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• \Œ»Œ^‚ð’² ‚Ø‚½‚Æ‚±‚ë•A‚»‚ Ì‰è•¶‚ ¦ ‚ Ì–ñ1/4 ‚ªƒJƒbƒvŒ^‚Æ‚È‚è•A
Žc‚è–ñ3/4 ‚ Ì ‘½‚­ ‚ Í–ì•¶Œ^‚Ì‰è•¶‚ ¦ ‚Å‚ Í ‚   ‚é ‚ ª ˆê •”‚Í “ñ –‡‚ÌŽq
—t‚Ì•Ð‘¤‚Ì‰•‚Ç‚¤‚µ‚©—Z•‡‚µ‚½ƒn•[ƒgŒ^‚ÌŽq—t‚ðŽ•‚Â•iƒn•[ƒg
Œ^•j‰è•¶‚¦‚Æ‚È‚Á‚½•Bƒn•[ƒgŒ^‚Ì‰è•¶‚¦‚Í•³•í‚È”­•¶‚ð•s‚¢•A
ŽŸ•¢ ‘ã ‚ Ì • \Œ»Œ^‚ Ì‰ð• Í ‚æ ‚è ‚» ‚ Ì ‚Ù ‚Æ‚ñ ‚Ç ‚ ªƒwƒeƒ• •Ú•‡ ‘ Ì ‚Å ‚  
‚é ‚±‚Æ‚ª‰ð‚Á‚½•B‚±‚ Ì ‚± ‚Æ‚©‚çcup •ÏˆÙ‚Í•sŠ®‘S—D•«‚Å‚ ‚è•A
ƒzƒ ‚ •Ú•‡ ‘ Ì ‚ Í ƒJƒbƒvŒ^ ‚Æ‚È ‚èƒwƒeƒ• •Ú•‡ ‘ Ì ‚ Ìˆê •” ‚ Íƒn•[ƒgŒ^
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0W‚±0nVh[˜0g0o0�0L0O0n‡•T� "0J0W0z0n‡•T�0„ep0nn�\�0j0i
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—tŒ`•¬‚¾‚¯ ‚Å‚È‚­‰ÔŠíŠ¯Œ`•¬‰ß’ö‚ Ì ’ ² •ß ‚É‚àŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢ ‚é(2)
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ˆâ“`Žq‚ Í ˆÙ‚È‚é ‚± ‚Æ‚ªŽ¦• ´ ‚ ³ ‚ê ‚½ •BŒ»•Ýcup •ÏˆÙ‚Æ emb30 •Ï̂ Ù
‚Æ‚Ì‘Š•â•«ŽŽŒ±‚ð•s‚È‚Á‚Ä‚¢‚é•B



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 FR  -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、 DFR  
-B遺伝子や Tp 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 0.6kb 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 DNA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•rzbu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 (Catharanthusroseus)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、 pH7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 




