を用いてポプラ及びエンド

ウ由来の細胞壁標品またはそのBーグルカン複合体の分解を

試みた。細胞壁に結合しているキシログルカンはキシログ

ルカナーゼ処理により減少して分子量の低下を示した。一

方、セルラーゼ処理は、細胞壁キシログルカンを含む糖鎖

の可溶化に効果的であった。
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lpE02 
ポプラ培養紺胞におけるエンド」，4-~- グルカナーゼの発現
竹田匠、酒井富久美、林隆久

（京都大・木質研）

成長している植物珊抱の珊閾壁・ 一次壁の基本構造はセ

ルロースミクロフィブリルとキシログルカンが水素結合に

より結合して、 Pーグルカン複合体を形成し、細抱の形伏や

堅さを保っていると考えられている。 一方、植物佑こオー

キシンを作用させると細胞の伸長成長が起こるが、そ⑪祭

キシログルカンのターンオーバー （可溶化または低分子

化）が起こるとともは珊胞壁にゆるみが生じること力喩忍め

られている。

エンド-1,4北グルカナーゼは非結晶性~-1,4- グルカ ンを

1J詠分解する酵素であり、キシログルカンでは側鎖 （キシ

ロース残基） を持たない部位の~-1,4- グルコ シル結合を認

識して分解する。そこで我々は2,4-D,NAA,IAAの3種類

のオーキシン処理したポプラ培養躙抱(Populusalba)を実験

材料とし、エンド-1,4-~—グルカナーゼ勾惇素活性を約財氏
下により測定した。また、エンド」，4-~- グルカナーゼの

mRNAの発現をノーザンブロッティングにより調ベエン

ド-1,4心グルカナーゼの活性と発現と⑪関係を明らかにし

た。

lpE03 
イネ幼葉罰細胞壁のCl→3),（］→4)-/3-Dーグルカン分解

酵素

陳 森，神阪盛一郎，保腺隆享（大阪市大・理•生物）

CI→3). CI→4)-/3-Dーグルカンはイネ科植物に特徴的な

釧胞J-し知多棚であり、その分解はオーキシンによる細胞股の

ゆるみの脱囚となると考えられている。氣中lヽt．びに水中で

培狡したイネ幼薬粕細胞墜に含まれるこのグルカンの州を、

Baci I /us subti 1 isのB＿グルカナーゼと GLCをJllいて

定罰した。グルカン量は幼葉鞘の成長に伴って増加した後、

成長の停止とともに減少した。したがって、このグルカ ン

の代謝回転は、インタクトなイネ幼薬鞘の成長謂節にも1月

与しているものと考えられる。

(I→3), (I→4)-/3-D-グルカン分解活性は、イネ幼葉鞘

細胞壁より 1M NaC] を用いて抽出された。この抽出画分

を ConA-Sepharoseカラムにかけたところ、水中培筏幼

梨鞘山来の活性の大部分は粘合するが、気中培投幼戒鞘細

胞壁から抽出した活性の一部は同カラムを素通りする こと

がわかった。ConA-Sepharoseカラムに結合した両幼槃鞘

山米のグルカン分解活性は、 MONO-Sカラム上でさらに 2

つの主要な活性画分に分離された。これらの画分によるグ

ルカン分解パターンをHPLCで分析した結果と合わせて、

イネ幼策鞘細胞墜におけるCl→3),CI→4)-/3-D-グルカン

分解には作用様式の沢なる複数種のグルカナーゼが関与す

ることが明らかになった。



lpE04 
アズキ上胚軸細胞敗の新規キシログルカン分解酵索

旦過監、神阪盛一郎、保帷隆享 （大阪市大・理•生
物）

キシログルカンの分解（低分子化）は双子薬植物

の茎のオーキシン誘導伸長の原因となる細胞壁のゆ

るみに必要であることが報告されている。キシログ

ルカン分解酵素を、アズキ上胚軸細胞壁標品より 1

MのNaClで抽出されるタンパク質画分から FPLCを用

いて精製した。活性はMono・Sカラム上で 3つに分か

れ (Sl,S2,S3)、さらにSl.S2画分はSuperose・12カラム

上でそれぞれ 2つの画分に分かれた。これらの画分

をSDS・PAGEにかけたところ、キシログルカン分解活

性と同様のプロフィールを示す約32kDaの主要なバ

ンドが見られた。この酵素は約320kDaのキシログ

ルカンを約200kDaに分解したが、低分子最のキシ

ログルカン、カルボキシメチルセルロースおよびヒ

ドロキシエチルセルロースを碁質に用いたとき活性

はほとんど見られなかった。また、 64kDaのキシロ

グルカンを基質に用いて、半値幅の増加を指標とし

て、エンド型キシログルカン転移酵素活性を測定し

たが、活性は検出できなかった。以上より、本酵素

は新規キシログルカン分解酵素であると考えられ

る。

lpE05 
トウモロコシ芽生えの幼葉鞘の発育に伴う細胞壁グルカ

ナーゼ活性とグルカ ン自己分解活性の変化

井上雅裕， 1ネピンス ．ドナルド（愛媛大・理・生物，

＇カリフォルニア大学デイピス校ベジタプルクロプス）

単子葉植物の細胞壁に存在するグルカナーゼ活性がオ

ーキシンによる幼葉鞘切片の細胞成長に重要な機能を持

つことが示唆されている。本研究はトウモロコシ芽生え

の幼葉鞘の発育における細胞壁グルカナーゼ活性と細胞

壁グルカン自己分解の役割に着目し 、それらの活性変動

を時間を追って調べた 。細胞壁グルカナーゼ活性は発芽

直後の幼葉鞘では低い値しか検出されなかったが、発育

が進むに連れて著しく上昇した 。また細胞壁のグルカン

自己分解活性も増加した 。細胞壁自己分解の主要な産物

はグルコースであるが、発育初期にはペントースに富む

分解産物も検出された 。抗グルカナーゼ抗体がグルカン

自己分解と細胞成長の両方を阻害することは、幼葉鞘の

成長にグルカナーゼが重要であることを示唆する 。しか

し、発育初期では 、その抗体の効果が顕著でないことか

ら成長を制御する別の要因についても調べる必要がある ，
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lpE06 
酵母 (Sacc/JaromyC'e's心 re111s1ae)の成長に伴 う細胞の可溶性、

不溶性分画のグルカナーゼ活性の変化

玉井喜与人，井上雅裕，遠山鴻，城尾昌範，村山徹郎，ネピンス・

＇ ドナルド（愛媛大・理 • 生物，＇カリフォルニア大学デイピ

ス校ペジタプルクロプス）

細胞の可溶性分画、および不溶性分画におけるグルカナ

ーゼ活性の変化を酵母 (S~~”5店e,1S318-4C株）を用いて

調べた 。醇母細胞は通常24~48時間の液体培養で定常期に

入るが、接種する菌体量を増やすとその時間を9・12時間に

短縮できる。この条件下で一定時間培養した細胞から可溶

性分画を抽出し 、ラミナリン 、辞母細胞壁標品を基質にグ

ルカナーゼ活性を測定した 。また 、不溶性分画を細胞壁分

画として、その自己分解活性を目安に細胞壁グルカナーゼ

活性を測定した 。活性測定は分解産物中の還元糖量と全糖

量の比色定量によって行なった 。その結果 、細胞壁分画の

グルカナーゼは細胞の指数増酒期に最も高い活性を示した 。

一方、可溶性分画のグルカナーゼは活性が一旦低下し 、再

び定常期に向けて上昇した 。これらの結果からそれらのグ

ルカナーゼ活性が酪母細胞の成長や代謝において巽な った

機能を有しているのではないかと思われる 。

lpE07 
植物ホルモン及びショ糖によるエンド型キシロクルカン転

移酵素 (EXT)遺伝子の発現制御

冨田英津子［ 岡本繁久、西谷和彦 ('鹿児島大・連合大学院、

鹿児島大・教養）

植物の細胞生長は細胞壁の合成や再編成過程を通じて制

御されている 。キシログルカンは細胞壁中のセルロース微

繊維間を架橋する多糖で 、この分子の切断や再結合が細胞

壁の構築に必要であると考えられているが、その分子機構

の詳細は不明のままである。私達が数年前に単離したエン

ド型キシログルカン転移酵素(EXT)はキシログルカン架橋の

繋ぎ換えを触媒する酵素である。EXT-mRNA及びタンバク質

は伸長中の茎で強く発現していることから 、酵素EXTはキシ

ログルカンを繋ぎ換えることにより細胞壁の構造を変化さ

せ、最終的に茎の伸長生長の制御に関与していると考え ら

れる。

EXT遺伝子の発現制御機構を解明することを目指し、私達

はアズキ茎切片を用いて以T呵 RNA量に影響を与える諸因子

の探栄を行な った。植物の生長制御は一般に植物ホルモン

の支配を受けていることから 、EXT発現に対する植物ホルモ

ンの作用について解析した結果、オーキシン及びジベレリ

ンがEXT-mRNA量を増加させることが明らかとな った。この

結果はオーキシンやジベレリンによる茎の生長制御にEXTが

関与していることを示唆している。また細胞壁合成の材料

となるショ糖もEXT--mRNA量を増加させることが明らかとな っ

た。ショ糖は茎切片を伸長させないが細胞壁多糖の合成を

促進することから 、EXTは細胞伸長を伴わない細胞壁合成過

程にも関与していることが示唆された。



lpE08 
植物細胞壁分解酵素 2種（アラビノフラノシダー
ゼ、エキソポリガラクッロナーゼ）の遺伝子お よ
び生化学的解析
田中玲爾、池田稔、加藤研治、 1今野晴義（塩野義
・油日ラボ、 1岡山大・資生研）

われわれはペクチン分解酵素であるエキソポリガラ

クッロナーゼ、アラピノフラノシダーゼの 2種のcDNA
のクローニングを行なった。 (1994日本分子生物学会
年会）今回以下の報告をおこなう。

アラビノフラノシダーゼcDNAのク ローニングのさい
に開始コドン上流の5'領域の長さの違う 2種のcDNAが
得られている。このcDNAを元にしたプライマーを使っ
てニンジンの―f葉由来のゲノムDNAに対する PCRをお
こないそのN末端付近の構造を解析した。その結果予
想される蛋白質のN末端の上流域にイン トロンが存在
した。短いcDNAの5'端ははイントロンの終わりの部分
とほぼ重なっていた。
エキソポリガラクッロナーゼのcDNAにはN末端から

始まる405アミノ酸をコードするORFが見つかっている
。このcDNAの上流部分約 !KbをPCR法を用いてニンジ
ンゲノムDNAよりクローニングした結果、 cDNAの5端
の上流には開始コドンが見つからず、クローニングさ
れたcDNA中の開始コドンを使って391アミノ酸(MW.
42,614)の蛋白質が作られていることが確認された。ま
た精製したボリガラクッロン酸を基質としてイオンク
ロマトグラフィーにより分解物を調べた結果、 真菌由
米のポリガラクツロナーゼとは異なり、この酵素では
部分分解の条件でも単量体のみが観察され、エンド活
性がないことが確認された。

lpE09 
ニンジンにおけるペクチン分解酵素の追伝子発現と

その局在性

池田稔 田 中 玲 爾 三木信夫． 加藤研治．今野晴義1

（塩野義製薬 ・油日ラポ．1|治］山大・資生研 ）

植物が有する細胞堡の主要な構成生分であるペクチンは、

細胞の一次堅において主にガラクッロン酸から成る酸性多糖

である。そのペクチン質が分解されることにより、 細胞仲長、

，，文熟、 離培形成などの生長反応が誘海されることが明らかに

されつつあるが、陪素の追伝子発現やその作用性に関しては、

未解明の内容が多い。そこで本実験では、このペクチン分招

枯素（特にエクソポリガラクッロナーゼ、およびアラビノフ

ラノシターゼ）に関して、逍伝子発現や組織細胞が産生保持

する防素の分布・局任を把握し、その作月］性を明らかにする

ために、ニンジンの幼組織を材料として供試し、①mRNAの

i11sit11 hybrid四 lion、＠特異抗体による酵素抗体法を‘夫施した。

結呆、 Iむ］酵素の mRNAは根や胚軸部分の形成培、内皮、師部

組絨培などでその1［在が顕著であり、同酵索は主に根松の形

成培付近、表皮細胞などの細胞壁部分で観察された。従って

luJ酵素は、高い分裂活性を有する維菅束 ・形成居近傍の細胞

群で発現し、産生された酵素がそれらの部位からその）即J域に

かけての組織に屈在して槻能しているものと考えられた。
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lpElO 
傾斜剌激下における樹幹木部の形成

ーあて材形成に関与する遺伝子の単離一

馬場啓一、日尾野隆 l、小名俊博 l、林隆久、伊藤一弥 l

（京大 ・木研、 1新王子製紙・林木育種研）

樹幹は傾斜されると本来の位置に戻ろうとしてあて材と

いう特殊な木部（材）を分化させる。広葉樹（双子葉類）では一

般に傾斜上側に引張あて材が形成される。その部分では、

リグニンを含まない二次壁の層か厚く堆積し、セルロース

ミクロフィブリルか細胞長軸とほぼ平行に配列するように

なる。またヘミセルロースの種類も変化する。あて材の形

成にはオーキシンなどの植物ホルモンの関与が示唆されて

いるが、その形成機構については知られていない。われわ

れは抽出液にvabnadylribonucleoside comp-lexを加

えることにより、収率よくユーカリ樹幹の木部分化帯から

RNAを抽出できるようになった。こうして通常に生育中の

ものと傾斜させて生育させたものの樹幹木部分化帯から抽

出したpoly(A)+RNAを鋳型にそれぞれのcDNAライプラリ

を構築した。また、傾斜させたものから得られた

poly(A)+RNAのcDNA対して通常に生育中のものの

poly(A)+ RNAによるサプトラクションを行なった。サプ

トラクションは 2回行ない、最終的に合成されたcDNAの

3.8％のサプトラクテドcDNAが得られた。このサプトラ ク

テドcDNAをプロープに用いて、先のcDNAライプラリから

あて材形成に関与する辿伝子の単離を行な っている。

lpEll 
セルロース合成阻害剤処理によ って誘導されるタ ンパク質

の機能

中川直樹，桜井直樹 （広島大，総科，自然）

現在高等植物のセルロ ース合成に関与する蛋白質の実体

と機能に関する知見は皆無に等しい。植物は生命の維持に

必涅！な様々な物質を合成しているが、多 くの場合それらの

合成量の制御には最終生成物によるフ ィー ドバッ ク阻害機

構が働いている。セルロースの合成は植物の生育段階、環

境条件によって厳密に調節されているためセルロース合成

においても同様な負の制御系が存在する可能性は高い。ゅ

えに、セルロース合成を特異的に阻害する薬剤の処理によ

り負の制御が解除され、セルロース合成に関与する蛋白質

ゃ、それらをコードする mRNAの蓄積量が増大するこ とが

期待される。

そこで高等植物のセルロース合成を特異的に阻害するこ

とが報告されている除草剤ジクロベニルで トウモロコ シ暗

所芽生えの根を処理し、 蛋白質を抽出した。ボリ アク リル

アミド電気泳動に供しバンドパター ンを比較したところ、

lμMという低濃度のジクロベニル処理により誘導される

蛋白質が二つ見いだされ、それぞれの蛋白質についてN末

端ア ミノ酸配列を決定した。一つはエチレン誘導されるア

ズキ酸性キチナーゼに相同であり、もう一方はコラーゲン

様の繰り返し配列があった。現在ジク ロベニル処理、無処

理の根でデファレンシャルスクリーニングを行っている。



lpE12 
種々の植物のアポプラストペルオキシダーゼの基質特異
性と ESRにより求めたリグニン組成との関連
高浜有明夫、鬼木隆幸（九州歯科大）

植物アポプラストに存在するペルオキシダーゼ(POX)
は細胞壁のリグニン化に関与しおり、この POXの甚質
特異性はリグニン組成に影響を与えると考えられる。し
かし、その基質特異性とリグニン組成との関連は詳しく
は調べられていない。ここでは茎あるいは小梢アポプラ
スト POX活性の基質特異性を 4ークマル酸 (4-CA)、フ
ェルラ酸(FA)それにシナピン酸(SA)を用いて測定した
結果と、 O.lM硫酸を含む90％ジオキサンを用いて
80---90℃で抽出したリグニンの組成をESRを用いて測定
した結果を報告する。

1 3種の植物のアポプラストPOXによる上の竺つの桂
皮酸の酸化速度は、一つの例外（アズキ）を除いて FA
>4-CA>SAの順であった。一般的に SAの酸化速度は
FAの 10％以下であったが、タハコとセイタカアワダチ
ソウではその値は 30-40％に達した。アズキでは4-CA
の酸化速度が FAの酸化速度より大きかった。

リグニン溶液 (pH13)をK3[Fe(CN)sで嫌気的条件で
処理後空気で酸化すると、グアヤシルi(G)の ESRシグ
ナルが検出され、過酸化水素で処理するとシリンジル甚
(S)の ESRシグナルが検出された。これらのラジカルは
その微細構造からリグニン末端に存在しており、この末
端は硫酸処理によるエーテル結合の切断によって生じt--
ものと推定された-。その種々の植物を用いてこの二種類
のフンカルのスピン濃度比 (G/S) とアポプラストPOXに
よる FAと SAの酸化速度比を調べたところ、そこには
正の相関が認められた。以上の結果に甚づいて、細胞壁
でのリグニン合成の調節を酵素の基質特異性、リグニン
組成、それにリグニン分子内の結合様式の関連を議論し
ていく。

lpE13 
タパコ培整細胞における 2種類の塩基性細胞壁糖蛋白質 GBGPとエク
ステンシンの発現様式

武市哲郎、川崎信二 （農水省・農業生物資源研）

タバコ培蓑細胞細胞壁にはヒドロキシプロリンに宮む塩基性糖蛋白質

として ga]actose-richbasic glycoprotein (GBGP)とエクステンシンの 2種
顧が存在する。抗体を用いた組織プロット法による解析によると、両者

はタパコ植物体において明瞭に異なる特徴的な組織分布をしており、

GBGPは茎や葉柄の柔組織において厚角組織様の部位に局在し、エクス

テンシンは茎の表皮に局在している（昨年度本大会）。今回タパコ培養

細胞における両者の時問的な発現様式について検討したので報告する。

培蓑細胞としては、 XD-6S, BY-2の2系統を用いた。この 2系統は

10日問程度の培登期間においてほぽ同様な S字型増殖曲線を示す。こ

れらを植継ぎ後 2~10日問培養し、細胞（壁）から塩溶液によって抽
出される分画と培笠液中に放出されている分画の両方についてウェスタ

ンプロッテ ィングにより GBGPとエクステンシンの発現を解析した。

GBGPは両系統の細胞においてほぼ全期問認められたが特に 4、6日
目頃が顕著であり、また XD-6Sでは 8、10日目にやや低分子化してい

るのが認められた。両系統とも GBGPは培養液中にはほとんど放出さ
れていなかった。定常期になると GBGPの量が増大せずむしろ減少傾
向にあることは、 GBGPの合成が止まり分解もし くは細胞壁への組み
込みが起こっているからかもしれない。

2~6日目の対数期（または誘導期）に両系統で単分子エクステンシ
ンのパンドが認められたが、 XD-6Sでは培養液で顕著であったのに対

し、 BY-2では細胞で顕著であった。 6~10日目になると両系統の培
養液、細胞の双方で広範囲の分子量にわたってスメア状のシグナルが認
められ単分子エクステンシンの検出は困難となったが、これはこの時期

になるとエクステンシンの高分子化がおこるためと思われる。エクステ
ンシンの総量は両系統とも全培養期問で増加し続けていると思われた。

以上より培養細胞において GBGPとエクステンシンが時間的に変動
しながら発現していることが明らかとなった。両者の発現様式は定常期

において明瞭に異なり両者の機能の違いが示唆される。また XD-6Sと
BY-2の2系統間でやや差異が認められるが、これは XD-6Sは 10細胞
以下の小さなクラスターしか作らないが、 BY-2は数十～百細胞以上の

大きなクラスターとして増殖することと関係しているかもしれない。
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lpE14 
タケノコには 2種類のアラビノガラクタンプロテインが存在する

藤井康代、東順一、岡村圭造（京都大・農・林産）

前回は、タケノコ冷水抽出物からのアラピノガラクタンプロテイ

ン (AGP) の単離について報告した1)。今回は冷水抽出残さからさ

らに異なった性質を持つAGPを単離したので報告する。

含水アルコール中でホモゲナイズし、冷水抽出した食用タケノコ

及び凍結乾燥後80％含水メタノール及ぴ冷水で抽出した伸長中の高さ

約6mのモウソウチクをさらにシュウ酸アンモニウム、ジメチルスル

ホキシドで連続的に抽出し、細胞壁画分を残さとして得た。この画分

を0.2MCaCl2で抽出後、抽出液を脱塩・凍結乾燥し、塩可溶画分を得

た。前回報告した水可溶AGP (AGP-W)の場合と同様にゲルろ

過(SepharoseCL・ 4B) 及び陰イオン交換クロマトグラフィ ー

(DEAE・Toyopearl) に順次チャージ し、 fl・GalYariv抗原と凝集反応を

示す塩抽出AGP (AGP-S) を得た。このAGP-Sの性質（中

性糖の組成、構造及ぴアミノ酸組成）を調べたところ、この AGP 

-sとAGP-Wにはいくつかの相違点が確認された。すなわち、中

性糖は、主にアラピノース(Ara)とガラクト ース(Gal)からなっていた

が、その比 (Gal/Ara) は、 AGP-Wでは 1であったがAGPSで

は1.75であった。メチル化分析の結果と合わせると AGP-Sの糖部

分は分岐がやや少なく、 1→ 3結合が多い(1,3;1.6)ガラクタンを主鎖と

するアラピノガラクタンであることがわかった。また、 AGP-Sの

タンパク質含量はAGP-Wの3倍になっているが、 AGPに多く含

まれるヒドロキシプロリン含量はAGP-Wよりも少なかった。以上

の結果、 AGP-SはAGP-Wよりも糖タンバク質的な性質を持ち、

抽出されにくい形で存在すると考えられた。また、 AGP-Sは食用

タケノコではほとんどみられなかった。

1)藤井ら、 94年度要旨集、 p56、1994

lpE15 
ダイズ未熟種子におけるレグインスリンの繕胞内分布

西澤直子，森敏，小松節子＇，梶原英之＇，平野久'

（東大大学院農学生命科学研究科，＇震水省生物資源研）

ダイズ種子に存在する塩基性 7Sグロプリン (Bo)は，

システインに富む糖タンパク質であり登熟過程で子葉中に

番積される B9および他のマメ科種子やニンジン培養細胞

に存在する BQ様タンパク質は，インスリンやインスリン様

生長因子との結合能を持ち，プロテインキナーゼ活性が認め

られたところから，植物体中でホルモンレセプターのような

機能を持つのではないかと期待された． B9の抗体を用いた

免疫染色の結果 B gは主に縄胞壁のミドルラメラ部分や繕

胞間隙に存在することが明らかになり昨年の本学会で報告

した一方，植物中に B9と結合するインスリン様ペプチド

が存在する可能性を考え B gと結合するペプチドの探索と

精製を試みたところ， 3 7残基からなる約4k D aのペプチ

ドがダイズ種子から単離され，レグインスリンと命名された

そこで，レグインスリンのポリクローナル抗体を用いて，ダ

イズ子葉中の縄胞内分布について調べたところ，このペプチ

ドも縄胞壁に存在していたが， Boとは異なり縄胞壁中に散

在することが明らかになった



lpFOl 

イネ苗の位水誘導低温耐性のシグナ）け伝達におけるhいの散出：
力7ェイン感受性！dtストアの役罰

itl11良親、こ一Vi-k・ 1/'サ、 1 吉目克闊（秋田農短大•生工研、
1秋日大・医療樋大）
インデイカ系イネ品種の苗は 4•cの低温に 16~24時間置いた後、

25°Cに移すと枯死する。 これらのイネ苗の根を0.5Kマニトールで

10分～1時間処理すると低温耐性を獲得し、枯死しなくなる現象を

見出した？ ィンデイカ系イネは品種によって同じ脱水ストレス

をかけても、低温耐性の程度に差があった。 以後の実験はインデ

イカ系の血を持つ「早生統一」を用いて行なった。 マニトールは

0.5K以上で効果があり、処理時間は10分で十分であるが、マニト

ール処理後低温に置く前に 25°Cで50分位置く必要があった。マニ

トールの他食塩や庶糖でも効果がみられた。 しかし、ABAは100

μK用いても全く効果がなかった。各種のCa'・放出プロッカーでイ

ネ苗を前処理後、マニトール処理したところ、カフェイン、 LA3・、

ネオマイ ‘ン がマニトール効果を顕著に阻害した ニフン エナイピ

ン、 Caいーイオノフォア、イオノマイシンも若干の阻害効果を示

したが、リアノジン、タプシカラギンは全く阻害効果がなかった。

fura-2処理したイネ苗根におけるCa'・放出量を顕微分光々度計で

測定したところ、マニトールによって顕著な Ca,.の放出が確めら

れた。また、このCa'・放出はカフェインによって阻害された。 こ

れらの結果から、 動物細胞で報告されているカフェイン感受性の

Caい inducedCaい release(CICR)が脱水ストレスのシグナル伝

連に重要な役割をなしていると推定される。

'''Takahashi et al. (1994) Plant Kol. Biol. 26:339-352. 

lpF02 
ラン藻 Spirulina platensis のアデニル酸シクラーゼ遺伝子

の単離と構造解析

屋代久美子，坂本敏夫，大森正之（東大・教養•生命環境）

糸状性ラン藻 Spirulinaplatensis はcAMPの刺激によって

細胞が凝集し、円盤状のマ ッ トを形成する 。S. platensis 

の滑走運動の制御にcAMPが深く関係していることが考えら

れる 。本研究ではcAMPを合成する酵素であるアデニル酸シ

クラーゼの遺伝子を本ラン藻より単離し、構造を解析した。

アデニル酸シクラーゼ遺伝子を欠損する大腸菌株MK1010

はマルトース発酵能を欠く 。この菌株のマルトース発酵能の

回復を指標として、 S. platensi s のゲノムライプラリーを

スクリーニングした。この結果、マルトース発酵能を回復す

る7種類の陽性クローンが得られ、これらのうち 4種類のク

ローンでcAMPの生成が認められた。このうち 3種類のクロー

ンについて塩基配列の決定を試み、 一つについて全長を決定

し、 他の二つについて部分配列を決定した。三種類の遺伝子

の塩基配列より推定されるアミノ酸配列中には、真核生物の

アデニル酸シクラーゼの触媒領域においてよ く保存されてい

るアミノ酸配列が見い出された。全長を決定したポリペプチ

ドは、 一回膜貰通型のシグナル受容体型構造をとると思われ

る。この構造はすでに単離されている Anabaena cylindrica 

のアデニル酸シクラーゼ遺伝子によく似ている 。他の二つの

遺伝子においては、触媒領域以外でのアミノ酸配列における

相同性は見られなかった。S. platensis には、少なくとも

機能的に異な った 3種類のアデニル酸シクラーゼが存在する

と考えられる。

103 

lpF03 
ジャガイモ塊茎細胞質画分に存在するホスホリバーゼ A2は

パタチンである

仙田醤熊、吉岡博文、道家紀志、川北一人（名古屋大・農・

植物病理）

ジャガイモージャガイモ疫病菌の系において、宿主の誘導

抵抗反応に至る細胞内情報伝達系にホスホリバーゼ (PL)A2 

が関与することが考えられている。 PLA2の本系における詳

細な役割を調べるため、ジャガイモ塊茎の可溶性画分に存在

する PLA2の精製を試みた。ジャガイモ塊茎を摩砕 ・遠心し

て得た可溶性画分を硫安分画後、 DEAE-Sephadex、Butyl

Toyopearl、EconoPac-Qの各カラムクロマトグラフィーによ

り精製酵素標品を得た。 SDS-PAGEにより本標品は単一のバ

ンドを示し、分子量は 40kDa、pl値は約 4.15と推定され

た。エドマン分解法により、精製酵素標品のN末端アミノ酸

配列分析を行ったところ、ジャガイモの貯蔵タンパク質とし

て知られるパタチンのアミノ酸配列と高い相同性を示し、精

製酵素標品はパタチンであることが示された。パタチンは脂

質アシル基加水分解活性をもつことが既に報告されている

が、詳細については不明であるため、 PLAIおよび PLA2活性

について調べた。その結果、バタチンは両酵素活性とも有す

るが、 PLA2活性の方がPLAI活性よりもはるかに高かった。

さらに、 4種のホスファチジルコリンを用い PLA2活性につ

いて基質特異性を調べたところ、 sn-2位がリノール酸である

ものに対する PLA2活性が最も高く、オレイン酸、バルミチ

ン酸、アラキドン酸の順に活性は低かった。

lpF04 
ジャガイモ培養細胞におけるイノシトールリン脂質特異的

ホスホリパーゼC活性

鈴木真紐、 吉岡博文、道家紀志、川北一人（名古屋大・農・

植物病理）

ジャガイモ植物とその疫病菌の系では、疫病菌非親和性

レース接種あるいは菌体壁成分エリシター処理によって一連

の抵抗反応が誘導される。抵抗反応発現に至る情報伝達機構

には細胞内 Ca2+、プロテインキナーゼ、 NADPH依存活性酸

素生成系、ホスホリパーゼA2、GTP結合タンバク質が関与す

ることを既に報告しており、更にイノシトールリン脂質特異

的ホスホリバーゼC(PLC)の関与が示唆されている。今回、

ジャガイモ培養細胞の膜画分に認められる PLC活性について

検討した。活性は、 [3H]-phosphatidylinositol -4, 5 -bis-

phosphate (PIP2)を基質として用いる方法により測定した。そ

の結果、 Ca2＋存在下で本酵素活性は認められ、 0.1mMの濃

度で最も高い活性を示した。 Mg2+、Mn2+、Zn2+および K+

の存在下では活性は認められなかった。pH依存性があり、 0.1

mMCa2＋存在下で pH6.0および pH8.0において高い活性を

示した。また、 PLC阻害剤 neomycinおよびbromophenacyl-

bromide (BPAB)は、本酵素活性を低下させた。GTP結合タ ン

パク質の調節因子として知られる mastoparanは、 20μMの濃

度で本酵素活性を増大させ、ジャガイモ培養細胞の膜画分に

存在する PLC活性は GTP結合タンパク質の制御を受けてい

る可能性が示唆された。



lpF05 
ジャガイモ塊茎’}ボキシゲナーゼアイソフォームの反応
朽性と免疫生化学的鯖析
古谷聡美、晶尾博f、田辺久 f、地仮光生、滝液弘一、
横 lll 一 成（島根大・農•生物沢源化学）

ジャガイモ塊苓 1)ポキシゲナーゼは、従来の豆科楕物
のものとは異なる独特の反応9与性と動物のロイコトリエ
ン生成反応のような多機能性も示す。損傷や病原菌の感
染による細胞応答に応用することを考えて本群素アイ ‘.l

フォームに特異的なモノクローン抗体を調製することを
試みた。

ジャガイモ塊茎ダンシャク種{Solanumtuberosum, 
var. Dansyaku)の塊茎の階素抽出物を DEAE • セルロース
の陰イオン交換クロマトグラフィーにかけ、 0-0.2M 
NaClの頂練濃度勾配で溶出し、順1こA,BそしてCの3つ
アイソフォームに分離した。傾々のアイソフォーム標品
をゲル濾過の裔速液体クロマトグラフィーで瀾定したと
ころ、アイソザイムAとCは50kDaで、アイソザイムBlよ
80 kDa付近の分子景とれ出された。 AとCは蚤白胃加水
分腎幣素の作用による分解物の可熊性もある。各酵素開
品とも 4゚Cでの安定性にあまり差は認められなかった。
リノール隈と各アイソフォームと反応させた生成物を腎
析するといずれも9-と13・ヒドロペルオキシドの生成比
中は、約4:1となった。遵離胴肪隕に対する基買特異性を
躙べると、各アイソザイムともリノール隈と a-'}ノレン
階1これい反応性を示したが、リノール隈に対するものと
比較して、アイソザイム Aとnでは 1(）％以下、 Cは40％以
下の反応性であった。ハイプリドーマiたで、各酵素を特
異的に認識したり序案活性を制御するモノクローン抗体
を作成するための研究を進めている。

lpF06 
高等植物における可逆的燐酸化反応を介した細胞内情報伝

達経路の解析系の構築
青木幹雄、青山卓史、岡 穆宏（京大・化研）

蛋白質のセリン／スレオニン残基の可逆的燐酸化反応を介し
た細胞内情報伝達系路は真核生物一般に広く存在する。特に
蛋白質脱燐酸化酵素PPlは、代謝・細胞増殖など多くの基本
的生命現象に関わっていると考えられている。 PPlは触媒お
よび調節サプユニ ットから成る多量体酵素として細胞内に存
在するが、その触媒サプユニットはそれ自身で構成的に脱燐
酸化活性があり、生体内での酵素活性の制御は調節サプユニッ
トによる細胞内局在化に依存していることが知られている。
我々 は、 PPlの副次的影響を介さない直接的作用を解析する
ために、転写誘導系と細胞内局在化の系を組み合わせた形質
転換植物を作成し、 PPl活性の空間的・時間的バランスを人
工的に改変する系（転写誘導・局在化の系）を開発した。こ
の系は、多様な作用のためこれまで個体レベルでの解析が困
難であった他の遺伝子産物の解析系としても有用である。具
体的には、 PPl触媒サプユニットのアミノ末端に代表的オル
ガネラ（核・葉緑体•細胞質）への移行シグナルを付加した
改変PPl遺伝子を作成し、グルココルチコイドステロイドホ
ルモンによる転写誘導系と組み合わせてタパコ植物体に導入
し、導入遺伝子産物活性の時間的・細胞内局在的制御を行っ
た。これら形質転換タパコにおける転写誘導後の形態的変化
を観察すると共に、発現に燐酸化・脱燐酸化反応の関与が示
唆されている情報伝達系路（光・植物ホルモン・損傷・細胞
増消など）の下流に位置する遺伝子の発現への改変PPl遺伝
子の誘導による影響について報告する。
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lpF07 
IDENilFICATION OF 95KD PROIEIN KINASE 

HOMOLOGOUS TO ARABIDOPSIS PR025 

Masaaki Fujild, Solar Energy Research Group, R.IKEN, 

2-1 H江osawa,Wako-shi, Saitama 351-01 

Arabtdopsts pro25 is a 68kD receptor kinase with 

EGF-llke repeats at its N-terminus followed by a single 

membrane spanning hydrophobic stretch and 

C-termtnal sertne/threontne kinase domain(Kohorn, 

et al. PNAS 89, 10989-10992). Antibodies raised 

against the pro25 kinase domain recognized 95kD and 

50kD Arabばcpsts proteins in addition to pro25. 

Subcellular fractionation and western analysis showed 

that the 50kD homologue resides in the chloroplast 

stroma whereas the 95kD protein is associated with 

the microsomal fraction. Further characterization of 

the 95kD homologue sh(JWed that it is glycosylated and 

is enrtched in leaf tissue and other green tissue to less 
extent while no detectable amount of 95kD protein 

was found in root tissue. 

1n order to isolate the cDNA for the 95kD homologue, 

lambda gt 11 lib向 ofArabi改psiswas screened with 

the antibody which strongly recognized the 95 kD 

homologue and 6 clones have been isolated. Sequence 

analysis of those clones is now in progress. 

lpF08 
傷により一過的に活性化されるタパコ 46-kDaキナーゼ

の解析

宇佐美昭二、坂野弘美、 1萩原正敏、町田泰則（名大・

理•生物、 1 名大・医・解剖）
我々は、ミエリン塩基性タンパク質 (MBP)を基質とする

インゲルアッセイ法を用いて、傷で一過的に活性化される

46-kDaのキナーゼがタパコ成熟業に存在することを見出した。

このキナーゼは極めて早く、一過的に活性化されること、

キトサンやサリチル酸など、種々の刺激により一過的に活

性化されること、メリステムやカルスなど分裂細胞の多い

組織において活性化されていること、双子預、単子葉植物

に広く保存されていることをすでに根告している。 (1993年

度分子生物学会、 1994年度植物生理学会）このキナーゼは、

傷などの傷害関連のシグナル、ま たは細胞分裂の制御に関

わるシグナルを細胞内に伝える伝達系に関与している可能

性がある。現在、この46-kDaキナーゼの生理学的な解析を

行うとともに、キナーゼを精製し、その構造解析を行って

いる。その過程で、インゲルアッセイ法によりみられる 46-

kDaキナーゼのパンドは、大きさは同じだが、pl値の異なる

複数のキナーゼより成ること、サリチル酸による活性化は、

1時間目をピークとする一過的な活性化であり、他の活性

化とはパターンが異なること、シクロヘキシミドで処理す

ることにより恒常的に活性化されることなどを見出した。

これらの結果について根告する。



lpF09 

低浸透圧負荷によるタバコ培養細胞の [Ca'-•Jcyt 上昇とプロ
テインキナーゼの活性化

高橋宏二l、武藤尚志1,2(1名古屋大・院農、 2生物分子セ）

植物の細胞内情報伝達においてCa2＋はセカンドメッセン

ジャーとして中心的役割を演じていると考えられる。我々

は、生理的条件下で細胞礎質遊離Ca2哺U度 ([Ca2•Jcyt)変化を
モニターできる系としてCa'-＋感受性発光蛋白質工クオリ ン

を発現する形質転換タバコ培養細胞BY-2株を作出し、この

細胞を用いて低浸透圧負荷による一過的な [Ca2•]cy1 上昇を
検出した（l)。本講演においては、更なる詳細な検討の結果

について報告する。

約 1 分後の 一過的な [Ca2•]cyt上昇(C2)は、負荷する低浸

透圧の強度に応じて指数関数的に増加し、また、これに先

行する微弱な [Ca2•]cyt上昇(CI)が検出された。先に報告し

たC2を阻害するプロテインキナーゼ阻害剤K-252aの処理(I)

は、しかし、 Clを阻害しなかった。また、先に低浸透圧に

よって増加するCa2•は細胞内ストアを由来としていると考
察したが、その後の研究の結果、細胞外のCa2＋に依存して

いることが明らかになった。低浸透圧によって、 45-,55-, 
60-kDaのプロテイ ンキナーゼが活性化されることも判明し

た。その活性化パターン、細胞内局在、 [Ca2•Jcyt上昇との
関わり等について報告する。

(I) 日本植物学会 1994年度年会講演要旨

lpFlO 

ソラマメ孔辺細抱のHAPキナーゼ類似プロテインキナーゼ

のABAによる活性化

武薦尚志I,2,，森 泉2 （名大•生物分子セ！．農院り

ミェリン塩基性蛋白(HBP)を基買とするゲル内活性瀾定

法によりソラマメ孔辺細胞プロトプラストに49と46kDaの

プロテインキナーゼ (HBPキナーゼ）が検出された。葉肉

細胞にもこれらのキナーゼは存在したが、蛋白当りの活

性ははるかに低く孔辺細胞で特に強く発現しているキナ

ーゼであると考えられる。 HBPキナーゼはHBPを良好な基

買としたがヒストンとカゼインはリン酸化され難かった。

酵素活性はスタウロスポリン（St)とK-252aによって阻

害された。孔辺細胞プロトプラストを1uH ABAで処理す

るとHBPキナーゼは 1分後に活性化を受け、 2分後には最

大活性に達しこの状懇は少なくとも10分間は維持された。

StかK-252aで前処理するとABAによる活性化は認められな

くなったので、 ABAによるキナーゼの活性化には蛋白リン

酸化が関与していると推察される。 IAAなどその他の植物

ホルモンは活性に影響しなかった。また、 Ca2• も活性化

に関与しないことを示す結果を得た。一方、剥離表皮細

胞にStかK-252aを処理するとABAによって誘導される気孔

の閉口が抑制された。

以上の結果は孔辺細胞におけるABA受容から気孔閉口に

至るシグナルトランスダクションの過程にプロテインキ

ナーゼカスケードが存在することを示唆している。
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lpFll 
H/Jodobacter capsu/utusc光化学系の発現を調節するレドック

スセンサーとタンパク質リン酸化カスケード

井上和仁1..、中原昌明＼ J.Kouadio2、C. Mosley• 、 C. Bauer• 
(1神奈川大・理・応用生物、 'Dept.Biol. Indiana Univ.) 

紅色非硫黄光合成細菌肋odobactercapsu/utus!l..）光化学反応

中心と集光性色素複合体LHI、LHIIの構造遺伝子はpuc.put,、

pufの3つのオペロンにコードされている。これらのオペロンの

転写は好気下で抑制され嫌気下で促進されるが、嫌気下での転

写の促進にはregAとreg/J(J)2つの調節遺伝子が関与している。

予想されるアミノ酸配列から、 RegAとRegBはそれぞれ原核生物

の転写制御系であるtwo-componentのレスポンスレギュレーター

とセンサーキナーゼに特有な構造を持っている。今回、これら

の遺伝子をT7系のRNAポリメラーゼを使って大腸菌内で発現させ、

その性質を調べたので報告する。 RegAはBL21(DE}/plysSで、 Re
gBは5つの膜貫通部分のうち4つをカット (RegB.)するようにPCR

法でDNAを増幅後C600/pGP1-2/pT7-7でそれぞれ発現させた。精

製されたRegB'を6栃艮素で変性後、窒素を通気しながら尿素を3

Mまで希釈し、 DTT 、 Mg•十を加え、室温で30分間放置し、次いで、

4℃で一晩透析して尿素を除いた。これとは別に精製したRegAと
再構成されたRegB'に[r -12P]ATPを加え、室温、嫌気下でイン

キュベート後、 SOSゲル電気泳動、オートラジオグラフィーによ

って分析したところ、 RegB・に依存したRegAのラベルが起こった。

RegB"は自己リン酸化能を持つが、この活性は、酸素やフェリシ

アン化カリウムなどの酸化剤によって失われ、嫌気下でDTTとイ

ンキュベートすることにより活性は回復した。

lpF12 
GCCbox配列によるエチレン応答性遺伝子の発現制御におけ

るシグナル伝達系の解析

鈴木馨，高木優，進士秀明（エ技院•生命研）

エチレンによって誘導される植物防御遺伝子の転写制御と

シグナル伝達系の解明を目的として研究を行なっており、こ

れまでにエチレン応答性防御遺伝子の発現制御領域に存在す

る1止pの共通配列(GCCbox: TAAGAGCCGCC)がエチレン

応答性の制御エンハンサーとして機能することを明らかにし、

さらにGCCboxと相互作用をする新規の核タンバク質

(EREBP)のcDNAを単離した。このGCCboxとレポーター

遺伝子(GUS)の融合遺伝子を導入した形質転換タバコを用い

てGCCboxを介したエチレン応答性遺伝子発現のシグナル伝

達系を解析した。エチレンによるGUS活性の誘導はプロテイ

ンキナーゼ阻害剤によって抑制され、プロテインフォスファ

ターゼ阻害剤によって促進された。エチレン作用の阻害剤存

在下でプロテインフォスファターゼ阻害剤を処理した場合に

もGUS活性の上昇が見られた。また、タンバク質合成阻害剤

を処理した場合エチレンによるGUS活性及びmRNAレベル

の上昇が抑制された。これらの結果から、 GCCboxを介した

エチレン応答性遺伝子発現のシグナル伝達にはプロテインキ

ナーゼの活性化及びタンバク質合成の誘導が必要であり、そ

のプロテインキナーゼ活性はプロテインフォスファターゼに

よって制御されていると考えられた。また、エチレン処理に

よるEREBPのmRNAレペルの変化についても報告する。



lpF13 
ティファレ ンシャルディスプレイ法を用いたジャス

モン酸メチルにより誘導される遺伝子の単離と解析

鈴木玄樹、加藤友彦1、商野篤生、太田啓之、増田

建、柴田大輔1、塩井祐三 、高宮建一郎（東工大・

生命理工•生体機構、 1三井植物バイオ研）

ジャスモン酸とその関連化合物は、近年高等植物

に広く存在する情報伝達因子として研究が進み、特

に病害などのストレス応答に関与する物質としてそ

の機能が解明されつつある リポキシゲナーゼなど

ジャスモン酸により発現銹導を受ける遺伝子が相次

いで単離されているが、ジャスモン酸による遺伝子

発現誘導のメカニズムについてはほとんど分かって

いない，、 我々は 、ディファレンシャルティスプレイ

法を用いて 、ダイズ培養細胞からシクロヘキシミド

の存在下でもジャスモン酸処理で発現の誘導が起こ

る遺伝子を新たに単離し、それらの発現誘導のメカ

ニズムの解析を行った ，、 単離した 2つのクローン

(T6-1,G9)のノーザン解析から 、T6-1はジャスモン酸

メチル処理後約 2時間で、G9は約12時間で発現が

最大となることが判った ，， T6-1,G9の詳細な解析を

行うために、現在全長を持つcONAを単離中である '̀

lpF14 
植物における細胞内輸送解析のモデル系の確立

ーアラビ ドプシス由来低分子醤GTP結合タンパク質の細胞生

物学的研究一

上田貴志、穴井豊昭 1、塚谷裕一、長谷川宏司 1、内宮博

文（東大・分生研、 1筑波大・応用生物化学系）

低分子量GTP結合タンパク質は、細胞内の様々な情報伝達

経路において、多様で、重要な働きを担っていることが、

酵母及び動物細胞を用いた研究から明 らかになっている。

その中で、分泌や細胞内輸送経路における分子スイッチと

して働いているのが、 rab/yplfamily である。植物において

も、 多くの rab/yptfamilyに属する遺伝子がクローニングさ

れているが、植物細胞内輸送系解析のための優れた系が未

だ確立さ れてお らず、 それら のい ずれも細胞内局在さえ明

らかにされていない。 われわれは、アラビド プシス由来の

rab/ypt homologueであるarafamilyの遺伝子産物について、

生化学的解析を行っ てきたが、さ らにその細胞生物学的解

析のモデル系として、花粉管伸長という現象に注目した。

任意の段階で、遺伝子発現を誘導できるように、アラビド

プシス由来の熱 ショックタンパク質遺伝子HSPSI-]のプロモ

ーターにara-4遺伝子を連結し、それを導入したトランスジェ

ニック 植物を作成した 。このトランスジェニック植物では、

熱ショックにより ARA-4が誘導された。さらに、誘導をかけ

た植物から花粉を採集し、急速凍結置換法によりサンプル

を作成し、免疫雹顕を行った結果、 ARA-4は、主にゴルジ体

周辺の小胞に存在することが明らかとなった。
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lpF15 
フォスファチジルイノシトール 3リン酸のタパコ細胞中での

遅い代謝回転

松岡 健、中村研三 （名大 ・農•生化）

フォスファチジルイノシトール 3ーキナーゼ (Pl3-kinase) 

は動植物・酵母などの各種生物にその存在が知られ、動物細

胞においては、この酵素の産物である 3位がリン酸化された

フォスフォイノシチドが細胞膜を介した情報伝達系に関わる

ことが知られている。酵母ではこの酵素が液胞へのタンバク

質輪送に必要であることが知られているが、植物細胞での Pl

3-kinaseとその代謝産物であるフォスファチジルイノシトー

ル 3リン酸 (Pl3-P)の椴能については殆ど解っていない。

タパコ BY-2細胞中の Pl3-kinaseの細胞内局在部位を細胞

分画法により検討すると、活性の殆どはコルジ装置画分に回

収され、細胞質膜画分には殆ど回収されなか った。我々は最

近wortmanninがタパコ細胞の Pl3-Pおよびフォスファチジル

イノシトール 4リン酸 (Pl4-P)の合成を阻害することを報告し

ている。今回、Pl3-PとP14-Pの代謝回転を wortmannin存在

下または非存在下にタパコBY-2細胞のリン脂質を32pーリン

酸で標諒することにより検討した。90分パルスラベル後に標

諒された Pトリン酸の殆どは Pl4-Pであり 、長時間 (24時間）

の標謙では、Pl3-Pが優先的に標諏された。wortmannin存在

下に標謡した細胞を非標諏リン酸とインキュペートすると 、

標謡 Pl4-Pは急速に波少したが、Pl3-Pの液少は殆ど認めら

れなかった。これらの結果はタパコ細胞において Pl3-Pの代

謝回転が Pl4-Pに比べ非常に遅いことを意味し 、Pl3-Pは膜

を介した情報伝達ではなくタンパク質の仕分けなどの他の細

胞内反応に関与している可能性を示唆している。

lpF16 

原形質連絡を通過する物質の分子量限界の制御

藤原徹，1RobertL. Cleland, 2William J. Lucas 

（東大・農 ・応用生命化学，1BotanyDept., Univ. 

Washington, Seattle, 2Dept. Plant Biol. Univ. 

California, Davis) 

植物の細胞間に存在する原形質連絡は一般に分

子量約 10 0 0ダルトン以下の物質を通過させる

ことが知られている。最近，植物ウイルスのムー

ブメントタンパク質を利用したマイクロインジェ

クション実験によって，原形質連絡をタンパク質，

核酸などの高分子物質が通過しうることが明らか

にされている。このこ とは，原形質連絡が本来

高分子物質を輸送する能力を持っていることを示

している。本発表では，原形質連絡の分子最限界

が細胞のATP濃度などによって影響を受けること

を示唆する結果について発表する。



lpF17 
イネ培養細胞原形質膜に存在する N—アセチルキトオリゴ糖
エリシター結合蛋白質のアフィニティーラベルによる同定

伊藤ユキ、賀来華江、渋谷直人（農水省生物研）

イネいもち病菌細胞壁の構成多糖であるキチンのオリゴ糖

( GlcNAc)1- •はイネ懸濁培養細胞に対し直レベルでフィトアレキ
シンエリシターとして作用する 1)。我々は既にイネ培養細胞の

原形質膜に N—アセチルキトオリゴ糖に高い親和性を持つ結合
部位が存在し、この結合は細胞レベルでのフィトアレキシンの
誘導によく対応する特異性を示すことを見出している 2, 3)。本

実験では、この結合部位を単離精製するための第一歩として、

フォトアフィニティーラベルによる結合蛋白質の同定を試みた。

(GlcNAc)．のI..I標識フェニルア ジド誘導体を調製し、水性二相

分配法で調製した原形質膜と反応させ光化学反応を行った。光

照射後の膜をSDSで可溶化し、メタノール沈澱物のSDS-PAGEを行

ったところ、オートラジオグラフィーで70KDa付近に単一のバン

ドが検出された。バンドの濃度から定量したリガンド量は、リ

ガンド濃度に対し飽和型の曲線を示した。この結合は、 (GlcNA

C)、で阻害され1/2maxは30nllであったが、キトサンオリゴ糖(Gl

cN)•及び低重合度のキチンオリゴ糖(GlcNAc),では阻害されず、
エリ シター活性の糖特異性とよく 一致した。このバンドは、メ

タノール沈澱物をトリプシン処理すると消失することから蛋白

質であると考えられる。以上の結果は、この蛋白質がエリシタ

ーのシグナル伝達に関与するレセプターである可能性を示唆し

ている。これはキチン由来のエリシター結合蛋白質を同定した

最初の報告である。 "A.Yamada et al.. Biosci. Biotech. Biochem., 

57. 405C93);" N. Shibuya et al.. FEBS Lett.. 329, 75C93); 3)恵

飛須則明他、 94年度年会講要 p.95. 

lpF18 
Bracketting of the rice blast resistance genes Pi-ta'and Pi-ta be-

tween close flanking markers and analysis of a cosmid library 

K.1ふhka''.M.Mivamutu'-',Y.Tanaka'・',l.Ando',A.Saito'.S.Kawasaki'・ 

I NIAR,'lnst. Plant Breed.Poland,'lbaraki Biotech. Inst,'Agric.Fac 

Ukavama lJ..'NARC.'Kyushu Agric.Exp.St.,'JRDC-PRESTO 

I u understand the mechanism of the true resistance of plants 

against parasites (a very specific and strong plant-microbe mteraclion 

detcrmmcd hv a smgle gene) we are trving lo positionally clone the riじe

blast res1stanじegenes as a model system. It wasじhosenbecause rice is 

small in the genume size, and also in the unit genetiじlengthmphヽSIcal

scale tea. IOU Kb/cMJ. In the last meetmg、wedetermined the 

じhromusomalpositions of representauve indica dern・ed resistance 

genes, Pi-lu, Pi-la・, Pi-b. and Pi-z'. This time, we have made up a 

rdined map bracketting the Pi-la, P、-1a'withthe close 11anking 

markers frum F2 analyses. Bv analvzmg about 160 susceptible 

trecessi ve humu J h indt vi duals from the crussmgs of AiじhiAsahi(+) x 

柘 Nu4 (/'i-w') and Nourin 22け）ヽ PtN0.4. we find 2 cosegregating 

markers o(Pi-1u and alsu close flanking markers at 0.3-0. 7 cM on the 

leli and al O 7 cM on the right side. To determine physical distances be-

t¥¥een them. restriction fragment analysis was done with the rare-cutler 

enzymes. C細 F-eleclrophoresisand Southern blotting uf the close 

DN/¥ markers. As a result the leli side marker (0 7 cM) seems to be 

¥¥tlh1n -15 Kb frum the gene. but there "was no cummon bands between 

thenght山1demarker and the cusegregating marker 

hum these results. a cusmtd library was construじtedand a 

cunt1g,pan11mg the flan_king markers is being constru叩ted
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lpGOl 
Al ストレスで誘溝されるタパコ遺伝子の

クローニング

江崎文一、次田 忍、山本洋子、松本英明

（岡山大 資生研）

昨年の本大会で我々はリン酸欠乏処理と Al処理の併用

(Two step--t reatment)で発現銹導される 4クローン （

述 111, pAL139, pAL141, pAL142)を単離し 、その内の

凶 111可 pAL142は Al イオンストレス で銹導さ れること

を報告 した。今回、これら 2つのの cDNA断片の塩基配列

決定した所、オーキシンで！秀導される遺伝子 ,:arA,parB 

とそれぞれ一致または高い相同性を示した。このことから

凶 142上にコードされている蛋白質も glutathione

S-transferase活性 （IBT活性）を持つことが示唆された。

さらに最近、同様のスクリーニング法で 5つ目のクローン、

迅 201 を単離した 。 その塩基配列の結果から 、

peroxidase活性を持つことが示唆された。Al 処理により

銹導される GSTや peroxidase蛋白質は細胞内に生成した

毒性物質や活性酸素の消去などに関与することで Al耐性

に関わ っているのかも しれない。

lpG02 
タバコ懸濁培養細胞におけるリ ン酸欠乏およびアルミニウムス

トレスで誘導される遺伝子の解析

次田 忍、江崎文一、山本洋子、松本英明（岡山大・資生研）

アルミニウム(Al）はリン酸と不溶性の沈殿を生じるためAlス

トレスはリン酸欠乏状態を引き起こすことが考え られている。

本実験ではタバコ態濁培養細胞(Nicotianatabacum L. cv Samsun) 

を用いて、リン酸欠乏とAlストレスで誘導される遺伝子の解析

とその遺伝子から推察される Alによる障害機構について検討し

た。

単離されたcDNAの塩基配列より、以下の結果が得 られた。

(I)推定されるタ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 38kDaであ る。

(2)この遺伝子はトマトにおいて侶害やAB凡匹理によって誘導さ

れるアニオニックバーオキシダーゼと高い相同性を持つ。

(3)N末側のリーダーベプチドのハイドロパシープロットがトマ

トのポリ ガラクチュロナーゼのバターンと一致し、分泌タ ンバ

ク質である可能性が認められる。

以上の結果を基にAlストレスにおけるパーオキシダーゼ活性

について検討した。その結果、リン酸欠乏状態においたタバコ

培養細胞のパーオキシターゼ活性が増加し、リン酸を添加する

ことによって活性がコントロールレベルにまで戻ることが認め

られた。しかしながらAl存在下でリ ン酸欠乏処理を行な うとパ

ーオキシダーゼ活性は上昇するが、それにリン酸を添加しても

コントロールレベルまで戻らなかった。



lpG03 
タバコ培養細胞におけるアルミニウムによる脂質過酪化の促

進について

蜂谷晶子、山本洋子、松本英明 （岡山大 資生研）

アルミニウム (AI)による増殖阻害効果は2価鉄 (FrJ,+) 

の存在によって、相乗的に高まる。さらに、この阻害効果が

脂溶性抗酸化剤によって抑制されることから、 Fe存在下での

A Iによ る障害の1つとして膜の過酸化が考えられる。そこで、

TBA法によりマロンジアルデヒド (MDA)の生成量を定羅

し、 Al処理に伴う脂質の過酸化について検討した。

A I、も しくはFeそれぞれの単独処理におけるMDAの生成

畠は、両者を加えないコントロール処理と同程度であったが、

A IとFeの同時処理 (Al+Fe処理）ではコ ントロールの24倍に

増加した。また、 Fe濃度を一定にしてAl濃度を変えた場合、

A I濃度の上昇に伴ってMDAの生成量も増加し、さらに、

M DAの生成屈と増殖阻害率との間に正の相関が見られた。

また、 AIt Fe処理におけるMDAの生成量を経時的に見たと

ころ、 MDAの生成はAIやFeの細胞への集積が開始する 10~

12時間目あたりから増加し始め、それとほぽ同時に細胞の増

殖能力の低下がみられた。

以上の結果から、 AlはFeとともに、相乗的に脂質の過酸化

を引き起こすこ と、その結果、原形質膜の機能が低下し、細

胞の増殖が阻害される ものと考えられる。

lpG04 

タバコ培養細胞におけるリン駿欠乏によって獲得する

アルミニウム耐性の機構について

山本洋子，正元和盛＼蜂谷晶子，力石早苗，松本英明

（岡山大・資生研， ［熊本大・教育・生物）

対数増殖期の細胞(+p細胞）をリン酸無株加培地で

培養することによって得られるリン陵欠乏細胞 (-P細

胞）は十P細胞に比較して、アルミニウム (Al)に耐性

を示す。 2価鉄 (Fe2+)存在下にアルミニウム処理を行

なった場合、 ＋P細胞では、 (1) Alの集積、 (2) Fe 

の集腿ヽ (3) 脂質の過酸化がみられるが、 — P細胞で
は、ーれらすべてが抑制されていた。

一方、リン酸無添加培地で培義することにより、 一P
細胞には抗陵化物質である Bーカロテンの蓄積がみられ、

6日間のリン酸欠乏処理によって ＋P細胞の 9倍に上昇

した。また、 ＋P細胞であっても脂溶性の抗酸化剤をア

ルミニウム処理時に添加すると、 -P細胞と同様に、上

記(l),(2),(3)，が抑制され、かつアルミニウムに耐性を

示す。

以上の結果から、 — P細胞は、 B ー カロテン等の抗醗

化物質を膜に蓄積する ことによ り、アル ミニウムと鉄に

よる脂質の過酸化から細胞膜を防禦し、アルミニウム耐

性を獲得している可能性が寺えられる。
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lpG05 
アルミニウムによるコムギ根の伸長阻害槻構の解析

佐々木昌生、山本洋子、松本英明（岡山大・資生研）

アルミニウム(Al)による根の伸長阻害の機構について、コム

ギ (Triticumaestivum L.）根を用い、伸長域の細胞伸長に着目

して検討した。

Al処理 (20μ M AICI,、pH4.75) を24または48時間した根に

おいて、伸長域の細胞の長さがコントロール (Oμ M AICI,) に

対し、著しく低下していた。この伸長阻害の起こっている部位

においては、リグニン様物質が沈着していることがフロログル

シノールで染色することによって観察された。また、 Al濃度に

依存した伸長阻害の程度とリグニン様物質の沈着の程度が一致

していた。さらに Al感受性の異なるコムギ2品種（耐性品種

Atlas 66、感受性品種 Scout66) におけるAl感受性の程度とリ

グニン様物質の沈着の程度も 一致した。

以上の結果から、 A]による根の伸長阻害の機構として、 A]に

よる根の伸長阻害は細胞分裂よりも細胞伸長の阻害に依存して

いることが考えられ、根の伸長阻害はAl処理によって誘導され

た伸長域のリグニン様物質の沈着が細胞伸長を阻害することに

よって起こることが推察された。

lpG06 

講演中止



lpG07 
ユーグレナの耐塩性機構について

近藤智裕、竹中頂雄、宮武和孝、中野長久

（大阪府大 ・農・応用生化）

淡水に生息する ~u-~!..e竪堕9包且~ zは種々の環境変

化に対して秀れた適応能力を持つことが知られている 。

我々はじ堕些且！§ か;ZOOmMの塩 (NaCl、KC!)存在

下で生存し、塩ストレス負荷直後に貯蔵多糖であるパラ

ミロン（ /3-1,3-グルカ ン） が急速に分解されることを

見出した ，， 今圃、 パラミ ロンからの生成物を同定し、そ

の代謝経路および生理的意義について検討 した。

細胞に塩ストレ スを与えると 2時間でパラ ミロン含

量の約 30％が減少した。 1、'Cーグルコースを細胞に取り

込ませ、放射性パラミ ロンを作成した後、塩ストレスを

与えてパラ ミロンからの生成物を検討した。滅少したバ

ウミ ロンの放射活性は可溶性糖画分で回収され、 HPLC

による分析か ら生成糖はトレハロー スであ ると同定した。

塩ストレスを解除すると蓄積したトレハロースは急速に

分解された。またトレハロースの合成量は外部塩濃度に

依存することが明らかとな った。よって E.gracl l isは

パラミロンから適合溶質と してトレハロースを生成し、

細胞内に蓄積して塩ス トレスに適応すると結論した n

lpG08 

高塩濃度下における光化学系 Iの循環的電子伝達系

日比野隆1' 田中義人1' 石川浩 1' 高倍昭洋1,2(1名城大・

理工， 2名城大・総合研究所）

光化学系 1の循環的電子伝達反応は光エネルギーにより

獲得された酸化還元力の分配調節に重要な役割を果たすと

考えられるが，その反応にはNADHデヒドロゲナーゼが関

与することが示唆されている。我々は塩ストレスと循環的

電子伝達反応の関係を明らかにすべく研究を進めているが，

今回， I) 高塩および低塩濃度の条件下におけるラン藻の

循環的電子伝達反応活性， 2) NADHデヒドロゲナーゼ遺

伝子の発現について検討したのでその結果について報告す

る。好塩性ラン藻 Aphanotheceha/ophyticaを 0.25-2.0 

Mの塩濃度で生育 させたときの光エネルギーの化学エネル

ギーヘの変換効率を光音響分光法(PAS)で測定した。その

結果，高塩濃度下で生育中のラン藻は低塩濃度と比較して．

700-720nmの光エネルギー変換効率が高いことが明らかに

なった。また，液体窒素温度でのケイ光スペクトルを測定

したところ，高塩濃度下では光化学系1のアンテナクロロ

フィルからのケイ光が強いことが明らかになった。我々は

すでにAphanothece ha/ophytica のジェノミックライプ

ラリーからndh I, ndh K遺伝子断片を単離しているので，

それを大腸菌で発現させた蛋白質を抗原として抗体を作成

した。抗体を用いて塩濃度と ndh蛋白質の蓄積量の関係，

およびndh蛋白質の構造に ついて検討したのでその結果に

ついて報告する。
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lpG09 
浸透圧ス トレスによ る孔辺細胞の浸透圧調節物質の変化

浅井尚子．中嶋信美＼近藤矩朗！ （筑波大•生物， 1国立環

境研・地域）

植物は乾燥に曝されると気孔を閉鎖して蒸散を抑制する。

乾燥による気孔閉鎖には、葉肉細胞や根の細胞で合成され

輸送されるアプシ ジン酸 (ABA)が関与しているが、孔

辺細胞自身が乾燥を受けることも気孔閉鎖に関与している

可能性がある。そこで、乾燥が孔辺細胞 自身に及ぽす影響

について調べた。

ソラマメ (Vicia faba L. cv. Otafuku)の葉の裏側表皮を

0.4Mマンニトール溶液に浸潤（マ ンニトール処理）するこ と

によ り、孔辺細胞に浸透圧ストレスを与え、乾燥の代わ り

とした。この処理を行うと気孔開度は低下し、その後マ ン

ニトールを含まない溶液に移す（処理の解除）と開度は回復

した。次に、孔辺細胞の浸透圧調節物質の 1つであるリ ン

ゴ酸の含有量を測定した。マンニトール処理により表皮の

リンゴ酸含有量は増加し、処理解除によって減少した。ま

た、 0.4Mソルビ トールで処理を行 った場合にも、リ ンゴ酸

の増加が観察された。一方、 ABA処理の場合、リンゴ酸

含有量は減少し、処理解除で回復した。リンゴ酸含有量に

対してABAと浸透圧ストレスの影響が異なることから、

ABAによる気孔閉鎖と孔辺細胞が乾燥を受けることによ

る気孔閉鎖とはしくみが異なることが示唆される。

lpGlO 

GLYCINEBETAINE ENHANCES SALINITY 
TOLERANCE OF OXYGEN-EVOLVING 
COMPLEX OF PHOTOSYNTHESIS IN 
TRANSGENIC CYANOBACTERIA 
~. Hidenori HAYASHI, 
and Nerio MURAT A, Department of Molecular 
Biomechanics, The Graduate University for 
Advanced Studies, Okazaki, 444; National 
Institute for Basic Biology, Okazaki, 444 

Glycinebetaine, a quaternary ammonium 
compound, is an osmoprotectant in halotolerant 
plants and bacteria. It can protect the 
photosystem II complex from inactivation under 
high-salt conditions. To study the effect of 
glycinebetaine on photosynthesis in vivo, we 
transformed the salt-sensitive cyanobacterium, 
Synechococcus PCC7942, with the codA gene 
for choline oxidase, which can oxidize choline to 
glycinebetaine. The transform ant accumulated 
glycinebetaine at 60 mM and could grow in the 
medium containing 04 M NaCl (lethal conditions 
for the wild type). The significant enhancement 
of salt tolerance of oxygen-evolving complex 
was observed in the transformant when the cells 
were treated at 0.4-1.0 M NaCl in the light. 



lpGl 1 
イネはグリシンベタインを吸収し、耐塩性を獲得する。

筒井恭子、高倍昭洋1、野村美加、岸谷幸枝2、高倍鉄子（名

古屋大学生物分—f応答研究センター、 1名城大学総合研究
所、2束北大学股学部）

イネ幼苗は根からグリシンベタインを吸収し、葉に蓄

積する。水耕培地に150mMのNaClを加えると、すみやか

に痣の色が退色する。しかしながら培地中に15mMのグリ

シンベタインを加えると、退色は顕著に抑えられた。含

水駄、クロロフィル含量はともに塩ストレスにより減少

するが、グリシンベタインの添加によりその減少速度は

遅くなった。又光化学系IIの旦子収率が顕著に減少した

が、 この減少もグリシンベタイン添加により抑制された。

ゲリシンベタインの蓄積鼠は3μmoles/gFWに達し、イネ

は強い耐塩性を疫得した。多くのイネ科の植物はグリシ

ンベ タインを裕梢するが、イネは蓄積しない。しかしな

がらイネの先祖はグリシンベタインを寄梢したのかもし

れないと演者らは推測している。

lpG12 
イネ根のNa+/Hサン升・ーターに対する7ミaぅイド誘導体の阻害効果

福田熊徳、小池説夫、田中喜之（農水省 • 生物研）

Na+/Hサンチホ・ーターは、塩ストレスの回避に重要な働きをしてい

ると考えられており、耐塩性の高い植物であるオオムギやテン

サイなどで詳しく調べられている。その働きは、液胞内にH苅晨

度勾配を利用してNa＋を能動的に取り込み、細胞内のイオンス

トレスを調整することにあると考えられている。耐塩性が比較

的低い植物であるイネ根の液胞膜に、 Na+/Hザン升゚ ート活性が存

在することが見い出された。この7ンチがート活性は、水耕液栽培

のイネを IOOmMNaCIで 1時間処理すると対照区より 2から 3倍

上昇した。本研究では、塩処理により誘導されたNa+/Hサンチが

ート活性について詳細に調べるために、動物細胞の7ン升゚ ーターに対

する拮抗阻害剤として知られている7ミaうイドの誘導体の阻害効

果について検討した。塩処理 1時間のイネ根より液胞膜小胞を

遠心浮遊法によって調製した。 7ンチが一卜活性は、 H+-ATPaseによっ

て液胞膜小胞内外に形成させたH十濃度勾配を7ク，)ジンオレンジの蛍

光消光によってモニターし、 NaCl添加による小胞内からのWの

排出を蛍光の回復として測定した。アミaうイドの誘導体として、

methylisobutylamiloride、ethylisopropylamiloride、hexamethylene-
ami lorideを使用した。こ れらの誘導体は、それぞれイネのアンチ

ホ゜ート活性を拮抗的に阻害し、その見かけのKi値は耐塩性の高い

オオムギで得ら れた値に近似していた。また、 Na＋に対する見

かけのKm値はイネとオオムギで似ており、これらの結果から、

イネ根の液胞膜に存在するNa+/H＋アンチがーターの性質はオオム ギの

ものとよく類似していることが明らかになった。
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lp013 
オオムギ根のNa+/II＋ァンチポーター

田中喜之、福田篤徳、小池説夫（農水省、生物研）

オオムギは、作物のなかでは高い耐塩性を有しており、この

耐塩性に寄与する機構のひとつとして液胞膜に存在するNa+/II+

アンチポーターが考えられている。このタンパクは液胞内に形

成されたプロトンの濃度勾配を原動力として細胞質のNa十をHt:
交換し液胞内に取り込みイオンストレスの回避と浸透圧の維持

に働くとされ、 NaCl処理にともない液胞内pHが上昇することか

らアンチポーターの存在が確められた。オオムギ根のNa+/II＋ァ

ンチボーターについてNel:,l活性変動及び酵素学的性質について

報告する。水耕法によりオオムギを 1週間生育させた後、 O.lM 

NaClを含む水耕液において生育させ経時的に根を採取した。組

織を磨砕後、遠心浮遊法により液胞膜小胞を調製した。プロト

ン輸送活性およぴNa+/H+アンチボーター活性は、それぞれ7クリシ'

加 ‘)ゾ の蛍光消光およびNaCl添加による消光の回復により測定

した。 NaClを含まない水耕液で生育したオオムギ根のアンチポ

ーター活性は低いレペルで一定していた。 NaCl処理により動物

細胞で見られる短時間内の活性化が観察された。この活性化は

Na+/II＋ァンチポーターのみならずA1Paseによるポンプ活性にも

見られた。そののちdenovo合成と考えられる活性の増加がつづ

き一日後に最大となり以後減少した。誘導されたアンチポータ

ーについて、拮抗阻害剤である7ミnうイト＇誘導体 (methylisobuty

lamiloride, ethylisopropylamiloride. hexamethyleneamilo 

ride)の阻害効果を調べたところ、拮抗的に阻害され、そのKi

値は酎塩性の高いテンサイで得られた値に近いものであった。

lpG14 
オカヒジキ葉液胞膜Na'/H'ァンチポーター

小池説夫、福田篤徳、田中喜之（農水省•生物研）

液胞へのNa十の蓄積能は耐塩性の植物が備えるべき重要な

機能の一つである。この機能を担う Na'/1-1'ァンチポート活

性の分子レペルでの理解のために、 Naソlヤアンチポーター

タンパク質とその遺伝子の単謂・同定をめざしている。材料

として用いているオカヒジキ(Sa/sofakomarovii lljin)は、

海岸の砂地に広く分布する耐塩性のアカザ科の一年草であり、

葉液胞膜に高いNa•/1-1'ァンチボート活性が存在する。

昨年度の本年会で、動物細胞のNa•/Wァンチポーター拮

抗阻害剤アミロライドのアナログ r31-l」-MIA（メチルイ

ソプチルアミロライド）を用いたフォトアフィニティーラペ

リングにより葉液胞膜小胞にNaツ1-1・アンチポーターの候補

タンパク質を見い出し、報告した。今回は、この候補タンバ

ク質に標的を当てつつ、可溶化した液胞膜タンパク質の再構

成系によるアンチポート活性測定法を確立して同定を進めた

ので、この結果を報告する。アンチポート活性はプロトン

ポンプにより小胞内外に形成させたH視濃度勾配をアクリジオ

レンジの蛍光消光によってモニターし、 NaCl添加による小

胞内からのWの排出を蛍光の回復として測定する。このため

に、プロトンポンプとして、オカヒジキ葉・モヤシマメ胚軸・

カポチャ胚軸等の液胞膜から部分精製したPPase（ピロフォ

スファターゼ）を用いた。大豆リン脂質とコレステロール

(2 O %w/w)とからなるリポソームに PPaseと、可溶化液

胞膜タンパク質のイオン交換クロマトグラフィー等の溶出画

分とを同時に再構成させた小胞を用いてアンチポート活性を

測定した。



lpG15 
トウモロコシC4型PEPカルポキシラーゼのリン酸化／脱リン

酸化による活性調節機構

上野宜久、薮田尚弘、小／1|紀之、畑信吾、泉井桂

（京都大・農・農生）

トウモロコシC4回路において初期炭酸固定を行うホスホエ

ノールビルピン酸カルボキシラーせPEPC) は明条件下でリン酸

化を受け、フィードバック阻害因子であるリンゴ酸に対する感受

性が低下することが知られている 。我々はこのリン酸化部位が

Ser・ 15であること 1)およびリン酸化酵素(PEPC・PK)がCa2＋依存

性であること 2)を報告した。今回は (I)PEPC PKの精製と性

質、および (2)リン酸化部位および周辺は変異を導入した

PEPCの作成と性質について報告する。

(I) Ca2＋依存性のPEPC・PKを種々のクロマトグラフィーを経て

精製し、純度70％以上の標品を得た。本酵素によるPEPCのリン酸

化部位がSer・15であることは、リン酸化酵素のHPLC分析およびN

末端合成ペプチドのリン酸化反応によって確かめた。本酵素は分

子内にCa2＋調節部位をもつと推定された。

(2) PEPC・PKによって認識されるPEPC上のアミノ酸配列につ

いて知見を得るため、まずトウモロコ沢：4型PEPCのcDNAを大

腸菌において比較的大量に発現する プラスミ ドを作成し、 つぎに

このプラスミドに部位特異的変異を導入し、 Lvs・12をAsnやGlyに

置換したものおよびSer・15をAspに置換した変異酵素を調製し

た。これらの変異酵素の性状やリン酸化の有無について検討中で

ある。

I) FEBS Letl 259. 241 (1990). 21 ibid. 302. 86 (1992) 

lpG16 
Caffeineは細胞質のCa2＋濃度上昇とは無関係に

Ni tell aの細胞質流動を阻害する

四邑墨、菊山宗弘（放送大学•生物）

ミルフラスモ(Nitellaaxilliformis)の細胞質流動は

細胞質のCa巧晨度上昇で停止する。 一方、動物細胞

のERからのCa2＋遊離を促すcaffeineでも、流動が阻

害される事が報告さ れている。本研究では細胞質流

動の流速と細胞質のCa2+i農度([Ca2+],）に対する

caffeineの作用を検討した。

Ca2＋を含む溶液中でcaffeineを投与すると[Ca2+],

の上昇と細胞質流動の流速の低下が生じた。 [Ca2+],

の上昇は外液のCa2＋に依存し、 EGTAを含む溶液中

では小さくな った。 - 9 方、流速の低下は、外液の

c亡とは無関係で、 EGTAを含む溶液中でも見られ

た。EGTAを注射した細胞をEGTAを含む溶液中に

t府いてcaffeineを投与すると、 [Ca2+]，の上昇は生じな

かったが、流速の低下は生じた。上記のいずれの場

合も、 caffeineを洗い流すと流速は投与前のレベル

に同復した。これらの事実から 、caffeineは細胞質

のCa2+i晨度とは無関係に細胞質流動を阻害する事が

水唆される。
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lpG17 
液胞はヒメフラスモ細胞質の水和によるカルシウム

動員には関与しない

菊山宗弘、島田希代、田沢1づ（放送大学 ・生物．

1福井工大 ・応用理化学）

ヒメフラスモでは、細胞質が吸水すると • 過性

の細胞質カルシウム濃度の卜昇 (AICa2+］』が起こ

る。 この AICa2+Kは細胞質の水和による細胞内

Ca2+ス トアからの Ca2+の放出 (HydrationInduced 

Ca2+ Release; HICR)による。本研究では HICRに液

胞が関与しているか否かを検討した。

10 mM KC!で長時間処理したヒメフラスモの節

間細胞にエクオリンを注射した。この細胞を さらに

短時間 5mM EGTAで処理した後、 3つのプール

を持った液胞潅流用のチェンバーの 1：に細胞をiri:
き、中央プールをシリコンオイルで満たした。膨） 1:_

消失後、液胞を ‘JIレビトールで等張 (300mOsm)と

した Ca2＋を含まない人1．．池水で潅流・齢換した。

次いで低張 (150mOsm)の Ca2+を含まない人 1：池

水で潅流したところ、顕著なエクオリンの発光が認

められた。 このことは HICR機構には液胞は直接

には関与していないことをホしている。

lpG18 

シャジクモ類細胞質の水和によるカルシウム動員

島田希代、菊山宗弘、田沢L.l（放送大学・牛物、

1福井―lプ大・応用理化学）

ヒメフラスモにおいては、細胞横断没透または

浸透的膨潤の際に細胞質流動が倅．l卜する。これは、

細胞質の水和によ って細胞内の貯蔵器官よりカルシ

ウムの動員が起こり細胞質カルシウム濃度の 1：昇が

起こるためと考えられている。そしてこの現象はヒ

メフラスモに特異的なものであるとされていた。

今回われわれはミルフラスモとオオ シャジクモ

を用いて浸透的膨潤などによ って細胞質を水和させ

たところエクオリンの発光が見られ、細胞内のカル

シウム動員を確認することが出来た。ただしこれら

におけるエクオリンの発光強度すなわち、細胞質力

ルシウム濃度の増加の程度はヒメフラスモと比較す

ると非常に小さいものであった。この結果は、細胞

質水和によるカルシウム動員はヒメフラスモに特異

的なことではなく、他のシャジクモにも普遍的な現

象であるという可能性を示している。





一般講演

第 2H 3月29H （水）
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一 般講演

第 2日 3月29H （水） 午前の部

A会場 生長制御 (2)

B会場 形態形成 (1)

C会場 環境応答 (3)

D会場光合成 (5)

E会場 光合成細菌・シアノバクテリア （1)

F会場 オルガネラ (1)

G会場 蛋白質・酵素 (2)

1会場 遺伝子発 現 (3)
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2aA01 
シロイヌナズナphyB変異株の茎の重力屈性反応について

深城英弘、田坂昌生、藤澤久雄 （京大・理・植物‘)

植物の茎は重力刺激に対して負の屈性反応を示す。この分

子機構を解明するために、我々はシロイヌナズナを用いて生

理学的・遺伝学的解析を行なっている (94年度本学会） 。この

植物の野生株は花茎と胚軸が負の重力屈性を示す。最近、胚

軸の重力屈性反応にフィトクロムBO)P~！が必要であることが
変異株を用いた解析によって示された（Liscum et al., I 993. 

Plant Physiol.103: 15-19)。そこで本研究では、花茎の直力屈

性反応にもフィトクロムBO)Pr:型が必要かどうかを明らかにす

るために、野生株 (Landsberg erec/1J)とフィトクロムB欠損変

異株phyB-1の直力屈性反応について調ぺた。白色光下で生育

したphyB-1変異株の胚軸は異常な重力屈性反応を示した。そ

れに対して、 phyB-1変異株の花茎は野生株と同様に正常な厘

力屈性反応を示した。またphyB-1変異株の根も異常な重力屈

性反応を示した。これらの結果から、 PHYB遺伝子は根と胚軸

の重力屈性反応に必要であるが、花茎の重力屈性反応には必

要でないことが示唆された。このことは胚軸と花茎の重力屈

性反応の機構の一部か遺伝的に異なるという我々の仮説 (94

年度本学会）を支持する。

赤色光下で生育した野生株の胚軸はフィトクロムBがPf屯！

になっているために正常な重力屈性反応を示さない (Liscum 

et al., 1993)。そこで花茎の重力屈性反応に対する赤色光の影

響を知るために、現在、赤色光下で生育させた野生株の花茎

および赤色光で処理した野生株の花茎の重力屈性反応につい

て調ぺている。またPHYA遺伝子の花茎の璽力屈性における役

割についてもphyA変異株を用いて解析している。

2aA02 
光依存型重力屈性を示すトウモロコシ一次根の暗下における重

力刺激による内生の拡散性IAAの求基的移動とCぶの役割

鈴木隆、村田 透、高橋宏之（山形大・教育）

我々は、光依存型重力屈性を示すトウモロコシの一次根が暗

下でも重力刺激によ って伸長が抑制されること、さらに、この

伸長抑制には根冠アポプラス トにおけるH・と遊離型C叶の濃度

上昇が関与していること を明らかにした。しかし、伸長域で伸

長抑制を制御している物質については不明である。

根端 Imm を除去した5mm切片を用いて、根端側に Ci•~IAA、

ABAを含む寒天片を付け、伸長に及ぼすこれらの効果を調べた

ところ、 IAAだけが切片の伸長を抑制した。この結果は、 1AA

の伸長抑制への関与を示唆している。そこで、内生の拡散性

IAAの動向と重力刺激との関係を調べた。暗下で重力刺激を与

えた根の先端から3mmまでの各Imm切片を脱イオン水に浸し、

拡散してくる IAAを内生の拡散性IAA として、インドロ心—パイ
ロン法と蛍光検出フローインジェクション分析法を用いて測定

した。l-2mmと2-3mm切片における拡散性IAA量は、重力刺激

後それぞれ20分と40分で最大になる一過性の変化を示した。そ

こで、根冠におけるCa2＊と拡散性IAAの動向との関連性を調べ

るため、根冠を !OmM緩衝液やCa2＊を含む IOmM緩衝液、 SmM

EGTAで処理した。緩衝液だけやEGTA処理区では、重力刺激

による拡散性IAAの求基的移動は観察できなかった。一方、

Ca2・を含む緩衝液処理区では求基的移動が観察された。これら

の結果は、重力刺激によるIAAの求基的移動に根冠アポプラス

トでのC叶の上昇が関与していることを示唆している。
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2aA03 
根の水分屈性における水ポテンシャル勾配の根冠による感受
とカルシウムの役割
高野 守・高橋秀幸・菅洋（東北大・遺生研）

根の水分屈性における水分勾配感受携構を明らかにするた

めに， 1mm3の寒天片に各種濃度のソルビトールあるいはカ

ルシウムを含ませ，それを重力屈性欠損突然変異体のエンドウ

(agcotropum)の根冠あるいは伸長帝の片側に付着させて根の屈

曲を調べた．

その結果， ‘ノルビトールを伸長帝に不均等に処理すると，

根は比較的高濃度のソルビトールを含む寒天片側にわずかに屈

曲した．一方，根冠処理では， 0.5-2MPaのソルビトール寒天

片によって，根はソルビトールとは反対側に屈曲することがわ

かった． この根冠へのソルビトール処理による根の屈曲は，

EGTAの前処理によって阻害され． EGTAをカルシウムで置き

換えると回復した．また，根冠の片側にカルシウムを含んだ寒

天片を与えると．根はソルビトールの場合と同様にカルシウム

寒天片とは反対側に大きく屈曲した．このカルシウムによる根

の屈曲は，一定の水ストレスを前処理として与えることによっ

て促進された．

以上の結果から，根の水分屈性は根冠による水ポテンシャ

ル勾配の感受によって生じ，その感受携構にカルシウムが関与

するものと考えられた．

2aA04 
ェンドウ（担辿堕 sativumL.)の根の水分屈性における屈曲の

機構

平沢而高橋秀幸バ菅洋＼石原邦（東京農工大・農，

1東北大・遺生研）

重力屈性を欠くエンドウの突然変異種 Ageotropumを用い，

一定の空気湿度勾配を維持できる実験系で根が水分屈性によっ

て屈曲する機構を， （1). (2)式に墓づいて検討した。

dV/Vdt = m(¥Jlp -Y)--(1). dV/Vdt = L (¥Jlo -¥Jlw)--(2) 

(dV/Vdt：相対生長速度（V：細胞の体積）， m.Y：それぞれ生長

している細胞の細胞壁の伸展係数と降伏圧， L：水伝導度， wp.
¥Jlw,¥Jlo：それぞれ生長している細胞の膨圧，水ポテンシャルお

よび生長している細胞に水を供給する組織の水ポテンシャル）

水分屈性によって高湿度側に屈曲しつつある根の伸長部の相

対生長速度は低湿度側が高湿度側に比較して大きかった。そこ

で，根を縦に二分割して高湿度側と低湿度側に分け．それぞれ

の生長のパラメータを測定した。その結果， （i)根の伸長部，

成熟部の水ポテンシャルは，それぞれ高湿度側と低湿度側との

間で相違はなく， （2) 式から組織の水伝導度が低湿度側で大き

いと推察された。 (ii)根の伸長部の膨圧と降伏圧は高湿度側

と低湿度側とで相違はなく，伸長部の細胞壁のplasticexten-

sibilityは低湿度側で大きかった。

以上のことから，水分屈性における根の屈曲は，低湿度側が

高湿度側に比較して組織の水伝導度が大きく，伸長部の細胞壁

の伸展係数が大きいことによって起こることがわかった。



2aA05 
全暗条件における藍色細菌Synechocystissp. PCC 6803の

概日性リズム

青木摂之、近藤孝男、和田元！、石浦正寛

（基礎生物学研究所、 1九州大 ・理・生物）

Synechocystis sp. PCC 6803（以下6803と略記）は形質
転換可能な単細胞性藍色細菌である。我々は、 6803の
dnaK遺伝子（ヒートショック蛋白質の一つDna.Kをコー

ドする）のプロモーターを含むDNA断片の下流に発光
細菌のルシフェラーゼ遺伝子 (luxAB)を遺伝子発現の
レポーターとして接続し、この融合遺伝子
(PdnaK::luxAB)によって野生型の6803を形質転換した。
形質転換体からの発光の変動を解析することによって
6803のdnaK遺伝子の発現が生物時計により制御されて
いることを明らかにした（前回の年会で報告）。
6803は光合成による光独立栄養生活を営み、通常全

暗条件においては生育できないが、グルコース存在下

で増殖し一日2時間ずつ光照射時間を短くしていけば、
最終的に一日10分間の弱光パルスを与えるだけで従属
栄養生活が可能になる。この株を上記のPdnaK::JuxAB

で形質転換した。数日に渡って一日の同じ時刻に 15分
間の弱光パルスを形質転換体に与え、その後全暗条件
に置くと約一日周期の発光リズムが観察され、最低4
日間は継続した。また15分の光パルスによって発光リ
ズムの位相は変化した。現在、この光による位相変位
の波長依存性を解析中である。

2aA06 
藍色細菌Synechococcussp. PCC794 2の短周期型生物時計突然変

異体SP22の相補遺伝子のクローニングとその解析

沓名伸介、青木摂之、近藤孝男、 石浦正寛
基礎生物学研究所

ルシフ ェラーゼ遺伝子を組み込んだ藍色細菌Synechococcus

sp.PCC7942（以後AMC149と呼ぶ）の短周期型生物時計突然

変異体SP22（周期が22時間になった株）の変異を相補する

遺伝子をクローニングするために、ゲノムDNAライプラリー

を大腸菌との接合を利用してSP22に遺伝子移入し、ゲノムに

組み込んだ。形質転換体の中から周期が野生型（約 24時間）

に戻った相補体SP22Cを分離した。SP22CのゲノムDNAを調製

し、ベクタ一部分のpBR322をプロープに用いていろんな制限

酵素で切断し、 SP22CのゲノムDNAのSouthernblotting解析を

行なった。ベクターの外側で切れる制限酵素Kpn!で切断し、

T4DNAライゲースで環状化し、組み込まれたDNAライプラリ

一断片を プラスミドpSlKlとして大腸菌に回収した。突然変異

体SP22をpSlKlで形質転換すると、 24時間周期に相補され

た。したがってpSlKlはSP22の相補遺伝子を含んでいる。他

の突然変異体に対してもpSlKlを遺伝子移入したが、突然変異

形質は相補されなかった。現在pSlKlを解析中である。
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2aA07 
ゲノムDNAライブラリーによる藍色細菌の生物時計

変異の相補

石浦正寛、青木摂之、沓名伸介、近藤孝男（基礎生

物学研究所）

バクテリアルルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ

藍色細菌Synechococcussp. PCC7942を変異原EMSで

処理し、生物発光リズムの周期や振幅、波形などが

異なる多様な突然変異体をおよそ 40種類分離した

(Kondo etal., 1994. Science266:1233-1236)。この藍

色細菌は交雑できないので、これらの変異が異なる

遺伝子座に位置するかどうかは、現時点では明らか

でない。これらの変異を相補する遺伝子をクローニ

ングするために置換型や自己増殖型のゲノムDNA

ライブラリーを作成し、各突然変異体に遺伝子移入

して、それぞれ相補体を探索した。その結果、これ

までに 20種の変異で相補体が得られ、そのうち 4

つの遺伝子を大腸菌に回収した。現在これらの遺伝

子が異なる遺伝子であるかどうかを遺伝子移入で確

認しつつあり、遺伝子の解析についても報告したい。

2aA08 

概日性時計による藍色細菌の遺伝子発現制御：
ルシフェラーゼによるプロモータートラ ップ

近藤孝男、 Y.LIUl,N. F. TSINOREMAS2, 

Carl.H. JOHNSON1, Susan S. GOLDE泣，石浦正

寛 （基礎生物学研究所， 1Vanderbilt大生物、

2Texas A&M  University，大生物）

我々は概日性時計によって制御される遺伝子群を包括的

に解析することを試みた。まずゲノムのランダムな小断片

とルシフェラーゼの融合遺伝子を作製し藍色細菌のゲノム

に挿入した。プロモーター領域を挿入されたクローンはそ

の強度に依存して生物発光を示す。冷却CCDカメラでスク

リーニングし、我々は約800個の発光クローン、即ち、ル

シフェラーゼ遺伝子によって発光するプロモーターのライ

プラリを得た。これらのライプラリークローンの生物発光

の時間経過を調べると、過半数がAMC149と同じ位相のリ

ズムを示した。この藍色細菌の概日性時計はpsbAI遺伝子

と同じパターンで多くの遺伝子の転写を制御しているよう

である。また］ 0％程度のクローンは 4時間位相が前進し

ており、 2 0％程度のクローンは I0時間ほど前進してい

た。従って藍色細菌の概日性時計は少なくとも 3つの異なっ

た時刻に遺伝子発現を活性化していると思われる。今後、

これらのプロモーターおよびその下流遺伝子の解析を行な

うことにより、将来は概日性時計による遺伝子発現制御の

全体像を把握したいと考えている。



2aA09 
アカバンカピのクロルプロマジン変異株のリズムの性質

鈴木さくら・片桐敏・中島秀明 （岡山大・理・生物）

アカバンカビの概日性の分生子形成リズム（21.6時間）
は、クロルプロマジン (CP Z) などのカルモジュリンア
ンタゴニストでの処理に より、位相変化が起きる。このこ
とから、アカパンカピの時計機構にはカルモジュリンが関
与している可能性が強いと考えられる。したがって、カル
モジュリンアンタゴニストに対する感受性が変異した株で
は、その部位が変異して、その結果リズムの性質が変わる
可能性のあることが期待される。この想定のもとに、
CPZの感受性変異株の分離とその解析を試みた。レプリ
力法により 17,000コロニーを調べた結果、高感受性変異株
としてcpz-1、cpz-2、cpz-3の3株の分離に成功した。これら3
株はすべて単一遺伝子変異株であり、その遺伝子座はそれ
ぞれ異なっていた。これらの株の、分生子形成リズムの周
期、位相は阻害剤による処理を行わなかった場合、野生株
と変わらなかった。ついで、 CPZによる分生子形成リズ
ムヘの影響を調べた。この結果、 cpz-2では、 CPZによ
る、位相変化、周期の短縮、光による位相変化の阻害、の
いずれも観察されず、時計機構に関してはCPZに対して
不感受性であることがわかった。 cpz-2が単一遺伝子変異株
であることから、これら3つの反応には同じ一つの遺伝子が
関与していると考えられる。一方、cpz-1は低濃度のCPZ
で大きな位相変化と周期の短縮を起こし、 CPZ高感受性
である可能性を示した。また、 cpz-3は野生株と同様の
CPZ感受性を示した。現在、 cpz-2に関して、その感受性
を利用してコスミドライプラリーからのシプセレクション
によるクローニングを試みている。

2aA10 
アカパンカビの第三染色体の中心体領域に位置する

acr-2およびthi-4遺伝子のクローニング

秋山正志、中島秀明 （岡山大・理学部•生物）

我々はアカパンカビの第三染色体の中心体領域に位

置する時計遺伝子、 prd-1への染色体歩行の第一段階

として、近傍に位置すると考えられる 2つの遺伝子、

acr-2 (acriflavin耐性）と thi-4(thiamine要求性）遺伝

子のクローニングを行った。 acr-2変異株由来のコスミ

ドライプラリーを用いたシプ選択の結果、最終的に異

なる 2つのコスミドから、野生株に acriflavin耐性を与

える 4.8kbの Kpnl断片と thi-4変異を相補する 32kbの

Sall断片を得た。RFLP分析の結果、これらの断片は第

三染色体の中心体領域に位置づけられ、互いに連鎖し

ていることが確認された。

現在、ゲノムの塩基配列を決定するとともに、 cDNA

クローンの同定およびノーザン解析を行っている。
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2aA11 
アカパンカビの硫黄代謝に関わる遺伝子 、

cys-9、のクローニングとその解析

二、高柳健二、中島秀明 （岡山大・理・生物）

アカパンカビの概日性リズムは分生子形成リズムとし

て観察され、これまでに多くの時計変異株が分離されてい

る。これらは周期のみに着目して分離され、ほとんどの場

合、生長や基礎代謝に異常を持たない。しかし、時計機構

が基礎代謝から独立しているのか未だ不明である。硫黄代

謝に異常を持つシステイン要求性変異株、 cys-4株とcys-12

株、でも周期の短縮が報告されているが (Felchnanand

Widelitz, 1977) 、これは生長の低下する硫黄源の半欠乏条

件下の現象である。
我々は、硫黄代謝変異株の一つであるcys-9株で周期の

短縮を見いだした。この周期の短縮は、硫黄源の欠乏状態

に依存せず、生長が野生株と同等に回復する条件下であっ

ても観察された。そこで、硫黄代謝の時計機構への関与を

分子レベルで検証するために、はじめにcys-9＋遺伝子のク

ローニングを試みた。その結果、 cys-9＋遺伝子を含むゲノム

DNA断片（約2.4kb)を同定し、その全塩基配列を決定した。

現在、単離したcDNAの塩基配列の決定を行っている。ま

た、遺伝子破壊やノーザン解析等も行い、この遺伝子の時

計機構への関与を検討した。

2aA12 
アサガオ芽生えにおける di hydro 

kaempferol-7-0-~-D-glucoside 
の日長処理に よ る 移 動 量 の 変 化

中西 史、藤伊 正 （ 筑 波 大 生物）

我々は先にアサガオの花芽形成促進物

質として dihydrokaempferol-7-0-

~-D-glucoside (DHK-glc) を 同 定
し、あわせてこの物質の子葉での含量は

日長処理により変化しないことを発表し

た。今回 EDTA法により子葉からの師管

滲出液を採取し、日長処理による DHK -

g I c の移動量の変化を調べ、アサガオの

花芽分化の特性を活性物質の移動か ら 解
析することを試みた 。 16時間の誘導暗

期処理により DHK-glcは暗処理開始後

1 2時間目以降 2 -3倍 の 上 昇 を 示した 。

こ の 上 昇 は 暗 期 終 了 後 8時間ほど維持さ

れた後、もとのレベルまで減少し た 。 1

6時間暗期中に光中断処理を行ったもの

や よ り 短 い 時 間 の 暗 処 理 で は 、 暗期開始

後 12時間目での DHK-glcの一時的な

上昇は見られたものの直ちに減少 した 。

これらの結果はアサガオの花芽分化時に

物質の移動段階での制御が存在する可能

性を示すものである 。



2aA13 
コムギ非休眠性突然変異系統の種子胚で消失したタンバク

質のcDNAクローニングと発現解析

川上直人、野田和彦（横浜市大・木原生研）

休眠を持つコムギの系統、北系•135 4の種子胚には蓄積

するが、北系1354より得られた非休眠突然変異系統、お

よび休眠を持たない品種チホクコムギの種子胚には蓄積し

ないタンパク質、ポリペプチドeを見いだした。このタンパ

ク質の機能を解明するため、内部アミノ酸配列をもとに作

成した縮重プライマーを用い、 RT・PCR法によりcDNA断片

を増幅した。このcDNA断片をプロープとして発現解析を

行ったところ、黄化葉、緑葉、根、および胚以外の種子組

織での発現は見られず、胚でのみ1.1kbの転写産物が見いだ

された。胚においては、種子発達過程の中期で最も高い発

現が見られた。休眠を持つ完熟種子を吸水させても、この

転写産物量に変動は見られないが、後熱により休眠を失っ

た種子を吸水させた場合、つまり発芽過程では速やかに消

失した。これらの発現様式は、この遺伝子が種子の休眠と

関わりを持つことを予想させる。完全長cDNAを単離する

ため、 RT・PCR法で得られたcDNA断片をプロープとし、発

達中期の種子胚から調製したcDNAライプラリーをスクリ

ーニングした。完全長と思われる7クローンを選抜し、そ

の制限酵素地図を作成したところ、少なくとも 3種に分類

された。

2aB01 
mRNAディファレンシャルディスプレイ法による頂芽優勢関

連遺伝子の検索

上口（田中）美弥子、森仁志（名大・農 • 生化学制御専攻）

頂芽の切除が、側芽の成長を引き起こすことは植物生理学

ではよく知られた現象である。この現象は、主にオーキシン

による抑制とサイトカイニンのよる誘導のバランスによって

制徊されていると考えられているが、その分子機構はほとん

ど明らかにされていない。我々は微量発現遺伝子の検索方法

として最近注目されているディファレンシャルディスプレイ

法を用いて関連遺伝子の検索を試みた。

播種後6日目のアラスカエンドウの頂芽を切除した後、経時

的に側芽からRNAを調製して鋳型とした。PCR反応は35S-

dAlP存在下で、プライマーとして4種のCCCGGATCC(T）15-

(GI A/C)(GI Alf IC)および任意に選択した12merオリゴヌクレオ

チドの紐合わせを用いた。 PCR産物を6%urea-PAGEで解析し

たところ、頂芽切除後の側芽でのみ発現蓋の変化を示すPCR

産物が検出された。その発現星の変化は、頂芽切除後1時間で

最大になるものから、24時問まで徐々に増加するものなど様々

であった。それらのPCR産物をクローニングしてノザン解析

を行ったところ、いくつかのクローンについては頂芽切除後

の側芽で特異的に発現していることが確認された。

現在、発現呈の変化を示すクローンをさらに検索し、発現

様式を比較すると共に、完全長cDNAのクローン化を行ってい

る。
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2aB02 
Ac因子 と部位特異的紐換えを利用したシロイヌナズナ突然変

異体の分離

尾之内均、小泉順、工藤光子、町田千代チl、町田泰則

（名大 ・理 ・生物、）新技術事業111さきがけ研究21)

我々はトウモロコ シのトランスボゾン Ac因子と醤油酢母

の R/RS部位特異的紐換え系を利用して、シロイヌナズナに

おいて Ac挿入変異や欠失変異を誘導し、形態異常を示す変

異株の分離を行っている。そのためにまず、 RS配列 （糾換え

酵素 Rタンパク質により認識される 58bpの配列）を含む非

自律因子 dAc-RSとも う一つの RS配列を持つ T-DNA

([RS/dAc-RS]T-DNA)を作製した。それを シロイ ヌナズナに袢

入し、その中からこの T-DNAが第一染色体マップポジ ション

80付近に挿入された系統について、 Ac転移酵索遺伝_fを持

つシ ロイヌナズナと交配し、 dAc-RSの転移を誘導した。現在

までに dAc-RSが転移再挿入した個体が 100系統得 られてお

り、その中から 4種類の形態巽常を示す変異株が分離された

が、そのうち 3種類は dAc-RSの挿入による変異ではないこ

とが既にわかった。 また、 dAc-RSの転移距離を物理的に測定

したところ、これまでに 27系統中 II系統は dAc-RSが元の

位僅から 1000kbp以内の近傍に転移していることがわかっ

た。さらにそのうちの 6系統では元の位骰から 10kbp前後の

非常に近い部位に転移していた。また、 12kbp離れた部位に

転移した dAc-RSを持つ個体を Rタンパク質遺伝子を持つシ

ロイヌナズナと交配し、 RS配列間の紐換えを誘導したところ、

Fl個体の体細胞において 12kbpの染色体の欠失が検出された。

現在、 dAcRSが近傍に転移した他の系統について も染色体の欠

失を誘導し、表現型の変化がみ られるかど うか調べている。

2aB03 
OSHJ遺伝子を導入したタバコでの内生植物ホルモン量の変化

草場新之助、村上（嘉納）ゆり子、松岡信＼ 玉置雅紀＼山口

五十麿3、福元将志 （農水省・果樹試、 1名大・分子応答、 2筑波

大 • 生物科学、 3東大 ・農・農化）

イネホメオポックス遺伝子OSH]は、イネ、アラピドプシス、

タバコ等においてその形態を変化させることから、植物の形態

形成に重要な役割をもつ遺伝子であることが示唆されているが、

その作用機構は明らかになっていない1)2)。我々は、このような

形態変化の機構を明らかにする目的で、 OSHJの導入により形

態が変化したタバコを用いて、内生植物ホルモン量の解析を行っ

た。対照及びOSHJ導入タバコ葉についてインドー）頃乍酸(IAA)、

アプシジン酸(ABA)はGC/MSによる内部標準法、ジペレリン

(GA)l、4及びサイトカイニンであるゼアチン(Z)‘ ゼアチンリポ

シド(ZR)はELISA法により定量した。対照と比較してOSHJ導入

タバコでは、形態変化の程度が大きくなるほどGA1,GA4は少な

くなり、 ABAは多くなった。また、 Z （活性型）量が増加する

とともに、 ZR（不活性型）に対するzの比 (Z/ZR)が増加した。

一方、 OSHJ導入タバコにGA3を与えた場合、節間伸長の回復、

葉の形態の部分的な回復が認められたが、対照と同程度までに

は回復しなかった。これらのことから、 OSHIによる形態変化

には複数の植物ホルモンが総合的に関与していると考えられる。

!)Matsuoka et al., Plant Cell 5, 1039-1048 (1993) 

2)Kano-Murakami et al., FEBS 334, 365-368 (1993) 



2aB04 
シロイヌナズナのサイトカイニン高感受性変異株の

単離と解析

久保稔、柿本辰男 （大阪大・理・生物）

植物ホルモンの 1種であるサイトカイニンには組織培養

系において、カルスの緑化、シュート誘導などの作用が観

察されるが、その分子機構についてはほとんど知られてい

ない。そ こで私たちは、これらの機構について調べるため

に、シロイヌナズナを用いてサイトカイニンに対する感受

性が変化した突然変異株の単離を試みた。野生型の場合、

オーキシンと嵩濃度のサイトカイニンを含むカルス誘導培

地での培養で、サイトカイニンの効果の一つであるカルス

の緑化がみられるが、サイトカイニンi農度を低くした条件

下ではこの現象はみられない。そこで、 EMS により変異処

理をしたシロイヌナズナ・ランズバーグ株のM2世代の10

日目の芽生え (80,000株）の下胚軸から得た切片を低濃度

のサイトカイニンを 含 む カ ル ス 誘 導 培 地 (2,4 ・ D 

200ng/m I, kine tin 25ng/m I)上で、光条件下で11日間培養

し、緑色で増殖の早いカルスを選び、個体再生を経て、 M

3種子を得た。そのうちの 7系統については、低濃度のサ

イトカイニンを含むカルス誘導培地でその形質が選伝する

ことを確認した。また、そのうちの 1系統についてはシ

ュート誘導についてもサイトカイニンの影響を調べ、低濃

度のサイトカイニンを含むシュ ート誘導培地でも シュ ート

誘導が起こることが観察された。現在、得られた変異体の

変異の起こった染色体上の部位のマッピングをおこなって

いる。

2aB05 
過剰発現によりシロイヌナズナにサイトカイニン非依存性を与

える遺伝子

柿本限男 （大阪大学・理•生物）

シロイヌナズナのカルスにサイトカイニンを作用させるとカ

ルスの増殖、緑化、シュート形成がおこる。野生型シロイヌナ

ズナのカルス 50,000個をアグロバクテリアを用い、

pPCVICEn4HPT (Richard Waldenに頂いた）で形質転換した。

pPCVICEn4HPTにはCaMVのエンハンサーか4つタンデムに入

っており、形質転換にともなって植物DNAに挿入され、周辺

の植物DNAの転写を活性化すると考えられている。サイトカ

イニンに関連した遺伝子の近傍に挿入されればサイトカイニン

非依存的にサイトカイニンの作用が現われることが期待される。

私は上記の形質転換カルス 50,000個をスクリーニングす

ることによってサイトカイニン非依存的にカルスの増殖、緑化、

シュー ト形成を行なう変異体を 5個体得た。これらの形質転換

体は不稔であった。挿入DNAが 1コピーであった変異体より

pPCVICEn4HPTの植物DNAに挿入された部分とそれに隣接す

る植物DNA9kbを含む I5 k bのDNAを回収した。この

DNA断片を野生型シロイヌナズナに導入したところ、やはり

サイトカイニン非依存的なカルスの増殖、緑化、シュート形成

が起こった。これらの結果よりここで回収されたDNA断片に

は過剰発現によりシロイヌナズナにサイトカイニン非依存性を

与える遺伝子が含まれていると考えられる。現在この遺伝子の

クローニングを行なっている。
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2aB06 
薬形態形成に関する遺伝子間相互作 In

・・アラピドプシスを用いた発生遺伝学的解析

塚谷裕 一 •松浦京子！．柘植知彦・内宮博文 （束京大 ・分生研 、 1 東京理科大

碁礎工）

葉は、シュートの形態形成を考える上で直要な鍵となる器

官である。しかし見かけの単純さに反して、双子葉植物の葉

の発生様式は複雑であり、その全生を司る仕紐みは未 だ解明

されていない。我々はその解明をめざし、双子葉植物のモデ

ルとして好適な材料であるアラビドプシス (Arabidopsis

rhaliana (L.) Heynh.)を 用 い て 、 葉の形態形成に関する発

生遺伝学的解析を進めている。

これまで葉の展開過程において、葉細胞の体積増加を司る

因子として ACLI, LANI遺 伝 子 、 ま た 葉 細 胞 の 伸 長方向を極

性 に 碁 づ い て 制 御 す る 因 子 と し て AN. R OTJ遺伝子の存在を

明らかにしてきた。菜の形態形成を司る遺伝的ネット ワーク

をさらに明らかにするためには、鍵となる遺伝子についてさ

らに同定を進め、相互作用を決定してゆく必要がある。特に

AN遺伝子に関しては、我々の兌生遺伝学的解析から 、未知の

遺伝子と相互作用することが予測されている 。 そこで今回、

an変異体をさらに変異原処理するこ とによって、 AN遺伝子

と相互作用する新たな遺伝 子 の 同 定 を 試 み 、 い く つ かの候補

を 得 た の で 、 こ れ ら に つ い て 報 告 す る 。 また 、こ れまで 1こ閉

離した変異体について 二 直 変 異 体 を 作 成 し た 結 果 も 併せて、

葉の形態形成を司る遺伝的ネットワークについて考察 する 。

2aB07 
シロイヌナズナの子菓形成異常突然変異株cupの解析

石田哲仇、田坂昌生、藤澤久雄 （京都大 ・理 ・植物）

双子葉植物は胚発生の過程で球状の胚から 二枚の子葉を形

成する。私たちは子葉形成における調節機構を明らかにする

ために、シロイヌナズナ{Landsbergerecta)から二枚の子葉が

縁で融合してカップ状になった（カップ型）突然変異株を単雌し、

その形態からcupと名付けた。カップ型の芽生えはカップ状の

子葉の中心に頂芽分裂組織が存在せずそのまま死に至る。こ

の突然変異株の系統を維持しているヘテロ接合体の次世代の

表現型を調ぺたところ、その芽生えの約1/4がカップ型となり、

残り約3/4の多くは野生型の芽生えではあるが一部は二枚の子

葉の片側の縁どうしか融合したハート型の子葉を持つ（ハート

型）芽生えとなった。ハート型の芽生えは正常な発生を行い、

次世代の表現型の解析よりそのほとんどがヘテロ接合体であ

ることが解った。このことからcup変異は不完全優性であり、

ホモ接合体はカップ型となりヘテロ接合体の 一部はハート型

となると考えられる。またシュート形成能の有無を調ぺるた

めカップ型の芽生えの胚軸からカルスを誘導し植物体を再生

させたところ、ほぽ正常な葉および花茎が形成された。 しか

し花の器官では、がくの融合•おしぺの融合や数の減少など
の様々な異常が見られた。このことはCUP遺伝子産物が{I)子

葉形成だけでなく花器官形成過程の調節にも関与している(2)

頂芽分裂組織形成には直接関係しないことを示唆している。

シロイヌナズナの融合した子葉を形成する突然変異株として、

すでにpinl-1とemb30(gnom)が取られている。 cup変異と

pin変異との相補性試験を行なったところ、 CUP遺伝子とPIN

遺伝子は異なることが示唆された。現在cup変異とemb30変異

との相補性試験を行なっている。



2aB08 
シロイヌナズナの根再分化に関する温度感受性突然変異体の解析

杉山宗隆（東北大・理•生物）

シロイヌナズナの胚剖間を数日間 CIM（カルス誘導培地、 0.5mg 

/L 2,4-Dと 0.1mg/Lカイネチンを含む B5培地）で前培養後、

RIM（発根誘導培地、 0.5mg/L IBAを含む B5培地）に移植する

と、外植片全体に旺盛な不定根形成が銹導される。この根再分化

を指標としたスクリーニングにより、 Landsbergerert a株の EM

S処理後代において、 6系統 (L2304-2、L3210-6、L3452-1、L34

70-3、L3496-2、L3615-2)の温度感受性突然変異体を見いだした。

単離した変異系統はいずれも、 22℃ （許容温度）では高い頻度で

不定根を形成したが、 2rc（制限温度）ではほとんど不定根を形

成しなかった。交配実験の結果、これら各系統の温度感受性はそ

れぞれ異なる遺伝子座における劣性突然変異に起因する事が明ら

かになった。生理的特性も系統によって異なり、 L3210-6と L34

96_2の根再分化は CIMでの前培養時に制限温度に曝露すると阻

害されたが、 L2304-2では RIMへ移植後の温度が再分化に強く影

響した。他の系統においては、とくにどちらか一方の培養段階で

のみ温度の影響を受けるということはなかった。 CIMで長期間培

養を続けたときに起きる胚軸からのカルス形成に関しては L3452-

l以外の全系統が温度感受性を示したのに対し、同様の培養条件

下で誘導される根外植片からのカルス形成は L2304-2と L3210-

6の 2系統でのみ温度感受性であった 。

2aB09 
シロイヌナズナの温度感受性突然変異体＄rd2の細胞増殖特性

小澤正一、杉山宗隆、福田裕穂（東北大・理•生物）

私達は、器官再分化の初期段階を遺伝学的に解剖することを

目的とし、シロイヌナズナの突然変異体を用いた解析を行って

いる。シロイヌナズナの組織培程系では、根あるいは胚軸をカ

ルス誘導培地(CIM)で4日間前培蓑後、苗条誘導培地(SIM)に移植

することにより苗条再分化を、発根誘導培地(RIM)に移植するこ

とにより根の再分化を効率よく誘導できる。 srd2は、このうち

根外植片における苗条再分化を指標として単離した温度感受性

突然変異体の1つで、 22℃（許容温度）では苗条を再生できるが2

7℃（制限温度）では再生できない。これまでの解析から、 Srd2は
根からの苗条再分化、胚軸からの苗条再分化、根の再分化、カ

ルス形成が温度感受性となるが、根からのカルス形成では温度

感受性を示さないことがわかっている。根外植片でカルス形成

が正常に起こることから、 SK脱が細胞増酒の進行全般に関与し

ているとは考えにくい。他の変異体の表現型を考え合わせると、

胚軸外植片がはじめ器官再分化能も増殖能ももたない状態(IC)

にあるのに対し、根外植片は根再分化能、増殖能をもつ（苗条再

分化能はもたない）状態(CR)にあり、 CIMでの培養によって起き

るIC弐 Rの移行にSf.’必が関与すると推理できる。組織学的な解

析によれば、制限温度曝露のsrd加）細胞増殖に対する影響は、

培養4日目で既に認められる。この結果も、 SR.加がカルス形成の

ごく初期の段階またはカルス形成能の獲得段階に関与している

ことを示唆している。現在は、胚軸からのカルス形成過程にお

いてSR.脱が関与する段階をさらに特定すべく解析を行っている。
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2aB10 
シロイヌナズナを用いた根毛の形態変化と根端の細胞伸長に

関与する遺伝子の解析

石黒澄衛、岡田清孝、志村令郎l（基生研、 1京大・理）

垂直に立てた寒天培地の表面を這って下向きに伸びている

シロイヌナズナの根では、根毛は短く、根の軸に対して垂直

に伸びる（寒天面型）。 しかし、根が空中にとび出した場合

には、根毛は長く、根の軸に対して斜め前方に伸びるように

なる（空中型） 。 このような根毛の形態変化がどのようなし

くみで起こるのかを明らかにするため、突然変異体を用いた

解析を行った。 EMSで突然変異処理した種子をスクリーニン

グしたところ、寒天面型と空中型の変化が起こらない変異体

(cl ass I)およぴ、空中型は正常に生じるが、寒天面上では根

毛を生じない変異体 (class2)を単離することができた。この

うち、 class2には auxl突然変異体が含まれており、寒天面型

の根毛の生成にはオーキシンが何らかの役割を持っているこ

とが示唆される。現在これらの変異体の遺伝学的な解析を進

めている。

agrl は根の重力屈性が消失した変異体であるが、我々の単

離した agrlのalleleである agrl-52は、ショ糖を含む液体培地

中で培養すると、表皮と皮層の細胞が膨張し、根が膨らんで

根毛も消失する。この変異体についても解析を進めているの

であわせて報告する。

2aBll 
シロイヌナズナの根の光屈性突然変異体の遺伝学

的解析

和田拓治、河合明子、石黒澄衛、岡田清孝、 1志村

令郎 （基生研 · 遺伝子第一， 1 京大 ・ 理 • 生物物理）

寒天培地上で一方向から光を照射するとシロイヌ

ナズナの主根は光と反対の方向に屈曲して伸びる性質

がある（負の光屈性）。根の光屈性に関する遺伝的な

制御機構を明らかにするために、我々はEMS処理を

したシロイヌナズナをスクリ ーニングし、根が光屈性

を示さなくなった 3つの突然変異体を分離 した(rpt1,

rpt2, rpt3)。遺伝学的な解析により、これら 3つの突

然変異体はそれぞれ異なる遺伝子座の変異によって起

こった劣性の変異であることが解った。

このうちrpt1突然変異体では、他の 2つの変異体と

は異なった形質が観察された。赤色光と緑色光を照射

したときに根だけではなく胚軸も光屈性を示さなくな

った。さらに根の障害物回避の反応にも異常がみられ

た。またrpt1遺伝子はCAPS法により第 3染色体上に

位置することが解った。 rpt因3よびrpt3変異体の胚軸

の光屈性および障害物回避反応は正常であった。

以上のことより rpt1遺伝子は、他の 2つの遺伝子と

は異なった作用機構をもっていると考えられる。現在

これらの変異体間での二重突然変異体を作製中である。



2aB12 
アサガオの易変性変異に影孵を与える遺伝囚 —:f

の探索坦 1、稲坦善茂 1、2、飯[H 滋 l

（束 9い・基礎」こ • 生物 工、 2東大・薬）

我々は、雀斑系の絞り花アサガオの易変性変

児 a3flecked は、色索生合成系の D F R  - B  

遺伝了・内に 6.4kpの E n/Spm類緑の転移

囚 r• T p n ]が挿人した構造であ って、 花の器

宜形成時に Tp n]が転移脱離することにより

DFR-B遺伝r・が 1り活性化されることが絞り

校様の形成機構であることを明かにし、 DF R  

-B遺伝子や T p n 1の構造 上 の特徴を昨年度

の本大会で報告した。さらに、体細胞変異によ

る絞り模様の激しさに関する遺伝学的観察や

T p n lの構迅から、 T p n lの DFR-B遺

伝 fからの転移脱離の頻度とタイミングに影評

を ljえる未知の遺伝因子の存在が示唆された。

絞り模様形成の分子機構の詳細を解叫するため

に｀この未知の遺伝因子の同定を試みており、

そのためのアプ ローチと得られた結果をもとに

絞り模様形成の分子機構ついて考察する 。

2aB13 
マルパ ア サ ガ オ の 易変性変異と転移因 子

久富廊批、 笠原基知治、 飯田 滋 （東理大・

基礎工•生物工）

花の絞り模様は 、転移因 子 が関与する易変性

変 異によることが多い。 I 9 I 0年代後半より

古典遺伝学的研究 が行われている易変性変異

aflakedをもつ条斑系マルバアサガオは、白地

に有色の絞り模様を生じる 。 しかも、この易変

竹変異 aflakedは 、野性型の A とのヘテロの場

合には薄色地に濃い打色と白色のスボットやセ

クター を 牛 じ る 。 我々は易恋性変異 aflakedの

構造を解明する目的で、アントシアニン色素生

合成系 遺 伝 子 上 の RFLPを探索した結果、条

斑系マ ル パアサガ オの D FRとANSの両遺伝

子領域の DNAが再 編 成 を 起 こ し て い る と 思 わ

れる結 果 を 得 た。 この内の後者は ANS遺伝子

の下流に約 0.25 kb の DNA配列が挿入し、

さらに その 内部 に約 0.6 kb の LTRをもつレ

トロトラ ンスポゾンが挿入したと思われる構造

であ っ た 。 これらの挿入 D N A配列の構造 ．1:.の

特徴と意義について考察する。
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2aB14 
出芽酵母PPF3遺伝 f破壊の出芽パターンに与える影愕の解析
禎藤撤也、大隅良典 （東大 ・教養． IJ.:物）

酵母Saccharomyre.1・cerevisiae a, a細胞は、H．いに相手の分泌
する接合フ J ロモンの作用により、接合能を推得しa/a細胞を
生成する。a細胞は、a細胞が分泌するaフェロモンの作用によ
りプロジェクションと呼ばれる鋭い突起を形成する c この極性

成長のメカニズム を明らかにするために突起形成イ＜能変弄株を
単維解析し、 少なくとも 三つの遺伝十l'l'FI /SPA2, PPF2, Pl)ド3
がこの過程に関与していることを見いだした。

PPF2,l'PF3逍伝チ産物の機能を さらに解析するために
l'l'F2. PPF3遺伝子のクローニング、塩碁配列の決定を行いその
破壊株を作成した。PPF2破壊株、 PPf3破壊株は弔離されてい

た変異株と同様に突起形成不能を示した。またPPF3破壊株は弱
い細胞質分裂異常を示し出芽パターンにも異常が見られたリ今
回特にPPF3破壊株に見られた細胞質分裂異常と出芽パタ ーンの
関係について解析を行った。
S. cerevisiaeの出芽パタ ーンは接合型により決まっている,,a、

a細胞は直前の出芽のすぐ隣(axial)に出芽を形成するがa/a細
胞では直前の出芽のすぐ隣 (axial)またはほぼ180度逆の位置
(polar)に出芽を形成する。PPF3破壊株のうちで細胞質分裂異常
を強く 示している細胞は出芽バタ ーンも大幅に乱れていること
が観察された。特にa/a細胞でのaxial型の出芽がpolar塑に変化
していることが分かった。このことはa、a細胞でのanal型の出
芽と a/a細胞でのaxial型の出芽の機檬は一部異なることを示し
ており、またPPF3遺伝子産物はa/a細胞でのaxial型の出芽位置
決定に関与していることを示している。

2aC01 
ユーグレナアスコルピン酸ベルオキシダーゼの分子的性質

石川孝博、永井正浩、新宮原桃子、武田徹、平山修、

重岡成 （近畿大・農・食栄）

単細胞真核生物ユーグレナはカタラーゼや既知の非特異的ペ

ルオキシダーゼを持たず、細胞質にアスコルピン酸ペルオキシ

ダーゼ(APX)を唯一のH2()2消去酵素として局在させている。

ユーグレナではオルガネラで生成したH202は細胞質に移行し
1) 

たのち、 APXにより消去される。 またユーグレナAPXは酵素

学的にも高等植物APX（細胞質型）と共通の性質を持つうえにユ

ーグレナ特有の性質を有し、進化的にもたいへん興味深い。

これまでに我々はユーグレナを用いて光などの環境ストレス

や補欠分子族の鉄イオンによりAPX活性が発現・誘導されるこ

とを明らかにした。2)今回、 APXの発現・調節機構の分子レペル

での解明を目的に、精製APXより、モノクローナル抗体(mAb)

の作製と内部アミノ酸配列等の分子的性質の検討を行った。

作製したmAb(EAP1-8)はイムノプロットの結果、高等植物

の細胞質型および緑藻クラミドモナスAPXと交差反応した。

EAP 1はホウレンソウ葉緑体型AsAPとも反応したことから、

高等植物両アイソザイムに共通のエピトープを認識することが

示された。内部アミノ酸配列を検討したところ、一部の配列で

高等植物細胞質型APXと相同性の高い領域が確認された。現在、

cDNAクローンの解析を試みている。

1) Phytochemistry33:1297-1299. (1993) 2) Plant Sci 

93:25-29. (1993) 



2aC02 
ホウレンソウにおけるペルオキシダーゼをコードする
1.2kbp cDNAの解析
坂井康祐、三千典子、石川孝博、武田徹、平山修、
重岡成（近畿大・農・食栄）

アスコルピン酸ベルオキシダーゼ (APX)は植物・藻類に
広く分布し、遇酸化水素代謝に関与している。APXは葉緑体
型および細胞質型のアイソザイムが存在しているが、それら
の発現調節およびストレス応答機構はほとんど明らかにされ

ていない。
今回、高等植物の細胞質型および葉緑体型APXと交差反応

を示す抗ユーグレナ細胞質型APXモノクローナル抗体をプロ
ープとし、市販のホウレンソウcDNAライブラリーからイム
ノスクリーニ ングを行った結果、1.2kbpの陽性クローンを
得た。このクロー ンは927bpのORFを含み、 309のアミノ酸

をコードしていた。推定アミノ酸配列から、既報の細胞質型
APXと約50%、シトクロム Cペルオキシダーゼ(CCP)と約
30％の相同性を示し、本クローン(PX)がペルオキシダーゼ
であることが示唆された。PXは既報のペルオキシダーセの
ヘム結合に関与する末部および基部Hisに特有のアミノ酸配
列を保持していた。また、4ケ所の糖鎖結合部位と4ケ所の
cys残基が存在していた。一方、APXの安定化に関与する
Cys-32およびCCPと細胞質型APXに特有のTrp-179は保存

されていなかった。
大腸菌でPXを発現させ、Westernblottingを行ったところ、

推定分子量とほぽ一致する35kDaのバンドが確認された。発
現PXの基質特異性は、グアヤコールに対するアスコルピン
酸の活性比が約1.6倍であり細胞質型APXと類似していた。
本酵素はアスコルピン酸非存在下において、54時間活性を
保持していた。

2aC03 
ラン藻SynechococcusPCC 7942のカタラーゼの酵素学的性

質と分子特性 陸田径典、木本みゆき、石川孝博

武田徹、平山修、重岡成 （近畿大・農・食栄）

ラン藻はH202消去酵素としてアスコルピン酸ベルオキシダ

ーゼ(APX)とカタラーゼ(CAT)が存在するもの とCATのみを含

むものに分類できる。今回 、ラン涵Synechococcus PCC 

7942よりCATを精製し酵素学的および分子的性質について検

討した。

本酵素はイオン交換クロマトグラフィー、疎水クロマト グ

ラフィー、ゲル濾過により 、電気泳動的に均ーにまで精製さ

れた。分子量は150kDaであり、均ーなサブユニ ットからな

る2量体であった。Km値は14.2mMであり他の生物由来のも

のに比べ低値であった。Keat/Km値は動植物のCATやAPXの

値と比ぺてほぽ同じオーダーであった。ヘムタ ンバク阻害剤

(NaN3、KCN)およびCATの特異的阻害剤（アミノトリア ゾ

ール）により阻害された。本酵素は403nmにヘムタ ンパクに

特有の吸収極大をもち、ジチオナイトの添加による吸収極大

の移動は認められなかった。 ラットおよびカポチャ由来の

CAT抗体は本酵素と反応しなかった。そこで、原核細胞由来

のカタラーゼベルオキシダーゼ遺伝子の保存領域より作製 し

たプライマーを用いてPCR法を行なったところ、1.2kbpの

DNA断片の増幅が認められた。この断片のシークエンスから

推定されるアミノ酸配列は既報のカタラーゼ・ベルオキシダー

ゼと高い相同性を示した。現在、本酵素遺伝子のシークエ ン

スの解析を行なっている。
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2aC04 
サイトゾル型アスコルピン酸ペルオキシダーゼのアンチ

センス DNAを導入したタバコのバラコート感受性

佐治光、青野光子、久保明弘、田中 浄、近藤矩朗

（国立環境研）

我々は、植物の光酸素ストレス耐性における活性酸素

消去系酵素の役割を遺伝子導入法を用いて解析している 。

昨年の植物学会第 58回大会で、シロイヌナズナのサイ

トゾル型アスコルピン酸ペルオキシダーゼ (cAPX)

遺伝子をタハコ（品種 SR1) に導入し、この酵素を葉

で過剰生産している組換え植物を作成したこと、またこ

れらの組換え体と対照の非組換え体の間で除草剤パラコ

ートに対する感受性に差がなかったことを報告した。

今回は、この cAPXのアンチセンス DNAをタバコ

に導入し、葉における cAPX量が対照よりも少ない組

換え体を 2系統得た。これらの植物の葉のパラコート感

受性を、パラ コート処理した葉片からの電解質の淵出速

度によって調べたところ、対照と比ベパラコート感受性

が高まっていることがわかった。従って、すでに明らか

にされているスーパーオキシドジスムターゼやグルタチ

オンレダクターゼに加えて、アスコルピン酸ペルオキシ

ダーゼも植物の光酸素ス トレス耐性に関与していること

が示唆された。

2aC05 

2種類の活性酸素消去系酵素遺伝子を導入 した

タバコのパラコ ート耐性

青野光子、佐治 光、田中國介 1、近藤矩朗、

田中 浄（国立環境研、 1京都府大、農、農芸

化学）

活性酸素消去系の酵素である グルタチオンレ

ダクターゼ (GR)やス ーパーオキシドジスムタ

ーゼ (SOD)は、除草剤などによって植物に引

き起こされる光酸素ストレスに対する耐性に重

要な役割を果たしていると考えられている。我々

はこれまでに、大腸菌G応遺伝子を導入したGR

活性の高いトラ ンスジェニ ック タバ コが大気汚

染ガスの二酸化硫黄や除草剤パラコ ートに対し

て対照よりも高い耐性を持つことを示している。

また、 SODもパラコート耐性とその活性との相

関か報告されている 。今回、イネサイト ゾル型

SODのcDNAを導入したタバコと大腸菌GR遺伝

子を導入したタバコを交配し、これら 2つの酵

素の活性が高いタバコを作出した。このタバコ

のパラコ ート耐性などの性質について報告する。



2aC06 
グルタチオンレダクタ ーゼ辺伝子を祁入したトランスジェ

ニック ヤマナラ シにおける光酸索ストレス耐性

松永悦子、遠藤さおり、海老沼宏安、青野光子 1 、佐治光 1 、

近藤矩朗 1 （日本製紙中央研究所、 1 国立四境研究所）

植物の光酸素ストレスによる応害には活性酸素が関与して

いると考えられている。グルタチオンレダクタ ーゼ (GR)

は植物の活性酸索解毒系に関わる重要な酵素であり、大腸菌

GR遺伝子を導入したトランス ジェニック タバコにおいて光

酸素ストレス耐性が高まっ たことが報告されている。

我々は樹木への遺伝子専入により大気浄化能の高い街路樹

及び公園緑化木の育成を 目指 した研究を進めている。材料と

して日本製紙が育成した Populus 属のエリ ー トクローンで

ある交雑ヤマナラ シ・キ タカミハクヨウを用い、アグロバク

テリウム法により、大腸菌GR遺伝子を導入したトランスジ

ェニックヤマナラシを作成した。これらについて葉を材料と

した GR活性の測定を行い、クロ ーンの一次スクリ ーニング

を行った。 GR活性の高いトランスジェニック植物をフラス

コより馴化し、除草剤パラコ ー トに対する抵抗性試験を行っ

たところ、コントロ ール柏物に比ぺて明らかな抵抗性を示し

た。さら 1- s o ガス暴露の予備実験からもト一、し、 フノスノ工

ニック植物への大気汚染耐性の付与が示唆される結果を得て

いるので合せて報告する。

2aC07 

03によるエチレン生成と酵素活性の変化

翡 公英、近藤矩朗1、中嶋信美l、石塚皓造（筑

波大・農、 1国立環境研・地域）

03に暴露したトマト植物におけるエチレン生成

と傷害との関係について検討を行った。エチレン

生成は03暴露によって促進されたが，エチレン生

成阻害剤のaminoethoxyvinylg!ycine(AVG)の処

理によって03による傷害とエチレン生成は完全に

抑制され 03によって生成したエチレンは1-

aminocyclopropane-1-carboxylate(ACC)経路で

生合成され，傷害の誘導に関わっている可能性が

高い ことを昨年の日本植物学会において報告した。

本実験において活性酸素のscavengerである

Tiron処理を行ったところ，エタン生成は抑制さ

れたが，エチレン生成の抑制は見られなかった。

また，03暴露によってACCsynthase素活性は増

加し、 ACCoxidase活性も増加する傾向が見られ

た。 03暴露によるこれらの酵素の遺伝子発現の変

化について検討した結果についても報告する。
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2aC08 
ホウレ ンソ ウ葉における細胞質型CuZn—スーパーオキシド

ジスムターゼの細胞内分布

小川健一 、丑丸敬史 1、金松澄雄 2、浅田浩二 3 （京都大・

理・植物、 1 静岡大・理•生物、 2 南九州大・食品工、 3 京
都大・食研）

ホウレンソウのCuZn-SODは葉緑体型と細胞質型のアイ

ソザイムをもつが、葉緑体型SODは02・の生成部位である

チラコイド膜のストロマ側表面に存在していることを急

速凍結及び免疫金標識ー電子顕微鏡を用いて明らかにした。

細胞質型CuZn-SODの機能の理解のために、今回は同様の

方法を用いて細胞質型OiZn-SODのホウレンソウ葉での細胞

内分布を明らかにしたので報告する。

葉緑体型CuZn-SODの金標識は葉緑体に、 Mn-SODの金標

識はミトコンドリアに特異的に見られたが、細胞質型の

OiZn-SODの金標識はこれらの細胞］小器官には存在しなかっ

た。細胞質型のCuZn-SODの標識は、成熟した柵状組織や海

綿状組織の細胞では細胞膜表面や細胞壁などのアポプラスト

に存在し、細胞質に富んだ成熟途上の細胞では液胞近くの細

胞質にスボット状にかたまって存在していた。維管束細胞の

細胞壁二次肥厚部は特に強い標識が認められた。アポプラス

トに存在する SODは、小胞によるエクソサイト シスで分泌

されると考えられるが、実際どのように細胞外に給送さ

れているのかは今後の課題である。また、核にも金標識

が認められることから、 CuZn-SODは核のDNAの02ーによ

る修飾を防御していると考えられる。

2aC09 
トウモロコシチラコイド膿での赤外光によるフェレドキシン依存、

Anti■rcin A感受性 Cytocbro■e b559還元 ：Menadiol遍 元性、 低 電位

Cytocbro●e b559は Ferredo1in-Quinone Reductaseである 。

＝宅 親 弘、 Ulrich Schreiber"、投田浩二一
（京都大食研、 ＇’ぃ•rz bu心大）

T aga● aら [Proc. N,t/. Ac,d. Sci. (1963)'9c 567-572]により

見いださ れた光化学系 1での rerredo1 in (Fd)依存の街田的 m子伝迅は

その発見以来、生理的役割（例えば、 ATP/NAOPH生成比の武 iili` また

A pH形成による光化学系］ ！の量子収率の図節）が解明され てきたが、

Fdと系問 可 子伝 違系と の間の こ 子担体についてはいまだに明かでな

い。 我々は、 LEO-photodiode array spectrophoto■eterを用いて砧

田的て子伝遠活性の高いトウモロコ シ菜肉細記菜＆i体 (ASada el 

al. P/,nt Cell !h,siol. (1993) 3L 39-50] の ＋ ラコイド校

Cytocb ro●eの喰化 還 元を測定し、 Anl i●yc i n A感受性で赤外光によ

り光逗元される Fdによって逗元される Crtochro●Cを 届l定した。

好気条件下、チラコイド閣に赤外光を殷射し、光化学系 lを励と

す る と Cytochro●e r懐化を示す 554 n●をピークとする吸光度“少が

見られた。 しかし 、 Fd(5 pM)添 IIIによ って 56 0 n■をピ ークと する吸

光度上昇が見られ、 Crtochro■c b559が 迅 元 型 Fdにより 逗 元される

ことが明かとなった。 この Fd依 存 Crtochro■c b559辺元は Anl i●ye in 

A (I}'M)により阻害された。 Fdにより迅元される Crtochro■c b559 

は Ascorbate(E■ •80 ● V) により辺元 されず、 M cnad;ol (E■ -10 ■V)に

より初めて逗元されることから光化学系 111¥l合体で 認 能している

Cytochro●c b 5 5 9と公なる こと が明か となった。 さらに、 Fdにより a
元さ れた Cytochro■e b5591ヽ Ouroquinoneにより 陵化 されることから、

この低 m位 Cytochro■c h559は光化学糸 1での砧田的 m子伝心にむい

て Fdと Plastoquinoneとの 1::1のm子 但 体、 すな わら Ferredò  i n-

Quinonc rcductascであることが "!Iかとなった。



2aC10 

低酸素処理に対するイネ芽生えオルガネラの応答

丑丸敬吏、森田重人2、柴坂三根夫＼辻英夫◄ （静岡大・理・

生物、涼都大・理 ・植物、滴山大・資生研、湘i戸女子大 ・一

般教育•生物）

水中で発芽したイネ（O可zasativa)芽生えでは、 ミトコンドリ

ア、特にプラスチドの電子伝達系(ETS)は空気中で発芽した芽

生えに比べ未発達だが、芽生えを空気中へ移すと急速に発達す

ることをすでに明らかにしている。今回は、好気的に発芽した

イネ芽生えを水中下に移した後のこれらの消長を報告する。

6日間空気中で発芽した芽生えをその後水中に移しても幼葉鞘

の伸長等の形態的変化はほとんど認められず、 1日後には100%

であった生存率はその後下がり始めた。 1日水中処理により

alchol dehydrogenase活性は2.5倍増加したが、その値は6日間水

中で発芽した芽生えの2％程度に過ぎなかった。ミトコンドリ

アETSの指標であるcytochromec、cytochromec oxidaseおよびゲ

リオキシゾームの指標であるisocitratelyaseのレベルもこの処理

によっての著しい減少は認められなかった。しかしながら、プ

ラスチドETSの指標であるferredoxin-NADP.reductaseは20％に低

下した。このように、(I)好気的条件で発芽の進んだ芽生えは

低酸素処理を施しても形態、代謝とも好気塑から鎌気型に変わ

りにくいこと、 (2)しかしプラスチドは、低酸素感受性のオル

ガネラであることが示唆された。

2aC11 

低酸素処理に対するイネ芽生え活性酸素消去系の応答

丑丸敬史1、小柴共ー2、兼松澄雄＼浅田浩二4、柴坂三根夫5、

辻英夫6 （瀞岡大・理•生物、 渚恥立大 ・理•生物、滴力州州大・

園芸、涼都大・食研、滴山大・資生研、神戸女子大・ 一般教

育•生物）

水中で発芽したイネ(0可zasaa・va)芽生えでは、 6種類の活

性酸素消去系酵素の活性は空気中で発芽した芽生えに比べ低い

が、芽生えを空気中へ移すと増加する(Ushimaruet al. Plant Cell 

PhysioL 33: 1065-1071)。今回は、好気的に発芽したイネ芽生え

を水中下に移した後の活性酸素消去系酵素の消長を報告する。

水中処理1日後のsuperoxidedismutase(SOD)、monodehydro-

ascorbate reductase、dehydroascorbatereductase、gulutathione

reductaseの活性は低下したが、そのレベルは6日間水中で発芽

した芽生えに比べると高かった。 一方、 ascorbateperoxidaseの

活性はほとんど変わらず、catalaseの活性は増加した。これらの

酵素の抗体を用いて行ったウエスタンプロットも同様な傾向を

示した。このように、好気から嫌気に移されたイネ芽生えは、

様気下で発芽時した芽生えと異なる消長様式を示し、これらの

酵素活性が単純に酸素分圧によって制御されていないことが明

らかになった。またSODでは細胞内局在性の異なるアイソザイ

ム間で消長が異なることが示されたが、 cytochromec oxidase、

isocitrate lyase、ferredoxin-NADP.reductaseの消長と比較した結果、

それが局在するオルガネラの発達と相関が認められた。
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2aC12 
イネ芽生えの活性酸素消去系の低温処理に対する応答

老平浩子、丑丸敬史 （静岡大・理・生物）

低温ストレスは葉緑体やミトコンドリアの電子伝達系を乱

し、活性酸素の発生を増加させると考えられている。活性酸素

は、多くの細胞構成成分と反応し障害を引き起こすが、その防

御機構として活性酸素消去系を持つ。トウモロコ シにおいては

低温ストレスで凡02が蓄積し、 catalaseの活性が増加したという

報告がある。また、ホウレンソウにおいては低温処理で

catalase活性は減少するが、 ascorbateperoxidase (APX)活性は増加

したという報告がある。今回、我々はイネを材料に用い、

凡02消去に働<catalase、APXとH202をリグニン生合成等に利

用するguaiacolperoxidase (GuaPX)に着目して、これらの酵素の

活性に及ぽす低温ストレスの影響に関して調べた結果を報告す

る。

2aC13 

低酸素ストレス下での植物培資躙也C細鞄内pHとエネルギー
代謝の31pおよび13C NMRによる糊斤

知埼芳明、坂野勝啓ば沐省•生物研）

低酸素ス トレス（酸素通気停止）下で、 イネ(0r y z a s a t i v a 

var. musasikogane)、ニチニチソウ (Catharanthus roseus)およ

びタバコ (Nicotianatabacum var. BY-2)培掟躙抱の躙梱村 pl―I

の変化はイネの細胞ば液胞がアルカリ化せす洵脱質の酸性化

が小さいこと、タバコとニチニチソウ細胞頃硼領印⑪酸性化・

液のアルカリ化の結果細胞質と渤他乃pH差柄肖失するこ

とをこれまでに報告してきた今回はさらに13C NMRを用

いて、培地中の1_13cーグルコースを取り込ませ泊棚包の代

謝産物を追跡し、低酸素ストレス下で⑪澗梱村pHのア化と解

麟（エネルギ疇嘩怨蔀如着目して比餃した

酸素通気を停止すると、細胞質の酸性化が小さいイネでは乳

酸がほとんど滋積せず、 主にエタノー）以嶺初）みを行う結果工

タノールの蓄積が顕著であったさらにアラニン、 GABA
(yーアミノ酪酸）が！ 3C NMRスペク トルで検出された

31 P NMRスペク トルではATPもわずかながら検出された

一方、ニチニチソウとタバコ網抱でぱ氾悛とエタノールが蓄積

するが、乳酸の蓄積はタバコ細胞の方が多く、このことは網抱

質の酸性化およ硝珊閻町と油抱乃pH差の消失がタバコ細胞の

方がすばやく起きる一つの原因になっているものと考えられる。

また、 GABAは内::; NMRスペクトルで（梵貪出されず、イ

ネの細胞ほど蓄積しないことがわかったまた、 31P NMR 
スペクトルではATP頃究廿されなかった。



2aDOl 
新に見出された光化学系 Iの 5kDaサプユニット

湯本健司、仲本 準、檜山哲夫（埼玉大・理・生化学）

昨年度の本大会で我々は、光化学系 I反応中心標品から構成

するサプユニットを、 Hydroxyapatiteカラム（旭光学 HP40)

を使って単離する方法を発表した。この方法に改良を加えた結

果、難しかった PsaCの単離も可能となった。その際あるフラ

クシ ョンに SDS-PAGEで調べると分子量 5kDa程度の小さな蛋

白が相当量出て来ることが分かった。

光化学系 Iの反応中心標品は、植物種や調製法の違いなどに

よりいくつかのサプユニット組成の違う標品が得 られること

が知られている。大別すると大サプユニット (PsaA/B)のみで

構成される標品（略称CP1)及び 2万以下の各種小サプユニ

ットを含む標品 （略称 PS1)がある。我々は以前ホウレ ンソ

ウ葉緑体から光化学活性のある CP 1をSDS処理あるいは Na!

処理によって調製する方法を発表した (Zfiir Naturforsch. 48c 

(1993) 374-378)。これらの標品は、SDS-PAGEで調ぺる限り小

サフユニット (PsaC/D/E/Fなと）を完全に欠いていた。しか

しSDS-PAGE像を詳細に見ると 5kDa付近のパ ンドが観察され

またその濃度は PS1におけるものと殆と同じであった。単離

標品のアミノ酸配列分析の結果ほほ全残基が判明した。データ

ペース検索の結果類似配列は ORFも含めて見当たらず未知の

蛋白と考えられる 。配列から非常に疎水的と思われまた 0.1%

程度の SDSによっ ては分離しないことから PsaA及び PsaB蛋白

とかな り強固に結合していると考えられる 。PsaOと命名し光

化学系 Iの活性との関係について現在検討中である 。

2aD02 
P700の酸化型または還元型のみを特異的に変性さ

せることは可能か？

池上勇（帝京大・薬）

P700はChi-aの二量体であり、 psaAとpsaBに対応する

二つのポリペプチド鎖の間に位置し、各々の鎖に属する

ヒスチジン残基と配位結合していると考えられている，

光化学系 l粒子からアンテナ色素を抽出して得たP700濃

縮粒子ではP700の安定性が著しく低下することが知られ

ている。最近、このP700の不安定性を利用して、 P700の

失活の機構を調べ、 P700が還元型のときにP700を特異的

に変性させ、 P700が酪化型のときには変性させない処理

条件を見出した。 この効果はP700結合部位の局所電荷が、

酸化条件下ではP700十の存在により影響されることを反

映していると思われる。

1)炭素数12の飽和脂肪酸 （ドデカン酸）の陰イオン性誘

導体 (sodium laurateなど）及びこの脂肪酸を持つ脂質は

いずれも同様な効果を示した。炭素数が10以下の脂肪酸

を含む誘導体ではP700の変性効果は見られない。

2) この効果は、 pHが 8以上で見られ、 p H7以下で

はP700の酸化型も還元型と同様に変性する。 また、コー

ル酸系の両性表面活性剤 (CHAPSなど）を少量加えるこ

とによって失活の進行は直ちに抑制された。

3) P700の失活に伴って、 P700及びP700当り約 2分子の

Chl-a(Aoと Chl-a-683り）の吸収が短波長シフトした。
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2aD03 
加熱処理による系 I反応中心複合体の色素変性

小林正美、岩城雅代 1、伊藤 繁1 （東大・エ・化生、 1基生研）

光化学系 I粒子をエーテル処理すると P700,A。とその近傍のク

ロロフィル (Chi)のみが存在するような P700-richな標品 (Chi

a/P700 e. 10)が得られる。光化学系 l粒子およびエーテル処理し

た標品には Chiaのエ ピマーである Chia'が 1分子存在するが、そ

の機能についてはよくわかっていない。ところで、エーテル処理し

た光化学系 I標品を加熱処理すると P700活性が低下する。そこで

本研究では、光化学系 Iにおける Chia'の機能を明らかにするこ

とを目的として、熱処理した系 I標品の色素変性を精密に分析した。

［実験方法】 光化学系 I粒子はホウレンソウから単離し、凍結乾

燥した後に、水飽和80％程度のエーテルを用いてアンテナ色素を

抽出した。この標品を 30~50℃で10分間加熱処理した。色素の

分析は、順相HPLCを用いて行った。

【結果と考察】 加熱処理の温度が上昇するにつれて P700活性は

低下した。加熱処理をしない標品の P700活性を 100としたときの、

各標品のP700活性は次の通りである： 75 (30℃)、 50(35℃)、

25 (40℃)、 7 (45℃)、 5 (50℃)。 エーテル処理した標品

には、 Chia'とChibが1分子存在するが、熱処理による変性は観

察されなかった。これに対し Chiaは、 35℃で約 1個、 40℃で約

2個、そして 45℃で約 3個が酸化され、 Cl3'-OH-Chiaに分

子変性した。 また、アルゴン下で熱処理をしても Chiaの減少が観

察されたが、 C13'-OH-Chiaの生成は検出されなかった。 以上

の結果より、加熱処理による P700活性の低下は、 Chia'の変性に

よるものではなく、ある特定の Chiaが高温に対して不安定である

ことが一因だと強く示唆される。

2aD04 
緑色イオウ細菌 Chlorobiumの光化学反応中心複合体

1 大岡宏箔• l亀井正一郎． 2松原央． 3岩城雅代． 3伊藤繁

( l大阪大・理•生物， 2岡山理科大 ・理• 生化．違逍こ研）

緑色イオウ細菌の光化学反応中心は，構造 ・槻能の上で高

等植物や藍色細菌の光化学系 I反応中心 との類似点が指摘さ

れている。我々 はこれまで C.Iimicolaの反応中心複合体の粗

精製標品を用い， 3種類のFe-Sセンター(FX, FA, Fe)とP840に

直接電子を渡すチトクロムc<T)存在を明 らかにしてきた。 ま

た2個のサプユニット（コアタンバクとチトクロムc)からなる

複合体標品(CRC-2)の分光学的諸性質についての報告を昨年

度の本大会において行った。しかしながらFe-Sセンターが酸

素に対して不安定であるため，電子伝達経路を構成する他の

成分やその反応機構については未だに不明な点が多い。今回

我々は嫌気操作を導入することにより，反応中心標品の精製

を再度試みることにした。膜からの可溶化条件等．碁本的に

は我々が以前報告した方法を用いることにし，材料はタ ンバ

ク質の安定性が期待できる好熱性 C.tepidumに変更した。

精製標品は5個のサプユニット (65,41, 31, 22, 18 kDa)から

構成され． 18 kDaサプユニッ ト以外はそれぞれコアタンパク

(65 kDa), FMOタンパク(41kDa), FA/Feタンパク (3IkDa), 

チトクロムc(22kDa)であることがわかった。 レーザー閃光照

射実験からは．チトクロムcから P840への電子伝達速度は

t112 = 110 μsであった。またFe-SセンターA,Bの存在もEPRに

より確認することができた。



2aD05 
生育光環境による光化学系 I光阻害耐性の変化

園池公毅、石橘百枝、渡辺昭（東大・理・植物）

先にわれわれは、低温感受性植物であるキュウリの葉に、

4℃において数時間 200μ mol•m ― 2.s ― 1 程度の穏和な光

を照射すると、光化学系 lが選択的に失活することを見い

出した[I. 2]。この系 Iの光阻害は、チラコイド膜に光照

射した場合には、低混耐性植物であるホウレンソウにおい

ても引き起こされることから、低温感受性部位は系 1その

ものではなく、系 1を生体内で保護する機構であることが

推測された。この低温感受性部位を明らかにするため、キ

ュウリと同じく低温感受性植物であるインゲンを材料とし

て用い、生育光環境を変化させることによって、 Chi量や

Rubisco鼠などの光合成関連のコンボーネント星の異なる

植物体を育て、その際の系 l光阻害の阻害率を測定した。

その結果、 1)弱光で育てた植物ほど系）光阻害がかかり

やすいこと、 2)阻害率の変化は処理時の光強度によって

異なること、 3)系 1と系 I1の比、および、葉面積あたり

の Rubisco星は生育環境によって変化するものの光阻害の

阻害率とは相関がないことなどが明らかとなった。また、

同じ材料で、低C02／光処理を行な っても系 lの阻害が

引き起こされないことも示された。これらの結果は、炭酸

固定反応が低温や低C02処理で失活することが、系 1の

光阻害の直接的な原因であるという仮説を否定する。

(1] Terashima et al. (1994) Planta 193, 300-306 

(2] Sonoike and Terashima (1994) Planta 194, 287-293 

2aD06 
クラミドモナス葉緑体遺伝子 psaBの部位特異的形質転換

枠山博之、高棉裕一郎！（岡山大・理 • 生物、 1 自然科学）

系 I反応中心を構成する PsaBタンパク上の561と570番目

のCysは、 PsaAタンバクの 2つの Cysと共に鉄・硫黄中心

Fxを結合していると考えられている。本研究では、 PsaBタ

ンバクの 2つの Cysの機能を解析するために、それぞれを

Serに置換した 2種類の形質転換体を緑藻クラミドモナス

(Chlamydomonas reinhardtii)野生株から作出した。まず、

psaB遺伝子の下流にスペクチノマイシン (Spc)耐性を与

える選択マーカーを挿入し、さらに C561S又は C570Sの変

異を導入した形質転換ベクターを作製した。それをバーティ

クルガンで葉緑体へ導入し、形質転換体を Spc耐性を指標に

単離した。得られた形質転換体の蛍光誘導期現象の測定によ

り、 C561S株では完全に系 I活性が失われているが、

C570S株にはわずかに残っていることが示された。一方、

光独立栄養条件下で前者は全く生育できず、後者は比較的弱

い光照射下でわずかな生育を示した。また、両者の従属栄養

成長の光感受性には明らかな差が認められた。ウエスタン分

析によると系 I反応中心タンパクは C561Sでは検出されず、

C570Sにはわずかに存在した。以上の結果から PsaBのCys

の置換により系 I複合体は不安定となり、その蓄積量が減少

することが示された。
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2aD07 
Synechocystis sp.PCC 6803光化学系 1複合体サプユニッ

卜欠失変異株を用いた研究 (2)
仲本準、長谷川みき、檜山哲夫（埼玉大・理 ・生化）

光化学系 1複合体（光依存性プラストシアニン（チトクロ

ーム b6) ：フェレドキシン酸化還元酵素）は、 10種以上の

ポリ ペプチド (A~N)から構成されていると考えられてい

るが、幾つかを除いて、それらの機能は明らかになっていな

い。我々は、形質転換型ランソウ Svnechocvslissp. PCC6803 
を用いて、 ‘‘サプユニ ット”D、E、F、I及びLの機能を

明らかにするために、I及びL遠伝子のクローニ ング、 I遠

伝子破壊株の作製、さらに D、E、F及び I遺伝子破壊株の

生理生化学的研究を行ってきた。今回も昨年度に引紐き D、

E及び F遠伝子破壊株を用いて、各々のサプユニットの欠失

が、①ランソウの生育②細胞の光合成③チラコイド膜及び光

化学系 1複合体ポリ ペプチド組成に及ぽす影響を調べたの

で、その 結果を報告する 。 チ ッ トニスらの報告

(JBio/Chem.264, 18381)とは異なり 、D欠失株は光独立栄

養的生育が可能であった。これらの株と野生株の光合成特性

（光飽和曲線、量子収率、最大光合成速度）に大きな相違は

見られなかった。ところが、 D及び E欠失株のチラコイド膜

の P700の閃光照射後の暗所における吸光度変化を調べたと

ころ、野生株と異なっていた。これらのチラコイド膜のサプ

ュニット組成を調べたところ D欠失株にはサプユニット Cが

検出されなかった。サプユット Cは光化学系 1に必須のもの

であることが明らかにされていることから、サプユニット D
は invilro Iこおいてはサプユニット Cの安定化に必須である
が、 inviv(）では必須ではないこ とが示された。

2aD08 

光化学系 1反応中心での電子移動とマーカス理論

: (I)初期反応の最適化機構

岩城雅代 1 ・熊崎茂ー 2.吉原経太郎 2.}巽達夫 3.

伊藤緊 1 い基生研． 2 分子研• 3鳥取大学工学部）

光化学系 1反応中心では光で P700が励起されP700*

(Chl2)⇒Ao(Chl)→ Q(phylloquinone)→FeSの電子移動が

起こる。 AD-(j蜀の自由エネルギー差は小さい(-0.2-

-0.3eV)が、逆反応が抑えられ、超高速で反応が進む。

この反応の最適化機構とタンパクの役割を検討した。

【方法】ホウレンソウ系 1反応中心のキノンを酸化

還元電位の異なる人エキノンに置き換え、 ps-nsレ

ーザ閃光分光法で AO―→Qの速度定数を測定した。

【結果】 (1)フィロキノン、あるいはメプキノンの反

応中心で最高速度 (23ps)が得られた。これからA0-

Q閻距離は約 7.8Aと推定された。(2)また、マーカス

理論で予測されるベル型の速度定数 vs自由エネルギ

ー曲線が得られた。反応系全体とタンパクの再配置

エネルギーはそれぞれ 0.3eVおよび 0.12eVと計算さ

れた。 AOー噂吉合部位のペフチドの誘電率がこの小さ

い再配置エネルギーの値を決めていると者えられる。



2aD09 
光化学系 I反応中心での電子移動とマーカス理論

(2) 全反応の最適化機構

伊藤 繁 1•岩城雅代 1 ・ 星名哲 2 い基生研． 2 金沢

大理生物）

P7oo* （1) 、A。(2)

e—ヽ Q (3) 

: •ヽ Fx

光化学系 1反応中心

では 5段階の電子移動

反応（函）が逐次的に起

こり、室温では効率よ

＜酸化還元力が分離さ

れる。これらの各反応

とその逆反応の温度依

. •．ヽF研A

(4)_: ... (5) 

存性を300-4Kで測定 1 ・・： ： ／ 

し反応系全体の最適 I> i;,,,_... 
化機構を検討した。 P700 

(6): 

【方法】ホウレンソウより光化学系I粒子とFeS-A,8

を除いたコア複合体を調製し、レーザ分光および、

ESRで反応速度と温度依存性を測定した。

【結果】 (I)、（2)、（4)の各反応はほとんど温度依存性

を示さなかった。一方、 (3)、（5)、（6)の各反応は強い

温度依存性を示した。これら素反応の電子移動速度

定数と温度依存性（活性化エネルギー）の関係とマーカ

ス理論から反応系全体の最適化機構を検討した。

2aE01 
Roseobacter denitrificans27Rから由来した二次突然変異

株の単離と性質

蓬田宏樹，中埜健次郎＼西村浩二＇，島田裕士＇，塩井祐三 ',

高宮達一郎'(東工大 • 生命理工•生命理学 ・ ＇生体機構 ）

昨年の本大会でRoseobacterdenitrificansをEMS処理して得

られた 27 R株は不安定で．色調の異なるいくつかの二次突然変異

株が生ずることを報告した．今回はそれ らの二次突然変異株の単離

とその性質について報告する ．

色詞には赤系二l皇緑系二種．黄系二種．橙系二種の計八種ある

ことを確認したまた それ以外に二種異なる系統の株を得ている．

それぞれの株の安定性は，野性型に比べると幾分不安定なものもあ

るが，多くは変異率が0.01％以下であり， 2 7 Rの変異率 (0.1%

以上）に比べると明らかに低い．またこれ らの株の中で親株である

野性型や 27 R株に復滞するものは見 られなかった．さらに｀アセ

トンーメタノールの全細胞抽出液の吸収スペクトルと薄層クロマト

クラフィーで分離後の各色表成分の吸収スペクトルから｀ それぞれ

が含む色表を同定した．バクテリオクロロフィル (Behl)生合成

経路のいく つかの中間1本（プロトクロロフィリド類．フェオフォル

ビド類など）が．それぞれ少 しずつ異なった粗み合わせで蓄積 し

ていることが観察された．以上のことか ら．これ らの二次突然変異

株は Behl生合成経路に何らかの障害を持っており｀そのため昂終

産物であるBehlに到達する前の段階で．部分的にまたは完全に止

まっていると思われる． その結果Behlもその中問体も同時に存在

すると考えられる．この変異の機構については現在までのとこ ろ不

明である．
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2aE02 
好気性光含成細凶 Roseobacterden,fnflcansにお ける

光含成遺伝子pu吋ベロンの発現様式の解析

西村溢二、島田裕士、太田啓之増田建 ．塩井祐三．

高宮建一郎（東工大 • 生命理工 • 生体楼構）

楳々な環境条件下における好気性光合成細困

Roseobacter denitrlficans<l)光合成色索の缶積様式は

Rhodobacter sphaeroide志と紅色非イオウ細曲の場合

とはいくつかの点で異なることが生理 • 生化学的に実

証されている ：我々はこれらの達いをそのputオペロン

の発現様式に涵目して分子生物学的手法を用い遺伝

子レペルで解析を試みた：

その結果R.denitrificansでは主としてpulBAの転写産

物（約05kb)の釜積が認められ、R sphaero1des<l)よ

うにputオベロンの全長（約 2.7kb) をコードする

mRNAの裕積は認められなかった またpulBAのmRNA

のレベルは ．Rsphaeroidesの約40％程度であ った．

さらにそのレベルは細困懸濁液を暗所から明所へ移

行させると著しく抑え られた ．また酸索濃度の異なる

条件下でのmRNAのレベル．pulBAのmRNAの転写間始

および終結点については現在解析中である本大会で

は以上の事項についてRsphaeroidesと比較して報告す

る：

2aE03 
Rho必bactercapsulatusのフェレドキシン I遺伝子 (fdx.N)
下流には窒素固定に必須な 2つの遺伝子が存在する

佐伯和彦 （阪大 ・理・生物）

生物窒素固定にはニトロゲナーゼ以外にも，この酵素の成熟あ

るいは還元力の供給に関わる多 くの遺伝子産物が必要である．

著者らは． R.capsulatusニトロゲナーゼヘの電子供与体と考え

られる 8鉄フェレドキシンの遺伝子解析から． f必N下流に既知

の他の細菌のnif遺伝子とは相同性を持たない複数の窒素固定遺

伝子が存在する可能性を示してきた（1). 一方最近， Schmehlら

は窒素固定に必須な単一の遺伝子の存在を報告した(2)．著者ら

の塩基配列決定では， f山N下流には159と36紡曳基の蛋白質を

コードする2つのORF-D1と-D2が存在する．作製済のORF-D2

内への邸Kに加え， ORF-D1内への薬剤耐性遺伝子(neo)挿入株2

種を作製した結果，いずれも窒素固定では成長不能(Ni「)だっ

た(NH4十による成長は可能）．どの株もfdx.Nのプロモー ター領

域から2つのORFを含むプラスミドにより相捕(Nir+となる）さ

れた． ORF-D2の一部 を5'下流から欠くプラスミドを用いると．

ORF-DIへ転写方向にneoを挿入した株のみがNiけとな った．

また ，ORF-D2を完全にしかしORF-DIの一部を 3'上流 から欠

＜断片をR.capsulatusのpuf-プロモーターに連結したプラス ミ

ドを用いると． ORF-D2破埃株のみがNiけとなった ．以上の結

果は． ORF-DIと-D2が新たな窒素固定遺伝子であることを示

している．これらをrn/XとrnfYと名付けることを提唱する．

(1) Saeki et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 12889-12895 

(2) Schmehl et al. (1993)Mol. Gen. Genet. 241: 602-615 



2aE04 
スフェロイデンのシストランス異性体の三重項増感光異性化

の量子収率

藤井律子・小山泰（関学大理）

光合成におけるカロテノイドの光保護作用では，過剰なエネル

ギーを散逸するために光反応中心複合体内で15シス体が選択されて

いる．これを説明するために，共役二重結合10個で対称中心を持

っP—カロテンでは，過渡吸収・過渡ラマンスペクトルの解析と三重

項増感光異性化の量子収率の測定より ，15シス体から全トランス体

への三重項状態を経由した一方的な光異性化の傾向が示されてい

る．そこで我々は，二重結合9個で非対称形のスフェロイデンを用

い，異性体の三重項増感光異性化の量子収率を測定した．

紅色光合成細菌R. sphaeroides菌体から抽出した全トランス体，及

びそれをヨウ素増感光異性化して精製した13'シス体，光反応中心複

合体から暗闇の中で抽出した15シス体の三種の異性体に， 三重項増

感剤としてアントラセンを加え， 一定面積にほぼ平行にしたNd
YAGレーザーのバルス光を当て，順次嵩速液体クロマトグラフィー

(HPLC)で分析した．各異性体の分離・精製には，水酸化カルシウム

で充慎したカラムを 5 ~ 8％アセトン ／ n •ヘキサンで展開したHPLC を

用いた．

その結果，量子収率は 15シス，13'シス，全トランス体の順に大き

く，全 トランス体はほとんど異性化しないのに比べ，シス体は全ト

ランス体ヘ一方的に異性化した．また，この 3つの異性体は，励起2

直後に同じ過渡吸収スペクトルを示したので，シス体は三重項状

態で非常に効率よく全トランス体へ異性化し，共役鎖が短いため

にPーカロテンよりも速く異性化することがわかった．

2aE05 
クロロフィル a,bとバクテリオクロロフィル cの励起一重項

ラマンスペクトル

佐局徳武，溝口正，小山泰（関西学院大 ・理）

励起状態のクロロフィル類は光合成初期過程において，エネ

ルギー伝達，電荷分離，エネルギー散逸に関わっている．これ

らのメカニズム を解明するには各状態における分子構造に関す

る情報が必要である．今回，エネルギー伝達に関与する一重項

状態のラマンスペクトルの測定をクロロフィル (Ch!)a. bと

バクテリオクロ ロフィル (BChl)cについて試み，構造，電子

吸収スペクトルの似ている Chla, BChl cとChlbとの比較を

行った．

Chl a, bはほうれん草から抽出，精製しベンゼンに溶解し，

BChl cは緑色硫黄細菌 Chlorobiumlimicolaから抽出，精製しエ

タノールに溶解した．クロロフィル類は非常に蛍光を発しやす

＜蛍光のバックグランドのためにラマン線が隠れてしまうた

め，試料を高濃度 (102~lo3M) に調製し，回転セルに入

れ窒素パー ジし室温でラマン測定を行った． Chla, BChl cは

390 nm, Chl bは439nmのピコ秒パルス光（パルス幅 ～50
ps,繰り返しlkHz) を用い，測定光の光子密度を変化させる

ことによって，励起状態の分布を変化させて過渡種のラマンス

ペクトルを得た．この過渡種はパルス幅，クロロフィルの寿命

から考えて一重項状態であると帰属した．

ChlaとBChlcは吸収スペクトルが非常に似ていることから

S1状態の構造も似ていると予想される． Ca・Cm伸縮振動（

ring-breathing)に注目すると， So→ S1の遷移にともなって，

両方とも低波数シフトするが，吸収スペク トルの異なる Chlb
も同様のシフトを示した．このことからクロ ロフィル類のマク

ロサイクルの分子構造が側鎖に関係なく，似たS1の構造を

とっていると予想される．
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2aE06 
RESONANCE RAMAN SPECTROSCOPY OF THE 
CIS-TRANS ISOMERS OF P-AP0-12'-CAROTENAL 

Yi.n.g,JflL and Y asushi KOY AMA* 
Fae. Sci., Kwansei Gakuin Univ., Nishinomiya 662 

Resonance Raman spectroscopy is a powerful technique to 

study the cis-trans configurations and the intermolecular interactions 
of carotenoids bound to pigment-protein complexes. We studied a 

set of cis-trans isomers of P-apo-12'-carotenal, the conjugated chain 
of which has a length inbetween those of p-carotene and retinal, in 
order to examine whether the configurational key Raman lines which 
have been established for P-carotene are still valid for P-apo-12'-
carotenal. We recorded the Raman spectra of all-trans, 9-, 13-, 15-, 

13'-mono cis and 9,13-, 9,13'-and 13,15-dicis isomers at liquid 

nitrogen temperature by the use of the 488.0 nm line of an Ar' 
Laser. The following key Raman lines (for the all-trans and mono 

cis isomers) were found in common between P-apo-12'-carotenal and 

P-carotene. The following Raman line changed systematically from 
the all-trans or a peripheral-cis isomer toward a central-cis isomer: (I) 
The in-phase C=C stretching Raman line shifts to the higher 
frequencies in the order, all-trans -13'-cis < 15-cis < 9-cis < 13-

cis. (2) The C-C streching Raman line around 1160 cm-I decreses in 

intensity in the order, all-trans> 13'-cis > 15-cis > 9-cis > 13-cis 

(3) The C-C streching Raman line around I 135 cm-I increases in 
intensity in the order, all-trans< 13'-cis < 15-cis < 9-cis < 13-cis 

The key Raman line of 15-cis configuration was also found around 

1250 cm-I. The Raman lines of dicis isomers are also discussed 

2aE07 
TRANSIENT RAMAN SPECTROSCOPY OF l SN -
SUBSTITUTED BACTERIOCHLOROPHYLL a: AN 
EMPIRICAL ASSIGNMENT OF Tt RAMAN LINES 

~a, Yasushi Koyama3, Ingrid 

Kathederb and Hugo Scheerb_(3Fac. Sci., Kwansei Gakuin 
Univ., Nishinomiya 662, bsotanisches Institut der Universitiit 
Miinchen, Munich, Gennany) 

I SN-substituted bacteriochlorophyll a (BChl a) was 

extracted from the cells of Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 

grown in a medium containing 15N-ammonium sulfate and 

yeast concentrate. The T1 Raman spectra of 14N-and 15N-

BChl a were obtained as the difference spectra of high-

power minus low-power of one-color, pump-and-probe 

measurements using 420 nm, 5 ns pulses. A set of empirical 

assignments of the T1 Raman lines were made based on 

shifts upon 14N→15N substitution. The So Raman spectra 

of the two BChls were also obtained by using the 457.9 nm 

CW  beam, and a set of assignments of the So Raman lines 

were given for comparison 




