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2pF03 
縫物の過敏感反応におけるエチレンの重要性
広宣盆弘、瀬尾茂美、仁木智哉、大僑祐子
(農水省・生物研・分子遺伝部)

我々は植物の過敏感反応に伴って生成するエチレンの機能
を調べるために、 τ'MV感染タバコで嫌死病斑が形成される際
のエチレン合成量の変動を詳細に調べてきた。その結果、エ
チレン合成は翁斑形成開始のシグナルを受けて 1時間以内に
始まり、ある開催を超えた量のエチレンが病斑形成に必須で
あることを明らかにしている。一方、 ACCをエチレンに転換
する酵素であるACCオキシダーゼのcDNA.の単調監し、病11形
成に伴うエチレン合成が遺伝子発現のレベルで制御されてい
ることや、生成したエチレンが塩基性PR・1蛋白やタイプEプ
ロテアーゼインヒピターをコードする一部の抵抗性関連遺伝
子の発現を制御していることなどを明らかにしている。
今回、エチレン合成が促進あるいは抑制された形質転換タ
パコを用いた解析を行ったので報告する。 ACCオキシダーぜ
遺伝子cDNAをセンスまたはアンチセンス方向に組み込んだ
高発現ベクターをアグロパクテリウムを介してタバコに導入
し、 22個体のセンス植物と12個体のアンチセンス植物を得た。
センス植物では全体的にエチレンの過剰生産によると思われ
る弱い糞化と組織の軟弱化の傾向が見られ、特に~現の強い
1個体で明確な業の形怨異常が見られた。このような個体で
はτ'MVの感染率が低下した。一方、アンチセンスRNAを強
〈発現する2個体ではエチレン合成量の低下に起因すると思
われる病斑形成の抑制が観察された。これらの結果より、エ
チレンは病斑形成及ぴウイルス抵抗性の誘導という2つの機
能を持つと考えられる。

2pF04 
塩基性PRタンパク質遺伝子の転写を司るEREBP遺
侍のゲノム構造と発現の解析

北島併記入、高木優1、進士秀明1、佐藤文彦2

(京大・悶セ、 1工技院・生命工学研、 2京大・農・農
化)

タバコのDNA結合性タンパク質EREBPl・4は
PR(Pa出ogensis-related)タンパク質の組織特異的ある
いはエチレン応答性発現に関与する転写因子であ
る。一方、 EREBP mRNAの蓄積も組織特異的にあ
るいはエチレンにより制御される。そこで、 EREBP
遺伝子の発現制御機構を解明する目的で、ゲノム遺
伝子の単離と発現の解析を行った。

タバコ(m∞tianatabacum)の祖先種のひとつである
N. sylvestrisのゲノムライブラリーを、タバコEREBP
1・4のcDNAをプロープとしてスクリーニングし、 3

つのクローン入18a， λ18c，λ15Lを得た。 ORFの推定ア
ミノ酸配列は、 EREBP2， 3，4のcDNAのそれらに対し
それぞれ92，93， 77%のアイデンティティーを示し
た。いずれの遺伝子にもイントロンは存在せず、そ
れらの5'非転写領域には、互いに相同な領域は認め
られなかった。現在、各プロモーター::GUS融合遺
伝子を導入した形質転換タバコを用いて、これらの
組織発現とエチレン応答性を解析しているので併せ

て報告する。
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2pF05 
エンドウの防御応答における活性酸素の意義

稲田温子、藤井匡覚、木場章範、二遁星盆、山田哲
治、白石友紀(岡山大農)

植物の病原菌に対する初期防御応答の 1っとして活
性酸素の生成が挙げられる。無傷のエンドウ葉をエ

ンドウ褐紋病菌のエリシターで処理すると、 5分以
内に印ーの生成か官、められ、この生成は本菌の生産

するサプレッサーで抑制された (1996年植物生理学
会)。そこで今回は、エンドウの複数の防御応答に

対する数種の活性酸素消去剤の効果を調べた。タイ
ロン、マンニトール、アスコルピン酸は有傷エンド
ウ組織にエリシターで誘導されるピサチンの蓄積に

はほとんど影響しなかった。一方、分離細胞壁画分
をエリシターで処理した場合に誘導される感染阻害

物質の生成はタイロン、マンニトール、 SODにより
顕著に阻害された。さらに、無傷組織表層にエリシ

ターで誘導される局部的な抵抗化もこれらの消去剤

によって阻害された。以上の結果より、感染過程で
生産される活性酸素は、ファイトアレキシンの蓄積

誘導には関与せず、むしろエンドウ組織表層におけ

る感染阻害因子の生成と局部的抵抗化に深く関わっ
ていることが強く示唆された。

2pF06 
エンドウの防御応答に対する合成モデルエリシター

の影響
主盈童範1)、稲田温子 1)、竹田忠紘勾、金光卓也3)、一
瀬勇規。、山田哲治ヘ白石友紀。
(り岡山大農、勾共立薬大薬、 3)名市大薬)

エンドウ褐紋病菌の柄胞子発芽液中に生産される

エリシター (E)はP・D-Glc(1→6)・α・D-Man-a -D-
地 n(GMM)がセリンを介してペプチド鎖とGグリ
コシド結合した高分子糖ペプチドである(陥凶.bara
andK町oda1987)。本研究では、 E活性の最小単位
を明らかにするため、上記の三糖を基本単位とした

9種の糖ペプチド (SG) を合成し、エンドウの防御
応答に対する影響を調べた。何れの SG もファイト
アレキシンを誘導したが、その活性はモル濃度当り

では Eと比べて弱かった。一方、無傷組織を SGで
処理した場合、 GMM-Ser(SGl)を除く GMM-Ser-Pro
(SG2) ~何MM)3Ser3-Pro3 (SG9)は局部的な抵抗化
を誘導し、 GMM-Ser2-Pr02(SG4) ~ SG9はinvivoで
αー生成を誘導した。さらに、 SG4~ 9は泊vitroで
細胞壁 ATP蹴を活性化し、組織でのαー生成、お
よび感染阻害作用との強い相関性が認められた。以

上の結果から今回用いた SGはモデル Eとして有用
であるものと考えられる。



2pF07 
タバコ培養細胞を用いたキシラナーゼによる細胞死

誘導機構の解析

主宜盟12、鈴木馨1、内宮博文2、進士秀明1

(1工技院・生命研・植物分子生物、2東大・分生研・

細胞機能)

植物の重要な感染防御応答である過敏感反応死の

分子機構はほとんど解っていない。我々は防御反応

のシグナル伝達を解析する過程において、品種特異

的に過敏感反応様の応答を引き起こすエリシターと

して知られているTrichαiermaviride由来のキシラナ
ーゼが、タバコ培養細胞はD6S)の4冗Daプロテイン

キナーゼ(47kD-PK)の活性化、活性酸素の発生、防
御遺伝子の発現、さらには細胞死を誘導する事を見

出し、これを過敏感細胞死過程のモデル実験系とし

てその分子機構の解析を進めている。

プロテインキナーゼの阻害剤及びカルシウムチャ

ンネル阻害剤は、エリシターによる47kD-PKの活性
化を抑制すると同時に細胞死の誘導も抑制した。し

かしNADPHoxi蜘阻害剤は過酸化水素の蓄積を回

害したが、 47kD-PKの活性化及び細胞死はともに抑
制しなかった。一方、蛋白質分解酵素阻害剤は細胞

死を阻害したが47kD-PKの活性化及び過酸化水素の
蓄積は阻害しなかった。

2pF08 
ダイズ根粒に特具的なSUPERMANホモログについて
河内宏、程憲国人田島茂行 l、高辻博志

(農水省生物研、 1香川大農)

マメ科植物被粒の形成過程で特異的に発現が誘導される

一群の遺伝子は nod叫m遺伝子と総称され、根粒形成と共
生窒素固定の成立に重要な役割を担うと考えられている。

私たちはさきに、ダイズ根粒から多くの新規nod叫m遺伝
子を単機したが側GG，238:p.l侃， 1993)、そのうちの一つ、
GmN479は、アラピドプシスの花器形成に関与する転写調
節因子 SUPERMAN(8Up)のファミリーに属すると恩われ
るZn-finger蛋白質をコードしていた。GmN479は窒素固
定活性の発現とほぼ同時期に Lbなど多くの後期 nod'叫血

遺伝子とともに発現するが、mRNAのレベルはきわめて少
ない。発現部位を特定するため、本遺伝子のプロモータと

GUSのキメラ遺伝子をダイズ毛状根に導入した結果、根
粒の感染細胞においてのみ GUS活性を認めた。一方、
GmN479とSUpとのホモロジーに基づいて、 マメ科植物
のうちで現在もっとも安定した形質転換系が確立されて

いるLot田 japonic国(ミヤコグサ)のゲノムから PCR法に

よって、 SUpファミリーに属すると恩われる 4種の互いに
異なる DNA断片を得た。これらをプロープとしてノーザ

ン分析を行ったところ、少なくともそのうち 1種は綬粒に

のみ発現しており、予想されるアミノ酸配列も GmN479
と類似していた。そこで、このcDNAを用いて L.japonicu8 
の形質転換実験を行っている。
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2pF09 
根粒形成過程に異常を示す11系統のミヤコグサ

Lotω)apα71CUS突然変異体
今泉{安楽)湿手、川口正代司、小岩弘之1、赤尾勝一郎2、庄野邦彦

(東京大学・生命環境、1.岩手生物工学研、 2.農業生物資源研)

マメ科植物・根粒種共生後梅に関与する共生関連遺伝子の
研究は、これまで主に板粒菌側において発展してきたが、宿

主植物の根粒器官形成に直接関与している遺伝子及ぴその後
能の解析はほとんど進んでいない。

本研究において我々は、 U!粒酋との初剣相互認識から、 tR
粒器官形成に到る過程に宿主植物側のどのような遺伝子が関
与し、共生関係を成立させているかを解明することを目的と
して、分子遺伝学的解析に好適な形貨を有する、マメ科植物

ミヤコグサLotusjaponicus 8-129 'Gifu'を用いて、共生変
異体の作出を行った。
ミヤコグサ(8-129'Gi fu')種子をEMS処理し、得られた17.
0∞の112種子についてスクリーニングを行った結果、根粒形
成過程に異常を示す変異体11系統を単厳した。これら11系統
は、被粒を全く婚生しない変異体例。dー)、少数の根粒を
着生する変異体側od:t}、室乗固定活性を有さない根粒を
婚生する変異体(Nod+Fixー)の三段階に分類された。現在

進行中の交配実験より、現時点で、宿主と根粒薗の初期認識
に少なくとも3つの遺伝子が、キ貝粒の窒素固定の機能発現に
おいて少なくとも2つの遺伝子が関与していることを確認し
た。さらに、これら変異体の表現型の詳細な解析から、被粒

薗との初期認識から蜜棄固定開始に到る根粒器官形成過程が
少なくとも5段階に分けられることが示峻された。

2pFlO 
酵母細胞におりる外来鍾蚤白質・ルシフエラーゼの発現の変化
とストレス蛋白質の関与
謹竪丘公王、保坂真穂、岸戸掛告、岡田昌二、 SUSBn
Lindquist1 静岡県大・薬・放射、1シカゴ大・HHIII)

ストレス蛋白質は分子シャペロンとして、細包内で重要な役
割lを担っているごとが明らかにされてきた。しかし、最もよく
調べられている70kDaのストレス蛋白質 (bsp70)においても、
ファミリー蛋白質問での機能の違い、あるいは相補性について
はいまだ不明な点も多い。
bsp70の機能を更に明らかにするため、機成的bsp70のSSAlと
SSA2を欠損した酵母細胞 (aIa2)を用い、ルシフエラーゼの発
現について検討を行った。その結果、 ala2細胞では野生株細包
に比べ顕著に活性糾低下していたことから、ルシフエラーゼ蛋
白質の発現におけるbsp70の関与が清凌された。そこで蛋白質発
現におけるbsp70の役割について検討を行い、以下の結果を得た。
1)酵母純胞に熱処渥揮のストレスを与えると、bsp70の発現増大
に伴い、ルシフエラーゼ活性が高まった。 2)ala2細包では SSA
蛋白質の他のメンバーであるSSA3/4の発現地塙まっているが、
その発現量に比例してルシフエラーゼ活性が高まっていること
が見いだされた。 3)他のbsp70ファミリー蛋白質であるSSBおよ
び制限とは棺関性が見られなかった。 4)81a2細胞では bsp26、
bsp90， bspl04等のストレス蛋白質の発現地寝糞箸に増大していた
が、これらの発現量とルシフエラーゼ活性の変化との聞には相
関性は見られなかった。これらのことから、ルシフエラーゼの
発現にはbsp7陀必要!とし、 SSAIおよびSSA2の欠績は蔀扮的には
SSA3/4で補うことができるごとが示された。
一方、ルシフエラーゼの活樹普大に比例して細胞増殖速度は
遅くなったことから、 SSA3/4の発現増大は81a2細胞の増殖速度
を低下させる一団になっていることも示唆された。



2pFll 
遺伝子のポジショナルクローニングのための機能検定に必

要な、長いゲノム断片によるイネの形質転換法の確立

秋山康紀 1，中村信吾人鈴木隆夫 1.2，IwonaWisniewska1.3， 

佐々木典子 1，川崎信二 1

(1農水省・生物研サ妙の舛、冷・ーランド植物育種研究所)

ポジショナルクローニング法はこれまで困難であった情

報伝達・調節・形態形成・農業形質等に関わる遺伝子の単隊を

実現するものであり、植物生理学分野でも広範な応用の可能

性がある.我々は、イネのいもち病真性抵抗性遺伝子のポグ

河川知・ニングによる単磁を目指して、これまでにイネゲノム

のBAC(BacterialArtificial Chromosome)ベクターによる

平均インザート長 155kb‘7ゲ/ム相当のゲ/ムライ7'ラリーの作製と遺伝

子近傍の 5・800kbに及ぶDNAcontigの形成を行ってきた.

しかし、最終段階で contigに含まれる遺伝子の機能検定を

行うための効率良い形質転換系が存在しなかったので、

AgJ刀，bacteriumを用いて長い染色体断片をイネに形質転換

できるバイナリーベクターを開発した.実際にヒトの 40kb

の染色体断片を、 DNAの再編成も起こさずに効率良くイネ

に形質転換することができた.現在、このシステムを用いて優性

の抵抗性遺伝子を含んだ、コスミドより安定なり.ゲ Jb."Jイ7'ラリ・

を縛築して、目的遺伝子の同定を試みている.

3aFOl 
ラン藻伽lechocystisSp. PCC活803の脂肪酸不飽和化
酵素遺伝子発現の低温誘導機構の解析
盤率五昼、 MalayK. R旬、 DmitryA Los、Michael
Malakhov、村田紀夫(基礎生物学研究所)

ラン藻$句echocystissp. PCC】5803の培養温度を低
下させると多価不飽和脂肪酸の合成に関わる不飽和
化酵素遺伝子desA， desB， desDの発現が誘導され、
細胞膜脂質を構成する脂肪酸の不飽和化が促進され
る。これは低温による膜脂質の流動性の低下を補償
するための最も重要な適応機構であると考えられる
が、これまで低温検知の機構およびその情報伝達の
機構は明らかにされていない。そこでまず、低温に
より最も顕著に発現が誘導されるω3不飽和化酵素
遺伝子 (des助プロモーターの下流にルシフエラーゼ
遺伝子(luxA.町を融合した株を作製し、 desB遺伝子
の発現を発光により検出できる系を開発した。この
株の染色体上にスベクチノマイシン耐性遺伝子をラ
ンダムに持入することにより変異を導入し、 desB遺
伝子の発現に異常をきたした株を約60株選別した。
それらの変異妹の細胞膜の脂肪酸組成を比較したと
ころ、通常の培養温度 (35"C)においても多価不飽和
脂肪酸合量の高い4株が得られた。このことは不飽
和化酵素遺伝子の発現調節に高温条件下で発現を抑
制する機構の存在を示峻するもので、現在原因遺伝
子の同定を試みている。
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3aF02 
Tmns-AND c.信-INTERACTIONSIN THE TEMPERATURE-

DEPENDENT EXPRESSION OF DESATURASE GENES 

阿i"ha..lM且LAKHOy，Dmitry LOS， Norio MURATA; 
Natl. 1nst. for Basic Biology， Okazaki 444 

Expression of the desB gene for the ・3desa-
turase in Synechocystis PCC6803 is up-regula-、
ted during acclimation to low temperature. 1n 
order to identify DNA regions which are res-
ponsible for the regulation of transcription 
of the desaturase gene， we prepared mutant 
strains of Synechocystis that carried the desB 
gene with altered sequences in the 5'-upstream 
regions. We found that the region between -96 
to -20 bp (as referred to the transcription 
start) was involved in the regulation. The 
DNA-mobility shift assay with the DNA fragment 
corresponding to this region demonstrated the 
presence of several specific DNA-binding pro-
teins. One of these proteins was active at 
220C but not at 340C. Another one was active 
both at 220C and 340C. This protein required a 
minimum 15 bp DNA fragment (positions -38 to -
24 bp) for the formation of a stable DNA-pro-
tein complex. Single-base mutagenesis of this 
15 bp fragment indicated that substitution of 
any nucleotide in the sequence GCCTTC (ー32to 
-27) abandoned formation of DNA-protein comp-
lex， whereas single-or multiple-base substi-
tutions in surrounding sequences (ー38to -33 
and -26 to -24) had no effect on binding. 

3aF03 
ラン藻 SynechococcusPCC700 2に存在する 2種類の GroEL

ホモローグのシャベロン機能

蓋盆孟差王、福嶋葉月、林秀則 (愛媛大学・理・物質理学)

熱ショックタンパク質 GroEL(HSP60) はほとんどの

生物に保存されており、部分的に変性したタンパク質の

再生や新たに合成されたタンパク質の高次構造形成を介

助する分子シャベロンの機能がある。ラン藻には大腸菌

のgroEL遺伝子のホモローグとして2種類のgroEL遺伝
子 (groEL'l、groEL-2)が存在するが、両者の機能の違い

は知られていない。本研究ではラン漢の2種類の groEL

遺伝子産物について、シャペロンの機能について解析し

た。

Syn町 ho∞ccusPα7002の GroEL'1とGroEL'2に
Hisタグを結合したものを大腸菌において大量発現させ、

精製した。それぞれを単独でリン酸緩衝液中に保持し、

形成される多量体のサイズを Superose6 HRカラムによ

って分析した結果、大腸菌の GroELの14量体よりもやや

小さい多量体の存在が観察された。一方尿棄によって変

性させた αーグルコシダーゼに各 GroELを添加し、再活

性化の割合を解析した結果、いずれの GroELにも再活性

化能があり、シャベロンとしての機能があると推定され

る。現在、それぞれの GroELホモローグに関して、ラン

漢の可溶性タンパク質に対するシャベロン機能に差があ

るか検討中である。



3aF04 
Synech∞∞cus sp. PCC 7942の新しい低分子量HSP遺
伝子およびhわGの解析

fficfl重盤、幡山哲夫、イ中本準(!奇玉大・理・分子生物)

我々は、ランソウ斗円配h∞∞C凶 sp.PCC7942から、
未知の低分子量HSP遺伝子を単離した。その遺伝子は、
推定分子量8.3kDaのタンパク質をコードすることから、

hs.凶3と命名した。
hsp8.3のプロモータ一部位には、 σ湿によって言語哉さ
れる熱ショックプロモーターに類似のelJやインバーテッ
ドリピート配列は存在しなかった。また、 hsp8.3は、 45
℃、 15分の熱ショックt通常の培養温度は300C)により転
写産物量が10倍増加した。
H呼l8.3の繊舵を角斡斤するために、 hsp8.3'こカナマイシ
ン耐悩量伝子を挿入して破壊した変異株を作成した。変

異株と野生株を高温担調:40-50
0

C)したときの生存率を

調べたところ、変期制42
0

C以上で顕著に低下した。し

たがって、 Hs凶3は細胞の高温耐性に関与することが示
唆された。

さらに、我々は、真核生物のh割以こ相向性のある遺

伝子、 h析をPCRにより増幅した。 htpGは、熱ショッ
ク(45

0

C，15分}により、転写産物量カf数樹首加した。現在、

hfl戸初全構造とその発現を紺庁中である。

3aF05 
好熱性ランソウSynech∞occ崎山r/canusの低分子量
HSPの精製およびその遺伝子の紺庁
主副主民旦!t、田中直樹、槍山哲夫、イ中本準
(埼玉大・理・分子生物)

好鮒主ランソウS卯 echoα)cc凶 vulc卸 us(培養温度50
OC)に熱ショック(63

0

C)を与えると、細胞内に60、16お
よび12kDaのタンパク質カ嚇著に蓄積する。その内の一

つである1肱Daのタンパク質(HSP16)を精製し、そのN
末端および内部アミノ酸配列を決定したところ、高等植

物や酵母の低分子量H伊に棺向性があることカF明らかに
なった。現在、精製したHSP16を用い、その生イ伴的な
性質およ{f~鮪E、とりわけ分子シャペロンとしての機能
を解析している。

次に、 HSP16のN末端および内部アミノ酸配列に基づ
いてオリゴヌクレオチドプライマーを合成し、

Synechococcus vulcanusゲノムを鋳型にして、 PCR法
により130切のDNA断片を増幅した。その塩基配夢IJから
推定されるアミノ酸配列はN末端および内部アミノ酸配

列と一致した。したがって、このPCR産物はHSP16の遺
伝子の一部であると断定した。このPCR産物をプロープ
として用い、ノーザンブロット解析をした結果、 hsp16

ι転写撞物量は630Cσ湖ショックにより顕著は曽加した。
現在、 hsp16の全構造を解析中である。
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3aF06 
クロレラ加遺伝子導入による形質転換タバコの作

出

杢撞量二，永石賀子，松本弘子，波多野昌二(九

州大学・農学郁 ・食糧化学工学科)

演者らはクロレラ(Chlorellavulgaris C-27)の耐凍
性獲得に強く関与していると考えられる阻C6蛋白

質(LFA蛋白質;LateEm同ogenr凶 SAbUI叫担。につい
て報告してきた.今回，本蛋由貿の耐凍性獲得へ

の関与を明確にするために， U弘蛋白質をコード

するhiC6i宣伝子をCaMV35Sプロモ}ター下流に結
合し，アグロパクテリウムを介してタバコへ導入

し，耐凍性付与を試みた.

得られた形質転換体10個のクローンについて，
サザンプロッテイングおよびウエスタンプロッテ

イング解析を行い，このうち4個のクローンで，
hiC6i宣伝子の導入および阻C6蛋白質の発現を確認
した.これらの形質転換体における本蛋白質の発

現量は少なくとも可溶性蛋白質の0.01-0.1%を占
めた.本蛋白質の発現により，形質転換タバコの

凍結開始点は野生型のものと比べ，約O.5'C下がる

ことが示された.現在，耐凍性獲得の程度を調べ

るため，形質転換タバコのLTsoを測定している.

3aF07 
タバコの葉緑体局在性低分子量熱ショックタンパク賓のcDNA

クローニング
イーピョンヒョン

杢一一盛.，山本 直樹，徳富(宮尾)光恵 (農水省・生物

研)

生物を高温にさらすと様々な熱ショックタンパク貿

(HSP)の合成が誘導される。高等継物においては、 15・30
kDaの低分子量HSPが熱ショックで誘導される主要なHSPであ
り、細胞質、小胞体、ミトコンドリア、葉緑体それぞれに局

在する低分子量HSPが合成される。本研究では、タバコ
(Nicotiona凪卸叫mcv.SR・1)より葉緑体局在性低分子量HSP
(CtHSP)のcDNAクローンの単穫を行った。
ペチュニアのαHSPの遺伝子断片をプローブとして用い
て、 2種類のcDNAクローンを単調Eした。そのうちひとつは、
αHSPをコ-J:すると仮定するとコード領域に1塩基の挿入が
あり、そこでフレームシフトを生じることがわかった。この
フレームシフトを無視すると、 2種類のcDNAから推定される

アミノ酸配列は89.7%相同であり、葉緑体内への移行のため
のトランジットペプチド、すべての低分子量HSPに特徴的な
コンセンサス領域1，n、および、 C出SPに特徴的なコンセン
サス領域Eをもつことがわかった。ゲノミックDNAのPCR実
験の結果から、 N.凪均四mlま2種類の異なるCtHSP遺伝子をも
つこと、一方、祖先種であるN.sylvestr，おとN.加mentosiformis
はそれぞれひとつの遺伝子のみをもつことがわかった。この
ことは、 N.師伽酬のふたつのCtHSP遺伝子はそれぞれ、 N.
sylvI町 trisとN.加'men加'siformおに由来する可能性が示唆された。



3aF08 
カワヤナギDnaJhomologの発現特性

二蛙息走、篠原健司(農水省・森林総研)

我々は、カワヤナギ(SaJixgilgiana)から大腸菌のDnaJと相

向性を示す2種類のcDNAクローン(pSGJ1， pSGJ2)を単調医した。

pSGJlとpSGJ2は、酵母のDnaJhomologであるYDJ1/MAS5に

43.7%の相向性を持つ47.5kDのタンパク質(SGJ1)をコードす

る。pSGJ2はpSGJ1の完全長の塩基配列に加えて三つのイント

ロンと考えられる領域を含んでいた。pSGJ2はSGJlの前駆体

mRNAに対するcDNAクロ}ンと考えられる。SGJlの転写産物

(1.7kb)は雄花で多く発現し、他の器官での発現のレベルは低

かった。生殖器官の発達過程でSGJ1の発現を調べたところ、

雄花では三種類の異なるサイズの転写産物(2.5kb，1.7kb， 1.1-

kb)が検出されたが、雌花では一種類のサイズの転写産物(1.7-

kb)が発達段階の初期にのみ発現していた。また、1.7kbの転

写産物は雄花の各発達段階を通じて恒常的に発現しているの

に対し、l.lkbの転写産物は発達段階の初期に、 2.5kbの転写

産物は発達段階の後期にそれぞれ特異的に発現していた。

SGJlの発現は熱ショ ックや塩ストレスによって一過的に誘導

され、 mRNAのレベルは熱ショ ックで最大約3倍、塩ストレス

では約6倍に増加した。この誘導のレベルは塩生植物Atriplex
nummularia由来のANJlに比ぺ、 著しく低い。以上の結果は、

SGJlがカワヤナギの生殖器官の発達段階において、熱ショッ

クによる影響を受けにくいheatshock cognateとして重要な役

割を担っていることを示唆している。

3aF09 
マイナス温度に曝されたコムギで続導されるハードニング

の第2ステージとフラクタン代昔前
吉国みどり、阿部二朗 (農水省、北海道農試〉

厳寒地での越冬植物のハードニング過程には少なくとも

2つのステージか'存在し、各ステージに関わるi宣伝子力f異
なることが提唱されている。i賞者らは、自然条件下で生育
したコムギのハードニング過程は、組織の水分量の減少を

伴って耐;束性が向上する第 1ステージと水分量は減少せず

水の束縛度を高めることで耐凍性が泊加する第2ステージ

に分かれ、後者は歳低気温がマイナスになる時期に爵導さ

れることを明らかにした(Yoshldaet al. 1997)。このハード

ニング後期に耐J束性を向上する耐凍型品種と向上しない耐

竃型品種を用いて、ハードニング中の組織内の臓の成分と

主要書積多機類であるフラクタンの代劇に関わる静棄SST

(sucrose:sucrose fructosyltransferase)， Invertase， FEH 

(fructan exohydrase)活性を調べた。両者はハードニング中

に繍を蓄積するが、マイナス気温に.される時期になると

耐雪型はフラクタン、耐J東型1;1:単・ニ糖類含量の泊加が顕

著になった。人工環境下で2'Cでハードニングさせたコム

ギをー4'c友び-8tで処理すると、業またはクラウン組
織で、 SSTとFEHの活性の変化の動向とそれらの活性のレ

ベルに、マイナス温度環演で耐凍型と耐雪型の差異が現れ

た。

Yoshida et al. (1997) Physlol. Plant. in press 
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3aFlO 
Anacystis凶dulance由来アシル脂質デサチュラーゼ遺伝子を

導入したタバコの耐冷性

重量盤盤、西湾治、東瑞恵、関口桂子、戸栗敏樽

(キリンピール基盤技術研究所)

植物の耐冷性は生体E葉、とくにチラコイド膜における脂
質の不飽和度と関連が深いことが示唆されている。我々

はラン藻Anacystisnid凶anceより .:¥9acyl-lipid d蜘制m揖遺伝

子(des9)を単離し、CaMV35Spromoter、RuBisCosma11 

subunitの回nsitpeptideを用いてタバコ形質転換体を作出、

その耐冷性について検討した。形質転換植物の脂肪酸を

分析すると葉、茎、根において対照には存在しない

戸加iωleic回 d (16:1 cis)が検出され、脂質全体の不飽和

度が5-10%上がっていた。脂肪酸組成の変化はPG等
の主として葉緑体自身で合成される脂質のみならず、 PC，
PE等の主として細胞質小胞体で合成される脂質でも見ら

れた。また種々の耐冷性検定を行ったところ、形質転換

体は対照に比較して低温傷害を受けにくかった。さらに

1St:、 10 t:という低温において対照に比して有意に

成長性が優っていた。 25 t:の成長性では対照と有意な

差は認められなかった。低温以外のストレスに対する抵

抗性について現在検討中である。

3aFll 
低温馴化過程におけるオーチヤードグラスのタンパク質

組成の変動

荒川圭太、吉田静夫(北大、低温研)

牧草などとして利用される多年生草本植物のオーチヤ

ードグラス (Dactylisglomerata L.)は、 秋から冬に
かけて低温馴化の過程で耐凍性が著しく増加する。これ

にともなってタンパク質組成も大きく変動することが知

られているが、画館凍性との関連性については不明な点が

多く残されている。そこで本研究では、耐凍性獲得に関

連のあるタンパク質の生理機能について解明することを

目的とし、低温馴化過程で誘導されるタンパク質の解析

を開始した。今回は、とくに耐凍性において重要とみな

されている細胞膜のほか、可溶性画分やアポプラスト領

域のタンパク質組成の変動について注目した。

1 996年6月から 12月にかけて野外からオーチヤ
ードグラスを採集し、耐凍性 (LT.0)の検定を電解質漏

出法によって行なったところ、 LT.oは-3'Cから-19'Cま
で顕著に増加した。そこで、この組織から細胞膜画分や

可溶性画分を抽出し、 SDS-PAGEで解析したところ、各面

分において低温馴化過程で増加するタンパク質が複数検

出された。現在、アポプラストタンパク質を含むものと

考えられている酸性溶液抽出薗分の解析と併せ、低温誘

導性のタンパク質について生化学的解析を試みている。



3aF12 
凍結による細胞質の酎全化とその要因

担差盛翠・吉田静夫(~t.大・低温冊

纏物が細胞外凍結による脱水ストレスを受けるとき、細胞内

環境が可逆的あるいは不可逆的に変化することが予想される。

本研究では、細包生存に重要と尉コれる細包質凶の凍結融解過

程における変化を、蛍光レシオイメージ法により測定し、その

要因について検討した。

冬コムギ業肉細胞から単荷量したプロトプラストでは、低温鳳11

化の有無に関わらず、細包質凶は凍結により低下することが明

らかになった。しかし、その低下は低温未甥11{乙の細胞において

より'酌であった。さらに低温未I~化の細胞では、細胞質凶
の低下が叫納小さい繍舗社、温度の低下につれて大きく低

下する綱舗拘現られた。後者では融解過程において凶の回復

が見られず、融締瑚こ細包崩擦に至るものも多かった。このよ

うに、細胞質の凶が凍結中に不可逆的に低下することは、傷害

に関連した重大な変化が凍結中に発生したことを示唆している。

細胞質凶の低下をもたらす要因には、 3つの可能性が考えら

れる。第一は、凍細見水にともなう細胞質溶液の濃縮と温度の

低下による、酸・塩基の解様定数の変化である。第二は、細胞質

凶がある限界以下に低下すると、凶低下をさらに力I漣する何ら
かの要因が発生することである。第三は、細胞膜・4翻舗莫の損
傷または膜験送機能の低下である。今後は、これらの要因の相

互関係を考慮しながら、凍結による細胞質の酸性化と細胞傷害

との直接的な因果関係について明らかにしたいと考えている。

3aF13 
A臨kにより冬~J焼却餌格調臨書館羽lIIIf!!I除制さ醤慣する 19-セE泡純灘麟汐ン

パク賀と面開明沼眠

柑倫也.1情鳩澗l陸太吉司験 Gヒ大・個菌防

卒研掬まや'J~東方抱ωnæ抽叩Lcv.α世叫叫￠婚鵬燭舶

をAstI.交躍することはって務噂される最欄蛍移割削を開汚すること

を聞包とする我州諸事項欄間嶋I;:f.i'>::>て起こる細箇糞タンパク質の変

イ[1::t:担じた5OI1MAstI.存在下;23Cで5日開審墜したや順嫡母脅

麹聞包まLT却が-21.6'Cという，高噌錬性を虜尋したこ目視崎町包

から蹴鵬::1IUO匝腕埠揮し，SI:&l附ヨE によと峨~ンパク覧ゆ析

をおこなったとこるAßtI.処理した焔剤師砲鹿勲鳩町箇~:::19-セE胞のタ

ンパク跡事臨コ献するこ劫明ら創設ったそこでこの 19セ同細

目鍾喪タンパ汐賀(AWfM-19)を銀魁用S渇rPAGEにより絢製し..N末端

のアミノ薗!ftO折見悲惨主したさらにAWfM-19をコーやする dコINAクロ
ーンをAßtI.鈍鯉L，~細胞から調製したd)f\仏ライブラリーから FCR

により埼暢じたこのd茄仏クローン(開帳Dは1&9-k01明附生

タンパク質をコードしており.4':崎明週ドメインと調和が値ω2)を
有するものと徴践す1ft.W1M-ln浪NAの廟レペ1ほ印11M瓜臥処

理を側治して務湾町噂蹄ヨ臆ったこのことはW刊f-lがA臥応宿生

遺伝子のファミリーに属することを示唆する.以幻棟割高まAstI.によっ

て欄隠れ，Q師鍾襲タ況の節句可愛欄蹴帰繍愈場調3幹する可

書留をを示唆するもηであった
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3aF14 
温度ストレスにより誘導される遺伝子の

Differential Display法による検索
訟星瓦盟、永山美香 (鹿児島大・農・生環)

ホウレンソウとフダンソウは、 21'cを境にして

生育量が逆転する。 21'Cより高温ではフダンソウ

の生育の方が良好で、逆に低温ではホウレンソウ

の生育が良好となる。著者らは、両者が高温、低

温に耐性になるために特異的に発現する遺伝子が

あるのではないかと予想し、両者の温度に対する

反応の違いを遺伝子の発現レベルで調べるため、

Differential Display法を適用した。
ホウレンソウは18'Cで生育後4'C、フダンソウ

は24'Cで生育後33'Cの温度処理をし、試料を得

た。各試料からRNAを抽出し、 cDNAを合成後、
PCR法で増幅した。得られたDNA断片をc1eangel 
で分離し銀染色で検出後、それぞれのバンドの違

いを比較した。特徴的な変化を示すバンドを切り

出し、 PCR法で再増幅した後、得られたDNA断片
の塩基配列を調べ、遺伝子の同定を試みた。



laGOl 
鉄欠乏オオムギ根におけるムギネ酸生合成経路の研究VI

:ニコチアナミンアミノ基転移酵素の遺伝子配列と発現

亙盤蓋宜王、山口博隆、中西啓仁、西津直子、森敏

(東京大・農学生命科学)

鉄欠乏条件下でイネ科植物の緩から放出される“ムギ

ネ酸"の生合成経路上の醇索、ニコチアナミンアミノ基

転移酵素はニコチアナミンからデオキシムギネ酸のケト

体への反応を触媒し、鉄欠乏ストレスによってこの酵素

活性が誘導される.われわれは、このニコチアナミンア

ミノ基転移酵素の精製を試み、ニコチアナミンアミノ基

転移酵素と恩われる三つのペプチドの部分アミノ酸配列

を決定した.この部分アミノ酸配列から推測して作成し

たプライマーを用いて、鉄欠乏処理したオオムギの根か

ら作ったcDNAを鋳型にPCRを行った.これで生じた遺伝

子の断片をプロープにして、鉄欠乏処理したオオムギの

根から鯛墜したcDNAライブラリーからスクリーニングし

目的のcDNAを得た.この遺伝子は約1.6kbpで、醇母に

導入すると酵素活性を発現した.また、ノーザン解析で

はこの遺伝子の転写産物が鉄欠乏ストレスで瑚大するこ

とがわかった.

laG02 
酵母の鉄吸収変異株ctr1の生長を回復させるオオムギの
cDNAクローン

山旦盛盤、温入孝之1、森敏
(東京大 ・農学生命科学、 1名古屋市大 ・薬)

1 996年の鹿児島大会で、 i貧者らは、酵母の鉄吸収変異
株を利用した、 「ムギネ酸・ 鉄」のトランスポーターの遺伝
子のスクリーニング系について発表を行なった。今回の発表

では、そのスクリーニングの結果単離された、オオムギの

cDNAクロ}ンについての解析の考察を行なう。

酵母の鉄吸収変異株αrlは、 high-affini tyな鋼の吸収能が欠
損しているため、 high-a節mtyな二価鉄の吸収機構が働かない。

そのため、二価鉄の利用性の低い培地上では生育することが

できない。 このα'r1変異株に鉄欠乏条件で栽培したオオムギ
根から作成した、 cDNAを発現させ、二価鉄の利用性を制限

した培地上で生長が回復したものを選抜した。その中の一つ

から回収したcDNAクローンは再現性よく αrl変異株の生長を
回復させることがわかった。この現象は培地中の鉄キレート

が、ムギネ酸でなくても、クエン酸、 EDTA、メシル酸デフ

エロキサミンの場合でも観察された。cDNAの塩基配列を決
定すると、 cDNAIの全長は 19 2 4 bpで、 452のアミノ酸
からなる未知のタンパク質をコードしていると考えられた。
ノーザン解析によ って、オオムギの根においては鉄の栄養条

件によらず、この遺伝子の転写物はほぼ同量存在することが

分かった。これらの結果から、このcDNAは、 「ムギネ酸・
鉄jと特異的に相互作用するものではないが、オオムギの根
において、鉄の吸収、あるいは鉄の代謝、利用性に関与して

いる、新規のタンパク質をコードしていると考えられた。
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laG03 
鉄欠乏オオムギの根において特異的に発現する

ギ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子の解析

盆杢ニ去、板井玲子、鈴木宏一郎、中西啓仁、森敏

(東京大・農学生命科学)

オオムギの棋を鉄欠乏状態におくことにより、そのタンパク

質の組成の変化を二次元電気泳動で調べた。そしてその変化が
増加傾向にあるものに7つについて着目し解析を行った。この
中でも、憲もその増加が顕著であった "Wspot"について報告
する。アミノ厳配列分析の結果、このスポットはポテト・ミト

コンドリア由来のギ酸デヒドロゲナーゼ (FDH)に高いホモロ

ジーを示したので、得られたアミノ酸配列をもとに cDNAライ
ブラリーからこれをクロ一二ングし、全 DNAの塩基配列を決
定した。この結果、この塩基配列はこれまでに知られている

FDHの配列と比較してアミノ酸配列のレベルで 50-80%程

度のホモロジーを示し、この遺伝子は FDHると考えられた。
この遺伝子についてノーザンハイブリダイゼーションによる分

析を行ったところ、鉄欠乏の根においてのみ発現が認められ、
鉄供給の根、葉、および鉄欠乏の葉では発現は認められなかっ

た。さらにFDHの活性を来変性ゲル上で測定したところ、

ノーザンハイブリダイゼーションの結果と一致して、鉄欠乏の
根においてのみ活性が認められた。このことから、オオムギの
鉄欠乏の根において、 FDHがその活性を持って特異的に発現
していることが明らかになった。

laG04 
Synechocystis sp.PCC 6803のCP43・友ぴフラボ

ドキシン遺伝子破壕株の作製友ぴ表現型の解析

鎧杢豊王、仲本準(矯玉大・理・分子生物)

鉄ストレス条件下では、ランソウなどの微生物

はフラボドキシンを誘導し、フェレドキシンを代

替すると考えられている。単細胞性のランソウで

は、フラボドキシン遺伝子 (;siB) は光化学系E
のCP43に類似したタンパク質CP43・をコードする

isiA遺伝子の下流に存在し、鉄欠乏下でのみ発現

するisiABオペロンを情成している。

本研究において、我々はCP43'やフラボドキシ

ンの鉄欠乏条件下での機能を明らかにするために、

is伯区友びisiBを不湖到ヒした変異株を、遺伝子ター

ゲティング法を用いて作製した。現在それら変異

株の生化学的解析を行っている。

また、かずさ DNA研究所により報告された

Synechocystis sp.PCC 6803に存在する5種類の
フェレドキシンと相同な遺伝子のうち、 3種類に
ついてノーザン・プロット解析を行い、これらの

鉄欠乏条件下での転写制御に関する解析を進めて

いる。



laG05 
ラン濠 Synechococcussp. PCC 7942における硫
置遭遇静濃サプユニット遺伝子の発現鋼節
盤杢基盆，青木三絵，内山久美子(茨織大・理・生
物)

ラン獲において、硫賞濠である疏酸イオンの取り
込みに関与する硫酪透過醇集は、ペリプラズムの基
質結合蛋白質、細胞臓貫通サプユニット、および細

胞質のATP1JO7k分解サプユニットからなり、それ
ぞれ sbpA、cysT/凶におよび cysA遺伝子により
コードされている.， Synechococcus PCC 7942線
の sbpA、および cysA遺伝子は染色体上で隣獲し、
逆方向に転写される.両摘に sbpA、および cysA
遺伝子の 5'来摘を含む遺伝子問領域のDNA断片を

用いて、レポーター遺伝子gus(βーグルクロニダー
ゼ)との翻奴風合遺伝子を術祭し、ラン蕩に導入し
て、形質伝自負線での、 GUS活性を測定した.
sbpA-gus鳳合遺伝子を持つ形質転倹線での GUS
活性は、硫黄十分条件と比較して硫貨欠乏条件で大
きく綱大した.これに対し、 cysA-gus融合遺伝子
を持つ形質転自民織では、いずれの磁賞条件において
も、高いGUS活性が毘められた.従って、 sbpAと
cysA遺伝子のコード領織間 199bp中には、両方
向に配向したプロモーターが存在し、そして硫貧欠
乏時における調節棟式は、両者の聞で異なることが
示喰された.

laG06 
低硫骸イオン環爆におけるシロイヌナズナ硫黄同化系遺伝子

群の発現応答

直重量盟、笹倉紀子、渡部晶子、奥山律子、斉藤和季(千葉大・

薬・薬用資源センター)

高等植物~;t外界から硫厳イオンを取り込みシステイン、メチ

オニンを生合成する。演者らはこれまでに、シロイヌナズナか
ら配予IJの異なる 3種の硫酸イオントランスポーター遺伝子

(AST12、AST56、AST68)を単離し、低硫酸イオン環境下で
AST68のmRNA発現量が根部特異的に約9倍まで治加するこ
とを明らかにした。すなわち、縞物は低硫酸イオン環獲に適応

して、根において AST68の発現量を増加させることにより S
源の補給を行っていると考えられる。さらに AST68、AST56
~;t醇母の硫敵イオントランスポーター欠煩変異株を相補し 、

GAL1プロモーターによりガラクトース培地中で[3SS]硫酸イ
オンを細胞内に取り込むことが確認された。また、硫黄同化系
の他のi宣伝子の発現応答について調べたところ、 AST68に加
え、 APS還元酸素(APR1)、セリンアセチル転移酵素(SAT1)
の mRNA発現量が低硫厳イオン環濠下で顕著に増大した。
APR1は、硫厳還元系と硫酸転移反応系の分岐点に位置するこ

とから、低硫酸イオン環境下では硫酸還元/システイン合成の
方向に飼節が行われると考えられる。SATlの生成物である 0・
アセチルセリン(OAS)は原核細胞では硫黄代謝系の正の誘導

物質であることが知られており、OASによるシロイヌナズナ
における硫黄代謝系i宣伝子の発現応答についても報告する。
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laG07 
シロイヌナズナの硫黄同化経路に関わる遺伝子群の

栄養条件による発現制御の解析

皇主主連去、原田英美子、山口 夕、小泉望、佐野浩

(奈良先端科学技術大学院大学・遺伝子教育研究セン

ター・植物細胞工学)

植物は無機の硫黄化合物からシステインを合成す

る経路を備えており、この同化経路に関わる遺伝子群

が明らかにされつつある。私たちは、硫黄同化経路の

制御を総合的に理解するために、シロイヌナズナの遺

伝子(硫酸トランスポータ一、 ATPスルフリラーゼ、
システイン合成酵素)についてノーザンプロット解析

を行った。環境中の窒素源や硫黄源に対して発現量が

変化することを確認した。さらに、報告されている全

ての遺伝子 (APSキナーゼ、PAPS還元酵素、亜硫
酸還元酵素、セリンアセチルトランスフエラーゼ)に

ついて同様の実験を行っている。 ATPスルフリラー
ゼを過剰発現させた組換えタバコを作製し、硫黄化合

物に対する応答を調査中である。

laG08 
トマト根においてマンガン欠乏により発現が誘導さ
れるタンパク質
北野高寛、低主主塵孟、尼子克己、 高橋正昭 (大阪

府大・農・応用生化)

MnはFeに次いで要求量の多い植物の微量必須元素
である。酸化還元、脱炭酸、加水分解反応触媒中心
として機能し、その欠乏は光合成の酸素発生やスト
レス対応の失活を導く。Mnの土壌中からの吸収と必
要とされる薬肉細胞への輸送の機構は不明で、我々
は根形質膜に局在すると思われる陥1トランスポータ
ーを明らかにする目的で、陥E欠乏によって合成が誘

導される金属結合タンパク質のスクリーニングを行っ
てきた。その結果、Mn欠乏処理したトマト根におい
て1種類の膜タンパク質を同定することができた。
そのタンパク質の性質について報告する。
あらかじめ1カ月間完全水耕液で栽培した後、 10
日間Mnのみの欠乏処理を行わせたトマト根より膜画
分を調製した。可溶化した膜画分のプロテアーゼ処
理ペプチド断片のアフィニティークロマトにより金
属結合性ペプチドを得た。そのアミノ酸配列に対し
て作成したオリゴヌクレオチドとオリゴ(dηをプラ
イマーとして、陥1欠乏処理したトマト根より調製し
たRNAを鋳型とするRT-PCRを行い、Mn欠乏により
転写が誘導されていることを確認した。このPCR断
片をクローニングしてその性質を決定した。




