
2aE08 
THE ENVIRONMENT OF THE FOUR NITROGEN 
A TOMS OF BACTERIOCHLOROPHYLL a IN 
SOLUTIONS AS REVEALED BY 15N -NM  R 
SPECTROSCOPY 

~a, Yoshitaka Kurimotoh, Kenji 
Furukawah, Toshio Shimamurac, Hiroaki Utsumid, Ingrid 

Kathedere, Hugo Scheere, Yasushi Koyam社 (8Fac.Sci., 
Kwansei Gakuin Univ., Nishinomiya 662, bKOBELCO Research Ins. 
Inc., Kobe 651-21, cMatsushita Technoresearch Inc., Moriguchi 570, 
dNMR Application Laboratory, JEOL Ltd., Tokyo 196, Japan, 
esotanisches Institut der UniversiばtMiinchen, D-80638, Germany) 

The 50 MHz 15N-NMR spectra of 15N-enriched 

bacteriochlorophyll a were recorded in twelve different 

kind of solvents. The 15N-signals of the four nitrogens in 

the tetrapyrrole rings I, II, III and IV (signals I, II, III and 

IV) were assigned by the use of correlations with those of 

the a, (3 and 8 methine 1H's. Signals I and Ill appeared in 

the higher field, while signals II and IV appeared in the 

lower field; the difference in the chemical shifts within each 

pair of the signals was small. The observation indicates an 

approximate D2h symmetry of the nitrogen environment 

with higher electronic density on the ring-I and ring-III 

nitrogens. 

2aE09 
紅色光合成細菌 Rhodospirillummolischianumの光化学反応中

心結合型チトクロムサブユニットの一次構造の決定

永島賢治、嶋田敬三、松浦克美（都立大・理・生物）

多くの紅色光合成細菌の光化学反応中心複合体は、光酸化

された後、結合型チトクロムサブユニ ッ ト中のヘム Cによっ

て再還元される。このサブユニットの詳細な立体槽造は、紅

色光合成細菌Rhodopseudomonasviridisの反応中心複合体の一

部として明らかにされているが、その構造と機能の関係につ

いての研究は少ない。我々は紅色光合成細菌Rhodospirillum
mo/ischianumを用いてチトクロムサブユニットにおける電子

伝達機能について調べてきたが、槽造との関係を明らかにす

るためにこのサブユニットをコードする遺伝子の一次構造を

決定し、推定されるアミノ酸配列をRps.viridisのものと比較

した。得られたアミノ酸配列中にはヘム Cに対する 4つの結

合部位が保存されていたが 、Rps.viridisやRubrivivax
gelatinosusに見られるシグナルペプチダーゼIIの切断認識部位

や脂肪酸を結合するシステイン残基は見られなかった。また、

Rs. molischianumの配列中にはRv.gelatinosusの配列と同様に、

Rps. viridisと比べ、いくつかの欠失が見られた。この欠失は

Rv. gelatinosusと同様に LMコア、特にMサブユニットとの結

合部位に多く見られるので、 Rv.gelatinosusと同じようにRs.
mo/ischianumのチトクロムサブユニ ットはRps.viridisに比ぺて

膜面に対する傾きが大きいと考えられる。Rs.molischanumの

配列とRv.gelatinosusの配列が高い相同性を示すことは、両者

の祖先種の間で光合成遺伝子の種間移動があったという我々

の考えとよく一致する。
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2aE10 
Chloroflexus属の新種 Chloroflexusaggregansの光化学反応中

心タンパク質の塩基配列決定とその系統的解析

正旦笠、永島賢治、平石明l、嶋田敬三、松浦克美

（都立大・理•生物、 1コニ シ環境バイオ研）

国内温泉よりバクテリアルマット様の密な細菌塊の形成

能を持つ好熱性糸状緑色光合成細菌MD66株及びY[9株を単

離 し、形態的・生理的・遺伝的解析から Chloroflexus(C.）属の新

種であると判断して、 Chloroflex11s aggregansと命名した。

今回、この新種の光化学反応中心を構成するタ ンパク質 (L

及びM subunit) をコ ードする遺伝子の塩基配列を決定し、

C. aurantiacus及び紅色細菌のものと比較解析した。

C. aggregansと近縁種C.a urantiarusの反応中心遺伝子の相

同率は82.4%(L subunit). 87.0% (M subunit)と高い値を示し

た。 さらにア ミノ 酸レベルで比較したと ころ、 95.6% (L 
subunit). 95.1 % (M subunit)というより高い相同性を示した。

これらの値は16Sリボソ ームRNAの配列比較か ら得られた

C. aggregansとC.aurantiacusとの進化的距離が明確に種レペ

ルの違いを持つことと対照的であった。 一方、こ れらの光

合成器官の分光学的性質に差異が見られなかったことにはよ

く対応していた。 紅色細菌での近縁種間の同様な反応中心

ペプチドの遺伝子比較では、アミノ酸レベルとDNAレベルの

相同性はほぼ一致しており、 Chloroflexusの2種間のような不

一致は見られないことから、これら好熱性の細菌では中温性

のものとは異なり、その光合成反応中心の蛋白質の変異に熱

的なバイアスがかかっており、その結果それらの保存性が高

くなっている可能性が考え られる 。

2aE11 
緑色光合成細菌のク ロロ ソーム とその再構成系におけるパクテ

リオクロロフィ ル Cの会合過程と最終フォーム

広田雅光，松浦克美 ，嶋田敬三， RaymondCoxりMetteMiller1, 
三室守2 （都立大 ・理 ・生物， 1Odense大， 2基生研）

緑色光合成細菌の光捕集器官ク ロロ ソームは，色素の大部分

がタンパク 質に結合していないという特徴がある．先に，クロ

ロソーム内のバク テリオクロロフィル cには，吸収極大波長と

CDスペク トルの異なる 2つの主要な高次構造成分が存在する

ことを示した．また， ヘキサノール処理ク ロロ ソームにおける

色素の尚次構造形成の過程で ，ヘキサ ノール除去の速度が最終

的な吸収極大波長に大きく影響するこ とを示した ．今回，ヘキ

サノール処理クロロ ソームおよび，タンパク質を欠く疎水性分

画から水相中に再構成した色素一脂質集合体を用いて，色素の

会合構造の形成過程と最終フォームを詳しく調ぺた ．

0. 6％ヘキサノール処理ク ロロ ソームからゆっくりとヘキ

サノールを除去すると色素の嵩次会合の回復が起こり， CDス

ペクトルにおいても 2種類の成分の混合型を示した．急速に除

去する と，短波長型のみのCDスペク トルであった ．再構成色

素一脂質集合体で有機溶媒（ メタノール）除去のスピードと温

度を変化さ せる と色素会合体の極大波長は 730nmから 75 

0nmと変化 したが，CDスペクトルはいずれも短波長型であ

った ．とこ ろが，これをさらにヘキサノール処理後ゆっくりと

会合させると，混合型のCDスペクトルが再現できた ．これら

の結果は，ク ロロソーム中のバクテリオクロロフィル Cの2種

類の高次構造がいずれもタンパクの関与なしで形成されること，

長波長型はその形成に短波長型の存在が必要で色素がより嵩次

に構造化されていることを示唆している．



2aE12 
緑色非硫黄光合成細菌における新しいカロテノイド配糖体エス
テルの存在 高市真一バ辻公博氏 花田智氏 松浦克美尺
嶋田敬二2 (1 日本医大•生物， 2都立大 ・理• 生物）

緑色光合成細菌のカロテノイドについては存在およぴ組成に
関する総説はあるが(K.Schmidt (1978) • The Photosynthetic 
Bacteria" pp. 729]，不明確な点も残っている今回，新しい力
ロテノイド配糖体脂肪酸エステルを見いだし，その化学ヰ髯造を
決定し たので報告する．
Chloroflexus aurantiacus J-10-flの菌体より色素を抽出し ，

シリ カゲルおよぴ DEAE-SepharoseCL-6Bカラムクロマトグラ
フィー，C!8HPLCを用いて各カロテノイドを単離精製し， ＇H-
NMR. FD-MSなどの分光法， GLCを用いて同定，定量した (S.Ta 
kaichi & K. Shimada (1992) Methods Enzymol., 213: 374-385: 
S. Takaichi (1993) Org.狛ssSpectrom., 28:785-788]. 

菌（本のカロテノイドとしては (3-carotene28%. y-carotene 
2 5%. carotenoid B (1'. 2'-dihydro-(3．1/.1-caroten-I'-ol) 4%. 
carotenoid B-G 3%に加え carotenoidB-G-FA 40%を見いだし
たこの新しいカロテノイド配糖体エステルの構造は carote-
noid Bの C-1'水酸基に (3-Q-g!ucosideが結合し，その C_6

水酸基に主に C!6:0と C!6:Iの脂肪酸が結合したものであっ
た以前の分析では鹸化をしていたため見逃したと考えられる
一方菌体脂質は Cl6:l.Cl8:0. Cl8:lが主成分であった 別 の
困株 OK-70 - fl も同— 卦栢又であ っ た．さらに新種の Chloro-
flexus困釈r架 !ID§ MD-66にも同様のカロテノイドが存在したが，
組成は異なり．結合している脂肪酸も異なっていた．

カロテノイド成分より以下の生合成経路が考えられる (3-. 
y-caroteneは lycopeneの環化によりつくられる． carote-
noid Bはy-caroteneの水和により作られ・ (3-Q-glucoside,
次いで脂肪酸が結合する．

2aE13 
緑色光合成細菌 Chloroflexusのクロロソームにおけるカロテ

ノイドの種類と機能

辻 公博、渇市真一1、松浦克美、嶋田敬三 （都立大・理・生物、

1 日本医大•生物）

緑色光合成細菌 Chloroflexusaurantiacusの光捕集構造体

であるク ロロ ソームは、バクテリオクロロフィル(BChl)c 
ー'

BChl 2,カロテノイドを含む。我々はクロロソームにおけるカ

ロテノイドの構造的・機能的役割に興味を持ち、カロチノイド

分子種の光捕集色素としての機能および特異性について調べた。

ChlorofleXUS のカロテ ノイドはB—およびァ ーカロテン、 OH

ァーカロテンとその配糖体および我々が新たに見出したOH-ァー

カロテン配箱体の脂肪酸エステルである。このうち後の 3種は

クロロソームをうすい SDSで処理することにより BChl2と共

に除去されることから、クロロソーム内部の主要成分と考えら

れる BChl_g_ 集合体周辺には含まれていないことが示唆された。

これに対し、 B—およびァーカロテンは BChl _g_ のl/4(mol/mol)

前後がSDS処理したク ロロ ソームに残り、蛍光の励起スペク

トルより BChl_g_ヘ 80%以上の高い効率で励起エネルギーを転

移していることが示された。 一方、ニコチンを加えて生育させ

た菌体中には前駆体であるリコベンが蓄積し、 B—及びァーカロ

テンと上記のァーカロテンの誘導体の含量は大きく減少した。し

かし、 SDS処理したクロロソームにはこの少量のB—及びァ＿

カロテンが偏在し主要カロテノイド成分であった。この SDS

処理クロロソームにはリコペンも含まれていたが、このリコペ

ンから BChl_g_への励起エネルギー転移効率は裔くなく、クロ

ロソーム中の BChl_g_集合体とBーないしァーカロテンとの相互

作用は特異性の高いものであることが示唆された。
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2aF01 
海産ラフィド藻Heterosi肛a紘ashi冒Oのヒストンの挙動に及

ぽす窒素源の影響

宮城布明、藤伊正（筑波大•生物）

H.紘ashi冒0は窒素源としてN03―、 NH4十いずれをも利

用して生育することができる。我々はかつてN03―存在下で

のみ、分子量26kの蛋白質が細胞膜画分で増加することを確認

した。今回は、この蛋白質が核のHlヒストンであったことを

出発点として、培地中の窒索源 (NOが、 NH4りにより核

内に変化が起こりヒストンの挙動が変化することを見出したの

でこれを報告する。

Veda pressを用いて細胞を破砕し遠心により分画を行った

ところ、 N03―で培養した細胞 (N03細胞）では予想通り

HlヒストンはDNAとともに重い画分で回収されたのに対 し

て、 NH4十で培養した細胞 (NH4細胞 ）ではDNAと解離

して軽い画分に局在した。次に単離核を5mMEDT Aを含む緩

衝液に懸濁し、超遠心によ って沈殿と上清に分画した。N08

細胞ではHlヒストンは DNAとともに沈殿したが、NH4

細胞ではHlおよびコアヒスト ンの一部が可溶化した。さらに

単離核をmicrococcalnuclease処理して得た断片化クロマチン

を用いた時にも同様の結果が得られた。また、単離核から0.4

N硫酸によるヒストン抽出を行ったところ、 NH4細胞では

コアヒストンが抽出されなかった。

二次元電気泳動の結果、各ヒスト ンのスポッ トの位股は一致

しており、 N08、NH4両細胞間でヒ ストンの修飾に大きな

差は無いと考えられる。これらの結果から窒索源により両細胞

間でクロマチンの構造維持に関わる因子に差が生じていること

が示唆された。

2aF02 
自食作用不能株の新たな単題とその解析

野田健司、大隅良典（東京大、教養、生命）

出芽酵母は植物同様に大きな液胞を持ち、自食作用により 、

細胞質成分を非選択的に液胞内へ送り込み分解する。細胞は環

境の変化を感知し、大規模な膜運動のもとに自食作用を誘導す

るため、その制御機構には多くの因子の関与が予想されている。

既に我々の研究室において自食作用に必須な 15のAPG遺伝子

が同定されている（塚田等、93年本会）。自食作用の機序に

関してより多くの知見を得る目的で、今回新たな単離法のもと

に新しい自食作用変異株の単躍を行った。液胞膜に局在するア

ルカリ性ホスファターゼの膜貫通領域を欠失させた変異型アル

カリ性ホスファターゼは細胞質中に局在する。この酵素は自食

作用の誘導に伴い液胞内へと輸送され、液胞内プロテアーゼに

よりプロセシングをうけ、酵素活性を獲得する。約36000個

の細胞を変異原処理し、この酵素活性を一次指標として自食作

用不能株を単雌した。現在までに既存のapg変異株と異なる 5

つの相補群に属する変異株が得られている。これらの変異株の

解析結果について報告する。



2aF03 
出芽酵母の液胞形態形成に関わる遺伝子 ¥IAM6の解析

中村徳弘、大隅良典、和田 洋 （東大 ・教養• 生物）

出芽酵母の液胞は全細胞休積の約 1/4を占める細

胞内最大のコンパートメントであり、貯蔵あるいは、

分解コンパートメントとしての役割を通して、細胞の

恒常性維持に寄与している c 液胞の形態形成には少な

くとも 9つの VAM遺伝子が必要であることが示され

ている 。この VAM遺伝子群の一つ、 VAM6遺伝子につ

いて、構造及び機能解析を行った。vam6・1変異株は液

胞が断片化する表現型を示す。そこで、酵母のゲノム

ライプラリーから、この表現型を相補する野生型遺伝

子をスクリーニングした。遺伝子解析の結果、 VAM6

遺伝子は 1050アミノ酸（推定分子量 123kDa) からな

るタンパク質をコードする新規の遺伝子であった。

VAM6遺伝子産物の横能を明らかにするため、 VAM6

遺伝子のコーディング領域を酵母の栄蓑要求性マーカ

-LEU2遺伝子に置換した遺伝子断片を作製し、相同

組換えにより遺伝子破壊株を構築しその表現型を解析

した。 四分子分析の結果、 VAM6遺伝子破壊株は生育

可能であった。また、 ¥IAM6遺伝子破壊株は大きな液

胞を形成できず、多数の小胞状構造を細胞内に蓄積す

る表現型を示した。

2aF04 
酵母の液胞形成に関与する VAM2遺伝子の構造と機能

和田 洋 大隅良典（束大・教養•生物）

酵母の液胞形態の形成には少なくとも 9つの VAM遺伝子

の機能が必須であることが遺伝学的解析の結果示されている．

今回，私たちはvmlm23変異を相補する酵母の染色体DNAを

クローニングしその構造を解析した遺伝子の構造解析の

結果， VAM2遺伝子は酵母の第IV染色体上のPDC2遺伝子の

隣にあることが示された．VAM2遺伝子は993アミノ酸から

なる推定分子l1¥l13.4-kDaのタンハク質をコードする遺伝

学的な解析から， ViJIJJ2~ 異は液胞タンハク質の選別蛉送に欠

損を示すvp.、•3り変異と allelicであることが示されたことから，

この遺伝子産物の機能は液胞形態形成のみならず，液胞タン

ハク質の生合成過程にも関与していると考えられる． Vam2p

は1(）個のAsp. Gluからなる配列('9DDDDDDDDDDDEDED

DEDE97)，塩基性アミノ駿に富む領域(mKKKKKKTRK門を

もっているこれらの特徴は核に存在するRNA結合タンハク

買に見いだされる．今後 VAM2遺伝子破壊株を作成しその

表現型を解析するとともに Vam2rの細胞内局在を解析する

ことによって液胞形態形成におけるVam2pの機能を明らかに

していく
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2aF05 
シロイヌナズナの液胞形成に関与する遺伝子の単離

佐藤雅彦、大隅良典、和田洋

（東大、教養、生物）

植物液胞の形成機構の理解は、液胞の機能を考え
るうえで重要であるが、それらの分子機構の解明は、
あまり進んでいないのが現状である。

一方、酵母では、 一連の液胞形成不能株の解析に

より、液胞の形成機構の分子論的理解が進みつつあ
る。

一連のvam変異株のなかでも VAM3は、 283アミノ

酸よりなるタンパク質Vam3pをコードする。 Vam3p

はPep12p,Sed5p,Sso lp,Sso2pや動物細胞のsyntaxinと

相同性が認められ、膜融合において輸送小胞と標的

となる膜との認識、融合に機能すると予想される。

今回我々は、植物の液胞形成機構の分子論的理解

をめざす目的で、 VAM3 相同遠伝子の植物からの単
離を試みた。酵母の発現ベクター上に構築したシロ

イヌナズナcDNAライブラリーをvam3遺伝子破壊株

に禅入し、液胞形態がガラクトース存在下で、正常

に復帰する株を選択し、その株からプラスミドを回

収し，遺伝子解析を行なった。その結果1209bp中に、
805bpのオープンリーディングフレームを持つ挿入断

片が回収され、これは268 アミノ酸よりなるタンパ
ク質をコードしていた。ハイドロバシープロットの

結果、 C末端に膜貫通領域を持つ、 Vam3p,Pepl2pな

どに相同性を持ったタンパク質であった。

2aF06 
登熟ヒマ種子の液胞プロセシング酪素およびAspartic

Proteinase 

乎岩呂子口、西村いくこ 1、西村幹夫1,2(1基生研・細胞生物、

2総研大•生命科学）

登熟種子の液胞では種子タンパク質の成熟化に液胞プロセシ
ング酵素(VPE)が関わっていることを既に報告してきた】 •3)。

VPEは前駆体タンパク質のAsn残基のC末端側を切断する
cysteinc protcinascである 1)。一方、枯母ではcarboxypcptidascYな
どの液胞タンパク質の成熟化にasparticprotcinascである
protcinaseAが関与していると考えられている。今回は、精製し
たVPEとAPを用いて、両防素の液胞タンパク質成熟化におけ
る役割について比較検討を行った。

プロセシングの基質としては、アラビドプシスの種子タンパ
ク質2Salbuminのプロセシング部位Asn-Proを含む 18残基の合成
ペプチドを用いた。 VPEはこの部位を切断したが、 APはこの
切断には関与せず、 Phc-Asp問の結合を分解した。免疫冗顕の結
果、両枯素ともに登熟種子の液胞に局在していることは明らか
であるが、 VPEは液胞内部のpHに近いpH5.5に至適pHを持つの
に対し、 APはpH3付近に至適pHを示し、 pH4.5以上では活性は
検出できなかった。最近、ナタネのAPが2Salbuminのプロセシ
ングに関与しているという報告 4)が出されたが、上記の結果か

ら、 2Salbuminの成熟化におけるAPの関与は二次的なものと考
えられる。高等植物液胞内でのプロセシング楼構におけるAP

の役割をVPEの楼能と照らして考察する。
I) Hara-Nishimura, I. el al. (1993) P/an1Cell. 5: 1651-1659. 
2) Hara-Nishimura, I. el al. (1993) Plan/ J., 4: 793-800. 
3) Hiraiwa, N. el al. (1993) Planl Cell Physiol., 34: 1197-1204 
4) D'Hondt, K. el al. (1993) J.Biol.Chem.. 268: 20884-20891. 



2aF07 
液胞膜画分に含まれるカル シウムイオン結合~タンバク質の精

製と性質

前島正義、武田亜希子 （名大 ・農•生化）

植物細胞の液胞はカルシウム集積部位としての役割も担って

いる。 Ca2+/H十対向輸送系が、細胞質Ca2＋を能動輸送してい

る。その結果、液胞内外には104倍の濃度差が形成される。液

胞のCa2＋集積機構を解析する研究の一環としてCa2＋結合性タ

ンパ ク質を検索したところ、液胞膜画分にCa2＋結合性タンパ

ク質染色性の"Stains-all"色素と反応するタンバク質が見出され

たので、精製し生化学的な性質を分析した。

ダイコン (Raphanussativus)塊根から液胞膜を単離し、 SDS

PAGEによりタンバク質を分離した後"Stains-alI”染色を行った

ところ 45 kDのタ ンバク質が赤紫色に染まった。このタンパ

ク質は液胞膜を超音波処理することにより膜画分から遊離した。

そこで、目的タンパク質をQAE-Toyopearlイオン交換クロマト

グラフィ とSephacrylS-100によるゲルロ過を行い電気泳動上完

全に精製することができた。このタ ンバク 質は非変性条件下で

のPAGEにおいても単分子として挙動し、多量体あるいは他の

成分との複合体を形成している可能性はないと判断した。精製

タンバク 質を転写用メンプレ ンに吸着させた後、 45caがこの

タンバク 質に結合することを確認した。Ca2＋結合タンバク質

群の中のAnnexin familyはCa2＋存在下で膜脂質に結合する性質

があるが、このタンバク質にはそのような特質はなかった。現

在、単離した液胞を用いた局在性の検討実験を進めている。

2aF08 
ヤエナリ千葉のかアミラーゼ合成におけるERの関与
肥塚信也、 EdwardC. Yeung1、千菓一弘、金子康子―、
田中喜之八諸僑征雄 （東京農工人 ・農、 1University of 
Calgary. ：！奇E大 ・ 理 • 生体制御 、 •農水省 • 生物研）

デンプンを貯蔵物質としているヤエナリ種子ては、アミロプ
ラスト中のデンプンは発芽にともなって細胞質で合成される a

ーアミラーゼによって分解される 。一方、 aーアミラーゼは、疎

水性に富むシグナルペプチ ドと考えられる部分を持つ前躯体ク
ンパク質として合成されることから、ヤエナリ子築中での a-7

ミラーゼ合成において ERが関与している可能性が考えられた。

本研究では、この点について検討を加えた。
aーアミラーゼ mRNAは、遊離ポリゾーム分画には存在せず、

膜結合性ポリソーム分画に局在していた 。また、 a＿アミラーゼ

蛋臼旦ヽ roughER分画に存在しており、界面活性剤存在下ての
み、ノロテアーゼによって分解された事から、 ERの l⑩ en中

に存在している事が示された。また、 ER中に存在するかアミ

ラーゼは、 matureなものと同じ分子量を示した 。免疫組織化学
的手法により、 a-アミラーゼ蛋白の局在性を調べたところ、細

胞壁には存在せず、千葉細胞中のアミロプラスト中に局在して
いる事があきらかとなった。このことは、 子葉細胞から調製し
たプロトプラスト中に高い a —アミラーセ活性が、検出された事
からも支持された。従って、ヤエナリ子葉のaーアミラーゼは、
エンドウの茎に存在する aーアミラーゼとは異な り、細胞外に分

泌されている可能性はないと考えられた 。

以上の結果より、 （1-アミラーゼは roughER上で前駆体と し
て合成されると同時に ERlwnen中にプロセスされ、アミロプ

ラスト中に輪送されている可能性が高いと考えられた
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2aF09 
イネ種子貯蔵タンパク質シグナル配列の細胞内局在に対する

禍能解析
牧野英志、田増章吾、中氏恵美、増村威宏、田中國介
（京府大・農・農化）

イネ種子貯蔵タンパク質はデンプン性胚乳細胞中の二種のプ
ロテインボティ (PB)に局在しており 、PB-Iにはプロラミン
が、PB-IIにはグルテリ ンがそれぞれ特異的に纂積している。
昨年度の本大会において 、シグナル配列を持たないレボータ
ータンパク質は膜系に輪送されないが、プロラミン、グルテ
リン等のシグナル配列を持つものは細胞内の特定の膜系を認
織し輸送されることを示した。しかし、虹立匹．においてプロラ
ミンmRNAがPB-Iの膜系の認識に関与しているという観察結
果もあり 、細胞内における部位特異的なタ ンパク質の局在化
のメカニズムについては不明な点が多い。本研究では、これ
らをさらに明確にすることを目的と した。
これまでにクローン化した各種のイネ種子胚乳タンパク質

cDNAを用い、シグナル配列にレポータータンパク質を融合す
るように人工遺伝子を構槃し 、これらのDNAから皿旦詔J転写
／翻訳系でタンパク質合成を行い、タンパク質合成の際に、
イネ胚乳より謂製したオルガネラ成分を加えて 、融合ボリベ
プチドの輪送を行った。さらに反応産物のショ糖密度勾配遠
心法による分画、SDSPAGE、ウエスタン分析を行った。

その結果、シグナル配列に続く胚乳タンパク質の成熟ポリ ペ
プチド部分を長くした融合ポリペプチドの輪送効率が高くな
った。また、シグナル配列中でアミノ酸を (K→ A,1)のように
一残基変換した融合ポリペプチドでは膜系への輸送の特異性
や効率には大きな変化は生じないことがわかった。現在、貯
蔵タンパク質のmRNAの3'非翻訳領域の役割についても解析を
進めており 、それらの結果についても報告する。

2aF10 
カボチャ種子プロテイ ンボディ膜貫通型タンパク質の酵母細胞

における発現

井上香織1、2、和田洋3、西村いくこ 1、西村幹夫L2(1基生研 ・

細胞生物、 2総研大•生命科学、 3東大・教養• 生物）

カボチャ種子プロテイ ンボディには2種類の膜貫通型タ ンパ

ク質MP28とMP23が存在し、両者は生化学的に類似している見

演者らはこれまでに、 MP28とMP23のcDNAクローニングを行

い、両膜タ ンパク 質が共に、イ ンゲンマメやアラビドプシス

で報告されているaTIPのホモログであることを明らかにして

きた2)0

登熟期のカボチャ種子では、粗面小胞体で合成された貯蔵タ

ンパク 質はデンスベシクルを経由して液胞へ運ばれる。この

貯蔵タンパク 質の蓄積より早い時期に、 MP28とMP23は液胞

膜へ蓄積される。 しかし、高等植物における液胞膜タンパク

質の細胞内輸送経路やaTIPの生理学的な機能については不明

な点が多い。登熟種子の液胞にみられる 2種類のaTIP、MP28

とMP23の機能と生合成過程を解明するために、植物と同様に

液胞を持つ酵母での発現を試みた。GALIプロモーターの下流

にMP28とMP23のcDNAをもつ融合遺伝子を、種々の酵母株に

導入した。発現産物量をイムノプロティングで調べた結果、

液胞 proteinaseAの欠損株で両タンパク質の蓄積が見られた。

また、酵母細胞の蛍光抗体染色により、発現したMP28と

MP23は液胞膜に蓄積していることが明 らかとなった。

1) Inoue, K. er al., Plant Journal, in press (1995). 

2) 日本植物生理学会 1994度年会講演要旨集 p.141



2aF11 
登熟カポチャ子葉において種子タンパク質の輸送に関与する

低分子量GTP結合タンパク質

嶋田知生1,2、近腰真廷、西村いくこ1、西村幹夫1,2

(1 基生研•細胞生物． 2総研大•生命科学）

演者らは既に、登熟カボチャ子葉から種子タンパク質の細

胞内輪送に関与するデンスベシクルを単離し、これに2種類の

低分子量GTP結合タンパク質が存在することを報告した 1)。今

回、登熟カポチャ子葉より低分子量GTP結合タンバク質Vpt1p 

のcDNAを単離し、 Vpt1pの局在性と機能を解析した。

得られたcDNAは全長848塩基で、 199アミノ酸よりなるタ

ンバク質Vpt1pをコードしていた。Vpt1pは液胞タンパク質の

輸送に関わる酵母のVps21pと47％の高い同一性が見られ、

Vps21 pと同じrab5サブファミリーに属することが明らかとな

った。大腸菌で発現させたVpt1pのGTPブロット解析により、

これにGTP結合能があることを確認した。 ノーザンプロット

解析の結果、 Vpt1pのmRNAは植物体の根、茎、葉の各組織で

はあまり蓄積していないのに対し、登熟子葉で大量の蓄積が

見られた。 この子葉組織における蓄積量は、登熟期を通して

一定しており、発芽に伴って減少していった。Vpt1pの細胞内

局在性を開べるために、大腸菌で発現させたVpt1p全長に対す

る抗血清およびVpt1pのC末端の超可変領域の20アミノ酸から

なるペプチドに対する抗血清を調製した。 いずれの抗血清を

用いても、デンスベシクル膜画分に25kDaと24.5kDaの2本の

パンドがイムノブロットで検出された。 さらに、これらの抗

血清を用いた免疫電顕により、単離デンスベシクルの膜上に

Vpt1pが存在することが示された 。以上の結果より、低分子量

GTP結合タンパク質Vpt1pがデンスベシクル膜上に存在し、液

胞タンバク質の輪送に関与していることが強く示唆された。
1) Shimada, T. et al. (1994) Plant Cell Physiol., 35: 995-1001 

2aF12 
マイクロポディ膜に存在する新規のアスコルビン酸ペルオキ

シダーゼ

山口勝司、森仁志八林誠、西村幹夫

（碁生研・細胞生物、 1名古屋大・農）

カポチャなどの脂肪性種子の子葉組織では、光照射に伴い

マイクロポディの機能変換がみられる。この変換に伴って膜

タンパク質も大きく変動し、分子量31kと28kの膜タンパク質

(MP31,MP28)はともにマイクロポディ携能変換時に減少し、

特にMP28は完全に消失してしまう。今回、 MP3]について解

析を加え、この膜タンバク質が新規のアスコルビン酸ペルオ

キシダーゼ(APX)であることが判明したので、その性質と細

胞内で果たしている役割を報告したい。

MP31のプロテアーゼ分解ペプチドのアミノ酸配列から、こ

のタンパク質が細胞礎質のAPXと忘い相同性があることが分

かった。 APX活性は単離グリオキシゾーム画分に検出され、

ォルガネラの単離過程で濃縮された。又、この活性はグリオ

キシゾーム膜画分に回収された。マイクロポディ中のこの酵

素の比活性は、マイクロポディ楼能変換により減少し、 MP3!

の特異抗体を用いたイムノプロットの結果と 一致した。これ

らの知見から、現在までに報告されている細胞礎質、葉緑体

ストロマおよびチラコイド膜に局在する 3つのAPXの他に、

マイクロポディ膜に局在する新規のアイソザイムの存在が明

らかとなった。単離マイクロボディでのAPX活性にlatencyが

みられないことから、 APXは細胞礎質側で槻能していると考

えられ、マイクロボディで生成した過酸化水素が細胞礎質に

漏れ出たものを、膜表面で消去していると予想される。
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2aF13 
横能変換過程におけるマイクロボディ内分解伐構の解析

退、森 仁志（名大・農 • 生化学制御専攻）

脂肪性種子子葉組織のマイクロポディは、子葉の緑化に伴い脂

肪の分解に関与するグリオキシゾームから、光呼吸に関与する

緑葉パーオキシゾームに、直接的に復能変換する。この過程で

グリオキシゾームに特異的な酵素はマイクロボディ内で分解さ

れることが予想されるが、その分子復情は明らかにされていな

い。本研究ではこの分解系を担うプロテアーゼを検出して、そ

の分子復構の解明を試みた。暗所4日、明所 2日生育させたカ

ポチャ子葉からPcrcoll密度勾配遠心法を用いて、サイトゾルや

他のオルガネラの混入な く、変換過程にあるマイクロボディを

調製し、その抽出液をプロテアーゼ粗標品とした。プロテアー

ゼの活性は、ビオチン化した精製 malatesynthase (B-MS)と各標

品を種々の条件下で反応させた後、 SOS-PAGE、westernblot、

ECL-systemに供して、分解されたMSの断片化を指標として検

出した。マイクロボディ抽出液とB-MSをSDS、2-ME、glycerol

存在下、室温で反応させると経時的にB-MSの分解が検出され

る。この反応液、あるいはマイクロボディ抽出液を予め100℃

で3分間加熱した場合には、このような分解は検出されない。

このことはこの分解がタ ンパク質性の因子によることを、強 く

示唆している。また、グリオキ シゾーム抽出液からはこの分解

活性は検出されず、変換過程にある マイクロボディに特異的で

あると期待される。マイクロ ボディを分画すると、こ の活性は

matrix画分から検出され、さ らにこ の画分を5-25％ショ栖密度

勾配沈降速度法で分画すると、 分解活性はcatalaseよりも沈降迷

度の大きな画分に検出され、プロテアーゼが多量体を形成して

いる可能性が示唆された。ATP依存性などについても報告する。

2aG01 

SD  Sにより活性化されるトウモロコ シ成葉・

プロテアーゼの精糾と性質

山 田 陥 文 、 小 澤 新 、太田啓之 、増田達 、塩 井祐三 、

高宮達一郎（東工大•生命理工）

1992年度の本大会において、我々は 、SDSによ って 活

性化されるトウモロコシ成葉の可溶性プロテアーセ (39k D a) 

の性質を報告した その後の研究で、 同じ <SDSで活性化さ

れる分子量の異なる別のプロテアーゼを楕製したのでその性質

を報告する

本酵素は、イオン交換やゲル濾過などのクロマトグラフィー

と電気泳動により精製を行った その結果、ネイティブ型の 分

子量は183kDaであり 、活性を持ったサプユニ ッ トの分子量は

約50kDaであった また、基質としてRuBis Coを用い 、ネイ

ティプ電気泳動により精駁した酵素の性質を調べた

1) SD Sの効果：至適濃度は0.5％であった 2) SH試薬

の効果： ¢ーメルカプトエタノールによ って活性が促進された ， 

その至適濃度は 1％ であった また 、S H試薬のみでは活性は

発現されなかった 3)界面活性剤の効果： S D S以外のイオ

ン性、非イオン性の界面活性剤について謂べた結果、活性が顕

著に発現するものは無かった 4) pH依存性 ：至適 pHは弱

酪性 (pH5付近）であった



2aG02 
キュウリ緑葉中に発現するプロテアーゼの機能

山内靖雄、木村倫子 1、末吉邦 1、杉本敏男 1、王子善清 1

（神戸大・自然科学、 1神戸大・農•生物環境制御）

暗下で発芽した 5日目のキュウリ子葉中では、種子貯蔵

タンパク質である成熟型11Sグロブリンの限定分解産物が

主要なタンパク質として存在している。この後暗下で育て

続けた子葉では11Sグロブリン分解物が主要なタンパク質

のまま存在していたのに対し 、光を照射した子葉では

Rubiscoタンパク質が主要なタンパク質となった。この時

pl4.0-4.5のプロテアーゼが新たに発現していた。このこと

はキュウリ子葉では光によって誘導されるプロテアーゼが

存在し 、それらが光照射による子葉の貯蔵器官から光合成

器官への転換の際に必要となるアミノ酸を供給しているこ

とを示唆している。

また 、光照射されたキュウリ緑葉に主要なプロテアーゼ

群として存在するpl4.0~4.5、pl5.0のプロテアーゼについ

て、既知のプロテアーゼに対して用いられる様々な人工基

質を用いて基質特異性を調べた。その結果、pl5.0のもの

はArg、Leuの C末端側を切断するカテプシン B、パパイ

ン様の活性を持つシステインプロテアーゼであり、 pl4.5

のものはGluのC末端側を切断するプロテアーゼであるこ

とが分かった。キモトリプシン、エラスターゼ様の活性は

検出されなか った。こ れらのプロテアーゼは至適pHを弱

酸性に持つことから 、液胞に存在し、葉のタンパク質のター

ンオーパーに関与していると考えられた。

2aG03 
ケツルアズキ発芽子葉のシステイン・エンドベプチダーゼ

：活性発現に及ぽす植物ホルモン等の効果

種山正登志．岡本龍史．南川隆雄（東京都立大・理・生物）

システイン・エンドベプチダーゼ SH-EP はケツルアズキ

(V19na mungo)発芽子葉で合成される主要プロテアーゼ

であり ．子葉中の貯蔵グロプリンの分解に働く．種子を暗

所 27 C• c で発芽させると 2 日目から活性は急上昇して
3-4 日目にはビークに連し．のち低下する．乾燥種子から

胚軸を除き．子葉のみをインキュペートすると．活性発現

は極めて低いレペルに抑えられる． ここでは．この胚軸除

去による活性抑制の原因を．胚軸のa)シンク機能及びb)植

物ホルモンのソースという二つの面から探るために実験

を行っためばえを 3-60 mMアミノ酸混合液を与えて発

芽させると． 4及び 6日目に測定したエンドペプチダー

ゼ活性は．アミノ酸濃度に反比例して低下した． SH-EP抗

体を用いた免疫ブロット法では高濃度のアミノ酸により

SH-EPの翻訳後プロセシングにも遅滞がみられた．高濃

度のアミノ酸は代謝終産物及び浸透圧ストレスの両面か

ら活性発現を抑えるものと考えられるまた．単離子葉を

10-lOOμM GAi存在下で発芽させると．活性は発芽子葉の

それに見合うほどに上昇した 1μM以上のウニコナゾー

ルは単離子葉．発芽子葉の両方について活性上昇を阻害し

たこれらのことから．内生ジペレリンがエンドベプチダ

ーゼ活性の発現または分解の抑制に働いていることが予

測 される 1μMカイネチン． 1-lOOμMNAA等も単離子

葉での活性上昇に効果があった．
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2aG04 
イネ発芽種子からのシステインエンドペプチダーゼREP-]の精製と

性質

加藤英樹、南川陸雄（東京都立大・理• 生物）

多くの植物で発芽期における種子貯蔵タンパク質の分解にシス

テインエンドペプチダーゼが主要な働きを担っていることが知ら

れている。我々はこれまでにケツルアズキ発芽子葉で発現する同

酵素 SH-EPについて研究してきた'。 SH-EPは、オオムギの発芽期

に特異的に発現する EP-B'との間に高い相同性があることが示され

ている。このことから、イネ (Oryzasaliva cv. Koshihikari)発芽種

子にも類似のシステインエンドペプチダーゼが存在し、発芽期の

貯蔵タンパク質分解に関与していることが推定されたので、今回

その検出と精製を試みた。

イネ発芽種子のエンドペプチダーゼ活性は、乾燥種子では殆ど

検出されないが、 6日目から上昇し、 18日目に穀大値を示し、 そ

の後低下した。次に 9日目の発芽種子の抽出液から硫安分画、疎

水クロマトグラフィによって精製を進め、 2種のエンドペプチダー

ゼREP-1及びREP-2を分離した。 REP-1についてはさらにイオン

交換カラム及びゲル濾過カラムによって精製を進め、 36kDaタン

パク質として単離した。 REP-1は免疫学的に SH-EPと相同であり 、

アゾアルプミンを基質としたとき至適 pH5.5を示した。さらに各

種阻害剤による影響から、これがシステインエンドペプチダーゼ

であることが示された。

1. Mitsuhashi W and Minamikawa T (1989) Plant Physiol 89. 274-9. 

2. Koeher MK  and Ho T-H D (1990) Plant Physiol 94. 251-8. 

2aG05 
イネ発芽種子システインプロテアーゼの cDNAクローニング

新谷 愛、山内大輔、南川隆雄（東京都立大・理•生物）

種子発芽期には種々のプロテアーゼが貯蔵タンパク質の分解

に関わっているが、主要な役割を果たしているのはシステイン

プロテアーゼであると考えられる。我々はこれまでにケツルア

ズキ (Vignamungo)発芽子葉から主要システインエンドベプ

チダーゼ SH-EPを単離し、その発現機構を調べてきた。ここ

では、 SH-EPに類似のシステインプロテアーゼがイネ発芽種子

にも存在するとの推定のもとに研究を進め、それに相当する

cDNAクローンを単離したので、その構造及び性質を報告する。

吸水9日目のイネ (Oryzasativa L. cv Koshihikari)発芽種子

から入 gtllcDNAライプラリーを作製し、抗 SH-EP抗体を用

いて免疫学的スクリーニングを行った。これにより、 SH-EPと

高い相同性を示すクローン (pRP80)を単離し、全塩墓配列を

決定した。このクローンは全長 1.4kbpで、378アミノ酸残基

をコードする ORFが存在した。塩基配列より導き出されたア

ミノ酸配列を、既報のシステインプロテアーゼと比較したとこ

ろ、活性部位及びその周辺は非常によく保存されていた。また、

シグナルペプチドとプロペプチドに相当する部分も見いだされ

た。このクローンをプロープにしてイネ発芽期における mRNA

発現の経時変化を調べたところ、発芽 9日目をピークとする発

現パターンを示した。遺伝子数の確認や、ジペレリンによる発

現誘導の有無などについても解析を進めている。



2aG06 
インゲンマメさやの28kDa貯蔵タンパク質 (PSP)の誘導合成

堕•田中哲太郎．山内大輔，南川隆雄（東京都立大・理•生物）

マメ科植物のさやは未熟種子の保護器官であるが、種子形成期に

葉から輸送される養分の一部は、何らかの形でさやに一時的に貯蔵

されてから種子に移行すると考えられる。成長中のインゲンマメ植

物体から未熟果実を除く処理（除果処理）を行うと、その後に結実

した果実のさやに 28kDaタンパク質 (PSP)が顕著に集積してくる。

除果処理によって種子のシンク機能を強制的に縮小させるとその代

替として、さやに特殊な貯蔵タンパク質が誘尊合成されると推定さ

れる。ここでは PSPの性質やその合成誘尋について報告する。

開花後、除果処理を 2週問間隔で 4回行い、その後、結実した果

実 (IJll花後 22-27日目）よりさやを採取した。 このさやの抽出液を

硫安分画、 DEAE-セルロースカラム及びゲルろ過カラムにより分画

し、 PSPを精製した。ここで得られた PSP画分は SOS-PAGEでは

単ーパンドを与えたが、未変性 PAGEにより 3つの型 (A、&c)

に分けられた。このうち A 及び C に対して、それぞれの抗体を調

製した。これらの抗体を用いて、種子形成期の各時期における除果

処理したさやでの PSPの塁的変化と器官分布について調ぺた。そ

の結果、 除果処理したさやでは種子成熟の後期に PSPは骰も多旦

に祖積した。また、未処理の植物体ではさや以外の器官に PSP は

検出されなかったが、 除果処理すると根及び茎で PSPの蓄積が認

められた。 PSP合成負に対するジャスモン酸メチルの影響について

も検討した。

2aG07 
液胞酵素によるribulose1,5-bisphosphate carbox-
ylase/oxygenaseの分解

吉田友恵．南川隆雄（東京都立大・理 ・生物）

Rubiscoは緑葉の可溶性 タンバク質の50％近くを占
めることから、セネッセンス期に葉から貯蔵器官へ転

流する窒素源として重要視されるが、それにかかわる
分解系については、まだ十分に解明されていない。こ

こではインゲンマメ Phaseolusvu/garisを用いた実験

結果について報告する。
25℃、明所で育てた播種後10日目の芽生えから第一

葉を切り取り、 25℃、明所または暗所で静置した。ま

た、セネッセンスを促進させるために0.5mMジャスモ

ン酸メチルを塗布し 25℃、 暗所で同様に静置 した。つ

いで、葉タンパク質をSOS-PAGE用samplebufferで抽

出し、 SOS-PAGE／免疫プロ ット法で分析した結果、上

記のいずれの場合もインキュペーション時間とともに、

LSU、SSUともにその量が減少したが、分解産物は検出
されなかった。しかし、第一葉のホモジネートを27℃、
pH 5. 4でイ ンキュベートしたところ、 LSUからの 50
kD分解産物が検出された。こ れらの結果から、セネッ
センス期に葉緑体が破壊される際、内部が酸性で種々

の加水分解酵素を含む液胞が、急速なRubisco分解に

関与することが推定された。そこで、 第一葉から単離

した液胞画分を精製Rubiscoとともに27℃でインキュ
ベー トし、 SOS-PAGEで分析したところ 、LSUの比較的

急速な分解がみられ、 50、42、41kDの分解産物が検

出された。
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2aG08 
イネ種子の登熟と発芽にともなうチアミンと

チアミン結合タンバク質の変化

清水まゆみ、吉田豊和、光永俊郎（近畿大・農・食栄）

われわれはすでに植物種子にチアミンと特異的に結合す

るタンバク質（チアミン結合タンバク質：TBP)が存在し、

その結合活性が発芽時に消失することを示した。また、イ

ネ、ソバ、ゴマ種子より TBPを単離し、その性質を明らか

にした。これらのうちイネ種子の TBPは分子量約10万で同

一分子量のサブユニット 2つからなり、リン酸エステル型

チアミンを結合せず、遊離型チアミンを特異的に結合する。

今回はイネ種子の登熟と発芽にともなう TBPとチアミンの

変化を躙ぺた。

登熟中の種子で、チアミンは開花後9日に認められ、 25
日ごろまで急激に増加し、その後は完熟するまで一定であ

った。エステル型チアミンが時間経過にともなって増加し

たが量的にはわずかであり、総チアミンのほとんどが遊離

型であった。チアミン結合活性と TBPも登熟とともに増加

し、これらの変化はチアミン量と並行していた。活性物質

の分子量をゲルろ過で推定したところ、関花後9日で約10
万で完熟するまで同一であった。一方、発芽にともないチ

アミンはエステ）ぼ劫5増加し遊離型が減少したが、総量は

変化しなかった。チアミン結合活性と TBPは急減した。ゲ

ルろ過での TBPの溶出位置は徐々に遅れ、低分子化するこ

とが確認された。

2aG09 
倍数性の界なるコムギ種子の発達迅程におけるWxタンバクの

含量とその酵素活性の変化

藤田阻子、和田野晃 1、平知明（大阪府立大学・農学部・応用

植物科学、 1応用生物化学）

w直 伝 子 は ア ミ ロ ー スを合 成する NDP・glucose・starch 

glycosyltransferase (W xタンパク）をコードしており、穀類の

胚乳中のデンプンのモチ性、ウルチ性を決定している 。普通

系コムギは異質六倍体であり、これらは異なるゲノムをもつ

祖先種二倍体が交雑することにより成立したと考えられてお

り、祖先種と考えられている二倍体コムギ、エギロプスおよ

び四倍体コムギも現存する 。倍数体コムギにおいてW d伝子

は共優性的にWxタンバクを発現しており、開花後15~16日

目のデンプンあたりのタンバク量および~酵素活性は四倍体は

六倍体より高い値を示すことをすでに発表した。今回は種子

の発達過程におけるデンプンあたりのWxタンパクの嚢と酵素

活性の変化についての測定を行った。異なるゲノムをもつニ

倍体コムギ、エギロプスでは種子の発達過程における酵素活

性の継時変化はゲノムにより特異的なバターンを示した。ま

た、ほとんどの二倍体および倍数体においてWxタンバクの量

は種子形成の初期では少ないにもかかわ らず、酵素活性は裔

い傾向が得られた。これらの継時変化とWxil伝子のドースと

の関係を考察する 。



2aG10 
高等植物細胞の細胞骨格画分より抽出したリポゾーム凝集タン

バク質の性質と構造解析

伊東庸子、阿部俊之助、エリック・デーピス＇ （愛媛大・農

•生物資源、＇ネプラスカ大•生命科学）

エンドウ（肛辿l]I~ L var. Alaska)の黄化芽生え先端

部より抽出した細胞骨格画分には、アクチン、チュープリンな

どの細胞骨格タンパク質や、細胞質リポゾームの70％にもの

ぽる多くのリポゾームが含まれている。この画分を、デタージ

ェントを含む高塩濃度の緩衝液で細胞骨格を解離し、超遠心に

よりリポゾームを取り除いた後、透析により細胞骨格タンバク

質を含むコロイド状物質 (AT)を構成させた。 ATは、 0-

1 5 OmMK・を含む緩衝液中で、リポゾームと結合する性質

を持つことがわかった。

さらにこのATより、 0-150mMK・存在下で可溶性の

リポゾームを凝集沈澱する性質をもつタンバク質 (RSP)を

抽出した。RSPはSDS-PAGEにより分子量約42.5k

Daであることがわかった。また、このようなリポゾーム凝集

活性を持つタンバク質は、トウモロコシ、タケ及びラット肝細

胞等多くの生物種に存在していた。このことから、 RSPは細

胞活動において何らかの重要な役割を持つものと考えられた。

そこで、 RSPの構造と機能を明らかにするため、エンドウ

のRSPを単雛精製し、化学分解及び数種のプロテアーゼを用

いた加水分解によりペプチド・マップ及びタンパク質の部分シ

ークエンスを得た。遺｛云子配列等、 RSPのさらに詳しい分子

構造を現在解析中である。

2a011 
日本ニワトコ樹皮レクチンとリシン型リポゾーム不活化タンパ

ク質との関係について

賀来華江、矢頭美砂！、田中喜之、田崎清2、南栄一、

水野洋、渋谷直人（農水省生物研、 2森総研、 1筑波大）

日本こり日樹皮レクチソ(SSA)は、 2種の異なるサプユニ ットから成

る分子量14万の四量体糖蛋白質であり、 Neu5Aca 2, 6Gal/GalNA 
c単位を特異的に認識するレク初である。私たちは、 cDNAク0ーニンゲ

による構造解析の結果、本レクチソが植物由来のリが1・ーム不活化毒

性りソII゚ク質と密接な関連をもっていることを見いだしたので、

これらの間の関係を中心に報告する。

［方法と結果］日本二り卜J樹皮からmRNAを調製し、 入gtllヘ・ククー

に挿入し、 cDNAうイアう1Jーを作成した。精製抗SSA抗体でぅィアうlj-

をスクリーニンゲした結果、全長1904塩基対、 5647ミ）酸残墓の翻訳領

域から成る知ーンを得た。この7ミ／酸配列と、既知の両サ7・ユニ叶及

びその内部ぺ 7°fドのN末端との比較から、この両サアJ二9卜は、 1

本のmRNAから転写、翻訳された後、 7゚0セ汐ゲによりそれぞれの

”つ石卜となることが示唆された。興味あることに、 7ミ／酸配列

のよtoシ._検索により、このレク初は、毒性蛋白質である77'ljン、lJシ

ソ前駆体と高い相同性を示し、疎水性サTユニ9卜は、リが` J・ーム不活

化活性の本体でN-glycosidase活性を持つA鎖と、親水性サアユニ

＇卜は、がうクト-ス結合活性を持つ B鎖とそれぞれ高い相同性を示

すことが見いだされた。最近、別のニワトコ属植物樹皮中に、

このレク約とは異なるリ汐に非常に近い性質をもつ二量体の毒性

蛋白質が存在することが報告されており、現在、日本ニワトコ

樹皮中におけるこうした毒性タンパクの検索と、これらのタン

パクの間の分子進化的関連およびそれらの機能について検討を

進めている。
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2aG12 

講演中止

2aG13 
タバコオスモチン様タンバク質の抗菌性及び局在性の解析

小岩尚志、佐藤文彦、阪井康能、加藤暢夫、 山田康之

（京都大・農・農化）

タバコ培養細胞中に蓄積するオスモチン様タンパク質 (OLP)

は、 TMV感染による過敏感反応に伴って誘導さ れるタ バコ

PR-5タンバク質の中性アイソフォーム である。培養細胞より

精製したOLPは単独で種々の糸状菌の生育を阻害する抗菌性タ

ンパク質であることが判明した。その一方で全く OLP非感受性

の菌も存在した。 OLPの抗菌性は塩によって中和されたが、

0.6Mマンニトール存在下においても抗菌性は保たれた。

一方、 OLPのC末端ペプチド(CTPP)の機能を調べるために天

然型遺伝子及びCTPPを除いた変異遺伝子をタバコ及びメタ ノ

ール酵母に導入した。形質転換植物の細胞内外における OLPの

蓄積を解析した結果、 OLPが細胞内に保持されるためにCTPP

が必要であることが明らかとなった。また、これまでにOLPは

等電点が異なり、同一のNー末端アミノ酸配列を持つ牙重以上の

アイソフォームとして検出されていたが、形質転換個体に蓄積

するOLPをIEF-immunoblot法により解析したところ野生型植物

の根や培養細胞においてみられる中性アイソフォームのほとん

どに相当する複数の分子種が検出されたことから、これらのア

イソフォームは1種の遺伝子由来であることが明らかとなった。

酵母においては天然型遺伝子を導入した場合にはOLPの顕著な

蓄積は見られなかったが変異遺伝子を導入することにより OLP

が培地に分泌されることが明らかとなった。



2al01 
分岐鎖 aーケト酸脱水素酵素遺伝子ホモローグ

のシロイヌナズナ緑葉における発現

件藤篤行1,2、伊藤正樹1、渡辺昭 I(I東京大・理・植物、

2名古屋大・農•生化学制御）

分岐鎖 a —ケト酸脱水素酵素は分岐鎖アミノ酸（バリン、

ロイシン、イソロイシン）のアミノ基転移の結果生じる分岐

鎖 a —ケト酸の酸化的脱炭酸を触媒する酵素であり、分岐鎖
アミノ酸の代謝系路の鍵酵素として働くことが知られている。

また、メープルシロップ尿症という遺伝病はこの酵素の欠損

や変異によって起こる分岐鎖アミノ酸代謝異常症であること

が知られているが、この酵素は植物においては全く研究され

ていない。演者らはシロイヌナズナを暗所に置いたときに発

現する遺伝子をディファレンシャルデイスプレイ法によって

探索し、暗所に置いた緑葉で特異的に発現する三つの cDNA

クローンを得た。このうちの一つは分岐鎖 aーケト酸脱水素

酵素 El/3サプユニットのホモローグであることが明らかと

なった。動物においては飢餓時に筋肉で分岐鎖 a・ケト酸脱

水素酵素の活性が充進し、分岐鎖アミノ酸をエネルギー源に

利用することが知られている。暗所に置いた緑葉においてグ

ルコースやショ糖、デンプンが消費された後、筋肉細胞と同

様にタンパク質の分解によって生じるアミノ酸をエネルギー

源として利用するためにこのような遺伝子が働きだすと考え

られる。

2al02 

老化特異的に発現する核コード葉緑体タンバク質の

cDNAクローンの単離 嶋田幸久、渡辺昭 （東京

大・理・植物）

緑葉の老化過程において葉緑体は内部構造が崩壊し、大き

く変化する。この葉緑体の退化は古くから核遺伝子によって

支配されていると考えられてきたが、どのような遺伝子が関

与しているのか全くわかっていない。そこで核コードの葉緑

体タンパク質のcDNAをスクリーニングする方法を開発し、

この方法を利用して葉緑体の老化に関与するcDNAをクロー

ニングすることにした。発芽後約 2週間で成熟したハッカダ

イコンの子葉を暗所に移すと、老化の進行が促進され、新し

い遺伝子が発現することが知られている。そこでビオチン

ーアピジンを用いたサプトラクション法により老化を始めた

麟から作製したcDNAの中から、若い葉にも共通して発現

しているものを取り除いて老化特異的cDNAを得た。この

cDNAをプロープとしてcDNAライプラリをスクリーニング

し、老化特異的に発現する約刃猜月のクローンを得た。次に

これらのcDNAクローン中から単離葉緑体の中へ取り込まれる

ものを選抜する次のような方法を開発した。まず刃0個の

cDNAクローンをいくつかのグループに分け、 invitroでラベル

したタンパク質として発現させた。これを単離葉緑体へ輸送

し、 SOS-PAGEで分離してlrmgingAnalyzerで解析し、そのグ

ループの中に葉緑体へ入るものがあるかどうかを調べた。こ

の方法により、暗処理によって特異的に発現する新しい葉緑

体タンパク質をコードするcDNAを得た。
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2al03 
ハッカダイコンのグルタミン合成酵素遺伝子Glnl;lの発

現はGln/Gluの細胞内濃度比により制御されている

渡辺明夫）、2、林浩昭へ渡辺昭1()東大•理•植物、 2名大•農

•生化学制御専攻、 3東大・農・農芸化学）

細胞質局在型グルタミン合成酵素 (GSl)は、緑葉の

老化過程における窒素の転流に中心的な役割を果たして

いる。演者らはハッカダイコン培養細胞を用いた実験か

ら、 Glnl;l遺伝子の発現が培地中の窒素成分に対応して

変化することを明らかにした。そこで、 HPLCにより細胞

中の可溶性アミノ酸の濃度を測定し、 Glnl;l遺伝子の発

現との相関を調ぺたところ、細胞中に高濃度のグルタミ

ンが蓄積すると、この遺伝子の発現が抑制されること、

MSXの添加により細胞中のグルタミン濃度を低下させる

と、 Glnl;lの発現量が増加することが示された。また、

グルタミン酸を唯一の窒素源として細胞を培養した際に

もGlnl;1の 脱 抑 制 が 認 め ら れ 、 こ の 遺 伝子はs.
cerevisiaeのGS遺伝子GLNlに見られる様に、細胞内のグ

ルタミン濃度とグルタミン酸濃度の相対比によって発現

が制御されていることが示された。

2al04 

ダイズ種子貯蔵蛋白質遺伝子を用いたシロイヌナズ

ナ種子登熟過程の遺伝学的解析

南原英司、北宮絵里、PeterMcCourt1, Kai I 1e 

Kei th1、内藤哲
（北海道大学・農・応用生命科学、1Dept. Bot., Univ. Toronto) 

シロイヌナスナのabi3変異株と fus3変異株は種子登熟過程が

正常におこらず、種子は耐乾燥性を獲得できない。また、これ

らの変異株では種子特異的に発現する種子貯蔵蛋白質遺伝子や

LEA遺伝子の多くが叶NAレペルで抑えられている。これらのこ

とから 、Af313蛋白質と FUS3蛋白質とは種子登熟過程を謂節する

重要な構成因子であると考えられている。演者 らはこれら蛋白

質がどのような作用機作で種子特異的な遺伝子発現を請節して

いるかを理解するために、生化学的に解析が進んでいるダイズ

種子貯蔵蛋白質仕コングリシニンのa'サブユニ ット遺伝子とB
サブユニ ット遺伝子を用いて解析をおこな っている。a'サブユ

ニット遺伝子と 0サブユニ ット遺伝子をレボーター遺伝子 （①S)

と連結したキメラ遺伝子をシロイヌナズナに形質転換 した植物

を、abi3変巽株と fus3変異株とにかけあわせて、これら導入遺

伝子のプロモーター活性を親株と比較した。その結果、出13蛋

白質と FUS3蛋白質は、どちら も0サブユニ ット遺伝子と a'サブ

ユニ ット遺伝子の転写活性化に関わっていることが明らかにな

った。 本会では、他の種子休眠や発芽に巽常をきたした変異株

を用いた解析結果もあわせて 、種子特異的な遺伝子発現におけ

る氾13蛋白質と RJS3蛋白質の役割について報告する。



2al05 
ダイス種子貯祓タンバク質遺伝千発現に及ぼす疏黄．窒素栄養

の相互作用

平井（樺田） f忍等藤原徹内藤哲［ 茅野充男 （東大・農．

応用生命化学． 1北大・農・応用生命科学）

ダイスt重＋貯成タンハク貸の1つてあり含疏ア ミノ酸含塁の

非常に低いlヤコングリンニンi-Iサプユニットをコードする遺伝

子のプロモータ領域は．形質専云換植物て硫黄栄養による発現調

節を受げその発現量は培地(/)疏黄栄贅含円と負の相閲かある。

この現象は．硫背（/)供給塁が制限された条件下でも種子に貯蔵

されるタンハク質．すなわち有機態窒素(I)量を保つ機構の一部

であると考えられる．硫黄欠乏は相対的な窒素過剰状態てあり

ドサブユニット遺伝チの発現調節には硫黄栄贅と窒素栄贅の相

互作用が影響し ていることか考えられん本発表では水耕栽

培されたトランスシェ ニ ック•アラピドプシスにおし汽頂サプユ

ニッ ト遺伝子の発現か窒素欠乏によ って抑制されること．窒素

栄養の効果と娯黄栄養(j.)効果とは柑肌的であることなと．窒素

栄養と硫黄栄贅のtiサブこ1→ニ ット遺伝＋発現に及ぼす影響の相

関関係について報告すみン

2al06 

イネ根フェレドキシン遺伝子の構造と

硝酸塩による誘導

土山直美、大森健司、鈴木倫太郎、井田正二

（京都大・食研）

高等植物のフェレドキシン(Fd)には多数の

1soformsが存在し、その遺伝子発現はフィトク

ロームの関与する光誘導であることが明らかにさ

れている。葉緑体FdはNADP□N02―,S032還元

glutamate synthase反応、不飽和脂肪酸の合成

等の電子供与体である。他方、根に発現するFd遺

伝子の構造やその機能は不明である。そこでイネ

根FNR遺伝子はN03―誘導性であることから、イネ

根Fd遺伝子の構造と、ノーザン解析によってNO3-

誘導について調べた。

イネ葉と根から、それぞれFdcDNAを単離

し、それらの塩基配列を決定した。また後者をプ

ロープとして根Fd遺伝子を取得し、その構造を決

定した。根FdはNOけこよって誘導されたが、 NH/
では誘導されなかった。これらのことから、イネ

根Fd遺伝子は根FNR遺伝子1)と同様にN03ー誘導性

であると思われる。
1) H.Aoki and S.lda (1994) BBA 1183,553-556 
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2al07 
NiR遺伝子を富化したトランスジェニックシロイヌナズナ
の育成と解析

酎 )I届団f盆；農閉．俊岳．、品99月；、、 入S信ば土；国
技術研究所` 2京都大・食研）

我々は大気汚染物質の一つであるN02む仔んで吸収代謝し、
唯一の窒素源として積極的に利用するN02好性植物の創製を
目指している。 N02は気孔を介して葉組織に吸収され、硝酸
同化関濃酵素によりアミノ酸へと同化されることが報告され
ている’。亜硝酸還元酵素NiRはN02暴露によりごく短時間に
発現誘導 (mRNAレペルの上昇）され、この酵素はN02同
化の鍵酵素の 1つと考えられる（入船ら本学会発表） 。

本研究では、ホウレンソウNiRcDNA2)を導入したトランス
ジェニックシロイヌナズナ植物の育成を行った。 CaMV35Sプ
ロモーターの制御下にあるホウレンソウNiRcDNAおよび選抜
マーカーとしてハイグロマイシン耐性遺伝子を組み込んだプ
ラスミドpSNIRH(CaMV 35S pro-spinach NiRcDNA-NOS 
ter, CaMV 35S pro-hpt-NOS)およびpNIRH1(CaMV 35S 
pro-spinach NiRcDNA-NOS ter, CaMV 35S pro-spinach 
NiRcDNA-NOS ter, CaMV 35S pro-hpt-NOS ter)をシロイヌ
ナズナ根組織にパーティクルガン法を用いて導入した 3)。遺
伝子導入 2日後、ハイグロマイシンを含む茎葉誘導培地
(SIM)に租直し、ハイグロマイシン耐性個体の選抜を行っ

た。これらホウレンソウNiRcDNAを核染色体に有するトラン
スジェニックシロイヌナズナ植物のR1、R2世代について
N02同化能力およびNR NiRの酵素活性の阻斤を行っている。
1)T.Yoneyama,et al. (1978) Report of Special Research 
Project, NIES R-2:103-111 
2)K.Lahners. et al.(1988) Mel.Gen Genet. 212:20-26 
3)M.Seki, and H.Morikawa,(1994) Plant Tissue Culture 
Let.11:206-210 

2al08 
タバコのカルシウム依存性プロテインキナーゼ

(CDPK) cDNAの単離と遺伝子発現制御

大藤雅章、中北真紀子、中村研 三（名大・農•生化）

これまでCa2+＿結合性発光タンパク質であるエクオ

リンを構成的に発現する形質転換タバコを用いたア

ッセイや組織中のプロテインキナーゼのレベルの変

動をプロテインキナーゼの自己リン酸化能を指標に

検討し、ショ糖、グルコース、フルクトースなどで

タバコ葉切片を処理することによって細胞質Ca2吋農

度の上昇が見られること、またこのとき複数種の原

形質膜表在性カルシウム依存性プロテインキナーゼ

(CDPK)が増加することなどを報告してきた 。

そこでタバコ葉切片の糖処理によってその発現が

促進又は誘導される CDPK遺伝子を単離するため、

これまでに報告された CDPK間で保存性の高い領域

に対するオリゴヌクレオチドプライマーを設定し、

RT-PCRによって CDPKのcDNA断片を増幅し、少な

くとも 6種 をクローン化した 。触媒部位の一部の塩

基配列の比較から、これら 6種のCDPKは互いに60

から85％の相同性があることが明らかとなった。現

在それぞれのCDPK遺伝子の発現制御を解析中であ

る。



2al09 
スポラミン遺伝子の糖応答性発現に関わるシス制御配列ならび

にトランス因子の解析

松永里絵、河合宏紀、森上敦、中村研三 （名大・農•生化）

サツマイモ塊根主要タンパク質であるスポラミンの遺伝子は、

高濃度のショ糖によりその発現が誘導される。スポラミン遺伝

子のプロモーターと GUSレポーターとの融合遺伝子は形質転換

したタバコの菓においても高濃度ショ糖処理に応答した発現が

みられる。プロモーターの様々な欠失・挿入・置換変異を使っ

た解析から糖応答性発現には転写開始点上流の A領域 (-266~
-255) と B領域 (-192~-171)の双方が、少なくとも 13bp以

上離れて存在することが必要であることが明らかとなっている。

このうちの A領域祝列には他の糖応答性遺伝子にも保存された

配列 TGGACGG配列が存在することからその機能に輿昧が持たれ

た。

そこで今回は、この TGGACGG配列の周辺あるいは内部に憧換

変異を導入し糖応答性発現に必要なシス配列を決定した。また

融合遺伝子プロモーターの A領域を糖応答性発現誘専をうける

サツマイモやシロイヌナズナの B—アミラーゼ遺伝子のTGGACGG

類似配列に瞳換した。その結果、糖応答性発現誘導にはこの共

通配列が重要な役割を果たしていることが強く示唆された。ま

た、こうしたシス解析と並行して、ゲルシフトアッセイによる

トランス因子の解析を行ったところ、 A領域配列に特異的に結

合する核タンパク質が検出された。

2al10 
植物遺伝子の糖レペルによる発現制御機構に関する分子遺伝
学的解析
三田 悟、平野英之、村野信仁、赤池美紀子、中村研三
（名大・農・生化）

アラビドプシスの /3―アミラーゼはハプロイドあたり単一
コピーで存在する遺伝子によりコードされており、 ロゼット
葉に高レベルの代謝可能な糖を供給することによりその遺伝
子発現は顕著な誘 導を受ける。植物遺伝子の糖レペルによる
代謝的な発現制御機構を分子遺伝学的に明らかにする目的で、
アラビドプシス /3―アミラーゼ 遺伝 子の糖による発現誘 導に
関する変異株のスクリーニングを行い、誘導が野生株 (CoI 
-0 ecotype) に比ぺて顕著に抑制された突然変異株 Isi1と、
ショ塘に対する感受性が野生株に比べて高まった突然変異株
hbalを単離し、遺伝解析の結果、 これらの変異はそれぞれ異
なる単一の 遺伝 子の劣性変異であることが明らかになった。
ロゼット葉におけるショ糖、 グルコース、 フルクトース、デ
ンプンの 量は野 生株とこれらの変異株の間で顕著な差はなく、
さらに lsilとhbalでは内在性の /3―アミラーゼ遺伝子の発現
バターンのみならず‘ /3ーアミラーゼ遺伝子のプロモーター
とGUSの融合 遺伝子の糖レペルによる発現制御も影 響を受け
ることから、 これらの変異が /3―アミラーゼの構造遺伝子そ
のものの変異ではな<、 /3ーアミラーゼ遺伝子の糖レペルに
よる発現制御をそれぞれ正と負に制御している遺伝子の変異
であることが示唆された。またスクリーニングの過程で Lan
dsberg erecta (Ler) ecotypeでは /3ーアミラーゼの糖によ
る発現誘導が顕著に抑制されることが明らかになり、 lsilと
LerのFlでは Col-0 野生株と同じくらいの顕著な誘導がみら
れたことから、 Lerにおける /3―アミラーゼの糖による誘導
の抑制は LSil遺伝子とは別の遺伝子の劣性変異の結果である
と考え、その 遺伝 子座を LS/2と命名した o /3ーアミラーゼ遺
伝子以外の糖誘導性の 遺伝 子の発現パターンについて解析し
た結果、 LSil遺伝子は Glyceraldehyde 3-phosphate dehydr 
ogenase、LS/2遺伝子はアントシアニン合成系のいくつかの
酵素遺伝子の塘による発現制御にも関わることが示唆された。
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2alll 
弱低温によるイネWx遺伝子の活性化とアミロース含量の

増大

平野博之＼ 国枝素司1,2，佐野芳雄l

(I国立遺伝研， 2明大・農）

waxy (wx)遺伝子座は，イネの胚乳中のアミロースの合

成を支配しており，その遺伝子産物Wxタンパク質はアミ

ロースの合成を触媒するスターチシンターゼである．イネ

の登熟期に，低温が続くとアミロースが増加し米の品質が

低下することが知られている．われわれは，このアミロー

ス含量の増加が弱低温下でWx遺伝子が活性化されるため

であることを明らかにした．

Wx遺伝子の転写産物は弱低温(18°C)で常温(28°C)の約

3倍程度に増加し，その反応は可逆的であった． Wx遺伝

子の活性化により、 Wxタンパク質が大量に生産されると

ともに，最終産物のアミロースが増大した．また，弱低温

処理する期間が長いほど， Wxタンパク質とアミロースの

増加が激しく，両者の間には強い正の相関関係が認められ

た． Wx遺伝子の転写産物の増加は低温 (4°c) や高温

(35°c) ではほとんど起こらないため，弱低温の活性化は

低温や熱ショックに対する反応とは異なると考えられる．

Wx遺伝子のプロモーター領域と GUSとの融合遺伝子を導入

したトランスジェニック・イネにおいても，この弱低温反

応性が示された． したがって，導入したDNA領域に弱低温

に反応するシス因子が存在すると考えられる ．

2al12 
イネアスコルビン醗ペルオキシダーゼcDNAのクローニング

とストレスに対する発現応答

森田重人 ＼ 上中弘典、横井秀行、増村威宏、田中國介

（京都府大・農・農芸化学、 1京都大・理・植物）

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX) は葉緑体および細

胞質において過酸化水素の消去を触媒しており 、スーパーオキ

シドティスムターゼ (SOD) とともに活性酸素による陪害の防

御に不可欠である。しかしその遺伝子発現に関しては不明な点

が多い。

我々はこれまでイネを材料として高等植物のSODの発現応答

について解析を行ってきた。本研究ではSODと直接連動してい

るAPXの発現とその謂節機構を解明する目的でイネ APXの

cDNAの ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 2種類のcDNA

(APXC1、C2)を単離しC1については全塩甚配列を決定した。

C1は全長989bpで249アミノ酪、分子量27.0kDのタンバク質を

コードしていた。い ずれのcDNAも既知のAPX（細胞質型）と

高い相同性があることから 、細胞質型のアイ ‘ノザイ ムをコード

していると考えられる。イネにはABAに対する応答の異なる 2

種の細胞質型SOD遺伝子が存在するが（1)、今回単離された 2

種の細胞質型APXも同様に異な った発現応答を示すことが示唆

される。この可能性を検討するため現在ノザンブロットを行っ

てABA、バラコート、低温に対する発現応答を調べており、そ

の結果についても報告する。

(1) Sakamoto et al. (1994) FEBS Lett. 1n press 



2al13 
オ ー ト麦糊粉層プロトプラストを用いたイネ・ Ill型カルポキシペプ

チダ ーゼ遺伝子の発現解析

鷲尾健司、石川 鎮 （北海道大・地球環境科学・環境分子生物学）

穀物種子の発芽過程において酵素学的特性の異なる 5種類のカル

ポキ シペプチダーゼ (CPD)が検出される。 この内、 Ill型 CPD

のみが糊粉雇特異的に ジベレリン酸 (GA)による発現銹導を受け

ることが知られている。今回、イネ・ゲノム内より単誼されたIll型

CPD遺伝子を用いてこのプロモ ータ ー解析を行った。 イネ・ Ill型

C P D遺伝子のプロモ ーター断片 (-2050)に連結されたGU

Sレポ ータ ー遺伝子はオ ー ト麦糊扮層プロトプラスト内でGAに依

存した発現誘導を示した。 このGA応答性は限定された最小プロモ

ータ ー (- 274~-90)においても検出されることから GA応

答性の シス配列がこの領域に存在することが予想された。 この最小

プロモーター 断片とオ ー ト麦糊扮虐より調竪した核抽出物を用いた

ゲルシフ ト・フッ トプリ ン ト解析において、核内因子とプロモータ

ー断片との相互作用は、表小プロモーター内のアデニン残基に富ん

だ領域で起こ っていることが明らかになった。 このアデニン残基に

富んだ領域にはGA応答性遺伝子間に共通に見出されるピリミジン

box、TAACAGAboxが存在しており、現在これらのモチ

ーフを中心にしてイネ・ Ill型 CPD遺伝子プロモ ーター内のGA応

答性シス配列の詳細な同定を進めている。
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一般 講演

第 2日 3月29H （水） 午後の部

A会場 生長制御 (3)

B会場 形態形成 (2)

C会場 成長調節 物質 (1)

D会場光合成 (6)

E会場 光合成細梢・シアノバクテリア (2)

F会場 オルガネラ (2)

G会場 蛋白質・酵素 (3)

H会場 遺伝子発現 (4)

1会場 遺伝子発現 (5)
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2pA01 
アセトアルデヒドー蛋白質アダクトの形成とオナモミ種子の劣化

張明、永田茂之 l｀江剌洋司、 （東北大・理・植物園、 1北里研究所メ

デイカルセンター）

植よ貯蔵中に種々の揮発性物質を放出するがその中には

種々のカルポニル化合物も含まれる。その内、全ての種子が共通に放

出しているものにアセトアルデヒド（出X)）があるが、これは種子の

老化を促す働きをしている 。今回は 、主にオナモミ（店nthIロ
仄 y／面／．匹 Wal Ir.）種子を用い｀種子の劣化機構には止00と蛋

白賃との非酵素的結合物質の形成・吾積も閲与していることを報告す

る。

種子の発芽力は貯蔵湿度が高い場合に急速に滅少するが、この現

全は緩衝液可溶性蛋白質の汲少を伴う 。つまり、 種子の劣化は蛋白質

の変性に付随して起るが、出X)ガスの添力日まこれらの進行を助長し、

逆に緩衝液に不溶だがUreaやSDSに可溶な蛋白質合有呈の増大を惹起

する。レタス種子においては老化に伴って、 出X)はUrea可溶性蛋白

質区分において免疫化学的に検出出来る出}{}--proteinadcLctsの蓄積

を惹起したが、止G0処理オナモ ミ種子の場合には宰ろ①S可溶性蛋白

賃区分中で止00訂 oteinadcLctの増加が認められた。しかも、この

adcLctは発芽力を完全に失った79年産｀ほぽ失った87年産の古いオナ

モミ種子の①S可溶蛋白質に多縁に存在したが｀ 92年産の活力の高い

種子中には僅かしか存在しなかった。以上の事柄から、種子の老化に

は自己生成のカルポニル化合物による蛋白名の修飾機構が関与してい

る可能性が示唆された。

2pA02 
浮稲節間の深水下での成長と酸素との関係
東 哲司＼ 金田康史2, 角田依子2, 内田直次1.2. 安田武司1.2

い神戸大 ・自然科学， 2神戸大・農）

深水条件下での浮稲の急速な節間伸長には，節間空隙内で

濃度の上昇するエチレンが関与している．節間空隙内のエチ

レンi農度が水中で上昇する要因として，酸素濃度の低下が挙

げられており，そのことがエチレン合成を促進するとされて

いる．また，水中でのガス拡散速度の低下も要因の一つと考

えられている ．我々 は， これら二つの要因の重要性を比較す

るために，深水条件下での浮稲の節間空隙内の酸素濃度と エ

チレンi農度との関係について調壺し，以下のよう な結果を得

だ ①浮稲茎切片を明所で深水処理すると 酸素濃度はほとん

ど変化せずに節間が伸長したのに対し，暗所で深水処理した

ものは急速に酸素i農度が低下したが節間伸長は促進されなかっ

た．節間空隙内エチレンi農度は両処理により 上昇し，その量

は明所で処理したものの方が大きかった．②無傷植物体を屋

外で深水処理したところ，空隙内の酸素濃度は上昇し，光強

度の低下と共に減少した．またエチレンi晨度は酸素濃度の変

化とは関係なく上昇した． ③空気中ではエチレンやジベレリ

ン処理による節間の伸長促進は光の影響は受けないが，水中

ではこれらのホルモンによる伸長促進は暗所で生じなかった．

④暗所で茎切片を深水処理しその水中に通気すると ，節間の

伸長促進は回復した．以上の結果より，節間空隙内のエチレ

ンi農度の上昇に酸素濃度の低下は必要ないこと，深水下での

旺盛な節間伸長にはむしろ酸素の供給が不可欠であることが

判明した．
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2pA03 
浮稲節間の低酸素環境での成長とエチレンとの関係

東 哲司］，西富美子月上野覚士2, 内田直次］2, 安田武司1.2

い神戸大 ・自然科学， 2神戸大 ・農）

前報で，深水条件下における浮稲節間内でのエチレンi農度

の上昇に酸素分圧の低下は必ずしも必要でないことを報告し

だしかし，低酸素濃度 (3%02)処理が浮稲節間の伸長を

もたらすことが報告されており．この現象は低02条件がACC
合成酵素の活性を増大させることによるエチレン生成の促進

の結果であると説明されている．我々は．低酸素条件での浮

稲節間の伸長とエチレン発生蘇との関係を再評価するために

実験を行ない，以下のような結果を得た． ①浮稲茎切片を低

酸素条件で3日間培養すると ．節間組織でのエチレン発生の

増大と著しい節間伸長の促進が認められた．エチレン生合成

の阻害剤であるアミノオキシ酢酸で処理し低酸素条件で培養

すると．節間が伸長しない空気中で培養した茎切片よりもエ

チレン発生最が低下したにもかかわらず．節間の伸長促進 は

認められた．②浮稲の節間伸長を誘導する深水 ・ジベレリン ・

エチレン ・低酸素の各処理において．処理］日後に節間組織

でのエチレン発生量の増大が認められた．③茎切片を深水処

理すると，処理後 5時間で飽和した． しかし低陵素処理を5
時間行なってもエチレン発生量の増大は認められなかった ．

以上の結果より，低酸素分圧下での節間伸長の促進は， エチ

レン発生量の増大とは無関係に生じることが明らかとな った．

また，節間組織でのエチ レン発生量の増大は，低酸素が特異

的に誘導するものではなく．成長が促進されている組織で共

通の現象であることが示唆される．

2pA04 
キュウリの雌花発現に関わる ACC合成酵索遺伝子の探索

蒲池伸一郎、関本弘之、近藤矩朗＼酒井慎吾 （筑波大•生
物、 1国立環境研 ）

雌雄同株異花植物は同一株に雄花と雌花をつける が、両性

の発現がどのように制御されているかはほとんど明 らかにな

っていない。キュウリにおいてはエチレ ンの内生レペルの上

昇が雌花の発現を誘起している可能性が示唆されている。本

研究では、キュウ リを材料として、エチレンによる雌花発現

の調節メカニズムを明らかにすることを目的としており、そ

の第一歩として、エチレン生合成の律速酵素である ACC合

成酵素追伝子のクローニングを試みた。クローニ ングに際し

て、どの部位で合成されたエチレンが雌花化に影轡するか調

ぺた。キュウリ（品種 れんせい）の未展開薬を含む茎頂部

または子葉、第一葉に AVGを処理した。 水のみを処理した

コントロールでは雌花のみが発現したが、茎頂部または子葉、

第一菓の AVG処理ではエチレン生成が減少し、雄花の発現

が認められた。その一方で、第一葉展開時に子葉または第一

葉を切除しても雄花の発現は認められなかったこと より、茎

頂部で合成されたエチレ ンが鱚花発現に関与する可能性が示

唆された。さらに、キュウリ（品種 王金女神2号）の茎頂

部より単離した全 RNAより、 RT-PCR法により、既知の

ACC合成酵素遺伝子と部分的に相同性をもつ遺伝子断片を

増幅した。この遺伝子の配列はオーキシン処理及び似害を与

えたキュウリの未熟果実より単離した ACC合成酵索遺伝子

のものとは異な っていた。発現解析の結果、この遺伝子の末

展開葉を含む茎頂部での発現は経時的に増加が見 られ、発生

段階に応じて制御されていることが示唆された。



2pA05 
工ゾノミツモトソウ種子の発芽を促進するノルポルナジェンと

銀イオンの生理作用について

鈴木章方 ・ 加藤まゆみ（山梨大 ・教育• 生物）

エチレンは種子の発芽に対して、多くの場合発芽促進に作用す

るが、まれには発芽阻害に作用する。エゾノミツモトソウの種子

はエチレンによって発芽が阻害される極めて珍しい方の例である。

そこで、この種子に対する発芽阻害はエチレンの普通の生理作用

によるものか、あるいはそれとは別の特殊の生理作用に よるのか

疑閣に思われた。

ノルポルナジェン、並びに硝酸銀および硫酸銀と して与えられ

た銀イオンは、エチレンの生理作用に対して拮抗的に作用 する阻

害物質である。そこでこの研究では、この種子にエチレンを与え

ておいて発芽を抑制しておいたところに、ノルポルナジェンある

いは銀イオンを与えて両者の発芽に対する影響を調ぺてみた。 そ

の結果、ノルポルナジェンと銀イオ ンは、ともにエチレンの発芽

抑制作用に打ち勝って、裔い発芽率をもた らした。

以上の結果は、エゾノミツモトソウの種子発芽を阻害するエチ

レンの阻害作用は、通常の生理作用と異なる特殊な裔り作用による

ものではなく、エチレンの普通の生理作用によるものであること

を示唆している。また、銀イオンは重金属と同様に通常植物の生

長に対しては詣性を示すものであるが、この場合は発芽促進剤と

して作用する点で注目に値する珍 しい現象である。

2pA06 
ゼニゴケの培養プロトプラストの安定化と分裂に及ぽす CMC

（カルボキシメチルセルロース）の効果

菅原康剛，福川英司 1 （埼玉大 ・ 理 • 生体制御． 1現北海道庁）

ゼニゴケカルスから単離したプロトプラストの培養では，分

裂のために培地に活性炭を添加する必要がある．活性炭を含ま

ない培地では，プロトプラストの生存率は短時間で低下する．

もし，この培地にセルロース結合性のCalcofluorWhiteや細胞

壁合成阻害剤のcoumarinや2,6-DBを添加するとプロトプラスト

は安定化するが分裂はほとんど起こらない．しかし，これらの

物質を添加した培地で培養したプロトプラストを活性炭を含む

培地で培養すると分裂を誘導することができる．今回は，さら

にCMC (Calboxymethyl eel lulose. Aldrich)を培地に添加

してプロトプラストを培養した． CMCは， 0.l~O. 5％でプロ

トプラストを安定化する効果があり，平均分子置の異なる CM

Cを比較したところultralow viscosity (ULV)が最も効果的

であった． 0.1匁CMC (ULV)を含む培地では，プロトプラス

トから再生した細胞は2~3回の分裂を起こすことが明らかにな

った．
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2pA07 
タバコ培養細胞BY2の凍結保存

古谷育代．安原裕紀．松中昭一 （関西大学 ・ エ • 生物 工）

タパコ懸i蜀培養細胞BY2は細胞周期を同調化できるなど細

胞生物学の研究材料として有用な多くの性質を持っている。

現在BY・2細胞は継代培養によ って維持されているが長期間に

わたる継代培養によってこれらの性質が変化する危険性があ

る。いくつかの植物組織や植物培養細胞の凍結保存の報告が

なされており凍結保存による遺伝的性質の変化は少ないと考

えられている 。そこで我々はBY-2細胞の凍結保存を試みた。

対数増殖期のBY-2細胞を0.3M trehaloseを含む液体培地で

20時間前培養した。この細胞を凍害防御剤(10%DMSO. 0.5 M 

ethylene glycol. 0.4 M sucrose)に懸濁し室温で10分間静置後、

クライオバイアルに移しー35℃で1時間静置後、液体窒素で

急速凍結 し、液体窒素中に保存した。凍結細胞を40℃の水浴

中で解凍し、1.2M sucroseを加え0℃で20分間静置後、寒天

培地に移し27℃暗所で培養したところ、およそ5日後にカル

スの形成が認められた。このカルスを液体培地に移し懸濁培

養を行ったところ、凍結保存前の細胞と同様の増殖を示し

た。この細胞を通常の7日ごと の継代培養に より維持し、

aphid icol ineとpropyzamideを用いた2段階同調培養を行ったと

ころ、凍結保存前と同様の高い同関率が得 られた。現在、最

長で30日間の凍結保存に成功しており、この方法に よりさ ら

に長期間の保存が可能かどうかを検討中である 。

2pA08 
バラにおけるメチルll・I)・グルコシドの1日甲的役割

l|i村一雄、六笠裕治＇、木幡勝則、山11優・・、 藤原隆Iム＼
須藤窓ー・（農水省野菜茶試、農水省北海氾梨試）

切り化において炭索源は限られているため、糖質の動態を

研究することは ifi：'炭な諜聞となっている 。 柏物に•般的に{f9

在する代謝糖はグルコ ース 、フルクトースおよびスクロ ース

であるが、われわれはバラにおいてこれらの粧質以外に3つ

の糖様物質を吊離し、 NMI/によりこのうちの＇，つをメチル I.I・

l) ・ グルコシドとミオイノシトールと li•I定 した ＜、 もう •つの化

合物はCIMS、EIMSおよびNMRのスベクトルよりイノ シトール

が粘合した 2梢様物質であると推定された ，メチルll・I)・グル

コシドが貯蔵炭水化物 としての役割をイiしているかを明らか

にするため、先を除き 、沢なる此さに講愁した化半をインキ．J

ベートし、化の開花札渡ならびに＃中の糖含hしを湛ぺた，1t
半が長いほど、つぼみはよく 1片J化 し、北中の糖含址はそれに

対応 して減少 していた，，メチルll・|）・グルコシドは他の代謝柏

と119l様に減少していた ことより、メチルll・Dグルコシドとつ

ぽみの開花の間に密接な関係があることが小唆された。 また

メチ）レll・D・グルコシドの椋品を化やに投りすると併l化は促進

され、このときの溶液中のメチル1.1・1)・グルコシド含はは減少

していた， 以 1•の粘呆より、メ チル ll · D・グルコシドはバラに

おいて代謝糖として軍＇炭な役割を果たしていることが小峻 さ

れた。木Ilil定の 2糖様物質について構磁鮒析お よびその役，hl
の検討を行った結果についても併せて報化する ，9



2pA09 
正常及び矮性 トウモロコシの成長とperoxidaseの比較解析

野口猛治．勝見允行 (ICU生物）

正常（N)及び矮性トウモロコシ (dl)幼植物体における per-

oxidaseについて、その特性及び isozymeを比較検討した。細

胞壁結合酵素の活性は成長の進行とともに低下した。 d1の酵

素比活性は Nより高く、 GAi処理によって低下した。至的

pHは6.2前後にあり、 Nとdiとでは差はなかった。活性は 90

C、10分処理によって完全に失活したが、 dlの方が熱に対し

てより安定であった。可溶性酵素の活性は細胞壁結合酵素の活

性より高かかった。 d1の方が N より低い活性を示し、 GA1処

理によって活性には差は生じなかった。等電点電気泳動の結果、

細胞壁結合酵素には少なくとも 5つの acidicisozymesと2つの

basic isozymesがあり、 N、dl、dl+GAIの間で差はなかった。

他方、可溶性酵素には少なくとも 2つの acidicisozymesがある

が、これらは細胞壁結合酵素の isozymeに対応する。可溶性酵

素に見られる 4つの basicisozymesのうち、 pl7.7に対応する

isozymeはNには欠如し、 d1にだけ見られた。 GAi処理はこ

のisozymeの量を減少させた。 Tissueprinting法による

peroxidaseの検出を行なったところ、表皮及び維管束に多く分

布することが分かった。 N、di、di+GAlの間に特に差はな

かった。 basicisozymesのあるものは IAA-0xidase活性を持つこ

とが知られているので、 pl7.7のisozymeの性質を検討中であ

2pA10 
テッポウユリの自家不和合性機構とストレス反応の関係

鶴原章子＼手塚修文1,2 (1名大・大学院人間情報学研究科・

物質／生命情報、 2名古屋大・情報文化・自然情報）

一般に生物はストレスに遭遇すると生体内でO2→などのイオ

ンラジカルが多く発生する。このイオンラジカルは生体内の酵

素を直接酸化することにより不活性化し、細胞に著しいダメー

ジを与える。スーパーオキシド ジスムターゼ(SOD)が0がを除去

することにより 02 ー や •OHの生成も防御することが知られてい

る(Fridovich, 1974)。大沢ら(1984)、中村ら (1985)によると、

ゲルマニウム化合物の或る種のものは上記イオンラジカルを除

去して一種のイオンラジカルスキャペンジャー様物質として作

用することを報告している。そこで、自家不和合性機構解析の

アプローチの一つとして、自家不和合性反応は自家受粉後の雌

ずいが一種のストレス状態に遭遇して多く発生したイオンラジ

カルにより異常な生理状態となり代謝調節がスムーズに行われ

ないために生じる事象であると想定できる。この想定に基づい

た実験結果により、テッポウユリの自家受粉した柱頭や花柱で

は他家受粉のものよりキサンチン酸化酵素やSODなどの活性が

高いことから、自家受粉により 雌ずいでは『押し掛け亭主』の

出現ということで一種のストレス現象が起こり他家受粉に比ペ

て多く発生したイオンラジカルによる代謝調節機構の異常が花

粉管の伸長抑制を誘導していると考えられる。 一方、ある種の

ゲルマニウム化合物は自家受粉による花粉管の伸長抑制を打破

したことから、自家不和合性はストレス反応と密接に関係した

機構制御が連動していると思われる。
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2pB01 

ホウライシダ原糸体の形態形成および微細構

造におよぼす遠心過重力の影響

笠原宏一、亀井洋孝、竹内裕一、山ITI晃弘 （北海道東

海大・エ•生物工）

ホウライシダ (Adiantumcapillus・veneris)の胞子か

ら発芽した原糸体は、赤色光照射下では細胞分裂を起

こさずに光源方向へ線状に伸長する。赤色光照射下で

の原糸体伸長中に 20xgの遠心過重力を伸長軸と平行

に原糸体先端から胞子方向に作用させたところ、原糸

体伸長速度は低下し、分岐した形態の原糸体が多 く観

察された (Kasaharaet al. 1995)。細胞内、特に原糸体

分岐部分の微細構造について、透過型電子顕微鏡を用

いて観察し、 20xgの遠心過重力が原糸体の形態形成

におよぼす影響を、対照条件 (1 xg)環境下で成育し

た原糸体と比較した。

2pB02 

植物根端組織細胞の生理・形態学的研究11 空隙(

Cavity)形成率に及ぼす培地の水の量、播種量

し仁木耀緒、梶 隆［拓殖大・エ、＇拓薙大・政経 ）

エンドウ（巳ユ皿~ c v. A I ask a)の種子を比較

的高い温度 (25 ℃)で発芽•生育させると 、 根の

中心柱の部位に空隙 (Cavity) ができることが明ら

かにされている 。そして、この現象に温度が関わっ

ていることも示されている。 しかし 、この温度条件

下でも、得られる空隙形成率は必ずしも一定ではな

い。空隙の形成には温度条件の他に種々の要因が関

わっているものと考えられる 。 空隙形成率に及ぼ

す要因として、培地 (vermiculite) の水分量と播種

量を検討した。培地の水分量が多くなると (75 0、

1 0 0 0 m I /medium) 、 わずかに発芽•生育か
よくなり、播種量を少なくすると (37 5、 7.5 g 

/medium) 、発芽•生育は良くなる 。 これらの条
件で、空隙形成率の高まりがみられた 。逆に培地の

水分量が少ない (25 0、 50 0 m I /medium) 、

播種量が多い (1 5、 30 g/medium) 、等の悪

環境ではむしろ空隙の形成率は低くかった。

発芽•生育を規定する条件と空隙の形成率との関係

を議論する。



2pB03 
エンドウ 1：胚軸カスパリー線形成のbrefeldinAによる阻‘折

盾脈一郎、柴岡弘郎（大阪大・理•生物）

カスパリー線は岱等植物の根の内皮細胞のradialwallに普遍的

にイf在し、水やイオンの中心杜内での保持を担う構造である。

カスパリー線の部分においては細胞膜が細胞墜と特殊な接着を

することに加え 、細胞堅にはスベリンなどの疎水性物質が沈着

することが知られているが、この分泌経路についての研究は行

われていない。近年、動物及び植物細胞においてゴルジを経由

した輪送経路を特異的に阻得する物質としてbrefeldinA(BFA)が

報化されているので、これを用いてカスパリー線形成にゴルジ

経由の輸送システムが関与しているかについて検討した。

暗所で'+-有したエンドウにおいてはカスパリー線は［；胚軸に

も形成される。播種後8H「l枷暗所で行てた 1：胚軸では、フックの

屈曲点のド3mmから37mmの部分の内）支細胞においてカスパリー

線形成が決定され形成過程が進行していることを既に報布して

いる。そこで播種後81lIll賠所で行てた 1．．胚軸のItH曲点のト・

37mmの位似に糸を通し、その糸を介して200μ M BFA溶液を2

時間吸収させた。細胞雌の修飾によると考えられるUVによる白

家蛍光を指標として時間経過に伴うカスバリー線の発達を調べ

たところ、無処狸区では発達を続けたのに対し、処理12<：では処

理開始後5時間IIまでに8mml ·. Jjへと発達を続けた後•時停止し、

30時間il以降徐々に再開した。処理開始後25時間 IIの 1：胚軸か

ら切り 111したりJItを高張液で処理し観察したところ1、1家蛍光が

兄られなくなった位骰より I・部では1原形質分離がおきており細

胞堅と細胞膜の特殊な接許が{f:在しないことが1リlらかとなった。

これらの結果はカスパリー線の形成にゴルジを経由した分泌輪

送経路が関1j-している III能性をぷ唆するものである。

2pB04 
管状要素分化における自己分解一阻害剤を用いた解析一

渡辺選子、福田裕穂（東北大・理•生物）

ヒャクニチソウ単離葉肉細胞は適当なホルモンを含む培地で

培養することによ って管状要素へ分化する。この分化過程の後

半には二次壁の形成に引き統き、液胞の崩壊、さらに核を含む

細胞内容物の分解及び消失、という自己分解が起こる。電子顕

徴鏡を用いた自 己分解過程の解析の結果、自己分解の最も初期

におこる現象は液胞の崩壊であり、細胞内構造の変化は液胞の

崩壊後から始まることをすでに報告した。今回は自己分解の仕

組みを調べるために、自己分解に関連を持つと考えられるタン

パクの合成及び分解を阻害したときのオルガネラの崩壊につい

て蛍光顕微鋭と電子顕微鏡を用いて解析を行った。

自己分解過程ではある種のシステインプロテアーゼ活性が特

異的に上昇する。そこでシステインプロテアーゼ阻害剤を二次

壁肥庫開始直前、または、直後に加え、自己分解について調べ

たて二次堅肥原開始直前に加えた場合、分化する管状要素の割

合が低下した。一方、開始直後に加えた場合、分化の割合は変

わらなかった。しかし、どちらの場合でも、管状要素は、核の

DNAの分解が抑制され、核が消失しなかった，ン この結果はシス

テインプロテアーゼが核の分解に重要な役割を果たしているこ

とを示唆している 。また、タンパク合成阻害剤であるシクロヘ

キシミドは液胞の崩壊を遅らせる傾向にあったc，現在、この過

程を誼子顕微鋭を用いて詳細に解析しており、これも合わせて

報告する。
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2pB05 
ニンジン不定胚形成の条件と分化過程について

得字圭彦、熊谷真美、増田宏志 （帯広畜大•生資化）

私達はこれまでにニンジン胚軸切片を 2,4-D (lmg/1)で24時間

処理し、その後植物ホルモンを含まない培地に移して培裟する

と、表皮細胞が分裂して直接不定胚を形成することを報告して

きた。この系は植物ホルモン非存在下で不定胚誘尊の全過程が

進行することから、外因的オーキシンを必要とする期間は短い

ものと考えられる。今回はこの不定胚誘尊において胚軸切片の

2, 4-Dによる前処理の条件について検討し、また不定胚の分化

過程を調ぺたので報告する．

胚軸切片を各濃度の2,4-D (I, 5, 10, 20. 50, IOOmg/1)で前処理

時間 (5分から 24時間）を変え、その後2,4-Dを含まない培地で培

蓑を行った＂その結果、 2,4-Di!:I度を莉めると短い処理時問で

不定胚が誘芍されることを見いだした。例えば、 IOOmg/1とい っ

た非常に闇ね度の2,4-Dでは5分間の処理で不定胚形成の誘芍が

最大となり` 30分間処理では不定胚はまったく形成されなかっ

た.20mg/l以下の2,4-D処理滋度では正常な植物体を再生した

が、高濃度 (50mg/I以上）では魚雷胚の段階で成長が停止した。

一方、不定胚形成における初期の分化過程の観察では、表皮細

胞から球状胚形成までの連続観察と、細胞塊から球状胚への発

達のSEMによる観察を行ったのでその結果を報告する。

2pB06 
カテコ ールー0ーメチルトランスフェラ ーゼ阻害剤の

アサガオ短日開花への阻害様式

井上英子、篠崎真輝 （京大・農・応植）

アサガオ短日開花にカテコ ールアミン生合成・代謝経

路が関与することは昨年の本大会で報告したが、今回は

代謝経路で働くカテコ ールー0ーメチルトランスフェラ

ーゼ (COIIT) の阻害剤をいくつか用いて日長反応への阻

害様式について調べたので報告する。

実験材料としてアサガオのムラサキ系統を用い、種子

を常法通り処理した後、発芽した芽生えを中山培地に移

植し、 2日後に20℃で13時間45分の暗期を 1回与えた。

COIIT阻害剤としては、 n-Butylgallate,Ro4l-0960,0R-

486 などを用い、アサガオ芽生えの胚軸に貫通させた木

綿糸より種々の濃度で投与した。

カテコ ールア ミン生合成経路で働く酵素の阻害剤が暗

処理後に全く花成を阻害しないのに対して、今回用いた

COIIT阻害剤は暗処理後でも花成を阻害した。しかしこの

阻害効果は暗処理後の時間の経過に伴い弱くなり、暗処

理後48時問以降ではむしろ花成の促進がみられた。また、

暗処理をしたアサガオ芽生えの茎頂を用いてinvitroで

ノルアドレナリンの変換を行わせ、 HPLCで分析したとこ

ろ、ノルアドレナリンが変換されてできたと思われる未

知の物質が検出されたが、この際にCOIIT阻害剤を加える

と変換か抑えられた。これにより、 COIIT及びカテコ ール

アミン代謝物が芽での花芽分化に関与していることが示

唆された。ま た種々のカテコ ールアミン代謝物を アサガ

オ芽生えに投与した結果についても報告する。



2pB07 
パパペリンーフォスフォジエステラーゼ阻害剤ーによるア
サガオの長1J閲花0)促進
藤波周、墜竺堕甕（釈大・殷・応植）

短H植物であるアサガオのVioletが連続光ドでも貧栄養
、強光、低糾などにより花芽誘導が"I能であり、これらの
花成がクロロゲン酸、ピノレジノール、フェルロイルキナ
酸などのフェニールプロパノイド含用と密接に関連してい
ること、しかしこれらのフェニールプロバノイドを投与し
てもすぐに分解されて花芽誘導能力はないこ とはすでに報
店した。これらのフェニ・ールプロパノイド役割は↑明であ
った。 一方、ピノレジノールがフォスフォジェステラーゼ
活性を阻害することが報告されている。そこで、フォスフ
ォジエステラーゼの阻害剤であるパパベリンのアサガオの
花成に対する影孵を調べたところ、長日開花を促進するこ
とが明らかになったので報告する。
実験材料としてアサガオのViolet,Kidachiを用いた。常

法通り に極子を処理し、発芽した~cedIi ngを中山氏の培地
または1/200希釈の中山培地（貧栄裟）に移植して実験に
供した。実験処理は花芽を誘導するのに必要な最低処理H
数より少し短い処理（貧栄養、 20℃, ．1 5日、灘迄ヽ？
3℃, l 0日、低温、 13℃、 5日）を与え、パハヘリノ
は根あるいは胚軸に貰通させた木綿糸を通して投与した。
パパベリンは貧栄養、強光、低温による連続光下での花

り形成を促進し、上記条件下で花芽を形成した。さ らに、
貧栄茂｀強光下で増加するクロロゲン酸、ピノレジノール
、低温―ドで増加するフェルロイルキナ殷、低溢開花を促進
する安息香酸やその誘導体、フェニールプロパノイド類の
フォスフォジェステラーゼ活性に対する影響を明らかにし
、アサガオの連続光下における花成誘導でのフェニールプ
ロパノイドの役割について論ずる予定である。

2pB08 
ネナシカズラ(CuscutaiaponlCa)の花成反応

困，吉川須恵，竹葉剛八古橋勝久2 （甲南大・理・

生物， 1 京都府大•生科・応生， 2新潟大・理•生物）

寄生植物であるネナシカズラを、 Murashige& Skoog 

(MS)培地の慧機塩（濃度はMS培地と多少異なる）， B 5培

地の有機物、 10%coconut water, 3匁sucrose, l mg/I 

kinetinを含む、 0.9%寒天培地 (pH5.8; MS+K培地）

で、継代培蓑した。継代培養中の植物から、 1つの側芽

を持つ長さ約1口の茎を切り出し、 MS+K培地で培養した。

24時間連続照明下では2カ月培養しても花芽は形成されな

かったが、 16時間暗期-8時間明期の短日条件下では、 10

日目に花芽形成が肉眼で認められ、 25日目には閉花した。

この短日処理は、 3回で有効であり、これより回数が増加

すれば花成率は上昇した。 16時間暗期を、暗期間始後8時

間目に、 15分間白色光で光中断すると花芽形成は完全に

阻害された。花成誘導に必要な限界暗期は10-12時間であ

った。 72時間以上の暗期を与えれば、 1回の処理で花芽

形成が誘導された。これらの花芽形成には、培養液中に

含まれるcoconutwaterが促進的役割を果たしており、そ

の効果はzeatinで代替できた。
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2pB09 
和形質転換体チコリ における花芽形成の解析II
接木による花芽形成剌激の伝達

西村英世、1専住真一、 猪口雅彦、加藤次郎 （岡山理科大・理・
生物化学）

キク科の2年生植物であるチコリ (Cichoriumintybus L. var 

Witloof)は、花芽形成に低温 （春化）と長日条件を必要とす

る しかしAgrobacteriumrhizogenesの和プラスミドによって

形質転換されたチコリ毛状根から銹導した再形成1本 (Riチコ

リ） は低温を必要とせずに花芽形成を行うこ とが報告されてい

る 一方、 前回の本学会において我々は、Riチコリにおいても

日長条件は重要であるこ とを報告した 今回我々は、Riチコ リ

の花芽形成について更に解析を進めた

まず、Riチコリと花芽を形成している通常体チコリの葉から

の不定芽形成時の日長の影響を調査した結果、Riチコリの抽台

率に日長の影響が観られ、長日条件下でより多くの抽台が観察

された 一方、通常体チコリか らの再形成体はいずれの日長条

件においても花芽を形成しなかった このこ とは、Riチコリ組

織に花芽誘導剌激が存在するこ とを示唆する と思われた そこ

で、 花芽を形成していない通常体チコリの接ぎ穂を 、Riチコ リ

の花茎を台木に用いて接ぎ木を行った結果、長日条件下で約 2

カ月以内に接ぎ穂に花芽形成が起こった さらに我々は、非誘

導条件下でチ コリ に花芽形成を銹導するこ とが報告されている

GA3について、接ぎ穂に用いたのと同様のチコリshootに対する

影響を請査したが、 GA3は日長に関わらず処理開始後 1カ月以

内に抽台を促したものの、2カ月を経過しても花芽形成は観察
されなかった，、

2pB10 
栄養生長が極端に短い植物の花芽形成前後での茎頂分裂

組織における経時変化

林 誠、河野重行、黒岩常祥 （東大大学院 ・理・植物）

高等植物のライフサイクルの中で、栄養生長から生殖

生長へ変換する過程は分化•発生の観点から非常に興味

深いものがある。従来、日長で花芽形成を誘森できる植

物を用いた研究が盛んに行なわれたが、光周性（と春化）

の問題は複雑で、花芽形成機構の解析には適していると

言いがたい。中性植物であればこれらの問題を回避でき

るが、長期間の栄養生長のどの時期が決定的であるかを

理解するのは困難である。我々はこの点を鑑み、栄養生

長が極端に短期間の植物を探査した。その結果、北アメ

リカの乾燥地帯に生育するキク科の 1年草PcctlSpapposa

が材料として適していることが判明した。連続照明下30

度で無菌培養すると、播種後わづか6日目には総包片原

基が誘導され、葉序が十字対生から輪生へと移行し、花

芽形成へ移行することが示された。今回は、茎頂分裂組

織の栄養生長から生殖生長にかけての変化を、テクノピ

ット樹脂包埋切片の蛍光顕微鏡観察によ って、 細胞レベ

ル、オルガネラレペルで解析した結果について議論する。



2pC01 
カポチャ根導管液に含まれる高分子緑化促進物質の精製と特性

神朝弘，大島典子，佐藤忍（筑波大•生物）

高等植物の導管は、根から吸収した水と無機イオンに加え、

ホルモン類やアミノ酸等の低分子有機物質を地上部に輸送する

ことが知られている。しかし近年になって、導管液には多糖質

やタンパク質のような高分子有機物質が存在することがわかっ

てきた (P.C.P.1992)。このような根で合成されて地上部器官

に運ばれる物質の中には、個体レペルで植物体の生長や分化を

制御する生理活性物質が存在すると考えられる。本研究はカポ

チャ根から採取した導管液より、キュウリ黄化子葉の緑化誘導

の系において緑化促進活性を有する新しい高分子生理活性物質

を単離し、その構造と生理作用について知ることを目的として

いる。

播種後3~4ヶ月目のカポチャの茎を切断し、根側から滴下

する液を根導管液として用いた。アッセイは、黄化キュウリ子

葉に検液を与え、暗黒化で 14時間培養した後、昼色光下で 5

時間緑化を誘導し、クロロフィルを定量して行った。

根導管液を凍結乾燥によ って濃縮した後、 SephadexG-25 

を用いたゲル濾過を行ったところ、分子量約 3,000の位置に促

進、分子枇約 1,000の位置に阻害活性が観察された。この促進

画分をさらに Sep-pak及び高速液体クロマトグラフィーによ

る逆相クロマトグラフィー (C18)にかけたところ 16-18%アセ

トニトリルで溶出される画分に促進活性が観察された。また、

この緑化促進活性は 12o・c. 20分の熱処理によ っても失わ

れなかった。

2pC02 

緑化過程でサイトカイニンによって調節されるタンパク質

の分析

宮田百，佐藤直樹．小林 興（東京学芸大•生命科学）

サイトカイニンは細胞分裂促進、老化抑制、緑化促進な

どの生理作用をもつが、その作用機構は明らかにされてい

ない。本研究では、サイトカイニンによる緑化促進の作用

機構をタンパク質レベルで解析した。切除したキュウリ黄

化子葉を暗所でインキュベートし、その後光照射すると誘

導期の後に緑化が始まるが、暗所インキュベート時にサイ

トカイニンの一種であるベンジルアデニン (BA) を与え

ると、緑化は誘導期なしに起こることが知られている。こ

の系で、ウエスタンブロッティング法を用いて種々のタン

パク質について分析した。葉緑体DNA結合タンパク質P
DlはBA処理後 5時間程度から減少した。マグネシウム

キレーターゼはBA処理後一時的に減少したが、その後増

加し、 8時間から 18時間の間にコントロールよりも増加

した。これらの結果は、 BAによる緑化促進にこれらのタ

ンパク質が関与することを示唆している。また、ミトコン

ドリアに局在する酵素である 3ーメチルクロトニルーCo
AーカルポキシラーゼはBA処理後 5時間程度から減少し

たが、このことの意味は今後検討する必要がある。
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2pC03 
Gliotoxin及び関連化合物のアセト酪酪合成酵素阻害作用
原口博行，浜谷康幸，楠直子，福田愛弓，橋本研介

（福山大・エ）

植物の生合成過程を阻害する除草剤のうちア ミノ酪代謝
を阻害する化合物群は栄養代謝阻害型除草剤と称され，その
安全性の面からも注目を集めている，`アセト酪酸合成酵素
(ALS)はそのターゲットの一つであり，我々は1敷生物二次代
謝産物中に酵母ALS阻害物質を検索し， Aspergil/usflavus 

DA-11株より gliotoxinを単離した（1)，， また，このALS阻害活

性はgliotoxinのdione部分に由来することを明らかにし，関
連化合物の活性を比較することによりある種のbenzo-

qui none類及びnaphthoquinone類に強力な阻害を見い出し
た（2)。本報告ではgliotoxin及び関連化合物の植物ALS阻害

作用及び植物の生長への影響を検討した，9
Gliotoxinは既存ALS阻害除草剤bensullronmethylには及

ばないもののN.rustica培養細胞より謂製したALSを30μM 

でほぽ100％阻害した ，， なお，酵母ALSに対してはこの10倍

の作用を示した，gliotoxinの作用は， N.rustica培養細胞の

生育に及ぽす影響を検討したところ，既存ALS阻害除草剤と
同様にアミノ酪関連物質の添加により減弱された。また，
gliotoxinの生育阻害作用は根に対して特異的であり，この阻
害もアミノ酪関連物質の添加により解除された。ALS阻害
様式及び関連化合物の植物体への作用は現在検討中である，
(1)H. Haraguchi et al. (1992) Biosci. Biotech. Biochem., 

臨 2085. (2)山野ら (1993) 日本農芸化学会大会講要

p.194 

2pC04 
大麦種子アリューロン細胞における aーアミラーゼ誘

導・分泌の制御物質
浅見忠男、吉田茂男、高月昭2、陶玲3、室伏旭3

（理化学研究所・ 1植物機能研究室・ 2動物細胞システム

研究室、 3東大・農・応用生命化学）

大麦種子のアリューロン細胞は活性型ジペレリンの

刺激により、 denovoにg ァミラーゼを合成し細胞外に

分泌する。本研究では、 g ァミラーゼ誘導・分泌系の

機能解明を、この系の特異的阻害剤を分子プロープと

して利用することにより行うことを目的とし、まず阻

害剤の検討・検索を行った。その結果ウイルス糖蛋白

質細胞内輸送阻害物質であるフォリマイシンとプレフェ

ルジンAが共に糖蛋白質であるg ァミラーゼの細胞外

への分泌を阻害することを明らかにした。また、フロ

ログルシノール誘導体、 3-アシル-2, 4ービランジオ

ン誘導体と 4-ビロン誘導体が、ジベレリンの作用によ

るcァミラーゼの誘導を阻害することも明らかにした。

フロログルシノール誘導体については、当初その呼吸

鎖電子伝達系における強力な脱共役活性が阻害の原因

であると考えたが、構造改変した脱共役活性のより強

い化合物が阻害活性を示さなかったことより、他の作

用により aグミラーゼの誘導を阻害していることが示

唆された。



2pC05 
タバコ培養細胞におけるジャスモン酸類によるプトレシン代謝調節

今西俊介I．橋爪克仁2．松林嘉克3，羽鳥真3．坂神洋次3，橘本隆ヽ，山田康之•,

中村研三l （名大・農•生化． 2現；宝酒造． 3名大・農•生理活性物質化学．
•奈良先端バイオサイエンス）

ジャスモン酸類は植物界に広く存在し、実生の成長抑制、葉の

老化促進、塊茎形成の促進などの生理活性を示し、特定遺伝子の発

現調節や微小管の破壊などの細胞、遺伝子レベルでの作用を有する。

我々は、ジャスモン酸メチルエステル(M-JAS)に対する植物遺伝子の

短時間での応答やその発現制御機構を解明するため、タバコ培養細

胞BY-2において短時間のM-JAS処理により発現が誘導される遺伝子

をdifferentialscreeningにより単離した。その結果、動物におけるボ

リアミン(PA)合成系の律速酵素のオルニチン脱炭酸酵素(ODC)と相同

性を示すタンバク質をコードするmRNAがシクロヘキシミド存在下

でもM-JASにより短時間の内に誘導されることを明らかにしている。

紅 PCR法により、植物におけるプトレシン(Put)合成のもう一つ

の経路の律速酵素であるアルギニン脱炭酸酵素(ADC)をコードする

cDNAI祈片をクローニングし、その発現制御についても解析した結果、

BY-2細胞を50μMのM-JASで処理をするとODCmRNAの蓄積6時間後

に最大となるのに対してADCmRNAは殆ど変化しなかった。 M-JASに

よるoocの誘導は培地中の2,4-DをBAに置換することで約2倍となっ

たが、このような条件でもADCmRNAの蓄積は見られなかった。

逆相HPLCによる細胞内のPA含量の解析の結果、 M-JAS処理1.5

時間後にPutの一過的な増加が見られる他は、 24時間のM-JAS処理の

有無による顕著な量的変化は見られなかったが、未処理細胞にはほ

とんどない溶出ピークの化合物の蓄積が見られ、その一つはマスス

ベクトルと溶出時間の解析から、メチルプトレシン(M-Put)であると

同定された。 M-Pu［はPutから作られるニコチン合成経路の最初の中

間体である。これらの結果はBY-2細胞の、 M-JAS処理はODCの誘導

により Putの合成を促進し、 PutはPAよりも、ニコチン合成の方に利

用されている可能性が示される。

2pC06 
ニンジン不定胚形成に及ぼす細胞密度の効果に関する研究

小林俊弘、東克己、佐々木和生、鎌田博、原田宏（筑波大•生物）

ニンジン不定胚誘導系では、2,4D存在下で培養している37-63μ

mのembry ogenic cells (EC) を、 2.4 • D を含まない培地に移植するこ

とにより不定胚を誘導することができる。この時、 ECを低細胞密度

で移植することが重要であり、尚細胞密度では不定胚の分化•発達
に阻害が見られる 。そこで、この扁細胞密度下で見られる阻害効果

の原因を探ることとした。

阻害要因として、栄養分の欠乏、接触による物理的障害、 2.4・Dの

持ち込みが考えられたが、いずれも主要な要因ではなかった。高細

胞密度で2週間培養した後の培地 (HCM) を用い、 ECを低細胞密度

で培養すると不定胚形成が阻害された。このことは、培地中に不定

胚形成の阻害物質が放出されていることを示唆している。

分画分子量3,500の透析膜を用いて、 HCMの透析を行った。その透

析外液を用いた場合、不定胚形成の阻害が見られたことから、阻害

物沢は分子量約3,500以下の低分子であることが明らかとなった。透

析内液を用いた場合、不定胚形成の促進が見られたことから、裔分

子不定胚形成促進物質の存在が示唆された。現在、この阻害効果が

細胞増殖の阻害によるものであるか否かを検討している。

次に、この不定胚形成阻害物質を精製・単離するための条件検討

を進めた。HCMを酢酸エチル、 ODS-Column、ODS・HPLCで順次分画

を行 っているが、阻害物質は微量であり、 37-63μ mの小細胞塊を

用いて、大量のHCMを得ることは難しい。そこで、大量に得られる

63-250μmの細胞塊を用いて同様の不定胚形成阻害が見られるか

否かを検討した。その結果、 63-250μ mの細胞塊を用いた場合で

も、嵩細胞密度培養を行った培地で不定胚形成の阻害が見られた。

また、この場合であっても溶媒分画を行った酢酸エチル層で阻害が

見られたことから、阻害物質が放出されていることが確認された。
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2pC07 
植物種子分泌液に検出されるアレロパシー活性における有機物

・無機物の役割

津布楽洋和＇、田中宥 司l、石黒幸雄＇、塩家仙子 2、穴井豊昭2、

長谷川宏司2,3 (Iカゴメ総研、 2筑波大 ・応生化、 3植物情報物

質研究センター）

発芽種子から分泌され周辺植物のシュートの成長を顕著に促

進するアレロバシー物質として、レビジモイドをはじめとする

機能物質が広く高等植物に存在している。これら発芽種子が分

泌するアレロパシー物質中の有機及び無機物質の貢献度を明ら

かにすることを目的として、 14科24属からなる24種の植物種子

の分泌液（有機及び無機物画分）及びその灰化物（無機物画分）

を、ヒモゲイトウ下胚軸伸長試験に供し、それぞれの生物活性

について比較検討した。

その結果、 1)分泌物の活性が、灰化物の活性を上回る植物

種（オオイヌノフグリ、パセリ、イネなど）、 2)灰化物活性

が分泌物の活性を上回る植物種（アスパラガス、カボチャなど）

3)灰化物の活性及び分泌物の活性にほとんど差が認められな

い植物種（ゴボウ、ヒマワリなど）の 3つのタイプに分類され

たが、多くの植物種において、その分泌液中に含まれる有機物

がアレロパシー活性を持っていることが明らかになった。

種子重量と分泌物、灰化物の活性との相関係数は、灰化物が

r; 0. 83、分泌物が r;0. 66であり、種子が分泌するアレロパ

シー活性のうち無機物の活性は種子重量（表面積）に依存する

が、有機物の活性は植物種に特異的であることが示唆された。

2pC08 
大腸菌で発現させたシロイヌナズナのグルタチオン Sートラン

スフェラーゼ (GST) の酵素活性に対するオーキシンの効果

綿引 雅昭、山本 興太朗 （北大 ・地球環境科学 ・環境分子

生物）

いくつかの植物GSTは JAAに結合することが知られてい

るが (Bilanget al., 1993, Zettle et al., 1994)、結合した

!AAとG S T活性との関係は不明である。演者らがシロイヌ

ナズナから単離したG S T開連遺伝子 GST4を（植物学会第

5 7回大会、 1 9 9 2) 大腸菌で発現させたところ、遺伝子産

物は還元型グルタチオン (GSH) と l-chloro-2,4-

dinitrobenzeneに対して GST活性を持つことが判ったので、

本産物を用いてGST活性に対するオーキシンの効果を調べた。

GST4蛋白質の G S Hとl-chloro-2,4-dinitrnbenzeneに

たいする Kmはそれぞれ 0. 8 6 mMと1. 3 7 mMであった。

GST活性に対する種々のオーキシンの効果を調べたところ、

!AAはGSHに対 して競合阻害しており、 !AAの凡は

1. 5 2 mMであった。同様に 2, 4-Dと 1-NAAもGS

Hに対し競合阻害を示し、 2. 4 -Dが最も効果が強かった。

トリプトファンや酢酸ナトリウムは効果がなかった。 この競合

阻害効果と GSHセファロースに結合したGST4蛋白質が

!AAによ って溶出されたことから、 lAAはG S TのG S H

結合部位 (G部位）に結合すると考えられる。 !AAのKけ直
が面かったことから生体内で !AAがGST4の機能に関与し

ている可能性は低いと考えられるが、今回の知見は生体内の他

のオーキシンがGST4の酵素活性に関与している可能性を示

唆している。



2pC09 
タパコ培養細胞BY-2におけるオーキシンにより制御される プロ

テインキナーゼの特性

小高圭太、北川峰丈、関本弘之、酒井慎吾 （筑波大•生物）

タパコ培養細胞(Nicotianatabac1111 L. cv. Bright Ye! low) 

BY-2の培地から2,4-Dを除去すると細胞の分裂係数(M[）は減少

し、再添加するとM［は最初のレペルまで回復する。この時、

BY-2細胞の核に存在するプロテインキナーゼ(PK)活性がMIの変

動と同じように変化することを前回報告した。このPKはカゼイ

ンを基質に用いた時に最も高い活性を示し、さらにゲル内リン

酸化実験より、このPKの触媒活性は40kDのタンパク質であるこ

とが確認されている。

本研究では、この40kDPKが2,4-Dにより直接的に調節されて

いることをさらに明らかとするために、 S期およびM期の阻害剤

であるアフィジコリンとプロピザミドをそれぞれ2,4-D培地に

添加してみた。その結果、これらの阻害剤により BY-2細胞の増

殖は抑えられたが、 40kDのPK活性は減少しなかった。これらの

結果は、 40kDのPK活性が細胞増殖の結果として変動するのでは

なく、 2,4-Dにより直接的に調節されていることを示唆してい

る。現在こ の2,4-Dで調節される40kDのPKの精製を試みており 、

その部分精製品を用いてのkineticsなどについても合わせて報

告する予定である。

2pC10 
ェンドウ矮性突然変沢体 lkaおよび 1kbにおいては内牛プラシ

ノステロイドのレベルが変化している 横田孝雄．中ill貞義．

大沢朗．鈴木栄—-．竹内安智 l, James B. Reid 2 （帝京大・即

ェ ・バイオサイエンス、 1宇大・雑箪科学センタ―, 2タスマニ

ア大）

エンドウの単．•逍伝子突然変異体である矮↑生種の lka および

lkbはーー稚のジベレリン感受性変異休であるが，墜の降伏／j・ー．が

上昇しているなど，その矮件の原因は単純でない。そこで．本

研究ではプラシノステロイドとの関係を調べた。Brassinolideの

生合成経路はteasterone-> typhasterol -> castasterone -> brassinolide 

なので，これらのd6体を内部標準 として，約 5ヵ月平liti]楊で

育てた植物体の苓頂から 4-5節以上の部位について定砿をお

こなった。

その結呆 teasterone以外のプラシノステロイドが lka, 1kb, 

WT (wild type)すべてから検出された。Brassinolideの含箭

(ng/k.gfw)はWT(840), ¥ka (245), 1kb (350)であった。したがって．

内生brassinolideの減少が矮性にかかわっている可能性が考えら

れる。 うり． castasteroneの含訊は WT(2360), lka (3170), 1kb 

(60)であり． typhasterolの含量は WT(995), lka (285), 1kb (110) 

であった。lkaにおいては castasteroneの量がWTよりやや多 く．

castasteroneから brassinolideへの変換に欠陥があるように見える。

また1kbにおいてはcastasterone,typhasterolともに含罹が低いこ

とから，生合成初期の段階に欠陥があるように思われる
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2pD01 
Synechocystis sp. PCC 6803チトクロム c-550欠失変

異株の光化学系II特性

沈 建仁． 1Wim Verma as・ 井上頼直（理研・太陽光科

学， 1アリゾナ州立大）

我々は、チトクロムc-550がらん藻光化学系II酸素発生反応に関

与する表在性蛋白質の一つであることを報告してきた。これまで

に得た結果では、 (1)好熱性らん表Synechococcusvu/ca nusより

精製した光化学系II粒子にチトクロムc-550が量的に反応中心蛋白

質と 1:1で結合していること[1];(2)チトクロムc-550の解躍に

より系IIの酸素発生活性が低下し、低下した活性がc-550の再結合

により回復すること [2l ; (3) c-s soが表在性の33kDa蛋白と共

にもう一つの表在性蛋白質、 12kDa蛋白質の系IIへの結合に必要

であること[2];(4)らん藻細胞を種々の画分に分けた時、 c-550 

が主に系ll画分に存在すること[3];(5) c-550の遺伝子には33

kDaのトランジ ト・ペプチドと高い相同性を持つリーダー ・

シーケンスがあること（昨年度本大会講演要旨集）、が明らかになっ

た。本研究では、 Synechocystissp.PCC 6803において、チト

クロムc-550遺伝子を挿入失活及びデレーションさせることによ

り、 c-550欠失変異株を作製し、その生育状態や光化学系II活性を

測定した。チトクロムc-550の欠失が酸素発生活性を60％減少さ

せただけでなく、系II反応中心の量をも大きく低下させた。その結

果、 c-550欠失変異株の生育速度が著しく低下した。

[1] Shen J.-R., lkeuchi M. and Inoue Y. (1992) FEBS Lett. 

162, 76-80. [2] Shen J.-R. and Inoue Y. (1993) 

Biochemistry 32, 1825-1832. [3]Shen J.-R. and Inoue Y 

(1993)J. Biol. Chem. 268, 20408-20413 

2pD02 
Synechocystis sp. PC C 68 03系II表在性の 33

kDa蛋白質とチトクロム c-550のダプル欠失変異株の

作製と性質

沈 醇仁•井上頼直 （理研・太陽光科学）

33 kDa蛋白質とチトクロムc-550は共にらん藻光化学系

IIの表在性蛋白質であり、そのいずれかを欠失させた

Synechocystis sp.PCC 6803の変異株は、速度が遅いも

のの、光独立栄養的に生育できることがこれまでの研究で

明らかになっている。チトクロムc-550の系IIでの機能を解

明する研究の一つとして、我々は33kDa蛋白質とc-550の

遺伝子（それぞれps仄）とpsbV)を同時に失活させることに

より、その両方を欠いたSynechocystis68 03の変異株を

作製した。得られた変異株は酸素発生活性が野生株の5-

10％のみになり、この活性も光照射中非常に早く失活した。

さらに、変異株の系II反応中心含量も野生株の約20％までに

低下した。その結果、この変異株は光独立栄養的に生育す

ることができなかった。これらのことより、チトクロム c—

550が33kDa蛋白質とは独立に系IIで機能しており、その

いずれもがらん藻の酸素発生活性を維持するのに必要であ

ることが分かった。これは、我々がすでに報告した、 33

kDa蛋白がなくてもチトクロムc-550が系IIに結合すること

と一致している。



2pD03 
架橋剤によるらん藻光化学系IIにおける表在性

損白質の相互結合部位の研究

韓 甲昨、沈建仁、！池内片彦、井上頼匝

（理研・太陥光科学．］東大・教養•生物）

酸素発生に関与する 3種の表在性蛋白質を持つ

好熟性らん藻Synechococcus vu lean usの光化学系

II標品について、 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)

carbodiimide hydrochloride IEDC]を用いた架橋実験

を行った。 その結果、尚等植物と同じような33
k0a-CP4 7の架橋産物を得た以外に、次のような架

橋産物を得た。(1)33kDa -cyt（チトクロム） c-550

-12kDa: (2) cyt c-550 -12 kDa: (3) 02 ・ cyt c -550 

-12 kDa. これらの結果は、らん藻の系IIにおいて

3つの表在性蛋白質が相互に近接している事を示

唆し、従って演者らが先に示したcyt c-550がチラ

コイド膜の内側に結合していることを支持してい

る。 またすでに報告したcytc-550が12kDa蛋白の

系IIへの結合に必要であることを考え合わせる

と、反応中心D2と直接架橋するのはcytc-550であ

り、従って02蛋白質が表在性のcytc-550と結合し

ていることが示唆された。

2pD04 
FTIRによる酸素発生系の構造解析： COO―配位子と基

質H20との相互作用

野口 巧、小野高明、井上頼直（理研・太陽光科学）

光合成系 1Iの酸素発生Mnクラスターにおける、アミノ酸

配位子及び基質である水の配位構造や相互作用については、

未だ不明のままである。本研究では、酸素発生系の S1状態

と幻状態間の光誘起フーリエ変換赤外 (FTIR)差スペ

クトルを H20及び020緩衝液中で測定し、 H/0交換のス

ペク トルヘの影響を調べた。その結果、 COO―配位子の非

対称伸縮モードに帰属できる156lcm-1のバンドが、 020緩衝

液中で約18cm-1の大きな高波数シフトをするのが観測された。

H心と水素結合する COO―基を持ついくつかのモデル化合

物に関し、そのCOO―非対称伸縮振動バンドヘのH/0交

換の効果を調べたところ、バルクのH20と水素結合をして

いる場合、約 7cm-1の高波数シフトしか見られないのに対し、

金属に配位したH20に水素結合した場合には、 20cm-1程の大

きな高波数シフ トが見られた。このことから、系 1I酸素発生

系で見られた18cぶの高波数シフトは、 Mnクラスター上の

COO―配位子のうちの 1つが、 Mnに配位している H20分

子と強い水素結合を形成していることに由来すると解釈され

た。この強い水素結合は、基質である H20からプロトンが

解離するのを助け、 COO―配位子がこの際のプロトン受容

体としての役割を果たしていると考えられる。
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2pD05 
Low-pH処理酸素発生系の磁性種のスピン状態

三野広幸 AndreiV Astashkin，河盛阿佐子，小野高明），

井上頼直） （関学大 ・理．）理化学研究所・太楊光エネ

ルギー）

Low-pH処理によりCa公を除去した水分解系は酸素発

生能が阻害され異常な S状態を示す． S2'状態においては超

微細構造の狭くなった変形マルチライン信号を観測すること

ができるまた更に高い酸化状態ではマルチライン信号は消

失し g=2を中心としおよそ 200Gの範囲で幾つかの信号

を観測できる主な成分は g=2 peak to peak 1 6 0 G (S 

3')信号と gく2 ほぽ 10 0 Gのpeakto peakをもつ成分

(Si とする）である．

今回我々はパルスEPRを用いてこれらの磁性種を測

定した。 パルス EPRにおける信号強度は磁性種のスピン

の大きさによってマイクロ波強度依存性が異なる。 これを

利用することによりスピンの大きさを決定することが可能に

なる。これにより S3'信号のスピンは 1、s;信号のスピ

ンは 1/2と決定された。 またs3'信号の分離幅について

はスピン1/2との間の双極子相互作用が最も有力である。

これらの情報からs3・ およびs;信号の起源とマンガンク

ラスダとの関係について議論する

2pD06 
トリス処理 PS IIにおけるチロシン Z十の EPR信号及

びKINETICSのpH依存性

茂森和士、三野広幸、 Andrei V. 

ASTASHKIN、河盛 阿佐子（関西学院大・理）

チロシン D八と Z＋は同じ EPR信号を示すことが知ら

れている．チロシン Dに比べてチロシン Zはトラ ップ

する事が困難なため，チロシン Zの正確な情報はあま

り得られていない。トリス処理 PS IIでは， 25 3 K 

で5秒間光照射後 77 Kで急凍する事によってチロシ

ン z•をトラップし EPR信号を観測する事ができる．

我々は， pH6. 5 付近においてチロシン z• の

EPR信号に大きな変化が生じる事を観測した．これ

は， pHを変える事により周辺構造が変化し， fJ-プ

ロトンによる超微細相互作用の分離幅が変化するため

である考えられる．

チロシン Z＋のパルス La s e r照射による EPR信

号の消失速度とさらに周辺の原子核に関する ENDO

Rの結果を交えてチロシン D十と比較し議論する．



2pD07 

鉄除去，亜鉛置換，または NaCN処理した光合成光

化学系 I]の第 l受容体キノン結合の ESEEMによる

研究

河盛阿佐子， AndreiV. Astashkin, 三野広幸，

黒岩繁樹り赤堀興造！ （関学大理，！広大総合）

ほうれんそうの光化学系 1Iの受容体キノン鉄を亜鉛

置換し， QA―のESEEM (Electron Spin Echo 

Envelope Modulation)を 80 Kで観測した．その変調

周波数より 2個の窒素核を検出し， 一つはtスff‘/，他

の一つは7うこ'j(D2蛋白 26 1位）と水素結合してお

り， II・りが）7と類似の構造であると検証した．

鉄を除去したときは tスff。]の大部， NaCN処理に

よりその全ての信号強度が失われ，他のアミノ酸残基

の窒素位置に新たな信号が現われる． これより鉄に配

位するとスff'jの 1個以上が CNに置き代わることが判

明した．

2pD08 
光合成Mn安定化蛋白質の構造解析（ 1) プロテアーゼによ

る限定分解と構造ー活性相関

元木章裕、臼井美奈、島津恒夫、平野昌彦、加藤栄I

（東レリ サーチセンター， 1東邦大・理）

Mn安定化蛋白質 (MSP)は、光合成の水分解反応に必須

なMnイオンの安定化に重要な役割りを果たしているが、その

構造や光化学系n蛋白質複合体(PSIl)との結合部位については

ほとんど解明されていない。今回Synec/Jococcuse/ongatusの

MSPを用いてプロテアーゼに対する反応性を調べ、その切断

様式と構造、活性との相関について調べたので報告する。

MSPを温和な条件で種々のプロテアーゼを用いて限定分解

すると、 Phe156-Gly163の領域で優先的に分解される。この領

域はアミノ酸の保存性が良く、 二次構造予測によるとループを

形成し蛋白質の表面に存在することが推定された。次に、キモ

トリプシン型Phe156/Leu157の部位に切れ目を入れた突然変異

体を作製してその性質を調べたところ、 SOS-PAGEでは 2本のパ

ンドに分離するが、変性剤の存在しないNative-PAGEでは天然

型蛋白質と同位置に単一のパンドで泳動された。また変異体の

CDスペクトルは天然型と変わらず、二次構造は変化しないこ

とがわかった。このことは156/157で切断が起きても、蛋白質

としてはニックの入った状態で高次構造を保つことが考えられ

る。 一方、この変異体は PSilへの再構成能を完全に失ってお

り、 Phe156周辺のループがPs nとの結合に重要な役割りを果

たしている可能性が高いことがわかった。

本研究は通産省産業科学技術研究制度の一環として、新エネ

ルギー・産業技術総合開発機構からの委託を受けて実施した。
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2pD09 
光合成水分解系でのマンガン配位反応へのアミノ基の寄与
田村典明、小河亜紀子、梶原英子、市丸都 （福岡女子大学 ・

生物）

光化学系［Iに存在する水分解系において、マンガン原子(Mn)は
触媒として機能している。このMn原子の配位子として反応中心
タンパク質のカルボキシル基やヒスチジンのイミダゾール基が
報告されているが、これらのアミノ酸残基以外のアミノ酸残甚
の関与も未だ考えられる 。そこで、アミノ基の化学修飾剤であ
るメチルアセトイミデート（MAI)、2.4.6 トリニトロペンゼンス
ルホン酸(TNBS)、N ヒドロキシスクシニイミドア七テート
岡 SIA＼を用いて、 Mnの配位過程にアミノ碁が関与しているかを

閤べた。その結果、以下のことがわかった。
(I) ヒドロキシルアミン(NH2OH)処理した光化学系［［標品

(NH2OH)の光活性化能(Mn配位能）は． 500mMのM.Al.lm_M 
のTNBS,20mMのNl1SIA処理によって、顕著に失われた。
この時、水分解系を介さない光化学系I［近傍の電子伝達活
性はほとんど影響を受けていなかった。

(2)過酸化水素存在下でのMn→ DCIP光還元活性を測定して、
マンガン結合（配位）部位へのマンガンの親和性を説ベ
た。その結果、今回用いた化学修飾処理は、マンガンの
尚親和性部位にのみ影響を与えることが分かった。

(3)化学修飾標品では、 33KDa蛋白質の結合能を欠き、また、
LHCPと考えられる蛋白質のみかけ上の減少がみられた。

これらのことから、アミノ基の化学修飾処理後の光活性化
の減少の原因として、高親和性のマンガン結合部位の消失や、
酸素発生活性を発現する役割を持つ33KDa蛋白質が結合できな
くなったこと等があげられる。

2pE01 
電子吸収 • NMR分光法によるバクテリオクロロ フィル c
(BChl c)会合体の研究

溝口 正，小山泰 （関西学院大 ・理）

緑色硫黄細菌は，特徴あるアンテナ複合体 （クロロソーム）

を持つ．その主要色素はバクテリオクロロ フィル c (Behl c) 
であり，クロロソーム内でオリゴマーを形成している． BChl
cは，他のクロロフィル類と比べてc9位にカルボニル基 c

2a位に水酸基をもち、構造的に会合体形成に適していると考

えられる．

今回，電子吸収・ lHNMR (400MHz)を用いてBChlcの会合

状態を捉えようと試みた．試料として用いた BChl c は Cb
limicolaより 抽出し， HPLC(Cl8reverse・phasecolumn,6-7.5% 
恥0in methanol)で各同族体を単離・精製した．

まず電子吸収スペク トルを用いて，クロロホルム・ ジクロ

ロメタ ン・四塩化炭素等非極性溶媒中での会合体形成に伴 う

スペクトル変化（高次会合体の形成に起因する Q 吸収帯の長
波長シフト）を追跡し，含まれる会合体の種類を検討したこ

の吸収スペクトルの結果から，会合体形成の澳度および浴媒
の極性に対する依存性を観測した．これらの溶液中の NMRス

ペクトルでは，会合体形成によってシグナルのプロードニン

グが起こり．帰属が困難になる．そこで， 1)メタノール山を
使った滴定， 2) 試料の濃度変化、を用いて会合体を単菌体へ

と徐々に変化させ，各段階での NMR測定を行った．

これらの NMRスペク トルについて， BChlC 分子中の竜子

密度変化および環竜流効果を反映するケミカルシフトに着目
し，マクロサイクルの受ける影響について検討した．その結

果，ある特定の lHシグナルのシフトおよび，プロードニン

グ，消失 (a.・H. 2a・H) 等の変化が見られた．また， lH-l][ 
ROESYスペクトルを測定し，分子間の NOEシグナルに着目し

て可能な会合体モデルの提案を試みる．



2pE02 
光合成細菌におけるDMSO呼吸系遺伝子の転写制御

宇治家武史 山本勇 佐藤敏生（広島大・理・生物科学）

光合成細菌 Rhodobacter sphaeroides f. s p. 

denitrificansは、 dimethylsulfoxide(DMSO)呼吸を行う。

昨年の本大会で報告したようにDMSO呼吸の末端還元酵素で

あるDMSO還元酵素の遺伝子dmsC,dmsB,dmsAは互いに重

なり合い 1つのオベロンを形成していると考えられる。最初

の遺伝子dmsCは、 5カ所にヘム結合モチーフであるCXXCH

配列を持つC型チトクロームをコードしている。上流には転

写制御タンパク質の遺伝子dmsRを見いだしている。

今回、まずSDS電気泳動後のヘム染色により分子量

44ゆ aのヘムタンパク質が光合成細菌をDMSO存在下で培

養した時のみ検出され、これをctnsC遺伝子産物と同定した。

次にdmsオペロンの転写機構を検討した。プライマー伸長

法により dmsオペロンの転写は翻訳領域の 157塩基上流の

Tから開始され、 DMSO存在下では転写量の増大を見た。こ

れはDMSO還元活性がDMSOによって誘導されることと一致

する。ゲルシフト法により、転写開始点を含む246塩基の

DNAと結合するタンバク質が検出され、培養にDMSOを添加

すると、その結合量が増加した。一方dmsRの転写開始は、

dmsC遺伝子内から起こっており、 DMSO存在下で抑制され

た。以上の結果は、上記のDNA結合タンパク質がDMSOの存

在下で、 dmsオペロンの転写活性化と dmsR遺伝子の転写抑

制の両方に働いていると考えられる。 DNA結合タンパク質

がdmsR遺伝子産物かどうか検討中である。

2pE03 
光合成細菌のペリプラズム局在DMSO還元酵素のアンフォール

ディングとリフォールディング

松崎雅広、山口陽子、桝井秀雄、佐藤敏生（広島大・理•生物

科学）

光合成細菌Rhodobactersphaeroidesf sp. denitrificansのdimethyl

sulfo凶 e(DMSO)呼吸の末端還元酵素である DMSORは、 1分

子のモ リプデンコファクター (Mo-co)をもつペリプラズム酵素

である。私達はペリプラズムに特別なタンパク質フォールディ

ング機構があるかどうかを調べるために、 DMSOR精製酵素を

酸変性させ、大腸菌シャペロニンgroEL、gro応とジチオスレトー

ル (DTI)との相互作用について調べた。 DMSORを30℃、 pH-

2で処理すると 2分以内に、また 4M塩酸グアニジン溶液中で

処理するとMo心が遊離し、 native電気泳動で移動度の低いタン

パク 質 (II型）となった。II型は時間の経過とともにアグリゲー

ション した。 しかし、 groH..、gro応の添加によりアグリゲーショ

ンが阻害され、さらにDTIの添加により活性型の酵素と移動度

が一致する I型に変換された。また、 II型には 2つの状態があ

り、 DTTによって完全還元型になると推定された。ペ リプラズ

ム画分の添加によってもgroEL 、gro区と類似の現象が認めら

れた。
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2pE04 
ラン藻での培養光強度によるカロテノイド組成変動

正元和盛，古川健一，小濱由紀子！，和田元！（熊本大・教育・

生物， l 九州大・理•生物）

高等植物に較べa カロテン類やエポキシカロテノイドを含ま

ないラン藻は，カロテノイド組成が単純で，カロテノイド代謝

を調べる上で好材料の一つ と考えられる．このようなラン藻細

胞での，培養光強度によるカロテノイド組成の変動を調べた．

単細胞性のラン藻であるSynechococcusPCC794 2および

Synechocystis PCC6803を材料として用いた。それらのラン藻の

培養は， BG・ll培地中25°cで白色蛍光灯下弱光または強光条

件下で行なった。SynechocystisPCC6803の暗条件での培養はグ

ルコース存在下で行った．カロテノイドは逆相HPLCでメタノ

ール／エタノ ール勾配移動相で流し， 450nmで検出した．

Synechococcus PCC794 2は，弱光下ではpカロテン を主成分と

して含んでいたが，強光下ではゼアザンチンを主成分として含

んでいた．カロテノイド／chia比でみると，強光下では弱光下

の3-5倍に増加した．細胞散乱強度あたりでのゼアザンチン量

も増加した 一方、 P• カロテンはいずれの場合でも変わらなか

った． SynechocystisPCC6803では， chia比でみると ，ザント

フィル（ミクソザンチン，エキネノン）は強光下で増加していた、

また ， 6 • カロテンも強光下で増加し， Synechococcus PCC794 2と

は異なった様相を示した．暗条件で培養したSynechocystis

PCC6803の場合には，ゼアザンチンがやや高い以外は定常光で

の培養細胞のカロテノイド組成とほぼ同様であった．

これらのこ とは， ラン藻が強光に応答してザントフィル合成

を促進させることを示し，細胞膜・細胞壁への蓄積を示唆する．

2pE05 
好熱性シネココッカスのアロフィコシアニンに関する研究(2)

アンカータンパク質遺伝子の解析とフィコビリゾームの構成

曽我麻美子、島津恒夫、平野昌彦、加藤 栄 l

（東レリサーチセンター、 1東邦大 ・理）

フィコビリゾーム(PBS)はシアノパクテリアと紅藻に特有の、

光合成膜表面に存在する 巨大な集光性色素タンパク質集合体で

ある。好熱性シアノバクテリア Synechococcus elongatusのPBS

は13種のサプユニットから構成されており、主に色素タンバク

質のフィコシアニン(PC)からなるロッド部分と、アロフィコシ

アニン(APC)からなるコア部分に分けられる。我々は既にS.

elongatusのPC（ロッド）オベロンおよびAPC（コア）オペロンを単

離し、 JO種のサプユニットについて塩基配列を報告している。

今回、コア部分に含まれるアンカータンバク質(LeM120)の遺伝

子(ape£)を単離して塩基配列の解析を行ない、 1,139残甚からな

る全アミノ酸配列を推定した。こ の配列中には約 120,曳碁から

なる相同性の高い繰り返し領域が4ヶ所存在しており、ロッド

中のリンカータンパク質(LRCおよびLR)のアミノ酸配列と高い

相同性を有していた。アンカータンバク質の繰り返し領域の数

とLRCをコードする遺伝子数との関係について他のシアノバク

テリアとの比較を行うことにより、 S.elongatusのPBSの構成を

推定した。

本研究は通産省産業科学技術研究制度の一環として、新エネ

ルギー・産業技術総合開発機構からの委託を受けて実施した。



2pE06 
ラン藻 SynechococcusPCC7942株における窒素栄養状

態によるフィコシアニン遺伝子の発現調節

澤木弘道、杉 山達夫、小俣達男（名古屋大・農・応用生物

科学）

フィコピリソームは、ラン藻のアンテナ色素複合体で細

胞内に多量に含まれる。窒素欠乏時にフィコピリソームタ

ンパク質が分解されることから、フィコピリソームは窒素

の貯蔵物質としての役割も果たしていると考えられてい

る。我々は、フィコピリソームを構成する主要なタンパク

質であるフィコシアニンの遺伝子転写産物 (cpcBAmRNA) 

の蓄積量と窒素栄養状態の関係についてSynechococcus

PCC7942を使って調ぺた。硝酸イオン能動輸送能を欠く変

異株 M45における硝酸イオンの取り込み速度は、外液中の

硝酸濃度に比例するので、培地中の硝酸濃度を 7.SmM、

1SmM、30mM、60mMにして培養し、段階的な窒素欠乏

条件にして M45を培養した。これらの細胞からRNAを単

離し、cpcBAmRNAの蓄積量を調べたところ、より低い硝

酸濃度培地で生育した菌体ほど cpcBAmRNA蓄積量が多

かった。このことから窒素欠乏状態では、フィコシアニン

含量は低下するもののその遺伝子の転写はむしろ活性化さ

れている、と結論された。

2pE07 
POSf-TRANSLA TIONAL REGULATION OF GLUT AMINE 
SYNTHEf ASE FROM SYNECHOCYS77S SP. PCC 6803 
Eemandu.ARDILA and T瑯 uoSUGIYAMA Dept. Applied Biol. 
Sci., Sch. Agric. Sci., Nagoya Univ, Chikusa, Nagoya, 464-01 

The enzyme Glutarnine Synthetase (GS; EC 6.3.1.2) plays a 
central role in nitrogen metabolism of prokaryotes. Previous 
studies on the regulation of GS activity in cyanobacteria indicate 
that is allosterical ly rn叫 ulatedby the concentrations of different 
compounds such as arninoacids, nucleotides and divalent cations 
and, recently, covalent modification through ADP-ribosylation 
was shown as an inhibitory mechanism of Synechocystis GS. 

We report the presence in Synechocystis sp. PCC 6803 of a 
soluble component that can completely inhibit GS transferase and 
biosynthetic activities. This inhibitory action appears lo be 
independent of other enzyme activities since it can be observed 
either on a crude extract or on a purified GS. No preincubation is 
necessary and the inhibition can be observed along the 30-rnin GS 
enzymatic reaction. While in the case of the biosynthetic activity 
the plots of re!ati_ve G~ 3:ctivity aga!n~t inh(bitor conce~tra_tio~ 
gives rectangular hyperbolas, sigmoid-shaped curves are obtained 
when GS transferase activity is challenged. This inhibitory 
component was partially purified from a cyanobacterial crude 
extract by heat precipitation, ultrafiltration, and anionic exchange 
and reverse phase chromatographies and its molecular mass was 
estimated between 0.5 and 3 kDa by ultrafiltration criteria 

F.A. is a recipient of a JSPS post-doctoral fellowship 
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2pE08 
海産ラン藻 Phorヽ idi/J•persi cinuヽに溶源化した

ウィルスの単離

大城 香，藤田善彦 1 （東海大・海洋•海洋科学，

1 基生研•細胞生物）

ラン藻に感染するウィルス（シアノファ ージ）

の大部分は，毒性ウィルスで、感染した細胞は短

時間のうちに溶解されることが知られている 。

我々は，海産ラン藻 Phor量Jdi/J息 persicin/J9
(Provasoli株）を宿主とする溶源性ウィルスが存

在することを見いだした 。 本ラ ン藻は 10年以

上実験室で培養されてきた株で，通常に培養し た

細胞中にはウィルス粒子は認められない 。 しかし，

細胞を溶源性ウィルスの誘発を引き起こす ことが

知られているマイトマイシ ン C を添 加した培 地

に移すと，細胞内にウィルス粒子の出現が観察さ

れ、さらに細胞はマイトマイシ ン C 添加後約 5 0 

時 間 で 完 全 に 溶 解 し た 。 同 様 の 細 胞 溶 解 は ， 細胞

を短時間紫外線照射することでも誘発された 。こ

れらの結果は， ウィルスの安定な溶源化がこの ラ

ン藻で生じていること，マイトマイシン C の添

加や紫外線照射が， この溶源性ウィルスの溶菌サ

イクルを誘発したことを示唆している。細胞の溶

解物から単離したウィルスの電子顕微鏡観察から，

このウィルスの形態が， 直径約 30nmの多角形の頭

部と約 300nmの尾部を持つことが 示さ れた 。 海 洋で

みられるラン藻の赤潮の消滅に溶源性 ウィルスが

関与している可能性についても考察する 。

2pE09 
ラン藻 Plectonemaboryanumの光に依存しないクロロ フィル

生合成系に関わる第三の遺伝子ch/Bの同定

朦田祐一、長谷俊治 （大阪大・蛋白研）

被子植物を除く多くの植物は、クロロフィル (Chi)生合成

系のプロトクロロフィリド (Pchlide)からクロロフィリドへ

の還元過程に光依存性と光非依存性の二つに系を併用してい

る。私達は、ラン藻Plectonemaboryanumを用いて光非依存

性のPchlide還元系の分子遺伝学的解析を進めており、すでに

オペロンを形成する二つの遺伝子ch/Lとch/Nがこの反応に関

与することを明らかにしている。最近、緑藻Chlamydomonas
reinhardtiiの葉緑体DNAには、本反応に関与する第三の遺伝子

chlBがコードされていることが示された。ch/Bのホモログと

思われるORFは、ゼニゴケやマツの葉緑体DNAにも見つかっ

ている。そこで今回、ラン藻P.boryanum からこの遺伝子の

ホモログをクローニングすることを試みた 。ゼニコケ葉緑体

DNAのORF513(ch/B)断片をプローブと してP.boryanum 
のゲノム ・ライプラリーから6.2-kbのHindIll断片をクロ ーニン

グした。その塩基配列を解析した結果、ゼニゴケのch/Bと73
％という高い類似性を示す508のアミノ酸残基をコードする

ORF (ORF508)を見出した。この遺伝子の欠損株YFB14は
上記二つの遺伝子ch/Lやch/Nの欠損株と同じく 、暗所 でのみ

Chi合成が停止し 、Pchlideを著しく蓄積するという形質を示

した。 したがって、ORF508はこのラン藻のch/B遺伝子 であ

り、光非依存性Pchlide還元反応には、少なくともch/L、ch/N
及びch/Bという三つの遺伝子が要求されると考えられる。



2pE10 
ラン藻 Plectonemaboゥanumにおける光非依存性プロトクロロ

フィリド還元反応に関与する chJL、chlN、chJB遺伝子産物の
免疫化学的解析

高木英典、藤田祐一、長谷俊治 （大阪大・蛋白研）

クロロフィル生合成の一過程であるプロトクロロフィリド

(Pchlide)遠元反応には、光依存性と光非依存性という異なる 2
種の系の存在が知られている。最近、ラン藻や緑藻を用いた分

子生物学的研究から光非依存性の系に関与する 3種の遺伝子と

して chlL、chJN、chlB遺伝子が同定された。私達は光非依存

性Pchlide還元反応におけるこれら 3種の追伝子脱物の生化学
的役割を明らかにする第一歩として、各遺伝子の欠損株が得ら

れているラ ン淡 Plectonemabo,yanumを用いて、免疫化学的手

法による細胞生化学的解析を行った。

P. bo,yanumのch/L、chlN、chJB辿伝子各々のコード領域全
体を、 C末端に 6x Hisを付加する発現ベクター pQE70を用い
て大腸菌で発現させた。これらの発現産物をキレートク ロマト

グラフィー等により精製して抗体を調製し、各々の蛋白質の細

胞内局在性を検討した。chlB遺伝子産物に対する抗体を用い

た結果、膜画分に約 58,000の分子益を示す蛋白質のシグナル

を検出した。こ れは ch/B遺伝子産物の推定分子掘56,819とよ

く一致しており、 P.bo巧anumのch/B逍伝子産物が膜画分に存
在する と考え られる。一方、ゼニゴケの ch/Lホモログでの解

析からchJL遺伝子産物が可溶性であることが報告されてお

り、光非依存性 Pchlide遠元反応には可溶竹画分と股圃分とが

必要であることが予測される。現在 chJL及び ch/N逍伝子産物

の解析や、各々の遺伝子欠損株における他の 2種の遺伝子産物

の存在状態について解析を進めている。

2pF01 
カラマツの ch!L遺伝子の構造と発現

笠庄謡、山田恭司、岩崎俊介I、徳富光恵I、山本直樹I

（富山大・理・ 生物、 I農水省•生物研）

球果植物の多 くは、暗所でもクロロフィルを合成し緑色を呈

する。この暗所でのクロロフィル合成には、葉緑体ゲノムにコ

ードされているchlLなどの遺伝子群の関与が示されてきた。と

ころが、 例外的に、カラマツの暗所芽生えではクロロフ ィル合

成が見られず、黄化芽生えが生じる。そこで、暗所におけるカ

ラマツの黄化を説明することを目的として、カラマツからcb!L

と相同性を示すDNA断片をクローニングし、塩基配列を決定した。

その結果、 ch!L遺伝子に相同な876bpからなるORFを見い出した。

また、この塩基配列から推定されるアミノ酸配列には、保存性

の高い機能ドメインとされているATP結合部位や4つのシステイ

ン残基が保存されていた。このように、塩基配列の特性からカ

ラマツの黄化を説明できるよ うな情報を見いだすことはできな

かった。

次に、カラマツとクロマツの芽生えでのch!L遺伝子の発現を

ノーザンハイプリダイゼーション法により比較した。暗所でも

クロロフィル合成がみられるクロマツの場合では、明、暗いず

れの条件下でも転写が確認できたが、カラマツではクロマツの

場合とは異なっていた。すなわち、カラマツの明所芽生えには

転写産物は検出できなかった。一方、暗所芽生えでは、クロマ

ツの転写産物よりはるかに大きい転写産物が検出できた。以上

のことから、カラマツのchlLの発現についてRNAプロセッシン

グ等の転写以降に異常があることが示唆された。
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2pF02 
葉緑体包膜の DNA結合タンバク質の精架

吉田真琴，三角修己，佐藤直樹（東京学芸大，生

命科学）

若い葉の葉緑体では，葉緑体DNA (cpDNA) が

包膜に結合しており，この結合はcpDNAの複割，

娘葉緑体へのcpDNAの分配等に関与していると推

測される 。本研究ではcpDNAを結合している包膜

の130k0aタンパク質 (PENDタンパク質）を精梨

することを試みた。播種後 6日目のエンドウ芽生

えの先端フック部を刈り取り，無傷葉緑体を単離

した 。 1% NonidetP-40で可溶化し，遠心によ り

核様体を沈殿させた 。PENDタンパ ク質を含む上

清を，ヘパリンセファロースおよびDNAセルロー

スを担体とするアフィニティークロマトグラフィー

にかけた。 さらにビオチンラベルDNAプローブと

アビジン結合磁気粒子を用いた手法により PEND

タンパク質をSOS-PAGEにおける主なバンドの一

つとして確認できるまで精糾した。

2pF03 
SELF SPLICING GROUP I INTRON IN THE chll 
GENE OF THE GREEN ALGA Ch/ore/la 
ellゅsoidea.(1AM C-27) 
~. Maki HORIHATA1 • Mari IT02, Tatsuya 
W AKASUGI and Masahiro SUGIURA, Center for Gene Research, 
Nagoya Univ., Nagoya 464-01, 1Deparunent of Biology, Faculty of 
Science, Okaysama Univ., Okayama 700, 2School of Life Studies, 
SugiyamaJogakuen Univ., Nagoya 464. 

The chlL gene product is involved in the light-independent 
reduction of protochlorophyllide to chlorophyllide. This 
gene has so far been found only in the purple 
photosynthetic bacteria, cyanobacteria and in the 
chloroplasts of the algae and non-flowering plants. We have 
sequenced a 5 kbp HindIII fragment of the Ch/ore/la 
ellipsoidea cpDNA which contains sequence homologous 
to the chlL genes of other organisms. Interestingly, unlike in 
other organisms, the Chlorella ch/L gene is interrupted by 
a 951 bp intervening sequence. The 5'and 3'splice sites of 
this intron were determined by cDNA sequencing. 
Secondary structure of the intron revealed the presence of 
conserved base paired elements P, Q, R, S and the paired 
helical regions Pl to PlO that are characteristic of group I 
introns. The in vitro synthesized precursor RNA containing 
the intron undergoes efficient self splicing in the presence 
of a divalent and monovalent cation and GTP. The products 
of the in vitro self-splicing reaction representing, C-IVS, L-
IVS-3'exon, L-IVS, ligated-exons, and S'exon have been 
characterized by standard molecular size markers. 



2pF04 
単細胞緑藻クロレラC-27株(Ch/ore/laellipsoidea C-27) 

葉緑体ゲノムの構造解析

永井俊幸、伊藤万里 1、MeenuKapoor、堀畑真希尺

績順子＼吉永光一3、若杉達也、杉浦昌弘（名古

屋大遺伝子、 1 椙山女学園大•生活科学、 2 岡山大・

理生物、 3静岡大理化学）

藻類から陸上植物への進化過程における葉緑体ゲ

ノムの構造変化を解析するために、我々は藻類の中

でも陸上植物に比較的近縁な緑藻植物の葉緑体ゲノ

ムの全構造解析を開始し、これまでに単細胞緑藻ク

ロレラC-27株 (Chlorellaellipsoidea C-27)葉緑体ゲ

ノムの約80%の構造を決定した。クロレラC27株の

葉緑体ゲノムは約154kbpで、リボソームRNA遺伝

子群は 1コピーしかなく逆位反復配列は存在しなかっ

た。 80種以上の遺伝子およびORFが葉緑体ゲノム上

に存在し、それらの多くは陸上植物のものと共通で

あったが、葉緑体分裂に関与すると考えられる

MinD遺伝子ホモログなどのように他の植物の葉緑

体ゲノムには存在しない遺伝子も見つかった。

2pF05 
ヒャ クニチソウ単離葉肉細胞の培養における葉緑体DNA合

成のサザンプロッテッィングによる定量的解析

小島慶子、広瀬咲子、駒嶺穆（日本女子大 ・理・物生）

さきに、われわれはヒャクニチソウ単離葉肉細胞の培養後

30~40時間にかけて細胞あたりの葉緑体数が倍加すると

いう現象について植物学会で報告した。 この葉緑体の分裂は

培地中にサイトカイニンとオーキシンを添加することを必要

とし、シクロヘキシミド、サイトカラ シンBにより、阻害さ

れる。また、この葉緑体分裂に先立って培養後20~30時

間に葉緑体DNA合成が起こることがアフイデイコリン非感

受性画分への3Hーチミジンの取り込みよって明らかにされ

ている。今回、培地のホルモ ン条件を変えた場合の葉緑体D

NA合成の相対的な定量化をサザンハイプリ ダイゼーション

法に より試みたのでその結果を報告する。培養を始めてから

0時間および30時間後の単離葉肉細胞からトータルDNA

を抽出し適当な制限酵素で切断、電気泳動した後、タバコ葉

緑体DNA断片、およびヒャクニチソウの管状要素分化と関

連して発現する TED3のゲノム DNA断片をプロープとし、

ECLサザンハイプリダイゼーションをおこなった。その結

果、サイトカイニ ン、オーキシン両方を含む培養で、最も葉

緑体DNA合成贔が多いことがわかった。

157 

2pF06 
葉緑体ゲノム上の 2つの保存された読み取り枠ycf 7と

y c f 8は新しいチラコイド膜タンバクをコ ードしている

高橋裕一郎、 1C.Monod、1M. Goldschmidt・Clermont、2c.
Breyton、2J.-L.Popot、1J.-0. Rochaix（岡山大・自然科学研究科、

1ジュネープ大 ・スイス、 2IBPC・フランス）

葉緑体ゲノムの全塩基配列がタバコやゼニゴケなどのいくつ

もの植物で決定され、多くの遺伝子が同定された。それと同時

に、機能が不明な保存された読み取り枠（上上」ー）が10以上

存在することも明らかになった。本研究では、緑藻クラミドモ

ナスの葉緑体ゲノムにも存在する yc f 7とyc f 8の発現と

その存在部位を明らかにし、その機能の解析を行った。まずそ

れぞれの YC fを大腸菌に発現させて作った抗体を用いてウェ

スタン分析を行い、 yc f 7とyc f 8はチラコイド膜に存在

する小型のタンバクをコ ードしていることを示した。さらに、

Ycf7タンバクはシトクロム上上上欠損株に検出されず、単

離した上上L標品に濃縮されていることから、この複合体の新

しいサプユニットであると結論された。一方、 YC f 8タンバ

クは系 2欠損株ではその量が著しく減少し、また単離した系 2

標品に濃縮されていることから、系 2複合体の新しいサプユニッ

トであることが示された。 yc f 8を失活させた形質転換体は

強光照射下で生育が阻害されることから、 YC f 8タンバクは

系2反応中心の光損倍に対する防御機能を果たしている可能性

が示唆された。

2pF07 
エンドウ葉緑体における SecAタンパク質ホモログの同定お
よび cDNAクローニング

野原哲矢、中井正人、後藤旭、杉田大悟、遠藤斗志也
（名大 ・理・化）

SecAタンパク質は、大腸菌等の原核生物におけるタンバク

質の細胞質膜透過反応において中心的な役割を担 っている分

子量約10万のタ ンバク質で、主に細胞質に存在している。ゎ

れわれは昨年の本年会で、光合成を営む原核生物であるラン

藻の SecAタンパク質について報告した 。本研究では、ラン

藻が内共生して生じたと考えられている高等植物葉緑体にお

いて、 SecAタンパク質ホモログが存在するかどうか解析を行

なった。 まず、エンドウ葉緑体ストロマ画分に、ラ ン藻

SecAタンバク質に対する抗体と特異的に反応する分子サイズ

約 llOkDaのタンバク質が存在することを見出した。次に、

エンドウ緑葉から調製した cDNAを鋳型として、これまでに

見い出されている生物の各種 SecAに曲通するアミノ酸配列

を利用した PCR法、および 5'ー、 3'-RACE法によりエンドウ

secAcDNAのクローニングに成功した 。この cDNAによりコ

ー ドされるタンパク質は、 N末端に約 60アミノ酸残基の延長

ペプチドを有する点を除いて、ラン藻 SecAタンバク質と

58%、大腸菌 SecAタンバク質と 48%と高い相同性を示 した。

この cDNAの invitroにおける発現産物は、単離したエンド

ウ葉緑体ストロマにプロセシングを伴って効率よく取り込ま

れること、得られた cDNAの発現産物を抗原として調製した

抗体がエンドウ葉緑体ストロマの llOkDaのタンパク質と特

異的に反応することから、得られた cDNAがエンドウ葉緑体

の SecAタンパク質をコ ー ドするものであると結論した。



2pF08 
輝体チラコイド内腔へのタンパク質輸送過程における

SecAタンバク質ホモログの関与

後藤 旭、中JIー止人、野似鯰、杉Ill大梧、遠藤斗志也

（名大・理・化）

高等植物菓緑体は、 •一．枚の包膜に囲まれ、内部には光化学系

複合体等を集積したチラコイド膜が存在している。チラコイド

内腔に存在するタンパク質の多くは核のr:NAにコードされ、細

胞質で前駆体として合成された後、葉緑体の包膜とチラコイド

膜を透過して成熟体となる。タンバク質のチラコイド膜透過の

経路は、エネルギー要求性から 2つに分けられる。ひとつは、

酸素発生系の 23Kタンパク質に代表される経路で、膜透過の

際にプロトン勾配のみを必要とする。もうひとつは、同じく酸

素発生系の 33Kタン パク質に代表される経路で、 プロ トン勾

配に加えて ATPとストロマ画分を要求する。本研究では、タン

パク質のチラコイド膜透過の分子機構を明らかにする目的で、

エンドウより単離したチラコイド膜への 23Kおよび 33Kタン

パク質の invitroでの輸送実験を行ない、特に、葉緑体スト

ロマに存在が確認された SecAタンパク質ホモログの関与につ

いて解析した。その結果、沼Kタンパク質のチラコイド膜透過

は、 SecAの阻害剤として知られているアジ化ナトリウム、お

よび抗 SecA抗体で阻害されたが、おkタンパク質の膜透過は

いずれによっても阻害を受けなかった。以上のことからタンパ

ク質のチラコイド膜透過には、 SecAタンパク質ホモログに依

存する経路と依存しない経路が存在することが示唆された。

2pF09 
タバコ葉緑体核様体DNA結合性タンパク質CND41の機能解析

中野雄司、村上真也、庄司 翼、山田康之、佐藤文彦

（京大・ 農・農化）

タバコ緑色培養細胞より精製した葉緑体核様体中には塩基性

で分子呈41kDのDNA結合性タンパク質CND41が存在する。

CND41は、そのcDNAのクローニングならびに構造解析の結果、

新規のタンパク質であり、 120アミノ酸からなるトランジット

ペプタイド領域を含み、成熟CND41のN末端に存在するリジン

高密度領域がそのDN俎吉合能に関して必須であること、さら

に葉緑体DNAに非特異的に結合することなどが明らかとなっ

ている。そこで本研究では、 CND41の横能を調べる目的でそ

の発現様式を解析した。

ノザン法による解析の結果、 CND41mRNAは葉、茎、根の各

紐織において蓄積が見られる一方、緑色培養細胞において植物

体よりも高い蓄積がみられた。さらに、抗CND41抗体を用い

た解析の結果、 CND41タンパク質は、植物体においては茎粗

織において最も多く蓄積し、葉における蓄積は少ないことが明

らかとなった。また、通常の緑色、白色両培養細胞において植

物体よりも顕著な蓄積がみられたが、 Photoautotrophic培養細

胞における蓄積は極めて低かった。この CND4]の蓄積と、葉

緑体DNAにコードされる RuBiscoLタンパク質の蓄積星を比較

した結果、 CND41、の蓄積はRuBiscoLタンパク質の蓄積に対し

て逆比例的な関係にあると考えられた。以上の結果、 CND41

は糖により発現が調節されており、葉緑体遺伝子発現の負の制

御因子である可能性が考察された。
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2pF10 
タバコ葉緑体核様体DNA結合性タンパク質CND4)の発現制御

機構の解析

佐藤文彦、庄司 翼、中野雄司、山田康之（京大・農・農化）

タバコ緑色培養細胞より 単離された葉緑体核様体DNN者合

性タンパク質CND4)は植物各線織において特徴的な蓄積パタ

ーンを示し、葉緑体遺伝子の発現の負の制御因子である可能性

が示唆された。そこで、 CND4]の発現制御機構について詳細

な解析を行った。

まず、 CND4)と葉緑体DNAのコピー数との関係を明らかに

する目的で、タバコ植物体各紐織および培養細胞の細胞当りの

葉緑体DNAコピー数を解析した。その結果、培養細胞ならび

に緑葉において葉緑体DNAが忘コ ビー数存在することが明ら

かとなったが、 CN区）蓄積量との間には相関は見い出せなかっ

た。

統いて、糖による発現誘導を解析するため、タ パコの切断葉

に糖処理を行いCND4)の蓄積を解析した。その結果、 Sucrose

のみならず、 Glucose、Fructose処理によっても発現誘導される

ことが明らかとなり、現在さらに誘導過程ならびに発現制御様

式を解析中である。

一方、当研究室において選抜された耐塩性タ パコ培養細胞を

分析した結果、糖が培地中に存在するにも関わらず、 CND41

の蓄積量が低下していることが明らかになった。この塩類によ

るCN図 1の発現制御機構、またさらにエンドウを用いた光に

対するCND4)の発現制御機構についてもあわせて報告する。

2pG01 
大腸菌で発現させたキュウリ細胞質型アスコルビン酸ペルオキ

シダーゼの性質

尼子克己・浅田浩二 （京都大 ・食研）

植物の比0外肖去に機能するアスコルビン酸ペルオキシダーゼ

(APX)は、基質であるアスコルビン酸(AsA)がないと速やかに

失活する、チオール基修飾試葵である p—クロロ水銀安息香酸
(pCMB)で完全に阻害されるなどの特徴を持つが、生葉からの

大量調製が困難なため、こうした性質の分子機構的な理解は他

のペルオキシダーゼに比ぺて大きく遅れていた。我々は今回、

キュウリ細胞質型APX (cAPX)の大腸菌による大量発現系を

構築し、分子的性質を解析したので報告する。

キュウリ cAPXのcDNAをNo11分解、末端平滑化、 Ncol部

分分解により断片化し、発現ベクター pET8cに挿入し、

BL2l(DE3)pLysSに形質転換させた。この形質転換体は IFrG

添加約2時間後に最大比活性を示したので、これを集菌し、破

砕後硫安分画、疎水クロマトグラフィー、イオン交換クロマト

グラフィーによってチャ葉より精製した cAPXと同等の比活性

（約700units/mg protein)を持つ、 SOS-PAGEで均ーな標品

(rcAPX)を得た。

rcAPXはcAPXと同様、 AsA非存在下で失活し、これが

Compound-Iの不安定性によることを確認した。 Sorel帯の吸

収スペクトルの変化から、 APXの阻害剤であるpCMBはチラ

コイド膜結合型APXでは Compound-Iの生成を阻害するのに

対し、 rcAPXでは AsAによる還元反応を阻害することが示唆

された。

現在、 APXの部位特異的変異体を作製し、これらの性質に

ついて検討しているので、これについても報告する。



2_pG02 

A NOVEL SCHEME TO ASSAY SOD 
ACTIVITY 

~ Shu-Mei PAN. Department of 

Botany, National Taiwan University, Taipei, Taiwan,ROC. 

Aconv細 e,1tsd1eme was desigi1ed to assay superoxide 
dismutase(SOD) activity by using polyacrylamide gel 
electropho『esisand dmsitometry. After electrophoresis, tl,e 
stai,ung of SOD activity was carried out by nitroblue tetrazolium 
system. Differe,it visualizing effects of soak durations on SOD 
activity were observed in tl1is system and tlte optimal soak 
duration was detem1ined to be 15 min for ead1 of tl1e two soak 
steps. The gels were tl1e,1 scanned by tl1e laser dertsitometer. 11,e 
readings corresponding to tl1e SOD activities were obtained by 
processing tl1e images. A linear curve oftl1e reading against tlte 
sample quantity can be plotted. SOD activity of an山 1known
sample can be calculated by inte,polating its reading to tl1e 
regression curve of SOD standard which was obtained on tl1e 
same gel. By tl1is easy-doing scheme. multiple samples can be 

measured and tlte total or a single SOD isozytne activity can be 
obtained from a gel. lnterferer1ce coming from tl1e otl,er 

antioxidants or proteins in tl1e tissue can be removed during 
electrophoresis. ll1e deviations oftl1e SOD activity oftl1e crude 
extract from rice etiolated seedlings and from tobacco leaves, 
which were measured by tl,e scheme, were less tl1an 12 % (n=J, 

on 3 gels) and 22 % (n=8, on 3 gels)respectively 

2pG03 

RICE MANGANESE SUPEROXIDE 
DISMUTASE ENCODED BY A MULTIPLE 
GENE FAMILY 

Jyh-Cheng CHEN, Daw-Shyng WEI, ~hu-1\lei PAN. 
Department of Botany, National Taiwan University、Taipei、Taiwan,
ROC 

We have isolated two rice cDNA er1codmg manganese 

superoxide dismutase (MnSOD) distinct from tJ1e one previously 

reported by Sakamoto et nl. l11e clones, RMS OD I and 

RMS0D2 have 951 and 1352 bps in ler1gtl1. SP,<Juence ider1tity 

betw匂 ttJ1e two clones is 85.27 % in full lengtlt and 98. 71 % in 

tJ1e coding region. The 5'sequertces prior to tJte first in-frame 

start codon (I I 3bp in RM SOD I and 511 bp in RMSOD2) are 

叫 y59.29 % identical, but tJ1e 3'w1translated regions (142bp in 

RMSODI and 145bp in RMSOD2) have 85.92 % sirrularity. 

lltey encode polypeptides of 232 arnino acids witJ1 96 % identity, 

first 29 residues corresponding to a putative n出odtondrial

transit peptide. Genonuc Southern analysis indicated that the 

ger1e ertcoding MnSODs of rice constitute a multigerte family. 
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2pG04 
フェレドキシンとフェレドキシン依存性酵素の相互作用の解析

明石哲行、松村智裕、井手口隆司、長谷俊治（阪大・蛍白研）

電子伝達蛋白質であるフェレドキシン(Fe1)は、高等植物の

葉緑体において、光化学系1から受け取った電子を亜硫酸遠元
酵素(SiR)やFd-NAD戸還元酵素(FNR)等のF曲反存性酵素へ供与

し、各種の酸化遠元反応を進行させる。このFdとF雌又存性酪素

との電子伝達反応中には、両者の静電気的相互作用によって、
蛋白質 ・蛋白質複合体が形成される ことが示唆されている。本

研究は、この複合体形成に関与する部位の解析を蛋白質工学的

手法で行い、相互作用の構造要因を明らかにすることを目的と

している。

植物型Fdの構造において、分子進化上保存性の高い 8領域

に存在する酸性アミノ酸残碁 (D27,E30, D58, D61, D66(D67, 
E71/E72, D85, E93) のカルポキシル基をそれぞれ部位特異的変

異法に よりアミド基に置換したFcf!幻変体を作製 した。これらの

分子の複合体形成能は、酵素に結合したFdと、結合していない
Fdとを区別できるゲル濾過クロマ トグラフ ィー法に より評価し

た。その結果、改変体の分子種により、結合力が元のFdと殆ど
変化しないものから、大きく減少するものまで変化に富んでい
た。その中で、興味深い現象は、 E93の改変体はSiRに対する
結合力の低下度合が、 FNRのそれに比べ大きく、 一方、

D66/D67の改変体では、これらの酵素に対する結合力低下のI刈
係が逆転していた。このことから、 Fd分子上のSiRとFNRとの

結合領域は、少なくとも 一部では互いに異なっている部分が存

在することが示唆された。また、これらの分子は、 SiRやFNR
の酵素活性の顕著な低下をもたらすこと も判明しており、 目下

複合体形成と電子伝達活性の対応関係を検討している。

2pG05 

光と亜硝酸によるフェレドキシンーNADP'還元
酵素アイソザイムの調節

金堡和田敬四郎 （金沢大 ・理・生物）

緑豆（ど組竺竺生却幼植物の葉には二種類の
FNRが存在している。それらは分子量， N-末端アミ
ノ酸配列，免疫特性などが異なっているが， in

vitroでの機能は似ている。葉におけるFNRアイソザ
イムの機能を研究するために大根の葉及び根のFNR

と特異的に反応する抗体を用いて光と亜硝酸による
FNRアイソザイムの変動を調べた。

緑豆幼植物葉に存在するleaf-type FNRは光照射
によってクロロフィルとともに増加し，暗所に置く
ことにより減少する。一方，root-type FNRは暗所で
増加し，光照射によって減少する。両方のアイソザ
イムはlOmM硝酸処理によってはあまり変動しない
が，root-typeFNRは亜硝酸処理によって活性の増加
が見られた。亜硝酸処理による遊離アミノ酸やアン
モニアの増加もroot-typeFNRの増加と相関関係があっ
た。緑豆幼植物におけるFNRアイソザイムは光と亜
硝酸に対して異なるresponsを示し，これらの結果か
ら， leaf-typeFNRは光依存のNADP還元に関与して
おり， root-typeFNRは硝酸還元に関与しているもの
と考えられる。



2pG06 
高い酸化還元電位の電子供与体を利用する硝酸還元
酵素のホウレンソウ葉での存在
村田祐二、高橋正昭（甲南大・理•生物、大阪
府大・農 ・応用生化）

光合成の還元力はCむ固定をはじめ、無機NゃSの
還元同化、そのほか光合成に必要な分子の輸送にも
必要とされる。我々は、葉緑体包膜にストロマから
細胞質に向かう電子伝達反応の存在を初めて明らか
にした。この電子伝達の機能として細胞質で行われ
るNOrの還元に対する電子の供与の可能性を検討し
た。包膜の電子伝達系の酸化還元的性質から、比較
的高いEo'のeードナーを利用できるN03一還元酵素
(NR)が存在するかどうかを検討した。

還元型Cytc(Cyt cR)に依存するN03―からのN02ーの

生成により NR活性を測定した。Cyt~-NRが等張液
で破砕された緑葉抽出液の22X 105 X g上清に認めら
れた。 CytCR、アスコルビン酸＋ CytCはe―ドナーと
なるが、アスコルビン酸はNR活性に対しeードナー
としての効果は示さなかった。 NADH-NR活性に対
して約40％の活性が緑葉の細胞質に認められた。 NR

活性の至適pHは7.6で、 N03―に対するKmは、 50
mM HEPES-KOH, pH 7.6，存在下、 30μMであり
NADH-NRの示す値に近い。粗抽出液中でのCyt

~-NR活性の国は約10 hであ った。

2pG07 
トウモロコシ亜硫酸還元酵素の大腸菌での発現

井手口隆司，明石哲行，長谷俊治（大阪大・蛋白研）

同化型亜硫酸還元酵素 (SiR)は． S の還元同化において重
要な役割を担っており， SO32 から S2―を生成する 6電子

遠元反応を触媒する．また，補欠分子族として siroheme
と [4Fe-4S) クラスタを備えている．高等植物の SiR
は，フェレドキシン (Fd)を電子供与体とし，単ーポ リペプ

チドで構成されている．また，細胞質で前駆体として合成

された後，葉緑体ストロマに局在化している．

SiRの反応機構の解析のために， 先ず，大塁精製を目的
として大腸菌での発現を試みた．既に cDNA をクローニン

グしてあるトウモロコシ SiRは，成熟型酵素のN末端が

不明なので．シグナル配列を持たない細菌の酵素のN末端

に相当する領域から翻訳される construct を作製し．

trc プロモーター下に繋いだ．

IPTG誘導によって， トウモロコシ由来の成熟型酵素と

同サイズ（分子量 65,000)の蛋白質が産生され， SiR
活性がみら れた． SiRの発現祗が siroheme の供給最に

制限されているという大腸菌での知見を基に，大腸菌の

siroheme synthase をコードする cysG を共発現させ

ることに より，培養時の菌体密度の低下が回復し，菌体量

当りの SiR活性に有意な増強がみられた．この組み換え
酵素の Fdに対する Km, および比活性は， トウモロコ シ

由来酵素との間に差異はみられなかった．

現在，この酵素の基質特異性を決めている構造を明らか
にするために． NADPH を電子供与体とする大腸菌 SiR
とのキメラ蛋白質を種々作製し． Fd結合部位の探索を行っ

ている．
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2pG08 
植物のAPSスルホトランスフェラ ーゼの新規活性瀾定法

荒 武．閲谷次郎（京都大 ・農・農化）

右等植物の研酸同化経蒻のAPSスルホト ランスフェラー ゼはチオール基

を含む担体にAPSのスルフォ基を転移させる酵稟であり ．シ ステイ ンやス

トレスなどによってその活性が閃節されていると Ill告されている．しか

し芯等植物からの本酵素の1劃製例はまだない．また現在APSスルホトラン

スフェラー ゼの活性測定には基質として’'S．APSを用いる方法しかなく．

.'S．APSの合成が繁雑であることおよび測定に時間がかかることなどの活

性測定上の問題．名 があげられる．

APSスルホトランスフェラーゼは、 D打を担体として用いた場合遊離亜

ほ閲イオンを生成するのでこの亜硫酸イオンを定量することにした．

亜硫酸イオン量は｀酵母から部分l'製したNADPH依存性亜監酸還元醇素

とキャベツから部分19製したシステイン合成酵素を共役させ．生成した

システ インをニンヒドリン反応法で定量することにより求めた．両醇素

と0.5M N1,SO.. 0.1 M N,CO.. 30 mM  DTI、 ◄ mM OAS, I mM NADPHを含

む反応液 (pH8.0, I ml) を用いて 5•300 nmolの亜硫酸イオンを定量するこ

とが可能となった．この系に酵素抽出液とAPSを加えることにより、 APS

スルホトランスフ ェラーゼ活性を検出することができた．また数種の植

物について本法を用いてAPSスル＊トランスフェラーゼ活性を綱定をし

たところ、ほぼ文献で籟告されている値を得ることができた．

APS. •Cno血< 5'-pbospbosulf●99; OAS. 0-訳9tyIS9(Ine

2pH01 
光合成細菌 Rhodobactersphaeroidesのpufオペ

ロン シス 領域結合タンパク質(SPB)のクロ ーニングと

解析

島田裕士 、西村浩二、太田啓之 、増田建 、塩井祐三、

高宮達一郎 （東工大、生命理工）

紅色非イオウ細菌の Rhodobactersphaeroides 

のpufオペロンは光化学反応中心のL鎖 とM鎖、集光

性パクテリオクロロフィルタ ンパク 質複合体1のa鎖 と

o鎖等の遺伝子をコ ード している ．．昨年度の年会にお

いて我々は、 pufオペロ ンの シス 領域に特異的に結合

するタンパク質(SPB)の精製を報告した ，＇

精製されたタンパク質のN末端配列を決定し｀オリ

ゴプロープを作製し spbi旦伝子のクローニングを行なっ

た ，得られたクローンより spb遺伝子は 360bpで、

120ア ミノ酪をコ ー ドし ていた，， 塩基配列の データペー

スを用いた検索の結果、 spb遺伝子と有意の相同性を

有するものは認められなか ったアミ ノ酸の配列にお

いては 、動物の転写因子である c-junのロイシ ンジッ

パーモチーフとの相同性が認められた ，． その相同性に

ついて現在解析中であり、その結果 9こついて報告する ，、

また、 spb遺伝子の様々な条件下での発現をノーザン

プロッ ティングで解析中 で あり 、1井せ て報告する予定

である 、，



2pH02 
葉緑体遺伝子のプロモーター領域に結合するタンバク質因子

の遺伝子クローニングとその解析

硯野協ー 1` 小林裕和1,2, 佐藤公行1,3 (1基生研. 2静岡県大

食品栄養科学.3岡山大・理・生物）

一般に．植物の葉緑体ゲノムにコードされている遺伝子に

は．原核生物のプロモーターに特有な -35および -10配列
があり．また，イネおよびタバコなどの高等植物の葉緑体ゲ

ノムには．大腸菌のRNAボリ メラーゼのコア酵素を形成する

a. P．および O＇サブユニットの遺伝子に相同な配列がコー
ドされていることが知られている．そのため．葉緑体中の転

写機構は原核生物型であると考えられている． しかしなが

ら̀ -35および -10配列に結合し｀遺伝子特異的転写開始に
必須な 0因子の遺伝子に相同な配列は葉緑体ゲノムにはコー

ドされていない． したがって． o様因子遺伝子は核ゲノムに

コードされていると考えられる．そこで．シロイヌナズナを

材料として 0 様因子をコードする遺伝子のクローニングを

試みた．
緑葉由来粗葉緑体および根組織由来粗アミロプラスト抽出

物を用い．タパコの psbAプロモーターに結合する因子があ

るかどうかをサウスウエスタン法により確認した．その結

果アミロプラスト抽出物から結合因子が検出された．つぎ

に．タバコ由来の psbA プロモータ一領域をプロープとし

て．シロイヌナズナ根組織由来 cDNA ライプラリーの発現

スクリーニングを行ったところ．約 3 キロ塩碁対 (kb)の

コード領域を有するクローンを得ることができた．その遺伝

子産物は シロイヌナズ rbcLのプロモーターにも結合した．

さらに．この cDNAの塩基配列と産物の DNA結合特性を

解析した．

2pH03 

タバコ転写因子TGAlaはタバコ無細胞
転写系において転写活性を増大させる
山口雄記、山崎健一（名古屋大学、農、分化遺伝）

我々は前々回の本学会においてタパコ無細胞転写
系を確立したことを報告し、更に前回の本学会にお
いてこの系力<CaMV35Sプロモーターのシス要素
(as-1)に応答し、その転写活性を増大させうるもの
であることを報告した。転写調節の分子機構を解明
する上で、シス要素特異的、転写増幅因子特異的な
試験管内転写系を利用した転写因子の生化学的機能
同定は重要な段階である。

今回、我々はこの転写系においてタパコ転写因子
TGAlaが、その特異的結合配列である as-1要素を有
するプロモーターからの転写活性に及ぽす効果につ
いて検討した。小麦ヒストンH3遺伝子の最小プロ
モーター上流に 2コピーの野生型又は変異型シス要
素を連結した合成プロモーターをGフリー配列上流
に組み込んだプラスミドを転写鋳型として TGAla存
在下、非存在下において転写反応を行った。その結
果、野生型 as-1要素をもつ転写鋳型においてのみ
TGAlaの添加によって転写活性の増大が観察された。
我々はすでに TGAlaがコムギ胚芽「転写系」、ヒト
転写系において転写増幅因子として働くことを報告
している。今回観察された TGAlaによる活性化機構
の解析を進め、以前の報告と比較し、考察する。
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2pH04 
組み換えタバコ TATAポックス結合蛋白質(TBP)の試験管

内における機能の解析

岩滝暢子、山口雄記、 lll綺偕ー （名古屋大学・農・分化遺

伝）

真核生物の転写装置に伝えられる様々な転写増幅信号が

m [ D複合体を経由しているという報告例が徐々に増え続

けており、その中心分子である TBP の重要性も再認識さ

れつつある。

昨年度までに、タバコの RNAポリメラーゼ IIによる転

写調節機構の分子レベルでの解明を目的として、 TBPをコ

ードするタバコの cDNAクローンを単離し、植物種間にお

ける構造的類似性について報告した。

この後、この cDNAを大腸菌発現ベクターに組み込み、

TBPの大量生産を行い精製後、独自に開発したタバコ試験

管内転写系に加えることにより、転写装置を再構成した。

この再構成系では、 m [ D複合体は熱によって変性してお

り、 TBPで置き換わっていると考えられるので、転写増幅

信号の伝わり方の変化などについても検討中である。

2pH05 
植物熱ショック蛋白質遺伝子の転写調節機構の解析

志水佑汀、山口雄記、山崎健一（名古屋大学・農・

分化遺伝）

アラビドプシスのHSPプロモーターをGUS遺伝子

の上流にもつプラスミドをタパコ培養細胞(BY-2) 

ヘエレクトロポアレーション法により導人し、熱シ

ョック後、 24時間培養してGUS活性を測定した。
その結果、 40℃の時最も高いGUS活性が観察され、

コントロールである28℃の時の約18倍であった。こ
のことは、導入されたHSPプロモーターがBY-2細

胞内で熱に応答して、その転写量が上昇することを

示す。
BY-2から粗核抽出液を調製し、 HSPプロモーター

のDNA断片をプロープとしたモビリティーシフトア

ッセイを行った。その結果、 DNA蛋白質複合体を確

認した。この粗核抽出液を熱処理したところ熱に依

存して、 DNA蛋白質複合体量が増加した。このこと

は、熱処理によって、 DNA結合蛋白質のDN俎吉合

能が増加することを示す。このDNA結合蛋白質を
HSEカラムで精製し、タバコ試験管内転写系に加え

た時の、 HSPプロモーターからの転写活性に与える

影響について検討中である。



2pH06 
シロイヌナズナのbHLH裂転写因子のクローニング

堕、篠崎和子 ＇、篠崎一雄

（理研・植物分子生物、 1 農水省•国際農研）

シロイヌナズナの乾燥誘導性遺伝子rd22のプロモーター

の乾燥応答性領域には、MybとbHLH型転写因子の認識配列

が存在している（昨年度の本年会で報告） 。最近の研究に

よって、 Mybは他の転写因子と協調的に標的遺伝子を活性

化する例が示されていることから、 MybとbHLH型転写囚子

が協調的に働いて rd22の発現を調節している可能性が考え

られた。

そこで、我々はシロイヌナズナのbHLH型転写因子の遺伝

子をクローニングするために、キンギョソウのbHLH型転写

因子DELのcDNAをプロープとしてシロイヌナズナのゲノム

ライプラリ ーをスクリーニングしたところ、 1種類の陽性

クロー ンを単離することができた。塩基配列の解析から予

測されるアミ ノ酸配列を比較すると、確かにトウモロコ シ

やキ ンギョソウのbHLH型転写因子と相同性が見られた 。

RT PCR法により発現の器官特異性を調べたところ、主に花

と種子で発現していることが分かった 。また、ゲノムDNA

のサザン解析の結果から、この遺伝子と相同な関連遺伝子

は存在しないものと思われる。

2pH07 
イネbZIPタンパク質遺伝子OsbzBのアプシジン酸

による発現誘導はタンパク質合成を介さない

中川 仁、服部束穂 （三重大・遺伝子）

胚発達後期に特徴的に発現するLEA遺伝子群や、乾燥あるいは

低温などのストレスに応答して発現する遺伝子の多くは、ABA

を介してその発現銹道を受ける。これまでコムギのEm、ある

いはイネのRab16やOsemといったAB“も答性遺伝子において

同定されているAB“も答性に関わるシスエレメント(ABRE)は、

ACGTG配列を含み、GBFタイプのbZIP型タンバク質が結合す

ることが予想されている。我々は、GBF型bZIPタンパク質の保

存配列に対応するオリゴヌクレオチドをプロープに用いて多数

のbZIP型タンパク質クローンを得、そこから実際にABREに作

用するbZIP型タンバク質クローンを探し出す試みを進めている。

現在のところ、成熟過程のイネ胚cDNAライプラリーより 2つ

のクローンを得たのみであるが、その内の 1つOsbzBはABAに

より銹導を受けるbZIP型タンバク質をコードしていることが分

かった。OsbzBは成熟過程の胚に加えて、未処理の植物体の根、

地上部、培養細胞中でも低いレペルで発現していたが、ABA処

理によりどの組織、細胞でも強く誘導を受けた。培蒼細胞を用

いた実験ではその発現誘導は、 30分より早く始まり、シクロ

ヘキシミドによ って阻害されなかったことからタンパク質合成

を介していないものと思われる。一方、 Rab16やOsemの発現

はABAを与えてから 30分以降に始まり、その誘導はシクロヘ

キシミドによ って、それぞれ 90％および 6 0％阻害された。

これらの結果は、OsbzBがABA誘導性遺伝子発現に関わる転写

制御因子である可能性を強く示咳している。
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2pH08 
転 写制 御因子VPlによる制御に関 わる シス

配列 Sphbox の塩基配列要求性の解析
服部束穂， 江崎香葉，寺田智子（三重大 ・遺伝子）

トウモロコシアン トシアニン制御遺伝子C]の転写はアプシジ
ン酸(ABA)により 調節さ れてい る。このC]プロモーターの

ABAによる制御には転写制御因子VPIが関与する。こ れまで

我々 は、このC]プロモー ターのABANPIによる制御には GT

repeat (GTGTCGTGTC)とSphbox (CATGCA TG)と呼ぶ 2つの

隣合って存在する配列が重要であることを、培養細胞プロト

プラストでのトランジェント発現系を用いた"loss-of-function"
タイプの実験により 示している。今回我々 は、Sphboxの復

能お よびその塩基配列要求性を詳細に解析するために、

"gain-of-function"タイプの実験を、上述のトランジエント発現
系を用いて行った。 すなわち、 Sphboxの2回および4回繰

り返し配列それぞれをCaMV35Sの"minimalpromoter"につな

いだSph4TATAおよびSph2TATA融合プロモーターを作製し、
2 

VPIによる活性化を調べた。その結果、 Sph4TATAおよび

Sph2TATAは、 VPIによって強く活性化されることがわかった。

つぎに、 Sp厨TATAについて 2塩碁置換の"scanningmutant 
series"を作製し、Sphboxの塩碁配列要求性を明らかにした。

これらの解析の結果は、 Sphboxに特異的に結合する因子の

同定とクローン化を行うに当たって、重要な知見となること
が期待さ れる。 また、Sphboxは、他の多くの種子特異的プ

ロモーターに保存されており、トランスジェニック植物を用

いた解析から、その重要性が指摘されているが、本研究でそ
の機能が培養細胞プロトプラス トのトランジェント発現系で

解析できる ようになったことの意義は大きいと思われる。

2pH09 
転写制御因子VPlの転写活性化ドメイン欠失変異体は

ドミナントネガティプ効果を示す

寺田智子、服部束穂（三重大・遺伝子）

VPlは、Osemなど種子成熟期においてアプシ ジン酸CABA)に

よる調節を受ける遺伝子群の発現に関わる転写制御因子であ

る。その発現は通常種子特異的であるが、我々はイネVP!遺

伝子(Osvp])の発現が、イネ懸濁培養細胞(Oc細胞）でも見ら

れることを転写産物レベルおよびタンバク質レベルで確認し

ている 。また、イネ Em遺伝子(Osem)が、 Oc細胞において

ABAにより強く誘導を受けることも見いだしている。(OS)VPI

は、 DNAに直接結合せず、 ABA応答性シス配列に特異的に結合

する因子と相互作用することにより転写の活性化を引き起こ

すものと推定されている 。この推定が正しいとすれば、

OSVPIの転写活性化ドメインを欠失した変異タンパク質

(OSVPl△AD)の過剰発現は、 Oc細胞におけるABA誘導性遺伝子

発現を抑制するものと予想される。そこで実際に、 OSVPJ△

ADの発現プラスミドをOsemプロモ ーター ：GUS(Osem-GUS)融

合レボ ーター遺伝子と同時にOc細胞プロトプラストにコト

ランスフェク トしたところ、Osem-GUSのABA誘導に対する顕

著なドミナントネガティプ効果が認められた。次にOSVPI△

ADにさらに様々な欠失を加えることによりドミナントネガ

ティプ効果を示すのに必要なOSVPlの領域を同定することを

試みた。その結果、 ドミナントネガティプ効果を示すために

は、 OSVPIのアミノ酸 22 0から 38 8の間の領域が重要で

あり、この領域がタンパク質ータンパク質相互作用に関与し

ている可能性が示唆された。



2pl01 
トマト 1ーアミノシクロプロパン＿1-カルボン酸合成酵素遺伝

子とその特異的発現

叩し一人、 IAthanasios Theologis（名古屋大・晨・植物病理、

1Plant Gene Expression Center, USA) 

エチレン生合成系の律速酵素である 1—アミノシクロプロバ

ン＿1-カルポン酸 (ACC)合成酵素 (EC4.1.1.14)の遺伝子は、

トマトにおいては少なくとも 6種から成る多重遺伝子族を形

成していることが既に知られている。今回、新たに 3種の遺

伝子 LE-ACS6、LE-ACS7、LE-ACS8をPCR法により単離し

た。合わせて 9種のトマト ACC合成酵素遺伝子のうち、 LE-

ACSIA、3、5、6、7の発現がインドール酢酸(!AA)処理した

トマト実生において誘導された。嫌気性条件下では組織特異

的に異なった発現が認められた。すなわちトマト実生におい

てLE-ACS2、3、5、7が、 トマト未熟果実において LE-

ACS2、3、5が、 トマト成熟果実において LE-ACSIAの発現

がそれぞれ誘導されたのに対し、成熟果実において LE-ACS4

の発現が抑制された。 !AA処理トマト実生における LE-ACS3

の発現誘導は処理後 2時間以内に認められ、 !AA濃度に依存

した。 さらに、オーキシン非感受性トマト変異株 (dgt)を用い

た実験で、実生を !AA処理しても ACC合成酵素 mRNAの蓄

積はみ られず、このことに起因して dgtの一連の生理的・形

態的変異が引き起こされるものと推定された。

2pI02 
中性PR-5、OLP遺伝子の組織特異的発現はエチレン応答

性とリンクしているか

北島サキト、佐藤文彦、山田康之（京大・晨．晨化）

病原菌感染に応答し て植物はさまざまな PR

(pathogcncsi s-relatcd)タンパク質を生産する。タバコの中

性PR-5であるオスモチン様タンパク質(OLP)は、健全葉で

はストレスシグナル物質であるエチレンにより発現誘導を

受ける一方、根あるいは培養細胞においては恒常的発現を

示す。

OLPタンバク質のこのような組織特異的発現制御憬構の

解明を試みるためにクバコの祖先種である Nicotiana

sylvestrisのゲノムライプラリーより OLP遺伝子を単離し、

すでにOLP遺伝子プロモークー領域2.!kb::GUS融合遺伝

子をAgrobacteriumtumefaciensをもちいてタパコに導入し、

このプロモークー領域にエチレン応答性、根および培養細

胞における恒常的発現を制餌するシス因子が存在すること

を明らかとした (94年度本大会）。本年度は根および培養細

胞における発現がエチレンを介在するものであるかを明ら

かにするため、エチレン応答性シス因子と考えられた 2つ

のAGCCGCC配列を部位突然変異により破壊した変異プロ

モーター：：GUS融合遺伝子をタパコに導入し、得られた形

質転換タバコの各組織におけるGUSの発現様式を解析した

結果を報告する。
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2pl03 
四角豆のキチナーゼ cDNAのクローニングとその遺伝子

発現について

寺本貴則、江坂宗春（広島大•生物生産）

四角豆培養細胞の液体培養で、培養後期に大量に分泌さ

れるタンバク質が認められた。N末端のアミノ酸配列を決

定したところ、本タンパク質は植物のクラス皿キチナーゼ

の一つであることが示唆された。

そこで、本タンパク質の cDNAクローニングを行った。

得られた陽性クローンの塩基配列を決定した結果、本クロ

ーンは、 25残基からなるシグナルペプチドと 27 3残基

のアミノ酸をコードするクラス川の酸性キチナーゼ (PI 

= 4. 0) クローンであることが判明した。

このクローンをプロープとして、ノーザンプロット解析

を行った結果、四角豆の培養細胞では、培養後期に大量の

mRNAが認められた。 したがって、本キチナーゼは、細

胞の老化ストレスによって誘導されることが示唆された。

また、四角豆植物体での組織特異性について謁べた結果、

根組織に酸性キチナーゼmRNAが検出されたが、乾燥種

子や葉および茎組織には本mRNAはほとんど検出されな

かった。 さらに、本キチナーゼの抗体を用いたウエスタン

プロット解析の結果から、葉に偏害ストレスを与えるとキ

チナーゼタンバク質が増大することが示された。

2pl04 
高等植物由来アスコルビン酸酸化酵素遺伝子の発現

加藤直洋、 江坂宗春 （広島大•生物生産）

アスコルビン酸酸化酵素はウリ科植物に高い活性を有し

ている酵素である。我々は、ウリ科植物以外の植物として、

初めてタバコ培養細胞BY-2よりアスコルビン酸酸化酵

素cDNAをクローニングした。タバコ由来のアスコルビン酸

酸化酵素の比活性はウリ科植物のそれよりも低いことが示

唆された。

ノーザンプロット解析の結果、タバコ植物体 (BY-4) 

の組織におけるアスコルビン酸酸化酵素遺伝子の発現は若

葉で発現している他、根などの組織でも発現していること

が示唆された。

カポチャアスコルビン酸酸化酵素 cDNAを35 Sプロ

モーターの下流につなげ、タバコ培養細胞BY-2ゲノム

に導入したところ、カポチャ由来のアスコルビン酸酸化酵

素が発現することが示され酵素活性も増大した。本cDNAを

大腸菌に導入しアスコルビン酸酸化酵素発現について調べ

た。アスコルビン酸酸化酵素タンバクがウエスタンプロッ

ト解析により検出されたものの酵素活性は認められなかっ

た。



2pl05 
カボチャのカタラーゼ c D N Aのクローニングとその

発現様式

山田尚子＇、瀬戸口雄二＇、北林雅夫＇、江坂宗春'、

槻木竜 二 2、西村幹夫 2

（＇広島大 •生物生産、 2 基生研・細胞生物 ）

カポチャなとの脂肪性種子では、光照射に伴いミク

ロボディの機能変換（グリオキシゾームから緑葉ペル

オキシゾームヘ）が行われる 。私たちはミクロボディ

酵素の 一 つである カタ ラーゼの 3つのカボチャ c D N 

Aクローン (cat- 1, 2. 3) を得た 。予想され

るアミノ酸配列から CA T -2と 3は 94%のホモロ

ジーを示したが、 CA T - lと 2および CA T - 1と

：｝はそれぞれ 76 %、 78 %と低い値を示した 。 それ

ぞれのクローンの 3' 非翻訳領域をプ ロー プにしてノ

ーザンプロットを行った結果、 CA T - lは吸水後急

激に mRNA量が増大し吸水 2日目に最大となった。

一方、 CA T - 2. 3は吸水後ほとんと変化が見られ

なかった 。 また、黄化子葉と光照射した緑化子葉の m

R N Aを比較した結果、 CA T - lては有意な差か見

られなかったのに対し、 CAT-2, 3では緑化子葉

の mRNA量の方が黄化子葉の mRN  A量より多かっ

た。 このことから C A T - 2. 3は光により誘導され

ることが示された J 以上の発現様式から CAT・-1は

グリオキシソーム型、 CAT-2. 3は緑葉ペルオキ

シゾーム型のカタラ＿ゼてある可能性が示唆された 。

2pl06 
チャCamelliasinensisの葉におけるCHSとPALのmRNAの応答

竹内敦子．松元哲．早津雅仁'(農水省・野菜茶試，’農水省

・草地試）

チャCamelliasinensisのカルコンシンターゼ (CHS)のmRNA

が、光および糖に応答して葉で増加することを、昨年度の本

学会年会で報告した。今回は、若い葉に光と糖を同時に与え

るとCHSmRNAが相乗的に増加することに、注目した。糖に対

する応答については、様々な糖を若い葉に与えて調べた。 CHS

mRNAは、グ）レコース、フルクトース、ガラク トース、ショ糖、

マルトースを与えた時、増加し、 3-Qーメチルグルコースと2-

デオキシグルコースに対しては、ソルビトール、マンニトー

ルと同様に、わずかしか増加しなかった。よって、糖に対す

る応答は、グルコースおよびフルクトース等の構造がシグナ

ルとして働くのではなく、糖の増加による植物体内の変化が

引き起こしたものと示唆される。一方、光に対する応答につ

いては、連続光下でのCHSmRNAの増加が見られたが、その増

加は糎による増加よりも少なかった。光による増加のほとん

どは、阻害実験の結果から、光合成によって産生された糖に

対する応答ではないと示唆される。光による増加は、他の植

物種と同じく、 直接的な遺伝子発現誘導と考えている。以上

のことより、光と糖によるCHSmRNAの相乗的な増加の原因は、

光あるいは糖単独では起こらない代謝の変化か、遺伝子発現

あるいはシグナル伝達の段階にあると想定している。フェニ

ルアラニンアンモニアリアーゼ (PAL)についても、同様の解

析を進めている。

164 

2pl07 
アントシアン合成の光制御ー特に PALプロモータの UV光

による制御 〇竹田淳子 吉田和市 1) 小関良宏 2)

（京大農化、京大理 I)、東大教養2))

我々は、岡崎の大型スペクトルグラフを用い反応ー光量曲線の

解析から、ニンジン培養細胞のアントシアン合成が、合成系の

鍵酵素である PAL,CHS遺伝子のUVB光受容体を介した活性化

によりもたらされることを示してきた。今回は、この系にトラ

ンジェントアッセイ法を組み込むことにより、 fast PAL (pal 

10及びpal-54)のプロモータ解析を行った。PALgeneの5'上流

プロモータ領域には、異なるUV光により特異的に促進される

2つの領域 (395--285; 280nmが最も有効及び 285--143, 

260nmが最も有効に働く ）が存在し、それぞれには、 Hahlbr-

ockらがパセリで示した UV-responsiveelementsが含まれる。

UV域の単色光を用いた本研究から、この UVresponsive 

elementsの一つが UV・B responsive elementであり、他が UV

damage signalに関連するものと考えられる。395より上流域

に存在する促進効果についても言及する。

2pl08 
バラのフラポノイド合成にかかわる酵素遺伝子のクローニン

グ

田中良和、福知正子、福井祐子、 TimothyA. Holton 1、久住高

章 （サントリー基礎研究所， 1Florigene) 

バラ(Rosahybrida)は、切り花としてはも っとも重要な植物

種であり、その花弁に含まれるフラポノイドについては、詳

しく調べられている。その合成経路を分子レペルで理解する

ために、品種カーデイナルの花弁由来のcDNAライプラリーか

ら、カルコンシンターゼ(CHS)、ジヒドロフラポノール 4-リ

ダクターゼ(DFR)、フラボノールシンターゼ、アントシアニジ

ンシンターゼ(ANS)のホモログをペチュニアのそれぞれ対応す

るcDNAを用いてクローニングした。

花弁の各発育段階のノザン解析から、これらの遺伝子は、

花弁中のアントシアニンやフラポノールの合成と並行して発

現しており、花弁が開き始める時期にもっとも強く発現して

いることがわかった。カーデイナルでは、葉、 トゲ、ガク、

花柱、雄ズイなどにもアントシアニンが見られ、これらの組

織でもCHS、DFR、ANSのmRNAの存在が確認できた。

また、ベチュニアのDFRがペラルゴニジンの前躯体である

ジヒドロカンプフェロール(DHK)を還元できないために、天

然のベチュニアにはペラルゴニジンがほとんど含まれない。

バラのDFRcDNAをバイナリーベクターにクローニングし、

DHKが蓄積しているペチュニアに導入したところ、花色が変

化し、ペラルゴニジンを含むペチュニアを得ることができ

た。



2pl09 
シロイヌナズナの新規P450遺伝子の単離と発現様式の解析

水谷正治、太田大策、 EricW叩＼佐藤了

日本チバガイギー国際科学研究所

'Agricultural Biotechnology Research Unit, Ciba-Geigy Corp.USA 

植物組織中には多数のシトクロムP450(P450)酵素が存在し、

リグニン、フラボノイド、ステロール、ジペレリン等の二次代

謝産物の生合成、及び植物による薬物の解毒に関与している。

しかしながら、多くのP450は発現量が少なく酵素の精製が困

難であるため、数例しかP450遺伝子は単離されていない。 こ

れまでに我々はmungbeanから桂皮酸4水酸化酵素(P450C4H)を

精製しそのcDNAをクローニングしている。 今回は、分子生

物学的手法を用いシロイヌナズナから多数の新規P450遺伝子

を単離し、その発現様式を解析した。

動物のP450においてよく保存されているヘム結合領域およ

ぴN末端付近のprolineクラスター領域のアミノ酸配列に対する

オリゴDNAプライマーを用い、シロイヌナズナ幼苗由来の

cDNAライプラリーを鋳型としてPCRを行った結果、複数の異

なるDNA断片が得られた。これらのDNA断片を用いてcDNAラ

イプラリーをスクリーニングし、多数の新規P450のcDNAを得

た。これらP450の生理的活性を明らかにする第一段階として、

各器官 （根、葉、花等）、 光、傷害等による各P450の発現様

式を解析したところ、各々のP450では発現様式が異なり、 一

部のP450では光による発現の誘導、傷害処理による誘導がみ

られた。

2pl10 
イネ アデニレートキナーゼ遺伝子の発現応答解析

川合真紀、内宮博文 （東大•分生研）

植物は光、温度、水、栄養条件等、常に変動する様々な環

境条件の元での生育を余俄なくされている。我々は、環境ス

トレス下におけるアデニンヌクレオチド代謝を解析する目的

で、 ATP+AMP⇔ 2ADPの反応を触媒するアデニレー

トキナーゼ (EC2.7.4.3,以後AKと省略）に注目し、研究を

進めている。 AKは生体内でAMPをリン酸化して ADPを

生成し、アデニンヌクレオチドのバランスを維持する上で重

要な酵素である。本研究では、イネ (Oryz.asa ti va L.)のAK

遺伝子を用い、種々のストレス下での発現解析を行なった。

その結果、冠水等の環境ストレス下でAK活性が上昇する事

を明かにした。動物等では、 AKの発現は生育条件に関わら

ず常に一定であると報告されており、イネにおける AKの活

性上昇は植物特有の現象として注目される。また、この研究

ではさらに、 AK遺伝子をセンス、アンチセンス方向に組み

込んだトランスジェニックイネを作成し、 AKタンバク質の

発現量と植物の生長に密接な関係の有ることを明らかにした

ので報告する。
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一般講演

第 3日 3月30日（木）
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一 般 講 演

第 3H 3月30H （木） 午前の部

A会場 電気生理・イオン輸送

B会場 成長調節物質 (2)

C会場 光生物学

D会場光合成 (7)

E会場 植物・微生物相互作用

F会場 オルガネラ (3)

G会場 環境応答 (4)

1会場 遺伝子発現 (6)
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3aA01 
インゲンマメ菓枕細胞における光パルス誘導電位変化の
作用スペクトル
西崎友一郎． 1渡辺正勝． 1久保田 守． 1山宮公子（神
戸学院天-9人文．基生研 ・大型スペクトログラフ室）

インゲンマメ (Phaseolusvulgaris L.)の葉枕は光
照射により．葉が光の方に向くま―う万湛俎：運動をする。
この光によ る即圧調節に関与する光受容体を同定するた
めに作用スペクトルの測定を試みた。

菓枕では光による細胞の膨圧減少に先立って必ず細胞
膜電位の脱分極がみられるので．作用スペクトルを求め
るのにこれを指標にした。特にパルス光を照射すると光
鼠に応じて脱分極が量的に起こることを確カヅ沢：いるの
で．強度の異なるパルス光 (30s)照射による脱分極の
大きさと各波長光のエネルギーの関係を求めた。単色光
照射には岡崎国立共同機構・基礎生物学研究所の大型ス
ペクトログラフをもちい．電位測定は葉枕を空気中に保
ったまま行った。
llO rmからつ3rmの波長域 (20rmごとの滉定）の

光の うち． 520rm以上の長波長側の光による電位変化
はほとんど見られなかった。つまり赤色光や近赤外光は
はとんど影響がなかった。青色光領域では 460rmを頂
点により短波長側で 360rmまで．長波長側で 520n 
mまで下降するような形の作用スペクトルが得られた。
そして短波長測で 380rmと420rmに小さなピークが
認められた。 これらの特徴は植物にみられるいくつか
の光反応系のうちのBluetypeの作用スペクトルに一致
する。

3aA02 
シ ャジクモ 節 1111細胞原形 賀 膜 に お い て ス テップ 電 圧変化時に流れ

る初期イオン電流

簡井泉雄＇、大 rll 和秋、野坂修一＇（＇岡崎生理研 • 生（本膜、阪ー大__:

埋 ・年立、 ＇滋 賀ぽ大・麻酔科）

シャジクモ 節間細胞原形質膜に電流固定法を適用し、電流刺激

により細胞の興所を観察する時、剌激屯後に少なくとも次の 3つ

の出来事がほぽ同時進行する。 I.Ca• の膜からの遊 謡 、 2 ．起電 性 H

・ポンプのコンダクタンスの減少、 3.K・チャンネルの開口 (1994年

度年会硯告）。これらの 一 連の出来事が膜の脱分極の初期過程 で

あり 、 引 き 続 き Ca・・チャンネル等の 電 位 （衣存性のチャンネルの開

l」により、脱分極がさらに進み、この細胞の活動 電 位が誘発され

ると予 想 さ れ る (Plant Cell Physiol. 投稿中）．私達は細胞の興 mの主

過 程の前に起こる各過程の時間分 離 とイオン 霞 流の成分を分 1lf1す

るための予傭実験と測定 常 の 改 善 と を 進 め て い る 。

現 在の測定器の応答は電圧固定の条件 下で、ステップ霞 圧変化

後、約 lmS以 91の 電 流 の時間経過に対して 1云頼できる程度である。

この測定 器 のもとで記 鐸 さ れ た 電 流 は 、 1．膜 に シ リ ー ズ な 抵 抗が

存在するために現れる容 量電流（約 2mSの時常数を持ち、定常 電

流は減衰する。この時常数から、シリーズ抵抗は 1 - 1.Skohm·crn • 、

爬コ ンダクタンス は 150µS/cm • 、 膜容量は 2µ F /c町の材料が多い）。

2 ．約 IOOmSのス テップ電 圧変化を膜に与えたとき｀膜 電 位の— 160 m

Vより負側ではほぽ静止 膜 コ ンダクタンス を反映すると思われる

イオン 電 流。 3 ．月棗電 位の— 80 m V 程度より正側で、 ステップ電 圧後

約 5-15mSi岳より、外向きに 顕苫に流れ るイオン 電 流。 4．容曼電 流

を差し弓Iいた時に分 離 される内向きの 電流成分、の 4種に大別出

来る。

年会においては、前述 の 3．の 電流成 分 に つ い て の 報 告 を す る予

定である。現在、この 電 流の主成分を Kと予想し、実 験 系の 確 立

を進めている。この 電流 は 薬 剤 効 果 として は 10-20μ MLa'、 0.5-1 

mMBa • ・に よる抑制を受け る こ と に 特 徴 が あ り 、 TEAの lmM程度では

抑制 効 榮 が 明 確 で な い 。また、この電流成分は実験中に突如、特

定の 電 圧においてその絶 対 量が変わ ることがあるが、その理由は

現在不明である。
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3aA03 
シャジク モ類における後過分極の発生機構

新免輝男（姫路工大・理•生命）

植物における活動電位の発生機構はシャジクモ類にお

いて最も活発に研究されてきた。その結果、活動電位に

おける脱分極には主としてカルシウムチャンネルとクロ

ライドチャンネルの活性化が関与していることが明らか

とな ってきた。脱分極に続く再分極はこれらのチャンネ

ルの不活性化によって起こる。また、ミルフラスモにお

いては再分極にカリウムチャンネルの活性化が関与して

おり、活動電位の直後に膜電位が静止電位よりも一時的

に負になる後過分極が発生する。起電性イオンボンプの

活動によって静止電位がカリウムの平衡電位よりも負に

なると後過分極は見られなくなる。また、後過分極のピ

ーク においてはカリウムチャンネルの活性化のために膜

抵抗が著しく小さくなる。

本研究において、カタシャジクモの活動電位発生時に

カリウムチャンネルの活性化では説明できない後過分極

が発生することを明らかにした。カタシャジクモの後過

分極はミルフラスモの後過分極とは次のような点におい

て著しく異なる。 （1)静止電位が一200mVより負

であっても後過分極が発生する。 (2)後過分極のピー

クにおいて膜抵抗が増大する。これらのことより、カタ

シャジク モにおける後過分極は主として拡散チャンネル

の不活性化によって発生するものと結論した。

3aA04 
酸アエロゾルによる、木部側細胞膜電位および道管

液カリウム濃度の変化

水野暁子、加藤湿 1 （日本福祉大 ・女子短大、

名古屋大・情報文化・自然情報）

ミトリササゲ下胚軸から切り取った軸片を道管濯

流しながら、木部測細胞膜電位および道管溢出液の

カリウム濃度を測定した。塩酸水溶液から発生させ

たアエロゾルを与えると、 2~3分の内に木部OO細
胞膜電位は脱分極Lはじめ、 30分から 1時間の間

に数十mVに及ぶ脱分極が起こる 。この脱分極は膜

電位の受動的拡散電位成分の液少によって起こるも

のであな

•一方、酸アエロ‘/”ルを与えると数分で道管溢出液

のカリウムi農度が高くならなお、これらの反応は、

器官表面のクチクラの有無に関わらず観察される 。

以上の結果は、酸アエロッ● ル`による脱分極が細胞

膜プロトンポンプを阻害することによるのでなく、

細胞膜の受動的透過性を大きくすることによ -lて起

こることを示している しまたその結果、細胞膜を通

って道管へのカリウムの流失が引き起こされるもの

と考えられる ，



3aA05 
59Fe-エピハイドロキシムギネ酸を用いたオオムギ

における鉄の吸収と移行の動態

旱 BughioNaimatullah，西澤直子，東京大学大

学院農学生命科学研究科， 113 文京区弥生1-1

Fe欠乏条件下で，イネ科植物がムギネ酸類を分泌

することが発見された 19 7 2年以前までに行われ

た，イネ科植物における Feの吸収移行に関する実験

の大部分は， Fe-EDTAかFe-citrateを投与して行われ

ている．これらのFe-合成キレートは根囮で一度Feが

ムギネ酸類と配位子交換した後， Feームギネ酸そのも

のとして吸収されることが現在明らかにされつつあ

る （イネ科植物によるこの鉄吸収メカニズムを

「Strategy-II」という）．このことはこれまでの実験

で，短時間（例えば30分以内）の吸収移行実験が

うまく行かなかった真の理由が，吸収段階そのもの

が律速になっていたためであることを示している．

したがって， これまでに得られているイネ科植物に

よる鉄の吸収実験は，すべて再検討が必要である．

本研究では「59Feーエピハイドロキシムギネ酸」を用

いて，鉄の吸収実験を様々な角度（植物の鉄栄養状

態，植物の齢，光条件，投与部位，投与時期，阻害

剤）から検討した結果，得られた新しい知見につい

て報告する．

3aA06 
ニチニチソウ培養細胞における無機リン酸取り込みに対する

阻害剤及びヒ酸の影響
降旗 敬、直井由紀、桜井英博（早稲田大・教育•生物）

ニチニチソウ培養細胞におけるリン駿取り込みには、構成
的に見られる低親和性成分(Kme,47μM)と、リン酪を追加して

（最終濃度で1.25-2.SmM)培養した細胞 (+Pi細胞）にはほ

とんど見られないがリン酸を含まない培地での培養 (-Pi培養

細胞）で銹導される高親和性成分(Km心．OμM)の2種類が存在

する'/0

2種類のリン酸取り込み系は、共にFCCP（脱共役剤）、

DES （細胞膜H•-ATPase阻害剤）などによって強く阻害され、
両性分が共にげとの共輸送系であることが示唆された。

リン駿アナログとして知られるヒ駿に関しては、リン酸取

り込み系の変化（異なるリン駿栄養条件下での生育、あるい

は高親和性取り込み成分の遺伝的欠失など）によってヒ酸感

受性が変化するという報告がある。そこで、われわれが見い

出した 2種類のリン酪取り込み成分について、ヒ酪による阻

害効果に差が見られるかどうかについて調べた。細胞膜にお

けるリン酸取り込みは、ヒ駿によって競争阻害されると考え
られ、予備的実験では、 Dixonplotによる解析から、高親和性

成分に対する見かけのKiは約20-30μM程度と見積もられた。

しかし、ヒ醸存在下でリン酸取り込みのタイムコースを詳し
く調ぺたところ、高濃度 (100 μM以上）のヒ酸存在下では、

リン酸取り込み速度が 5分以内に低下したので、 Kiについて

はさらに検討が必要である。速度の低下はヒ酸が細胞膜にか

かるげ勾配を下げることによる二次的影響だと考えられる。

'1Furihata et a/.(1992) Plant Cell Physiol. 33, 1151-57 
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3aA07 
海産ラフィド藻Heterosigmaakashiw漁！胞膜画分における
ATP依存的Na輸送活性

庄野真理子、原諭吉＇、和田雅人、藤伊正 （筑波大•生物、
'東京医科歯科大・医・生化）

海産の単細胞鞭毛藻H.akashiw漁吋包膜画分に、 ATP依存的

Na輸送活性が存在することを、リポゾーム内へのNa・輸送を
測定することにより確認したので報告する。

精製した細胞膜画分を sucrosemonolaurateを用いて可溶化

し、 l()()mMのKCI存在下でphosphatidylcholineを用いてリボ
ゾームに再構成した。 ”Naのリポゾーム内への輸送活性は

3mMのMgCh及び様々な濃度のNaCl、ATPを含んだ反応液中

(pH7.0、30℃、 3min)で測定を行った。その結果、輸送活性

のNa・に対するkm値は約7mM、ATPに対するkm値は約4()(μM
であった。この輸送活性は、 5μMのFCCPを加えても阻害さ
れなかったが、 2()(μMのバナジン酸により完全に阻害され、

ATP依存的輸送であることが確認された。

同じH.akashiwoの細胞膜画分には、パナジン酸により阻害

されるがウワバインでは阻害されないNa・-ATPaseの活性が存

在しており、その活性のNa令に対するkm値は約3mM、ATPに
対するkm値は約8()(μMであった。このNa・-ATPaseは、 Na・Q)
存在下で l40kDaのリン酸化反応中間体を形成し、 K• i たは
ADPにより脱リン酸化されることからP-typeのATPaseである
と考えられる。

このたび確認されたATPに依存的なNa舎の輸送活性とNa・-

ATPaseの活性は、ともにH.akashiwoの細胞膜画分に存在し、
その生化学的性質が似ていることから、同じ分子による反応
であり、動物のNa./K令-ATPaseと同様にH.akashiwoの細胞か

らのNa・の排出に拘わっている可能性を強く示唆している。

3aA08 
酸性溶液による単細胞性緑藻ミカヅキモの伸張阻害

縄田 朋樹（東北人・医捺技術短期大学部）

三H月状のこの細胞は，細胞分裂匝後は極端なJL右非対

称の形であるが，分裂した面で伸張して再び そ11月状の細

胞にもどる。この伸張の進行は培養液の pH7.5をドげて

いくと， pHの低下に伴って阻害されていく。 50％の伸張

阻害 (pH7.5での伸張員の1/2)は約 pH5で見られた。

一方，アルカリ性側の pH(pH 10.2まで）は伸張には何ら

影響を与えなかった。
伸張阻害がおきる pH6~4の範囲でも，原形質流動の

様 —fや細胞膜屯位は pH 7.5のものとほとんど変わりがな

かった。これらとは対照的に，細胞の伸張領域に流れ込む

内生イオン屯流は pHの低下のある偵で大きく増加した。

（すでに pH7.5で生じている内生イオン屯流は，そのか

なりの部分が Caい によって連ぶばれていることが分って

いる。）
膜結合力）りシウムの分布を調ぺるために，蛍光色素 CTC（クnn

テト対イクリン） 50μ,Mを加えた種々の pH溶液で 15分間細胞

を染色した。その結果，酸性溶液中で染色した細胞だけに．

その伸張領域で特に強い蛍光，すなわち膜結合力）｝シウム員の

増加がおきていることが分った。酸性溶液でもあらかじめ

Ca2十を除去しておくと，強い蛍光は検出されなかった。

また，中性～アルカリ性の pH溶液中で染色した細胞では

強い蛍光は検出されなかった。

これらのことから，酸性溶液でおきる細胞の伸張阻害に

は．おそらく伸張領域での Ca2十のインフラックス増加と

膜結合カルシウム量の増加が関係していると考えられる。



3aA09 
シャジクモの水チャンネル特性 II

田沢仁、浅井一視 1、岩崎尚彦 1 （福井工大・応用理化学、

1 大阪医大•生物）

最近植物の細胞殷にも水チャンネルを構成すると思わ

れるタンパク質が発見され、その水透過性は動物の水チ

ャンネル同様Hgいによって顕著に阻害される (Kammer-

loher et al. 1994)。シ ャジクモの水透過性もHg2十阻害

を受ける (Wayneand Tazawa 1990)。Znいも同様の阻害効

果を持つ(Rygolet al. 1992)。われわれは 1993年度の年

会でZnいは水の内向き (Lpen)及び外向 きの透過性(Lpex)

を共に阻害し、膜の水透過に対する極性には影響しない

事を報告した 。 今回はZn2•の作用機作についての新しい

事実と、イオン特に一価カチオンと水との相互作用の可

能性について報告する 。主としてオオシャジクモの節間

細胞を用いた。

Zn2• は外からは作用せず、細胞に入って細胞質側から

作用する 。即ちその作用に方向性がある 。Zn2十の阻害作

用はCa勺こよって打ち消されない。 このことはZnいの膜

透過の通路はCa2 • とは異なる事を示唆する。殷興奮性を

抑える Pb2 • は (Shimmen and Tazawa 1977)、水透過性に影

響しない。一方高濃度のK •( 50 mM)は水透過性を20-30％増

大させる。果たして水が一価イオンチャンネルを透過す

るのかどうかを検討した。

3aA10 
汽水産車軸藻類シラタマモ節間細胞の低張処理に伴う膨圧調

節の抗ドナリエラCDPK抗体による阻害

岡崎芳次，湯浅高志 1 、武藤尚志 1 、岩崎尚彦（大阪医大•生

物、 1名古屋大学生物分子応答研究センタ ー）

汽水産車軸藻類の一種シラタマモ（L狐 iprothuniUIJsue-

cine ti.Ill）の節間細胞の低張処理に伴う膨圧謁節には、細胞質

遊離Ca2十濃度の増加を必要とする。本実験では、 Ca21依存性

タンパク質リン酸化酵素(CDPK)が膨圧謁節に関係しているか

どうかを、緑藻類の一種ドナリエラ (Dunaliella tertio-

Jecta)のCDPKに対するウサギ抗血清を用いて検討した。抗

CDPK抗体はCDPK活性を阻害することがDunaliellaでわかって

いるので（湯浅・武藤、投稿中）、これをシラタマモ細胞の

細胞質に微量注入して低張処理に伴う膨圧調節に対する効果

を謁ぺた。低張処理は抗血清を注人して一晩細胞を培養した

後行った。対照実験としてはpreimmune血清を注人した。

抗CDPK血清を注入した細胞では、低張処理によって細胞質

遊離Ca2+濃度の増加を反映する細胞質流動の阻害は起きたが、

膨圧潤節はほぼ阻害された。対照の細胞では膨圧調節の阻害

はほとんどみられなかった。Westernblottingによってシラ

タマモ細胞には抗Dunaliella CDPK抗体と反応する53KDaの

タンパク質があり、同じ質量のタンパク質にCaいに依存し

Histon HIをリン酸化する活性が検出された。

以上の結果は シラタマモ細胞にもCDPKが存在して低張処理

に伴う膨圧讀節に寄与している可能性を示唆した。
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3aA11 
ソラマメ葉気孔孔辺細胞における青色光依存のプロトンポン

プ活性の ABAによる阻害
互 1、木下俊則 2、奥達雄 1、島崎研 一郎 2 (I九州 大・

晨・農林生物物理、 2 九州大・理 •生 物）

ソラマメ葉のウラ側表皮から単離した孔辺細胞プロトプラ

ストにおける育色光に依存するプロトン放出は、 ABA添加に

より 6 5％阻害された 。 その阻害は ABAを添加してか らの時

間が長いほど大きくなり ABAの濃度に依存した 。一方、 I0 

μMのABAの濃度ではメディウムの pHをpHS. 4から 7.2まで

変化させても、その阻害の大きさはほとんど同じであ った。

しかし、 IμM以下の ABAの濃度では阻害はpHに依存した 。

例えば、 ABAの濃度が 0.01μMの時、青色光依存のプロト ン

放出は pHS.4では約 3 0 % !且害されたが pH7. 2では 9且害さ れ

なかった。そこで、種々の阻害条件での ABAHおよびABA.

の濃度を計算すると、 ABAHが 6nM存在すると ABAによる

阻害がほぼ飽和し、 ABA・の濃度には依存しなかった。原 形

質膜のプロトンポンプを活性化するカビ毒プ シコク シン

(I O μ M) を添加すると孔辺細胞からプロトンが放出され

る。このとき、この活性は ABAにより 30 %阻害されていた 。

以上の結果は、 ABAは青色光に活性化されるプロト ンポン

プを阻害することにより気孔開孔阻害するとともに、気孔閉

鎖を誘発すること 、ABAによる阻害は ABAHによる作用であ

ることを示唆している。メディウム中のカルシウムの有鴛の

条件での、 ABAの効果、単離原形質膜のプロトンポ ンプに対

する ABAの作用についても籟告する予定である 。また 、この

ような ABAによる青色光依存性プロト ンポンプ活 性の阻害は

ソラマメ葉のオモテ債J表皮気孔孔辺細胞でもほぼ同様に観察

された 。

3aA12 
青色光に依存する孔辺細胞からのプロトン放出のカフェ

イン、小胞体膜 Ca2+-ATPase阻害剤による阻害

島崎研一郎・高亨易孝1.奥 達雄 1 （九州大・理学部・

生物、 1九州大・農学部・農林生物物理）

気孔孔辺細胞プロトプラストからの青色光に依存する

プロトン放出は気孔開孔の駆動力を与える。我々は、薬

物を用いた研究からこの情報伝違系に Ca2+／カルモジ

ュリン依存のミオシン軽鎖キナーゼ様の蛋白質が関与す

ることを報告した。カルモジュリンが活性化されるには

細胞質 Ca2十の濃度上昇が必要であり、その Ca2+の由

来について調べた。プロトプラスト懸濁液の Ca2+i農度

を低下させたり、プロトプラストを洗う事により Ca2+ 

を除いたり、あるいはカルシウムチャネルプロ ッカ ーを

添加しても青色光依存のプロトン放出は阻害されなか っ

た。また、外液にカルシウムイオノフォアを添加しても

プロトン放出は誘導されなか った。しかし、細胞内のカ

ルシウムストアーの Ca2モを枯渇させる作用のあるカフ

ェイン、また小胞体膜 Ca2+-ATPaseの阻害剤で

あるシクロピアゾニック酸やプチルヒドロベン ゾキノン

は青色光に依存するプロトン放出を阻害した。 この時、

これらの薬剤はプロトンポンプそのものは阻害しなか っ

た。以上の結果から、これらの薬物により細胞内カル シ

ウムストアーの Ca2+が枯渇し、青色光依存のプロトン

放出が阻害されたと推察された。



3aA13 

ラン濠Synechococcus PCC7942 の硝酸イオン能

動輸送系におけるNrtAの役割

前田真一、小俣達男（名古屋大・農・応用生物科学）

Synechococcus PCC7942 の硝酸イオン能動輸

送体は、 NrtA,B,C,Dの 4種類のタンパク質から構

成され、そのうちNrtB,C,DはABC塑輸送体の膜貫通

型タンパク質、 ATP結合性タンパク質と類似性があ

る。NrtAは、 N末端に疎水性のシグナルペプチド様

配列を持つ親水性タンパク質であり、 N03ーを窒素源

として培養した細胞では主要な細胞膜タンパク質で

あるので、基質結合タンパク質として細胞膜の外表

面で機能していると推定された。そこで、 N末端の

疎水性領域を削除したNrtAを大腸菌で発現させ、そ

の基質結合活性を平衡透析法により測定したところ、

NrtAはNOぷだけでなく N02-とも結合することが示さ

れ、また、 nrtAを欠いた変異株では、 N03ーは取り込

めず、 N02ーの取り込みも著しく低下した。これらの

結果は、 NrtAはこの輸送系の基質 (N03―,NOい結

合タンパク質であることを示唆している。

3aB01 

カネフォラコーヒーの体細胞胚形成における

エチレンの役割

畠中知子，東哲司 1J 内田直次 2,安田武司 2 （姫

工大 ・自然・環境研， 1神戸大・自然科学， 2神戸

大・農）

カネフォラコーヒーの葉切片からの体細胞胚形成

におけるエチレンの役割を検討した ．葉切片からの

体細胞胚形成は，植物成長調節物質としてサイトカ

イニンのみを含む培地で培養することにより得られ

る．この培養期間中，葉切片は常に少量のエチレン

を発生しているが，このエチレンを吸着剤を用いて

除去すると，サイトカイニンで誘導される体細胞胚

数は減少した ．エチレン作用の抑制剤（銀イオン），

エチレン合成の抑制剤（コバルトイオン）を添加す

ると，体細胞胚形成が抑制された ．エチレンガス処

理 (12 u l /1)によって体細胞胚形成数は増加し，

またコパルトイオンの抑制効果をある程度まで打ち

消すことができた．我々の結果は，コーヒーの葉切

片培養においてエチレンが体細胞胚形成に関する重

要な役割を担っていることを示している．
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3aB02 
メロン種子におけるエチレン生成について

岡学、加藤俊彦、石木康史、平林哲夫 1、中川弘毅、

佐藤隆英 （千葉大・園芸、 1日本園芸生産研）

メロン果実はクリマクテリック型の成熟を示す果

実で未熟期に収穫しても適度の条件に置くと大駄の

エチレンの生成が起こり成熟する。メロンにおいて

果実の成熟は中心部分（種子や胎座）からはじまる

ことを昨年の本大会で報告した。本研究は果実の成

熟に対する種子の影響を調べるために果実の成長に

伴う種子でのエチレン生成について検討した。メロ

ン果実の成長は受粉後、肥大期、種子の成長期、糖

の蓄積期、成熟の順に起こる。果実を種子、胎座に

わけ各々の組織におけるエチレン生成を測定した。

種子の成熟期に種子よりエチレンの生成がみられた。

In vivoにおける活性の測定やイムノプロッティング

により ACCオキシダーゼが顕著に増加する事が分か

った。種子におけるエチレン生成は種子の成熟に伴

い減少するが果実の成熟に伴って再び増加した。こ

のことは種子におけるエチレン生成が果実の成熟に

関与すること示唆している。

3aB03 
メロンのオーキシン誘導型lーアミノシクロプロパン一1-

カルボン酸(ACC)合成酔素遺伝子のクローニング及びその

解析

石木康史、山本光章、中川弘毅、佐藤隆英（千葉大・園芸）

オーキシンは、エチレン合成経路の律速酵素である

ACC合成酔素の合成や活性を増進し、植物組織でのエチ

レン生合成に影響を与えている。本研究では、オーキシン

処理を施したメロンの黄化芽生えから全RNAを抽出し、

cDNAライブラリーを作成し、 ACC合成酵素の共通配列に

基づいて作成された合成オリゴヌクレオチドをプライマー

とし、 PCRを用いて羽訊員のACC合成酵素のcDNA(pME-

ACS2,3)を単離した。

pMEACS2は、ヤエナリより単離されたオーキシン誘導

型ACC合成酵素遺伝子(VR-ACSI)とアミノ酸レベルにお

いて非常に類似していた(74.6%）。 pME-ACS3は、西洋カ

ボチャより単離されたオーキシンにより誘導されるACC

合成酵素(CM-ACS2)と非常に類似していた (94.1%）。 2つ

のACC合成酵素遺伝子はRNAプロット解析によりメロン

黄化芽生えにおいて、オーキシンにより誘導されると示唆

された。



3aB04 
ヤエベニシダレの当年枝における IAAの分布

早乙女真紀、菊地原優子、橘和丘陽＇、横山敏孝 2 、

中村輝子（日本女子大・理、 ＇島津製作所、 2森林総研・

多摩）

すでに、ヤエベニシダレ (P”'nuss匹 C加'alla(Lava 11 ee 
ex H. Otto) Kitamura f..s;屈 C加乙acv. ／/enorosea)の2

年生接ぎ木の当年枝を用いて、 1.10μg／芽の !AA処理は、

枝の節間数、伸長および伸長方向への効果を示 さないこと、

また、数種類のサクラの成木の頂芽および幼楢物の下胚軸に

おける !AAの存在を確認している。今回は、より広範囲の

濃度の !AAを用いて、枝の節間数、伸長および伸長方向へ

の効果の再検討を行い、さらに、ヤエベニシダレの 2年生、

3年生接ぎ木の当年枝における lAAの分布をHPLC, GC-11S 

を用いて調べた。 0.01~1 μg／芽の !AA処理は、枝の節間

数、伸長および伸長方向に効果を示さず、 10pg／芽の処理で

は伸長への抑制効果が認められた。また、伸長期間中の当年

枝の頂芽、先端の伸長帯、中間部および基部における !AA

罰は、 2年生、 3年生ともに先端の伸長帯において最も多く

認められた。その他の部位においては、頂芽から基部に向け

ての勾配が認められた。いずれの部位においても、 3年生の

方が 2年生よりも !AA量が多いことが確認された。さらに

オーキシン関連物質としてインドールエタノ ール (IE t) 

の存在を確認した。

3aB05 
シダレヤナギ、ザンセッ シダレ（モモ）およびヤエベニシダ

レにおけるしだれ性の比較

中村輝子、早乙女真紀、古宇田京子、 近藤彩子、原由里子、

田中秀明 1 、横山敏孝2 （日本女子大 ・理、 1日本花の会、

2森林総研・多摩）

すでに本大会において、ヤエベニシダレおよびザンセッシ

ダレ（モモ）を用いて、しだれ性につき報告を行ってきた。

今回はさらに、シダレヤナギを加え、これらの当年枝を用い

て、その成長過程の分析、 GA1および IAAの効果、木部

分化および細胞壁組成に関する観察、実験を行い、これらの

しだれ性につき比較検討した。

いずれにおいても、しだれ性の枝の屈曲は、伸長帯におけ

る偏差成長によりひきおこされているのではなく、機械的固

さの不足、すなわち支持組織における肥大成長の異常により

生 じている可能性が示された。サクラ属の両植物においては

外生のGA, およびGA1が屈曲阻止を行ったが、シダレヤ

ナギにおいては、 I AAも単独で屈曲阻止を行った。また、

サクラ属の両植物において、 GA, およびGA1による木部

分化、すなわち細胞墜の化学的、物理的性質およびあて材形

成におよぼす効果は異な っていた。
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3aB06 
日本型イネ幼苗の伸長におけるエチレンとジペレリンの関係

古川浩二1，梁泳烈2, 神谷勇治2, 桜 井 成 叫 高 橋信孝2

(1埼玉大大学院●理工学研究科．理化学研究所・2国際フロ

ンティア， 3植物生活環制御）

イネ(Oryzasaliva L.)幼苗の内生ジペレリン (GA)をウニコ

ナゾールにより抑制し．エチレンとGA1を処理するとGA1のみ

の処理よりも伸長が促進された。この結果から，エチレン存在

下におけるイネ幼苗の伸長促進は． GAに対する反応性が上昇

するため引き起こされると考えられた。また，エチレンにより

伸長が促進されるにも拘わらず，伸長活性をもつGA1の内生量

の減少が認められた。

そこでエチレンがイネ幼苗中のGAの代謝および反応性にど

のような影響を与えるかを調べた。GA1の前駈体であるGA",

G心． GA1，およびGA20と不活化されたGAであるGA．をウニコナ

ゾール処理をしたイネ幼苗に点滴処理し．伸長に対する影響を

調べた。 4種のGA1前駆体はGA1と同様に伸長を促進し，エチ

レンの存在下において伸長はさらに促進された。 しかし． GA,

では伸長促進は認められなかった。また．プロヘキサジオンに

よりGA20からGA1への代謝を阻害したところ． GA”とエチレン

を与えても伸長促進は認められなかった。これらの結果から，

エチレン存在下においてもイネ幼苗中の活性型GAはGA1である

ことが確認された。

今後，化C]または('H]標識のGAを用いて．エチレンのGA変換

に対する影響を調べる予定である。

3aB07 
THE ROLE OF GIBBERELLINS IN THE SUBMERGENCE 

RESPONSE OF RUM EX PALUSTRIS 

Jan RIJNDERS, ~1. Gerard BARENDSE, 

Rens VOESENEK, Kees BLOM, Yuji KAMIYA 1 

Dept. Ecol., Nijmegen Univ., Nijmegen, The Netherlands, 

1 FRP, RIKEN, Wako, Saitama 351-01, Japan 

Rumex palus1ris is a species of the cosmopolitan genus Rumex 

that occurs at the lowest elevation levels in the floodplains of 

the river Rhine in the Netherlands. Enhanced petiole elongation 

ofR.pa［邸riswhen sumerged in water was previously found to 

be mediated by a rise in endogenous ethylene levels. Both 

submergence and ethylene treatment may increase endogenous 

gibberellin (GA) levels in R. palustris. We therefore anemped 

to identify and quantify the endogenous GAs of R. palustris 

under submergence and ethylene treatment. The full scan GC-

MS analysis of GAs in shoots indicated the presence of GA 1, 

GA4, GA19, GA20, and GA53. Quantification of endogenous 

GA levels in petiole tissue 24 h after drained, submerged or 

high ethylene (5 ppm) treatment was performed with GC-SIM. 

A clear increase of physiologically active GAs, GA I and GA4, 

was observed in R. palustris petioles upon both submergence 

and ethylene treatment compared with plants grown under 

drained conditions. These results show that ethylene production 

induced by submergence stimulates GA biosynthesis in petioles 

of R. palus1ris. 



3aB08 
Gibberellins and Pea Seed Development 

~1. John J. Ross2, Yuji Kamiya1 and James B. 

Reid2 

1 Plant Hormone Function, RIKEN, Wako-shi, Saitama 351-01, 

Tokyo, Japan. 2 Dept Plant Science, University of Tasmania, GPO 

Box 252C, Tasmania, Australia. 

The gibberellin (GA) deficient mutations, /hand /hi, have been 

used to investigate the role of the GAs in seed ~evelopment of the 

garden pea (Pisum sativum L.). The /h and Iが mutationsreduce 

the activity of the GA biosynthesis enzyme, kaurene oxidase. Both 

mutants possess a dwarf phenotype due to a 90% reduction of 

endogenous GA1 levels in developing shoots compared with 

wildtype (WT) plants. By contrast, the severity of the /h and /hi 

mutations differs in developing seeds. Endogenous GA1 and GA3 

levels in the embryo/endosperm of young seeds (a few days after 

fertilization) are reduced by 50% (lh) and 90% (lhり．Seeds

homozygous for Iがdonot grow as fast as WT seeds and are more 

likely to abort during development, due to altered embryo and/or 

endosperm development. Fertilizing Iがplantswith WT pollen 

dramatically increases GA1 and GA3 levels in the embryo/ 

endosperm and restores normal seed development. The less severe 

lh mutation does not effect seed abortion, but may slightly reduce 

embryo growth. These results suggest that GAs play an important 

role early in pea seed development by regulating embryo growth. 

3aB09 
イネのカウレン合成酵素AのcDNAクローニング

山口信次郎1,2、神谷勇治2、Tai-pingSun'、山根久和べ室伏旭I

（：東京大・応用生命化学、 2理研・フロンティア、 'Duke大、 ‘東京

大 • 生物生産工学研究センター）

ジペレリン (GA)生合成の最初の直要なステップは、ゲラニル

ゲラニルピロリン酸 (GGPP)がコバリルピロリン酸 (CPP) を経

てカウレンヘ変換される過程であり、それぞれカウレン合成酵素

AおよぴBにより触媒される。我々は、イネ (Oryzasaliva L.）にお

けるGA生合成の制御復楕研究の一環として、アラビドプシス

(Arabidopsis Lhaliana L.)より得られているcDNAクローン

(pGAl-29, Sun and Kamiya, Plant Cell, 1994)をプロープとしてイ

ネのカウレン合成酵素AのcDNAクロー ニン グを試みた。

pGAl-29のテルペンシクラーゼの保存領域を含む約0.5kbをプロ

ープとして弱い条件でゲノムサザン解析を行ったところ、 1コピー

に相当するパンドが認められたので、同粂件でイネの約より調製

したcDNAlibraryをスクリーニングした。得られたクローン

(pRKA-0、2.1kb)の塩基配列を部分的に決定したところ、アラ

ピドプシスのpGAl-29と非常に高い相同性（アミノ酸配列で66％の

identity)が認められた。ノ ーザン解析の結果、約2.8kpのmRNAが

検出されことから、 pRKA-0は5'側が欠けたク ローンであると考え

られたので、現在、より全長に近いcDNAクロ ーンを得るべくスク

リーニングを行っている。最終的には、 E.coliで過剰発現を試み、

GGPPからCPPへの変換活性を確認する予定である。
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3aB10 

カボチャ未熟種子からのカウレン合成酵素BのcDNA

クローニング 斎藤臣雄1,2、山口信次郎1,3、

安部弘叉桜井成2、室伏旭3、高橋信孝1,2、

神谷勇治l ( 1理研 • 70ンティア、 2理研、 3東大・農・応生）

演者らは、カボチャ未熟種子からカウレン合成酵

素Bを精製し、その限定分解断片から 5カ所の部分

アミノ酸配列を決定した。この配列をもとにオリゴ

ヌクレオチドプライマーを作製し、カボチャ未熟種

子のtotalRNAを鋳型にしたRNA・PCRを行った。特異

的に増幅した47lbpのcDNA断片をクローニングして

塩基配列を調べたところ、プライマーの配列以外に

前記のアミノ酸配列を含んでいたことから、目的の

cDNA断片と判断した。これがコードするアミノ酸配

列は、 Arabidopsisthalianaのカ ウレン合成酵素Aと

商い相同性を示し、他のテルペン環化酵素において

保存されている共通配列も含んでいた。このcDNA断

片をプロープとするカボチャ未熟種子mRNAのノー

ザン解析において、 2.8kbの転写産物を検出した。現

在、全鎖長cDNAのクローニングを試みている 。

3aB11 
オオムギ幼娯鞘の細胞堅に存在するインドールアセトアルデヒ

ド酸化・遠元活性

鶴椅健一、桜井・iH樹 l （禍山大・ 一般教育、 1広島大・総科・

自然哀泣）

矮性オオムギ突然変異 (Uzu) の幼梨鞘中の!AA爪の少ない

原囚を検討するために、 !AA阻を制御すると考えられる!AAの

合成に1関りする酵索の活性を正常系統と比較した。 1)ij年度年会

にてIOOOXgで遠心した後の上消では、止常系統と Uzuで活性

に恙が見られないことを報告した。今回はI0000 X gでの沈澱圃

分に注目して活性の比較を行った。播稲後3日目の幼梨鞘を脱

砕し、 10000Xgで遠心した後、沈澱を50mMTris-HCI (pH 7.2) 

の緩衝液に懸獨したものを粗酵素探品とした。枯質として、

!AA合成の直前の前駆物質と考えられるインドールアセトアル

デヒド (IAAld) を用いた。 IAAldを酸化し!AAに疫換する訊

性をはUzuで正常系統の約半分であったが、迫元しインドール

エタノール疫換する活性は、 Uzuで正常系統の約2倍にであっ

た。 したがって、 10000Xgで沈澱する細胞墜圃分にIAAldを酸

化、遠元する酵索が存在することが分かった。また、この括性

は加熱処理によって失活した。さらに界面活性剤 (1%

Nonidet P-40)、IMNaCl、50mMMgCぃでは可溶化することが

できなかった。 したがって、この活性は細胞埜への細胞質など

の混人によりものではなく、細胞壁にかなり強固に結合したも

のと考えられる。また、 Uzuの!AA合成活性が正常系統の約1/2

であることから、 Uzuで!AA量の少ない原因は細胞壁に結合し

たIAAldを酸化する活性の阻害である可能性が示された。



3aB12 
根圏微生物 Enlerobacler c loacae において Lートリプトファン

は IA A生合成経路の前 駆体である

古賀 仁 一 郎．庄野邦彦＼足立発 2 （明治 製菓［現 ：植物防 御

研］． ＇東 大・教 養・基礎科 学． 2 明治製菓•生物科学研）

植物ホルモ ンであるイン ド ー ル 酢 酸 (IA A) が前駆体とし

て Lートリ プ トフ ァンから合成されているとい う説には疑問点が

多い 。 我 々 は Enterobac l er c_J _Q_i~ がイ ン ドールピルピ ン

醸経路 （L-ト リ プ ト フ ァン→イ ン ドー ルビルピ ン酸→インド ー

ルアセ ト ア ル デ ヒ ド → IA A) を経由 して IA Aを生産し、 そ

の 第 2ステ ッ プである indolepyruvatedecarboxy!ase が 鍵酵

素 で ある こ とを明 ら か にした い。 そ こ で、 L cloacac におい

て Lートリプトファンが lA Aの生合成経路の前駆体であること

を明 らかにするために L c l oacae より L-trrptophan aminol 

ransferase を精製し、その性質検討を行 っ た。この 醒素は a-

ケト グ ルタル 酸をア ミノ受容体、グルクミン 酸 をアミノ供与体

とし、可逆的に Lートリプト ファンをインドールビルピン 酸 へ変

換し、正方向の反応での Lートリプトファンに対する区且1値 (3

3 •M) は逆方向の反応のインドールピルピ ン 酸 に対する区」0値

(2 4 μ M)の 138倍であった 。 in v i lro の醒素反応では、精製され

た L-tryptophan a■inotransferase と． indolepyruvatedecar 

boxrlase により効率よく Lートリプト フ ァ ンからイ ン ドールア

セトア ル デ ヒ ド ヘ 変 換 され、 L-tryptophan a●inotransferase 

の 活 性 を 一 定にしても、 i ndo I epyru vale decarbox y I as e の活

性の 上がる割合に従って Lートリプトファ ンか ら イ ン ド ー ル アセ

トアル デ ヒ ド ヘ の 変 換量も 上昇した。以上の結果は Lートリプト

ファ ンがイ ン ド ー ル ピ ルピン酸経路の前駆体であり、 L-trypt 

ophan a■inotransferaseがこの経路に関与していること、そし

てこの 酵 素 は indo!epyruvate decarboxyl ase によ っ て制御さ

れて いることを明らかに示している。

I) J. Koga, T. Adachi and H. Hidaka. Agric. Biol. Chem 

込． 701 (1991); J. Koga, T. Adachi and H. Hidaka. Mo! 

Gen. Genet. ill, 10 (1991); and J. Koga, T. Adachi and 

H. Hidaka. J. Biol. Che●.ill, 15823 (1992) 

3aB13 
シロイヌナズナの花形成とオーキシンの極性移動

上田純一、岡真理子、宮本健助、岡田清孝1、志村令郎1.2

（煉府大 ・総合科学、 1基生研・遺伝子、 2京大・理）

野生型シロイヌナズナ種子を EMSで処理して得られた多くの

突然変異体の中から、花茎の先端部に花がまったく形成されな

い、あるいはきわめて異常な花力形成される巴臥と呼ばれる突

然変異体が分離された。演者らはこの邑n突然変異体を用いて、

植物の花形成と植物ホルモンとの関係を明らかにすることを目

的として本研究を実施した。

皿突然変異体の内生オーキシンレペルを調べた結果、野生

型にくらべ、その含量の低下が認められた。また、四n突然変

異体様植物はオーキシンの作用阻害剤 (PCIB)によっては誘導

されないものの、オーキシン極性移動阻害剤 (HFCA、NPA、

TIBA)によって誘導された。事実、四g突然変異体およびオー

キシン圏生移動阻害剤を用いて誘導された四g様植物の花茎に

おけるオーキシンの極性移動能は低かった。さらに、 HFCAを用

いた一連の移植実験から、花形成には発芽 5~12日目の芽生え

において、正常なオーキシン極性移動の存在が必要であること

が明かとなった。しかしながら、巴g突然変異体および HFCA

誘導の四n様植物体に外生的にオーキシン (IAA,NAA, 2,4-0) 

あるいはサイトカイニンを添加しても、野生型への回復は認め

られなかった。
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3aC01 
シロイヌナズナの近赤外光過敏感突然変異体の単離

細野信也、倉田哲也、 山本興太朗 （北海道大・地球環境科学
・環境分子生物）

光形態形成の光受容体フ ィトクロムは複数の分子種からな

り、各分子種は種々の生理反応に対し役割分担をしていると

考えられているが、そのシグナル伝達系は不明な点が多い。
本研究では、フィトクロム遺伝子族の内phyA系のシグナル伝

達機構を解析するために、近赤外光に対して過敏感反応を示

す突然変異体の単離を試みた。

速中性子照射処理したM2世代を、弱近赤外光下で7日間

生育させ、野生型より下胚軸の伸長が抑制される個体をスク

リーニングした。その結果、暗黒下、弱近赤外光下の両方で
下胚軸伸長が野生型より抑制される 23個体が得られた。こ

れらの変異体におけるア ントシアニンの蓄積量を比較したと

ころ、暗黒下では野生型と同様ほとんど蓄積が見られない

が、近赤外光下では色素量が野生型より増大している変異体
が9個体得られた。これら個体の下胚軸長について光強度依

存性を、近赤外、赤、育色光に関して測定した結果、これら

3種のどの光に対しても野生型より強い伸長抑制がすぺての

個体で見られた。アントシアニンの蓄積に対する過敏感反応

の原因としては光シグナル伝達系におけるシグナルの増幅異

常やフィトクロムの過剰発現などが考えられる。

3aC02 
光による根の伸長制御反応

會田 哲也、山本興太朗 （北海道大・地球環境科学 ・

環境分子生物）

根の光形態形成現象において屈光性や伸長成長に関する研究

が行なわれてきている。 トウモロコシでは光が根の伸長阻害を

起こすことが知られている (Schwartand Schneider, 1985)。そ

こで、本研究ではシロイ ヌナズナにおける根の伸長成長に対す

る光の効果を調ぺた。

連続白色光下で育てた シロイヌナズナ芽生えでは、暗黒下と

比較して下胚軸は伸長阻害が起こるのに対し、根では伸長促進

が起こる。このことは、光の伸長成長に対する効果が地上部と

根では異なることを示している。また、根の伸長促進に対して

効果的な光は青色光と赤色光であった。次に、この伸長促進が

光合成系による効果であるか否かを検討するために、カロチノ

イド生合成阻害剤ノルフルラ ゾンを培地に添加し、 葉緑体生合

成を抑えた状態で伸長を調ぺた。その結果、クロロフィル量が

暗黒下レベルになるノルフルラゾン濃度で生育させた根はノル

フルラゾンを与えないで育てた芽生えの根より短くなるものの

白色光下の方が暗黒下より有意に長いことがわかった。このこ

とから、根の伸長成長は光合成系以外の光化学系でも制御され

ていることが示唆された。次に、フィトクロム欠損変異体で根

の伸長を調ぺたところ、 phyB欠損変異体では連続赤色光下

での伸長促進はみられなかった。このことから、連続赤色光に

よる根の伸長促進は PHYBにより制御されていると考えられ

る。



3aC03 
シロイヌナズナ単離葉におけるクロロフィル減少に対する近

赤外光と暗黒の影響

木立真敏，井上康則．榎並 勲＇．塩井祐 三2' （東理大・理

ェ ・応生，＇東理大 ・理• 生物， 2東工大 • 生命理工）

従来、葉の老化の研究は暗黒で引き起こされる老化を中心

に行われてきた。しかし、暗黒以外に近赤外光によっても老

化が引き起こされ、自然環境における植物の老化を知る上で

近赤外光の影響を調べることは重要である。本研究ではシロ

イヌナズナの単離葉を用いてクロロフィル減少に対する近赤

外光と暗黒の影響を解析した。まず、クロロフィル減少に対

する光の効果について調ぺた。赤色光は白色光と同様にクロ

ロフィルの減少を抑制するが、近赤外光と暗黒は逆に誘導し、

何れの場合も全クロロフィル量は 4日後に 1/2程度に減少す

る。 Amon(1949)の方法でクロロフィルa:bを調ぺると、 白

色光・赤色光・暗黒下では単離直後とほぼ同じ 2.5を維持し

ているが、近赤外光下においては 15に減少していた。クロ

ロフィル減少の時間経過に関しても暗黒下では 48時間以降

に減少が観察されるのに対し、近赤外光下では 24時間目で

すでに観察される。次に各光条件で HPLCによりクロロフィ

ルa,bを単離し、量比を直接比較した結果、近赤外光下で真

にクロロフィル a:bが減少することが示され、クロロフィル

a,b以外の分解産物と考えられる物質のピークパターンも近

赤外光と暗黒で異なっていた。このことから暗黒と近赤外光

下におけるクロロフィル減少機構が異なることが示唆された。

現在、近赤外光の受容体について検討中である。

3aC04 
光信号の伝達を促進するアラビドプシス突然変巽体の単離
市川裕章、中村拓、長谷あきら 1 （農業生物資源研、 1理研フロンテ
ィア）

植物の光形態形成の分子横構を解明していく 上で、光形態形成の
突然変巽体を用いた分子遺伝学的アプローチは有効な研究手法のひ
とつである。光信号の伝達に関与する突然変異体と してはアラビド
プシス由来のhy5、det、cop、トマトのhpなどが挙げられる。この
内HY5(HY5遺伝子産物）は光受容体からのシグナル伝遁を促進あ
るいは増強する褪能を有すると想定されているのに対し、 HPでは
光信号の伝遁を抑制すると考えられている。従って植物細胞には光
信号の伝遁を抑制するタ ンパク質と促進するタンパク質が共存 し、
それらが直接または間接的に相互作用することにより、光環境に応
じた光形態形成を示すと仮定される。本研究では始めにアラピドプ
シスにおいてもトマトH庄員伝子に相当する遺伝子、すなわち光1言
号の伝達を抑制する機能を有する遺伝子が存在するか否かを確かめ
るため、想定した遺伝子の機能が欠損した（光信号の伝達を促進す
る）突然変巽体を単離することを試みた。EMS処理したアラビドプ
シスM2種子（約35,000粒； 1,000x13M1種子由来）をMS培地に播種
し、低赤色光含量で青色光域を含まない黄色蛍光灯(National
FL20S ・ Y-F)を連続照射（約40μmoIImりsec)下で約 8日間生育させ、
胚軸の伸長が抑制される個体を選抜した。その結果34系統が第 1次
候補として選抜され、M3後代植物を再度黄色光下、あるいは赤色
光下および暗黒下で生育させた。内2系統では、黄色および赤色光
下で胚軸の伸長が強く抑制されるにも関わらす暗黒下では野生型と
区別が付かず、既に報告されているdetあるいはcop変巽体とは明ら
かに異なっていた。これらの系統では黄色蛍光灯照射(50-55μmoll 
m勺sec)下でのアントシアニン含量も個体ペースで野生型の約2-3倍
に上昇していた。またウエスタン解析等の結果、連続赤色光による
茎の伸長制御に関与するPhyBタンパク質含量や分子量は、突然変
巽体と野生型の間で有意差がなかった。以上のことから 、本突然変
巽体はフィトクロムからの信号伝達に関する変異を有することが示
唆された。これら 2系統の遺伝学的解析を現在実施中である。
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3aC05 
アラスカエンドウ 、シロイヌナズナを用いた光信号伝

遺の解析

〇浜田徹、田中紀史、野口貴文、蓮沼仰嗣（横浜市大・

木原生研）

アラスカエンドウの暗発芽種子上胚軸第3節閤を切り出

し、赤色光(660nm)、 0,10, 50, 100 μ mole/m2/secで
20秒間光照射を行った。フィトクロムの光可逆性を見

る場合は赤色光(100μ mole/m2/sec)20秒間照射後、近

赤外光、 0,0.1, 0.2, 0.4 μ mole/m2/secで180秒間照射

した。その後、粗膜分画、可溶性分画を請製した。水

性二層分配法により、原形質膜分画を精製した。各分

画に対して4X10・8M(y-3中］ATPより0℃15秒のリン酸

化を行った。それを一次元また二次元電気泳動により

分画した。原形質膜分画および粗膜分画の15kDa蛋白

質のリン酸化が赤色光により促進され、赤色光ー近赤外

光の連続照射ではそのリン酸化は抑制され、光可逆性

を示した。二次元電気泳動でもこの結果は確認された。

15kDa蛋白質は自己リン酸化活性を持ち、ラットのヌ

クレオシド2リン酸キナーゼ(NDPキナーゼ）の抗体と交

叉した。同様にシロイヌナズナ野生株、hy2,hy4,hy5 

の暗所芽生え、上胚軸を用いて赤色光による 15kDa蛋

白質のリン酸化を粗膜分画および可溶性分画で謂べた。

野生株ではリン酸化の活性増加が3倍あるのに対して、

hy2, hy4, hy5ではリン酸化は暗黒下のものと同程度で

あった。NDPキナーゼは自己リン酸化され、リン酸転

移により蛋白質キナーゼとして作動する 。光受容体は

NDPキナーゼを抑制すると考えられる 。

3aC06 
Light-dependent gro¥l1h of primary rhizoids in gametophytes 

of the fern Dryopteris paleacea Sw. 

Stefan TURNWALD*. Robert SCHEUERLEIN* and M呼 FURUYA••

• Phillips-UniversiはtM紅burg,FB Biologie, Karl-von-frisch-Stralle, 
35032 M紅 burg,Gen皿 ny

拿•Advanced Research Laboratory, Hitachi Ltd., Hatoyama, 
Saitama 350-03, Japan 

Ph)'tochrome-mediated germination of spores of Dryopteris 
paleacea Sw. results in several developmental events, e.g. 
chlorophyll formation, mitosis, proliferation and emergence of the 
rhizoid [1,2]. Rhizoid elongation is another Pfr-mediated response 
which can be separated in time from the initial one [ 3] 

After induction of rhizoid elongation with continuous red light 
(cR), the average length of the rhizoids will increase for approx 
three more days, when irradiated with saturating far red pulse 
(FRp) and stored in darkness(D）．A red pulse(Rp) applied 
immediately after FRp has a promoting, FR-reversible effect on the 
final length. In rhizoids which already stopped growth due to FRp 
and storage in D Rp reinduces elongation in FR-reversible 
manner. In addition fluence response characteristics of Rp are 

presented. 
The obtained results are useful for the setup of the two-celled 

developmental stage of Dryopteris g皿 etoph)'tes as an ex-
perimental system to study ph)'tochrome-initiated signal trans-
duction, including cell to cell communication investigated with 
microbeam irradiation techniques. 

[l] Furuya_M. (1983), Photomorphogenesis in Ferns, in Shropshire, W. :md Mohr, H .. 
EnC)・clopedia of Plant Ph戸iology16: 569-600; 
[2] Durr, S.皿 dScheuerlein, R(¥990), Photochem. Photobiol. 52: 73-82. 
[3] Miller, J.H. and ~1iller, P. M. (1963), Plant and Cell Ph)~iol. ~: 65-72 



3aC07 
微光束照射により銹導される葉緑体運動の解析

加川貴俊・和田正三 1 （理研 •FRP •分子機構、 1 都立大・
理・生物）

ホウライシダ前葉体を 2日問暗条件下で培菱すると、葉緑

体は細胞を分かつ細胞壁に纂まり、前葉体表面にはほとん

ど観察されなくなる。葉繰体が存在しない細胞表面の一部

分に赤または青色光の撮光束を 1分閉照射すると、その後

の暗期に葉縁体は照射された場所に向かって移動する

(Kagawa and Wada 1994)。この結果は照射された場所から

葉縁体に向かって何らかの情報が伝達されていることを示

咳している 。そこで、本研究ではこの情報の物理的性質を

闘ぺるために、照射強度の異なる像光束 (<1>10μm) で葉緑

体運動を誘導し解析した。赤色光を照射した場合、 18Jm-2

の光量では照射の中心位置から約20μm以内に位置する葉緑

体は照射部位に向って移動した。光量の増加に伴い遠方の

葉緑体も移動し、銹導可能な距離は 1800Jm-2で45μm程度

であった。一方青色光は、 60Jm-2では葉縁体の運動をほと

んど誘導しなかったが、 1800Jm-2の光量では35μm程度離

れて位置する葉緑体が動き出した 。 赤•青色光ともに、照

射した光量の違いは中心方向への葉緑体運動の速度にほと

んど影響を与えず、約0.3 µm•min-1 であった 。 これらの結
果から、光情報が変換して細胞内を伝違される情報の効果

は照射した光量に応じて有効範囲が隅られるが、動き出し

た葉緑体の移動速度は一定であることが示された。

Kagawa and Wada (1994) J Plant Research in press 

3aC08 
青色光によるフシナシミドロの側枝誘導と微小管の配向変化．

嵩橋文雄．菱沼佑．片岡博尚 （山形大 ・ 理•生物 ． 1 東北大．

遺伝生態研セ）

黄録色藻に属する管状ケ ノサ イト．フシナ シミドロ (Vau-

cheria)の側枝形成は青色光によ って誘導される (Kataoka

1975). 細胞の一部を低強度の青色光で照射すると 15分以内

にそこに葉緑体か集まり． 6-7時間後に照射域の中央から突起

が生じ側枝となる．光強度が高くなると．葉緑体は離散し．

側枝は明暗の境界付近から発生する． Blatt(1980, 1981)は

照射域からのイオン電流の流出とアクチン繊維の細網化が葉

縁1本集合に先立つことを見つけ． Kicherer(1985)は照射域

での電流の方向が照射 2時問後内向きに転じ．電流流入が数

時間以上持続することが側枝形成に必須であることを見いだ

した． 我々 は． V.fer res tr isと V.dichotomaを材料と

して．Sonobe& Shibaoka (1989)の細胞骨格安定化処理法

を応用して．畜色光による倶II枝誘導における微小管の配向の

変化を蛍光抗体法で観察することに成功した．細胞骨格を形

成する微小管は軽く波打つ疎な長さ 100-200μmの束として

細胞軸に平行に配向しているが．先端半球で収束し最先端に

は達しない．細胞茎部の青色光照射域で微小管束は 30-50μ 

mに細片化し．配向はラ ンダムとなった．恨II枝発生後．微小

管束は再び長く細胞軸に平行に伸びていた．分岐点 において．

主軸から分かれ側枝内へ側枝の細胞軸に平行に入り込んでい

る微小管束が見 られた．葉緑体運動と側枝誘導の全過程を通

しての微小管束の動態を解析中である．
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3aC09 
ラン藻に存在する近紫外線増感化合物

野田哲治、柴田竺1.、松井佳久＇、尾 i示昴久 ＇、杉中克昭

落合英夫 （島根大学 ・農・応用生物機能学、＇生物賀

源化学）

ラン藻に、近紫外線照射 (294-395nm)すると、 GroEL

翻訳産物をはじめとする一連の近紫外線ショックタ ンパク

質を生成する。この応答は比02の孫加でも起こるので、

増感反応を介した活性酸素種の生成を示唆した。事実、 巾

細胞性の SynechococcusPCC7942と糸状性の Phormidium

Japideumの intactce 11、その抽出液、ゲル湖過でタン

パク分酢後の水溶性低分子画分に近紫外線を照射すると

o,ーが生成することを、 Cyt・Cの荘元やヒドロキ シアミン

から亜硝酸イオンが生成する系で確認‘した。近紫外線照射

下での。2―生成能力でモニターしながら、調製用の TLC、

HPLCによってこの化合物を精製した。約 lkgの P.lap-

ideumから 1mgの標品を得た。この画分は、 324nmに

吸収極大を持つので、 S-324と命名し、 02-生成能も確認

できた。

GC/MSと NMR解析の結果、 S-324は分子量 164のヘテ

ロ環状化合物であることが判明した。その構造内には多 く

の二菫結合と窒素を含んでおり、それにより、近紫外部で

の高い吸収 (ea,. ・ 8500 M―1cm―1）を持つと考察された。

3aC10 
ナスの芽生えでのフラボノイドによる紫外線DNA損傷の防

御

深沢利江子、東近由紀子、森 俊雄 1、武田幸作 （東京学芸

大学•生物、 1 奈良医科大学・ RI 中央実験室）

我々はこれまでに紫外線 (>300血）を含む光で育てたナ

スの芽生えは、紫外線を含まない光の条件下で育てた芽生え

に比較してフラボノイドを多く蓄積しており、紫外線に対し

て耐性を示すことを報告した。本研究では、ナスの芽生えに

おけるフラボノイドの蓄積と紫外線 (UV-B)照射によっ

て生じる DNA損傷、即ち， Cyclobutanedimer (C d)お

よび 6-4Photoproduct (6 -4 p)の形成且との関係を調ぺ

た。uv-Aを含む光 (+UV)と含ま ない光 (-UV)、

14 L-10Dで育てた芽生えの子菓で、 ＋UVの子薬はフラポ

ノイド蓄積量が多く紫外線耐性を示す。子葉に紫外線UV

-Bを照射後直ちに凍結して DNAを抽出し、 DNA中の

Cdおよび 6-4Pをそれぞれのモ ノク ローナル抗体で測定

した。 uv -Bの照射により 子菓にCdおよび 6-4Pが

検出されるようになり、そのレベルは UV-B線絨に比例し

て増加した。一UVの子菜では Cd、6-4 Pともに ＋UV

の子葉に比してレベルが高く、 Cdでは約4倍の値を示した。

この結果は、フラボノイドが紫外線による DNA損侶を防御

していることを示 している。



3aC11 
ホウキモロコシにおける UV-B-DNA損傷の回復

秦恵鈴木満博 ，亀岡正2，七條千津子，田中修＼ 橋本徹3

（神戸大・理•生物， ＇ 甲南大・理•生物， 2島根大・理•生

物，＇神戸女子大 ・家政）

ホウキモロコシ (Sorghumbicolor, Acme Broomcorn 

種）芽生えでは、 UV-Bによりアントシアニン合成が誘導さ

れ、照射光星が大きくなると阻害される（橋本ら1991)

このア ン トシア ニンの合成誘導には関与しないが、阻害に

はピリミジンダイマ ーが関与していることをすでに報告し

ている（植物学会 1994) 今回は、形成されたピリミジン

ダイマーの照射後の呈的変動について報告する，

暗所で 3日間生育させた芽生えにUV-Bを照射した後、暗

黒下および青色光下に置き 、DNAを抽出し、DNA中のシク

ロプタン型ピリミジンダイマ ー (CPD)および6-4光産物

(6-4PP)の量をモノク ローナル抗体を用いてELISA法で測

定した CPDも6-4PPも照射直後に最も多く 、音色光下に

置いたものでは半減期約0.5時間で減少したが、暗黒下でも

約1時問の半減期で減少した 、、 暗所におけるCPDの減少は

温度の影響を受けることから 、ホウキモロコシ芽生えでは

光なしで作動するダイマー修復機構の存在が示唆される、

3aC12 

ホウキモロコシのア ントシアニン形成誘導ーPfri乍用の増幅因子の

UV-Aによる生成について

恩田祥子、七條千津子、橋本徹＇ 、 （神戸大・理•生物、

神戸女子大・家政り

ホウキモロコシ暗黒芽生えは、100秒程度の赤色光(A)によって

アントシアニン を形成する，この系で我々は、 Pfrとは異なり 、そ

れ自体ではアントシアニン を形成しないが、その呈に比例してPfr

の作用を増幅する因子oの存在することを見い出した、そしてこの

因子の生成にはPfrが関与することを昨年の本大会で報告したn 今

回は、UV-A光受容体も類似の増幅因子を生成する可能性を請べた

実験結果を報告する。

増幅因子は因子誘導のため、異なる波長の光を照射し、これ

によ って生ずるかもしれないPfrを遠赤色光によって打ち消した

後、さらに一定光呈のAによって一定皇のPfrを与えて生成する

アントシアニン皇によって定旦した，， ①増幅因子生成の作用ス ペ

クトルには660nmの他に375nmにもピークが認められた。②375

nmピークにはフィトクロムおよびUV-A光受容体の関与の可能性

があるが、光量応答曲線は660nm曲線のプラトーより高いレペル

に達した。③フィトクロムによって誘導される増幅因子戊ヒ成を館

和するRを照射しながらUV-Aを与えた場合でも、UV-Aによる増幅

因子はその光塁に依存して増大した0 @泡）と同様実験をUV-Aを含

まない膏色光で行ったが、その効果はUV-Aに比ぺてはるかに小 さ

かった。これらの結果からPfri乍用を増幅する因子はフィトクロム

だけではなく、青色光・近紫外光受容体とは巽なるUV-A光受容体

によってもつくら れる と考えら れる。
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3aC13 

赤色酵母 Rhodotorulam皿王即こおけるカロテノイド

生合成の光制御機構：細胞膜エルゴステロールの役割

山下澄子、荒見真一郎、秦恵、中馬誠、多田幹郎（岡山大学・農）

酵母邑巴皿庄がこおけるカロテノイド生合成光制御に関

わる光受容依り樹寸過i訳、躙抱JlllO)エルゴステロール (Erg)

が光分解を受けることを見い出した。本研究では、このErgの

光分解について、波長及び光量依存性を調ぺると共に、光感

応能（一定の照射光量当たりのカロテノイドの誘導合成量）

を鯛ぺ、その結果を得た。

(1) カロテノイドの光誘導合成、細胞膜Ergの光分解、

SDSミセル中のErgの光分解の3つの作用スペクトルは極めて

近似している。

(2)酵母の光感応能は照射光量の増大に伴って低下し、

その低下の光量依存性は、酵母細胞でのErgの光分解の光量依

存性と類似のパターンを示す。

(3)光照射によって減少した酵母のErg含有量は、照射後

の暗所培養によって比較的早く回復し、それに伴って光感応

能も回復した。

以上のことから、赤色酵母邑巴四庄2におけるカロテノ

イド生合成の光制御に関わる光化学反応において、 Ergは光受

容体及び反応基質としての役割を果たしていると推察した。

3aD01 
CLONING OF THE LIGHT-DEPENDENT PROTOCHLORO-
PHYLLIDE REDUCT ASE FROM THE CY ANO BACTERIUM 
SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803. 
~1-2, Carl E. BAUER1, 1Dept. of Biology, Indiana 

University, Bloomington, IN 47405 USA. 2Present address: Center 
for Gene Research, Nagoya University, Furo-cho, Chikusa-ku, 
Nagoya 464-01. 

The chlorophyll biosynthetic pathway of plants, algae and 
cyanobacteria consists of intermediates in common to the 
bacteriochlorophyll biosynthesis pathway of purple photosynthetic 
bacteria. Based on this observation, we attempted to clone 
chlorophyll biosynthesis genes by functional complementation of 
bacteriochlorophyll biosynthesis mutants of the purple, non-sulfur 
photosynthetic bacterium, Rhodobacler capsulalus. To this end, a 
genomic library of Synechocystis sp. PCC 6803 was constructed in a 
cosrnid vector pPUFHC which contains a promoter for the high level 
expression of heterologous genes in R. capsulalus. A 1.5 kbp 
fragment of the Synechocyslis genome was found to complement R. 
capsulalus mutants in bchl, bchN, and bchB, genes purported to 
encode subunits of the light-independent protochlorophyllide 
reductase. Sequencing of this clone revealed an open reading frame of 
318 amino acids which had high amino acid identity (up to 56%) to 
the light-dependent protochlorophyllide of plants. This finding 
confirms earlier observations that the light-dependent 
protochlorophyllide reductase of plants like the light-independent 

enzyme is of prokaryotic origin",u. a.b 

a. Fujita, Y. el al. (1992) Plant Cell Physiol. 33:81-92. 
b. Suzuki, J. Y. & Bauer, C. E. (1992) The Plant Cell 

4:929-940. 



3aD02 
キュウリ NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase 

(NPR)のcDNAクローニングと構造解析

黒田浩文、増田浬、太田啓之、塩井祐三、高宮建一郎（東工

大•生命理工•生体機構）

NPRは、ク ロロフィル合成系のプロトクロロフィリドから
クロロフィリドヘの変換を触媒する 我々は、キュウリを材

料にしてNPRの解析を行っている 今回は、 NPR・cDNAの

完全な構造遺伝子を含む全塩基配列を決定し、その構造解析

を行った，塩基配列の解析結果から、このcDNAクローンは

1,423 bpの塩基からなり 、40bpの5'非翻訳領域、 1,194bp 

の翻訳領域および189bpの3'非翻訳領域を含むことが判明し

た 翻訳領域は398残茎のアミノ酸をコードしており 、推定

される分子量は43,073Daであった アミノ酪レペルで、ア

ラビドプシス、エンドウおよびオオムギのNPRとそれぞれ
81%、83%、73％と高い相同性を有しており、 NPRの機能に

必要であると報告されている 4つのシステイン残基も他の植

物と同様の位匿に保存されていたまた、 N末端から 64残

甚までトランジットペプチドと推定される配列が確認され
た また、ノーサンハイフリダイゼーションにより、生育段

階を追ったmRNAの発現量について解析を行った結果、暗所

および明所のどちらで生育させた場合でもその量は 3日目ま

で増加し、その後液少した，この結果から、 NPR遺伝子の発

現は、光だけでなく 生育段階によっても制御されていること
が示唆された 現在、生育段階および光条件の違いによる発

現量の変化について詳しく解析しており 、その結果について

も報告する

3aD03 
キュウリ・フェ ロキラターゼの大腸菌での発現とその解析

鈴木琢雄，増田建，井口八郎l，太田啓之．塩井祐三，高宮建

一郎（東工大•生命理工•生体機構， 1京大・理・生物物理）

フェロキラターゼはプロトポルフィリン IXにFe2＋を配位し，

ヘムを合成する反応を触媒する．高等植物におけるフ ェロキ ラ

ターゼは，まだ精製されておらず，その詳細な酵素学的性質や

細胞内局在性については解明されていない．E.coliフェロキラ

ターゼ欠損株との機能的相補性により キュ ウリ ・フ ェロキラ

ターゼcDNAが単離された (PlantPhysiol. 105: 769-770)．我々

は，このcDNAを用いて，キュウリ・フ ェロキラターゼの大腸

菌での機能的発現を行ったので今回報告する．

cDNAのトランジットペプチドを除いた成熟蛋白質領域を

PCRで増幅し， 1.2 kbpのDNA断片を得た． この断片を，

Glutathione Stransferase (GST) との融合蛋白質発現ベクター

であるpGEX2Tに組み込み，酵素の大最発現を試みた． DNA断

片を挿入したベクターの塩基配列を決定した結果、 フェロキラ

ターゼの成熟蛋白質領域がin-frameに組み込まれたことが確認

された． IPTGにより誘導をかけ蛋白質を発現させたところ，

62 kDaの蛋白質の発現が認められた． トロンビンにより GST領

域を切断した蛋白質は約40kDaであった．この蛋白質はフ ェロ

キラターゼ活性を有していたため，遺伝子が機能的に発現して

いることが示唆された．活性発現の温度による効果について検

討したところ，低温 (20℃)での培養が有効であった．また，

活性は融合蛋白質の状態で認められたが， トロンビン切断によ っ

ても変化が認められなかったことから． N末端側のGSTの付加

はフ ェロキラターゼの活性に影響を与えないと推測された．現

在．得 られた蛋白質に対する抗体を用いて細胞内局在性を検討

中である．
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3aD04 
クロロフィリドのフェオフォルビドヘの変換反応：

Mgー脱離物質の存在とその反応様式

塩井祐三，富田紀彦，土屋徹｀高宮建一郎

（東工大•生命理工•生体機構）

我々は先にシロザ (Chenopodiumalbum) の抽出

液 に は 強 い ク ロ ロ フ ィ ル 分 解 活 性 が 存 在 す ること，最

終 産 物 と し て ピ ロ フ ェ オ フ ォ ル ビ ド が 蓄 積 し，その分

解 過 程 は ク ロ ロ フ ィ ル aークロロフィリド aーフェオ

フォルビド aーピロフェオフォルビド aの順序で酵素

的に変換されることを 14 cークロロフィル aを用いて

示した．

本講演ではクロロフィリドから Mgを脱離する活性

を持った物質がシロザのアセトンパウダー抽出液に存

在することを発見したので，その反応の性質 について

報告する．

フ ェ オ フ ォ ル ビ ド の 生 成 は 分 光 的 あ る い は ODSを

用いた HPLCによって測定した．

Mgー脱離活性は分画分子量 50 0 0のフィルター

のろ液に約 94％の活性が回収されることから低分子

の物質であることがわかった． さらに活性は租抽出液

中では熱失活を起こしたが囀ろ液では熱安定であった．

至適 pHは 7. 0. ク ロ ロ フ ィ リ ド a` b，バクテリ

オクロロフィリド aは基質となるが，クロロ フィル a,
b，プロトクロロフィリト a`, Mgープロトポルフィ

リンは基質とならなかった．

3aD05 
Mgキラタ ーセのサフユニットをコードするダ イズ mchl
および mchH遺伝子の解析

中山雅人、増田建 、佐 藤直樹＼山形裕士2、ChrisBowle r3 

Nam-Hai Chua3、太田啓之、塩井祐三、 高宮建一郎（東工大・

生命理工•生体棧構、 1 東京学芸大・物質生命科学、 2神戸大学·
農 、3Rockefeller Univ.) 

クロロフィル合成の第一段階は、ボルフィリン瑛へのMgの

配位であり 、Mgキラターゼによ り触媒される反応である 。Mg

キラタ＿ゼについては、その生化学的な性質はほとんど解明さ
れていないが、光合 成細菌の色索突然変異体の解析により

bchl および bchH遺伝子産物がそれぞれサフユニットと して

機能していることが示唆されている 。 我々は、高等植物にお

ける Mgキラタ ーゼのサプユニッ ト構成およびその生化学的機
能の解明を目的として、光合成細菌のbchl,bchHの相同遺伝

子の単離を行い、それぞれ、 mch/.mchHと名付けた 。今回

は、 mchlの遺伝子構造について主に報告する 。Arabidopsis

のcs (bchl) 遺伝子をプロ ーブとして、ダイズ cDNAライフ
ラリーよ り1.9Kbpの mchl cDNAを得た。この cDNAは約

45 KDaのタ ンパク質をコ ー ドしており、 Arabidopsisのア

ミノ酸配列と約 80％の高い相同性を有していた。 また、 N末

端にトランジ ッ トペプチドと想定される配列が認められた 。

Anabaenaの Behl抗体を用いて 、ウエスタンブロット解析を

行った結果、クロスリアクトする約 41KDaのパ ンド がダイズ

の葉緑体画分に認められた。こ れより 、この配列は葉緑体への

‘ノーテイングシ グナルである ことが示唆された 。また、 mchl

および mchH遺伝子の発現をノザ ンプロッ ト解析で調べたと

ころ、光による誘導が認め られた 。今後、これらの遺伝子の解

析により、 Mgキラタ ーゼのサプユニットとしての機能を解明
できるものと期待される 。



3aD06 
7 ェオ 7 ォルビドをヒ• IJ7ェオ7ォルビドヘ変換する新しい酵素の

存在と性質

渡辺賢司 ， 高 宮 建一 郎，塩井祐三

（東工大 • 生命理工 •生命理学）

クIJIJ7ィルの分解経路には ， 7ェオ7ォルビトからピ IJ7ェオ7ォ

ルビドヘの変換ステッ 7゚ が存在することが知られている

が．その詳細な知見は得られていない．我々は， ';IJ

サ (C. album)のアセトン／＼ ウ゚ク ・`ー抽出液に 7ェオ7ォルヒ ・・ ト`・変 換 活

性が存在することを見いだし，その性質について調

べたので報告する．

反応の測定は HPLCで行った．力江は ODS, 溶出液は

メタ/-/v:2M酢酸アンモニウム (95:5.v/v)．色素の検出は蛍光

検 出 に より行 った (Ex. 410 nm; Em. 675 nm). 

7ェオ7ォルヒドと酵素溶液を 30 ℃で反応させると． t° 

n7ェオ7ォルビドと．保持時間が 3.6分の未知の成分（以下．

tR3.6と呼ぶ）が生成してくる． tR3.6は7ェオ7ォルビドと

同じ吸収J..f¥゚ クトルを示すが． そ の 構 造 は ま だ 同 定 さ れ

ていない． tR3.6は． 非酵素的にヒ•IJ7 ェオ 7 ォルヒトに変

換する ことから． 7ェオ7ォルヒドがピ □7ェオ7ォルじドに変換

される時の中間体と思われる． tR3.6生成の至適pHは

7. 5, 7ェオ7ォルヒド a に対する KMは 12.5 μMであ っ

た． tR3.6の生成はメク／ールで阻害された． メク／ールは反競

争阻害剤として働いているものと思われる．

我々は便宜上． この酵素を 7ェオ7オ）しじク＂ーゼと呼び，

精製を進めている．

3aD07 
キュウリ子葉プラスチドにおける 5アミノ レプリン酸合成酵素

系のペンジルアデニ ンによる促進機構

壁旦星太田啓之、塩井祐三、辻英夫 ！、高宮建一郎（東工大 ・

生命理工•生体機構 、 1 神戸女子大・ 一般教育生物）

我々はサイトカイニンの一種であるペンジルアデニン (BA)

による、クロロフィル合成系の初発段階である 5 • アミノレプリ

ン酸 (ALA)合成系の促進機構について検討を行ってきた (Plant

Cell Physiol. 35: 183・188),，今回は、 ALA合成系を構成する 3

段階の各酵素活性に対するBAの効果について報告する。

BA処理した子葉より得たプラスチドの glutamyltRNA 

synthetase (GRS)活性は、無処理のものに対し約 2倍増加してい

たc，しかし、 RNaseAにより基質である内在性のtRNAGJ,を分解

し、 RNaseinh枷 torを処理後、新たに等量のtRNAGJ,を加えると、

BA処理、無処理ともに全く同じ活性を示したことから、 GRS

活性の促進は、 tRNAGJ'』の増加によることが示唆された。次に、

glutamyl・tRNA reductase (GTR)活性について検討を行った結果、

BAによる活性の上昇が認められたリノザンプロットにより、

BA処理によるGTR遺伝子産物の発現の増加が認められたため、

GTR活性の上昇はBAによるGTR遺伝子の発現の増加によるもの

と考え られた c，また第 3段 階を触媒する glutamate

l ・semialdehyde aminotransferase活性は、 BAに対して影響を受け

なかったc，以上の結果、 BAによるALA合成系の促進は、その律

速段階であるGTR活性の増加に主に依存していると考えられた 99
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3aD08 
クロロフィル ｝）から qへの変換に対するクロロフィルタン

パク黄合成の影響

伊勇遡環達之、田中歩 （京都大・理・植）

クロロフィル勺ンパク質複合体のアボタンパク質は、ク

ロロフィルと結合しないとチラコイド膜上で分解される。

そのためアポタンハク質の蓄積はクロロフィルのf照合によ

って部分的に調節されている。それに対して、アポタンパ

？領0)クロロフィル合成に対する効果は不明である。 一方、

クロロフィルの合成はアミノレプリン酸より始まり 、クロ

ロフィラ イドがフィトールとエステ）ぼ者合し、クロロフィ

／りが合成され、その一部がクロロフィルbに変換される

ことによって完成する。合成されたクロロフィル2とクロ

ロフィ ll土 は決められたアポタ ンパク賃に取り込まれるが、

グ1ロロフィル合成の最終段附がアポタ ンパク質によって罪l
節されているかは不明である。以前我々は、単離葉緑1本に
おいてクロロつィ ILmからクロロフィル Qへの変換に成功

した。そこで今回はこの反応がアポタ ンバク貨によって即

節されているかを掴べだので報告する。アッセイ中のアポ

勺ンパク買合成の影響を調べるためタンバク留合成の阻害

剤の存在下て、この変換活性を胴べた。また。様々な緑化

過程の組織から葉緑体を陶雛して、変換活性の変化を測定

し｀アポ勺ンパク留の量との関係を棚べた。その結果、ク

ロロフィル bからクロロフィ ル3への変換はアポタ ンパク

質とは無関係に進行することが示されだ。

3aD09 
クロロフィルアルコール側鎖の還元による植物の光耐性能

の獲得

逝，津山孝人，北川恭浩，小林善親 （九大 ・農 ・林）

クロロフィルのアルコール側鎖の還元が植物機能にどの

ような影響を与えるかについて、側鎖の還元状態が異なる

クロロフィルを蓄積するイネ突然変異株 2種を用いて解析

した。光合成活性は、 側鎖としてゲラニルゲラニオール(G

G)をもつ変異株とフィトール(P)をもつ野性株で大きな差

はない。しかし、光ス•トレスに対する感受性に大きな違い

があり、 側鎖の還元により植物は、光に対する耐性能を獲

得する。この原因を明らかにするために、 P700、QAの

酸化還元状態、色素および坑酸化剤の定量を行った。変異

株に光ストレスを与えると、 P7 0 0の活性の低下、 QA

の過剰還元が起こり、最終的にクロロフィルの減少により

枯死する 。 光ストレスにより坑酸化剤であるa— トコ フェ

ロールおよびBーカロチン含量は、変異株において著しく低

下する。しかし、アスコルビン酸駄は、変異株、野性株で

差はなかった。これらの結果をもとに、アルコール側鎖の

還元と光耐性能との関係について考察する。



3aD10 
Dunaliella salina LHC[［のクロロフィルフォームとエネルギ

一転移

三宅健中山克己，岡田光正 （東邦大・理 •生物分
子）

緑藻と高等植物の光化学系 II集光性色素タ ンパク質 (LHC

I[)のアポタンパク質は、高い相同性を示すが、色素組成は大

きな多様性をもつ。緑藻ダナリエラの LHCIIは、含まれる

クロ ロフィルの分子数が他の LHCIIの約半数であり、その

色素組成は生育光の強度によって大きく変化することが知ら

れている。そこで、この LHCIIを精製し、色素組成、クロ

ロフィルフォームの構成、エネルギー転移について調べた。

く結果＞ チラコイド膜を 0.8％ジギ トニ ンで可溶化し、

DEAE-Toyopearl. Superose 6. Resource Q による一連のカラム

クロマトグラフィ ーによ って LHCIIを精製した。弱光で培

養した標品は、 Chialb比が約18 とクロ ロフ ィル bを多く

含み、 28, 26, 23 kDaの3本のポリペプチドから構成され

ていた。吸収スペクトルの極大は673nmで、 3つのク ロロ

フィル a成分 (Ca661, Ca 670, Ca 682)と、クロロフィル

b成分 (Cb650)から構成されていた。蛍光スペクトルは、

長波長側の成分 (Ca682) から最も強い発光が観察された。

現在、色素組成やク ロロ フィルフォ ームについて高等植物

や緑藻オオハネモの LHCIIとの比較を行っている。

3aD11 
イネの薬の老化に伴うクロロフィル a/b比の低下

l|l 舶淳也， 上村保麿，山崎武信，加藤栄 （東邦大 ・ 理 • 生物）

菜の老化に伴い，クロロフィル alb比が低下することが古

くから知られているク ロロフィル alb比の低下は，クロロ

フィル aのみを持つ反応中心複合体に対してLHC-[]が相対

的に増加することを示す本研究ではこの現象の生理的意義

を明らかにするため，葉齢の異なるイネの第3葉から第6葉を

用い実験を行った (1)老化に伴い，築面積当たりの光合成活

性とクロロフィル含量は減少し，クロロフィル a/b比も3.7か

ら3.0へ低下した しかし，反応中心当たりの光合成活性は

低下しなかった (2)クロロフィル当たりのP-700含量および

系 I電子伝達活性は低下しなかったが，系II電子伝達活性，

C550祉およびチトクロム f且は葉齢の進行に伴い減少した

その結果系[]/系 Iの比が減少した (3)クロロ フィルalb比

の低下に伴い，系 II反応中心の中で大きなアンテナサイズを

持つ aセンターの割合が増加した． aセンターは譴子伝達に

関与するが， Bセンターはプラストキノンプールを還元しな

いとされているので，これは，老化に伴い系[]/系 I比の減

少するのに対し，相補的に，アンテナサイズが大きく，活性

系II反応中心の割合が増加することを示すつまり，クロロ

フィル a/b比の低下は，系[]/系 I比の減少により生じた電子

伝達系のアンバランスを部分的に解消する補償的変化である

と考えられる
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3aD12 
クラミドモナスにおけるクロロフィルの退色と赤色色素の生成

土井道生、薦紗穂美、中村租祁2、岡山繁樹（九州大・理・

生物、1大分短大・園芸、2レスブリッジ大・カナダ）

Na畑 uraらにより分離されたChi印滋mnas reinhardtiiの光ーメチオ

ニン感受性変異株のひとつNL1 0 5株はクロロフィル bを欠いて

いる。この変異株は生育途中（対数期後期）に緑色力湛且色し、藻体

が黄化する特徴を持つ。これは葉緑体中のクロロフィル a含量の液

少に対応しており、同時に培地中に数種類の水溶性の赤色色素の蓄

積がみられる。これらの赤色色素は逆相クロマトグラフィーで分離

精製され、主成分は535、385、刀5nmに吸収極大、570、500、

32ln mに肩を持つ吸収スペクトルを示す。これまで、 （1)赤色色

素の培地中への排出はクロロフィルの退色の開始とともに始まる、

(2) クロロフィルの退色開始の時期は培養液中の炭素源と窒素源の

量に依存する、 （3)クロロフィルの退色過程そのものには光は直接

関与しない、 （4)野生株でも類似した色素の生成がみられることを

明らかにしてきた。以上の結果と部分的に精製した色素揉品の可視

と赤外領域の吸収スペクトルの特徴クロム酸酪化分解物の解析、

クロロフィ）辺こ合成阻害剤を用いた生育実験からこの赤色色素は直

鎖テトラピロール構造を持つと推定された。現在、赤色色素の構

造、生成経路とクロロフィ瓜艮色過程との関連性および生理的意義

について検討中である。

3aD13 
クロロフィル-a代謝産物： IN V汀ROでの蛍光クロロフィル代

謝産物 (FCCs)の生成

足 、中林健一’ 、下川敬之（宮崎大・農， 1宮崎大・教育・

化学）

エチレン誘導そして老化葉におけるクロロフィルの酸化開裂

機構は、未解明のままである。これは主にinvivoとin vitroに

おいてクロロフィル代謝産物の検出が困難なことによる。

エチレン処理したカイワレダイコン (Raphanussativus L.）幼

植物体の子葉よりクロロフィル-a代謝酵素を抽出し、この酵

素反応における。2-の関与を研究した。この酵素は、クロロフ

ィル-a代謝に H心2 と 2,4ージクロロフェノ—ル（2,4-DCP)

を要求する。 In vitroでのクロロフィル代謝産物を明らかにす

るため、三次元蛍光スベクトル解析技術により、反応生成物を

追跡した。物質は固有の三次元蛍光スペクトルを示すので、そ

のため実験には、分光蛍光光度計 (HITACHl:F-4500)を使用

した。そのスベクトル測定では、H心2/2,4-DCP存在下での、

Chi-a酸化酵素反応に伴い、蛍光クロロフィル代謝産物(FCCs:

Ex 350nm/Em 455nm)の蓄積が示された。この結果より、

この反応系においてクロロフィルの酸化開裂が起きていること

が示唆される。



3aE01 
キュウリモザイクウイルス(Y系統）の増殖に関与す

る宿主因子に異常をきたしたアラビドプシス突然

変異株の遺伝学的解析

吉井基泰，石川雅之，内藤朽
（北海道大学 ・農 ・分子生物学）

ウイルスの増殖には宿主由来の因子が関与して

いることが示唆されているが、その宿主因子に関
する知見はほとんど得られていない。そこで我々

は、代表的な植物RNAウイルスの1つであるキュウ

リモザイクウイルス(CMV)-Y株の増殖に関与する宿

主因子を同定するために、遺伝学的解析の容易な

アラビドプシスを宿主に用いてCMVの増殖効率の

悪い突然変異株のスクリーニングを行った。

EMS突然変異誘起処理して得 られたM2植物約

450峨の中から、野生株(Col-0)に比べてCMVのコ

ート蛋白質が遅れて検出される変異株を、 2株分離

した。これら2つの突然変異株 (RB568,RB663)の

遺伝学的解析の結果、生じた変異は異なる相補群

に属し、それぞれ核ゲノム上の劣性l因子に支配さ

れていることが明らかになった。これら突然変異

株について、タバコモザイクウイルス(TMV)の増殖

を調べた結果、 TMV-Cg株の増殖には大きな影響を

与えないことが分かった。

3aE02 
稲由来新規 ファ イト アレキシン（ファイトカサン）の

単離と揖造決定

古賀 仁 一 郎 ， 志 村 勝 ， 大島清美 1， 小 川 紀 子 ， 五 味 修 一

，， 山内 豊 蔵 、 菊 地 美 奈 子，小笠原長宏

（植物防御 シ ステム研、 1デンカ生研、 2明治製菓・ 薬

品総合研 ）

ファイトアレキシンは植物が病原歯に感染される時

に生成さ れる 抗諮 性防 御物 '.l'1の J つである。今までに

稲から単鯖 さ れ て い る ファイトアレキシンとしてはビ

マラン廿格 を有 する モミ ラ ク ト ン A ・ B、 オ リ ザ レ キ

シン A ・ B・ C・ D・ E・ S、 フラパノン骨格を有す

るサクラ ネチ ンな どが 知ら れ ら れ て い る が 、 どの種類

の ファイトアレキシンが 病 害 抵 抗 性 に 大 き く 寄 与 し て

い るが か明らかにされていない。

そこで、演者らは非親和性いもち病菌 (Py r i c u l a r i a 

~- race 031)を感染させた時に抵抗性を示した稲

の葉に生成されるファイ トアレキ シ ン の 中 か ら 活 性の

強い物質 を検索した結果、 モミラクトン A • B、 およ

ひ'4 種 の未知物質を分難 し た 。 この 4 種の未知物質は

G C -M S、 1 H- NM R、 13C-NMR、 I R による分

析の結果、 カサン骨格を有する新規物質であることが

明らかとなった。本発表においてはこれらの物質（フ

ァイトカサン）の立体揖造とその構造と抗菌活性との

関係につ い て 親 告 す る c
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3aE03 

新 規 フ ァ イ ト ア レ キ シ ン （ フ ァ イトカサン）の稲 にお

ける分布及びいもち病感染の抑制

旦且豆座 ． 志村勝．古賀仁 一 郎．小 Ill紀 子 ，菊地美奈

子． 小笠原長宏（植物防御・ノステム研）

演者らは稲 の 葉に非親和性いも ち病菌 (E

o r y z a e. r a c e 0 3 I)を感染させた時に活性の強い新規フ

ァイトアレキシン（ファ イトカサ ン）が生成されるこ

と見い出した。 ファ イトカサンはいもち病菌に感 染し

たあらゆる稲の品種から分離されることから、稲にお

ける晋選的なファイトアレキシンであることが示 唆 さ

れた 。 また、 その生成閃は多く、 いもち病菌胞子発芽

阻 害活 性も強いことか ら 稲において病害抵抗性に 大き

く寄与しているものと考えられる。 いもち病菌の感染

実験においては数 p p m の投与によ り、 いもち病 OOの

感染が抑制された。本発表においてはファイトカサン

の性竹検討といもち病菌感染防除効果について報告す

る。

3aE04 
レクチン刺激によるファイトアレキ シン誘導

豊田和弘、 三木啓子、 一瀬勇規、山田折治、白石友

紀（岡山大農）

植物細胞におけるエリ シターの受容 ・認識機構を解析 する

目的で、 4種のレクチ ン (PSA、PHA-P、PNA、Con A) の

エンドウ上胚軸組織におけるファイトアレキシン（ピサチン）

蓄積に対する作用を調べた。 この結果、いずれのレクチン で

処理してもピサチン裕積が誘祁された。 しかし、 ConAによ

るピサチン裕積はその認識糖 D(+)-mannose、methyl-o.-0-

mannoside、や methyl-o.-D-glucosideで阻害されたが、他の 3

種 の レ ク チ ン に よ る 誘 祁 は そ れ ら の 認 識 糖 で 阻 害 さ れ なか っ

た。 そこで、 ConAの作用を詳細に調べたところ、 ConA刺

激によるピサチン招和はエ ンドウ 梢物の防御応答を阻内する

バナジン 酸 (P犯IATPaヽel(il?；剤）、ペラパミル (Caン チャ

ンネル薗ピじ剤） 、 ネオマイ シ ン (Pl 代，肘系1(!l‘,i：れ!) おットび

.T.ン ドウ褐紋粘ji'.i-i Mycosphaerella pinoclesの I|｝かするサ ブレ

・・・ サープ！11:：打 ぺれるごレ分咽lらかとなっ、＋・ どし Iff)社＇！：ば、

エリシターの受容・認識機構の解析に ConA が有／ilである

ことをがしている 。



3aE05 
エンドウ病害抵抗性とイオン変動について 天野枯守、豊田和

弘、一瀬勇規、山田哲治、白石友紀（岡山大・農）

エンドウ褐紋病菌の生産するエリシター (E) はエンドウ原

形質膜に存在する Pl代謝系を活性化し、動的抵抗性を誘導す

ることが判っている。今回は、イオン変動と防御応答との関係

を明らかにする目的で、エンドウのファイトアレキシンである

ピサチンの生産を指標に、数種イオノフォアとイオンチャンネ

ル阻害剤の影響を調べた。この結果、グラミシジン D とパリ

ノマイシンはピサチン蓄積を抑制しなかったが、モネンシンと

ナイジェリシンは顕著に抑制することが判った。一方、 E処理

後15分にモネンシンを添加した場合には抑制効果が半滅したc

また、 K'チャンネル阻害剤のピサチン蓄積抑制効果は低かっ

たが、 Na'チャンネル阻害剤は顕著に抑制した。そこで、エン

ドウ組織周辺におけるイオン変動を調べたところ、 E 処理後

30秒以内に Na令の一過的流出と流入が認められた。また、 E

処理により Kャの流出と pHの一時的な低下と1分以降での上

昇が認められたが、K の変動はNa'の変動に比べて緩慢であ

った。これらのイオン変動はエンドウの防御応答を阻害するモ

ネンシンや Na'チャンネル阻害剤、さらに Pl代謝系の阻害剤

であるネオマイシンの共存下で顕著に抑制された。以上の結果

を総合すると、Eによって誘起される防御応答には、イオン変

動、特に Na'変動が関与しているものと推察した。

3aE06 
細胞壁画分 ATPaseに対する褐紋病菌サプレッサーの種特異的

作用 (2) ～部分精製 ATPaseに対するサプレッサーの作用～

木場章範、 豊田和弘、 一瀬勇規、山田哲治、白石友紀

（岡山大・農）

エンドウ褐紋病菌が生産するサプレッサー (S)はエンドウの

防御応答を種特異的に阻害し、エンドウに感受性を誘導する。

細胞壁画分を調製し、本画分の ATPase(CW-ATPase)活性に

対する S の効果を調べた結果、阻害は種特異的であることが

判明した。今回は、エンドウとササゲの細胞壁から NaCl で

CW-ATPaseを可溶化し、本画分における ATPase活性とこれに

対するエリシター (E) と Sの作用を解析した。 II種の酵素

を指標に本可溶化画分の純度を調べた結果、原形質膜の混入は

3%以下であった。本画分の ATPase活性は Eで非特異的に

上昇した。一方 S処理によ って、 エンドウ CW-ATPase活性は

抑制され、ササゲでは逆に上昇することが判明した。すなわち

S による CW-ATPaseの阻害は種特異的であった。本可溶化画

分を硫安塩析、限外ろ過後、陰イオン交換 HPLC で分画した

結果、それぞれの画分とも複数の活性ピークが認められた。部

分精製 CW-ATPase画分に対する Sの効果を調べた結果、分画

前と同様に特異性が認められた。以上の結果は CW-ATPaseの

活性化や阻害、防御応答の誘導および抑制、また種特異性の間

には深い関連があることを強く示唆している。
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3aE07 
エンドウPAL遺伝子の発現制御機揖

下彿孝治，尾埼美穂，村上泰弘，加藤久晴・ -｝頼勇規， 白石

友紀•山田哲治 （岡山大農）

フェニルプロバノイド合成経路の第 一鍵酵素である

phenylalanine ammonia-lyase (PAL)遺伝子は、エンドウにおい

ては少なくとも3つのメンバーからなる小さな遺伝子ファミリ

ーを形成しており、そのうちの 2つのメン バー

(PSP.4Lf久吃払2)は、植物病原菌の生産するエリシターによ

り発現が誘導されサプレッサーにより抑制される。これまで

にPSPALI,PSたも2のプロモーター上流に存在するエリシター

応答性シス領域の同定を“ ”“uの系において行ってきたが、

今回はそれらの実験結果を更に 裏付けるために形質9云換植物

における•PSPALのプロモーターの解析を行った。 PSPALのプ
ロモーターにGUS遺伝子を連結させたキメラ遺伝子を導入し

た形質転換タバコでは、根で多量のGus,云写産物の蓄積が観

察されたが茎では少量だったc この傾向は紐穐化学的観察に

おいても見られた。また本形咲9云換タバコに非病原菌を接

種したところ、接種部位の周りにのみ一時的なGUSの発現が

見られたが、病原菌を接種した湯合では、病徴の拡大と共に

その周辺細胞において高いGUS発現が見られた。以上のこと

からエンドウPSPALはタバコにおいても類似した発現調節を

受けているものと考えられる U

3aE08 
エリシターによるエンドウカ）レコン合成酵素遺伝子

の転写制御機構

開光， 一瀬勇規，白石友紀，山田哲治 （岡山大・ 農）

エンドウの防御応答遺伝子の 一つ である力）レコン

合成酵素(CHS)遺伝子は、エンドウ褐紋病菌由来のエ

リシターによって転写が誘導される 。 この転写の制

御機構を解明す るために、エンドウの CHS遺 伝子、

PSCHSlについてプロモーターの転写制御領域とト

ランスに働く核内DNA結合タンパク質について解析

した 。その結果、 PSCHSlのエリシターによる転写

誘導には転写開始点の-242から＋78の領域が必要で

あった。 更に242から ・182の 61塩 基 のDNA断片を

CaMV35Sのミニマルプロモーターと CAT-nosのキメ

ラ遺伝子に連結させると CATの発現が増高した。 ま

た、ゲルシフトアッセイによ ってこのDNA断片はエ

リシター処理エンドウ組織の核抽出物 と移動度の遅

い複合休(LMC)を形成した。 しかしながらこの61塩

晶中に部位特異的な塩基置換を導入す ると 核抽出物

とのLMC形成能は失われた ，• 以 l の 結果は、 61塩甚

のDNA断片は転写 制御に 重要であることを示してい

る



3aE09 
エンドウFix根粒におけるホスホエノールピルピン酸カルポ
キシラーぜの発現
岡田康志、菅沼教生、金山喜則1（愛知教育大•生命科学、
1名古屋大・農）

ホスホエノールピルピン酸カルボキシラーゼ (PEPC)は、
マメ科植物の根粒において、バクテロイドの窒素固定反応に
必要な炭素化合物を生成する、また、固定された窒素を同化

するための炭素骨格を供給する役割を担っており 、窒素固定

反応と密接な関係にある。われわれはこれまでに、エンドウ
のFix・突然変異体El35に形成される根粒ではPEPCの活性が著
しく低いことを明らかにした。このことは、根粒のPEPCの活

性が窒素固定能によって制御されていることを示している。
そこで、根粒におけるPEPCの発現闊節機構を明らかにするた
めに、 El35根粒におけるPEPCの活性、酵素タンパク質星、遺

伝子の発現を、植物の成長過程を通して検討した。
正常品種Sparkleの根粒では、 PEPCの活性は窒素固定能の

発現に伴い増加した。ところが、 El35根粒では、 PEPCの活性
は2.5週齢まではSparkle根粒と同様に増加したが、その後
急激に減少し、根と同じレベルに達した。次に、 PEPCに対す
る抗体を用いてウエスタンプロッティングを行い、酵索タン
パク質紐を調べたところ、 Sparkle根粒では、PEPC活性の増

加に伴いPEPCタンパク質量も増大した。一方、 El35根粒では、
PEPCタンバク質駄はSparkle根粒に比べ少なかったが、 根よ
りも多かった。さらに、PEPCのアイソザイムを活性染色によ
り検討したが、Sparkle根粒、 El35根粒、根のいずれも染色
された位世は同じ移動度であった。 PER:逍伝子の発現は、ノー
ザンプロッティングによって解析を行っている。

3aE10 
nod gene発視p't物に対する宿主柏物の応答
ll「卜仏祈．伽li伯災紀子．内洵俊樹，束 四郎
（鹿児島人・ PJ'• 生物）

根あ噴iが1t;l-：hlI物に感染する初JUI段陪では． 1i1主柏物の
り渾分泌物中のフラポノイドにより根粒歯の no<igeneの
充視が誘祁され． Nodmclabol I le (abb. NM)が生ptされる。
この NMは． 1itl-：植物根に作川 し， 特異的フラボノイドの
分泌促進．根毛のカーリング(llac)や変形 (!lad)．皮屈細胞
の細胞分裂の促進を引き起こす。I伽hyzobium.I. bv. vciae 
R Ircdii, R. n('｝i Ioli iおよび Bradyrhyzobium japoni cwn 
などでは既にその構造が報告されている。 本研究では．ク
ローパ根粒歯の nodgeneを 5,7, 1'-lrihydroxyflavone 
(apigcnin, AP!)により誘祁し， I．1-．pi存された NM（構造未解1}l)
を分離した。それをクローパ(/)且化えにif.i)JIIし． 4・：ずる1ti
l:．植物の比溶について硯察を行った。その鮎呆，誘祁効果
の判明している 7,1'-dihydroxyr lavonr (DIIF)の出合と1Iij様
に Al)1でも効果的 llac,lladが誘杵されることが明確にな
った。そこで1材の生Pi合する NMの所在を明確にすべく API
を誘孔物質としてクローン化した 4S株の nodgenesを保
イiする Ill(pC1S8)株を培投し，i1,.1必液1対i(supcrnalanl, 
SUP)と，細胞より汲透／」迄ショック法でhlllliした pcrlplasma
分11l1j(Pl;、P)のそれぞれの n-lluOIItJIJ/|｝物をクローパ芽生えに
添）Jllし llac,lladについての詳しい硯衣を行った。その結果
!lac, lladは．その特徴から3つのタイプに分けられること．
その中で虹lどな llac,lladを引き起こす物質は歯休の peri-
plasma分両の NMにのみ含まれることを確認した。さらに
!!PLCにより NM中のイi効成分の分離，粘製をすすめ．また
!lac, lladのタイプと nodgene発視とのかかわりについて
鮒析した。
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3aE11 
クローバ根粒菌の染色体に組込んだ根粒形成

遺伝子群の遺伝子発現

内海俊樹、阿部美紀子、東四郎 （鹿児島大・理・

生物）

クローバ根粒菌の根粒形成遺伝子群 (nodgenes) 

は、 Symplasmidという 巨大プラスミド上に存在す

る。一 方、ダイズ根粒菌、熱帯産の根粒菌では

nod genesは染色体上に存在している。本研究では、

クローバ根粒菌のnodgenesを染色体に組込み、そ

の遺伝子発現について検討した。溶原性ファージ

のattP部位と nodgenesを連結したプラスミ ド

pClNodlを構築し、これを根粒形成欠損株である

Hl株に導入したところ、根粒形成能を獲得した

CNHl株を得た。 CNHl株のサザン解析により、

染色体にnodgenesが組込まれていることを確認し

た。 CNHl株の根粒形成過程の観察により、染色

体に組込んだnodgenesが完全に機能したことが明

かとなった。染色体への組込みに関するファージ

遺伝子についても言及したい。

3aE12 

ミヤコグサLotusjaonicusの根の細胞分裂に関与する生理
活性物質
川口正代司、安楽温子、庄野邦彦（東京大・教養• 生命）

ミヤコグサLotusjaonicus は、分子遺伝学的解析に好
適とされる美 しいマメ科植物である。われわれは、この
植物を用いて、根粒菌との共生的窒素固定系における宿
主側の因子の解明、及びマメ科植物特有の形態形成機構
の解明を目指し研究を進めている 。今 までに、 Lotus
jaonicus における植物ホルモンの基礎的な応答機構の
解析より、ジベレリンがの根の皮層細胞の分裂を促し、
根瘤様構造を誘導すること、またこれらの根瘤様構造は
1 5mMのKNO3の投与によ って完全 に抑えられる事
を見いだしてきた (1994年植物学会発表）。今回は主に
ジベ レリン合成阻害剤処理により誘導された実生におけ
る新奇な形態について発表する。ジベレリン合成阻害剤
としてはウニコナゾールとアンシミドールを使用した。
両阻害剤ともに 3xl0-5Mの濃度処理で主根と下胚軸
に瘤状構造が著しく誘導された。内部形態の観察より、
これらの構造は非常に伸長生長の阻害された側根及び不
定根であると判断された。しかしながら、ジベレリン生
合成阻害剤処理で誘導されたこれらの構造は、外部から
のジベレリンの投与によ ってはほとんど回復されず、
3 uMのプラシノライドにより回復されることが見いだ
された。これらの結果より、 Lotusjaonicus の根におけ
る四鞘細胞の増殖とそれに続く側根及び不定根形成は、
プフンノライドの減少により誘導されるという可能性が
示唆された。今回検出された根の細胞増殖に関する植物
ホルモンの新たな応答機構は、今後の分子遺伝学的解析
の一つの指標になるものと思われる。



3aE13 
ナワシログミに共生する窒素固定菌フランキアの純粋

分離
福本 勉・和田富吉 I • 吉 田軍方 1 ・武藤疸紀（旭化
成 工業（恥・ライフサイエンス総研、 1名大 ・農）

環境保全問題が取り沙汰される中、木本植物の早 期

育成が望まれている。フランキア (frankia)は非マ

メ科木 本 植 物 に 共 生して窒素固定を行うことが知られ

ているが、マメ科作 物に共生する根粒バクテリアに比

べて研究が大きく遅れている。その理由として、フラ

ンキアの純粋分離の困難さかあげられる。今回、我々

は 緑化木として利用す る こ と を 目 的 と し て グ ミに着目
し、ナワシログミ (fIaeagnllSPllngens)根粒よりフ

ラ ンキアを分離する こ と を 試 み た 。 そ の 結 果 、 分 離菌

は次のような特徴を有していた。 1) 分 岐 し た 菌 糸を

持 ち、ところどころに 胞 子 を 含 有 す る 胞 子 の う を 有し

ていた。 2) ナ ワ シログミに対する接種試験より根粒

が着生 し た。 3)着生根粒はアセチレン還元活性を有

し、窒素固定能が認 められた。以上より、分離菌を放

線菌フランキアと同定できた。分離したフランキアを

接種して根粒を着生したナワシログミは、無窒素Hoag
land培地中においてもフランキア無接種区の植物体に

比べて著しく良好な生育を示し た。着生根粒の切片を

光学顕微鏡で観察したところ、根粒細胞内のフランキ

アが観 察 さ れ た 。 我々はすでにハンノキ属植物（ヤシ
ャプシ、ハンノキ）に共生するフランキアの分離にも

成功しているが、これらの分離フランキアについては

法面緑化、不毛地の緑化等への利用を目的とした開発

研究を進めている 。

3aF01 
小胞体ーゴルジ体間輪送に必須な Sar1GTPase (1) 

一酵母とシロイヌナズナ遺伝子の機能解析

中野明彦，齊藤知恵子（東大・院理系・植物）

SARlは，演者が約 8年前に全く新しいタイプの低分子量 GTPase

をコードする酵母遺伝子として発見したものであり，タンパク質の

分泌経路において， 小胞体からゴルジ体への小胞輸送に必須である

これまでに，無細胞輸送系や変異株を用いた詳細な解析を行い，そ

の産物タンパク質 (SarIp)は GTP を結合した活性型の状態で小胞

体からの輸送小胞の出芽・形成に働き，その後，輸送小胞の膜上で

GFをGDPに加水分解して自らは小胞体膜にリサイクルすることに

よって，ゴルジ体へのターゲティングを進めることを明らかにして

きたまた，Sarlpの活性を調節する因子である， GDP/GTP交換因

子 Secl 2p, GTPase活性化因子 Sec23pについても，その役割を詳し

く解明することができた．現在，タンパク質の分泌経路に働く

GTPase群と して，優に 100を越えるメ ンバーが知られているが，そ

のGTPaseサイ クルが小胞輸送で果たす役割の理解は，Sarlpにおい

て最も進んでいると言って過言ではない．

最近， SARI の相同遺伝子が，菌類から高等動植物にいたるまで

のさまざまな種において続々と発見され，その構造がきわめてよく

保存されていることが明らかになってきた．たとえば， シロイヌナ

ズナの SARI 遺伝子 (At-SARI)は，酵母の遺伝子とアミノ酸レベ

ルで 64%が同ーであり，実際， d'Enfenにより酵母の sec/2変異を

抑圧する遺伝子として単離されたものである．この At-SARI遺伝子

が，酵母 SARI遺伝子の機能を代替できるかどうかについて検討を

行ったまず， At-SARIの cDNAを酵母の POK/プロモーターの下

流につないだプラスミドを，酵母の SARIおよび関連遺伝子群の変

異株に導入し，変異の相補および抑圧を調べた ．その結果， At-

SARIは，酵母 SARIの温度感受性変異，欠失変異のいずれも相補で

きなかったが，酵母 SAR!と強い遺伝的相互作用を持つ SEC16の温

度感受性変異を弱く抑圧した．
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3aF02 
小胞体ーゴルジ体間輪送に必須な Sar1GTPase (2) 

ータバコ培養細胞 BY-2における優性致死変異を用いたアプローチ

竹内雅宜．八代田英樹，高橋陽介，長田敏行．中野明彦

（東大・院理系・植物）

Sari GTPaseの機能を，志等植物において理解することは．酵母に

おける分泌機構の知見を高等真核細胞へ敷術するばかりでな く，多

細胞系におけるタンパク質輸送の意義を解明していくための一つの

試金石になるのではないかと考えられる．そのための第一歩として，

酵母で優性致死の表現型を 与えることがわかっている点変異を植物

の SARI 遺伝子上に作成し，これを発現調節の可能なプロモータ

ーの支配下で植物細胞に導入するアプローチを開始 した．

酵母の SARI遺伝子において， T54A,D73V, Nl32Iという変異は．

野生型酵母で発現させたときに，増殖を阻害し，同時に小胞体から

ゴルジ体への小胞輸送を停止させるものである． シロイヌナズナ

SARI遺伝子の cDNAに，これらの優性致死変異に相当する変異を部

位特異的変異誘発により導入 し，熱ショ ノクプロモー ター HSPI8.2 

（米田好文博士より恵与）．あるいはジャスモン酸誘導性プロモー

ター CDI（中村研三博士より恵与）の下流につないだ Tiプラス ミド

を作成して．アグロパクテリウムを用いてタパコ培養細胞 BY-2に導

入した現在いくつかの BY-2形質転換体が得られ，その解析を進

めている．

一方，タバコ細胞内での Sarlp の機能を解析 していく ためには．

タバコ＿シロイヌナズナというヘテロなト ランスジェニック 系に依

存するだけでなく，タバコ細胞自身が持つ SARI 遺伝子についての

知見も必須である．シロイヌナズナの SARIcDNAの断片をプロープ

に用い， BY-2の cDNAライプラリーについてクロスハイプリダイゼ

ーションを行うことによ って．タバコの SARI 遺伝子と思われるク

ローンをいくつか分離した．

3aF03 

イネの核マトリックスとこれに残存するDNA
野村浩二 、 斉 藤 渉 、 増 田 清 、 井 上 正 保1

（筑波大・農林、 1秋田農短大・細胞工学）

核マトリックスに存在するDNA結合部位と、
これに結合しているDNAであるmatrix association 

region (MAR)の解析は高等植物では今後の課題で
ある。その第一歩として、イネ (Oryzasaliva L. cv. 
Blue Bonnet)の懸濁培養細胞から単離精製した細
胞核を材料とし、核マトリックスを調製し、これ
に結合しているDNAのクローニングを試みた。イ
ネの細胞核から核マトリックスを調製するには制
限酵素を使ってDNAを消化するなど極めて緩和な
条件でクロマチン成分を抽出することが必要であ
った。 一方、核膜を溶解した単離核のDNAを消化
する前に、 LISなどでヒストンを抽出して長いク
ロマチンDNAか核外にまで伸長した核ハローと称
される構造を得ることは比較的容易で、動物の細
胞核での方法を改変することで核ハローを得るこ
とができた。イネ細胞核のMARは、制限酵素によ
るDNAの消化と高濃度のNaClによる処理で得た核
マトリックス、 LISによってヒストンを溶解して
得る核ハローをさらに制限酵素処理して得た核マ
トリックス相当の構造のそれぞれをさらにRNase

処理した後に残存するDNN析片として得ることが
できた。



3aF04 
原始紅藻Cyanidium及びCyanidioschyzonの色素体ゲノムの
rbcL遺伝子近傍の比較
太田にじ、黒岩常祥ぐ早大・人総研、 ’東大大学院・理学系・
植物）

原始紅藻類のCyanidium ca/darium 及び Cyanidioschyzon

merolaeは、絹胞体制が単純で、繕胞核DNA含量が最も少ない
真核生物の一種であり、色素体はラン藻に類似している。その
ため、これらの植物を用いて、色素体ゲノムを解祈し、他の生
物と比較すると、真核生物の起源と進化を色素体の絹胞内共生
の観点から明らかにすることが可能となる。はじめに、
Cyanidiumの色素体ゲノムの物理的地図を作成した。このゲノ
ムは高等植物とほぽ同じ1SOkbpの環状DNAで、約Skbpの短い
逆位反復配列を持つことがわかった。

まだ、この二種類の植物において、色素体ゲノムに特徴的な
遺伝子であるrbcL及びその近傍の塩基配列各閃約8kbpを決定
しだところ、両植物の色素体ゲノムはともに 5' 側から顛に
trnK、trpA、ORF369、trnT、rps4、ORF248、trxM、rbcL、
rbcS、cfxQ、trnC、trnL、ilvHをコードしており、それぞれの
遺伝子の相同性も高かった。これらのうち、 tmA、ORF369、
ORF248、trxM、rbcS、cfxQ、ilvHは高等植物の色素体ゲノム
にはコードされていない遺伝子である。 trpAが色素体ゲノムに
コードされている一方で、 trpBは絹胞核にコードされていた。
以上の結果は絹胞内共生説を強く支持し、祖先型ラン藻が共生
後比較的早い時期にtrpBを含む多量の遺伝子を消失したこと、
その後、さらにtrpA、trxM、rbcS、cfxQ、ilvHのような遺伝子
を徐々に繕胞核へ移行させだことが推測される。また、
CyanidiumとCyanidioschyzonは絹胞分裂の様式やゴルジ体の
有無などいくつかの点で異なる。このことは、色素体ゲノムの
進化は絹胞核ゲノムの進化に比ぺて遅いことを示唆している。

3aF05 
ミトコンドリアと色素体の分裂装置；真核生物における

細胞質遺伝の基盤

黒岩常祥、伊藤竜一、戸田恭子、黒岩晴子 ］（東大大学院・

理・植物，共立女子短大，生物）

1985年にりうミド モナスを使って母性遺伝の機構に関する一つの

モデル（選択的消化説）を提唱した。接合後雌由来の細胞

核においてmRNAが発現し、これに基づいてタンパク質が合

成され、 これがインツ9.1ーサーとなってヌりレアーセ・cを活性化し、雄

由来の葉緑体DNAが分解するという考えである。これは有性

生殖を行う生物にとっては基本的な機構であると考えられ

る。しかし真核生物の無性生殖、有性生殖を通じて細胞質

遺伝の基本として考えなければならないのは、ミトJンドリアと

色素体の増殖の機構である。

我々 はミトJント.1)7の分裂に必要な分裂装置（ミトJント會 1)7分

裂IJンゲ ；MDIJンゲ ）を原始紅藻紅迎旦ioschyzonmerolaeで発

見した。 MDIJ方 は巾50nm厚さ 10nmの閉鎖環である。 MDリンゲ

の収縮によって、ミトJンドリアはその中央でくぴれ分裂した。

MDIJングの形成には電子密度の高い顆粒（ミりD加デイ）が直接

関与していた。葉緑体にも分裂l)ングが出現した。 Cyadnidium

lliilliumの場合には、 ミクD加デ イと分裂IJンがの形成の間に

小胞が介在することが分かってきた。このことから、オルカ9 ネう

の増殖は、細胞核情報→ER→ゴ Ivヅ？→マイクDポディ→ （小胞）

→分裂Jングの形成→分裂J方の収縮→オルカ＇ネうの分裂といった

一連の連鎖反応の結果で起こることが分かった。
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3aF06 
タバコ培養細胞BY-2におけるアミロプラスト分化誘導機構の解析

酒井敦、河野重行、黒岩常祥（東大大学院・理・植物）

タバコ培養細胞BY-2は、オーキシン (2,4-D; 0. 2 mg/1)を含む

通常の液体培地中では活発に増殖し、その色素体は培養の全期間

を通じて未分化な原色素体の状態を保つ。これに対し、オーキシ

ンを含まずサイトカイニン (BA; I mg/］)を添加した改変培地中

では、細胞はほとんど増殖せずに著しく肥大し、その色素体は大

量のデンプンを蓄積してアミロプラストヘと分化する。植物ホル

モンの調節によりアミロプラストの形成が誘導される機構を明ら

かにするために、培地中の植物ホルモン濃度がBY-2の増殖とア ミ

ロプラストの発達におよぽす影響を詳細に検討した。その結果、

2, 4-Dは細胞の増殖を促進し、細胞の肥大とアミロプラストの発

達を抑制すること、 BAは 2、4-Dと逆の作用を示すことが明らかに

なった。また、アミロプラストの発達と細胞の増殖率の低下は密

接に関連していた。したがって、 BY-2においてアミロプラストが

形成されるのは、ホルモン条件の変化により細胞の増殖率が低下

した結果、合成されるデンプンが蓄積し続けるためではないかと

いう可能性が考えられる。この可能性を検討するために、真核型

DNAポリメラーゼの阻害剤、アフィディコリンを添加して強制的

に細胞増殖を停止させ、デンプンの蓄積に及ぽす影響を調べた。

しかし、本来アミロプラストの発達が誘導されないホルモン条件

下では、細胞の増殖を停止させてもデンプン含量は増大しなかっ

た。この結果は、 BY-2におけるアミロプラスト分化の誘導が、細

胞の増殖率とは独立に制御されていることを強く示唆している。

3aF07 
タマネギ根端分裂織胞の細厖分裂進行に伴うオルガネラ分布の

変化

相生久．山下正兼＇．長濱嘉孝z. 峰雪芳宣（広島大・理•生物

科学． 1 北大・理•生物科学． 2基生研•生殖）

細胞分裂の際に織胞が持っている個々のオルガネラを二つの

娘細厖にうまく分配するのが棚胞質分裂の一つの重要な働きと

考えられる。細胞分裂の際にミトコンドリアや葉緑体がランダ

ムに分布していると仮定した場合， ミトコンドリアや葉緑体を

持たない細腹が出現する頻度は，自然界で特定のオルガネラを

欠いた細胞の出現頻度に比ぺずっと少ないことが知られている

(Birky 1983)。このことは細胞分裂の際に個々のオルガネラを

うまく 二つの娘細胞に分配する仕組みが存在することを示唆す

る。しかしその仕組みについてはほとんど分かっていない。こ

の解析をするためには，まず個々のオルガネラの空間的分布の

変化を錮胞分裂進行に伴って調ぺる必要がある。最近，我々は

螢光抗体法でタマネギ根端細厖の特定の膜系を染色できる抗体

を見つけた。そこで，この抗体で染色されるオルガネラの細胞

分裂進行に伴う錮胞内分布の変化を共焦点レーザー走査顕微鏡

を使って調ぺた。このオルガネラは分裂間期には細胞質にラン

ダムに分布しているように見えるが，分裂前期になると核の両

極に集中する。やがて，後期になって染色体が分かれ始めると

再び錮胞全体に分布する。アクチン重合阻害剤のサイトカラシ

ンDではこのオルガネラ分布様式に顕著な変化は見られなかっ

たが，微小管重合阻害剤のオリザリンでオルガネラの分布様式

が影響を受けることがわかった。



3aF08 
高等植物の根におけるゴルジ体の動態のテクノピット法による

解析

河浬＿維、河野重行 1、黒岩常祥（東大大学院・理学系・植物、

1東大大学院・理学系・広域理学）

ゴルジ体は細胞分裂や細胞内外への分泌に深く関わっており、

細胞分化の過程でその数・分布等が変化することが知られてい

る。ゴルジ体の研究は、主に電子顕微鏡を用いてなされており、

組織・細胞の極小部位の観察にとどまっているため、組織•細
胞全体における挙動は完全に把握されていない。そこで、ゴル

ジ体の形態 ・挙動を光学顕微鏡で観察する方法（テクノピット

DiOCs-DAPI二重染色法）を開発した。この方法を用いてタバコ

培養細胞BY-2においてゴルジ体が分裂後期に成熟しつつある細

胞板付近に集まり、細胞板を成熟させていることが分かった

(Kawazu et al., Protoplasma in press)。組織分化に果たすゴ

ルジ体の機能を調ぺるために、 トウモロコシ (ZeamayiJ・タバ

コ(Nicotianatabacu助の根端分裂組織広域におけるゴルジ体の

動態を調べた。その結果、根端細胞でもゴルジ体は分裂終期に

細胞板付近に局在していることが確認された。さらに、根冠起

源部と表皮細胞ならぴに表皮細胞に隣接した根冠細胞において

ゴルジ体の密度が他の組織細胞に比べて高いことが分かった。

また、ゴルジ体の大きさは各組織においてほとんど変わらない

が、根冠周辺部では約I.7倍に大きくなることも分かった。ゴル

ジ体経由の輸送の特異的阻害剤として知られているBrefeldin

A (BFA)をタバコの根に処理した。高濃度 (10はM)では根の伸

長が停止した。低濃度（以M)では、ゴルジ体の数が減少し、

根冠組織の縮小、皮層細胞において分裂方向の異常が観察され

た。これらの結果は、ゴルジ体の組織内分布が、根の組織分化

に関わっていることを示している。

3aF09 
根端での細胞分化に伴うrRNA量の変化の混解像度insituハイプ

リダイゼーション法による解析

藤暉、河野重行、黒岩晴子＇ 、黒岩常祥（東京大学・理・植物、

洪立女子短大•生物）

根端分裂組織では細胞分裂の活発化に先行して、先端部でミト

コンドリアでのDNA合成が活発に行なわれ、 !Mbp以上のDNAを含む

巨大ミトコンドリアが根端先端部で生じる (Fujieet al., 1993)。

シロイヌナズナでは根端分裂組織の最先端の中心細胞とその直上

部の細胞が静止中心を形成している。 静止中心では細胞核のDNA

合成は非常に不活発だが、DNA合成を高解像度に調ぺると、オルガ

ネラのDNA合成はどの細胞でも観察され、細胞核でのDNA合成以外

の機能を果たしていることが示唆された (Fujieet al., 1993b)。

そこで、 DNA合成の活性と rRNAの密度との関係を静止中心を含めた

根端での個々の細胞で調べた。従来の方法では組織内において個

々の細胞内の特定のRNAの密度を調べるのは困難であるので、テク

ノピット樹脂に包埋した切片とdigoxigeninでラベルしたプロープ

を用い、間接蛍光抗体法で検出する超高解像度の insit//ハイプ

リダイゼーション法を開発した。顕微蛍光定量装置を使ってRNAの

密度を半定量的に調ぺることも可能である。この方法を用いて細

胞質の25SrRNAの密度を調ぺたところ、中心細胞で密度が最も低く 、

分裂組織中部の活発に増殖する細胞では密度はその約5倍になっ

た。細胞が分裂組織を碓れ分化が進行すると、細胞質でのrRNAの

密度は急激に低くなった。レタスの根端分裂組織においても同様

の25SrRNAの密度の変化が観察された。これらの変化は、 rRNAはそ

の転写速度か細胞内での保存性が細胞の増殖活性に伴ってダイナ

ミックに変化していることを示唆している。色素体の23SrRNAをプ

ロープとして、オルガネラのrRNAの密度を調ぺたところ葉肉細胞

に比較するとその密度は著しく低かった。
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3aF10 
ラン藻 SynechococcusPCC7942 の ffh 遺伝[•のクローニング

杉田大悟、中井 正人、遠藤斗，む也 （名）s:・坪・化学）

ラン藻は、細胞l人」に細胞質膜とは独ヽ｝したチラコイド膜系

を持つ原核牛物である。 したがって、細胞質股に移行するタ

ンパク質と、チラコイド膜に移行するタンパク質は、機能す

べき圧しい部位に「局在化」しなければならない。われわれ

は現在までに、大腸歯袢の細胞質膜 1-．でタンパク質膜透過装

骰を構成する SecYおよび SecAタンパク竹のホモログタン

パク質が、ラン泌において、細胞質膜とチラコイド膜の両膜

系でタンパク質の股透過に関りしていることをぷ唆する結果

を得ている。そこで本研究では、原核細胞におけるタンパク

質分泌機構に関与するもうひとつの囚 •fである SRP （シ グナ
ル認識粒子）が、ラン藻細胞内でのタンパク質什分けに関与

しているのかどうか明らかにする目的で、まず、大腸菌等で

見つかっているSRP54タンパク質のホモログ(Fth)について

遺伝子レベルで検索した。

進化的に保存された領域に対応するオリゴヌクレオチドを

プライマーとして、 PCR法によりラン藻ffh遺伝子の部分断

片をクローニングすることに成功した。この断片を用いてラ

ン藻のゲノムDNAライプラリーから全長 ffh遺伝子を含むク

ローンを単離し、その全塩基配列を決定した。予想さ れるア

ミノ 酸配列は、大腸菌のFthと45.2%、アラビドプシスの葉

緑休のCP54と50.4％のホモロジーを示した。現在、作成し

た抗体を用いて、 ffh遺伝子発現産物のラン藻細胞内局在部

位を解析中である。

3aF11 
アラビドプシスシャペロニン 10のcDNAクローニング
とその発現

河本恭子＼槻木竜二＼嶋田知生口、 西村幹夫I,2 (1基生研・

細胞生物 、 2総研大•生命科学）

シャペロニン10(Cpn10) はシャペロニン60(Cpn60) とと

もにタンパク質の折りたたみに関与している。大腸菌を始め

種々の生物でこのシャペロニン・システムの存在が知られて
いるが、真核生物においてはCpn10はCpn60ほど大量に存在

しないため解析が遅れている。今回、我々はアラピドプシス

のCpn10について解析を行なったので報告する。
アラピドプシスのcDNAライブラリーを大腸菌のGroESの

温度感受性突然変異株に導入し、温度感受性を相補する形質
転換体をスクリーニングした。得られたcDNAは全長702塩
基であり、 98アミノ酸からなるタンバク質をコードしうる
ORFを含んでいた。ホモロジー解析の結果、このタンパク質

はラットのミトコンドリアCpn10に高い相同性を示した。得
られたクローンのコードするタンパク質を N末端にヒスチジ

ンタグを付けた形で大腸菌内で発現させ、ニッケルカラムを

用いて精製し抗体を作製した。発現産物はオリコマー戸厖成
していることがゲルろ過カラムにより確認された。アフヒト

プシスを細胞分画し、作製した抗体でイムノブロットを行な

ったところ、 得られたクロー ンにコードさ れたCpn10はミト
コンドリアに局在していることが判った。ゲノミックサザン

ブロット解析により、このミトコンドリアCpn10の遺伝子は

ゲノムあたり 1コピーであることが示唆された。ノーザンプ

ロット 解析から植物体の各組織におけるmRNAの蓄積量に大
きな違いは見られなかったが、ロゼッタ葉におけるmRNAの
蓄積量が熱ショックによって大きく増加することが明らかと
なった。



3aF12 
緑化カボチャ子葉で発現されるヒ ドロキシヒ゜ルビン

酸レダク ターゼのcDNAクローニング

林誠、槻木竜二、森仁志、近藤真紀、西村幹夫

（基生研、細胞生物）

［目的］ヒドロキシピルビン酸レダクターゼは、ヒドロ キ

シピルピン酸をグリセリン酸に変換する反応を触媒する酵素

である。この酵素は、光呼吸を行うグリコール酸経路の一部

として光合成組織の緑葉ペルオキシソームに局在する。また、

カボチャの場合、発芽直後の黄化子葉には本酵素活性は低く 、

子栞の緑化過程において顕著な活性の誘導が見られる。そこ

で、ヒドロキシヒ°ルビン酸レダクターゼの細胞内局在化およ

ぴ発現調節機構を解析するために本酵素のcDNAクローニング

を行った。

頃果］緑化カボチャ子葉のcDNAライプラリーをイムノス

クリーニングした。その結果、全長をコードする 2つの

cDNAを単離することに成功し、それぞれをHPRl、HPR2と

名付けた。 HPRlとHPR2の塩基配列は非常に相同性が高いが、

暉 2にはタンパク質の C末端をコードしている部分に 17bpの

塩基の挿入があった。この挿入配列のために、 HPRlとHPR2で

はC末端のアミノ 酸配列に違いが見られた。さらに、カボチャ

子葉の緑化過程におけるこれら 2つのヒドロキシピ ルビン酸

レダクターゼの発現調節についても検討を加える。

3aF13 
タパコ N—エチルマレイミド感受性囚 (-(NSF) ホモログのクローニ
ングと機能解析

佐藤 問、松岡 l建、中村 /i}f三 （名大、農、生化）

Nーエチルマレイミド感受杵囚 (-(NSF)は、輸送小胞がそのター

ゲット膜と激合するのに広範に必要とされる細胞質因 fと考え

られている。 NSFは、ほ乳類、酵母等いくつかの真核生物からク

ローニングされており、推定されるアミノ酸配列はそれぞれ麻

い相詞性を示している。

今凹、我々はタバコからNSFホモログのクローニングをPCR法
により行った。 CHO細胞由来のNSF及び出芽酵母のNSHIJ当するS
ECIBのア ミノ 酸配列を九に縮祖オリゴヌクレオチドプライマー

を合成し、タバコ懸濁培養細胞BY-2のcDNAを鋳型としてPCRを行

った。その鮎果、約440bpのDNA断片が増輻された。増幅断片の

塩基fe列を決定した結呆、 2種類のnし列が得られた。 NSFと戯い

相Itil性を9J孔したDNA断片をプロープとして、タバコ懇濁培養細胞
BY-2のpoly(A)'RNAから構築したcDNAライプラリー50月をスクリ

ーンしたところ， 5個のポジテイプクローンが得られた。最もイ

ンサートの艮かったクローンの塩枯月し列を決定した結果，2585b
pのcDNA(NtNSF)に730アミノ酸残基のORFが含まれており、この

ORFのアミノ酸配列はNSF及びSECl8とそれぞれ、 44.4%,44.8％の
ホモロジーをポした。

現在、我々はタパコ植物体及びタパコ懇濁培餐細胞BY-2にNt
NSFを過剰発現させたとき、及びアンチセンスRNAによりこの遺

伝子の発現を抑制させたときの植物のタンパク質の分泌、タン

パク質の液胞への桁梢、及び成長への影饗を解析中である。
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3aG01 
紫外線UV-Bがイネの生育及び葉身Rubisco含量に与える影

響

姜恵淑日出間純，熊谷忠（東北大・遺生研）

演者達は，これまで，アジア栽培イネ (Oryzasativa L.）の

生態型のうち日 本型水稲グル ープには紫外線に対して強い抵

抗性を示す品種が多数含まれていること，日本型水稲グルー

プの中にも品種間差異が存在し，ササニ シキは強い紫外線抵

抗性を示すがササニシキと近縁な農林 1号は弱い抵抗性を示

すことを見出し，いろいろな生理的，遺伝的解析を行ってき

た (Physiol.Plant. 91,234, 1994)．ところで，これらはUV

Cを約10％含む紫外線UV・Bを用いて得られてきた成果である ．

本研究では，環境調節実験室内で，カッ トフィルタ ー

(UV31, UV29)，セルロ ースジアセテートフィルムを用い

てUV・Cを除去した紫外線UV・Bが，ササニ シキ，農林 1号の

生育及び葉身Rubisco含量に及ぼす影響を解析した．

UV・Cを除去した紫外線UV・BはUV・Cを少量含む場合に比べ，

程度は低いが，両品種のFW,DW,分げつ，草丈などの生育を

抑制した．また， 4週間栽培した後のイネの最上位完全展開

葉（主幹第 8 葉）を用い，葉身窒素含量， Rubisc~；量の分析
を行った結果，葉身全窒素， Rubisco量は，両品種とも照射

UV・B量の増加に伴い減少した．

以上のような結果に基づいて，イネのUV・B量の増加に対す

る応答について考察する ．

3aG02 
イネ幼植物の302run UV単色光による DNA損倦とその光修復

日出間純 JohnG. Trunk 1, John C. Sutherland 1, 

Betsy M. Sutherland 1, 熊谷忠（東北大・遺生研，

1プルックヘプン米国立研究所・生物）

紫外線抵抗性の異なるイネ (OryzaSativa L. c:v) 2品種の．

紫外線UV・Bによる DNA損侮（ピリミジンダイマーの生成）の

頻度と青色光による DNA損傷の修復速度について解析を行っ

た．材料として．紫外線抵抗性の強いSasanishikiと抵抗性の弱

いNorin1の第 3葉（完全展開葉）を用いた． ピリミジンダイ

マー (PD) の定量は． Sutherlandらにより開発されたUV

endonucleaseを用いたアルカリバルスフィ ールド電気泳動法によ

り行った．まず初めに単色光照射装置を用いて302runの単色光

照射最に対するピリミジンダイマ 一生成量の UVDose Response 

Curveを測定した．次に．得られたUVDose response Curveから

PDの生成益がおよそ30PD/mbとなるように302runの単色光

をイネ葉に照射した．照射後．直ちに青色光ランプの下または

暗所下に移し． PD消失のtimecourseを測定した．

その結果．両品種のUVDose Response Curveは一致し．紫外

線抵抗性の異なる 2品種間において． 302nm単色光により誘起

される PD生成の感受性に差異は認められなかった．ところが．

青色光照射後 5分以内の光修復速度を比較すると．抵抗性の強

いSasanishikiの方が． Norin1よりも明らかに速いことがわかっ

たこれらの結果は．光修復速度の差異が両品種間の紫外線抵

抗性の差異の主な要因の 1つとなっている可能性を示唆した．



3aG03 
UV-B照射によるキュウリ子葉の DNA損傷

竹内裕一，村上美奈， 二階堂修！ （北海道東海大 ・エ，

l金沢大・薬）

フロンガスなどの大気中への放出による成層圏のオゾ

ン層の破壊は、太陽からの放射のうち、 UV-8と呼ばれ

る290~ 320 runの波長域の紫外線の地表面に到達する 量

を増加させる 。植物に UV-8を照射するとその生長が阻

害されることが報告されているが、 UV-8による植物の

DNA損傷については不明の点が多い。

われわれは、 cyclobutanepyrimidine dimer (CPD)と

pyrimidine-(6-4）-pyrimidine photoproduct ((6-4)photoproduct) 

に特異的な単クローン性抗体を用いて、 UV-8照射によ

る植物の DNA損楊について検討した。 キュウリの黄化

子葉に UV-8を照射した後、 DNAを単離し、 ELISA法に

より CPD と (6-4)photoproductの生成量を測定した。

UV-8と同時に可視光を照射すると、 CPDの生成量は大

きく減少したが、 (6-4）photoproductの生成量の減少量はわ

ずかであった。これら DNA損楊に影響を与える要因に

ついて報告する。

3aG04 
UV-B照射による植物の生長阻害における活性酸素の関

与

久保裕嗣．竹内裕一 1 （北海道東海大 ・理工学研究科・環

境生物科学． 1 北海道東海大・エ•生物工学）

UV-Bは植物の生長を阻害することが広く知ら れてい

るが、植物の UV-Bに対する適応や耐性のメカニズムに

関する研究はあまり行われていない。我々は先に、 UV-B

(290 ~ 320 nm)が invitroで培養したキ ュウリ子葉の

生長を阻害し、 その時脂質の過酸化の指標であるマロン

ジア ルデヒドが増加することを明らかにした。この結果

はUV-Bの生長阻害に活性酸素が関与することを示唆し

ていると考えられる 。本研究では、活性酸素の消去に関

わる還元物質（グルタチオン、アスコルピン酸）と酵素

活性 (SOD、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ）が、

UV-B照射や生育温度によりどの ように変動するかを測

定した。その結果、 UV-B照射によりアスコル ピン酸ペ

ルオキシダーゼ活性の増加がみられ、 UV-B照射により

細胞内で活性酸素が生成していることが示唆された。
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3aG05 
プドウ培養細胞におけるサリチル酸によるアントシアニン合

成の誘導

郡佳世子、作田正明、清水 碩 （お茶の水大・理・生物）

植物は、病原菌の感染に対し種々の防御機構を発現するが、

サリチル酸はその応答に関与するシグナル物質と考えられて

いる。この防御機構のうち、二次代謝産物の生成による抵抗

性の発現は、誘導性の防御反応の典型的な例のひとつである。

我々 は、 プドウ培養細胞にサリチル酸を投与すると、アント

シアニン蓄積が著しく促進されることを見出した。そこで今

回、アントシアニン合成系のPALおよびCHSの両酵素に注目

し、サリチル酸の投与による両酵素の活性変動を調ぺた。培

養7日目の細胞をlOOμMサリチル酸を含む培地に移植すると、

ァントシアニン蓄積は24時間以内に上昇し、定常期の7-9日

目でピークとなり、蓄積量はコントロールの約40倍に達した。

このとき、 PALは7日目でピークとなりその活性はコントロ

ールの約12倍であった。また、 CHSは9日目でピークとなり

その活性はコントロールの約7倍であった。サリチル酸のア

ナログであるacetylsalicylic acidは、アントシアニン蓄積

に対しサリチル酸と同様の効果を示すが、この場合において

もやはりPAL.CHSともに活性の上昇が見られ、そのレペルは

サリチル酸とはぽ同程度であった。これらのことよ り、サリ

チル酸によるアントシアニン蓄積の促進は、アントシアニン

合成の誘導によるものであることが明かとなった。現在、両

酵素のmRNAレベルについて解析を行っている。

3aG06 
イチゴ培蓑細胞におけるアントシアニン生産へのコンディショ
ニングファクタ ーの効果
桜井美栄、森司 1 、鬼山和彦（石川品播磨重工業・技研、 1 北

大・水産）

イチゴ培投細胞におけるアントシアニン生産へのコンディショ
ニングファクタ ーの効果を調ぺるため、細胞をし S培地で培投
した後にフィルタ ーろ過して得られた培投ろ液を用いて培投し
た。その結果、培投5日目から8日目の培祓ろ液を用いた時、
細胞へのアントシアニンの蓄栢員が高くなった。このアントシ
アニン合成量を高くする効果は、培地中の培祓ろ液の割合を多
くするに従って促進された。100％培投ろ液で培養した時の
細胞当たりのアントシアニン含鼠は、培投ろ液を加えない新鮮
なLS培地で培投した時と比較して、培投開始後5日目には約
8倍となった。この培養ろ液を 10分間煮沸して培投液として
用いても、煮沸しないで用いた時と比較して、細胞増殖量にも
アントシアニン含量にも変化を与えなかった。このことから、
この培養ろ液中に存在するアントシアニン合成を促進する物質
は、耐熱性であると考えられる。さらに、この培投ろ液を凍結
乾燥して新鮮培地中に加えることにより、ポトル当たりのアン
トシアニン総生産鼠を高めることができた。また、イチゴ培投
細胞のアントシアニンの主色素は、ペオニジンー3ーグルコシ
ドとシアニジンー3ーグルコシドであることがわかっている。
この二つの主色素の組成比が、培養ろ液を培地中に添加する旦
に従って変化するということもわかった。



3aG07 
Euglena gracilis Zの高CO2環境への適応

浜崎和恵、 竹中重雄、 宮武和孝、中野長久

（大阪府立大、農、応用生物化学）

E. gracilis は種々の炭素源を利用し生育すること

のできる真核光合成生物である。我々はE. gracilis 

の商CO2条件下での生育の可能性について検討した。

商co象件下での光独立栄養的な生育は40%C02以

下では通常大気条件(0.04%C02)と比較して良好であっ

た。一方、光従属栄養的な生育には顕著な変化はみ

られず高CO2環境への適応には光合成能力の向上が

伴うことが示唆された。そこで細胞内成分について

検討した結果、細胞当りのRuBisCO、クロロフィル

含量の高CO2条件下での増加がみ られた。また光合

成による酸素発生について検討した結果、無機炭酸

に対する見かけの兄値は高CO2条件で上昇したが、

vmaxは変化しなかった。

以上の結果から我々は高CO2条件下での光合成能

の上昇は光合成に関連する細胞内成分の合成が促進

されるためであると考え、さらに検討を行っている。

3aG08 
沢なる光、窒素条件下での個薬の窒素、炭素の利用と生育環挽
の変化に対する応答
小野清美、渡辺昭（東京大 ・理・植物）

窒素と炭素は植物の成長にとって韮要な資源である。個体は
これらを外から取り込む他に、古い薬のタンパクを分解 して新
しい莱に転流したり、光合成を活発に行っている業から成長中
の葉に光合成産物を転流する。本研究ではヒマワ リを人工気象
室で生育させ、光条件として、強光 (450μmoles・ m-'・ s-1) 
弱光 (150μ moles ・ m―9.  s-1)、窒素条件と して高空素 (12
mmol NO, -• plant-')、低窒素 (I.2 mmol NO, -•plant - ') を

組み合わせ、第一葉の窒素、炭素伍の変化や、その変化が生育
条件によってどのように異なるかを団ぺた。第一薬の業面積当
たりの窒素量は、強光で低窒素ほど迷く減少したが、個体の成
長量に対する変化として表すと、同じ窒素条件では光条件に関
わらずほぼ同様の変化を示した。炭素については強光のものほ
ど変化が大きく、特に強光低窒素条件では一時的な炭素化合物
の増加がみられた。このとき糖含糞は光合成の低下に伴って減
少したものの、強光低窒素の場合、グルコースの含最が増加す
る傾向がみられた。ここで強光低窒素条件に注目して異なる時
期に低窒素から高窒素条件に移したところ、広い範囲の期間に
わたって第一葉の光合成の低下がある程度抑えられ、そのとき
菜面積当たりの窒素量は増加しないが、炭素量が減少している
傾向がみられた。窒素供給量の増加は光合成活性の低下を抑え
るが、その結果得られる光合成産物はもともと第一葉に存在し
ていたものとともに若い葉の成長に使われていると思われる。
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3aG09 
ABAにより誘導されるコムギ懸濁培養細胞の

19kD細胞膜ポリペプチドの精製の試み
小池倫也．荒川圭太．吉田静夫（北大・低温研）

我々は昨年度の大会において．常温下でコムギ懸濁培養細
胞(Triticumaestivum L. cv Chihoku)をアプシジン酸
(ABA)で処理すると． ABAを与えないものに比ぺて耐凍性が
-s · c から—2o · c近くまで顕著に増大し．それに伴って細胞
膜19-kDボリペプチドが新たに出現することを報告した．

これまで細胞膜タンパク質が耐凍性に果たす棲能的役割に
ついて報告された例はないので．我々はこの19-kDポリペ
プチドの分子構造と機能を明らかにする研究を開始した．
今回．その第一段階として．細胞膜画分からの19-kDボリ

ペプチドの単離精製を行うことにした． 19-kDポリペプチ
ドは 0.2MNaCl, 1 %(v/v) Triton X-100, 0.1%(w/v) lyso-

phosphatidilcholineに対して難溶性であ ったが． 2%SDS

では可溶化された．そこで細胞膜を0.2MNaCl,続いて
1 %(v/v) Triton X-100で洗ったあとの不溶性画分を直接
SDS-lysis bufferで可溶化し． PrepCell (Bio-Rad)を用い

て分子サイズによる分画を行った．回収画分をTricine-

SOS-PAGEで分析したところ．通常収ms-PAGEでは単一
に見えた19-kDは少なくとも 5本のポリペプチドからなる
ことが判った．これらのパンドの内．最も量的に多い 1本
のパンドをelectroelutionによりゲルから回収した現在．
この単離標品の部分的アミノ酪配列の決定が進行中である．

3aG10 
キウリ子葉中の光呼吸系酵素の発現に対する光酸化の影響
肥塚信也、本田久志、諸橋征雄（東京農工大学 ・農）

緑葉が強光下に置かれると、葉緑体中のクロロフィル、グラ

ナ構造及びリポゾームの消失等数多くの傷害がみられ、光酸化

によって葉緑体の破壊を生ずる。さらに、核コードの葉緑体蛋
白質の合成の急激な減少がみられる。このことから、健全な葉
緑体の存在が、光合成に関連した、核コードの葉緑体蛋白質の
発現には必要であるとされている 。光呼吸は光合成と密接に関
連した代謝系で、葉緑体 ・パーオキシソーム ・ミトコンドリア
の三つのオルガネラの協同的な作業によって成立している 。従

って、葉緑体が光酸化によって｛豹琶を受けたとき、他のオルガ
ネラに存在する光呼吸系の酵素の発現がどのような影響を受け

るかを知ることは、オルガネラ間のt盆周関係を知る上で興味深
い事である。本研究では、この点について検討を加えた。

カロチノイド合成阻害剤であるノルフルラゾン (NF)の存在

下で4日間生育させたキウリ芽生えを 1日間白色光下に置いたと
ころ、光酸化の現象が観察され、子葉は緑化せず、クロロフィ
ルの蓄積はほとんど見られなかった。光呼吸系の酵素でありパ
ーオキシソームに局在するヒドロキシピルピン酸レダクターゼ、
グリコール酸オキシダーゼの活性は、 NF未処理の子葉では光照
射により強く誘導されたが、 NF処理の子葉では、その誘導は阻
害された。一方、ミトコンドリアに局在する、光呼吸系の酵素
であるグリシンデカルボキシラーゼとセリンヒドロキシメチル
トランスフェラーゼの活性は、 NF未処理・処理のいずれの子葉

でも光照射により強く誘導され、その増加の程度は同じであっ
た。現在、各酵素のタンパク量． mRNA量の変動について検討し

ているが、パーオキソーム局在の光呼吸系の酵素の発現と ミト

コンドリア局在の酵素のそれとの間には、異なった制御を受け
ている可能性が示唆された。



3aG11 
セレン酸耐性シロイヌナズナ突然変異株の単離

本 多親子、藤原徹、内藤哲］、茅野充男

（東大・農 ・応用生命化学、］北大 ・農・応用生命科学）

本研究は、硫酸のアナログであるセレン酸に耐性を示す突然

変異株を単離することにより、硫酸の吸収および代謝の機構

を遺伝学的に解析すること目指している。野性型シロイヌナ

ズナ (ecotypeColumbia)は、200μMのセレン酸を含み硫酸

は含まないMS培地上では、根がわずかに伸びるものの子葉

の展開は見られない。 EMS処理後のM功Eこ約9万粒の中から、

この条件下でも5日目あるいは6日目に緑色の子葉を展開する

62個体の種子を得た。このうちM3世代でも耐性を示すもの

は9個体であった。いずれの株についても、子葉を展開する

植物の出現頻度にはばらつきが見られた。戻し交配を 1回行っ

た後も耐性株がある頻度で出現し、セレン酸耐性が遺伝する

ことが確認された。得られた耐性株のM3世代について

"so/・の吸収実験を行ったところ、野性型株と 比べて吸収能

が低下しているものと、低下していないものが存在すること

が明らかとなった。

3al01 
シロイヌナス＇ナRBCS根組織発現突然変異体の選抜

増田拓也．丹羽康夫．佐伯真理胃菅原由行，小林裕和

（静岡県大・食品栄養科学）

分子遺伝学的解析に適したモデル植物シロイヌナズナ

(Arabidopsis tha/iana)を用い．光合成遺伝子として．リブ

ロース 1,5 —ニリン酪カルポキシラーゼ／オキ シゲナーゼ
(rubisco)の S サブユニット遺伝子 (RBCS-3B)およびクロ

ロフィル a/b結合タンパク質遺伝子 (CAB1)に注目した．

効率よく変異体を遺抜するために．これらプロモーター

の制御下にそれぞれ薬剤耐性遺伝子である hygromycin B 

phosphotransferase遺伝子 (hph)および bialaphos耐性遺

伝子 (baりを置き (PRacs・hphおよびPcAB-b珀，また．可

視化マーカー遺伝子であるかglucuronidase遺伝子 (uidA)

およびホタル luciferase遺伝子 (luc)を置いたキメラ遺伝子

(PRacs・UidA およびPcAB―/uc) を作製し． シロイヌナズナ

(Columbia) に導入した．形質転換体においで hph曹

uidA, および/ucは，本来の RBCS-3Bおよび CAB1と同

様に葉組織特異的に発現していることを確認した．特に

hph遺伝子に関しては，葉組織特異的に発現したため＂根

は hygromycinB に対し感受性を示した．そこで，形質転

換体を変異原処理し・根が hygromycinBに対し耐性を示

す変異体を選抜した．これらの中に,X-glucにより1則根基

部あるいは維管束が染色される数株が含まれていた．これ

らにおいで RBCS遺伝子の組織特異的発現制御が異常を

きたし曹根における遺伝子発現抑制機構が解除されている

と考えられた．
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3al02 
シロイヌナズナ RBCS低発現突然変異体の選抜と解析

小林京子．栂根一夫．丹羽康夫．小林裕和 （静岡県大・食

品栄養科学）

植物光合成遺伝子発現制御 シグナル伝達横構を解明する

ために．モデル植物シロイヌナズナ（Arabidopsisthaliana) 

を用いた分子遺伝学的解析が有効であると考える．代表的

な光合成遺伝子であるリブロース 1,5—ニリン酪カルポキ シ
ラーゼ／オキシゲナーゼ (RuBisCO) Sサブユニ ット遺伝子

RBCSの発現に着目した．

葉組織特異的発現の顕著なRBCS-3Bのプロモーター（上

流を含む約1.5kbpのDNA領域）の制御下にアルコール脱水

素酵素遺伝子 (ADH) を置き． シロイヌナス＇ナ (Bensheim,

ADH・)に導入した．形質転換体実生は． allylalcohol添加培

地に移すと枯死したため． ADHの発現の結果壽性アルデヒ

ドacroleinが生産されたものと考えられ．本負選抜（自殺遺

伝子） 実験系が有効であると考えられた．稔性を有する約

10の形質転換体のうち上記方法による選抜が容易な系統を

ホモ接合にした後．種子を変異原ethylmethane sulfonate 

(EMS)処理および y線照射に供した．合計約 20,000系絞

の選抜を終了し（中性子照射種子も含めさらに選抜を継続し

ている）．約 40の RBCS低発現突然変異体候補を得た．そ

のほとんどは光合成能の低下により独立栄養生長不可能で

あった． したがって．突然変異体はヘテロ接合体として保

存した． Northernhybridizationの結果．これら突然変異体

のうちいくつかは．葉組織におけるRBCS の発現量が低い

ことを明らかにした．

3al03 
シロイヌナズナのフィトクロム分子種に特界的な

単クローン性抗休の作製とその応用

・暗所吸水中の種子におけるPHYAおよびPHYBの量的変化．

半澤宏子、 、長谷あきら、篠村知子、古谷雅樹

（日立製作所·碁礎研、 1 理研 • 国際フロンティア）

フィトクロムには複数の分子種が存在し、それ らは互いに沢

なる機能を示すことが、突然変異植物を用いた研究から明らか

になってきた＇）。篠村らは PhyAおよびPhyB欠損変興休の光発芽

反応を解析し、吸水直後の種子ではPhyB依存の発芽制律のみが

観察され、暗所吸水48時間後にはこれに加えてPhyAによる光に

より敏感な発芽制徊が認められることを発見した＇ ）。 この糸古呆

は、暗所吸水中にフィトクロムA蛍白質 (PHYA)が招積してく

る可能性を示唆しているが、抗エンドウ PHYA単クローン性抗

体を用いた実験では、吸水種子中のPHYAを検出することが出

来なかった＇）。そこで、本研究では 1)シロイヌナズナPHYAのC

末端側608アミノ酸相当をGSTとの融合蛋白質として大腸内に発

現させ、これを抗原として抗シロイヌナズナPHYAり＂クローン

性抗体を複数作製した。 2)得られた抗休 (mAAI) を）IJいて朴

子中のPHYAの屈的変動 を調べたところ、 PhyA))I._）心が少いられな

い吸水直後では PHYAが検出されなかったが、 II名所吸水4811.tfI:il

目では相当量のPHYAが検出された。

現在、 PHYAおよびPHYBについて詳しい経IIか的批的変化を調

べており、フィトクロム分子種の砿と光反比との関係を史に明

らかにしたいと考えている。

l)Furuyaetal., (1993)Ann. Rev. Pl. Physiol. Pl. Mol. B叫生：6I 7-645 

2)Shinomma ct al., (1994) Plant. Phisiol. lQ1. :363-371 



3al04 
フィトクロムAによるcab遺伝子発現の光制御

濱里史明、篠村知子、 •Joanne Chary、古谷雅樹（日立製作所・

碁礎研究所、 •Salk Institute) 

環境の光情報を受けて生体機能を制御するフィトクロム

(Phy)には複数の分子種が存在する＂ 。我々は最近フィトクロム

A(PhyA)およびフィトクロム (PhyB)のinvivaf乍用スペクトルや

光可逆的反応に著しい違いがあることをアラビドプシス種子の

光発芽について発見した2)。本研究の目的はクロロ フィルa/b結

合タンパク質遺伝子(cab)の光発現誘導に対する Phy分子種特界

的作用を解析することである。アラビドプシス PhyA欠掛変沢

株freI3)およぴPhyB欠損変異株hyf)を材科に岡崎国立共同研究

槻構・基焚生物学研究所の大型スペクトログラフを用いて行なっ

た実験の結果、 1)光星0.1μ mol/m2の赤色光(667nm)照射により

PhyAはcabの発現を誘導するが、 PhyBはしないこと、 2)近赤外

光(726nm)の照射により PhyAはcabの発現を誘導するが、 PhyB

はしないこと、 3)照射赤色光量(0.1-104 μ mol/mりに応じて

PhyA依存のca房琵見量が増加することを明かにした。これらの

結果は、 PhyAがPhyBに比べて数桁微弱な光量の赤色光に感受

性を示し、またPhyBと異なり赤色光と近赤外光のいずれによっ

ても反応が誘導されるという特徴が、遺伝子発現の誘導という

分子レベルの現象においても種子の光発芽と同様に存在するこ

とを初めて示したものである。 I)Furuya (1993) Anru比v.Pl1nt Ph炉ol

Pl1n1Mol. e;ol. 44 :61 7-645、2)篠村ら (I”4)日本値物学会第58回大会研究発表記錢 pl74、

3) N1g11an; ct 11. (1993) Plont Phy,;01. 102: 269-277、4)R四 a●I. (I 993) Plant Cell 5: 147・157

3al05 
mRNAの5'末端に挿入されたポリ (U)配列は翻訳効率を上昇さ

せる

長尾一生，山本義治，小保方潤一（北大・地球環境科学）

タバコの光化学系 l遺伝子であるpsaEはmRNAの5'末端に

ゲノムにはコードされていないポリ (U)配列を持っている

(Obokata et al．投稿準備中）。今回、この配列の機能を調べ

るためにGUSレポーター遺伝子の転写開始点近傍に(U)20を挿

入したキメラ遺伝子を作成し、タパコに導入して形質転換植物

体 (MO世代）中での発現を調ぺた。成熟葉でのGUS活性を測

定したところ、(U)20を挿入した遺伝子の活性は未挿入のもの

に比ぺて4.5倍ほど上昇していた。一方、両者の遺伝子につい

て、形質転換植物体中でのGUSmRNAの量をRNase保護実験の

手法で比較したところ、大きな差異は認められなかった。これ

らの結果は、転写開始点近傍に挿入された(U)20が、 GUS

mRNA分子あたりのGUSタンパク質の生産量、すなわちGUS

mRNAの翻訳効率を上昇させたことを示している。現在この現

象のより詳しい分子機構を探るために、 invitroタンパク質合

成系を用いて、種々のキメラ遺伝子由来のmRNAの翻訳実験を

進めており、それらの結果についてもあわせて報告する予定で

ある。
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3al06 
葉緑体遺伝子の転写後制御機構における34kDaRNA結合性
タンバク質(p34)の生理機能発現に関する生化学的解析

金勝一樹，道家建二郎，江角明由＇，大槻健蔵＇

（北里大教養生物，＇北里大・衛生遺伝生化 ）

前本学会（筑波1994)において、ホウレンソウ葉緑体CK-IIの

特異基質として精製された分子量34kDaのタ ンパク質(p34)は、

葉緑体mRNA3'末端のプロセシングを制御するRNA結合性タ

ンパク質[ribonucleoprotein(RNP)］であることを報告した。今

回、 (I)ssDNA-celluloseカラムクロマトグラフィ ーを用いて

p34を効率良く精製すること、 (2)p34のCK-IIによるリ ン酸化

を介した生理的役割を明らかにするこ とを目的 として本研究

を行な った。 まず、 ssDNA-celluloseカラムクロ マ トグラ

フィーを用いた精製法により、 (I)粗抽出画分中のp34は選択

的かつ効率的に精製されること、および(2)p34はCK-IIと

copurifyされることなどが明らかとな った。これらの実験結

果から、 p34はCK-IIと複合体を形成していることが示唆され

た。本精製法を用いて、異なる生物種（ゼニゴケおよびトウ

モロコシ）の葉緑体からCKIlによ って特異的にリン酸化され

るRNPを精製したところ、ホウレンソウp34と等しい等電点

(pl4.8)を持つ分子量33kDa（ゼニゴケ）および35kDa(トウモロ

コシ）のRNPが検出された。さらに、 p34に対する抗体を用い

たwesternblot法での解析結果から、 p34は光依存的に誘導さ

れることが明らかにな った。以上の実験結果から、 (I)葉緑体

における転写後制御機構に関与するRNPは光照射によって誘

導されること、および(2)このRNPは植視董に共通して存在し，

CK-IIによるリン酸化を介してその生理活性が発揮されてい

ることが示唆された。

3aI07 
ラン藻のグループIイントロンをもつロイシン

tRNA遺伝子のマッピング： Syn釦 hococcusPCC 

6301とSyn釦 hocystisPCC 6803の物理地図

杉田護1、羅麗君l、金子貴ー1,2、 松 林 徹1、

杉浦昌弘1,2(1名大 ・遺伝子、 2かずさDNA

研究所）

ラン藻SynechococcusPCC6301からグループ Iイント

ロンをもつロイシン tRNA遺伝子を単離した。同

遺伝子は34bpの5'エキソン、 240bpのグループ Iイ

ントロンと50bpの3'エキソンからなる。 ロイシン

tRNA遺伝子の上流74bpに74コドンのORFが存

在することを見いだした。その推定アミノ酸配列は

ラン藻 SynechocystisPCC6803の無機炭素輸送に関与

する遺伝子ictA産物のそれと66.2％のアミノ酸が同

ーであることから、このORFをictAと同定した。

ロイシン tRNA遺伝子を含むいくつかの遺伝子を

別に作製したSynechococcusPCC 6301とSynechocystis

PCC 6803ゲノム地圏上にマップした。



3al08 

ラン藻Synechococcussp. PCC6301の低分子RNAの

解析

渡辺恒暁、杉田 護、杉浦昌弘

（名古屋大学遺伝子実験施設）

我々は 、単 細胞 性ラン藻 Synechococcussp. 

PCC6301の全RNAをショ糖密度勾配遠心法およ

びゲル電気泳動で分画し、4種類の低分子RNAを

単離した。そのうち 約200ntと約440ntの低分子

RNAにつ いて、 Donis・Keller法に より、5'末端塩

基配列を決定した。その配列 をもとにプローブを

合成し、ゲノムライプラリーから 低分子RNAをコ

ードするクローン を単離し、DNAの塩基配列を 決

定した。ホモロジー検索の結果、これらの遺伝子

は既知のどの低分子RNAとも相同性が見られず、

ラン藻に特有の新しいRNA分子種であることが示

唆された 。そこで、生体内の機能を調べるため

に、それぞれの遺伝子破壊株を作成し、表現型を

解析した。

3al09 
タバコ核内RNA結合蛋白質RZ-1とその複合体の

解析

花野滋、杉田護、杉浦昌弘

（名古屋大学遺伝子実験施設）

タバコ RZ-1は、 RNA結合ドメインとZnフィン

ガーモチーフをもつRNA結合蛋白質である。我々

は、昨年の本大会で、 RZ-1が核に局在すること

を報告した。今回、 RZ-1の機能を明らかにする

目的で、タバコ培養細胞BY-2から核を単譲し、

グリセロール密度勾配遠心法を用いて、 RZ-1が

核内で複合体を形成しているかどうかを調ぺた。

その結果、 RZ-1は約sosの大きさをもつ分子と

して存在することが明らかになり、 RZ-1が核内

でほかの蛋白質やRNA成分と複合体を形成してい

る可能性が示唆された。そこで、RZ-1複合体に

含まれるRNAや蛋白質成分についてさらに解析し

たので合わせて報告する。
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3al10 
IN VITRO TRANSCRIPTION OF PLANT RNA 
POLYMERASE I-DEPENDENT rRNA GENE IS 
SPECIES-SPECIFIC 
Hao FAN, Kimitaka YAKURA1, Masako MIYANISIIll, 
Mam叩 fillillIAand Masahiro SUGIURA, Center for 
Gene Res. Nagoya Univ., Nagoya 464-01, 1Dept. Biol., 
Fae. Educ., Kanazawa Univ., Kanazawa 920-11, Japan 

An in vitro transcription system derived from tobacco 

(Nicotiana tabacum) cultured BY-2 cell nuclei, that has 

recently been developed (Fan & Sugiura, EMBO J. in 

press), supports transcription of the RNA polymerase I-

dependent tobacco rRNA gene. The transcription 

initiation site determined in vitro was found at residue A 

which corresponds to that lying within the consensus 

sequence surrounding plant pre-rRNA putative initiation 

sites. The tobacco rRNA gene is actively transcribed in 

the tobacco nuclear extract while the broad bean rRNA 

gene is inactive in the heterologous system, indicating that 

plant RNA polymerase I-dependent transcription is 

species-specific. 

3alll 
DEVELOPMENT-DEPENDENT TRANSCRIPT ACCU-
MULATION RESULTS FROM DIFFERENT PRO-
MOTER ACTNITIES IN TOBACCO PLASfIDS 

S即~. Antonio VERA and Masahiro SUGIURA 
Center for Gene Research. Nagoya Univ.. Nagoya 464-01. 

During transition from proplastid to chloroplast the 
transcript levels of several genes undergo dramatic increase. 
Though this increase in the levels of transcripts has been 
shown for several genes. ambiguity still exists about the level 
at which regulatory controls act to affect this phenomenon, 
be it gene copy number, RNA polymerase activity, stability 
of transcripts etc. In the present investigation, we 
demonstrate that the development-dependent differential 
usage of promoters might play a significant role during 
plastid differentiation. Besides the promoter regions with 
typical chloroplast -10 and -35 motifs. we have found two 
novel promoter regions. upstream of atpB and 16s rRNA 
genes. in tobacco chloroplasts. The -10 and -35 regions of 
these promoters are distinctly different from the chloroplast 
consensus -10 and -35 motifs but interestingly, these 
regions show considerable homology among each other. 
Unlike usual (consensus-ty.pe）promo!er regions the relative 
levels of transcripts initiating from these promoters do not 
differ among total RNA populations of tobacco leaf 
chloroplasts and proplastid-containing BY-2 cells. 
Therefore, we propose that these two promoter regions 
might belong to a set of promoters which are responsible 
for the basal transcription activity in the proplastids, 
whereas, during plastid differentiation into chloroplasts a 
different set of promoters are utilized by the transcription 
machinery. 



3al12 
サイトカイ ニンと ABAをシグナルとするト ウモロコシ C-IPpcl

の発現制御機構の解析

大川泰一郎 l、武井兼太郎、杉山達夫（東京農工大・ 農 1、名古屋

大・ 農）

トウモロコシ葉のC4型PEPCase遺伝子(C4Ppcl)の発現は、 窒

素栄養に応答して選択的に誘導される。 葉的細胞の核に コー ドされ

ているこの遺伝子の発現誘導には、 主に根で合成されることが知ら

れているサイ トカイ ニンが不可欠である。 このこと は窒素に応答し

て根のサイトカイ ニン量が増加し、葉に運ばれC4Ppc1の発現誘導を

もたらす可能性が考えられる。 またサイトカイニンにより C4Ppcl

の転写活性はtransientであることから、いくつかの光合成遺伝子の

誘導を抑制するABAが負の シグナルとして関係することが考えられ

る。 本研究では、窒素に応答した C4Ppcl発現の植物ホルモンを介

したシグナル伝達経路を明らかにするために、根、葉の内生のサイ

トカイ ニンがどのように変化するのか、また、 サイトカイ ニンを正

のシグナルとする C4Ppcl発現の誘導にABAが負のシグナ ルとして

作用するかどうか解析した。窒索欠乏状態から硝酸投与に よる窒素

回復の過程で、 根の遊離型サイトカイ ニンであるゼアチ ン (Z) 、

リポシルゼアチン (RZ)は増加し、とくに量的にも多いRZが若しく

増加した。このことから、 窒素に応答して根の内生のサイトカイ ニ

ンレベルが高まることが確かめられた。 窒素欠乏状態の切断葉に

z、ABAをそれぞれ与え、 runoff assayによる単離核の転写活性

の測定を行った結果、 C4Ppclの転写活性は Zにより 上昇し、ABA

によ り抑制された。Zによるこの遺伝子の転写活性の上昇は、 Z処

理 Ih後の ABA処理により完全に抑制されることから、 ABAは

サイトカイ ニンに よるC4Ppc1の遺伝子の発現誘導に対して負の シグ

ナルとして作用することがわかった。 現在、葉内の内生サイトカイ

ニン、 ABA レベルと PEPCase遺伝子の転写活性との関係およびサイ

トカイ ニン依存のC4Ppc1転写のシグナリング成分を解析中である。

3al13 

植物の窒素 トランスポーター・ファミリーに相同性
を示す緑葉の光誘導遺伝子
高橋 正昭（大阪府大 ・農 ・応用生化）

植物には光合成の機能や、昼夜などの環境変化に
対応するために光誘導される遺伝子かある。光照射
開始後数時間して薬で合成されるmRNAの 1つは484

アミノ酸を含むをコードする。8箇所の膜貫通領域
をもつこの疎水性タンパク質は、最近明らかにされ

た高等植物のシンクの組織に特異的な硝酸、または、
ヒスチジン・トランスポーターと、アミノ酸配列に
ホモロジーを持つことが明らかになった。本実験で
は、大腸菌で発現させたタンパク質に対して作成し
た抗体を用いて、植物体内での局在の組織特異性を
調べ、また、酵母を形質転換して細胞膜に発現させ
たこのトランスポーター様タンパク質の機能を調べ
た。pMa/に挿入して大腸菌内で合成されたタンパク
質に対して作成し、アフィ ニテ ィー精製した抗体は
葉緑体の60kDaタンパク質に反応した。アミノ 酸配
列から推定されるサイズの一致は、この遺伝子産物
が葉緑体に局在していることを示す。 Nのトランス
ポーターとのホモロジーより、この膜タンパク質の
機能を調べるため、 SaccharomycescereviciaeをpAA5

プラスミドを用いて形質転換し、このタンパク質を
細胞膜に持つ酵母の、類縁のN化合物に対する輸送
活性について検討した。
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一 般 講演

第 3日 3月30日（木） 午後の部

A会場 細胞骨格

B会場 遺伝子操作

C会場 光合成 (8)

D会場 光 合成 (9)

E会場細胞壁 (3)

F会場代謝 (2)

G会場 環境応答 (5)

H会場 遺伝子発現 (7)

1会場 遺伝子発 現 (8)
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3pA01 
タバコ懇濁培養細胞 BY-2を用いた微小管構築に関

わるタンパク質の解析
態圭 、 高橋陽介 、室伏拡、 馳沢盛一郎、
長田敏行 （東京大学理学系研究科）

表層微小管は植物細胞の形の決定に重要な役割を

果たしていると考えられているが、その構築には未

だ不明な点が多い。我々は、高度に同調化させたタ

バコBY-2細胞の MIGi期における微小管形成過程の

追跡により、表層微小管構築過程の動態を明らかに

してきた。また、このときの微小管の構造と挙動を

共にしている 49-kDaのタンバク質はウニ中心体由来

の5lkDaタンパク質と免疫学的に交差するが、この

5lkDaタンバク質の抗体を用いて単離された cDNA

は真核生物の EF-la と極めて高い相同性を示すこと

がわかった。

現在、新たに作成した 49-kDaタンパク質のポリク

ローナル抗体を用いて invitroでの微小管形成におけ

るこのタンバク質の役割を解析しているので、その

結果を踏まえて、表層微小管の構築機構について考

察する。

3pA02 
ジャスモン酸による馬鈴薯塊茎細胞の表層微小管の配向変化

高橋淳，藤野介延，喜久田嘉郎，幸田泰則（北大・農・植物）

植物細胞の肥大方向は、細胞壁最内層のセルロースミクロ

フィブリル(MF)の配向により規定され、 MFの配向は、細胞

の表層微小管(MT)の配向により制御されると考えられている

我々は、これまでの本大会において、ジャスモン酸(JA)が

馬鈴薯塊茎組織片の細胞を著しく肥大させること、同過程に

おいて、細胞のショ糖含量と細胞壁構成成分の含量が顕著に

増加すること、セルロース合成阻害剤や細胞骨格阻害剤はJA

による細胞肥大を阻害すること等を報告してきたこれらの

ことは、」Aによる細胞肥大に、細胞壁合成および細胞骨格が

密接に関与することを示唆するものである

今回、馬鈴薯塊茎組織片の細胞のMTの配向に及ぽすJAの

影響を検討した ． 抗 a —チュープリン抗体、 FITC標識二次抗体

を用いて組織片を蛍光染色した結果、0タイムの組織片では、

MTを確認できる細胞が少なく 、確認できる細胞では、その配

向に規則性が見られなかった．JA処理後 1日目では、 MTが

培地接触面と平行に並んでいる細胞の割合が多く、 2日目以

降に顕著に見られる細胞肥大の伸長軸と直角に配向していた

一方、無処理区では、 MTの配向に規則性が見られなかった．

上記実験結果から、 JAは細胞の表層微小管の配向を制御し、

細胞の伸長方向を規定した後、旺盛な細胞壁構成成分の合成

を誘導して、著しい細胞肥大をもたらしているのではないか

と考えられた
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3pA03 
細胞膜に存在する特異的チュープリンを含むリング

状構造物

二木杉子、 水野孝一 （大阪大 ・理• 生物 ）

アズキ上胚軸の細胞膜には二次元電気泳動で細胞質チ

ューブリンとは等電点が大きく異なる特異的なチュープ

リンが存在し、 IAA+GA3処理による伸長生長の促進と

共にこの細胞膜チュープリンの isoform が変化する。

この細胞膜チュープリンがリング状をした構造物のなか

に組み込まれていることは免疫電顕の観察から推測され

た。リング状構造物は Ca2'とUDP-glucoseの存在下

で大量の多糖繊維を形成する。 invitroでの多糖繊維

合成はセルロース合成阻害剤である 2,6-DCBNにより

阻害効果が確認できなかった。また、 ~-1,3-glucanase

処理により大部分の多糖繊維が消失したが断片化した一

部の繊維が残存した。この短い繊維はセルラーゼ処理に

よりたちまち消失した。以上の事実より形成される繊維

の大部分は ~-1,3 -g lu canであるが一部はセルロースで

ある可能性が考えられる。このことは、リング状構造物

か terminalcomplexである可能性を示唆すると思

われる。このリング状構造物を構成するタンパク質に対

する抗体がいくつか得られたのでこれらの細胞内分布や

細胞壁形成に対する影圏を報告したい。

3pA04 
特異的チューブリンを有する細胞膜以外の膜系

水野孝一、 二木杉子 （ 大阪大・理• 生物 ）

アズキ上胚軸切片組織のチューブリンを二次元電気泳

動で分析すると二群に分けることができる。酸性側に等

電点を有するグループ (A)は可溶性のいわゆる細胞質

微小管を構成するものであるか、これらより塩基性側に

大きくずれた等電点を有するグループ (B)は膜系に組

み込まれたものであると考えられる。アズキ上胚軸切片

は IAAにより伸長するか GA3添加でさらに著しく促

進される。このような IAA+GA3処理切片では処理後

約 4時間でグループ (B)のチュープリンは消失してし

まう 。細胞膜に組み込まれたチュープリンはグループ

(B)に属するかその含鼠は相対的に少昆でありまたホ

ルモン処理で消失することはないのでグループ (B)の

チューブリンの大部分は他の膜系に存在するものと推測

された。 しょ糖密度勾配遠心で分画すると主に液胞膜と

思われる膜系に存在することがわか った。ホルモン処理

による伸長生長や抗微小管剤による細胞肥大などの現象

を考えると、液胞膜のチュープリンは水チャンネルの制

御因子として働いているのではないかと考えられる。



3pA05 

担子菌ヒトヨタケニ核菌糸の対合分裂及び先端
成長におけるアクチンの役割
田部茂， 鎌田 発 （岡山大・理•生物）

先端成長は、菌類の最も基本的な成長様式である。担

子菌ヒトヨタケは、 2核が対合分裂を繰り返しながら先

端成長する。間期の二核菌糸では 2核は約20μmの距離

を保っているが、分裂期に入ると 2核は互いに接近し、

クランプ形成を伴う対合分裂を行う。本研究では、ヒト

ヨタケの二核菌糸の成長 ・対合分裂に伴って、アクチン

がどのように挙動するかを免疫蛍光法を用いて調査し

た。

間期には、菌糸先端にアクチンが局在し、アクチン

キャ ップを形成していることが知られている 。 しかし、

2核の接近する前期初めに、核の周辺にアクチンが集合

し、クランプの形成開始とともに消失するという新たな

アクチンの局在が本研究で明らかになった。また、核周

辺へのアクチンの集合時に、アクチンキャップが非常に

薄くなっていることがわかった。前期から中期にかけて

は、形成中のクランプ細胞の先端にアクチン キャ ップ

が、終期には、隔壁形成予定部位にアクチンリングが一

時的に現れるが、これらの時期には菌糸先端のアクチン

キャ ップは存在していた 。この細胞周期の進行に伴っ

て、先端成長の速度が変動していることがわかった。

3pA06 
オオセキショウモの原形質流動モーター蛋白質活性

甚吾、横田悦雄1、新免輝男八永井玲子（大阪大・

理•生物、 1 姫路工業大・理•生命科学）

淡水産の単子葉植物オオセキショウモの葉肉細胞では、

原形質流動の誘発・停止がフィトクロムと光合成系色素

とによって協働的に制御されているり。赤色光連続照射

による流動誘発時には、細胞質基質のカルシウム含費が

減少し、近赤外光照射による流動停止時には増加する 2)0 

暗所で細胞をA23187処理すると、原形質流動は細胞外液

のCa2＋濃度が10-6M以下の時に誘発・維持され、 10-sM

以上では停止する 3)。原形質流動の軌道は、細胞膜直下

に敷設された微小繊維の束状構造体であるい。そこでF-

アクチンと相互作用するモーター蛋白質の探索を行なっ

た。葉組織を破砕後、超遠心上清分画に骨格筋Fーアクチ

ンを加え、共沈澱分画から ATP添加によって解離する

成分を、ヒドロキシルアパタイトカラムにより濃縮した

5)。最終粗分画は、 ATPに依存した invitroでのFーア

クチンの滑り運動を起こす活性を示した。この運動は、

lo-5M以上のCa2＋濃度で阻害された。

!)Takagi et al. (1990) Plant Physiol．ti: 1702 

2)Takagi, Nagai (1985) Plant Ce! I Physiol. 径 ：941 

3)Takagi. Nagai (1986) Plant Ce! I Physiol. 互：953
4)Takagi, Nagai (1983) J. Cell Sci. li:385 

5) Yokota, Shi mmen (1994) Pro top! as胃aill: 153 
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3pA07 
ユリ花粉管からの135-kDaアクチン結合タンパク質の単離

高原啓一郎、横田悦雄、新免輝男 （姫路工大・理•生命）

アクチン繊維の形態は機能に応じてダイナミ ックに変

化する 。このような形態変化、あるいは細胞内での重合、

脱重合などの調節は、アクチンそのものの性質によるの

ではなく、アクチン調節タンパク質を介して行われてい

る。しかし植物細胞において、 プロフィリン以外のアク

チン調節タンパク質に関しては全くわかっていない。花

粉内では花粉管の伸長過程において、アクチン繊維の形

態が様々に変化することが知られている。従ってアクチ

ン繊維の形態変化の謡節機構あるいはそれを担っている

アクチン調節タンパク質を研究するには適した材料であ

る。我々は ユリ花粉管から、ニワトリ胸筋より調製した

Fーアクチンを用いた共沈法とカラム操作により分子置135
-kDaのアク チン調節タン パク質を精製し た。このタンパ

ク質はニワトリ胸筋から調製したFーアクチン に結合し、

ATPあるいはCa今 2が存在してもFーアクチンから解離しなか

った。 また135-kDaタンバク質に対する抗体は、ユリ花粉

管の粗抽出画分中の他の成分とは反応しない。これらの

結果は、このタンパク 質が花粉管 ミオシン重鎖あるいは

その分解産物では無いことを示す。またFーアクチンは135

-kDaタンパク質により束化された。従ってこのタンパク

質はアクチン調節タンパク質の中の束化因子のカテゴリ

ーに分類されると考えられる。以上の結果から 135-kDaタ
ンパク質は、花粉管内に存在するアクチン繊維の束構造

を形成する因子であると思われる。

3pA08 
高等植物細胞内における 170-kDa重鎖か らなるミオシンの

同定と局在 横田悦雄， R.McDonald1. B. Liu1, B. A. 

Palevitz1 會三村徹郎2 、新免輝男（姫路工大・理•生命， 1 ジ
ョージア大 ・植物， 2-橋大 • 生物）

原形質流動は 、細胞内の小器官や物質等の輸送を担 っ

ており、その流動力の発生には多くの場合アクチ ンーミオ

シン系が関与 している 。我々は、ユリ花粉管から 170-kDa

重鎖からなるミ オシンを単離した。同様なミ オシン分子

種が他の高等植物にも存在し原形質流動に関与している

ことを170-kDa重鎖に対する抗体を用いたイムノプロ ット

法及び間接抗体法 を用いて調べた。ニチニチソ ウ培養細

胞から、部分精製した運動活性を有するミオシン画分あ

るいは粗抽出画分には、抗ミオシン抗体と特異的に反応

する分子置170-kDa成分が検出された。またツユクサ花粉

管、シロイ ロナズナの葉茎及び培養細胞、タ バコの花粉

管及び培養細胞(BY-2細胞）か ら調製した粗抽出画分にも

抗体と特異的に反応する 170-kDa成分が存在していた。更

に間接抗体法により 170-kDa成分の細胞内の局在を解析し

た結果アクチン繊維上に分散している細胞小器官に170-k

Da成分が主に存在していることが明らかに なった。面白

いことにユリ、タバコの花粉管では、細胞小器官の他に、

花粉管の先端部に 170-kDa成分の偏在が観察された。これ

らの結果から、 170-kDa成分を重鎖とするミオシン分子種

が広く高等植物細胞内に存在し、原形質流動の力発生に

関与しているモ ーター分子であることが示唆された。



3pB01 
シロイヌナス＇ナの染色体の特定領域に由来するcDNA

ライブラリーの解析

林田信明，鷲見芳輝 1，和田忠士＼半田宏＼篠崎一

雄（理研・植物分子生物、＇ 東工大•生命理工）

モデル植物であるアラビドプシスでは，ゲノム上の詳

細な連鎖地図の作成やコンテイグの作成， YAC, コスミ ッ

ドおよびP1ファージベクターを用いたライブラリーの

作成が行なわれ，ゲノムの構造解析や，遺伝子歩行のた

めの環境が整備されつつある。このような背景の下に，

特定のゲノム領域に由来するcDNAを体系的かつ効率的

に選択する方法の必要性が指摘されている。前回の本学

会で我々は，ラテ ックス粒子に共有結合したアラピドプ

シス由来のYACのDNAを用いて， PCRによって増幅し

たcDNAを選択することにより，染色体の領域特巽的な

サブライブラリ ーを作成する試みを報告した。本発表で

は，アラピドプシスの第 5染色体にマ ップされる

125kbpのYACクローン EG10D9を用いて作成したサブ

ライブラリーについて、そこから回収したcDNAクロー

ンの解析結果を報告し、その解析法も含めてラテックス

粒子を用いる方法の実用性について請論する。

3pB02 
クロモソームウォーキング去による遺伝子のクローニングを

簡便化する Ti ープラスミド自動変換ラムダファージ

ペクターシステム

登施拓市、児玉浩明、林田信明＼篠崎一雄1、西村光雄、

射場 厚（九州大・理・生物、 1理研・植物分子）

最近、 RFLPなどの連鎖地図に基づいた遺伝子の

クローニングがシロイヌナズナを実験材料にして行われる

ようになった。この技法においては、最終のクローニングの

ステップで、標的とする遺伝子座に対する相補性の検定

を、突然変異株に対して行なわなければならない。この

相補性の検定を簡便化するために新しいラムダファージ

ペクターシステム（入 Tl) を作製した。このシステムに

は、 Cre-/ox site-specific recombination 

を利用して、ラムダファージを植物体にそのまま導入

可能なTi ープラスミドに自動的に変換することが

できる。 ATIペクターで作製したゲノムライプラリー

やcDNAライプラリーは標的とする遺伝子が存在する

酵母人工染色体 (YAC) DNAを直接プロープとして

用いてスクリーニングすることが可能であり、

得られたポジテイプクローンを直接突然変異株に導入

することができるので 、今後、相補性の検定を簡便化

する強力な手段の 1つになるであろう。
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3pB03 
シロイヌナズナおよびトウモロコシにおける銹導可能な部位

特異的組換え系の開発

丹羽康夫，小林裕和， JenSheen1（静岡凛大・食品栄養科学

, 1 Dept. Mol. Biol. Mass. General Hospital) 

パン酵母が保有する 2μプラスミド上には． FLP/FRTと呼

ばれる部位特異的組換え系がコードされている． FRT部位は

, FLPと名付けられた48kDaの組換え酵素の基質となる．

FLPを介して．任意の細胞で特定の遺伝子を活性化あるいは

不活性化することができれば．発生過程の解析の有用な手段

と成り得る．また．致死的な遺伝子を特定のステージ以降に

おいて発現させることも可能となる． FLPの組換え活性を．

ルシフェラーゼ遺伝子の発現を指標として確認したすなわ

ち． 5'から3'に向かって．カリフラワーモザイクウイルス35

SRNAプロモータ―-FRT配列-Bーグルク ロニダーゼ遺伝子

-FRT配列—ルシフェラーゼ遺伝子という構造のプラスミドを
作成した．ここで用いたルシフェラーゼ遺伝子は． FLPによ

り組換えが起こらないと発現しない．他方．シロイヌナス＇ナ

の熱ショックプロモーターの制御下に置いたFLP組換え酵素

遺伝子を作成し． FRTにより不活性化されたルシフェラーゼ

遺伝子とともに．シロイヌナズナ葉とトウモロコシ葉肉細胞

プロトプラストに導入した．いずれの細胞においても．ルシ

フェラーゼ遺伝子の発現誘導は．熱処理に依存したもので

あった現在．上述した 2つのキメラ遺伝子をシロイヌナスぐ

ナに導入し．染色体上に組み込まれた場合でも熱銹導による

組換えが起きるか否かを検討し ている．

3pB04 
Saccharo111yces属酵母における 2つの複製起点を有する

環状プラスミドの形質転換能

久冨泰資，和田裕，壺井基夫（福山大・ エ • 生物工学）

私達の研究室では、 Saccharo●yces属酵母における種

の分化機構を明らかにすることを目的に、 2種の酵母

(S. cerevisiae, S. exiguus)を材料に用いて、それ

らのゲノムや遺伝子の比較解析を行っている。私達は、

S. cerevisiaeのマーカー遺伝子や複製起点をいろいろ

な組み合わせで連結し、 S. exiguusの栄養要求性突然

変異体に対して形質転換実験を行って、以下の実験結果

を得ている。①S. cerevisiaeのLEU2遺伝子、染色体

DNAの複製起点(ARS)、2μmプラスミドのオリジ ンをそれ

ぞれ巣独で有する環状プラスミドは、 S.exiguus細胞に

対して高い形質転換能を示す。②上記の断片を同時に 2
つ有する環状プラスミドは、 S. exiguus細胞に対して

非常に低い形質転換能しか示さない。

これらの結果は、 1つの環状プラスミド上に 2個の複

製起点が存在するdiARSプラスミドでは、その複製機能

が阻害されること (diARS効果）を示唆している。

そこで、この現象をS. cerevisiaeで検証する 目的か

ら、 S. cerevisiaeの複製起点を 2個有する環状プラス

ミドを作製し、 S. cerevisiae細胞に対して形質転換実

験を行った。その結果、 diARSプラスミドは、通常の

monoARSプラスミドに比べて、 著 しく形質転換能が低下

することが明らかとなった。



3pB05 
ラン藻 Phormidiumlapideumにおけるルシフェラーゼ遺伝子

の発現

芦田裕之、小暮寿実子 ＇、中川強、澤嘉弘＇、落合英夫'

（島根大 ・遺伝子実験施設、 ＇農・応用生物機能）

ラン藻（シアノパクテリア）は酸素発生型の光合成を営む

ことのできる原核生物である。近年、様々な遺伝子がラン藻

より単離され、その遺伝子構造が解明されている。

本研究では、広くレポーター遺伝子として用いられている

ルシフェラーゼ遺伝子を発現させることにより、ラン藻の遺

伝子発現制御機構を解明することを目的としている。

Phormidium lapideumと同じLPPグループに属する糸状性

ラン藻 Phormidiumfoveolarum由来プラスミド pPFlと、

カナマイシン耐性遺伝子を持つ大腸菌ベクター pHSG298を

用い、シャトルペクターを構築した。さらに、このシャトル

ベクターにホタル由来（且g)および発光細菌由来 (luxAB)

のルシフェラーゼ遺伝子を挿入し、ラン藻の形質転換を行っ

た。形質転換法としてはエレクトロポレーション法を用いた。

ルシフェラーゼ遺伝子の発現は、ルミノメーターによる経時

的測定により確認した。

この結果、コントロールにくらぺ3-5倍高い発光値を示

す形質転換体が得られた。しかし、その発現は一過性のもの

であり、数日後では発光はみられなかった。また、これらの

形質転換体から全DNAを抽出し、 PCR法を用いた遺伝子

増幅により遺伝子断片が導入されていることを確認した。

3pB06 

光感受性ラン藻変異株による ゼ ニ ゴ ケ 葉 緑 体 未 同 定

遺伝子orf320の機能解 析

李根植＼福澤秀哉＼蓋晃植2、磯貝彰2、大山莞爾ロ

（原大・農化， 2奈良先端大 •/I.• イオサイIンス）

こ れ ま で数種の葉緑体ゲノムの全構造が決定され

ているが、機能が不明な 遺 伝 子 が 残 さ れ て い る 。 本

研 究ではラン藻を葉緑体の モ デ ル 生 物 と し て と ら え、

ゼニゴケ葉 緑 体 未 知 遺 伝子orf320<l)機能解明を目

的とした。

Synechocystis PCC6803株から orf320と

相 同な遺 伝子orf334をクローン化し、そのコード

領域にカナ マ イ シ ン 耐 性遺伝子を挿入して遺伝子破

壊を行った。野性株が正常に増殖する光照射下(32
μEm-2sec-')でこ の 変 異 株は、クロロフィルが極度

に減少し、 コ ロ ニ ー の 白色化が観測された。弱光条

件下{3μEm-2sec-'）で生 育した変異株の酸素発生速

度は約25％に、呼吸速度は約so％に低下していた。

細胞から ポ ル フ ィ リ ン 画 分を抽出し分析したところ、

変異株ではプロトポルフィリン IXの含量が野生株

の 1.5倍に増加していた。以上の結果から、この変

異株ではヘム生合成経路の傷害が示唆された。
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3pB07 
光合成細菌分泌ベクターの開発によるヒト•チトクロムclの発現

熊谷浩高1、佐伯和彦1、鈴木寛2、小澤高将2、松原央3

(1阪大理•生物、 2名大医 • 生化第二、 3岡山理大•理•生物化学）

チトクロムclはミトコンドリア複合体IIIのサプユニットとし

て呼吸鎖電子伝達系の重要な構成成分である 。本研究では光合

成細菌Rhodobactercapsulatusを宿主としたヒト・チトクロム

cl発現系の構築を試みた。すなわち、多種のc型チトクロムを

恒常的に発現する、 R.capsulatusを宿主として、チトクロムc2

遺伝子cycAのプロモータ一部分及び分泌シグナルコード部分を

もつペクターを構築し、ヒト・チトクロムqの成熟タンパク質

さらにヒト・チトクロムc1C末端の疎水的領域を欠く改変体の

ペリプラズム局在タンバク質としての発現を検討した。

まず，チトクロムc2分泌シグナルと大腸菌のphoAとの融合

遺伝子を含むプラスミドを作製し、ペクター機能の有効性を確

認した．次にこのペクターにヒト・チトクロムqのcDNAから

成熟タンパク質コード領域，及びC末端の疎水的領域コード部

分直前に終止コドンを森入するようにPCR増幅した断片をそれ

ぞれサプクローニングし， pHKS22とpHKS23を作製した．こ

れらをR.capsulatusに導入し、菌体総タンパク質を試料として

Western解析を行った結果，抗ヒト・チトクロムcl血清と反応

するそれぞれ特有のパンドを検出できた．そこで、 pHKS23を

含むR.capsulatus株のペリプラズム分画を調製して部分精裂を

試み、遠元・酸化差スペクトルで553nm及び523nmにピークを

示す分画に、抗ヒト・チトクロムcl血清と強く反応するボリベ

プチドが濃縮されることを確かめた．従って， C末端短縮型の

組換タンパク質はペリ プラ ズム で発現 している ことが示さ れた．

3pC01 
高co，生育条件下におけるC3,C．樋物の炭素代劉関連酵素活性の変動
柄澤英冶、金井龍二 （埼玉大·理•生化）

高co，環境 (600ppm程度）において高等樋物がどのような影饗
を受けるかを調ぺる研究は多い。しかし、われわれはより高晨度の
co，条件下における植物の応答を知るため、 C3植物とこ植物それそ
れ3種類を忘CO,(1%CO,)条件下で2-3週間生育させ て、 光合成お
よび光呼吸関連酵素、さらに活性酸素消去系の酵素；舌性を測定し ．
同じ光・温度条件下に大気中て生育させたコントロール植物との比
較を行った。

C3植物オオムギでは、高co,による生育速度、クロロフィル量 ．
可溶性タンバク質量の変化は見られなかった。活性の顕著な変動を
示した酵素はカタラーゼで、処理後1~2日で急廷し、1週間後には
コントロールの約50％にまで低下した。その他の光呼吸グリコール
酸経路の醇素、カルピン回路の酵素 (RuBPーカルポキ シラーゼ｀
NAOP争ーグリセルアルデヒド3ーリン酸デヒドロゲナーゼ）およびグ
ルタチオンレダクターゼの活性に大きな変化は見られなかった。

C．植物ソルガムでも、高co，によるクロロフィル量｀可溶性タ ン
パク質量の変動は少なかったが、後半ては生育の遅れが見られた．
カタラーゼ活性は、コントロールの80--60％にまで億下し、グルタ
チオンレダクターゼ活性は増加する傾向があった。 C．ジカルポン酸
経格の酵素では、ホスホエノールビルピン酸カルポキシラーゼ活性
はコントロールの70-60％に低下したが、 NAOP'ーマリ ックエンザイ
ム活性は変化しなかった。
一方オオムギおよびソルガムを高O,(63-65%0,. 500-550 ppm 

co,)条件下でも生育させたが｀カタラーゼ活性に大輻な変動は見
られなかった。
高co，によるカタラーゼ活性の低下は、その他のC，植物（コムギ．

イネ）やC．植物（キピギニアグラス）でも見られたので．高等樋
物で広く見られる現象であると思われる。
現在、各植物のカタラーゼ・アイソザイムを電気泳動により分雌

し、嵩co，条件下でどのような影響を受けるかを調ぺている。



3pC02 
ifflCAM劉 MesembryanthemumcrystallinumのC，型とCAM膨駐静9に

おける葉肉躙抱稟ほ体ピルピ刀蔚又り込み；和生の比較

山下卓、是枝習、金井籠二 （埼玉大・理•生化）

通性CAM癌.,Mesembryanthemum crystallinum L.（アイスプラント）は、

高濃度のNaCl添加によ る水分ス トレス によってc,型光合成からCAM

(Crassulacean Acid Metabolism)型光合成に転換する。CAM型葉肉細胞葉録体

内ではピルピン酸からホスホエノールピルピン酸(PEP)を生成するピルピン酸・
リンジキナーゼ；甜勁高くなることが知られているが、 CAM携導されたアイスプ

ラントて1えビルヒン酪を葉紐体内に耽り込む過程が不明である。しかし` C，植物
の葉肉躙抱葉紐体には光に依存したピルピン酸の能働鯰送系があることが知られ
ている。そこで、 われわれは、C，型およr.fCAM型アイスプラントの無傷葉緑体によ
る．暗所および光照射下でのピルピン酸耽り込み；甜生を測定し、比較検討した。

発芽6-7週問水耕培地(2OrrMNaCIを含む）て成育させたアイスプラントを
RlrrMNaCIを含む培地に移して塩ストレスをかけた。約 2 週寄姿 CAM~導の指

標となる夜問の咲閑固定酵棗庄戸カルポキシラーゼと昼間の脱炭酸酵素NADPーマ
リックエンザイムの羹生重量あたりの活性は塩ストレスをかけていな以ご，型植物

体l::J:tぺそれぞれあ倍、1⑰引こ上昇していと
これらなら型 CAM型植物体それぞれの葉肉躙抱プロトプラストから葉緑体を単

躍し、フェリシアナイドテストにより平均95％以上が無傷であることを確かめた。
シリコンオイル屠濾過遠心法を用い、これらの葉緑体に暗所または光照射下で

(＇℃］ビルビン醒を与え、 30秒間の取り込みを測定したところ、C，型植物乃葉緑体
では光照射の有無にかかわらずピルピン酸耽り込みがほとんど見られf以Pった。

それに対し、 CAM型植物乃塁緑体では暗所でわずかなビルピン酸取り込みが見ら

れこの耽り込ぷお臼藉tにより約4倍に促進された。
以上C餐瀑H;t.Mesembryanthemum crystallinum~AM銹導に伴ってその

羹に1おH即打虫1)1:'.Jレピン醒耽り込み活性が誘導されていることを示す。

3pC03 
ペンケイソウ型酸代謝のリ ンゴ酸輸送ー脱炭酸系の慨日リズム

荒田博行、古谷陽子、西村光雄（九大 ・理・ 生物）

CAM植物は、夜間 phosphoenolpyruvatecarboxylase 

(PEP-C)により CO2を固定し、リンゴ酸にして液胞にたくわ

える。昼間は気孔を閉じて液胞のリンゴ酸を脱炭酸し、カル

ビン回路による光合成の炭素源としている。 CAMの特徴的な

一日を周期とするリズムは、昼夜の環境の変化のない恒常条

件でも持続する。この慨日リズムを形成する機構として現在

知られているのは、 PEP-Cのリン酸化である。私たちは、

PEP-C以外にも内在性の計時機構によ って制御されている過

程はないのかどうか、特にリンゴ酸の液胞からの排出、脱炭

酸の過程に焦点を当てて調べたo Kalanch必daigrerrwntlana 

は、 CO2のない環境でも、 リンゴ酸の脱炭酸により得られる

CO2を用いて光合成を行い、 酸素を発生する。 CO2のない条

件下での酸素発生速度は夜は低く、朝になると裔くなる。こ

のリズムは連続明条件でも持続した。 また、同じ条件下で見

られる液胞のリンゴ酸濃度や pHのリズムと比較した場合、

リンゴ酸濃度が極大になった (pHが極小になった）後に

CO2に依存しない酸素発生の極大があらわれる。このような

結果は、リンゴ酸の輸送系か脱炭酸系も慨日リズムによ って

制御されていることを示唆している。

3pC04 
Source-sink モデル植物の sink-limit条件における

光合母速度低；の機構に関する『究
止旦ー、葛西 延、澤田信一 (K前大・理•生物）
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モデル植物を作成した。この デル植物に連続照明
下で光合成を行わせ、連続してソース能を持たせる
事によって、シンク能を低下させた場合（シンク・
リミット条件）葉の光合成速度は低下する。 Sawada
ら(1990,1992)は、このシンク・リミット条件下に
おける光合成速度の低下が主に RuBPcaseの不活性化
によると結論した。

本研究では、シンク・リミット条件下で光合成速
度の低下したモデル植物の周囲の C妬濃度を高める
ことが (f5D-2600ppm)光合成活性と RuBPcase活性に
どのように影響するかを検討した。

シンク・リミット条件下に置かれていた葉の光合
成速度は C恥濃度上昇に伴って増加した。また、不
活性化していた RuBPcaseはC恥濃度の上昇に伴って
回復した。これらの結果はシンク・リミット条件下
で光合成速度の低下した葉への高濃度C恥投与が
RuBPCaseの活性化に有効であることを示唆するとと
あに、シンク・リミット条件での光合成速度の低下
の主な原因がRuBPcaseの不活性化によることを支持
する。
Sawada et al. 
Sawada et al. 
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3pC05 
クロレラの光合成によるCO2利用機構のpH変動に対する適応

佐藤 朗、白岩善博（新潟大・理・ 生物）

3 %CO2を含む空気を通気培養した単細胞緑藻Chlorella

rcgularis C-533（束大分生研）を0.03%CO2を合む通常の空気条

件下に移すと、光合成のCO2に対する親和性の増大がみられた。

一般に、微細操類における低CO2条件への適応は、細胞内に無機

炭素を蓄積するCO2濃縮機構と細胞外からRubiscoへのCO2供給

速度を促進する働きをもつカルボニックアンヒドラーゼ (CA)

の誘導によることが明かにされている。しかし、Chlorella

regularisの場合、 （I)低CO2条件への移行によるC02濃縮活

性の誘導は2.5倍程度で、 CA活性の方がより大きく増大した。

更に、このCAの誘導は、 pH8では大きかったがpl-15.5ではほ

とんど増大しなかった。また、 (2) pl-18で低CO2条件へ移行

された場合でも、高CO2条件での培養がpll8であった細胞の方

が、 pl-15.5であったそれに比べてCA誘導が高かった。 一方、

(3) 高CO2条件で生育させた細胞（高CO2細胞）は、 pl-18と

pl-15.5のいずれにおいてもCA活性は非常に低か った。また、

高CO2細胞の有するCAは、ほとんど細胞表面のCAであった。
(4)低CO2細胞の光合成のKl;2（C02) は、培養時のpH

に依らずほぼ一定で、高CO2細胞のそれよりもはるかに小さかっ

た。光合成のVmaxは、低CO2条件への適応に伴い 2-3割程度

減少した。

以上より、光合成CO2利用機構の、低CO2条件に対する適応

メカニズムが、外界のpHに応じて変化すること、お よび、ア

ルカリ条件下では主にCAの誘導が、酸性域では他の未知の要

因の誘導によることが明かとなった。
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3pC06 

円石藻の生育および光合成に及ぼす石灰化阻害剤＂王乃乃影響

酉沢徹哉、梢原明｛·、 小林寛、白岩善博（新潟大 ・理 •生物）

CaC03結晶成長阻害剤 ((1-1-lydrooxycthylidene)bisphospho-

me acid, HEDP)を与えると 11凶藻 E畑Jianiahuxle.YI• および
Geph汀ncapsaoccanicaにおけるココリス（細胞表面に形成され

るCaC03殻）生成の阻害が見られた。 しかしその時、細胞数の

増加はlmMHEDP添加により 、 Geph”ocapsaでは抑制された

ものの、 Emi/ianiaではそれほど大きな影響は認められなか っ

た。 I-IEDPは、 Emilianiaの最大光合成速度には影響せず、

Geph”ocapsaに於ても、僅か20％程度の阻害であった。 一方、

C02律速条件下では、 Enu1iam・aの場合、 HEDP添加により

1.3-1.5倍に光合成02発生が増大した。また、この促進は、低

02条件より 高02条件において大きかった。石灰化能を有しな

い微細藻 (ChiamydJmonas, Ch/ore/ la) の光合成および生育は

共に、石灰化を阻害する lmM程のHEDPによっては抑制され

なかった。しかし、 Anabaenaに於ては、いくらかの阻害が見

られた。但し、円石藻およびAnabaenaの場合、 5mMでは最大

光合成速度が抑制されたことから、高漿度では、光合成系を阻

害する効果の あること明 か と な っ た。 しかし 、

chiamy如 onasの光合成は10mM 1-IEDP存在下でも抑制され

なかった。

細胞表面のココリスを酸処理して得たEmiliam・aのプロトプ

ラス トを培養し、その生育曲線を作成したところ、 intact細胞

と同じであった。また、 NaHC03に対する光合成のキネティ ッ

クスも同様であった。以上から、細胞表面のココリスの有無は、

Emilianiaの光合成には影響を与えないことが、これらの影響

は円石藻の種により異なることも明かとなった。

3pD01 

光呼吸は光1纂害防御のための重要な機構である

竹葉 剛、木崎暁子 1 （ 京府大•生科 、 1 京大・農生 ）

光は光合成のエネルギー源であるが、同時に植物にと って

光は極めて危険な存在でもある 。光による1易害を防御するた

めに、熱エネルギー消散機構・活性酸素消去系等、いく つか

の横構が知られているが、光呼吸も光1纂害防御の重要な機構

であることが明らかとな った。

光呼吸を行う条件下で、酸素濃度を下げて光呼吸ができな

いようにすると 、急速で強い光阻害が起こることが、ク ロロ

フィルの蛍光を観測することにより観察された。同じこ とは、

光呼吸経路の阻害剤及びCalvin回路の阻害剤存在下でも観察

された。

C3植物の中には 、光呼吸能の高い植物 （トマト・カボチ

ャ等）と低い植物 （キウリ・サ ラダナ等）とがある 。前者に

は、光呼吸経路の鍵酵素の一つ であ るグルタミン合成酵素

(GS2)含量が高 く、 後者は低い。これら植物の光1纂害に対

する耐性と GS2含量との間には相関が認め られる 。また 、

GS2を増強した形質転換タパコは光傷害に より耐性である。

光呼吸の光傷害回避の椴構は、 CO2の供給が制限された条

件下で、光呼吸 (C2)経路とCalvin (C3)回路とが一つの

C2/C3回路を形成 していると考えるとよく 説明できる。
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3pD02 

熱帯植物オウゴンガジュマル生葉黄金化機構：

デヒドロアスコルピン酸還元酵素活性の不全による葉緑体老

化の促進
へしき

山崎秀雄，平敷りか，崎浜靖子，池原規勝（琉球大・

理•生物）

熱帯植物であるオウゴンガジュマル (Ficu.1

microcarpa L. f. cv. Golden Leaf) の生葉は、弱光生

育化では野生型と区別できない緑色葉であるが、強

光生育下では特徴的な黄金葉を呈するようになる。

本研究では、 1) 黄金化葉緑体の微細構造の特徴が

加齢により生じる老化葉緑体のものと類似している

こと、 2)オウゴンガジュマルでは葉緑体のアスコ

ルビン酸再生系の不全 (DHA還元酵素活性の欠損）

による活性酸素除去系の失活 (SODs, sAPX, MDA 

還元酵素、アスコルビン酸量）が強光環境条件で起

こっていること等を報告する。高等植物の強光耐性

機構における葉緑体DHA還元酵素の生理的重要性に

ついて考察する。

3pD03 
リン酸欠乏ストレスのトウモロコシに及ぼす彩押について、

IIIリンと窒素の移動一老化との関連において

臼田秀明 （帝京大学、医、化学）

トウモロコシをリン酸欠乏ド (O.OOlmMPi)で生育させ、窄

索とリン酸の地上部での移動について、コントロール (0.5

mMPi)と、播種後12-301」まで2日鉦に比較した。粘呆は、地

上部全体、あるいは、抽出したそれぞれの菜身とその他の部分

（菜鞘、鞘葉、茎、未抽出の菜身）に分け、まとめた。 （以 i‘

の括弧内の数字はコントロ ールに対する％である） 。リン酸欠

乏により、播種後30日で、地上部全体としては、新鮮flt(38)、

Chi含試(Chi)(31)、全リン含益(TP)(5)、エステル化ーリン含址

(EP) (12)、酸可溶性リン酸含蘭(ASP)(I)、令窒素含蘭(TN)(38)、

可溶性タンパクー窒素含餓(SPN)(23)、不溶杵タンパク ー窒素

含蘭(ISPN)(30)となった。若い葉身 （第 5葉）では、 播種後30

日で、新鮮頂当たりの、 ASP(4)は著しく低下したが、 EP(46)、

Chi (125)、TN(115)、SPN(85)、ISPN(105)にはあまり影閣を与

えなかった。 一方、古い葉身（第 2葉）では、播種後30日で、

葉身当たりの、 ASP(5)、EP(4)、Chi(9)、TN(42)、SPN(9)、

ISPN (21)はいずれも大きく低ドした。リン酸欠乏下で生育した

植物の地上部全体のTPは実験期間中ほぼ一定であった。以上の

結果から、リン酸欠乏により古い葉身からリンの移動が盛んに

起こり、リン含量が極めて低くなり、菜身からの窒素の移動l:llJ
始が早められ、老化が促進されたと考え られる。即ち、 トウモ

ロコシでは葉身のリン酸含量は葉身の老化をコントロールする

要囚の一•つと結論された 。 この結果は、ダイズではリン酸欠乏
が、葉の老化に影響を与えないという結呆（PlantPhysiol. 98 ・ 

1128-1132)と異なっている。それらについて考察する。



3pD04 
高等植物における高温処理による光合成系の変化

山根由裕、菓子野康浩、小池裕幸、佐藤利彦（姫路工業大学・

理•生命科学）

草本類が高温に曝されると、光合成系が最も強く影響を受

けることが知られている。しかし光合成系が高温処理によっ

てどの様な影響を受け、それがどの様な手段で観察できるか

については、あまり多くのことはまだ知られていない。

本研究ではホウレンソウを材料に、高温に曝した時及びそ

れを室温に戻 した時に、それが葉緑体にどの様な影響を与え

るのか、またそれが蛍光の種々の指標にどの様な変化をもた

らすのかを中心に関ぺた。

生葉の温度を上げながら蛍光を測定すると、 44℃付近か

ら急激に F。が上昇（一部可逆的）したが、 56℃付近から

減少に転じた。一方FMは36℃付近から不可逆的に減少し

t.:,,ところが無傷葉緑体では、 F。は34℃付近から上昇し、

5 0℃付近から減少するという様に生葉と同様の傾向が見ら

れたが、可逆性はなくなり、変化が始まる温度も低温側にシ

フトしていた。また、 FMは生葉の場合と同様、 34℃付近

から不可逆的に減少の一途をたどった。また生葉においては、

3 8~4 0℃で 3分照射後の蛍光強度がF。を下回る過剰な

消光が見られた。その他の蛍光指標においても色々な変化が

観察された。これらの蛍光指標変化と葉緑体の高温による変

化との関係について報告する。

3pD05 
ラン藻 SynechococcusPCC7002およびダイズ培養細胞における

光合成の高温耐性

西山佳孝ば、林秀則 1、渡辺正2、村田紀夫 l い基生研、

2東大 • 生産研）

高温に適応した植物およびラン藻では、光合成活性が高温に

対しより 耐性となる 。ラン藻 SynechococcusPCC7002では、高

温で生育した細胞から単離したチラコイド膜に、酸素発生の高

温耐性が保持される 。このチラコイド膜を低濃度のTritonX 

100で処理すると高温耐性が失われるが、その際遊離した成分

を膜に添加することにより高温耐性が回復する 。昨年の本大会

では、この回復に必要な成分の一つがチラコイド膜に存在する

シトクロムc-550であることを報告した 。また、 シトクロム c

550は酸素発生の高温耐性を保持するのに必須の成分ではある

が、高温適応に伴う 酸素発生の高温耐性には シトクロ ムC550 

以外の成分が直接関与していることが示唆された。現在、高温

に適応したSynechococcus PCC7002のチラコイド膜から低濃度

のTritonX -100により遊離する成分が、低温で生育した細胞の

チラコイ ド膜に酸素発生の高温耐性を付与することを見い出し

ており、これに関する成分の単離、同定を進めている 。

また、ダイズ培養細胞においても、培養温度の上昇に伴って

酸素発生の高温耐性が獲得される適応現象を観察し、ラン藻に

見られる光合成の高温適応との比較を進めている。
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3pD06 
種々の環境要因によるラン藻でのPSI/PSIi量比の

変化

村上明男•藤田善彦（基生研・細胞生物）

ラン藻SynechocystisPCC 6714のPSI/PSIiの量

比はPSII励起光下での生育により高(PSI/PSIi=

3-4)、PSI励起光下での生育で低く（約1)なる。

一方、 PSIIとCytb6-億［合体の量比（約 1)は変化し

ない。 また、 Cytoxidase活性はPSI含量の変動と

パラレルに変化する。この光質による変化と同

じ変化が他の生育条件を変えることによっても

生起することを見いだしたので報告する。高い

PSI/PSIi量比をもたらす低CO2条件はPSI量の増

加を引き起こしており、同時にCytoxidase活性も

高めることが判った。 また、高NaCl濃度(0.5M)

下での生育はCytoxidase活性の増強とともにPSI

量の増加をもたらした。この変化は暗所で従属

栄養的に生育した細胞でも見られた。 これらの

ストレス下では循環電子伝達が増強されること

から、光質の場合と同じストレスを電子伝達状

態に与えることが考えられ、様々な光合成条件

に対応したPSI/PSIi量比の変動に共通の調節機構

が存在することを示唆した。

3pD07 
ラン藻 PsaA/Bペプチドの翻訳後制御

相澤克則 、藤田善彦（基生研・細胞生物）

ラン藻 SynechocystisPCC6714の場合、生育光質による光化

学系 I(PSI)と系IIの量比の調節は、 PsaA/Bペプチドの合成速

度の変化による。既にPsaA/Bベプチドの翻訳制御が示唆され

たが、今回は他の制御点の可能性も検討したので報告する。

PSI光、 PSII光で生育 した SynechocystisPCC6714細胞につ

いて翻訳活性を持つ PsaA/BペプチドのmRNAの含量を調べ

た所、有意な差は見られなかった。また、 mRNA分解の半減

期も、両細胞間でほぽ同一であった。従って、 psaA/Bの転写

や mRNAの分解の部位は制御されないと思われる。 次に、
アセンプリ一時のクロロフィルの供給量による、アポ蛋白質の

安定化制御の可能性を検討した。ラン藻 Plectonemaboryanum 

のプロトクロロフィライド (Pchlide)暗還元欠損株について、

クロロフィルの供給量とPsaA/Bペプチド合成速度との対応閉

係を調べたところ： （！）暗処理でクロロフィルの供給を停止

させると Pchlideの蓄積とともに、 PsaA/Bペプチド合成速度

の低下が顕著に起こった。しかし、全蛋白質の合成速度の低下

は少なかった。 （2)暗処理後、光照射すると、 Pchlideの急

速な減少と PsaA/Bペプチド合成速度の再加速が顕著に起こっ

た。これに対し、全蛋白質の合成速度は余り変化しなかった。

これらの事実は、ク ロロフィル配位による PsaA/Bアポ蛋白質

の安定化制御を示唆する。



3pE01 
ニンジン培養細胞におけるペクチン多糖と

細胞接着性との関わり

菊池彰、 ＇枝重有祐、＇石井忠、藤伊正、佐藤忍
（筑波大•生物、 1 農水省森林総研）

近年我々は、不定胚形成能力や細胞の接着性に差のあるニ
ンジン培養紐胞を用い、細胞壁ペクチンの構造と機能の探索

を行ってきた。これまでに、 E■bryogeni c ca 11 us(EC)とNon-
暉 bryogeni c ca 11 us(NC)間で構成糖に違いが認められた約l,
300 kDのペクチン多糖を精製、メチル化分析からその中性糖

側鎖の構造を推定すると共に、この多糖にキシロガラクッロ
ナンが含まれている事を見いだした。本講演では、ベクチン

多栢の両領域のうち、どちらが細胞の接着性に関連している
か、また細胞接着性にペクチンとヘミセルロースとの相互作
用が関与するかについて検討を行ったので報告する。

EC、NC、及びその中間的性質を有する数種のニンジン培養
細胞株を用いて、各細胞株の平均細胞集塊サイズとI,300 kD 
ペクチン多糖中に含まれる各構成糖の含有塁との相関を調べ
た。その結果アラビノースとキシロースには正の、ガラクト

ースには負の、更にアラビノースとガラクトースの含有比に

ついては正の相関が見いだされ、細胞集塊性には、中娃糖側
鎖とキシロガラクッロナンの両者が関連していると考えられ

た。更にヘミセルロース分子に相互作用するペクチン分子の
探索を行いその構造を推定するため、ヘミセルロース画分を
得、その構成糖分析を行った。その結果、 ECにのみ、多塁の
ガラクッロン酸がアラビノースと共に検出された。これらの
結果から、 ECに於いては、アラピノースを多く含む側鎖を持
つペクチンがヘミセルロースと相互作用しており、この相互
作用がECの細胞接着性をNCに比べて高めている要因であると

考えられた。

3pE02 
細胞壁ベクチン中に存在するエステル結合について

石井 忠、枝重有祐、掛川弘一 （農林水産省•森林総研）

植物細胞壁を構成する多糖類の一次構造はかなり詳細に研究

されてきたが、細胞壁多糖類相互の共有結合や疎水結合につい

ては不明な点が多い。これらの結合のうちエステル結合はアル

カリ性水浴液を用いて細胞壁を抽出するため、その存在はこれ

までほとんど無視されてきた。本研究ではペクチン多糖類に結

合しているエステル基の構造と機能について検討した。

タケノコ、シカモアカエデおよびポテトより細胞壁を調製し、

それらをドリセラーゼにより加水分解した。加水分解物を DE

AE-Sepharose、MonoQおよびBio-Gel

P-4カラムで分析してオリゴ糖を単離・精製した。オリゴ糖

の構造を構成糖分析、メチル化分析、 F'AB-MS, NMRに

より解析した。タケノコ、シカモアカエデおよびポテトの細胞

壁からはそれぞれアセチル基を含むラムノガラクッロナン由来

の数種のオリゴ糖が単離された。アセチル基はガラク ッロナン

酸残基の O-2位に主に置換していた。アセチル基を除去した

オリゴ糖は水不浴性になったので、ベクチン中のアセチル基は

細胞壁の生理的性質に重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。エステル結合した疎水性基を含むガラクッロン酸 3糖と

4糖が3つの細胞壁試料中に存在した。疎水性基の1つはアセ

チル基であった。ホモガラクッロン酸がアセチル基等の疎水性

置換基を持つことはペクチンが細胞膜と密接な関係になりうる

ことを示唆している。
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3pE03 
タケノコ細胞壁のキシログルカン

枝軍有祐、掛川弘一、石井 忠 （農水省、森林総合研究所）

キシログルカンは双子葉植物では一次壁の約20％を占める

主要な多糖類である。 一方、単子葉植物であるイネ科植物の

細胞壁ではキシログルカンの存在を示唆する報告はあるもの

の、キシログルカンをそのまま単離・精製した報告はない。

本報告ではタケノコ細胞壁からキシログルカンを単離するこ

とを試みた。

除デンプン、脱タンパクしたタケノコ細胞壁を0.05M

Na2co3溶液で脱ペクチンした後、 lMKOHと4MKOHでヘミセル

ロースを抽出した。4MKOH抽出物中のキシランをイオン交換

カラム (QAE・SephadexA-25) で除去後、キシログルカンをヨ

ウ素で沈澱させた。沈殿物を熱水に浴解後、 GPC(BIO-Gel A・

5m)で分画した。得られた多糖類はグルコース37.4%、キシロ

ース38.2% 、アラビノース 17.0％含み、 4 • および4 、 6・結合し

たグルコースのほか、 4 • お よび3、 4 ・結合したキ シロース残基

を含んでいたため、キシログルカンとアラビノキシランから

成ると推定された。このフラクションを精製したセルラーゼ

とキシラナーゼで分解し、分子量変化と分画物の糖組成およ

び糖鎮結合様式を検討した。キシラナーゼ処理により分子量

は低下し、高分子量部分はグルコース53.0%、キシロース

26.1%、アラビノース10.2％含み、キシログルカンの純度は

高くなった。しかし、アラビノキシランに由来すると考えら

れる4• および3、 4 ・結合したキシロース残基が少量検出された。

3pE04 
ギンドロ培養細胞における成長にともなう細胞壁多糖類の変化

掛川弘一，枝重有祐，石井忠（農林水産省•森林総合研究所）

高等植物の細胞壁は様々な多糖類やタンパク質、フェノール

性化合物などから成っており、細胞の成長や形態形成に関与し

ていると考えられている 。伸長（肥大）成長に関連した細胞壁

多糖類、特にキシログルカンの代謝についてはこれまでに多く

の知見が得られている。しかし、その他の構成成分の変化やそ

の代謝懐構、伸長成長との関わりについては未だ不明な点が多

い。本研究では肥大成長の制御機構を明らかにすることを目的

として細胞の成長にともなう細胞壁多糖類の変化を調べた。

実験に用いたギンドロ培養細胞は継代後 7日目までは活発な

細胞分裂を行うが7日目以降はほとんど分裂せず細胞の体積を

増大させる。この培養細胞から経時的に細胞壁を単離し、ペク

チン、ヘミセルロース A(HA)およびB(HB)の各画分を得た。揖

成糖分析を行ったところどの画分においても分裂成長期から肥

大成長期に移行する時期（継代後 6-8日目）において変勤パ

ターンに大きな変化がみられた。特にHA画分においてグルコ

ースの割合が分裂期、肥大成長期で大きく変化することが明ら

かになった。また、成長が活発な時期にペクチンと HA画分の

多糖類が低分子化することも明らかになった。これらの結果か

ら細胞成長にともなう細胞壁多糖類の代謝について考察する。



3pE05 
ダイコン由来ホウ素ー多糖複合体の構造解析

小林優｀間藤徹，東順一＇

（京都大・典・農化，＇京都大・農・林産）

ダイコン根細胞壁からペクチン分解酵素によって可溶化され

るホウ素多糖複合体を，ホウ素含量を指標としてイオン交換

・ゲル濾過クロマトグラフィーで精製した．この複合体を0.1

N HCI, 25℃で短時間処理すると分子塁がおよそ1/2に低下し

ホウ素が脱離した．この複合体ではホウ素はすべて4配位のホ

ウ酸エステルとして存在する＂． したがって，このホウ素ー多

糖複合体は2本の多糖鎖がホウ酸エステルによって架橋された

二塁体で， 希塩酸処理によってエステル結合が加水分解される

結果単星体が生成するものと推測した．

多糖成分の構成糖分析を行ったところアピオース． 2-0-メチ

ルフコース． 2-0-メチルキシロース， 2-ケト-3ーデオキシ糖が

検出され．この多糖断片がいわゆるラムノガラクッロナン II

(RG-11) に由来することが示咳された．存在する結合様式お

よびTFA分解フラグメ ントの特徴は． Albersheimらによって報

告されたRG-11のもの2) と極めてよく似ていた．

1) T. Matoh et al. (1993) Plant Cell Physiol. 34: 639-642 

2) V. Puvanesarajah et al.(1991)Carbohydr. Res. 218: 211-222 

3pE06 

(1→3, 1→4)-/jーグルカンおよびアラビノキシランと

セルロースの複合体形成

平井則子、 GeoffreyB. Fincherl、林隆久

（京都大・木質研、 lLJniv.of Adelaide) 

単子葉植物の細胞壁にはキシログルカン以外に多量

の(1→3,1→4)-/3ーグルカンおよびアラビノキシラン

が存在している。 (1→3,1→4)-f3ーグルカン糖鎖に

は、 (1→4)-/3ーグルコシル残碁の密な部分があり、こ

の部位はセルロースとの水素結合が可能である。アラ

ビノキシランは、 (1→4)-/3ーキシランすなわちセル

ロースの各グルコース残基 6位の炭素が無いだけでよ

く似た直鎖状のコンフォメーションをとる糖鎖を主鎖

としているため、セルロースと水素結合することが推

察される。本研究では、これら糖鎖の一次壁における

機能を糖鎖複合相互作用から明らかにすることを目的

とした。

アニーリングの実験により、アラピノキシランはほ

とんどセルロースに結合しなかったが、 (1→3,1→4 

)-Bーグルカンは濃度の増加とともに非晶性および結晶

性セルロースに結合する量が増加した。 Bーグルカン

とセルロースの結合は、アラピノキシランの存在に

よって阻害されなかった。
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3pE07 
天然セルロースの新しい合成の場

木村 聡、 〇伊東隆夫（京都大・木質研）

セルロースは植物細胞では原形質膜で合成ならびに結

晶化されることが知られる。植物と対比するために動

物界で唯ーセルロースを生産するホヤを用いてセル

ロースの生成の仕組みを調べた。ウエダイトヒキホヤ

(Metandrocarpa uedai) のセルロース性の皮のうの内

側に隣接する表皮には内部に繊維構造を有する

glomerurocyteと呼ばれる細胞が点在する。制限視野

電子線回折により、 glomerurocyte中の繊維構造はセ

ルロース1からなるミクロフィプリル (MF) の束であ

ることが確鯰された。超薄切片法によりglomerurocyte

の中の大きな液胞には疎に並んだMFが観察された。

液胞が細く絞り込まれたところでMFは集合し束ねら

れていた。 glomerurocyteの周囲をほぽ同心円状に取り

囲むMFの束はそれぞれ単位膜で囲まれていた。以上

より 、MFは液胞の中で合成、結晶化され、液胞が細

＜絞り込まれることにより束ねられると推測された。

また、絞り込まれている液胞の周囲には液胞膜を裏打

ちするように微小管が観祭され、液胞の絞り込みおよ

び伸長に何らかの関与が示唆された。

3pF01 
カンショのL・ガラクトノラクトンデヒドロゲナーゼはフラピ

ン酵素である

今井剛、平井正志、大羽和子）（野菜茶試、 1名古屋女子大）

植物におけるアスコルピン酸生合成経路は未解明であるが、

L•ガラクトノラクトンデヒドロゲナーゼ (ECl.3 . 2.3, GLDH・

as e)が生合成の最終段階を触媒するキー酵素であると推定さ

れている。 GLDHaseのタンパク化学的性質を明らかにするた

め、カンショ塊根(10kg)のミトコンドリアより超音波処理に

よる可溶化、ゲル濾過、 DE52イオン交換クロマトグラフィー、

及びヒドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィーにより、

比活性600倍に精製した。

SOS/PAGEで分子量約50000のタンパクパンドがGLDHase 

と推定され、これは2D/PAGEにより、等電点が5.8付近のス

ポットに分離された。精製酵素溶液は448nmと373nmに吸収

極大をもち、リポフラピンとほぼ一致するスペクトルを与え

た。さらに酵素活性はアクリフラピンで阻害され、リポフラ

ビンまたはFADで回復したことより、 GLDHaseがフラピン酵

素であると推定できる。動物と酵母の相同機能酵素もフラピ

ンタンパクであるので、これら3つの酵素が、共通の祖先型よ

り進化した可能性が推定された。カンショ GLDHaseは、しガ

ラクトノラクトンに特異的で、 L-グロノラクトンに対する相

対反応速度は1％にすぎなかった。酵素タンパクのN末端はプ

ロックされていた。



3pF02 
アプラナ及びイネデヒドロアスコルピン酸還元酵素の比較

浦野純一、加藤祥拡、丑丸敬史（静岡大・理•生物）

低温感受性の植物が低温ストレスを受けると成長阻害、細胞

死といったダメージを受ける。キュウリ果実では、低温保存中

に酸化型アスコルビン酸 (DAs)が増加し、アスコルピン酸（

As)総量 (As+DAs)は低下する。またDAsを遠元する酵素

であるデヒドロアスコルピン酸遠元酵素 (DAR)は、低温処

理した小麦、 Zeadiploperennisでその活性が増加することが知

られている。このように、低温ストレス下でも生体内のAsの

酸化遠元比を一定に保つことが必須と思われるが、 DARはそ

れに関して重要な働きを担っていることが示唆されている。我

々は低温ストレス耐性におけるAsの関係を論じる目的で、

DARに着目し研究を行った。 DARの活性を14種類の野菜で調

べた結果、アプラナ、プロ ッコリーなどの比較的低温を好む植

物の緑色組織でその活性が高いことが分かった。このことから、

アプラナを材料として用いDARを粗精製した。比較対照とし

て米ヌカから粗精製したDARを用いた。 DAs及びGSHに対す

るKm値、 pH依存性にも差異は見られなかった。また活性測定

時の温度を変化させ、両者の低温における活性の低下の程度を

比較した。しかし、両者に顕著な違いは認められなかった。こ

のように、アプラナでは酵素贔を多くして低温下のDAR活性

を維持していることが示唆された。

3pF03 
イネ・デヒドロアスコルビン酸アイソザイムの精製

加藤祥拡、浦野純一、丑丸敬史 （静岡大・理・生物）

植物の活性酸素消去系の酵素においては特に葉緑体で研究が

進んでおり、いくつかの酵素の遺伝子もすでにクローニングさ

れている。酸化されたアスコルピン酸の遠元はこの系において

重要なステップであり、デヒドロアスコルピン酸遠元酵素（

DAR)はこれを触媒する。我々は米ヌカからDARを精製したの

で今回、その結果を報告する。

米ヌカ粗精製液を硫安分画 (40-80％飽和硫安）後、

DEAE-Sephacel (0-50mM KCI)およびPbenyl-Sepharose(40-20 

％飽和硫安）によるカラムクロマ トグラフィーによって分画し

た。 500倍に精製された結果、 SOS-PAGEで約26kDaの単一のメ

インパンドとして得られた。この精製DARを用いて現在抗体

を作成中である。
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3pF04 
コウキクサにおけるアスコルビン酸と葎酸の生成

斉藤和実（京都大 •RI センター

コウキクサは葎酸(OA)を蓄積するが、その生合成

経路の詳細は不明である 。 まず、コウキクサに投与

したアスコルビン酸(AA)およびOAの標識前駆物質の

代謝を謂べた。すでにホウレンソウ等でAAの前駆物

質であることが認められたo-[1-14C]グルコソンは、

コウキクサでもAAに代謝された。 また L-[1-14 C] AA 

は効率良く葎酸に取り込まれたが、グリシン、セリ

ンヘは取り込まれなかった 。一方、 [2-14c]グリコ

ール酸はOAには取り込まれず、グリシン、セリンに

取り込まれた。

o-[1 -14C]グルコソンによるタイム・コース実験

では、代謝期間内に減少した標識AA量は、可溶性お

よび不溶性の標識OAの増加量にほぼ相当し、 AAから

のOA生成反応は、中間代謝産物としてグリコール酸

あるいはグリオキシ）頃俊を経ないことが示唆された。

一方、コウキクサにカルモデユリン阻害剤のクロ

ルプロマジンを作用させた場合、AA含星の著しい低

下が認められたが、その作用機作は不明である。

3pF05 
高等植物におけるc-c結合開裂で生成する有機酸

への 18 0の取り込み 大本純子、斉膜和実、栗原

紀夫（京都大 •RI センター）

ペラルゴニウムで認められる Lーアスコルビン酸

(AA)の葎酸とスレオン酸への酸化的開裂反応はオキ

シゲナーゼによると考えられているが、直接的な証

拠はほとんど無い。 また、ブドウや豆で知られる同

様な開裂反応では、 5ーケトー Dーグルコン酸(5KGA)か

らし酒石酸(TA)が生成する 。 これらの反応におい

ては、c-c鎖の開裂端は、いずれもカルボキシル基

となる 。

これら開裂反応機作へのオキシゲナーゼの関与を

知る目的で、ペラルゴニウムに L-[1. 6-14C]AA、ま

た豆葉に [1-14c] 5KGAを、 1802あるいはH218oと同時

に投与し、各代謝生成物はメチル化した後GC-MSで

分析した。

発表においては、各代謝産物中に取り込まれた

14cと180の濃度から、各植物組織における開裂反応

機作について考察する 。



3pG01 
ホウレンソウ低温誘導タンパク質 COR85の機能と存在様式

数岡徹，大江田憲治 （住友化学•生命工学研究所）

低温順応させたホウレンソウの緑葉において顕著に低温誘導

される 85kDaのタンパク質 (COR85)は GroupII LEAタンパ

ク質の仲間であり、低温処理期間中の COR85の蓄積量は植物体

の凍結耐性と相関する 。COR85は native-PAGEにおいて 300

kDa付近に検出され、ゲルろ過法において 350kDa付近で検出

されたことから、 COR85は細胞内において多量体を形成してい

る可能性か示唆された 。

COR85の凍結感受性酵素 LDH(lactate dehyd rogenase)に対

する凍害防止活性の強さを評価するため、 PD50というパラメー

ター (10μg/mlの LDHの凍結による失活を 501' リカパーす

るのに必要なタ ンパク質濃度）を用いて 、他のタ ンパク質の凍

害防止活性と比較した 。その結果、 COR85は検査した 9つのタ

ンパク質の中で、最も凍害防止活性が高かった 。また、凍害防

止活性が高いほど、そのタンパク質のアスパラギン酸とグルタ

ミン酸の含量が高いという一般的な傾向が見られた 。一方、免

疫沈降の結果から、 COR85は他のタンパク質とも相互作用して

いる可能性が示唆された 。おそら く、このような酸性アミノ酸

残基を介してタ ンパク質分子表面や内部に水分子を大量に保持

した COR85が脱水ス トレス感受性タ ンパク質に相互作用するこ

とにより、そのタ ンパク質を保護していると考えられる 。

3pG02 
低温処理によ るキュウリ子葉の液胞膜H+-ATPasefl)失活

河村幸男荒川圭太，吉田静夫 （北大•低温研）

ヤエナリ (Iな畑 l叩改迦 L)(1)黄化実生では、低温

傷害初期過程において液胞膜H+-A1Pas辺）活性低下が見

られる。同様の現象がイ ンデイカ型のイネ培養細胞で

も知られている。 しかし、液胞膜H+-A1Pas辺）低温失活

が熱帯、亜熱帯産の低温惑受性の植物に特徴的な性質

かどうかはまだ明確ではない。そこで本研究では低温

感受性の高い植物として知られるキュウリ (C秘泣n.1S

四 VUS L.)(1)子葉を用いて、 液胞膜H1-A1Pas辺）低温失

活について調べた。 キュウリ子葉を暗黒条件下で低温

処理 (0°C)したと ころ、 液胞膜H+-A1Pas辺）活性が初

期過程で著し く低下した。次に、液胞膜画分を用いて

免疫学的解析を行な ったところ、低温失活と平行して

peripheralなサプユニッ ト (V1 sector)を構成するタンバ

ク質の減少がみられた。このことは液胞膜H'-A1Pasefl)

低温失活がVI sector<!)遊離に起因するという可能性を

示す。 以上の ことは、ヤエナリの結果と 一致する。さ

らに、光条件下では暗黒条件と比較して低温傷害が著

しいことが見られた。現在、光の効果と液胞H+-ATPase

の低温失活について検討中である。
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3pG03 
コマツナ(Brassica campestr is L.）の耐凍性に関連する

生理的諸要因の解析

村井麻坪．荒川圭太．吉田静夫 （北大 ・低温研）

植物の耐凍性と生体物質に関する平行関係から、耐凍性

を支配する生理的要因は単純ではなく複数の因子が相互に

関連しているものと推定される 。近年、細胞の凍結傷害の

機構か明らかになるにつれて、その防御機構も植物種間で

それぞれ異なる可能性も示唆されている 。そこで本研究で

は、耐凍性の増加が比較的小さいコマツナを植物材料にし

て、種々の要因が耐凍性増加に対してどの程度寄与してい

るかについて明らかにし、コマツナの耐凍性獲得機構を特

徴づけることを目的とした。今回は、低温馴化の過程にお

ける糖、アミノ酸、脂質、可溶性タンパク質（特に熱安定

性タンパク質）および生体膜タンパク質の組成変化と耐凍

性との関係について報告する。

20℃~29℃の温室で育成させたコマツナの3葉、 4葉の耐

凍性 (LT5o) は、の低温処理 (4/2℃、 8日間）により ー5.5
℃から — 9. 3℃に高まった。 これと平行して、浸透濃度は

336 mOsmから 474mOsmに、糖含量は9.5 mg/g FWから 32.7 
mg/g F'IIにそれぞれ増加した。 このことから糖含量の増加

は浸透濃度の増加量の約70％を占めることが明らかになっ

た。一方、可溶性タンパク質の組成には大きな変化が認め

られなかったが、熱安定性タンパク質においては52kDのタ

ンパク質が耐凍性の増加にともなって顕著に蓄積すること

が明らかになった。 なお、脂質の変動および生体膜タンパ

ク質については現在検討中である 。

3pG04 
低温により誘導されるイネ実生のクロロシスに
認められる色素体形成異常について
吉 田 理 一 郎 疇 菅 野 明.膿川清三'.佐藤雅志曹
亀谷寿昭（東北大・遺生研 ， ＇北大・低温研）

栽培イネ (Oryzasativa L.） の 中 に 低 温 条 件下で新
しく抽出する葉にクロロ シ スを生じる品種 が い く
つか認められる 。 我々はこの現象の発現機構を解
明するために 、 クロロシス感受性品種を低温暗所
で育成し、その実生における色素体の形態および
遺伝子発現にどのような異常が認められるかを検
討した 。

TEMに よ り 色 素 体 内 部 構 造 を 観 察 し た と ころ、低
温 (15℃)暗所で生育させた実生では 、 プロラメラポ
ディやプロチラコイド膜の発達が認められなかっ
た 。 また、この色素体を単離し、その全タ ンパク
質を SOS-PAGEで解析したところ 、 常温 (25℃)で 豊 富
に蓄積していた 36k0の タ ン バ ク 質 が 特 異 的 に消失し
て い た 。 色素体にコードされている遺伝子の 発 現
に 関しても低温による異常がみられ、 mRNAの蓄積 、
あ る い は 転 写 後 の プ ロ セ シ ン グ 、 スプライシ ン グ
が抑 制さ れて いた 。 しかし 、興味深いことに rpo
遺伝子は低温により逆に強く発現していた 。 核支
配の色素体タンパク質 NAOPH—プロトクロロフィリト
醸化還元酵素遺伝子の発現は低温による影 響を受
けなかった 。

以上のことから 、 クロロシス感受性品種では暗
所における色素体（エチオプラスト ）形成の 機構が
低温により何らかの阻害を受けていることが示唆
された 。



3pG05 
レタスの芽生えの生長に対する低pHの影響

山岡恵 子，木村恭子，澤井香里，井上康則（東理

大・理工・応生）

近年日本でも酸性雨の影響が注目され、研究が行われてい

るが、純粋な低pHの植物の生長に対する影響を調べた研究は

殆どなかった。本研究では、レタス（品種GrandRapids)の

根系の生長に対する低pHの影響を解析した。レタス種子をメ

ッシュ上に播種し発芽させた後、条件を変えた培地に移し、

生体重量あるいは根毛量・側根量等に対する効果を測定した。

異なるpH条件下 (3.0~5. 5)で連続白色光下、暗黒下で3日
間培養 (25℃)したところ、 pH3.5以下では根は生長せず、

3. 5~4. 75の範囲の白色光下では根の伸長阻害が起こった。

そのpH領域では側根と根毛が多量に発現してきており、主根

の生長阻害を補償していると考えられる。暗黒下では根毛発

現が殆ど見られなかったため、 pH4.0で光強度を変化させた

ところ、約6Wm―2以上で根毛の発現量は最大となった。また、

光照射時間の効果を見ると、根毛形成は3時間、根毛生長は

24時間で飽和に達した。光は根毛形成誘導と根毛生長の両方

に作用を持つと考えられる。更に根毛発現の時期を知るため

にpH4.0で根毛発現量の時間変化を調ぺたところ、根毛は培

地交換後約5時間目に発現し始め24時間目まで密度は増加し、

48時間後には根毛総量が飽和に達した。また、根毛発現の時

間と場所を決定するために1時間おきに同一個体の写真撮影

を行った。その結果は、 pH変換より約7時間以前に形成され

た基部の表皮細胞は、低pHに反応して根毛を形成する能力を

失うことを示唆している。

3pG06 
アカパンカピにおける光信号伝達の生化学的および遺伝学的解
析...ps15のinvitroでの被リン酸化活性と屈光性との関係

小田和司、蓮沼仰嗣 （横浜市大・木原生研）

我々はinvitroにおいて青色光照射によりリン酸化が促進される

約15kDaタンパク質群(ps15)を見出している。さらに青色光に

全く応答しない突然変異株wc-1及びwc-2から抽出した膜分画

を用いてinvitroにおいてps15のリン酸化の光応答が相補でき

た。そこでps15とwc-1,-2産物の関係を開べるため野生株およ

びps15が存在する wc-1の6株，wc-2の3株か ら膜分画を抽出 し

て非平衡pH勾配電気泳動(NEPHGE)を行い各株のps15の特性

を検討した。その結果，ps15はNEPHGEによ って4本のバンド
に分離され、泳動度において野生株と wc-1,-2株で差がなかっ

た。しかし 、最も強くリン酸化されるバンドが野生株と wc-1,-2

株で異な っていた。 この結果から wc-1,-2産物はps15の構造遺

伝子ではないが、ps15の活性を制御すると推論された。一方、

その他のwc-1のうち1株ではps15の活性が極めて弱く、もう 1

株ではps15の活性は全く認められなかった。wc-2の1株では

ps15の活性が極めて弱く 、し かもその他のリン酸化される蛋白
質全ての活性が弱く 、自己リ ン酸化活性も全く 見られなかった。

これらのps15の活性が強く抑えられたwc-1,-2の3株の変異は
wc-1,-2遺伝子上の変異とは考えにくく 、こ れらを便宜上△

pstS-1,2,3と名付けた。さらにps15の活性の生理学的機能を

明らかにするため 、△pstS-1を用いて子嚢殻から出る突起
(beak)の屈光性を詞べた。その結果野生株は屈光性が見られ た

が、△pstS-1は屈光性に異常が見られた。

209 

3pG07 
アカパンカビの光信号伝達体ps15の生化学的特徴付け

市村和也、小田和司、蓮沼仰嗣 （横浜市大・木原生研）

アカパンカヒの野生株，wc-1,wc-2 変異株菌糸の粗膜分画を

用いて、青色光によりps15のリン酸化が促進されることを明ら

かとした。またps15の被リン酸化活性が完全にない △ps15-1

変異株は屈光性に異常を生ずることを示した。野生株(bd)の菌

糸11Ogから粗抽出液を作製し 、硫安分画(80%）沈澱、DEAEセ

ルロースtypeIIのフロースルー、さらにブルーセフ ァロースCL-

6Bの活性分画、さらにその活性のピーク分画を濃縮し、 トリシ

ン-SOS-PAGEにより 、ps15の2つの蛋白質バ ンドを分離した 。

上方のバンドはNー末端アミノ酸配列が21まで決定され、2つの

蛋白質の存在が判明した 。下方のパンドからはN末端アミノ酸

配列が22まで決定された。ブルーセ ファロースの活性分画は銀

染色により、まだ2-3種の蛋白質の混在がある。それを用いて

生化学的特徴付けを行った 。活性分画をリン酸化し 、 トリシン

SOS-PAGEで分画 した後に、上方および下方のバンドから蛋白

質を抽出 した。酸処理後に 、薄層クロマトグラフィーでリン酸

化されたアミノ酸を決定した。両方のパンドともにP-Serを含

んでいた。活性分画に[y -32P]ATPとGDP,CDPまたはUDPを入

れると、 GTP,CTP,UTPを生成し、 NDPキナーゼの活性を含む

ことが判明した。 ps15は抗ラ ットNDPキナーゼ抗体と交叉反

応を示した。さらにこの活性分画をトリシンSDS-PAGEで分画

後にゲル内で自己リン酸化を見ると、自己リン酸化能を有した。

青色光受容体はps15の自己リン酸化能を制御する示唆が得られ

た。

3pH01 

アンチセンズ辻G遺伝—子を用いたアプラナ科樅籾刀形瓜転換と自家イく

和冶性の団波

碑顛薔理，幽証夫＇・日呵輝．鈴和隠磯貝 彩⑳び揺股

学生命科学＇東北大・此 2奈良先瑞大・ パイオサイエンス）

アプラ丹荊戦の自家存齢滋は、『田＂型の自 家1消冶性を示す

こと力渕］汲1-- l遺伝子丹奴メ複対必割云悶年：よってそ⑪親船説

明されている。この機醐こ関与する物f員として、柱頑特異的な発現を

示祁糖タンパク質(SLG)およひS糖タンパク質を網彫’いドメインに

もづ汎ノセプタープロテイ ンキナーt?(SRK)の存在が取fられている

がそれらの具体的な椴餌判Jlらかでない滅者らはこれらの祝員の

楼柑灸明らがこすることを目的にアンチセンズ辻G遺伝—rを自家イ~11

紐楼示打プラナ利囃勿臣尊人を比久その結果、罪祝弔玲性を

打破することに成功しね

アプラナ科樅加1.cam pestris S'ホモ系斑知沖拉助 らヽ洋雌した

SLG'をコートする郡云子を出i絆誤的な発現を示邦LGプロモー

ターの下瀦減にアンチセンスに記沿した樅栃算入ITJベクターを作製し

ねこれをバイナリーベククー椒こよって!'cl家不和笛Kを示す/J.rapa

(syn. 8.campestris)の和距またばl位叫如人しねその鈷采、 It須t§L

換体が個困かられ、これは自家和紐tへど変化していた，まt坐I(I:・

性O:E,LGおよひRKの発現目を調へてみたところ、両行の顕苔な低

滅螂されねこのよう滋弗勘 らヽSLGおよぴ双Kは自家不和合

性日如っる柱頑側パ忍鼈翡としての役削を果たすものと推察され

る。



3pH02 
Riアグロピン合成酵素遺伝子プロモーターの組織特異性
の解析

鹿田貴弘、猪口雅彦、加藤次郎

（岡山理科大学・理•生物化学）

Agrobacteriumが感染して生じる腫瘍組織で産生され
るオパインのうち、アグロピンの産生はTiプラスミドに

もRiプラスミドにもコードされている C オクトピン型Ti

プラスミド由来のアグロピン合成酵素遺伝子(ags)の発現

特性は、カルス組織及び再分化植物体の成長点で特異的

に発現することを既に報告した。更に前回の本大会にお

いて、我々はアグロピン型Riプラスミド由来のags遺伝子

の発現特性を解析し、高圧濾紙電気泳動法によるアグロ
ピン産生量及びノーザン法による転写産物量は、いずれ

も毛状根、カルス、再分化植物体の根で多いことを発表

した c 今回は、 GUSレポーター遺伝子を用いてプロモー
ターレベルでRi-agsの発現特性を解析した。

Riプラスミドags遺伝子プロモーターと GUS遺伝子と

の融合遺伝子をタバコに導入し、各種組織・器官におけ る

GUS活性を蛍光法により測定したところ、アグロピン産

生量、転写産物量と同様に毛状根、カルス、再分化植物
体の根で強く発現し、葉、茎では植物体上のいずれの部

位でも弱い発現しか観察されなかった。

またGUS活性の発現部位を組織化学的に観察したとこ

ろ、 Ti-agsプロモーターでは根端と茎頂の成長点に局在

していたのに対し、 Ri-agsプロモーターでは成長点での

活性は認められず、根の伸長帯部分に強い活性が見られ

た。現在更に詳細に発現部位の解析を進めている。

3pH03 
Ti及びRiプラスミド由来アグロピン合成酵素遺伝子(ags)の

発現に及ぽす植物ホルモンの影響

柾矢野敬、猪口雅彦、加藤次郎（岡山理科大・理•生物化学）

オクトビン型Tiプラスミド、アグロビン型 Riプラスミド

上のTDNAには、共にアグロピン合成酵素遺伝子(Ti-ags、Ri

ags)がコードされており、遺伝子配置や塩基配列の類似性から

同一起源であると考えられる 。しかし、両agsのプロモーター

領域は全く異なる塩基配列を有している。現在までに我々は、

両者の発現の組織、器官特異性について調査し、 Ti-agsはカル

ス、 Ri-a辟では根及びカルスにおいて強く発現することを報告

してきた。このことは、両ags遺伝子の発現が各々のプラスミ

ドによる病徴のクラウンゴールと毛状根に適応したことを示す

と思われる。

今回、我々はTi・ags、Ria郡のプロモーターとGUS構造遺伝子

との融合遺伝子を導入した形質転換タバコを用いて、両agsプ

ロモーターの各種植物ホルモンに対する反応性について比較調

査した。当初、両ags遺伝子共にカルスにおいて発現すること

からカルス誘導に用いたNAAあるいはBAによる発現誘導が期

待されたが、 24時間植物ホルモンに浸したリーフデイスクに

よる関査の結果、両者は活性化されなかった。しかし、カルス

誘導条件で発現の経時変化を調査したところ、共に 4日目以降

には発現が増大した。しかし経時的発現パターンは、両agsプ

ロモーター間で明らかに異なっていた。
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3pH04 
ニンジンの不定胚形成過程における遺伝子発現制御の解析

藤井伸治、内宮博文（東大・分生研・細胞機能）

ニンジンの培養細胞系では2,4-Dによりカルスが誘導され、

2,4-Dを除去することにより不定胚の形成が誘導される。本

実験系は、高頻度かつ同調的に不定胚を誘導可能なことから、
培養細胞における胚発生のモデル系として用いられている。

本研究は、ニンジンの不定胚形成に伴う遺伝子の発現制御携

構を解明することを目的として、 Agrobacteriumrhiwgenesの

Riプラスミドに存在するroIC遺伝子プロモーター（転写開始
点から5'上流域約-850bp)と山dA遺伝子（P-グルクロニダーゼ）

とを連結したキメラ遺伝子をニンジンに導入し、その発現様

式を解析した。その結果、 GUS活性の上昇が、 PEMsから球

状胚、球状胚からハート型胚が形成される過程で観察された。

不定胚形成に伴う発現の活性化が検出された最小領域であ

る-255bpから転写開始点側を含む領域に注目し、この領域へ
のDNA結合活性をゲルシフト法により解析した。その結果、

不定胚の各発生段階でのDNA結合活性には、いくつかの異

なるパターンが認められた。即ち、 1) カルスで最大の

DNA結合活性を示し、 PEMsと球状胚では低いDNA結合活性

が認められるもの、 2)球状胚においてDNA結合活性が最

大となるもの、 3)明確な規則性を示さないもの、の 3通り

のバターンが認められた。これらのうち 2)は本プロモータ

ーの発現活性が上昇する球状胚でDNA結合活性が最大とな

ることから、正の制御因子として槻能するものと予想される。

3pH05 
ディファレンジャル・ディスプレイ法によるナスの不定

胚誘導時に特異的に発現する遺伝子の単離と構造解析
樅山貴浩 1,2、John C. Afele 1、斉藤猛雄 3、萱野暁明

1、田部井豊 1、高岩文雄 1、高柳謙冶 2、西村繁夫 1

(1 農水省•生物研、 2 筑波大・農林、 3 農水省・野菜
茶試）

植物の不定胚形成を制御する遺伝子は培養初期に発現

し、その発現露は比較的少ないことが予想される。我閃

は、プス (So/anumme/ongena L.)の不定胚誘導時に

特異的に発現する遺伝子を同定するために、ディファレ
ンジャル ・ディスプレイ法を適用した。

エンプリオジェニックカルス (EC)誘導後 0から10

日までの子葉からRNAを抽出し、 (T)12GCをプライマー

にcDNAを合成した。これを鋳型に[a -32P]dCTPを含む

反応液で(Th2GCと1Omerのランダムプライマー (RA

5)との間でPCRを行っだ。 8％ポリアクリルアミド変

性ゲルを用い電気泳動し、 X線フィルムに感光させた結

果、 EC誘導後 4日以降に特異的なバンドが数種検出で

きた。これをTAベクターにサプクローニングし、塩基・

配列を決定した。その結果、インサートの両端にランタ

ムプライマーの配列は完全に保存されていたが、ポリ A
に相当する配列は検出されなかった。現在、これらの
DNA断片をもとに、 EC誘導後 7日の子葉から作成しだ

cDNAライプラリーより全長のcDNAクローンの単離を行

うとともに、その発現様式について解析中である。



3pH06 
不定胚性花粉に特徴的なリン酸化蛋白質のcDNA単離

京 1晴、湯浅泰和、前田 剛（香川大、農、生物資

源）

タパコの単離未成熟花粉を用いた不定胚誘導において

は培養初期に数日間の飢餓処理が必要である。この時期

には正常な花粉発生過程では見られない一群のリン酸化
蛋白質 (EPa-d)が出現する。それらを部分精製し電気泳

動した後PVDF膜上に転写して得た標品を用いてN末端ア

ミノ酸配列を決定したところいずれもきわめて類似性の

高い蛋白質であった。マルバタバコの未成熟花粉を用い

た場合にも同様のリン酸化蛋白質 (EPl-6)が出現するが

それらのN末端アミノ酸配列もきわめて類似しており種

を越えて共通の機能を有すると考えられる。EPbのN末端

アミノ酸配列からオリゴDNAを合成しそれをプロープと

して不定胚性花粉のcDNAライプラリーからcDNAを単離

しその塩基配列を調ぺたところ504bpのORFが確認され

167アミノ酸からなる約19kDa,pl8.4を示す蛋白質が推定さ

れた。これらの値はEPbの2次元電気泳動上での位置から
の予想とは一致しないが、 C kinase, A(orG) kinase, casein 

kinase IIによるリン酸化部位がそれぞれ2,1,2箇所、糖鎮結

合部位が2箇所推定されており、リン酸基、糖鎖の付加に

よって分子量、等這点がシフトした結果と考えられる。
ホモロ ジー検索の結果、 stellacyanin, blue copper-binding 

protein, cupredoxin,などと約30％の相同性が認められたが

これらの蛋白質に共通して存在する 4箇所の銅結合部位

がEPbには認められないこ とから機能は異なっていると考

えられる。

3pH07 

ニセアカシアのレクチン遺伝子ファミリィを構成する

遺伝子の構造

吉田和正、田崎清（農水省森林稔研）

マメ科の落葉樹であるニセアカシア（Robiniapseudo-

acacia)は、内樹皮（師部）と種子でそれぞれレクチンを

合成し吾積する。両者は免疫学的に区別されるタンパク買

であり｀種子レクチンが登熟過程で合成されるのに対し、

内樹皮でのレクチン合成は季節的な制御を受けている。

現在、内樹皮におけるレクチン遺伝子の器官特異的およ

び季節的な発現調節に関わるシス因子を解析することを目

的として、遺伝子のクローニングを進めている。レクチン

関連遺伝子は約5種類のメンバーからなるファミリィを構

成することが推定されているが、これまでに、 2つのレク

チン遺伝子 (rlec4およびrlecS)を単離し塩基配列を決定

した。 rlec4とrlecSのオープンリーディングフレームから

推定されるアミノ酸配列は、内樹皮レクチンのcDNAから推

定される配列とそれぞれ61%、81%のホモロジーがあり、 Ca

およびHnの配位に関わると想定されるアミノ酸残碁は完全

に保存されていた。さらにrlec4とrlecSにはそれぞれTATA

ポックスやポリAシグナルに類似する配列が存在すること

から、両者はレクチン遺伝子ファミリィのメンバーである

と考えられる。
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3pH08 
ニセアカ シア樹皮レクチン cDNAのタバコでの発現

田崎 清1、吉田和正1、小柴共ー2、山本直樹3 (I 農水省•森

林総研、 2都立大・理•生物、 3農水省 •生物研）

糖鎖を特異的に認識し、結合する蛋白質であるレクチンは植

物の種子以外にも球根や樹木の樹皮などで蓄積することが明ら

かになっている 。今回、演者らはニセアカシア(Robima芭竺―

doacacia)の樹皮に蓄積するレクチンの cDNAをタバコに導

入し、発現されたレクチンについて謂ぺたので報告する 。

3 5 Sプロモータの下流にレクチン cDNAを結合し、 Tiプ

ラスミドに導入してからタバコの形質転換体を得た。レクチン

cDNAを発現しているタバコの葉、茎及び根の抽出液はウサ

ギの赤血球に対する凝集活性を示した。さらに、この抽出液を

ウエスタン・プロット法で分析すると 29k0a付近に樹皮レ

クチンに対する抗体と反応するバンドが認められた。この分子

量はニセアカシア樹皮レクチンのサプユニ ットの分子量に相当

した 。タバコで発現しているレクチ ンはラ クト・アガロ ースに

よるアフィニティクロマトて単離することができた。単離され

たレクチンはsuperdex200でのゲル濾過に際して、ゲルに対す

る弱い吸者を示した。しかし、この吸着はラクト ースの存在下

では見られなくなり、単一のビークとして溶出されたレクチン

の分子量は l1 2 k D aと推定された 。タバコから単離したレ

クチンのアミノ末端から 9残墓のアミノ 酸配列はニセアカ シア

樹皮レクチンのものと同一だった。以上の結果はタバコに導人

されたレクチンのサプユニットがニセアカシアの場合と同様に

4量体を形成していることを示唆した。

3pl01 
イネ黄化芽生えの光応答型遺伝子群の単離 と同定

岩崎俊介，笠井誠l，斎藤陽子，田中喜之，松岡信2，徳富（宮尾）光恵，

山本直樹（農水省 • 生物研， l 富山大・理• 生物， 2名大 ・ 分子応答）

黄化芽生えが光照射により緑化する過程には，核および色素

体各々のゲノムにコードされている遺伝子の協調的発現が必要

でありそれらを統御する光情報の受容・伝達機構の解明を目指

した分子遺伝学的解析が近年精力的に進め られてきた。光応答

型核遺伝子としてはリプロースニリン酸カルポキシラ ーゼ小サ

プユニッ ト (rbcS)やク ロロフィルalb結合蛋白質 (cab)が代

表的であるがそれ以外の発現量の少ない遺伝子についても情

報を得るために， I4日間暗所で発芽させたイネ黄化芽生えに

3時間の白色光を照射することにより転写産物量の増加する遺

伝子のcDNAのク ローニングをサプトラク ション法により行なっ

た。得られた約 20 0クロ ーンについてグループ分けを行な う

とともに生育時の光条件による発現様式の違いをノ ーザン法

により調べた。その結果，黄化芽生えでは発現していないが光

照射した植物では発現しているもの，緑化の過程で一過的に発

現がみられるもの黄化芽生えでも発現しているが光照射した

植物で発現最の増加するもの，の 3タイプに分類できることが

わかった 。現在順次塩基配列決定と相同性検索が進行中であ

るが， rbcSやcab以外に．緑化過程の早い時期に発現することが知

られているEUPs,RuBisCO activase.グリセルアルデヒド3リン

酸脱水素酵素，プラス トシアニンやフェ レドキ シンなどの光合

成関連遺伝子が同定された。




