
lpGOl 
無酸素条件下でのニチニチソウ細胞のリン酸吸収
坂野勝啓、免埼芳月、清田誠一郎(農水省・生物研)

ニチニチソウ培養細包による無機リン酸d吸収はプ
ロトンとの共軒法機構による。そ玖漣度はこれまでに
報告されている植物細砲のどれよりも高い(およそ泊
μ即 1/h/邑 freshweight)。このような髄輸送はプ
ロトンポンプの作動に依存するので、たとえば、 ATP
レベルの低下する無酸素抗壊ではリン醜吸収は起きな
いと信じられている。しかし、無酸素(窒素通気)状
態でも細胞質'pHの変悩まわすちfp(7.5→7.2)であるので、
輸送に瀕蓮lJjJとなるもう一つのパラメータである膜電
位は、ポンプ依存性の電位成分が減少し拡散電位(お
そらくカリウムの平衡電位)まで勝濯していても能
車輸送を支持できる可能性がある。
無酸素状態で速度は低下するがニチニチソウ細胞は
無機リン酸を嚇院することができ、このとき培地pHの
上昇に加えて、カリウムイオンの放出がみられる。こ
れは共輸送によって流入するフ。ロトンカ汚|き起こした、
有機酷7)脱炭酸を伴うpH締肱結果であると理解され
るが、電気生理学的には膜の脱分極によるものと解釈
されよう。以上d糖捕ま、ニチニチソウ細胞は無酸素
抗態でも細胞内外偽H差とカリウムの拡散電位を駆動
力として有働的に無機リン酸を吸収することができる
ことを示している。

lpG02 
低リン栄養適応植物ルジグラスのタンパク質解析
増田泰三.米山忠克.片岡健治小松節子2 (農研
センター・ 1国際農研・ 2生物研)

低リン肥沃度地帯でも良好に生育することのでき
るイネ科熱帯牧草ルジクラス(Brachiariaruziziensis) 
について，低リン栄養適応特性に関連して植物体タ
ンパク質の解析を行ったo 【方法】ルジグラスとリ
ン施周下での生育が良好なパープルギニア(Panicum
maximurrx;v. TD58)を対照として用いて司バーミキュ
ライトとパーライトの1:1混合物を詰めた容量1.6Lの
ポットに9個体ずつ， 0-2.0mMの範囲で5段階のリ
ンレベルの培養液を与えて21日間栽培し.生育およ
びリン栄養状態に関連して司タンパク質の分析を行っ
た。 【結果】①ルジグラスは低リン供給下での生育
反応が大きく，生長へのリン利用効率も高い値を示
すことから，植物体内でのリン有効利用特性を持つ
と考えられた。②二次元電気泳動により，植物体各
器官のタンパク質の泳動パターンの比較を行ったと
ころ.無リン培養液で生育したルジグラスの根で特
異的な分子量約40kの酸性タンパク質が検出された。
③このタンパク質のN末端および内部アミノ酸配列
を分析し.ホモロジー検索を行ったところ，内部ア
ミノ酸配列にはキチナーゼのキチン結合領域やキチ
ンと高い相同性を持つものが認められたが N末端
アミノ酸配列との相同性は認められなかった。
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lpG03 
クエン酸放出型低リン酸耐性ニンジン培養細目齢糖
代謝系の特性

企山盟主，瀧田英司，原徹夫(岐阜大・農・植物細
胞工学)

リン酸アルミニウムを単独リン聯合源として選抜
した低リン酸耐性ニンジン培養細胞は，多量のクエ

ン酸を培地に放出し，野生型細胞カ叩j用し難いリン

酸アルミニウムからリン酸を定量的に可給態化する.

この細胞は，旺盛なクエン酸放出を維持する何らか

の変異を持つと考えられる.

この現象を説明しうる特性として，低リン酸耐性

細胞は，クエン酸代謝に関連する酵素群の内，野生

型細胞に比較して，クエン酸合成酵素活性の糊日と，

NADP-イソクエン酸脱水素酵素活性の低下を合わせ
持つ. この内，クエン酸合成酵素の活性は既知の

配列に基づきf械したミトコンドリア型クエン酸合
成酵素に対する抗血清による免疫滴定により完全に

喪失し，滴定曲線は野生型と完全に一致した. こ

のことから，低リン酸耐世細胞はミトコンドリア型

クエン酸合成酵素が野生型細胞に此癒して過剰に発

現している細胞であることが示唆された.

lpG04 
ラン蕩 Synechococcussp. PCC7942の硝磁同化系オペロンの歪硝

穫による活性化に関わる転写制御因子

建組車率王，/J、俣逮男(名大..・応用生物科学}

光合成生物であるラン藻は主要な宣索源として硝園陸イオンを利用し

ている.ラン蕩 Synechococcussp. PCC7942では、硝磁イオンの

同化の過程をつかさどる欝濃の遺伝子鮮が亜樹園陸還元醇豪の術進遺

伝子 nirAを先頭にしてオペロン (nirAオベロン)を形成している.

nirAオペロンのよ流には、 nirAと逆向きに転写される nir8および

ntc8遺伝子から成る nir8オペロンが位置しており、樹園Eイオンの
効率的な同化に必要であることが示されていたが、 ntc8の具体的機

能は不明であった.本研究でl草、 NtcBがLysR型の側A結合タンパク

貨であることに注目して、 NtcBとnirAオペロンの転写の関係を調べ

た.nirAtペロンの転写はアンモこアの存在下で抑制されているが、

アンモヱアの除去あるいはMSX(グルタミン合成醗豪阻害膏1))の添

加によって脱仰制され、亙樹園陸イオンによってさらに活性化される

(Kikuchi， H. et al. J. Bacteriol. 178:5822-5825).ところが
ntc8欠失変異練では‘ nirAオベロンの転写IまMSXの添加やアンモ

ニアの除去によって脱御冊目lはされたが、歪備.イオンを添加しでも

活性化されなかった.以上の結果から、 NtcBIま亙硝園陸イオンに応答

してnirAオペロンを正に制御する転写因子であると鎗諭した.さら

に、 「アンモニアの除去jという実蛾録作が自然界における窒素源

の枯渇という環境変化に相当することに注目し、 r..欠乏による
脱御制』と『基貨による活性化Jという硝圏直同化系遺伝子の二重の

制御の環境適応における憲司直について考察した.



lpG05 
ラン藻 Synechococcussp. PCC7942の nirAオペロンの転写

制御に関わる ciselementの解析

盟旦皐二、川口由利子、大江孝明、小俣達男
(名古屋大・農・応用生物科学)

Synechococcus sp. PCC7942の硝酸同化系遺伝子群から構成
されるnirAオペロンの転写は、アンモニアの存在下では抑
制され、培地からアンモニアを除いたりアンモニアの固定

を阻害すると脱抑制されて発現する。また脱抑制条件下で
は、亜硝酸イオンがnirAオペロンの転写をさらに活性化す
る。nirAオベロンの上流には、硝酸同化活性の最大発現に
必要なnirBオペロンがnirAオペロンと逆向きに存在し、
nirAt同様アンモニアによる負の制御を受けている。nirA
オペロン、 nirBオペロンの転写活性化には転写制御因子
NtcAが必須で、両オペロンの聞の 286bpの領域には3つ
のNtcA結合部位(nirI，nirII， nirIII)が存在する。nirlとnirIlI

はそれぞれnirAとnirBの転写開始の .10領域からさらに 23
bp上流に存在しプロモーターを構成していると考えられる
が、 nirIIの機能は不明であった。ルシフェラ}ゼ遺伝子を
レポーターとして、 nirIIのnirAオペロンの転写制御への関
与について解析を行ったところ、 nirIlの配列を変更する
と、ルシフエラーゼがアンモニア存在下においても発現す
るとともに、脱抑制条件下での亜硝酸イオンによる活性促

進が起こらなくなった。これらのことから、 nirIlは、 nirA
オペロンの転写の抑制と促進の両方に関わっていることが
明らかとなった。

lpG06 
ラン漢のシアナーゼ遺伝子の霊祭による制御

座皇主主主主、鈴木石根1、金子貴一人小俣違男

(名古屋大..'応用生物科学、 1基総生物学研究

所、 2かずさ DNA研究所}

ランヨISynechococcus sp. PCC 7ヨ42にアンモニアを与えて
童家充足状態にするとアンモニア固定産物であるグルタミンか

らカルパミルリン酸を経てシアン酸が生成され、これが重量E充
足のシグナルとして碕酸同化系の遺伝子群の転写を抑制すると

ともに、炭酸同化系の遺伝子欝の転写を活性化する.シアン磁

l立、シアナーゼによりアンモニアと二酸化炭素に分解されるの

で、シアナーゼの活性鄭見に及ぼす霊祭の彫響を調べたところ、

シアナーゼ活性の発現は霊素充足条件下では御制され、霊祭欠

乏によりま需導されることが分かった.このことは、シアナーゼ

が窒来栄獲条件の変化によるシアン磁の滋度の変化を漕1帽する

ことを示している.次に、シアナーゼ様のタンパク貨をコード

する Synechocystissp. PCC 6803の ORF(slr0899)の大腸

菌での発現、およびSynechococcussp. PCC 7942の

slr0899相同遺伝子の変異検の表現型の解析により slの899と

その相同遺伝子がシアナーゼ遺伝子 (cynS)であることを確認

し、これらの発現副節を溺べた.その結果、 cynSの転写が窒

素欠乏条件下で楊導され、窒素充足条件下で抑制さーれたことか

ら、シアナーゼ活性は遺伝子の転写段階で制御されていると結

論した.
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lpG07 
ラン藻Synechococcussp. PCC 7942の硝酸還元酵素活性はアン

モニアの添加によって阻害される

企益孟盤，小俣達男， R田 io RodぽigueZI，Catalina Laral (名古

屋大'.・応用生物科学， IInst. Bi叫uim. Vegetal y Foto・
血回is，Fac. Biol. Univ. Sev仙ーCSIC，Apdo. 1113， 41080 

Sevi1la， S開in)

ラン藻Synechococcussp. PCC 7942の、硝酸イオン/~碕酸

イオン愉送体はアンモニアを矯地に添加すると可逆的に阻害

される.この自由送体(以後NRTと略す}は、 ABC型繍送体に

属し、 4つのサプユニットNtA，BιDから構成されているが、

NrtCがi毒性調節ドメイン (Rドメイン)を持っており、 Rド

メインのみを欠いた変異稼NC2は細胞内への碕酸イオンの鎗

送がアンモニア非感受性となる.アンモニア非存在下でNC2

細胞内への碕酸イオンの蓄積を経時的に測定したところ、細

胞内の硝酸イオンプールは3分後に最大になった後急速に減

少し、 6分後には消失したo NC2にさらに硝磁還元酵素の変

異を導入した変異徐NC4では蓄積した楠酸イオンのプールは

安定に保持された.このことから、 NC2で見られた硝酸イオ

ンプールの減少は耐酸還元醇索によって細胞内の硝酸イオン

が同化されたためと結論した.アンモニア存在下では、 NC2

でも碕酸イオンプールが最大レベルに保持されたことからm

vivo'では、 NR活性もアンモニアの添加によって阻害されると

結論した.

lpG08 
葉緑体包膜の亜硝酸輸送の分子機構

村田祐二、尼子克己、轟轟孟且(大阪府大・農・応

用生化)

硝酸の還元的同化において、亜硝酸への還元は細

胞質で行われ、生成した亜硝酸は直ちに葉緑体内に

取り込まれアンモニアに還元される。光照射された

単離葉緑体は早い亜硝酸の取り込みを示す。我々は

暗中でも高濃度のATPの添加によりこの亜硝酸の葉
緑体への早い輸送が生じることを見いだした。本研

究では、単離葉緑体のATP依存の亜硝酸取り込みを
解析し、葉緑体包膜のトランスポーターによるE硝
酸イオンの輸送機構を明らかにした。
50 mM HEPES-KOH， pH 7ム0.33Mソルビトール
を含む調製用メジウムに懸濁した単線葉緑体は、同

じpHIこ調整されたATPでは亜硝酸の取り込みを示さ
ない。しかし、 pH5.5よりも酸性条件ではATPによ
る亜硝酸の早い取り込みが認められ、 ATPとH+温度
勾配の両方を必要とすることが明らかとなった。亜

硝酸の取り込みはAτ?の添加により直ちに生じ、約

10秒後に停止した後、外向きの流出が起こり、その
後包膜内外の亜硝酸濃度が平衡化する。亜硝酸トラ

ンスポーターのアミノ酸配列には数カ所のリン酸化

モチーフがある。トランスポータータンパク質の、

亜硝酸とATPの蓄積で誘導されたリン酸化による閉
鎖の可能性についても述べる。



lpG09 
亜硝酸トランスポーター形質転換によるタバコの窒
素利用効率の変化
且韮手p 尼子克己， 高橋正昭(大阪府大・農・
応用生化)

細胞質での硝酸還元の結果生成した亜硝酸の葉緑
体への移行は、硝酸同化の効率を維持し、炭素固定
とのバランスを調節するためにも重要な過程である。
我々は亜硝酸の輸送を行う緑色組織に特有なトラン
スポーターcDNA(NiTR1)をクローニングした。本
研究では、このNiTR1をセンス、及びアンチセンス
方向に導入し、亜硝酸トランスポーターの発現量を
増加や抑制、また、非緑色組織で発現させた形質転
換タバコを用いて、植物の成長、窒素の吸収や移行、
窒素同化効率に亜硝酸の輸送量の変化が与える影響
について調べた。
η，1'3世代をlOmMの硝酸のみを窒素源として20
日間水耕栽培したところ、アンチセンス株ではコン
トロールのGUSを発現した株と比べて地上部の高さ
が約15%、葉数が約20%にまで抑制された。主根の
長さはGUS株と同程度だが、側根の発達は非常に悪
く窒素欠乏症状を示した。センス株はしおれや根腐
れを生じ窒素過剰症状を示した。どの株もアンモニ
アを含む培地に移すと症状は改善され開花・結実し
た。形質転換植物の硝酸吸収効率についても報告す
る。

lpGlO 
高波度のカドミウムで培養したトマト細胞から検出される

フィトケラチン合成酵素の性質と鎗能

盆量釜王，井上雅裕，遺山鴻，織尾昌範(愛媛大・理・生物)

植物は.金属ストレスにより金属結合ペプチドであるフィト

ケラチン(PC)を合成し.金属毒性を消去する.PCはPC合成酵
素の働きでグルタチオン(GSH)から合成されると考えられてい
る.私遣はこれまで. トマト培養細胞を用いて細胞の成長に対

する CdとCuの影'や JnvJvoにおける PC合成活性に関する
研究を行ってきた.その結果， トマトの量金属耐性と PC合成
静索活性の聞には密綾な関係があることが明らかになった.本

研究では，0-0.4mMのCdで刷養したトマト細胞を用いて実際
に PC合成酵素を摘出し.その量的.質的遣いに注目した.ま
ず組静素爆晶を用いて網ベた結果，野生練，耐性保ともに主と

して PC3を合成する PC合成酵素が存在すること，その活性は
Cdイオンによって特異的に活性化されることが分かった.次に
高温度の Cd(O.4mM)で馴養した耐性練から抽出したタンパク
貨を陰イオン交換樹脂(HPLC)で分権し，各画分の PC合成活
性を測定した.その結果，溶出時間 17分自に PC3を合成する醇
索活性と 21分自に PC.を主に合成する醇索活性が分権検出さ
れた.PC2とPC，の合成活性は検出されなかった.同様の HPLC
による分般を野生線及ぴ低温度 Cd馴養椋を用いて鉱みたが上
記のような明砲な活性は検出できなかった.以上の結果から，

Cdイオンによる醇棄の活性化に加えて.質的に異なる酵素の跨
導がトマト細胞の Cd耐性に量要な機能を持つ可能性が考えら
れる.
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lpGll 
酵母ゐcc/Jarollycesexi，反YUSの成長に対する重金属イオ
ンと窒素源の影響

識字王井上雅裕遠山鴻城尾昌範(愛媛大・理・

酵母ゐ'cc/JaroIlYcesexIguus (THE1-16B)は、フィト
ケラチン、メタロチオネインなど創胞質性の金属結合物
質を合成しないにもかかわらず、高いカドミウム(Cd)耐
性を持つ。これまでの研究から、本酵母の特徴として、
①主として制胸壁画分にCdを書蓄積すること、②o.拘置Cd
存在下でも細胞壁グルカンの代謝が正常に保たれている
ことが明らかになっている。 Cdは細胞壁のタンパク質成
分と結合すると予想されるが、詳細は不明である。本研
究では、培地の窒素 (N)条件を変えて、 S.exIguusの
成長パターン及びCd耐性の変化について調べた。
通常パン酵母の培養に用いられる NリッチなYEPD培地
で培養した場合、‘fexIguusの成長は指数増殖期から定
常期に向けて正常な成長曲線を描いた。ところがN源を
少量に抑えた(peptone0.5~， yeast extract 0.4~)YHG培
地で培養した場合、細胞は培養開始後12時間目まで急滋
に増加した後成長を一旦(約12時間)停止し、その後再
び24時間成長するという 2段階の成長を行った。次にYE
PD培地成分のpeptoneとyeastextract量を個別に変化
させて調べた結果、特にpeptone量の減少によって成長
曲線の二相性が現れることが分かった。この条件でo.ト
0.4 ...のCdイオンを与えた。 Cdは最初の成長には殆ど影
響せず、二番目の成長のみを濃度に応じて阻害した。以
上の結果から、培地のN源の有無がS.exIguusの成長パ
ターン及びCd耐性を左右することが明らかになった。今
後は細胞墜タンパク質量の変化及び培地の炭素源の影響
について調べる予定である。

lpG12 
タバコ培養細胞におけるアルミニウムと鉄による細
胞死の解析(1)
池側広志，山本洋子，松本英明(岡大・資生研)

タバコ培養細胞のAl処理を、栄養培地(但しAlと難
溶性の塩を形成するリン酸を除く)で行うと、細胞は、
アルミニウムと培地中の鉄により相乗的な増殖阻害
を受ける。Alによる増殖阻害率は、 Al処理細胞およ
びAl未処理細胞を、ともに処理後通常の培地に再懸
濁し、その後の増殖を両者で比較する相対増殖率で
求めてきた。この方法は、定量性に優れているもの

の、増殖阻害が、 Al処理中の細胞死によるものなの
か、 Al処理後の培養中におこる分裂阻害や養分吸収
阻害によるものなのかの区別が出来ない欠点があっ
た。そこで、本研究ではタバコ培養細胞において、
直接細胞死を定量する方法を確立するとともに、 Al
処理に伴う増殖阻害が細胞死によるかどうかを検討
した。

Al処理をAlの濃度や処理期間を変えて行い、死細
胞のみが取り込むEvansblue(EB)および生細胞のみ発
色する3一(4.5.di meth y lth iozol. 2)ー2，5・diphenyl
tetrazolium (MTT)で染色後、細胞内の色素を抽出し
吸光度を測定し、致死率ならびに生存率を求めた。

その結果、 Alによる増殖阻害がAl処理期間中の細
胞死によることが明らかとなった。



lpG13 
タバコ培養細胞におけるアルミニウムと鉄による

細胞死の解析(11 ) 

山主連王、池側広志、山口雷子、蜂谷晶子、

松本英明(岡山大・資生研)

タバコ培養細胞を用いて、 Fe共存下での'AIによる

細胞期金機構を明らかにする事を目的に、 AI~勅日後、

細胞死が最大になる 18時間固までの、細胞におけ

るAIの集積、 Feの集積、脂質過酸化、ならびに細胞

死の相互関係について検討した。さらに、細胞死に

H
2
02が関わる可能性について、 H202の生産量や、

H202 の捕捉剤を用いて検討した。これらの実験結

果より、次の様な毒性機構のモデルが考えられる。

AIとFe(11もしくは111)を添加後、 8時間程度の

遅れの後lこA1
3
+が原形質膜に結合し始める。 AIの結

合量に依存して、 AIの結合部位で膜構造が変化し、

Feイオンによる脂質過酸化反応(ラジカル連鎖反応

の促進)を受けやすくなる。その結果、膜の機能が

失われ、細胞死に至ると同時に、膜に結合したAIが

細胞から漏出した電解質 (e.g.，リン酸)と沈殿を生

じ細胞に集積する。

lpG14 
タバコ培養細胞におけるアルミニウム耐性へのグjレ

タチオンの影響について

山口雪子，山本洋子，松本英明(岡大・資生研)

タバコ培養細胞はアルミニウム (AI)と二価鉄によ
る脂質過酸化によって増殖阻害を起こす。さらに、

この増殖阻害はグJレタチオン合成阻害剤の処理によ

り大きく増大する。また、 AI感受性は細胞の増殖状
態によって変動し、定常期やリン酸(Pi)欠乏細胞で
は一時的なAI耐性を示す。そこで、 AI耐性の変化に
対するグルタチオンの影響について検討した。

細胞のグルタチオン含量は対数増殖期の初期に一

時的な減少があり、 AI感受性の最も高い時期と一致
した。しかし、対数増殖期中期以降および:'pi欠乏細

胞に量的変化はなく、 AI耐性との相関性は認められ
なかった。

これに対し、グルタチオン還元酵素(GR)は対数増
殖期の細胞に比べ、定常期および予i欠乏細胞で活性

が高かった。さらに、酸化型グルタチオン含量は対

数増殖期の細胞においてのみ、 AI処理に伴い著しく
増加した。

以上のことから、タバコ培養細胞におけるAI耐性
には、グルタチオン含量ならびにGRによるグルタチ
オン再生機能が関与していると考えられる。
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lpG15 
ハイドランジア業中におけるアルミニウム結合物質の同定

馬建鋒、平鎗俊太郎1、野本事資久松本英明(岡山大・

資生研、 1.8量環研、止サントリ一生有研)

ハイドランジアはアルミニウム(A!)集積植物として古

くから知られているが、その耐性機構についてはまだ明ら

かにされていない.本研究はAlが一番多く集積されている

業を用いて、業中におけるAl結合物質の同定を蹴みた.業

中のAlの約80%が細胞溶液中に存在していた。 釘Al-

NMRを用いて、インタクトな葉と細胞溶液中のAlの存在

形態を観察したところ、いずれの場合においてもケミカル

シフトが11-12ppm付近にシグナルが観察された.こ

のケミカルシフトは 1: lAlークエン酸錯体のものと一致

した。またゲル漉過を用いて、細胞溶液中のAl錯体を精製

した結果、Alとクエン践がおよそ 1 1の比で存在してい

ることが明らかとなった.さらに、 トウモロコシの根を用

いたバイオアッセイ実験においてハイドランジア葉から精

製したAl鎗体は全く根の伸長阻害をしなかった.これらの

結果はハイドランジア葉中においてAlはクエン酸と結合し、

かつ鎗体形成が体内におけるAlの無毒化機織であることを

示している.

lpG16 
アルミニウム耐性機構としてのクエン酸の分泌

馬建鋒、鄭紹建、松本英明(岡山大・資生研)

植物のアルミニウム(AD耐性機構についていくつかの

仮説が提唱されているが、未だ明らかではない.我々はAl

の形態によって毒性が異なるという点に着目して、緩から

分泌されるAlキレート物質の探索を行ってきた。その結果、

Al耐性植物臼sslatoraの根からクエン酸の分泌が:Alによっ

て誘導されたことが認められた.クエン酸の分泌はAl処理

6時間後急激に曲目加した。クエン畿の分泌量はAl処理灘度

に依存し、処理濃度が高くなるにつれ、分泌量も増加した.

またクエン畿の分泌はリン酸欠乏によって誘導されず、ラ

ンタン(La肝)、イッテルピウム何b肝)によっても誘導さ

れない.さらに、クエン酸の分泌はAl処理を解除した一日

後、認められなくなった。これらの結果はクエン酸の分泌

はAlによって特異的に誘導されることを示している.アル

ミニウムイオンはクヱン酸と鎗体を作ることによって毒性

がなくなる.従って、白ssiatoraにおいて、クエン酸の特

異的分泌はAl耐性機構のーっとして考えられる.



lpG17 
小麦におけるケイ酸によるアルミニウム害軽減効

果の解析

岡本庄司、馬建鈍松本期月(岡山大・資生駒

ケイ酸によるアルミニウム(Al)毒性の経減効果が多く

の植物において認められた.しかし、との軽減機構につい

てまだ明らかにされていない.本研究は小麦(品種

Atlas66)を用いて、この軽減機構について解析した.30μ

MAl、 20時間処理によって、小麦の根の伸長が約70%抑制

された.しかし、 1000μMのケイ酸の添加によって、根の

伸長阻害が軽減された.根のAl含量がケイ酸添加によって

減少し、溶液中の毒性のAl3tの滋度も低下した.線の乾燥

粉末を用いたAl吸着実験において、線へのAlの吸着量はケ

イ酸の前処理波度の糟加につれ、減少した.これは根への

アルミニウムの吸着サイトがケイ般によってマスキングさ

れていることを示唆している.現在、 InvitroとInvivo系

において更なる解析を行っている.

2aGOl 
空色西洋アサガオの開花に伴う花色変化の縫栂解明

宣E主主、岡崎芳次l、加藤潔2、前島正義3、重量波千営子4、
西村幹夫4、亀田清、近藤忠雄5(椙山大・生活・食品栄養、

1大阪医大・生物、 2名大・人間情報、 3名大・農・生化、 4基

生研・細胞生物、 5名大・化測機セ)

変色西洋アサガオ (Ipomoeatricolor)の奮は赤紫色で、
開花に伴い空色になる。しかし、花弁色素のへプンリー

ブルーアントシアニン (HBA)I)に変化はなく、花色の差

は生理条件の違いによることが強く示唆された。アサガ

オ花弁では、色素は上・下層の表皮細胞の液胞のみに均

一に溶けており、海綿状細胞は無色である。そこで我々

は、細胞内微小pH電極を用いて、液胞のpH(pHv)を直

接測定した。奮のpHvは6.6で開花花弁のpHvは7.6であっ
た2)。それぞれの花弁の色は、単雌したHBAを対応する

緩衝液に溶解したときの色調と極めてよく一致したこと

から、開花に伴う花色変化は、液胞.pHの特異な上昇に

よることが明らかになった。 pH上昇機構の解明を目的

に、着色細胞のみを花弁からプロトプラスト化して、液

胞膜を調製した。免疫プロットの結果から、奮と開花花

弁のH+-ATPaseとH+押紙量には殆ど速いはなかった。

各酵素活性および膜のプロトン透過性についても報告す

る予定である。
1) K∞do， T. el al.. (1987) TetrahedronLell.， 28: 2273・2276.
2)Yωhida， K. el al. (1995) Nature.， 373: 291. 
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2aG02 
塩ストレス環境下でのオオムギ綾における細胞内 pHとり
ン化合物の変動
且塵夏季，矢崎芳明坂野勝啓河崎和j夫2 (岡山大・資生研，
I蔑示奮・生物資源研四僚療学園女子短大)

オオムギ(赤神力)の根の細胞内pHとりン化合物の溢ス
トレスによる変動を、 31pの核磁気共鳴 (NMR)法によって
測定した。 300mMないし 500mM NaCl処理によって液胞
はアルカリ化した。細胞質の pH変動は、検量線への Na+
イオンの影響を考慮すると、ほとんどないことがわかった。
ストレス開始後一時間で、グルコースー6ーリン酸と UDP
ーグルコースは検出できない程度まで減少した。このような
糖代謝への影響が、極ストレスによる細胞障害機構に直接な
いしは間接にかかわっていると考えられる。
細胞内pHと同時に細胞外pHを測定したところ、極スト
レスによる細胞外pHの酸性化が、液胞内アルカリ化と共に
起こっていることがわかった。液胞膜上でのNa+とH+の交
換反応、および原形質膜でのプロトンポンプの活性化の可能
性について考察する。

Ka旬凶laraet al. (1997) Intra目 llularpH and proωn・
transport in barely root田 llsunder salt stress: in vivo 
31P-NMR study. Plant Cell Physiol. (in press) 

2aG03 
塩耐性程度が異なるNic仰 m属植物の水ポテンシャル変

化と Na¥K'イオンの蓄積特性

山田草笛、 IJ嘱俊之、 P制 aaN.Myers、今関英雅(日本たば
こ産業(株)遺伝育種研指折)

我々は57種のN1Cotiana属植物について、塩・乾燥ストレ

ス耐性検定を行い、 2種の塩ストレス耐性種 Wict施 m
panicul仰、 Nrcotianaexr:eJ.釦'r)と1種の感受性種。Vic.調 m

arent!ii)を選抜した (/J濡ら、日本育種学会第90回講演会)。

今回は、選抜した3種の塩ストレス下における水ポテンシャル
変化とNa"¥K+イオンの挙動について調査した結果を報告する。

250 mM  Na!αにより供試植物に塩ストレスを付与し、 5日
目まで業組織における insitu水ポテンシャM変化を狙慌しむ
その結果、耐性積である N.exr:el:iorは他の2種に比べて、水
ポテンシセ)~の低下速度か頓やかであっfこ。葉茎俸計液の浸透
圧は、 5日目にはN.panic.凶 taとN.are瓜5uでl詩句7∞mMIこ
逮しTこれ N.exr:eI3orでI誹甘550mMであっむ搾汁液の浸
透圧上昇はNぶ濃度の上昇によるものと考えられので、業組織

におけるNぶおよびK+の蓄積を経時的に測定したところ、 M

panicul，仰ではf砲の2種に比べてN正の蓄積速度、蓄積量、
NぶK値において著しく高b叶直を示した。以上の結果から、N.
paniculataとN.exr:eI3orはともに塩ストレスに耐性であるれ

それぞれ異なったメカニズムによると考えられる。なお、本研

究は石油産業活性化センターの委託研究として行われた。



2aG04 
タバコ培養細胞における原形質膜内向き整流性

K+チャネルの塩ストレス適応

倍野比呂志、劃国憲司、村田芳行¥多団幹郎

(岡山大 ... .細胞生理、 1岡山大院・自然科学)

(目的)ナトリウムが原形質膜K+チャネルを経て

細胞質内に流入し、細胞内代謝を阻害することは、

高等植物の塩ストレス適応機備を考える上で重要

である。本研究では、温ストレス適応への K+チャ

ネルの関与を明らかにすることを目的として、塩

ストレス適応と非適応細胞の原形質膜K+チャネル

の透過性を比較検討した。

(方法および結果)塩ストレス適応および非適応

タバコ培養細胞 (Nicotianatabacumし， CV. 
Br;ght Yellow)から酵素法によって単離したプロ

トプラストを材料として用いた。これらプロトプ

ラストのwhole-cell電流を、パッチクランプ法を

用いて測定した。その結果、 100mMKClのsymmetry

条件では、以前報告した外向き電流の結果と問機

に、塩ストレス適応細胞の内向き電流量は、非適

応細胞の内向き電流量よりも少なかった。

2aG05 
ラン漠 Synechocystlssp. PCC 6803の
Na+'H+アンチポータ一

種差且去、坂本 教l、村田紀夫1(総研大・生命科

学、 1基生研)

光合成は、細胞内のイオン波度によって大きな影

響を受ける。 Na・IH・アンチポーターが光合成の過

程で、細胞内のpHとNa・漉度の鯛節においてどのよ

うな役割を担っているかは興味深い。最近、

Kanekoらによって、ラン藻Synechocystissp. PCC 
6803のゲノムの全塩基配列が決定され、他の細菌

の遺伝子配列との比較から、 sll689、slr415および

slrl595の3つのORFが、それぞれNa'/H'アンチ

ポーターをコードしていると推定された。これらを

同定するために、われわれはまず、プロモーターと

推定される領域を含む s11689のDNA断片をPCRに

よって糟幅し、 E.coliのNa'/H・アンチポーター欠
繍株 NM81に導入した。この形質転換により、

NM81は高Na+濃度下 (0.7M NaCl. pH 7.5)での

生育を回復した。現在、 NM81とこの形質転換株

から反転膜小胞を作製し、それらのアンチポート活

性の測定を試みている。
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2aG06 
グリシンベタインを蓄積できるようになったトラ

ンスジェニックイネのストレス耐性

坂本敦、 ALlA、村田紀夫(基生研)

適合溶質グリシンベタイン(ベタイン)生合成

系の導入は、農作物のスドレス耐性向上のための

最も有効な遺伝子工学的手法の1っと期待されて
いる。私たちは昨年度本大会で、土壇細菌

Arthrobacter globiformisのベタイン合成酵素コリ
ンオキシダーゼの遺伝子導入により、ベタインを

蓄積できるようになったトランスジェニックイネ

の作出について報告した。これらのトランスジェ

ニック体は、コリンオキシダーゼを葉緑体或いは

細胞質に持ち、新鮮葉グラム当り前者は 1μmole、

後者は 5μmolesのベタインを蓄積した。このよ
うに、コリンオキシダーゼを細胞質に持つトラン

スジェニック体のほうがベタインの生成レベルは

高かったが、光合成活性を指標にした塩ストレス

耐性については、ベタインを葉緑体に蓄積するト

ランスジェニック体のほうが優れていた。このこ

とは、ベタイン生合成能付与の遺伝子操作による

ストレス耐性能の向上には、その生合成の細胞内

局在部位が重要な因子であることを示唆している。

2aG07 
塩ストレス適応および非適応タバコ培養細胞内の遊離
アミノ酸組成
副国憲司、大熊英治、福田三穂、村田芳行1、多団幹
百T両百大・農・細胞生理、 l岡山大院・自然科学)

高等植物は、高温濃度環境にさらされると、細胞内
にプロリンやベタイン等の代謝を阻害しない物質を蓄
積することが知られているが、これらの物質の生理作
用については明らかになっていない。今回我々は、塩
ストレス適応機構を解明するために、塩ストレス適応
および非適応タバコ培養細胞内の遊雌アミノ駿組成を
調べ、比較検討を行った。その結果、非適応細胞を
1∞mM  NaClを加えた LS改変培地 (NaCl借地)で
精養した場合、 PROの濃度は、 1∞mMNaCl;を加え
ない場合と比べて、約 7倍に増加したが、適応細胞を
NaCl培地で培養した場合、 PROの濃度はほとんど差
がなかった。非適応細胞を NaCl培地で繕養した場合、
PRO以外に THRとGLUの浪度が顕著に増加した。



2aG08 
耐纏性タバコ培養細胞に特異的に蓄積するタンパ

ク質の分析
並昆盈，竹田恵美，井田和子(大阪女子大・基礎

理)

港海した土地の話証書の進行が世界的な問題となっ

ている.さまざまな作物での耐極性の向上を目的
とした育種が行われているが，耐極性犠織に関し

て分子レベルではまだまだ不明な点が多い.我々

は耐塩性に関与するタンパク質の検出を目的とし，
細胞選抜によって耐塩性を獲得したタバコ培養細

胞と，非選抜の塩感受性のタバコ培養細胞の膜分

画に存在する，タンパク質組成の比較を行った.
タバコ繕養細胞(8icotianatabacuLCV.也監皿

阻)の，耐極性培養細胞(NA)と.塩感受性培養細
胞(NI)を材料として用いた.各細胞から分画遠心

によりミクロゾーム分画を得た.この分蘭からタ

ンパク質を抽出し.等電点電気泳動とSDS-PAGEを
組み合わせた二次元電気泳動を行った.タンパク
質の検出は銀染色によって行った.NA. NIそれぞ
れのポリペプチドスポットを比較し.耐塩性を獲
得することにより，減少，あるいは消失するタン

パク質と，増加するタンパク質が数種類確認され
た.現在，ラージスケールでのタンパク質の分厳・

分析を行い.これら違いの認められたタンパク質

の同定を試みている.

2aG09 
イネ(0ηzasativa L.α. Sasanishiki)を用いた、塩ストレ
スによる光合成電子伝達活性の阻害機構の解析
田中義人岸谷幸枝高倦鉄子林泰行七田中章‘，直
盤盟韮1.5 ('名城大・理工・化学東北大・農名大・

生物分子，‘三菱化学植物工学研名城大学総合研究所)

イネは低濃度の墳でも阻害を受けやすい植物であり
イネにおける温ストレス隊害の機構を明らかにするこ
とは重要である。塩ストレス下においては、光合成の
電子伝達系で生じた電子が炭酸固定に用いられなくな
り、活性酸素を生じる可能性が高くなることが予想さ
れる。そこで、光合成活性の阻害と活性酸素の関係に
着同して、今問、イネ(QIYzasativa L. cv. Sasanishiki)の
塩ストレスによる阻害を、変調分光法，光音響分光法
等を用いて解析したので、その結果について報告する。
イネを生育させている培地に、強光下でNaOを添加
して、塩ストレスを加えた。酸素電極による酸素発生
速度の測定、変調分光法および光音響分光法による光
化学系11の量子収率および光合成電子伝達の部分活性等
を測定し、極ストレスによる形態変化と光合成活性の
阻害との関係について解析した。
また、光合成活性の限害と活性厳禁の関係について
検討するため、酵母由来のマンガンスーパーオキシド
ジスムターゼ(Mn-SOD)遺伝子をイネに導入した形質転
換植物を作製した。この形質転換植物を用いて、塩ス
トレスとSOD活性の関係、および塩ストレス条件下で
の光合成電子伝達活性とSOD活性との関係について解
析を行った。
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2aGlO 
ラン漢 SynechocystIssp. POごω03野生株および ndhB欠
損変異徐における極ストレス条件下での電子伝達活性
盟虫差ぶ，日比野隆小川晃男三高倍昭洋I~ ('名城大・
理工・化学名古屋大・生物分子応答センター名城大
学総合研究所

ラン藻および葉緑体にはミトコンドリアのNADHデヒ
ドロゲナーゼサプユニットと相同性のある遺伝子が存在す
るが、その生理的役割についてはあまりわかっていない。
我々は、ラン藻 SynechocystIssp. PCC儲03の野生株およ
び ndhB欠損変異株 (M55)を用いて塩ストレス応答に対
するNADHデヒドロゲナーゼの役割の検討を進めている.
ラン藻を高塩狼度の培地に移し埴ストレスをかけると、
野生株、変異株ともに光合成の酸素発生速度は著しく低下
した。野生株では、塩ストレスをかけてから1-2時間後に
は酸素発生速度が回復するのに対し、M55では、このよう
な短時間での酸素発生速度の回復はみられなかった.つぎ
に、変調分光法を用いて、塩ストレス適応過程におけるク
ロロフィル蛍光、p7∞再選元速度を潰u定し、野生株およ
び ndhB欠損変異株の電子伝達活性を比較した.PAMに
よるクロロフィルの蛍光測定の結果、野生株およびM55と
も、極ストレス直後には、t.Fの著しい減少が観察された。
野生株では、その後短時間でt.Fは回復するが、M55では、
回復は、観察されなかった.また、野生株を用いて、
p7∞再還元速度を測定したところ、壕ストレス直後では、
光化学系1Iからの電子伝達は阻害されていた。これらの過
程における循環的電子伝達系、ナトリウムイオンの役割に
ついて検討した結果について報告する予定である.

2aGll 
耐塩性ラン藻 Aphanothecehalophyticaの分子シャペロン

DnaKの性質
且広竪B金石川浩高倍昭洋1，2
(1名城大・理工 2名城大・総合研究所)

樹塩性ラン藻 AphanothecehalophytICaは幅広い極浪度

(0.25-2.0 M NaQ)で生育可能なラン若様である.私達は、
塩耐性と分子シヤベロンの関係を明かにすることに興味を

もち研究を進めている。 Aphanothecehaiophyti，ω からの
dnaK遺伝子の単般についてはすでに報告したので、今回

は、その佐賀について検討した結果を報告する。

Aphanothece halophytIcaから単線した dnaK遺伝子を

pET3d ベクターに組み込み、大揚萄で大量発現させるこ

とを試みた。大腸菌で発現した DnaK蛋白質は、 DEAE-

Sephacel カラムおよび硫安分画等を用いて精製した.こ
の部分精製した DnaK蛋白質を用いて、プラストシアニ
ンおよびラクトースデヒドロゲナーゼのアッセンブリーに

ついて検討した.具体的には、プラストシアニンおよびラ

クトースデヒドログナーゼを尿素で変性させた後、 DnaK
蛋白質の存在する溶液で希釈したときの活性の回復を測定

した.プラストシアニンは、大腸菌で発現させたものを精

製して用いた.これらの結果について報告する.

一方、 DnaK蛋白質を過剰発現したタバコが高温・低温
または填ストレスに対する耐性が付与されるかどうかを検

討するため、 dnaK遺伝子をタバコに導入した形質転換植

物を作製した.この結果についても報告する.



2aG12 
火山灰土壌に自生するシロイヌナズナの酸性障害
パターンの解析

E1!l宜蓋，小山博之，北村訓子，原徹夫(岐阜大
.農・植物細胞工学)

シロイヌナズナ植物は酸性ストレスに極めて感

受性が高く，代表的な系統であるLandsbergでは

pH5を下回ると根伸長が著しく阻害される.本研

究では，低pH土壌で生育するシロイヌナズナ幼植

物 (Chitose株)の水素イオンストレスに対する

応答を調べるとともに，系統聞の生育パターンを
比較した.

一般にストレス耐性は幼植物の根伸長を指標と

して評価される. Chitoseを含む数系統を用L、，

水素イオンに対する感受性を評価したところ，幼

植物の根伸長阻害はいずれもpH5以下で額著に現

れたまた， FDA-PI染色法により障害程度を比較
したところ， ChitoseはLandsbergと同等かそれ以

上に損傷を受けていた.

一方， ChitoseはLandsberg，Columbiaと比較し

て開花が著しく遅く，ロゼット葉の形態も異なっ

ていたことから， Chitoseの低pH土壊への適応は

根端部の耐酸性機構の獲得によるのではなく，生

育の遅延が大きく関与していると考えられる.

2aG13 
ホウレンソウNIRcDNAを導入したトランスジェニック・シ
ロイヌナズナ植物の二酸化窒素ガス同化の解析
高橋美佐、井田正ニヘ関原明、五島直樹、森川弘道(広島大・
曹?軍宮子科学、 l京都大・食研)

植物は大気汚染物質の一つである二酸化窒素 (NO~ ガス
を気孔還して業細胞内に吸収し、アミノ般にまで同化するこ
とが知られている.その代謝には硝酸還元系静3障が関与して
いると考えられている.本研究ではNO.ガスを積極的に吸収
同化する大気汚染好位織物を創製することを目的として、碕
重量還元系書事業の第二醇素である亜硝酸還元酵素制限)を宮化
したトランスジエニック植物を育成し、 N02同化能力の解析
を行った.
植物材料にシロイヌナズナを用い、ホウレンソウ由来の
NIRcDNAを組み込んだプラスミドpSNIRH(CaMV 35S 
pro-spinach NlR cDNA-NOS ter; CaMV 35S pro-hpt-
NOSer)を導入したトランスジェニツクシロイヌナズナ被物
を育成し、約20系統の自植後代(官一T4世代)について解析
を行った。
サザンプロット解析により導入したホウレンソウ由来の
NIRcDNAが植物ゲノムに組み込まれているととが確認され
た。ノザンプロット解析、二次元電気泳動およびイムノアッ
セイを用いた解析により、導入したホウレンソウ由来のNIR
および内在するシロイヌナズナNIRが発現していることが確
認された。 NIR活性を測定したところトランスジエニック植
物において野性線より般大1.2倍の活性を持つ系統が稽認さ
れた。 4ppm の N02e~-N02 を含む)に暴鍵して、 N02 の
進元同化能力を同体質量分析法により、調査した結果、野性
線よりも最大約 1.4倍高いN02還元同化能を待つ系統が認め
られた。

170 

2pGOl 
藍色細菌の概日性リズムの周期を延ばすゲノム

DNA断片の解析

沓名伸介，近藤孝男，佐藤晋ー，石浦正寛

(名古屋大・理・生物)

藍色細菌Synechococcussp. PCC7942の生物時計
突然変異SP22(概日性リズムの周期が野生株の24
時間より2時間短い突然変異)を24時間周期に戻
す活性を持つ野生型ゲノムDNA断片 (2.2kb) を

クローニングした。この塩基配列とSP22突然変異
株のゲノムの相同領域を比較したが塩基レベルの

変異は起きていなかった。また、この2.2kbのゲ
ノムDNA断片を野生株に遺伝子移入したところ概

日性リズムの周期はおよそ2時間のぴて26時間に

なった。現在突然変異SP22の原因遺伝子は時計オ
ペロンのF遺伝子上に存在することが判明してい
るので、このORFはサプレッサー遺伝子の一種と

考えられる。 1kbのBamHI領域を遺伝子移入しで
も同じ効果が得られた。この領域に存在する0.4
kbのORFを野生株で過剰発現させると、リズムの

周期はおよそ35時間になった。このORFが周期を
延ばす機能を持っていると考えている。

2pG02 
光及び温度パルスによる藍色細菌の概自性リズムの位相

変位

井上千品、岡本和久、沓名伸介、石浦正寛、近藤孝男

(名古屋大学理生命理学)

槻日性リズムが知られる全ての生物において、光や温

度J旬以によるリズムの位娼変位が観察される。これは

生物時計の位相が環境の昼夜変動に同調することを可能

にし、より効率のよい生命活動を実現させている。

今回、我々は藍色細菌(Synechococcus sp. PCC 
7942)の概目性リズムにおいて光や温度パルスによる位
相応答特性を明らかにした.材料には時計遺伝子のプロ

モーターにluxABレポーターを接続し、ゲノムに組み込
んだ買須転換体を用いた。指数成長期のコロニーを12時
間制音期で同調した後、様々な時刻lこパルスを与えた。

その結果、 3時間以上の暗、強光、低温及E摘温1"<.ルス
カtそれぞれ大きな位相変位を引き起こすことか憎l明し、
藍色細菌では初めての詳細な位相反応曲線を作成するこ

とができた。また、この位相応答特性抑眠姓物のもの

と似ていることカ噂箆され止。現在、概日性リズムの位

指応苔機構の詳細を解析するために、入力系に関与して

いる光受容体の探索や、位相応答が完了するまでの時計

遺伝子の転写活性等について調べている。



2pG03 
藍色細菌Synechococcus sp. PCC 7942の生物時計遺
伝子の相同遺伝子の探索
字津巻竜也、近藤孝男、井上千晶、井上頼直 1、

石浦正寛
(名大院・理学研究科・生命理学理化学研究所)

我々は既に藍色細菌 Synechococcussp. PCC 7942 
の慨自性リズムを制御する 3つの遺伝子 (ORF-
D，E，めを同定する事に成功している.
今回、我々はこの3つのORFをプロープとして用
い、サザンプロッティング法によって他の藍色細菌
において、時計遺伝子の相同遺伝子を探索した。そ
の結果、 4種の藍色細菌Synechococcussp. PCC 7∞2 
Synechococcus vulcanus、Synechocystissp. PCC 6803 
、Anabaenasp. PCC 7120において、有意なバンドを
検出することに成功した。 Synechocystissp. PCC6803 
については、かずさのデータパンクと比較したとこ
ろ、その塩基配列に複数の相同遺伝子があることを
確認した。また、 SynechococcusvulcanusとAnabaena
sp.陀 C 7120については、ゲノムライブラリーをス
クリーニングすることによりポジティプクローンを
得ることに成功した。現在、この2種の藍色細菌に
ついて塩基配列を解析中であり、時計遺伝子の保存
領蟻を特定することを鼠みている。また、保存領織
が決まればは他の原核生物や真核生物においても相
同遺伝子を探索する予定である。

2pG04 
藍色細菌の生物時計オベロンの発現解析

沓名仲介、近藤孝男、五盛正宜

(名古屋大大学院、理学研究科生命理学)

バクテリアからヒトに至る生物の活動は生物時計の制

御を受け、 24時間周期のリズムを示す。我々は、単細

胞性藍色細菌Synechococcussp. POご7942で生物時計の

新しい実験系を開発し、時計の解析を分子遺伝学的に進

めている。これまでにD、E、F三つの遺伝子よりなる

「時計オベロン」が時計の中核的な働きを担っているこ

とが明らかになっている。

本研究では、発光バクテリア由来のルシフエラーゼ遺

伝子を発光レポーターに用いて、時計オベロンの発現を

生物発光として解析した。第一に、プロモーター活性は

ORF-Dの上流とORF-Eの上流に存在し、共に 24時間周

期の概日性リズムを示した。第二に、 D、E、F遺伝子上

に変異を持つ突然変異体で調べたところ、短周期変異体

では短周期の、長周期変異体では長周期の、無周期変異

体では無周期のリズムを示した。

次に、時計オベロンのプロモーター領域を欠失変異体

を作製して解析し、負に働くサイレンサーエレメントの

存在を推定した。

171 

2pG05 
アカバンカピ、におけるカノレモジュリンアンタゴニスト感受

性変異株，cpz-2，の表現型を抑制する変異株の分離

別府由紀、豊田勝也、小内清、里皇室盟(岡山大・理・生物)

新しい時計変異練の分隊の試みとして、薬剤感受性変異妹

の中に時計に対して特有の感受性を示す変異抹の分間監を試み

てきた。カルモジュリンアンタゴニストに対する感受性変異株の

分離を行い、その中の一つ、 cpz-2、は成長はこの薬物に対し

て高感受性、時計は抵抗性を示すことを一昨年の本大会で報

告した。またこの変異採は蛋白脱燐酸化酵素の限害剤であるF

K506に対して高感受性であり、温度感受性でもある。この遺伝

子のクローニングを試みているが、まだ成功していなし、。この遺

伝子の機能を知るために、サプレッサー株の分離を試みた。

intragenicなものを避けるためと、以後の解析を容易にするため

DNA縛入法を用いた。そのために二種類のベクターを用意し

た。現在までに cpz-2の表現型を抑制する3変異抹を得た。成

長についてすべての抹は薬剤j感受性は正常になっているが、 1

株は温度感受性については回復していなし、。これらの妹のリズ

ムの性質について報告する。

2pG06 
アカバンカピのカノレモジュリンアンタゴニスト感受性変異株，

cpz-2，の温度感受性を抑制する遺伝子のクローニング

片桐敏，小内清，中島秀明(岡山大・理・生物)

アカバンカピのゆIZ-2-妹はカ/レモジュリンアンタゴニス

トであるクロノレプロマジンに対して菌糸生長が高感受性

を示す一方で、分生子形成リズムのクロルプロマジンに

よる周期の短縮、位相変化、光による位相変化の限害に

ついては耐性を示す。とれらの性質は生物時計のもっと

も重要な性質であるのでcpz-2j宣伝子はアカバンカピの

時計機材陣に深く関ると推測された(Suzukiet aL， 1996. 

Genetics 143: 1175-1180)。
今回、我々はcpz-2株の菌糸生長が温度感受性であ

ることを利用してcpz-~漬伝子のクローニングを試みた。
その結果、 cpz-~株の温度感受性を抑制する約3.4kbの

ゲノムDNAを得た。 RFLP解析の結果、この断片の染色
体上での位置はcpz一種伝子座とは異なることが明らか

となった。塩基配列を決定したところ、この断片はスペル

ミジンシンターゼをコードする遺伝子を含んでいた。さら

に、培地へスペ/レミジンを添加することによって伊'Z-;麻

の温度感受性が、この断片を導入した形質転換体と同

程度に抑制されたことから、 cpZ-~株が温度感受性にな
る原因の一つにはスベ/レミジンの合成に異常が起きてい

る可能性が考えられる。



3aGOl 
ニンジンgDcPAL1遺伝子の UV，エリシタ一、機械的刺激

に対する応答

竹田淳子(京大、 a昼、農化)小関良宏(東京農工大、工、生
命工学)

われわれはニンジン培養細胞のアントシアン合成系を

モデルとし、 gDcPAL1(・2335)(ニンジンのPAL遺伝子の l

つであり uv・B応答性を示す)トランジェントアッセイ法に
よるプロモータ解析からgDcPAL1プロモータは3つの領

域 Modulaωr領域， (-570より上流) UV-B応答性を示

す領域(・320-・190)及び非特異的 UV応答性を示す領域

(・190より下流)からなり、いかにして全長のプロモータが

とれらの和として UV-B特異的応答をしめすかを明らかに

した。今回は、このプロモータに関してエリシタ一、機械的

ストレスに対する応答に必要なプロモータ領績を同定した。

さらに各種阻害剤の効果を調べるととから UVを含むとれら

3つの Cuesは異なるシグナル伝達系を用い gDcPAL1遺

伝子の発現を誘導しているととが明らかになった。

3aG02 
植物二次代謝産物による過酸化ストレス保竃作用
厘旦盟立，松原久子，信岡梢，福田費量弓(福山大・工)

植物細胞は，種々の酸化ストレスに対して.活性酸素類の
除去静棄や内在抗菌量化成分で保怒している。一方.植物は種
独特の二次代謝成分を生産し，それらの中には脂質過酸化抑
制やスーパーオキサイド除去作用を示すものが存在する。
植物二次代耐化合物中に抗酸化物質を検索し，ロズマリー
(Rosmarinus officinalis)(1)やタイム(Thymusvulgaris)(2) 
などから.動物組織に対して活性酸素除去作用を伴う抗厳化
成分をh匹敵した。今回.これら抗敵化成分の植物細胞内にお
ける酸化ストレスに対する作用を検討した@
タバコ (Nicotianarustica)矯養細胞から調製したプロ
トプラストをロテノンを含む緩衝液中でインキュベイ卜す
ると呼吸鎖電子伝達鎖から湯出した・子と厳禁分子との反
応によりスーパーオキサイドアニオンが生じる。これはニ
トロブルーテトラゾリウム(NBT)と反応し細胞が染色される。
反応液中に抗菌量化作用を有する植物二次代附物質を添加す
ると細胞の染色の滅弱が留められた.摘物病原菌由来のキ
ノン化合物altersolanolsなどはその酸化還元サイクルの過
程でスーパーオキサイドを生じ細胞毒性の原因となるが(3)，
植物抗酸化成分はキノン化合物添加インキュベイト系でも
活性酸素を除去した。抗酸化成分を生産する植物組織(タイ
ム棄など)や培養細胞(オリーブ，ロズマリーなど}から銅製し
たプロトプラストにおいては酸化ストレスによる細胞の
NBT染色はあまり留められなかった。
(1) H. Haraguchi， et aJ. (1995) pl岨 taMed.，乱333.(2) H 
Haraguchi， et aJ. (1996)到姐taMed.，盆，217.(3) H. Haraguchi， 
et aJ. (1併話)Phyt田h白血S甘y，込986

172 

3aG03 
ゲラニオールは織物細胞にアボトーシスをひき起こす。

高嶋傍・主主豊・平田敏文(広島大・理・化学)

高等植物の生体防御機構の生化学的解明のために，低

分子有機化合物をストレスとした植物細胞の応答反応に

ついて研究を行ってきた。今回，ゲラニオールがカミツ

レ培養細胞に対して強いアポトーシス誘導能を持つこと

を見いだしたので報告する。

アポトーシスの判定には，細胞核の断片化およびDNA

のラーダー形成を指標にした。その結果，ゲラニオ}ル

に強いアポト}シス誘導能があった。 DNAの断片化は，

ゲラニオールを投与してから1時間以内に始まり， 4時間

後にはほぼ完了した。また，ゲラニオールによるアポト

ーシス誘導は蛋白質合成の阻害剤であるシクロヘキシミ

ドやRNA合成の特異的阻害剤であるアクチノマイシン

Dによりいずれも阻害きれなかった。このことからこの

アポト}シス誘導に際しては新たな蛋白質合成もRNA

合成も必要としないことが示された。

3aG04 
イチジク果実の成熟に伴う水の動態変化のNMRによる解析

塵孟盤王.井上演理.渡辺剛史.石田信昭¥狩野広美2

(九州大・農・園芸農水省・食品総合研悶・農業生

物資源研)

細胞の水の運動性は組織の代謝など生理状態を反映

していると考えられている。そこで本研究ではイチジク

の果実の水のスピン.格子緩和時間 (T 1)を生育ステー
ジを追って測定し、水の成分と運動性の変化を解析した。

TlはJEOL EX-90 NMRスペクト口メーターで、

inversion recovery (180・-r・90・パルス系列)法に

より 、集実を果托と内倶IJの小果に分けて'H・NMRで、ま

た糖は80%エタノ ル抽出物を13C・NMRにより、常温

で測定した。'H-NMRによると 、スペクトル線幅は

stage1(緑色未熟)では果托、小果とも広く 、果実が肥大・

成熟するstage2，3では狭くなった。一方、水分含量には

著しい変化は認められなかった。'H-NMRのシグナル反

転をセミログプロ ッ トすると 、組織の水は Tlが

100msec以下の束縛された成分Iと1000msec以上の運
動性の高い成分Eより構成されていることが明らかとな
った。運動性の高い成分は果実の肥大に伴い、約1.5sec

と著しく長くなった。これは果実の成熟に伴う水の運動

性を妨げる膜構造の崩境、高分子化合物の低分子化、及

び液胞の発達によるものと推定される。



3aG05 
チューリップ組織の水の動態に対する低温処理の影響

童辺盟l忠井上長理，隈元保子.石田信昭¥狩野広美2
(九州大.，tt・園芸農水省・食品総合研同・農業

生物資源研)

植物組織には綴和時間が異なる数タイプの水が存在

することが知られている。低温処理により、チューリッ
プ球根の鱗葉内部の水はMRIで観測され難い状態から観

測され易い状態へ変化する (Iwayaイnoue et al. 
1996)。本報告では'H-NMR(JEOL EX90 NMRスペク

トロメーター)で、チューリップ各組織の水の状態を緩
和時間(T I )測定により詳しく緩討した。水の緩和時

間 (spin-Iattice relaxation time， TI)は inversion

recovery (180' -， -90'パルス系列)法によって測定
し、水の成分をスペクトル反転過程とシグナル強度のセ

ミログプロットにより解析した。チューリップ球根の水
は100ms以下の TIをもっ緩和時間の短い成分I、300・
800msの中聞の成分E、及び1000ms以上の長い成分E
で織成されていた。各成分は異なるケミカルシフトと線

幅をもっピークを示すことから、細胞内で異なるコンパ
ートメントを形成しているものと考えられる。これらの

水の成分に対する低温処理の影響汲ぴ組織の形態的差異
による変化を検討した。

3aG06 
GLASS TRANSITION TEMPERATURES IN GALACTOPINITOL AND 
OTHER NON-REDUCING SUGARS 
巴'hina-Tf!CHIEH. Li-Kuo SHEN; Diviaion of Silviculture， 
Ta五wanForestry Research Institute， 53 Nan-Hai Road， 
Taipei. Taiwan 

A novel galactopinitol found in maturing seeds of 
Leucaena leucocephala was suggested to be associated 
with deSlccation tolerance(l). 1n the present study， 
the glaaa tranaition temperature (Tg) of galactopinitcl 
meaaured by differential 8cann!ng calorimetry waa 26"C 
at 12' water content and 16.4"C at 17‘water content 
(dry we孟ghtbaaia). The Tg value of galactopinitol 孟g
significantly higher than Tg value we 宵睡~sured in 
Bucrose， 4. SvC at 5‘water content and 2.4"C at 19' 
water content. A mixture of 8ucrose/raffinose/stachyose 
/galactopinitol at a_"噛8aratio of 1/0.3/0.9/0.3 ahows 
the Tg value of 11.8uC at 13~ wate玄 content，which i8 
h孟gherthan Tg value of 4.0uC for another mixture of 
aucroae/galactopinitol at a masa ratio of 1/0.3 and 
Bame water content. Ae we know 91&88 formation of 
cytoplasm would have many advantagea for 8tabilizing 
cellular c。符1pOnentain the dry state. The high Tg value 
of galactopinitol appeara to have a glaaa formation at 
ambient temperature， and the mixture of above four 
sugars which discovered abundant in leucaena seeds a180 
show a high Tg value. implying that thia dry tolerant 
seeds probably contain sugar gla8ees at 80ft暗 certain
water contents and storage temperatures. 

(1) Chien， Ching-Te et a1. P1ant Ce11 Physio1.， 37(4): 
539-544. 
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3aG07 
原生動物Eug1t:nagraciJisの適合溶質トレハロース合
成に関与するセカンドメッセンジャー

竹中重雄、有本友香、谷亜矢、田村良行、
増田渉'、宮武和孝*、中野長久*

(羽衣学園短大・食物、'大阪府大・応生化)

淡水に生息する原生動物Euglt:nagracilisは二
酸化炭素に対する高い耐性を持つことを報告してき
たが、我々はE.graciJisが塩環境に対しても適合溶
質トレハロースを合成・蓄積し、細胞内部の浸透圧
を調整することにより適応する能力を持つことを見
い出し、タンパク質リン酸化およびフルクトース.
2，6・ピスリン酸か澗節因子として機能することを報
告した。また我々はE.graciJisの細胞内でセカンド
メッセンジャーとして、 CAMP、IP3、cADP-リボー
スが機能することを報告している。今回浸透圧スト
レス下におけるこれらセカンドメッセンジャーにつ
いて検討を行った。 E.graciJisを浸透圧ストレス下
におき、細施抽出液中の上記物質の存在について検
討を行っている。

3aG08 
エンドウ根の水分屈性におけるエンド型キシロ
グルカン転移酵素 (EXGT)遺伝子の発現
車畳一宣，藤井伸治，西谷和彦平沢正
高橋秀幸(東北大・遺生研鹿児島大・教養，
2東京農工大・農)

重力屈性非感受性のエンドウ (ageotropum)の
根は水分勾配に反応して正の水分屈性を示す.
これまで根の水分屈性は，伸長帯における刺激
側と反刺激側の聞の細胞壁伸展性の差によって
おこることが分かつている.そこで，本研究で
は細胞の伸長生長に関与すると考えらているエ
ンド型キシログルカン転移酵素 (EXGT)遺伝子
の部分的cDNAをエンドウの根より単離し，その
発現と水分屈性の関係を検討した.
RT-PCR法を用いてエンドウmRNAよりEXGT
遺伝子の単維を試みた結果，すでに単離されて
いるダイズのEXGT遺伝子と推定アミノ酸配列で
90%の相同性をもっ632bpの部分的cDNAを得た.
これをプロープとし，ノーザンハイプリダイ
ゼーション法を用いて根の水分屈性とその発現
の相聞を解析した結果，水分屈性による屈曲が
認められる直前に刺激側におけるEXGT遺伝子の
で発現の増大が認められた.



3aG09 
塩ストレスで誘導されるシロイヌナズナの Cys2/His2

型Zn-finger蛋白質遺伝子の解析

握杢置劃・岡覇防~.荒木崇・飯哲夫・器演雌樹

保次・院・理・植陶

C減 /His2型Zn-fingerは温もよく鱗斬されている DNA
結合モチーフの1つであり、動初や酵母廿本このモチーフを

もっ、数多く￠転写糊因子仰閥措されて.~~る。-克高

等植陶においても、時撤従蹄持期生を示すZn--fin伊 r因子

が多数存在すること加月らかとなった航機闘細について

は殆ど理解されて~V注L、

我々は植初体における 2叶 nger因子斡所長害賠明らか

にすることを目的として、これまでに、シロイヌナズナカEら

C決乏/His2型2叶 n酔 r因子、 AlF-l(bai.米均溺 thaJiar羽

g，-finger protein-l)、及tJ..足F-2を単穫し、問問減;や
環榔躍に焦gをあてて、解析をすすめている。朗二 AZF-
1、AlF-2(本どちら制聞こおいて主要な野動t見られること

を確認している。今回、務従にAlF-l、AZF-2杭乾操塩

ストレ刀世話劃王子であることを洞射る結果を得た。これら

¢潟鞠務課について報告する。

3aGlO 
シロイヌナズナの乾燥・低温ストレスによる遺伝子発現を制御

するシス因子DREIこ結合する蛋白貨をコードするcDNAの単磁

劃-.J皇、阿部洋、三浦節子、篠崎和子、篠崎一雄 1

{腹水省・国際.研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

乾燥により誘導されるシロイヌナズナのrd29A遺伝子は、乾燥

ストレスによって生成されるアプシジン酸 (ABA)によっても

誘導されるが、 ABAを介さないシグナル伝達系によっても制

御されている.遺伝子導入植物の系を用いたrd29A遺伝子のプ

ロモーター解析から、 ABAが関与しない発現はTACCGACAT

の配列からなるシス因子 (D阻)が乾燥誘導に関与しているこ

とが明らかになった.DREは高温濠度や低温ストレスによる

発現にも関与していたが、 ABAによる遺伝子発現には関与し

ないと考えられた.また、このDREの配列に特異的に結合す

る桜蛋白質が存在することも明らかになった.そこで、静母の

one-hybrid系を用いてDREの配列に特異的に結合する蛋白質を

コードする cDNA(DREBP)を単隠した 2種のcDNAの泡基

配列を決定し、コードされている蛋白質の相向性の検索を行う

と、共通のDNA結合ドメインを有することが明らかになった.

また、ノーザン法で解析すると、乾燥や塩や低温ストレス麟導

性を示した。
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3aGll 
シロイヌナズナのプロリンデヒドロゲナーゼ

遺伝子 erd5の発現解析

皇島三雄、佐厳里総、清末知宏¥篠崎和子、篠崎一雄1

(鰻水省・国際.研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

プロリンは水ストレス下の植物において細胞を保穫する適

合溶貨のひとつである.植物を乾燥した際に起こるプロリンの

蓄積は、その生合成系の活性化と分解系の不活性化により起こ

り、乾燥後再吸水させた際に見られるプロリン含量の減少は、

生合成系の不活性化と分解系の活性化により起こる.我々はプ

ロリンからグルタミン酸への変倹の第一段階を触媒する酵素

プロリンヲヒドロゲナーゼのcDNAである ERD5を、乾燥1時

間後のシロイヌナズナから単援した.ERD5 mRNA量は乾燥

10時間後には減少するが、再吸水させると著しく虫歯車目した.

また、プロリン処理でもmRNA.の増加が見られた.erd5遺

伝子の発現制御織構を解明するために erd5遺伝子のプロモー

ター領織と推定される約.1.4kbを含む DNA断片を単離し、

GUS遺伝子とつなげてシロイヌナズナに導入した.得られた

形質転換槌物を乾燥した場合にはGUS活性が低下したが、水

またはプロリンを含む縫養液につけると業と根において GUS

活性の上昇が認められた.現在、 erd5遺伝子のブロリン及び

吸水応答シス領織の解析を進めている.

3aG12 
イネ飾管液チオレドキシンh遺伝子の発現の郵位特異性

亙重~盆，根本圭介，藤原徹，林浩昭，茅野充男

(東大院・農学生命科学)

植物体内において，富市管は同化物質の転流だけでなく，

植物体レベルでのシグナル伝遣にも関わる組織である.飾

管中に存在するタンパク貨は，こうした機能に重要な役割

を演じていることが示唆されている.また自信管液タンパク

質は，飾郡要素が分化の途中で核やリポソームを失うこと

から，伴細胞で合成され，細胞間連絡を通って筋管中に移

行すると推定されている.

我々は，これまでにイネ筋管液中にチオレドキシンhが多

量に存在し，また，この節管液チオレドキシンhが細胞間移

動能を宥することを示した.このタンパク貨をコードする

遺伝子は，そのタンパク貨の筒管液中の存在量から，伴細

胞で強く発現していることが期待された.そこで的 situハ
イブリダイゼーションによる発現部位の検出を鼠みた.こ

の結果，発現は維管東に集中していた.来分化な維嘗束を

持つ若い.においては飾部を含む維管東金主義に，また成熟

した禁では緩管束中の飾部伴細胞に強く発現が見られた.

これらの結果から，飾管液チオレドキシンh遺伝子の発現は

維管東の発達段階に応じて制御されていることが示された.



3aG13 
ヒマと小麦の器官と師管液・導管液の 813C値，

8 15N値の関係

主山一星皐M ・増田泰三人藤原英司 2・L.L. Handley'， 
('農業研究センター筑波大応、生系，'SCRI，UK) 

織物の炭素同位体存在比 (d13CIは、炭素の国定や転流

の、また!l素同位体存在比 (d日Nlは、植物の盆棄の代総や

転流のインデックスとなる。本研究では、ソース・シンクの

問の流路である師管と導管の液中のd13cとd15Nを直接針

測し、植物の器官の値と対応させた。

実験方法:ヒマはつくばの圃場で栽培し、夏期数回、茎中央

から師管液、茎基郎から導管液を採取、植物体は各器官にわ

けて採取した。小麦はスコットランド作物研究所(SCRIlガラ

スハウスでポット栽培された。師管液は茎の上都からアプラ

ムシ法で、導管液は茎基郷から採取した。植物器官試料の一

部は緒硝.酉分、アミノ酸画分、残さに分画した。これらの

d "c値d15N値を ANCA-MSで分析した。

結果:師管液のd13c値は転流する績の値を、 d15N値は碕

酸還元で生成したアミノ酸の値を示しており、業全体の値と

は違っていた。通事管i夜のd13C値は、根からリサイクル炭素
化合物の値を示し、 s時N値は、土績の窒棄の値を反映して
いると考えられた。子実のs悶C値、 s帽N値は師管、導管
による炭素、!l*の供給を反映していた。
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laHOl 
カボチャ下匹軸でのアポプラストとシンプラストの
インドール酢酸濃度
盤盤盤二、増田康子 1、槙井直樹1(福山大・一般
教育、 1広島大・総合科学・自然環境)

外側から与えたインドール酢酸 (IAA)の伸長成
長への生理的最適浪度は10-6-10・7Mであることが

知られているが、成長帯での内生1M温度は1似 M
程度と低い。 IAAの受容体の一部は細胞膜外側に存
在しているとの報告もあり、 lAAはアポプラスト(

AP)に局在して生理作用を生じている可能性があ
る。 APとシンプラスト (SY)でのlAA浪度を調べ
るために、黄化カボチャの下匪軸切片 (1cm)を用
いて、遠心分離法でAP液を分取し、 13Ct;-IAAを内

部標準として1M量をGC-SIM・路で測定した。成長

帯の内生以A温度はAP(2.3x10-7 M)が、 SY(O.5x 

10-7 M)の4.6倍であった。 IAA(10-5 M)で切片を

処理すると、 APのIAA温度は4時間後には与えたIAA
滋度の75%に達したが、 SYでは23%程度の増加で

あった。これらの結果は、カボチャ下匹軸の成長帯
でのlAA滋度はSYよりもAPで高く、生理現象を生

じるIAAの少なくとも一部は細胞の外側から働いて
いることを示した。

laH02 
イネ液体培養のコンディションドメディウム添加に

よるRhizoctoniasolaniのIAA産生の増大

車出盛王，庄野邦彦 1(都立短大・化学東京大・総

合文化・生命)

我々はこれまでに糸状菌Rhizoctoniasolani Kuhn 

が IAA及ぴトリプトフォールの高い産生能を有し，

ぞれらの生合成がインドールピルビン酸経路による

ことを明らかにしてきた。また，この経路の酵素の

一つであるインドールピルビン酸デカルボキシラー

ゼを精製し，この経路がinvivoで十分働きうること

を示した。

今回， in vitroのイネ-Rhizoctonia相互作用の実験

系で，イネに感染する R.solani MAFF 305219のlAA

産生がイネ(Oc)液体培養のコンデイションドメデイ

ウム(CM)の添加によって，短時間に著しく増大す

ることが見いだされた。異なった培養期間由来の

CMとlAA産生地大との関係， CM中の IAA産生

増大因子の性質，寄主植物の異なる Rhizoctoniaに

対する ocの CMの効果，及び各種植物の CMが
R.solaniに対する IAA産生に及ぼす影響などについ

て解析を行ったので報告する。
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laH03 
モモ葺 m ・B からの鮪たな~ーキ γ ン鎗合タンパク賓の単.

主占し』且王、 大宮あけみ、 街地勝之. 休建樹(圃水省・ .1町民}

オーキシンは徹絢の量聾な a長圃飾物質であり. その作周繍綱にお
いてその !!O体が量聾盆楓健を来たしていると考えられている. I・
脅らは、 そそ華閣僚に存在するオーキシンの !!O休の候補として、

院に、 20kDa(AlP20)と 19kD.(AlP19)のオーキシン結合タンパク賓

(AI')を単厳し. その特健について鰻貸した. オーキシノの情報伝遣

にほ.叡の受容体が縄健する苛酷性が考えられるため、 別の圏分に

ついて鋼べたところ、 A・.19/20と興なる衡たな AI.が見出されたので
1111ーする.

そその釜JJlB1!より鍋幽した可構性タンパク慣を CM -To)'opearlに

かけ、 11通り圏分を得た. その圃分を DEA.E -To)'ope ar 1にかけ. lC 1 

のa度勾配により調IItiし. オーキシンに対する舗合活性を[・・C)2， < 
-Dを用いて測定した.鎗合活伎を有する圃分をゲルろ過(Sepb ・CfJ1 

S-300)にかけ、 2，<ージクロロフエノキシ.，.(2、4・D)を鎗合させた

アフィニティーカラムにか砂た後、 z 、，-Dを含む鰻Ii補色こて槍幽して、

宏一キシン値合タンパタ.(...)画分を得た. SDS-"GE上では 、 AI.

圏分には， 36kDa、 37kDa. 60ll:D ・の 3つのメジャーなポリペプチド

( '-'''36、 '-'''37. .-Al.6D) が含忘れることが分かった. ゲル潰

遣の鎗黒 nat i veな状'では、 どれも分子量的 6Dkで存在することが維

定された. それぞれの修分アミノ圃Ii!~J を網ペ‘ ホモロジ -ltlllを

行ったところ、 '-Al'37と'-'''60は、 それぞれ pholpboribrokinase

とprotein disultide i.oaerase とに高い綱同性が見出された. .-

AB.36については、 既知のタンパク慣とのあいだに高い縄問位は見出

せなかった. 現在、 これらのタンパク貨の方ーキシンに対する鎗合

締役について検討している.

laH04 
ニンジンの不定旺形成過程における

オーキシン誘導性遺伝子の単離と解析

主宣--.J金星、高橋陽介、長田敏行

(東京大・大学院理学系研究科生物科学)

ニンジンの匪軸を短時間高濃度の 2，4-0で処理

し、続いて植物ホルモンを含まない培地に移して培養

することによって、不定匪の形成がみられることが報

告されている.この系を利用してオーキシンにより発

現が調節される遺伝子の単厳、解析を行うことにより

不定匪形成の最初の引き金となる分子機構の解析が

可能であると考えた。そこで、ディファレンシャルデ

ィスプレイ法でオーキシンにより発現が調節される

遺伝子を探索し、 2つの cONA断片を得た.そして

これらの cONAの塩基配列を決定し、既知の遺伝子

とのホモロジー検索を行った。また、これらの cONA

をプロープにいくつかのノーザンプロットによる解

析を行った.以上の結果から、得られた遺伝子の脱分

化過程における機能について考察する.



laH05 
万一キシンによって誘導される par遺伝子の転写制

御機構の解析

遁互達阜、高橋陽介、長田敏行(東太・院理系・生物

科学)

我々は、万一キシンによる植物の成長、細胞分裂の

制御を分子レベルで解明することを目的とレて、万一

キシン誘導遺伝子に着目し研究を進めている。これま

でにタバコ薬肉ブロトプラストから才一キシンで発

現が誘導される遺伝子、 parA， parB， parCをクロー
ン化している。

parA， parC遺伝子のオーキシン応笛住に関わる

シス領域の解析は、タバコ形質転換体を用いて行い、

parAでは 63旬、 parCでは 173bpの DNA領域
まで限定することができた。これら領域内には asイ

様配列 (pas-a，pas-c)が惇在レ、このモチーフは万

一キシン応答性に必須だった。レかし、ゲルシフトに

よる解析では pas-aには as-1結合綴タンパク質

ASF・1が結合するが、 pas-cには ASF・1とは異な

る核タンパク質が結合することが明らかとなっ疋。ま

だ、これらの領威力T活性7.J"ーキシン以外の化学物質に

も応答住があるかどうか調べだ。

laH06 
オーキシン制御遺伝子arcAの機能探索

石田さらみ、高橋陽介、CsabaKon白人呈E盤宣(東
京大、院理系生物、 1マックス・プランク育種研)

arcAは、タバコ BY-2細胞よりオーキシン制御

遺伝子として単離されたが、構造的に Gp様の構造

をもち、いわゆる WD40タンパク質である。最近の

知見は、その中でも動物細胞での実験によりタンパ

ク質キナーゼc(pKC)の受容体タンパク質である

RACKlの植物ホモローグであることが分かつてい

る。

一方、シロイヌナズナのT-DNA挿入突然変異体

の中に根の形態に著しい変異の見られるprllが単

離されたが、この遺伝子は arcAと良く似た構造を

持つが、C末にタンパク質フォスファターゼ結合ド

メインを持つ点が異なる(Koncz未発表)。これら二

種のタンパク質と PKCとは特異的反応を示すこと

が明らかになっている。これらの結果は、 PKCを介

する信号伝達系が横物細胞にもあることを予測さ

れるのでその意義を議論する。
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laH07 
酵母におけるオーキシン制御遺伝子arcAhomologueの

解析

互E主主主主、高橋陽介、長田敏行(東京大学大学院理学
系研究科)

分子レベルでのオーキシン作用機構解明の第一歩とし

て、オーキシンにより発現制御を受ける遺伝子 arcAをタ

バコ培養細胞BY・2株より単離し解析を続けている。構造

解析より、 arcA産物は、Gタンパク質pサプユニットに代
表される構造であるWD-4Oリピートにより構成され、真核

生物に普通的に存在している事が明らかとなった。これよ

り、種聞を超えて保存された基本的機能を果たしていると

推測される。そこで、植物細胞における arcA産物の機能

を同定するための重要な情報が得られると期待し、遺伝

学的解析に適し真核生物のモデルとされる酵母におい

て arcAの機能解析を行うことを計画した。酵母の arcA

homologueはゲノムプロジェクトにより決定された配列より

クローニングした。本大会では、現在までに得られている

結果について報告する。

laH08 
ニセアカシア内樹皮レクチン遺伝子プロモーターによる

GUS遺伝子のタバコにおける発現

吉田和正、毛利武、西口満、田崎清(農林水産省、

森林総研)

ニセアカシア(マメ科の落葉広葉樹)の内樹皮(師部)

と種子には、それぞれ異なる遺伝子にコードされるレク

チンが存在する。このうち内樹皮レクチンは柔細胞に局

在することが明らかになっている。本研究では、内樹皮

レクチンをコードする遺伝子 (rlecl)の組織特異的な発

現に関わるシス因子を探索するために、rJeclの5'上流減、

約820bp(・793bp-+26bp)の下流にGUS遺伝子を結

合した融合遺伝子を作製し、タバコに導入した。

得られた形質転換体の中から、茎および業において高い

GUS活性を示すものについて、組織化学的染色を行ったと

ころ、茎においては維管束の内部師部、および外部師部と

その周辺の柔細胞でのみ GUS活性が認められた。業での

GUS活性は葉脈の維管東でのみ検出された。これらのこと

から rleclの5'上流域はタバコにおいても組織特異的なプ

ロモーターとして機能し、その発現に関わるシス因子は転

写開始点から上流793bp内に存在することが示唆された。



lpHOl 
イネ第二葉鞘を指標としたジベレリンによる葉鞘

伸長促進現象の組織化学的解析

訟盆手盟、伊藤伸一、板本圭介l、谷本英一2、

山口淳二(名大・生物分子応答研究セ、 I東大・

農、 2名市大・教養・生物)

イネ科植物の葉鞘伸長現象は種子発芽直後の業
鞘基底部における旺盛な細胞分裂と縦方向への急
激な細胞肥大という 2要因から成る、初期形態形
成に特徴的な生育過程である。この伸長現象はジ
ベレリンにより促進されることが知られているが、
現象面で多数の知見が得られているにも関わらず
組織伸長における細胞分裂・細胞肥大の制御機構
に関しては依然不明な点が多く残されている。
我々はイネ媛性品種・短銀坊主によるジペレ
リンパイオアッセイ系 (Murakami，1965)を利用し、
第二葉鞘を指標としてジベレリン投与後48時間ま
での初期葉鞘伸長に及ぼす効果、特に細胞分裂・
細胞肥大への影響を組織化学的手法により詳細に
解析した。その結果、これらの細胞組織において
ジベレリンは主として伸長は細胞の縦方向への伸
展に作用し、細胞分裂には殆ど関与していないこ
とが確認された。

lpH02 
CHARACTERIZATION OF LlGHT-REGULATED 
EXPRESSION OF A GA20・OXIDASEOF PEA. 
工山L区畠血以畠，Tahar Ait-AIi， Shannon Frances， Richard E. Kendrick 
Frontier Research program， RIKEN， Hirosawa 2・1，Wako・shi，
Saitama， 351・01，JAPAN 

Gibberellins (GAs) are important regulators of 
several aspects of plant growth， such as 
germination， shoot elongation and fruit 
development. Light also influences these 
processes， however， little is know how GAs and 
light-signal transduction interact in plant cells， To 
examine the light-regulation of GA biosynthesis， 
the expression of GA20・oxidase，an enzyme 
which catalyzes the final steps in the production 
of active GAs， was examined in pea seedlings， 
We found that the expression of GA20-oxidase is 
regulated by light as well as by the 
developmental stage of the plant. Interestingly， 
the level of expression is inversely related to the 
light irradiance. A similar pattern of light-
regulation has been observed for the 
accumulation of GAs. A single red light pulse can 
induce transcript accumulation and mediation of 
this response by phytochrome is being examined 
in wild-type and various mutant plants. 
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lpH03 
アズキ上陸軸切片においてGA3によって発現量

の増加する遺伝子の単離

金匝且且，柿本辰男，柴岡弘郎(阪大・理・生物)

アズキの上臨軸切片は IAA集盟によって伸長し、

GA3処理はその IAAによる伸長を促進する。こ

のGA3による伸長促進に関与した遺伝子を単離す

る目的で、ディファレンシャルスクOーニングを行
い、 GA3によってmRNA蓄積量の増加する 5種

の cDNAの単離に成功した。これらのシークエン

ス解析の結果、 2種の遺伝子はジベレリンによって

mRNAの蓄積量の増加することが既に知られてい

る遺伝子 (GASTl，y-π'P)のホモログで、残りの3
種は新規の遺伝子であった。新規の遺伝子はタイム

コースでのノーザンプロット解析より、 GA3処理

による伸長促進の始まる前 (GA3処理後30分)

でmRNA蓄積量に差のあるものも含まれている。

これらの遺伝子の機能解析に用いる目的でアズキの

トランスジェニック植物作製の検討を行っており、

現在までにアズキのカルスからのシュート再生に成

功している。

lpH04 
OSHlの過剰発現による内生GA，量の減少はGA20-0副aseの発現
抑制を伴っている

差益逝之盤、村上(嘉納)ゆり子、事公岡信1、坂本知昭2、山口

五十麿3、橋元見守志(農水省・果樹試、 1名大・分子応答、 z筑
波大・農学研究科、 3東大..)

我々は、以前イネホメオボックス遺伝子OSHlがタバコの形
態および内生植物ホルモン量を変化させ、その変化が形態変化

を引き起こしている可能性を示唆した。さらに、内生ジペレリ
ンA，(GA，)量の減少が、その生合成阻害による可飽性を示し
た。そこで、 OSHlによる植物形態形成の制御後構を解明する
ため、 ω:Hlの過剰発現がどのような機構でGA，の生合成を阻害
しているのかを解析した。
OSHlの過剰発現によりその形態が大きく変化したタバコに

対し、 GA，生合成の中間産物であるGA.lおよびGA却を投与した
ところ、 GA2().oxi伽seの基質であるGA日では伸長を示さなかっ

たのに対し、 GA2か侃組制の産物であるGA却では非常によく伸

長した。また、この形質転換タバコのGA，およびGA，.の内生量

を野生型と比較したところ、 GA，が1%以下であったのに対し、

GA笈klxi，也seの中間産物であるGA，.は25%であった。さらに、

タバコゲノムDNAより得たGA2().o泊dぉeのPCRフラグメントを

をプロープとして形質転換体および野生型の茎における発現量

を比較したところ、形質転換体では発現量の低下地唱められた。

これらのことから、過剰発現したOSHlはGA処唱凶aseの発現
抑制を介して内生GA，震を低下させていると推察された。



lpH05 
カウレン合成酵素 Bはシロイヌナズナの ga2突然変異
体を相補する
山口信次郎 Tai-pingSun 2 .神谷勇治1
( 1理研・フロンティア、 2Dept. Botany. Duke univ.) 

シロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana)のga2変異体
は、発芽、抽苔、開花の諸過程にジベレリン (GA) を
要求する媛性の変異体であり、 GA生合成に欠陥を有し
ていると推定されている。生化学的な解析から、 ga2変
異体においては、 GA生合成の早期段階を触媒する酵素
であるカウレン合成酵素 B (KSB)活性が、野生型と比
較して減少していることが報告されている。そこで、カ
ボチャ (Cu印刷'tamaxima)より単離された KSBの
cDNA')を過乗IJ発現させることにより、 ga2変異体の表
現裂が相捕されるかどうかを検討した。 35Sプロモー
ターの下流にカボチャの KSBのcDNAを繋いだ融合遺
伝子を ga2変異体に導入した。 4つの独立した形質転
換体において、ノーザン解析により外来遺伝子の発現を
確認した。発芽後約1か月の各植物体(地上部)の組抽
出物中の KSB活性を調べたところ、 ga2突然変異体に
おける KSB活性l草野生型と比較して少なかったが、形
質転換体，;t野生型と同程度の KSB活性を有していた。
これらの形質転換体は、野生型と同様の表現裂を示し、
発苦手、抽苔、開花に GAを必要としなかった。以上の
結果は、カボチャの KSBにより ga2突然変異体の表現
型が相捕されたことを示している。この結果は、 ga2変
異体において KSB活性が減少しているというこれまで
の生化学的研究結果と一致している。
1) Yamaguchi 9t aI. (1996) Plant J. 10. 203-213 

lpH06 
Ent-KAURENE SYNTHASE A FROM Cucurbita maxima AND 
ITS INTERACTION WITH ent-KAURENE SYNTHASE B 

Mwia.雌...SMI工I:i， Shinjiro YAMAGUCHI， Tahar AIT-ALI and Yuji KAMIYA; 
Frontier Res. Prog国 m，RIKEN， Hirosawa 2・I，W出 o-shi，Saitama 351・01

GAs are synthe副zωlromgeranylgeranyl diphosphate in two steps 

which are catalyzed by two distinct enzymes， ent-kaurene synthases A 

and B (KSA and KSB). Although both enzymes could be isolated 

sepa国telyIrom plant ext阻.cts，in vitro studies 01 their activities suggest 
that KSA and KSB may associate lor the e的自entproduction 01 ent-

kaurene. Untll now the only cloned KSB gene is that olCucur世';lamaxima. 

Hence， to study the interactlon between KSA and KSB， we cloned the 

pumpkin KSA cDNA using PCR pnme惜 designedlrom the∞nserved 
regions 01 KSA sequences Irom other species. The RT -PCR am凶i前回

Iragments were used lor screening 01 a pumpkin cDNA library prepared 

Irom immature seeds， and 5 cDNAs were cloned. The lull-Iength pumpkin 

KSA sequence was determined Irom several clones， however， all clones 

∞nt副nedsome intervening sequences. A new lull-Iength cDNA was 
amplilied by RT-PCR using RNA Irom pumpkin hypo∞tyls and petioles， 
and then subcloned Into the pGEX 4T-3 bactenal expression vector. 

Selection 01 bactenal clones resulted in isolation 01 6 clones that could 

pr'ωuce up to 5 mg 01 soluble GST -KSA re∞mbinant lusion protein in 100 
ml 01 bactenal culture. This GST-KSA∞uld be isolated by affinity 
chromatography without loss 01 the KSA enzymatic act附 ty.To determine 

what pa同01the KSA sequence is ne四回arylor enzymatic activity and lor 

possible interaction with KSB， a ∞lIection 01 truncated KSA proteins was 

prepared by PCR cloning and expre田 ionin bactena. Also， the KSA and 

KSB cDNAs are being used lor the two-hybrid assay 01 protein-protein 

interaction in yeast 
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lpH07 
イネ緑禁中のジペレリン結合蛋白質の細胞内局在と機能解析
小松節子，梅田署長三ぺ海野和俊..朴杓允・・

(農水省生物研， ..研センター，・・帝京大・医)

<目的>植物ホルモンの結合蛋白質を介する細胞内情報伝達

綴織を解析する目的で、我qはすでに[3H]標語Eジペレリンを
用いてリガンドプロッテイング法により、イネ録業中にジペ

レリン結合蛋白質を見いだしている.本研究ではジベレリン

結合蛋白質の機能を検討するために、抗ジペレリン結合蛋白

質抗体を網益して免疫化学的にこの蛋白質の特徴を解析した.

<方法>イネ{品種目本欄}吸水後2週間の緑葉から蛋白質

を鏑出し、二次元電気泳動後ジペレリン鎗合蛋白貨をゲルよ

り回収し、ウサギに免疫後ポリクローナル抗体を慎重宣した.

ジベレリン結合蛋白質のリン量産化能の変動については、緑濃

から摘出した蛋白質を、 [T・3Zp]ATP含有反応液中でリン磁

化後二次元電気泳動を行い、リン酸化パターンを比較した.

<結果>ジベレリン結合蛋白貨は発芽後10日目から2ヵ月
の聞の葉蛸・11身中に、免疫染色法によって認められた.紐
遠心分.l去を用いての分画により、ジペレリン結合蛋白質は
細胞質と膜の両薗分に存在しているが、主に膜薗分で顕著に

リン磁化されていることが明らかになった.銑ジペレリン結

合蛋白質抗体と抗ジペレリン抗体を用いて免疫電子顕微鏡法

により、ジベレリン結合蛋白質とジベレリンは共に、核膜、

ミトコンドリア膜、 microbody膜等に存在していることが確

E恋された.

lpH08 
蛍光標識化アプシジン酸・ジペレリンとオオムギアリユー

ロン細胞プロトプラストの相互作用解析研究

遺且且皇、山本音、地uizioPulici、一瀬勝紀、瀬戸秀

春、中野雄司、地sumiRobe巾 on2、安藤哲1、室伏旭3、

吉田茂男 (理研 ・植物機能、
1東農工大 ，BAS広

2CSIRO・オーストラリア、 3東大・応生化)

オオムギアリユーロン細胞は植物ホルモンであるジベレ

リンやアプシジン酸の刺激に対し明瞭な応答をすること

から、これら植物ホルモン受容研究に適した材料である。

我々はこの受容を可視化することを目的として両植物ホ

ルモン (FABA.FGA)の蛍光課識化合物を調製し、

直接的な細胞との相互作用の解析が可能なアリユーロン

細胞のプロトプラストを用いてこれら蛍光標識化合物と

の相互作用について研究を行った。アリユーロン細胞系

においてFABA、FGA共にアプシジン酸やジペレリ

ンと同質の活性を有していた。相互作用についてはフロー

サイトメーターやセルスキャン型蛍光顕微鏡を用いて解

析した結果、 FABAやFGAは細胞膜上に結合してい

ることが確認できた。



lpH09 
チューリップにおけるガム物質生成に対するジャスモン

酸メチルエステルの効果:特にエチレン生成との関係

Marian Saniewski、宮本健助1、上回純一1

(ポーランド果樹学、花井学研究所、 1大阪府大・総合

科学)

チューリップにおけるガム物質生成に対するジャスモ

ン酸メチルエステルOA'Me)の影響をエチレン生成の観点

から研究した。無傷チューリップのまま根、茎、および棄

の下部にJA.Meをラノリンベーストとして処理するとエ

チレン生成が増大するとともにガム物質の生成がみられ

た。エチレンやエチレンの前駆体である1-アミノシクロ

プロパン-1・カルポン酸(ACC)およびエチレン生成物質で

あるエテホンはチューリップ球根におけるガム物質の生

成には効果的であったが、茎と業の基部では効果的では

なかった。 JA.Meの効果は、エチレン生合成限害弗jを用

いて、エチレン生成をある程度阻害しても認められた。

また、低濃度のJA.Meはガム物質の生成に効果的ではな

かったが、 ACC存在下では効果的であった。以上の事実

は、 JA.Meによるガム物質生成はJA'Meによって誘導さ

れるエチレンの効果に由来するものではないこと、さら

にエチレンはチューリップ組織のJA.Meに対する感受性

に影響することを示唆している。

lpHlO 
エチレンによる浮稲節聞の伸長促進と蒸散の関係
基一草亘原 愛山村敦子内田直次1，2 安田武司1，2
(1神戸大・自然科学神戸大.A) 

浮稲節聞は，高湿度環境でのエチレンあるいはジベレリン
(GA)処理により著しく伸長する. しかし，低温度環境で
は， GA'は節聞の伸長を促進するが，エチレンは伸長を促進
しない [11.我キは，この現象がアプシジン酸含量の変動で
は説明することができないことをすでに報告した [2[.
低湿度条件で細胞が伸長するためには，水中や高湿度条件
に比べて植物体からの水分の蒸散量が多くなるので，細胞の
成長に必要な膨圧を得るにはより高い浸透圧を要すると考え
られる.事実，低湿度環境で GAにより伸長誘導を受けてい
る節間組織では，高湿度条件で GAにより伸長している節閲
組織に比べて，その浸透ポテンシャルは低い値に維持されて
おり，そしてその浸透調節に，少なくとも糖が関与している
とを報告した 131.
今回我々は，乾燥と加湿条件下でのエチレンと GAによる
節聞の伸長促進作用の違いと蒸散との関係を調査した.その
結果，高湿度条件ではエチレンと GA処理によって蒸散量に
は差が認められなかったが，乾燥条件下ではエチレン処理に
よって蒸散量が増大した.これらの結果は，エチレンによる
浮稲節聞の伸長促進が周りの水分環境によって影響を受ける
のは，エチレンによる蒸散の促進と関係のあることを示唆す
る.さらに深水下での節聞の伸長促進は，エチレン量の増大
と水中での蒸散量の低下によってもたらされると考えられる.
[1[ Plant Cell Physiol 32: 307・309(1991) [2[] Plant Physiol 
146: 323-328 (1995) (31 Physiol Plant: in pr田S
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lpHll 
黄化ヤエナリ臨軸から精製されたエチレン生成阻害

タンパク質の全長cDNAのクローニング及ぴその発現

分析

陳暖、酒井慎吾(筑波大・生物科学)

黄化ヤエナリ匹軸から分離精製された112kDaのエチレ
ン阻害タンパク質の全長cDNA配列を貯-PCRとRACE-PCR法

により決定した。 1760ヌクレオチドからなるこの遺
伝子は508個アミノ酸をコードするORFを含み、その分
子量は54，307と推定された。推定アミノ酸配列のホ
モロジー検索の結果、報告されているエンドウ豆と

アブラナ属の植物における膨圧応答遺伝子と約8側、
線虫とヒトの遺伝子と約60%の相同性が認められた。
同時に通常のアルデヒド デヒドロゲナーゼと約30%
の相同性もあった。遺伝子発現のノーザン分析の結

果、種子発芽過程においては、浸水後二日の初期で

匝害タンパク質のmRNAが植物全体(子葉、匹軸、
根、芽生え)で検出された。そして、発芽後期の遺

伝子発現は、特に上脹斡で、連続光照射により制御

された。

lpH12 
クロモサボニン Iによるレタス根の成長促進作用
におけるエチレンの関与
盤且蓋二， 石沢公明1 (神戸大・官熱科学東北

大・院・理・生物)

エンドウ芽生えから得られるクロモサポニン I
(CSI)が、数種の植物の根の成長を促進する作用
があること、また、レタス根の成長促進は、細胞

壁の伸展性の増大による、細胞の伸長成長の促進
であることを既に報告した。今回は、 CSIの作用
に対するエチレンの関与を検討したので報告する。

レタス (l.ac肱沼sativaL. cv. Grand Rapids)の芽生
えのエチレン生成速度は、 0.7此 10路eds・lh・1であ
り、 CSIばかりでなく、エチレン生合成阻害剤で
ある 2・aminoethoxyviny1-glycine(A VG)、エチレン作
用阻害剤である 2，5・noぬomadiene例BD)もレタス
根の成長を促進し、皮層細胞を細長くする。 CSI
による成長促進作用は、 3μMAVG、あるいは 150
凶.L.1NBDによって消失し、エチレン添加によっ
て回復する。また、 CSIによる成長促進作用は、
エチレンの生成速度に対する影響では説明できず、
エチレンに対する反応性の低下による。以上のこ
とから、 CSIはエチレンの作用を阻害することに

より、細胞壁の伸展性を増大させ、細胞の伸長成
長を促進していると思われる。



lpH13 
メロン果実のエチレン生成機構の解析

加藤俊彦1、大谷珠代2、川合啓介1、平林哲夫

人中川弘毅1、隼藍隆基1、2 (1千葉大・園

芸、 2千葉大大学院・自然科学、 3日本圃研)

メロン果実はクリマクテリック果実で成熟に

伴いエチレンを生成する。果実のエチレン生成
は種子や胎座組織から始まり果肉に広がる。単

為結果果実を用いて種子が果実のエチレン生成

に与える影響を調ベたところ、受粉果実に比ベ

て7日程度遅れた。受粉果実の種子ではエチレン
生成がみられた。メロン果実の種子と胎座のエ
チレン生成を胎座と種子が分離できる着果後17
日目より経時的に調ベると、胎座組織が崩壊す

る17日目の胎座と種子においてオーキシン誘導
型ACC合成酵素遺伝子 (ME・ACS2、3)が発現
していた。さらに種子が成熟する35日目に種子
でACCオキシダーゼ遺伝子の発現がみられた。
55日頃から果実の成熟に伴うエチレン生成がは
じまり、胎座と果肉で傷害型ACC合成酵素

(ME-Aα1)とACCオキシダーゼのmRNA量が
上昇したが、さらに、低いながらME-ACS2、3
の発現がみられた。これらの結果から果実の成
長・成熟とエチレン生成の関連について検討す
る。

lpH14 
RT-PCRを用いたメロン葉のACC合成酵素遺伝

子およびACC磁化酵素遺伝子の発現解析

宣1lL二二，尾崎武司，今堀尊重洋，和国光生，小田雅行

(大阪府大・.・応用植物科学)

エチレン生成経路において、最後の2ステップの反

応はACC合成酵素およびACC酸化酵素によって行われ

る.私たちは、 RT-PCR法によって、メロン葉のACC合

成酵素遺伝子とACC酸化酵素遺伝子の発現を調べた.

この2つの遺伝子では、傷、 lAAおよびエチレン処理

の後20分でRT-PCR増幅産物が検出できた。 ACC合成酵

素遺伝子では、 RT-PCR増幅産物は30回増幅しないと検

出できなかったが、 ACC酸化酵素遺伝子では、 23回の

糟幅で検出できた.このことから、メロンの各処理葉

において、ACC酸化酵素 mRNAはACC合成酵素 mRNAより、

多く含まれていると考えた.
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lpH15 
ACC合成酵素アイソザイムの解析
ヰ率一芸鑑、森仁志(名古屋大・農・生化学制御)

我々はエチレン生合成経路の律速酵素ACC合成酵素
(ACS)の発現調節機構を解析することにより、エチ
レン生合成調節機構の解明を試みている。これまでに
トマトから6種類(日・ACSlb.2. 3. 4. 6. 7)のAα
cDNAを単厳し、ノザン解析からそれぞれのアイソザ
イムの発現が刺激により異なることを明らかにした。
しかし、これらのアイソザイムのうち、その発現量が
エチレン生成量と必ずしも一致しないものも見いださ
れ、転写制御のみならず転写後の制御機構も示唆され
ている。そこで、エチレン生成に実際に寄与している
アイソザイムを検出するためにタンパク質レベルでの
解析を試みた。
まず、トマトのアイソザイム (LE-ACSlb.2. 3. 4)の
特異抗体を作製した。得られたポリクローナJレ抗体を
アフィニティ精製し、各々のアイソザイムを特異的に
認識する抗体を調製した。これらの抗体は大腸菌に発
現させた各々のACS 活性を特異的に捕捉した。そこ
で、この抗体を用いてトマト果実粗抽出液に含まれる
アイソザイム活性を比較したところ、収穫直後の赤色
果実では、 ACS2およびACS4活性は同程度であったが、
収穫後1日以上経過した赤色果実では、 ACS4活性は
検出されず、 ACS2活性のみ検出された。これらの結
果は、mRNAの発現様式と一致している。また、エチ
レン生成量とmRNA量の一致しない場合についても報
告する。

lpH16 
サイトカイニン処理後短時間で発現が抑制されるbHLHタ
ンパク質をコードする遺伝子の解析

遠山忽王、寺本陽彦1、岡田清孝、竹業剛1(京都大・理・

植物、 1京都府大・生活科学・応用生物)

我々はサイトカイニンの作用機構を分子レベルで明らか

にすることを目的として、これまでにキュウリ黄化子葉に
おいてサイトカイニンの一種であるべンジルアデニン

(BA)処理後2-4時間で発現が抑制される遺伝子のcDNA
(CR9、CR20、CRRl-86)を単除して、その解析を進め

てきた。その中でCRR12は687アミノ酸からなる分子量
75.4 kDaのタンパク質をコードしているが、 N末端に転写

の活性化に必要なプロリンーリッチな領域を、 c末端に
DNAへの結合に必要な塩基性領媛とそれに隣接したヘリ
ックスーループーヘリックス (bHLH)モチーフを含み、

転写鯛節因子として働くと考えられる。 CRR12は、同様に
ヘリックスーループーヘリックスモチーフを持つトウモロ

コシのRgene familyと20%近くのホモロジーがあった

他、インゲンマメのファゼオリン遺伝子上流のGボックス

に結合するタンパク質であるPGlとは56.4%とより高いホ

モロジーがあり、 PGlのホモローグである可能性がある。
今回はCRR12に対応するmRNAの植物体での局在性や、各

種ホルモンなどの刺激への応答性など、 CRR12の性質につ
いて報告する。



2aHOl 
ISOLATION OF CHLAMYDOMONAS MUTANT 
IMPAIRED AT THE INTERVENING STEP IN 
ABSCISIC ACID BIOSYNTHESIS 
ALIA. Akira KA TO， 8hinichi T AKAICHI1， Tony H. H. 
CHEN2， Norio MURATA; Natl. Iru沈BasicBiol.， Myαiaiji， 
Okazaki， 444; 1 Biological Lab.， Nippon Medical 8ch∞1， 
Kawasaki 211; 21)e戸rtmentof Horticulture， 4017 Ag and 
Life 8ciences， Corva1lis， Oregon g乃31・7304

Abscisic acid is a sesquiterpenoid plant growth regulator 
that has been implicated in controlling a wide range of 
essential physiologica1 processes. Despite considerable 
progress in the elucidation of ABA biosynthesis pathway， 
little information is available regarding the gene involves in 
various steps of this pathway. Present studies were initiated 
with the aimed to isolate genes involved in various steps of 
ABA biosynt恥sis.First， mutants were obtained by random 
integration of argino succinate Iyase gene into the 
chromosome of a cell wall-deficient (cwI5) arginin auxo-
troph (arg2) of Chlamydomonas reinhardii. Mutants were 
screened for the abnormal levels of ABA by using enzyme-
linked immuno as関y.8evera1 mutants with considerably 
low ABA content have been isolated after repωlted screen-
ing. HPLC profile of carotenoids showed no major 
difference in the levels of x組曲ophyllsin most of these 
mutants. However， one of the mutant (M526) showed a 
significant reduction in the level of 9・-cisnωX銅山in姐 d
a11-trans-neoxanthin wi白∞E∞mitantincrease in the level 
of trans-violaxanthin組 d9-cis violax組曲in.These飽sults
suggest that this mutant is defective in the steps for 
conversion of violaxanthin to neoxanthin (an intervening 
step for synthesis of ABA from carotenoids). 

2aH02 
クラミドモナスにおける vio1axan白血の異性化に

関与する遺伝子の探索

加車Lー単 Al a， TonyChen1， 

村田紀夫 (基生研オレゴン州立大・園芸)

植物細胞内で行われる vio1axan白血をn田Ixan白血

に異性化する反応は、植物ホルモンの一種、アプサ

イシン酸をカロチノイドから生合成する経路に含ま

れる重要なステップである.我々は、緑藩クラミド

モナス(Cl脳mydomonast閣 h81曲)にジーン・タギ

ングを行い、カロチノイド類の組成を分析して、こ

の異性化のステップを失っていると考えられる変異

株を見い出している(M526)。附26の染色体DNA

からタギングされている領域をプラスミド・レスキ

ューによってクローニングし、この領域を解析した。
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2aH03 
ジャスモン酸前駆体類とそれらの類緑化合物の生理
活性

圭国塞.M.、喜久田嘉郎、戸嶋浩明1、市原秋民1(北

海道大・農・作物生理、 1生物有機)

パレイショの塊茎形成は、ストロンの細胞の肥大
成長によって開始される。しかし塊茎形成物質とし
て単離されたチュベロン酸(TA)は塊茎形成は促進す
るが、細胞の肥大成長を引き起こす能力は持たない。
一方、ジャスモン酸(JA)は塊茎形成活性も細胞肥大
促進活性も持っている。 TAは長距敵移動型の塊茎形
成シグナノレであり、 insituで塊茎形成を引き起こして
いるのは、 JAであると考えることができる。そこで
塊茎形成中のストロン及び生育塊茎に合まれるJAの
量を測定した結果、 TAは多く存在したが、 JAはわず
かしか検出されなかった。 JAそのものではなくJAの
前駆体類が塊茎形成に関与している可能性が残され
ている。そこでまず12・oxo・PDA，OPC-8:0， OPC-6:0， 
OPC-4:0の塊茎形成活性、細胞肥大促進活性を比較し
た。 12・oxo・PDAはアマ発芽種子を用いてリノレン酸
から酵素的に合成し、他は化学合成によって得た。
これのJA前駆体類はいずれもJAと同程度の両方の活
性を示した。しかし・COOH基側の側鎖が奇数個の炭
素を持つOPC-7:0とOPC-5:0は全く活性を示さず、逆
に阻害する傾向を示した。

2aH04 
単細胞緑藻ドナリエラにおけるジャスモン酸の存在

と生理的役割

重量豊至、山本良一、宮本健助¥上回純一'(帝塚山短

大、 1大阪府大・総合科学)

単細胞緑藻ドナリヱラ(Dunaliella)は幅広い塩;漫度に

適応できる耐塩性藻類である。これまで、ドナリエラにお

いて内生生理活性物質の検索がなされてきた。その結

果、アブシジン酸の存在が明らかにされ耐温性との慣遣

が論じられつつある。演者らは、 D.tertiolec臼と D.salina

を対象に、ガスクロマトグラフ/質量分析計を用いて他

の生理活性物質の探索を行い、いずれの種にも新規植

物生理活性物質として注目されているジャスモン酸の存

在を確寵した。これは、ドナリエラにジャスモン酸類の存

在を示した最初の報告である。また、より高い塩iA度環

境が成長にとって至適な種である D.salinaは、 D

te，バゆlectaに比べて高温度のジャスモン酸を含んでいた。

この事実は、ジャスモン畿がドナリエラの生育や浸透翻

節などの耐塩性機構に対し何らかの生理的役割を担っ

ていることを示唆するものである。



2aH05 
タバコ精養細胞におけるフェニルアラニンアンモ
ニアリアーゼの誘導と遺伝子解析
Mani sha Sharan¥権回恵一¥情家高史¥
田口悟朗二林田信明¥下坂鼠z、岡崎光雄'.Z 

<'信州大 ・繊維・応生、 z信州大・遺伝子実験施

設)

フェニルアラニンアンモニアリアーゼ (PAU
はフェニルプロパノイド生合成経路の初期反応を
触媒し、織々なフェノール化合物の生合成を調節
している。本研究ではNicoti ana tabacumの培養
細胞におけるジャスモン酸メチルとエリシターに
対する応答の違いを検討した。 PAL/ま両刺激に対

して酵素レベル、転写レベルで誘導されたが、フ
ェニルプロパノイド代謝系の最終産物クマリン類

のスコポリン、スコポレチンの生合成を蹟導した
のはジャスモン酸だけだった.タバコゲノム中の
PAし遺伝子の分析を行ったところ、 gPAL1.
gPAL2と命名した2つのクローンが得られ、
small gene familyを嫡成していることが示され
た。ノーザン分析を行いgPALlがジャスモン霞メ

チルによって誘導されていることが分かった。ま
たプロモータ一部におけるジャスモン酸とエリシ
ターの応答領域の解析を行っている。

2aH06 
エンドウのブラシノステロイド生合成変異体Jkbは

ステロール生合成に欠陥がある

竪担墨ム、高津戸秀1、横田孝雄2(宇都宮大・農・

生物生産、 1上越教育大・自然系化学、 z帝京大・理

工 ・バイオサイエンス)

エンドウのブラシノステロイド生合成変異体lkbと

感受性変異体lkaの内生ステロールの分析を行った。
lkbの茎葉部では、 ωmpestero1がwi1d-typeの11%に低

下していた。それに対してその前駆体である

24・me也y1enecho1estero1がお倍に蓄積していた。また

campestl町01とともに植物の代表的なステロールであ

るsiωstero1とsti伊 as町01もそれぞれ10%、1%と極め

て低下し、その前駆体であるisofucostero1が12倍に蓄

積していた。このことによりエンドウLKB遺伝子は

ステロールのLl24の還元を制御しており、lkbのブ

ラシノステロイド欠損はステロール生合成経路の欠

落によることが明かとなった。またlkbの細胞膜画

分においても、膜構成成分とされるωmpes加 01、

sitostero1、sti伊倒的1が低下していた。 lkbでは4

24(28)-stero1sがそれらの代りに構造的役割を演じて

いると思われる。なお感受性変異体であるlkaの内

生ステロールはwi1d-typeと同じであった。
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2aH07 
カボチャ下匪軸におけるブラシノライドの伸長促進

作用の機構解明

上村千晶、富永るみ、桜井直樹(広島大・総合科学)

ブラシノライド (BR)の伸長誘導機構解明のため、黄化

カボチャ下JH輸を用いて以下の実験を行った。下匪軸切

片を0.2μMのBRで処理すると、未処理のものと比較し

て2倍程度の伸長促進が観察された。この時KC1(3mM) 

およびスクロース(10mM)を加えると、伸長は更に35%

相乗的に促進された。切片のシンプラストの溶質濃度は、

BR+Ka+スクロースで2時間処理したものが、未処理

のものより30%程高い値を示したが、 6時間以降では差

がなかった。浪度勾配法により調製した液胞膜の

ATPaseの活性は、 0.1μMパフィロマイシンで50%図書

され、 0.02μMのBRで50%促進された。しかし、 PPase

と原形質膜ATPaseの活性には影響がなかった。以上の

結果より、ブラシノライドは、液胞膜結合型H+-ATPase

を活性化し、 KC1、スクロースなどの溶質を取り込むこ

とによって、液胞内の浸透圧を上昇させ、これが伸長生

長の原動力となっていると考えられる。

2aH08 
アスパラガス花芽化学誘導におけるEFP

(Ear1y F10wering Protein)の解析

Dennis Yeo 1 、匝革担王、安部弘、桜井成、

吉田茂男 (理研、 1埼玉大)

アスパラガス(Asparagusofficinalis L.)の

種子をチオカーパメート類などの化合物で処

理することにより 1カ月の実生約80%に花芽

が誘導される。薬剤処理により 17kDaの蛋白

質 (Ear1yF10weing : EF)が特異的に増加し、

そのアミノ酸配列を解析したところPRl蛋白

質と相向性が高いことが判明した。RT-PCR

でこの蛋白質のcDNAをクロ}ニングしたと

ころ、傷害によって誘導されるアスパラガス

のPRl蛋白質AoPRlとの相向性は57%であっ

た。ノーザン解析を行ったところ、薬剤処理

2時間後にはEFP遺伝子の発現確認された。

また抗体を作成しEFPの発現を調査したとこ

ろ、薬剤処理4日間でその発現量は上昇し、

実生では花器で強く根部で微量認められた。

成株でもその発現は花器および根部に認めら

れ、開花直前の雄花に顕著に観察された。



2aH09 
ストレスでつくられる花成誘導因子の構造決定

豊山豊重4山口祥子、猪股慎二、小松一男¥吉田誠一¥
阪本興彦、小島清皆、貝原純子1滝本町慣生堂薬剤研、
a資生堂安分セ、 2資生堂R&D室、'京都生物研)

ストレスでつくられるFac伽 C(FC)とノルエピネフリン
(阻)の反応物がアオウキクサの花芽形成を誘導することは

既に報告した・。 FCの構造決定を目指し、軽〈乾燥ストレスを
かけたアオウキクサ(P441)を水浸した溶液中の成分からア
オウキクサ (P1Sl)花成誘導力を指療にFCの単般を試みた。
クロロホルムによる分液および田正Cの分取により、ほとんど

の活性は単一のピークに集中した。純化したFCはNMR、
FAB-MS、IRスペクトルなどにより、 (12Z， ISZ)-9・by<加'xy・10-

oxo-l2， IS-a悩肱灘放m誠caadと同定された。 FCは、ストレスに
よりリノレン酸がlipoxyg釦蹴によって9位の位置に

by也司溜oxyl化されることにより生成されると考えられる。ス

トレス下で生じるリノレン酸代荷物はジャスモン酸が注目され

ているが、ジャスモン恐が生成するためにはリノレン酸の13位
地、ydr可Jeroxyl化されること古、g、要であり、 FCの作用はジャス
モン酸によるものではない。単調監したFCと胞をインキュペー
ションしたとき、 FC浪度の減少と花成誘導力の増大化は相関
していた。また、 FCと阻は等モルづっ反応することが推察さ
れた。

'ToI盛田醐.A.. Itoiban， S. aad Yot.oyama. M..阻yalol.P旭.1.92: 624-628. 1994 

2aHI0 
新規植物成長鯛節物質Or6の作用機構に関する研究

里堕車圭、平舘俊太郎〈農業環境技術研究所)

クマツヅラ科のタイワンレンギョウ (Ouranta 

repens)から単厳された新規の生理活性物質 Or6は、

トリ予ルペノイド系のサポニンで、植物に対し成長阻

害作用を持つ。 本研究では、 Dr6の成長阻害作用のメ

カニズムを解明するため、植物の形態形成に及ぼす

Or6の影響について鯛ぺた。 o、63、125、250、500、
1000州の Or6を含むO.5首寒天上にキュウリを福種

し、その成長の過程を経時的に観察したところ、 125、

250μMで根の伸長抑制と、横方向への肥大の促進がみ

られた。 500、1000μMでは、発芽後、ほとんど成長し

なかった。権種2週間後、 125、250j.iNの Or6を処理

したキュウリの根において、細胞肉に多量の澱粉粒が

蓄積していることが光学顕微鏡下で観察された。この

ような緩紛粒の蓄積は、無処理区ではみられなかった。

このことから、 Or6は、キュウリの根の形態形成およ

び物質代鮒に影響を及ぼすことが推測された。本徹告

ではさらに、キュウリ体内の源粉、苛溶性精、遊厳の

アミノ厳含量等の分析結果についても報告する。
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2aHll 
ペチュニアのグルタミン徴脱炭酸醇索のアンチセンス遺伝E持拡入による機能

解析

平副現尺馬助事子色:ImBmr， f幽Fmrrt，半田高1謝嘱征二3.
高治考古、1

f騰水省・生物既 2地 TIIRIhitiueri抽u， 3筑波大..1船

グルタミン酸鋭炭酸酵素 (G岨)はグルタミン断yーアミノプチル酸

臥臥川護える臨硝搬する。臼臥i城脚こか可欄誌轍須佐

要な阻害物質ちあり、またホJレモンη腕加瀬御にも関与しちJ渇れ纏祖国こ

晶、て¢級劃凶まとん己分昔、ってU沿い。ベチュニアから GADの逝云子

むω)をクローニングい週阪沼産物明融槻尉ぱ埠揖主から、植物の
臼DI増搬聞ものと異なり、カルモジュリ刈給能を有し内C乱/カJレモジュ

リンによって鴎索活断わントロールされ勺、ること品切喝、っている。また、

カルモジュリ〉僑合ドメイン硝l除し旭町云子をタバコで過剰発現させると、

G必弘を恒常的喧産するようになった絡呆短保 1殴阪沙改臥通常より
早川V溜恥ど吹樹ヒを示す。
初防て河本ベチュニアGψをカリフラワーモザ2イクウイルス謂プロモ

ーターにアンチセンス対句こつないでペチュニアに導入l内発現を鈎刷した

ときはEる棺助体への彫瞥坊野析を読みfこbアグロパクテリウムを介して
リーフディスク樹こより形質嗣般行っt.j操ベクターのみを導入したも

明証官邸こカルスを生じ、再分化したの附して、アンチセンス臼D鵠入

すると、カルスイ聞社ん技§こらないという結果を衛こゐこのことはGAD

およびGADによって生獲されるG必弘地帯数院選靖』諸多忙あることを示

唆しホρふ制対て臼Dにトランスがル利私した変異体による棚瞬

析の践例こて潟、ても報官する。

3aHOl 
完全合成改変greenfluorescent protein (GFP)遺伝子を用い

た高等値物におけるタンパク貨細胞内局在部位の解析

平野貫録，清水正則，小林裕和， .Em車孟
{静岡県大・生活健康科学)

クラゲから単商量された GFP(green fluorescent protein)遺

伝子は，基貨を必要としない点で.これまでに用いられてき

たレポーター遺伝子より優れている.65書目のアミノ霞残基

をSerからThrlこ置倹し.以下の特徴を持つよう改変した
sGFP(S65η遺伝子を完全合成した. (1)励起波長は， 490 
nm (青色光)の単一ピークで，クロモフォア形成が速い.

(2)ヒト.トウモロコシ.およびシロイヌナズナの核遺伝子

における量遣なコドンを使用じている， (3)総合した蛍光畳

がもとのクラゲのGFPより120倍明るい， (4)主要な制限隣
素部位とcrypticintron部位が除いてある (CurrentBiology， 6， 

315・324and 325-330， 1996). 
パーティクルガンにより，タマネギ表皮細胞，およびシロ

イヌナズナの獲あるいは恨細胞中に湧入し，一過性発現を検

討した. sGFP(S65T)は.核.葉緑体.ミトコンドリア各々

の移行シグナルと風合することにより.期待する細胞内オル

ガネラヘ移行し.局在を高感度に検出することが可能であっ
た. sGFP(S65η単独で滋入した場合には，細胞質および被

にシグナルが検出された.クロロフィル a/b結合タンパク
質あるいは，フィトクロームの全配列を sGFP(S65η と融合

したキメラタンパク貨について，その局在を検討している.

また， sGFP(S65ηを用いたエンハンサー/ジーントラップ
系の開発も行っている.



3aH02 
精製前駆体を用いた葉緑体への蛋白質輸送の競争阻害実験

広盆到輩、中井正人、藤田祐一、長谷俊治(阪大 .ift白研)

葉緑体蛋白質の多くは、細胞質ゾルで、そのアミノ末端側

に葉緑体局在化のための延長ペプチドが付加された前駆体と

して合成された後、葉緑体へ移行する。前駆体における延長

ペプチドのいかなる構造特性が、葉緑体局在化において重要

なのかに関しては、不明な点も多い。そこで、本研究では、

大腸菌において大量発現させ精製した前駆体蛋白質を用いて

変性条件及ぴ未変性条件における業縁体への局在化能の解析

を行なった。

まず、 トウモロコシのフェレドキシン皿 (F岨)前駆体を大

腸菌で大量発現させたところ、大部分は不溶性の封入体を形

成したが、 一部は可溶性の画分に回収された。この可溶性の

画分から精製した同III前駆体は、そのスペクトルや電子伝達

活性の測定から、鉄硫黄クラスターを有する、ホロ型のF細

前駆体であることが判明した。このホロ型FdsI前駆体は、小

麦JIE芽抽出液で合成したいくつかの前駆体蛋白質の単緩葉緑
体への輸送を競争的に阻害しなかったが、ホロ型Fd皿前駆体

を尿素変性させたところ、顕著な競争阻害が観察された。次

に、 FdllI前駆体の延長ペプチドとジヒドロ葉酸還元酵素

(DHFR)との融合蛋白質 (F訓・DHFR前駆体)を大腸菌にお
いて発現・精製して、同様の競争阻害実験を行なった。その

結果、同sI・D町 R 前駆体は、尿素変性した場合だけでなく、

DHFRとしての活性を有する非変性状態でも、業縁体への蛋白
質輸送を競争的に阻害した。以上の結果は、ホロ型岡田前駆

体と同s1-D町 R前駆体とは、非変性条件においては、延長ペ

プチド部分の高次構造や存在状態が異なることを示している。

3aH03 
.母の小胞繍送欠漏繰を用いた遺伝学的手法によるシロイヌナ

ズナの遺伝子のクローニング

盆国怠z..中野明彦(東京大・院理系・生物科学)

ィ、胞輸送は真核細胞生物において，オルガネラの機能の維持
や細胞の鉱獲のために必須である.書事母を用いた遺伝学的な解
析と試験管内で輸送を再構成する生化学的な解析により.その
メカニズムは酵母から動物まで高度に保存されていることが明
らかにされてきた.植物においても小胞輸送は必須であり，形
態形成との強い関連を示唆する報告も存在する. しかしその分
子機構はほとんど分かっていない.
そこでわれわれは酵母の遺伝学的手法を用いて.高等植物由
来の小胞輸送に関与する遺伝子の単調監を試みた. まず酵母細胞
中で発漢が制御できるように，シロイヌナズナのcDNAを酵母
の GALIプロモーターにつないだライプラリーを作成した.こ
のライプラリーをゴルジ体以降の小胞輸送に欠損のある一連の
醇母温度感受性似性)変異株(蹴1.即之即4卿 7.sec8. ~ぉ10.
secl巧中で発現させて.1$性を相補する遺伝子のスクリーニン
グを行った.その紙果.5ec15変異株において凶性を相補する複
数のクローンが得られた.クローンのひとつ (ISc・10)はR1NG
命事:er モチーフを持つ新規の膜タンパク質であったR1NG
白1gerモチーフ自体の機能はまだ良〈分かっていないが.興味
深いことに，複数の細胞内輸送に関与する膜タンパク質(VpsI8.
PepS.Pex2等)中にもこのモチーフは存在する.現在RINGfmg<釘
モチーフに着目してこのクローンの解析を行っている.
また，上記以外の小胞輸送の変異徐についてもスクリーニン
グを続けており，その結果についてもあわせて報告したい
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3aH04 
小胞体ーゴルジ体間給送に必須な SarlGTP蹴

一植物 SARl遺伝子の優性致死型変異による効果
笠血盤阜、中野明彦(J巨大 ・院理系・生物科学)

低分子量 GTPa障であるおrlタンパク質は.酵母における分留、経
路の小胞体ーゴルジ体間給送に必須である.われわれは.植物細胞
における分泌のメカニズムを研究するために.タパコ BY・2細胞をひ
とつの実験系に選ぴ，タパコ SARl遺伝子の cDNAをクローニング
した.昨年の本大会で発表したように，タパコ SARl遺伝子は.醇
a SARlと高い相向性を有し，酵母内で GAPプロモーターの制御下
で発現させると，隊母 SARlの欠失望E異による致死性を相繍するこ
とができる.しかし，この相舗は完全ではなく.温度感受性を示す.
ノーザンプロット解析を行ったところ.タパコ SARlは.BY・2細胞
だけでなく.タパコ植物体でもほとんどすべての務官で発現してい
ることがわかった.また.BY・2ゲノム DNAを用いてのサザンプロ
ット解析を行った結果.高ストリンジェンシーの場合に 3. 4本.
低ストリンジェンシーの場合に4本から 6本のバンドが検出される
ことから，タバコ SARlは，単相ゲノムあたり，きわめて類似した
遺伝子が1または2コピーと.さらに少し相向性が低い遺伝子坤e存
在し，ひとつの遺伝子77ミリーを形成しているのではないかと考
えられる.われわれは，植物細胞内で優位致死型変異 SARlを過剰
発現させることによって.細胞内小胞愉送を制御するシステムの機
築をめざしている.そのツールとして用いる変典型纏物以Rlの効
果を検討するために.酵母 SARlを欠失させ，植物の SARlに依存
した酵母細胞株を機築t...その細胞内で種々 の変異型植物 SARlを
GAL1 プロモーターの制御下で過剰発現させて生育に対する影響を
観察した. その結果， タバコ SARlH74Lとシロイヌナズナ SARl
NI291 を発現した湯合に，優性の生育阻害が観察された.またこの
植物変異 SARlによる優性の阻害効果は，酵母野生型以Rl遺伝子
に対しでも観型軽された.現在.これらの優位致死変異による効果が，
小胞体ーゴルジ体間輸送の阻害によるものであるかどうかを検討し
ている.

3aH05 
Ara4O'押田eとその相互作用因子の酵母を用いた解析

よ且宜孟，松田憲之穴井豊昭2 塚谷裕一，内宮博文，

中野明彦1 (東大・分生研東大・理・生物科学 2筑波

大・応用生物)

rab/YPT familyに属する低分子量 GTP蹴は、真核生物に

普通的に存在し、 Gτ?舟DP結合型の構造変換(0'腎蹴cycle)

を通じて、細胞内の小胞愉送経路における分子スイッチと

して機能している。しかし，それらの植物における機能の

多くは未解明のままであり、さらに、田?蹴 cycleの制御機

構や、その下流の情報伝達機構についての情報はほとんど

皆無であった。

我々は、アラピドプシス由来の rab/YPTfamilyの一員であ

る ARA4について解析を行ってきた。Ara4タンパク質は、

ゴルジ層板及ぴその周辺の小胞に局在していることから、

ゴルジ体周辺の小胞輸送のステップを制御していると考え

られる。Ara4を酵母の一連の 3少f変異株に発現させると、

その生育を著しく阻害する。この現象は、野生型より GTP 

固定型の変異体Ara4においてより強〈見られるが、 GDP解

雄抑制因子 (GDI)の過剰発現によりある程度抑圧されること

から、Ara4 による酵母変異体の生育阻害の一部は、酵母本

来の GDIをAra4が奪ってしまうために起こることが明らか

となった。本大会では、 GDI との結合が不可能となる、あ

るいは GDP回定型となるような変異Ara4タンパク質につ

いての酵母を用いた機能解析とともに、 Ara4と相互作用す

る新たな因子についても発表する。



3aH06 
酵母のオートファジーに必須制PG9遺伝子産物
の局在の解析
鑑丞盤、田上不比人1、野田健司、大隅高里子1、

大隔良典(基礎生物学研究所・エネルギー変換、
1帝京科学大・バイオサイエンス)

酵母の液胞は分解コンパートメントとして機
能している。細胞はオートファジーにより細胞
質成分を非選択的に液胞へ送り込み分解する。
オートファジーはオートファゴソームの形成、
液胞との融合といった大規模な膜現象を伴い進
行するが、オートファジー不能変異株~g9変異株
ではオートファゴソームの形成が行われない。
今回APG9遺伝子のクローニング及ぴ塩基配列の
決定を行った。 APG9は複数回膜貫通型の蛋白質
をコードしており、 mycタグをつけたAPG9遺伝
子産物(Apg9p)が膜画分に局在することが細胞
分画により明らかになった。また、オートファ
ジーが誘導される栄養飢餓条件下にApg9pの局在
性が変化することが明らかになった。現在、
Apg9pの局在についてさらに詳細に検討している。

3aH07 
液胞システインエンドペプチダーゼ中間体のN末端

アミノ酸配列決定およびタバコ培養細胞への導入

柚木篤史，岡本語史，南川隆雄(東京都立大・理・生物)

システインエンドペプチダーゼSH-EPはケツルア

ズキ(日初amungo)発芽子葉中で発現し、種子貯蔵タ

ンパク質の分解に主要な役割を担っている。 SH-EP

は43kD中間体として小胞体内腔に局在したのち、

39kDおよび36kDの中間体を経て、 33kD成熟型と

して液胞に存在することが明らかにされている。そ

の際に切除される N末端プロペプチド領域には、液

胞への輸送シグナルが存在すると予想される。

今回、各中間体の部分精製を行い、それぞれのN

末端のアミノ酸配列をほぼ決定し、プロセシング部

位の同定を行った。また、 SH-EPcDNAをタバコ培

養細胞BY・2へ導入した結果、活性をもっSH-EPが

発現し、そのプロセシング様式はケツルアズキ子禁

中のそれと類似していた。現在、プロペプチド領域

の一部を欠失させたcDNAの導入を試みており、 N

末端プロペプチドの細胞内輸送における役割の解析

を進めている。
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3aH08 
液胞システインエンドペプチターゼ(SH-EP)におけ
るKDEL配列を含むc末端プロペプチドの網訳後プ
ロセシング
宮腰信、岡本龍史、南川隆雄(東京都立大・理・生物)

システインエンドペプチターゼ SH-EPはケツル
アズキ (Vjgna mungo)の発芽子葉中で発現し、種
子貯蔵タンパクの分解に働く酵素である。 SH-EP
前駆体は翻訳と同時に小胞体内腔に導入され、シグ

ナルペプチドの切除を受けて 43kD中間体として合
成される。中間体はさらに43kD→39kD→36kD→33kD
という多段階のプロセシングを受け、成熟型酵素と
して最終的に液胞に局在する。 SH-EPの cDNA塩基
配列から導かれるアミノ酸配列のc末端には、小胞
体残留シグナルとして知られる Lys-Asp-Glu-Leu
( KDEL)配列が存在するが、成熟型酵素ではこの
間EL配列を含む 10アミノ酸残基からなるプロペプ
チドが切除されている。本研究では、このc末端プ
ロペプチドのプロセシングが SH-EPの成熟過程の
どの段階で起きるかを、抗 KDELペプチドモノクロ
ーナル抗体を用いて調べた。その結果、 43kD中間
体には KDEL配列は含まれず、 c末端プロペプチド
は翻訳直後に小胞体内で切除されると推定した。

3aH09 
タバコ培養細胞の分泌タンパク質
皐畠薬王、小泉望、佐野i告(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)

タバコ培養細胞 (BY・2)を材料に分泌タンパク質

の性質、および分泌の機構を調べた。BY・2は、増

殖に伴い、培養液中に多くの塩基性タンパク質を分

泌していた。その多くは槍タンパク質であることが

レクチン染色により示された。主なタンパク質につ

いてアミノ酸配列を調べたところ、そのうちのひと

つはペルオキシダーゼ (POX)であった。しかし、

このPOXはウエスタンプロットでは、通常のタバコ

植物体から検出きれなかった。POXを指標として糖

鎖と分泌の関係を調べたところ、糖鎖合成限害剤、

プロセシング阻害剤双方により細胞外へのPOXの分

泌が阻害された。現在、他の分泌タンパク質につい

ても解析を行っている。



3aHlO 
登熟カボチヤ子葉のデンスベシクルに見られるタンパク貿

DV100の解析

山且盆，al1.2，嶋田知生 LuzMarlna Melgarejo 1.3，近.真紀

函村い〈こ 1.2，西村総夫1.2

( 1基生研..鹿嶋生物， 2.研大・生命科学 3コロンピア国立大)

デンスベシクルは.登熟種子において貯蔵タンパク貨の前

駆体を液胞へ鎗送するための小胞である(直径約 300nm ) • 
この鎗送小胞を織成する成分を明らかにすることを目棟とし

て，Ji純度に単厳したデンスベシクル中に見出される100

kDaのタンパク質 (DV100)について解析を行った.

登熟カボチヤ子葉より単調量したデンスベシクルは積子貯蔵

タンパク貨である 115 globulin， 25 albuminの前駆体を多

量に含んでいる.我々は.次に主要な成分である DV100 の

アミノ酸配列を決定し.その配列を基に.登熟カボチヤ子葉

より cDNA を単敵した.この cDNAは.液胞に蓄積してい

る種子貯蔵タンパク質， 51-kDa proteinのN末繊アミノ酸配

列をコードする領域を含み， DV100が 51-kDaproteinの前

駆体であることが明らかになった.推定アミノ磁配列より51・

kDa protein はワタやカカオの vicllins と高い相同性を示し

た.一方.銃51・kDaprotein抗体を用いた登熟カボチヤ子棄

の免疫電子顕微鏡観察の結果.金粒子のシグナルがデンスベ

シクルとProtein-storage vacuole (Protein body)に見られ

た.以上の結果より， 51-kDa protelnは100kDaの前駆体と

して合成され.デンスベシクルを経由して液胞に送られた後.

成熟型に変換することが明らかになった.

3aHll 
マイクロボディ蛋白質の膜透過織備~オリゴマー蛋白質を輸

送する経路の存在

組麗盟、林誠、西村幹夫(基生研・細胞生物)

細胞礎貿からオルガネラへの蛋白質紛送には、輸送シグナルのn
織、膜透過、そして成熟化の過程が必要とされる。ミトコンドリア

や業縁体における腺透過の過程では、蛋白貨がunfoldf，j:状態である

ことが必要とされているが、マイクロボディの腺透過の過程におい

て、蛋白質がunfoldな状態であるのかどうかは明らかではない。我4

は先に、前駆体型マイクロボディ醇素であるヲエン厳合成酵素(gCS)

のN末端輸送シグナルとβグルクロニダーゼiGUS)との融合蛋白質を

補策、これらを発現する形質転換シロイヌナズナを作製しマイクロ

ボディへの蛋白質鎗送繊構を解析してきたい).この中で得た変異融

合蛋白質aC42・GUS(72kD)はマイクロボディへと愉i呈されるが、シ

グナル配列はプロセシングきれない 。 我~'.tåC42・ GUSを蓄積する

個体とGUSそのものi68kD)を奮積する個体とを交配し、次世代植物

におけるaC42-GUSとGUSの細胞内局在性を検討した。次世代植物

を細胞分画した結果、マイクロボディ画分にaC42-GUSとともに、

本来総送きれないはずのGUSが検出された。 GUSは細胞内において

は4量体を形成することから、愉送シグナルを持たないGUSは鎗送

シグナルを持つaC42・GUSとオリゴマーを形成してマイヲロポテ'-(

へと移行したと考えられる。この結果は、マイクロボディ臓にオリ

ゴマー蛋白質をそのまま輸送する特異な愉送経路が存在することを

示唆している。

(1) Kato et al.. Plant Ce1l8: 1601-1611 (1996) 
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laIOl 
表層微小管構築における 65kDaMAPの機能

曽根恒星、近野洋、本村宗己、山本周史*、園都誠司、新

免輝男(姫工大・理 ・生命六大阪大・理学研究科)

65 kDaMAPはタバコ培養細胞BY-2から精製された

植物微小管付随タンパク質であり、細胞周期を通じて微小

管と共存している。表層微小管との共存は単厳表層微小管

に65kDaMAPが含まれていることからも示されている。

65 kDaMAPは単離表層微小管分画に含まれる kina舵に

よってリン酸化される。そこで、表層微小管構築における

タンパク質リン酸化の意義を調べるために、 BY-2細胞

をリン酸化反応に影響を及ぼすと考えられる各種の薬剤l

で処理し、表層微小管の構築変化を観察した。細胞墜消化

酵素液中に薬剤を添加し、 90分間細胞を処理してプロト

プラスト化し、細胞膜ゴーストを作製して表層微小管を観

察した。その結果、 6・DMAPで処理したものでは表層微

小管の配肉が非常に乱れ、部分的に細胞膜から遊厳してい

るように見えた。このような微小管にも 65kDaMAPは

結合していた。これらの結果から、リン酸化状態にある 65

kDaMAP表層微小管どうしを架橋し平行な配列を安定化

している可能性が考えられた。

laI02 
タバコ培養細胞BY-2における微小管付随タ
ンパク質の同定

五十嵐久子、園都議司、新免輝男(姫工大・理・

生命)

タバコ培養細施BYー2の脱液胞化プロトプラ
ストであるミニプロトプラストの細胞質粗抽出

液にtaxolを加えてチュープリンを重合させ、遠

心により微小管タンパク質を集めた。徴小管を脱

重合・再重合させ形成された微小管を 0.6M

NaClで微小管付随タンパク質を抽出した。これ

をMonoQで分画したところ、比較的量の多いも

のとして 50、65、90、120kDaのポリペプチド

が認められた。 65、ωkDaのタンパク質はm
vitroで微小管を束化した。 一方、微小管結合タ

ンパク質分画に骨格筋アクチンを加えたところ

アクチン蹟維が東化され、 50、90、120kDaの

ポリペプチドが結合していることがわかった。こ

れらのポリペプチドはアクチン繊維にも結合す

る可能性が示唆された。
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laI03 
表層微小管ー細胞膜の相互作用に関与するタンパク質の

同定

旦盤蓋皇、本村宗己、五十嵐久子、新免輝男(姫工大・理・

生命)

細胞膜ゴーストは表層微小管のモデル系として有用で

ある。我々はこれまで、表層微小管を除去したタバコ培養

細胞BY-2の細胞膜ゴースト上にミニプロトプラスト

の細胞質抽出物 (extract)を用いて微小管を再生させる系

を開発し、細胞膜と微小管の相互作用の研究を行ってきたc

表層微小管をCa存在下で低温処理して除去すると、そ

の後のe幻ract処理によりゴースト上に微小管が再生する。

この再生はトリプシン前処理により阻害される。一方、

0.6M KCl処理により表層微小管を除去したゴーストで

は微小管再生は見られなかった。これらの結果から、細胞

膜上に存在する表在性タンパク質が微小管と細胞膜の架

橋に関与していることが示唆された。この架橋タンパク質

は微小管付随タンパク質でもあると考えられるので、ミニ

プロトプラストから調製した微小管付随タンパク質分画

を用いて微小管再生実験を行った。その結果、 0.6MKCl

処理したゴーストを微小管付随タンパク質分画を加えた

e柑制で処理すると微小管が再生した。このことは、微

小管付随タンパク質分画に微小管ー細胞膜架橋タンパク

賓が存在することを示唆している。

laI04 
タバコキネシン様蛋白質TBK5及びTBK10の機能解析
訟韮藍革、浅田哲弘、柴岡弘郎 (大阪大・理・生物)

前年会(1996年、鹿児島〉において報告したように、タバ

コ培養細胞BY・2では少なくとも11種類のキネシン様蛋白質

(τ"BKl-11)が発現している。τ"BK5とτ"BKI0のmRNAの蓄積
量は、細胞周期を通しでほぼ一定であるが、他のτ"BKsの
mRNA蓄積量は分裂期に増加することが明らかになった。今

回は、 τ"BK5とτ"BKI0について全配列を決定し、抗体を用いた
解析を行ったので報告する。

τ"BK5のcDNAは、 633アミノ酸残基からなる推定分子量
71kDaの蛋白質をコードしており、 τ"BKI0のcDNAは、 703ア
ミノ酸残基で推定分子量79kDaの蛋白質をコードしていたo

TBK5、 τ"BKI0共に、ポリペプチドの中央部分にモータードメ
インを持つ、植物ではこれまでに知られていないタイプのキ

ネシン様蛋白質であることが明らかになった。

大腸菌に発現させたτ"BK5とτ"BKI0を抗原として作製した抗
体は、それぞれ74kDaと85kDaのポリペプチドを特異的に認

識した。τ"BK5に対する抗体とτ"BKI0に対する抗体を用いた間
接蛍光抗体法観察によって、それぞれの蛋白質が異なる大き

さのオルガネラに分布することが明らかになった。このこと

から、 τ"BK5とτ"BKI0は、細胞質中でオルガネラ輸送に関わる
ことが推測される。



laI05 
ニンジンおよびタバコにお付る

βチューブリン・アイソタイプの構成と特徴
圃EI1!B益、南薗帝、岡原孝一、飯田孝幸、片岡智晃

(富山医薬大・薬)

チュープリンは微小管を構成するサプユニット
蛋白であり細胞周期や細胞分化に伴って細胞のお
かれた時間的・空間的』情報に従ってコントロール
を受げながら重合脱重合を行う。
チュープリンにはα、β、γの良く似たサプユニ
ットが存在し、主サプユニットであるα、βは更
に複数のアイソタイプより構成されている。高等
動物ではそれらが構造や発現の特徴から幾つかの
サブクラスに分類されているがその役割について
は明らかでない。我々は、ライプラリーのスクリ
ーニング及びRT-PCRによりニンジンより4
種、タバコより3種の異なったβチュープリン遺
伝子をクローン化した。 各アイソタイプの特徴
を示すC末端部の構造からこれらを2つのサブク
ラスに分類した。今回はそれぞれの遺伝子に特有
な3'ー非翻訳部よりプロープを作成し、細胞周期
の進行、温度のシフトダウン・シフトアップ、器
官分化などに伴って各サプタイプの発現がどのよ
うに変化するか検討した結果について報告する。

laI06 
高等植物細胞の核からの微小管形成を担うタンパク質に
ついて
車山重患、水野孝一(大阪大・院・理・生物)

高等植物細胞では、細胞周期を通じて微小管構造がダ
イナミックに変化しており、微小管形成中心 (MTOCs)が
これらの機築に重要な働きをしていると考えられてい
る。以前から間期のある時期には核の表面から微小管が
形成されていることが報告されており、主主キはタバコ培
養細胞BY.Zから単睡した核に微小管形成蜘宮存在するこ
と及び核破砕物の不溶性分画から0.5MNaCIで可溶化した
分画に微小智形成能が存在することを示してきた。
今回我4は、この微小管形成能をもった因子の更なる
精製を試みたところ熱処理(100'C.5分)に対して安定であ
ったので、熱処理後の可溶性分画をゲル減過で分画する
事により精製した。微小管形成能はトリプシン処理で消
失した。活性が存在する分画には40kDaのタンパク賓が
存在し、 SDS.PAGE後のゲルから湾出したものでも活性
は保持された。 invitroで40kDaタンパク存在下で形成さ
れたaster.状の微小管構造はATPやGTPを加えることによ
り崩壊したのでこのタンパクによるaster.状の微小管構造
形成にはリン酸化のような制御機構が考えられる。
40kDaタンパクの郎分アミノ酸配列には、ヒストンHlに
よく似た部分が存在した。動物のヒのストンHlでは
40印aタンパクによって形成されるようなaster状の微小
管構造が形成きれないので、この活性は植物の40回 aタ
ンパクに特有の佐賀であると恩われる。抗体を作製した
ので、 40kDaタンパクが細胞周期を通じてどのような挙
動を示すのかについて調べていきたい。
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laI07 
アズキ上座軸切片の伸長に及ぽすオカダ酸の効果

盤整一益重、集岡 弘郎(阪大・理・生物〉

アズキ上座輔の表皮細胞の細胞質表層微小管は縦方向と検

方向とを交互に繰り返すサイクリックな配向変化を行ってい

る。オーキシン(IAA)による医織の伸長はジペレリン(GA)によ

って促進されるが、このとき微小管が検方向で安定化するこ

とが観察されている。このGAによる効果は蛋白質リン酸化醇

素の阻害剤によって組害されることから微小管の配向はリン

酸イU脱リン酸化による制御を受けていると考えられる。

本研究では蛋白質脱リン酸化醇素の阻害剤であるオカダ酸

(OA)がアズキ上E輔の伸長及び微小管の配向に与える影響に

ついて検討した。 l抑制のOAは上座輔の伸長を阻害したが、

OAによる阻害はGA存在下でより顕著であり、 OA存在下では

GAによる伸長促進効果はほとんど現れなかった。またOAは

縦方向の微小管を持つ細胞の割合を増加した。これらの結果

から微小管の縦方向から検方向への配向変化には脱リン酸化

反応が関与しており、 OAはこの反応を阻害することによって

縦方向の微小管の割合を増加させ、 E輸の伸長を低下させた
と考えられる。

laI08 
独特の減数分裂様式(ー列に四分割する)を示す

ヒメジャゴケの分裂面挿入機構

嶋村正樹・出口博則・皇室主主(広島大・理)

胞子四分子がー列に配列する様式(図A)のコケ

減数分裂は、ヒメジャゴケに特有で、分裂面挿入

機構を考える上で興味深い様式である。そこで、

本研究ではヒメジャゴケ減数分裂の微小管分布を

観察し、相同側型分裂様式(図B)のジャゴケと比

較することにより、ヒメジャゴケの分裂面の挿入
機構について検討した。ジャゴケと同様に、ヒメ

ジャゴケの減数第一分裂で出現したフラグモプラ

ストは消失し、細胞板は第二分裂で4個の娘核聞
に再出現したフラグモプラストによって完成す

る。ジャゴケとヒメジャゴケの分裂様式の違いを

考察するために分裂装置と胞子母細胞の大きさを

比較した結果、胞子母細岨をー列に四分割する様

式は、ヒメジャゴケの胞子母細胞の幅が狭いこと

から来る、空間的制限によって分裂装置がー列に

並ぶために起こることが示唆されたの
図A. ヒメ 図B. /'ぐ2巳7¥

ジヤゴケ ー坐~ジヤゴケ ⑨志~



lpIOl 
気孔開閉の日周変化に伴う孔辺細胞の微小管の変化

宣旦金三l-J.. 中山享子 浅井尚子 中向島信美~2 I 
舵津盛一郎. 近藤矩捌(東京大・理・生物筑波大・

生物国立環境研・地域}

気孔の開閉運動は孔辺細胞の容積変化により制御され

ている.この容積変化は一般に孔辺細胞の浸透圧調節に

よるものと考えられているが、我々は孔辺細胞の細胞骨

格系の関与の可能性について検討している.(C.-J. Jiang ec 
a1.. Plant Cell Physio1. 37:697. 1996) 

自然光下で裁縫しているソラマメ(ViciaJ"aba し)の棄の

裏側の表皮を材料に、銑a.β ーωbulin抗体を用いた間鐙蛍

光抗体法により孔辺細胞の微小管を観察した.夜明けと

ともに細胞表層に自主射状の配向を示す微小管束が現われ

た.午前中、気孔開度の増加に伴いこの配向が地加し

夕方から夜にかけての気孔開度の減少に伴い、微小管の

核周辺への移行と断片化が起こった.この微小管の挙動

の日周変化は、ソラマメを自然光条件から継続暗所に移

しでもさらに2日間観察され、気孔開度の変化とのあい

だに平行関係がみられた.

また、表皮切片を50μMプロピザミドで処理すると微

小管の断片化が起こり気孔関口が阻害された.一方、 10

μMタキソール処埋により微小管の配向が保持され気孔

閉鎖が抑制された.

lpI02 
イネの brittleculm (鎌要らず)遺伝子のRFLPマッピン

グ

中村信吾、川崎信二 (農水省・生物研)

brittle culm (bc)はオオムギやイネなどで良く知られた

変異体で、外見は正常であるが梓等の2次細胞壁の肥大が起

こるべき部位でセルロースの蓄積が野生型より低下してい

て、十分な強度を持つことができないo 1次壁の合成にはそ

れほど差が見られないことから、セルロース合成系自体より

も2次壁肥大を調節している遺伝子に問題が有ることが予

想され、 bc遺伝子の解析はこうした調節遺伝子の同定と機

能解析に結びつくことが期待される.

イネはゲノムサイズが小さく、 RFLPx，tや我々がイネで
開発したBAC(BacterialArtifi.cial Chromosome)によるゲ

ノムライブラリー、大容量形質転換系等遺伝子のポジショナ

ルクローニングのシステムが完備しているので、多数の bc

遺伝子は良いターゲットになる.今回は、第2染色体の末端

部に有ることが知られている bc・3について、近傍に indica

から導入されたいもち病抵抗性遺伝子を持つ準同質遺伝子

系統 BL・2とbc・3について準同質化された台中65号系の

M・11とのF2世代によるRFLPx，l:・ングの結果を報告する.
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lpI03 
樹幹の傾斜刺激によるあて材形成初期に発現する

遺伝子のcDNA解析

長組慶二、日尾野隆L伊東隆夫、伊藤一弥1
(京大・木研、 1王子製紙・森林資源研)

すでに伸長成長を停止している樹幹は傾斜されると

「あて材」とL、う特殊な木部カち:Htし、本来の位置に戻

ろうとする。双子葉類では一般に傾斜上側に引張あて材

か形成される。引張あて材ではリグニンを殆ど含まない

二次壁が堆積し、セルロースミクロフィブリルの細胞長

軸とほぼ平行に配列するようになる。あて材の形成には

オーキシンなどの植物ホルモンの関与が示唆されている

が、その形成機構についてはほとんど、明らかにされてい

ない。我々は傾斜刺激によって木部扮化帯で発現する遺

伝子のcDNAをサプトラクション法によってL、くつかク

ローニングPした。クローニングされたcDNAの塩基配列

を決定し、GeneBar氷に登録されている既知遺伝子との

相向性検索を行なった。その結果、 G初 x結合因子や、

ユビキチン、 Eトアデノシルメチオニン合成酵素など、発

現融自やストレス応答関連の遺伝子に高L、相向性のある

クローンが得られていることがわかった。

lpI04 
細胞壁合成に関与する温度感受性突然変異体

110畳一主産、佐藤茂、高部圭司l、柴田大輔
(三井植物バイオ研、 1京大・農・林産工学)

細胞壁は植物特有のものであり、その合成は細胞

分裂・分化・生長と密接に関係していると考えられ

る。我々は、細胞壁合成の分子機構を明らかにする

目的で、細胞壁合成に関わる突然変異体の単離を行っ

た。

突然変異体の単離は、セルロース合成阻害剤ジク

ロロベンゾニトリル処理で根端領域が膨らむという

形態を指標に行った。 EMS但thylme白血esulfonate) 

で変異処理したアラピドプシスの島包種子(130.αm個)
およびT-DNAタグライン(1，αmライン)をスクリーニ
ングし、変異体7系統を単離した。光学顕微鏡での

細胞・組織形態の観察と電子顕微鏡での細胞壁の微

細構造の観察を行ったところ、いくつかの系統で細

胞壁合成が途中で停止した細胞や、細胞壁の表面が

粗く凹凸になっていることが観察された。現在これ

らの原因遺伝子の単離を行っている。



lpI05 
エンドウ上JA軸におけるエンド・1.4+グルカナーゼ、エンド

キシログルカントランスフエラーゼおよびエクスパンシンに

ついて

宜且王，酒井富久美，林隆久 {京都大学・木研)

植物の細胞壁(一次壁)はセルロースミクロフィプリルを

キシログルカンが梨相官することにより、その形態が維持され

ている。一方、植物にオーキシンを作用させると伸長成長が

生じる。この際、キシログルカンの遊園陸に伴い、細胞墜にゆ

るみが生じることが示唆されている。

我々はエンドウを実験材料とし、伸長成長時に起こる細胞

壁のゆるみに関与していると推測される3種類の酵素、グル

カナーゼ(endo・1，4・p・gluc組制)、エンドキシログルカントラン

スフエラーゼ(endoxyloglucantransf，町ase)、エクスパンシン

(exp飢 sin)のcDNAから、エンドウのmRNAのレベルを調べ

た。グルカナーゼおよびエクスパンシンは伸長部位において

mRNAのレベルが高かったのに対して、エンドキシログルカ

ントランスフエラーゼは伸長部位より下郎でmRNAのレベル

が高かった。また、オーキシンによる効果についても鯛ぺ

一~。

lpI06 
タバコ培養細胞BY・2から単離したエンド型キシロ

グルカン転移酵素 (EXGT-Nl)

長瀬悟・岡本繁久・冨田英津子 1・直盆担産 (鹿児

島大学・教養部、 t連合大学院農学研究科)

エンド型キシログルカン転移酵素 (EXG司は

細胞壁中のキシログルカン架橋の繋ぎ変えを触媒

する酵素で、キシログルカン関連タンパク質

(XRP)ファミリーの一員である。 XRPの各メンバ

ーは細胞壁構築に於いて中心的な役割を担ってい

ると考えられているが、役割の詳細はまだ不明であ

る。 演者らは、細胞増殖過程での細胞壁構築機構

の解明を目的として、タバコ培養細胞 BY・2より

XRPタンパク質の単離を進め EXGT-Nlタンパク

質を単離した。推定構造より EXG-NlはXRPの三

つのサプファミリー中のクラス Iに分類された。

区 GT-Nlは細胞培養の各ステージを通じて発現し、

細胞壁中に分泌された。 この酵素の反応機構と細

胞壁構築に於ける役割について考察する。
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lpI07 
組み換えシュクロース合成酵素の性質

且韮凪且l、外内尚人1、土田隆康1、森仁志2、酒井
富久美、林 隆久(京都大・木質研、 lバイオポリ

マー・リサーチ、 z名古屋大・農)

シュクロース合成酵素(EC2.4.1.13)は UDP-

glucose + frucωseご suαose+UDPの反応を触媒す
る酵素で、植物体内では suαoseの合成よりも UDP-

glucoseの合成にはたらいていると考えられている。

本研究では、組み換えシュクロース合成酵素のカイ

ネテイクスを測定した。酵素標品は cDNAを発現ベ

クター pEB・20bへクローニングしたプラスミド

pEB・01を保持する大腸菌から調製した。活性は、

反応液を檀紙電気泳動に供し、生成物を測定するこ

とによって行った。 UDP宮lu∞se及びfructoseに対
する親和性は植物由来の酵素とほとんど変化無かっ

たが、 suαoseに対する親和性は約 10分の lに低下

していた。そのため、 C4C]frucωseまたは UDP-
C4C]glucoseを用いて suαoseの合成を試みたとこ
ろ、非対称に標識された suαoseが高収率で得られ
た。

lpI08 
管状要素分化に特異的計てyレオキシダーモ町云子zpo-c次解析
量産ー章、福田裕穂l使媛大・理・生物地球 1東次・理・植物

園

リグニン合廊乃最終段階のシンナミルアルコー凡類の重合茨

æ~まペルオキシダーゼにより触媒されると考えられている。し
かし、ペルオキシダーゼには多くのアイソサγムカ存在し、ペ
ルオキシダ一明こよるリグニン合成機構は未丈朗らかになって
し、なIt¥，

これまでに私たちはヒャクニチソウ管捗要素別協調鯨を用

し¥リグニン合戒関連ペルオキシダーゼアイソザイムP5を見い

だし、 P5のcDNAの単離を寺跡、ペルオキシダーぜ遺伝子zpo-c
を単離しお ZPO-CI増が要素別凶醗~こおいて、分借縛条
件でのみ、リグニン合成に矢先って一過的に発現することが示

されおさら仏 ZPO・C融合タンパク質に対するポリクローナ

)1抗体制城市析を行った結呆 ZPO・Cタンパク質は、分化
誘導条件でのみ絡磁嘩イオン結合哲廼分マ検出されることが

示された。

今直恥たちは Zpo-cタンパク質の鮭職・糊納局在を、精
製脆問ーCタンパク関先体を用いて解析し九実技電子易轍鏡
修擦吹潜呆 Zpo-cタンパク質は管伏葵素の二玖細目瞳及びー
玖棚鍾動帽のリグニ〉沈着部位に局在することカ赤さ札こ

のことから、 ZPO・cのコードするペルオキシダーゼがリグニン
合戒に関与している可能性カ詐常に高いことカ赤され九現

在 Zpo-cタンパク質の局在について、組織・綱包レベルでの
さらl:u持田な解析を進めている。



lpI11 
イネ科植物細胞豊富結合型のエキソおよびエンドグルカナーゼ

の精製と同定

lpI09 
ポプラエンド・1，4-s-グルカナーゼのゲノムDNAク
ローニング
本草塞隼、今宿芳郎1、青山卓史1、岡 穆宏1、中
井朋則、酒井富久美、林 隆久(京大・木質研、 1

京大・化研)

(広島大、総合科学〉

イネ科植物のオーキシン誘導の伸長成長には、細胞壁結合型の

エキソおよびエンドグルカナーゼが関与することが報告されてい

る。演者らは、暗所で育てたオオムギ芽生え細胞壁より、 3M

uaにより、細胞壁蛋白質を遊援し、その中に含まれるエキソお

よびエンドグルカナーゼを繍製した。両グルカナーゼは、 5P-

Toyop国rIカラムで異なる画分として得られたo 50s・PAGEでは、

エキソグルカナーゼは、 66kD、エンドグルカナーゼは、 31kDを

示した。基質特異性は、エキソグルカナーゼは、 F・1，4、p-1，6総合

にも活性をもつが、 p-1，3結合を最もよく分解するので、エキソ

1ふp-D-グルコシダーゼ(EC3.2.1.58)に分類された.エンドグル

カナーゼは、 1，3:1，4-p-グルカン特異的に作用する、いわゆるリケ

ナーゼ(EC 3.2.1.73~であった。両者の静素反応分解産物を分析し

tこ。その結果、エキソグルカナーゼはグルカンを末績からグルコー

ス単位で分解した。エンドグルカナーゼは、 1，3:1，4・p-グルカンの

分子量を著しく低下させた。基質分解における両者の相互作用、

および、オーキシンによる伸長成長との関連について今後さらに

解折するつもりである。

小竹敏久、中川直樹、篠井直樹

ポプラ培養細胞は細胞墜にエンドー1，4-s-グルカ
ナーゼ活性を有し、オーキシンにより誘導されるこ
とが示唆されている。本実験では、ゲノム DNAの
クローニング及びその発現形態の解明を目的として

実験を行った。ポプラ (Popu1凶aJbaL.)培養細胞よ
りゲノム DNAを調製し、 Aベクターを用いてゲノ
ムライブラリーを作成した。エンド・1，4-s-グルカ
ナーゼに対する cDNAをプロープとしてライブラ
リーよりスクリーニングを行い、 2x107個のプ
ラークから 3個のポジテイプクローンを得た。その

うちの一つから5・上流領域2.5k句を含む約5k bp 
の遺伝子を単離した。 DNAの全塩基配列を解析し
たところ、構造遺伝子は6個の短いイントロンに
よって分断された7個のエクソン部分から構成され
ていた。上流域にp・グルクロニダーゼレポーター
遺伝子をつなぎ、形質転換体植物による発現調節を

調べた。

lpI12 
イネ発芽種子からのやグルコシダーゼの精製

とその性質
監はL五 (農水省北海道農試)

lpI10 
キュウリ根導管液タンパク質cDNAのクロー
ニングと発現解析
作田千代子、佐藤忍(筑披大・生物)

イネ種子のトグルコシダーゼ活性は、発芽
後5日までに約6倍に増加した。比活性を比
較すると、脹乳部よりも若い葉や根で高い活

性が認められた。発芽種子からトグルコシダ
ーゼを、硫安分画、イオン交換クロマトグラ
フィ一、クロマトフォーカスイング(CF)、ゲ
ルろ過などの方法により、 SDS・PAGEで見か
け上単一のバンドになるまで精製した。その
分子量は約75，000で、 CFにおいて約9_0の塩基
性の等電点を示した。活性の至適pHは約4_5に

あり、至適温度は500Cであった。精製された
酵素は、重合度2から 7までのラミナリオリ
ゴ糖の中では、ラミナリビオースを最も良く
分解した。一方、本酵素はラミナリンやオオ
ムギ1，3;1，4-s-グルカンなどの多精類基質に対
しては全く活性を示さなかった。
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lpI13 
ナス科纏物繍胞壁キシログルカンのキシログルカナーゼ

加水分解法による構造解析
金直盟王、三石安1、加藤崎治
1工技院・生命研)

(弘前大・教育、

イネ科あるいはナス科植物凋胞壁多績のキシログルカ
ンは、マメ科植物などのそれにくらべ主鎖十(1→4)-D-
グルカンのGlc残基のC-6位での分岐率が低いことが知ら
れている。しかし、それらC-6位米置換Glc獲基の主鎖中
での配列については詳細に知られていない.今回はナス
科についてこの点を明らかにすることを目的とした。
ナス科に属するピーマン、トウガラシ、ナスおよびト
マト細胞蟹から 24~ KOH可溶性多様商分を得た.これを
h且弘且主盟 sp.M451キシログルカナーゼで処理した。
処理里物を 8io-GelP-2に供し、キシログルカンオリゴ積
画分を得た。この画事業処理では Glcやセロピオースは生
じなかった。これらをE:upenicilliu皿 sp.M9イソプリメ
ベロース生成静棄で加水分解した。それぞれをパルスド
アンペロメトリ}検出穏を用いたHPLC(カラム:Carbo 
Pac PA1)により分析した。
得られたキシログルカンオリゴ績はXylとGlcの他に、
AraまたはGalあるいはその両者を情成績としていた。さ
らに、これらのオリゴ繍にはじ8位来置換Glc残基の2<<置
の速なりをもつものもあった。このことは4品種に共通
であった。これらのことから、ナス科植物キシログルカ
ンのC-6位未置換Glc残基は主鎖の申にある程度規則的に
配列していることが示問食された。

lpI14 
トウモロコシ幼業鞘細胞壁からのuv吸収物質の
酵素的遊離
宮本健助 Schoofer 
T下両burg大)

Pe飽r1 (大阪府大・総合科学、

伸長しつつある植物の細胞壁では細胞壁多精分子
が活発に代謝されており、その一例として、単子葉
植物においては、 8・1，3・s-1，4・グルカンの酵素的分
解(飢ωIysis)がよく知られている。しかしながら、
他のマドリックス成分の代謝的分解は、ほとんど明
らかにされていない。そこで、この点を検討する目
的で、グルカンの auωIvsisが認められる条件で、 ト
ウモロコシ幼業鞘細胞墜における uv吸収物質の代
謝的分解を調べた。
トウモロコシ幼業鞘から細胞壁標品を調製し 2S.C
下、蒸留水で矯養を行ったところ、時間と共に培養
液中に uv吸収物質が遊隠された。この遊厳は、細
部壁標品を加熱などのタンパク質変性処理や低温処
理 (0・C)によって阻害された。また、この遊離は、
培養液の pHに依存し、 p!l6・7に至適 pHが認められ
た。分光光学的解析の結果、この uv吸収物質のス
ベクトノレは、 230nrn以下に著しい吸収と 260・280nm
付近に肩を有するものであった。薄層クロマトグラ
フィーによる解析の結果、この物質は、高いRf値
と低いRf値を有する 2種類の物質の混合物であり、
そのRf値は、フェノレラ酸のそれとは異なっていた。
また、 uv吸収物質は、矯養後の細胞壁からも、さ
らにアルカリ処理することによって遊離された。
以上の結果は、細胞壁に存在する uv吸収物質を
含む高分子物質から、 uv吸収物質が醇素的に遊離
していることを示唆している。現在、この物質の遊
離と成長との関係、および、その本体について検討
中である。
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lpI15 
トウモロコシ芽生えの成長に伴う細胞壁分解活性の量

的質的変化

井上雅裕、ネビンス・ドナルド(量媛大・理・生物、

カリフォルニア大デイピス校ペジタブルクロプス)

トウモロコシ芽生えの様々な成長時期の幼薫織から

細胞墜を銅製しその積組成と自己分解活性を鯛べた.

幼業納細胞墜を構成する主要な中性織成分はアラピノー

ス、キシロース、グルコースである.幼議舗あたりの

各糖の量は発芽後5日固まで淘加した.一方、 O"Cで

調製した細胞壁画分を用いて自己分解活性(織の遊磁

活性)を測定した結果、各中性槍成分の分解活性もエ

イジ進行に伴って増加することがわかった.ただ、細

胞壁あたりの分解活性では、特にグルコース成分につ

いてのみがエイジとともに場加し、ペントース成分に

関しては発芽後 1、2日目に高い値を示しその後減少

した.各反応の時間変化を2時間間隔で調べた.グル
コース成分の遊厳反応は長時間持続するのに対しぺン

トース成分の遊蔵は数時間で低下した.また、前者の

反応産物の大商事分が単機のグルコースであるのに対し、

後者のそれはポリマーとモノマーの両方を含んでいた.

このように、質的に異なる複数の分解活性が細胞壁に

存在し、成長の異なる時期に発現し、細胞壁の代謝・

調節に関与していると考えられる.

2aIOl 
Yarivフェニルグリコシドによるゼニゴケプロトプラスト

の安定化と分裂促進

菅原康剛(埼玉大・理・生体制御)

ゼニゴケプロトプラストを活性炭の含む培地で培養する

と， 24時間以内に細胞援を再生し， (8時間自頃から分裂を

開始する。しかし，培地に活性炭が含まないと，細胞墜は

再生されるが，再生細胞の生存率は急速に低下する。とこ

ろが，活性炭の代わりにCMC(カルポキシメチルセルロー

ス)やCFW(カルコフロールホワイト)を添加すると再生
細胞は安定化し，活性炭繕地へ移すと高い分裂率を示す。

同様な安定化は，培地に低温度の細胞壁分解酵素を添加し

て，再生してきた細胞墜を分解しでも観察される。これら

の結果から，再生細胞の安定化や分裂促進には，再生され

た細胞墜が重要な役割を演じていることが示唆される。さ

らに，活性炭を含まない培地lこYariv試薬 (β-glucosyl)

を添加すると，再生細胞は安定化し，分裂も促進されるこ

とが分かった。これらの結果から，プロトプラストが正常

な壁を再生して安定化し，分裂に入る過程にアラピノガラ

クタン蛋白が関与していることが示唆された。



2aI02 
細胞壁伸展性のクリープ解析(2 )根，匪軸，
業鞘の伸長生長と粘弾性パラメータの相E比較
盆主主ニ，山本良一山口淳二2 松倉千昭2
(名古屋市立大 ・自然科学・生体分子帝塚山短大・

食品 2名古屋大 ・生物応答研究センター)

ジペレリンによる根の伸長誘導では，細胞壁の粘弾性

パラメータのうち，粘性成分の変動が大きいことを既に

報告した。本研究では，クリープ解析の粘弾性パラメー

タの生理 ・生化学的意味を考えるために，エンドウの根

とイネ第2業鞘のジペレリン誘導伸長，アペナ幼葉鞘と
エンドウ茎のオーキシン誘導伸長，さらにエンドウ側根

の酸誘導伸長における細胞壁粘弾性パラメータの変動を

比較した。その結果，ジベレリン処理した根では細胞壁

の粘性率の低下が特に大きいのに対して.IAA処理した

アペナ幼葉鞘では，弾性率と粘性率の両方の低下が大き

いことが分かつた。また，ジペレリン処理したイネ第2
業鞘でも，弾性率と粘性率の両方が低下した。根の細胞

壁の伸展曲線では粘性的性質が大きく弾性的性質が小さ

いのに対して業鞘と茎では弾性的伸長が相対的に大きい

ことが分かった。さらに，エンドウの根の細胞壁のin
W加酸伸長においても.pHの低下によって粘性率の低
下が起こることが分かった。一方，上記のフォークトの

モデルによる現象論的な粘弾性解析の欠点を補うため，

Eyringの式を用いて非線形粘弾性の理論的考察を試みた

のでそれらの結果も合わせて報告する。

2aI03 
オーキシン及び酸によって栃導される細胞墜の力学的性質の変化

E旦盆念、勝見允行(国際基督教大学・生物)

オーキシンは植物の伸長成長を行っている組織において、アポプラ

ストを酸性化することにより細胞墜の力学的性質を変化させ、伸展性

を繍加させる.本研究では、オーキシン及び酸が誘導する細胞壁の力

学的性質の変化を、細胞壁クリープを測定することによって解析した.

明所で育てたカボチヤ(Cu::即刻印moschata臥JChCV. Shirakik闘)芽生え

の匪軸切片を 10・'MJAAで2時間処理後、 50%グリセリン水溶液に漫潰

し、 -15'1:で2週間以上保存したものを測定に用いた.測定は.pH4.5 

及びpH6.8の緩衝液中で行った.クリープ速度は応力に比例して地加

したが、その関係は応力が臨界降伏値になるまでの緩やかな治加と、

それ以上になったときの急速な湘加との 2つの相から成ることが明ら

かとなった.相転移する臨界降伏値をm錨eShi抗Point(PS町、クリー
プ速度変化の傾きをCreepC偶 fficient(Cm)と呼ぶことにした.pHが6.8

から4.5に低下すると、 PSPは低下し、Cmは顕著に上昇した.JAA処

理を行った切片の場合は、pH6.8においてのみ、 PSPは低下した.一

方、 Cmは何れのpHにおいてもlAAで影脅されなかった.クリープ速

度は温度、及びpHに依存し、 45'1:、 pH4.0付近でPSPは最も低〈、

Cmは愚も高かった.以上の結果は、細胞墜にはある値以上の応力が加

わったときに大きく変化する構造があること、JAA及び酸はこの変化を

起こりやすくすること、自費性条件下でより大きい精進のゆるみが起こ

る結果、細胞壁の伸展性が高められることを示している.また、この

変化の過程にはおそらく醇素反応的なものが含まれていることが示唆

される.
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2aI04 
エンドウ上陸輸の伸長と細胞壁構造の変化

産霊童皐伊東隆夫 (京都大木質研〉

黄化エンドウマメ上匪軸における伸長領域および

伸長停止領域の細胞壁の3次元構成を急速凍結・
ディープエッチング法を用いることにより可視化

した。さらにペクチン(EDTA抽出薗分)、へミセ

ルロース(24%KOH抽出画分)の絡組成の変化を明

らかにし，細胞成長と構造の変化との関連を調べ

た。伸長領域では、 Ce¥1uloseMicrofibril (CMF)聞

は、粒状を呈する物質により満たされていた。こ

の粒状物質はEDTA摘出処理により完全に消失し

た。 EDTA処理された細胞壁は、 CMFの骨格構造

のみからなる様相を呈した。 EDTA摘出液中の槍

のほとんどはウロン酸で、中性績は主にアラビ

ノースとガラクトースであった。伸長停止領域で

は、 CMF聞に架橋構造が存在していたが、伸長領

域に見られた粒状物質は、ほとんど観察されな

かった。さらに24%KOH抽出画分が増加し、特に
キシロース量の増加が顕著であった。以上の結果

から伸長している細胞壁にはCMF聞の架橋構造は

存在せず、伸長の停止に伴L、CMF聞にへミセル

ロース性の架橋機造が形成されると考えられた。

2aI05 
イネ蔚に存在するアラビノガラクタンプロテイン及

び関連オリゴ糖の解析

出E盤本島、賀来華江 3、){lJ屋国男、箱山晋、渋谷
直人 1 (農水省・北海道農試、 3農水省・生物研)

イネ蔚の発生過程において、アラビノガラクタン

プロテイン (AGP)に類似した構造を持つオリゴ糖が
時期特異的に蓄積する。これより、閉じ時期の蔚に、

オリゴ糖に関連するAGPの存在が予想されたので、そ
の解析を行った結果を報告する。

Yariv試薬を抗体として用いた一元放射状免疫拡

散法によりイネ蔚には高漫度のAGPが存在することが
確認された。AGPは、特に四分子期の蔚に多く検出さ
れ、その量は蔚1個当たり約8ugと推測された。ま

た、上記オリゴ糖は四分子期以降に蓄積を開始する

ことから、 AGPとオリゴ糖は代謝的に強い関係を持つ

ことが推定された。現在、両者の関連をさらに明確

にするため、抗オリゴ糖血清を用いて解析を進めて

いる。



2aI06 
ギンドロ培養細胞におけるホウ素の細胞内分布

鑑』弘二己金子哲人石井忠.~永俊朗2 (農水省・森林総研，
l農水省・食総研農水省・農環研)

ホウ棄は植物の成長に重要な微量必須元素として知られてい

る。近年、細胞墜中のホウ素の多くは多糖類の一つであるラム

ノガラクツロナンIl(RG-II)のアピオース残基にホウ酸ジエステ

ル結合しており、 2分子のRG-IIを架橋していることが報告され

てきた。しかし、その役割やどのようにRG-II分子に組み込まれ

るのかについては明らかではない。本研究ではギンドロ培養細

胞系を用い細胞内のホウ素の分布を調ぺ、ホウ索-RG-II複合体

の形成機構を明らかにすることを目的として実験を行った。

実験に用いた培養細胞は通常100μMのホウ酸を含むMS培地

中で培養されている。この細胞をホウ酸温度が10、5、2、1お

よび0μMの培地で培養すると10μMの波度では通常と問機の

成長を示すがそれより低温度の培地では成長が限害された。次

に、 100および10μMのホウ酸を含む培地で培養した細胞につ

いてホウ素の分布を調べた。その結果、 100μMの培養条件で

は70%近くのホウ棄が培地中に残っているのに対して10μMの

条件ではほとんど残っていなかった。一方、 10μMの条件で培

養した細胞のホウ棄はほとんどが細胞墜に存在していたが100

μMの条件で培養した細胞では細胞墜に加えて可溶性函分にも

存在していた。どちらの培養条件でも細胞壁に結合しているホ

ウ索の量はほぼ同じであり、 ホウ素飢餓処理を行うと可溶性画

分のホウ索が消失することから、ホウ素が可溶性薗分にプール

されている可能性が示唆された。

2aI07 
ダイコン可溶性画分から単離したホウ酸.ラムノガ

ラクツロナン-11複合体

傘乙..lt、松永俊朗1、石井忠2 農水省・食
総研、農水省・ 1農環研、農水省・ 2森林総研)

ホウ素は植物の徴量必須元素であり、細胞壁中

のホウ素の大部分はペクチンの構成糖の1つである
ラムノガラクツロナン-11(RG-II) 2 分子をホウ酸ジ
オーJレジエステル結合で架橋していることが明ら
かとなった。我々は、ダイコン可溶性画分にも高

分子と結合したホウ素が存在することを見いだ

し、これをDEAE-SepharoseFF， Su戸rdex75を用い
たクロマトグラフイーにより単離した。 llB-NMR
スペクトルよりホウ索は多槍とホウ酸ジエステル

結合していた。単離した複合体はO.2%(w/w)のホウ

素を含んでいた。構成務分析の結果、 2・Gメチルキ
シロース、 2・0メチルフコース、アピオース等RG-
Hに特異的な糖が検出された。 llB・NMRスベクトル
よりホウ素は多糖とジエステル結合していること

が明らかとなった。可溶性のホウ酸-RG-II複合体が
ダイコンの細胞内に存在する可能性があることは

ホウ酸複合体の機能を考える上で興味深い。
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2aI08 
ホウ酸ーラムノガラクツロナン-l[複合体中のホウ酸の

結合績残基

亙~、松永倒月1、掛川弘一

(森林総研、 1農環研)

シュガーピートとタケノコ細胞壁からドリセラーゼによっ

て可溶化されたラムノガラクツロナン-II(RG-II)及びワイン

から単離されたRG-IIはホウ酸ジエステル架橋により2量体

(ホウ駿RG-IIホウ酸ジエスチル複合体、 B-RG-II)を形成し
ている。

ホウ酸が結合する椅残基を同定するため、 B-RG-IIとRG-

IIをメチル化分析して、両者の梼鎖の結合様式を比較した結
果、アピオース残基を除いて違いはなかった。B-RG-IIから

は3'-Apiと2，3，3'-Apiが、RG-IIからは3・-Apiのみが検出さ
れた.次にB-RG-IIを完全メチル化し、メチルエステルを還
元後部分加水分解し、新たに生成した還元末端を還元し、さ

らに遊離した水酸基をCD31により完全メチル化した。アピト

ーJレを含む3種類のオリゴ槍をGC-MSにより同定した。これ

らの結果より、ホウ酸は二つの異なる3・ー結合したアピオース

残基のc・2とC・3位とエステル結合することが示唆された。

2aI09 
ホウ酸・ラムノガラクツ口ナン11複合体に対する抗体

を用いた免疫電顕

亘腫差星、河口清香、小林優、間藤徹、開奇次郎、

高部圭司1(京都大・農・農化、1京都大..・林

産)

ダイコン細胞壁由来のホウ酷ーラムノガラクツロ

ナン11複合体でウサギを免疫して抗体を得た。この

複合体はホウ酸で架橋されたRG-IIの二量体である

が、抗体は単量体も二量体も認識した。ダイコン細

胞壁のペクチナーゼ加水分解物中ではRG-IIのみを

認識した。本抗体とダイコン細胞壁より常法により

抽出したペクチンとの反応は弱かったが、ペクチン

を脱メチル化すると反応は強くなった。

本抗体とダイコン幼植物根を用いて免疫電顕を

行った。この抗体に対するエピトープは全ての細胞

の細胞墜に存在した。また細胞壁内では細胞膜側の

三分のーに多く存在し、壁の成熟に伴い減少するよ

うであった。エピ卜ープは細胞壁中葉には検出され

ず、細胞接着には機能していないと判断した。ま

た、ホウ棄を多量に要求する伸長中の花粉管やマメ

科の根粒にも顕著な量の工ピトープが検出された。



2aI10 
ダイコン細胞墜におけるペクチン質多糖と
カルシウム・ホウ素の相E作用
小林優，i蔓香智之，間藤徹，開奇次郎
(京都大・農・農化)

カルシウム (Ca)，ホウ素 (8)を培地から除くと

幼根の伸長は直ちに停止する.その応答の速さから
細胞の最外層即ちアポプラストにおける機能の存在
が示唆されるが，作用機作は明らかでない.そこで

細胞援における Caの機能解明を目的として細胞壁
Caのキャラクタリゼーションを行った.
ダイコン根の細胞壁を氷， 1MNaCl， 50 mM 
COT A (pH 6.5)に懸濁すると， 18時間で各々 6，
80， 100%の Caと12，12， 48%のペクチン質が
抽出された.以上の結果は司 NaCI可溶性の Caを
除去しでもペクチン質の抽出量は増加しないことを
示す.COTAでは Bも70%以上が抽出された.従っ
てキレーター可溶性ペクチン質は NaCI不溶・
COTA可漕性 Ca又は Bにより細胞墜に保持されて
いると考えられた.
次いで NaCI不溶・ COTA可溶性 Ca(細胞壁 Ca
の約 20%)の形態を知るため司 1M NaCIで洗浄し
た細胞壁をぺクチナーゼで消化した.その結果 Ca
の約半量がBと同じくラムノガラクツ口ナン 11
(RG・11)と結合していた.

2alll 
イネ培養細胞液胞膜の脂質組成およびプロトンポン
プ活性におよぼす冷温ストレスの影響
虫蛙豊丘、山口峰生l、小林秀行、笠毛邦弘2
(農水省・食総研、 1筑波大・生物、 2農水省・生物
研)

耐冷性の異なるイネ品種の培養細胞を用いて、冷
温が液胞膜の脂質組成および液胞膜プロトンポンプ
活性に及ぼす影響を調べた。 25 'Cで 6~7 日間培
養した耐冷性品種(日本晴)と感冷性品種(ボロ)
の細胞を 25'Cあるいは 5'Cでさらに3日間培養し、
それらの細胞から液胞膜小胞を調製した。 H+-ATP蹴
およびH+-PPaseに依存するプロトン輸送は冷温処理
によって低下したが、その程度は日本晴よりボロの
方が、また PPaseよりATPaseの方が大きかった。
冷温処理をした細胞としない細胞の液胞膜から全脂
質を抽出し、その分子種を薄層クロマトグラフィー
で分析すると、日本晴、ボロともに冷温処理した細
胞において糖脂質∞∞が減少し、リン脂質PC，PE
の含有率が増加していた。現在、糖脂質、リン脂質
の主要分子種についてその脂肪酸組成の分析を行う
とともに、再構成膜系を用いて脂質成分の変化がプ
ロトンポンプに及ぼす影響について解析を試みてい
る。
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2aI12 
カサノリ液胞膜の『輸送性ピロフォスファターゼ

の一次構造について

池田己喜子， 渡辺洋子. 田中喜之 前島正義2

(岡山県大・栄養 l農水省・生物資源研名古

屋大・農・生化)

高等植物液胞膜には， 無機ピロリン酸により駆動
される膜結合性プロトンポンプ (H+.PPase)が報告

されている。 Acetabulariaacetabulum (カサノリ)
は単細胞より成る海棲の緑藻類に属する。演者らは

既にこのカサノリにも H+.PPaseが存在することを

生化学的に実証した。今回， RT.PCRによる cDNA

クローニングを行い， cDNAクローンを得た。この

クローンは 3，104bpより成り openreading frame 

は795から 2，960bpであり， 721アミノ酸をコー

ドし分子量 74，406であった。これまでに報告され
ている高等植物の H+.PPaseとの相向性はアミノ酸

レベルで約 45%であり， N .terminal halfの領域で

の相違が認められ， C.terminal halfの領域は保存

度の高い構造であった。また， H+.PPase familyの

機能領域の推定(基質結合部位及びr輸送路を形
成する Glu残基)並びに分子進化に貴重な情報を提
供できるものであった。

2aI13 
ミッチェルの他学浸透説、及びバクテリアの鞭毛回

転に関するH+ー駆動力説に対する幾つかの素朴な
疑問
清沢桂太郎 (大阪大・基礎工・生物工学)

ミトコンドリアでのATP合成に関するミッチ
エルの化学浸透説及び、バクテリアの鞭毛回転

に関するH+ー駆動力説は、物理化学的には実
現不可能な、或いは暖昧な仮定と考え方の上に
構築されてきた。本講演では、これらの学説に
対して、つぎの観点から幾つかの素朴な疑問を
述べたい。第ーは、電気的中性の法則であり、
第二は永久機関の不可能性であり、第三は一個
のミトコンドリア、水チャンネル、及び、イオ
ンチャンネルでは統計力学的に見てGibbsの自由
エネルギー(化学ポテンシアル)が定義できな
いという事実である。但し、三番目の件に関し
ては、たとえば、一個の水チャンネルではGibbs
の自由エネルギーは定義できなくても、 n個の
水チャンネルでは実験事実からはGibbsの自由エ
ネルギーは存在していると考えないとならない。
ここで提出された問題は、基本的には植物細胞

の細胞膜、及び液胞膜のH+ーポンプにも当て
はまる。



3aIOl 
キクイモ細胞膜の2種類のW-ATPaseポリペプチドとC末
端ドメインの免疫プロット分析

呈盆ー』量，上岡華代北海道教育大・函館・生物、 2名

古屋大・.・生イヒ)

キクイモ塊茎貯蔵柔組織の培養に伴い、 98kDの細胞膜

H+-ATPaseポリペプチドに加えて、 96kDの新たなポリペプ
チドが出現し、しかもこのポリペプチドはこの酵素のC末
端自己限害ドメインの一部が切除されて出現した可能性が
あることを、昨年度の本大会で報告した。その後おおよそ

の切断部位を推定するために、最C末繍部及びその近傍の
N末端倶12ヶ所、計3ヶ所のコンセンサス配列に対するウ
サギ抗血清をそれぞれ調製し、免疫プロット分析を行った。

96凶ポリペプチドにおいては、予想に反して最C末端部

は保存されていたが、最C末端アミノ酸から約30-50残基
及び約60-80残基N末繊側のコンセンサス配列に対する抗
血清とはほとんどあるいは弱くしか反応せず、この部位が

①欠失している、②抗原性を弱めるような修飾を受けてい

る、③独自の配列を持っている、可能性が示唆された。 2
D-PAGE-免疫プロット分析の結果は、 98kDポリペプチドが
リン畿化によって96kDにシフトした可能性を否定したが、

①と③の可能性については確認できなかった。

一方、同様の96kDポリペプチドは、培養組織のみならず

展開中の葉の細胞膜においても回jorな成分として検出さ
れ、キクイモの生理的条件下でも機能している可能性が示
された。しかし、塊茎から伸長中の芽や塊茎の皮の細胞膜

ではlIinorな成分であった。今後特に①の可能性について、
この酵素の活性化機得との関連において検討したい。

3aI02 
温ストレス適応および非適応タバコ培養細胞の原形質膜 B+

ATPaseの酵素反応特性

Dyah Iswantini、菅井真人、角谷忠昭、 1村回芳行(京都大

学・農、 1岡山大学.a) 

原形質膜 B+ATPaseは B+ポンプ止して植物細胞の壕スト

レス適応過程における原形質内イオン組成の恒常性維持に重

要江役割を果たしていると考えられ、続ストレス適応が本酵

素の速度論的性質にいかなる変化をもたらすのかは興味深い

問題である。一般に膜酵素の反応特性はそれを取り囲む脂質

環境に影響されることが知られているから、我々は、単雌過

程の内在倒旨質分解酵紫による膜脂質分解を防止した原形質

膜単調E法を用いて、塩ストレス適応(200d NaCI)および非
適応タバコ培養細胞から原形質膜を単援し、これらの原形質

膜の B+ATPaseの基質分解活性および B+輸送活性の速度論

的性質およびそれらに及ぼす到aCl.IClの効果を比較検討した。

膜蛋白質当たりの基質分解活性、 B+輸送活性は、ともに塩

ストレス適応によって増大すること、本酵素の速度論的性質

はNaC1.ICl浪度に依存して変化することが明らかになった。
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3aI03 
マカラスムギ績の細胞.H+-ATPase 活性の Ca2+による可逆的制

御

三遁滋雄、木下俊則、島崎研一郎(九州大・理・生物}

植物の細胞戚H*-ATPaseはさまざまな虫色理現象に関係しており、

多微な織能綱節を受けていると考えられる.孔辺細胞の細胞臓H*-

ATPaseは気孔開孔に関与しているが、最近、ソラマメ孔辺細胞の

細胞膿 H七 ATPaseが生理的.11の細胞質 Ca2+により活性鋼節さ

れている可能性が示された.そこで、 Ca2+ による活性繍節機備につ

いて、マカラスムギ緩から水性二層分配法により単隠した細胞.を用

いて銅ベた.まず、細胞膜H*-ATPaseのH*.送活性に対する Ca2+

の~響をみたところ、孔辺細胞の婿合と向織に、 W 鎗送活性は 1μM

以上の Ca" 存在下では強く限書され、 50%阻害浪度I孟0.35μM

であった.この Ca2φ による H・鎗送活性の阻害は Ca2+キレート剤j

を添加することにより回復し、可逆的な阻害であることが示めされた.

また、トリプシン処理によりw.送活性の上昇した細胞援において
も、 Ca'+により W 愉送活性は阻害されることが明らかとなった.

これらの鎗果より、 Ca2+ による活性鋼節は植物の錫愈.H*-

ATPaseに共通した織摘であり、細胞.H*-ATPaseのC末績の自

己阻害領緩を介さず行われていることが示唆された.

3aI04 
シヤジクモ鏑部団包こi審請I民健与え加較籾籾イオ二信砲の

紺卜ー加に壇費蛇示す戒分

対市鴎え開棟雄九野明彦J 阪大・大槻艶初陣}・

生排除 1耐性裡輔形E所・生偏見宅事汰・麻酔o

シヤジクモ節輔田智頭車の革廊~こ央指するイオ~艶を

諦てていふ電丑草笛謝牛下で勝電技静止レ~L，{寸近

(-2(励nV)より+甜-+100mVまて也、支所後毎駈で変えた

とき、-4OmVよりI8JI1畑頑智£外向き電源的場昔Lる。こ¢電

漏ま0.5-1，色刷sa2t"により欄詰れふこのイオンチャンネ

}L<J.:#郡勝目抜(も)、定常翫(I.t )縄旺怯搬を次

式調鞠干した。

1=I.tx[ l-E却制1<:)]n. 

nは2から80)首撤らばる扱鞠として4叫猷何者詰れ

た。I.tlお量消虜軍師-4(knVより負債l問調布向き電溺こマ

スクされている核実明こ!i--12()mV付近より国防防嗣
き口融lていると予想されえ。解析したsa2t"感園生Dイオン

電揃まKザヤンネJLO.:謬釦によると推定している。



3aI05 
シャジクモ類における機械刺激受容機構 IV.電圧固定法
の適用

置血盟星(姫路工大・理・生命〉

多くの植物が機械刺激を受容して反応することが知ら
れつつある。また、刺激受容の初期には受容電位が貢要
な役割を果たしていることが示唆される。私は電気生理
学の研究に適した材料であるシャジクモ類の節間細胞を
用いて機械刺激によって発生する受容電位の解析を行っ
てきた。これまでの研究においてカルシウムチャンネル
とクロライドチャンネルが受容電位の発生に関与してい

る可能性を示唆してきた。しかしながら、最終的な結論
は得られていない。

膜電位変化に関与するイオンチャンネルの同定には電
位固定法が有用である。機械刺激受容の解析においては
微小電極で膜電位を測定することはほとんど不可能に近
いので、私はK-麻酔法を用いて電位を測定することによ
って解析を進めてきた。 K-麻酔法では細胞を二つに仕切
ってその電位差を測定する。そのために、仕切りの部分
に膜抵抗とは関係ない官電気抵抗が存在する(R.)0 R.が無
視できないほどに大きく、電位固定しでもR.を含めた状
態で電位を固定することになり、膜の電位そのものを正

確に固定することは難しい。今回、ほとんどbの関与な
しにKー麻酔法で電位を測定することが可能になったので、
電位国定法によって受容電位を解析することを試みた。

3aI06 
車軸藻細胞のリン酸輸送;単離節間細胞におけるリ

ン酸輸送系の誘導とその機構

三並盤郎、 RJ.Reid1、F.A.Smith1 (一橋大・生物、
lDept. Botany， Univ. Adelaide) 

植物細胞を、リン酸欠乏下におくと、細胞膜に高

親和性のリン酸輸送系を誘導できることは良く知ら

れている。この誘導過程に関する研究は、これまで

多細胞植物体での成長や転流、あるいは培養細胞の

ような単細胞系でも細胞分裂と共役した形でしか解

析できなかったため、細胞内のリン酸濃度との関連

が明確ではなかった。本研究では、車軸穣の単離節

間細胞を用いることで、成長や分裂と独立に細胞膜

にリン酸輸送系を誘導できる系を見いだしたのでそ

れについて報告する。また、この誘導過程における

細胞内のリン酸濃度や pH変化を測定することで、

従来考えられていたような液胞リン酸濃度や細胞質

pH変化はリン酸輸送系の誘導には無関係であるこ

とが明らかになったので、それについても合わせて

報告するとともに、槌物細胞のリン酸飢餓認識機構

について考察を行う。
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3aI07 
植物ミトコンドリアにおけるリン磁繍送タンパク貨のcONA

クローニング

u金王室、畑信吾、河内宏1、泉井桂(京都大院-・、 1.
水省・生物研}

ミトコンドリアへのリン磁の取り込みは内般に存在する膜

タンパク質によって行われ、生物のエネルギー代鰍において

非常に重要な役割を担っている.すでに数積績の動物や酵母

から蹟を六回貧通する本タンパク貨の遺伝子が単蔵されてい

るが、鎗物からこの遺伝子が単蔵されたという報告はない.

私遣は、ダイズにおける板粒特異的遺伝子(nodulin遺伝

子)GmN93の分子進化を検置する過程において、偶然、根

粒薗に感自食していないダイズ視のcDNAライブラリーより偽

陽性のクローンを単厳した.意外なことに、そのクローンの

アミノ酸配列は既知のミトコンドリアにおけるリン厳繍送タ

ンパク貨と高い相同性を持ち、機能的に.要であると考えら

れるドメインも非常に良く保存されているということが分

かった.さらにこのダイズのクローンをプロープに用いて、

形質転換が容易であるイネ及びシロイヌナズナからも本繍送

体タンパク貨をコードしているcONAが得られた.今後は植

物細胞における本タンパク貨の局在性や生理活性を恒明した

い.また、纏物における本遺伝子発現鎗摘の情報を得るため

に、ゲノミッククローンの単麟・解析も行う予定である.

3aI08 
シロイヌナズナ無機リン酸トランスポーター遺伝子

の過剰発現によるタバコ培養細胞リン酸吸収の増大

光川典宏，奥村暁，白野由美子，佐藤茂，

豊田玄聾(三井植物バイオ研)

我々は既にシロイヌナズナ(Arabidopsis幼aJiana)か

ら2種のcDNAと5種の遺伝子(R町 1，2，3，4，5)を単
離している。これら遺伝子の染色体マッピングを行っ

たところ、 PHT4とPHT5が、リン酸蓄積の変異体で

あるpho2i量イ云子座の近くにマップされた。そこで、
pho2変異体のゲノムDNAからPHT4とPHT5遺伝子の

コード領域をpαで増幅し、塩基配列を決定した。
その結果、 pho2:変異はPHT4とPHT5(/)変異ではない
と考えられた。

シロイヌナズナ無機リン酸トランスポーター遺伝

子を臼MV35Sプロモーターの下流につなぎ、タバ

コBY・2培養細胞に導入した。この遺伝子が過剰発

現した細胞はリン酸吸収速度が上昇し、そのKmii査
は3.1μMであった。この形質転換細胞は、コント

ロール細胞よりもリン酸吸収の至適pHが高かった。



3aI09 
Arabidol'~isK+ トランスポータのクローニング
盆盆員五12，Eugene J. Kim3，山口剛生2，Francisco 
Rubio3，坪井昭夫4武藤尚志12，Julian I.Schroeder3 
(1名古屋大・生物分子応答研究センタ一、 2名古屋大・大学院

良、 30eptof Biology and Center for Molecular Genetics， UC 
San Diego、ー基礎生物学研究所)

高等植物は少なくとも2種類のK+輸送体、 K+チャ

ネルとK+トランスポータによって細胞内主要イオ
ンK+を吸収して膜電位、浸透圧を維持している。

我々はArabidopsis由来のK+チャネルの構造と機能
の解析を行ってきた。一方K+トランスポータ遺伝

子(HKT1)は小麦から単隠されている(Schachtman
& Schroeder， 1994 Nature， 370:655)0 K+輸送能欠損
変異酵母にArabidopsisK+チャネル遺伝子又は小麦
K+トランスポータ遺伝子を導入し比較すると前者
は後者に比べてCs+に対してより高い感受性を示し

Na+にはより高い耐性を示した。 Arabidopsisにお
けるK+チャネルとK+トランスポータの役割を明ら

かにするために小麦K+トランスポータのアミノ酸

配列を利用してA.thaliana cDNA libraryより K+ト
ランスポータ遺伝子をクローン化した。その遺伝子

の5'末端は欠失していたため、 5・RACE法にて全長
を単厳した。読み取り枠から推定される蛋白質の質

量は58KD、10-12程度の膜貫通領域を持ち小麦のそ
れと極めて類似していた。

3aI10 
葉緑体包膜に局在する電子伝達とK+輸送の関連

盆且蓋!!I.、尼子克己、高橋正昭 (大阪府大・農・応

用生化)

葉緑体包膜には包膜内外のapHや膜電位を形成す

るエネルギー産生系が局在し、光合成基質、産物あ

るいは葉緑体タンパク質前駆体を輸送し、葉緑体内

反応、と細胞質反応との連絡にも重要な役割を担って

いる。以上の機能に加えて我々は葉緑体包膜に複数

の電子キャリアーから成る電子伝達系か存在するこ

とを示した。本研究では、その機能について検討し

た結果を報告する。
単離葉緑体は葉緑体外に加えたCytcを光還元す

る。この還元はValinomycinによって促進され、 K+

チャンネルの阻害剤であるTetraethylammoniumによ

り抑制された。一方、 CCCP、Nigericinの添加効果
は見られなかった。また、 KCIを葉緑体外に添加す
ると著しく Cytcの還元が阻害された。この結果は

葉緑体外へのK+の移動がCytcの還元を律速してい

ることを示している。葉緑体では、光照射時に包膜
を介したK+とH+の交換輸送による葉緑体外への

H+の放出が報告されている。本実験の結果より、単

離葉緑体によるCytc の光還元は葉緑体内外のK+輸

送に関連した反応であり、包膜の電子伝達によって

H+の輸送あるいは逆方向のアニオンの輸送が駆動さ

れていることが示唆される。

2∞ 

3aI11 
植物液飽膿カルシウム能動鎗送系の生化学的解析

よ且J蓋盆、田中 喜之¥前島正義(名古屋大・農・生化、
t農水省・生物資源研究所)

カルシウムは犠々な細胞機能を調節する重要なイオンであ

り、種々の情報伝達の初期反応に関与している.植物細胞で

は液胞が主要なea"貯蔵部位であり、細胞質のCa'・濃度の調節

に中心的な役割を果たす.液胞ではCa"-ATPaseと
Ca'"/H'組tiporterの二つのシステムが液胞内へ白おを能動愉送す

ると考えられている.そこで、これら二つの輸送体の実体と

機能関節を分子レベルで解析することを目的に、液胞膜小胞
を用いてそれぞれの臼b輸送機能の解析と比較を行った。

ヤエナリ実生の匪輸から液胞膜小胞を単離し、膜小胞への

ea'輸送を“Caを用いたろ過法で測定したo Ca'・能動輸送系の全
活性は、 A1Pを添加しea'"勧へ-A1Paωse比とC白a
動させて祖測『定した。 ea'"勧-ATP蹴の活性は 凶血働。m町yci由n Aん1 (V-
Aτ胃'Pa鎚se阻害弗剤~)を添加して測定した。 Ca'"，勧'/H'，冶剖tip卯。rterの活性は、

H'φ七-乎PPas鴎eによりHφ濃度勾配を形成させた上でCa'"ゐ持の取り込みを

測定した。
ヤエナリ液胞膜小胞のea'"能動輸送系の金活性は、 CaCl2濃

度100μMで約20nmollmin/mg、Ca"-ATPaseの活性は約6

nmolh唾n畑恵であった。 ea'"-ATPaseのCa'"に対する見かけのKm

値は2.6μM、ea'"/H'antiporterでは25μMであった。間活性を比較

すると、 eacI，濃度 IO~Mでは、 Ca'"/H'antiporter活性が高いが、

細胞質Ca'"の生理的i.ll.t(1μM以下)ではea'"-ATPaseが数倍高
い値を得た。これらの結果をもとに両者の生理学的役割を考
察する。

3aI12 
ダイコン細胞質腹水チャネルの一次備造解析と液胞型分子

との比較
。須賀しのぶ、鍾口達治、前島正獲{名古屋大..・生化)

多くの植物では液胞厳に多・の水チャネル(aquapo同n)が

局在している.これに加えて細胞質肢にも固有の水チャネ

ルが存在する.いずれの水チャネルも、植物と水の関係を

分子レベルで解明するために不可欠な要素である.私たち

は波胞肢の2種額の水チャネル(y型、哩VM23)のcDNA

を解析したが、今回、同一組織で細胞質験型と液胞型水チ

ャネルを比駁するためにダイコン(Raphanussativus)か
らcDNAをクローニングし両者の特徴を解析した.

ダイコン幼継物の茎のcDNAライブラリーを作成し、

Arabidopsisの細胞質膜型水チャネル(PIP)固有の配列を
プライマーとし、 PCR法でダイコン細胞質膿型cDNAの治

幅産物を復数得た.その 1つはArabidopsisのPIP1aに類
似していた(約520b、アミノ霞120残基一致)が、ダイ

コン液胞膿VM23とのアミノ磁のー数は40%以下であっ

た.これをプロープとして全鎖長cDNAを得ることができ

た.水チャネルファミリーに共通するAsn-Pro-Alaモチー

フを含むこの分子について、ダイコン液胞腺のY型、品型

水チャネルおよび他植物櫨の水チャネルとtt絞し、その特
徴を考療する.



laJOl 
THE MET ABOLISM OF CARBOHYDRA TES 

IN CEREAL SEEDS UNDER ANOXIA. 

Pierdomenico PERA T A 1，2， Junji Y AMAGUCHI2， 
Lorenzo GUGLIELMINETIll， Elena LORETIl and 
Amedeo ALPI1: (1) Dipartimento Biologia delle Piante 
Agrarie， Universita di Pisa， Via Mariscoglio 34， Italy; (2) 
Nagoya University Bioscience Center， Chikusa， Nagoya 
464・01，Japan 

Them司jorityof cereal seeds fail to germinate under anoxia， 
but rice rep児sentsan exception to this rule. Little is known 
about the molecular and metabolic basis for this difference. 
We conducted a detailed description of the metabolism of 
carbohydrates in cereal seeds under anoxia. Starch 
metabolism: our results indicate that only rice seeds possess 
the complete set of starch degrading enzymes under anoxia， 
while anoxia-intolerant cereal seeds are unable to degrade 
starch under anaerobiosis. Sucrose synthesis takes place in 
the anoxic rice seedlings. We propose that cytosolic sucrose 
degradation in anoxic rice seedlings takes place mainly 
through a sucrose synthase pathway. Data will be presented 
on the effects of anoxia the production of α-amylase， 13-
amylase， debranching enzyme，α-glucosydase， enzymes of 
sucrose metabolism in cereal seeds either aerobic or 
anaerobic. Data on the effects of anoxia on the processing 
of the bound-form of barley ~-amylase will also be 
presented. 

laJ02 
ゴマ種子のチアミン結合タンパク質の性質

遮辺五差p 筑紫久美，清水まゆみ，足立崇，
吉田豊和，光永俊郎(近畿大・農・食栄)

ゴマ種子に存在するチアミン結合タンパク質

(TB P)は、イネ種子やソパ種子のTBPに比

ぺ分子量が小さいなど、その性質は他の植物種子

のTBPとは異なっている。今回、さらに2、3の

性質について比較検討を行ったので報告する。

ゴマ種子からのTBPの単様、精製は従来の方

法にしたがって行った。チアミン類似体との結合

活性を平衡透析法により求めた。その結果、ゴマ

種子のTBPは、他の植物種子のTBPとは異な

り、ピリチアミンに対する結合活性をもっている

ことが明かとなった。また、等電点も他の植物種

子のものとは若干異なっていた。

他方、ゴマ種子TBPを構成するポリペプチド

鎖(Smal臓)を単隠し、そのアミノ酸配列を同定し

た。その配列はゴマ種子に存在する3種類のTBP
において、すべて同じであった。ホモロジー検索

を行ったが、既知タンパク質との高い相向性は認

められなかった。
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laJ03 
シロイヌナズナLEC1遺伝子の怪発生における役割
大藤雅章1.2，T，制 LOTAN2，Kelly MATSUDAIRA YEE2， 
Maliryn A.L WEST2， Jay DANA02， Russel R02， J. 
Lynn Zi~， Robert L Fisher4， Robert B. 
Goldberg5 and John J. HARADA2 (1基礎生物学研究所・
発生生物、 2Universityof California， Davis，町niversity
of M町ylandBoItimore County， 4University of California， 
Berkeley，気Jniversityof California， Los Angels) 

高等植物における種子形成の過程は、 3つの段階、す
なわちmo巾hogenesis，maturation， desicc甜聞に分けら
れる。 Morphogenesisphaseでは細胞分裂がほぼ完了し
匪の形態が決定される。匪はmaluralionphaseで貯蔵脂
肪や貯蔵タンパク質を蓄積し、 desiccationphaseでは乾
燥耐性を会得する。シロイヌナズナのLEAFY
COTγtEDON1偽c1)は匪致死変異株で、隆は乾燥耐
性を会得できずに死んでしまう。また、貯蔵タンパク
貿や貯蔵脂肪が減少することからL配 1は庇発生後期に
おいて重要な因子であると推定される。
今回我々はlec1変異株がmorphogenesisphaseの球状
庇期においてsuspensorに異常を見せることを見いだし
た。このことはLEC1が怪発生初期から匪形成に何らか
の影響を及ぼしていることを示唆している。 lec2や
旬開3といった他のleaか∞刷'edontypeの変異株やそれ
らの 2重変異株を用いた解析結果についてもふれる予
定である。また、日C1遺伝子のクローニングも行って
おり、その近況について報告する。

laJ04 
シロイヌナズナを用いた種子発芽の遺伝学的解析
車墨基亘、早間良輔、土屋雄一朗、内藤哲(北大・
農・応用生命)

シロイヌナズナのabi3変異株とfus3変異株は種
子休眠能が低下した変異株として遺伝学的に同定
された。これら変異株の匹発生後期過程では、種
子登熟の遺伝的プログラムの一部が活性化されな
いのみならず、発芽後の遺伝的プログラムの一部
が異所的に進行する。このような変異株の形質が
遺伝子発現の変化を伴っているかを検討するため
に、匹発生後期のabi3ぬs3二重変異株で野生型株
よりも発現量が多い(二重変異株で脱抑制された)
cDNAをdifferen臥1displaYl法により検索した。野生
型株と二重変異株の未熟果実から調製したmRNA
を用いてdifferentialdisplayをおこない、 6クローン
を単離した。これら遺伝子は全て野生型株では匹
発生後期には発現が抑えられており、発芽もしく
は発芽後に強く発現することが分かつた。このこ
とから、 AB13，FUS3遺伝子産物は匪発生後期に、
種子登熟に関わる遺伝子群を活性化すると同時に、
発芽もしくは発芽後に発現する遺伝子を抑制する
bifunctionalな役割を担っていると考えられる。



laJ05 
OSMYB5とイネグルテリン遺伝子プロモーター中の

AACAモチーフとの相互作用について

鐙率重弘，広灘咲子，鷲国治lJ， 呉伝銀，土岐精一， ~簡岩文雄

(康業生物資源研究所・生物工学鶴)

イネ種子貯肩車蛋白質グルテリンの遺伝子I~ 、 H現組織特異

的発現を示す.今までのシス配列解析の結果から、本遺伝子

の組織特異的発現には少なくともGCN4，G-boxそしてAACA
の3種のモチーフが必要であると考えられる.また、この肉

AACAモチーフは温子ではポジティプエレメントとして、そ

れ以外ではネガティプエレメントとして徳能することが示峻

されている.本実験では、そのAACAモチーフに作用するト

ランス因子の候舗であるOSMYB5について解析を行った.

我々がクローン化したOsmyb5遺伝子のコード領織を発現
ベクターに混入し、 GSTとの敵合蛋白貨を得た.そしてこの

触合蛋白貨の、 AACAモチーフに対する結合能についてゲル

リターデーション法にて検肘した.AACAモチーフに点変異

を導入し結合活性を調べたところ、変異を導入する塩事によ

っては鎗合能が全く消失してしまうものが見られた.これは

凶 MYB5がAACAモチーフに塩事配列特異的に結合し得るこ

とを示している.また、 RT-陀R法及'CJinsitu.ハイプリダイゼ
ーション法によるOsmyb5遺伝子の発現解析も行っており、

それについても報告する予定である.

laJ06 
イネ・ジベレリン酸誘導性遺伝子の転写調節領域の解析と

それに作用するタンパク質因子の検索

草島盈亘 (北海道大 ・地球環境科学・環境分子生物学)

イネ .m型カルポキシペプチダーゼ (CPD3)遺伝子は
種子発芽時に糊粉層細胞特異的にジベレリン酸 (GA)に

よる発現誘導を受けるGA応答性遺伝子である。この遺伝

子より取り出したプロモ ター領域は同じ穀物植物である

オート麦より調整した糊粉層細胞プロトプラスト内でGA

に依存した一過性の発現誘導を示し、その発現誘導にはC

PD3遺伝子プロモーター内のA/Tリッチな配列が関与

していることを明らかにしている。

限定されたA/Tリッチな配列内には穀物植物加水分解

酵素遺伝子群の5.調節領域の共通配列であり GA応答性

シス配列と推定されているTAACAG/AA配列のコア

配列 (AACAGA)が含まれていた。現在この配列周辺

のGA応答性への関与をイネ糊粉層を用いた実験系で詳細

に解析するとともに、この領域と相互作用するイネ糊粉層

タンパク質の同定をサウスウエスターン法を用いて進めて

いる。

202 

laJ07 
糖センサーとイネ匹におけるα・アミラーゼ遺伝子の

転写抑制

梅村孝明2、PierdomenicoPerata1、蓬原雄三2、

山且達二1(1名大・生物応答セ、 2名城大・農)

私たちは、イネ匪を用いたトランジェントアッセ

イ系を用いて、 α・アミラーゼ遺伝子RAmy3D遺伝子
の糖による転写抑制現象について検討している。解

析の結果、 α・アミラーゼ遺伝子の糖による抑制現象
が、 1)光合成遺伝子で報告されている抑制現象と
類似のものであること、 2)内生の糖濃度の低下に
よっても引き起こされること、 3)ヘキソキナーゼ
の基質となり得ないグルコース類似体では、抑制が

起こらないのに対し6位がリン酸化されない2・
deoxyglucoseでは抑制が引き起こされること、等が
明らかとなった。これらの結果はヘキソキナーゼが

糖センサーと深くかかわっていることを示唆してい

る。
ヘキソキナーゼの匝害剤・グルコサミンは、糖に

よる抑制を解除する作用を示すが、糖代謝それ自体
には影響を与えない。これらの結果から、グルコサ
ミンが相互作用を示す、解糖系代謝とは無関係のヘ

キソキナーゼ様糖センサーの存在が想定された。そ

の後の進展についても報告する。

laJ08 
イネ発芽種子システインプロテアーゼの遺伝子構造

と発現制御

加藤英樹，新谷愛，南川隆雄(東京都立大・理・生物)

我々は、これまでにイネ発芽種子中で特異的に発

現し、種子貯蔵タンパク質(グlレテリン)分解に主

要な役割を果たすシステインエンドペプチダーゼ

REP・1を単離精製し、この cDNAを得るとともに他

の類似のcDNAを得て、それぞれRP-60及びRP・80

と名づけ全塩基配列を決定した。

今回、これらのmRNAの植物ホルモンによる発

現応答の解析を行った結果、ジベレリン及びアブシ

ジン酸による両mRNAの発現制御が示された。

また、ゲノムライブラリーからそれぞれの遺伝子

を得て Repl及び RepAと名づけ、塩基配列を決定

した。 cDNAとの比較から R申Iにはイントロンが

存在せず、 RepA は5つのエキソンから成ることが
示された。また両遺伝子の上流域には、イネ科種子

の αーアミラーゼ遺伝子などで報告されているジベ

レリン応答の保存配列は見いだされなかった。



laJ09 
イネ来熟種子特異的プロテインキナーゼ遺伝子の

機能解析

浅野敬幸1、川崎努2，3、多国雄一3、島田浩章1

(1東京理大・基礎工・生物工、 2三井植物ハイ

オ研、 3現奈良先端大・バイオサイエンス)

これまでに開花後 1-2週間目の約 10日間の登

熟中期の未熟種子特異的に発現するイネのカルシ

ウム依存プロテインキナーゼ (SP K)の遺伝子

が得られている。この遺伝子の発現時期は、種子

貯蔵デンプン生合成の最も盛んな時期と重なるた

め、 SPKは、これらの生合成におけるシグナル

伝達機備に関与していることが予想される。そこ

でSP Kの生理的役割を調べるため、 cDNAを用

いてアンチセンス遺伝子を梅築した。これをイネ

に導入し、形質転換植物を作成した。今回は、得

られた形質転換植物での導入遺伝子の発現と 、そ

れによる形態変化の観察結果について報告する。

laJ10 

転写因子VPlと相互作用するタンパク質のクローン
化
盤並箆皇、服部東穂 〈三重大・遺伝子)

VPlはEm3.宣伝子などのLE必宣伝子、あるいはアン
トシアニン生合成系のC1といった成熟過程の匪で
発現する遺伝子の転写活性化因子で、アブシジン

酸による制御に関与している。本研究では、 VPlが
関与する転写制御メカニズムについての知見を得

る目的でVPlと特異的に相E作用するタンパク質を
酵母Two-hybrid法により、クローン化することを
試みた。

イネ、トウモロコシおよびシロイヌナズナのVPl
(相同)タンパク質の間で、よく保存された3つの
ドメイン(1、 E、 ill)のうち、 IとEの領域を
含む断片と、 Eの領域を含む断片をそれぞれ
“同it" に用いてTwo-hybrid法によるスクリー
ニングを行った。その結果、 Eの領域を含む断片
を“凶it"に用いたスクリーニングで、このEの
領域に特異的に相互作用すると思われるクローン

が得られたので、その解析結果について報告する。
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lpJOl 
アブラナ科植物の自家不和合性に関与する花粉側毘嫌

物質の練習隠

単一」込潟I1J，誠，i]，f，善処楠， Uli'J康白人機H 彩
(奈良先端大・バイオ東北大・J;l)

アブラナ科械物の自家不手11合性におけるH~ñ官!IJの内他必織

物質の候補としてSLG(5-locus glycoprotein)とSRK(5-receptor 
kin出 e)が見出されている。しかし、 これらと材Ih作用すると
f佐定される花粉官llJの認、議物質は未だに叩]らかにされていなし、。
今回、段々は、 SLGとの結合活nを指標に化粉側認識物質の
探索を行った。

Brassica campestrisの花粉より花粉表層物質をイ7機il慌をJIJ
いて抽出した。この摘出物を柱~jïから精製したSLGと混合し
たところ、等電点電気泳動において、 SLGのバンドの単基件ー

側へのシフトが観察された。 この結果は、本1~1I1l物 '1' にSLG
と相互作用する塩基性物質が存夜する事をぷ唆した。

この相互作用物質の本体や結合の強度・特異性を明らかに

する事を目的に、表i師プラズモン共鳴センサー (BIAcore，
Pharmacia)を用いた解析を行った。その結果、花粉表純物質

中にはSLGやこれと相向性を1-1するSLRI(5・locusrelated 

protein 1)と結合する物質の存在が俗認された。現在、これら

因子の精製を進めると共に、結合強度やS遺伝-f-特異性等に

つき解析を進めている。

lpJ02 
蛍光色素SYBRGreenを用いた花柱内の花粉管観療法の開発

夏山萱生、黒岩靖子¥河野重行、黒岩常祥

(東京大・大網実理学系・生物科学、 1共立女子短大・文)

被子植物の才蹴倒~7 寄jは、雄原細胞と栄養細包からなる 2 細胞性

才蹴である。絵原細胞は花柱内を伸長する才蹴管の中で分裂し、 2つ

の精細胞となり、 9嗣胞および中心細包と重複受精する。才院内での

1蹴管伸長過程は、これまで主に1)組織切片の電子顕微鏡観察か2)
アニリンブルーなどを用いた押し潰し法による蛍光顕微鏡観察で調

べられてきた。しかし、前者では少数の才揃管の微細構造しカ頓療で

きず、後者でI~分管の構造の保持地灘しいことから、精細胞形成過

程キ栄養核の挙動を解析することができなかった

裸出胆ヨ障を持つトレニア(Toreni8fow胃ieri)でinvitro重複受

精系を開発する際、熔地上で発芽した1蹴管Unvitro)と、一度花
柱を通ってから培地上を伸長する1蹴管(5凹 iin vitro)では、前者
で伸長速度の低下、 1蹴管径の士首大、雄原細胞の分裂時期の早期化、
精細胞と栄養核の位置の逆転が認められた。そこで、花柱内での:n掛

管伸長過程Unvivo)と比較するために、あらた叫撤特期句染色色

素SYBRGreen による才醐管観療法を開発した。 SYBRGreenは非常

に輝度が高く、才院主を2つに引き裂くだけで、:n粥管の構造を保持し

たまま精細胞核キ栄養核を明瞭に観療することができた。精細胞形成

過程や栄養核の挙動をinvivoで追えるようになり、その結果1)培

地上では雄原細胞の分裂時期が早まること、 2)精細胞と栄養核の位

置の逆転現象はlnVltroでの異常であることが明らかとなった。



lpJ03 
雄性配偶体形成過程において発現する LlM8遺伝子
に関する研究

上藤洋敬、高瀬尚文、平塚和之、堀田康緩

(奈良先錨大・バイオサイエンス)

我々は配偶体形成に関与するi宣伝子の検索を試み、
これまでにテ ッポウユリ (Liliumlongiflorum)の減数分裂

期花粉母細胞で特異的に転写される L1M(!，ily messages 

]nduced at Meiosis)遺伝子群に対応する 18種類の

cDNAを単離している。

本研究では減数分裂期の合糸期から四分子期まで

mRNAが蓄積している L1M8遺伝子について完全長の
cDNAを単厳し 、様能解析を行った。LlM8蛋白質のア

ミノ酸配列と疎水性プロファイルはシロイヌナズナの

アミノ酸鎗送担体 (AAP)ファミリー 、友ぴタバコの

AAP相同遺伝子産物と高い頬似性を示した。これらの

ことからLlM8は減数分裂期特異的 AAPとして細胞内

ヘアミノ酸を取り込む縫能を有することが考えられた。

現在、LlM8の機能検討のために惇母のヒスチジン輸送

変異株を用いて相補性試験を行っている。また、LlM8

と greenfluorescent proteinの融合蛋白質を周いで

しIM8の細胞内所在の調査を行うとともに、抗LlM8抗

体を作成し 、それを用いた蛍光抗体法と細胞分画法に

よるLlM8の細胞内所在の調査 、友び蛋白質レベルで

のLlM8の発現パターンの調査を行っている。

lpJ04 
ユリ花粉母細胞において減数分裂湖に発現するLlM13i宣伝子産

物の解析

0尾形{量一、平縁理恵¥皆見政好、高瀬尚文、平縁和之、
纏田康雄 (奈良先錨大・バイオサイエンス、'慈恵医大・生物)

L1M (hily messages ~duced at Meiosis)遺伝子携は、ユリ

の花粉母細胞の減数分裂期に転写されるi宣伝子群である。L1M
遺伝子群の中には、既知の遺伝子産物に有意な相同性を示さ

ない新規な遺伝子が含まれており 、現在、これら新規なi宣伝
子の生殖細胞形成過程における役割の解明を試みている。新

規なL1MA伝子の一つであるL1M13遺伝子は、その予想される

アミノ駿配列中に核移行シグナル織の配列が存在していた。

そこで、LlM13遺伝子産物の細胞内所在を検討するために、

L1M13-GFP融合遺伝子を作製し、タマネギの表皮細胞にパー

ティクルガンを用いて遺伝子導入を行った。GFPの蛍光を指

標に観察を行った結果、GFPの蛍光が核内に検出された。更

に、LlM13遺伝子産物のタンパク質レベルでの発現織式、及び

核内での局在を明らかにするために、抗LlM13ポリクローナル

抗体の作製を行った。作製した抗体を用い、ユリ花粉母細胞

の抽出物に対してウエスタンブロッ ト解析を行った結果、

LIM13遺伝子産物は減数分裂期特異的に蓄積していることが明

らかとな った。また、問鎗蛍光抗体法によって、ユリ花粉母

細胞内での局在の検討を行ったところ、LlM13遺伝子産物は、

染色体上に局在する可能性が示唆された。
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lpJ05 
ユリの減数分裂時期に発現が誘導されるL1M18遺伝子の機能
解析

童且盈程、平縁理恵'、高瀬尚文、平塚和之、縮図康雄

(奈良先錨大・バイオ、1慈恵医大・生物)

テッポウユリ (Liliumlongiflorum)の花粉母細胞特異的に

発現するL1M18遺伝子は、その遺伝子産物の推定されるアミ
ノ酸配列からHSP70織蛋白質をコードすると考えられている。

現在までのところ 、 (1)ユリ花粉母細胞には抗LlM18抗体が

認識する69kDa、70kDaの蛋白貨が恒常的に存在すること 、

(2) 69kDaの蛋白貨のi首長I;tLIM18遺伝子のmRNAレベルで
の発現織式と一致すること、 (3)両蛋白質11ユリ花粉母細胞
の熱処理によって量的変動を示さないことが明らかとなって

いる。これらの知見に加えて、 (4)ユリ花粉母細胞抽出物を

二次元電気泳動法により分雌後、抗LlM18抗体を用いたウエ

スタン解析により 、この抗体が認識するシグナルが少なくと

も6積類花粉母細胞中に存在すること、 (5)花粉母細胞を間

後蛍光抗体染色したところ、核内にもシグナルが検出される

ことが明らかとなった。現在、減数分裂進行過程における

LlM18の動態を詳細に解析するために、LlM18を特異的に認識

するペプチド抗体の作成とそれを用いた解析を行っている。

また、L1M18遺伝子の発現調節織織を調べる目的で、ユリの
ゲノミ ックDNAからL1M18遺伝子の発現制御領域の単離を試
みている。

lpJ06 
吹掛け絞りアサガオの CHI遺伝子中に挿入した

En/Spm類縁のトランスポゾン Tpn2

星野教1.2、飯田滋1

(基礎生物学研究所¥総合研究大学院大学・生命科学2)

アサガオには、花の色や模様に多くの変異種が存在する。

吹掛け絞り (speckled)は、クリーム色の地色の上に有色の斑点

模様を持つ花を咲かせる園芸的に重要な変異で、ト ランスポ

ゾンの関与する易変性変異と考えられている。我々はこの斑

点模嫌の形成機構を分子レベルで明らかにすることを目的に

speckledの単離・同定を試みた。

まず、吹掛け絞りアサガオの色素生合成系遺伝子の構造を

解析したところ、 CHI (Chalcone isomef<部 e)遺伝子中におよそ

7kbの挿入配列が存在し、挿入配列と表現形との問に強い連鎖

があることを見いだした。また、吹掛け絞りアサガオのイE弁

における CHI遺伝子・mRNAの蓄積の低下が見られることから、

この構造が吹掛け絞りを与える可能性が強いことが明らかに

なった。このCHI遺伝子領域をクローニングし、塩基配列を

決定することで野性型アサガオと 比較検討したところ、 トウ

モロコシの トランスポゾン EnjSpmに類縁の新規 トランスポゾ

ンTpn2([mnsposable element fl加古川isIJ.il two)が CHIj宣伝子の

第2イン トロン中に挿入していることを確認した。以上の結

果より、易変性変異 speckledl立、 CHI遺伝子中に Tpn2が挿入

した構造であることが示唆された。



lpJ07 
AFLP-based mRNA finge中目nting法およびdifferential
display法によるマルパアサガオ花弁のキメラ斑形成

に関わる遺伝子の探索

主主蓋盤1、田中(深田)幸子l、久富恵世1，2、

飯田滋1(1基生研 2総研大)

マルパアサガオには白地の花弁に有色のキメラ斑を

生じる変異種が存在し、可動性遺伝因子の関与が予

測されている。今回AFLP-basedmRNA fingerprinting 
(AMF)法および、differentialdisplay (日))法を用い

て、変異型の白地の花とその生殖細胞復帰変異体の

赤色花との聞で異なる発現様式を示す遺伝子を解析
した。 AMF法は∞j去に比べて結果の再現性が高かっ
たが、最終的に発現様式の異なるcDNA断片を両方法

で各々2種ずつ同定した。対応するcDNAの全長を単
離して解析した結果、 4種のcDNA断片は赤色花で強
く発現している同ーの遺伝子に由来することが示さ
れた。サザン解析から変異型個体とその生殖細胞復

帰変異体との間でこの遺伝子領域に構造変化が起き
ていることが示され、さらにキメラ斑形成に関わる

遺伝子座と今回得られた遺伝子との連鎖も観察され
た。この遺伝子はアントシアニン合成経路の酵素カ

ルコンシンターゼ (CHS)の遺伝子に高い相同性を
示した。マルパアサガオには複数のCHS遺伝子が存
在するが、以上の結果から今回新たに同定された

CHS遺伝子のキメラ斑形成への関与が示唆された。

lpJ08 
トランスジェニックイネのジーン・サイレンシン

グ;アンチセンス RNAの関与

韮亙畠王，Odd-AmeOlsen1，経塚淳子，島本功
(NAIST・ノfイオサイエンス， 2Agric.Univ.Norway)

植物に外来遺伝子を導入した場合に、導入遺伝子

が不活性化されることがしばしば観察される。こ
れは，相向性の高い遺伝子聞の相互作用のために

起こると考えられている。

オオムギで単離された糊粉層特異的遺伝子L伊2
( Lipidt ransfer protein 2 )のプロモーターに GUSを
融合した遺伝子を導入したイネでは，形質転換第

2世代において，多様な表現型を示す不活化が起
こった。 不活性化の起こった系統内では，表現型

が異なる個体問でも，DNAレベルの変化はなかっ
た。最もコピー数の少ない L3.3系統の導入遺伝子
の構造を決定したところ，完全な導入遺伝子をも

つ遺伝子座と複雑な構造を持つ遺伝子座が存在す

ることが明らかとなった。この複雑な構造を持つ
遺伝子座には完全長のプロモーターにGUS遺伝子
の3・側の一部が逆向きにつながっている領域が
あった。RT-PCRの結果から，アンチセンス RNA

の転写が認められ，この産物がサイレンシングを

起こしていると考えられた。
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lpJ09 
トランスジェニックトルコギキョウ植物の育成とその解析
}外来遺伝子の後代への遺伝についてー
西原昌宏、星伸枝、阿古S善子、山村三郎(財団法人岩手生物工
事事寛吉ンター)

我々はトルコギキョウに有用形質を付与する目的で、本植物
の形質転換について研究を進めている。今回、アグロパクテリ
ウム法及ぴパーテイクルガン法により育成した形質転換体の稔
性および後代への外来遺伝子の遺伝について解析を行った。

材料はアグロパクテリウム法により実生切片にpIG121Hmを
導入して得られた形質転換体及びパーティクルガン法により実
生及ぴ狼切片にpARK22とその他の有用遺伝子(アントシアニ
ン生合成関連遺伝子、耐病性遺伝子)を導入して得られた形質
転換体を用いた。形質転換体当代の花粉について顕微鏡観察及
ぴ発芽培地上での発芽テストを行った結果、形質転換体では正

常な形態の花粉の数、発3f!l事とも野性徐に比べて低下している
ことが示された。発3f率は0-80%と系統毎に大きく異なって
いた。次に、自家受理骨を行った結果、アグロパクテリウム法に
より遺伝子導入した1系統より奮あたり約5∞個の種子が得ら
れた。この種子の発芽率は約 7割であり、実生の3/4はハイグ
ロマイシン耐性を示し、組織化学的GUSアッセイによっても

GUSの発現が観察された。このことより、導入した外来遺伝子
の後代への遺伝が確恕された。また、本系統では外来遺伝子は
ー遺伝子座に導入されていると推定された。一方、パーティク
ルガン法により遺伝子滅入した系統に関しでも種子が得られて
おり、解析を行っているところである。

lpJ10 
日本産Tiプラスミドゲノムの構造解析 (3) 
制限酵素地図の構築と遺伝子マッピング
鈴木克周、太田伸之、服部嘉行裏地美杉、 前回
裏穿で苛百藤明l、吉田和夫(広島大・理・生物科学、
l北海道農試)

アグロバクテリアの感染による高等植物へのTi
プラスミドのT-DNA移行は高等生物で唯一知ら
れている生物界を越えた遺伝子移行現象である。こ
のTiプラスミドの全構造と機能の解明と系統進化
的興味から、桜の木から採取された日本産
Agrobacterium tumefacienceのTiプラスミド ( 
pT i -S  AKURA)のクローンノfンクをラムダ
ファージベクターを用いて作成した。このパンクの
クローンを整列化し、制限酵素地図と遺伝子地図を
作成することに成功したので報告する。
整列化クローンの塩基配列のホモロジ一分析の結
果、プラスミドの半分の領域上にTra遺伝子群-
accA.Vir遺伝子群・ T-DNA・オピン等
資化遺伝子群・ Trb遺伝子群 .RepABCが順
に存在することがわかった。このうち複製に関与す
る遺伝子 (repABC) を含む数個の遺伝子をノ
パリン型プラスミドでは初めて見出すことができた。
残り半分の領域を占める他のプラスミドと遺伝子
データベース上でホモロジーを示さない部域の解析
結果についても触れたい。



lpJ11 
日本産Tiプラスミドのゲノム構造解析 (4)
T-DNA領燭の構造解析
大田伸之、鈴木克周、服部嘉行、裏地美杉、
前田康興、 1加藤明、吉田和夫
〈広島大・理・生物科学、 1北海道農業訊厳揚〉

Tiプラスミドはパクテリアから高等値物へDN
Aの移行をおこなう極めてユニークなプラスミドで
ある。このプラスミドの全塩基配列の決定を行い、
構造と機能及び系統の解析を行う目的で、日本産ノ
パリン型アグロバクテリアMAFF301001か
らTiプラスミド pTi-SAKURAを調製レ、
1 9個のオーバーラップするDNA断片をきむク
ローンからなるAフアージライブラリーの構築を
行った。
本研究では、整列ライブラリの肉、クローン1D 
6， 1 E 6、 1F 2、 4H 1 0、 1A 9及びこれら
のPCR産物を用いてこのプラスミドのTーDNA
領埠及びその周辺のシークェンスを行ない、ここに
その結果を報告する。
塩基配列を決定レホモロジー横索を行った結果、
Nox、Ocd、 tms遺伝子を見いだした。これ
らはオクトピン型、ノパリン型Tiプラスミドの持
つ遺伝子と 70%以上のホモロジーが確認された。

lpJ12 

日本産Tiプラスミドのゲノム構造解析
(5) : viri重伝子領域の解析

服部事行、大田伸之、裏地美杉、前田康昇、
l加藤明、鈴木克周、車田担去
(広島大・理・生物科学、 l北海道農試)

本報告では、ファージベクターを用いて様築し
たpTi-SAKURAのライブラリーに対して、ボーダ
ー配列を含むDNA断片をプロープに用いたプラ

ークハイプリダイゼーションを行った.シグナル
の現れたプラーク、1A5、1D1、1ElO、 2B5を単
離し大腸薗に感染させ、感染させた大腸薗から
ファージDNAを抽出し、塩基配列を決定し、そ
のホモロジー解析を行った.その結果、塩基配列
を決定したDNA断片は、羽r領域であり、virB、
D、G、Eの廟に並んでいることが分かった.ま
た、同じノパリン型のTip.出血idのpTi白 8とは88
-100%のホモロジーがあり、オクトピン型のTi
plasmidのpTi15955、pT凶.6NCとは80-87%のホ
モロジーがあった.その内、特にvirB7遺伝子の
塩基配列で解析を行ったところ、 pTiC58とは1∞
%のホモロジーがあり、 pTi15955、pTiA6NCとは
86.9%のホモロジーがあることが分かった.
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lpJ13 
クラミドモナスDNAメチルトランスフエラーゼの精

製と特徴づけ

旦旦自主主，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)

クラミドモナスの葉緑体DNAI;:!:母性i宣伝によ って

伝わる。また配偶子形成に伴って、 雌の葉緑体DNA

のみがメチル化を受けることが知られている J この

ことから母性遺伝の分子機構は、メチル化による雌

由来DNAの保護ではないかと推定されたが、確証は

ない。私たちは母性i宣伝とメチル化の関係解明を目

的とし、 DNAメチルトランスフエラーゼの精製、特

徴づけを行った。高メチル化変異株Mel+を破砕し、

DEAE-Toyopearl、Affi-GelBlue、Mono-Qカラムを用

いて1300倍以上に精製したコ至適pH、基質特異性、

メチル化を受ける温基配列について調べた。現在、

アミノ酸配列の決定を行っている。

lpJ14 
キュウリ MGDGsynthaseに対する抗体を用いたホウレン
ソウMGDGsynthaseの解析
立出忠二郎、下嶋美恵、太田啓之、細田建、高宮建一郎
(東工大・生命理工・生体機構)

monoga1actosyldiacylglycerol (MGDG) synthase， UDP-
galactose: diacylgl ycerol galactosyltransferaseは薫縁体膜の
主要織成績脂質であるMGDGを合成する酵素である。こ
の酵素については、これまでホウレンソウを材料として
2つのグループが精製を鼠み、それぞれ異なる 20kDa前
後のタンパク貨をMGDGsynthaseとして報告していたけ‘
幻.我々はキュウりを材料として本酵素の精製およびク
ローニングを初めて行い、キュウリ MGDG synthaseが
これらとは全く異なる47kDaのタンパク貨であることを
明らかにした 3) 今回我々はキュウリ MGDG synthase 
に対する抗体を用いてホウレンソウの悶酵素に対する解
析を行ったので報告する.
大腸菌で発現させたキュウリの成熱タンパク貨を抗原
としてウサギから抗血清を得た.この抗血清を使用して
ウエスタン・プロッティングを行ったところ、ホウレン
ソウにおいて47kDa前後に活性と一致する一本のバンド
を検出した.このことからホウレンソウにおいても、
MGDG synthaseはキュウリと問機47kDa前後のタンパ
ク貨であることが明らかとなった。また我々はキュウリ
MGDG syn白紙がphosphatidicacid (PA)によって顕著
に活性化されることを明らかにしているが、ホウレンソ
ウでも同様な活性化が起こることを見出した。
1) E. Mar邑chalet al. (1991) C. R. Acad. Sci. Paris 313・521-528
1) T. Teuch町岨dE.Heinz (1991) Pl即 ta 184: 319-326 
J) M. Shimojimaetal. (199ηProc. Natl. Acad. Sci. USA in press 



lpJ15 
葉緑体験の主要綱脂質合成醇葉、MGDGSynthaseのシロイヌ
ナス'ナでのクローニング
裏整法二盤、太田啓之、下嶋美恵、治国道、iIi宮建一郎(東工
大・生命理工・生体縫繕)

Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) は高等植物の
葉緑体膜の50%を占める主要脂質であり、地努上で憲も含量
の高い極性脂質であるといわれている。我々は煩近キュウリに
おいてこのMGDGの生合成を担う UDP-galactose
diacylglycerol galactosyltransferase (MGDG Synthase) 
のクローニングに成功したが1¥今回シロイヌナス'ナから新
たに本畿棄のcDNAを単厳したので報告する。キュウリ
MGDG Synthase のORFをコードする断片をプロープとし、
シロイヌナズナ成業のcDNAライブラリーをスクリーニン
グした結果、全長1647bpのポジティブクローンを得た。こ
のクローンはキュウリ MGDGSynめaseとアミノ隊配列で6
1%の相同性を示し、キュウリと問機N末織に業縁体移行シグ
ナルと恩われる領繊を有していた。推定される成熟タンパク賀
郡分の分子量は47，200Daであり、キュウリ MGDGSynthase 
とはほぼ一致するが、ホウレンソウ精製酸素でのこれまでの報
告2) 3)とは全く異なる結果となった。現在、成熟タンパク質

領域を用いて、大腸菌での発現を行っており、それについても
報告する予定である。

1) M.Shimojima， H.Ohta， A.lw創natu，T.Masuda， Y.Shioi 
and K.Takamiya Proc.Nat1.Acad.Sci.USA in press 
2) E.Marech剥， M.A.BI∞k，J.Joyard釦 dR.Dou伺 (1991)
G.R.Acad.Sci.Paris313 : 521・528
3) T.Teucher飢 dE.Heinz (1991) Planta 184 : 319-326 

lpJ16 
高発現プロモーターを用いたミクロソームω-3デサチュ

ラーゼ遺伝子(NtFAD3)のタバコにおける過剰発現
遣国違盤、児玉浩明、射湯原 σL州大・理・生物)

ω-3デサチュラーゼはリノール酸からリノレン酸へ

の不飽和化を触媒する。すでに我々は、 NtFAD3
cDNAをセンスおよびアンチセンスに発現させること

によってタバコのリノレン酸含量を噌減させることが

可能であることを報告している1)。今回、リノレン酸

含量がさらに増加した形質転換タバコを作製するため、

CaMV35Sプロモーターよりも強い転写活性を持つEI2

Qプロモーターの下流lこNtFAD3cDNAをつないだコ
ンストラク卜をタバコに導入した。この形質転換タバ

コのリノレン酸含量は、野生型と比較して業で56%か

ら68%に繍加し、特に視では15%から57%へと顕著

に増加していた。棄の脂質分子橿ごとのリノレン酸含

量を測定したところ、業縁体膜に主に局在する積脂質

における噌加はわずかであったのに対し、ミクロソー

ム画分の脂質の主成分であるリン脂質において顕著な

増加がみられた。

1) Hamada et al. (1996) Transgenic Res. 5: 115-121 
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lpJ17 
アシル.脂質型、アシJレ-CoA型政不飽和化酵素と
相向性のあるタンパク質遺伝子のクローニング

本盆正壬、田中良和、芦刈俊彦、久住高章、

村田紀夫1(サントリー基礎研究所、 1基礎生物学研

究所)

ステアリン酸の69位に不飽和結合を導入する69不
飽和化酵素は、基質の形に応じてアシJレ・ACP型、ア
シル.脂質型、アシJレ-CoA型の3つに分類される。

高等植物においては、アシル-ACP型の酵素がこの不
飽和化反応を行なうとされてきた。 しかし我々が
パラから得たcDNARP4やアラピドプシスから得た
cDNAADSl、ADS2がコードするタンパク質は、ラ
ンソウのアシル.脂質型69不飽和化酵素や動物や酵母
のアシJレ-CoA型酵素と相向性があり、高等植物のア
シルーACP型酵素や他の脂肪酸不飽和化酵素とは相向
性はなかった。 ノーサ.ンハイプリダイゼーション

の結果、パラの貯4遺伝子は開花後の花弁で特異的
に発現していた。 またアラピドプシスのADSl

ADS2遺伝子は植物体全体で発現しており、さらに光
や温度の影響を受けるようであった。

Fukuchi-Mizutani， M.， Savin， K.， Comish， E.， Tanaka， Y.， 
Ashikari， T.， Kusumi， T.， Murata， N吋(1995)Plant Mol. 
Biol. 29， 627・635

2aJOl 
シロイヌナズナの MAR結合タンパク質の同定と

解析

亙旦二盤、飯哲夫、岩淵雅樹

(京都大・院・理・生物科学)

染色体DNAは、 MARと呼ばれる特定の領域を

介して、核内骨格様構造である核マトリックスと結

合している。その結果形成されるループ状の構造

は、遺伝子発現制御におけるある種の機能単位に相

当すると考えられている。我々は、高等植物の遺伝

子発現制御機構における MARと核マトリ ックス

との相互作用の役割を解明することを目的とし

て、MARに結合するタンパク質の同定とその解析

を進めている。シカクマメキモトリプシンインヒピ

ター遺伝子(WCI・3b)の 5'上流域に見いだした

MARの一部をプローブとして、酵母の one-hybrid

systemを用いたスクリーニングを行ったところ、

シロイヌナズナより MAR結合タンパク質をコー

ドする cDNAを2種類単離した。これらのタンパ

ク質のうち一方は複数の AT-hookモチーフを持

ち、もう一方はAT-hookとzincfinger様のモチー

フをそれぞ、れ一つずつ持っていた。とれらの解析結

果について報告する。



2 

我々は、植物型独立栄養生物の遺伝情報の包括的
理解を目的として研究を進めており、これまでに酸
素発生型の光合成を行うラン藻の全ゲノム塩基配列
を決定した。そこでさらに高等植物での解析を行う
ことを目標として、モデル植物であるシロイヌナズ
ナの全ゲノムの塩基配列決定プロジェクトに着手し
た。現在、このプロジ、エクトは国際共同研究として
進められており、我々は5番染色体の短腕の一部(約
4Mb)と長腕の全長及び3番染色体のゲノム構造解析
を担当することになっている。
ゲノム構造解析を行うに際し、我々は、 YAC及び
Plコンテイグの作製と塩基配列の決定とを平行し
て進めている。 YACコンテイグは、各染色体上の
DNAマーカーを利用してクローンを選抜し、さら
に、選抜したクローンの末端配列情報を基にしてウォー
キングを行うという方法で作製している。また、
Plコンテイグの作製では、 DNAマーカーからウォー
キングを行うことに加えて、コンテイグを形成して
いるYACクローンをプロープとしてPlクローンを
選抜し、サプライブラリーを作製することによりコ
ンテイク。の作製の効率化を計っている。塩基配列の
決定は、 Plクローンを用いて行っており、 5番染色
体の複数の地点から選抜されたPlクローンについ
て、ショットガン法を用いて解析を進めている。 96
年12月現在、 1Mbを越える配列データーを得ている。
プロジェクトの進行状況について報告する。

2aJ03 
シロイヌナズナのゲノム解析プロジェクト

11.ゲノ ム情報解析と解析データ公開システムの開発

虫並盤二，宮嶋伸行，佐藤修正，小谷博一，金子貴一，

浅水恵理香，田畑哲之(かずさDNA研究所)

シロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana)のゲノムサ
イズは1∞-150Mbと推定されている。現在、シロ
イヌナズナゲノムの全塩基列決定を目的としたゲ

ノムプロジェクトが国際的な協力のもとに進めら

れている。我々の研究グループでは、 500kb/mon出
(6 Mb/y'悶)のベースで塩基配列を決定し、得られ
た配列データは相同性検索及びコンピュータプロ

グラムによるコード領域の予測データとともに即

時公開する予定である。この際、これまで遺伝子

単位の塩基配列を対象とした情報解析方法では、

大量のデータを効率よく処理することは難しい。

そこで我々は、ゲノムプロジェクトから生産され

る膨大な塩基配列から遺伝情報を抽出し、再構成

して提供するまでの一貫したシステムの開発を行っ

た。本講演では、 JAVNCGIにより、インタラクテイ
プなデータの検索、表示を可能とした WWWsiteの
構成と、それを実現するためのデータ処理システ

ムについて報告する。
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2aJ04 
cDNAセレクション法によるシロイヌナズナ第5染色体由来の

YACクローン5F11DNA上の発現遺伝子の同定およびトランスポ

ゾンタギング法による遺伝子の繊能解析

旦亙盟、伊藤卓也、林田f言明¥加.紳子、柴回大舗2、篠崎一
雄 (理研・植物分子生物、 1信州大・繊維、 2三井業際植物バ

イオ研)

モデル植物であるシロイヌナズナでは、ゲノムの備ii解析や、
遺伝子歩行のための環境が整備されつつある。このような背景

の下に、特定のゲノム領繊に由来するcDNAを体系的かつ効率的

に選択する方法の開発の，必要性が指嫡されている。我身は、こ

れまでにシロイヌナズナ由来のYAC、コスミドクローンのDNAの

結合したDNAラテックス粒子を用いてcDNAを選択する事により、

染色体の領域特異的なサプライブラリーを作製する方法、およ

び作製したライブラリーからcDNAクローンを単商量する方法を開

発している。本発表では、シロイヌナズナゲノムの第5染色体

上に位置するCTR1遺伝子を含む約53 0 kbの領減をカバーす

るYACクローン5Fllを用いて実験を行った。これまでにCTR1遺

伝子を含む 26種類のcDNAを単雌した。単隠されたcDNAの中に

は、 Zincfingerタンパク質やキンギョソウのCENタンパク質

とホモロジーをもつものなど、新しい遺伝子が 15個存在して

いた。これら遺伝子の内部にトランスポゾンDsが転移した系統

のスクリーニングを現在進めている。さらに、変異体の表現型

とi宣伝子の栂渇から遺伝子の織能解析を行う計画である。

2aJ05 
アラピドプシス・ゲノムの特定領域に存在する遺伝子群へのトランス
ポゾン挿入変異体の系統的作出方法の確立へ向けて
盆産皇1弘、関原明、林田信明¥加藤紳子、柴田大嶋人篠崎一雄 (理
研-機物分子生物、 I信州大・繊維、 2三井業際植物パイオ研)

近年、アラピドプシスのゲノム解析研究は、連鎖地図、物理地図の作
製が進展し、金ゲノム塩基配列の決定へと移行しつつある。全塩基配
列が決定されると、個々の遺伝子の機能及び、それら相互作用がより
重要なテーマとなることが予想される。このような理由から現在、個々
の遺伝子の機能解析のための環境整備が求められている。環境墜備の
ーっとして、全遺伝子に対してT-I別A、トランスポゾンなどでタグさ
れた挿入変異体パンクの作出が挙げられる。
我々は、アラピドプシス・ゲノムの特定領域に存在する遺伝子の網
羅的単雛法"と、トランスポゾン (08)転移による挿入変異体の作出法2
を組み合わせ、それら遺伝子へ08が挿入されたラインの系統的作出
方法の確立及ぴ、変異遺伝子の機能解析を目指している。今回、第5
染色体にdonorOs-T-DNAが挿入された親植物体ヨの、挿入部位付近を
カバーする YACDNAクローン (CIC3A3， 8811)に責すしてcDNAセレク
ション法"を用い、各領域に特異的なcDNAサプ・ライプラリーの作製、
cDNAの単離、部分塩基配列の決定をしたので報告する。その結果現
在までに、 CIC3A3領娘に 19遺伝子を単離した。その中にはFK506
binding protein， flavonol synthase， caJnexin， CCAA T binding 
transcription factor， RNA helicaseのホモローグが含まれていた。C1C
8811については6遺伝子を単離し、そのうちの一つはserine
carboxypeptidaseのホモローグであった。現在、 C1C3A3， 8811領捜に
Dsが転移した植物系統を作出中であり、今回同定された遺伝子への
Ds挿入変異体のスクリーニングを計画している。1)Hayashida et al.， 
Gene (1995) 165， 155-161. 2) Smith et al.， Plant J. (1996) 10，721・732.



2aJ06 
シロイヌナズナサイクロフイリンの機能解析

走車ー..A
1、芦田裕之

l
、田中克典

2
、川向誠

2
、松田

英幸
2
、中川 強1 (島根大遺伝子、 2生物資源科学)

サイクロフイリンはポリペプチド中のブロリンイ

ミド結合の異性化を触媒するプロリ Jレイソメラーゼ

として、崎乳類では細胞内の各コンパートメントで

タンパク質の高次構造形成、あるいはホルモンレセ

プターや転写因子などの構造変換を介した活性調節

に関わることが示唆されている。

我々は植物におけるサイクロフイリンの分子種の

構成や機能を明らかにすることを目的とし、これま

でにシロイヌナズナから3種の細胞質型サイクロフイ

リン遺伝子 (ATCYPl、ATCYP2、ATCYP4)を、

さらに今回新たに ATCYP5をクローン化し、その

構造を決定した。ATCYP5の N末端に存在する疎

水性アミノ酸に富む延長ペプチド領域と GFPの融
合蛋白質をタバコ BY2で発現させたところ、核の

周辺で蛍光が観察されたことから ATCYP5は小胞

体あるいはゴjレジ体へ移行する分子種であると考え

られた。現在最終的な局在部位と、遺伝子の発現様

式について解析している。

2aJ07 
シロイヌナズナにおける プロリ Jレイソメ ラーゼ遺伝

子の発現調節

乏思盟主、斉藤 武、芦田裕之、田中克典l、川向誠

l、松田英幸1、中川強 (島根大・遺f云子、富根大・
生物資源科学)

プロリルイソメラーゼはプロリンイミド結合のシ

スートランス異性化を促進する酵素で、晴乳類、菌

類、植物など多数の生物種に存在している c プロリ

ルイソメラーゼには大別して3種類のものが知られ

ているカえその中のサイクロフイリンのものについ

てはシロイヌナズナで7種類がクローン化きれてい
る。これらのうち5種は細胞質に、 1種は葉緑体に、
他の1種は小胞体に局在する分子種である。今回は
シロイヌナズナの5種の細胞質型プロリルイソメラー
ゼのうちATCYPl、 ATCYP2およびATCYP4の3種

について発現様式およびその制御に関わるシス配列

の解析を行った。

上記3種の開始コドン上許誠をGUS遺伝子に連結し、
シロイヌナズナで発現させたところ、それぞれ特異

的な発現パターンが観察された。ATCYPlでは維管

東系で、 ATCYP2では若い葉、頂端組織および根端

組織、 ATCYP4では若い業と根で非常に強い発現が

観察された。 さらにこれらのクローンについて上流

域からのdeletionを行い、解析を進めている。
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2aJ08 
アラピドプシスのヒスチジン生合成系の第2及び第3段階を触媒

する複機能静素遺伝子の単障と構造解析

墜丞旦、太田大策(日本チパガイギ一国際科学研究所)

我々は、これまでに高等織物のヒスチジン (His)生合成系に

関与する醇素遺伝子を単隠してきた。ここでは、その中で未だ同

定されていなかったステップを触媒守る醇素遺伝子のクローニン

グについて報告する。生合成系の第3段階を触媒する

phosphoribosyl (PR)ー品自Pcyclohydrolase (hisI)活性が欠損した

大腸菌変異株をアラピドプシスの cDNAライブラリーで形質転換す

ることにより、この欠損変異を相補する cDNAを得た。得られた

cDNA は281アミ ノ酸からなる ORFをもち、一次構造のN末端領織

は微生物の hisIに、 C末繊領域はHis生合成系の第2段階を触媒

する hisE(PR-ATP pyrophosphorylase)にそれぞれ相同性を示し

た。すなわち、この cDNAがコードするポリペプチドは、 His生合

成系において連続する 2段階の醇素反応を触媒する独立したドメ

インからなっており、そのN末鋤には葉緑体移行シグナノレ機配列

が見られた。遺伝子構造解析により、これら2つのドメインと業

縁体移行、ングナノレ織配列のそれぞれの機能をコードする DNA断片

は、 2つのイントロンによって分断されていることが分かつた。

本遺伝子は成長過程全般で発現しており、特に、援において強い

発現が見られた。

2aJ09 
値物ズプチリシンの遺伝子クローニングと織途解街
与髭昆起、坂和憲、山形裕士

(神戸大...生物畿能化学)

セリンプロテアーゼは、動物や微生物で重要な機能を
有するが、植物起源の書事業についての報告は少ない。

akはこれまでに、メロンの果実中に大量に蓄積するズ
プチリシン繊セリンプロテアーゼであるククミシンにつ

いて、酵素学的、生理学的研究を行うとともに一次構造
を報告した(1)0 さらにデーターペース検索により、クク

ミシンと機進上の類似性を有する植物遺伝子治旬、くつか
見い出され、ズプチリシン様セリンプロテアーゼ(植物
ズプチリシン〉が植物界に広く分布していることが明ら
かになった。そこで植物ズプチリシンの構造と織能に関
する知見を得るため、今回シロイヌナズナゲノムライブ

ラリーからデーターペース中の部分配列をプローブとし
て、セリンプロテアーゼ遺伝子のクローニングを行い、
2個のクローン (ASP45，48)を単調医した。ゲノミックサ
ザン解析の結果からも、シロイヌナズナには2つ以上の
ズプチリシン様セリンプロテアーゼ遺伝子の存在が示唆

された。 ASP48の纏基配列から推定されたアミノ酸配列
はククミシンと4096の相同性を示し、ククミシンとは異
なりイントロンは存在しなかった。さらに発現部位や発
現時期についても報告する。一方、ズブチリシン様セリ
ンプロテアーゼの完全長を含むイネのESTクローン(農
水省)についても塩基配列を決定した。これらの結果を

総合して、有直物ズプチリシンの構造と機能を比較する。
(I)H. Yamag副aet a1. J. Bio!' Chem.， 269， 33725・33731(1994)



2aJlO 
遊離メチオニンを過剰に蓄積する
シロイヌナズナ突然変異株 (mtol-l)の解析

1.メチオニン生合成関連遺伝子発現の解析
工塞串隼圭，木嶋文子，山本紋子，南原英司，

内藤哲(北大 ・農・応用生命)

植物にとってメチオニンはタンパク質の構成単位，
メチル基供与体となるのみならず，エチレンの前駆
体としても重要なアミノ酸である.本研究は野生型
株の40倍の遊離メチオニンを蓄積する mtol・I変異株
を利用してメチオニン生合成の制御機構を明らかに
することを目的としている.メチオニンの生合成に
関わる 4つの酵素に注目し，そのmRNAの蓄積を
mtol・1変異株と野生型株で比較した.
その結果 mtol・1変異株では cystathionine y 
syn血ase(CS)遺伝子のmRNAレベルが野生型株の2
~4 倍になっていることが明らかにな った.また，
野生型株では外施のメチオニンによってCS-mRNAの
蓄積が抑えられるのに対し，mtol-l変異株では高い
レベルを維持したままであった.以上の結果から，
野生型株にはメチオニンがシグナルとなって， CS遺
伝子のmRNAレベルを抑える制御機構が存在し，
mtol・1変異株ではその機構が働かなくなっているた
めに遊離メチオニンが過剰蓄積すると考えられる.
さらに，mtol変異とCS遺伝子は， ともに第3染色体
の上端にマ ップされることが分かり，両者が同一座
である可能性も考えられる.

2aJll 
遊離メチオニンを過剰蓄積するシロイヌナズナ
突然変異株 (mtol-l)の解析.
11.メチオニン蓄積パターンの解析
太田垣聡、南原英司、血藍宜
(北大・農・応用生命)

シロイヌナズナのmtol・1突然変異株は栄養生長
期にロゼット葉で野生型株の約柑倍の遊離メチオ
ニンを蓄積するが、生殖生長期にはロゼット葉の
遊離メチオニン濃度は野生型株と同レベルにまで
低下し、代って茎頂部・果実に遊離メチオニンを
過剰に蓄積する。 mtol・1突然変異株のロゼット葉
を葉位別に遊離メチオニンを定量した結果、開花
前の新しいロゼット葉のみ高濃度の遊離メチオニ
ンが蓄積し、開花後では新しいロゼット葉におい
ても高波度の遊離メチオニンは見られなかった。
このことから、 mtoI・1突然変異株での遊離メチオ
ニン濃度は栄養生長期から生殖生長期への変換に
伴う変化以外に、栄養生長期内でも分化的な制御
を受けており、この制御は生殖生長期への変換に
伴つで消去されると考えられる。また、花芽形成
遅延突然変異株 (gi・2，co)とmtoI-I突然変異株の
二重突然変異株および短日条件での解析結果も併
せて報告する。
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2aJl2 

waxy遺伝子のスプライシングに関するシスとトラン
スの因子
ニ皇孟之.森野和子.中島みどり井沢毅‘佐藤
光2，島本功 (NAIST・バイオサイエンス、 1植工
研、 2九大・農)

イネwax凶宣伝子はテEンプン合成酵素をコードして
おり、二つの対立遺伝子除aと除bが知られている。
Wxaはインディカ、 Wxbはジャポニカに分布してお
り、 mRNA，タンパク質レベルでWxaはWxbの10倍高
い。このニつの対立遺伝子の発現の差の原因は5'非
翻訳領減中にある第1イントロンの5'スプライス部
位が肋bではTTに変化しているためと考えられた。
そこで、塩基置換をこの5'スプライス部位に導入し
た改変遺伝子の発現解析より、発現の遣いは第1イ
ントロンの1塩基の変異によると結論した。
du-l， dL弁2はアミロース量の低下を引き起こす突
然変異体として知られている。この突然変異体中の
耐NAを解析したところ、この突然変異体はいずれも
Wxbの第1イントロンのスプライシング効率が著し
く低下していた。また、 dLト却〉影響は匪乳のみで見
られ、花粉では見られないことから、組織特異的な
因子と考えられる。さらに、これら二つの突然変異
は5'スプライス部位のn変異を持ったWxb刊制Aにだ
け影響を与え、変異を持たないWxa11州 Aには影響を
与えないことがわかった。

2aJl3 
高次の遺伝子構造を介したG仇1;1 promoterの活性制御機

構の解析

産辺盟去:・2、渡遁昭1(1東大・院・理・生物科学、 Z名大-
o.生化学制御)

ハツカダイコンのGln1;1遺伝子は細胞質局在型グルタ

ミン合成酵素をコードしており、緑葉の老化過程などで

維管束特異的に発現していると考えられている。我々は

このような発現機嫌を明らかにするため、 Gln1;1の5'上流

領域とGUS遺伝子のtranscriptional釦sionを作製して

アラピドプシスに導入し、 GUSの活性を測定した。しか

し、この融合遺伝子では、 Gln1;1 promoter はほとんど機

能できないことが示された。一方、 G仇1;1の3'非翻訳領域

には核マトリクス結合領績に特徴的な配列が存在する。

そこで、この配列を上述の融合遺伝子下流に結合してア

ラピドプシスに導入したところ、維管束特異的なGUSの

活性が認められた。また、 Gln1;1の5'側領域とGUS遺伝

子の回nslationalfusion (第l、第2イントロンを含む)

を導入した場合では、維管束以外の部位で強いGUS活性

が認められた。以上の結果から、 Gln1バpromoterの活性
は、イントロンや'3'下流の配列から形成される遺伝子の高

次構造に強く影響を受けていることが示唆された。



3aJOl 
トマトのフルクトキナーゼcDNAのクローニングとmRNA
¢榔こよる誘導及び果実内局在

盆.u醐~ AlanI弘政沼田tt1傭1ヒ大・農・園芸 1カリフォ
ルニア大・デービス扮

シンクでのスクロース代謝においてフルクトキナーゼ}主

スクロース合蝿標・インベルターぜから供給されるフルク

トースのf也射む必須であるとともにスクロース合頑窃僚の
フルクトースによる活回E書を恒雄する投割を担っている。
トマトからクローニングされたフルクトキナーゼE池 1と

Frk 2はATP結合ドメインと謹賀翠識ドメインを持主ポ

テトフルクトキナーゼとのアミノ酸似'VC'O:来事阻まそれ

ぞれ邸%、部%であっ丸果掲表昏何)FrklmRNAK 
凡々 渡費税金j、さかったカミ E也 2はデンプン合成広櫨んな果

完走長初期ヨ郎、νVレを示しt::oIn甜uハイプリダイゼー
ション¢縦謀、 E池 1mRNAは局在性を示さなかったが、

Frk2崎到底猶子舟辺部と、デンプン粒の多唯輸で高

し蝉現が見町九地1、肱2mRNA凶情坊蜘こよ

り物日し1誠タイムコースキ輔肢に対する反応也こ大き
な湛怯見.らtぬかった ιL上のことより、両監云子4主催蛾
￠糖νVレ口~して発買するカミFrk 2 はさらにデンプン
合戒と種子戒白こ深く開つっていることが奇唆されt::o

3aJ02 
シロイヌナズナのフルクトース・6フ才スフェート 2ーキナーゼ

/フルクトース・2，6・ピスフォスファターゼ(F6P，2・kinase

1F2，68Pa胴}をコードするcONAの..

重杢且邑.稲図のりこ、伊・正樹、..昭{東京大・険-・

..生物科学}

フルクトース2 ，6・ピスフォスフzートI~. ・代劇に・.な

聞鎗物質だということがほ乳自置と..で知られている.この物

質は解.系と‘衛生.のそれぞれに関わる虜療を活性化、阻書

化することで作用する.纏物においては、しょ・の合成過・で

・の蟹り分Itに..な&1闘を果たしていることが知られてい
る.この働賃I草間P，2・輔n掴elこより合成され、 F2，6BPaeeによ

り分解される.高"動物には、このニつの活性を持つニ・飴色..F6P，2.ki闇selF2，6BPa曲が存在する.
重量Atl草、ディファレンシャルディスプレイRT・陀R法を用い

て、暗所においたシロイヌナズナのロゼット媛で発現する蟻つ

かのcDNA断片を単・ーした.その中に、動物のF6P，2・

柿、届&'F2，6BP圃@のー鶴分とホモロジーを持つものを見い出し

た.その‘写・4・レベルI孟24時間の情処理によって約2ftに上
昇した.そこで、シロイヌナズナロゼット.のcONAライブラ

リーを用いて、この遺伝子の会長を含むcDNAを単隠し、金塩

車庫配列を決定した.その鎗果、動物の..で知られている

F6P，2柑祖"とF2，6BP掴@の活性鎖峨IJI値"のものでもよく保
存されていることが示された.

高等.物においては、このニ.能性.，置が存在する雇鎚は

あったが.その一次情遣に闘する情領は得られていない.重量々

は、この蛋白貨の傭途解析のS菌製と暗鳳象件下での..の細胞
におけるこの蛋白貨の生理学的役割について述べる.
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3aJ03 
シロイヌナズナ業縁体光合成遺伝子の組織特異的発現に関与する

o因子遺伝子の解析
盛塁盗=1，清水E周1/2，棚田明穂1，3，小林裕和2 (lRπE・情物
分子生理 2静県大・生活健康科学 3奈良先鋪大バイオサイエン

ス)

高等舗物における..車体光合成遺伝子l孟.ロ，s， s'，およびo
サブユニットからなる大腸菌製RNAポリメラーゼによって転写さ

れると考えられる.それらサプユニットのうち， Q， s，および
日'に相同性の高いタンパク貨をコードする遺伝子l孟.タバコおよ
びイネの葉緑体ゲノムに確認されている.多細胞纏物のロ機因子

については.それらのタンパク賓が確認されているものの，遺伝

子については未だ同定されていない.

我々は. シロイヌナズナの非光合成組織における葉緑体光合成

遺伝子の発現が.主として転写段階で制御されていることを明ら

かにしている.この制御機構を解明するには，.縁体RNAポリメ
ラーゼo因子の遺伝子クロ一二ングが必須であると考える.した
がって.シロイヌナズナロ因子遺伝子のクローニングを低みた.

細菌聞で保存されているo因子のアミノ隊配列を.シロイヌナズ
ナ EST(expressed sequence飽9S)データベースに対してホモロ

ジー検察したところ彼数のESTが見つかった.これら cDNA纏&

配夢1/の情報をもとにシロイヌナズナ義組織cDNAライブラリー
(4x105) からのスクリー二ングを行った.その結果.大腸菌RNA

ポリメラーゼo河因子に高い相同性を示すタンパク賀をコードす
るcDNAを得ることができた.さらに.ゲJミックDNAをクロー

ニングし.また本遺伝子は第 1染色体にコードされていることを

明らかにした..および栂組織におけるこの遺伝子のmRNA量を

ノーザン解析により鯛べたところ.根組織ではそれは検出限界以

下であった.したがって.非光合成組織における葉緑体光合成遺

伝子の発現l孟.このo河織因子の発現量に依存している可能性が
示唆される.

3aJ04 
タバコpsaDbリーダーは小麦怪芽嫡出液中でも翻駅エン

ハンサーとして作用する

主量生主主、小保方濁ー(北大・地球環境科学)

psaDbはタバコの光化学系 l核遺伝子である.この遺

伝子の5' リーダー配夢1J/~mRNAの翻限開始頻度を上昇さ

せる翻飢エンハンサーとして機能することが形質転換タ

バコの系で見い出された[Yamamotoet al. (1995) J. 

Biol.α"Jem. 270 : 12466].真核生物のmRNAにおいて
これまで翻駅エンハンサーが見つかった例は殆どなく、

そのメカニズムの解明も進んでいない.そこで本研究で

は psaDbリーダー配列がどのような分子機構で翻訳を

促進しているかについて、 invitro翻駅系を用いて解析

を行った。レポーター遺伝子の上流にこのリーダー配列

を挿入したキメラ遺伝子を作成して的 vitroで転写、翻

駅を行った後、レポーター蛋白賓の合成量を測定した.

その結果、 psaDbのリーダー配列はInvitro翻訳系にお

いてもmRNAの罰駅効率を上昇させることが明らかに

なった.次に、このリーダーの作用に対する5'capと

3'poly(A)の影響を鋼べたところ、信IRエンハンサー効

果はこれらの有無とは無関係に生じることが分かった.

現在はこの翻訳エンハンサーに特異的に作用する因子が

あるかどうかについて検肘を進めている.



3aJ05 
ラン藻 SynechocystisPCC6803のpsbD/C遺伝子のプロモー

ター領域に結合する転写調節因子の同定

丞国盈ム、林秀則(愛媛大・理・物質理学)

光合成は植物独自の光エネルギ一変換システムであ

り、その機能の“維持"には核と葉緑体の遺伝子の発

現調節が重要であるが、その詳細な機構については不

明な点が多い。本研究では、ラン藻における光合成関

連遺伝子の発現制御機構を解析し、その知見と業縁体

における対応する制御機構に関する知見とを比較する

ことによって、光合成関連遺伝子の発現時計j御機構を明

らかにすることを目的とする。

ラン藻 SynechocystisPCC6803の培養液 20eより
回収した菌体を 1MNaClを含む Tris緩衝液に懸濁し、

超音波破砕後、高速遠心、硫安分画の処理を行うこと

で、可溶性画分を摘出した。この画分からへパリンカ

ラムを用いたアフイニティーカラムクロマトグラフィ

ーにより DNA結合タンパク質を含む分画を回収した。

この分画から PCRにより地幅した psbD/C遺伝子のプ

ロモーター領域を含む約 1kbpのDNA断片と結合する

タンパク質をゲルろ過法によって分離し、 psb D/C遺

伝子のプロモーター領域と選択的に結合するタンパク

質を単離した。現在、これらのタンパク質をポリアク

リルアミドゲル電気泳動により分離し、そのアミノ酸

配列の解析を進めている。

3aJ06 
Synechoc町'cusPCC7942のグルタチオン合成酵素遺伝子破壊

株の表現型

奥村典子，正元和盛 ，和問元 1 (熊本大・教育・生物九州

大・理・生物)

グルタチオン合成酵素は、 y グルタミルシステインとグ

リシンからグルタチオンを合成する反応を触媒する酵素であ

る。我々はこれまでの研究において、 Syn.PCC7942よりこ

のグルタチオン合成酵素をコードした遺伝子(gshIl)をクロー

ニングし、その構造解析を行ってきた。本研究ではSyn.

PCC7942でのグルタチオンの機能を明らかにするために、

Syn. PCC7942(J)グルタチオン合成酵素遺伝子破壊株を作製

し、その破綾株の性質を調べた。

野生株と破壊株の細胞内グルタチオン含量を祖旋した結果、

野生株においてはグルタチオンが検出されたが、破域株にお

いては検出されなかった。しかし、両株の光独立栄養条件下

での増殖を調べたところ、破壊株は細胞内にグルタチオンが

検出きれないにもかかわらず野生株と同様に増殖した。この

ことは、この培養条件下ではグルタチオンが細胞の生育に必

要不可欠ではないことを示している。また、野生株と破壊株

に含まれる色素を分析した結果、細胞当たりのクロロフィル

aとβカロテンの含有量が破壊株においては野生株と比べて

減少していた。
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3aJ07 
イネdehydroascorbatereductase遺伝子のクロ一二ングと

解析

遁霊鐘二、丑丸敏史(勝岡大・理・生物)

アスコルビン圏直(As)は纏物細胞における活性酸来消去に必

須の電子供与体として働<.dehydroascorbate reductase 

(DHAR)I;tAsのレベルを総持するために重要である.一方、

..011のE事案[thioltransferase(glutaredoxin)， protein 
disulfide isomerase，還元型Kunitz-typetrypsin 

inhibitor]がDHAR活性を示すことが銀告されているが、現在

のところ植物よりDHAR泡伝子はクロ一二ングされていないた

め、鍋物DHARがこれらの..と傭週量的に似ているものなのか

どうかは不明である.事!tqlま摘物DHAR遺伝子の一次情遣を決

定するための第一歩として、イネDHARを精製したいJshimaru

et al. 1997， in press).今回はimmunoscreeningの鎗果、

イネ芽生えcDNAライブラリーより単商量されてきたクローンの

解析結果を領告する.

Email: ushimaru@sci.shizuoka.ac.jp 

3aJ08 
フタパネゼニゴケのCuZn-スーパーオキシドジスムター

ゼ遺伝子の構造と鋼による発現調節

田中克幸、滝尾進、山本勇、佐藤敏生(広島大・理・

重荷存亭)

高等植物のCuZn-スーパーオキシドジスムターゼ

(ωzn -SOD) の葉緑体局在型は細胞質局在型より種間で
の保存性が高いことから、原始的な構造を維持している

と考えられている。私達は、フタパネゼニゴケ培養細胞

のCuZn-SODは細胞質に局在するが、そのN末端アミノ酸

配列は葉緑体局在型に類似していること、また、同酵素

は、培地中の銅欠乏により細胞内ですばやく失活・分解

されることを報告している。本研究では、同植物の

CuZn-SOD遺伝子を単離し、その構造と銅による発現制御

について調ぺ、以下の結果を得た。①得られたクローン

には486bpのORFが存在し、そのORFは161アミノ酸残基を

コードしていた。②そのアミノ酸配列は補欠金属との結

合部位なと尋のCuZn-SODにとって機能上重要な残基をすべ

て保存していた。③そのアミノ酸配列は、細胞質局在型

との相向性に関して低い値を示したが、高等植物の葉緑

体局在型とは高い値を示した。これらのことから、フタ

パネゼニゴケCuZn-SODは、その全アミノ酸配列において

も葉緑体局在型と同様な、分子進化上原始的な構造をも

つことが確認された。④細胞内でのCuZn-SOD遺伝子転写

レベルは培地中の銅濃度に依存して増大した。



3aJ09 
3隣合成細胞・鍵臓に発現するフェレドキシン判PfFレダクター
ゼ炉開沼崎t子:イネ匪とタバコ耳普賢細胞のF附d恥ぬクローニング
井田正二、青木秀之、熊回アンリオバディア、土山直美、樹端

宏¥田中居介1僚大・食研、 1京府大'.'・41::)

F聞は蔵様発生型光合成電子伝達系の最鈴段階においてNTm-I
を生成するフラピン欝素として知られている.しかし飯近数種の

植樹昼lこもF~存在することが明らかになった.我々はイネ震

と栂のF聞は器官特異的に発現する異穫遺伝子産物であることを
明らかにしているし幻.演者l本 1970年にイネ座からF附随練

を単-製し、そ奴端性を報告した.今回I本開'E14日目のイネ

登熱種子妊のdあぬライブラリーからFIIR~を単躍した幻.イ
ネ庖則被混と担F聞との相聞主は4怖と鋭別である.

我々 はまたイネ楓FllRIl刊叫公Qーによって誘導されることを報
告した2) 従属栄聾細胞・結臓のFt>I喧伝子の発現副陸相暗を鮮細に

検討する目前で、先ずタバコ繍聾縛胞(BY二2知F聞Cf:NA.をクロ一

二ングした.単調Eしたクローンはアミノ磁375残穆をコードする

1 .4~の完全長F陥C{Nð;であった.BY・2F聞のイネ来根、匪

FIIRに対する相同樹立、それぞれ5明弘 88%、88%である.この

ことから従属栄養細胞・鉱臓に発現するF隔には高い栂向性があ

ることカ哨明した.酔2Ft>I週伝子発現の飾樽因子については検

討中である.

I)Plad'h)lIIi主主147-主14丸仰:1)2)直弘11!s.5S-.:節(仮調8
3)日æFhy.id.駅~115)112， 139.}(1祭主主

3aJI0 
トウモロコシ根で硝酸によ って誘導されるフェレドキ
シン遺伝子のクローニング
松村智裕，榊原均杉山達夫長谷俊治(阪大・蛋
官官一毛大・農・応生科)

高等植物のフェレドキシン(Fd)には，光合成型と非
光合成型の2つのアイソフォームが存在する.根など
の非光合成器官に存在するFdは，亜硝酸還元酵素
(NiR)やグルタミン酸合成酵素(GOGAT)などのFd依存
性酵素へ電子を伝達する.我々は， トウモロコシ根に
おいて硝酸によって誘導される刊を見出し，その遺伝
子を単離したのでここに報告する.
先の研究で，我々は，培地に硝酸を加えていないト
ウモロコシの根には， 5種のFdイソタンパク質の中で
Fd IIIのみが発現していることを明らかにしている.
硝酸誘導したトウモロコシ根からタンパク質を抽出し
未変性PAGEによって解析すると Fd IIIとは移動度が
異なるがFdIIIに対する抗体と反応する新規のFdイソ
タンパク質， Fd VIがFdIIIと同程存在することが確
認された.このFdVIのcDNAを単離し， Fd IIIととも
にノーザン解析を行ったところ， Fd VIは，硝酸誘導
によってmRNAの蓄積量が増加したが， Fd IIIのmRNA
蓄積量は一定であった.さらにこれら刊の核遺伝子を
単離し， 5・上流域の塩基配列を決定したところ， FdVI 
にのみ硝酸還元酵素 NR)やNiRの、伝子の5・上流域に
見出される配列と相向性の高い配列が存在した.
トウモロコシの根には硝酸誘導型FdVIと構成的に
発現するFdIIIの2分子種が存在し， FdVIは根の硝酸
同化反応に電子を供給するための特別な役割を担って
いるのかもしれない.
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3aJ11 
形質転換トウモロコシを用いたPEPC及びPPDK遺伝
子の発現解析

霊童壁，谷口光隆.Mauri ce S， B. Ku 1
• Jenq-

Horng Un2，斉.秀章石田祐二3 太田象三九小
糠敏彦松岡信ぺ杉山達夫(名古屋大... 

lWashington St. Univ..守lJat. Chung-Hsi n9 
Univ.. 3日本たばこ・遺伝膏種研 4名古屋大・生物
分子応答研)

C4光合成酵素の発現は光により鶴導され，組織及
び細胞特異的な掴節を受けている.このC4特異的な
遺伝子発現調節織織を解析するための足錨かりとし

て， トウモロコシC4型ホスホエノールピルピン磁力
ルポキシラーゼ(PEPC)遺伝子の5'上流666bpまた
はピルピン酪リン酸ジキナーゼ(PPDK)遺伝子の5・上
流930bpの後lこGUS遺伝子をつないだ融合遺伝子を
アグロバクテリアを用いてトウモロコシに形質転換

した. GUS活性の組織間分布を調べたところ，業身
における活性は茎や銀に比べて顕著に高かった.さ

らに葉身切片のGUS活性染色の結果， GUSの発現は
葉肉細胞でのみ起こっていることが明らかとなった.

以上の結果は. PEPC及びPPDK遺伝子のうち，導入
した5'上流領場中lこC4特異的な遺伝子発現銅節に関
与するシス配列が存在することを示している.

3aJ12 
トウモロコシC4型ホスホエノールピルビン酸カルポ
キシラーゼ遺伝子の細胞特異的転写調節因子の探索
谷口光隆，杉山逮夫(名古屋大...応用生物科学)

トウモロコシC4型ホスホエノールピルビン酸カル
ポキシラーゼ遺伝子 (C4Ppc7)の5'上流670bp中に，
業肉細胞特集的な転写調節に関わるシス配列が存在す

ることが明らかとなった(本大会.伊薄ら)，したがっ

て.C4Ppc 7の細飽特異的発現はトランス因子の細胞
間分布の釜が一因である可能性が考えられる.そこで
本研究では.C4Ppc7の5'上流領織に結合する核タン
パク貨の分布に葉肉細胞と縫管束糊細胞で違いが見ら
れるかどうかを調べた.

トウモロコシの貧化葉，緑化薫及び録業より議肉細
胞プロトプラストと錐管束繍細胞携を単調E後，各細胞
から犠タンパク貨を銅製し.C4Ppc7の5・上流をプロー
プとしてゲルシフトアッセイを行った.その結集，薬
肉細胞または錐管東側細胞に特異的なシフトバンドが
複数個検出された.これらのシフトバンドは緑化に伴

うC4Ppc7の転写甥導に臨調した織式でシグナル強度
が変動するとともに.C4Ppc 7の発現しない板の核タ

ンパク寅を用いては検出されなかった.これらのシフ
トバンドの形成に関与する犠タンパク質が.C4Ppc7 

の細胞特異的な転写繍節に関わるトランス因子の候補
となりうるかどうかを考喫する.



3aJ13 
トウモロコシ幼業鞘のアルデヒド酸化酵素遺伝子
の解析
盟主弘之、瀬尾光範1、瀧尾擦士2、神谷勇治、
不栗英二1 (理研'FRP、I都立大・理・生物、Z理研・
生体分子)

トウモロコシ幼業鞘より、アJレデヒド酸化酵素
(AO)を精製し、そのアミノ酸配列を決定し、 AO
をコードすると思われる二種のcDNAを単醸した。
得られたcDNAの一方 (zmA01)は1358偶の推定ア
ミノ酸配列を含み、予想される分子量は約147kで
あり、牛から単離されたAOとアミノ酸レベルで
30.8%の相向性を示した。もう一方のcDNA
(zmA02)は、 zmAOl及ぴ牛のAOとアミノ酸レベ
ルでそれぞれ83.7%、31.0%の相向性を示した。
これらのcDNAは、様々な生物種のキサンチン脱
水素酵素 (XDHとも 30%程度の相向性を示してい
るが、 XDHで想定される基質結合部位とは保存
性を示さなかった。ノーザン解析の結果、 zmAOl
は根で、 zmA02は子葉鞘でその遺伝子発現が強く
見られた。植物では、 1M及びABAの生合成への
AOの関与が示唆されていることから、 AO遺伝子
群のいずれかが、これらの機能を担うと考えられ
る。実際、 2つのアミノ酸配列で前述の基質結合
部位に違いが見られており、現在これらがコード
する蛋白質の機能の確認を試みている。さらに、
トウモロコシの情報をもとにアラピドプシスから
もAOのcDNAクローニングを進めているが、これ
らも含めその一つ一つについて生体内での役割を
明らかにするために、特に1MやABA合成に関す
る変異株を利用した研究を進めている。

3aJ14 
タバコE硫酸還元酵素cDNAのクローニングとそ
の発現様式
丞盆主王、田中良和、芦刈俊彦、久住高章、長谷

俊治1(サントリー基礎研、 1大阪大・蛋白研)

積物において硫黄はアミノ酸や補酵素の合成に
必須な元素であるが、その同化的代謝経路につい
ては不明な点が多い。
われわれは、同化型硫酸還元系酵素の一つであ
る亜硫酸還元酵素 (SiR)に着目し、その生理的
機能の解明を目的としてタバコ SiRcDNAの単離
を試みた。タバコの業由来cDNAライブラリーを
トウモロコシ SiRcDNAをプロープとしてスクリ
ーニングしたところ複数の陽性クローンを得た。
塩基配列を決定したところ、その推定アミノ酸配
列はトウモロコシ、アラピドプシスおよびランソ
ウ由来の SiRと有意な相向性を示した。また、タ
バコ業より精製した SiRのN末端アミノ酸配列と
一致する領域が存在した。
ノーザン解析より、 SiR遺伝子発現のタバコに
おける器官特異性を調べたところ、葉、茎、根の
どの器官においても同程度のmRNAの蓄積が見
られ、 SiRは構成的に発現していると考えられ
た。また、硫黄欠乏条件下において SiRmRNAの
量は上昇し、他の硫酸還元系酵素と同様、硫黄欠
乏によりSiRの発現は誘導されることが確認され
た。
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日本植物生理学会1997年度年会の開催にあたり、多くの企業・団体

より寄付等のご援助を頂きました。ご協力まことに有り難うございまし

た。ここにお名前を掲載し感謝申し上げます。 (2月18日現在順不同)
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東京連絡所 tel.東京03-3815-
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• Huneck， Langenbogen/Saalkreis， Germany; 1. Yoshimura， Kochi， Japan 

地衣類の同定 阪曹監盛轟

Identilication 01 Lichen Substances 
1996. XI， 493 pp. 67 figs" 20 tobs. Hardcover￥42，9∞ISBN 3-540-6081ト7
近年知られるようになった約700積に関する単離、同定、構造分析についてのハンドブ、ソク。まず始めに地衣類代謝物の分析に

関する重要な手法について解説し、次に同定や違いの重要な点を述べると共にあらゆる地衣類の分析的、分光学的データを収載

している。また地衣類の専門家だけでなく、 他の代謝産物の基礎としての地衣類を用いる化学者にとっても貴重な資料であり、

地衣類の同定に関して化学分析的な鍵となると同時に、環境汚染問題研究のため生物学的モニタリングする際に地衣類を用いる

研究者にとっても大変価値のある参考文献としてお勧め。

Conter官ts 1. Introduction 2. Identificαtion of Lichen Substonces 3. Doto of Lichen Substonces / Literature / Addendo / 

Subject Index 

植物学生化学環境料学

吋henew tronslotion in↑o English will enoble 0 much 

brooder occess to this very ins↑ructive treatise of plont 

physiology...it is most profitoble for odvonced students 

ond teochers who ore interested in the fundomentols of 

plont life." 

Journal of Plant Physiology 

"Few would not leorn something new from it" 

The New Phytologist 

好評発売中

s. Grillo， A. Leone， Portici， Italy (Eds.) 
植物における物理的ストレス

Physical Stresses in Plants 
S聞OlndThelr P問蜘CtI旬rT811ra闘'
1996. X， 276 pp. 18 tobs目 Hardcover￥2lJ80
ISBN 3-540-61347・1
環境的ストレスにより引き起こされる、植物の分子レぺJレ
での反応をまとめたもの。その研究内容は遺伝子組み替えや
遺伝子導入の結果起こる遺伝子発現にまで及ぷ。
好評発売中

お問い合わせは

H. Wagner， S. 81αdt， University of Munich， 
Germany 

天然襲用植物分析 g咽盛
Plant Drug伽alysis ........--
ATb加Layer助rama旬V却町民自S
2nd ed. 1996. XV， 384 pp. 184 fi匂S白 incolor Hardcover 
￥32，780 ISBN 3-540-58676-8 
標準的天然薬用植物のクロマトグラムに関する多数の力ラ

ー写真を含むことが特徴。薬用植物を分析する研究者にとっ
で、未知の薬物を同定し、また既知の薬物の成分や純度をモ
ニタリングする際、極めて有効なリファレンスとなるだろう。
また掲載されているすべての薬物は薬局方の規格に適合して
いるので収載内容は非常に信頼のおけるものである。薄層ク
ロマトグラフィ技術の専門家でなくともごく一般的な器具や
試薬を用いるだけで、十分な実験知識を習得できる。
'...0 unique ond remarkoble collection ...on involuoble 
guide" 
"...0 required text for any laborotory concerned with↑he 
anolysis of medicinol plant products" 
Irish Phm斤lacyJournal 
好評発売中

|5'ill川e山
M. Clark， University of Cambridge， UK (Ed.) 

植物分子生物学

Plant Molecular Biology 
AL舗oratoryMa聞舗
1996. Approx. 360 pp. 38 figs. 1 in color 16 tobs. 
Softcover￥13，200 ISBN 3-540-58405-6 
分子生物学に関する技術一遺伝子工学、桓物細鰐遺伝学ー
を包括。入門編に始まり、実験に移し易いプロトコーjレと総
合的なトラブルへの対処法を紹介している。初心者や実験に
携わる方にお勧め。
12月出版予定

争Spri
イースタン・ブック・サーヴィス(株) 干 113東京都文京区本郷 3-3-13 Tel・03-3818-0861 Fox: 03-3818心864



4月刊行予定「植物細胞工学シリーズJ第6号は実験プ口卜コール|
.11 •• 潤の霧車rIJ'5観察まちのポイントとコヅを詳し<..1

(仮題)

[監修】福田裕穂 (東京大学理学部付属植物園)・西村幹夫 (基礎生物学研究所) ・中村研三 (名古屋大学農学部)

l-インターナショナル判 .約200ページ・予価3，600円|
4砂内容予定

巻頭カラー口絵

1. 一般的細胞観察法
光学顕微鏡/SEM/共焦点レーザー顕微鏡

2.遺伝子とその発現を観る方法
核の染色とDNA合成活性の測定/ in situ hybridization/ 
細胞レベルでGUS活性を観る方法/LUXを用いた遺伝子
発現の解析法

3.細胞内での機能タンパク質観察法
間接蛍光抗体/DIG法による細胞内タンパク質の局在解析
法/免疫電顕法/Tissueprint immunoblot/GUS/GFPを

用いたタンパク質のオルガネラへの輸送の観察法と解析法

4.細胞内構造の構築と機能の観察法
微小管とアクチン繊維/細胞膜コーストを用いた細胞骨格

の観察/細胞壁の観察/plasmodesmataの機能の観察/
パッチクランプによるチャネルの解析/細胞内オルガネラ

の生体観察/pHの変化の観察/細胞内カルシウム濃度変化
の観察

付録
有用細胞培養とその利用法:タバコBY・2矯養細胞/染色試

薬一覧/遺伝子ベクターのマップと入手先

倒防秀潤社
苧106 東京都港区西麻布4-15・21 第6興和ピル7階
TEし03・3409・6121 (代表) FAX.03・5485・7715

植物ホルモン
ハンドブック全2巻
高橋信孝・増田芳雄共編

A5判上巻 672頁定価 9270円

下巻 448頁定価 7210円

セット価格定価 14832円

植物ホルモンの化学，生理，生化学および農業・

園芸への応用など研究成果の概要と主要な文献を

整理してまとめた。上巻では総論およびジベレリ

ン，オーキシン，サイトカイニンについて，その

研究状況を紹介。下巻では，アブシジン酸，エチ

レン，ブラシノステロイドおよび天然植物生長調

節物質，除草剤，植物化学調節剤について，化学，

生合成と代謝，個体から分子レベル迄の生理作用

等を主要な文献と共にまとめた。

微生物バイオテクノロジー
A. N. Glazer & H. Nikaido共著
斎藤田向他共訳

85・480買定価 7828円
農学・医学・薬学・化学工学など，多分野にわたる微生物

ノ〈イオテクノロジーを体系づけて集大成した解説書。

カリフォルニア大学パークレー校のテキストとして1995

年に出版された原書の翻訳で，最新の情報が満載。

ブロテインバイオテクノロジー
=単離，キャラクタリゼーション，安定他

F.フランクス編/若林俊樹監訳
A 5・448頁定価 6180円
In vivo， in vitroのタンパク質を取り扱う種々の手法
の基礎的な事柄から経済 ・臨床・科学技術面までを詳

述。これら諸問題への独自の包括的なアプローチにより，

タンパク質化学の全親が掌握できる他に類をみない書。

干 102東京都千代田区九段南4-3-12@霊園B TEL(03)3262-5256振替 00140-7-44725



AFfiNIly 日製産業

生体分子閏相互作用解析装置

IAsysAuto+ 
ご淘安子6 戎:だわれ、óIAsysキュベラ小手つえ元~iご

オ--t'サンアラータイプカヲザ登場.グ

生体分子聞の相互作用をリ河レタイム、

ノンラベルでモニターしま昔、

従来の機能に加えて・2サンプル同時測定
圃Pointand Transfer (PAT) ， Adaptive Sequence 
Kontrol (ASK)の採用で、測定条件検討から全自動の

High Throughput Screeningまで柔軟に対応・96穴マイクロプレート2枚装着可能

お問い合わせは

IAsys Auto+ 
provides the 
best in choice 
and flexible 
peげbrmanee
for real-time 
biomolecular 
interaction 
analysis. 

分子-分子問、分子ー細胞間等の
*分子認識

*親和性解析

*力イネティクス

*遭度検定

*多分子、多段階相互作用

の研究効率が飛躍的に向上

社A-E 
-
Z
川
内
川

崎
重

T
鎗

7

鮒
獄
産
榊
ω

製日
本社干105東京郵港区西新傭ト24-14 電話東京(03)3504-7211(ダイヤルイン)
事業郡札幌(01022ト7241 仙台(022)264・2211 筑波(0296)23-7391 北関東(0466)53-2341 西関東(0426)43-0060
繍浜(045)45ト5151 新潟(025)241-3日11 北陸(日764)24-3366 名古屋(052)583-5841 束事6(075)241-1591
大阪(日6)366-2551 四国(0878)62・3391 広島(082)22ト4514 九州(092)721-3501 沖縄(日日目8)78・1311
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Visit Our Home Page 

JSPP AND PCP 
ONTHEWEB 

at 

h抗p://www.nacos.com!jspp 

Infonnation includes: 

Tit1es and abs仕actsof papers in current issues of Plant and Cell Physiology and 

PAPERS IN PRESS 

Instructions for contributors to Plant and Cell Physiology 2. 

Membership application to Japanese Society ofPlant Physiologists 

The 1997 annual meeting in Kyoto 

3. 

4. 
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阪南研究開発センターつくば研究開発センター

伝不二製油株式会社
.不ニ製油の主要製品
食用油、精製油、製菓用油脂、チョコレート、マーガリン、植物性クリーム、

植物性チーズ、粉末状大豆たん白、粒状大豆たん白、繊維状大豆たん白、

大豆たん白食品、大豆からあげ



困地C幽 D
ラジオアッセイCH，14C， 358， 45Ca， 32p， 51Cr， 1おI)とルミオザセンスアツセイに激変をもたらした

マイクロプレート
シンチレーション/ルミキyセンスカウンター

トップカウント(TopCount) HTS 
超高速・大量・正確・測定に

.下記のような最先端の研究、開発に画期的な役割を果たしますb

.Luminescence 

-Reporter genes 

ーImmunoassay

-Luminescent ELlSA 

-DNA Capture 

-ATp assays 

一Cellassays 
-Bioluminescence 

-Glow luminescence ・LiquidScintillation 
Liquid samples: 

-Enzyme assays 

-Chromium release 

-Fraction collection 

-Perfusion assays 

-Dual label DPM 

.coated-well assays: 

-RIA/IRMA 

-Antibody bound receptors 

-Protein adhesion 

-Biotin-streptavidin 

-PCR screening 

.Filtration assays: 

-Cell proliferation 

-Receptor binding 

一Cytotoxicityby DNA degradation 

-Multiscreen⑮ arrays 

-Precipitates 

.Tissue culture: 

-Adherent cell proliferation 

-Whole cell receptor binding 

-Drug uptake 

-Membrane transpo吋

-Cell adhesion 

.Solid Scintillation ・Enzymeassays 

.chromium release ・Fractioncollection ・Supernatants・SPA
• Flash Plate TM Assay 

上記各応用例毎の“文献"が多数用意(:!:I:TCA-001~02制されております。 ご請求下さい。

四郎幽D
パッカードジャパン練式会社

東京干101東京都千代田 区 岩本町 1丁目 7番 1号(瀬木ビル)

TEL.03(3866)585開。/FAX.03(3866)5165
大阪〒532大阪市淀川区西中島6丁目 1番 15号(アセンズ新大阪)

TEL.06(300)0721 (代)/FAX.06(300)0703 
福岡〒812福岡市博多区怖多駅前2丁目 17番 19号(安田第5ビル)

TEL.092(474)2311側/FAX.092(474)2323



⑬租瞭鰍式会社
WAKENYAKUむ.0.， LTD. 

管理本部〒606京都市左京区一乗寺築田町38番地の7
(西日本営難部) TEL. (075) 721-8111 (代) FAX. (075)721-8189 

東日本営業部 〒101東京都千代田区神田須田町2丁目1番地本間ビル8F
(東京営業所) TEL. (03) 3258-0291 (代) FAX. (03)3258-0440 
本社 (075)721・8111(代)京阪奈 (0774)65.2521(代)滋賀 (0775)68-2481(代) 米国相側mnv杜
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北曽業所 TEL(075)231-5301 
甫曽業所 TEL(075)922-1171 
滋賀曽業所 TEL(0775)81-3610 
京阪奈営業所 TEL(07 42) 35-2001 
大阪曽業所 TEL(06) 381-3621 
神戸曽業所 TEL(078)351-1222 

東京営業所 TEL(03)3242-5881 
神奈川曽業所 TEL(0462) 72-2022 
埼玉嘗業所 TEL(048)468-7785 
岡山首業所 TEL(086)254-1418 
福岡曽業所 TEL(092)474-2341 




