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光化学系 I複合体の Accessorysubunitは、
環境ストレスからランソウを防御する重

要なサプユニットである

仲本準 (埼玉大・理・分子生物)

ランソウ光化学系 I複合体 (PSI)を構成する、

Ps掛から Ps訓サプユニットの遺伝子のすべてが

既に単厳され、また、 PsaKや PsaMを除く他のす

べての遺伝子の各々について、遺伝子破壊株が既

に作製されている。これらの変異株を用いて、 PSI

の機能や構築における各サプユニットの役割が

解析されてきた。その結果、 PSIの Accessory

subunitは、独立栄養的生育や光合成に必須のも

のではないことが明らかにされた。 PsaA、 Psa8、

PsaCのように電子受容体を持っていないこれら

の Accessorysubunitの生理的重要性については

明らかではない。我々は、 $ynechocystis sp. 

PCC 6803の PSI Accessory subunit欠損株、特

に PsaOや PsaE変異株を用いて、温度や強光がこ

れらの変異株の生育・生存や光合成活性・特性等

に及ぼす影響を調べてきた。これらのサプユニッ

トが強光や高温等の環境ストレス条件下で果た

す役割について報告する。

lpB17 
耐塩性シロイヌナズナ突然変異体における活性酸素耐

性機憾の解析

盟壁ニ孟.小林京子.丹羽康夫.大場泰"和田敬四郎"
小林裕和 (静岡県立大・生活健康金沢大学・理・生物)

野生型シロイヌナズ (Arabidopsisthaliana， COlumbia) 

実生lム通常光 (26μmOIm-2 sec")下 200n制 NaCI添

加無精培地において2週間以内に枯死する.合計22，300
の変異原処理系統(ethylmethanesulfonate処理およひ1
DNA挿入変異)を同条件下での生存を指標に選妓し，独

立栄養生長が耐塩伎になった突然変異体ast(autotrophic 

~alt lolerance)を2系統得た.これら2系統は.遺伝学的

解析を行ったところ， quantitative t閣 tI∞i (QTυ によっ
て支配されていると考えらた.泡が植物に与えるスト

レスとしては浸透圧が考えられ，astにおける浸透圧調

節物質プロリンの蓄積を測定したところ.野生体と比

較して有為な差は留められなかった.一方， t包培地に

おける野生体の生存率は，光などの他の環境要因に

よって強〈影嘗を憂けることを見いだした.このこと

から噌 J~ラコート{メチルビオローゲン}を用い ， astの

活性酸素耐性について検討したところ，as t 1は野生体

と比べ生存率において約10倍耐性であることを見い出

した. したがって，astの活性酸素除去能力についてさ

らに機討を加えた.
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2aBOl 
タバコ葉縁体型CuZn・スーパーオキシドジスムター
ゼはスーパーオキシド生成部位 (PS1)に局在し
てはじめて機能する
小川健_¥2、遠藤剛2、金松澄雄3、田中亮ーに石黒
澄衡に岡田清孝1、回rkInze4、浅田浩二2e京都大・
理・植物、 Z京都大・食研、 3南五荊天7食品工、
4Universiteit Gent ) 

ホウレンソウ葉緑体型CuZn・スーパーオキシドジ
スムターゼ(chl CuZn-SO D)は葉緑体内で0.-の生成部
位(PS1)に接着し存在していることを示してきた
(PCア 36:565・573，1995)。この接着にはMg2+が関与
していることをCuZn-SODのチラコイド膜への結合
から証明した。ついでCuZn-SODの局在効果をみる
ため、野生型タバコ(SRI)と葉緑体にミトコンドリア
由来のMn-SODを大量発現させたトランスジェニッ
クタバコ(ov・Mn)それぞれにchlCuZn-SODのアンチセ
ンス遺伝子を導入したタバコ(an・chlCuZnおよびov・
Mn，an-chlCuZn)を作出した。弱光条件下ではan-
chlCuZnとSRIはphenoty戸に差はないが、強光条件下
で・はan-chlCuZnの葉は退色した。さらに葉緑体に
Mn-SODをもつがCuZn-SODが欠失したov・Mn，an-
chlCuZnも強光下で光障害を受けた。このことは発
現したMn-SODが葉緑体内においてCuZn-SODの局
在部位に飽rgetingされなかったことを示している。
このように、 SODは葉緑体内でO2の生成部位に局
在することが光障害を防ぐ上で重要であることが示
唆された。

2aB02 
単細胞紅藻白ldieris戸泊.飽のアスコルビン酸ペルオキ
シダーゼの性質

よ血盤蓋u、佐野智z、重岡成3、蔵野憲秀4、宮地重遠¥

河内孝之1、横田明穂1.2C奈良先端大・バイオサイエ

ンス、加ITE・植物分子生理、 3近儀大・腹・食栄、

4海洋バイオテクノロジー研究所・釜石研究所)

植物の葉緑体内に吸収された S02は、光合成電子
伝違反応に伴う活性酸素の生成を増幅する。この時
に発生した大量の活性酸素は細胞内の活性酸素消去
系酵素では消去しきれず、細胞に致命的な傷害を与
える。 GaJdieris戸rtitsは比較的高濃度の S02に対して
抵抗性を有することから S02感受性の植物よりも活
性酸素に対する抵抗性が高いと考えられる。そこで
G・戸rtitsから活性酸素消去系醇素の一つであるアス
コルビン酸ベルオキシダーゼ(APめを SDS-PAGEで
単一バンドに精製し、その性質を調べた。この APX
はSDS・PAGEおよびゲル治過の結果、 32・35kDaの単
量体であった。基質特異性や阻害剤に対する挙動は、
これまでに報告されている高等植物の細胞質型のも
のにほぼ似ていた。しかし、 SH修飾剤である p-CMB
に対しては耐性を有しており、 0.5mMでも約80%も
の活性を維持した。また、高温に対して耐性があり、
65"Cまで活性をほぼ維持していた。一方、 N末端ア
ミノ酸配列はほうれん草のストロマ型に対し、 35%の
相向性があった。

この研究の一部は PECの委託によるものである。



2aB03 
葉緑体に局在するチオレドキシンペルオキシダーゼ

一葉緑体における新規な過A~'化水素消去系一
山口勝司、西村幹夫(基生研 ・細胞生物)

私たちはアスコルビン酸ペルオキシ夕、ーゼやカタラーゼ

を中心に淵蛾素消去樹着の角斬を進めている。近年、バ
クテリアから高等植物やヒ卜まで至る幅玄い生物欄で存在
する、新しいタイプの抗酸化タンパク質が明らかになって
きた。これらはぺ)t..オキシレドキシンと呼ばれ、酵母にお
いて、チオレドキシンを電守供与体としたペルオキシダー
ゼ活性を持っていることが報告された。今回，私たちはア
ラビドプシスESTライブラリーより、そのホモログのC

DNAクローンを入手し、全慰問lを決定した。このcD

NAがコードするタンパク質は、{也の生物で報告されてい
る2Cysタイプのペルオキシレドキシンと高い類似性を
持ち、さらにN粥捕に藁縁体への輸送シグナルを持ってい
た。 cDNAを用いて、融合タンパク質を大腸菌で発現さ
せ、解析を進めた。発現タンパク質は大腸菌の還元型チオ

レドキシンによって還元され、ぺルオキシダーゼi舌|主を示
した。葉緑体にはチオレドキシンか存在し、光照射中、光
化学系 lからの電子で還元1え態となっているので、高等摘

物の葉緑体ペルオキシレドキシンは、薬縁体中の還元型チ
オレドキシンを電子供与体とする、チオレドキシンペルオ
キシダーゼとして機能していると考えられる。

2aB04 
モノデヒドロアスコルビン酸ESR測定による葉緑
体のアスコルビン酸ぺルオキシダーゼ活性の評価
大野千品，真野純一、浅田浩二(京大・食研)

葉緑体で光生成するH
2
0

2がアスコルビン酸

(AsA)により消去され生じるモノデヒドロアスコ

ルビン酸ラジカル (MDA)は光・酸素ストレスの

内在性プロープとなる (Heberet al.. Plant Ce/l 

Physiol. 37 (8)印劇中)。本研究では生葉のMDAの

ESRシグナルから葉緑体のH202消去能を評価するこ
とを目的とした。メチルピオ口ーゲン (MV) を与

えたホウレンソウ棄の光照射下のMDAレベルはAsA

酸化速度を.光照射後暗所でのMDA生成は蓄積し

たH202によるAsA酸化を反映する。 10秒間の照射

を5分おきに繰り返すと司照射中のMDAレベルが

低下し.照射後のMDA生成が増大した。これらの

変化は， MV ・光照射下の高いH20/AsA比により

AsAぺルオキシダーゼ (APX)がしだいに失活した

ことによる.光照射中のAsA酸化速度の低下とH
2
0

2

蓄積を反映したと考えられた。 AsA除去により段階
的にAPXを失活させた単離チラコイドを用いて，

MV ・光照射した生葉と同様のMDA生成の変化を再

現できた。すなわち生棄でのMV・光照射下および

照射後のMDA生成は司葉縁体APXによるH202消去
能の良い指標となる。
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2aB05 
デヒドロアスコルビン酸を輸送形態とする葉緑体のア

スコルビン酸濃病訴幾構

畑奈央子、塁手五旦(大阪府大・農・応用生似

葉緑体中のアスコルビン政A凶)滋度は10--50mMと

他の組織より高く、光合成電子伝達の際に不可蹴句に

生じる活性酸素の消去に機能している。 t&えを合成す

るL覗Ia回10-1;斜配回覧還元酵素はミトコンドリアに局

在するため、葉緑体への何らかの品A集積樹財宝必要

だが、過去の"CA凶を用いた単離葉緑体への取り込み

ではこの事実を説明できない。我々は今回ヒト培養細

胞の様にDHAの促進拡散とDHAのA仏への還元α段

階機構によってA叫が葉緑体に浪縮されている可能性

を検討した。

ホウレンソウ単離葉緑体四IHAを添加後光照射する

と、 pH7.6では見られなかった酸素発生がpH6.8で見ら

れた。酸素発生の初速度はDHA漉度、光強度、および

DHAの暗中放置時間に依存し、光照射後四IHAを添加

してもそれに依存した酸素発生は見られなかった。光

照射前の脱共益剤の添加は酸素発生に影響しなかった

が、ヒトGLUTI阻害剤のサイトカラシンBによって抑

制された。これらの結果から暗中で促進拡散により

DHAか漂緑体内に入り、 DHARの作用でA叫が蓄積で

きると結論した@

2aB06 
植物のに(ゼータ)クリスタリン様タンパク質のジアミ

ド還元酵素活性
真野純一， E. Babiychuk¥D. Inze¥浅田浩二(京
蔀実7査研ゲント大学・遺伝研)

酸化ストレス応答欠損yap一酵母にチオール酸化
試薬ジアミドに対する耐性を与えるシロイヌナズナ

遺伝子P1.P2.P4はじクリスタリン様タンパク質

(zCLP)遺伝子であり.酸化的ストレスで発現が誘
導されることから.酸化ストレス防御因子と考えら
れる [J. 8iol. Chem. 270: 26224 (1995)]。本研究
ではzCLPによるストレス防御機構を解明するため
P1タンパク質の酵素学的性質を調べた。

大腸菌で発現させたP1タンパク質はモルモッ卜C
・クリスタリンと同様にNADPHを特異的電子供与体

(Km = 10μM)としてベンゾキノン、ナフトキノン類

を還元する活性を示した。0ーキノンに対する基質特
異性が高く.キノンをセミキノンに 1電子還元する。
メナジオンは基質とならない。P1タンパク質はジア
ミドを含むアゾジカルボニル化合物を 2電子還元す
ることを新たに見出だした。 zCLP遺伝子による酵
母へのジアミド耐性付与はこの活性によるものであ
ろう 。NEM，pCMBによる担害からジアミド還元活
性へのチオール基の関与が示唆された。



2aB07 
好熱性ラン色細菌 Synechococcusvulcanusの低温感

受性

久保英一、菓子野康浩、小池裕幸、佐藤和彦(姫工

大・理・生命科学)

Synechococcω vulcanus は至適温度を55"C1こもっ

好熱性ラン色細菌である。本ラン色細菌のチラコイド

膜は S.elongatusと同様30"C付近で相分離、1O"C付

近で圏相へ変化すると考えられ、低温に対する感受

性が高いと推定される。

上記のことを確かめるためにS.vulcanusの生細胞を

低温処理し、酸素電極を用いて酸素発生活性を測定

した。その結果、急冷した細胞と一旦室温で処理した

細胞とでは低温に対する耐性に違いがみられた。また

対数場姫期にあるものと直線的増殖期にあるものとで

も違いがみられた。例えば対数増殖期にあるものを

o"Cにおくと酸素発生活性は急激に低下するが、一旦

室温においた後にo"C処理すると酸素発生活性の低

下が緩やかになった。これらの低温感受性の差の原

因について考察する。

2aB08 
好熱性シアノバクテリアSynech即 occusvulcanusの
低温・光で誘導される細胞凝集

圭竪箪，国頭俊爾，井上頼直池内昌彦2(東京電力

・エネルギー環境研究所理研・光合成科学東
大・教養・生物)

我々は，好熱性シアノバクテリアSynechococcus
vul伺 nusの細胞凝集が，低温により誘導されること
を見い出した。この凝集は30"C-40"Cで形成され，
30"Cにおいて最も顕著であった。細胞凝集は可逆的

で，至適増殖温度55"Cに戻すことにより解離した。
細胞凝集は暗所では起こらず，光強度と正の相関，

細胞濃度と負の相関を示した。また，光合成の阻害
剤であるDCIIUにより凝集形成に遅延が見られた。タ

ンパク質合成の阻害剤であるchloramphenicollこより
凝集形成が遅延したことから，何らかのタンパク質

合成が凝集に必要と考えられる。なお， 55"Cの細胞
と30"Cの細胞では細胞壁の多糖組成に変化が見られ
た。 一方，理由は明らかではないが， DNAジャイレー

スの阻害剤であるnalidixicacidにより， 55"Cでも
細胞凝集が誘導された。このような低温+光で誘導
される細胞凝集は，低温での光阻害に対する適応で

ある可能性があり，さらに検討を進める予定である。

95 

2aB09 
ラン藻 Synechococcusのアデニル酸シクラー

ゼの遺伝子解析

佐々木さおり， 片山光徳，

総合文化・生命環境)

大森正之(東大院・

アデニル酸シクラーゼ遺伝子を欠損する大腸菌

線MK1010はラクトース発酵能を欠く.この酋株

のラクトース発醇能の回復を指標として、

Synechococcus sp. PCC 7942のゲノムライブ

ラリーをスクリーニングした結果、ラク卜ース発

酵能を回復する66種類の陽性クローンが得られ、

これらのうち42種類のクローンでcAMPの生成が

寵められた.このうち最もcAMPレベルの高い1

種類のクローンについて塩基配列の全長を決定し

た.この遺伝子の塩基配列より推定されるアミノ

酸配列中には、アデニル酸シクラーゼの触媒領域

においてよく保存されているアミノ酸配列が見い

出された.全長を決定したポリペプチドは、 633
アミノ酸をコードしており、 2回膜貫通型のシグ

ナル受容体型構造をとると恩われる.この構造は

すでに単隠されている Anabaena 7120のア

デニル酸シクラーゼ遺伝子CyaAによく似ている。

2aBlO 
A laboratory model for the rapld 

dlsappearance of cyanobacterla In natural 

blooms 

Toshio Sakamota. and Donald A. Bryant 

Depa同ment01 Biochemistry and Molecular Biology， 
The Pennsylvanla State Unlversity， Un同時，ityPark， 

PA 16802， USA. 

We have identified 1a加mωryconditions that induce 
sudden and completeωUゐathd町ing
phぉeofgrow也ofthemar訂leW泊開llu
cyanobacterium. Synechococcus sp. s釘剖nPCC7∞2.
Very high levels of peroxides were de肱凶泊出e
bl回.chingcells.白lcethedω.thphase was initia総d，the
cells were rapidly bleached of all pigmentation wi出泊 18
hoぼ s.百leaddition of polywtSatura飽dfa町 acidsinto 
the growth n凶 iumalωtriggereda similar必athphase
for these cyanobacterial cells. Vitamin E suppressed the 
formation of peroxides and delayed白eωIIbleaching. 
百 eseresults suggest that白ecyanobac飽rial(ぉllsmaybe.
rapidly悩lledby oxidative stress. including lipid peroxide 
formation.司自laboratoryffii吋elprobably provides 
insi酔tsinωthemechanism of sudden 
bl∞mdi鎗.ppe釘ance



2aBll 
Cyanophora paradoxa cyanelleから分離した膜系と

その性質

安富佳奈子、菓子野康浩、佐藤和彦、小池裕幸

寸雇蕗士実・理・生命)

Cyan叩horaparadoxa のH葉緑体"であるシアネル

はチラコイド膜上にフィコシアニンを持っているこ

と、また包膜の聞に細胞墜を持っていることからラ

ン色細菌によく似た性質を留めており、葉緑体の起

源を考える上で重要な生物である。しかしこのシア

ネルの膜の性質についてはほとんど調べられていな

い。本研究では単離したシアネルをフレンチプレス

で破砕し、膜系を分離してその性質を調べた。

膜系は破砕液から浮上密度勾配遠心法により分離

した。すると 1.17および1.15g/mlの密度のところ

に緑色と黄色のバンドが分離してきた。これらはそ

の密度と色からそれぞ、れチラコイド膜と包膜画分で

あると考えられる。チラコイド膜についてはさらに

界面活性剤により光化学系 IとHの分離を試みた。

それぞれの画分のタンパク質組成と共に膜の性質に

ついて報告する。

2aB12 
シロイヌナズナのシアン耐性呼吸末端酸化酵素
alternative oxidase遺伝子の情造と発現
中圃幹生・最相大輔・堤伸浩・平井篤志(東大・農学生
命科学)

植物のミトコンドリアの呼吸鎖電子伝達系は主経路(チト
クロム系呼吸経路)の他に、ユビキノンから直後酸素(02)

へ電子を渡すシアン耐性(オールタナティブ)呼吸経路が
存在する。シアン耐性呼吸経路の末端酸化酵素は
alternative oxidase (AOX，)と呼lまれ、その遺伝子は核ゲノ

ムにコードされている。本研究では、 alternativeoxidaseの
アミノ酸配列で、植物簡で高度に保存されている領嫌に相

当するディジェネレートプライマーを作成し、シロイヌナズナ
total DNAを鋳型にしてPCRを行なった。地偏されたPCR断

片をクローニングし泡基配列を決定した結果、 4種類の異
なる配列を持つクローンが得られ、少なくとも4コピーの
Ao.局室伝子(便宜上AOXa，AOAb， AOXc， AOXdと名づけ
た)が存在することが示唆された。さらにPCRIこより得られ

た断片をプローブにして、ゲノミックライブラリーよりスクリ
ーニングを行ない、 AOXaからAOXdの4種類の遺伝子を含

むそれぞれのゲノミッククローンを得た。それぞれのAOX

遺伝子の発現を調べたところ、 AOXaは呼吸阻害罪判
antimycin A. NaN3処理により読導されることが明らかにな

った。 また、 AO~は花芽で特異的に発現していることも分

かった。
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3aBOl 
トレニアの花色の分子育種

盤主畳二、藤恵民、田中良和、福井祐子、水谷正子、

久住高章(サントリー基礎研究所)

トレニア (Toreniahumil1i)は、花壇苗に利用される園芸

植物で、当社でもその一種のサマーウェープを販売してい

る。サマーウェープは多〈の優れた商品性を持つにも関わ

らず、 3倍体であることから、従来育穫で色幡を拡げるの

は閤鍵であったので、分子育種を試みた。

サマーウェープブルー (SWB)の花弁からアントシアニ

ンを精製し、これらの構造を決定することにより、トレニ

アのアントシアニンの生合成経路を推察した。花弁の

cDNAライブラリーからアントシアニン生合成に関わる遺

伝子を数種単調量した。

カルコン合成酵素とジヒドロフラボノール還元酵素

cDNAをそれぞれ構成的プロモーターにセンス方向に連絡

したバイナリーベクターを棟集し、 SWBに導入したところ、

コサプレッションが起こり、アントシアニンを生産しない

白花個体やアントシアニン量が減少した個体を多数得るこ

とができた。また、花弁にアントシアニンとカロチノイド

を蓄積している当社品種系統T.33に同じバイナリーベクター

を導入したところ、アントシアニンの量のみが減少し、貧

色の花を持つ形質転換植物を得ることもできた。

3aB02 
ニンジン培養細胞における代樹的分化および形態

的分化に関わる l1yb相同遺伝子の解析

塾孟盟茎p 野津彰飯田滋小関良安(農工大・

工・生命東大大学院・理基生研)

l1yb相関遺伝子はトウモロコシにおけるアント

シアニン合成あるいはアラピドプシスにおけるト

リコーム分化に関与していることが、近年明らか

にされ、 l1yb相同遺伝子が代謝的分化と形態的分

化とにわたり広〈遺伝子発現を制御していること

が盲わかってきた。そこでニンジン培養細胞におけ

るアントシアニン合成および不定匪形成細胞由来

の cDNAライブラリーより l1yb相同遺伝子をク

ローニングしたところ 5種類得られた。ノーザン

解析の結果、そのうちの 4種類がアントシアニン

合成時に発現しており、 1種類が不定匪形成時に

発現していた。また、後者の l1yb相同遺伝子は

不定匪分化初期段簡に特異的であることがわかっ

た。これらの l1yb相同遺伝子のうち、どれがア

ントシアニン合成系の発現制御に関与しているの

か、 PALプロモーター活性に対する効果をトラン

ジェント解析法により調べた。



3aB03 

ニンジン変異細胞系における転移因子 Tdcの挿入

伊藤佳央.小関良宏 (農工大・工・生命)

多くの培養細胞において、継代培養を繰り返すこと

により培養変異かー起こりその全能性が失われたり、

偶発的に色素合成をおこす細胞が.生じることが.知ら

れている。我々はニンジン培養細胞において、この

原因のーっとして転移因子の転移・挿入があること

を見い出した。そこでニンジン培養細胞において、

オーキシン存在下でもアントシアニン合成を行う変

異細胞、友び不定匪形成を誘導する変異細胞を確立

し、これらの変異と Tdc転移因子群の挿入との関

連について調べた。Tdc挿入された近傍の DNA断

片を得て Southern解析を行なった結果、 Tdcのう

ちいくつかは正常細胞と変異細胞で異なった遺伝子

領域に挿入されていることが.わかった。また、それ

らDNA断片を用いて Northern解析を行なったと

ころ、いくつかの断片はアントシアニン合成細胞ま

たは不定匪形成細胞において特異的に発現している

ことがわかった。

3aB04 
ヤグルマギク培養細胞からのFLS，ANS cDNAの

クローニングとその解析

。佐野知子、戸栗敏博l、武田幸作 〈東京学芸大・

生物、 lキリンビール基盤研)

ヤグルマギク懸濁培養細胞では、紫外線を含む

光照射によりアントシアニンの生成が誘導される

が、その際若干のフラボノール合成も誘導される。

本研究では、紫外線照射24時間後の培養細胞から

作製されたc閃 Aライブラリー OZAPII)から

キンギョソウの臼ndic日執をプロープとして、

FLS (フラボノールシンターゼ)とANS(アントシ

アニジンシンターゼ)のクローニングを行った。

FLSについてはaF(337アミノ酸残基)を含む

全長のc日叫で、これはペチュニアのFLSアミノ

酸配列と68%の相向性を示した。 ANSについては

全長ではないものの、キンギョソウと77.5加D高

い相向性を示すクローンが得られた。ノーザン解

析の結果、両者ともに暗所の細胞では検出されず、

紫外線照射による誘導が示された。
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3aB05 
タバコ培養細胞の2，4・Dで活性化されるs∞poletin
glucosyltransferaseの精製と諸佐賀
国E畳朗1、井村洋章2、前田佳男2、林田信明2、

下坂誠九岡崎光雄日

1信州大 ・遺伝子実験施設、 2信州大・繊維・応生

タバコ培養細胞"BrightY ellow " T・13株は、そ

の細胞中にクマリン配鯖体スコポリンを大量に

蓄積する。その生合成の最終段階である配糖化

はUDP・glu∞se:scopole伽 glu∞syltransferase

(SGTase; EC 2.4.1.128)により触媒され、 2，4四Dに

より活性化を受ける。この活性化機構、及びタ

バコにおけるクマリンの配精化の意義を明らか

にするため、 SGTaseの精製を行った。

ホルモンフリーのMS培地で2週間液体振量

培養した細胞に終濃度 1即 mの2，4・Dを添加して

24時間培養し試料とした.抽出した粗酵素液を

DEAE-回日叫ose，Hydroxyapatite， Sephad偲 G・1∞，
DEAE-Sephalose CL・6B，UDP-glucuronic acid 

agaroseを用いて約8瓜)()倍まで精製した.この酵

素の諸性質及びN末端のアミノ酸配列を報告す
る。

3aB06 

アベナのポリアミン分解経路

永山烈、主運盟主(大阪市大・理・生物)

アベナなどのイネ科植物にはポリアミン酸化

酵素が知られており、最近はジアミン酸化酵素

も含まれていることが報告されている。イネ科

のポリアミン酸化酵素はスペルミジンとスペル

ミンを酸化し、両基質から 1、 3ージアミノプ

ロパン、そしてそれぞれAーピロリンとジアザ

ビシクロノナンを生成する。本研究室ではイネ

科のジアミン酸化酵素はマメ科の酵素と異なり

1、 3ージアミノプロパンを酸化してアミノプ

ロピオンアルデヒドにすることを見いだした。

またアミノプロピオンアルデヒド、L1-ピロリ

ン、ジアザビシクロノナンを酸化してBーアラ

ニン、 GABA、アミノプロピルピロリジノネ

に酸化するアミノアルデヒド脱水素酵素の存在

も報告した。

今回、アベナの粗抽出液にアミノプロピルピ

ロリジノネをさらに分解する酵素活性を見いだ

し、精製を行った。



3aB07 
形質転換植物のアルカロイド生合成能の改変

主釜里、高本秀司、締本隆、山田康之(袋t込先縮大・バイオ)

低ニコチン袋異株のタバコの根において特異的に発現が抑

えられている遺伝子の cDNAが2クローン単離され、 lつは

卯悦scine/l品methyl首都15知蹴 (PMT) をコードする遺伝子で

あると同定された。この PMTを初発勝棄として、 NicorilJIlJJ

sylvestrisは主にニコチンを Atropabelladonna'主主にヒヨスチ

アミンを蓄積する。もう lつのクローン A622がコードする

タンパク質は、マメ科槌物の isoflav側同町蹴 (IFR) と高

いホモロジーを示すものの、タバコは IFRを持たないため、

A622はNAD(P)(H)を補酵素とする酸化還元酵素をコードす

ると示唆された。事完キは植物の持つアルカロイド合成能力を

改変し、かつ A622の機能を推定することを目的として、両

cDNAをN.sylvestrisとA.bellad四llIIIへセンス、又はアンチ

センス方向に導入し、形質転換植物の形態、アルカロイド含

量、ポリアミン含量を調べた。

PMTの発現を抑制した N.sylvestrisのニコチン含量は非常

に低下していた。 PMTを過剰発現させたA.belladonnaでは

ヒグリンが検出され、 A622を過剰発現させた A.bellad，叩闘

ではヒヨスチアミン含量の減少が認められた。他の形質転換

期直物に関しでも現在解析を行っている。

3aB08 
イソキノリンアルカロイド生合成の分子育種
(1)オウレン0・methyltransferase遺伝子のタバコにお
ける発現
藍杢歪基、佐藤文彦(京大農・農化〉

イソキノリンアルカロイドの一つであるベルペリン
の生合成経路には3段階のひメチル化による反応が
存在する。我々はこれら3段階全てのメチル化酵素
のcDNAを単醸し、これらの遺伝子を用いたイソキ
ノリンアルカロイド生合成の分子育種を試みてい
る。これまでにエンハンサー配列を反復して持つカ
リフラワーモザイクウイルス改変35Sプロモーター
(EI2)の下流にGUSレポーター遺伝子を接続した

発現ベクターを用いたパーティクルガンによるオウ
レン培養細胞への遺伝子導入条件の最適化について
検討した。今大会では新たに見いだした浸透圧の効
果ならびにオウレン培養細胞中で最も高い活性を持
つEl2プロモーターの下流に3種類のιメチル化酵素
遺伝子をsense方向に接続したベクターの構築と同
ベクターを用いたタバコ植物体の形質転換を報告す
る。既にタバコ形質転換体をPCR解析し、遺伝子が
正しく導入されたことを確認するとともに現在酵素
活性を評価中である。また、パーティクルガンを用
いたオウレン培養細胞の形質転換を図っており、そ
の結巣についても併せて報告する。
1)日本農芸化学会講演要旨集p85.(1996)
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3aB09 
オウレン培養細胞からのシトクロームP450cDNAの
クローニングと解析

.a.9:盤、佐藤文彦(京大・農・農化)

オウレンのイソキノリンアルカロイド生合成に
関与する 3つのシトクロームP450をコードする
cDNAの単離を試みた。まず、植物のシトクローム
P450における保存アミノ酸配列をもとにディジェ
ネレートプライマーを合成し、オウレン培養細胞
cDNAライプラリーを鋳型としたPCR反応を行っ
た。さらに、その増幅産物を用いてオウレン培養
細胞cDNAライプラリーをスクリーニングし、
1.7kbpとO.8kbpの2種類のcDNA断片を得た。塩基
配列を決定したところ、1.7kbpの断片は、 488アミ
ノ酸からなるORFを含み、 N末端部分にシグナル配
列と思われる疎水性領域を持つことからシトクロ
ームP450の全長をコードすると考えられた。ホモ
ロジー検索の結果、予想されるアミノ酸配列はピ
スベンジJレイソキノリンアルカロイド生合成系の
berbamunine syn白紙 (CYP80)と高い相向性を示し
た。一方、 O.8kbpの断片は、既知のシトクローム
P450との相向性から、 C末端側のみを含む不完全
なcDNA断片であると考えられた。現在、これら 2
つのcDNAを用い、植物体における発現部位の解析
ならびに、 COS細胞系を用いた機能の解析を行っ
ている。

3aBlO 
ジャスモン酸メチルによるムラサキ培養細胞
のahikonin生産に対する誘導効果
主盤ニ阜、武田賢太l、田端守1

(京大・農・農化、 l京大・薬・生薬)

ジャスモン酸類は、高等植物の様々な生理現象
において重要な情報伝達物質として、近年その機
能解明が行われている。ムラサキの培養細胞は赤
色色素シコニンの生産系として工業的に応用され
ているが、シコニン生合成は Cu2φ

を添加した
Linsmaier-Skoog培地に、酸性多槍であるオリゴガ
ラクツロン酸を投与することでも誘導される。最
近演者らは、ムラサキ培養細胞のシコニン生産が
ジャスモン酸メチルで用量依存的に誘導されるこ
とを明かにした。その誘導パターンはシコニンと
副産物であるジヒドロエキノフランとで大きく異
なり、前者では数日の lagtimeの後生合成が誘導
されたのに対し、後者では投与直後に生産の上昇
が見られた。その効果は、シコニン生産の場合、
培養初期より中期以降の投与で強いことが認めら
れた。また、ジャスモン酸メチルは種々の生合成
酵素活性に影響を与え、特に鍵酵素であるger佃 yl-
transfer百se活性を著しく誘導した。これらの結果は
多糖によるエリシテーシヨンとほぼ一致するもの
であったが、唯一ジャスモン酸メチルによる誘導

にはCu
2φ
の添加カ部要であることで異なっていた。



3aBll 
緑藻Bo句'OC附 usbra山由・の炭化水素合成系遺伝子

の探索

矢野伸一、河田悦和、小嶋洋之(工技院・大阪工技研)

コロニ→生緑藻 B. braw坦は炭イじ水素を多量に合

成・蓄積することで知られており、特にBraceが生産

するボツリオコッセンと呼ばれる分枝不飽和炭化水素

は燃料油生産の原料として期待されている。ボツリオ

コツセンの生合成系はまだ明らかになっていないが、

構造からスクアレンの合成系と関連がある可能性が考

えられたので、他の生物のスクアレン合成酵素でアミ

ノ酸配列が保存されている領域から設計したプライマ

ーでPCRを行い、得られたDNA断片の塩基配列を

調べたところ、この断片はスクアレン合成酵素の保存

領域を完全に保持している一方、他の生物の酵素とは

全く相同性を持たない部分も持っていることが明らか

になった。この結果からこの断片がスクアレンではな

くボツリオコッセンの合成酵素をコードする遺伝子の

一部である可能性が示唆される。

3aB12 
シアノバクテリアのポリヒドロキシ酪磁生合成制御

二主主ム・浅図泰男 (工技院・生命研)

各種異なる条件で婿養された好熱性シアノバクテ

リアSynechococcussp. MA 1 9繰(1)から調製した

無細胞抽出液に各種代謝中間体を添加し、 in vitro 

でのPHBシンターゼの活性化を読みたところ、アセ

チルリン酸によって活性化が起こることが判明し

た.アセチルリン磁はホスホトランスアセテラーゼ

(pta)の触媒作用によりアセチル-CoAと平衡関係に

ある代謝中間体である.MA19株のpta活性をMayer

らの方法(3)によって測定したところ、iS養の窒素条

件によって大きく変化することが判明した.

以上の結果より、 MA19繰のPHB生合成調節にお

いてホスホトランスアセチラーゼが重要な役割を

担っていることが推測された.

参考文献(1)Miyake M. et al. (1996) J. Ferment. 

Bioeng. 82: p5 16-5 18. (2)三宅正人、他. 平成

8年度日本生物工学会大会構演要旨集 p331.(3) 

Mayer M. A. G. et al. (1995) Microbiology 141: 

p2891 ・2896.
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3aB13 
光独立栄養的ポリエステル生産の代謝

蓬E塁塁1・高橋英之Z・三宅正人1 (1工技院・生命

研， 2地球環境産技研)

生分解性ポリエステルの原料として知られるポリ

ヒドロキシ路磁(PHB)の生産方法として植物等の光

合成能の積極的利用が期待されている.我々は、バ

クテリアから分蔵されたポリエステル合成遺伝子群

(phb)を導入したシアノバクテリア(1，2)と自然界か

ら分蔵された高いPHB蓄積能を有するシアノバクテ

リア(3)の代謝系を比般することで、光合成による炭

酸ガスからのPHBの効率的生産方法についての考察

を行った.その結果、シアノバクテリア由来PHBシ

ンターゼのぬ値はバクテリア由来のものに比べ10

分の1程度低いことが判明した.そのほか酵素の比

活性、炭素フラックスが生産性に影響することが推

察された.

参考文献(1)Suzuki T. et al. (1996) Biotech. 

Lett. 18: p1 047・1050.(2)高橋英之，他.平成8

年度日本生物工学会大会前演要旨集 p330.

(3) Miyake M. et al. (1996) J. Ferment. Bioeng. 

82: p516・518.





laCOl 
ストレプトアピジンに特異的に結合するタンパク質(78kDa)
の分離・精製と構造解析
高瀬徳子、川上馨、阿部俊之助(愛媛大 ・農・生資)

我々は細胞骨格面分タンパク質のなかにストレプトア
ピジンに特異的に結合するタンパク質 (SBP)が存在
し、そのタンパク質はエンドウをはじめ動物を含む種々
の生物に存在することを報告してきた。またSBPは多
くの種類の生物に保存的に見られることから細胞内で何
らかの重要な機能を担っていることカ唯察され、その分
子構造と細胞内での機能に興味が持たれる。しかしこれ
までSBPの分離 ・精製法は確立されていなかった。
そこで、このSBPの分子構造と細胞内での機能を調

べるため、本布院において、まずエンドウの78ld治SBP
の分隊・精製を試みた。エンドウの5日目糞化芽生えの
第一節聞から抽出した細胞骨格画分を PTEを含む高塩
温度のバッファー(印B:45(刷 KoAc，2()(刷 Tris-OCI，
刷 8.5)， 251訓 ~(oAc) 2， 0.5oM ATP， 2% PIE)で糊包骨
格を解離させたあと遠心し、この上清をアピジンがリガ
ンドとして結合しているアフイニティーカラムにアプラ
イした。この結果、 SBPはこのカラムに結合した。ま
たこの結合は1略Imlのピオチンや高塩温度のバッファー
では溶出できなかったが、グアニジンチオシアン酸(5.5
M)を含むバッファーにより SBPがこのカラムから溶出
した。 SDS-PAGEとウエスタンプロットでこの溶出タンパ
ク質が78証DaのSBPであることを確認した。現在この精
製されたSBPのバンドを切り出しアミノ酸配列分析な
どの構造解析を行っている。

laC02 
アラスカエンドウより抽出したリボゾーム凝集活性タンパク質
をコードするcDNAの解析
畳車庫圭、安座間喜崇、 EricDavies1、阿部俊之助
(愛媛大・農・生物資源、 1ノース・カロライナ州立大・植物)

'96年、本会において、アラスカエンドウの貧イむ穿生えより
抽出した、リボゾームと結合する性質を持つタンパク質RSP
(42.5 kD)の性質と、そのへパリンアフィニティカラムによる

精製について報告した。そこで今回は、このRSPをコードす
るmRNAのcDNAのクローニングとその構造解析を行った
結果を報告する。

まず、 RSPの部分アミノ酸配JlJを元にプライマーを合成し、
これと、オリゴdT末端の標磯配列に総合するプライマーを用
いて、 cDNAに対するPCRを行った。その結果、得られた
cDNA断片のOlJのコードするアミノ酸配列は、 RSPの部
分アミノ酸配列に完全に一致するが、 RNAスプライシングに
より生じたと思われる、 3'末婚の構造が異なる2種類のcD
NA断片カ鳴られた。次に、得られたcDNA断片のコーディ
ング領域より、 DNAプローブを作成し、エンドウのcDNA
ライブラリーのスクリーニングを行った。その結果、 RSPを
コードする泡基配列を含むより長鎖のcDNAカ鳴られた。し
かし、その5'末舗は確定できなかった。そこで5'RACE 
-PCRを行った結果、完全長のRSPとみられるcDNAの
配列カf明らかとなった。この遺伝子の解析の結果、 RSPは核
酸結合性をもっヒストンHlやRNAの輸送に関与すると考え
られるタンパク質Nopp140と，部分的に高いホモロジー
を持つことがわかった。一方、この遺伝子を大腸麓を用いて発
現したタンパク質の分子量から、 RSPf立瀦鎖や1)ン酸基のよ
うな何らかの修飾を受けていることが示唆された。
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laC03 
ニンジン培養細胞におけるフィプロネクチン機タ

ンパク質の存在について

我妻千尋，西本完，保回浩，増田宏志(帯広畜大・生

物資源化学)

植物組織にフィプロネクチン様タンパク質が存
在し、それが細胞接着に関与していることが知ら

れている。私達は植物組織、特に不定匪形成過程で

細胞聞の接着に興味をもっている。そこで、ニンジ

ンの培養細胞を材料にしてフィプロネクチン様タ

ンパク質の存在について検討したので報告する。
ヒトフィプロネクチンをウサギに免疫し、フィ

プロネクチンに対する抗血清を調製した。得られ
た抗血清を用いてニンジン培養細胞の粗抽出液に

対してウエスタンプロッティングを行った結果、

分子量29ゅのバンドが検出された。このタンパク

質を精製して、フィプロネクチンとしての性質を
もつかどうかを検討した結果、ゼラチンに対する

接着は見られなかった。ニンジンの不定匪形成過

程の各ステージの粗抽出液についてウエスタンプ

ロッティングを行ったところ、このフィプロネク

チン様タンパク質は細胞塊から再生幼植物体まで
の各ステージに存在していた。また、このタンパク

質はニンジン実生にも存在していた。

laC04 
アプ汎た骨自民よって諦噂される冬.，IJ痩強費回抱町分泌タン

パク質に関する研究

垂直一筆玉荒/11圭太吉田静夫。ヒ大・低温冊

構身制審養鯛包の倍掛こ分泌される棚卸ト高分子化合物

(タンパク質、多様顕なδは細胞の生育条件によりそ奴粗

蹴密化するたぬ細紛化成長、接着、ストレ刃耐強ど

に関する生掛併強1について興財精売れている。アプ汎F

ユ種仇臥)質国によって而抑制掛号勘町するやj演説靖麟聞包

(η曲 unas伽 unLcvChfu也 u廿本培地判こ特徴的

なタンパク質的地、されることカ朔らかとなった。そこで本

破防t拡これらの分秘ゼタンパク質のー渉講造の肱在百直し

て、そ奴准歪覇債購路湖明することを目的とした.

やj痩強櫛胞を50μMA臥存在f(j躍膨議した後

の培地と無姐理制拙ごつい℃タンパク質組成を電気調働

法~必耳、 NEP日::;F)によって調吋』ところ、 両者

間明月らか磁器駒t見いだされた。なかでもABA姫阻によ

って剣勘智雄されるポリペプチドは塩劃宝でかつ比摘均

低分子のものであった.現在、陽イオン支強力ラムクロマトグ

ラフィ一報こよりこれらの部分精製を試みその部分的アミ

ノ甑伊附綻を行っている樹智である。



laC05 
二倍性コムギ(Tritic四 monoc町 cum)における未熟種子の果

皮，糊粉層，症に存在するアミロース合成酵素としての

56kDaタン/~ク

車且車工，平知明(大阪府立大学・農学部・応用植物科学)

waz]遺伝子は禾殺類の匹乳および花紛で発現し，アミ

ロース合成田事棄をコードしている.wazymutantはJiE乳およ

び花粉デンプンのアミロースを欠失するが， トウモロコシ

の果皮およびJiEやイネの業に存在するデンプンにはアミ

ロースが存在するため， これらの器官，組織には，JiE乳や

花粉とは別のアミロース合成酵素古帯在することが示唆さ

れてきた.本研究では， EMS処理により作成した二倍性コ

ムギT.monococcunのwazymutantを用いて，未熟種子の果

皮.糊粉層，内JiE乳.症のアミロースの有無の確恕，結合

型デンプン合成酵素の活性測定およびデンプンに結合した

タンパクのSDS.PAGEを行った.wazy mutantの未熟種子に

おいて，内JiE乳以外の果皮，糊粉層， JAに存在するデンプ

ンは溢膏色に染まり，アミロースの存在が確認された.開

花後5，10日自の果皮，糊粉層と開花後25日自の匪から精

製したデンプンは高い酵素活性を示し， このデンプンに結

合したタンパクのSDS.PAGEからは，分子量56kDaのタン

パクパン同喰出された.この56kDaタンパクはwazyタン

パクに対する抗体に反応し， N末端からのアミノ陵配列は

wazyタンパクと44%の相向性を示した.これらの結果

は， 56kDaタンパクが果皮，糊粉層および涯に存在する第

2のアミロース合成酵素であることを示唆する.

laC06 
葉緑体ストロマにおけるフェレドキシン鉄硫黄クラスター

形成機構の解析
西尾和晃、藤田祐一、中井正人、長谷俊治(阪大・蛋白研)

フェレドキシン (Fd)は業縁体内で機能する電子伝達蛋由
貿で、その活性中心として鉄硫黄クラスターを有する。細
胞質で合成された聞は、業縁体に愉迭された後、鉄硫黄ク

ラスターが形成され、アボ型Fdから機能しうるホロ型Fdに
褒換される。従って、業縁体はアポ製聞に鉄・硫貧クラスター
を形成する活性を有すると考えられるが、その詳細はほとん
ど不明である。そこで稜々は、ホウレンソウの業縁体を材料
として、アボ型Fdに鉄・硫貧クラスターを形成する活性の探
索を賦みた。形成活性は、トリチウムでラベルした成勲体サ
イズのアポ型闘を小変!Hf抽出物を用いた iravitro翻訳系で
合成し、アボllIFdからホロ型Fdへ変換された分子を未変性
PAOBにより分援し、新たに生じるホロ型Fdのシグナル強度
で評価した。業縁体内において本活性は可溶性画分(ストロ
マ)に局在し、 30tから40tの聞で最大の活性を示した。ス
トロマを70tで30分間前処理すると、この活性は消失した。
次にグルろ過及ぴ、イオン交換クロマトグラフィーの二つの
手法によってストロマの分画を行い、本活性の分緩を検討し
た。いずれの手法によっても本活性は、単一のピークとして
凪収され、その分子量はおよそ16万と見積もられた。以上の
結果は、フェレドキシンへの鉄.硫黄クラスターの形成に、
ストロマに存在する何らかの蛋白質因子が関与していること
を示している。現在、本活性の鮮細な解析を進めるとともに、
ホロ型変換過程における業縁体分子シャペロンの関与につい
ても検討している。
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laC07 
真性粘菌フィザルム変形体酸性ホスファターゼの精製

鈴木陽子，加藤みゆき，金子発子(日本女子大・理・物生)

真性粘菌フィザルム変形体は，暗所飢餓処理下にお

いて細胞獲を有する耐性型細胞(スクレロチウム、 Sc)

を形成する。変形体から同調的にScを誘導する過程で、

細胞内可溶性酸性ホスファターゼはその形成時にはリン

酸転移活性が上昇し、その後リン酸転移活性の下降に伴

い加水分解活性の上昇が見られる。本研究ではこの酵素

を変形体から抽出し、硫安分画およびDEAE-cellulose

カラムクロマトグラフィーにて部分的に精製した。さ

らに、 nonSDS-PAGEにて酵素を分け取り 2つのアイソ

フォームを得た。これらのアイソフォームについてリ

ン酸転移活性と加水分解活性を中心に、アイソフォー

ムの性質を検討した。

laC08 
Spirodela oligorrhizaのGPI-アンカーをもっ

phosphataseはpurpleacid phosphataseである

岡本貴史、中里洋、森田直樹1、GuyA. Thompson， 

Jr人息山草堂本(北海道大大学院・地球環境科学、 1工技
院・北海道工技研、 2テキサス大・組物)

リン酸飢紙条件で誘導される S.oligorrhizaの100
kDaのphosphataseはグリコシルイノシト一ルE指旨質(

GPIり)-アンカ一タンパク質である1.2
本研究で、この phosphataseは、薄い紫色を呈し、

550 nmに極大吸収をもつこと、分子内に FeとMn原

子をもっ金属酵素であることからpurpleacid 

phosphatase (PAP)であることが示唆された。ま

た、本酵素の N末アミノ配列はシロイヌナズナの PAPと

高い相同性を示し、抗シロイヌナズナPAP抗体は本酵素を

特異的に認識した。これらの結果は、本酵素が GPI-アン

カー構造をもっ PAPであることを示している。しかし、

本酵素は至適 pHを7にもつ点で、既知の PAPとは異
なっていた。また、本酵素の活性は部分的に酒石酸塩によ
り阻害された。

1N. Morita et al. (1996) Biocbim. Biopbys. Acta， 1290: 
53-62. 

2H. Nakazato et al. (1997) Plant Pbysiol. Biocbem.， in 
press. 



laC09 
Spirodela oligorrhiza (ヒメウキクサ)のGPI-アン
カーを持つpu中leacid phosphataseの遺伝子について
鐘盤蓋盟、鷲尾健司、岡本貴史、中里洋、 GuyA. 
Thompson， Jr.1、奥山英登志(北海道大・地球環境科
学、 lテキサス大・植物)

リン酸飢餓状態で誘導されるS.oligorrhizaの高分
子量 phosphataseはGPI-アンカータンパク質である 1)。更
に本酵素はその生化学的性質と、 N末端アミノ酸配
列の相向性から h中leacid phosphatase (P AP)である
ことが明らかにされている。
本研究では、 GPI・アンカーを持つPAPの遺伝子を

クローニングするため、リン酸飢餓状態で培養し

S. oligorrhizaからcDNAライプラリーを作り、
Arabidopsis thaIianaのPAP遺伝子をプロープとして、
プラークハイプリダイゼーションを行った。その結

果、 C末端の配列を含む約1.4kbpの塩基からなるク
ローンを得た。アミノ酸配列を調べたところ、 A.
thalianaのPAPと82%の相同性があった。更に、 C末
端に近接して Ala・Asp-Serからなる smallamino acid 
の配列があり、 AlaがGPI・アンカーの結合サイトで
あることが予想される。現在、 5'RACE法によってN
末端塩基配列の決定を試みている。

1) Morita et al.， (1996) Biochem. Biophys. Acta.， 
1290: 53-62 

lpCOl 
ハス種子登熟期および発芽期における子葉プロテアー

ゼ活性の変動

鐙杢笠皇室，岡本龍史，南川隆雄(東京都立大・理・

生物)

ハス (Nehm伽 nuciferaGaertn)種子は長期間そ

の発芽能を維持できることが知られている。しかし、

ハス発芽期の貯蔵タンパク質分解に関与するプロテア

ーゼについての知見は少なL、。そこで発芽期および登

熟期にどのようなプロテアーゼが作用しているかを調

べるため、数種の蛍光性 (~A) ペプチドを基質とし
て、その活性を測定した結果、中性付近に至適 pH域

をもっプロテアーゼが完熟種子と発芽 3週目の子葉

中に、酸性領域に至適 pH域をもっプロテアーゼが後

者の子葉中に検出された。また、ケツルアズキ子葉の

システインエンドペプチターゼ (SH-EP)に対する抗

体と反応する 22kDポリペプチドが発芽 1-2週目

の子葉抽出液中に検出された。これらの結果は、多く

の発芽種子で存在が知られている酸性プロテアーゼお

よびそれらとは異なる中性プロテアーゼがハスの発芽

種子中に存在することを示唆してL唱。一方、登熟期

の種子では発芽期のプロテアーゼとは基質特異性の異

なるプロテアーゼが発現していることが推定された。
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lpC02 
ヒマワリ種子酸性プロテアーゼの精製

主u主盟、小林秀行車、日下部功

(筑波大、応生化、事農水省 食総研)

動物、微生物の酸性プロテアーゼはその生理的機

能等についてよく知られている。しかし植物では大

麦、米などで研究されているが、生理的機能につい

てはよく分かっていない。植物の酸性プロテアーゼ

は発芽前は種子中に豊富に存在し、発芽中には根、

芽を含む全細胞に見られるので細胞の基礎代謝に

大事な役割を果たしていると推測されている。

ヒマワリの種子に存在する酸性プロテアーゼの構

造と生理的機能を明らかにする為にヒマワリ種子中

に存在するこの酵素の精製を行なった。ペプスタチ

ンアミノヘキシルアガロースカラムとDEAE・セフア

ロースカラムにより精製された本酵素は分子量30k 

DaとlOkDaの二つのsubunitから構成され、ヘモグロ

ピンを基質とした時の至適同は2.5、至適温度は450

c、安定同域は5-6，熱に対しては300Cまで安定で

あった。両サプユニットのN・末端アミノ酸分析の

結果、既に一次構造が明らかになっている大麦種子

中の酸性プロテアーゼと70・80%の相向性が認められ

た。現在発芽させたヒマワリ種子の発芽期の酸性プ

ロテアーゼの活性の変化について調べている。

lpC03 
イネの20Sプロテアソームの部分繍製とサプユニットの同定
中海美紀、伊藤健二、平野久(横浜市大・木原生研)

プロテアソームは細胞内蛋白質分解に関わるプロテアーゼ
の複合体である.動物や静母の20Sプロテアソームはα、βサ

プユニット各7種類から構成されていることが知られている.

しかしながら、被物ではプロテアソームの存在は知られてい

るもののサプユニットの同定は成されていない.我々』ま20Sプ
ロテアソームをイネから単線し、各サプユニットの部分アミ

ノ酸配列を解析することにより、現在までに記ー廃されている

動物や静母のプロテアソームサプユニットと対応させた.20S 
プロテアソームはイネのヌカを出発材料とし、超遠心により

リボゾームフラクションを得た後、グリセロール型密度勾配達

心法により部分精製を行った.官官分精製品はSDSの添加に
より、ペプチダーゼ活性の活性化が見られた.サプユニット

は二次元電気泳動により分隠しPVDF旗に転写した後N未編ア

ミノ厳配列分析を行った.N末織がプロックされていたもの

に関しては、二次元篭気泳動後のグルから回収し、クリープ

ランド法によって断片を得た後にアミノ酸配列分析を行った.

各スポットの部分アミノ酸配列をホモロジーサーチにかけ、

サプユニットの同定を行った.その結果、aサプユニット6種
類、。サプユニット10種類を同定した.



lpC04 
ダイコンAPSスルホトランスフエラーゼの精製と

性質
主一品開谷次郎(京都大・農・農化)

高等組物の硫酸同化経路のAPSスルホトランス

フエ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素であり、システインやス

トレスなどによってその活性が調節されていると

報告されている。 しかしいまだに高等植物からの

単離の報告はない。我々は本酵素の精製を行い、

その性質について検討した。
材料としてカイワレダイコンを用い、硫安分画

f灸、 DEAEセルロース、 AMPセフ アロース、フェニ
ルセフアロースなどのカラムクロマトグラフィー

を用いてAPSスルホトランスフエラーゼをSDS-
PAGEで均一になるまで精製した。本酵素の諸性質
についての検討結果もあわせ報告する。

APS， adenosine 5'-phosphosulfate 

lpC05 
STIJDY OF S-ADENOSYしし加annON町E:L-
恥annON別ESみfE1HYLTRANSFERASEFROM 
GREEN BARLEY MALT 
Maria Joao PTh但ENTA，Yvan LARONDELLE1， Yuji 
KAMIYA， Pl阻 tHonnone Function， Frontier Research 
Program，. RIKEN， 2・1 Hirosawa， Wako， 351・01
Saitama， lBiochimie de la Nutrition， Univ. Catholique de 
Lo岨vain，Place Croix du Sud， 2IBte 8， B・13481訓 vain-
la-Neuve， Belgium 

百lephysiological role of S-me出ylmethionine(S加島{)泊
1佃iSis nof yet fully understood. SMM is produωd 
from methio凶neand S-副enosylmethioninein a re鉱 tion
catalyzed by S・adenosyl-L-methio凶ne:L-me出 o岨neS-
methyl町田s伽 蹴 ( EC2.2.1.12).百lCstudy of SMM 
synthesis is very important合om the physiological， 
m凶 削taland蹴 hnologicalpo泊tsof view. SMM is 
syn山崎包edduring barley gennination and the control of 
its synthesis seems to be the best wayωm佃 agethe 
content of the dimethylsulfide off-flavor in beer. 
h 白is∞叩mu凶lcationw宮 presenta simple purification 
scheme for the me白yltransferaseco唱Isistingof a 10-25% 
PEG合actionation，阻 anion毛xchan伊 chr叩 latography
on DEAE-Sepharose叩 d如 affi凶tychromaωgraphy on 
adenosine-agarose. A final activity yield of 11 % and a 
1942・foldp凶泊ca出 nfacωrwere obtained. SDS-PAGE 
加 alysisof the adenosine-agarose fractions s副1rev，回1ed
thepr官senceof two bands of about 110 KDa and 70 
KDasize.百lCenzyme appearsωhav唱 asubunit relative 
molecular mass of 110 KDa since this band follows the 
enzymatic acuvlty. 
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lpC06 
ジャガイモ塊茎における液胞膜H'-pump
遺産壬盆，籍山晋，前島正事監， (農水省・北海道良試，
a名古屋大・度・生物化学)

主主々は，植物の貯蔵総官細胞における液胞の機能を
理解するために.ジャガイモ塊茎の液胞膜H'-pumpの
特性を解析している.
生育過程および収穫後の4'C貯蔵過程のジャガイモ
(Solanum luberosum cv. Touya)鎗茎より経時的にそ

れぞれ液胞膜を調製し，げ・ATP，ωe，H・-PPaseの基質分
解活性， H'輸送活性を測定したところ，液胞膜タンパ
ク質当たりの両酵素の活性は，検討した期間を通して
高いレベルで存在することがわかった.H'-PPぉe活性
は未熟塊茎で多く肥大に伴って半減したが，免疫プロ
ットにより，膜タンパク貨当たりのH'-PPase量が減少
していることがわかった.また，岡商事棄を液胞膜から
可溶化・精製し，そのサプユニット織成を調べたとこ
ろ，報告されている他の樋物種の液胞膜H'-pumpと問
機，ジャガイモでは，H・-ATPaseは10個の異なるサ
プユニット(分子サイズ1α入65-，5<ト， 41- ， 3~人 35-，
31.5-， 17・，14-， 12.5-kD)から， H'-PPωeは分子サイズ
75-kDの単一のサプユニットから調理成されることが明
らかとなった.このように貯蔵器官であるジャガイモ
塊茎においても充分量の液胞膜H'-pump活性がみられ
たことから，膜を介した活発な物質輸送の存在が示唆
された.現在.液胞膜水チャンネルについても解析し
ているので合わせて報告する.

lpC07 
真核藻類 Spirogyrasp.の CuZn-スーノTーオキシド

ジスムターゼの分子的性質

金盆澄雄、小川健一¥浅田浩二1 (南九州大 ・食品
工、 E京都大・理・分子組物科学、 2京都大 ・食研)

大部分の真核藻類は G曲 1-，Mn・， Fe-SODの3種のSOD
のうち、。血I-S0Dを欠いているが、緑藻の一部や車軸
iIにはCuZn-SOD活性が認められる。しかしながら、こ
れら真核藻類のCUZlトSODの分子的知見は乏しい。我々
は先に、高等植物のクロロプラスト型CuZn-SODアイソ
ザイムはチラコイド膜上に、またサイトゾル型G血1・
SODはアポプラストに局在していることを明らかにして
いる。陸上植物の祖先と考えらるこれらの真核藻類の
CUZlトSODの性質を明らかにすることは、高等植物での
SODアイソザイムの生理的役割と関連して重要である。

50.加皮yral:!活性染色で3本の G血・SODのバンドを与
えた。材料l.2kgより、イオン交換、疎水クロマト、ゲ
ル泌過等の常法により、2種の G血トSODアイサゾイム
(SODI，叙)1)111)を電気泳動的に均一に精製した。
それぞれ、分子量が31，αm・32，α犯で、サプユニット分子
量20，仰の2量体であった。 N-末端アミノ酸配列(約4()残
基)を調べた結果、数残基が異なり、両者はチャージア
イソマーではなく、異なる遺伝子産物であることが示さ
れた。また、 N・末端の特異なアミノ酸配列より、クロ
ロプラスト型のSODであることが判明した。このことは、
ホウレンソウのクロロプラスト型 G血時ODに対する抗
体との反応性でも確認された。以上の結果より、今回、
初めてクロロプラスト型 G由時ODに2種のアイソザイ

ムが存在することが示された。



lpC08 
サツマイモ培養細胞におけるポリフェノールオキシダ

ーゼの活断湖備とモノフェノー)1依劇団輯括性

盤塞盛本塩入秀成，小島峯雄.野末雅之

(樹村大・繊維・応用生物科哨

ポリフェノールオキシダーゼ(PIわ)は、 0・ジフエ

ノールから O・キノンへの酸化反応およびモノフェ

ノールから 0-ジフェノールへの水酸化反応を触媒

する酵素であり、葉緑体のチラコイド膜あるいはチ

ラコイド内腔に存在するといわれている。また、

種々の植物で40'"'-'4免Dの活性型PPOと ω'"'-'6朱D

の不活性型問。が存在することが知られている。

我々 は、 PPOのトキノンへの酸化反応の活性化

機構とその役割を解明するため、サツマイモ培養

細胞から活性型肝引39kDおよび4OkD)を精製し、

抗体を作製した。光照射サツマイモ培養細胞では、

活性型 PPOが発現するが、それ以外にも不活性型

ω'"'-'66kDのタンパク質が存在することがわかった。

ω~街胞のタンパク質は、 40kD活性型 PPOへの

プロセッシングおよびscs添加により活性化され

る。また、 40kD活性型 PPOには0・ジフェノール

酸化酵素活性と共にモノフェノール水酸化酵素活

性を有することが明らかになった。これら二つの酵

素活性の生理的意義について、現在検討中である。

lpC09 
ピーマン果実脂肪酸ヒドロベルオキシドリアーゼ(白P74B)の

クローニングとその発現

藍韮童三、溢谷瑞義、長谷俊治¥梶原忠彦
(山口大・農・応、生化、 1医大・蛋白研)

脂肪酸ヒドロペルオキシドリアーゼ畑町 ly蹴)は不飽和

脂肪酸ヒドロベルオキシドを開裂し、抗菌活性を有する短鎖ア

ルデヒドを生成する酵素であり、植物の感染防御機構に関与し

ていると示唆されている。我々はこれまでにピーマン果実より

本酵素を均一にまで精製し、本酵素がへム蛋白質であることを

見いだした。精製酵素の分光学的特徴はシトクロームP450酵

素に酷似していたが、このものを一酸化炭素処理しでも450

nmの吸収増大はみられなかった。そこで、ピーマン未熟果由

来cDNAライブラリーから、本酵素のcDNAを単雌した。その結

果、全長1.7kbpで唯一の読み枠を有するcDNA、PL22が得られ

た。 PL22を発現ペクターpTl民99Aに縛入し、大腸菌を形質転換

すると、 HPOly.蹴活性が出現し、本cDNA糾 lPO刷鈴をコー

ドしていることが確認された。 PL22はP450遺伝子族に特徴的

な4つのドメインの内、I>omainB、C、Dを有しており、中で

もI>omainDにはヘムの結合に与るシステイン残基も確認され

た。また、 n鉱録。dAOS (CYP74A)とアミノ酸レベルで40%の

相向性を示した。以上のことからPL22は新規なシトクローム

サプファミリーとしてCYP74Bと名付けられた。現在、 PL22を

プロープとして、ピーマン果実の生育に伴う発現量変化、及ぴ

各組織での発現様式を解析中である。
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講演中止

lpCll 
ダイズ共生窒素固定根粒におけるホスホエノールピ
ルビン酸カルボキシラーゼの発現様式

姐畳査，泉井経，河内宏1(京大院・農生物研)

マメ科植物の窒素固定根粒においてホスホエノー
ルピルビン酸カルボキシラーゼ (PE P C)は炭素
代謝の中心的役割を果たし、①パクテロイドの代謝
基質となる有機酸の供給、②宿主細胞における窒素
化合物の炭素骨格やエネルギーの供給、③根粒内や
導管における電荷バランスの調整などを行っている
と考えられている。私達はダイズ根粒より本酵素遺
伝子のcDNAクローニングを行い、根粒特異的に発
現する分子種と、根粒以外の器官にも一様に発現す
る分子種を得た。ノーザン解析を行った結果、前者
は根粒形成のかなり初期から発現がみられ、窒素固
定が始まる頃にレベルが上昇することが明らかに

なった。一方、後者の発現レベルは比較的低いまま
であった。また根粒特異的PEPCのプローブを用
いて泊siωハイプリダイゼーションを行ったとこ

ろ、この分子種はパクテロイド感染細胞，非感染細
胞，皮相細胞，通導組織細胞など、多様な細胞でほ
ぼ同様に発現していることが示された。この分布

は、他の多くの根粒特異的タンパク質と対照的であ
り、本酵素の多面的な役割を反映していると考えら
れる。



lpC12 
ダイズにおける 2つのウリカーゼ遺伝子発現

O高楓健一、河内宏l、田島茂行

{香川大・生物資軍事件学、E鹿実生物資震研)

ダイズ棋粧ウリカーゼは、回定温賓の植鞠地上部への転流において、鍵"

賓としての役割を果たすと考えられている.車摩素は、ノジュリ ン-3 5 (Nod-36) 

町ホモー四量体で、観艦内非.挽細胞のパーオキシゾームに局在することが明らか

となっている.N叫・36遺伝子は犠艦特典的に発現すると考えられていたが、我々は

畳鯨ゅの種子においても問ーの遺伝子が発現していることを明らかにした.昨年の

本舎において、ダイズ (GJydne...1'. (L) CVアキセンゴク)視魁には 2つのN国・36遺

伝子 (UR2.UR9)カ匂存在していることと、これまでのプロモーター解析の結果を報

告した.今回は、これら 2つの遺伝子の視艦発達段階での宛現比般、およびダイズ

植物の種々な組織における同遺伝子町発現比較を行ったので鎌告する。

2つの遺伝子町努現比肢は、 RT-PCR後、ダイズ犠魁ウリカーゼcDNA

プローブを用いたサザンハイプリダイゼーションに供することにより行った.根艦

発違段階のサンプルは、 3日目の非慮義援、 3日自の感黛練、 5、7日自の感費量様

車ぴ根雄、10日目町観勉を用いたoTotal RNA 5珂を逆転写した後、同ーチュー

プ内で定量的PCRを行うため、異なったサイズの増幅産物が合成されるように世

附した特異的プライマーを用いて PCRを行ったoUR9cDNAをプローブとしたザザ

ンハイプリグイゼーシ舗ンの繍果、 UR2の発現量は全てのサンプルにおいてほぼ同

じであったが、 UR9は根旭町発速に伴い発現が増幅していること:b'I瞳包された.こ

のことから、犠車量の発速に伴い、強〈発現曲暢導されるのはU闘であることが示駿

された.

栂~な.. 脳こおける 2つの遺伝子の発現止放を行うため、 13日自の根組、

3日自の非畠島根町先婦、 6日自の非感染根、 7日自の益、 18日目の灘、蓋頂、

府E後29日自の種子から・3・1剛 Aを銅製い RT-PCRを行い、サザン解析した。

その結果、UR2町バンドは、全てのザンプルから検出されたが、 UR9では根組、種子

においてUR2よりも強〈発現していることが包められた.

以上司結果から、ダイズ植物の全ての組織に発現しているウリ均 一ゼ遺伝

子はUR2であるが、これに対L、質素固定産物、あるいは竃素代謝量輸の量的な増

加に伴って発現増幅が顕著に生じるのはUR!措置伝子産物であるこ kが示喧された。

lpC13 
エンドウFix-突然変異体El35に形成された板粒における窒素

伺化酵素の活性

萱温盤生、伊豆原巧、山本治二、西村真綾、鳥山可菜子(愛
知教育大・生命科学)

マメ科纏物の根粒では、窒禁固定によって固定された窒素

は、最初に、グルタミン合成酵素(GS)とグルタミン酸合成醇

繁(GOGAT)によって、同化される。われわれは、これまでに、

エンドウのFir突然変異体El35を用いて、根粒におけるホス

ホエノールピルビン酸カルポキラーゼ(PEPC)の活性調節機構
を検討してきた。 E135に形成された根粒では、 PEPCと同じよ

うにGS、NADH-G侃ATの活性も正常な根粒に比べ低いことから、
これらの酵素についても同様な検討を行った。

エンドウの正常品種Sparkleの根粒では、 GSの活性は窒素

固定能の発現に伴い場加した。Elお根粒では、 3週齢では正

常な根位と同様な活性であったが、その後しだいに減少し根

よりも低い活性になった。一方、正常な根粒のNADH-GOGATの
活性はGSと問機に精加したが、 El35根粒では、 GSと異なり 3
週齢から正常な根粒よりも低く、根と同程度の活性であった。

高濃度のアンモニアを正常な植物体に添加すると、根粒の窒

禁固定能はほぼ完全に抑制された。この際、銀粒のGSとNADH
-GOGATの活性も減少したが、減少の程度はNADH-GOGATの方が
顕著であった。低漉度のアンモニアをEl35の植物体に添加し

でも、被粒のNωルGOGATの活性は影響を受けなかった。しか

し、根粒のGSの活性は一時的ではあったが約2倍に増加した。

これらの結果から、 GSよりもNADH-GOGATの活性の方が窒素固

定能に強く依存するが、 GS活性の調節に窒素固定産物である

アンモニアが関与することが示唆された。
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lpC14 
In Situハイブリダイゼーションj去を用いたアルフア
ルファ根粒におけるアスパラギン酸アミノトランス
フエラーゼおよびアスパラギンシンセターゼ遺伝子
の発現解析
主旦堕玄.Lifang SHI1， Gian TREPp1， Stephen J. 
百五百育てCarrollP. V ANCE1

•
3 (名古屋大・農・植物

病理、 lDept.Agro. and Plant Genet.， 2Dept. Plant Biol.， 
3USDA， Univ. Minnesota， St. Paul， MN 55108， USA) 

アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼアイソ
フォーム-2(AAT-2府よぴアスパラギンシンセター
ゼ(AS)は、アルフアルファ根粒における窒素同化に
重要な役割を果たすことが知られている。今回、有
効根粒および植物遺伝子の変異による無効根粒を用
いて両遺伝子の発現パターンを調べるため、 InSitu 
ハイプリダイゼーションを行った。

35SでラベルしたAAT.2アンチセンスRNAをプロー
プに用いて有効根粒の切片をハイプリダイズしたと
ころ、パクテロイドが充満した感染細胞でmRNAの
存在を示すシグナルが観察された。しかし、播種後
1 2日以降の無効根粒では著しいシグナルの減少が
認められた。一方、 ASmRNAは、有効根粒の感染・
非感染およびパレンキマ細胞に認められたが、無効
根粒ではパレンキマ細胞におけるASmRNAの蓄積が
観察されなかった。

lpC15 
根粒形成遺伝子の'Agrobacterium似m宅faciensへの転移

と宿主域拡大

出担蓋二，阿部美紀子，内海俊樹，東 四郎

(鹿児島大・理・生)

根粒菌の根粒形成と宿主域を決定する遺伝子群

(nod-gene)をAgrobぽ teriumωmefaciensA136へ移入し，

異細菌細胞内でのnod-gene群発現の制御機構を解明

するのが目的である。クローパ根粒菌Rhizobium

leguminosarum bv.的了'olii 4S株はnod-gene群を

megaplasmid (pSym4Sa， 315kb)上に保有している。こ

のplasmidにTn5を挿入し，A136株へ転移させ ，

回 ns∞njug叩tAT4S seriesを得た。得られた菌株はす

べてA136株由来であることをRAPD法で確認し，感染

性を調べたところ，本来の宿主であるクローパ以外

のマメ科植物に対しでも根粒形成する能力を発揮す

ることが認められた。さらに.AT4S琳よりHl株

(4S株より pSym4Saを消去した株)へpSym4Sa-Tn5

を戻し，野生型へ復元した株も得られた。

以上，位叩S∞吋ug祖飴と植物との関係において，移行

したpSymの動向について報告する。



lpC16 
従属栄養硝化細菌A1caligenes危ecalisの硝化

に関与する酵素

本塁塞卑、牧野直純、星野芳子、榎屋温

庄子和夫、山中健生(日大・理工・工化)

昨年度の本大会では、 A1伺Jigen白血氏泌s

からピルビン酸オキシムジオキシゲナーゼを

単障し、その若干の性質について報告した

が、酵素が不安定なため諸性質の研究が困難

であった。今回精製方法を改良して比較的安

定な酵素標品を得ることができた。この酵素

の分子質量はゲルろ過で180kDa、SDSーポリ
アクリルアミドゲル電気泳動で45kDaであっ
た。またこの酵素の精製において、ヒドロキ

シルアミンと 2ーオキソグルタル酸から亜硝

酸を生成する活性が、ピルビン酸オキシムジ

オキシゲナーゼ活性を示す画分とは別の画分

にみられた。ピルビン酸オキシムジオキシゲ

ナーゼ活性とヒドロキシルアミンと 2ーオキソ

グルタル酸から亜硝酸を生成する活性とは培

養時に用いるカルポン酸の種類によって、そ

れぞれ独立に、大きく変動する。

lpC17 
Rhodc加 cterce脚 U蜘 smぬ宣伝子欝は新規なエネルギー共役型

lIt化還元首事棄をコードする:暗所での窒素固定における後能

隼泊担Z量、熊谷j告高(阪大・院理・生物)

光合成細菌R.capsulatusのフエレドキシン6宣伝子周辺には，

光照射下における蜜葉国定に必須なしかし既知のnifJ宣伝子とは

類似性のない遺伝子癖mfbf存在する。私違I:m属産物が腺蛋白質

複合体を織成することを.般的に示してきた。また.一次舗道

比較から Rnf複合体l孟.プロトン愉送型NADHキノン磁化還元

首事業の11禦在性部分とナトリウム繍送型NADHキノン磁化還元

簡素のB車内在住郵分のキメラ状構造を持つ.エネルギー共役型

NADHフェレドキシン磁化遺元首事素であると予測している。こ

の予測に基づけば，mfi産物は光照射下のみならず暗所における

重奏固定でも軍要な繊能を担うものと考えられる。そこで，各

種の変異織について.フルクトースを炭素源.ジメチルスルホ

キシドを電子安容体として嫌気呼吸を行わせ，暗所での蜜>>固

定能力を調べた。その結果唱すべてのm綴織綜は11跡量程度の

能力しか待たないことが判明した。また.光合成条件での11禁
固定能が低下するが裏失しないfdxM宣伝子の厳相直線では.暗所

でも相当する窒素固定能の低下が留められた。これに対し.野

性型rn温伝子を持つが光合成能を持たない 2種の変異繰.

Y142 (光化学反応中心欠鍋)と MT-RBC1(チトクロムbC1欠

鍋)，いずれも暗所の蜜禁固定能を保っていた。これらの株で

RnfBとRnfC産物が発現していることは， Westem解析により確

IJできた。従って， Rnf複合体の権能1:，光化学反応で得られ

る還元カを単純にニトロゲナーゼ系に受け渡すのではなく，嫌

気呼吸の電子伝達系とも篠点を持つことが示峻された。
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2aCOl 
キャピラリー電気泳動法による植物業中の NO，・， NO;お
よびNH，+イオンレベルの解析 ー ー
河村義史，高橋美佐，有村i原一郎，諌山俊之，入船浩平，
宣高置膏，森川弘道(広島大・理・遺伝子科学)

NO ¥NO;およびN凡+イオンは，植物の硝酸同化経路
におゆる中d代謝物質~1る。これら 3 種イオンの植物業
中でのレベルを解析することは，硝ftl同化経路の分子的レ
ベルでの理解をさらに深めるために重要であると考えられ
るが，植物業中でのこれら 3種のイオンレベルを同時に，
同種内あるいは他種間で測定，比較した研究例は少ないの
が現状である。

本研究では，キャピラリー電気泳動法を用いて植物業中
における NO，¥NO;およびNHjイオンレベルを測定する
ため，まずぞの方涯を検討，確立した。その後，同一条件
下で育成したシロイヌナズナ，カボチャ，ダンドポロギク，
ユーカリ・ヴイミナリス，ダイズ，オオムギ，タバコ，イ
ネ，ホウレンソウおよびコムギの 10種類の植物について，
その植物業中におけるこれら 3種のイオンレベルを測定，
比較した九すべての植物種について， 3種イオンともキヤ
ピラリー電気泳動法で検出された。その結果，種間におい
ては特に NO;イオンで約 350倍もの差がみられた。また
各種内にお仏ては， NO，ーイオンレベルはすべての種で
NO，・イオンレベルの 1I1<fから 1110・であった。一方， NH，，+ 
イオンレベルはカボチャとユーカリ以外の種で NOーイオ
ンレベルの 1/10から 11102 で，カボチャとユーカリでは
N03• イオンレベルと誤差範闘内で一致した。
I)Kawarnura， Y.， Tak且hashi，M.， Arimura， G.，1sayama， T.， Irifune， 
K.， Goshima， N. and Morikawa， H. Plant Cell Physiol. 37: 
878・880(1996) 

2aC02 
シロイヌナズナ植物葉における二酸化窒素ガス代繍織構の解

析

有村源一郎.河村重量史，入船浩平，五島直樹.森川弘通(広

島大・理・遺伝子科学)

自然界の植物の二般化窒素(悶'2)代謝繊婦は植物被にお

ける硝厳代耐様備をモデルとして考えられており.その同化

能力は植物種聞で著しい差異が薦められる"。 また.植物体

を4ppm N02で8時間暴鴛した際.高いもので全還元態宣棄

の7%以上が悶2由来のそれに置き換わることを明らかにし

ている1)。我々は.問2i"¥:附機備を明らかにし.その同化能

力の差異が植物種聞における如何なるメカニズムの遣いによっ

て生じるのかを解明することを目的としている。

本研究ではシロイヌナズナ(樋種後5週間)植物葉におけ

る悶2代謝繊構を明らかにするため.植物体を同位体ラベル

した4.0:tO.l ppm 15tD2 (環境基準の約 '00倍)で 4時

間暴舞し.更に大気中に戻し 8時聞置いた。そして.その植

物糞における経時的な総窒素.還元態窒素およびその代謝産

物である碕駿態窪素.アンモニウム態窒棄の総量およびその

中の1~畳の変化をキャピラリー電気泳動法.ケルダール法
および同位体質量分析法の方法等を用いて測定した。これら

の結果について報告する。

1) Morikawa et al. (1992) In Research in Photosynthesis， Vol. IV. 

pp. 79・82



2aC03 
アンチセンスNiRcDNAを導入したタバコ植物から

生じるNpガスの質量分析

五 島直樹、陶守満美子、入船浩平、 Miche I 

Cab石市で森川弘道(広島大・理・遺伝子科学、

1 Laboratoire de Biologie Cellulaire. INRA) 

原核生物やカビなどの微生物では、 N03'やN02'が
生体内で還元され、 N20やN2の形で大気中に放出さ

れる脱窒反応がおきていることが知られている。こ

の脱窒反応は生態系における窒素循環系の一経路を

形成しており、地球環境レベルで窒素サイクルを考

える上で、非常に重要な反応であるといえる。これ

までに、高等植物における脱窒反応に関する研究は

皆無に等しく、植物においてこのような脱窒能力が

あるか否か、また植物に脱窒能力を付加できるかど

うかについてはまったく明らかになっていない。そ

こで、我々はタバコ植物を実験材料とし、野生株お

よびアンチセンス NiRcDNA導入株(1)について、 1SN

でラベルしたN03・含有培地で生育させ、植物体に

1SN03ーを吸収させた後、植物体から発生するNpお
よびN

2の1SNI川N同位体比をフィニガンマット社製

DeltaC質量分析計で測定した。その結果、アンチセ
ンスNiRcDNA導入株において1SN03'由来のN20の発

生が検出されたので報告する。
(1) H. Vaucheret et al. Plant Journal (1992) 2(4). 559・569.

2aC04 
クロレラの砲晦夜り込みに対する青色光効果一室素濠の検討
神谷明男(帝京大・薬・化学)

クロレラ恒坦主llal!!塑担凶に諜艶を与えると、碕酪主
砲胎齢により細胞内ヘ取り込まれ、碍厳重元酵素(限:). 

E涜顎筋量元潤曜によりアンモニアまで還元される.クロレラ
などの緑漢は液飽を持たないため、窒素濠として諜量制町議
できず、寄醸治場拠bから欠乏すると事国取り込み船主務失す
る{坑arvedcel1)。と仮泡tar可申dcellに青色光を照射すると

限の光活性化、メディウム¢刷珂粧化し、碕檀添加的治合
は、続いて砲腕り込み純白隼される.メディウム婦の駿性
化はATP!聞の阻害荷νtナジン酸(v晶、Na.W.)で顕著に阻害

された.とれらの現象の青色光受合体の候補として、 NRに含
まれる得層開~，姐カ堵えられる。
クロレラではHRは砲肘培養するとその合酪唱こり、ア

ンモニアの添加によりNRタンパクは急速に治失すること治相
られている。そごでアンモニアを窒素濠として培養したクロ
レラ縮瞳で青色光による凶度化持動られる料掘守した。そ
備課アンモニアで培養しtd雌では青色光による顕著な凶
崎粧化はクロレラの野生棟、黄色・白色変異体ともに認め
られなかった.またとれらι湖胞は矯鎗為、らアンモニアカ精
失すると癖離を取り込むが、青色光によるが慶ftJ認おちられ
ない。青色光によるメディウム凶変化と聞の関係を譜槍する。
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2aC05 
ラン藻 Plectonema加ワ'卸umにおけるグルタミン酸合
成酵素アイソザイムの生理的役割
皐且孟盟、松村智裕、藤田祐一、長谷俊治 (大阪大・蛋白研)

グルタミン酸合成酵素 (G∞ A匂は、還元カを利用してグル
タミンのアミド基を 2-オキソグルタル酸に転移させ、 2分子の
グルタミン酸を合成する酵素であり、光合成生物においてー速
の無機態窒素の同化系の最終段階を担っている。我々は昨年の
本大会で、ラン司lPJ，配 tonemabo.乃叩聞は、還元力の供給源が
異なる 2つの GOGATアイソザイムとして、フェレドキシン依
存型冊。∞Alヲと NADH依存型例ADH心∞Alヲを有するこ
とを報告した。今回差是々は、両アイソザイムの生理的役割を明
らかにするため、 NADH-G∞，AT欠損株及ぴ同心∞AT欠損
繰を単厳し、それらの形質を検討した。
明所では光エネルギーを利用して品。αJATが、暗所では

有機物の分解エネルギーを利用して N油 H心∞ATが、各々優
先的に働いていることが期待されたが、両欠損株とも』こ弱光下
(4∞Ix)での光独立栄養条件(世代時間 50h)においても、暗所
での従属栄養条件{世代時間 65h)においても、野生株との生
育の違いは認められなかった。この結果から、本ラン漢では両
GαJATアイソザイムは明確には機能分化しておらず、互いの
機能を相補しうると考えられる。一方、強光下印刷-8(削以}

で高 CU2(2%)含有空気を通気した光独立栄養条件では、本ラ
ン漢は世代時間 7hで急速に楢殖することができる。この械な
条件で生育を比較すると、 NADH心∞AT欠損株が野生株と変
わりなく生育するのに対し、同心∞AT欠損株は生育に遅れ{世
代時間 11h)が認められるとともに、フィコピリタンパク質の
減少が混められた。この結果から、強光、高 CU2 .1lという
C 同化量が急速に増加した条件において、それに見合う N 同
化を行い、最大速度の増殖を遂げるためには、貼G∞ ATの寄
与が必要であることが示唆された。

2aC06 
トウモロコシ・グルタミン合成酵素遺伝子群の棋にお

ける組織レベルでの発現部位の解析

型車差益、榊原均、杉山達夫(名古屋大..・応用生

物科学)

植物の細胞基質局在型グルタミン合成酵素(GSl)は

多重遺伝子族で構成されており、トウモロコシでは 5
つの遺伝子の存在が確認されている。これまでの研究

により、根における窒素源(N03'.NH4+)添加に対する

各遺伝子の応答性を調べたところ、発現が誘導される

分子種(GSlc. GSld)と、逆に抑制される分子種(GSla.

GSlb)に大別されることが明らかとなった。同じ酵素

でありながら、窒素源添加という一つのシグナルに対

して異なる応答性を持つことの生理的意義を解明する

ためには、それぞれの分子種の根での発現部位を組織

レベル、細胞レベルで特定することが必須であると考

え、 Insituハイプリダイゼーション法による解析法の

確立を試みた。その結果、 GSlaは根端付近の部位の

根では皮層組織で強く発現していることが明らかに

なった。また値や木部、師部でも発現が観察された。

これらのことより、 GSlaは余剰窒素の再同化と、そ

の転流の際の機縛の一部として機能していることが推

測された。現在誘導型GSlであるGSlcについて組織レ

ベルでの発現部位の特定を試みている。



2aC07 
イネ発芽種子におけるアスパラギン合成酵素の

発現

山撞率五，末吉邦人杉本敏男1，王子善清1

(神戸大・自然科学、 1神戸大・農・生物環境

制御)

アスパラギンは積物体中での窒素の貯蔵や愉

送体として重要である。我々はイネ発芽種子中

の貯蔵タンパク質の分解や転流過程におけるア

スパラギン合成酵素(AS)の役割をmRNA量や活

性、アスパラギン含量について調べることによ

り明らかにしようとした。その結果、わずかな

量のASmRNAが乾燥種子の匪ですでに存在し、

吸水に伴ってその量は急措した。活性やアスパ

ラギン含量も同様の傾向を示した。しかし匪乳

では活性が検出されず、アスパラギン含量も変

わらなかった。このことから、匪における発芽

時の急速なアスパラギン合成の矯加は、成長し

つつある組織への窒素の供給のために機能して

おり、 ASの活性制御はその目的に沿って行われ

ていると考えられる。

2aC08 
イネ aspartatekinaseの大腸薗での発現

童E蓋二盟、家野勝啓(農水省・生物研)

Asparta随 kin踊 e(AK) は、リジン、スレオニン

などのアミノ酸の合成経路に関わる酵素で、活性がス

レオニンで阻害される型とリジン匝害型の 2つのア

イソザイムが知られている。我々は、イネ幼植物業で、

生育に伴って、両アイソザイムの活性比が変動するこ

とを見いだし、その調節機構の解明を目標に解析を続

けている。今回は、イネ'Iもr-AKcDNAの大腸菌で

の発現を試みたので報告する。

イネThr-AKcDNAの葉緑体移行のためのシグナル

ペプチドを除き、 pET-l7bベクターにつないだもの

を BL21(DE3)plysS株に形質転換した。培養後、菌

を破砕し、 SDS-PAGEで発現を確認した。融合タン

パク質のほとんどは、遠心後、沈殿に回収され、不溶

化していると思われたが、遠心上澄に AK活性が確認

できた。現在、このAKを精製し、性質の検討を行っ

ているので、それについて報告する。
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2aC09 
tti:4Il翼l-e増加するイ才4鋪割輔肱乃剛聞依存性グルタミン

酸合成酵素例細HI胤ηタンパク質蓄積刀経時肱塑聞拘変

化と細胞内局在性

石ua風明噛底的蜘 KTooin'、w谷畑'T()J;Iじた.応割1:;.

'St. In:frel時対

1n輔凧唄躍したイ才必植物別働省で附丑t<<胤Tタンパク質

含量カ鴨期悦円増淵こ樹却し24時間で最大となる。この同7
溺測こ応答を示す削HI胤Tの細動分布を骨も

ガラス室てヲ静低種子栄養の結渇するまで糊篠崎したイ

才ω耀糊こ11制則定加え組瑚切こ処理後48開閉まで$躍し

九この結果凧喫盟0時敵カイ才相先端1倒怖Eで、担こ中

，t~~脳Tのシグナル州制された拭 24時櫛惟でl志

帆紺こ加え表皮と外出こ強いシグナルが検出され丸また

細個臨2GSの抗体を用いた染色Z嘱操より、イ才羽町湖卦齢、ら

1明付i.!I(乃表皮と外出コ志、細腕圃型GSのタンパク質の蓄積が

示され九これより、町の添加こ伴ってイ柑前河駿およ助事

劇こおいて附加-<m6.Tタンパク賀カ得報切切こ蓄積さ才、表皮と

外皮でGSと共約して町の聞凶こおいて糊Eしていることカ省

く示嘘された。さらに予備協結果ではある拭イ'J，JJ'ゆド

湖こよる実捜電蹟珊層雪では削~Tの分帽を示す金粒子
カげラスチ内このみ検出されたゐ

2aCI0 
イネNADH依存性グルタミン酸合成酵素ゲノムDNAの構造

解析

後藤聡、赤川巧、早川俊彦、山谷知行(東北大・農・応
帝室膏花学)

イネNADH依存性グルタミン酸合成酵素 (NADH.

GOGAT) は主に生長中の業や穂の維管東組織に存在する

。。また、幼植物の根においては窒素環境の変化に応じてタ

ンパク質及ぴInRNAレベルの発現が鋭敏に増加する副。これ

ら組織特異的発現、ならびに窒素に対する応答の発現制御機

構を解明する第一歩として、本酵素のプロモーター領域を含

むゲノムDNAを単調陸し、構造解析を行った。

ササニシキのゲノミックライプラリーからイネNADH.

∞GATcDNA部分断片(タンパク質C末端領域)をプロープ

に用いて11個のクローンを単雌した。このうちプロモーター

領域ならびに遺伝子の全領域を含むと考えられたクローン A

OS42について温基配列の決定を行った。その結果、 cDNA部

分断片と塩基配列が一致し、また推定されるアミノ酸配列中

にはイネの培養細胞から精製したNADH.GOGATのN末繊の

アミノ酸配現j古噛認された。さらに推定コ}ド領域はアルフア

ルファの根栓特異的NADH.GOGAT遺伝子とアミノ酸レベル

で高い相向性を示した。一方、プロモーター領域にはGCN4

などのモチーフが見い出された。現在プロモーター領域解析

のためのベクターを構築中である。

1) Hayakawa et al. (1994) Planta 193: 455 

2) Yamaya et al. (1995) Plant Cell Physiol. 36:1197 



2aCll 
カボチャ脂肪酸S酸化系醇策の cDNAクローニング
とその構途解析
益___ 1ベ加.朗九林被1.2，西村幹夫1，2(市基生研・細
胞生物 2総合研究大学院大学・生命科学)

[目的] 脂肪酸B酸化系は，アシルCoAオキシダーゼ，
エノイルCoAヒドラターゼ，ヒドロキシアシルCoAデヒ
ドロゲナーゼ，チオラーゼの4つの酵素から成り立ってい
る.この代鰍系lまグリオキシル敵国路の緒商事繁とともにグ
リオキシソームに局在し，長鎖脂肪磁の分解に重要な役割
を果たしている.今回，主主々は種子の発芽時やセネッセン
スの過程における脂肪酸8酸化系勝繁の変動を解析するた
めにそのcDNAクローニングを行った.
[結果] 主主々はaにカボチャ貧化子議から作製した
cDNAライブラリーよりチオラーゼのcDNAをクローニン
グし，その構造解析を行ったり.今回，さらにスクリー
ニングを行い， 2378bpからなる新たなcDNAを同定した.
このcONAは， 725a.a.のタンパク貨をコードしており，
脂肪酸β酸化活性のうちエノイルCoAヒドラターぜ，及
ぴヒドロキシアシルCoAデヒドロゲナーぜの活性領域を
持ち.さらにエノイルCoAイソメラーゼ，ヒドロキシア
シルCoAエピメラーゼ活性部位も含むことが明らかにな
った.現在，ノーザンプロット解析を行うとともに抗体を
作製中であり，それを用いた結果をもとにカボチャ発芽手
薫における脂肪敵β酸化系の制御御構について考嫁する.
1 )Kato， A.， Hayashi， M.， T，依臥必hi，Y. and Nishimura， M. 
(1996) p，細川Mol.BioL， 31 :843・852.

2aC12 
グリオキシソーム後能欠損突然変異体の単般と解析

林自慮、 血血豆益三、 西村幹夫 (基生研・細胞生物)

[目的] 高等継物のグリオキシソームは脂肪敵8磁化とグPオ

キシル酸回路の緒酵素を含んでおり、種子の貯蔵脂肪から発芽

に必要なスクロースを作り出す上で.要な役割を呆たしている.

私達は、高等織物におけるグリオキシソームの機能発現機構を

遺伝的に解析することを目的として、グ日オキシソーム繊飽欠

損突然変異体の単障を獄みた.

[方法12，牛Dich加曜回oxybu刷 c回 d (2.牛OB)は、脂肪厳8
酸化活性によって除草剤2.叫 ichlOl明teIloxy闘世cacid (2，4心)

に代謝されることが知られている.そこで、 2，4-0Bに耐性を示

し、 2，-牛01こ感受性を示す突然変異体をスクローニングした.

[結果1EMS処理されたアラピドプシスのM2種子から、 12個

体の突然変異体を得た.これらのうち、 1ぷ40、1ぷ.43、LR47、

1ぷ81と名付けた4個体はスクロース非存在下では生長できず、

脂肪酸8酸化活性を欠損している突然変異体であることが示唆

された。これらの突然変異体のうち、 LR40は雪量芽過程で脂肪酸

8酸化酵素のチオラーゼを全く発現していない優位突然変異体

であった.また、 Iぷ47は高分子量の前駆体型チオラーゼがサイ

トゾルに蓄積しており、チオラーゼをグリオキシソームに輸送

する活性が低くなった優位突然変異体であることが判明した。

以上の結果をもとに、アラピドプシスの発芽過程におけるグ P
オキシソームの機能発現織構について考察する。
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2pCOl 
イネ変異抹の業片に含まれるメナキノン類の同定

豊臣畳二，津山孝人ヘ岩田伸夫2 小林善親1 (1九州大..

.林九州大・農・育種)

ナ7トキノン類は、主にフイロキノンとメナキノンに大

別される。フィトーノレを側鎖とするフィロキノン(羽旬min

K1)は、光化学反応系 Iの反応中心の構成成分であり、高等

植物やシアノバクテリアに存在している。一方、メナキノ

ンは、バクテリアに幅広く分布しているが、高等織物には

見出されていない。しかし、アルコ}ル側鎖の還元状態が

異なるクロロフィル(Chl)を蓄積するイネ突然変異株似249，

M134)の業片に含まれるナフトキノン類を測定した結果、

変異抹にはフイロキノンがあまり含まれておらず、代りに

ゲラニルゲラエオール(G切などの不完全還元側鎖を有す

るメナキノン(MK)類が大量に蓄積されていた。さらに、

白J-ηiGG，chl・GGを蓄積する変異稼M249，M134には、そ

れぞれMK・百iGG，MK-GGが最も多く含まれていた。これ

らの結果から、 MK・GGは、白1側鎖還元酵素により段階的

に還元され、フィロキノンとなることが示唆された。

2pC02 
フェレドキシンのトマト果実組織内局在性

青木考， 和田敬四郎 (金沢大・理・生物)

トマト(Lyl∞戸:rsicon聞 llcntum)果実には、光合成

タイプおよび従属栄養タイプ両者のフェレドキシン

σ'd)イソタンパク質が存在し、これらは時間空間的

に異なった分布をしている。果実の成長やクロモプ

ラスト形成につれて、従属栄養タイプ聞の相対量は

増加する。一方、緑色果実を組織ごとに調べると、

従属栄養タイプFdはデンプンの豊富な組織に多い。

しかしプラスチドレベルでは、緑色組織クロロプラ

ストには従属栄養タイプ聞が検出されなかった。こ

の不一致は、緑色組織内に従属栄養タイプ聞を含む

クロロプラストの別な集団が存在することを示唆す

るが、その単般には成功していない。そこで本研究

では、免疫組織化学的方法でフェレドキシンイソタ

ンパク質の検出を試みた。従属栄養タイプ聞は、果

実内側のペリカルプにみられるデンプンの豊富なプ

ラスチドに存在が確認された。しかしこのプラスチ

ドには光合成タイプFdも存在した。 Fd蓄積の細胞ま

たはプラスチド依存性について、検討を試みる。



2pC03 
ラン藻におけるこつのプロトクロロフィリド還元酵

素の機能分化
車旦益二 ・高木英典・長谷俊治(大阪大・蛋白研)

被子植物を除く殆どの光合成生物は、クロロフィ
ル(口註)の合成系の一段階であるプロトクロロフイ
リド (Pchlide)の還元系として、還元反応自体に光
を要求する光依存性Pchlide還元酵素(印侃)と、光
に依存しないPC凶de還元酵素 (DPOR)を有する。
我々は、先の研究でラン藻Plectonema加>ry却聞か

らDPORの三つの遺伝子 (chlL、chlN、chlB) と
LP恨の遺伝子porQ)クローニングを行った。今回、

一方のPC凶 de還元系を欠失させた変異株の形質を解
析し、両還元系の機能分化について検討した。

回 ORを欠いた株としてchlL欠損株YFC2、 LPORを
欠いた株としてpol欠損株YFP12を用いて、光強度の
異なる光独立栄養条件下での生育を野生株と比較し
た。弱光下 (4∞以)では、いずれの変異株も野生株
と変わらず生育し、 Ch1含量にも違いが認められなか
った。この条件では、両還元系は互いに相補し合う
だけの活性を有し、明確な機能分化はなされていな
いと考えられる。一方、強光下 (4，α)()lx )では、
YFC2は野生株と変わりなく生育したが、 YFP12では
口叫合成が遅れ、生育の遅延が認められた。この結果
は、強光条件ではDPORに対してLPORが優先的に使
われていることを示唆している。

2pC04 
"黄化"ラン藻の緑化過程の解析
担E亙盤・藤田祐一・長谷俊治(大阪大・蛋白研)

ラン藻は、クロロフィル (Ch1)合成の一過程であ
るプロトクロロフイリド (Pch1ide)の還元に、光に依
存する経路と光に依存しない二つの経路を有する。
この内、光に依存しない系に関与する遺伝子を欠失
した変異株は、被子植物と同様、 Chlの合成が光に依
存するようになる。すなわち、暗所で生育させると、
Ch1の合成がPchlideの段階で停止し、あたかも被子植
物での貧化葉と類似した"黄化した"ラン藻細胞とな
る。このような"黄化"ラン藻を明所に移すと、 Ch1の
合成が始まり緑化が開始される。今回私たちは、ラ
ン藻Plectonemabo1J'anumのch江遺伝子を欠失させた
変異株YFC2を用いて、緑化過程におけるChlと光化
学系タンパク質の挙動を解析した。

暗所で生育させた"黄化"YFC2を、明所に移し、
緑化を開始させると、 24時間後にはCh1量は、野生

株の約80%まで回復した。この緑化過程における
光化学系タンパク質の動態を33・kDとPsaCについてウ
エスタン解析により検討した。その結果、 33・kDは
"黄化"細胞でも検出され、その存在量は緑化過程を
通しでほぼ一定であったが、 PsaCは"黄化"細胞では
検出されず、 Chl量の増加に伴って急速に増加した。
これらの結果は、 Chl供給がPSIを梅築する上で重要
な役割を果たしていることを示唆している。
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2pC05 
クラミドモナスのクロロフィル b欠損株の解析

宣車室、吉田和市 1、田中暢明、田中歩(京大・

理・植、 1基生研・培養育成)

高等植物や緑藻はクロロフィル aとともにク

ロロフィル bを持つ。光環境の変化に応じてク

ロロフィル bの量は変動し、光合成の集光機能

において重要な役割を果たしている。しかしク

ロロフィル bの合成については不明な点が多い。

そこでクロロフィル b合成酵素の遺伝子の単離

を目的として、クラミドモナスのクロロフィル

b欠損株を作製した。

硝酸還元酵素、またはアルギニン合成酵素を

欠くクラミドモナスの核DNAに硝酸還元酵素、

またはアルギニン合成酵素をコードする DNA
をランダムに挿入し、クロロフィル b欠損株を

6個体得た。挿入したDNAをタグにして近傍

のゲノム DNA、およびその領域にコードされ

ている cDNAを単離し、その解析を行った。

2pC06 
らん蕩 Synechoco悶 JSsp. PCC7942および Plectonema

boryanumのMg・キラターゼサブユニットchlDiI伝子のクロー
ニング
温国盤、中山雅人、太田啓之、高宮趨一郎(東工大・生命理工・
生体織檎)

クロロフィル合成の第一段備は、ポルフィリン環へのMg原

子の配位であり、Mg・キラターゼにより触嫁される。均・キラ
ターゼ遺伝子に関しでは、光合成細菌 Rhodobacter

sphaeroidesの遺伝学的解析により、 bchl，bchH， bchDカf同定
されている。我々は、これまでにダイズより bchl，bchHのホ
モログchll，めIHのcDNAの単障を行い、その全泡基配列の決
定を行った。また、これら 2つの遺伝子産物が葉緑体可溶性画
分に局在すること、また光により遺伝子発現が鶴導されること
を見出した。しかし、 bchDホモログである chlDに関しでは、
これまで尺 sphaeroides以外では報告されていなかった。全
ゲノム配ヲIjの決定された、らん蕩Synechocystissp. PCC6803 
において bchDに相関な ORFが存在し、 A近、この ORFが
PCC6803の chlDであることが示された。そこで、 R.
capsulatusのbchDと保存されたアミノ酸配列に対応するプラ
イマーを周いてPCRを行った結果、らん濠Synechococcussp. 
PCC7942およびPlectonemaboryanumのゲノムを鋳型とし
た渇合において滑桶産物が飽められた。 PCC7942とP.

boryanumのPCR産物のアミノ厳配列は、 PCC6803と81%、
また R.sphaeroidesのbchDと48-49%の相同性を示したこ
とから、それぞれのらん蕩の chlD遺伝子断片であると綜鎗し
た。現在、ゲノムライブラリのスクリーニングを行い、得られ
たクローンの配列を解析中である。



2pC07 
クラミドモナスクロロフィルb欠損株 (NL-105)
でのクロロフィル分解

ヰ韮道生，岡山繁樹〈九州大・理・生物)

紫外線照射により得られたクラミドモナスクロロ
フィルb欠損株 (NL・105)は生育途中でクロロフ

ィルaの分解による藻体の黄化を引き起こし，同時

に培養液中に赤い色素を排出する。この水溶性の赤

い色素はメタノール中で535nmに吸収極大を示し，

その分光学的特徴，クロム酸分解産物の分析，質量

分析などの結果からクロロフィルa由来の開環した
テトラピロール構造を持つことが示唆された。クロ

ロフィルの分解に伴う赤い色素の蓄積は酸素供給を

制限した条件下では抑えられ，かわりにクロロフィ

リドaが細胞内で過渡的に蓄積され，その後培地中

に排出された。これらのことはクロロフィルがクロ

ロフィラーゼの作用によりクロロフィリドに変換さ

れ，その後酸素に依存して赤い色素まで代謝されて

いることを示唆する。本講演では，この変異株より

調製された膜画分でみられるクロロフィル分解反応

の特徴と生育中に見られるクロロフィル分解・赤色

色素生成との関連について報告する。

2pC08 
大腸菌中で発現させたカリフラワー水溶性クロロフ

ィル蛋白質の性質と mutagenesis による機能アミノ

酸残基の解析

隼藍童三三、中山克己、岡田光正(東邦大・理・生物分子)

水溶性クロロフィル蛋白質 (WSCP)の構造やク

ロロフィルの結合能等を解析するために、カリフラ

ワー (Brassica oleracea var. botrys )とセイヨウアブ

ラナ (Brassi，伺 napω)のWSCPcDNAをクローニ

ングし大腸菌中で発現させたところ、クロロフィル

結合能を有する組換え WSCPが大量に得られ、その

4量体形成がクロロフィルの結合により著しく促進

される事を、昨年度の日本植物学会大会において報

告した。今回、 RACE法による完全長 cDNAのクロ

ーニングを行い、その全塩基配列を決定したので報

告する。さらに、 WSCP中のクロロフィル結合部位

や、その他、構造的に重要なアミノ酸残基の同定を

行うために、 truncationや blockdeletion， site-

directed mutagenesisなどを行い、様々な mutant

WSCPを大腸菌中で発現させた。現在それら mutant

のクロロフィル結合活性を分析しており、 一定の成

果を報告する予定である。
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2pC09 
ダイコンの水溶性クロロフィル蛋白質の精製・性質

と初期的なX線結晶学的研究

尻無清明、西尾直美、内田朗、佐藤浩之、大西勲

(東邦大・理・生物分子)

水溶性クロロフィル資自寅 (WSCP)の結晶構造解析を

行うために、ダイコンより WSCPを高純度に精製し、結

品化を試みるとともに、その生化学的佐賀を調べた.ダ

イコンの WSCPの分子サイズは、 SDS-PAGEで21kD. 
ゲルろ過で 76kDと測定されたo N・末端から 20残基のア

ミノ酸配列を決定したところ、 WSCPに特徴的な KUnitz

型 proteaseinhibitorのmotifが存在した.ダイコンの

WSCPとカリフラワーやマメグンパイナズナのWSCPの

吸収スベクトルを比較すると、一部の吸収成分の存在量

に相違が見られた事から、それらのクロロフィル結合部

位の環境が異なっている事が推察された.この事から、

種々の植物の WSCPの立体構造を比較解析する事で、そ

の吸収成分との関連を解析できると考え、ダイコンの

WSCPの結晶化を試みたo Crystal Screen による結晶成長

の最適条件の検索を行い、現在までに比較的良好な菱形

柱状結晶を得ている.その結晶学的データを得るために、

現在、 X線回折実験を行っている.また、結晶構造解析

には蛋白質の一次構造の決定が必須であるため、その

cDNAのクローニングも平行して試みている.

2pCI0 
クラミドモナス葉緑体のチトクロムb6f複合体及ぴチトクロ
ムc6のバイオジェネシスに関与する核コード遺伝子 :α'51

Ola SODEINDE，韮よ垂範BethDREYFUSS 1， Sabeeha 

MERCHANT1 (Dept. Bi田 hem.Mol. Biol.， Penn State Univ.; 

1 Dept. Chem. Biochem.， UCLA) 

Chlamydomonas reinhardtiiには業縁体のチトクロムb6調合体
の既知のサプユニットをコードする遺伝子は核ゲノムに3
つ、業縁体ゲノムに 5つ存在する。 チトクロムb6:線合体
を構成するサプユニットの生合成及びアセンプリーに関与
する核コード遺伝子を明らかにするために、これまでに核

ゲノムへのin民 rtionalmu国 'enesisにより Chlamydomonas

reinhardtiiのチトクロムb6，塙合体の欠損株を単離している。

チトクロムb6縄合体の欠損に加え、チトクロムc6タンパ
ク質が野生株に比べて減少している変異株 (ccs1'6)の表現
型を相補する野生株の核ゲノム由来のDNA断片を単厳した。
核ゲノムDNA断片 (5.7kb)の塩基配列を決定するとともに、

対応するcDNA(2.3kb)を単離しその全温基配列を決定した。
コーデイング領峨より推定されるアミノ酸配列のホモロ

ジー解析の結果、ラン藻ゲノム及び紅藻、褐藻の葉緑体ゲ
ノムにコードされるyd44遺伝子産物と20.30%の相向性を示
した。これらの結果から、 c型チトクロム、チトクロム成ぴ

チトクロムc6の生合成に関与するこの遺伝子をα::S1~type
P'1:ochrome ~nthe剖s) と命名した。 印 S1遺伝子産物の機能
についても併せて考察する。



3aCOl 
葉緑体核様体の分子情築

佐々木真紀子，佐藤直樹(東京学芸大・生命科学)

葉緑体核様体は葉緑体DNA(cpDNA)の機能的な

単位であり、 cpDNAが盛んに複製される時期には

プラスチド包膜に結合することが知られている。核

様体の分子構築を明らかにするため、核様体の解

体・再構成を行なった。

核様体をTANbuffer中で単離し、その後機々な塩

濃度の溶液により処理した。この過程を、 DAPI染

色の後、蛍光顕微鏡観察することにより、 DNAとタ

ンパク質の集合状態の変化を追跡した。その際、

5M NaCI処理により約半量のDNAが遊離し、それ

と共に 70 k D aのタンパク賀が回収された。この

抽出液を低塩濃度液に対して透析したところ、核様

体に類似した複合体力f再構成された。この 70 k D 

aタンパク質のアミノ末端配列を調べたところ、新

規のタンパタ置であることが分かった。このタンパ

ク質をマウスに免疫して抗体を作製した。現在、 C

DNAのクローニングを仔なっている。

3aC02 
プラスチド包膜DNA結合 (PEND)タンパク

賓の精製

重辺霊.佐藤直樹(東京学芸大・生命科学)

植物のプラスチドには独自の 2本鎖環状DNA

(cpDNA)が存在し.プラスチド発達の初期

段階において. c P D N Aはタンパク賀と共に核

様体構造をとって包膜に結合している。この cp 

DNAの包膜への結合に関与する DNA結合タン

パク賀として. P E N Dタンパク賀が同定されて

いる。プラスチドの抽出液より. P E N Dタンパ

ク賀の精製を行った。プラスチド抽出液を強イオ

ン交換樹脂 (Qーセフアロース)のカラムにかけ

NaCIのグラジエントで 400-600mM付

近に漕出された画分を司ストレプトアピジン結合

磁気粒子とピオチンラベルcpDNA断片との復

合体に結合させた。 PENDタンパク賀は 300

mMNaCIによって溶出された。 SDS-PA

G Eにおいては. 1 1 5 k D aのポリペプチドと

して泳動されることが判明した。この部分精製品

を用いて得られた DNA結合特性などの性質につ

いても報告する。
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3aC03 
プラスチド DNA結合タンパク質 PD2の解析

隼塵亘盤.大嶋公久(東京学芸大・生命科学)

PEND (plastid envelope DNA-binding)タン1'¥ク

賀の結合領域として同定されたプラスチドDNA断

片No.1を用いたサウスウエスタンスクリーニング

により.工ンドウから DNA結合タンパク賀 cDN

Aが3個得られた。その 1つがコードするPD2タン

パク質(632アミノ酸残基)は.ESTデータベースに

もない新規タンパク質で. N末端lこbZIP様DNA

結合ドメイン.中央部に 6回繰り返し配列. C末端

に膜貫通ドメインがあった。 PD2遺伝子はシングル

コピーとして存在し.その発現は来展開業で高く.

葉の成熟に伴って極めて低くなった。抗PD2抗体は.

プラスチド核様体の70kDaタンパク質およびPEND

タンパク賓と弱く反応し.細胞核のタンパク質とは

反応しなかった。 PD2タンパク質の正確な細胞内局

在については，さらに検討が必要である。ゲルシフ

ト法による DNA結合特性の測定の結果.PEND司

PD2とも. DNA断片No.1の中央部に結合した。

以上の結果は.PD2がPENDと相同なタンパク質で

あることを示峻している。

3aC04 

エンドウのDNA結合タンパク質PD3の解析

品旦主盟、佐藤直樹(東京学芸大・生命科学)

プラスチドが発達する時期には、プラスチド

DNAが包膜に結合するが、この結合に関わるタン

パク賀としてPENDタンパク置が同定されてい

る。 PENDタンパク質結合領域DNA断片をプロー

ブとしたサウスウエスタン法によって、新たな

DNA結合タンパク質PD3が発見された。 PD3は1

629アミノ酸残基からなり、 5個のAT-hookモ

チーフと 8個のCxxCモチーフを含んでいた。ま

たそのC末端領域は動植物の未同定タンパク質と

高い相同性を示した。ドメインごとに抗体を作成

し、イムノブロット解析をしたところ、 PD3はプ

ラスチド内で複数のポリペプチドに分かれて存在

しており、その主要な部分は核様体に存在してい

ることが示唆された。 PD3のプロセシングの切断

点等に関してより詳細に知るために、現在、さら

に細かい領域ごとに抗体を作成している。また、

DNAとの結合に関する実験の結果も報告する。



3aC05 
タバコ培養細胞原色素体DNA結合蛋白質の
cDNA解析
土屋明美、三浦順一郎、河野願帆、松岡英明、

昼主塞丘(農工大・工・生命工)

色素体DNAは細胞内で蛋白質と複合体を形成し
ている。色素体分化の機構を解析する上で、この

色素体DNA結合タンパク貨の構造と機能を明らか
にすることは重要である。本研究ではタバコ培養
細胞BY~2線の原色素体に含まれるDNA結合蛋白
質のうち、最も量の多い分子量69kDのものにつ
いてcDNA解析を行った.そのために、精製した
蛋白質から得られた部分アミノ酸配列から
degenerated primersを作製し、 5'-RACE法お
よび3'-RACE法によりcDNAクローンを得た。
塩基配列を決定した結果、この蛋白質はN末端に
色素体移行のためと考えられる59アミノ酸残基の
トランジットペプチドを持つこと、成熟蛋白質は
634アミノ酸から構成されておりその推定分子量
は71633、推定pIは9.01であって塩基性蛋白質で
あることが分かつた。また、ホモロジー検察の結
果、成熟蛋白質のN末端から570番目のアミノ酸
まではシネココッカスとアラピドプシスで報告さ
れている亜硫酸還元酵素と相向性が非常に高いこ
と、しかしながらC末端の64アミノ酸残基はこの
蛋白質に特異的な配列であることが分かった。

3aC06 
業縁体核様体DNA結合性タンパク質αD41の機能解析

ー形質転換植物の培養細胞系を用いた解析
虫量獲量1、木村琢磨 1・4、村上真也2、山田康之3、佐藤文彦2、

吉凹茂男1(1理研・植物機能、 2京大・農 ・農化、 3奈良先端
大・バイオ、 4明治大 .A)

タバコ業縁体核機体DNA結合性タンパク貨としてcDNAクロー

ニングされたCND41は、絡により発現が誘導され、植物組織

中において業縁体遺伝子産物と逆比例的な蓄積を示す等の性質

が解析されている。また、CaMV3SSプロモーター/アグロパ

クテリウムの系を用いて、アンチセンス形質転換タバコを作製

した結果、スクリーニングされたCND41タンパク質発現量低

下株では、野性型株に比べて、緑業における緑化の促進傾向、

数種の葉緑体遺伝子産物の転写量の増加等の共通する性質が検
出きれている。

続いて、更に詳細な解析を目的としてこれらの形質転換体由
来の培豊島細胞の誘導および細胞系の確立を行った。これらの培

養細胞について、抗α041抗体を用いたウエスタン解析を行っ

た結果、同様にCND41タンパク質発現量の低下が認められた。

更に、葉緑体遺伝子群のノザン解析等を行った結果、psbA、

psbD/C、16S・23SrRNAなど数種の葉緑体遺伝子産物において、

野性型培養細胞よりも転写量の増加している傾向カ寝められた。

また、業縁体DNAコピー数の変動は認められなかった。以上

の結果、CND41が葉緑体DNA上の遺伝子発現を抑制する機能

を持つ可能性が示唆されたと考察している。
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3aC07 
タバコ葉緑体核様体タンパク質O証)Uの精製とその

生化学的性質

抵よ裏也、茶谷丸志、中野雄司2、佐藤文彦僚大・

農・農化、 1理研・植物機能)

α四 1は、タバコ党混合栄養培養棚包の色素体核様体

から同定された非特異的結針金を示すm繍合性タンパ

ク質である。我々はこれまでにα凶 1の蓄積と葉緑体遺

伝子の発現パターンを比較し、本タンパク質利融委体遺

伝子の転写を負に伽胸する因子ではないかと推論してい

る。実際α凹1のアンチセンスINAを導入した形質転換

タバコ細施において、 αou発現の低下と共に葉緑体遺

伝子発現の増加が認められるという本仮説を支持する結

果も得ている。しかしαD41の生化学的性質には不明な

点が多い。そこで今回α日1をよりネイテイプな形で精

製する方法を検討した。

タバコ光混合栄養培養細胞を泊nMリン酸緩衝液

併17.2)中で磨砕して得た不溶性画分を5mnMNalで可

滑化し、 α四1粗画分を得た。この画分を陽イオン交換

カラムにかけほほ単一のα四1を精製した。現在精製し

な::ND41を用Itx:::ND41の生化学的償援について検討を行っ

ており合わせて報告する。

3aC08 
シロイヌナズナ業縁体における一過性発現による遺伝
子プロモーター強度の評価
主窒堂垂.境谷真男.機野協ー"丹羽康夫，小林裕和
(静潤県立大・生活健康科学， 'RITE) 

光合成遺伝子の多くはプラスチド ONAにコードされ
ており.したがって，光合成機能の改良には.プラス
チドゲノムの遺伝子操作と遺伝子発現制御系の開発が
不可欠となる.分子遺伝学的解析に遣したシロイヌナ
ズナ (Arabidopsisthaliana)を用い，各種遺伝子プロ
モーターの強度を評価するために，パーティクルガン
による業縁体一過性i宣伝子発現系を開発した.
iii発現プロモーターとしてパクテリオファージT7

RNAポリメラーゼ系に注目し.減圧浸透法により形質
転換した Bensheimおよび Nossen系統において，T7
RNAポリメラーゼの N末端に糞縁体移行シグナルを付
加した般会タンパク貨を発現させた.本形質転換体に
おいて， T7 RNAポリメラーゼ認様プロモーターによ
りβ-glucuronidase(GU8)遺伝子を発現させ， X-glω 
を用い膏〈染色される葉緑体を見い出した.さらに，

恒常的高発現プロモーターであるシロイヌナズナ葉縁
体 168rONAプロモーター.高発現であることが知ら
れている01タンパク質遺伝子 (psbA)プロモーター.
およびバクテリア由来の飽Cプロモーターについても.
一過性発現により検討を加えた.また， gree n 
fluorescent protein (GFP)の利用についても検討した.



3aC09 
シロイヌナズナのミトコンドリア突然変異体におけ

る特異的転写産物の解析

返*13.村田稔，本吉纏男(岡山大・資生研)

シロイヌナズナにおいて茎薬に斑入りを起こすこ

とが知られている核の劣性突然変異chloroplast
mutaω!T (chm)は、ミトコンドリアゲノムに遺伝的変

化を起こす。これまでに、 chmを母親として野生型

と交配した交雑後代において、葉の形カ旬、びつで著

しく生育の悪い植物体(maternaldistorted同 f:MDL)を

見出し、 MDL変異体のミトコンドリアゲノムで

は、野生型と異なったゲノムの再構成が起きている

ことを明らかにした。このミトコンドリアゲノム再

構成は、リボソームタンパク質S3及びL1 6を

コードする遺伝子rps3及び伊，116両遺伝子を含むオペ

ロンの領域に限定され、両遺伝子の発現にも影響し

ていることが考えられた。再構成の結果、 MDL変

異体では伊，116はatp9と共転写されており、 atp9のプ

ロモーターから転写されていた。また、この共転写

物のRNAエディティングを調べたところ、野生型

の転写産物と比べて差異は見られなかったが、シロ

イヌナズナの伊，116.遺伝子ではエディティングによっ

て ORF内に終始コドンが作られていた。

3aClO 
液胞膜は膜圏直合に特殊化された領績をもっ?:VA九個伝子産

物の細胞内局在性の検討

和田 洋，中村徳弘(東大・総合文化・生命環境)

口asslIVM鋪伝子の繊能は醇母の液胞形成に必須であり、

これら遺伝子の機能を欠く突然変異線は大きな正常な液胞を

構築することができず、多数の小さなコンパートメントを細

胞内に蓄積するという特徴的な表現型を示す.これらの遺伝

子の構造解析、遺伝子産物の機能解析の結果、 Vam3pは
syn泊xin綴タンパク貨を、 Vam4IYpt7pをRablYptのクラスに属

する低分子量GTPaseを、また、 V面n7pはSNAP-25と弱い相向

性を示すことなどが示されており、これらの遺伝子の機能が

液胞形成における膜融合の過程に直接的に関与することが示

された.一方で、 Vam2p.Vam6pは他のタンパク質と顕著な相

同性を示さず、構造からその機能を類推することはできな

い.Vam2p. Vam6pの動態をepitope岨 gging、あるいはgreen
f1uorescent protein (GFP)との融合タンパク貨の発現などの手法

で解析した結果、これらのタンパク貨は細胞内で大きなタン

パク貿複合体を形成すること、またGFP-Vam6pは液胞膜上の

数カ所に多く存在することが示された.また、 Vam3pも、液

胞膜上に均一に分布しているのではないことが免疫蛍光顕微

鏡法により示された.以上の観察結果は、液胞膜の一部分が

膜圏直合のために特殊化されている可能性を示している.現

在、 vam変異事長中におけるVAM遺伝子産物の細胞内局在住を

観察しており、これらの結果をふまえて液胞膜の一部分が膿

融合のために特殊化されているのか否かを検討したい。
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3aCll 
TIIE COURSE 01' REPRODUCTIVE EVENTS IN TIIE 
C阻..oROPLA8τCYCLE01' TIIE C皿..oROCOCCALALGA 
SCENEDESMUS QUADRlCAUDA A8 REVEALED BY US凹G
劃IDBITORS01' DNA REPLlCATION 
強 mZAC匹 EDE忌剖geyu:悩 KAWANO，Tsuney，四曲iKURO問A，
D句t.Biol. Sci.， Gtad.制回018<耳L，Univ. Tokyo， Hongo 113 
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3aC12 
単細胞緑藻 Chlamydo血onas並並単且且よの組胞分裂周期におけ

る業縁体核(核様体)の構遁/機能変化の解析

重差Jg'、鈴木玲奈2、三角修己 l、東山哲也¥黒岩常祥l

( ，東大大学院・護・生物科学、 Z東医歯大・医)

単樹齢最善車 Chlamydomonas旦辺恒且tiiを12ν12hの明暗周

期で向調イじすると、暗期2時間目から8時間目にかけて連続した

2回の細胞分裂が起こり、細胞数は約4倍に増加する。この細胞

分裂過程で、葉緑体核(核様体)の形織はダイナミックに変化

する。 Chlallydomonasの業縁体核は、明期には粒状の構造をし

ており、その一部がピレノイドの周囲に集中しているが、細胞

分裂に先だって、葉緑体内部に分散した繊維状の構造に変化す

る。そして、細胞分裂が終了する頃には再tm状の梅進に変化

し、明期への移行にともなってその一部が再びピレノイドの周

囲に集中するようになる。こうした業縁体核の形線変化の原因

を明らかにするためには、 3車線体核を単厳し、その構造解析を

行うことが不可欠である。そこで我々は Chlamydo皿onasの細胞

壁欠損突然変異体(些些)を用い、分裂周期の特定の時期にある

細胞から、業縁体および薬縁体核を無傷単隠する手法を確立し

た。また、業縁体核の構造変化と業縁体ゲノムの機能僻畑との

関係を明らかにするために、細胞分裂周期における業縁体の転

写・ DNA合成活性の変動をinvivoおよび単援業縁体/業縁体核

を用いたinvitroの系で解析した結果も併せて報告したい。



3aC13 
原始紅藻 Cyanidioschyzonmerolaeの色素体ゲノ

ムの遺伝予クラスター

。主旦IZL;、黒岩常祥1 (早稲田大・人科、 1東京大・

大学院・理学系・生物科学)

色素体の起源と進化を明らか巴するだめ巴、原

始紅蓮 Cyanidωschyzonmerolaeの色素体ゲノム

のうち約100kbpの塩基配列を決定し、コードさ

れている遺伝手をホモロジー検索巴より同定し足。

その結果、高等植物の色素体ゲノム巴はコードさ

れてい怠い遺伝手ガ数多<コードされていること

がわかっ定。原始紅蓮であるC.merolaeの色素体

ゲノム巴は、高等植物の色素体ゲノム巴コードさ

れている遺伝情報系の遺伝手群と光合成系の遺伝

子群の他巴、アミノ酸合成系の遺伝手として、

ilvB、gltBなどが、脂節酸合成系の遺伝子として

accDなどが、細胞分裂巴関する遺伝子としてftsH

t!コードされてい定。ま涯、色素体ゲノム上の遺

伝子として初めて、 menA， menBなどのビタミン

合成系の酵素ガ発見され足。
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laDOl 

講演中止

laD02 
タバコ細胞におけるエりシターに醗導される活性酸
素生成と[Ca2+)cyt上昇量空軍重量1、河野智謙1、
魚住信之1人武藤尚志1，20吾天・院農、 2生物分
子応答研究センター2)

植物のエリシターシグナル伝達系を解明するために
活性破棄発生と[Ca2+]cyt上昇の関係を調べた。
Ca2+依存性発光タンパク質エクオリンを導入した
タバコ繕養細胞を作製し、キトサン、 N-アセチル
キトヘキソース、ヱルゴステロール、シアル酸をエ
りシターとして与えた。これら全てのエリシター添
加は約2分後をピークとする[Ca2+)cyt上昇を反映し
た発光を誘導した。 H202を分解する醇素であるカ
タラーゼ、フェントン反応に必要なFe2+をキレー
トする2，2'-ジピリジル、 oフェナンスロリンによ
って[Ca2+)cytの上昇は阻害された。従ってこれら
全てのエリシターによる[Ca2+)cyt上昇にはそれに
先立つH202とα4・の生成が必要であると考えられ
る。またキトサン、シアル酸は添加後5秒以内に
02-生成を反映したCLAの発光を跨導した。これら
のエリシターによる[Ca2+)cytの上昇は02-に特異的
なスカベンジャーであるタイロン、 02-消去酵素で
あるスーパーオキシドジスムターゼによって阻害さ
れなかった。従ってキトサン、シアル酸による02-
の生成は[Ca2+)cytの上昇を引き起こすものではな
いと考えられる。
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laD03 
ポリアミンによるタバコ酸性R・1遺伝子の発現誘導

出盟島御帳大鯵緒子4徹波大・生僻l学:1農水省・生鯛・分子

辺町瑚

取タンパク質は、植物側頭僻こ感染して過敏慮瀬胞死を起こした時

に、特異的に誘導されるタンパク質群である。私逮は、サリチル酸で誘

導されるタバコ酸阻害~lタンパク質遺伝子の発現市1胸機備に関する布院

を行っている。今個は、この辺町云子発現を誘導する物質として、新たに

ポリアミンを同定しむ

ポリアミンは、膜透過性やタンパク質・核酸合戒に関与すること古制

られている塩基性信ぬ子物質で、アルギニンからまずプトレスシンカ生

成され、これにデカルポキシふアデノシルメチオニン判明して、スペ

ルミジンとスペルミン瑚駄合戒されること治相られている。

私たちは1RlaQ.8.辺町云子を導入したタバコ業にポリアミンを処湿す

ると、スペルミンによって特異的:aB活性カ等しく上昇することを見

出した。野生型タバコ業にサリチル酸を処忍しでも、内在性スペルミン

量に有為な変化は検出されず、逆にスペルミンを処還しても内在佐サリ

チル徹量に有為な変化は検出されなかった。また、サリチル酸による

α戚活性の誘導は、スペルミジンやスペルミンにより鈎制されfこ。これ

らのことは、スペルミンによる誘導れサリチ崎紛鴨与する情綱元塞

系と峨位した情制云逮系によっている可能性を示唆している。

laD04 
イネcelldeath変異体の解析
直盤童、JlI崎努、佐藤光l、島本功(奈良先端大・

バイオ、 l九大..A) 

植物は病原体の侵入を認識すると、その感染部位
において急速な細胞境死を伴う hypersensitive
response(HR)を起こし生体内での病原体の繁殖を抑
制する。その後、感染を受けていない他の部位にお
いても、様々な防御遺伝子の発現等の全身獲得抵抗
性 (SAR)が誘導されることが知られている。

我々は、イネ品種金南風にMNU処理によって得
られた変異系統の中から、病原体の有無に関わらず
葉に自発的な細胞死による壊死斑を形成する変異体
約170系統を選抜した。これらの変異系統につい
て、イネいもち病菌の数種のレースに対する抵抗性
反応を調べたところ、 2系統においてレース非特異
的な抵抗性が誘導されていることを見いだした。さ
らに、ノーザン分析によって、これらの系統では
SARの指標となる LOXやイネのPRタンパク質
(PBZI)の恒常的な発現が誘導されていることが明ら
かになった。これらの結果から、得られた変異系統
では、抵抗性反応に至るシグナル伝達経路に変異を
生じていることが示唆された。



laD05 
イネ培養細胞にエリシター活性を示すイモチ病菌βーグルカン

断片とその生物活性の特徴

血E車率渋谷直人(農水省農業生物資源研)

高等植物では病原菌やウイルスの感染にともなって種々の生

体防御系カ4動員されることが知られている。本研究室ではこれ

までに、糸状酋細胞壁のキチンの特定サイズ以上の断片ととも

に、イモチ病菌(~且旦担昆皇 E立笠宣〉細胞壁をエンドβ 一1. 3

グルカナーゼで醇索消化することにより調製したβーグルカン

断片混合物が、イネの繕養細胞 (BL-2)に対して強いエリシタ

ー活性を示し、その活性断片はダイズエリシターである hepta

(1-3，ト6)β-glucosideとは異なる伎分かれ車構造を有している

ことを報告した1)2)。

このβグルカン断片混合物をゲル減過と逆相クロマトグラフ

ィーで分商量することにより重合度5の画分からグルコペンタオ

ースの異性体に由来する複数の活性成分を精製した。これらの

オリゴ織のイネ猪養細胞に対するエリシター活性を調べた結果、

単独でnmolオーダーで強いファイトアレキシン誘導活性を示す

ものと、キチンオリゴ槍存在下で顕著な相乗効果を示すものの

存在が示唆された。これらの精製βーグルカン断片の生物活性

と犠造について現在さらに検討中である。

日山口武志他、 95年度目本農芸化学会大会要旨集 p99

幻山口武志他、 96年度日本植物生理学会大会要旨集 p129

laD06 
イネにおける細胞質酸性化によるエリシター誘導性
遺伝子の発現

賀道纏、直送二、矢崎芳明1、坂野勝啓1、朽津和幸、
渋谷直人(農水省・虚業生物資源研・生物工学部、
1問・生理署員能都}

N-アセチルキトオリゴ糖はイネ懸濁培養細胞に対して
強いエリシター活性を示し、短時間内に特定の遺伝子
(IlI2，Il13，PAL)を活性化する。エリシターの初期作用を解
析する過程でこれらの遺伝子が細胞質の敵性化によって
も活性化されることを見いだしたので報告する。イネ細
胞を低灘度の数種類の敵で処理するとどの場合も一過的
に1113が鋳導された。このうちプロピオン敵(1.5皿M)は
Eロ，PALをも誘導し、エリシター処理とよく似た効果を示
した。このとき細胞質pHは31p-NMRによる測定で約0.5低
下した。プロピオン厳による遺伝子発現誘導は繕地中の
カルシウムを必要とし、またanionnchannel 
blocker ，A9-C処理によって強く阻害されたが、蛋白質リ
ン酸化阻害剤であるK252aはエリシターによる遺伝子誘導
を阻害するがプロピオン酸による誘導を限害しなかった。
エリシター以外によるこれらの遺伝子の発現誘導は原形

質膜IF-ATPase阻害剤、ヱリスロシンB処理によっても観
察され、同時に細胞質pHの低下が認められた。またこれ
らの処理によってはエりシター処理時にみられる活性酸
素生成は認められなかった。エリシター処理直後に一過
的な細胞質pHの低下が起こること(Kuchitsuet al. 
submitted)を考えあわせると、細胞質の酸性化がエリシ
ターシグナルの伝遣に積極的な役割を果たしていること
が示唆される。
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laD07 
イネ培養細胞原形質肢に存在するN-アセチルキトオリゴ繍エ
リシター結合蛋白質のピオチン化による部分精製
宣産主主、賀来華江、渋谷直人(農水省、生物研)

種々の病原菌細胞壁の構成多績であるキチンのオリゴ繍(GI
cNAc)・.はイネ懸濁培養細胞に対しnMレベルでフィトアレ
キシンエリシターとして作用する。我々は既にイネ培養細胞原

形質膜に、 N-アセチルキトオリゴ繍(GlcNAc)ト・に高い親和
性を持ち、シグナル伝達におけるレセプターとして機能する可
能性のある分子量約75kDaの蛋白質をフォトアフィニティー
ラベルにより同定した。またこの蛋白質にアフィニティー架橋
によりピオチンを導入し、アイソトープを用いずに検出する方
法を報告している。本実験ではこのビオチン化蛋白質を固定化

アピジンにより精製する方法を検討した。 (GlcNAc)・のピオシ
チンヒドラジド誘導体を調製し、水性二相分配法で調製した原
形質膜と反応させた後グルタルアルデヒドにより架橋反応を行
った。原形質膜可溶化物のSDS-PAGEゲルをニトロセルロー
ス膜へプロットし、 H貯ーアピジン処理担し、反応物を化学発光
法により検出することにより 7先Da蛋白質を検出した。この
原形質膜可溶化物を 1Mグアニジン存在化でテトラアピジンア
ガロースと反応させたところ、 75回 a蛋白質はほぼ完全に再
現性よくゲルに吸着したが、膜蛋白質のほとんどは吸着せず、

部分精製することができた。テトラアピジンアガロースに吸着
した75回 a蛋白質は、 I%SDS存在下加熱することにより溶
出でき、ピオチン化 75孟Da蛋白質の移動度と一致するバンド
が他のいくつかのバンドとともに検出された。現在他のクロマ
トグラフィーを組み合わせて更に精製をすすめている。

laD08 
エンドウによる褐紋病菌サプレッサーの認識機構
杉浦徹也11、木場章範ヘ青柳雅昭2)、加藤敏朗旬、一

瀬勇規1)、山田哲治ヘ阜五五記1)

(1)岡山大農，司日製産業SIセンタ-f}新日鉄先端技研)

エンドウ褐紋病菌が胞子発芽液中に生産する1サ
プレッサー、 supprescinA (SupA: GalNAc-O-Ser-Ser-
Gly)は、エンドウの防御応答を抑制(遅延)する。

本研究では、エンドウによるSupAの認識機構を明ら

かにする第一段階として、細胞壁可溶化タンパク質

画分と SupAとの相互作用を光学バイオセンサー

(IAsys: FISONS)で解析した。その結果、細胞蟹中に

はSupAと結合する分子が存在し、本結合は外部から

与えたSupAにより濃度依存的に阻害された。 SupA
の構成糖と構成ペプチドを用いた競合実験の結果、

SSGは本結合には影響せず、 GalNAcは濃度依存的に

本結合を阻害した。しかし、その阻害はSupA自体を

競合させた場合の1/1∞程度であった。エリシタ}処

理でエンドウ組織に誘導されるピサチン蓄積に対す

るこれら車構成成分の影響を調べた結果、 GalNAcは全

く影響しなかったが、 2mMのSSGは70%以上蓄積を

阻害した。以上の結果は、病原菌シグナルの認識に

は細胞壁が関与し、細胞壁によるSupAの認識には、

糖鎖を中心としたSupAの全体的な構造が重要である

こと、また、 SupAの活性はペプチド鎖が担うことを

強く示唆する。



laD09 
Mastoparanlこよる植物培養細胞応答機構の解析

塁本E、石川敷司、岩崎行玄、旭正

(福井県大・生物資源)

近年、高等織物においてでも光やエリシタ一等の外界

からのシグナル情報伝達が三量体G蛋白質を経由して

細胞内へ多くの情報を伝達していることが示唆されて

いる.しかし高等植物三量体G蛋白質の僧造・機能に

関しての生化学的研究は十分になされていない.

今回我々はイネ懸濁繕餐細胞(Ocsuspension cell) 

およびタバコ懸濁培養細胞(BY・2)に、 G蛋白質の

アクチベータとして知られているMastoparan7(M7) 

の添加によって生じる一連の細胞応答機備の解析を低みた.

その結果M7添加後数分以内lこMBPKinase活性が綱大する

こと、数時間以内に二次代謝に関与するPAL遺伝子の転写

産物の奮積が綱大することが明らかになった.

これらの知見は特定のKinase活性化やPAL遺伝子の発現に

三量体G蛋白貨が関与する可能性があることを示唆している.

lpDOl 
ゼンマイ胞子葉緑体における臼世依存性プロテインキナー

ゼPK54の性質

蒲池浩之、井上弘(富山大・理・環境)

白 2+依存性プロテインキナーゼ(CDPK)は、植物のCa2
+

シグナリング系において重要な役割を果たしている。我々

は、前本学会(鹿児島1996)において、ゼンマイ胞子葉縁

体チラコイド膜を凍結・融解して遊離してくる蛋白質の

中に、分子量54kDaのCDPK(PK54)治宝存在していること

を報告した。今回、このプロテインキナーゼの性質を明

らかにする目的で、 PK54の精製を試みた。チラコイド

膜凍結融解摘出物を試料として、硫安沈殿、 DEAE-

Toyopearl、Phe nyl-Sephar oseにより、 histonem-sを基質

としたCDPK活性を、 470倍にまで精製することができ

た。精製PK54は、低波度のCa2
+で活性化される(ED50=

0_5μM)こと、プロテインキナーゼCの阻害剤であるH-7

では阻害されず、カルモジュリンのアンタゴニストであ

るW-7で阻害されることなど、 CDPKに特徴的な性質を

持っていることがわかった。しかしながら、 PK54の精

製が進むにつれて、 histonem-sを基質としたゲル内リン

酸化法による酵素活性の検出ができなくなっていった。

この原因のーっとして、 PK54がリン脂質依存性のCDPK

であることが予想される。
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lpD02 
シロイヌナズナrd22遺伝子の乾燥誘導性のシス領域に結合

するMYC相向性タンパク賀をコードするrd22BPl遺伝子の機

能解析室笹盆望、街噺刷、浦尾剛、岩崎町向、細"大::JB2，
御ト雄3(1農水省・国務断、強楳は・8弘司斬棺断子)

乾燥ストレスによる遺伝子発現調節機構を明らかにするた

め、乾燥により誘導されるシロイヌナズナrd22遺伝子の転

写調節機構について研究を行っている。rd22遺伝子は乾燥

ストレスによって増加したアプシジン厳(ABA)を介して誘導

されるが、その発現には他のタンパク質の合成を必要とする。

rd22のプロモーター解析により、 67bpの転写開始領域が乾

燥による誘導に必要であることが明らかになった。この

67bpのシス領域には2ケ所の MYcif識配列と1ケ所の MYB

認識配列が存在しており、サウスウエスタン法により MYC

認識配列に特異的に結合するMYC相向性タンパク賀をコー

ドする rd22BPlを単離した。ノーザン法で解析すると

rd22BPl遺伝子は乾燥処理、塩処理、 ABA処理により発現が

10分以内に著しく誘導された。しかし低温によっては誘導さ

れなかった。この発現様式はrd22遺伝子と類似しており、

しかもrd22遺伝子より早く誘導された。また、上記の67bp

の乾燥誘導性のシス領域には乾燥処理や油Aに応答する、

シロイヌナズナのMYB相向性タンパク質Aτ'MYB2も結合す

ることが明らかになった。今回我々は、シロイヌナズナのプ

ロトプラストを用いた一過性の実験を行い、rd22BPlと

A1MYB2が共にrd22遺伝子の転写活性化に関わっている可

能性が示唆されたので報告する。

lpD03 
Two-hybrid法によるシロイヌナズナ・フォスフォリバー

ゼC結合因子の cDNAクローニングとその機能解析

孟よ温亘l、2、平山隆志2、篠崎和子l、2、篠崎一雄2(農
水省・国際農研・生物資源 l、理研・ライフサイエンス筑波セ
ンター・植物分子2)

我身はシロイヌナズナが浸透圧ストレスに依存的して発現す
るフォスフォリバーゼC (AtPLC1)と恒常的に発現している
AtPLC2 を単離している。 PLC が PI~ を基質としてセカンド

メッセンジャーである IP3やDGを産生することで種々のシグ

ナル伝達系に関わることから、ストレス応答とイノシトールリ
ン脂質代謝の関連に興味が持たれた。本研究では、水ストレス
応答におけるPLC活性化機構を解明する目的で、酵母 two-
hybridスクリーニング法により AtPLC結合因子のcDNAを単厳
し、さらにその機能解析を行った。スクリーニングの結果、
PLClとPLC2の両方に結合する因子、 PLCIF・1(PLC-inωracting 
factor-l)を得ることができた。 PLCIF・1はこれまでに報告のな
い新規のタンパク質であり、アミノ酸配列からの機能予測がで
きなかった。しかし、 PLIF・1がAtPLClあるいは AtPLC2と共
存すると酵母がaggregateすることが観察され、細胞分裂制御
系や細胞壁合成系との関わりが予想された。一般に細胞墜にダ
メージのある酵母は 0_α)4%SDSを含む培地での生育が良くな
い。 PLCIF・1はAtPLCsと共存した場合その港地での酵母の生
育を劇的に促したが、単独ではそのような効果は見られなかっ
た。従って、シロイヌナズナのPLC-PLIF・1複合体が、酵母の細
胞壁合成系に何らかのかたちで作用していると考えられた。現
在、酵母を用いた詳細な解析と植物細胞での機能解析を進めて
いる。



lpD04 
シロイヌナズナのPI代謝関連酵素であるホスフ 7チジン酸ホ

スファターゼ遺伝子の高塩濠度や低温による発現誘導

生担---.1l'、 2、三上浩司1、3、篠崎利子1. 3、篠崎一雄1.2 

('理研・植物分子、 2筑波大・生物科学、 3国際農研・生資)

植物において光やオーキシンによってイノシトールリン脂質代

謝 (PI代総)が活性化されることが示されている。最近、その鍵

酵素であるホスホリバーゼC遺伝子が単雄されるなど、植物のPI

代謝に関する分子生物学的、生化学的な研究が進んでいる。

我々 は PI代謝を介した情報伝達系における 2次メ ッセンジャー

として機能が示唆されているジアシルグリセロール江沼)とホスフア

チジン厳(PA)が、リン織化 ・脱リン酸化によってそれぞれに変換さ

れ得ることに注目した。ジアシルグリセロールキナーゼ(DGK)は、

聞をリン酸化してホスファチジンII(PA)を産生する酵素であり、

我々は既に単緩したシロイヌナズナの政JK遺伝子が構成的に発現誘

導を受けることを明らかにしている(pMB30: 647・653，¥996)。今

回、 PAを脱リン酸化して以3を産生するホスファチジン酸ホスフア

ターゼ(PAP)に着目し、シロイヌナズナからこの遺伝子を単調量し、

その遺伝子発現に関する新たな知見を得たので報告する。単厳した

約¥.3kbのc聞Aの塩基配列を決定し、得られたORFが動物のPAPと

相向性があることを示した。ノーザン法による解析から高温温度処

理や低温処理によって週眠子発現が誘導されることを明らかにした。

以上の結果は、高等植物において 2次メッセンジャーとして機能し

得る聞とPAの量的制御をPAPが塩や低温といった浸透圧ストレス

に応答して行っている可能性があることを示唆しており、現在、

PAP遺伝子の生理的機能を明らかにすることに着手している。

lpD05 
高等植物におけるプロテインキナーゼ遺伝子の解析

: NAPKKについて

盆盟主企、有賀逸人、出口真紀、南森隆司、深見泰夫1、王子

善清Z、吉川潮3 (神大・自然科学研究科・生機化神大・遺

伝子実験施設，神大・.・環境制御，神大・バイオシグナル)

細胞内情報伝達過程において、蛋白質の燐酸化が重要な役

割を演じているということは既知の事実である。しかし高等

植物においては、ほとんど解明されていないといっていいで

あろう 。本研究室において、高等植物にも PKC様の酵素活性

を有する蛋白質が存在するということを示唆したヘそこで

我#は、 PKCを含むプロテインキナーゼ遺伝子の同定及びそ

の解析を目的とした。まず既知のPKC遺伝子の触媒ドメイン

において保存されている領域における合成プライマーを作製

し、高等植物コマツナ (BracicaCupestris L)本業より

IIRNAを抽出し、 RT'PCRを行い、数種のプロテインキナーゼ遺

伝子断片を得た。その中にはPKC-likeキナーゼ断片や今回発

表する臥PKKと相同性が高い断片が含まれていた。この胤PKK

ホモローグ断片を鋳型として、シロイヌナズナcDNAライブラ

リーからのスクリーニングを行った。その結果得られたクロー

ンは、これまで高等植物で報告された胤PKKとは異なった配

列を有し特に動物型以PKKにおいて保存されている触媒ドメ

イン中のS双xstr配列を有していることから、高等植物にお

ける新規な臥PKKであると考えられる。

.Nanaori et a1. BBRC盆孟 p311・318(1鈎4)
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lpD06 
WIPKの傷害応答初期過程における信号伝達機能

酒屋草差、大橋祐子(農水省・生物研・分子遺伝部)

我々は植物の傷害及び病原体感染応答の分子機構

の解明に取り組む中で、傷害に速い応答を示すMAP

キナーゼの一種と考えられる WIPK(wound-induced 
protein kinase)遺伝子をタバコより単離した。この遺

伝子を導入した植物を作成したところ、この中では

内在性のWlPKの働きが抑えられており、この植物

体に傷害ストレスを与えても通常傷害で誘導される

筈のジャスモン酸(JA) やプロテナーゼインヒピタ

-s (Pl-II)遺伝子の発現が抑えられていた。この

事実は、 WIPKは傷害応答のJAシグナル経路を支配

することを示唆する。今回、傷害応答のシグナル伝

達系におけるWIPKの機能をより明らかにするため

に、異なったタイプの問PK遺伝子過剰発現タバコ

を作成した。この形質転換体では、傷害を与えなく

ても高いレベJレのJAが蓄積しており、 PI-ll:遺伝子の

恒常的な発現がみられた。また、抗WIPK抗体を用

いた解析から、野性型タバコでは傷害によ っ て

WIPK活性の一過的な上昇が起きたが、作成した形

質転換タバコではその恒常的な活性化が起こること

が分かった。これらの結果は、活性化されたWIPK
はJAのレベルを調節することによって傷害応答のシ

グナル伝達系で機能していることを示している。

lpD07 

講演中止



lpD08 
シロイヌナズナMAPKK関連遺伝子の解析

車担型車1ム湾口剛2、篠白骨一雄2(1筑波大・生物科学、 2理研・

纏物分子)

我々は、シロイヌナズナをモデル系に、高等植物におけるMAP

キナーゼカスケードの織能解析をおこなっている.MAPキナーゼ

カスケードはヒトから酵母まで進化的に保存されおり 、動物や酵

母では細胞噌殖やストレス応答において軍要な役割をはたしてい

る.高等植物より MAPキナーゼカスケード関連遺伝子鮮が多数単

調Eされているが、それらの生理学的機能は不明であるだけでな

く、キナーゼ聞の上下関係についても対応づけられていない.

我々はシロイヌナズナからMAPKK関連性遺伝子を新たに4種類

単調Eし、醇母の変異株とTwo-hybridsystemを利用して織能解

析を行った.その結果、カスケードを織成する可能性が高い組み

合わせ(ATMEKKl→AtMEK/ATMKK2→ATMPK4)が明らかに

なった.ATMKK2とATMEKKlの共発現は出芽醜母pbsZ:変異綜

の表現型を抑制する結果が得られていたので、 ATMEKKlによる

ATMKK2の活性化が考えられた.そこでATMKK2の点突然変異

体を作製しATMEKKlとの共発現を行った.キナーゼネガティブ

型ATMKK2、リン磁化配列と予想されるTXXXXXTのスレオニン

のどちらか片方のみをアラニンに置換したATMKK2の合計3糧類

を共発現に用いた.いづれの点突然変異によっても共発現による

pbs2変異形貨の抑制は起こらなかった.以上よりATMKK2のキ

ナーゼ活性官官位と上記のりン磁化配JIIがMAPKKとしての繊能に

重要であることが示峻された.

lpD09 
シロイヌナズナMAPKKKAT阻 KKlと相E作用す

る因子の解析

塗E旦:、市村和也1.2、篠崎一雄 1.2

(1理研・植物分子、 2筑波大・生物)

MAP kinase cascadcsは酵母から植物、ヒトに至るまで高度に保存

され、さまざまな情報伝達系で怠要な機能を果たしていることが報

告されている。我々は昨年度本学会までに，1) Arabidopsisから多

数のMAPK，MAPKK， MAPIほK相向性遺伝子を単雌し.これらがそ

れぞれ 3-4のサプファミリーに分類できること ，2) A百.lPK4

例APK)とA術IEK/ATh1KK2(MAPKKs)， A品位K/ATh1KK2(MAPKKs) 

とAThlEKK1側APKKK)，A:τ"MPK4 (MAPK)とAThlEKK1(MAPKKK)の

聞にタンパク質ータ ンパク質問相互作用が検出されたこと、 3) 

ATMPK4とAtMEKを出芽酵母のMAPK欠失変具体mpk1A中で共発現

させることにより機能相補が包められ、AtM医とA1M政K1を出芽酵

母のMA陀 K欠失変異体pbs2A中で共発現させることにより機能相補

がDlめられたことから、 Arabidopsis中で ATMPK4

(MAPK)-'"岱居来IATh1KK2 側APKK)-AThlEKK1 (MAPKKK)が MAP

kinaseca制血を構成する可能性を示してきた。

今回我々 は、シグナル伝達系においてA1M区K1側APKKK)と相互

作用する因子 (活性化因子等)の単調Eを目的として、 A百届KK1とタ

ンパク賀ータンパク質問相互作用する因子を隣母two-hybridsystem 

を用いて 3種類単鰻した。これらはそれぞれA百岨'1(4側APK)、

A百底辺倒APKK)、新規のタンパク質(A百届KK1IP46)をコードして

いた。これらの因子との結合に必要なAThlEKK1の領域の検討、新規

のタンパク質(ATMEKK1IP46)の推定される機能に関して報告する。
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lpDlO 
ソラマメ孔辺細胞より単撮した蛋白質リン疎化酵素 c削 Aの備造お

よび徴能解析

丞主盆到、和田元、伊康正明¥島崎研一郎(九州大・理 ・生物、

1三重大・医)

気孔I立青色光照射により闘孔するが、この時、青色光は光情舗とし

て孔辺細胞原形質臓のプロトンポンプを活性化することが知られて

いる.これまでの研究から、青色光に依存した孔辺細胞プロトプラス

トからのプロトン絞出は、 ca'ソカルモジュリン依存性ミオシン経鎖

リン磁化醇棄 (MLCK)の阻害剤により阻害されることが明らかとな

り、青色光情報伝達系への MLCK嫌蛋由貿の関与が示唆されている.

そこで、孔辺編胞の MLCK織蛋白質の遺伝子単磁を目的として、ニ

ワトリ砂のう由来の MLα〈に対するポリクローナル抗体を用いてソ

ラマメ孔辺細胞 c聞 Aライブラリーのイムノスクリーニングを行な

った.その結果、 2つのポジティブクローン (VFPK1.VFPK2)を

得た.これらの cDNAがコードする蛋白質l主、 271残基と 219残基

のアミノ蔭からなり.両者聞の相向性はアミノ酸配列レベルで 87%

であった.これらの蛋白貨は蛋白質リンE量化反応に必須とされるキナ

ーゼドメインを保存していたが、 MLCKや既知の蛋白質リン磁化醇

棄との相向性はみられなかった.，欠に、VFPK1を大鵬首の発現ベク

ターに挿入し、大腿薗内で大量発現させたのちゲル内リン酸化法によ

り蛋白質リン磁化画事業活性を鋪べたところ、 VFPK1にコードされた

蛋白貨はリン磁化活性を持つことが明らかとなった.以上の結果より、

VFPK1 にコードされた蛋白質は新規の蛋白質リン磁化醇濃と錐~さ

れた.

lpDll 
栄養ストレスに応答するプロテインキナーゼの特

徴
地且隼2.1， 鈴木信弘2，小泉望 1， 佐野i告1 (1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、 2秋田県立農業短期大学)

コムギ芽生えを光、栄養飢餓あるいはサイトカ

イニンで処理すると、セリン/スレオニンプロテイ

ンキナーゼである wpk4のmRNAが蓄積する。

栄養状態の変化による wpk4mRNAの経時変化

を詳しく調べたところ、ショ糖および無機塩飢餓

により mRNAが3時間以内に蓄積した。 逆に、シ

ヨ糖および無機塩を添加するとmRNAがそれぞれ

3時間以内に減少した。 成熟したコムギでは、主

に 光 合 成 を 行 な う 組 織 でwpk4mRNAが蓄積して

いた。GSTとの融合タンパク質を大腸菌で発現さ

せ、精製した。 融合タンパク質を用いてリン酸化

反応を行なったところ、 Mg++イオン依存的に自己

リン酸化し、 invitroで小麦由来のタンパク質をリ

ン酸化した。

これらの結果よりも WPK4タンパク質は栄養の

情報伝達経路において、下流の標的タンパク質を

リン酸化することで重要な役割を果たしているこ

とが示唆された。



lpD12 
マストパランによるタバコ培養細胞の[Ca1+].，..上昇

とプロテインキナーゼ活性化

1高橋宏二 2武藤尚志 (1名古屋大・情文・生物シ

ステム生物分子応答研究センター，院燈)

カルシウム感受性発光蛋白質エクオリンを発現

するタバコBY-2細胞をマストパラン処理すると，

一過的な細胞礎質Ca1+濃 度 ([Ca1+].，..)上昇が観察さ

れた。不活性アナログMas-17は[Ca1+].，..上昇を引き

起こさなかった。この[Ca1+].，..上昇は細胞外Ca1+を除

去しでも抑制されなかったが，ネオマイシン処理

により完全に抑制された。これらの結果から

[Ca1+].，..上昇はマストパランにより三量体GTP結合

蛋白質が活性化され，イノシトールリン脂質代謝

回転を克進し，細胞内Ca1+ストアからのCa1+流出を

引き起こしたものと推測される.

ゲル内アッセイ法によって解析すると，[Ca1+].，.. 

上昇に引き続いて，プロテインキナーゼが活性化

されることが明らかになった。この活性化はネオ

マイシン処理によって抑制されたことから，

[Ca1+].，..上昇を必要とすることが示唆される。

lpD13 
ジャガイモ塊茎貯蔵タンパク質パタチンのリン酸
化される可能性について
他旦萱盤， 道家紀志， JlI北一人(名古屋大・農・
植物病理)

ジャガイモ植物の誘導抵抗反応発現に至る細胞
内情報伝達系に関与するホスホリバーゼ (PL)A2を
探索し、塊茎可溶性画分の PLA2は貯蔵タンパク
質パタチンであると同定した。そこで、誘導抵抗
反応に関与する PLA2の本体がパタチンであるの
か否かについて検討した。菌体エリシター処理し
たジャガイモ塊茎組織では処理後一時的に PLA2
活性が上昇したが、パタチン抗体を用いたウエス
タン解析ではパタチンの蓄積量に変化はみられな
かった。次に、パタチンがリン酸化により活性化
される可能性について調べた。ジャガイモ塊茎可
溶性画分中のプロテインキナーゼによりパタチン
がリン酸化されるかどうかを、パタチンを基質と
したグル内リン酸化法により調べた。その結果、
パタチンが数種のプロテインキナーゼの基質と成
り得ることが示唆された。また、可溶性画分につ
いて抗ホスホセリン抗体により免疫沈降した後、
抗パタチン抗体を用いたウエスタン解析を行った
ところ、パタチンが検出され、パタチンのセリン
残基がリン酸化される可能性が考えられた。
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lpD14 
イネゲノムに存在する複数の SNFl様プロテインキナーゼ遺
伝子
直壁盤、鐘ケ江(縄矢)弘美、船附秀行'、菊池尚志〈農水
省・生物研、':11:.農試)

タンパク質のリン般化を介したシグナル伝達系は、纏物
においても細胞増殖や環境応答などに重要な役割を果たし
ている。植物細胞にとって基本的な生理機能や代謝に関与
するプロテインキナーゼ(PK)についてはアラビドプシスで
精力的に研究が進められているが、物質生産や貯蔵に関し
てはシンク/ソース犠能の発達した作物が良い系を提供し
てくれると考えられる。
私たちは、炭素代謝を制御するシグナル伝達系の解明を

目的としてイネの PK遺伝子を検索し、酵母の炭素代副首の異
化生成物抑制に関与する SNFlと高い相同性を示す PKの
cDNAを5種類単調Eした。これらは、お互いの温基配列の相
同性よりGroup1 (ωk1)と GroupII (08k2-5)に分類できる。
さらに、 GroupII内でも (ωk2， ωk4)と(関凶，側証5)は明ら
かに別の遺伝子にコードされていると考えられ、少なくと
も3種類の遺伝子が存在することが示唆された。
Group 1とGroupIIの発現は異なる組織特異性を示し、

植物体内において異なる機能を持つ、あるいは役割分担を
していると考えられる。GroupIIを構成する各分子種間で
は組織特異性に違いは見られず、また、アミノ酸配列もほ
とんど同一である。そこで各身のグループを代表して、
ωklとω凶を大腸菌で発現させ、いずれもヒストンおよび
自己リン酸化能を持つことを証明した。さらに、 ω回は酵
母の snf1突然変異を相補することができた。

lpD15 
オオムギ硝酸還元酵素遺伝子発現の硝酸誘導に
対する各種阻害剤の効果
主主J 、光山貴志、杉本敏男、王子善清
(神戸大・農・生物環境制御)

植物の硝酸還元酵素(NR)は、硝酸イオンの投
与により分のオーダーでその遺伝子の発現が誘
導される。我々は、オオムギの切断葉に硝酸イ
オンとともに種々の濃度の阻害剤を与え、
NADH-specific NR遺伝子の転写産物の誘導蓄積
に対するそれら阻害剤の効果をノーザンプロッ
ト法で調べた。
無窒素栽培のオオムギ切断葉に5mMの硝酸塩

を与えたところ、 NR遺伝子の転写産物は、投与
後30分以内に蓄積され、 1時間後には蓄積量が
最大に達した。硝酸イオンによる誘導は、カル
シウムチャンネルの阻害剤であるLa3+(10mM)、
チロシン/ヒスチジンキナーゼの阻害剤であるゲ

ニステイン(100μM)、プロテインフォスファ

ターゼの阻害剤であるオカダ酸、カリクリンA
(5∞nM)で強く阻害された。以上の結果から、
NR遺伝子の発現を誘導する硝酸イオンのシグナ
ル伝達の過程で、細胞内へのカルシウムイオン
の流入、細胞内タンパク質のリン酸化および脱
リン酸化が必要であると推定された。



2aDOl 
クラミドモナスは'Gr開lY雌 t'となりうるか?:単細胞緑藻

クラミドモナスの高効率形質転換系の開発

下河原浩介，藤原祥子ArthぽGrossm剖臼田秀明(帝京

大 ・医 ・化学東薬大・生命科学・環境応答， 2Cameigie 

Inst.， Dept. PI副 tBiol.) 

1990年、 K.KindleらによりクラミドモナスでG間島以剖s法に

よる核遺伝子の形質転換法が確立された。彼女らの方法によ

る形質転換効率(102寸/同 DNA)は、大腸菌や酵母などの分子

生物学のモデル生物と比較して、必ずしも高くはないものの、

以来、本生物は、これまで真核光合成生物では不可能と考え

られていた分子生物学的アプローチが可能な、新たなモデル

生物として、急速に注目を集めつつある。我#は、現在、本

生物を利用し、真核光合成生物の様身な環境応答現象を分子

レベルで解明すべく 、研究を進めている。この生物の分子生

物学的モデル生物としての有効性を高めるために、形質転換

効率の一層の向上が望まれることは言うまでもない。そこで

我々は、本生物でE1ectroporation法による形質転換の可能性を

詳細に検討した。その結果、従来α濁 S恥必s法で実現されて

いた形質転換効率を約2桁向上させることに成功した。これ

により、この材料において、新たに、Genomiclibraryを用い

た変異遺伝子の相補による直接クローニングの可能性が開け

fニ。

2aD02 
ミトコンドリアと犠のクロストーク:chloramphenico卜

hypersensitivelU~変異様の解析とchloramphenicol処理
で窃導される敏遺伝子の解析

加.符鉱、瓜谷真俗1、量五盤皐(静岡大・理・生物、 1.岡

大・理・化学)

敏と独立に遺伝子を保有している細胞内小鱒官であるプラス

チドとミトコンドリアが敏とどのようなクロストークを行って

いるかは非常に興味深いテーマである.しかしながら、プラス

チドまたはミトコンドリアから績に向かうシグナルがいかなる

ものなのかはまだよく理解されていない.議々は植物細胞にお

けるこの問題を単純化する目的で、プラスチドを持たない隊母

細胞を用いて研究を行っている.ミトコンドリアでの樋能不全

が引き起こすシグナル伝達を理解するために、まずこの応答が

不全になるような変異様を取得する目的で、ニトロソグアニジ

ン処理によりInu再発した約1X 104•の醇母クローンよりミ

トコンドリア70Sリポソームの特異的阻書である

chloramphenicol (CP)存在下で死にやすいクローンをフロキ

シンBをマーカーとして単恕した.更にこの中から野生練に比

べて1mg/mlのCPを含んだ泊地よで生育不全となるクローン

を3・単園ーした.現在.他の白眼阻書剤に対しての感受性を調

べるとともに.このsrAを相補する遺伝子をクローニング中で

ある.一方、傷母IこCPを与えた直後に発現がa.草されてくる

遺伝子断片を数種differentialdisplay法により単.してい

るのでこちらの途中経過も舗告する.

Email: ushimaru@sci.shizuoka.ac.jp 
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2aD03 
シクロヘキシミドはトウモロコシ低温鋳導性遺伝子の 1群の

発現レベルを高める

トーマス・ベルペリッヒ、原田真理子、草野友延

(秋田県立農短大・生工研)

トウモロコシではこれまでに l群と 3種の遺伝子がプラス域の低

温処理で発現官脅迫事されることが知られている:即ち、アンソシアニ

ン色素生産系に関与する遺伝子群(PAL，Chd;辱)、ミトコンドリアの

カタラーゼをコードするcat3.アルコール脱水素静棄をコードする

Adhl、bZIP蛋白質をコードするrnJtp16である.今回、重量々 はcaイ
オン依存性蛋白質リン酸化醇素遺伝子ZmCDPKlの発現が低温で鏡

導されることを見い出した.さらに以下の絡点を明らかにした.

(1) ZmCDPKl遺伝子の低温による発現銭導は板でも地上部でも

起こる (2)ZmCDPKl遺伝子出nllpl51宣伝子より早〈低温で傍導

される (3)蛋白質合成阻害を全〈起こさない温度のシクロヘキシ

ミド (CHX)カ'fZmCDPKl遺伝子とm且pH積伝子の転写物の蓄積を

起こす (4)薬剤特異性を鯛べたところ、CHXのほかにアニソマイ

シンが同緩の効果を示す (5)Adhl遺伝子は低温とともにCHX処

理によっても転写物の蓄積がみられたが、Ch靖伝子は低温処理で

のみ発現鴛導がみられた (6)低温やCHX処理に先立ち、 caイオン

キレーターで植物体を前処理すると上述の転写物の蓄積は見られな

〈なるか激減した.以上の結果は、 CHXが低温で傍起されるcaイオ

ン測与のシグナ凡伝達系を活性化するシグナル・アゴニストである

可能性を示唆した.今後、この作業仮説を検証していく.

T.Berberlch & T.Kusano : MGG ln press. 

2aD04 
DEAD-box型ヘリカーゼカ'fbZIP型タンパク質の転写活

性化ドメインと相互作用する.

血車産去、飯哲夫、岩淵雅樹(京都大・院・理・生物科

学)

GCBモチーフはいくつかの植物GBFIHBP-la型bZIP
タンパク質においてよく保存されたアミノ酸配列である.

我々は、タバコ培養細胞を用いた一過的発現系によって、

コムギHALF-lとシロイヌナズナGBFlのGCBモチーフ

を含む領域 (E3領減)が潜在的な転写活性化能を持つ

ことをすでに示している。このことは、 GCBモチーフ

を含む領域を介した転写活性化が植物において広く保存

されたものであること、また、 GCBモチーフと相互作

用する転写因子が値物に普遍的に存在することを強く示

唆する.

そこで、この転写活性化のメカニズムを解明するため

に、 E3領域と相互作用するタンパク質の同定を試みた.

HALF-lのE3領績をプローブとした酵母two寸lybrid法
によってシロイヌナズナcDNAライブラリーをスクリー

ニングした結果、DFAD-box型のRNA/DNAへリカー

ゼと相向性を示すタンパク質をコードするcDNAが得ら

れた。この全長タンパク貨は実際にRNAヘリカーゼ活

性を持っていた.本年会では、このヘリカーゼの繕造と

機能解析の結果を報告する.



2aD05 
アラピドプシスHY5遺伝子を過剰に発現する形質転
換体の解析
企山畳l!.、字佐美竜二、合田和史、岡田清孝 (京
都大・理・植物)

我々はアラピドプシスの根の発生及び刺激応答性
の分子機構に興味を持って研究している。HY5遺伝
子は光信号の伝達系で働くことがしられていたが，
我々は根の形態形成および刺激応答性に注目して
hy5突然変異体を解析した結果，根および脹軸にお
いて以下の 5つの野生型HY5遺伝子の機能を明らか
にした.
1 ，細胞伸長の抑制. 2，側根の形成の開始および
伸長の抑制. 3，器官の二次肥大化に伴う細胞増殖
の促進. 4，光形態形成の促進 5，根の屈地性の
制御.
さらにT・DNAタッギング法を用いてHY5遺伝子が
DNA結合モチーフの一つであるbZIP領域を持つタン
パク質をコードしており，転写因子として機能しう
ることを明らかにした.
今回， CaMV35SプロモーターでHY5転写産物を過

剰に発現する形質転換体を作出した.本学会では
HY5過剰発現形質転換体，野生型植物，hy5突然変異
体の三者間での表現型を比較し，HY5遺伝子の植物
体内での役割を論じる.

2aD06 
光形態形成や根の形態形成に働くアラピドプシス
HY5遺伝子の発現
企旦畠阜、小山時隆、岡田清孝(京都大・理・植
物)

我々は根の形態形成機構を明らかにするために
アラピドプシスを材料として研究をすすめ，HY5
遺伝子をクローニングしてbZlPモチーフを持つ転
写因子をコードすることを明らかにした。hy5突
然変異体は、明所下での匹軸の徒長、側根の横地
性、仰j根の増加など根と匹軸に多面的な異常を示
す。ノーザン・プロ ッテイングの結果、花芽、本
葉、茎、子葉、匹軸、根、全ての器官での
HY5mRNAの蓄積がみられた。今回我々は、 HY5
遺伝子の組織ごとの発現部位を詳細に見るために、
HY5プロモーターの下流にレポーター遺伝子の
GUSをつないだコンストラクトをイ乍り、それを
形質転換したトランスジェニック植物を作成した。
観察の結果地下部においてはほぼ全ての細胞で発
現がみられ、特に維管束では強いシグナルが検出
できた。更に我々はHY5タンパク質の発現を抗
HY5抗体を利用して組織レベルで観察している。
また抗HY5抗体を用いてHY5遺伝子タンパク質の
細胞レベルでの局在を観察している。本学会では
それらによって得られたHY5遺伝子の発現制御叉
その産物の局在について報告する予定である。
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2aD07 
シロイヌナズナのレスポンスレギュレーター遺伝子
(ARR1，ARR2)の単厳
酒井啓江、青山卓史、岡穆宏〈京大・化研〉

細胞は外界からの刺激に的確に応答するため、線々な
シグナル伝達機衡を有している.原核生物では、環境刺
激に応答する細胞内シグナル伝達系として、しばしば二
成分制御系 (t附〈棚ponent 問 gulatory syst酬)が用
いられる.これは、センサーおよびレスポンスレギュレー
ターと呼ばれるの2つの蛋白質問における特異性の高い
フォスフォリレーを介するもので、.敏生物における蛋
白質リン酸化によるシグナル伝達系とは大きく異なる.
ニ成分制御系はこれまで原被生物に特有のものと考えら
れてきたが、.近、シロイヌナズナのヱチレン応答やサ
イトカイニン応答に関する遺伝子がこの系のセンサー蛋
白貨をコードしていることが明らかとなった.重量々はニ
成分制御系による蛋白質フォスフォリレーが植物細胞に
おいてどのようなシグナル伝達経路へとつながるのかを
解明するため、シロイヌナズナからレスポンスレギュレー
ター遺伝子の単磁を行った.まず、 ESTライブラリーの
検察により、レスポンスレギュレーターのレシーバード
メインをコードすると考えられるcDNA断片を閑定し、こ
れをプローブとして用いシロイヌナズナのゲノムライブ
ラリーから相同配列をもっ 2つのDNA断片を得た.これ
らのゲノムおよび対応するcDNAの猛基配列を解析した結
果、 N末付近に高度に保存されたレシーバードメインを
もっ蛋白貨をコードする遺伝子 (ARR1およrJ.ARR2)が同
定された.現在、これら遺伝子産物が関与するシグナル
伝逮経路についての知見を得るため、形質転換植物を用
いた解析を行っている.

2aD08 

トウモロコシにおけるサイトカイニン鶴導性遺伝子

の単離と発現様式の解析

鈴木めぐみ、伊藤置夏、榊原均、杉山達夫(名古屋

大・麗・応用生物科学)

我々は窒素回復過程に起こるC.光合成遺伝子の

転写の活性化は、サイトカイニンを介した情報伝達

系により制御されていることを示唆してきた.この

活性化には新規の蛋白質合成が必要であったことか

ら、この情報伝達系の因子にサイトカイニン輯導性

のものがあると考え、 Differentialdisplay法に

よりこの遺伝子の単躍を鼠みた.窒素欠乏状態の切

取り藁へのサイトカイニン処理により誘導される遺

伝子(Cytokinininducible protein， Cip)を探索し

たところ複数のクローンを得た.そのうちの 1つ、

CiplのmRNAは切取り葉ではゼアチン処理で麟導

され、さらに植物体では窒素回復過程の薫で鶴導が

確寵された.cDNAライブラリーから完全長の

CiplcDNAを単援し、その構造を決定したところ、

Ciplはバクテリアの二成分情報伝達系におけるレ

シーパー領域と高い相向性を示した.これらの結果

はCiplが窒素栄養とサイトカイニンによる遺伝子

発現調節に関与することを示唆している.



2aD09 
トウモロコシのサイトカイニン蹄導性二成分系情報

伝達因子Cipl遺伝子の構造と機能解析

榊原均、伊藤置夏、鈴木めぐみ、杉山達夫

名古屋大・鹿・応用生物科学

植物の窒素源に対する応答は、硝酸同化系遺伝子

等の硝酸イオン特異的な応答機備の他に、 C4光合

成系遺伝子等の童素充足状態に制御される発現応答

機構がある.我々は、後者の発現調節にサイトカイ

ニンを介したシグナル伝達系の関与を見出した。本

研究ではその情報伝達にかかわる因子の一つの候補

である、二成分情報伝達系のレシーバー領場と高い

相同性をもっCiplについて、遺伝子の構造と機能

について解析を行なった.Ciplの推定アミノ酸配

列は、大腸菌CheYと相向性を持ち、リン磁化によ

る機能発現に必須であるAsp，Lys残基などが保存

されていた.蛋白質レベルでの解析を可能にするべ

く、 CiplcDNAを発現ベクターに組込み、大腸薗

での大量発現系を構築し、 Cipl蚤白質を精製した。

現在抗Cipl抗体を作製中であり、結果も報告する

予定である.さらにゲノムライブラリーよりCipl

遺伝子領場を含む断片をクローニングし、現在5'上
流領織の塩基配列を解析中である。

2aDI0 
シロイヌナズナにおける二成分制御系シグナル伝
達因子の検索
針験、鈴木段、梅田裕之、花木直人、水野

・農)

センサーキナーゼとレスポンスレギュレーターか
ら構成されるこ成分制御系(百ν。-component
system)は、バクテリアにおける普遍的なシグナ
ル伝達系である。この系における情報の伝達は、
センサー内のトランスミッタードメインとレギュ
レーター内のレシーバードメイン間での、 Hisから
Aspへのリン酸基の転移に基づいている。最近にな
って出芽酵母に引き続き、シロイヌナズナにおい
てもセンサーキナーゼが発見された。高等縞物の
センサーキナーゼ (ETRl.CKI1)はいずれも植物
ホルモン応答に関与することが明らかであり、高
等植物のシグナル伝達機構における二成分制御系
の機能的重要性が強く示唆される。今回我々は、
その存在すら明らかとなっていない高等植物のレ
スポンスレギュレーターに注目し、その遺伝子を
シロイヌナズナより取得することを試みた。 EST
パンクを検索することで、現在少なくとも 5種類
のレギュレーター遺伝子の候補を得ている。また
最近二成分制御系を構成する新たなシグナル伝達
因子として同定されたAltematlveTransmitter分
子についても同様の検索を行っている。二成分制
御系のこれまでの知見に基づき、これら遺伝子の
一次構造上の特徴について考察する。
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2aDll 
シロイヌナズナのハイブリッド型ヒスチジンキナーゼATHKl

のクローニング
溢星組、篠崎和子、平山隆志1、篠崎一雄1

(康水省・国際.研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

ヒスチジンキナーゼは、外部からのシグナルをレスポンス
レギュレーターのリン酸化を介して細胞内に伝達するセンサー
タンパク貨として機能している.この系は
rTwo-Component J制御系と呼ばれ、原級生物の主な情績

伝達系として知られていたが、Il近、蘇母の浸透庄応答や植
物ホルモン応答にも rTwo-ComponentJ制御による情報伝
達系が働いていることが明らかになった.そこで、纏物の新
たな rTwo-ComponentJ制御系を探索する目的で、既知の
ヒスチジンキナーゼ聞の相同性を基に、シロイヌナズナの
cDNAライブラリーから新規のヒスチジンキナーゼをコードす
るcDNA(A THKl )をクローニングした.アミノ磁配列の解析
の鎗果、 ATHKlはキナーゼドメインとレシーバードメインの
両方を持つハイブリッド型ヒスチジンキナーゼで、 N末側に
は2箇所の膜覧車ドメインと推定される疎水性領織が存在し、
醇母の浸透圧センサーSLNlと術造的類似性がE認められた.そ
こで、 ATHKlを酵母の浸透圧応答のslnl温度感受性変異練で
発現させたところ、 slnl-tsの致死変異を相繍することが確飽
できた.さらに、 ATHKlの保存されたHisやAsp残基を他のア
ミノ厳に置後することによって、その相補性が失われたこと
から、 ATHKlはヒスチジンキナーゼとしての活性を持つもの
と考えられる.

3aDOl 
ヒャクニチソウ培養細胞の管状要素分化過程でスー

パーオキシドはリグニン合成時期に生成する
小川健一13、中島仁2、高官官圭司2、岡田清孝t、浅田浩二3

-下京事大・理・植物、 2京都大・農、 3京都大・食研)

我々はこれまでにホウレンソウ座輸の木化途上の組織
において O2

ーがNADPHオキシダーゼにより生成し、
CuZn-SODにより不均化されてリグニン合成に必要な
HP2を供給していることを示してきた(PCP37: 7'外7'iY}，

1996)。管状要素分化過程における01-生成とリグニン形
成の時間的経過を解析するためヒャクニチソウ培養細胞
を用い01-生成の経時的変化を調べた。 NBTからの
Formazane形成で検出される01-は培養開始後約143時間目
から約5時間生じ、その生成時期はリグニンの蓄積時期
と一致した。 1個の細胞についての01ーの生成時間は3分
と推算された。 CuZn-SOD阻害剤によりリグニン合成が
阻害され、リグニン合成のためのH101供給にCuZn-SOD

が必要であることが証明された。NADPHオキシダーゼ
阻害弗jの存在下では添加時期によっては管状要素への分
イじそのものが阻害された。また、キサンチンオキシダー
ゼ系により生成させた01

ーはリグニンの蓄積を促したが、
グルコースオキシダーゼ系により生成させたH101はその
ような効果を示さなかった。これらのことから、 0

1
-は

管状要素分化およびリグニン合成開始のシグナルとして
も機能することが示唆される。



3aD02 
ヒャクニチソウ細胞の管状要素分化過程におけるアミノ

ペプチダーゼおよびエンドペプチダーゼ活性の変動

車速、平吹充1、福田裕穂2 (鶴岡工業高専・物質工学、 1

鶴岡工業高専・工業化学、 J東京大・理・植物園)

管状要素分化は二次細胞墜の形成と原形質の自己分解

というこつのの過程からなる。私達は以前に、ヒャクニ

チソウ細胞の管状要素分化でZ-Phe-Arg-MCAを分解する

エンドペプチダーゼ活性が特異的かっ一通約に発現する

ことを報告したが、この酵素は自己分解過程に関与して

いると考えられる。今回は、この他のプロテアーゼが管

状要素分化に関与する可能性を探るため、分化過程での

アミノペプチダーゼ活性、エンドペプチダーゼ活性の変

動を調べた。

その結果、フェニルアラニンアミノペプチダーゼ活性

が分化誘導培地で培養した細胞に誘導されること、 Boc-

Phe-Ser-Arg-MCAやBω・Gln-Arg-Arg-MCAを分解するエ

ンドペプチダーゼ活性が自己分解が進行中の培養72時

間目の細胞に多く含まれることが明らかになった。これ

らプロテアーゼの分化における役割を議論したい。

3aD03 
光合成核遺伝子RBCS がカルスにおいて発現するシロ
イヌナズナ突然変異体の選抜と解析
鈴木朗..富田英敬.丹羽康夫.小林裕和 (静岡県立

大・生活健康科学)

分子遺伝学的解析に適したモデル植物シロイヌナズ

ナ(Arabidopsisthaliana)を用い.非光合成組織であるカ
ルスにおいて光合成酸素リブロース1ふニリン酸カルボ
キシラーゼ/オキシゲナーゼのSサブ.ユニットの遺伝子
(RBCS・3B)が発現する変異体の選抜を試みた.選銭を
効率化するために.RBCS・3Bのプロモーターの制御下

に hygromycinB phosphotransferase遺伝子およびβ-

glucuronidase (GUS) 遺伝子を導入した形質転検体
(Columbia)を作製した.
現在までに. 20.0∞系統以上(個体としてはその約8

倍)のethylmethanesuげOnate(EMS)変異原処理形質転
換体をスクリーニングした.その結果.複数の変異体
候補が得られ.それらを ces (♀，allus il，xpression of 

RBC5)変異体と命名した.それらの変異体の中に.x-
glωによりカルス組織全体力f染色されるもの，およびカ
ルス組織におけるGUS活性がEMS未処理形質転換体よ

り約16倍高いものがあった.また.カルスが緑化する
ものがあり，この変異体のおいてはサイトカイニンシ
グナル伝達系が異常になっているのではないかと考え
る.これら変異体候補の光照射生育個体の形態には.
野生株と比べて大きな差は認められなかった.
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3aD04 
トウモロコシcab-ml遺伝子の葉肉細胞特異的発現制
御に関わるトランス因子の解析
椎名隆，法忍考子，豊島喜則(京大・人間・環境学
研科)

トウモロコシのcab-ml遺伝子は、業肉細胞で維管束鞘

細胞の約10倍発現しており、その活性は、転写レベルで
制御されている。この業肉細胞に特異的な転写は、翻訳
開始点の1026-850bp上流に存在するMSR領域によって
制御されていることが、 insiωトランジェントアッセイに
よって明らかにされている。本研究では、 MSR領域に結
合するトランス因子の解析を行った。

MSR領綾をプロープに用いたゲルシフト実験から、こ
の領域にシーケンス特異的に結合する蛋白質か存在する
ことがわかった。MSRは、 3つの領域からなり (A領

域:-1026--956、B領域:・953--899、C領域:-897-

-850)、A、B領域が共同してcab-ml遺伝子の葉肉細胞で
の転写促進、維管束鞘細胞での抑制に関わり、 C領域が転

写の細胞特異性をさらに強めていることが知られてい
る。同様に、 MSR結合蛋白質は、 A領域、 B領域に単独で
は結合できず、その結合にはAB領域が必要であり、 C領
域が結合をさらに促進していることが明らかになった。
この結果は、 MSR結合蛋白質がcab-ml遺伝子の業肉細胞
特異的な転写制御に深く関わる蛋白質であることを示唆

しており、現在、結合配列の詳細な検討を行っている。

3aD05 
ニンジンの不定匪の形態形成に影響を与えるタン

パク質について
保団法，増田宏志(帯広高大・生物資源化学〉

私達はニンジンの再生した植物体からの不定匪
形成に関して研究を行っている。現在、不定匪の最
も初期の段階の形態形成がどのような機構で行わ
れているかに興味をもっている。この形態形成に
影響を与えるものとして不定匪の表層のタンパク
質が関与していると推定して実験を進めた。培養8
4日目の前球状脹を調墜し、0.51NaClでシ4分間
処理し、その抽出液を透析するとほとんどのタン
パク質が洗澱した。この洗積物は塩で処理しでも
溶解しなかったが、S郎 -PAGE用のサンプル溶液で
熱すると溶解した。これをS随一PAGEで分析すると

数種の主要なタンパク質が検出され、それらに対
する抗血清を得た。このうちの一種の抗血清を添

加した培地で不定匪形成能をもっ細胞塊を培養す
ると球状径を形成したが、免疫前の抗血清を添加
した場合では、細胞塊からの縁状匪形成は阻害さ
れる事が分かった。また、市販のbovine1-glo加 l

inを添加した培地でも阻害されることが分かった。
免疫前の抗血清を添加した場合の球状匪を形成し
なかった細胞塊は、細胞の接着がルーズになって
おり、これらの細胞塊をさらにSEIで観察した。



3aD08 
シロイヌナズナにおける 2つの NADPH-P450還元酵素の発

現制御と遺伝子構造の解析

水谷正治、太田大策(日本チパガイギ一国際科学研究所〉

3aD06 
Ri-プラスミド由来アグロピン合成醇素遺伝子プロモーターの

傷害誘導性:情報伝達経路.1

証主監査色、猪口雅彦、近厳弘滑(岡山理科大・理・生物化学)

植物組織中には多数の P450が存在し様々な二次代謝産

物の生合成に関与しており、 NADPH-P450還元酵素は P450

の活性に必須である。我々はシロイヌナズナから 2つの

P450還元酵素 (AR1、AR2)遺伝子を単醸し、その発現様

式と遺伝子構造を解析した。 パキュロウイルス発現系を

用いて発現させた AR1および AR2組みかえ酵素では、

cytochrome cおよび NADPHに対する Km値に差がなく、再

構成系において桂皮酸4水酸化酵素(C4H)活性を与えた。

AR2遺伝子の発現は傷害および光により 1時間以内に 3、4

倍に増加し、またC4H遺伝子も 2時間以内に 10倍に増加

した。一方 AR1遺伝子の発現は処理期間中変化しなかった。

両遺伝子構造解析の結果、エクソンの長さおよびイントロ

ンの位置は両遺伝子で良く一致していたのに対し、プロモ

ーター領域に顕著な構造の類似性はみられなかった。特に

AR2プロモーターには、 PAL、C4H、4CLプロモーターにみら

れた3つのモチーフ配列 (boxP. A. L)が存在した。

アグロピン合成田章素遺伝子侭i-ags)は、アグロピン型Ri-プラ
スミドのT-DNA上にコードされるオパイン合成系の遺伝子で

ある。我4は、 GUS発現システムを用いて、タバコにおける

Ri-agsプロモーターの発現特性の解析を行っている。前大会に

おいて、 Ri-agsプロモーターは傷害部位に局部的に誘導される

が、既知の傷害シグナル伝達物質であるアプシジン酸、ジャス

モン.及びエチレンによっては誘導されないことを報告した。

今回我#は、傷害誘導の経時変化をmRNAレペルで解析した

ところ、リーフディスクの切り出し後、 1時間以内にGUS遺伝

子の誘導が観察された。更に、このmRNAの誘導はタンパク質

合成阻害剤、シクロヘキシミドの影響を受けなかった。これら

の結果より、 Ri-agsプロモーターの傷害誘導は、細胞内に構成

的に存在する情報伝達系を介していると考えられた。

次に、この情報伝達過程におけるCa"の関与について調査し

た。Ca"のキレーター、 EGTAで葉片を前処理した後にリーフ

ディスクを切り出したところ、傷害誘導は観察きれなかった。

この抑制効果は、 CaCi2の添加により回復された。また、傷害

誘導はLaC13によっても抑制された。これらの結果から、 Ri-
認冨プロモーターの傷害誘導は細胞外からのCaド influxが関与す

ると示唆された。

現在更に、この傷害誘導過程におけるタンパク質リン酸化の

関与についても検討中である。

3aD09 
プラスチド:'w-3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子(FAD乃に

おける傷害誘導機備の解析

重血豆、児玉浩明、射場厚 (九州大・理・生物)

3aD07 
Syr臨加のrstJs陀 C6803に存在する新規フルクトースー1，6
-ピスホスファターゼの分子特性
証J:..Jtl..田茂井政宏，武田徽.Ii岡成(近歯車大・良・食栄)

シ口イヌナズナのFAD7遺伝子は通常、葉緑組織で

のみ発現しているが、局所的な傷害を与えると葉

緑組織のみならず、茎や根の非緑色組織において

も強い発現が見られるようになる。 これらの発現

は、そのプロモーター領域によって制御されてい

る。各器官でのFAD乃宣伝子発現の傷害誘導機摘に

おけるジャスモン酸 (JA)の関与について解析を

行った結果、葉での傷害誘導はJAに依存せず、反

対に根での傷害誘導はJAに依存していることがわ

かった。FAD7プロモーター領域を5'上流から段階

的に欠失させたものを導入したタバコを解析した

結果、傷害応答性エレメン卜は 、葉友び茎ではー

362/ー167領域に、根ではー520/ー363領域に存在する

ことが示唆された。-520/-363領域にはジャスモン

酸応答性エレメン卜と考えられているG-boxtこ類似

した配列が含まれている。 この結果は日D乃宣伝子

の傷害による発現誘導が、葉と根では異なる傷害

応答性エレメントによって制御されていることを

示している。
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3aDI0 
イネペルオキシダーゼ遺伝子5・上流領域の傷害
応答性の解析

呈宜盤、藤岡唯志l、伊藤浩之、後藤洋子2、

村上高2、松井博和、本間守、大橋祐子2

(北大・農・生機化、 1和歌山県暖園セ、 2農水省・

生物研)

イネペルオキシダーゼ遺伝子(poxA)の転写は、傷

害、 uv-cおよび、エテフォンにより誘導される。
本遺伝子のプロモーター領域を段階的に欠失させ
GUS融合遺伝子としてタバコに導入して解析した結
果、転写開始点の111bp上流までの領域(Af)に
uv-cに応答するシス配列、その上流にサイレンサ
ー領域が存在することが示唆された。しかし、 Aι
GUS遺伝子を導入した組換えタバコ中では、傷害お
よびエテフォンによる応答は見いだせなかった。こ
れは、イネの遺伝子のプロモーター領域である
Afは、タバコにおいては転写促進活性が低いため
であると考えた。

そこで、微小な誘導でも検出可能にするために、
Af領域の上流にカリフラワーモザイクウイルス35
Sプロモーター由来のエンハンサーを連結した遺伝
子が導入された組換えタバコを作成した。このタバ
コ棄では、傷害によりGUS活性の上昇が認められ、
しかもその活性増は木部特異的に認められた。この
結果は、イネ poxA遺伝子のM領域には、タバコに

おける傷害応答にかかわる塩基配列が存在すること
を示唆するの

3aDll 
GFP遺伝子をレポーターとしたイネキチナーゼ遺伝子

発現の解析

査盛差盆壬・大井晶夫・松岡英明・渋谷直人1・西沢洋

子I (東京農工大・工・生命工学農水省・生物資源

研究所)

植物が受けたストレスシグナルは、細胞関を伝達する

と考えられている.

演者らはこれまで、植物細胞聞でどのような情報伝達

が行われているかを泊 vivoかっリアルタイムで解析す

ることができる多機能型微小電極を開発してきた.本

研究では、その応用のーっとしてイネ培養細胞のエリ

シターに対する応答を測定するために、キチナーゼ遺

伝子のプロモーターにレポーター遺伝子としてグリー

ン蛍光タンパク質(GFP)を組み込んだプラスミド

(pαiI-GFP)を微小電極を用いて定量的に導入し、そ

の発現をinv加。で測定する方法について検討した.そ

の結果、pCill-GFP導入してから、 1∞nMのエリシタ

ー(N-アセチルキトオリゴ絡:7量体)を添加したと

ころ、 12時間後に、 GFPの蛍光が認められた.以上の

ことから、この方法により、キチナーゼ遺伝の発現を

m吋切で観察することが可能であると考えられた.
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3aD12 
傷害応答の初期段階に関る遺伝子

犀孟二M.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)

傷害に対する植物の応答は、植物ホルモン、病害

抵抗などのシグナル伝達系とネットワークを組み、

複雑な系を形成していることが分かつてきた。

傷害のシグナル伝達の実態を遺伝子レベルで調

べるため、私たちはタバコの野生体と内在性のサイ

トカイニン量が高い組み換え体とに傷害を与え、遺

伝子の発現量の経時的変化を蛍光デイファレンシ

ャルディスプレイ法(FDD)により検出した。ついで、

傷害応答の初期に発現量が変化する遺伝子をクロ

ーニングした。いくつかの遺伝子は一過的に発現が

誘導された。

傷害シグナルは、このような一過的に発現する遺

伝子群の相互作用によ って次々と伝えられること

が示唆された。

3aD13 
大絹薗カタラーゼ遺伝子を導入した形質転換タバコの環境ス
トレス耐性
盆国」盤、義村由紀子、田茂井政宏、鹿内利治1、三宅親弘2、
佐野智ヘ富湾健ーへ 横田明徳ヘ重岡成(近自民大'.'
食栄、 l奈良先端大・バイオサイエンス、セπE・植物分子生理)

環境ストレス耐性植物の分子育種のーっとして、活性酸素
消去酵素の強化が注目されている。葉緑体内では低富良度の
出 02は光合成活性を50%限害するため、アスコルビン酸ペル
オキシダーゼを中心とする1-1202消去系を発達させている。し
かし、この系はアスコルビン酸を再還元するための還元カを
必要とする.そとで今回、1-1202消去にエネルギーおよび電子
供与体を要求せず、地02に対する焔n値の低い大崎薗のカタ
ラーゼ(CAT)遺伝子(KatE)を葉緑体に導入した形質転換タバ
コを作成し、強光および乾燥ストレスによる酸素傷害に対す
る耐性について検射した.
形質転換タバコ(Tl世代)においてサザンハイプリダイゼー

ションおよび陀R訟により8検体にKatEが導入されていた。
とれらの中でCAT活性が最も高く、かつパラコート耐性を示
した糠(T43-1)のT2世代を作製した.得られた形質転換タバ
コ(T43-1-2)のCAT活性は野性係の3，2:1:0.4倍であった。ショ
擁密度勾配遠心法およびイムノプロッティングより泊tEの
葉緑体内での発現を確認した.強光(1600μロ101m-25-

1
)と乾

燥(潜水なし)条件下で、野性妹は12時間後から光傷害による
業のクロロフィルの分解が顕著に認められたのに対して、
T43-1-2は72時間後まで殆ど影響が認められなかった。この
とき、 T43-1-2における1-1202の標的醇素であるPCRサイク
ルのチオール酵素は野性線のそれらに比べて高い活性を保持
していた。ガス交換およびクロロフィル蛍光の測定からも、
T43-1-2が強光と乾燥ストレスに対して耐性を獲得している
ことが示された。本研究の一部は、 PEC/MITIの援助による。



3aD14 
ラン漢でのグルタチオン過剰蓄積と磁化ストレス耐性の猶強

藍皇室盟、高本明子 1、津嘉弘¥柴田均1

(鳥取遠大・農、 1島根大・生物資源・生命工学)

ラン藻lま本来独立栄養生物であるが、矯地中のアミノ酸を

利用することが出来る。 Cysの利用に関する報告はまだない

が、 Cysを猪地に添加することで、グルタチオン(GSH)含量

が上昇し、 GSH構成アミノ酸.GluとGlyを共存させると、

GSH含量はさらに上昇した。 GSHは、 Cysの貯蔵体、 GSH

抱合体合成、抗酸化繊能の他に、細胞肉酸化還元状態変

化に基づいたレドックスシグナルとしての後能にも関与して

いるので、 GSHの過剰苔積は細胞肉に多大の彫響をもたら

すことが予想される。

まずGSH含量と銑書量化能力の発現と!こ着目し、近紫外線

照射や殺菌剤、次蓋塩素重量..による色素の退色や光合

成能力の低下を検値した。細胞肉GSH含量が多いほど退

色や光合成能力の低下が御制された。近紫外線で発生する

酸素ラジカルや次亙温素酸を細胞内GSHが直様捕提でき

ることと、ラン漢においても、 GSHが広‘の酸化ストレス防

御に纏めて重要であることを示している。
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laEOl 
シロイヌナズナ気孔形成変異株の単離と解析

武内洋志， .1:llL重(島根大・遺伝子)

気孔は植物の表面に位置する孔辺細胞により構

築され、ガス交換の機能を果たしている。孔辺細

胞は代謝および形態が高度に分化した細胞であ

り、その発達プログラムに大いに興味が持たれ

る。我々は気孔形成、特に孔辺細胞の発達の分子

機構を明らかにすることを目的とし、シロイヌナ

ズナの気孔形成変異株の単離を試みた。

EMS処理したシロイヌナズナM2幼植物体より顕

微鏡観察により孔辺細胞の形態に異常が見られる

変異株を単離した。 一対の孔辺細胞は孔辺母細胞

の分裂により生じるが、単離した変異株では一個

のC字形の孔辺細胞が気孔を形成していた。また

DAPI染色の結果この異常孔辺細胞が2核であるこ

とが示され、孔辺母細胞の細胞質分裂が不完全な

変異体であることが示唆された。これまでに上述

の異常を示す変異株を 3株取得したが、それぞれ

異常孔辺細胞の出現割合は異なっていた。現在こ

れら 3株について解析を進めている。

laE02 
花茎の伸長抑制を示すシロイヌナズナの突然変異体

fiw (fireworks)の解析

中村正展、望月伸悦、長谷あきら(東大・遺伝子)

植物の形態形成を理解する上で変異体を用いた研

究は有効なアプローチである。当研究室では独自に

シロイヌナズナのT-DNAタギングラインを作出し、

可視的な形態変異に注目して約1000ラインの中か

ら選別を行った。その結果1ラインの花茎の伸長抑

制を示す突然変異体を同定し、 fiw(fireworks)と名

付けた。交維の結果、変異は一遺伝子座に由来する

劣性形質の分離を示した。

fiw変異体は栄養成長の段階では何ら野生型植物

との差異が認められないが、抽だいを始めると花茎、

特に三型メタマーと呼ばれる部分の節聞の伸長が著

しく阻害される。また花茎の伸長は野生型で播種後

約43固まで続き茎高約30cm'こ達するのに対し、 fiw

では矯種後27日で伸長が停止し、茎高は約6cmで

ある。そのためfiw変異体では花が茎頂部付近に集

合し、鞘が成熟した段階での外観は花火(fireworks)

を連想させる。
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laE03 
ねじれ変異遺伝子SPRlのクローニング
ヰ孟丞盤古谷育代鹿内利治山田康之備本隆

(奈良先場大 ・バイオ)

事是々は今回、ねじれの分子俊構を解明することを目的にSPRl遺伝

子をクローニングしたので報告する。我々が単調Eしたシロイヌナズ

ナのねじれ変異綜:(spriaJl)は、明所下で生育させた場合、根の表皮

細胞層が時計画りにねじれる以外野生株と表現型に違いは認められ

ない。 一方、暗所下では根同様のねじれがはい軸や花茎にも生じ

る。また、ショ緒存在下ではねじれが促進される。ねじれの原因と

Lて司prlでは恒常的に中心軸の表皮細胞の伸長が促進されるため、

内総細胞層との伸長の差を補正しようと表皮細胞層全体が一方向に

傾きねじれが生じることが考えられる。

sprlは高速中性子照射によって得られた劣性の変異株である。

SPR 1遺伝子は2番染色体の北側に位置するマーカーm246に強く速

鎖していた(くO.24cM).m246を含む3つのPlクローンの末舗にて

RFLPマーカーを作製し、テストしたところSPRl遺伝子は P1クロ

ーンがオーバーラップする内側(約“lkbp)に挟まれた。さらにその領

域を植物形質転換用コスミドベクターが:>CA28でコンチイグを作製

し、コンチイグ上にてRFLPマーカーを作製、テストしたところSPR

1遺伝子は約3Skbp内に侠まれた。陀Rを用いてその領域をスキヤ

ンしたところ、唯一約O.7kbのDNA欠失が存在しており、この欠失

領波を含む野生株由来のコスミドクローンがsprl変異妹を相補する

ことができた。欠失した領減に対応するcDNAを単調Eしたところ

SPRl遺伝子は、 1ω債のアミノ酸からなる新規の低分子量タンパク

をコードしていた。また、ゲノミックサザン及びESTの解析により

SPRl類似遺伝子はタバコ、トウモロコシ、イネなど高等植物に普遍

的に存在することが示唆された。

laE04 
シロイヌナズナの~a. 医紬の重カ居住反応に内皮細胞眉は必
須である

渥益益弘、 SoaunaWy蹴Ir;:a-町田町1、PhlllpN. Benfoy 1、劉旭光2、集団大綱2、

'臨海久雄、困坂昌生〈京大大学震 ・理・生物・ 4直物、 1ニューヨーク大 ・生物、

2三井実際植物バイオ研〉

高等植物のシュートは負の重カ居住反応を示す.重量々はζの反応の分子織構

を解明するため、シロイヌナズナからシュートの.カ居住反応が異常となった

sbool 81ovJtropJsm ("1)変異体を多量t単援し解析を行な勺ている (Fukakl01 

a1. 1996， Planl Physlol.; 1996， S. Planl R伺.).このうち花茎と座"の賞カ周性

が滑失する s，，1変異体について、花ヨ(..u;輔の切片を観察したとζろ、デン

プン嶋(重カ方向に応じて沈降するアミロプラストを含む内皮細胞層〉が欠失

または霞.tLており、野生株のデンプン鞠に存在するような大きなアミロプラス

トが観察されなかった。そこで、.u;輸と繊の内皮細胞層が欠失している

輔 ""'"'W(岬〉変具体と sb0111001 (蜘〉変異体の重カ居住反応を調べたと

ころ、 1811と向織に、視の量カ胞性は正常であったが匹輸と花茎の重カ属性

が消失していた.SORI遺伝子とsα遺伝子がともに第3染色体下郷のαx:2B

遺伝子近傍にマップされたことから、両者が同一遺伝子である可能性が強〈示

唆された.そこち'811とOClの格補佐検定を行なったところ、両者が同一遺伝
子庄のアリル変異体であること地沖'明した.

これまでシュートでは、デンプン繍細胞が重力感受細胞として・く可能性が

考えられてきたが、重力居住に必要かどうか直接の征鎚はなかった.今回の

暢1//0町愛具体とsbr変具体の解析から、シュートの内皮細胞眉からなるデン

プン織が、花茎と.u;織の重カ属性反応に必須な組織であることが明らかとなり、

しかもこれらの細胞周が重力感受細胞として傭くことがより強〈示唆された.

また逆に緩の重カ属性反応は内皮細胞眉を必要としないことも明らかとなった.

SORlISC馬宣伝子のコードするタンパク慣はこれまで知られていない転写因子

である可能性が示復された.そして、少なくともSORIISαとSHRの2つ遺伝

子が、.u;発生過程およびシュート頂錨分裂組織や緩織分裂組織における内皮の
形成にとって重要な働奮を狙うことが明らかとなった.



laE05 
シロイヌナズナの NADPHオキシダーゼ系野91・-phox相同遺

伝子欠損変異株の解析

尾之内均、町田千代子¥E旦塞且(名大院・理・生命理学、

1キリンピール基盤研)

我々は、シロイヌナズナに ActVs転移系を導入して作製し

たトランスポゾンタギングラインから、成長が遅くなる変異

株を分援し、 slowgrow幼 (s.川変異株と名付けた。 slw変異株

ではJA雪量生および発芽後の成長ともに遅く、根の成長速度は

野生型の約 2分の 1である。根の細胞の大きさは野生型と差

がみられなかったので、 slw変異株では細胞分裂の速度が速

くなっていると考えられる。 slw変異は転移した Ds因子と連

鎖していることが遺伝学的解析によって示されたので、 IPCR

法によってDsf申入都位に隣接する植物ゲノム DNAを単援し、

その配列をもとに cDNAを単調Eし、その塩基配列を決定した。

その結果、その cDNAの推定されるアミノ酸配列は鴫乳類の

食細胞 NADPHオキシダーゼの構成タンパク質である gp91-

phoxのアミノ酸配列と高い相向性を示した。陣容乳類では

NADPHオキシダーゼは好中球に存在し、病原微生物を殺菌

するための 02ーを生成する酵素として知られている。現在、

slw変異株において 02
0

生成に異常がみられるかどうか調べて

いる。また、 gp91-phox相同遺伝子の欠損によってなぜ成長が

遅くなるのか、 02
0

生成の異常が細胞分裂の速度が遅くなるこ

との原因かどうかを明らかにしていきたいと考えている。
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laE07 
ネナシカズラの寄生根形成過程における低分子量
ヒートショックタンパク賀遺伝子の発現制御
金E監皇、若杉達也1、古橋勝久、山田恭司1 (新
潟大・理・生物、 1富山大・理・生物)

ネナシカズラは正常な根や葉がないという特異
な形態で知られる顕花性の完全寄生植物であり、
寄生根を形成し他の植物に寄生する.これまでに
我々は、ネナシカズラの寄生根形成には宿主植物
は本質的に必要なく、接触と近赤外光のZつの物理
的な刺激のみで誘導できること、その光受容体は
フィトクロームであることを明らかにしている.
今回我々は、 Differentialdisplay法により寄

生根形成時に特徴的な発現挙動を示す遺伝子の検
索を行った.その結果、寄生根組織と非寄生根組
織とで顕著に発現レベルが変化するもののーっと
して、 18kDの低分子量ヒートショックタンパク遺
伝子を見いだした.ネナシカズラでは、通常の生
育条件においても、この遺伝子は比較的強い発現
を示していた.ところが、寄生根誘導後24時間
で、この遺伝子のmRNA蓄積量は1/10程度に減少
し、 48時間後にはその発現レベルが回復すると
いった、寄生根の形成過程と相関した発現挙動を
示すことが明らかになった.

laE08 
7線照射により誘導されるシロイヌナズナの形鰻変化 I 

ーアン卜シアニンの蓄積と毛の新規突出分化

益法鼠率、 1永田俊文、小松節子、 '中崎慣美、'等々 カ節子、'林徹、森 昌樹、

鐘ケ江(梶矢〉弘美 (農水省・生物研、 t科学技術短興事業団、 '国立環境研、

'度水省食総研)

我々はシロイヌナズナを用いて纏物の環境ストレスに対する自己防衛反応

の解析を行ってL必。昨年度は大線量(1-3即 y)のγ織照射により、 4日以内

に植物体にアントシアニンの蓄積がおこり、成葉の表面に新たな毛(位icl四Imc)

の突出分化が跨導されることを報告した。今年度は以下の結果を報告する。量t

種の glabro突然変異株 Cg/l，gl主gl3，ttg)及び線毛の形線形成変異株

Crhd1.rlod2，rltd3.刷 '4)を用いた解析を行った結果、 g/abra 変異株に 7錬を照射

したところ、 g13-1において毛の本数増加が見られた以外は全〈毛の増加は観

察されなかった.このことは7鰻照射による毛の新規形態形成も発生における

経路と同様の経路を経ていることを示している。更に綾毛の突然変異体である

油d2を用いてr.照射実験を行った場合、 rild2は成棄の表面に毛を持たない

表現型を示すが(恐らく突出分化型遺伝子の変異の効果と考えられる〉 γ線照

射に伴って毛が新規に誘導された。このことは7線照射が遺伝子変異の表現型

を相摘したことを示す。次に毛の存在と 7線照射によるアントシアニンの蓄積

量との関係について調べた。その結果、 gl突然変異により毛の形成が抑制さ

れている場合の方がアントシアニンの蓄積量が大きいことが明らかとなった。

このことはアントシアニンの楊導と毛の形線形成地m官遺伝子の関与以外にも

何らかの関係を持っていることを示唆するもの考えられる。
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lpEOl 
タバコホメオボックス遺伝子の単離

及び形質転換体を用いた解析

玉置盤記、西村明B香、松岡信(名大・生物分子応答)

近年、植物の形態形成に関する分子生物学的アプローチが

盛んになっている。我々は、植物の形態形成にホメオボック

ス遺伝子がどの様に関与しているのかを明らかにすることを

目的としている。前年度までに、我#はタバコホメオボック

ス遺伝子NTH15.反ぴN1刃23が業の形態形成に重要な役割を持
つことを示してきた。今回新たにタバコより単離したいくつ

かのホメオボックス遺伝子についての解析結果を報告する。

茎のIOlalRNAを用いてホメオボックスのコンセンサス配列

をプライマーとしてRT・PCRを行ったところ、いくつかの配列

の異なるホメオボックス断片が得られた。これらをプロープ

としてタバコの茎cDNAライブラリーをスクリ}ニングした

ところ、新規のタバコホメオボックス遺伝子NTH9.NTH20. 

NTH22が単雛された。これらのホメオボックス遺伝子のホメ

オドメインはNTH15.と80-84%の相同性を持ち、必]1class 1 

遺伝子群に属することが明らかになった。ノーザン解析によ

りこれらの遺伝子の発現は茎頂、花芽、茎等に見られ、棄で
は見られなかった。 CaMV35Sプロモーターの支配下でこれら
のクローンをセンスに発現するコンストラクトを作製し、形

質転換タバコの形態変化を調べた。その結果、得られた全て

の形質転換体において業の形態異常が観察された。これらの
形質転換体の形態異常とホメオドメインの配列の関係につい

て考察する。
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lpE02 
タバコホメオボックス遺伝子NTHlの解析

J!lli盟且査に玉置雅紀a、相田光宏2、藤湾久雄2、回坂昌生2、

松岡信， ('名大・生物分子応答、 2京大大学院・理・生物・植物)

我々の研究室では植物の形態形成に関与すると考えられてい

るホメオボックス遺伝子をタバコ及ぴイネから多数単厳してき
た。現在、それぞれの遺伝子が形態形成の過程でどの様な役割

を果たしているのかを明らかにするために、各遺伝子の解析を

進めている。前年度に我々はタバコホメオボックス遺伝子

NTH15.及ぴNTH23についての解析結果を報告した。今回は新

たに解析を行ったNTIf1について報告する。

植物のホメオボックス遺伝子はホメオドメインのアミノ酸配

列によりいくつかのグループに分けられるが、 NTH1は胎11

Iypeのclasslに属し、そのうちイネホメオボックス遺伝子

OSH6及ぴトウモロコシホメオボックス遺伝子LG3と87.8%の最

も高い相向性を持つことが明らかになった。また、 RT・PCRを

用いた解析によりこの遺伝子は茎頂、花芽、花、茎、若葉にお
いて発現していることが示されたが、線、老業では発現が見ら

れなかった。さらに35Sプロモーター支配下でNTH1cDNAをセ
ンス方向に発現するコンストラクトを作製しタバコに導入した

ところ、再生してきた形質転換体の業の形態に異常が観察され
た。その表現型は主脈がまっすぐ伸長せずに湾曲するというも

のであったが、その湾曲方向が各形質転換体の示す業序の方向

と相関関係を持っていた。これらの結果より、形質転換体の業

の発生過程におけるNTH1導入遺伝子の影響を考察する。

lpE03 
イネホメオボックス遺伝子群の単離と発現解析

王箆亘輩、佐藤豊、松岡信 (名古屋大、生物分

子応答研究センター)

ホメオボックス遺伝子はホメオドメインと呼ばれ

る領域を持つタンパク質をコードしている遺伝子群

で、多くの動物において遺伝子ファミリーを形成し、

形態形成に関与していることが示されている。これ

まで我々はOSHlおよびOSH15と名付けたイネのホメ

オボックス遺伝子がイネの形態形成に関与している

ことを明らかにしてきた。 今回新たにイネから 4

つのホメオボックス遺伝子を単離し、それらの染色

体における位置を決定した。発現解析とあわせ、ト

ウモロコシのホメオボックス遺伝子との関係を比較

する。また、これらの遺伝子の形態形成における役

割を調べるために、イネアクチン lプロモーターの

制御下でこれらの遺伝子が発現するコンストラクト

を作成し、形質転換イネを作出した。これらの結果

を何回、 OSH15の結果と比較し、考察する。



lpE04 
イネホメオボックス遺伝子OSH15の形態形成
における機能

佐藤豊 1、田切明美2、千徳直樹 1、松岡信1
寸T宮支・生物分子応答研究セ、 2農水省・生物研)

ホメオボックス遺伝子は、ホメオドメインと呼ば
れるDNA結合領域を持つ転写因子で、動物やショウ
ジョウパエにおいて形態形成や細胞分化に重要な役
割を果たしている。近年、植物からもホメオボック
ス遺伝子が数多く単離されており、それらの形態形
成との関わりが注目されている。今回、私たちはイ
ネから新たに単離したホメオボックス遺伝子
OSH15の発現解析および、形質転換植物体を用い
た機能解析を行った。

OSH15 cDNAは354アミノ酸残基からなるORF
を含んでおり、その予想されるアミノ酸配列はトウ
モロコシのRS1と高い相関性を示した。加 situハイ
ブリダイゼーション法による発現様式の解析から、
OSH15は茎頂分裂組織、花序分裂組織、花芽分裂
組織においてファイトマーの境界にその発現が観察
された。また、初期匪において器官分化以前の球状
匪にその発現が観察された。 OSH15 cDNAを異所
的に発現する形質転換タバコ友ぴイネを作成したと
ころ葉に異常な形態が観察された。
本発表では、以上の結果より OSH15の形態形成

における機能について考察する。

lpE05 
分裂組織の構造・機能的維持に関わるシロイヌ
ナズナ遺伝子のクローニング

宜屋重盤、荒木崇、岩測雅樹 (京都大学・
大学院理学研究科・植物学系)

われわれは高等纏物の発生・分化過程において分裂組
織が果たす役割を理解することを目的として、シロイヌ
ナズナの突然変異体を用いた解析を進めている。当該遺
伝子のクローン化を容易にするために、突然変異体の選
抜はT-DNAタグ・ラインからおこなった。
選抜の結果、成長速度の減退、業形異常、茎頂分裂組

織の分断化、花序・花の形態異常、花成遅延など、植物
体地上部の後JA発生過程全般にわたって異常を示すもの
が一系統得られた。さらに、この系統では根の伸長の減
退、根端の刺激応答異例溜められたことから、これは
茎頂・根端両分裂組織の構造・機能維持に関わる遺伝子
の突然変異体であることが予想される。表現型とT・DNA
上の選択マーカーとの共分雌解析から、この変異体はT-

DNAの挿入によるものであると考えられた。
そこで、この遺伝子をクローニングするために、まず

TAlL-PCR法により婦入T・DNAのLBに隣接する植物ゲノ
ムDNA断片を回収した。次に、これをプロープに
genomic Iibraryのスクリーニングを行し、llkbpのゲノム断
片を得た。現在、このゲノム断片をプロープにcDNA
libraryのスクリーニングをおこなうとともに、オ -J~ー
ラッピング・クローンの単離と解析を進めている。
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lpE06 

講演中止

lpE07 
有限桔序と無限花序とを決める遺伝的メ力二ズ
ムの解析
釜藍弘璽、本間陸、岡穆宏〈京都大・化研〉

花序の形態は花の形とともに、植物の種を特徴
づける最も顕著な形質の一つである。中でも括序
軸の先端に桔を蓋ける〈これを頂括と昭150有限
桔序と、そうではない無限括序とはます最初に分
類される特徴となっている。ま疋いろいろな科に
属する植物の中に有限括序と無限桔序とを持つグ
ループがあることから、この形質は進化の色々な
局面で独立に獲得されたものと考えられている。
レかし有限桔序と無限括序のどちらが基本形であ
るかなど、多くのことはまだ分かっていないのが
現状である。

我々はキンギョソウで有限桔序になる突然変異
に基づいてク口一二ングされた、
CENTRORADIAUS ( CEN)遺伝子を用いて、野生
型が有限花j亨を持つタバコや、同じく無限桔j亨を
持つシロイヌナズナにおいて、その遺伝的メ力二
ズムがどの程度保容されているかを調べている。
現在までに、これらの植物ゲノム中lこcεN遺伝子
と高い相同性を示す塩基配列が穿在すること、タ
バコlこCEN遺伝子を導入した結果、形質転換植物
の中に無限桔l亨を持つ個体が得られ巷こと、を確
かめた。タバコのCENホモログの機能や発現つい
てさらに解析を進めている。



lpE08 
イネLEAFY遺伝子RLF(sjce lJ3AE.Y!の単離と機能解析

企直ヰ孟孟，井沢被，経塚淳子，島本功 (NAIST・バイオサイエ

ンス)

シロイヌナズナのLEAFY(LFY)遺伝子は、花序分裂組織から

花分裂組織への分化誘導の主要な役割を担っている。またL貯

をCaMV35Sプロモーターを用いて構成的に発現させると、花

序分裂組織が花に転換することから、 LFYは花芽形成の分化

スイッチであると考えられている。そこで本研究では、イネ科

植物の花芽形成の分子機構を理解する第一歩として、 LFY相

同遺伝子をイネから単厳し、発現 ・4豊能の解析を行った。

花芽特異的 cDNAライブラリーから、 389アミノ酸のORFを

含むイネLEAFYcDNA RLF (sjce lJ3AE.lウを単離した。 RLF
のアミノ酸配列は、 C末側約半分で特に高い相向性が認められ

た。ノーザン解析の結果、未熟な穫でのみシグナルが検出され

た。また、 insiruハイプリダイゼーション法により、 一次枝梗

分化期の花芽の先端部でシグナルが観察された。

形質転換シロイヌナズナでの構成的発現系を用いて、 RLF
がLFYと同様の機能を持っかどうかを調べた。作出した形質

転換体では、致死、細長い子袋、晩生、エアリアルロゼットの

形成等が観察され、予想した伺織の植物体はなかった。この

ことから RLFの俊能は、 LFYの後能とは異なると考えられ

た。現在イネ Jfy突然変異体の可能性がある変異体のRLFの塩

基配列を比較し、変異の有無についても解析中である。

lpE09 
イネの初潮開制こ関わるRAPl，RAP2神髄と機能
丞田監ご，経概享子，島本功僚良先苅伏・バイオサイエ

ンス)

われわれは、イネの市瀞富形成を決定している分刊騰

を理解し、イネにおけるABCモデルを構築することを目的

として研究を開始した。単子葉植物であるイネでは、シロイ

ヌナズナにおける鏑whorl伊く片)、第2whorl怖誹)
に相当する領樹こは、険踊およびりん度洲滅されていると

考えられているれ確カ令誼測まな同そこでこ倣事調係

を明らかにするために鯛whorl，第2whorlの罫富形成に

関与アるクラスA遡云子の椙可遺伝子をイネから単緩し，こ
れらのイネにおける発現伽胸lおよ明鋪巨を割ドている。
未熟必穂由来RNAより作製したcDNAライブラリーのス

クリーニングを行っf議拶I!， APlのMADSbox、K加xおよ
びそれらに挟まれた領域わアミノ酸置別と梱司主カ鳴し暢械

をもっ、独立の2つのクローン恨APl・.A，RAPl・B)と、
AP2の2つのドメイン (AP2ドメイン)およびLそれらに挟

まれた領墳のアミノ酸置別と相瑚生カ鳴し場械をもっクロー
ン恨AP2)を1つ得ること炉できた。ノザン解析を行った

ところ、 RAPl・A，RAPl・B拘こ未熟冷穏において強いシグ

ナルカ鳴られた。 RAP2においてlla捕に発現量カ唱がれ

すべて次猶輸で発現していると考えられたまたRAPI-Aを
シロイヌナズナにおいて強制5槻させると早咲きになり、

ターミナルフラワーを形成し、 APlでのそれと同じ表現型を

示した。
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lpElO 
シロイヌナズナ花芽形成遺伝子APETALAlと直接

相互作用しうるタンパク質の単峰、解析

重量=盤、溝口剛1、篠崎一雄1、町田署優良炉、岡田

清孝(京都大、理、植物応答後橋、 1理化学研究所、

植物分子生物学研究室、 2名古屋大、理、生物)

シロイヌナズナの花芽形成遺伝子として知られ

ているAPETALA7遺伝子はMADSBOXドメイン

を持つ転写因子をコードしている.しかし、その

APETALA7タンパク貨の分子レベルでの活性制御

機構はほとんど分かっていない.そこで我々は

APETALA7タンパク貨と直接相互作用しうるタン

パク貨を単蔵する目的で、 TwoHybrid 去を用い

てスクリーニングを行った.その結果3種類の候補

タンパク貨が分商量されたo 2種類はすでにシロイヌ

ナズナで単服、報告されている65kDのProtein

Phosphatase 2A、regulatorysubunitと同じ

ものであった.もう1種績は既知のタンパク貨とは

有為な相同性は見られなかった.

lpEll 
アラピドプシスの花のパターン形成における

町制ial方向とI脚raI方向にかかわる突然変異体A85、

A51の解析
盆杢丘差、石黒澄衡、岡田清孝(京都大・理・植

物)

花の器官発生においてはn凶 ialとl蹴nlの差があ

ることは今まで知られてきた。たとえばwtでは

lateraI s岡田nが失われる場合がある。また、 ap2突
然変異体においては主にmedialsepalが心皮化する。

日85ではl蹴raIsepalが未成熟と考えられる。また
lateraI s凶閣官も失われやすいo n凶 ial方向はほぼ正

常である。開51ではla鈎:raIs凶nenが失われやすい。

がくが細くなるがmedi瑚a御冨lで差はない。

mediall蹴叫の制御がと'のように行われている

かを調べるためFl85，A51の解析を行った。まず各

突然変異体の表現型の観察を行った。さらに既知

の花の突然変異体とdoublemu凶 tを作り観察した。

また、 A85ではla飽raIsepalとla加百18凶nenが同時
に失われる場合があり、このとき脱出yが残って

いることが観察される。このことからnec凶yと

stamenの関係をしらべるためいくつかの花の突然

変異体で観察を行った。



lpE12 
花のホメオティック遺伝子 PISTILLATAの花弁、雄ずい特

典的な銭湯調節a織の解析

杢旦阜、岡穆宏、後藤弘爾(京御大・化研)

シロイヌナズナの花のホメオティック遺伝子 PISTILLA7渇

(P/)は花弁と雄ずいの器官形成に主要な被能を果たす遺伝

子である。仰の発現はステージ 3の花芽からみられ、花弁、

雄ずいの.官形成後も高いレベルで続〈。我々は月遺伝

子の発現鯛節機備を知るために、さまざまな長さの m遺伝

子の 5'上流領織と GUS遺伝子とを連絡した融合遺伝子

(PI.:GUS)を持つトランスジェニツクシロイヌナズナを作製し、

花芽における GUS活性の局在を鯛ベた。転写開始点上流

1375bpをもっ PI.:GUS遺伝子の発現I-J:.PI本来の発現パター

ンとよく対応していた。上流 218bpまで欠失しでも問機の発

現パターンを示したが、 118bpまで欠失すると GUS活性はほ

とんどみられなくなった。以上から、月が花弁と錐ずいで発現

するためには、転写開始点のよ流 218bpが必要であること

が分かった。現在、この領減肉をさらに詳細に解析している。

次に、いろいろな花のホメオティック遺伝子による PI遺伝子

の発現調節への影響をみるために、花のホメオティック遺伝

子を構成的に発現する植物での仰の発現を鯛ベた。その

結果、仰の発現は異所的に形成されるものも含めて、花弁、

雄ずい特異的であることが明らかになった。

lpE13 
シロイヌナズナにおけるAGL街宣伝子の繊能解析
皇盆ー去.・荒木 崇・岩機雅樹 (京都大学・大学院・
理学研究科・植物学系)

AGL61宣伝子はシロイヌナズナのMADSb双遺伝子群の 1
つである.MADS bOlC遺伝子群の多くは花芽形態形成に重要
な役割を果たしていることが明らかになっている.そこで本
研究では、花芽形態形成におけるAGL6Q)役割を明らかにす
ることを目的として、 AGL6の傷能喪失変具体や、 AGL6を
異所的に発現させたトランスジェニック纏物を作出し、それ
らの表現型の解析をおこなった.
ln sltu hy防Idlzatl∞の結果より、 AGL6は尊・花弁の

基商事や匪軍事の内珠皮肉皮などで発現していることがわかって
いる.AGUiI伝子のアンチセンス・コンストラクトを導入
されたトランスジェニック植物{アンチセンス継物)では、
尊が固く閉じて閃かず、花弁は奮の中で折り畳まれていたが、
AGL6が本来，強〈発現する内珠皮肉皮には異常は見られな
かった.しかしアンチセンス植物では内生遺伝子の活性がど
の程度抑えられているか、という問題があり、表現型の評価
が費量しい.そこでアンチセンス植物の表現型を参考に、 EMS

で処理した植物から突然変異体のスクリーニングをおこなっ
た.これまでに得られた狼立の6系統のagjomutant候補の
うち、少なくとも 1系統はシークエンスの結果、 AGL61宣伝
子にアミノ破置畿を伴う海基置倹を持つことが明らかになっ
た.現在この系統について、花の形態異常とAGL61宣伝子の
突然変異とのco-segregat!on解析をおこなっている.また、
AGL6<η異所的発現に関しては、 AP3プロモーターの下流に
AGL6cDNAをつないだコンストラクトを導入し、 AGL6を、
本来は発現していない緩ずいや匪珠の外珠皮で発現させるこ
とを低みている.
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lpE14 
ジンタフィンガーを一個のみ含むペチュニアの転写調節因

子の解析
史且i二、小林晃、菅野善明l、久保健一、高辻博志(農水省・
生物研、 1青森県・グリーンバイオセンター)

ベチュニアにおいてCys2/His2タイプジンタフィンガー(ZF)
型転写綱節因子は、 2s種以上のタンパク質からなる大きな転
写因子ファミリ-(EPFファミリー}を形成している。華民々は、
それらが継物の分化、器官形成の過程で果たす役割を解明す
るために逆行性遺伝学的解析を進めている。これまでに、機h

な長さのスベーサーによって隔てられた2-4僧のZFをDNA結合
ドメインとして有するZF型転写因子に関して報告してきたが、
今回、 ZFを1個のみ有する転写図子の遺伝子を新たに単雌した
ので、その構造と発現について報告する。
植物のCys2/His2タイプE型転写因子のZFモチーフにおいて

高度に保存されているQAlβGH配列に基づくプライマーを用
いて、 3・-RA但及ぴ、グノムDNAを鋳型としたPCRによりZF
をコードする遺伝子断片を単援した。緩いて、これらをプロー
プとして、根あるいは花器官由来のcDNAライブラリーから全
長cDNAをクローン化し、構造及E晴伝子発現の解析を行った。
その結果、今回単様されたE 型転写因子群は、構造及ぴ発現
の特性から二つのグループ(SZFS及ぴSZFN)に分けられること
がわかった。 SZFSタイプのものは4種類得られ、構造的にア
ラピドプシスの雄しぺの数の制御に関与するSUPERMANとよ
り高い類似性を有していた。また発現パターンにおいて、そ
れぞれ雌しぺと子房、雌しべ、雄しぺに高い器官特異性を示
した。一方、 SZFNに属する 7種類の遺伝子の多くは低い発現
部位特異性を示した。これらの発現パターンの違いから、二
つのグループは、異なるタイプの遺伝子発現調節に関与して
いると推測され.Q。

lpE15 
衡の形成過程において連続的に発現する 7つの新奇なジンクフ
インガープロテインについて

企益曇，坂本綾子，久保健一， RYBKA， Zbigniew，菅野普明

司法鷺生側、 2青森県グトンバイオセンター)

器官原基が確立された後、雄しべにおける蔚および花紛の分
化の過程では、体細胞と生殖細胞が同調し、相互作用しながら
分化が進行していくが、これらの過程を制御する遺伝子発現の
調節機構はほとんどわかっていない。そこで我々は、その調節
機梅に関わる転写調節因子を同定するため、特にCys2/His2ジン
タフインガー(ZF)タイプ (EPFファミリー)に焦点を当てて、遺
伝子のクローニングを行い、コードするタンパク質の構造およ
び発現パターンについて興味深い結果を得たので報告する。
まず、 RT-PCRによって蔚において発現している 7つのZFプ

ロテインを検出し、さらに全長cDNAを単調監した。コードされ
ているタンパク質の構造として、これまでE が1個または2個
のものが報告されているが、ここで得られたものの中にはZFが
3倒または4個のものが含まれ、しかも ZF聞の距援が極めて長
いという点で新奇な構造であった。発現解析の結果， 7個の遺
伝子はそれぞれが約および花粉形成の過程の異なるステージに
おいて一過的に発現しており、分化の進行に伴って各遺伝子が
連続的に活性化していた。務内における発現の局在性を調べた
結果、これら遺伝子の発現は花粉において優勢ではあったが、
タペート、約書置においても鼠められた。また花粉は、タペート
層および蔚壁から分離しているにもかかわらず、あおよび花粉
形成の進行中、これら 3つの組織における EPF遺伝子の発現パ
ターンはほぼ向調していた。これらの結果から、華町および花粉
形成の各段階において即Fが果たす役割および務および花治の
分化が自律的に進行する機構を説明する EPFのカスケードを提
唱する。



lpE16 
雌しべに発現するEPFタイプジンクフィンガープロテインの
解析
念盆盆ニ1、z、菅野善明3、小林晃1、中川仁¥坂本綾子1、
Rybka. ZBIGNIEW'、西野徳三z、高辻博志I

P農水省・生物研、 z東北大・院・工、'青森グリーンバイオ)

ペチュニアのCysJHis，ジンクフインガー(ZF)転写調節因子は、
25個以上からなる犬きな転写調節因子ファミリー (EPFファミ
リー)を形成している。これまでに行った遺伝子発現解析や形
質転豊島実験から、これらの転写調節因子の中には植物の著書官形
成に軍要な役割をしているもの詩情まれると考えられる。今回、
厳しぺにおける器官形成や生殖過程の制御へのEPFファミリー
のメンバーの関与に着目し、雌しべの各組織に選択的に発現す
るEPF遺伝子について、 cDNAクローニング、構造解析、および
発現パターンの解析を行った。

以前報告したPCRによって得られたDNA断片の配列を元に、
子房由来のcDNAライブラリーから5種類の全長.cDNAをクロー
ニングした。 cDNAの塩基配列から、 E を2つ持つ典型的なEPF
型Eプロテインの他に、 ZFを3つ持つタイプのものも含まれて
いることがわかった。発現解析の結果、務官特異性では、この
うち4つの遺伝子はほとんど雌しべにのみ発現しており、他の1
つは雌しべ以外に花弁および雄しべに弱く発現していた。さら
に開花過程における、部位特異性および開花のステージにおけ
る特異色を詳細に解析した結果、子房にのみ発現しているもの
と子房、花柱および柱頭のいずれにも発現しているものに分か
れた。開花過程における経時的な発現の変化では、子房に特異
的な遺伝子は発現のピークがつぼみの段階に見られ、子房以外
に発現しているものは成熟するまで発現レベルが上昇し続ける
傾向を示した。現袋、器官形成および生殖過程への関与につい
て検討するため、受紛などに伴う遺伝子発現の変化の解析およ
びトランスポゾン挿入による遺伝子破損が表現裂に及ぼす影響
について検討している。

2aEOl 
コムギ葉緑体における光照射下での RubiscoLSUの

活性酸素による断片化

亙E皇童、清水佐知子、牧野周、前忠彦
(東北大・農・応生化)

昨年度の本大会において、私たちは、 RubiscoLSU 

が業縁体破砕液中で、活性酸素の直様作用により N

末領峨を含む 37kDとC末領域を含む 16kDのフラ

グメントに、特異的に分解されることを報告した。本報

告では、この LSUの断片化に対する光照射の影響に

ついて述べる。

葉緑体破砕液に強光(2IT1E m・2S・1)を照射すると、

両フラグメントの生成は大幅に助長されたのに対して、

完全な暗所下では、フラグメントの生成は全く認められ

なかった。次に、単雌チラコイド膜画分にRubisco精製

標晶を加え、光照射下でインキュベートしたところ、同

織に両フラグメントの生成がみられた。一方、葉緑体破

砕;夜に暗所下で過酸化水棄を添加しでも、 LSUの断

片化は認められなかった。

以上のことから、 LSUの 37kD、16kD両フラグメン

トへの分解には、光照射によりチラコイド膜で生成する

還元カが必須であることが示唆された。
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2aE02 
タバコ培養細胞 BY・2における自食作用の

コンカナマイシンAによる阻害

森安裕二(静岡県立大学・食品栄養科学締)

タバコ培養細胞 BY・2をショ穂を欠いた織地に移

すと，細胞内のタンパク質分解が冗進する. このタ

ンパク質分解の冗進は自食作用に因っていると考え

られるが，その詳しい機構はわかっていない.

本研究では，漉胞型H+-ATPaseの阻害剤であるコン

カナマイシンAの自食作用に対する効果を調べた。

コンカナマイシンAは波胞の pHを上昇させ，

ショ糖欠乏によって揖導されるタンパク質分解の冗

進を阻害した。それと同時に，多数の膜小胞が液胞

内に蓄積するのが観察された。これらの膜小胞は阻

害剤を洗ってやると消滅した.また，このような腺

小胞の蓄積は，ショ塘欠乏処理をしない細胞では見

られなかった.こららの結果は，植物細胞における

自食作用に渡胞が関与していることを強く示唆して

いる.

2aE03 
タバコ(Nicotianatabacum L. BelW3)業のアポプラスト
でのクロロゲン酸織化合物の酸化還元レベルのアス
コルビン援による調節
高浜有明夫 (九州歯科大生物)

タバコ葉のアポプラストにはアスコルビン酸(AA)、
デヒドロアスコルビン酸(DHA)それにクロロゲン酸
(CGA)様の化合物が存在していた.アポプラストの
[AA+DHA]量と[AA]/[AA+DHA]比は加鈴に伴って減少
しなが、シンプラストではこれらの量比に大きな変
化は見られなかった.他方、CGA織物質のアポプラ
ストでの量は加齢に伴って増加したが、シンプラス
トでは大きな変化は見られなかった.加齢が進んだ
業ではアポプラストに酸化型のCGAが見つかった.
この酸化型のCGAが検出されるときはAAは検出され
なかった.シンプラストには酸化型のCGAは検出さ
れなかった.これらの結果はアポプラストでの酸化
型のCGAの検出可能かどうかはAAの存否に依存して
いることを示している.アポプラストのベルオキシ
ダーゼ活性の加齢にともなう増加から、この商事繁が
CGA酸化に関与している推測される.タバコ業に
vacuum inf蜘 ateしたフェリシアン化カリが経時的に還
元されることは、 CGAの酸化に必要な過酸化水素は
細胞膜を介しての電子伝途反応によって供給されて
いる可能性を示唆している.



2aE04 
DAD-Jl;ij跡場周智醐制H好てか?
亜盤、期司段、島本功僚良先端大・ノfイオサイエンス)

劃肋においては、プログラム綱智防咽体発生、生体防御
悶司欠な綱舗嚇職権である。高耕酬においても同様
に、様々な生理過程において糊智砂重要な梯告を果たして
いることがわかってきている。
DAD-l (defenderagainstapopωtic.Q伺白)はヒト、ハムス

ター、センチュウにおいてプログラム綱WfP.湖職場縦を持
つ迦云子として同定されたものでL劃肋の綱留国駐削云子
の中明ト、槽防でも椙市町云子側館、されむ我々はこの
DAD- l イネ相暗量伝子〈即~l)を用いて、欄駒プログラ
ム綱卸肋借1麟糊捕時斬を行っている。

イネ花恥DNAライブラリーからRDAD-lcDNAを単離
し、塩基酬を決定した結呆 RDAD-lはアミノ酸レベルで
ヒトDAD-l、線虫DAD-lと47%、酵母0812と29%の相司
性を示しオリゴ糖購読鐸標 (OSηのサプユニットの一
つであると考えられる。 RDAD-IIまイネゲノム中に1コピー
存在し、毛恨で最も強く、カルス、視胆乳若葉成葉の
慣で強く発現していることがわかった。 DAD-lのlinvivoでの
欄Bを探るため、センス、アンチセンス即IAD-I討脚跨観
する形跡議イネ剖惜しむそ明書呆センスRDAD-l形
質転換イネでVAD-Iの商発現畑醤設できむしかし、アンチ
センスを導入したイネではアンチセンス自身は発現している
カえセンスDAD-lの発現量減州諸嬬守できていなu、現在さ
らに形随岡英イネの詳細な解析を行っている。

2aE05 
動物の細胞死抑制遺伝子bcl-xLおよびced・9を
導入したタバコで観察されるUV-Bおよびパ
ラコート耐性
LムM出L三浦正幸1、大橋祐子
(農水省・生物研・分子遺伝部、 l筑波大・基礎

医学・分子神経生物)

植物における細胞死の機構については、不明な点
が多い。我々は植物の細胞死が、動物で研究が進ん
でいるプログラム細胞死関連遺伝子の影響を受け得
るかを調べるために、ヒト及ぴ線虫由来の細胞死抑
制遺伝子、 bcl・xLおよびced・.!kDNAを、高発現プロ
モーターに連結し、タバコに導入して多数の組換え
体を得た。これらの植物の自殖次世代について、導
入遺伝子の発現をウエスタンまたはノーザン解析に
よって確認した。通常のタバコの葉にUV-Bを照射
したり、スーパーオキサイド発生型除草剤であるパ
ラコート処理を行うと、業の表面が傷害を受けた
り、業がしおれ退緑する。しかし、組換え体の中で
も導入遺伝子産物の発現レベルの高い植物では、こ
れらの処理に対して、明らかな耐性が認められた。
耐性の程度と導入遺伝子発現のレベルに相闘がある
ことから、動物由来のこれら遺伝子が植物の中でも
機能し、これらの遺伝子を過剰発現させた動物で観
察されたようなストレス耐性を植物に付与すること
が示唆された。
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2aE06 
動物由来の細胞死抑制遺伝子を導入したタバコ植物
で観察される業の形態異常
Eよ~， Kamal A. Mal i k， 三浦正幸 大橋祐
子 (農水省・生物研・分子遺伝部、 1 筑波大・基礎
医学・分子神経生物)

我々は、植物におけるプログラム細胞死の実態を知
るため、まず、ヒトおよび線虫由来の細胞死抑制遺伝
子 bcl-xlおよび ced・9が植物中でも機能するかど
うかを調べた.これらの cDNAを、植物中で働く高
発現プロモーターに連結してタバコに導入したとこ
ろ、多数のカナマイシン耐性個体を得ることができた.
興味あることには、これら再生体では、幼若植物の葉
の奇形が有意に多く、新たに形成される上位葉で奇形
は減少した.自殖次世代においては、傷を与えずに注
意して育てた植物では、幼若期および成熟期を通じて、
奇形率は対照に比べて明らかに多かった。奇形は、葉
の中肋から側脈分厳時のバランスの異常に基づくも
のが殆どであった.茎頂の切断により出させた般芽に
ついて観察すると、奇形の出現率は主茎のそれに比べ
て格段に増加した.これらの結果は、動物由来のこれ
らの遺伝子が植物で機能し、葉の発生・分化にも関与
するとともに、傷ストレスがこれらに影響を与えるこ
とを示すものと考えられる。

2aE07 
ニンジン懸濁培養細胞におけるコンディショニング
ファクターの不定匹分化に対する作用
自国皇企皇、牧久恵、内倉直美、大菅康一1、萱野暁
明2、田部井豊2、田中喜之2、鎌田博3、駒嶺穆(日本

女子大・理・物質生物科学、 1三菱重工業・基盤技術

研、 2農水省農業生物資源研、3筑波大・生物学系)

ニンジン培養細胞において37~63仰湿のembryogenic
な細胞塊を分画し、オ戸キシンを含まない培地で不
定臨分化を誘導すると、球状匪までは90%以上同調
するが、球状匹以降の分化は必ずしも同調性はよく
ない。さらに高密度の球状旺からの魚雷型匪への分
化頻度は著しく低くなる.これは球状匹以降の分化
の誘導には、細胞塊密度が関係し高密度下では不定
怪から培地中に不定匪分化を組害する因子(CF:
Conditioni且gFa仰の，特に低分子因子が分皆、されるこ
とが示された.阻害的なCFの不定匹に対する作用を
調べるため、この低分子画分を含むConditioned
Medium(CM)中で培養した時に得られた不定匪と球
状匹、魚、雷型匪の聞でボリペプチド種の相違を二次
元電気泳動法で比較したところ、いくつかの違いが
見出された.次に、不定匪分化過程での遺伝子発現
へのCFの髭響を調べるため、球状匹、魚雷型匹及
CMの低分子画分中で培養した球状臨について、デイ
ファレンシャル・ディスプレイ法による解析を行っ
たところ明らかな遺伝子発現の差が見出されたの
で、その結果も報告する.



2aE08 
不定匪分化初期に特異的に発現するCEM6遺伝子の
機能解析
阻隼差達、山越薫、佐藤茂1、出村拓2、牧久恵、

駒嶺穆(日本女子大・理・物生、 1三井業際バイオ研、

Z東北大・理・生物)

ニンジン格養細胞において、分画で得られた
em.bryogenicな細胞塊からオーキシンを含まない港地
中で高強度・同調的に不定佐分化が誘導される系を
われわれの研究室では確立している.この系を用い
て不定任分化初期に特異的に発現する遺伝子cDNAク
ローンを叩btta伺.vesaeeni唱によって単離した.その
うちの 1つCEM6クローンがコードするタンパクは、
グリシンリッチでN末端側にシグナルペプチドをも
ち、 82%が疎水性アミノ酸から成り立つことがわか
っており、ノザン解析などから明らかにされたその
発現パターンから、 CEM6がコードするタンパクは
細胞分裂と対応して発現する細胞壁または細胞膜の
タンパクであることが予想される.
われわれはCEM6の機能解析のアプローチとして、

insituハイプリダイゼーションにより不定妊分化の
各段階のCEM6mRNAIの局在の解析を試みた.
CEM6mRNAは球状匪から魚雷型症で強く発現し、
また不定旺の表皮組織に特異的に局在し、これは特
に魚雷型匹で非常に顕著であった.これらの結果と
オーキシン添加によるCEM6mRNA.の発現の変動等
の結果から、 CEM6の機能について論ずる.

2aE09 
ホメオボックス遺伝子の海入によるニンジン不定脹および幼篠物体の
形餓異常
室主重量1、日渡箱二人川原良一人福田裕穣 (1東大・理・植物園、
2東北大検・理・生物‘ 3理研・ジーンパンヲ)

幾々 はニンジン不定脹形成系を用いて、繍物の座発生の分子生物学的
な解析を行ってきた.ホメオボックス遺伝子は動物の怪発生時のパター
ン形成において転写関節因子として軍要な役割を果たしていると考え
られているが、我々 はホメオボックス遺伝子が植物においても隆発生の
プログラムを制御しているのではないかと考え、ニンジンから6個のホ
メオボックス遺伝子 (CHBs:CHBI・6)をh属商量した.CHBsはDNA結合邸
位と考えられているホメオドメインに隣鎗して、ロイシンジッパーモチ
ーフを持つ HD-Zipタイプの遺伝子であった.不定厩形成過砲でのノザ
ン解析と msi削 h向idi出削によって、 CHB2は心儀費量医で特111的に強〈
発現し、 CHBIは様状怪から心鴎型座、魚雷型経とステージが進むにつ
れて、ヨE頂と根織の分割組織に局在していくことが明らかになった.こ
のような興味深い発現在示すホメオボックス遺伝子の脹形成における
役割を明らかにするため、我々 が最近開発したニンジン不定匪への迅速
な遺伝子導入法を用いてCHB遺伝子を鴻入した.35Sプロモーター支配
下でCHBJ;およびCHB2をセンスおよびアンチセンスに発現するコンス
トラク卜を作厳し、アグロバクテリアを介してニンジン芽生えに海入し、
そこから不定径をoaした.その鎗果.CHBlのセンス方向のRNAを多
量に発硬させた形質転後体では子.に形態異常が見られた.また、 CHB2

をアンチセンス方向に発現させた形質転換体では脹軸郵位に形餓異常
が見られた.これらの結果をもとにCHBlとCHB2の匪形成における働
能について考療する.
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2aElO 
ニンジンの光合成燭濠遺伝子のクローニングと不定底分化過程
における発現解析
隼a2.蓋， 出村拓， 福田裕穂， (東北大院・理・生物東大
・理・植物園)

ニンジン不定底分化過程では後期魚雷型H以降に光に応答し
た緑化が観察される。そこでニンジン不定隆分化過程における
光合成組織の傷者事樋備に迫るため、光合成関連遺伝子のクロー
ニングと発現機式の解析を行った。
まずニンジンから、色素体コードのrbd...、核コードのcab友

ぴNADPH:protochlorophyllldeoxidoreductase (por)をPCR
法によりクローニングした。次に、崎地麓 (0) または24時間
明治養(L)した各ステージの不定廃のノザン解析を行った。
rbd...はすべてのステージ友ぴ光条件で発現金f見られた。 cab'卓
球状在、心臓型際、初期魚雷型Hを過して、 D、Lどちらもほ
'1一定のレベルで発現していたが、後期魚雷型H以降はDでの
発現が見られず、 Lの渇合のみ発現がみられた。したがって、
ca.臥宣伝子は不定底分化後期になると、暗所での発現が抑制さ
れ、光に応答して発現するようになると考えられる。 poパま初
期魚・型H以降に発現が見られ、 Lの方がDよりも発現量が多
かった。さらにInsltuハイブリダイゼーションにより、これら
の遺伝子発現の組織特異性を解析したところ、 rbd...は心臓型症
で、子糞に、魚.型怪では子葉の柔細胞やH織の皮膚に強い発
現がみられた.cabは初潮魚曾型自主で、子葉のつけねに、後期
魚雷製Jaでは茎I賀、子.柔細胞、Ja輸の皮膚の一部に発現が見
られた。一方po成後期魚雷型Hや幼栂物の子葉柔細胞、 E喜朗
の皮膚や維管業柔細胞において強い発現が観察された。これら
の遺伝子の発現織式をもとに、不定妊における光合成組織の分
化について考察する。

2aEll 
休眠臓芽における細胞周期制御因子の解析

室主盈注、森仁志(名大・農・生化学制御)

頂芽が切除されると休眠していた肢芽は細胞伸長

細胞分裂を伴って、成長を開始するの動物や酵母で

はG1期に重要な細胞間期制御ポイン卜が存在する

ことが示されており、休眠中の服芽にも同横な制御

機備が推測されるの我々は、細胞周期制御因子群の

mRNAの発現様式の解析より、休眠中のほとんどの

服芽細胞は細胞周期がG1期で抑制されていること

を既に明らかにしたの

休眠中の服芽細臨内の細胞周期制御因子の相互作

用を解析することを目的とし、 PCNA、cyclin 0、

cyclin B、cdc2(PSTAIRE配列}の特異抗体を調製し

たのその結果、 cyclinB、cdc2(PSTAIRE配列}は成

長中の服芽には検出されるが、休眠中の服芽にはほ

とんど検出されなかったn 一方、 PCNA、cyclin 0 
は休眠中の肢芽細胞にも検出されたのさらに、

PCNA特異抗体カラムを用いることにより、休眠中

の腕芽抽出液中にはPCNAとcyclin 0とが複合体を

形成していることが示唆された。これらの結果を基

に、服芽細胞が動物で示されているような細胞間期

制御機構によって休眠している可能性を考察するの



2aE12 
休眠肢芽に特異的に発現するADl遺伝子の解析

目血垂，森仁志(名大....生化学制御)

頂芽優勢は植物生理学上、古くから知られている現

象であるが、その分子機構はほとんど明らかにされ

ていない。我々は先に頂芽の切除により、肢芽で発

現の変化する遺伝子群の中から特に興味深い変動を

するADl、2、3を単離した。

ADl<<:名付けた遺伝子は、休眠中の肢芽で特異的に

発現し、他の組織ではほとんど検出きれない。また、

頂芽の切除により、その発現はすみやかに減少する。

ADlのmRNAは、約53伽であり、 35アミノ酸(ORFl)
及び25アミノ酸 (0貯 2)の短いORFしか取り得ない。

我々はこのmRNAの翻訳される可能性を調べるため

に、CaMV35Sプロモーターの下流に、 ORFl及び、

0RF'2をGUSとtranslationalfusionとなるようにつない

だ。これらをパーテイクルガン法を用いて、モヤシ

の匹軸に導入し、 GUSの一過性発現を解析した。そ

の結果、 ORFl・GUSの場合のみGUSの発現が観察さ

れ、 ORFlの35アミノ酸が翻訳されうる可能性が示唆

された。そこで、このORFlに対する特異抗体を調

製した。現在、この抗体を用い、休眠股芽組織から、

ORFlに対するペプチドの検出を試みている。

2aE13 
生長促進作用を持つ西洋ワサビ・ベルオキシダーゼ遺伝子の

イネへの導入

北j南千枝子，小川秀之¥吉田和裁，新名惇彦(奈良先端科学

技術大学院大学・バイオ大阪大学大学院・工)

西洋ワサビは多くのベルオキシダーゼ (PRX)アイソザイ

ムを有するが、当研究室で単離した C1aPRX (prxC1a)遺伝

子 (cDNA)をタバコとシロイヌナズナで高発現させると、生

長が促進され、タバコでは開花時期も早くなった。そこで本
研究では、その普遍性を調べるためにprxC1a遺伝子を実用単

子葉植物のイネに導入した。

遺伝子導入は繍弁と鳥山よって確立されたアグロパクテリ

ウム感染法に従った。宿主イネの品種はキヌヒカリとヤマダ

ニシキを用いた。CaMV355プロモーター -prxC1a融合遺伝
子を pBI101Hmに婦人したバイナリープラスミドをアグロパ

クテリウム EHA101に導入し、イネの怪童量由来カルスに 10
ppmアセトシリンコン存在下で感染させた。両品種において
ハイグロマイシン耐性の再生個体が得られ、サザンハイプリ

ダイゼーションにより prxC1a遺伝子の導入を確認した。また、

葉の粗抽出液を等電点電気泳動に供し、 i量動後のゲルを

4-chloro-1・naphtholと過般化水素を含む溶液に浸し PRX活性

染色を行った。その結果、 C1aPRX精製標品と同じ p17.8の

位置に形質転換体特異的な活性バンドを検出した。現在、形

質転換体第一世代より採取した種子を播種し、形質転換イネ

の生長速度と PRX活性との相聞について観察中である。
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3aEOl 
オートムギ及びコムギ幼業織における盆カ属性:刺激

角度依存性と auω加 pic鈎凶gh回 ingの関与

盤韮--1量，飯野盛利(大阪市大・理・植物園)

Gravi加がsmof儲.tand wheat ωlω'ptiles was studied泊
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the伊 .vi加 抑 喝nalIn both伺 ts岨dwh銅色白 rateof 

curva伽redroPJ凶sbaIplybefore the∞lω'ptit飽 tipreached 

位leverti回 1伊 sition.Theαu'v蜘rethen戸'Ogr億総dat a 

much lower rate un副 thetip r国 chedthe ver悦al， and 

during白islate phase of gravi回 p凶n， the apiω1 to middle 

戸市 ofthe∞1ωp創ebeganω 抑制gh回.It aPJ澗吋伽t
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3aE02 
疑似微小重力環境下におけるアラピドプシス花茎の

オーキシン穣性移動

血皐翠王a宮本健助，林智也，上回純一，山本良一1.保噂隆享2，
神阪盛一郎2(大阪府大・総合科学帝塚山短大・生物.
2大阪市大・理)

オーキシン極性移動に対する微小重力刺激の影響を明

らかにすることを目的として、放射性IAAを用いてアラ

ピドプシス花茎のオーキシン極性移動能に対する種々の

重力刺激の影響を調べた。

19重力下で生育させたアラピドプシスの花茎切片にお

いては頂端側から基部側への典型的なオーキシン極性移

動が認められた。花茎切片を水平に置いた場合、あるい

は、 3-Dクリノスタット上における疑似微小重力環境下

に置いた場合、オーキシン極性移動ほとんど影響されな

かった。また、放射性IAAを花茎頂端からパルスラベル

処理によってあらかじめインタクト植物に取り込ませた

後、花茎切片を側製し、 3-Dクリノスタットによる疑似

微小重力刺激の影響を調べた結果、緩性移動能は19重力

下のものとほとんど変わらなかった。以上の結果は、

オーキシンの極性移動のシステムが既に発達していると

考えられるほ重力下で生育させた植物体では、それ以後

に与えられた重力刺激の影響を受けないことを示唆して

いる。現在、微小重力環境下で生育させたアラピドプシ

ス花茎のオーキシン極性移動能について検討中である。



3aE03 
キュウリ芽生えの重力形態形成時におけるETR1類似遺伝子
の発現
藍韮飽t台.高繍秀幸(東北大学・遺伝生態研究センター)

比ぺ，フックの内側，すなわちベグ形成側において.9-12.及
ぴ9・10のmRNA蓄積量が減少することを見出した.一方.種
子を垂直に固定し発芽させた場合.吸水48時間後まではフッ
ク古室形成されず，支持台傭(フックの内舗の紋照実験区)と支
持台の逆側(フックの外側の対照実験区)において9・12及び
9・10のmRNA蓄積量の減少は箆められなかった.ii)種子を水
平に発芽させ.フックiJf形成・維持されている吸水後36.48
時間後の脹輸の頂端側において9・12及ぴ9・10のmRNA蓄積が
認められ.フックが関口している吸水後72時間後の.e紬の頂
端側においてこれらのmRNAの蓄積量が減少していた. これ
らの結果からキュウリ芽生えの重力形態形成時に.エチレン
レセプターの遺伝子発現が制御されていることが示峻され
た.

3aE04 
突然変異体エンドウ(ageotropwn)の根の伸長と屈

曲に対するカルシウムの作用

α紅 IesL. S血.emetz.直温室童，菅洋(東北大・

遺生研)

重力屈性を欠損したエンドウ(ageotropwn)およ

び野生種の根の根冠に 10mMのカルシウムを含

んだ寒天片(Ca勺を不均等に処理すると，根はすべ
てCa"とは反対側に囲幽し，この場合，臼み側伸長

帯の成長促進を伴う.一方.Ca"を根の初期伸長

域(DFZ)に不均等に処理すると，野生種の根はすべ

てea"側に屈曲するが.ageotropwnの根はDFZに

処理されたCa2+にまったく反応しない.同様にし

て，カルシウムキレート剤をDFZの片側に処理す

ると，野生種の根はキレート剤とは反対側に屈曲

するが.ageotropwnの根は反応しない.これらの

結果は，根の伸長・屈曲に対するカルシウムの作

用のニ面性と同時に，目立におけるカルシウム勾

配が重力屈性の発現に関与していることを示唆し

ている.
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3aE05 
樹木シュートの姿勢制御因子としての表面成長応力

一負重力屈性発現挙動の力学モデル

山杢準之、吉田正人、奥山剛(名大・農・応用生物)

傾斜している樹木シュートは、傾斜の上側または下側の二次

木部に“あて材"と呼ばれる特異な組織を形成する。そこでは

異常に大きな内部応力(成長応力)が発生する。これが、固く

木化した木本植物における重力属性あるいは傾斜霊力屈性の発

現の原因となっているものと患われる。しかしながら、このこ

とを、力学的考察にもとづいて定量的に涯明した併はない。そ

こで本研究では、シュートの時間的・空間的成長パターンを自

重綱加による曲げモーメントと成長応力発生による回復モーメ

ントとの捻抗作用と考えることにより、木本植物シュートにお

ける負軍カ屈性の発現挙動を力学的に定式化することを試みた。

その結果、

(1 )あて材部に発生する特異的に大きな成長応力は、木本植

物シュートの負重力屈性あるいは傾斜重力屈性の発現において、

本質的な役割を有している。すなわち、伸長・肥大成長による

自重量園加や葉の鍵茂などによるたわみ(しだれ)を補償するの

に+分な大きさの幽げモーメントを与える。

(2 )木本植物シュートに発生する成長応力は、種に固有な樹

形を発現・保持する上で、重要な役割を有している。すなわち、

シュートの時間的・空間的成長パターンの発現は、最終的には、

あて材の形成とそこに発生する特異な成長応力によって力学的

に制御されている。

3aE06 
エドヒガン系サクラのGA3処理枝における負の重

力屈性と成長応力

主国正ムs 山本浩之，奥山剛，中村輝子 1 (名大・

農 1日女大・理)

GA3処理による負の重力屈性発現における成長

応力の役割を理解するため，ヤエペニシダレ当年枝
を用いた.成長応力はストレインゲージ法により評
価し，それによる枝曲率と断面二次モーメントも測

定した.引張の成長応力がGA3処理枝と未処理枝

の上側で測定されたが，その値は処理枝の方が大き
なものであった.両校とも枝上側の木部に引張あて

材が形成されていたが. GA3処理枝のみが髄付近

にも引張あて材が存在していた.引張成長応力は引
張あて材の発達によって発生すると考えられてお
り，これらの結果から. GA3処理によって負の重
力屈性が発現したのは，枝上側で引張あて材細胞が
発達し，これによる大きな引張の成長応力が枝を上
向きにするモーメントとなったと恩われる.また，
このとき成長応力の役割は枝を上向ける働きだけで
なく，肥大成長による自身の重みの増加を支える働
きもしていたと考えられる.



3aE07 
ザンセツシダレモモにおけるジベレリンによる負の重力属性の

発現

塗盛差11.吉回正人¥中村輝子(日女大・理・物生名大-

Jl) 

エドヒガン系サクラにおけると問機に、モモにおいても、ジ

ベレリンが負の重力屈性を揚導するか杏かについて検肘した。

材料は、モモ (Prunuspers j CII)のしだれ性、ザンセツシダレ

および立性を用いた。組織化学的な方法および偏光顕微鏡によ

る測定方法は、すでに発表した。しだれ位校は、当年枝伸長開

始初期は、枝はしだれず上方成長を行う。やがて、自.を支え

切れずに伸長停止部位でたわむ。外生のGA3およびGAlはし

だれ性屈曲を阻止する。ジベレリン処理枝において、枚上側に

偏った偏心成長、形成層活性の高まり、木部..量細胞の分化、

二次細胞墜のセルロースミクロフイプリル傾角の減少時唱めら

れた。ジベレリン処理枝において、校上倒木部に成長応力が発

生して、枝を上方へと引っ張り上げていることが示唆された。

但し、モモにおけるジベレリン効果は、いずれもサクラにおけ

る効果に比べると小さく、また、サクラにおいて恕められたよ

うなあて材は誘導きれなかった。

校上側におけるミクロフイプリル傾角減少に基づく、上向き

の引張成長応力を生ずる木部組織は、総種により異なることが、

すでに傾斜刺激を用いて報告されているが、今回の研究により、

化学刺激によっても同様の結果古晴られることが明らかになっ

た。

3aE08 
シダレヤナギにおけるジペレリン処理による負の重力属性の

IIh1J 
童重量、中村錫子(日女大・院・理)

当研究室において、サクラ・モモにおけるジペレリンによ

るしだれ性の成長制御惨禍が研究されてきた.本研究では、

サクラ贋以外の樹木における植物ホルモンの作用を検討する

ためにシダレヤナギ(Salixbabylonica )の当年後を用いて、

ジペレリンおよびオーキシンの成長に及ぼす彫響を調べた.

シダレヤナギの当年後において、しだれ性は伸長率停におけ

る偏差成長によるのではなく、伸長停止帯における栂械的な

強度不足により生じていることが示唆された.さらに、処理

をしなくても綾上側に偏る偏心成長を行っており、ある程度

自重を支える能力をもっていることが明らかとなった.

GA，、 IAA処理により、しだれ性屈幽が阻止され枝は上方成

長に転じた.しだれ性屈曲阻止現象は、綾上側l木部における

織維細胞二次細胞蟹のセルロースミクロフィブリル傾角の減

少にもとづく、上倒jにおける上向きの引強成長応力すなわち

負の軍力屈性の発生により生じたものと考えられる.

このような結果より、ヤナギにおいては何ら処理をしなく

てもしだれ性緩が偏心成長を行っており、サクラやモモとは

異なり、自重を支える能力をある程度有していることが明ら

かとなった.さらに、シダレヤナギにおいてもサクラ、モモ

と同織に上向きの引慣成長応力の蹴海に綾上側におけるミク

ロフィプリル傾角減少が置要であることが示喰された.
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3aE09 
ヒャクニチソウ培養細胞の細胞分裂は活性酸素に

よって制御される

小川健一13、中島仁2、高部圭司2、岡田清孝1、

浅田浩二3 (宏事実理・植物、 2京都大・農、

3京都大・食研)

動物の細胞分裂時にO2ーが生成し、細胞分裂との

関係が示唆されているが、植物細胞での報告はまだ

ない。我々はヒャクニチソウ単離業肉細胞を用い

NADPHオキシダーゼにより生成するO2ーが細胞分裂

のシグナルとして機能することを明らかにしたので

報告する。ヒャクニチソウ業肉細胞を単離して管状

要素誘導培地で培養すると脱分化し、 2分裂したの

ち細胞は膨潤し、二次細施壁を形成して管状要素と

なる。細胞の単離直後からNADPHオキシダーゼの

阻害剤Diphenyleneiodonium(DPI)が存在すると細胞

分裂が阻害された。 DPI存在下であってもキサンチ

ンオキシダーゼ系により生成させたO2ーやグルコー

スオキシダーゼ系によって生成させたH202によって

分裂が促された。 HP2により分裂した細胞はO2ーに
より分裂した細胞に比べ褐色を帯び細胞障害を起こ

したように観察された。このように、 NADPHオキ

シダーゼが生成したO2-またはH202が細胞分裂を開

始させることが示唆された。

3aElO 
植物ヒストン遺伝子のS期特異的転写制御に関わる

加配列の存在意義

旦血盤二盤、賀屋秀隆、荒木崇、飯哲夫、岩淵雅樹

(京大・院・理・生物科学)

ckt配列は、植物ヒストン遺伝子の上流域に常に見

出される8bpの配列で、その存在様式から3つのタイ

プに分類されている。我々はすでに、 cktとHex配列

が対をなすタイプIエレメントがS期および分裂組織

特異的な転写制御に関わるシス配列であることを明

らかにしている。しかし、 α1配列をそのコアにもつ

llbpのタイプEエレメント及び加とCCAAT配列が

15bp離れて存在するタイプIIIエレメントの機能につ

いては不明であった。そこでこれらのエレメントを

上流に持つ35Sコアプロモーター/GUSキメラ遺伝子

を作製し、タバコに導入した。細胞周期を同調化さ

せた培養細胞におけるGUSmRNAの発現、幼植物体

のGUS染色の解析からタイプTI.IIIエレメントともに

S期および分裂組織特異的な転写を規定し得ることが

明らかとなった。以上の結果をふまえ、 ckt配列の役

割について考察する。



3aEll 
イネのcd:2ホモログの細胞周期依存的な発現制御
盗且正盟、梅田(原)千景、山口雅利、橋本純冶1、内宮博文
(東京大・分生研、 I農水省・生物研)

継物は一生を通じて常に細胞分裂の停止と開始を繰り返すことに
よってその形態を形成し、生命活動を維持している。差是々は特に非
分裂組織からの分裂開始に注目して、細胞周期に関与するサイクリ
ン依存性キナーゼ(Cdk)の発現解析を行っている。
イネでは我々が最近発表したd別Aクローンも含めて、会郡で4種

類のcdc2ホモログ (051、052、O部 dc2、R2)が単司監されている。そ
こで我々は、イネの幼機物体の根を材料に用いたinsitu hybridization 
によって組織レベルの発現解析を行った。クローン聞での相向性の
高いドメインカ宮存在するため、プロープは主に3・.非翻釈領域を用い
て作製した。根端分裂組織における発現を解析したことろ、 051、
052、R2は殆ど組織全体で発現していたものの、発現量はかなり低
いものと考えられた。一方、 O民dc2では、スポット状の比較的強い
シグナルが観察された。一般に、分裂組織では各細胞が同関せずに
活発に分裂を繰り返しているので、隣援する細胞が同じ細胞周期の
ステージにある可能性は低い。したがって、 O田dc2で見られたスポ
ット状のシグナルはO民 dc2が細胞周期のある特定のステージで強〈
発現するために、対応する細胞でのみシグナルが検出された結果と
考えられる。 051、052はサイクリンと相互作用する阿TAlREドメイ
ンが保存されているのに対して、 O民 dc2はアミノ酸置換が起こって
いる。これはキンギョソウで提唱された阿TAlREドメインに基づく
発現パターンの分類モデルとよく合う。しかしR2は町TAlREドメイ
ンが保存されていないが、阿TAlREタイプの細胞周期非依存的な発
現パターンを示した。したがってR2は新規の臼kとして細胞周期に
おいて別の役割を担っている可能性が考えられる。酵母の変異株を
用いた相補実験の結果も合わせて報告し、それぞれのCdkの機能に
ついて考察する。

3aE12 
B-tYI>eサイクリン遺伝子のM期特異的発現に関わ

る制御機構

呈盛正盤、岩瀬政行、渡遁昭(東京大・院・理系・生

物科学)

細胞周期の特定の時期にだけ発現する遺伝子、いわゆ

る細胞周期依存的な遺伝子が近年、高等植物からも複数

単隠されている。しかし、その周期依存的な発現がどの

ようなメカニズムによって制御されているのかについて

は全く明らかにされていない.演者らは、ニチニチソウ

の向調培養系を用いて、 B-tyt>eサイクリン遺伝子

(CYUがM期特異的に発現すること、またCYM遺伝子

のタバコのホモローグ(Nt-CYM)がタバコ培養細胞BY2
の同調培養系で同様にM期に発現すること、さらにこの

ニチニチソウのCYM遺伝子の上流域462bI>がタバコ繕

養細胞中でレポーター遺伝子にM剣特異的発現を付与す

ることを明らかにしてきた。そこで、このCYM遺伝子

上流域;462bI>を5・および3・側からdeletlonした欠失型プ

ロモーターをルシフエラーゼ遺伝子と融合させ、複数の

キメラ遺伝子を作製した.これらをアグロバクテリアを

介した方法でBY2に導入した。得られた形質転換体を同

調培養し、ルシフエラーゼ活性を測定することにより、

改変型プロモーターのM期依存性について解析した。こ

の結果、 M期依存性に関するエレメントは462bI>の中に
複数存在すること、上流域ー80までの非常に短い配列が

M期依存的な発現を付与できることを明らかにした。現

在、この上流電車-80までの配列を用いて、 M期依存的な

発現に関わるシスエレメントの同定を行っている.
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3aE13 
タバコの RbcDNAの単離と発現解析

主主よ準王、開買政実、新名惇彦(奈良先端大・バイオサイ工ンス)

[目的] 真核生物の細胞周期制御は、基本的には共通の繊栂が

存在することが明らかとなりつつある。細胞周期制御において中心

的な役割を果たすサイクリン依存性キナーゼ (CDK)，:，サイクリ

ンと複合体を形成することにより、セリン/スレオニンプロテイン

キナーゼ活性が制御されている。動物ではS剣の直前lこRpointと呼

ばれる制御点があり、細胞周期を進行するか停止するかを決定して

いる。G1期の停止はRbが制御しており 、G1サイクリンがRbをリ

ン駿化することによってS期の移行が決定されることが判明した。

つい憲近、 トウモロコシから Rb類似遺伝子(ZmRb1)が単離され、

植物でもRbがG1期制御に中心的に働くメカニズムの存在が示唆さ

れた。本研究では細胞分裂の重要な制御ポイントであるG1期制御

の分子様備を解明することを目的として、タバコ (Nicotiana
tabacum)からRbcDNAを単離し、その発現機式の解析を行った。

【方法及び結果1 トウモロコシから単離されたZmRb1の一昔日を
プローブとして、::;rパコ地養細胞BY-2のcDNAライブラリーをスク

リーニングした結果、 1個のクローンが取得された。その泡基配列

を決定した結果、 Rbファミリー遺伝子に共通して保存されている

ポケット領土或が存在することが分かった。また、動物ではRb蛋白

質はRb結合モチーフ(LXCXE)を介してサイクリンDと結合するこ

とから 、twohybrid法を周いて調べた結果、タバコRbとサイクリン

Dが結合することが判明した。現在、タバコRb類似遺伝子の発現

織式を解析している。

3aE14 
タバコ細胞の泡殖制御・ NPK1プロテインキナーゼ (MAPK附<)

とN刈<1キネシン織タンパク貨の相E作用
五且盛盟、西浜竜一、坂野弘美、町田泰則(名大院・理・生
命理)

タバコのN円<1プロテインキナーゼ (6ωa.a.)Id:、その推定
されるアミノ酸配列から、 N末錨側のキナーゼ領焼、 C末鋪側
の非キナーゼ領減に分けることができ、キナーゼ領爆は、ア
ミノ酸配列に関レてMAPKKKと類似しており、またその発現
は出芽酵母のMAPKKKの変興株を相補できる。愚近、我々は
NPK1の活性化因子としてN刈く1キネシン梅タンパク貨のcDNA

をクローニングした。縫定されるNAIく1タンパク質 (959a.a.)

は、 N末鏑側にはキネシンのモータードメインと高い相同性
を示す領援をもっており、 C末蹄側Id:、新奇な配列をコード
している。また、酵母を用いだ遺伝学的生化学的な解析から
NPK1の活性化にId:、 N刈<1のC末錨側とNPK1の非キナーゼ領
爆が必要であることが分かっている。このことからN円<1の非
キナーゼ領減は、キナーゼ活性の調節領燥であると考えられ
る。我々は、 N刈<1によるNPK1の活性化はそれらの分子間相
互作用によるという仮説を立て、酵母のtwo-hybridsystemを
用いてこれを検討レ、さらに相互作用に関与する領減を同定
することを試みた。その結果、 N刈<1の回5・756a.aの領燭と、
NPK1の霞ちC末錨側の 627-690a.aの領鼠で相E作用してい
ることが分かつだ。さらにその領減では、 coiled-coil縄造を
とりやすいことがそのアミノ酸配列からf量定された。以上の
ことから、 NPK11d:NAIく1とのcoiled-coil梅造を介レた相互作
用によって活性化されるものと推測される。さらに、 N刈<1と
相互作用するNPK1以外の因子が惇在すると考え、これらをス
クリー二ングしている。





laFOl 
日長感受性に関わる遺伝子CONSTAN.初イネ相同
遺伝子の単離と解析
皇血且盤s 井i事毅， 島本功(奈良先端大・バイ
オ)

長日植物シロイヌナズナの日長感受性が失われ
た変異株から得られたCONSTANS(CO)遺伝子
は、開花促進作用を持ち、長日条件下における発
現が増加することが知られている。短日植物にお
いても同様の機能が存在するかを知るために、
我々はCO相同遺伝子を代表的な短日植物であるイ
ネから2クローン単離した。これらの二つのクロー
ンRCOlおよびRC02は、それぞれ354及び400アミ
ノ酸から構成されており、 N末端部分にCOと共通
の二つの"C-X2-C-Xl6-C-X2・C"のZincFinger Motif 
が存在した。この部分を比較したところ約53%の
類似性が見られた。さらにC末端部分のMアミノ
酸からなる領域において、 COと約80%の類似性の
見られる高度に保存された領域が見つかった。

現在、 COの相同遺伝子RCOlおよびRC02を過剰
発現するイネ及びシロイヌナズナの形質転換体を
作出し、開花に対する影響を調べている。また、
イネにおけるRCOlおよびRC02の発現様式も解析
する予定である。

laF02 
青色光及び赤色光によるトウモロコシ幼業鞘の

成長抑制

Mohammad Masud PARVEZ.韮埜型圭，保尊隆享，
神阪盛一郎(大阪市大・理・生物)

私達は、暗条件下で育てたトウモロコシ芽生えに白

色光を照射すると、幼業鞘の成長が強く抑えられ、そ
の際、細胞獲の伸展性と細胞液の浸透波度が低下する
ことを報告してきた。今回、これらに対する青色光及
ぴ赤色光の影響について検討を行った。

青色光及び赤色光(共に5Wm-2)は、共に幼業鞘の成
長をほぼ同程度抑制し、特に暗所で成長の速い基部で

の抑制が大きかった。この時、青色光と赤色光は、細
胞壁の伸展性をほぼ同程度低下させており、特に基部

で、その低下が大きくなっていた。また、青色光と赤
色光共に、細胞液の浸透渡度を低下させた。この青色

光及ぴ赤色光の成長、細胞壁伸展性及ぴ浸透浪度に対
する効果は、いずれも光照射後1時間以内に見られる
早い反応であった。さらに、幼業鞘の各部位の成長速
度と細胞壁伸展性及ぴ浸透波皮との聞で高い相関が見

られたことから、青色光及ぴ赤色光は細胞壁伸展性と
浸透議度の双方を低下させることにより、幼業鞘の成
長を抑制することが京された。
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laF03 
BLUE LIGHf-INDUCED SHR町K別 G OF PROTO-
PLASTS FROM Arabidopsis HYPOCOTYLS AND 
PHYTOCHRO勘ffi-DEPENDENT EXPRESSION OF 
TIIE BLUE LIGHf RESPONSIVENESS 
Xiaoiin民 WANG，Moritosbi IINO; Botani伺 1Gardens， 
Fac. Sci.， Os比aCity Univ.， Kanano・.sbi，Osaka 576 

The proωoplasts isolated from hypocotyls of Arabid.ゅ u
t加 lianas剖 lings(red light-adap凶)were incubated 
m白r∞ntinuo噛 F吋 light，and血町 volumewas 
monito叫.When treated with a 30・s凶 seof blue light， 
由国eproωoplasts回 nsientlyshrank， showing a minimal 
volume 5 min aft釘白書 blue light 住ea伽1ent.百1e
protoplasts also shrank when exposedω ∞ 叫nuousbl田
light， but again回 nsientlyshowing a minimal volume 
about 10 min a伽 theonset of blue liゆ.t.百1eprotoplasts 
isola旬dfrom也e砂4mutant of Arabid.句，sisdid not show 
any shr泊kingrespo田 eωbluelight， indi伺 伽g白血tthe 
ob崎四吋M田・lightrespo由 eis directly relatedω泊施 light
rω叩tionsys岡 Dresponsible for the blue light-de開 1dent
inhibition of hypocotyl gro叫 1.Fur仕町more，no blue 
light-dependent shrinking蜘 kplace in the protoplasts 
isolated from the phyA~同yB d叩 blemu伽 t，su.鴎 es出g
也atphytochrome is required for the establishment of the 
blue light-rec句，tionsys回 D.

laF04 
西洋わさび毛状根からのフィトクロム遺伝子の単
離と解析・ n:阻:m.目立Eの解析
査藍JL、原因宏、鎌田博(筑波大・生物)

西洋わさぴ(企血盟組UY錨幽a)にA 血血鍵盤
を感染させて得られた毛状根は、植物ホルモンを
含まない路培地上で明所下で培養すると、不定芽
が形成される。この光誘導不定芽形成には、光受
容体としてフイトクロムが関与していることを光
作用スペクトルの作成、フィトクロム活性の測定
などにより明らかにしてきた。さらに、この現象
に関与するフィトクロムの分子種を明らかにする
ため、西洋わさび毛状根より作成したcDNA ライ
ブラリーを用いてフィトクロム遺伝子のスクリー
ニングを行い、これまでにmYA.目立主を西洋わ
さびより単離してきた。
そこで、これ以外のフイトクロム遺伝子の単離

を行うため、アラピドプシスの盟:m. fl立II
mmのcDNA断片をプロープとしてスクリーニン
グを行ったところ、fHYB. と相向性を持つ
企虚m::魁s企虚lillW.および盟主Eと相向性を持つ
企虚HYE1.が単離できた。また、ArfHY魁および
企虚lillW.は、 5'非翻訳領域の長さの違う同じク
ローンであった。



laF05 
完全寄生植物ネナシカズラの色素体ゲノムにおける
光合成関連遺伝子の織造と機能:ndh遺伝子の欠失

および偽遺伝子化
E左童温，若杉達也古橋勝久，山田恭司(富山大・

理・生物新潟大・理・生物)

完全寄生植物であるネナシカズラは、光合成によ
る独立栄養生活を営むことができない.しかし、そ
の色濃体ゲノムには、ほとんどすべての光合成系遺
伝子に相同な配列が存在している.本研究では、ま
ず光化学系 1，11の遺伝子など10種の光合成系遺伝
子についてノーザン解析を行った.その結果、すべ
てについてシグナルを得ることができた.このこと
から、これらの光合成系遺伝子は、実際に転写もさ
れていることが明らかとなった.次lこndh遺伝子群
についてサザン解析を行ったo ndhB遺伝子ではシグ
ナルが検出されたが、コード領域内に大きなギャッ
プを含んでおり、偽遺伝子になっていると考えられ
た.一方、 ndhB遺伝子以外の10種のndh遺伝子では
シグナルが検出されず、全部もしくは一部の領域が
欠失している可能性が示された.以上の結果は、完
全寄生植物であるネナシカズラの色素体ゲノムにお
いて、光合成系遺伝子は機能的に保持されている
が、 ndh遺伝子群は選択的に欠失していることを示
唆している.

laF06 
完全寄生植物ネナシカズラ (Cuscutajaponica)の芽生え
の光応答特性(I )伸長生長およびクロロフィル合成
の4儀式
山血益亘多国欣史，成沢雅広，若杉達也(富山大・

理・生物新潟大・理・生物)

一般の被子植物の芽生えでは、光照射によって、子黛
の展開・クロロフィルの合成・光合成関連遺伝子の発現
が促進されるが、底納の伸長は抑制されるo C. japonica 
は、完全寄生伎の被子植物であり、宿主植物に絶対的に
依存しなければ生存できないにもかかわらず、光合成能
力を保持している.本研究では、このような特殊性をも
っc.japonicaの芽生えにおける光応答の特徴を明らかに
するために、芽生えの伸長生長およびクロロフィル合成
に対する光照射の膨響を調べた.明条件下あるいは暗条
件下で温子を発芽させ、それぞれの芽生えの長さとクロ
ロフィル含量を測定し、比絞した.その結果、 C.
japonicaの芽生えでは、伸長生長は被子植物一般の場合
と異なり、光による抑制を受けないが、クロロフィル合
成の方は光による促進を受け、一般の被子植物の場合と
問機であることが明らかとなった.この司E実は、 C
japonicaにおける光のシグナル伝達が、被子植物一般の
渇合とは異なった経路で行われている可能性を示してい
る.そのような可能性は、赤色光・膏色光・近赤外光の
連続照射下での芽生えの伸長生長の結果からも支持され
た.
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laF07 
完全寄生植物ネナシカズラ (Cuscuta japonica)の

芽生えの光応答特性 (11) 光応答性遺伝子の発現パター

ン
蓋髭違虫、柴田未知恵、成沢雅広、多国欣史¥

山田恭司(富山大・理・生物、'新潟大・理・生物)

ネナシカズラ (Cuscutajaponica)は完全寄生性の

被子植物であるが、光合成も行っている.長近、ネナ

シカズラの芽生えでは匪紬伸長などにおける光応答反

応が一般の植物と異なっていることが示喰された.そ

こで、光合成系遺伝子をはじめとする光応答性遺伝子

の光による発現鯛節についても解析を行った.クロロ

フィルa/b結合タンパク貨遺伝子(cab)の構造と発現に

ついて調べた結果、ネナシカズラのca紛宣伝子産物は一

般の被子植物のものと構造的に煩似していた.一方そ

の発現については、ネナシカズラでは稽所で育てた芽

生えにおいても、明所で育てた芽生えと問機のcabm 

RNAの醤積が晃られ、一般の植物の喝合とは異なっ

ていた.このことから、ネナシカズラにおいては光合

成系遺伝子の発現に関わる光シグナル伝達の経路が一

般の植物と異なっている可能性が示唆された.さらに

RuBisCO小サプユニット遺伝子(ゆcS)とカルコン合成

醇集遺伝子(chs)の構造と発現についても報告する.

laF08 
フシナシミドロ多様細胞の青色光照射蟻で蹟発

される核分裂と分枝

高橋文雄、 菱沼佑¥宜圃撞曲(東北大・遺生研、

1山形大・理・生物)

黄色植物に属する管状多核細胞フシナシミドロ

(Vaucheria)の基部の一部を青色光 (BL)で照射す

ると、照射域にすばやく葉緑嗣可集まり (8聞 n1蜘)、

その後 (5-7時間)照射域の中央から 1ー数本の枝が発

生する (Kalaoka1975)。我々は蛍光抗体法と DAPI

蛍光法を用いて、BLによって起こる微小管 (MT)と

核の形態や分布の変化を解析した。 MTは葉緑体集合

時(<却分)には変化しないが、 BL附台 3-6時間後

に配向ItJ筒.tt-や司btて消滅する。葉大量の核は皮膚原形

質中で均等に分布しており、葉緑体¢樽動中も、 BL照

射塘へ移動することはない。代わりに‘ BL聞射世に君事

秤寸る結4舎でが. 関射唱-2 障措踏に因調的に伶型~脚台

L立。隣接する非照射域では全く分裂は観察されなかっ

た。 12hU12hDの明期開始2・4時間指弘試料の約10%

で先端から基部に向かう分裂波カもみられた。 残りの試

料での核の運命や、通常の棋分裂周期と BL誘発核分裂

との相闘を検討する。



laF09 
植物根組織細胞の生理・形態学的研究.(1 V) 矯地

中の水によるエンドウ根組織申の空機形成率の変化.

仁木輝緒、梶隆(拓殖大学・工、政経)

著者らはこれまでエンドウ (Pisumsativum cv. 

Alaska)の犠に形成される空隊について、その形成の

要因を採って来た.官官回 ('95、'96)、培地に加える

水の量を変えることにより、 4震の成長量が増し、空隙

形成率が高まることを報告した。今回は根の成長を促

進させる培地の水の量と、空隊形成の関係をより明ら

かにするため、加える水の量を多くし、空隙の形成と

の関係を調べた.

2 のピーカにパーメキュライトを入れ、培地の

水のまを 750，1，500， 2，200 ml とすると、根の成長

は 1，500圃Iまでは増加を示す. 1，900， 2，200 mlで

は 1，500田1での成長以上の増加はみられなかった。

なを、培地に加える水の量 2，200皿lは水がパーメキ

ユライトの上面より上で、滞水状餓を示している。空

隙の形成率は培地の水が 1，225mlまでは 20・30% 
である。しかし、培地水の量が増えると空隙形成率は

飛躍的に高まり 1，900，2，200 ml では 80-100%と

なった.

これらから、空隙の形成の要因を議論する。

lpFOl 
鰻点を欠損したブラシノ藻Mesosligmaが示す走光性の

特徴(方向陽険性、光感度、波長依存性)について

盤丞透、渡辺哲、宮村新一、緬輝三 (筑波大学・生物科学系)

【導入] 緑色鞭毛軍事およびブラシノ蕩の走光性に関与する光受容体は

ロドプシンであるとされている侭mml%1994. Deininger et al 1995) 

が、走光性における眼点の織能については、その多くが未だ推測によ

り.18されている。

I目的14株のブラシノ蕩 Mesostigmaを観察したところ、この内の 1

株に脹点が光学顕微鏡レベルでoめられなかった。そこでこの検の走

光性を解析したところ、 f也の検と異なり、入射光に対して垂直な方向

に走性を示した(diaphototaxis)。この特異な走性は hydroxy加nme処理

により他の株の走光伎と問機に阻害されたので、この株は光受容体の

変異を起こしていないと判断した。そこで本研究は、この眼点欠鋼株

と他の練のまE光性の特徴を比較することにより、走光性における眼点

の傷能を探る事を目的として行った。

[.吉果1 1)JE点の有無による光_.の差:正常な株の緑色光域(500nm

-580nm)での光感度は眼点欠繍株に比べ平均で 16.4倍(S.E:t6.2)高い

値を実測した。これは眼点により:光のコン kラストが強おられるとす

る説を支持する。 2)眼点の省無による波長依存悼の遣い:眼点欠損

株は青色光(400nm-480nm)に対する感度が優度に低く、この波長械の

作用スベヲトルの形が他の株と大きく異なることを見い出した。よっ

て眼点は特に膏色光を奮しく強めている可能性が考えられる c
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lpF02 
短日植物加'moeat明白に見出された連続照明下

で常に花芽形成するプロトクロ}ン

盟墨金王、尾崎菜子、丹羽勝、丸橋亘、横田国夫1

(茨城大・燥、 1茨城県生工研)

短日植物であるサツマイモ近縁野生種加'moea

的ifidaK221系統のプロトプラスト再分化植物で、

初vitro連続照明下で常に花芽形成するクローンを

見出した.この性質は、肱芽矯養の繰り返しゃ、

税再分化過程を経ても維持された.このクローン

の植物の各業肢に存在する主芽と副芽のうち、主

芽には包業様の構造が見られた.また、全ての業

を展開前に切除しても、植物は初vitroで花芽形成

することを確認した.このクローンの植物をアサ

ガオバイオレット系統を台木として接木し、連続

照明下で育成したところ、葉切除した接穂すべて

が着奮した.このクローン植物と短日性のよtrifida

とのF.3個体を初vitro連続照明下で育成したとこ

ろ、そのうち 1個体が花芽形成した.

lpF03 
分子内に二重結合を有する新規ポリアミン

藤原仲介、米山忠克 1 (四国農試・資源利用研、 l農業研

究センター・栄養診断研)

細胞の分裂・増殖や分化のみならず、細胞が恒常性を

維持するうえで重要な役割を果たすボリアミンについて

は、これまでに様々な類縁物質が自然界に見出されてい

る。我々も近年アズキの根粒内に新規のトリアミン (4
アミノプチルカダペリン)の存在を見出した 1)。豆科植

物の根粒内にはまだその他未知のボリアミンが含まれて

おり、今回はそれらの中で分子内に二重結合を有するも

のについて報告する。

キマメやフジマメ根粒の酸抽出液をベンゾイル化して

HPLC分析を行うと、プトレシンとスペルミジンの聞に

複数の未知ピークが出現した。ボリアミンを合フッ素誘

導体に変換しGC分析を行った場合にもこのような未知ピ

ークが現れた。これらの成分は、陽イオン交換樹脂に強

く吸着することから、ボリアミン同様強温基性物質であ

った。 GC-MSにおける既知ボリアミンとの開列パターン

の比較やフラグメントイオンの解析から、一つはスペル

ミジンの、今一つは根粒内の主要ボリアミンであるホモ

スペルミジンの各々分子内に二重結合を有する新規のボ

リアミンであることが分かつた。
1) Fujihara. S. et a1. (1995) J. Bio1. Chem. 270:9932-9938. 



lpF04 
スギAGAIIOUSho・ologの雄花での特異的発現
温主主主主、二村典宏、向井 議、長尾精文、 Y.Wang， 
篠原健司 (J腹水省 ・緑林総研)

裸子植物の生殖器官は彼子僧物のものと形般的に全〈
異なる。割里子纏物の生殖器官の形態形成の仕組みを明ら
かにするため、スギ(CryptOlleriajaponica)のホメオテ
ィックタンパク寅に対するcDNAをクローニングし、その発
現特性について解析している。

シロイヌナズナのMADSbox遺伝子の温基配列に基づき
プライマーを合成し、スギの未発達な総花及び雌花より単
雌したpoly(A)+RNAを鋳型にし、 RT-PCRを行い、スギ由来
のMADSboxlこ相当する2種類のcDNA断片を得た。これらを
プロープとして、最終的に2種類のMADSboxタンパク賀に
対するcDNAクローン(pCJAGl，pCJAG2)を単雌した。 CJAGl
及びCJAG2は、 MADSboxタンパク貨に特徴的なNADSboxと
K boxを持ち、それぞれ23.6kDa及び22.0kDaのタンパク質
をコードする。これらのMADSboxのアミノ隊配列を既知の
情報と比綬すると、シロイヌナズナAGAIIOUSのものとそれ
ぞれ約71%及び68%と高い相同性を示し、両者ともに、
AGAMOUS ho・ologであると推定された。 CJAGlとCJAG2は互
いにC末端以外の領量産で高い相向性を示したが、 CJAG2に
はMADSboxとKboxの間の領織で9アミノ磁残基の欠失が
見られた。 CJAGlとC必G2I立生殖鑓官でのみ発現し、葉、
若い茎、復での発現は全く検出できなかった。また、こ
れらの遺伝子はジベレリン処理により誘導されるスギの
花芽分化過程で、雄花とa草花の織.8IJ可能な時期から発途
段階の後期に至るまで雄花で特異的に発現した。

lpF05 
シロイヌナズナ αpプロテアーゼの業縁体の老化

に関与する可能性について

車並ニ差、伊藤正樹、 渡 海 昭 、 篠 崎 一 雄 東 京

大・院・理系・生物科学、 1理研・植物分子)

業縁体の退化は様々な環境要因によっておこり、様々な現象

が高度に制御されながら進行していく過程である.中でもタン

パク貴分解はその進行に大きな影響を持っと考えられる.大腸

菌で知られる αpプロテアーゼは調節サプユニットの αPA、

プロテアーゼ活性を担う αpPからなっており、植物では口pA

は核に、ClpPは費量縁体ゲノムにコードされている.これまでに

シロイヌナズナの自然老化、また時処理によって稼導した老化

において、ロpA遺伝子erdlが発現誘導されることを報告した.

本研究では、 erd1タンパク賓およびClppに対する抗体を作

製し、シロイヌナズナ緑棄の老化におけるこれらのタンパク貨

の蓄積量の変化を解折した.その結果、植物体を暗処理するこ

とによって erd1タンパク質はその遺伝子の転写産物量の変動

と一致した量的増加が確飽された.一方 αPPはその転写産物

量と同じく大きな変動は見られなかった.また非変性条件下に

おけるイムノプロット解析により、これらのサプユニットが大

腸菌で報告されているのと同様に、葉緑体内で巨大会合体を形

成していることが確認された.
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lpF06 
ホウレンソウ業のマイクロボディ型アスコルビン酸ペルオキ
シダーゼの分子的性質と生理的意義
吉村和也、吉井真人、三持者登貧子、田茂井政宏、石川孝惇1、
武田 徹、草且」包(近蔵大.a・食栄、 1和医大・生化)

高等植物のアスコルビン酸ペルオキシダーゼ仇品P)は葉緑
体チラコイド、ストロマおよび細胞質にアイソザイムとして
局在する。最近、カボチャおよび綿子葉のマイクロボディ画
分にASAP活性が存在することが報告された.そこで今回、
ホウレンソウ緑化子業のcDNAライブラリーより、高等植物
のASAPと反応する抗E噌 :lena細胞質型A凶Pモノクローナル
抗体(EAP1)を用い曲、マイクロボディ型k>AP(rnA凶P)

cDNAの単際および解析を行った。また、大腿薗での発現系
を構築し、リコンビナント酵素の特性を緑化子葉マイクロボ
ディのmA凶Pと比較検討した。さらに、 ASA再選元系につ
いても考察した。
イムノスクリーニングの結果、 cDNAクローン(SAP30)は

286個のアミノ酸(推定分子量31507Da)をコードする858bp
のORFからなり、推定アミノ霞配列は線子葉mA凶Pのそれ
と83.7%の相同性を示したo C末端に疎水性の高い配列が認
められた.ホウレンソウ緑化子葉から絢製した粗静棄を用い
たショ繍密度勾配遠心法により得たマイクロボディには
A凶Pおよびモノデヒドロアスコルビン酸レダクターゼ
(MD品AR)が認められた。マイクロボディの界面活性剤およ
びトリプシン処理より、mASAPはMD加ARと共に細胞質側
に局在していることが明らかになった.大腸菌より部分精製
したリコンビナント静棄はネイティプのmASAPと同様の酵素
判旬性質を示し、 A品欠乏下においても比較的安定であった。
1) Bloch加 .Blophys. Acta 1290，69-75 (1996) 

lpF07 
ホウレンソウ業の葉緑体型アスコルピシ費量ペルオキシダーゼアイソ
ザイムはC末端領峻の選択的スプライシングを受ける
車誼狙S也事E回行哲、本国酎ム回茂井政宏、石JII孝伊、
武田徹、重開成従薗火.a・食栄・和医大・生イt;)

我々は今までに抗Eugl.白羽細胞質型アスコルビン酸ペルオ
キシダーゼ仏凶P)モノクロナール抗体を用いて、ホウレンソ
ウより業縁体チラコイド{凶品P)、ストロマ(5品AP)、マイク
ロボディおよび2つの細胞質型のA凶PアイソザイムcDNAを
クローニングした問。その中で、葉緑体型A品Pアイソザイム
はトランジットペプチドを含むN末端から364アミノ酸残基が
1つのC末端アミノ酸を除いて同一であった.さらに凶SAPは、
凶SAPよりC末端側に70残基長く、車農水性の高い領減を含ん
でいた.以上より、 2つの葉緑体型A凶Pは同ーのDNAにコー
ドされ、各々のmRNAはC末端側の選択的スプライシングに
よって生成されることが示唆された.そこで、ホウレンソウ
ゲノムDNAライブラリーより葉緑体型ASAPiI伝子の単般を
試みた.
凶SAPのcDNAをプロープとし、ゲノミックサザンハイプ

リダイゼーションを行い、バンドが認められた約3-ukbpの
E∞悶処理断片から、パーシャルゲノムライブラリーを作製
した.スクリーニングにより約4.6kbp(PAsAP1)， 3.5 
kbp(PA凶P2)，5.6 k切(P.品 AP3)の3つの断片が得られ、これ
らは全ASAPi宣伝子のそれぞれ異なった領減を含んでいた.
PAsAP3の解析の結果、 C末端倶jには先ずsAsAPのC末端アミ
ノ酸および非翻訳領減を含むエキソン、 11bpのイントロン、
そして凶凶Pの疎水領岐を含む翻訳および非翻訳領減からな
るエキソンの配列が認められた.また、それぞれのエキソン
はポリAシグナルを含んでいた.以上より、葉緑体AsAPアイ
ソザイムは選択的スプライシングを受けていることが明らか
になった o 1) FEBS Lett. 367， 28-32 (1995)， 2) FEBS 
Lett. 384 ， 289-293(1996) 



lpF08 
イネごま業枯病菌における光応答cDNAの単離
木原淳一、熊谷忠(東北大・遺生研)

イネごま業枯病菌 Bipolaris01戸 aeの胞子形成
は、栄養菌糸段階と一定の成熟段階に達した分生子
柄の2つの発育段階で、uv・Bと青色光の措抗的な
光調節反応(マイコクローム系)によって調節され
ることが知られているが、この光調節反応に関する
遺伝子発現については全く知られていない。そこで、
イネごま葉枯病菌における UV-B光と青色光に対
する光応答遺伝子の探索を行った。 PDA培地で 4
日間暗黒下培養したコロニーに BLBlightを1時
間照射し、 0、4、8時間暗黒下で培養した薗体から
mRNAを抽出し、cDNAライブラリーを作成した。
プラークハイプリダイゼーションによる
Differential Screeningを行った結果、 UV-B照射
によって転写量が増加する遺伝子 (uvi-l)を単離
した。このcDNAは全長985bpで 184アミノ酸
からなる ORFをコードしており、 genomicDNA 
には 2つのイントロンが含まれていることが明ら
かとなったが、このアミノ酸配列と有為な相向性を
示す既知遺伝子は現在までのところ見い出されて
いない。本大会では、光照射にともなう uvi-l遺伝
子の発現パターンを中心に報告する。

lpF09 
シロイヌナズナLONGHYPOCOTYL 1遺伝子の機能解析

虻杢超虫、 H側副M.G叫 man'、検問明棚、河内孝之

(奈良先端大・バイオ、 1ハーバード医大)

植物の赤色光の受容体ファイトクロムは、遺伝子ファミリ

ーにコードされるタンパク質とテトラピロール化合物のクロ

モフォアからなる。クロモフォア生合成系の変異により、 sJj

所でJlE紬が伸長する変呉体longlIyp此 YJlyl1 (h.，1)がシロイヌ

ナズナにおいて単調監されているが、我#は染色体Uこマップ

される遺伝学的な位置に基づいて、 HYl遺伝子を単離した。

HYl遺伝子がコ}ドするタンパク質はホ乳類のへムオキシゲ

ナーゼに相向性を示し、 N末端側にトランジットペプチドを

持つ可溶性のプラスチド局在タンパク質と考えられた。へム

オキシゲナーゼは動物においてはミクロソームに存在し、ヘ

ムからピリペルジンを生成する反応を触媒する酵素で、植物

においてはフィトクロムのクロモフォア生合成に必要な酵素

であると考えられているが、その実態についてはあまりわか

っていない。GFPをレポーターとして HYl遺伝子産物の細胞

内局在を調べたところ葉緑体に局在が認められた。また、HYl

遺伝子の RNAレベルでの発現は光によって制御されなかっ

た。現在は組み換え HYlタンパク質のへムオキシゲナーゼ活

性の解析とタンパク質レベルでの発現の解析を行っている。

149 

lpFlO 
単子葉植物イネにおける光形態形成に関与するCOPb.宣伝子

の単援とその解析

柘植知彦，吉積書11:1 • Dengおng-W叫 2松井商(理研・フロ

ンテイア・分子機構帯広畜産大・草地生産 2Dept. of 

Biol.・ Ya1eUn肌)

双子葉植物の光形態形成過程の研究は、変異株が単調監され

更にこれらの変異に関与している遺伝子が同定されたことに

よって分子レベルでの解析が可能となった。 COPl遺伝子は、

このようにして同定された遺伝子の一つであり、 3つの機能

ドメインを保持している (n-末端より、 zinc-bincingドメイン、

∞i1ed叩iIドメイン、 WD40と相同性の高いドメイン)。アラ

ピドプシスのCOPl遺伝子の変異は、暗所条件下で通常認め

られない、明所裂の形態形成や遺伝子発現を示す。

我々は、双子葉植物と異なる光形態形成過程をもつことが

知られている単子葉植物において、 COPl遺伝子が担う役割

を明らかにする目的で単子葉植物であるイネからCOPl遺伝

子を単厳して解析している。単両監されたCOPl遺伝子はイネ

ゲノム中に lコピー存在しており、アラピドプシスと同様に

単一の遺伝子であることが明らかとなった。また、アラピド

プシスとの比較により、イネCOPl遺伝子の 3つのドメイン

はすべて高い相向性で保存されていることが明らかになった。

本大会では、単調EされたCOPl遺伝子の構造解析の報告と発

現について議論する。

lpFll 

エンドウ芽生えの単際核におけるフィトクロム

B及びAの検出とその光制御

呈釜盈主主(東大・遺伝子)

我々は最近、シロイヌナズナを用いてフィトク

ロム B(PhyB)に核移行活性があることを見い

だした (Sakamoto& Nagatani. 1996)。本研究で

は、核の単離がより容易なエンドウを材料に、明

および暗条件で育てた芽生えより核を単離し、抗

エンドウ・フィトクロム抗体を用い、単離核に含

まれる PhyBとPhyAの量を調べた。その結果、

PhyBは明条件でのみ核に見いだされた。さらに、

暗所で育てた芽生えを赤色光下に移したところ、

照射開始後2-4時間で核中の PhyB量は明レ

ベルにまで増加した。一方、暗所でも少量の PhyA

が核に見いだされたが、その量は光処理により減

少した。この PhyAに関する結果は、エンドウ単

離核を用いた過去の研究結果とよく一致してお

り (Nagataniet a1.， 1988)、核単隊操作中の PhyA

の混入による可能性が高い。



lpF12 
ホウキモロコシのアントシアニン形成に関わるフィトクロム
の二つの効果

七保千津子，恩田祥子，西村陽子1 久保田守2 渡辺正勝

で瓦玉遍1 (神戸大・理・生物 1神戸女子大・家政

2基生研)

ホウキモロコシ暗黒芽生えでは赤色光 (R)パルス照射によ
ってアントシアニン形成を引き起こす。この時、活性型フィ
トクロムP企の他に、それ自体ではアントシアニンを形成しな
いが、 P貨の作用を増幅する未知の因子CRSが生成される。
CRS生成の光受容体及び生成の仕組に測する実験を行ったと
ころ次のような結果を得た。 CRS生成は(1)作用スペクト
ルにおいて“Onmにピークを示した。 (2)10秒のR照射直後
のFRによっては全く打ち消されなかった。しかし (3)Rと
FRの同時照射においてはF量虐totに比例した。 (4)レーザー
照射装置を用いた0.1秒のR照射直後のFRではほぼ完全に打ち
消された。 (5)照射時間に関係なく約1∞梓.molm・2S-1で飽
和した。 (5)R照射時間が長くなるほど増大した。以上のこ
とから、ミリ秒オーダーの速いF企反応によりCRSは生成され
るが、その生成量は光強度と照射時間に依存することから、
CRS生成が終ると直ちにPrに戻るか、あるいは極めて速くPrと
して新しく生成されるようなフィトクロム (phy)分子種がこ
の反応に関わっていると考えられた。従って、ホウキモロコ
シ芽生えのアントシアニン形成は、このphyと半減期約 6時間
のphyによって制御されていると考えられる。

lpF13 
赤色光、近赤外光によるシダ胞子の発芽蹟導

飯沼知子、西脇陽子、岡本和久 1、菅井道三(富山

大・理・生物、 1名古屋大・理・生物)

シロイヌナズナの種子発芽にはPHYA、PHYBを介

するVLF、LF反応により制御されていることが知ら

れている.

シダ植物でも複数のフィトクロム分子種の存在が

明らかになりつつあるが、それぞれの役割は不明で

ある。今回、我々は数種のシダにおいて胞子発芽が

赤色光(R)のほか、長時間の連続近赤外光(FR)によっ

ても鶴導されることを見いだしたので報告する.

ミズワラビ、カニクサ、モエジマシダ、 Anemia

の4種のシダ胞子はRにより発芽が誘導され、 FRに
より可逆的に抑制されるほか、いずれも12時間程度

の連続FR光照射によっても発芽が鶴導された.これ

は高等植物のLFRとHIRに相当する反応ではないかと

考えられる.これに対し、ホウライシダではFRによ

る発芽誘導は認められなかった。これらの事実から

シダ胞子発芽にも複数のフィトクロム分子種が関与

していることが示唆される.
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lpF14 
シダ植物の青色光受容色素タンパク質遺伝子の
単離・解析
鐘之江盤、朴鉱淑、和田正三(都立大・理・生物)

青色光は高等植物の光屈性や匪軸伸長の抑制、
気孔の開聞など数多くの生理反応に影響を及ぼす
ことが知られているが、青色光受容色素タンパク
質遺伝子としてはアラビドプシスのCRY-l(Hτ4、
CRY-2遺伝子が単雌されているにすぎない。我々
はこれまでシダ配偶世代を用いて、青色光による
多様な生理反応を解析してきたが、この単純な体
制を利用した細胞レベルでの青色光情報伝達系の
解明を目的として、シダ植物における青色光受容
色素タンパク質遺伝子の単離と解析を進めている。

我々は、ホウライシダ・ゲノムライブラリーよ
りCRY-l遺伝子類似の配列を有する陽性クローン
を単離し、 5種の独立なグループに分けられるこ
とを報告している(昨年度本会)。これらグルー
プの発現と遺伝子構造を明らかにするために、
デ・，3'-RACE法を用いて各グループ遺伝子の単離を
試みた。その結果、ホウライシダ配偶世代の全
RNA画分から上記5グループすべてに対応する3'-
RACE産物をクローニングすることに成功し、内 3
種のcDNA全長の塩基配列を決定した。その塩基配
列から、これらの遺伝子はこれまでに報告されて
いる青色光受容色素タンパク質遺伝子と同様に、
N末端側に光修復酵素(Photolyase類似の配列を持
ち、 C末端側に約2∞アミノ酸が付加された構造を
有することが明らかとなった。

lpF15 
ホウキモロコシにおけるUV-B照射によるDNA損傷と回
復一光回復酵素の誘導
塞島EckardWellmann1，橋本俳
(神戸大・理・生，1Frelburg U凶v，2神戸女子大・家政)

成層圏オゾン層の破壊に伴って糟加するB領域紫外光
(UV-B)の生物への影響が懸念されている。 UV-Bは植物
に成長阻害をはじめ様々な形態形成を引き起こすが、
UV-Bによる損傷のうち最も致命的であると考えられる
DNAの損傷とその回復については、植物においては不明
な点が多い。ホウキモロコシ(Sorghumblcolor 
Mc吃nch)芽生えでは、 UV-B照射によりアントシアニン
形成の阻害やコイル形成(異状生長)が引き起こされる
が、これらの現象にはDNA損傷が関与していることをす
でに報告している(Hadaet al. 1996)。今回はDNA損傷
の光回復と光回復酵素の誘導について調べた。
DNA損傷は、シクロブタン型ピリミジンダイマー

(CPD)と6-4光産物(6-4PP)に特異的な単クローン性抗体
を用いてEUSA法で測定した。 UV-B照射で生じたCPD
と6-4PPは回復光照射下では非常に速い回復を示した
が、暗黒下でもかなり速い回復が見られた。 UV-B照射
の前にUV-A-可視光を照射した植物では、前照射をしな
いものよりCPDの光回復が速かった。しかし6-4PPの回
復は前照射の影響を受けなかった。さらに光回復酵素活
性を調べたところ、 UV-Aを照射した植物では青色光を
照射したものより高い活性を示した。この両者で6-4PP
の回復酵素活性には差がなかった。これらの結果より、
ホウキモロコシ芽生えにおいてCPDと6-4PPの光回復酵
素は別であり、このうちCPD回復酵素は、 UV-Aにより
誘導されることが示唆された。



lpF16 
イネの業位，業併の変化に伴う.tNB 爵導DNA鍋傷とその修

復能力の動態

且出血---1Ii.熊谷忠(東北大・遺生研)

紫外線UVBによる DNAf:負傷の頻度とそれら修復速度との関

係は，植物生育阻害に直後的に関わる問題として重要である.

これまでに.UVBがイネの生育に及ぼす彫轡について生育関査

した結果，幼植物時期 (5から 6葉まで)に受ける UVBは，イ

ネ個体の生育を大きく左右する.また..内のタンパク貨の大

郁分は，業の出業時から完全展開時までの短期間に合成される

ため，業の展開中に受ける DNA損傷はタンパク質合成，さらに

は生育に大きな損傷を与えることが予想される.そこで，まず

イネの単葉，個体レベルにおいて，発芽時からの業位，業飴の

進行に伴う UVB誘導DNA鍋傷(CyclobutylPyrimidineDimers 

(CPDs)の生成)の頻度について検射した.イネ(0η'zasstivs) 

ササニシキの発芽後4日目から，第 6完全展開時まで経時的に

サンプリングし. UVB (セルロースアセテートフィルムを使

用)10 W/m叱 15min.照射によって生成される CPDs量をuv
endonuc1easeを用いたアルカリパルスフィールド電気泳動法

により測定した その結果，業位の違いにおいては，発芽直後

より，第2. 3. 4業(完全展開業)においてCPDs生成量は高

く(およそ25CPDsIMb) .第5業以降の業では 10CPDsIMb

程度であった.また，第6業の出業時，展開時，完全展開時及

び老化時における.CPDs生成量は，展開時において最も高い

ことがわかった.現在，修復速度の動態について検討中である.

lpF17 
イネにおける紫外線 UV-B誘導 DNA損傷とその修復期限能との

関係について

差車盗、日出問純、BetsyM. Su出剖剖d、熊谷忠(東北大・遺

生研、'BrookhavenNational Lab.. Biology. USA) 

紫外線により績傷した DNA(pyrim池田 Dim間}は光修復醇

素または光に関係なく除去修復醇棄により修復される.本研究

では、イネ薬の紫外線UV-B単重量照射、または可視光との同時

照射による DNA損傷量 (CyciobutylPyrimidine Dime四 (CPDs))

の変化、及びその修復速度について検討した。材料として、環

境調節実験室内の紫外線無照射区で栽培されたイネ (Oryza

sativa)ササニシキの完全展開した第3薬を用いた.また、 CPDs

量は、 UVendonucl同時を用いたアルカリパルスフィールド電気

泳動法により測定した.まずUV-B光 (nonfilterUVBランプ:

Toshiba FL20SE)による UVBoose悶 ponse叩 rveを測定したと

ころ、 6W/m2、15minの照射でおよそ30 CP肱1MbのCPDs

が生成した。この条件(初期ダイマーレベルが30CPDslMb)

において、光、及び暗修復速度について測定したところ、光修

復 (Bluelampsのみ:60 umol/m2/s)は照射後5分で、また暗

修復は24hで初期ダイマー量の半分が修復された.一方、 UVB

光と共に Bluelampsを同時に照射した場合のCPDsの生成量は

UVB光単狙と比較して減少し、またBluelampsにUVB光を加

えた場合の光修復速度は遅くなった.

以上の結果及び、種々の環境条件下 (UV照射区、野外条件)

で栽倍されたイネ業についても検討を加え、 DNA損傷と修復

速度との関係について議論する.
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2aFOl 
纏物におけるスクアレン合成醇繁の僧造と発現様式について

畑信吾，三車=皇河内宏2 松岡信山本直樹2 泉井径

(京大院...1名大・生物分子応答.2.水省・生物研)

スクアレン合成醇.は真敏細胞の小胞体に存在し、多くの

イソプレノイドを生合成する共通経路から専らステロールを

合成する経路へ代耐を分岐させる軍要な酵素である.私達は

以前、植物から初めてシロイヌナズナの本書事療cDNAを単蔵

し、大腸菌に毒事索活性を発現させた(1) .今回はそのプロー

プを用いて、イネ、トウモロコシ、ダイズにおける本醇療の

cDNAクローニングを行い、それらの構造を動物や酵録の本

酵素と比較した.その結果、纏物の醇.は重量自のグループを

形成し、そのなかでも単子薫錨物と双子猿植物は異なるサブ

グループを形成することが明らかになった.イネの本酵察

mRNAレベルをノーザン解析した結果、①分援組織を含む務

官で高い発現がみられる ②乾燥ストレスやA臥処理によっ

て発現が上昇する ③質化禁で有意に検出されるmRNAレベ

ルは光照射により低下する.この光照射による負の応答は、

代鰍経路において本..の直前の反応を触媒するファルネシ

ルニリン厳合成酵素(2)と対照的な準動であり、興味が持た

れた.

文献 1. Nakashima， T. et al. PNAS皇互， 2328(1995)

2. Sanmiya， K. et al. BBA in press (1997) 

2aF02 
光による葉緑体RNAポリメラーゼ認識シス配列の

変化 ~光応答転写の一機構~

生山並ニ、馬場恭子、中平洋一、米田章登、

椎名隆、豊島喜則

(京大院・人間・環境学研究科)

コムギ業縁体psbD遺伝子(光化学系II複合体D2蛋白

質をコード)の転写は光により活性化きれる。一方

psbAi:宣伝子 (D1蛋白質をコード)は恒常的に発現す

る。psbAプロモーターには、原核生物の (f70型転写開始

因子が認識するー35.，10領績が存在するが、 psbDプロ

モーターのー35領域には存在しない。本研究では光応答

転写とプロモーター構造の相関を明らかにするため

に、変異プロモーターを鋳型に用いた血i.i1m.転写実験

を行った。psMのー35領域をpsbD型に置換すると、暗処

理後の芽生えからの葉緑体抽出液では転写活性が著し

く減少したが、光照射した芽生えの葉緑体抽出液では

活性に変化が見られなかった。この結果は、業縁体内

に異なったシス配列 ('35領域)を認識する性質の異な

る複数のRNAポリメラーゼが存在し、光応答転写がそ

れらの聞での変換により制御されている可能性を示唆

するものである。これらのRNAポリメラーゼを、業縁

体抽出液から硫安分画後疎水カラムクロマトグラ

フィー処理により部分的に精製し、その性質を調べた

結果も報告する。



2aF03 
イネ核局在性蛋白賞受容体遺伝子の光応答的発現

庄子和1尊岩僑俊介2 内宮情文総木吏弓4 徳富(宮尾)光恵4

山本直4tr(暗中研.噺潟大・理東大・分生研 4農水省生物研)

核蛋白質の検移行に必要な細胞貧困子のーっとして出芽酵

母SRPlやXenop田町1pOrtinが同定されおり、これらの蛋白質

は被資自賓が持つ緩局在化配列(N凶)を飽隙・結合する受容

体と考えられている。表々I~ 既に S即1Iin駒市n と相同性を示

すイネの#61LcDNAを単離し、更に大鵬首で発現させたが61L

蛋白質(G:釘掲lL融合蛋由貿)がN凶を怒園陸、結合することを

明らかにした。相同性検察の結果、ランダムシーケンスによる節

分自値基配列のデータベース中から#61LcDNA以外に

SRPl伽駒ぬnに相同性を示すAD752由NAの存在を見いだ

すことができた。このクローンの会温基E~可決定により、#61L と

AD752 Iま互いに相異なるcDNAクローンであった。柑lL遺伝子

は光の正の制御を受けていたので、AD752遺伝子についても光

応答を鯛ベたところ、光の負の制御が明らかになった。即ち、明

所で生育させた芽生えを婿所に移すと時間の経過とともに転写

レベルは増加し、逆に暗所適応後、明所に戻すと転写レベルは

減少した。以上の結果より、イネlこはS即1Iimportin織蛋白貨を

コードする遺伝子が少なくとも2つ存在し、それぞれの遺伝子は

光応答の点で異なる役割を但っていると考えられh

2aF04 
トウモロコシのDof DNA結合タンパク質を介した光応答性

組織特期切宣伝子発璃融関欄

錘里盤二、JenSheen' 
(東大・総合文化・生命， 'Massachusetts General Hospital) 

Dofタンパク質群は、新しいZnフィンガー型のDNA結合ドメイ

ン(Dofドメイン)を共有するタンパク貨のファミリーであり、最

近、幾つかの植物種からcDNAクローンが単離され植物内で様々
な遺伝子発現に関与することが示唆されつつある')。 トウモロ

コシの転写因子制Blaは、最初に同定されたDofタンパク貨であ

りその遺伝子は構成約に発現している。一方、 Dof2は既に同定

された12個のDofタンパク質中でHNBlaと援も高い相同性を示し、

禁中に比べて茎と根での掃射格段に強い。今回、 MNBlaの機能
を解析した結果、 N-末端側のDofDN鎌吉合ドメインはinviv，σで
もそれだけで機能すること、c-末端側が転写促進ドメインであ

ることが明らかとなった。 Dof2の転写促進活性は検出れなかっ
たが、剛Blaとinvivl何競合的にDNAと結合する事から、 Dof2は
限害因子として働き車滋樹切寺異的な遺伝子発現に関与する可能
性が示唆された。また、削Blaは、 C4PEPC遺伝子プロモーターを

含む、幾つかの葉で高い活性を示すプロモーターにinviv，何結

合することが明らかとなった。吏に、 HNBlaの転写促進活性は緑
葉で高く貧化業で低く、この遣いはDNAに対する結合能によると

判断された。 GFPを用いた実験からHNBlalま緑薬でも貧化葉でも

核に局在していると考えられたことから、核内の調節機構によ
ってMNBlaのDNA結合活性が変化しHNBlaは光に応答した転写促進

を行っている可能性が示唆された。

(1) Yanagisawa (1996) Trends in Plant Science， 1， 213. 
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2aF05 
赤色酵母RhodotoruJaminutaにおける
エルゴステロール代謝の光制御
中馬誠、輿湾敬之 1、村田芳行、多団幹郎 1

(岡山大院・自然科学、 1岡山大・農)

酵母 R.minutaを長波長紫外光の連続照明下

26・Cで培養した湯合、細胞膜エルゴステロールの

光化学分解とその分解を補う生合成が同時に進行

していることを明らかにした。そして、その分解

と合成の速度は共に照射光強度に比例しているこ

とを推察した。

本研究では、光および温度を制御することによ

ってエルゴステロールの分解と合成をそれぞれ独

立に調べた結果と、異なる光強度下での連続培養

した菌体においてい C]化合物を用いたラベルチ

エイスの結果に基づいて、上記の推察を確認した。

また、阻害剤を使用して、エルゴステロール生合

成の光制御機構について調べた結果も併せて報告

する。

2aF06 
暗所特異的に発現する分岐鎖α・ケト酸脱水素酵素

遺伝子の績による発現制御

藤木友紀、伊藤正樹、渡遁昭

(東京大・院・理系・生物科学)

シロイヌナズナの暗所特異的遺伝子として単商量した
din3， CUl4のコードするタンパク質は、動物や微生物
の分岐鎖α・ケト酸脱水素静素複合体(配KDH)の2つ

の異なるサプユニットと高い相同性を持っているこ
とを先の大会で報告した。分岐鎖α"ケト重量はVal，
Leu， Deの脱アミノ化によって生じ、アセト酪酸やス
クシニルCoAを経由してエネルギー源として利用さ
れる。医:::KDHはこの代謝経路の鍵静素である.動物
では飢餓状態や高タンパク賀会量の摂餌でその酵素
活性が上昇することから、エネルギー供給に重要な
役割を担っていると考えられている。しかし植物で
の解析は殆どなされていなかった。
暗所に置いた植物でその遺伝子発現が誘導されるこ

とから、糖飢餓の彫響について検証した.その結果、
din3， 4の発現が糖の存在下で抑制される一方、光合

成阻禽剤により明所でも発現することを磯認した.
さらにd加3を大腸菌で発現させてボリクローナル抗体
を作製し、ウエスタン解析によって暗処理など様々
な生理的条件下でのタンパク賓の蓄積を観察した。
得られた結果より植物の糠飢餓における本醇素遺伝
子の生理的役割について考察する.



2aF07 
音色光に依存したラン藻SynechocystisPCC6803の従属
栄養条件下での旭殖

担E孟奥村典子正元和盛渡辺正勝2(九大・理・

生物熊大・教育・生物 2基生研)

Synechocystis PCC6803は、光独立栄養条件および混
合栄養条件下(グルコースを培地に添加し、連続光のもと
で矯養)で治殖できるラン藻であるが、この株を混合栄益
条件下で泊殖させた後に暗条件に移し、1日に 1固だけ短
時間(数分間)の光パルスを与えてやると従属栄養的に泊
殖するようになる。この光パルス従属栄養条件下での泊殖
は、培地に添加したグルコースに依存し、光合成電子伝達
系の阻害調jであるDCMUを地地に添加しても修曹を受けな
い。したがって、光パルスが光合成に利用され、それによ
って増殖が促進されるのではなく、光パルスは淘殖を促進
するためのシグナルとして働いているものと考えられる。
本研究では、この光パルス従属栄養条件下の泊殖にどの

ような波長の光が有効であるかについて調べた。その結果、
この条件下での泊殖は音色光によって促進きれ、赤色光tt
有効でないことが明かとなった。このことは、このラン藻
に膏色光受容系が存在することを示している。また、この
ラン藻の青色光受容系に関与している遺伝子欝をクローニ
ングする目的で、光独立栄養条件および混合栄養条件下で
は泌殖できるが、青色光に依存した光パルス従属栄養条件
下では泊殖できない変異株の分離も行なった。それらの変
異株の性質などについても報告する。

2aF08 
ラン藻Anabaenaにおける近赤外光照射による細胞

内cAMPレベルの変化

大森正之、渡辺正勝1 (東京大・院総合文化・生命

藁葺7寸基生研・培養育成)

糸状性ラン藻 Anabaena cyl1ndrlca に異なっ

た波長の光を照射し、照射後一分おきにcAMPを抽

出して細胞内のcAMP量を測定した。通常、暗所で

の細胞内cAMP量は、 100pmol/mgChl.前後であ

る。この細胞に異なった波長の光を照射して、細

胞内のcAMP畳間どのように変化するかを検討した。

その結果、 670nm以下の光照射ではcAMPレベル

が急激に滅少し、 2分後には照射前の数分の一以下

にまでなるが、 720、730nmの光照射では逆に摺

加が見られた。この事実はAnabaena cyiJndrlca 
に光信号伝達系が存在すること、その光センサー

の得た情報はcAMPを合成する酵素であるアデニル

酸シクラーゼに伝えられることを示唆している。

ラン藻より単離されたアデニル酸シクラーゼ遺伝

子の中で、 CyaCは光シグナルの伝達に関与する可

能性が指摘されている。光シグナルがCyaCの活性

を調節する機構について考察した。
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2aF09 
近紫外光によるナスの生理作用の活性化

盗鐙起工、手塚修文(名古屋大・人間情報・環境システム)

太陽光を利用したフィールド実験によりナスの生理作用に

及ぼす近紫外光の影轡について調査を行った。 uv透過フ

ィルムおよび不透過フィルムで被覆したビニールハウス2棟

(+uv区、 -uv区)でそれぞれ育成したナス(.5<滋n山刀

n阻む沼町JaL.cv.ぬ.uumeohr羽田〉を用いて、生理・生化学

的アプローチによる比較実験を行ったところ、 +uv区で光

合成・呼吸活性や硝酸還元静素(NR)活性が高かった.こ

れらはピリジンヌクレオチド依存酵素の関与する代謝系と密

援に関係していることから、ピリジンヌクレオチド (NAD、

NADP)含量を測定した結果、やはり+uv区でその含量に

促進がみられた。さらにとれらのレベルの上昇はNAD合成

系の活性化と深く関わっているという知見を得た。

以上の結果より、現在，地表に到達している太陽光中の紫

外線(So1arUV)は、植物の生長に必須のピリジンヌクレオ

チド代謝系において重要な役割を演じているものと考えられ

る。

2aFlO 
Anabaena variabilisのRNA結合タンパク質RbpA1

の配列特異性

出よ弘ム、佐藤直樹(東学大・生命)

シアノパクテリ -PAnabaena variabilis M3株の

RbpA1タンパク質は RNA recognition motif 

(RRM) タイプのRNA結合タンパク賀であり、低

温培養時に大量に蓄積される。本研究では、

RbpA1タンパク質のRRMに結合しうる一本鎖RNA

塩基配列を検索した。 GST(グルタチオンーらトラ

ンスフエラーゼ)-RbpA1融合タンパク賀をグルタ

チオン.セフアロースカラムに吸着させたものに、

ランダムな20塩基を含むRNAプローブを結合させ

た。塩により溶出されたRNAをRT・PCRにより増

幅後、 T7ポリメラーゼにより転写して次のプロー

プとした。このサイクル (SELEX法)を6回繰り

返した。これにより 19種類の塩基配列を得た。プ

ローブと融合タンパク質の結合は、 UV cross-link 

ingによって確認された。コンセンサス配列として

得られた A-[C/A]・C-XO-2・C は、従来RbpA1に結

合することが知られているポリ Uやポリ Gとは異

なっていた。



2aFll 
シアノパクテリ -PAnabaena variaω'lis M3株におけ

るRNA結合タンパク質遺伝子群の解析

園山恭之進、佐藤直樹¥太田にじ、飯野徹雄(早

大・人科、 1東学大・生命)

シアノバクテリアAnabaena variabilis M3株に

は、 RNArecognition motif (RRM) タイプのRNA

結合タンパク質群をコードするrb.同宣伝子が創困存

在する。本研究において、これら全てのゆが宣伝子

をクローン化し、塩基配列を決定した。 rbpDを除

く7個のrbpi.宣伝子の産物では、 C末端にグリシンに

富んだ領域が存在した。また、 RRM モチーフに特

徴的なRNP1領域、 RNP2領域の他にも保存性の高

い領域が存在することが明らかになった。生育温

度を高温 (38"C)から低温 (22"C)に移すと、

rbpDを除く7倒のrb同宣伝子の転写産物量が著しく

増加した。転写産物レベルはrbpA1、rbpA2ではそ

の後も維持されたが、 rbpA3、rbpB、rbpC、

rbpE、rbpFでは、転写産物の蓄積は一過性であっ

た。また、それぞれのrb.同宣伝子5・非翻訳領域には

共通の配列が存在し、低温調節に関連する可能性

が示峻された。

2aF12 
低温で誘導されるrbpA1遺伝子の5'非翻訳領域に結

合するタンパク質の解析

里担金主圭、佐藤直樹 (東京学芸大・生命科学)

シアノパクテリ -PAnabaena variabi/is M3株の

生育温度を3S
0

Cから22
0

Cに変化させると、 RbpA1

等のRNA結合タンパク質問bp)群が著しく蓄積す

る。Rbpはシアノバクテリアに広く存在し、この

株では8個のメンバーからなる遺伝子ファミリー

を形成している。rbpA1におけるリポーター遺伝

子を用いたプロモータ ー解析の結果、これは転写

レベルでの誘導であり、その誘導にはrbpA1の5'非

観訳領域の配列が必要であることが明らかになっ

た。また、この領域には低温誘導性rbpl宣伝子群に

よく保存された配列が存在する。この保存配列を

プロープとしてゲルシフトを行なったところ、

3S
0

Cで培養した細胞抽出液から 、DNA結合タンパ

ク賀が検出された。硫安分画と陰イオン交換カラ

ムクロマトグラフィーにより、 DNA結合タンパク

質を部分精製し、その性質を調べた。
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2pFOl 
植防場楠封笥苅野観における綱舗格の重劃全(1)

.1謹白~tj件ー戒 鳩均〈三重大・生牧演源・梅雨

エンドウうどんこ病菌め呼指戸抑)をその非宥主である

5種憤乃単子期留殉及び 3種慣の双子瑞樹勿に接種すると、

この菌はし寸前川鋤にも侵入を寺跡るがそのほとんどが

失敗し、 f受入地点ü':Ij;/~ピラが観察され丸さらにこれら
¢植物η表皮細包のアクチン鰍維を染色すると、齢寝入に

失敗した綱釘てiJ入アクチン稲制効寝入地点を中I，l.."こ放射状

に酎句してい丸そこで、アクチシ剣勝働苅留如刃国対生発現

に関与しているか否かを検討するためにこれら¢植物をア

クチン重合冊害剤「であるサイトカラシパQ初，)k'-Eで処

理した結果 b寸守防切匂ω処趨こよってP別殿投勝或

するようになった。また、通常これら併割勿に侵入を試みる

が失敗するP以外研修荷京菌に叫、ても欄サした結果c)to

匁躍することによってい骨1峨淀菌も感染できるように

なった。さらに匂ω匁躍し、房彬質柿動現出こ停止した

オオムギ及びコムギ子葉鞘をlOmM~に移して 24 時
間格者愛に Pを接種するとこれら¢糊制調対也前ま周回

復した。以上¢結果ゆら、アクチン錫船端鶴勿場惰主抱抗

性発現に深く関与してし、ること均等虫く示唆され点。

2pF02 
プロペナゾールによるタバコおよびアラピドプシスの

全身獲得抵抗性の誘導

宣園畳壬，仲下英雄，桐淵協子，山口勇(理研)

プロベナゾール (p闘はイネにいもち病抵抗性を誘

導する農薬として知られている。我々はこの目立の誘導

する抵抗性の解析を目的として、四回fタバコ仰耐a)

およびアラピドプシス(Q制方に全身獲得抵抗性(S戸町並c

q 制脂血目)を誘導するか否かについて検討した。ま

ずタバコ、アラピドプシスに民認を処理し、その後限タ

ンパク質遺伝子の発現、サリチル酸の生産について解

析した。また、タバコについてはタバコモザイクウイ

ルス(IMV)による漉死斑形成について測定した。その結

果、両植物において限タンパク質遺伝子の発現か官め

らオ1、サリチル酸も増加傾向にあった。また、 τMVに

よる壊ffi斑は目立処理により刷、し、サリチル酸処週で

鯵擦される現象と類似しており、過敏感細胞死が早まっ

ていることが示唆された。以上のことから、四回まタバ

コ、アラピドプシスにおける全身獲得抵抗性のアクティ

ベーターであることが判明した。



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30

0

C)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63
0Cσ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。




