
B2a-05 
モノデヒドロアスコルビン酸ラジカル測定による水ストレス

下のレタス(LactUC8sativa L~業の棚躍化の解析

主曲壷童、樋口浩和、縄問栄治、真野純一1保郡大.J島、

1京都大・食糧科学冊

酸化的ストレスの内在性プローブであるモノデヒドロアス

コルビン酸ラジカル細川を電子スピン共鳴法邸R)により測

定することによって、水ストレス下でのレタス棄における初

期変化を解析した。

発芽後3週間水耕栽指したレタスの綬にポリエチレングリ

コール8(削伊田)溶液により水ストレスを与えた後、業の切

片に減圧吸引によりO.lmMメチルピオローグン倒的を与え、
光照射下で生肱するt.l>Aのシグナル強度を演肥した。
室内光照射下、1'f:G4%...... 鋭、 3時間以内の処理では植物体

に外見よの変化(しおれ、退色)は樹もなかったが、 MV+光に
よる岨}，¥生成はP防波度、処遇時間に依存して、無処遇植物
の3倍まで糟大した。繍PEG、3時間処遇後、纏物体を水に戻

すと岨減レベルはその後3時間で無処還のレベルにまで減少

した。一方、 4時間処遇では、臥レベルは 3時間処遇に比
べ脚し、また水に戻してもII>AレベJレはそれ以下には減少
しなかった。この姐胤の不可逆的な変イりま、水ストレスによ

る業組織の不可逆的な核加担変化を反映していると考えられる。

B2a-06 
膜脂質の不飽和化は光合成を光阻害から保謹する

:その分子機構の解析

Katja SIPPOLA， Eira. KANERVO， Eva -Mari ARO， 

Zoltan. GOMBOS¥担E皇圭1 (トルク大学、基生
研 1) 

我々は以前に、 Synechococcussp. PCC 7942を

Synechocystis sp. PCC 6803の desA遺伝子 (a12

不飽和化酵素をコードする)で形質転換すると膜脂

質がより不飽和化され、その結果光合成機構は低温

耐性になることを報告した。今回の研究では、

Synechococcusの膜指質の不飽和化が光化学系E
複合体を光阻害(特に低温下における)から保護す

ることを明らかにした。またウエスタンブロット実

験の結果(;1:、膜指賓の不飽和化が光化学系E複合体

の01タンパク賓の01・2型の生合成活性を低温下に

おいても高レベルに保つことを明らかにした。また

ノザンブロット実験の結果は、膜脂質の不飽和化が

psbA II 1m遺伝子 (01:2タンパク質の遺伝子)の罰
訳を促進することを明らかにした。
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B2a・07
海産微細漢の光合成と培地中のNaCl濃度との関係

盤杢聖王、足立恭子、丸山正¥加藤美砂子2、

志津里芳一、宮地重遺 (海洋バイオテクノロジー研・

清水研、同釜石研1、お茶大・理・生2)

高∞2耐性海産微細藻Chlorococc間蜘raleの14∞ z

固定産物には他の多くの微細藻と異なり、グリセロー

ルが検出された。この合成速度は培地中のNaCl濃度

(1-4%)に比例して大きなったのに対し、撮粉の合成

速度は減少した。培地中のNaCl濃度を生育NaCl波

度である3%から0・5%1こ変化後10分間14∞ z固定させ

た場合にも、 NaCl濃度と同様に対応したグリセロー

ルと澱粉の合成速度の変化が認められた.また細胞

内のグリセロール濃度は、培地中のNaCl狼度の婚加

(0・4%)に応じて増加(0・15μg/凶細胞)した。一方海産

微細藻Chlorel/asaccharophiIiJ var.oceanicaでは、 14∞ 2

固定産物にリピトールが認められ、この蓄積量は培

地中のNaCl漫度(0・3%)に応じて繍加した。これら

の結果は、海産微細藻類が藻によって異なった浸透

圧調整物質を光合成することを示唆する。

B2a-08 
コムギ業の老化過程における弱光環境下での CF1の特典的
減少は炭酸固定能力に影響を及ぼさない

金杢量三、牧野周、前忠彦{東北大・農・応生化)

昨年度の本大会において、私たちはコムギ業を老化過程

において弱光環境においた場合 CF1が特異的に減少するこ
とを報告した。本報告ではこのCF1の減少が炭酸固定能力に
影響Fを及ぼすかについて述べる。
コムギは人工気象室内で光強度4∞"molq凶 ntam.2 5.1に
て栽培し、第4業完全展開後2日目カか葛ら光強度がそのままの

対照区と望寒祭冷紗を用いた弱光処理 (υ10∞0"仰m町m附Eω叫0ωIq凶 n飽m.25.1
区を般け栽培を継続しυ1た乙乙.第4葉を老化過程を通じサンブル
として使用した。

光飽和、業内CO2分圧 (pCi)が20PaのRubisco活性化

率を測定したところ、対照区と弱光処理区との聞に大きな差

は見られなかったω更に、光合成速度のpCiレスポンスカー

ブを測定した。それぞれのカーブについてpCi=9Pa の光合

成速度で相対化したところ、pCi>60Paの光合成速度は弱光

処理区の方が低かったが、初期勾配(pCi=20Paまで)に生

育光環境による差は認められなかった，

以上から、コムギ業の老化過程における弱光環境に対す

るCF1の特異的減少は、低CO2分圧下での炭酸固定能力に

影響を及ぼさない程度のものであることが明らかとなった，



B2a-09 
カリフラワー水浴性クロロフィル蛋白貨の多織性

置屋皇室皇、中山克己、同国光正{束"大・理・生物分子〉

アブラナ料値物に存在する水港性クロロフィル蛋白質

(wSt.コP)I孟22kDのポリペプチドからなり、 tt織ストレス
で..される生理織能の不明な色.蛋白質である.これまで

に、繍尚材斜とした縫官によりスペクトルやイオン交後クロ

マトグラフィーにおける溶出パターンが異なるなど多4・'a.性
貨を示すことが明らかになっている.鰻近、 31kDと18kD 

のポリペプチドにもクロロフィルが結合していることを磁毘

し、これまで知られていなかったwSCPの存在を磁毘した.
これらのポリペプチドは、ゲルろ過クロマトグラフィーやイ

オン交後クロマトグラフィーにおける溶幽パターンから

wSCPの22kDポリペプチドと高い緩和性をもつことが明ら
かになり、 wSCPのスペクトルの多鎗性のー闘である可能性
が考えられた.また..と茎からクロロフィルを保持した状

餓でサプユニットを分隠してスペクトルを比車ましたところ、

色癒聞のエネルギー移動に遣いが毘められた.これらのエネ

ルギー移動の遣いと鰭官によるスペクトルの遣いとの関連に

ついて報告する.

B2a-l0 
THE INVOLVEMENT OF FATTY ACID 
UNSATURATION OF MEMBRANE LlPIDS IN SALT 
TOLERANCE OF Synechocystis 
i sulevman 1. AlLAKHVERDIE'i and Norio MURATA; 
Natl. Inst. Basic Biol.， Okazaki 444 

The role 01 membrane lipid unsaturation in the 
tolerance 01 the photosynthetic machinery toward 
salt st閉路wasstudied by u鵠 01the 1atty acid 

double mutant desA-ldesD・01theS卯 echocystis
sp. PCC 6803， in which polyun坦 :tur鎖倒 1attyacids 
were genetically replaced by monounsaturated 

1atty acids. The growth 01 the desA-ldesD・ cellsin
0.5 M NaCI was signi1icantly slower than the wild-

type cells. In 1.0 M NaCI， the desA-ldesD-cells 
were unable to grow， whereas the wild-type cells 
grew but slowly. The increased sens比ivity01 the 
mutant cells toward the salt stress was caused bya 
d民『国sein the activity 01 Na+lH+ antゆorterdue to 
the saturation 01 membrane lipids. 
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B2a-ll 
葉緑体のネオキサンチンは全て 9~-シス型である

高市真一，三室守(日本医大・生物，山口大・理)

光合成務官には数種煩のカロテノイド色素が存在し，その立

体異性I主総て全トランス型と考えられているが，ネオキサンチ

ンはシス体である可能性が示唆されている.そこで高等纏物か

らl&煩まで約 11 0種の光合成鶴宮，約50種の非光合成総官

を分析した.

Chl albを含む高等植物，簿類の猿縁体には9・.シス型ネオ
キサンチンのみ存在し，全トランス型は倹出できなかった.

Chl a/cを持つ藻頬， Chl aのみを持つl&D，僚級l&類からは
ネオキサンチンを検出できなかった一方，非光合成録音では

ゲーシス型のみ，金トランス豊富のみ，両者存在.存在しないの

4種類があった.

従って， ao体に存在するネオキサンチンは総て9・.シス型
で，全トランス型は存在しないことを示している.系統発生か

らは Chlbの存在と， 9'・シス型の存在が一致した.ビオラキ

サンチンからネオキサンチンへの合成とシス異性化が同時に酵

紫によりなされていると考えられる.

ネオキサンチンの篠宮Eは明磁でない.両異性体の吸収スペク
トルには差異が少ないので，光繍集や保掻などの後能には差異

がないと考えられる.一方， 9・.シス・ネオキサンチンから合

成されたシスA臥 lま生理活性がある.ネオキサンチンの立体

異性はABA合成との関連が大きいことが示唆された.

B2a-12 
高等植物のシアン耐性呼吸経路の活性測定

監~主.上田英吾1，高春心1，寺島 一郎2，吉成正3

(筑波大・生物科学通産省 ・工業技術院 ・資源環境技術総

合研究所 2大阪大・理 ・生物 3Wωswo巾白nter，Sωe

University of New York， NY) 

高等催物の呼吸経路には.シトクロム経路のほかに.ATP
を生産しないシアン耐性経路がある.もし.このシアン耐性経

路に全ての電子が流れてしまうと，得られるATPエネルギー量

は.最大量の1/2以下に抑えられてしまう.したがって.こ
のシアン耐性経路の寄与率を測定することは.シアン耐性経路

の生理的な役割を知るための前提となるばかりでなく.呼吸系

から得られるエネルギ一生産速度を知る上でも必須である.シ

トクロム経路とシアン耐性経路のそれぞれ末端酸化酵素は，酸

素の安定同位体分別が異なることが知られている.現在 in

vivoにおいて，それぞれの経路の寄与率を正確に知るために

は.この分別の遭いを利用するしかない.本研究では，シアン

!耐性経路の寄与率 ・綾素吸収速度を同時測定できるシステムを

i開発した(世界で3カ所目).このシステムでは，市販の気相

型の酸素測定チェンパーから 10-20μLという微量の酸素
を取り出し.酸素の安定同位体測定を行うことができる.この

システムを用いて，夜間の呼吸速度の低い陰生継物の棄と速度

の高い陽生植物の業の，酸素吸収速度とシアン耐性経路の寄与

率とを測定した.その結果.陰生纏物のクワズイモの業では.

シアン耐性経路の寄与率は低<.効率の良い呼吸が行われてい

ることカf明らかになった.



B2p・01
アンチセンスRNAによりNADH依存性グルタミン

霞合成醇索 {NADH-GOGAT}の発現を変化させ

たトランスジェニックイネの作出

五差査皇、早川俊彦、山谷知行 (東北大・鹿・

応用生物化学)

イネの担におけるNHぶの同化や、生長中の若

い組織での転流霊祭の再同化に漂く闘わっている

と示唆されるNADH-GOGATの、生体内での織能

の解明を目的とし、その発現を変化させたトラン

スジェニックイネの作出を蹴みた. NADH-

GOGATのcDNA阪片(856bp)を、アンチセンス方
向に組み込んだTiプラスミドベクターをもっアグ

ロパクテリウム(A.tumef:低iens}を用い、イネ(my盈

sativa L. cv.Sasanishiki)の形質転換を行なった.そ

の結果、 8系統の形質転換カルスが得られ、その
うち4系統については非形質転換カルスよりも
NADH-GOGATの蛋白質量が2側 -7'l1/1，減少してい

る傾向が見られた.そこで、これらの系統につい

て再分化縞物を育成し、当代におけるゲノム

DNAの解析をおこなった.その結果、すべての

個体にアンチセンスDNAが組み込まれており、

2-6コピーの湧入遺伝子がゲノムに組み込まれ
ている'が判明した.

B2p-02 
イネ NADH依存性グルタミン酸合成酵素cDNAの構造解析
赤川巧、早川俊彦、日野睦美、後藤聡ヘ山谷知行
(東北大学・農・応生化、 2フラワーセンター21あおもり)

イネ NADH依存性グルタミン酸合成酵素 (NADH-GOGAT)
は、シンク組織において転流窒3間帯周の初期反応、に蛸Eし、
根においては NH4+の初期間化に関与している事が示唆され
ている。NADH-GOGATcDNAは、高等植物ではアルフアル
フ7の根粒から単離されているのみで、根粒以外の通常の績
物組織内から単離された例はなかった。本研究では、イネ
NADH-GOGAT cDNAを単離し、塩基配列の決定を行った。
lmMNH4+で処理したイネ幼樋物被のcDNAlibraryから、
当研究室で単厳したイネ NADH-GOGAT ゲノム DNAの
exon 2と17に相当する領域をプロ}プとしてスクリーニン
グを行い、完全長の cDNAクローン (7.047bp)を単離し、
温基配列を決定した。解析の結果、単厳したクローンの塚基
配列は、イネ NADH-GOGAT遺伝子の転写領波と 99.9%以
上が一致し、推定されるアミノ酸配列中には、イネの培養細
胞から精製し決定した、 NADH-GOGATのアミノ酸配列が確
認された。さらに、推定されるアミノ酸配列は、アルフアル
ファの NADH-GOGATなどと高い相同性を示した。
また、イネ NADH-GOGATゲノム DNAとcDNAの構造
比較、さらに primerextension analysisによって、この遺伝
子にはアルフアルファには見られない、アミノ酸をコードし
ないexonが存在する事が明らかとなった。
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B2p・03
イネ績におけるグルタミン酸合成麟素タンパク賓とmRNA

盆翠九)11俊串山谷知行側快い蜘
イネ複において、 NHtの供給に伴い、 NADH・グルタミン

合成稼業(G∞A1湖、特異的に担舗の表皮と外皮に奮積され
ることがアピジン・ピオチン法による免疲組織学的な傭衡から

判明した九一方、NH.+供給の有費量に関わらず中心栓におい

ても、 NADH.(X泊ATとFd-Gα}ATのシグナルlま倹出されて
おり、イネ担におけるGα}ATの緩能の解続がさらに必要で

ある.本報告でI志、 NADH-Gα}ATとFd.(X泊ATのmRNA、
並びにタンパク貨の鍵現している細胞のより鴛・な解析を行

った。
先の結果に一致して、イネ担の担舗で、阻む供銘柄には倹

出されなかったNADH.(X泊ATタンパク買が、供給後で、主

に表皮と外皮に後幽された。一方、 Fd・G∞ATタンパク貫t志
銀舗の皮'と中心柱に恒常的に検出されたo NADH.Qα}AT 
とFd.Qα}ATタンパク賓が、イネ楓の楓舗で相補する紋包で
存在していることは、ニつのGα}ATが、銀の窒素代測にお

いて・鐙分担をしていることを示峻する.

さらに、イネ楓のNADH心α三ATが、mRNAレベルで銭湯
制御がなされていることより耳、混在、血国ltt耐凶iza回n法
を用いて、 NADH心仁氾ATmRNAの組織レベルでの解訴を行

っている.

1) Ishiyama et a1 (19':助 Plantain pre錨
2)Hiro揖eta1 (1997) Plant Ceu PhysioL 37何:1ω4 

B2p-04 
イネN油H依雑グi~タミL傾倒酵素QlW)HGC氾A1ヲ遺伝子夜壇

鶏こよる抱擁樋卸

基遁藍!1.._..I1彪財T側ヒ大・農・応凋強餅白書事

イネ場蝉場噸起こ担するNADH.(X)GAT週伝子d療現主窒素鵡骸場備

により謬捕事尊される九今恒脇々はこ叫膨汗骨蘭こよる指弾蜘

ι精第裂をmRNAν。ν司冊、猪現勝司II~臨す剃湖シゲナバ叫司定を

部砂た

ガラス室究甥鋳後26日慣預軒栄養が経摘するまで水Z刷ごて栽倍し;た

イネ綴絹醐ζ lmMNlνを償給し績のNADHG<X込IT'mRNAι変
動をノーザン解析し丸 NADHGC氾ATn武NA蓄積lIi..窒鶏婚飽食3

時僚闘志置こ一通拘3酬したこ哨柵1..シクロハキシミ問こよる阻徒

費すず、蕩踊のタンゲザ貸合由弓惜務約であった一方、こ叫敏府本1mM

MSXにより完錨調書された於仰タミ川場掛こよって陣暢嗣帯

消され九~)~タミ渇桝のアミノ酸明剖修制そシ合ど窃主このような効

果渇齢世lfJ:いこと治虫タ時む偽砂将!/)J...?ミ川河取材鴻鐘鞠

がNADHGO(込IT'mRNA蓄積飴線取材切射ングナルとして親臨してい

る百閣制勾唆された'。夢也代謝ングナ1¥..(ηさらなる撤及U嘩鰍給

によるNADHGOGATmRNA蓄積量¢将勝11ご対する mRNAfl.羽δ包生

の寄与4調して欄仲協と』

1) Yamayaeta1(I!l均PIantα週刊tYBIOl艶11m

2) 1盈aeeta1(l却乃Plantα週目戸姐38:CBl



B2p-05 
日窓型、インド型、ジャワ型イネの老化薫身におけるグル

タミン合成酵素と禾姐出業身におけるグルタミン酸合成酵

3艇のタンパク寅含置と組織肉分布の比敏
小原実広，梶浦真，早川俊彦，佐車種志山谷知行

(東北大~.・応生化東北大・遺生研〉

ササニシキの重量豪転涜には、老化葉身における細胞質

型グルタミン合成酵素 (GS1)と若い禾鋤出葉身などのシ

ンク暴官における NADH依存性グルタミン酸合成酵素

(NADH-GOGA T)が、重要な・能を担うと考えられる。予

備的な検討から、インド型のある品種でIホササニシキに

比量産して GS1含量が高い結果を得たり。そこで、 GS含量

並びにGOGAT含量の重量を明猿にするために、日本塁、イ

ンド塁、ジャワ型イネそれぞれ 5，9， 2品種を供鼠して比

較した。

ガラス室内にて土鱗畿虫歯を行い、約 9.5齢時に葉身を収

穫した。老化葉身における生霊当たりの GS1含量は多〈

のインド型で高〈、一方業縁体霊GS(GS2)含置には大き

な重量異がないことが明らかになった。インド型イネでもサ

サニシキと同様に、 GS1タンパク貨は、銀管東組.の伴

.飽、師鼠柔細胞、本舗柔細胞に、また GS2タンパク貨

は薬肉.憶に分布していた。 GOGATs含量と組鎗肉分布

に聞しては、現在解析中である。

1) Vamaya et・1.(1997) Soil Sci.Plont Nutr.，ll 07-1112 

B2p-06 
イネ形質転換系を用いたイネNADH依存性グ

ルタミン酸合成酵素 (NADH.GOGAT)遺伝

子のプロモーター領域の解析

企皇劃二、高橋史絵、後藤聡、早川俊彦、山谷知

行(東北大・農・応用生物化学)

イネ NADH依存性グルタミン酸合成酵素

(NADH.GOGAT) は、未抽出業身や登熟初期の

穎果の維管束組織に局在する。また、イネ幼植物

の根においては、窒素環境に応答してタンパク質

及び、mRNAの発現量が短期間に著しく増加する。

これら時期特異的・組織特異的発現、および窒

素環境に応じた発現制御機構を解明する第一歩と

して、 NADH.GOGAT遺伝子の開始コドン上流域

3721bpにGUS遺伝子を連結した融合遺伝子をアグ

ロパクテリウムを用いてイネに形質導入した。 RO

世代についてGUS活性の発現する組織を調べたと

ころ、 主に葉の維管東組織、根の中心柱に強い

GUS活性が観察された。現在より詳細な解析を

行っている。
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B2p-07 
免疫篭子顕微鏡法によるイネ緩NADH依存性グルタミ
ン厳合成商事素(NADH-GOGAT)の細胞内局在解街
早川俊彦、LauraHopklns1、AlysonK Tobln1、山谷知行
夜在実:.・応用生物化学、 lDept. 8101. and Med. 
Sclence， St. Andrews Unlv.， KY16 9TH， U.KJ 

NADH依存性グルタミン厳合成画事業(NADH-GOGAT)タ
ンパク貨は、 24時間 1mM NH.+処理したイネ幼纏物根に
おいて、皮膚、中心柱柔細胞群に加え、特に表皮、外皮の細
胞君事で著織するへまた、イネ綬NADH-Gα:;AT前駆体タン
パク貨は、 N末端に99アミノ酸残基のプレ配列を有するえ
イネ根におけるNADH-GOGATタンパク貨の細胞内局在住
を検証するため、高度にアフィニティー械製した抗イネ
N¥DH-GOGAT抗体を用いて免疫.子顕微鏡解衡を行った.
24時間 1 mM NH.+処理したイネ幼纏物根において、
NADI-十GOGATタンパク賀の分布を示す金粒子は、 1A皮、
皮膚柔細胞、中'U、柱柔細胞群のプラスチドに主に観察された.
また、これらのイネ様の各細胞群のプラスチドにおける金粒
子の平均綴織密度は、約150 (金粒子数/μmろと、ほぽ同程
度であった.これより、イネ榎NADH-GOGATタンパク貨
のプラスチド局在が確認された.以上の結果は、イネ根にお
ける表皮細胞群での外郁供給されたNH/の同化系や中心往
細胞群でのソース組織から転送されたグルタミンの同化系に
おいて、プラスチド内のNADH-GOGATによるグルタミン
酸合成反応が盆獲であることを強く示唆した.
1) Ishlyarna et a1. (1998) Planta Inpress. 
2) Akagawa et a1. 1998年度本大会.

B2p-08 
トウモロコシのグルタミン合成酵素アイソザイム問での

安定性の違いに関わるアミノ酸残基の同定

榊原 均長谷俊治，杉山途夫(名古屋大院 ・生命農学，
T実医安・蛋白研)

トウモロコシの細胞質基質局在型グルタミン合成酵素

(GS1)は多重遺伝子族を構成しており、窒素源に対する応

答から、誘導型(GS1c，GS1d)と構成型(GS1a， GS1b)に大別
される。両GS1分子種はアミノ酸レベルで約85%の同一牲
を持つものの、酵素化学的性質は大きく異なる。つまり、

GSld はGSlaに対し高い比活性を持つが、熱安定性、

Mg2¥ Mn2+の生理的濃度下での8量体構造保持カなどに
おいて極めて不安定である[JBC271: 29561 (1996)1。本
初視では両分子種間でのイ昨的性質の違いを律する領減・

アミノ酸残基の同定を試みた。GS1a，GS1dをタンデムに
連結したプラスミドを構築し、recA+大腸菌内での相同級

換えにより、任意の場所で組換えを起こしたGSla1GS1d
のキメラ酵素を多数作製した。キメラ酵素の2価金属イ
オン依存的な安定住を誘ぺ、安定性に変化を与える領域

を絞り込んだ。次に、その領域内で、 GSlaとGS1dの聞で
保存されていない7つのアミノ酸残基についてGS1a上の
アミノ酸を順にGSld型へ置換し、その影響を調べたとこ
ろ、 GSlaのIle161→Ala161への置換体で安定性が大きく低
下した。このことは、 161番目の疎水性アミノ酸残基側鎖
の性質が、 GSla，GS1d聞での2価金属イオン依存的な安
定性の違いに深く関与していることを示唆している。



B2p-09 
アンチセンスNiRcDNA導入タバコから発生する亜
酸化窒素 (NP)の代謝経路の解析

五島直樹、向井敏浩、MichelCaboche¥森川弘道
寸志冨実・理・遺伝子科学、 lLaboratoirede 
Biologie CelluJaire. INRA) 

亜硝酸還元酵素 (NiR)活性を欠損させたトラン
スジェニックタバコ植物 (271株)において、硝酸
イオン (N03すから亜酸化窒素 (N20)が生じ、大
気中に放出される脱窒反応が起こっていることを、
我々はこれまでに同位体質量分析計を用いて明らか
にしてきた。この亜酸化窒素の発生経路を推測する
ために、生育時の光条件を変化させたり、硝酸還元
酵素 (NR)の阻害弗jであるタングステン酸で処理
した271株において、硝酸イオンから亜酸化窒素へ
の発生量を測定した。また、アンモニウムイオン
(NH4+)の窒素が亜酸化窒素の発生に利用される
かについて調べた。その結果、アンモニウムイオン
からのE酸化窒素の発生は認められず、硝酸イオン
は亜硝酸イオン (N02-) を経て、亜酸化窒素に還
元されると考えられ、直接もしくは間接的に光エネ
ルギーを利用していると考えられた。この硝酸イオ
ンから亜酸化窒素発生系の経路について考察を行う.

B2p・10
植物における亜硝酸還元酵素を介さない硝酸還元に
ついて
高調書美佐、原紀代美、 ca以刈le.Michel1、森川弘道
マ吉富実・理・遺伝子科学、 1Lab Biologie白Uul血事，

悶RA)

亜硝酸還元酵素 (N浪}は硝酸還元系の2番目の
酵素で硝酸還元に必須と考えられている。我々は、
NiR活性を欠く植物も硝酸還元することを見出した
ので、その結果について報告する。
植物材料として、タバコのNiRcDNAのアンチセ
ンス鎖を導入したトランスジェニック・タバコ植物
(v卸品償壱tet al. 1992)を無菌条件下で育てて実験に用
いた。このタバコはNiR活性を持たない。 5週間生
育させた植物体を10mM1まNO.(10 a伽吻)を含む培
地に移植し、 1・2週間培養した後、 1震を採取、乾燥後
ケールダール分解により調製した還元態窒素画分を
同位体質量分析計でも解析した。遺伝子導入してい
ない野性株についても同様に解析した。
その結果、トランスジェニックタバコ植物におい
て野性株とほ副司じレベルの1制ラベルの還元態窒素
量 (1'N量;1.62 mg/g DW、15N存在比;2.7atom%
~偲ss) が認められた。この結果はこの纏物にはNiR
を介さない硝酸還元系か存在することを示唆するも
のである。
Vaucheret et al. 1992 Plant J. 2: 559・569
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B2p・11
4・・震に取り込まれたこ・化・.ガス血縁の代創的運命
有村.-..五・・..IIJII弘道{広・大・竃・遺伝子線学}

.・・ー"は大気中のこ・化竃.(tDz)E:.T'ら・吸し代.する
.1:1を有する.これまで.・舗に取り込忘れた悶2は循舗中のホと
反応して・・..-イオンとなり.緩から耳量り込忘れた翻置と岡

織に代'歯されると脅えられてeた...~二・化..に含忘れる・
.(tDz-閉館・・.に取り込まれた..・・..(!Ds--附とは異な
る代繍的運命をたどることを見いだしたので、その..について領

告する.

シロイjlナズナ・ーーを...ラベルしたtDZ(0.1司Eたは匂事前

で・8後、.中の金...遺元".aよぴ・・/.・・・...
分.，.o1SNaE:貧量分4隠し、ーー・分中の悶z-N・E:決定した.還元
・..はケールダール分解法により鋼・した.~た..鏑出.を
以lWex50カラム処竃で..した..111軍司B・S・S・分E:デパJwr
合会でアンモニアに還元、コンワェー法により...量.質量分割時し

て司臓J蛋濁・・..随分中の附IrN・e決定した.
その鎗』匹、.に耳量り込忘れた全似通-11切70-75"が還元組...
・・/......医・分は1-2"であり、金血縁・{還元・..)+
{碕厳J霊....)とはならなかった.他方、シロイヌナズナa
ピ~ラペルのKIÐ，れまたは5伽酬》処司IE:行った舗倹震で館、
金..・{還元a陸軍.=40-50")+ (鴫lIIJl・・......40-
叙踊}の縄保が実厳..  肉で成立した.

tDZ・"の『来同定J(金tDz・州025-30")健、 .i制緩の上.
薗分にあること、シンプラスト・分にあること.ゲルクロマトによ

りアミノ・Eまたはそれ以下の毎分子化合物であることがなどが明ら
かとなった.混在、この・a量化合物の~~を更に.めている.

B2p・12
従属栄養硝化細菌Alcaligenes1st!(.凶'isによる硝化

の生理的意義

望星五、大野泰史、星野芳子、滑子大輔、若島正

典、庄子和夫、山中健生(日大・理工・工化)

独立栄養硝化細菌による硝化はエネルギー獲得

過程であることがよくわかっている。しかし、従属

栄養硝化細菌による硝化の生理的意義については

まだよくわかっていない。われわれは従属栄養硝化

細菌Alcs1igenesIsecalis IF・013111を用い種々の
条件下に硝化を行わせ、細胞中のAτ?量の変動を

Aτ?アナライザーにより調べることによりその硝

化の生理的意義を明らかにしようとして本研究を

行った。この細菌における硝化では、アンモニアか

らの亜硝酸の生成量の滑加に伴い細胞内のA骨の

減少がみられた。しかし、加えるアンモニアが多く

なるほど亜硝酸生成量が矯加するというわけでは

なく、菌体当たりの亜硝酸生成量が高くなるという

わけでもなかった。従って、この細菌による硝化は

エネルギー獲得のためではないが、単に解毒のため

だけでもないらしい。



B3a・01
1ウレイド型、アミド型マメ科植物正吾l子るウリカーゼ
(nod・35)遺伝子発現解析

M .王、 Cbeng氾畠時 Guo、野村美加、高根健一 1、

河内宏 1、田島茂行{香川大， 1.、農水省生物研)

ダイズ(偽'f:InemlU)、インゲン(Pha蜘 I崎、ササゲ

(JIij伊ゆなどの綴粒では、固定された窒素はウレイド生合

成に使用されるが、他のマメ科植物線粒ではアミドを転流

物質とする。我々は、ウレイド生成の級終段階を触媒する

酵素であるウリカーゼ(nod.・35)の発現爾節について研究し

てきているが、ダイズゲノムに存在する二つの nod・35遺

伝子αJR2とUR9)は後々なダイズ品種根粒で両方とも発
現している事、UR91ま綴粧組織の発達に伴って受現が感

染組織内の非感染細胞特異的に滑幅する事を既に報告して

いる。本報告では、ウリカーゼ遺伝子発現をアラントイン

を通常蓄積しない組織・マメ科植物を含めて比般解析した

結果を報告する。ダイズ催物では業や種子の受熱中にも子

業組織で発現増幅するという事が見いだされたが、アルフ

アルファなどのアミド生産型のマメ科植物についても、ウ

リカーゼ遺伝子をクローニングし、組織別の発現解析を行

った結果について報告する。

B3a-02 
ダイズ線総蘭 Brsかmzobiumjs.戸lnicumAI017リンゴ
酸静棄の生理的役割と遺伝子クローニング

E車産宜、小佐野策、陳凡、野村美加(香川大'.)

級粒パクテロイドはスクロース分解利用能を失い、リン

ゴ量産などの C4-ジカルボン敵を単一の呼吸基質として利

用している。我々は既にジカルボン酸を基質として TCA
回路が働能するために必嬰な補充系商事禁鮮のうち、根粧パ

クテロイドでは malicenzymeが重要であることを報告し

ているが、本報告では蜜禁固定反応へのエネルギー代総に

深く関与していると恩われる NAD-malicenzymeの生理

学的意義とともに、遺伝子をダイズ彼粒菌

Bradyrhimbium japonicum AlO17からクローニン

グした結果を報告する。

クローニングのため級粒菌 B.japonicumAlO17よりグ

ノミックライブラリーを作成し、他の微生物のNAD-mal詑

enzymeの温基配列で保存されていると思われる領峻を元

にディジェネレートプライマーを作成し得られた PCR産

物をプロープとして用い、ライブラリーのスクリーニング

を行った。現在、遺伝子の解析を行っている。想定される

生理的意義についても報告する。

1∞ 

B3a・03
Arab崎戸isthaJia.聞からのウリカーゼ遺伝子の単厳とダイズ
毛状線での発現解析
車車量二、岡島茂行¥河内宏(農水省生物研、'香川大， .) 

近年、代表的なノジュリンであるレグヘモグロピンにおい
て、共生特異的に発現する遺伝子とそうでないものの存在が
明らかになり、共生非特異的なヘモグロビン遺伝子は、イネ
やオオムギにも存在することが報告された。また、昨年、ノ
ジュリンの 1つであるウリカーゼについても、コムギから単
峰、精製された。これらのことから、マメ科以外の植物にも、
ウリカーゼ (0ω-35)遺伝子が存在すると考えられた。
そこで、シロイヌナズナ (Arabidop.sisthaJim岡町.∞lumbia)
の cDNA及び、ゲノムライブラリーから、ウリカーゼ遺伝子
を単隠することを試みた。 cDNAライブラリーからのスクリ
ーニングの結果、 9個のポジティプクローンが得られ、級長
のインサートを含んでいた cARBUrl について、その峰基配
列を決定した。予想されたアミノ酸配列は、ダイズ nω・35
と7約色の相同性を示した。また、ゲノムライブラリーからス
クリーエングを行った結果、 6個のポジティプクローンを得
た。そこで、翻釈開始点から上流約 2.7Kbを含んでいたgARB
Url について、ウリカーゼ遺伝子 (gARBUr/Jとその近傍の
全盗基配列を決定した。その結果、 μRsUrlの術造は、 n品 35
k閃織に8エクソンから成り、スプライシング部位もすべて
同じであった。
また、 gA.RsUrlの翻訳開始点から上流約 2.7Kbを GUSと
緩続し、このキメラ遺伝子をダイズ毛状板に導入した。その
結果、島t4.RsUrlは、毛状緩や線粒の維管東系で発現し、被粒
非感染細胞には発現しなかった。
以上のことは、ウリカーゼ遺伝子は全ての植物においてよ
く保存され、発現していることを示峻している.

B3a・04
ミヤコグサのレグヘモグロビン遺伝子の解析

直室盤盤泳里.111.1，宮本旬子.2 阿梅美紀子.四.1

{鹿児島大・理生命化学地蜂環縫科学}

ミヤコグサ(Lotusjapon以IS， 2n=12)1草、級住薗との共生
重量量固定研史におけるモデル継物として注目されている.級

車宣.との共生系櫨立に関わる舗働側の銀位特異的発現遺伝子

としてノディユリン遺伝子を穆げることができる.11.0:.と
関わりながら進化してきたと考えられるノデュリン遺伝子の

換色体上での配置を明確にすることは、遺伝子発現の調節鎗

備や綾色体の系統進化の側面からも非常に興味来い.

本研究では、ミヤコグサを材料として、代表的なノディユ

リンであるレグヘモグロビン(Lb同遺伝子を解析したh まず、

Lbのc側 Aの1&&配列(591bp)を決定した.この配列を穫に
プライマーを合成し、ミヤコグサの金ゲノム開AよりPCRIこ

てLb遺伝子をクローニングして.&配列を決定した.このゲ

ノム由来のLb遺伝子とd別Aの配列Iま完全に一致した.ミヤ

コグサのLb遺伝子は、他のマメ科事車紛のLb遺伝子と異なり、

イントロンを持たない可能性があることが判明した.次に、

Lb遺伝子をプロープとして中期後色体鼠料に対して加situ

PCAIFISI-憶を行った.その結果、 2香富島色体に蛍光シグナ

ルを倹出することができた.



B3a-05 
.縁体遺伝子の発現に及ぼすcω泊.gregi叩の影響
小林茎、高岡康子、 石倉清秀、加藤晃、吉岡和哉、新名惇彦

(奈良先端大 ・バイオ)

葉緑体内での遺伝子発現には、プロモーター領域に加えて

判事進遺伝子部分が必要な例がある。本研究では、業縁体遺伝

子であるrbcLおよびatpAについて、その遺伝子発現に与える

構造遺伝子部分の影響を転写および翻訳レベルで調べた。レ

ポーター遺伝子としてp・グルクロニダーゼ (GUS)をコー
ドするGUSを選ぴ、 rbcLと坤Aのプロモーター領域および5・

非鋼訳領域による各種発現系、を構築し、パーティクルガンに

より緑藻クラミドモナス葉緑体の形質転換を行った。rbcLに

ついては、 rbcU蒋造遺伝子宮古分を含まないものとN末繍から7
アミノ酸、 11アミノ酸、 27アミノ放に相当する構造遺伝子節
分をそれぞれ含むキメラ遺伝子を、また、 atpAについても

却 IAfIt造遺伝子を含まないのものとN末端から25アミノ酸に

相当する縛造遺伝子部分を含むキメラ遺伝子を構築し、業縁

体に導入した。得られた形質転換体を用いて、:11縁体内での

GUSタンパク質並びにGUS厳合タンパク質の蓄積量を調べた
ところ、 rbcIJ1)場合、 27アミノ酸を融合したGUS融合タンパ
ク質が他の3種類に比べて蓄積量がかなり多く、 atpAについ

ても、GUS隊合タンパク質の方がGUSタンパク質より蓄積量
が多かった。

B3a-06 
ランOlSynechococcusPCC6301ゲノムの並列
クローンパンクの作観

経且壬魔王人金子貴-1，Z，総事事 司世人木村滋子人

岡崎富美子1、原由里子人小線美知1，3、篠井厚子1，3、

銃順子3、中島けい子3、杉田 .人杉浦・弘2

。名古屋大学・遺伝子実蛾錨段、 2かずさDNA研究
所、 3細山女学園大学・生活科学}

単細胞性ランOlSynechococCUSPCC6301徐の
ゲノムは2.7t.1bの大きさをもっ.PCC6301縁のゲ
ノム傭造を詳舗に調べるために、ゲノムの会領織をカ

パーする並列クローンパンクを作創することにした.

ゲノム DNAをPmelまたはSwalで切断、または

PmelとSwalで2.切断して得られた DNA断片に

特集約なλDashllサプライブラリーを作観した.各サ

プライブラリーについて、遺伝子プロープやリンキン

グクローンを起点として、ウオーキング法によりクロー

ンの並列化を進め、現在までに、ゲノム全体の約70 

%をカバーする並列クローンパンクを作厳した.さら

に並列化した領域の遺伝子マッピングを行った鎗果、

PCC630H~とSynechocystis PCC6803t患の遺伝
子地闘が大きく異なることが判明した.
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B3a・07
ラン藻 (Synechocystis sp.PCC6803 )ゲノム全領減を
カバーする高密度遺伝子フィルターの開発と利用

金王室二、中村保一、佐藤修正、笹本茂美、田畑哲

之(かずさDNA研)

単純胞性ラン藻S戸echocystissp. PCC6803ゲノム
の全塩基配列決定ならびに全遺伝子領域の推定につ

いては、昨年度の本大会で報告した。今回は、これ

らの成果をもとに、 4∞-3，αJObpのDNA断片でラン
藻の全ゲノムをカバーする高密度遺伝子フィルター

を作製し、様々な条件で転写量が変化する遺伝子の

スクリーニングを試みた。高密度遺伝子フィルター

は、両末端部分の塩基配列が既知のゲノム配列決定

用クローンをゲノムに沿って5，762個選抜し、挿入断
片部分をPCRで婚幅したものをナイロンメンプレン
に高密度にスポットプロットすることにより作製し

た。 PCC6803を光独立栄養条件下で増殖後、暗処理
を加えたものと加えなかったものからRNAを抽出し
た。これを標識し、高密度遺伝子フィルターに対し

てハイプリダイゼーション実験を行った結果、それ

ぞれ115個、 165個のスポットにシグナルを検出した。

これらのスポットの位置をゲノム全塩基配列と対応

させることによって、各々の条件で転写産物が増減

する遺伝子を同定した。

B3a-08 
グルココルチコイド誘導系によるATHB-.措伝子の緩能

解析

主星昼皇、岡穆宏、青山事史(京大・化研)

シロイヌナズナのHD-Zipタイプのホメオボックス遺伝
子群、 A7HBIま環境剰滋応答から形態形成にいたるまで
のシグナル伝達に関与していると考えられている。その
うちの一つであるATHB-2は赤外光に富む光によって即
座に強〈発現誘導されることが知られており、光を介し
た伸張現象における制御的な役割を果たしていることが
示唆される。差是身はキメラ遺伝子、 HDZip2VGを作成し
むこれは AnIB-2の聞A結合領域、 VPI6の転写活性
イt頒域、そしてラットのGRホルモン結合領域からなる、
転写図子をコードする。このキメラ遺イ云子を導入したシ
ロイヌナズナ形質転換体に、グルココルチコイドの誘導
体であるD回を含む培地で生育させたところ、 D回を
含まない渚地で生育させた個体は通常のIE輸の形鯨を示
すのに対して、短〈水平方向に肥大したIE輸の形態を示
した。肥大したOE輔では、個々の細胞は水平方向に伸張
しており、細胞層や個々の細胞層の細胞の数に変化はみ
られなかった。この結果より、 A胃B・2のDNA結合領埠
はOE舶の細胞伸張の方向を決定する織機に関与する遺伝
子を包治することが示唆される。事~~は改変遺伝子
HDZip2VGを導入したシロイヌナズナ形質転換体に
DEXを処理することによって転写が誘導される遺伝子を
探索している。



B3a-ll 
イネの視の形餓形成におけるオーキシンの作用と

GASRl遺伝子の織能解析

池田亮・遭原健三・血E童三3
(名媛大，..1名古屋大・生物分子応答研究センター)

B3a-09 
y 織の照射によるシロイヌナズナの形館
形成及び生理的反応の毎週E健機の解析
永図俊文¥小銃節子ぺ等々力節子ぺ林
徹~庭園百合子\鐘ケ江弘美ぺ滋昌樹
ぺ萄泡尚志 2 ('  JST・墨画'、 2生物研・分
子遺伝、 3金総研・放射線利用、‘筑波大
・生物科学〉

織性トマトにジベレリンを添加して傍導されてきた伝写産

物であるGAST7(.Gd-~tlmuiated transcript .1.) 1) cDNAと相
同性の高いイネcDNAtJf得られ、このcDN.崎便宜上、臼SR7

と命名した.
GASR71立ノーザン解析によりシュートおよび纏において恒
常的に発現しており、シュートにおいてはジペレリンの滋舗

による発現の促進が毘められた.
GASR7タンパク貨の特異銚体を作観し.免疫化学的な解析

を行った結果、似SR7タンパク貨はシュートにはジペレリン
の有無に関わらず発現せず、銀においてのみ特異的に発現し、

オーキシンにより.，..が制御さることが明らかとなった.ま

たイネの銀l草、通常高温度のオーキシン存在下では生育の阻

害が毘められるが、オーキシンとGASR7タンパク貨の抗体を
同時に添加すると、通常見られるようなオーキシンによる根

の生育阻奮が御制される現象が毘められた.これらにより、

GASR7は恨の形鎗形成に関与しているものと考えられた.
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B3a-12 
アズキ上E軸切片においてGA3によって発現量の
増加する遺伝子の発現の組織特異性

金u阜、神谷勇治、柴岡弘郎¥柿本辰男1 (理研・
フロンティア、 1阪大・院・理・生物)

B3a-l0 
タバコ BY・2細胞におけるリン酸により発現量が減
少する遺伝子の探索

佐野俊夫、倉屋芳樹、長田敏行

(東京大・理学系大学院)

アズキ上座軸切片はオーキシン (1AA)処理に

より伸長し、ジペレリン (GA3)+ I AA処理に
よって IAAによる伸長がGA3によって促進され

る.また、このGA3による伸長促進時に表皮細胞

の細胞質表層徴小管が長軸と垂直に配向することが

知られている.このアズキ上座軸切片においてGA3

処理時に発現量の楢加する遺伝子をディファレンシ

ャルスクリーニングによって5種類単隠し、それぞ
れGAUR1，2. 3. 4.5と命名した.本研究
においてはこれらの遺伝子のGA3処理後の上匪軸

での発現の組織特異性をinsitu hybridization に

より検肘を行った.その結果、シークェンスから類

似遺伝子の報告のないGAUR1.2は表皮での発

現量が比較的高いことが判った.また、ノザンプロ

ット解析によってこれら2種の遺伝子は無傷なアズ
キの芽生えにGA3あるいはジペレリン合成阻害剤

を処理を行ったときにも発現量の相加あるいは減少

が見られることが明らかとなった.
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タバコ格養細胞BY・2ではその増殖因子としてオー
キシンが知られているが、リン酸を除去することで

分裂を停止させた細胞にリン酸を再添加すること

で、DNA合成を伴なう同調的な細胞分裂が観察され

たことから、 リン酸も増殖の限定要因であることが

示された。

このリン酸飢餓・再添加の系において、発現量の変

イじする遺伝子をディファレンシャルディスプレイ法

を用いて探索したところ、リン酸の添加により発現

量が減少するクローンが同定されたので、その発現

解析をおこなった。

このクローンはアラピドプシスの開花時期の調節

にかかわる FCA遺伝子と高い相向性があった。FCA
遺伝子は生殖生長の促進に働くものなので、BY・2細
胞における FCA遺伝子の発現様式と増殖活性との
関係を検討した。



B3a-13 
タバコ培養細施においてブラシノライドによって発

現量の変化する遺伝子の単離および解析

重差塵呈1、進藤勇人 1人室田憲一 3、坂田洋一1、
武長宏1(1東農大・農・農化、 2秋田県農試、 3鳥取

大・乾燥地研究センター)

光独立栄養性タバコ緑色培養細施(Nicotiana

tabacum cv. Samusan NN)は、ブラシノライド (BR)

処理によって生育が促進される。 BRにより発現が調

節される遺伝子を検索する目的で、デイファレンシ

ヤルディスプレイを行ったところ、 BRによって

mRNAの蓄積量の減少するcDNA断片 (BRD6)が得ら

れた。この断片の塩基配列を決定し、推定アミノ酸

配列のホモロジー検索をした結果、植物および微生

物由来の ATP依存性phosphoenolpyruvate

carboxykinase (PEPCK)と高い相向性が見いだされ

た。また、この得られた断片をプロープとして、タ

イムコースでノザンプロット解析を行ったところ、

BR処理後3時間で減少の傾向が認められた。さらに、

インタクト植物、光従属栄養性の第養細施における

BRD6の局在性および挙動の解析結果についても報

告する。

B3a-14 
G-box機ABA応答性配列 (ABRE)とω，uplingelement 3 
(CE3)は塩基配列的にも、機能的にも等価である。

盤遁箆昼、浅回美穏子、服部東種(三重大・遺伝子実験絡設)

LEAと呼ばれる一連の mRNAおよびタンパク貨は、種子

形成後期にABAによって誘導される。転写因子VPlは、LEA

遺伝子や他の ABA誘導性遺伝子に種子特異性を付与する因

子であると考えられている。我々は、イネのLEA遺伝子の一

つOsem遺伝子のプロトプラストトランジェントアッセイに

よる 10伺-<lf'-fuctionタイプのシスエレメント解析から、その

転写開始点上流約・170bpの位置に存在する ABA応答性

MotifAとその下流のregionIがABAおよびVPlによる調節

両方に必要であることをこれまでに示してきた。

今回、ABAおよびVPlによる転写制御メカニズムをさらに

詳細に解析することを目的として、事量身lまOsem遺伝子の
ABAおよび VPlによる活性化に必要最小限の領域として、

MotifAおよびオオムギのHVA1遺伝子においてABREととも

にABA応答性に必要とされる配列 CE3を含む 55bpの配列

ABRC (ABA骨 sponse咽 mplex) を同定した。この 55bp

ABRC断片のlinker-醐 n解析の結果、Moti:仏の変異体(mutl)

およびCE3の変異体(mut4)において、ABAによる活性化が

極端に減少した。また、 VPlによる活性化も mutlで見られ

なくなり、 mut4においても mutlほどではないが、活性化が

低下した。さらに、 Mot品と CE3配列の相向性に着目し、

モチーフ交換実験を行った結果、この二つの配列は機能的に

も等価であることが明らかになった。
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Cla・01
雌蟻異例植物・アサのY染色何回乙おける領樹暢助慌Eレト

ロトランスポゾ〉々漕積

腫杢濫ご，福井希--.1鎌田1本佐郵忍備波大・生挽 1北
陸蹴・育種正明

異劉じした働絶体をもτ雄樹剰書偽のアサを材料に
用いて、樹主に関連した日仏置例の解析を行った.

貼目〉樹こより1日種臆乃任意のプライマー∞うち25種
鶏乙おいて、雌抑羽なく雄掬説的存在する反)()-1500
b:lの日岨修肘カ鴇られた与これらの日'lA1I1併をクロー

ニングし、ゲノミックサザンヲロッティングのプローブに

用いたところ、 8本の臼叫AII1肘?とおい司;t.雌候共遁の

バンドに加え、雄徐に特需ゆ注バンド測制された与この

うち729b:lの臼仏師寺市主締法闘病3動Eシグナルが
検出され A品OClと命名した.狗こアザ呪滞島噸回庖から
得た中期抱体制こ対し、組OClをプローブに用いて
m-I(ft沼田analn sftu hYD也曲vを行ったところ、
Y染色体力長崎末端部耳扇献活齢Eシグナ)1ぬ~1対検出さ
れた。さらに胤OClとTAIL陀 Rによって得られたそ
倒居酒伊庭脚マ』ところ、多くの生教帽のレトロトラン

スポゾンにコードされてl!~る獅揮酵素と高川嗣働tあ
ったh これら¢縦操はレトロトランスボゾン¢種明治唯

染副本構襲と異型似3恥っていることを頑唆し刀渇.

Cla・02
多幹性アカシアに存在するレトロトランスポゾン様配列
盤山連王、日尾野隆{王子製紙・蘇林資源研)

林木育種において対象形質の一つである幹形質について
は、通直性の高いものが隻まれる。当社は 1993年より海外
においてユーカリ、アカシア等の然裕早生樹の植林を積極的
に進めているが、特にAcacia属では幹の形状が通直である
ものが少なく、級元から分校したものが多く箆められる。
我hは、 DNAマーカーを用いて幹形賓の優れた個体を判定す
る方法の擁立を目指した解析を進めている。今回、ベトナム
試験植林地において遺銭されたACBciBBuricu1ifoZ71isの通
直個体群、および多勝性個体を材料に用いて解析を行った。
通直個体群、多幹性個体から DNAを抽出し、 RAPD法にて解析
を行った。 ωo個のランダムプライマーを用いて、 i量直信体
および多事宇佐個体を織}jIJ可能な多型パンドを 28個得た。こ
れらについて釘S化するために各多型バンドの纏基配列を決
定したところ、 一つの多型バンドにおいて約800bpのORF領
緩を見いだした。このバンドの近傍を解析するため、
A.BuriculifoZ71isゲノムライブラリー&スクりーニングし、
約17kbpのインサートを有するゲノムクローンが得られた。
先に見いだされた蜘bpのORF領域を含む4kbpのXbaIフラ
グメントの土復基配列を決定し、ホモロジー検索を行った結果、
既報のレトロトランスポゾン配列と高い相向性が認められ
た。現在、得られたアカシア内在性のレトロトランスポゾン
織配列について、時期および組織特異的発現レベルでの解析
を行っている。
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Cla-03 
ニンジンにおける transposableele・ent Tdc 
の構造とその発現

伊護佳央、 ErlcDavles
1
、

小関 良宏(農工大・工・生命、 lNCSU)

En/Sp.型である転移因子 Tdcはニンジンにおい

て 20コピー以上存在している。その中の 1つであ

る全長 5.3kbの Tdc1においては 1.56kbと

0.3 kbの ORFが見い出されている。この Tdcl・ORF

の直前には CAAT-boxおよび TATA-boxを含むプロ

モータ一様配列が存在するが、 translentassayに

より調べたところでは、この部分のプロモーターと

しての活性は見い出されなかった。また、 4種類の

培養細胞および 4種類の植物個体について ORFを

プロープとした Northern解析において、約2.5 kb 

から約 5.5kbの長さの異なる転写産物が少なくと

も 5種類見い出された。そこで cDNAライブラリー

からこれら ORFを含むクローンをスクリーニングし、

それらの塩基配列を決定したところ、これらに対す

る転写産物が少なくとも 2種類以上の Tdcコピー
から転写おり、それらが転移に関わるタンパク質を

コードしていることが考えられた。

Cla・04
TiプラスミドpTi・SAK四Aの鍵造(9):後合遺伝子領織及び近

傍の舗這の特徴

.地鍵杉，康郎高行，太閤伸之，鈴木克.，舗・明禽田和夫

(広島大・理・生物科学北海道鹿鎌髭験渇}

TiプラスミドI:T-DNA， Virulencei・伝 (Vir)の他に儀会遺伝
子‘オパイン分解系遺伝子司事をもっzα>Kbを鍾える巨大プラ
スミドであり、Tiプラスミドの成立造化の過程には後合伝達fJt

重要な役"を県たしていると予怨される.a~1主、Tiプラスミ
ドの未解明・能の録集とプラスミドの成立鼠濠進化に興味をも

ちノパリン型プラスミドpTトSAKURAの金也事E配列を決定し

た.プラスミドの再・..を含む道化に重袈な役Mを県たすと.
えられる鎗合伝量I~院のうちtrb遺伝子様の特司障については防年

度本大会で緩告した.鎗合伝達に必Eなもう一つの節位tra遺
伝子"の傭遣とその周辺領織の特・について今闘鰻告する.全

てのtra遺伝子はオクトピン型、ノパリンヨEともに関じ順序で
配置していることが分かった.しかし各町討・伝子のプラスミ

ド聞のホモロジーの程度は99%-599‘と・しく異なり、いく
つかのincタイプのプラスミドと*モロジーがあり異なる包2置

をもっ可儀伎が者えられる.

Uヨ.緩左側近傍にはリゾピウムの共生プラスミドの遺伝子

やシュードモナスの遺伝子とホモロジーを示す遺伝子が検出さ

れた.これらの・鍵についても..を行いたい.



Cla-05 
TiプラスミドpTi-SAKURAIの相随(10) : virulen鴎遺伝子畿

の左右瞬後織の術進

廠節高行、量豊田久'量、鐙盆車慮、.治.4季、大田伸之、奮闘和
夫〈広島大・理・生物事等学}

4援のクラウンゴールから分自EされたアグロバクテリアのTiプラ
スミドpTi-SAKURAのvirulenceil伝子欝の特徴については防年

度本大会で繍告した.しかし、アグロバクテリアのTiプラスミ

ドのVir(virul開 ce)遺伝子"とT-DNAについては、.能的

な貧.性からこれまでに複散のプラスミドで総遣決定がされて

いるが、 V同I伝子"とT-DNAの聞の綴織については全く
未決定の状・であった.Vi喧伝子事事からみて右側院第織にあ

たるこの領緩およびV耐遺伝子震とアグロシノピン資化遺伝子

孫との周(左偏隣鎗紛の組事配列をもとに遺伝子を錐定した

ので績告する.

pTi-SAKURAのvi正遺伝子下涜からT-DNAのレフトボーダー

(LD)の聞にはホモロジー後象やGene陶t1c分析等により

ORFを予測した.その内の1つは匂誠遺伝子が・遺伝子化して
いることがわかった.*Tiプラスミドにはむヨ遺伝子震が測の

位債におるので、この鎗.，tTiプラスミドの成立についての研

究の糸口になると期待される.一方、 virA遺伝子の上流には

ロs遺伝子とpir唱伝子司事が存在していた.これらはアグロバク

テリアの荷主舗物織を広げるのに役立つていると考えられる.

Cla・06
雄性配偶体形成過程で発現する L1M8遺伝子と
相聞なシロイヌナズナの遺伝子の単敵と解析

上腹洋敬、高瀬尚文、平爆和之、繍図康緩

{奈良先鎗大・バイオサイエンス)

我々は雄性配偶体形成に関与する遺伝子の探索
を試み、これまでにテッポウユリからサブトラク

ト法を用いて 18種類の L1M (!:.ily messages 
Induced at塑eiosis)遺伝子の cDNAを単敵してい
る。高等植物のアミノ酸紛送担体訴と一次摘進が
類似するLlM8蛋白貨について、抗LlM8抗体を作
成して蛋白質レベルで解析を行ったところ 、LlM8
1草花粉愈細胞で縫合期から四分子湖にかけて発現
することが明らかになり、細胞内所在についても

細胞鐙と筒合している可能性が示暗された。更に
LlM8の縫能および雄性配備体形成過程における役
割に関する新たな知見を得るために、分子i宣伝学
的解析を行うことを目的としてシロイヌナズナか
ら L1M8相同遺伝子の単般を試みた。シロイヌナ
ズナの花芽より調製した cDNAライブラリーから
L1M8遺伝子と類似性の高いクローンが得られ、更
にゲノミックライブラリーからこれと対応する遺
伝子が単敵された。現在、転写産物の蓄積パター
ンの調査と銑LlM8量白貨統体を用いた解析を行
っており 、これらの結果も含めて考察する。
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Cla・07
テッポウユリの減数分裂時期に発現が爵導される

L 1M 1 0、L1M 1 8遺伝子のプロモーター解析
量且盈蛙、.瀬尚文、平塚和之、稲田康雄
(奈良先鎗大・バイオサイエンス)

テッポウユリ (L;liumlongiflorum)の花粉母細胞
特異的に発現するcDNAクローン、 L1M10、L1M18
は、その遺伝子産物の推定されるアミノ酸配列から、

それぞれ低分子HSP、HSP70機量白質をコードす
ると考えられている。我々は、高等摘物における滅

数分裂特異的遺伝子の発現調節横綱略を調べる目的で、

inverse PCR法、 vectorette法によりテッポウユリの
ゲノムDNAから、 L1M10とL1M18の5' 上流域それ
ぞれ1.3kb、1.7kbを含むDNA断片の単離を行った。
これら2つのクローンの上流域には、 TATAポyクス、
および光や植物ホルモンなどに応答する様々な誘導

性遺伝子のシス配列として働く CACGTG配列が存
在した。しかし、熱誘導性のHsp遺伝子のプロモー
ターに存在するヒートショックエレメントは見出さ

れなかった。

現在、単躍したDNA断片の下流にルシフエラー
ゼ遺伝子を連結したプラスミドを、テッポウユリの

葉、花粉母細胞にparticlebombardment法を用いて
導入し、各遺伝子の転写調節機織についての検討を

行っている。

Cla-08 
ユリの花紛形成過程で発現しているリボヌクレアーゼの

慣世とその後状について

高瀬尚文、平縁利之、沼田康鍾(奈良先鑓大・バイオ)

iEf9形成過程には、染色体遺動、遺伝子発現や遺伝的網漁

え反応といった染色体のダイナミックな変化に加えて、減数

分裂のステージの遂行に伴う刷A、剛A、量白貨の合成活性の

変動や量的変動が見られる。例えば、減量量分裂に入ると 、

剛A命側A)の細胞内灘度は減少傾向を示し、減数分裂終了

fllこは体細胞レベルに国腹する。また、減数分裂の進行に伴っ

て奮積された減数分喜連特異的な転写産物が成熟花紛では検出

限界以下となることが明らかとなっている。こうした花粉形

成の進行に伴う剛A句側臥)レベルの隻動に、ある種の剛A分

解タンパクfI関与しているものと予想されているが、その詳

細u明らかとなっていない。今回、活性染色法を用いて、花
粉形成過程で発現しているリボヌクレアーゼを同定し、その

性状を調べた。その結果、減数分裂期の花粉母細胞から鋼製

した細胞鍋出物中に3種類のリボヌクレアーゼ(t2K~ase 

23K剛ase、お1(ss凶ase)を同定した。特に、忽K剛aseli波

数分裂の進行に伴う活性変動を示したことから、減数分製の

剛 f舗において量要な役割を担っていることが予想された。



Cla-09 
Laser Pressuer Catapulting法による館経異様植物

Silene latifoliaの花紛単麗と花粉1個の雌雄判定

盤丞垂is.、河野貨行、黒岩常縛(東大大学競・理・生物科学}

議々はuvやIRレーザービームを顕微鏡中に灘入し、綱取1
個、染色体1本、さらにはオルガネラ1個をマイクロダイセク

ションや光ピンセットで解析する低みを行ってきた.この「顕

微録作分子生物学Jをさらに発展させるためには、微細加工し

た鉱料の敏速回収法の開発が必須である.その一つの方法とし

て光圧力を用いた!"asereressuer Catapulting (LPC)法を報

告する.まず猷料を超薄フィルム上に展開し、回収したい鼠料

の周辺フィルムをwレーザービームで昇葦する.切除された微
小フィルムをwレーザービームの光Eカで上方に打ち上げ、回
収用カバーガラスに鋪錠させる.この印C法は従来のマイクロ

ピペット法に比べ、録作をコンビューターモニター上で行える

ことから一度に梅数の鼠料を容易かつ敏速に回収できる.

この印C法を用いて雌緩異線積物Silenelatifoliaの花粉を1

個ずつ回収し、 PCRによる解析を行った.∞P-PCRを用いて

プライマーのターゲット配列を制帽させた後、 nestedPCRを行

うことでsingle-copy遺伝子のSTSを花紛1健から倹出できた.
さらに厳特異的STSプライマーを用いることで、花粉ー舗の鍵

緩判定を行った.このIOsinglepollen typinglOは性染色体特異

的配列の検定やハプロイドゲノム中における遺伝子のコピー数

確毘にも応用可能と考えられる.

Cla-l0 
Plumb.司goauricuJataの精細胞形成過程におけるオルガネ
ラの局在様式とその制御機構
査車却亙王，永田典子，酒井教，黒岩晴子黒岩常祥
(東京大・理・生物科学共立女子短大・文科)

Plumbago組 dωlata (イソマツ科)の花粉内の二個の
精細胞は，中に含まれる色素体とミトコンドリアの量比
が著しく異なるため明瞭に区別できる.そこで，減数分
裂以降の精細胞形成過程における両オルガネラの局在・
分配線式を調べたところ，特徴的な局在を示すステージ
が三つあることがわかった. 1)小胞子では，色素体は細
胞核の周辺に集合し，ミトコンドリアは細胞質中に分散
する.2)中期雄原細胞内では.色素体が栄養核側に集ま
る.3)後期雄原細胞内では，栄養核から遠い方の極に色
素体が，反対側の栄養核に近い方の極にミトコンドリア
が集合する.そのまま分裂が起こって異なる二個の精細
胞が形成される. 1)-3)のようなオルガネラの挙動を撹
乱する阻害剤を検討したところ，微小管破.弗lである
amiprophosmethyl (A剛)処理が，小胞子内の色素体を
分散させることがわかった.しかし A聞は，後期雄原
細胞のオルガネラの局在様式には影響を与えなかった.
以上の結果は，花粉形成過程で色素体とミトコンドリア
の挙動はそれぞれ独立に制御され，花粉成熟の進行につ
れオルガネラの挙動の制御機構が変換する可能性を示唆
する.現在，阻害剤処理の前後における微小管のパター
ンを間接蛍光抗体法を用いて解析中で，オルガネラの局
在様式と細胞骨格系の関連について併せて考察したい.

107 

Clp・01
ニンジン体鰻胞経形成の初期過程の細胞内変化

皇室エ塁、保田浩人増田宏志(稽畜大.生物資源科
学 2岩手連大，良〉

再生したニンジン植物体を、2，4-Dで短時関処理した後、

2，4-DのないIS:情地で培養するとIf織の表皮細胞が分裂
して細胞塊が形成され、次いで匪に分化して行く。この体
細胞匪形成の最も初期の過程において細胞内の変化を
TEIで観察した。分裂前の表皮細胞では、液胞の占める比
率が著しく高い。それが2，4-Dの影響を受It表皮細胞が分
裂し、細胞塊が形成されるに従い、被胞が小さくなる傾向
にある。この過程で細胞質の占める比率が相対的に大き
くなる。同時に各種オルガネラも著し〈増大し、桜も大き
くなる傾向にある。さらに、2，4-峨邸璽をしない細胞、細胞
塊および球状Ifの三段階のものをプロトプラスト調聾酵

素で処理する方法で桜を調整した。これらの調整した被
のDNAのDNaseIに対する感受性を検討した。その結果、球
状Ifで最も感受性が高く次いでIf輔、細胞塊の顕であっ
た。

Clp・02
ニンジン(助ucuscarota L.)の全能性発現にともなう
カルモジュリン結合蛋白質の変動
E誼盤孟p 大浦千春， Annick GRAZIANA'， Benoit 
RANTY'， Martineα-lARPENTEAU'， Raou1 RANJEVA'; 
(筑波大・農林， 'PhysioI.Vegetale，Univ.Paul saba批r，
31062 T，佃louse)

ニンジン(品開IScarola L.)細胞の不定匪形成に
ともなうカルモジュリン結合蛋白質(白M-bp)の変動
を追った。 2，4・Dを含む培地中で芽生えの下匪軸から
培養細胞を誘導した。継代培養されている細胞を
2，4・Dを含まない培地に移植することで不定匪形成を
行なわせた。白M・bplまピオチン標識したカルモジュ
リンをプロープとして検出した。
培養される前の匪軸ではl種のCaM-bpが検出
されたが、 2，4・Dを含む培地で24時間培養した匪軸か
らはさらにもう 1種の白M-bpが検出された。2，4-0
を含む培地で継代されている細胞からは後者が主要
な白M-bpとして検出されたが培養官官の匹紬に存在
していた白M・bpは検出されなかった。不定匪形成
の過程では白M-bpのレベルはきわめて低くなった。
顕微鏡観察の結果、 2，4・Dを含む培地で増殖だけ

を行なっている細胞では白M-bpは液胞を除いて細
施内全体に分布していた。球状匪になる直前の細胞
塊では一部分の細胞にだけ白M-bpが観察された。
それらの細胞や球状匪の細胞では白M-bpはt案内、
特に仁の表面に局在することが明らかになった。



Clp・03
形質転換培養細胞を用いたC-ABI3の織能解析
塩E皇、 EunChang-Ho、鎌田博
(筑波大・生物)

種子における乾燥耐性獲得にはアプシジン酪
(ABA)が闘与していることが知られているが、
種子匪のモデル系と考えられる不定匪は乾燥耐
性を欠いている.この原因として、不定匪が
ABAを合成しないことが考えられる.そこでニ
ンジン不定匪をABAで処理したところ、乾燥耐
性を鶴導できることが確毘された.一般的に種
子におけるABAの情報伝達にはVPl/ ABI3因
子が関与することが知られており、ニンジンに
おいてもこれらと類似の遺伝子(C-ABI3)をク
ローニングすることに成功した.このC-ABI3
の機能解析を行うため、 C-ABI3を異所的に発
現させた形質転換Non-embryogenic Cells 
(NC)を作成した.この形質転換NCをABAで処
理したところ‘弱いながらも乾燥耐性が確隠さ
れた.また、 ABA処理した不定匪から単障され
た散種のABA醗導型遺伝子の発現も確寵され
た.これらのことから、ニンジン不定匪におい
てもC-ABI3がいくつかのABA醗導型遺伝子の
発現を介して、 ABA鶴海性の乾燥耐性獲得に関
与することが示駿された.

Clp-04 
平ltlll!..に~吋る寧メオボックス遺伝子の担割

量主主....幽村16'..回"U('東京大・ヨ・舗働個.'.京大腿・理・生物
科学}

私たちはニンジン不lI!lII!..自分子.織的解明にむ吋て.エンジン.，，，，オボッ

クス遺伝子 CHBJ・CHB4~ .. 置し.その勇現鰐衡を行ラτ曾た.こ骨うち

CHBJI:孟心・.III!....震で、書Dt細鰭の卦・・aに舞現して匁り.CHB2
は4・重慶由ステージでー通網にその発現が上昇するととがわかっτいる.そこ

でこれら CHBJJtぴ CHB2砲事定III!..における.曹を鱒衝するために.

CaMV36Sプロモーターの下積にこれら骨cDNAをセンス畠よぴアンチセンス

方向につZ注いでエンジン鹿舗に噂入し.そこから不定.~..ーした.そしτ.

CHBJおよびCH.且Sの過鱒...縄現備制によるm・..へ咽・・e・べた.
その鏑畢.CHBJを通則に.現する穆質‘姐エンジン幼纏怖で陪.子毒剤巨大

になったり.香子書になるも砲が曇〈見られ止.ー方.CHBJ目提現華街制す

るような'置伝鎗体では..質転a障が少憶しか得られなかった.また CHB2
を過剣晃現した穆寅‘・体ではs・申且られなかったが.CHB2骨量現寄抑制
した穆置伝銚体で陰、その聾生えのE・時停畳が司E書された.

さらにこれらの・慣伝..を用いて、平定..威初期温担に畠貯る CHBJ.

CHB2骨慢"を侮訴することにした.穆慣伝畠体面'生え申匪.~~ルD で姐

時開処置することにより二次平定笹豊前鳴し.こ回二次不定医師初期売生に財す

るCHB蹟伝子発賓の抑制畠よt.Cti泊町..についτ厩べた.その舗畢.CHBJ 
を7ンテセン見方向に.入した穆買伝.停からのこま不定匪形成は曹し〈阻書

され.来世化なカルスが..寵された.こ町舗畢から CHBJが不定笹....由

keyr.....となっていることが明らかになヲ1t.またCH，胞を7ンチセンス方

向に噂入した'貿‘.樟からの二次不定Eは..核軍臥障への宛遣が直書された.

この鎗畢により.CHB2が軍事状.から心・・.への宛遣に強〈関わっτいるこ

とが量された.
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Clp・05
イネホメオボックス遺伝子OSH15の劣性突然変
異の単離と解析

佐醸 豊 1、千徳直樹 1、三浦由雄 1、北野英
e 2， itia洋彦 3、松岡 信 1 (1名大・生物分
子応答研究セ、 Z名大..、 3農水省・生物研)

ホメオボックス遺伝子は、ホメオドメインと
呼ばれる DNA結合領域を持つ転写因子で、動物
において形態形成や細胞分化に重要な役割を果
たしている。近年、織物からもホメオボックス
遺伝子が数多く単磁されており、形態形成との
関わりが注目されている。今回、私たちはレト
ロトランスポゾンTos17を利用したタギング法
によりイネホメオボックス遺伝子OSH15の劣性
突然変異体を単厳した。この変異体が示す喪現
型と OSH15:遺伝子のマップポジションからさら
に三つの独立の欠失突然変異体を同定した。こ
れらのOSH15遺伝子座における劣性突然変異体
はすべてd6型と呼ばれる異常な節間伸長パター
ンを示した。
変異体の節聞において組織学的な解析を行っ
たところ、これらの節聞では、表皮細胞の形態
および小維管束の走行に異常が見られた。また、
表皮の内側に存在する皮膚繊維組織の分化が見
られなかった。本発事実では、以上の結果より
OSH15の形態形成における機能について考察す
る。

Clp-06 
休眠肢芽に特異的に発現するAD1の組織内発現様式
の解析
E虫査.森仁志(名大院・生命農学・生化学制御)

頂芽使勢はよく知られている現象であるが、その
分子機構はほとんど明らかにされていない。我々は
休眠肢芽に特異的に発現する遺伝子に注目し、 AD1
と名付けた遺伝子を単荷量し、解析を行っている。
ADlのmRNAは約530塩基からなり、 87アミノ酸
残基をコードし、その翻訳産物の相対質量は8.9kDa
であった。 N末端領域はグリシン(45残基}に富んで
いるが、既知のタンパク質に類似しているものはな
い。 mRNA、タンパク質共に休眠般芽に特異的に発
現し、他の器官では発現していない。また、頂芽の
切徐により、その発現はすみやかに減少する。
今回は、 ADlの休眠肢芽組織内における局在性を
解析したo in situ hvbridizationからADlのmRNAは
休眠肢芽の茎、茎頂、業原基、前形成層の一部に発
現していた。更にADlの特異抗体を用いてタンパク
質の局在性を調べたところ、 AD1タンパク質は休眠
肢芽の茎頂、葉原基、前形成層などに局在していた乞
つまり、頂芽を切除して休眠を解除すると、最初に
分裂や伸長を開始する細胞群に局在していると考え
られる。また、頂芽の切除により、このタンパク質
は肢芽の茎の基部から茎頂に向かつて徐々に消失し
ていった。これらのことから、 AD1が細胞の分裂や
伸長などの抑制に関与していることが示唆された。



C1p・07
アラスカエンドウの肢芽における箔抑制遺伝子

(Rb)の発現解析
室主隼豆、森仁志(名大院・生命農・生化学制御)

頂芽の切除により、休眠般芽は細胞分裂、細胞伸

長を開始する。我々は、舷芽の細胞周期調節機織を

解析することにより、頂苦手優勢の分子繊構を明らか

にしたいと考えている。既に、休眠中の肢芽細砲は

細胞周期がG1期で抑制されていること、 PCNAと
cyclinDとが休眠中の肢芽で特異的に相互作用をす

ることを明らかにしたのさらに、別の細胞周期制御

遺伝子に関して解析を行うことは、隊芽の細胞間期

調節縫樋を解析するために不可欠であるのそこ-c、

動物において、 G1剣に癒抑制遺伝子として機能す
ることが知られているRb遺伝子に着目したの我々
は、 Rb類似遺伝子 (PsRb1)のcDNAをアラスカエ
ンドウより単離し、その泡基配列を決定したのその

結果、 Rbファミリーに共通のアミノ酸配列が保存
されていることが分かったの PsRb1のmRNAは、休
眠友ぴ、成長肢芽において検出され、頂芽切除後、

15時間後に最大量に遣したのこれらの結果を基に、

肢芽細胞が動物で示されているような細胞周期制御

機構によって休眠している可能性を考察するの

C1p・08
ペルオキシダーゼ遺伝子導入による交維ヤマナラシの

成長促進

盟旦旦蓋，鉛永悦子，吉岡和哉¥新名惇彦
海老沼宏安(日;本製紙・中央研奈良先端科学設術大

学院大学・バイオサイエンス)

高等植物には多くのペルオキシダーゼ(PRX)アイソザ
イムが存在し，その生理学的機能は多岐にわたっている.
これまでに，西洋ワサビのprzCla遺伝子をタバコ・シ

ロイヌナズナで高発現させると，成長が促進されること

を示した.今回，このprzClacDNAをCaMV35Sプロモ
ーターの制御下にセンス方向に連結した融合遺伝子を
構築した.この自民合遺伝子を交雑ヤマナラシ(Populus
sieboldij x P. grandidentata )に導入し，カナマイシ
ン耐性の形質転換体を約50個体作成した. 得られた形
質転換体の業からグノム DNAを抽出し，PCR法によって
導入遺伝子の存在を確認した. まず，形質転換体と野
生型との成長を試験管苗を用いて比較した結果，形質転
換体の平均背丈は野生型と比較して 17%大きくなってい
た. 導入したprxCla遺伝子の発現量は，成長の早い形
質転換体で多かった.また，温室での成長試験でも約
30%のバイオマス量の湘加が見られた.
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C1p・09
アサガオ花成誘導直後の芽に発現する遺伝子の解析

山王一豊阜、竹業剛
(京都府立大学・人間環境・応用生物)

短日植物であるアサガオは、ただ一回の短日処

理に感応して花芽をつけるので、成長点での遺伝子

発現の変化を時間の単位で追跡できるよい材料であ

る。短日処理後48時間目の成長点のcDNAライプ

ラリーを作製し、短目処理した芽と連続光下におい

た芽とから得られた n浪NAを用いて、 differen伽l

hybridiz油00を行った。その結果、花芽形成時にのみ

発現するクローンを5偲単離した。得られたクロー

ンについて塩基配列を決定し、既知の遺伝子とのホ

モロジー検索を行ったが、相向性の高いものは見ら

れなかった。短日処理後24時間目の花芽から得た

mRNAを鋳型にRT-PCRを行ったところ、DNA断片

の増幅が見られ、短日処理後24時間目にすでに発

現していることが明らかになった。さらに空間的、

時間的発現様式を明らかにするために血 siω

hybridiza泊00を行った。

C1p・10
花成時期遺伝子FTはTFL1ホモログである
企蛙丞土、賀屋秀隆、荒木崇、岩測雅樹

(京都大・理・植物)

我々は栄養生長から生殖成長への切り替え、すな

わち花成がどのような遺伝子によって制御されてい

るのかを知る目的で、シロイヌナズナの突然変異体

を用いた研究を行っている。花成時期遺伝子は、そ

の機能欠婦により花成の遅延または早化を引き起こ

すが、我々は特にそのうちのひとつFTに注目して

解析を進めている。

これまでにT-DNA挿入変異繰のひとつがFTを欠
失していること(賀屋ら)を確認し、 FTを同定し

た。既知の3つのアレJl，ft・1，(t-2，ft-3及び新規に単離
したか4，ft-5，ft・6すべてにおいて点突然変異があるこ

とを見いだしている。

FTI草、花序分裂組織の維持に関わると考えられ

ているTFL1とアミノ酸レベルで57%の絹向性を有
していた。また、我々が新たに単離したTSF(IWIN

皇ISTEROFE.ηとは、アミノ酸レベルで82%の相
向性を有していた。



Clp-ll 
アサガオの茎頂における花芽誘導特異的遺伝子

の cDNAクローニング
車畳差輩、古本強、畑信吾、篠崎正輝、泉井桂(京都大
院・a.植物生理)

アサガオ(P.加rbi，出 nilChoisy， cv. Violet)は、敏感な

短日植物であり、芽生えの段階でも一回の短目処理に
よって花芽を誘導できる.短目を感受するのは薬であ

り、葉で生産された花芽誘導刺激は、茎頂の生長点に達

して花芽を分化させると考えられている.我々は、この

とき生長点で起こる変化に興味を持ち、生長J点における

花芽誘導の分子機構を解明する目的で、 differential

screening法により、花芽誘導刺激が到達したアサガオ

の茎頂で特異的に発現する mRNAの検出を行った.

アサガオは連続光下で生育させ、発芽後3日目に16 
時間の暗処理(花芽誘導条件)または8時間の晴処理
(花芽非誘導条件}をかけ、再び連続光下に戻してから

30時間後に茎頂を採取した.これらの材料から抽出し
たmRNAをプローブとして花芽誘導条件の茎頂から作

成したcDNAライブラリーの2万クローンをスクリー

ニングしたところ、 1 0個の花芽誘導条件で発現量が糟
加する cDNAクローンと 14個の花芽誘導条件で発現

量が減少する cDNAクローンが得られた.現在、これ

らの溢基配列と発現緩式にフいて解析を進めている.

Clp-12 
花成に及lます織の彫響
本益盤~1、荒木崇Z、中村研三1 ，3 (1基生研・発生生物、 2京
大・理・植物、 3名大.a・生化)

シロイヌナズナでは「衝は花成に対して促進的に関わる」
との指摘がいくつかの総説でなされてきたが、実際ぞれを支
持するデータは少ない。燈近Martioez-Zapat町らが「一郎の花
成遅延変異体などで織地中の績で花成遅延が軽減される。」

と記述した(FNL24， Nov， 199ら実際、 co，fd，舟a，{t，か叫がを
1%ショ自由入りの均草地で生育させると、土裁第に比叩とか帽
を除き、花成遅延が顕著に軽減され野生型に近い表現型を示
した。従って、これらの変異体では栄養分裂組織から花序分
裂組織への転換が績によって促進されたと考えられるが、
CoIとl.oの野生型では0%と1%ショ績繕勉で生育させても花
成への絡の彫響は殆ど見られない.一方、 in vj，向指養した
Col， Ws， Lerの野生型値物体では少なくとも長日下で培地の
シヨ鰭温度上昇に伴いロゼツト業数が相加し花成が遅延したe
シヨ積以外にもグルコース、フルクトースは同援の効果を示
し、代謝されないグルコースアナログをショ織の他に加えて
も効果はなかったことから、僚の代謝効果の彫響であると推
定される。 co，μ戸a，ft，fi・叫 giでも同機の花成遅延が見られ
た。事官誘導性遺伝子であるβアミラーゼ遺伝子の発現にトラ
ンスに働〈変異により、 invitro培養組物体の葉でβアミラー
ゼ遺伝子が恒常的に高い発現レベルを示す変異繰肋all立、長
日・短目、土裁培、ショ事官繕地のいずれの条件下でも野生型
より少ないロゼット量産をつけて花成した。これらの、花成に
績シグナリングが関与することをより強〈示す新しい知見を
もとに、本発表では花成における糖の役割について考察する。
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Clp・13
花粉管伸長に関わるヱキソグルカナーゼ

李ー動、小竹敏久、盤走車単(広島大・総科)

テッポウユリの花粉管伸長は、ヱキソグルカナーゼ

阻害1純であるノジリマイシン (3uM)、グルコノラ

クトンにより 1分で抑制された。演者らは花粉管の

伸畏に関与すると思われるグルカナーゼを細胞壁よ

り織製し同定した。花粉管のエキソグルカナーゼは

分子量が約74kD、最適pH5.5で、オオムギ芽生え

のエキソグルカナーゼと良く似た性質(66kD， pH 

5.0)を示した。また、 s-1，3・グルカンであるラミナ

リンを良〈分解した。花粉管の細胞壁ヘミセルロー

ス画分をメチル化分析したところ、このグルカナー

ゼの基質と思われるP・1，3・グルカンカT検出された。
従って、花粉管の伸長には、このエキソグルカナー

ゼによるP・1，3・グルカンの分解が関与すると予想さ
れる。

Clp・14
ダイコンにおいて自家不和合性を打破するC02 
誘導遺伝子の遺伝学的および分子生物学的解析

壷金一」盤，松浦誠司((株)ト紗)

アブラナ科植物の自家不和合性は複対立遺伝子

から成る S遺伝子座に支配されるとともに，CO. 

処理により打破される (Nak組 ishi叩 dHinata 

1973) .我々は S対立遺伝子と CO.処理による打

破との関係およびその遺伝様式を調査するため，

以下の実験を行った.S対立遺伝子とCO.処理に
よる自家不和合性打破程度が分離するF.集団を
育成し解析したところ， 3種のS遺伝子型間 (S"， 

SぺS..) の自家不和合性打破程度に有意な差は
認められなかった.またその分離比は3(打破さ

れない) : 1 (打破される)の比に良く適合した.

以上の結果から， CO.処理による自家不和合性打

破はS遺伝子座とは独立した劣性の一遺伝子に支

配されていることが示唆された.

現在我々はディファレンシャルディスプレー法

を用いて，この遺伝子の単般を目指している.



Clp-15 
シロイヌナズナを用いた種子発芽の研究
ヰ屋雄二盟、南原英司、内藤哲(北大・農・応用

生命科学)

我々は種子発芽という現象を、遺伝子発現の変

化という観点から理解する事を目的として研究を

進めている。休眠中の種子は生理的に不活性な状

態で、多くの遺伝子は抑制を受けていると考えら

れる。一方、発芽時にはそういった遺伝子は活性

化され、成長を始めるものと考えられる。このこ

とを検証するため、本研究では、まず吸水後1日目
の種子cDNAライブラリーより発芽時にmRNAの蓄
積が増加する遺伝子のcDNAクローンを21個単離し、
これらの遺伝子の発芽時におけるmRNAの蓄積パ
ターンの変化を調べた。種子形成後期に欠損を示

す突然変異株であるabi.諜然変異株とfus3突然変異
株乾燥種子においてこれらの遺伝子のmRNAの蓄
積を調べたところ、多くの遺伝子についてabi.漠然
変異株で蓄積レベルが増加する傾向が見られた。
これらのことから、休眠時における抑制系の中で

ABl措伝子の果たす役割は比較的大きなものであ
ると考えられた。

Clp-16 
コムギHJFチアミン鎗会タンパク質の..と性質

星基盤.漉辺JU車、吉田盛和久光*俊郎{近・大.a・食
栄、 1現・鍍・大・エ・生命工学}

多〈の植物種子中においてテアミン鎗合タンパク貧σBP)の

存在が.められている.これまでにイネ歴書事、ゴマ種子、ソ

パ温子からTBPが滞緩され、その性質が倹討された.その結

果、舗物種子市Pには纏物一般に普遍的な性質と・働組に特

集約な性質があると考えられる.そこで、イネ科書直物である

コムギのHJFからTBPを舗慢し、その色貨を鯛ぺ‘既知のイ

ネゴマ、ソパのTBPと比叡することにより、M"a子市P
の特徴について倹射した.

コムギHJFTBPI孟比活性で23.4備に舗領され、収率I引 9"

であった.この..したサンプJJ，を用い脂性貨を鋼ぺた.分
子畳120k[泳サプユエット分子盆50kDaのニ.体であると

鎗定された.テアミンとの絡会の至適pHI孟8.0であり、チア

ミン.iI.章、類似体によるテアミンとの結合阻害lま受けなかっ

た.これらの佐賀はイネ底芽TBPと非常によ〈似ており、~

t 摘物.子TBPに普通的であると考えられる性質もそなえ
ていた.さらにアミノ霞組成、 TBPの局在盤、チアミンと

TBPの絡会鶴位について合わせて報告する.
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Clp-17 
イネグルテリン遺伝子プロモーター中のGCN4モチ

ーフに結合する蛋白質のcDNAクロ}ニングの試み

金主主弘，小野寺康之，鷲田治彦.呉伝銀，高岩文雄

(農水省・生物研)

イネ種子貯蔵蛋白質グルテリンをコードする遺伝

子は、匹割組織特異的発現を示す。これまでのシス

配列解析の結果から、本遺伝子の組織特異的発現に

は5'上流-197bpまで必要であることが明らかに

なっている。さらに、この領域中のGCN4，G-boxそ

してAACAの各モチーフの作用により組織特異的発

現が制御されている。

今回我々は、これらの内GCN4モチ}フに結合す

るbZIP様蛋白質のcDNA単調監を試みた。 トウモロコ

シのOpaque-2(02)のアミノ酸配列を参考に合成し

たDNAを用い、イネ種子由来のcDNAを鋳型にRT-

PCRを行ったところ、 02と相向性の高い新規の

cDNA断片が数種類増幅された。現在、それらにつ

いて解析しており、その結果を報告する予定である。

Clp-18 
イネ・ GA応答性遺伝子のA/Tリッチプロモーター配列
に相互作用する低分子量DNA結合タンパク貨の解析

盤昼隼孟 (北海道大・地球環境科学・環境分子生物学)

イネ .m塑カルボキシベプチダーゼ (CPD3)遺伝子は
種子発芽時にジベレリン酸 (GA)による発現誘導を受け
るGA応答性遺伝子である。オート麦欄積層細胞を用いた
実験系により、 CPD3遺伝子のGA応答性プロモーター
領域は、 -180からー 140に存在するA/Tに富んだ
プロモーター配列であることが判明しており、この領繊の
DNA断片1;1:、オート愛糊紛層細胞より開差した核嫡出物
と相互作用して、高い易動度のゲルシフト像を示すことが
明らかになっている。
強陰イオン交換カラムを用いた核摘出物の爺分精製によ
り、オート麦核タンパク質1;1:、恒常的にプロモーター断片
と複合体を形成する画分と、 GAに依存して複合体形成量
を著しく増大させる画分に分隊された。更に、サウスウエ
スターン法を用いた解析により、 CPD3遺伝子の転写制
御因子の候補としてオート麦のA/T配列結合タンパク貨
であるPF-l、トウモロコシなどで同定された新規Zn
フィンガータンパク質であるDofファミリ一様タンパク
賀などが同定された。現在、これらのDNA結合タンパク
質群のCPD3遺伝子の転写活性化への関与や、発芽種子
における糊粉層細胞内での挙動を解析している。



C2a・01
高温に応答した種子内アプシジン酸合成の促進によ
る冬植物の発芽時期預節繊構

主圃盆ム，及川志保，遠藤貴司，佐藤茂，羽柴鱒
良(東北大・長・環境適応)

種子の発芽は，マクロ環境要因として，気温の季
節変化に応答して起こる.われわれは，冬纏物種子
発芽の温度反応機構を生態生理的に解析した.
生態的解析;冬植物であるミドリハコベの種子は
春に形成・散布されて秋に発芽する.散布後，種子
の発芽可能温度は高温繊へ拡大したが，夏期間，土
犠温度は発芽可能温度域よりも5-10'C高く推移し
た.Flurldone (ABA.生合成阻害剤)添加は発芽可
能温度域を拡大した.秋には土壊温度域と発芽可能
温度績とが重なり， f1uridoneの発芽促進効果と
ABAの発芽抑制効果は低下した.
生理的解析;レタスをモデル植物として高温発芽
阻害の生理織構を調べた.発芽適温においてレタス
種子のA弘含量は速やかに低下したが，発射t阻害
される高温下では高いレベルに保たれた.高温下で
も， f1urldoneを添加すれば， ABA含量は低下し
た.レタスおよび広範な冬植物種子の高温下での発
芽率低下はflurldoneによって回復した.
以上の結果から、①高温に応答して種子内でA臥
合成が促進される、②冬継物はこの発芽抑制機構に
より夏期の発芽を回避していると考えられる.

C2a-02 
アラピドプシス黄化芽生えインベルターゼ遺伝

子のクローニング金湾昭彦 1、孟量一注目、

豊瑚知伸1，2、梁泳烈h神谷勇治2(1山形大学・
鹿・生物生産 2理研フロンティア)

私達はアラピドプシス (ArabidopsI8tahliana 
L.)茎部生長に興味をもち研究を進めているが，今

回は生長細胞のマーカー酵素としてのインベルター

ゼに注目し、RT-PCRによって同酵素遺伝子をクロ
ーニングしたので報告する.アラピドプシス貧化芽

生え匪軸より調整したcDNAを鋳型とし，数種類の

植物インペルターゼに保存されたアミノ酸配列に基

づき合成した結合プライマーを用いてPCRを行な
った.得られたクローンについてシークェンスを行

なった結果，これらクローンの推定アミノ酸配列が

トマトとニンジンの可溶性と不溶性の酸性インペル

ターゼおよびマングピーンの可溶性インベルターゼ

とに高いホモロジーが示された.これらをプローブ

としてノーザン・プロットを行ったところ 1つの

クローンについて吸水後 32時間目以降にシグナル
が検出され芽生え生長に伴って mRNA量が増加
するつことが観察された.また，他のクローンの発

現時期についても合わせ報告する予定である.
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C2a-03 
単細胞紅藻Cyanujωchyzonm=laeを用いたオルガネラの

分裂機構の細胞学的解析と、分裂に関わる装置の単調量。

宮城島進也，伊藤竜一.戸困恭子，高橋秀典，黒岩精子

黒岩常祥(東京大・院・理・生物J共立女子短大・文科)

業縁体、ミトコンドリア、マイクロボディーは、既存の

構造が分裂することによって増殖する。 また分裂中の業

縁体とミトコンドリアの分裂面に、それぞれリング状の構

造(葉緑体分裂リング、ミトコンドリア分裂リング)が存

在し、分裂をひきおこしていると考えられている (Kuroiwa

et al.1995)。
単細胞紅藻 Cyanicf国 chyms merolaeは業縁体、ミトコ

ンドリア、マイクロボディーを細胞内に一つずつもち、明

暗向調培養ができる。この系を用いて、業縁体分裂リング

とミトコンドリア分裂リングの構造、形成過程、収鎗過程

を詳細に観察し、葉緑体、ミトコンドリアの分裂様式を明

らかにした。 さらに、マイクロボディーを蛍光色素、

brilliant sulfoflavinにより特異的に染色する方法を開発し、

マイクロボディーの分裂を観察した。

分裂リングを含め、分裂に関わるタンパク質を同定する

ために、細胞を高度に同開培養し、分裂リ ングを保存した

形で分裂期の葉緑体を細胞から取り出すことに成功し、現

在その分画と、分裂期特異的に業縁体に存在するタンパク

質を探索している。

C2a-04 
色調障体の分裂装置における内観リングの進化的怠味
塁豊賞坐主宮被島進也、伊藤竜一、高原学{東大・院・理
学三歪科学)

色素体とミトコンドリア(オルガネラ)は強自のゲノム
を含み既存のオルガネラの分裂によって滑える。オノレガネ
ラDNAが独自の「核J(DNAとタンパク質の複合体)を
形成していることは、高分解自信蛍光顕微鏡法や抗 DNA抗
体を用いた免疫電子顕微鏡法によって、最近では容易に観
察されるようになった。その結果、色素体とミトコンドリ
アの分裂は二つの過程、 IIPちオルガネラの核分裂とオルガ
ネラの基質の分裂(オルガネロキネシス;プラスチドキネ
シスとミトコンドリオキネシス)、に分けて研究すること
が可能になった。 これまでオルガネラの湘殖に必須な分
裂装置は見つかっていなかった。1986年我々は単細胞
紅漢シアニジウム(Cyanidium caldarium)で初めて色素体の
分裂装置を発見し、色素体分裂リ ング (PDリング)と名
付けた。PDリングはオルガネラの外側、即ち細胞質に存
在していた。その後の研究によりこれは植物界に普通的に
存在していた。 1993年には、シアニジウムの仲間のシ
アニヂオスキゾン (cメmidiωchyzonmerolae)のミトコンド
リアに，PDリングに類似の分製装置を見いだし、ミトコ
ンドリア分裂リング (MDリング)と名付けた。従って真
核生物の細胞分製は3つのリング(収縮リ ング、PDリン
グ、 MDリング)によって遂行されていることが分らかと
なった。一方原核生物はFt s Zリングによって分裂が制
御されている。
本研究では、これまで履昧であったPDリングの内側の
リングの微細構造を述べるとともに、その進化的意味につ
いて考察する。



C2a・05

講演取消

C2a-06 
タバコRbの傷能解析
生鍾弘堂、関叡政実、村上浩子、新名僧彦{奈良先嶋大・パイ
オサイエンス}

動物、静母を用いた研究の進展により、真敏生物の細胞周期

制銅像情には共通のメカニズムが存在し、舗物でも革本的には

共通の機備によって制御されているという箆股が強くなって

きた.しかし、分化との関連で.も賃裏な制御ポイントである

G1期錫御に関する分野は、高等継物では多くの軍事Eな標値が
残されている.動物ではG1期にR点と呼ばれる制御点が存在
し、細胞周期の進行の有無を決定づけているo Rb はその中心
的な役割を果たしており、 6写因子であるE2F等と結合する
ことにより細胞周期の進行をR点の前で抑制しているが、サイ
クリン/サイクリン依存性キナーゼによるリン酸化によって不

活性化されると、 R点を通過してG1l1l1からS期へと進行する
ことが知られている.近年、トウモロコシより Rb額似遺伝子
(ZmRb1)が単.されたことを発絹に、舗物でもRbがG1期
制御に中心的に働くメカニズムが存在することが明らかにな
りつつある.

当研究室においてもタバコより Rb遺伝子 (NtRb1)を単雌
し、その発現事儀式の解街軍事を進めている.NtRb1がコードす
るタンパク貨は約107kDaであり、ZmRb1より N末繍側がか

なり大きく、画聖母のtwo-hybrid法により、タバコサイクリン

o (NtcycD1)と特異的に結合した.現在、組み倹えタンパク
貨を用いたInvltroの再舗成系を用いて、サイクリン/サイク

リン依存性キナーゼによるNtRb1のリン般化の解析を進めて
いる.
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C2a":07 
イネ熔養細胞由来ミクロソーム画分における，ペプチド性細胞

織殖因子phytos叫fok!ne-α特異的結合節位の解析

盆益率五，坂神洋次(名古屋大'.・応用生物科学}

Phytos叫foklne-α(PSK-α)は，アスパラガス細胞熔養液
から単隊された硫酸化ペンタペプチドであり，植物ホルモンの

存在下. 1~1O nM程度の低調隆度で強い細胞槍殖録導作用を示

すことが明らかにされている.また回K-αは.多くの植物種

の細胞稽養液からも検出されており，植物界においてかなり普

通的な増殖因子であると考えられている.しかしながら， ζの

因子がどのようにして植物細胞の網殖を誘導するのかについて

は，現在までのところほとんど解明されていない.

主主々は， これまでに35Sラベルリガンドを用い，イネ培養細

胞の細胞膜上にPSK-α特異的結合協位が存在することを明ら

かにしてきたが.35Sを用いた場合，高い比活性でラベルする

ことが図簸であるという欠点があった.そこで今回は比活性を

40 Ci/mmolにまで高めた[3H]PSK-αを新たに合成し，イネ熔

養細胞由来ミクロソーム画分を用いて結合実験を行なった.ま

ず，結合のpH依存性を検討したところ.pH4.0を最大として酸
性側で高い特異的結合が観察されたが，逆に中性から~碁性側

では総合量はかなり低下した.次に pH4.0の条件で種々の濃

度の[3叩PSK-αを与えた窃合の特異的結合量を測定し，スキ

ャッチヤードプロットを行なったところ，高貌和性型(ぬ

4 x 10~ M; 90伽lO1lrngproteln) および，低親和性型(~

-2 X 10-6 M; 200加 ol/rngproteln)の2種績の結合郎位が

存在することが確認された.

C2a-08 
シロイヌナズナR紬外値片におけるodc2遺伝子発現と鋼飽相殖飽

盗鍾鑑.t!l.杉山宗隆{東京大・理'.物園}

シロイヌナズナの隠TAIRE型 CDK(p3ot刊をコードする遺伝子

alc2aAIの発現に関しては、細胞治殖そのものではな〈量削飽と連関し

ている、という考えがあるが、これは必ずしも察医されているわけで

はない.一方弘たちは、シロイヌナズナの温度慮受性突然変異体srd2

の表現型解析により、指殖飽を一旦失った・胞が再び繍司自由面を自量得す

る過程にSRD2遺伝子・鎗が関与することを示す鎗果を得ている.そ

こで本研究では、医織外値片のR分化に伴うak2剖，~現レベルの変
動とそれに対する srd2 変異の~・を闘べることで、aic2at，発現と.
胞11殖由Eとの関係を績討した.

これまでの報告では‘C:dC24Itt，プロモーター・ GUSキメラ遺伝子を

噂入した形質転畿シロイヌナズナを用いた商事析により.援でほ分袈組

織のほかに内側面E分でc:dc2;attの強い発現地t見られるが、座"にはそ
のような発現がないとされていた.しかしながら、 RNAゲルプロット

解折、銑内TAlRE抗体を用いた免疫プロット解衡を行った結果、座"

にもかなりのaた2414.1mRNA. p34'"タンパク賀市t奮積されていること

がわかった.また.IlRNAあたりのOdC2A4tmRNA. .鋪出タンパク
質あたりの p34'"のレベルはいずれも鯛1111殖が始まる頃に院かえっ
て減少する傾向があった.皿RNA.の変化にはmI2 変異は~.しなか
ったが.制限温度下で稽袋した変異体外繍片では ρ..-相対量の減少

の遅延が見られた.油会副プロモーター・GUS形質事iM体の経輸外
値片では、はじめGUS活性はきわめて低いが.R分化を隊司ーすると 1
日以内に中心往毎分で穏健の著しい上昇が鋼圏医された.この GUS活

伎の変動に srd2 lrAは~.しなかった.以上の結果肱由起...，発現
レベルと網殖能とは単純な対応関係にはないことを示している.



C2a-09 
高等植物におけるM期特異的発現を示す遺伝子の
プロモーター解析
盆車白血、伊藤正樹、渡造
物科学)

昭(東京大・院・理系・生

纏物のB-typeサイクリンはG2/M期に特異的な発現を
示す.この発現はプロモーター領域によって制御されて
おり、ニチニチソウのサイクリン遺伝子<CYM)のプロ
モーター領域の研究により、 9bpからなる復基配列
⑪1SAe lement)がM期特異的なプロモーターの活性化
に必要かっ十分であると明らかにしてきた.このMSA
elementはダイズ、アラピドプシス、タバコなどのB-
typeサイクリンプロモーターだけでなく、 M期特異的な
発現を示すタバコのキネシン鎌タンパク貨をコードする
NACK 1， NACK2遺伝子のプロモーターにも存在する.
そこで、この配列が高等植物のM期特異的発現制御に普
通的にかかわっているかどうかについて解析を行った.
ダイズのB-typeサイクリン遺伝子cyc4Gmおよびタバコ
のNACKl遺伝子のプロモーターに存在するMSA様配列
に点突然変異を導入した.この変異型プロモーターにレ
ポーター遺伝子としてルシフエラーゼをつないだキメラ
遺伝子を作成し、タバコ繕養細胞BY-2に導入した.形
質転換BY2を同翻培養し細胞周期中のレポーター遺伝子
の発現を解析した.その結果、 MSA犠配列に変異を持っ
たプロモーターではM期特異的活性化が失われていた.
このことはMSAeIementを介したM期特異的な発現制
御機構が高等植物の聞で進化的に保存されていることを
示している.現在このエレメントに結合するトランス因
子を探索中である。

C2a-l0 
イネの分裂期サイクリンの発現解析と酵母を用いた
機能解析
岩本量塑、梅田正明、梅田(原)千景、機本純冶1、
丙菅胃安(東大・分生研、 1農水省・生物研)

細胞周期の進行は植物においてもCDKの活性化に
より厳密に制御されていると考えられている。サイ
クリンは直接結合することでCDKの活性化を促す因
子であるが、これまでになされた植物のサイクリン
の単離の報告により植物は動物と比較して多くのサ
イクリン遺伝子を有することが明らかになっている。
演者らはcDNAライプラリーから新たなイネのサイ
クリン、 cycOslを単離する事に成功した。この遺伝子
は510アミソ酸からなるタンパク質をコードしており
そのN宋側には細胞周期の時期依存的分解に関与する
ものと"、われるデストラクション・ボックスが、中
心部にはサイクリン・ボックスが保存されているこ
とが明らかになった。このcycOs1はそのアミノ酸配
列からAlタイプに分類され;ィネには少なくとも 2

2種類の81タイプ
明らかになった。

能的な差異を明らかにする
目的で酵母を用いた解析を行い、酵母サイクリン欠
損株DL1を全てのイネのサイクリンが相補し、野生
株YPH5∞株の生育に与えるそれぞれのサイクリンの
発現の影響に差異が見られることを明らかにした。
このことは各サイクリンの機能的な差異を示唆する
ものであ
グナルと
サイタリ ー'ーー
らかにした。これらのデータを元に各サイクリンの
機能を考察したい。
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C2a-ll 
イネのサイクリン依存性キナーゼの機能解析

山旦盤主!L、梅田正明、梅田(原)千景、橋本純治l、

内宮博文(東大・分生研、 1農水省・生物研)

サイクリン依存性キナーゼ(∞K)は細胞周期の制
御機構に中心的な役割を果たしている。イネでは、
現在までに四種類のCDKが単離されているが、その
中の一つであるcdc20s-3は、転写レベルにおいて
G2/M期特異的に発現していることを我々は今までに
明らかにした。このような発現パターンを示す∞K
は植物でのみ報告されていることから、機物特異的
な細胞分裂制御に機能していると考えられる。我々
はこの発現パターンがタンパク質及び、キナーゼ活
性レベルにおいても対応するか検討するために、培

養細胞を用いて解析を行ったので報告する。
ところで、∞Kはサイクリンとの結合やリン酸
化・脱リン酸化によってその活性が制御されている

が、 CDK活性化キナーゼ(CAK)は、 CDKのT-ループ
領域にあるスレオニン残基をリン酸化することによ

りCDKを活性型にする。イネの∞Kの一つであるR2
は、今まで植物で唯一単雛されたCAKホモログとし
て知られていたが、その機能については解析されて

いなかった。そこで我々は、遺伝学的及び、生化学
的な解析により、 R2がアミノ酸配列の相向性だけで
なくキナーゼ活性の上でも動物などのCAKと相向性

があるのか解析を行った。

C2a-12 
シロイヌナズナから単隠された新規のCDK活性化キナーゼ
の機能解析

盤恩瓦盟、CsabaKor悶'、内宮博文(東大・分生研， 1M鼠-
Planck-Institut fiIr Zuchtungsfo蹴 hung)

細胞周期の制御に関わるサイクリン依存性キナーゼ

(CDK)は、その活性がサイクリンの結合と特定のアミノ
酸残基のリン酸化によって制御されている。 CDKの活性化
に必須なT・1∞p上のスレオニン残基のリン酸化は∞K活性化
キナーゼ (CAK)によって触媒されるが、植物細胞のCAK
活性についてはこれまで全く報告がなく、細胞分裂の活性
化におけるCAKの機能についても解析が進んでいない。そ
こで、本研究ではシロイヌナズナのCAKホモログを単調Eす
る目的で、出3fo母のCAK変異株を利用してシロイヌナズ
ナのcDNAライプラリーをスクリーニングした。
得られたcDNAから予想されたアミノ酸配列は、動物や分
裂酵母のCAKと有為な相向性が見られたが、相向性が高い
領績はキナ}ゼドメインに限られており 、全体としての相

向性はそれ程高くないことが明らかになった。したがって、

単厳されたcDNA(暗 lAt)は新規のCAKをコードしていると
考えられた。 caklAtを酵母のCAK変異株で発現させたとこ
ろ、出芽酵母のみならず分裂酵母においてもCAKの変異を
抑圧することが明らかになった。出芽酵母と分裂欝母の
CAKが全く異なる分子種であることを考えると、この結果
は非常に興味深い。詳細なキナ}ゼ活性の解析結果をもと
に、CaklAtの機能について考察する。



C2p-Ol 
アラピドプシスρedl実績."体はチオラーゼ遺伝子を

欠鍋する

盆山亙塞王、林'慮、近感真紀、西村幹夫

{益金研・細胞生物}

I目的1高等纏物のベルオキシソームは、種子の発芽に伴う子業の
緑化過程において、その生還鎗飽をグリオキシソームから録集ベル

オキシソームへと変豊島することが知られている.グPオキシソーム
は絢防政β園量化系やグロオキシル.回路の篇隊司Eを含み、貯蔵脂肪
から崎新生を行う上で重要な役割を果たしている.一方、録業ベル

オキシソームはグリコール酸経路の鰭勝司障を含み、光呼吸に関与し

ている.私遣は、ベルオキシソームの機飽変後織機を遺伝学的に商事

析することを目的として、ベルオキシソーム鎗鎗欠鍋突然変異体の

解析を行っている.

I締則本遣は、前大会において2，4-dichl。岬恥noxybutyricacidに
特異的に耐性を示すアラピドプシス突然変異体について線告した.

これらの一つ、戸>dJ匂goxi釦 meJlefec岨ve1)突然変異体は、 2香織

色体のcop1近傍に変異遺伝子を縛っている.ゲノム解続のfi果から、
この領績にはチオラーゼ遺伝子が存在しており、戸dJ~聖書量夜具体で
はチオラーゼ遺伝子に1Uの掃入が起きて第四エキソン内に終止
コドンを生じていることが判明した.pedJ突然変具体では、 JI重F過
程で発現される各種グリオキシソーム..のうち脂肪厳β敵化系勝

棄のチオラーゼのみを欠失していた.またこの突然変異体では、グ

リオキシソームから級建ペルオキシソームへの繊飽変換が野生型IH:
比較して遣いことが判明した.以上の結集をもとに、高等調直物にお

けるべルオキシソームの鎗飽変換織織について考療を加える.

C2p-02 
シロイヌナズナの排水艦織における液胞の機能

率工ー宜野口哲子2、西村いくこ西村幹夫l

(1基生研・細胞生物 2奈良女子大学・理・生物)

緋水組J織は水を排出する組織で、業の縁に存在する。シロ

イヌナズナでは、湿度を高くし暗所下におくと業の縁より水

が排出されるのが観察できる。自然界では蒸散を抑える条件

と吸水を促進する条件下で夜から早朝にかけて観察される。

これは植物が蒸散が抑えられた条件下でも、養分を水とー績

に吸収し続ければならないために必要な現象と考えられてい

る。

我Aをは液胞プロセシング酵素(VPE)の発現が排水組織にお

いて顕著なことより、この組織に興味を持っている。 VPE遺

伝子は、新たに合成された液胞機能タンパク賓が多量に液胞

へ運ばれる時期や組織において発現が顕著になる。このこと

より排水組織の液胞は重要な機能を果たしているものと考え

れる。

電子顕微鏡観察により、排水組織の細胞内には発達した液

胞と共に、頒繁にmultivesicul訂版刈y機の構造体が見られた。

また、 VPEプロモーターρUSを導入した形質転換アラピド
プシスを 2週間 MS寒天培地上で培養し、その後、嫌々なイ

オンを増加させた繕地上で5日間培養した結果、温、重金属
により GUS活性が上昇し、 m抑制やs配 m田では変化が見ら
れなかった。現在、液胞及ぴmultivesicular以刈y様の構造と排

水組織における望書分吸収の関連を検討している。
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C2p・03
高等舗絢マイクロボディに局在する斬鎮の鵬結合型蛋白質

担虚血l'、山口膨司2、林澗'..、林車庫=ヘ西村緋夫2・.(益金研・
細胞生物ヘ .. 合研究大学院大・生命科学勺

I目的1ft肪性種子のマイクロボディは発芽の過程でグ日オキシソ
ームから録集ベルオキシソームへと繍鎗変換する.この際、内有する

勝海および:.蛋白賓の組成の劇的な変化が.. 属される.カボチャでは

ftにグロオキシソーム特集約にみられる..a賓としてMP28および
MP31を報告しているが、籍軍煙者らは新たに、グFオキシソーム腹と

録業ベルオキシソーム穫の両方に局者Eする26-kD・.自賞、 MP26をカ

ボチャとシロイヌナズナから見い出し、その鋳造および織飽の解析を

行った.

【結果1カボチャ岬26(PuMP26)はマイクロボディー院に強〈結合し
た蛋由貿である.このPUMP26のN末鋪アミノ・Ii!列を決定し、相向

性をもっシロイヌナズナd別AをE5Tパンクから得た.会組基E列を

決定した結果、シロイヌナズナMP26(AtMP26)は、 286アミノ.から

なるポPベプチドをヨードすること、 N家繍延長画E列を持つ高分子t

前康体として合成されるこ主、即ち先に発表者らが解併を加えたマイ

クロボディへの槍送シグナA刊阿'82)をもつこと、が明らかになった.

さらにAtMP26のC来鍋側領繊は、低分子金線ショッタ彊白質(sHSP)

と相関伎を有しており、続たなsHSPフ7ミPーに属することが維定

された.現在特異抗体を用いて細胞内局在位および発現、蓄積の変化

を解析中である.

'K副oet叫.(19%)腕阻tCe1l8: 1601・1611

C2p-04 
原始紅蕩Cyanidiosch戸'onmerolaeの色素体ゲノ

ムの解析

。末田Eじ、佐直直樹¥黒岩常祥2 (早稲田大・人

斡、 1崎玉大・理学部・分予生物学斡、 2東京大・大

学院・理学系・生物科学}

色素体の起源と進化を明らかIe:?tる定め巴、原

始紅蓮Cyanidioschyzonmerolaeの色素体ゲノム

の全塩基配列を決定し、コードされている遺伝予

をホモロジー検察Eより同定し定。その結果、高

等植物の色素体ゲノム巴はコードされてい怠い遺

伝子ガ数多くコードされていることがわかっ定。

原始紅蕩であるC.mero畑eの色素体ゲノムle:lct、

高等植物の色素体ゲノムEコードされている遺伝

情報系の遺伝手群と光合成系の遺伝手群の他E、

アミノ酸合成系の遺伝手、脂町酪合成系の遺伝手、

ピタミツK合成系の酪索の遺伝手、 DNA結合タン

パク質の遺伝子怠どガ発見され定。



C2p-05 
葉緑体核様体の47kDaタンパク賓の解析

佐々木車佐子.品田幸代，佐藤直樹 (埼玉大・

理)

葉緑体は核とは異なる独自のDNAとその遺伝情報

の発現系を持ち、タンパク質とともに高度に組織

化された核様体構造をとって機能していることが

知られているo 葉緑体核様体の基本的な構造を明

らかにするため、エンドウの核織体に対する抗体

を用いたウエスタンスクリーニングを行った。い

くつかの部分クローンが得られたが、そのひとつ

PD4はコンビュータ解析の結果、シロイヌナズ

ナの subtilisin-likeprotease のーっと高い相向
性が見られた。 さらにこのcDNAについて、その

一部分のペプチドを合成し抗体を作製した。これ

を用いて諸分画との反応を調べたところ、業縁体

核様体のタンパク賓のクローンであることが確認

され、核機体の47 Ic Da のタンパク賓と反応する
ことがわかった。現在、このタンパク賓の精製と

全長cDNAの取得を誌みている。

C2p-06 
葉緑体DNA結合タンパク質CND41の機能解析

ーアンチセンス形質転換縞物の次世代線の解析

虫竪盆盟1、木村琢磨1・4、村上真断、金子康子3、松島久3、

佐藤文彦2、吉田茂男1e理研・値物機能、 Z京都大院・農・
応生科、 3矯玉大・理、 4明治大.A>

CND41は、植物組織中において葉緑体遺伝子産物と逆比

例的な蓄積を示し、葉緑体DNA上の広範囲に結合するタン

パク貨である.その機能について、今年度はアンチセンス形

質転換体の自家交配による次世代綜を中心に解衡を行った.

形質転後当代においてCND41低発現伎の2系統それぞれ

の次世代数徐について、リボプローブを用いたノザン解析を

行った所、 CND41antlsense遺伝子の顕著な高発現とそれ

に対応したCND41mRNAの低発現が認められた.これらの

CND41低発現次世代徐においては、形質転後当代において

認められたpsbA、235-165rRNAなど数種の葉緑体遺伝子

発現量の野性型線と比較した婚加傾向や、植物個体の媛化傾

向が遺伝し、この性質はCND41発現量と対応していること

が明らかとなった.この結果はCND41の業縁体遺伝子発現

の抑制因子としての機能を遺留するものであると考えられた.

更に、アンチセンス形質転換植物体における光学顕微鏡によ

る組織観察、走査型電子顕微鏡を用いた緑業表皮の観察、透

過型電子顕微鏡を用いた葉緑体形態の観察を行っている。
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C2p・07
タパコ葉緑体績縁体タンパク質問副1のプロテアーゼ活性

萱主主豊.近.良彦.岡田幾.中野蜂司¥~.文彦(京大院­
.・応生務獲高野・継物被飽)

α国 1は、タパコ光混合栄餐格差細胞の色素体練縁体から単
獲された41回のmA結合性タンパタ貨である.重量*はこれま

でにそのd別Aをタローエングするとともに、軍事質転換細胞を

用いた鎗健解祈を行い、本タンパタ貨が費量縁体遺伝子舞現を

負に制御する可能性を示後してきた例制白U，9;16'η，199η。
側副1による遺伝子~現抑制緩第としては、その昧績の高リ

ジン配列による重量縁体問Aへの非特異的結合が考えられるが、

モチーフ検察により見いだされたプロテアーゼ活性の関与も

考えられる.そこで、まずそチーフ倹.等の結果を再倹置すし、

アスパラギン厳プロテアーゼ(AP)の活性郎位が完全に保存さ

れていること、ならびに代表的なAPであるm砥溜司時刻且と会

長にわたり約25..のアミノ酸が同一であることを確包した.次
いで側副1の活性を測定するため、格差細胞よりα凶 1の繍
.を行った.タパコ光混合栄餐培*細胞を拘置Mリン霞.衡法

(pH7.2)中で.砕して得た不溶性薗分を、筑励nMN<副で可調書

化し、側副1組回分を得た.この百分を.イオン交換、.水

位、ヘパリンカラムにより、ほほ単ーのα¥fD41にまで繍製し
た。ついでBSAをき賓とし、本精製側副1が岡陀減において

プロテアーゼ活性を持つことを確包した.現在側四1のプロ

テアーぜ活性の鮮細な解析を行っており、合わせて報告する.

C2p-08 
シロイヌナズナ温度感受性業縁体形成不全突然変異体(chs5)

の解析

主主車生旦、楠見健介、射婦厚(九州大学・理・生物)

シロイヌナズナの単劣性突然変異体である chs5は、許

容温度下(22'C)で生育させると正常な緑棄を形成するが、

制限温度下(15'C)ではクロロシスをおこした業を形成す

る。また、制限温度下における chs5の表現型は、温度に

より不可逆的に決定される。 chs5のクロロシスをおこした

業組織においては、クロロフィル、カロテノイドの蓄積が

著しく阻害され、生重量あたりの葉緑体の主要な精脂質が

大幅に減少していた。一方、業縁体膜系以外の生体膜に多

く含まれるリン脂質の量は野性型と比べて大きな差は認め

られなかった。透過型亀子顕微鏡による細胞内微細構造の

観察を行ったところ、業縁体において極度に小胞化したチ

ラコイド膜精造が認められた。また、ノーザン解析の結果、

chs5変異は、核と業緑体にコードされる光合成関連遺伝子

のmRNAの蓄積には、影響しないことがわかった。これら

の結果は、 CHS5遺伝子が、チラコイド膜の形成、維持に

なんらかの重要な役割を持つことを示唆している。



C2p-09 
イネzebra(機縞業)突然変異株CM189における光傷害

鐘旦盤企、佐.光1、射場厚(九大・理・生物、
1九大.a・遺伝子資源センター)

イネ zebr置は、屋外での生育において業組織の一部が

クロロシスを起こし、棄の伸長方向に対し垂直に白い縞

が生じる変異検である。 zebra変異の系統の一つである

CM189を一定の恒温条件 (2st以上)で生育させると、

横縞.の表現型を呈さず、業全体がクロロシスを引き起

こす。このクロロシスの程度は光照度に依存し、例えば

2Stの生育温度では低照度 (2∞凶加勾'sec)で野生株と同

織の録葉となるが、高照度(4.∞oμE/rn2lsω)ではクロロシ
スを引き起こす。これらの結果は、 CM189が高温感受性

で、光傷害により業組織の後能が破被される突然変異緑

であることを示峻している。クロロシスを起こした薬組

織においてはクロロフィルとカロテノイドの奮棋が著し

く阻害され、光合成関係の遺伝子の発現が転写レベルで

抑制されていた。 3症の発生段階の異なる時期に生育温度
を変化させる温度シフト実験を行ったところ、棄の形成

の初期過程において表現型が決定されていることが明ら

かになった。このことは、業の形成初期に光傷害に対す

る防御機構の術策が行われる特定のステージが存在し、

?ebra遺伝子がその構築に重要な役割を持っている可能性

を示峻している。

C2p・10
新しいトランジェントアッセイ系によるタバコrbcL

プロモーターの解析

稲田仁、射渇厚(九州大・理・生物)

高等植物において、 rbcLやpsbAなど光合成に関

係するプラスチド遺伝子のプロモーターには、大腸

菌のσ70プロモーターに存在する・35および・10保存

配列に類似した配列が見いだされている。このよう

な保存配列は遺伝子の正確な転写に必要であること

が、葉縁体的 vitro 転写系を用いた研究において報

告されているが、加 vivo における研究はほとんど

行なわれていない。我々は、プラスチド遺伝子の的

vivoにおける発現を解析するために、パーティクル

ガン法を利用した新しいトランジェントアッセイ系

を開発した。本大会では、この系を用いて行なった

タバコrbcLプロモーターの部分欠失または復基置換

による解析結果を報告する。
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C2p・11
コムギ芽生えでは葉緑体分化に依存して葉緑体コード

RNAボリメラーゼのプロモータ認織性が変化する

隼産量王、椎名峰、-=島喜劇(京都大院・人間・環
境)

葉緑体の分化過程および光環境変化に依存する葉緑

体遺伝子の転写制御後構を明らかにする目的で、コム

ギ芽生えを用いて、葉緑体コードのRNAボリメラーゼ
を対象にinvitro転写による解析を行った。

塞監明所で生育後、 24時間暗順応させた芽生え(Dar
k)と、その後2時間、光を照射した芽生え(Light)につい
て、棄の上部組織(Top)と、下部組織(Bottom)とに分け
て4種類の葉緑体抽出液を調製し、 psbA、c、D遺伝子
のプロモータとそれに変異を与えたプロモータについ
てinvitro転写実験を行った。

益基
1 Dark' Top : psbA、C、Dはすべて転写不活性。
Light . Top : psbA、Dは活性。 psbCは不活性。
Dark . Botめm:psbA、Cは活性。psbDは不活性。
Ligh t . Bottom : psbA、Cは活性。psbDは不活性。

2 TopとBottomで活性なRNAポリメラーゼはそのコ
アプロモータ機造の認識性が異なっていた。

3 TopのRNAボリメラーゼの活性は光により可逆的
に変化した。

これらの結果に基づき、その分子機構を検討する。

C2p-12 
クロレラ集縁体遺伝子のRNAプロセシング
宣皇室重1.2、WilhelmGruissem1(10ept.例8nt&M町。b泊IBiol.， 
UCB~eley、 2住友化学・生命研}

クロレラl玄、細胞内に豆大な一つの業縁体を持つ単細胞笹
縁濠である.クロレラの培養工学的、生理学研究に比べ、議縁

体遺伝子発現調節などの分子生物学的研究はほとんどなされ
ていない.一方、ホウレンソウなどの叢縁体遺伝子は、3・非翻
訳領減のヱンドヌクレアーゼによる切断、それに続〈ヱクソヌク
レアーゼによる切断、の2段階によって RNAプロセシングが起
こり、それに係わる綾コードタンパク復合体の存在が明らかに
なってきた。これらの知見から、 RNAの正しいプロセシングが、
業縁体遺伝子の安定的な発現に重要であることが示峻される。

そこで、クロレラの集縁体遺伝子の発現聞節を限ベる綜みとし
て、クロレラの RNAプロセシングが高等纏絢のそれと異なるか

どうかを績E守した.
印"o，.，，~畑山刷局の葉緑体ゲノムにコードされている，合cL遺
伝子の 3・9事翻訳領減(3・マbcLとする)、および、3・券開駅領緩
のステムーループ構造が欠失した変異体(3'-企市CLとする}を
作出した.c.凶駒市および、ホウレンソウから..した寮縁
体タンパクによって、加地u転写した3・マbcL.3'-企市cL:が、
RNAプロセシングを受けるかを筒ぺた.その結果、3・『旬LI玄、
c. vulga崎、ホウレンソウ薫縁体タンパクによってプロセシング
を受けた.また、3・-arもcLI玄、ホウレンソウヨ直線体タンパクに
よってプロセシングを受けたが、 c...u加が~..最体タンパクでは
プロセシングと同時にRNAの分解が生じた.



C3a・01
タパコ培養細胞における創出1タンパタ貨の蓄積と業縁体
遺伝子鎗現

蓬釜本率、 E畢井順子、村上真也、中野緯司1、佐.文彦
{京大隊'.・応用生命事ヰ学、 1理研)

事t-tはタパコ緑色培養細胞の業縁体緩縁体から、分子量'41tD
の業縁体凶A結合後蛋白賞。馴1を単調Eし、その繊飽と発現調
節橿u障の解明を進めている00唱国1は120アミノ磁のトラン
ジットペプチドと382アミノ般の成...白貨からなる綾コード
の賓白貨である.そのJDi.狼蛋白貨のN末粛にはリジンに富んだ
郎位が存在し、この節位が聞Aj拾に必要である。倒凶
mRNAは、非光合成組織である棟、茎、権獲細胞において蓄積

し、録業や光独立栄養細胞における蓄積は少ない.さらに、
倒国1アンチセンス遺伝子を導入し、倒凶1の~現量を低減さ
せた形質転換織物繕釜細胞において、.縁体遺伝子発現の増加
が見られたことより、印刷1が葉緑体遺伝子発漢の負の制御因
子であると考えるに至っている.
今回、さらに側副1の祭現爾節調慨を解明するために、当時
細胞における鮮細な解拐を行った.まず、光独立朱養生育の可
能な間総と非湾銀問縁を用い比絞した結果、対数出腕調書のNll
S車において側聞の錯現量が明らかに和、ことがわかり、逆に
業縁体遺伝子産物量は低いととが示された.また、倒回開発
現量のが畑細胞に軒、て印刷鐙現における舗の影響につ
いて検討した。その結果、績を加えない培地で生育した場合、
α'1041の費量漢が抑制されたままであることに対して、稽養途中
に鎗を添加するこkによって、側回開発現がIt導されること
が明らかとなった.

C3a-02 
ミトコンドリア命綱遺伝子の解析:チトクロームオキシ

ダーゼ複合体形成に関わるA的泊1の解析

坂本亘(岡山大・資生研)

シロイヌナズナのAω泊 1遺伝子は、酵母のoxal呼
吸欠損株を相補することにより得られた遺伝子で、ミト

コンドリア呼吸鎖のチトクロームオキシダーゼの活性に

必要と考えられる。 Aω'XAlは、 422アミノ酸残基から
なるタンパク質をコードしており、膜貫通ドメインと予

想される疎水性領域が、酵母の遺伝子と比べて、比較的

よく保存されていた.ゲノミック配列の解析からは、シ

ロイヌナズナゲノム中には1コピー存在し、 9つのエク

ソン部分からなる全長 2.7kbの遺伝子構造をしている

ことが明らかとなった。 OXAlタンパク質のミトコンド
リアへの局在を調べるために、 1)OXAlを大腸菌内で
発現させた融合タンパク質から作製した抗 OXAl抗体
による免疫プロット、 2)prese中田@と予想されるア
ミノ末端側の配列と GFPとの融合遺伝子、による解析

を行った。また、 Aω'XAlの発現と植物器官形成との関

係を調べるため、AωIXAlcDNAをCaMV35Sプロモ
ーターで過君事廃現あるいはアンチセンスに発現する遺伝

子をシロイヌナズナに導入し、これらのトランスジェニ

ツク植物について解析を行っている。
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C3a-03 
タバコ培養細胞BY-2の核膜・核マトリクス構成タ

ンパク質の生化学的解析

佐藤友宏人前島正義1.2(1名大院・生命良、 2基生

研・細胞機構)

核は遺伝子の保持・発現の場であり、細胞分裂

にともない消失・再構築をする動的なオルガネラ

である.植物の核の構成タンパク質に関する知見

は限られている.我々はタバコ培養細胞BY-2を材

料に核膜画分を調製しその構成タンパク質を解析

した.プロトプラスト化した細胞からPercollを用
いて核を遠心分画し、次に核をDNase、2MNaCI 
で処理して核膜孔複合体を含むnuclearmatrlx爾
分を調製した。これをさらにアルカリ処浬、尿素

処理をした.各画分に特徴的なタンパク質を見出

した。 39回 aタンパク質 (np39)は2MNaCl上清
に回収され、核内部に局在することが特異抗体を

用いた解析で明らかになった.核マトリクスの8M

原素により可溶化される画分の90kDaタンパク質
(np90)が、Ca2+結合タンパク質検出薬"Stalnsall" 
で明瞭に染色された。同画分にはレクチンConA結
合性の200kDaタンパク質(gp200)も検出された。

C3a-04 
C4植物の業肉細胞と維管東側細胞の機能分担に関わる新規

遺伝子の探索

古本強、畑信吾、泉井経(京都大院'.・植物生理)

C4植物は、業肉細胞において大気中の二酸化炭素の繍

集を、総管束精細胞において炭酸問化を行っている.この

C4光合成の成立に必要なタンパク貨として、代謝酵素に測

する知見は多く蓄積されているが、その他にどのようなタン

パク賓が必須であるかというととについての知見は少ない.

そこで本研究では、'il肉細胞と維管東精細胞の機能分担に必

要な新規なタンパク貨の検察を目的とし、全業cDNAライブ

ラリーに対して、業肉細胞プロトプラスト(MCP)及び、維管

束鞠細胞群(BundleSheath Strand: BSS)から調製したプロ

ープを用いてdlfferent!al託 ree凶ngを猷みた.

この結果、 MCP特異的遺伝子として407クローンを、

BSS特異的遺伝子として192クローンを単厳した.MCP特異

的に発現していることが知られているPEP;bルボキシラーゼ
遺伝子やCabm1遺伝子、 BSS特異的に発現していることが

知られているRublsCO小サプユニット遺伝子を確認したほ

か、メタロチオネインが新規にBSS特異的遺伝子として同定

された.とれらの他にもホモロジー検索上、未知の遺伝子が

得られているので、それらの結果も合わせて報告する.



C3a-05 
ヒャクニテソウから単.した低分子C?ンパク質遭伝子anclおよびanc2は.曹車..  

特異的に宛現する

主主主--呈ヘ・園 繕.'..('.l巨大.種、・・・車京大震.理.生物科宇}

ヒャヲニチソウ骨芽生え徳一憲から単・した旗肉・.11.オーキシンとサイトカイニン

の存在下で、高・aかつ同調的に管絞..に分化する.その際.セルロース..  績を主Jl
分とする局在化した二次・a盛が'臆される.このセルロース億鎗鎗の沈着目パターン
は.細胞・の内側に存在する.小'の包向によっτ支Eされている'が知られていたが.
私たちは.7クチン.峰がこの.小管の配向に棟〈関わっていることを明らかにしτ曹た.
微小管配向舗網に関連する7タチン・aは....下に組則正しいパッチの隼合体としT
出現し.二次健毘厚に先立つてダイナミックに変化する.しかし.このアクチン.組の配

向賓化を制御する仕組尋については不明なままであった.

払たちは...ゃ動物..で・胞内田7クチンのE肉壷綱"していると考えられている
低分子Gタンパタ慣の一.である回-汀向田がアクチン.織の配向綱"を過して.二

次・・盛パターン闘"を行っている可信佳を考え.随副RatC1PI闘のdlNAを単.すること

を鼠みた.そして.ヒャクニテソウ嘗状裏.分化・・よりζのdlNAを2・・単・し.そ

れぞれをancl.:z.官 2と命名した.ancl畠よびanc20mRNAの・情的な宛現レベル
を回べたところ.2つのRa<G宮、圃皿RHAとも..状塵車分化を・ーーするホルモンa匝件で
のみ、しかも二次・...慮直前に一過的に見現することが明らかになった.

つぎに.値鈎体中でのz...cl~ょぴ'ãnc2自由RHAJt現の・a帰属性豊周べるために.

ヒャクエチソウの幼・物体に対する1t"'1ωハイプリダイゼーションを行った.その鎗..
z...clおよびZ岡町Zはともに子建およびE嶋田.智恵で縛異的に売現することが示された.
さらに癖・に・・すると.この2つの量伝子は朱先週な..J匝では**M"と来鹿島
な本邸に舞寝が且られ..遣した.智恵では縛畿道管に分化すると思われる章慮"な道管

で町強い発現と毎舗を取り圃む..でのやや.い完賓が昆られた.しかし.血隠した遭管

+・..伴掴幽には健司111見られなかった.とのことより.これら2つのROCCI1'O闘は来

鹿島な状.の本.畠よlAI.~宛現するととが明らかになった.

以上田舗果からh帽<1とanc2骨量伝子車怖が道管・胞の分化を宮む鎗管草分化的過S
~..な位割豊泉たしτいる可鎗位制強〈示穫された.

C3a・06
/.tーキシン応答領爆に結合するbZIP型車五写因子 RSGと

相亘作用する因子の解析

豆土崖孟盟、畏国領行、高縄陽介(東大鰐・理・笠物平等学〉

RSG (tepr踊 sionofぬ∞tgrowth)はparB遺伝子の/.tー
キシンに闘するシス領鎌 AREIIに館合するタンパク貨の

cDNAとして 01lE山内出港によりクローン化された.コヲ

ーキシン応答との関連は未だに明らかではないが、形質伝

鎮タバコを用いた解析から RSGはシュートの形館形成に
関与していることが示唆されている.RSGは真微生絢の
施写因子のモチーフの一つである竃基住領繊ロイシンジッ

パー(bZIP)徳造をもっ正の伝写因子である.遺伝子の発

現調節には転写因子聞の相互作用力唱置獲である.シコート

の成隻に闘する駈写制御茶のネットワークを明らかにする

ためbZlP型転写因子 RSGと相亙作用するタンパク貨の
cDNAをtwo-hyb制法により厳起し解析した.ヨ巨大会では
2糧類の遺伝子に関レて報告する。
1つは、鋤物、信母、値拘において、広く保存されてい
る14-3四3ファミリーに属するタンパク貨鮮であつだo 14-

3・3はタンパク質のリン酸化を介した情報伝達系等に関与

していることが知られているo RSGと 14・3・3は的附り

でも特異的に結合する.ちう1つは、 RSGとbZlP領tJt
での相同性が纏めて高い、新規の bZIP型転写因子であっ
た.
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C3a-07 
FAS7及びF1遺伝子を含む複数の遺伝子を欠失し

ているhot突然変異体の解析とFAS7遺伝子の単般

にむけて

置屋重量・小綜議士・荒木 繁・岩淵雄樹

(京都大学・大学院・理学研究科・植物学系)

我身I立、頂償分製組織の織造及び繊能維持微調Eの解明を
目的として、シロイヌナズナのT-DNAタグラインから

hot(hosoba toge toge)と名付けた突然変異体を得た.hot 

突然変異体は、本叢の細化、茎頂分担組織の分断化、花茎

の平野化、事事及び花弁の絹化、花成遅延‘線繍分叡組織の媛

化と根の伸長速度の減衰など、頂鎗分叡組織の術進及び後

能維持の異常が原因であると考えられる表現型を示す{賀

屋ら、1997年度本年会)0 遺伝解析の結果、 hot突然変異

体はFASl遺伝子とF7遺伝子の両遺伝子に変異が起こってい

ることが明らかになった.FAS7遺伝子は頂嶋分袈組織の織

造・相量能維締に関わる重要な遺伝子の一つであること

(Leyser and Fumer. 1992)、F7遺伝子t玄関花時期に関

わる遺伝子であることがそれぞれ報告されている.ゲノム

解析の鎗果、 T-DNAの縛入に伴い徳一後色体上の75.8kbに

渡る領織が欠失しており、この領織には.少なくとも13の
遺伝子の存在が予測されている.これまでにFT遺伝子をこ
の領量慮中に同定している(小林ら、 1998年度本年会).現

在、 FASl遺伝子のクローニングを進めている.

C3a-08 
イネにおけるCEN/J1!Ll相同遺伝子の単離と解析
中川 繭・根本圭介1・経塚淳子・島本功

(奈良先端大バイオ東大農)

シロイヌナズナやキンギヨソウでは、 CENITFLIが花 .
序茎頂におけるLFYIFLOの機能を抑制することにり、
無限花序が形作られている。設々は有限花序をもっィ

ネにおいても、 CENβFLlとFWILFYの相E作用が花
序形態の決定に関与しているのかを知るためにイネの

αヨIo/ITFLI相同遺伝子を単離・解析した。
イネ花芽cDNAライプラリーから、 CENと70%以上の
相向性を持つタンパクをコードする2つの遺伝子RCNl
2を単調監した。これらをシロイヌナズナで梅成的に発現

させると、砂変異体織の表現型が得られ、 LFY機能の
抑制に関してRCNl，2とTFLl/C聞の機能は保存されて
いると考えられた。

ノーザン解析を行うことにより、 RCNlとRCN2では
発現の組織特異性が異なることが分かつた。さらに、
初 s;tuハイプリダイゼーションにより、 RCNIRNAが花

序茎頂ではなく、業の維管束で検出されたことから、

C町βFLlとRα10/1，2の発現制御機構は異なっていると
考えられた。

RCNlを構成的に発現させた形質転換イネでは、穎花
の着生パターンが乱れた。したがって、イネの花序茎
頂ではRα1は発現していないが、強制的に発現させる

とRCNlタンパクはイネ花芽形成過程に作用を及ぼすこ
とが示唆された。



C3a-09 
イネOsNAC遺伝子群の構造と発現パターンの解析
蓋温ニ造，吉図書..上口{田中)美弥子松岡信

虞近洋彦2 長戸康郎.平野博之. (東大虫学生命

科学名大生物分子応答研究センター 2生物研)

ペチュニアのNoADlcaJ Mer1stem (NAMJ遺伝子や
アラピドプシスのCup-shapedcotyJedon 2 (ClJα)遺
伝子などのタンパク貨に、植物にのみ存在する新規

のドメイン(NAC domain )が見い出された.周mと
cuc突然変異体では茎頂分裂組織が形成されず、子葉
や花の器官などが融合するなどの表現型を示すこと

から、 NACボックス遺伝子は、植物の形態形成に重
要な働きをしていることが示唆されている.
そこで、我々は単子業績物であるイネにおいて

NACdomainを持つ遺伝子(白:NAC遺伝子)の性質や
機能を明らかにする目的で、本研究を進めている.
8種類の OsNACcDNAについて全滋基配列を決定
し、相互比較を行った.また、サザンハイプリダイ
ゼーションの結果からイネゲノム中においてmulti
genefami1yを形成していること、 RT-PCRの結果から
各々のメンバーが捺官特異的に独自の発現をしてい

ることが示された.この他、OsNAC遺伝子の空間的
発現パターンの解析やレトロトランスポゾンfos17を
用いたノックアウト系統の探索についても報告する.

C3a-l0 
シロイヌナズナのNAC加zを持つ新しい遺伝子
必NAClの倫造と発現
直且-A.、石田智也、相田光宏、周臨海久雄、
田坂昌生(京大波・理・植物)

双子葉植物の器官分隊の分子畿織はほとんど分かつ
ていない。シロイヌナズナのα1C(cup-sb呼凶
∞tyJI帥 'D)突然変異抹の芽生えは、カップ型に肩車合し
た子棄が発生し、茎頂分裂組織が形成されない。ま
た、制では花器官のがく片や雄ずいの敵合も見られ
る。この変異船主ω1とcuc2の二重突然変異株であ
る。 ααはすでにクローニングされ、ペチュニアの
NAM遺伝子と相同な機進制AC加x)を持つことが分
かった。そこで、 αα類似遺伝子がααと同織に器
官分厳に関わっている可能性があると考え、シロイヌ
ナズナのαロ類似遺伝子について解衡を行った。ま
ずNAC加zをプローブとしてシロイヌナズナのゲノム
のサザンプロット解析を行った結果、 NACboxを含む
遺伝子が復数存在することが確認された。そこで、そ
のいくつかを単援し、その中でααに最も塩基配列
が似ていると推測されるAlNAClに対して締造解析と
発現解析を行った。その結果、 AlNAClはααとよく
似た機造をしており、 αα岡織主として花芽で発現
することが解った。このことはA削AClがαIC2と畿能
的にもよく似ていることを示唆している。
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C3a-l1 
SGR2(~HOOT 三!iAVITROPISM 2)遺伝子は怪発生にも
関与する
組重韮去、書展減英弘、田原信生(京大院・理・継物}

調査物のシュートは.カに対して負の居住を示し、これは.カ

4&受・刺獄の伝途・屈曲応答の順で成り立つ.この現象の分

子メカニズムを解明するため、シロイヌナズナから花茎の.カ

個性変具体を多数単隠した.今回、その中の sgr2(!bool 
81:.阿・'tropism2)について報告する.
今までに単測量された sgr2の10のアレルは全て花茎、 IE紬の
.カ居住は異常だが、アレルごとに差があった.なお相良は正常

な重力屈性を示し、シュートも線も正常な光属性を示した.また

シュートには.カ届伎に必須な内皮細胞層が存在し、その中

にアミロプラストが存在していた.これらは SGR2がシュートの内

皮細胞内での.力感受か、内皮細胞から表皮細胞までの刺

激の伝達に関与することを示唆する.一方、sgr2の全てのアレ
ルで子寮の枚数や形鎗の異常な芽生え、形態が異常で発芽

しない種子が見られた.IE発生過程を解析したところ、いろい
ろな時期に大きな空胞をもった廃、異常な分裂面を持つ匹、

全体の形館が異常なIEなどが観割拠された.これらの異常は実
生にしたがって出現頒度が量産少し、逆に異常の多鎌性が憎加

していた.さらにほとんどの受精卵の頂焔側に大きな空胞があ

り、優初の不等分裂の分裂面が野生保より基郎側にずれてい

た.このことから sgr2では受精卵に大きな空胞ができたため、
その後の怪の分裂面の異常や様々な形態異常が鑓こったと考

えられる.SGR2遺伝子は 1香染色体の m254の近傍に位置

し、現在処色体歩行による遺伝子の単雌を鉱みている.

C3a-12 
タバコホメオボックス遺伝子の過剰発現により

顕在化される葉の形成と藁序との関係

主軍星組、西村明日香、縮図光司~1 、回~・生 1 、訟同信
(名大・生物分子応答、 1~大・理・生物・植物}

近年、植物の形態形成に関する分子生物学的アプローチが盛んに
なっている。我々は、継物の形態形成にホメオポァクス遺伝子がど
の織に関与しているのかを明らかにすることを目的としている。前
年度までに、後々はタバコホメオボックス遺伝子N再刊の徳造解柄、
発現解析及ぴ形質転換を用いた解析を行い、この遺伝子がタバコの
形態形成に関与していることを示してきた。今回この遺伝子を過剰
発現させた形質転換体を解析する過程において、業の形成と業序と
の関係について興味深い知見が得られたので報告する。
タバコホメオボックス遺伝子NTH1を過剰発現させた形質転換体の
業は主援がまっすぐ伸長せずに湾曲したが、その湾曲方向は業1f:の
基本線旋の方向と関係していた。すなわち、 時計方向または反時計
方向に発生する業i立、それぞれ右または左の方向に湾曲した。さら
に、 業が展開する前に、 .の原~と茎(茎頂分裂組織)を外科的手
術により物理的に傾向量してやると業の湾曲は起こらなくなった。こ
れらの結果は、業の展開に対して業序が何らか影・を及ぼしている
ことを示している。このことをさらに検討するために転換体におけ
る業序を関べたところ、.1f:を決めるパラメーターのうち開度{連
続して発生する葉原基がなす角度)については転換体と非転換体で
違いが見られなかったが、業間期比 (p愉st∞h附 1Ratio、違憲章して
発生する2つの葉原基の中心と茎頂の中心がなす距雌の比)は転換
体が非転換体のタバコより増大していることが磁包された。きらに、
この業間期比の値が大きくなるほど、棄の湾幽の度合いが大きくな
ることから、業の湾幽と.間期比は正の相関関係があると予想され
た。



C3a-13 
グルココルチコイド誘導系を用いたタバコホメオポ、ノクス遺

伝子間百'15'の機能解析

主主担盟ιこ，玉置雅紀ヘ上口(田中)美弥子'.岩堀修一九
松阿倍， (，筑波大 ・農林名大・生物分子応答)

ホメオボックス遺伝子は転写調節因子として真核生物に広〈

存在し、動物では形態形成に重要な役割を果たしていることが

知られている。植物においてもホメオボァクス遺伝子が形態形

成に深〈関与していることが示唆されているが、ホメオボック

ス遺伝子を中心とした遺伝子のネットワークについてはほとん

ど明らかにされていない。

タバコのホメオボックス遺伝子NW15を過剰発現させた形質

転換体では様々な形態異常が観察され、内生のホルモンバラン

スも大きく崩れていることが示されている。そこで、この

NTH15'の機能についてより詳細に解析するために、 Nm15とグル

ココルチコイド受容体のホルモン結合領域とのキメラ遺伝子を

構築し、過剰発現させたNTH15産物の機能を人為的に誘導でき

る実験系を確立した。これらの形質転換体では、ステロイドホ

ルモン依存的に形態異常が観察され、その浪度すなわち機能的

なNTH15産物の量と形態異常の程度には、正の相関関係がみら

れた。またジベレリン合成系遺伝子などいくつかの遺伝子の発

現量にも、機能的なN測15産物の量との聞に正または負の相関

が認められた。さらにホメオボックス遺伝子を中心とした遺伝

子のネットワークという意味において、これらの遺伝子と

Nm15との関係を解析した。

C3a-14 
KN1型タバコホメオボックス遺伝子群の発現解析
E並盟且量、玉置雅紀、松岡信(名大・生物分子応答)

我々は植物の形態形成に関与すると考えられているホメ

オボックス遺伝子をタバコから複数単躍し、それらがどの

織に形態形成過程に関与しているのかを明らかにするため

に各遺伝子の解析を進めている。植物のホメオボックス遺

伝子はホメオドメインのアミノ酸配列の類似性から複数の

グループに分類されるが、我々はそのうち茎頂分裂組織で

特異的な発現を示すことが知られているKN1タイプのc1ass1 

遺伝子群に注目して研究を進めている。今回はこれまでに

単障した5種類のタバコKN1タイプのclasslホメオボック
ス遺伝子N1刃1.9.15. 20. 22に関する発現解析結果をまとめ
て報告する。

まずノーザン解析により発現様式を関べたところ、茎頂、

花芽、花、茎等において、各遺伝子がそれぞれ異なるレベ

ルで発現していることが示された。さらに形態形成の場と

して重要な茎頂分裂組織近傍での発現領減を詳細に解析す

るためにinsituハイプリダイゼーションを行った。その結
果、 NIH15は∞中国領域に特異的に発現していたのに対し

て、 NIH1.9.20はメリステム全体、メリステム下部、周縁

分裂組織等で弱い発現が観察された。N1四2 についてはこ

の領域での発現は見られなかった。また、これらの結果を

明確にするためにNTHプロモーター :GUS を導入した形質
転換体を用いた解析も行った。以上を総合してNIH遺伝子

群の発現様式から推測される形態形成における役割を考察

する。
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D1a・01
ホメオボックス遺伝子のイネ形態形成における機能

主筆亘盤、佐.盆、松岡信 (名古屋大、生物分子応答研

究センター)

高等植物の形態形成は座発生時に基本的な体制古f構築され

た後も頂泊分裂組織の活動により遠鏡的に器官を形成する。

したがって、高等植物の形態形成機構を解明するためには、

E発生時における器官分化機機と、医発生以降のI賢治分裂組
織における器官分化機機の両方について明らかにする必要が

ある。今回、設々は高等植物の形態形成における分子機鳴を

解明するために、植物においても形態形成への関与が示唆さ

れているホメオボックス遺伝子をイネより多数単緩し、それ

らの発現パターンおよび機能の解析を行った。

in si tuハイプリダイゼーションに Rる発現解析から、 ft4'
の単緩した全てのイネホメオボックス遺伝子は器官形成以前

の初期座において茎頂分化予定領域を他の領域から区別する

ように発表していた。釜頂の分化後には、これらのホメオボッ

クス遺伝子は茎頂における健生器官の分化領域付近に特徴的

な発漢を示すことが観察された。また、イネホメオボックス

遺伝子を構成約に発現させた形質転換イネを作曲したところ、

業に異常な形態が観察された。これらの結果よりイネの形態

形成におけるホメオボックス遺伝子の機能について考察する。

D1a-02 
ヒャ~=チソ9・・に宛現する*メオポ"J~ス遺佳子の・・と錫絹

車釜歪盆ヨE¥島村痛¥祖国織."'('東京大・竃-・・・.置車京大鎗・・'!k

.棋隼}

...... 健*・...、 .. ・fTら.6.合・aで..U...悼の需生温
.でm・分・-に自家す畠・・b>&時・鈎璽鴎的に・・に・・書れて穆.書
れ晶ことから、 .. の_fJ仕・110_.え轟よで大震...い窃実.. で
あ晶.しかしながら......... す晶分子・・について陰、・量E窃実111

鎗車ョたばかりであU...1:11_見分けに〈い・・..に闘す晶銅見隊少怠
い.そこで相究で弘........に・m蜘幽純明らかにす枇

めに.・・・の.'・怠・・.. への関与が来.書れてい晶*"才ポッ~ス遭佳

子(HB遺笹子}の単・を飽みた.

HB遺伝手単a置の紛糾として降、すでに.....分化.fJ師岬lnIaが・
立してい晶ヒ.，11:.チソ曹を周い畠ζとにした.竃ず.・・分・・・.鶴自J.
層、来a・な鎗..豊曾むヒャ11=チソヲの芽生えの・・から凹lIy(A)'跡仏
ー・・し.雌'遺伝子@ヨンセンサス配列聖用いた3・RACE虫垂符9た.その

・..9・績のHB.信手のd別A..・す畠ζとがで官た(ZeHBI-

ZeHB9).寧た、このうちa・・隠トマトのこa・・に掲現する M柑奇抜1.
Zンジンの前-・に掲現す晶 CHB6を倉む臨め Sの崎遺伝子とよ〈

似た配列聖コードしていた.事らに.ζれらのうち3・織について前S/tJJ

hy伽柑包・首開 嘩待ったとこ吾、少な〈とも 1・・(ZMlB3)111朱..  怠.. 

に縛員約に殉現してい晶ζとが分かヲた.

現在、宿りのZeHB遺伝子の嗣蜘町則前畑町、豊符うとともに.そ

れぞれの金盛のd耳仙の単・e進めてaslJ、この鎗.も合わせて・・したい.
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D1a・03
幼若葉の欠損およびメリステム形成異常を示すシロ

イヌナズナ}am変異体の解析と遺伝子クローニング

浜田進1工藤光子t尾之内均l、町田千代ヂそ町図
書降則1.3(1名古屋大・院・理・生、2キリンビール線基鍵研究所、

場者E大・続・理・生)

シロイヌナズナのロゼット業は、幼若葉と呼ばれる丸

い棄と成熟業と呼ばれる細長い業にわけられる.我々が

単隠したjam変異体は幼若葉が発生しないという表現型

を示す.従って、業の発生プログラム、特に幼若葉の発

生を制御する割臨機に異常があると考えられる.また、こ

の変異体は始皇後もいくつかの変異の表現形を示す.花

茎には多くのカウリン業がーカ所に固まって発生し、花

茎の数も多い.花茎にみられる花は非対象な構造になっ

ており、花の器官数もまちまちであろ.雄しべは1本しか
なく、雌しべはまったくみられない.このことから、花

茎や花の接官の発生プログラムも異常であると考えられ

る.以上述べたような表現型には茎頂メリステムの機能

が関与しているかもしれない.このjM壇異体ぽr-DNA
を導入した形質転換体から分'医されたものであり、 '変異

の表現形とT-DNAの縛入榔位が連鎖していることがわ
かった.そこで、このT-DNAの挿入を指穣にして変異

の原因遺伝子JAMのクローニングを行った.JAM遺伝

子と植物の袋宮分化の関わりについて考察したい.

D1a-Q4 
シロイヌナズナの茎頂分裂..の形成と子棄の分援に関わる

遺伝子聞の相互作用

組盟主宏、石田智也、国塚昌生(京大院・理・継物〉

双子葉植物の医発生では球状の医の上旬2カ所が子葉原基
として隆起し、それらの聞に茎頂分裂組織 (SAM)が形成さ

れる。シロイヌナズナの突然変異体の解析からSAM形成に関

わる遺伝子がいくつか知られてい."5が、それらの遺伝子どう

しの相互作用はほとんどわかっていない。 αrClとCUαは犠
能の霊復した遺伝子で、それぞれの単独変具体ではほとんど

の芽生えが正常である'が、 ax:l倒 2ニE股具体の芽生えは子
葉が融合してカ γプ状になり、 SAMを欠失する。このことか

らCUCl・cuロは医発生において子葉どうしを分ける過程と
SAMの形成に銅係すると考えられる。 CUC2はクローニング

され、 NACポヲクスという保存配列を持つ。一方、 SAMの形
成と維持に必須だと考えられているSTMはホメオボックスを

含む遺伝子で、医発生においてSAMの前駆細胞および発生中

のSAMで発現する。細変異体の芽生えはS酬を欠失するだ

けでなく子寮が基部でわずかに融合することから、 STMは子

棄の分餓にも関係すると考えられる。品Mの形成および子棄
の分緩過程におけるCUCl/CUC2とSTMとの関係を調べるた

め、 1)cucl、四d、s個の二重および三重変異体の表現獲の
観察、 2)ax:l側三二重家具体での幻MmRNAの発現パター
ンの解析、 3)野生夏、 8tm変異体、四cl変異体、およびcucl
81111ニ.変異体におけるCUC21の発現パターンの解析を行っ

た。これらの結果をもとにαrC1/CUC2と幻Mとの相互作用に
ついて考察する。



Dla・05
シロイヌナズナの緯管東形成に関する突然変異体の解析

dと傘盆.!l.'.杉山宗隆福田裕."('東京大・理'.物園東京大
院・理・生物科学)

a量管東は，個体の発生過程において，時間的，空間的な制御の下
に形成される.私たちは，シロイヌナズナを用い，このような制御
緩織を解明することをめざし研究を進めている.
本学会 1996年度年会において.シロイヌナズナの子葉の道管形
成に関する突然変異体を 14系統単厳し.それらが4種に類別され
ることを発表した.子殺組織の顕微鏡観察の結果，これら変異体で
の道管パターンの異常は，道管形成段階ではなく，駒形成層の分化

あるいはそれ以前の段階における異常を反映していることが示唆さ
れた. たとえば，側脹の道管~t所kで途切れている L3302 系統の渇

合.道管の途切れたところでは管状要素が見られないだけでなく，
前形成層を編成するような細長い細胞も観察されなかった.シロイ
ヌナズナではIE発生の欲望u聞から逆U字型剣にかけて，子1&側Ilの
元となる前形成層が形作られることから.各突然変異の一次~管が

現れる時期はこれ以前にまで遡ることができると考えられる.現在，
筒自Eの形成パターンや子葉以外の署管における鯵管東の形態につい
て解析を進めており.その結果も併せて報告する予定である.
また..管JI(形成に関わる遺伝子の単厳をめざし.下DNA縛入系
統についてスクリーニングを行ったところ.子棄の外傷形館は比較
的正常で.t国際の形成が不完全な突然変異体を見出すことができた.
この突然変異体についても紹介する.

Dla・06
シロイヌナズナの嬢性突然変異体的ibiの単離とそ

の解析

中村正展、望月伸悦、織田孝雄¥長谷あきら(東

大・遺伝子、 1帝京大・理工・バイオサイエンス)

植物の形態形成や成長生理を理解する上で変異体

を用いた研究は有効なアプローチである。当研究室

では過剰発現型T-DNAベクターを用いて独自にシ

ロイヌナズナのタギングラインを作出し、下匪軸の

伸長抑制を指揮として約2000ラインの中から選別
を行った。その結果3ラインの震性突然変異体を同

定し、 chi(chibi)と名付けた。これらの変異体は全

てdet2， cpd， dimといった既知のブラシノステロイ

ド欠損突然変異体と極めて類似する形態を示した。

chi変異体の一つめi2・1は唯一優性の変異であり

これは第1染色体上腕にマップされた。この近傍に

震性変異の遺伝子座は報告されていない。また変異

と挿入T-DNAとは共分援した。更に、 T-DNA持入

域近傍の内在遺伝子の過剰発現か弔醤還された。現在、

この遺伝子の過剰発現が嬢化をもたらしたことを確

認するため、同遺伝子を過剰発現する遺伝子導入植

物を作出中である。
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Dla・07
霊の伸長に関与する悶P型車量写因子RSGの鎗鍵解析
塁浬霊率直弘五+嵐大男、石田さらみ、 aa叡行、
高鳴掲介(東大鰐・建・生物科学〉

RSG(棚田制、d蜘 otgrowth)は阿S遺伝子のコト
キシンに"すあシス領ItARE11に結合するタンパク質と
してα睡-hy防対法により単.されだ.完全長のRSGの僧
II!を但書するドミナントネガティブ型RSGを司E入した形
質磁調匝タパコを作製し解析したところ、RSGはma形成、
特に)1の伸長C量蛋な役割を寮たしていることが示強され
た.
RSGは禽綾生絹の転写因子のモチーフの一つである11
.住領Itロイシンジッパー(bZI円相E遣を鰭つ正の転写因
子である.RSGは極写の活性化に関与していると替えら
れる内閣に鎖く憧栓領編、 ser に富む領燥、~のクラス
ターを待つ.このうち内閣に続く陰性領舗とおrに.む
領減が恕立広転容を活君主化できること1J'IJ1iを用いた解析
により示された.またRSGはタパコ猿肉鋪飽プロトプラ
スト内でち AREIIに錨合し、事量写の活佳化因子として鎗
館する司開明らかになった.しだがってドミナントネガテ
ィフ型 RSGを発現する形質伝鎮タパコでは、 RSGの撮
的遺伝子の発現1JIIIII制され、その鑓果、霊の停賓が但書さ
れたと替えられ&

Dla-08 
ねじれ変異遺伝子SPRJの解析

宣盆宣ft.立元秀樹，増川正敏，鹿内利治，橋本隆
(奈良先端大 ・バイオ)

我々はシロイヌナズナのねじれ変異遺伝子

SPRlの発現と機能を形質転換体を用いて解析し
た。 sprlは明所下で成育した芽生えの根の表皮細

胞がねじれ、稽所下では根と同様のねじれが距軸

でも生じる。 SPRJ遺伝子の位置をマッピングに
より、第一染色体上端の37kbのゲノム領域にま

で狭めたところ、 sprJにはこの領j戎に632bpの欠

失があった。この欠失領域を含む野生型の5.43
kbのゲノム断片をsprJに遺伝子導入したところ、

幼植物においてsprJの変異形質が相補された。こ

の欠失によって影響を受けると考えられ、 5.43

kbに完全な遺伝子として含まれる遺伝子をSPRl
と同定した。さらにSPRlの機能を推測すること
を目的として、CaMV35SプロモーターでSPRJを
過剰発現させた形質転換植物を作製した。また

SPRJプロモーターでGUSを発現させた形質転換
植物も作製した。これらの形質転換シロイヌナズ

ナ系統の形質について報告する。



Dla-09 
シロイヌナズナの器官分穫に働く遺伝子αfαの花形成
過程における発現
五国重温、相田光宏、田坂昌生(京大院・理・植物)

花はがく片、花弁、雄ずい、心皮の4つのタイプの
器官から織成され、それぞれの器官は一つのwhorlの内
で分化する。そしてシロイヌナズナの場合、心皮以外
の器官は一つ一つ分穫している。我々がシロイヌナズ
ナから単雄した子葉の分穫ができないcuc変異稼は、花
形成期でのがく片の分縫と雄ずいの分援にも異常を示
す。このことは αIC遺伝子がこれらの器官の分縁織機
に働いていることを示唆する。 CUC:iI伝子の一つαIC2
がコードするタンパク質はNACドメインという保存さ
れた領域を持つ。∞α遺伝子産物の花形成過程におけ
る機能を解析するために、この遺伝子の発現様式をIlJ
刷 h向idi劇団により調べた。その結果、 αIα糾 E序
分裂組織とそこから生じた花分裂組織との境界で発現
すること、花分裂組織から花の各器官が形成される時
にそれぞれのwhor澗に発現することが分かった。また
潟、心皮の向い合った面、さらに怪珠でも発現が認め
られた。これらの結果は、 CUC2がcue，変異株の花にお
いてみられる表現型から予想される場所だけでなく、
より広範囲で発現していることを示している。 cuc変異
妹の花は自家受理脅できない。人工授粉による解析から
花街は稔性をもつが、鍵しべが不稔であることが分か
った。 αIC2の心皮や医珠で発現が雌性不稔に関係する
可能性があり、 cuc変異抹での鎌ずいの発生を調べてい
る。

Dla-l0 
花序形態形成突然変異体corymbosaの解析
盆主主翠，高橋皐，米国好文(北大院・理・生物科学)

シロイヌナズナは典型的なロゼット型植物であり

栄餐成長期から生殖成長期に移ると、花芽の分化と
密儀な関係を保ちながら花茎を伸長させ、通常総状

花序の形態をとる.我々は花序の形態形成機構を解
明するため、標準系統として用いられるerecta変
異のように先端に花が密集し散房花序様になる変異
体corymbosa(crm)を同定し、現在までに同定し
た2つの座位をそれぞれcrm1およびcrm2とした.
これらの変異体の形態的特徴について観察を行っ

たところ、花序の先端部においてのみ散房花序様に
なっており、総状花序から散房花序への形態的変化

はcrm1では小花柄の伸長の欠損、 crm2では花芽
の数の増加が原因であり、いずれの場合も花芽の分

化と花茎および小花柄の伸長の時間的なずれが散房

花序犠になる原因であった.
それぞれの変異の遺伝子座位は、 crm1は第3染
色体の上院部lこcrm2は第4染色体の下腕部に位置
することがわかったo crm2についてはポジショナ
ルクローニングを目的としたマッピングを行ってお

り、現在までにCAPSマーカ-93883(1.4土O.6cM)
とPG11(5.9土1.1cM)の聞に位置することがわかっ

た.
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Dlp:'Ol 
シロイヌナズナ花茎伸長過程におけるACL5
遺伝子の樋能解析

半憲芳車、高橋阜、米国好文 (北海道大・

理・生物科学)

植物の花序形態形成過程を解明するために、

シロイヌナズナの花蓄の細胞伸長に欠損を持

つacaulis5(acI5)蜜奥様の解析を行った.

acl51志、 erecta(er)変異存在下では非常に

強い表現型を示す.一方野生型ER存在下で
は、節間伸長に著しい面復が見られたが、細

胞伸長の回復は観寓されなかった.このこと

から、節閣の細胞の供鎗!こACL5とERが何ら
かの形で相互作用している可能性が考えられ

る.現在接色体歩行によるACL5遺伝子単障
を進めており、一つのP1クローンに存在範

囲が銭られている.また、 acl5の復帰変異

線、 sac(主uppressorof ~aulis5) 霊異樟

を単障した.これらの解析結果を報告する.

Dlp-02 
ペチュニアの花のホメオテイヲク遺伝子 BLlNDと侃Eヨザ

PBTALとの聞の相互作用

主主主、岡山智子、AIeXar耐V組曲胎d1、N島出awa'、
大坪栄一(東京大・分生研、‘W褐図画geoAgr蜘I回富山国V.、、octdell<<ui凶v.)
ペチユニアのMADSbox遺伝子である侃E剖毘汀品(舗

が完全に欠失した突然変異体の花では、~弁から司F状組織へ
の転換が起こるが、鎗業は野信ヨ置のまま変わらない.これは、

GP遺伝子が第2wbOrlの花弁の形成に必要なホメオテイヲク
遺伝子ではあるが、第3wbodの緩議の形成には必要ないこ

とを示しており、この点でその相同遺伝子であるアラピドプ

シスの APBTALA3等とは異なっている。重量々 は、 GP遺伝子

産物の後能が第2wbodの花弁の形成に限定されていることに

注目し、これをさらに詳し〈解析する目的で、 E 突然変異体

と、第2wbodで花弁上甑(リム)が怠業状組織に割けるが

花弁下部(チュープ)がホメオテイヲク転換を引き起こさず

に残る bIiIJd(bl)突然変異体とのこ.変異体を作成したとこ

ろ、 blgp二重隻異体の第2wbodにおいてM突然週E異体と同

織に緯業状組織及ぴ花弁組織の形成が観祭された.この表現

!Iは、 M突然変異存在下では、 GP遺伝子が鯵2wborlにおけ

る怠業状組織および花弁の形成に必要ではないことを示して

いる。これらの鎗寒から、且遺伝子と GP遺伝子との間の相

互作用について考祭する。



Dlp-03 
ペチュニアのSUPERMAN織転写因子PetSPL1及びPetSPL2
の傷能解析
虫且u二、小林晃、高辻 1・志(農水省・生物研)
高等植物において TFI以タイプジンクフィンガー(Z向型転写
因子は大きな転写因子ファミリーを形成している。これらの多
くl阜、器官特契約に発現しており植物の分化、器官形成の過程
に関与していることが示唆されている。そのうち憲もよく解析
されているシロイヌナズナのSUPERMANは、その遺伝子の変
異によって、おしぺが増加し、めしべが退化することが知られ
ている。またその作用後作としては、花器E宮原基における細胞
泊朝直の制御への関与が示峻されている。昨年度の本大会におい
て、我々はペチュニアからSUPERMANと類似した4種類の転
写因子(PetSPL1， 2， j， 4)のcDNAを単睡したことを報告した。
今回は、そのうち傭進及び発現が最もSUPERMANと類似して
いるPetSPL1友ぴPetSPL2について、形質転車興舗物を用いて
行った傷能解析の結果について報告する。
CaMV35SプロモーターにPetSPL1.&びPetSPL2をそれぞ
れ連結した楓合i宣伝子をベチュこアに導入したところ、コサプ
レッションによって内在性遺伝子の発現が抑制された個体、お
よび導入した遺伝子が纏物体全体に過剰発現する個体が得られ
た。 PetSPL1のH珠および庇盤における発現が抑制された個
体では、おしべの量生の治加が見られた。また、めしべにおいて
は、子房の位置と内部の傭途に異常が見られ、雌性不~化して
いることがわかった。PetSPL2の発現が抑制された個体でも、
めしべにおいて PetSPL1と同織の異常が鶴調書され鯵性不稔化
していた。これらの褒現型は、シロイヌナズナの SUPERMAN
変異体と類似していることから、ペチュニアにおいては、
PetSPL1とPetSPL2の両者がSUPERMAN嫌の後能を果たし
ていることが示峻された。 一方、 PetSPL2を樋物体全体に過
剥発現する個体では、植物体が媛化し茎の節間が短くなること
が観察された。これらの知見および鮮銅な発現解析と組織学的
解析の結果を考えあわせて、ペチュニア 花器官形成の制御に
おけるPetSPL1友ぴPetSPL2の後能について考調書する。

Dlp-04 
トマト花芽形成突然変異体明の解析

金山皇国、清野貴将、高梨紀子、金浜主体基(東北大・

農・園芸)

1ftトマトはガンマ線照射により得られた花芽形

成における突然変異体であり、花序組織の分化後、

正常な花芽を形成する代わりに擬葉を多数形成す

る(種子は東北農試、宍戸良洋博士より提供)。ま

たこの擬葉は、環境条件によっては多肉佑し、色、

味、香り等が通常のトマト果実と似た組織を作る。

そのためこの突然変異体は、花芽形成や単為結果の

機構解明に有用であると考えられる。突然変異体の

栄養成長には野生型との遣いはみられず、花序分化

のタイミングも同じであった。その後伊花序にお

ける分裂組織は擬葉あるいは花序シユートを分化

し続け、結果として大きな花房ならぬ葉房を形成し

た。これら擬葉の形成状態から、 1ftは花の各器官

決定遺伝子ばかりでなく whorl決定遺伝子の発現

も抑制されていることが考えられた。一方、擬葉の

多肉他は日長と温度によって影響を受けた。また分

離比から判断して、 1戸は単一の劣性遺伝子によっ
て制御されていることが示唆された。
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Dlp-05 
リンゴの花芽形成期における AFL遺伝子の発現
解析
藤田信博，小森貞男" ijlJ島淳一，阿部和幸，加藤

籍河百fg男，猪俣雄司，和田雅人(農水省・果
治ま・リlジゴ支場同・国際農研・沖縄支萌

FLORICAULAおよび LEAFYは、花序分裂組織
から花芽分裂組織への移行に重要な役割を果たす
遺伝子であることがキンギョウソウおよびアラピ
ドプシスを用いた研究で明らかとなったが、昨年
我々はリンゴ‘紅玉'を用いて FLORICAULA/
LEAFYに相聞なAFL遺伝子を単商量した。
リンゴの花芽分化時期は品種によって異なる
が、紅玉の場合7月の下旬から8月の上旬である。
我々は新機茎頂部の形態観察によりこのことを確
認した(於盛間)。開花後約1ヶ月目 (6月中旬)
から隔週で新梢茎頂を採取し、 Nor也匂
hvbridizationを行った。その結果、リンゴAFL遺
信子は紅玉の花芽分化開始期である 7月の後半に
もっとも強く発現し、その後しだいに減少するこ
とが判明した。
現在、形態学的な観察と共に紅玉新梢の茎頂に
おける insiIU hybridiza姐onにより上述した遺伝子
の発現解析を行っているが、花芽分化期の茎頂に
AFL遺伝子の発現が認められた。

Dlp-06 
スギPI:幻iLLATAhomologの発現特性
軍主主主主、二村典宏、長尾精文、篠原健司 (農水省・

森林縁研)

裸子植物の生殖器官の形態形成の仕組みを明らかにするた

め、スギ(Crη旬脚色japollica)MADSbox遺伝子の発現の時期

や組織特異性について研究を進めている。今回は、 2種類の
PI.幻'ILLATA(pI)homologの発現特性について報告する。
スギMADSboxタンパク貨に対する2種類のcDNAクローン

(PC則ADS1，pCJMAOS2)の温基配列から推定されるアミノ隊
配列倒ADSboxとKboxを含む170a.a.)を既存のデータペース

のものと比較して系統樹を作製し、どのサプファミリーに帰

廃するか解析した。その結果、 Cl1>仏DSl及ぴCl1>“DS2はと
もにprサプファミリーに帰属し、 2種類の遺伝子は被子植物
のB遺伝子に相当した。これらの遺伝子はともにsmall

叫嶋田f祖且yを構成し、雄花で特異的に発現するが、花粉

を全て飛散させた雄花や花粉、雌花や球果では発現しない。

また、種子、芽生え(子葉、.E紬、被)や挿し:木(葉、茎、

根)でもそれらの発現は全〈検出できなかった。ジペレリ ン

処理により誘導される花芽分化過程において、雄花と雌花の

識別可能な時期(7週目)から発達の後期(25週目)に歪るまでま量
花で特異的に発現した。以上の結果は、 CJMADSlと

CJMADS2がスギのま量花の形態形成に関与することを示唆して

いる。



Dlp-07 
尊片表皮細胞が後天的合着を示す突然変異体

aceの解析と遺伝子ク口一ニング
中谷美穂・主主主・岩湖雅樹

(京都大・理・植物)

表皮細胞は茎頂分裂組織のし 1層に由来し、細胞

系譜的にも発生的にも安定である。表皮細胞層は植

物体の最外層をなし、他の表皮細胞層や他種生物の

細胞等と物理的に接触するが、通常はそれらとの相

互作用はおこらない。しかし、雌藁群の発生過程に

おいては表皮細胞層聞の相互作用による後天的合着

がおこる。また、厳藁における花粉受容の際にも、

花粉と表皮細胞の相互作用が見られる。

われわれは、表度細胞膚聞の相互作用能を雌薬に

限定する機繕に興昧を持ち、雌藁以外の器官、特に

等片が後天的合着を示す突然変異体を 11系統単離

し、解析をおこなった。その結果、少なくとも2つ
の新規の遺伝子座を同定し、 T-DNA挿入系統を用い
てそのうちのひとつ、 ACE(ADHESION OF CAL玖X

EDGE司をクローニングした。突然変異体の表現型

およびACE遺伝子について報告する。

Dlp-08 
Ngz刀B遺伝子の祖先型機能の2bp塩基置換による
回復:(2)阻rolB遺伝子との表現形質の違いの解析

宜主益率盤、庄野邦彦(東大・総合文化・生命)

Mω伽 'agIauc;lJ)Ngz刀虚伝子群はAgrobac附 m
rhimgenesのRiroβ宣伝子群に棺同的な配列である。
Ngroli宣伝子群はA.rhizogene.的感染によりタバコ
属進化の初期に水平移行し現在まで保存されてき
たと考えられている。RiroJ遺伝子群の遺伝子導入
は植物に毛状根とよばれる形態異常をひきおこす
が今日のN.gIaucaまその様な異常を示さない。こ
の矛盾をとくために我々はNgro峰伝子群の機能
の解析を行ってきた。 Ngrol 、Riro胴遺伝子群の
機能の比較解析によりNgrol尉量伝子カ喰iroLB遺伝
子のもつ毛状根誘導能力を持たないことがわかっ
た。 NgrolB遺伝子のコード領域に脳rolB遺伝子の
プロモーターをつなげたキメラ遺伝子には毛状線
誘導能は観察されなかった。しかしNgrolB遺伝子
の3'末領域に2・bpの塩基置換を行い48アミノ酸
残基を翻訳するようにしたものでは毛状根の誘導
総力の回復が見られた。 NgrolBの強制発現はタバ
コになんら異常をもたらさないが、 2・bp塩基置
換後のNgrolB遺伝子は新規な形態異常として葉の
上偏生長や花の変形などが観察された。これらの
形態異常はRirolB遺伝子の強制発現では観察され
なかった。
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Dlp-09 
ネナシカズラの寄生根分化に関わる遺伝子の単怠と解
析

金E盈阜、若杉達也¥古橋腸久、山図書量司1(新潟大・
費量・生物、 T富山大・理・生物)

寄生植物では、他の穫物から水分や養分を収寄するた
めに、寄生観と呼ばれる特殊な吸収器官が分化する.
量近義々は、寄生根の分化が同調的に跨導できる実験
系を、完全寄生植物であるネナシカズラにおいて開発
することに成功した.この同調甥導系を用いることに
よって現在、ネナシカズラの寄生楓分化に関わる遺伝
子欝の単曜と解析をすすめているところである.昨年
度の本大会では、寄金額形成の初期に発現レベルが低
下する遺伝子のひとつとして同定された低分子量ヒー
トショックタンパク貨をコードするcDNAについて報告
した.今回はさらに、寄生根形成時に発現レベルが変
化する渇伝子の検察を行い、新たに4種頬のcDNAをク
ローン化した.それらの発現パターンの解析を行った
ところ、寄生観形成過程の中期に一過的に発現レベル
が上昇するものや、寄生担形成の後期にかけて発現レ
ベルが上昇するものなど、寄生温形成過程の各段階で
特異的に発現するcDNAを特定することができた.それ
ぞれのcDNAの完全長クローンを単隠し、情遣の解析を
行った結果についても報告する.

Dlp-l0 
タバコ毛状根で発現する発根関連遺伝子群の解析

虫韮王室、西村信幸、三嶋雅史、上回忠正、尾中孝、

Tsvetanov， Sergei、宅見薫雄、森重機(神戸大・農)

毛状根および通常根で選択的にしかも旺盛に発現

する狸立なcDNAクローンを4種類選抜した。単一遺
伝子座に由来し、 19kDポリペプチドをコードすると

考えられるクローンHR2はタバコの遺伝的腫療で発

現すると報告された部分クローンと高い相向性を示

した。一方、互It~に相同で、それぞれ 15， 19 kDのグ
リシンリッチな領域を含む疎水性ポ1)ペプチドをコ

ードすると考えられる HR3S，HR4は、多重遺伝子族

に属し、既報の多くのcDNAクローンと相同であったc
これらには、タバコのクラウンゴールおよび遺伝的腫

渇から得られたクローンや他植物種の根あるいは体

細胞匪で活発に発現するクローンが含まれた。部分配

列クローンである HR6は、植物のGタンパク質αサ
プユニット遺伝子と高い相向性を示した。正常植物お

よび毛状根由来再生植物の切断茎を用いたノーザン

プロット解析により、これらクローンが毛状根と通常

根の発根過程で経時的な発現を示すこと、および

HR2の発現はオーキシン(lAA)による負の制御を受

ける可能性が示唆された。



Dlp-13 
細胞死抑制遺伝子を過剰発現させた形質転換タバコ

の根の形態形成

且星茎杢、柴坂三根夫、大調満子1、三浦正幸2、笠毛邦

弘 q商山大・資生研、 1農水省・生物研、 2対夜大・医学)

細胞死が形態形成やストレス応答におし、てきわめて重

要な役割を果たしていることが、最近明らかiこなりつつあ

る。本研究では、動物由来の2種類の細胞死抑制遺伝子

(bcfーん æd~を過剰廃現さ・せずと形質転換タノ《コを作成し、
根の発達、道管の成熟、根の代謝における細胞死抑制

遺伝子の影響を観察した。なおこれら形質転換伽療の

形態形成・ストレス応答については大橋らが昨年の本大

会で発表をしている。

水耕栽埼した形質転換タバコの根はやや太くなるが伸

長は悪くなり、野生型に比べ縮れた外見を示した。また数

本の根が融合したように貝えるものがあり、内部では複数

の維管束が存在していたり、維管東が部分的に融合した

ものなどが観測された。また野生型では主要な道管は 3

本あり、根先端から約3cmで成熟して通道するようiひなる

が、形質転換体では成熟が遅くなり、さらに道管の数が減

ったり、維管束中での配置が不規則になるものが多く観

察された。

Dlp-ll 
ミヤコグサ Lotus・'aDonicusにおける飽和的根粒
形成変異体の単離の試み
川口正代司、今泉(安楽)温子、庄野邦彦、丹羽
窓て"'1E苗要喜良2・赤尾勝一郎3。夜京大・総合文化、
1東理大・基礎工、環理大・総研、 3農水省・生物研)

能な限りーー-_. -.--
ってきた。 EMS処遇由来の約40，000のM猶予から、
までに30を上回る共生変異体を単雄した。それ
は、以下

根粒を全く形成しないもの
根粒の原基を多く形成するもの
細施内共生まで至らない、小さな根粒を形成す
るもの
細胞内共生までいたるが、窒素固定活性を示さ
ないもの
過剰な根粒を形成するもの

-
A
n
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d
 

4. 

5. 

得られた根粒形成変異体の諸形質を紹介し、根粒
形成を制御する宿主因子群の全体像を傍敵する。

Dlp-14 
ホウライシダ配偶体細胞における機械的刺激により誘導される

業縁体逃避運動の解析

明雄、和田正三 (都立大・理・生物)

Dlp-12 
シロイヌナズナの気孔形成変異株 bagelの解析

武内洋志， ttJII ~皇(島根大・遺伝子) 隼邑..JiUI義、門田

高等植物では、接触、雨、風などによる機械的刺激により組
織レベルで犠々な現象が引き起こされることが知られている
が、個々の細胞がどのように機械的刺激に対して反応するか

は、あまり知られていない。翁々は、ホウライシダの配備体細
胞を用いて、無傷の細胞の一部分に援触刺激を加えることので
きる実験系を確立し、業縁体が蜘l濁峨位から逃避する現象を発
見した。業縁体遺進運動の誘導には、 O~子以下の短時間の刺激

で十分であった。葉緑体の刺激部位からの逃避は、刺激後3扮
以内に開始し、 2時間以内に定常状態に逮した。個々の薬縁体

の動きをトレースしたところ、刺激部位近くの薬縁体は刺激後
1時間以内に、運動速度の上昇が見られた。次に、細胞骨格阻
害剤の作用を調べると、業縁体逃避運動はサイトカラシンBに
より阻害されるが、コルヒチンおよびアミプロフオスメチルで
は阻害されなかった。さらに、微小管とアクチン繊維を蛍光染
色し、刺激前後におけるそれぞれの繕造を調べたが、明らかな

変化は見られなかった.Il後に、業縁体の逃避運動時における
他の細胞小器官(ミトコンドリア、表層小胞体、核)の細胞内分
布を調べたが、明らかな配置の変化は認められなかった。以上
の結果は、繍械的刺激により誘導される葉緑体逃避運動が、方
向性を有する運動であり、一過的に速度が上昇すること、運動
機構としてアクチンーミオシン系に依存すること、また、業縁

体は他の細胞小器官とは独立に反応することを示唆している。
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気孔は植物の表面に位置する孔辺細胞により構

築され、ガス交換の機能を果たしている。孔辺細

胞は代謝および形態が高度に分化した細胞であ

り、その発達プログラムに大いに興味が持たれ

る。我々は気孔形成、特に孔辺細胞の発達の分子

機構を明らかにすることをB的としてシロイヌナ

ズナの気孔形成変異株のスクリーニングを行い、

孔辺細施の形態が異常なb晴 l変異株を単離した。

一対の孔辺細胞は干し辺母細胞の分裂により生じ

るが、単商量した変異株では一個のC字形の孔辺細

施が気孔を形成していた。このC字形孔辺細胞が
2核であったことからbψI変異株では孔辺母細胞

の細胞質分裂が不完全であることが示唆された。

bagellとbage13は共にC字型の異常孔辺細胞を生
じる変異株であるが、その出現割合が異なってい

た。また変異はそれぞれl番染色体および4番染

色体にマップされた。現在さらにマッピングを進

めている。



Dlp・15
イネ日長非感受性突然変異体 S8・5の解析

金運ー皇室、友川鉄男、早間良輔、岩野恵、

徳富哲¥奥野員敏Z、島本功(奈良先端大・

バイオJ大阪府大・先端研、 2農水省・生物研)
イネ極早生型突然変異体であるS8・5は長日条件、

短目条件下共に開花が促進されるが、長田条件下

での開花促進が大きく(約50日)、日長感受性

をほとんど示さない突然変異体である(長日条件

下で約1週間開花が皐い) 0 se・5突然変異体では、
パルス光による幼葉鞘の伸長阻害が観察されず、

連続光下でも赤色光と近赤色光で、幼苗の伸長促

進が観察された。青色光ではパルス光のみ感受性

の低下が観察された。さらに、光パルスによる

Cab遺伝子の発現を調べたところ、少ない光量で、

発現の低下が観察された。また、暗所下で育てた

幼苗中の光化学的なファイトクローム活性を測定

したところ、活性を検出できなかった。イネの

PHYA、PHYBが共に染色体3番に、 se・5が染色体
6番にそれぞれ座乗することから、 S8・5はクロモ

フォア合成系の突然変異体と考えられる。

Dlp-16 
シロイヌナズナのプロモータートラップ系統を

用いた光応答遺伝子の探索

E皇室二盤、加藤弓佳、望月伸悦、長谷あきら
(東大・遺伝子)

高等植物においては多くの光合成関連遺伝子

の発現が光応答を示すことは知られているがを

の他の遺伝子の光による発現制御に関する知見

は不足している、我々は、 N.Bechtold(酎RA・フ

ランスらによって作出されたシロイヌナズナの

プロモータートラップ系統を No曲19mm

A地 idop;isStock Cemeより入手し、光照射下及
び暗所下で一週間ほど生育させGUS染色を行い、

それぞれの条件で染色パターンが異なる系統の

単離を行った。

入手可能な 14田系統より確立された 3系統

制03，N27， N35)中、 N03，N27では光照射下で

強く、 N35は暗所のみでGUSシグナルがみとめ

られた。また発現は器官特異的であり、N03は茎

頂付近で、他の二系統は下旺軸で発現した。次に

生理学的解析を行ったところ、 N03，N35は主に

光によりN27は主に糖により発現が制御されて

いることが分かつた。
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Dlp~17 
Gタンパク質pra2の光抑制に関わるシスエレメントの解析
盤華五ム、永野幸生、佐々木幸子(名大院・生命農学・生化

学制御)

pra2‘遺伝子は YPT/rabファミリーに属する低分子量GT

P結合タンパク質をコードしており、エンドウから単離され

た。その発現が光により抑制されること、また、暗所生育エ

ンドウの茎徒長官E位で特異的に発現していることなどから、
暗所での姿の徒長に関与していると考えられている。今回、

我々はpra2遺伝子め発現制御機構を明らかにするため、pra2

プロモーターの解析を試みた。

pra2:LUC融合遺伝子を持つプラスミドを暗所生育エンド

ウ茎に導入したところ、ルシフエラーゼの光による抑制及ぴ

徒長郎位特異的な発現が見られた。光によるに抑制に関わる

シスエレメントを決定するために、様々な5'tーからの欠失や

内都欠失を持つプロモーターの解析を行ったところ、翻訳開

始点から.930-・837の94bpの領域に光による抑制に必要な

配列の一つ古室存在することが明らかになった。さらに、 ー789-，487と-487--297の領域にbasalな発現に影司Fするリプレ
7サー及びアクテイベーターがそれぞれ存在することも明

らかになった。今回同定された94bpの領域には、phyAやASl

で報告されているフィトクロムによる負の制御に必要な

TGGG配列は含まれていなかった。

Dlp-18 
シロイヌナズナの光形態形成を支配するCOPlと蛋白質レベ

ルで相互作用する遺伝子CIP7の織能と生体内での役割

山本書E治1，2、総井南¥Lay-HongAng、Xing-WangDenif 
c理研・FRP・分子鎗構、 z米国イエール大.MCDS) 

CONSTUTUTUVELY PHOTOMORPHOGENICl (COP1)1;l 

シロイヌナズナの光形銭形成を支配する遺伝子であり、光依

存性の遺伝子発現、細胞・濠縁体の分化事事を暗所下において

郷制している.COPlの生化学的な槍能を明らかにすること

を目線として、私たちはCOPlと蛋白質レベルで相互作用す

る遺伝子をfar-westem法を用いて単厳し解析を行った.

得られたクローンの一つ、 α'P71主新規の後蛋白貨をコード
しており、 P/QIこ富む領織や磁性アミノ隠のクラスターを持っ

ていた.CIP7とLexAとの織合蛋白貨は醇母においてLe叫オ

ペレーターによる転写を活性化すること、またその活性化能

は舗物細胞においても観寝されたことから、 CIP71ま転写因

子の一種であることが解った.また、 invたmでの解析によ
り明らかになったCOPlのCIP7結合領媛、 α'P7の発現様式、
そしてCIP7のアンチセンスRNAを導入した形質転袋シロイ
ヌナズナの表現型の解析から、 CIP71ま光形態形成の抑制で

はなく促進に必要な因子であることが明らかにされた.以上

の知見から、暗所下においてCIP7の伝写因子としての活性

を抑制することがCOPlの鎗能の一つであることが鍵唱され

た.



D2a・01
ヱドヒガン及びヤエペニシダレの設における、内生

ジペレリン、オーキシン及びアプシシン.の分布

.!l!L豊里王、小事事正智旬、桜弁ぽ、積山 8~、指和
丘褐土中村規子(日:女大・理、理研¥議事事総折、島湾創

作所、

すでに、外生のGA及びGAがヱドヒガン系サクラ{丹vnus
spachiana)のしだれ性であるヤヱペニシダレのしだれ性恩幽

を阻止すること、また、エドヒガン系のしだれ性筏及び立性

枝の主内生ジベレリシ1まGAであることを明らかにした.今回
I~ 筏各自E位のGA と共にIAA、 ABAのレペJUこついて鋼ぺた.
しだれ性及び立性の当年筏を先自由から圏直に、頂芽、伸長帯1、

伸長.Z.O.dJfl、伸長停止悦 3の綾と震に合Itて、各
自E位におけるGA、IAA、及びABAの含畳を、 [<H3 lGA，、
[2H s l除A、[2H31ABAをそれぞれ内II.~・としてGC-$IMIこよ

り定置した.
その鎗果、両緩においてGt，とIAAレベルは頂芽と伸長帯1

で高かった.また、しだれ性筏のGAレベルは、伸長帯1にお
いて立性伎におけるより渇く、 IAAレベルは伸長繕2伸長停止

穆1においてより高かった.このような結果I立、しだれ性枝に

おける鳳幽"1こ関わる、より大きい伸長能力と関係がある
と考えられる.ABAレベルI立、前後において伸長得2伸長停止

得1で最も高く、両畿を比絞すると立性枝でより高レベルだっ

た.

D2a・02
サクラの当年筏の成長におけるブラシノライドの作用
重皇重量」中川白塁手、霊松晴美、場居奈美子、中村踊
子 (8女大・理・物生)

すでに草本植物において、後々なブラシノライドの生
理作用が担告されている.当研究においては、木本植物
サクラを用いて、その成長筒勉作用を検討した.
..量材料として、エドヒガン系2年生後木の立性の当
年設を用いた.院議録与法および成長測定法、また組織
化学的方法および・光顕微鏡による測定方法は、すでに
報告したものと同穫である.ブラシノライドは、 CID
tech Research Inc.より鴎入した.投与量は、 0.Q1-1O
μg/芽の範囲を用いた.

立性銭において、彼の伸長は、主主与後2週めまでは、

処理濠度が高くなるほど促進された.業病の長さもま
た、処理11度が高くなるほど著しく促進された.さら
に、 1，10μg/芽処理袋において、薫柄の鎗転、後の屈曲
が毘められた.屈曲した筏の組織は、対照と比べ、木s't!
帽の減少、導管密度の繕加、また筏上側における二次細
胞鍵のセルロースミクロフィプリル傾角の相加が毘めら
れた.
立性伎における綾の屈曲現象にl立、ブラシノライド処
理による、伸長促進および木部の支持組鎗としての発達
低下が関係していると考えられる.
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D2a-03 
ヱンドウ憲性種 IkIまカンペスタノール合成臨書に
もとづくブラシノステロイド欠損霊異体である

品畢童王、野村嬢人¥JamesB. Rei<f、 横田傘
it<字秘書大・生物生産、 1東京島工大・生物生産、
zタスマニア大・植物科学、 3帝京大・バイオ)

エンドウのジベレリン感受性突撚変異体 Ikの矯
性l志、ブラシノライドの投与によって回復した.Ik 
の内生ブラシノステロイドを GC-SIMにより定量
した結果、カスタステロン、らデオキソカスタス

テロン、 6・デオキソティファステロールの含量が
それぞれ野生型の約4分の1.70分の1.6分の1に
低下していた.またブラシノライドの前駆体である

ステロールにおいても、カンペスタノールとシトス

タノールの含量がそれぞれ野生型の約160分の1、
10分の1に低下していることが明らかとなった.以
上の司際実から、 Ikはカンペステロールからカンペ
スタノールへの蜜換に欠陥があるために、ブラシノ

ステロイド欠損になった突然変異体であることが判

明した.ゆえに、 LK遺伝子も庇T2遺伝子と同じ
樋能をコードしているものと考えられる.

D2a-Q4 
ブラシノステロイド生合成変異体 Ikbおよび Ik

の生合成欠損部位の解明

.Mt皐ム、北坂幸子¥高滞戸秀2、横田孝雄3(東

京麗工大・生物生産、 1宇都宮大・生物生産、 2上越

教育大・自然系化学、浦京大・バイオ)

エンドウのブラシノステロイド生合成変異体 Ikb

では、カンペステロール含量が霜少し、その前駆体

である24・メチレンコレステロール含量が増加して
いる。そこで、 Ikbとその野生型の幼植物に重水

素概鳴した24ーメチレンコレステロールを与え、そ
の代謝物を GC-IISを用いて調べた。その結果、野
生型からは重水素標識されたカンペステローJレが検

出されたが、 Ikbからは検出されなかった。これ
により Ikbはカンペステロールの合成に欠陥があ

ることカ匂正明された。

Ikではカンペステロールから合成されるカンペ
スタノール含量が野生型に比べ混少している。そこ

で、その幼摘物の切片に重水素標識したカンペステ

ロールを与えた。その結果、野生型からは重水素篠

識されたカンペスタノールが生成されたが、 Ikか

らは生成されなかった。これにより Ikはカンペ
スタノールの合成に欠陥があることが証明された。



D2a-05 
シロイヌナズナABA生合成欠損突然変異株の解析

直犀基車、内藤哲(北大・農・応用生命)

我々はシロイヌナズナのABA欠損突然変異株を
分隊・解析している。 aba2・2突然変異株はABAの
生合成欠損突然変異株であり、内性ABA量が新鮮
葉、乾燥業で野生型株と比べてそれぞれ4分のl、
30分の1に低下している。 a同2・2突然変異株の植物
体は乾燥し易く‘種子は休眠が浅い。 ABAの乾燥
に対する適応機構を理解するために、乾燥時にお
ける野生型株とaba2・2突然変異株の遊離アミノ酸
漉度を測定した。野生型株を18時間乾燥させると
プロリン、ロイシン、イソロイソン濃度が約l∞倍
に増加した。一方、油d挟然変異株では同様の
乾燥処理でプロリン、ロイシン、イソロイシン漉
度は約5倍、 25倍、 23倍に増加した。野生型株に
ABAを投与した場合、プロリン濃度が上昇したの
に対して、ロイシン、イソロイシン漫度は変化し
なかった。ロイシン、イソロイシンの蓄積はABA
によって誘導はきれないが、 ABAによる水分保持
はABAと独立に作用するロイシン、イソロイシン
の蓄積機構の維持に必要であると考えられた。本
会ではこれらの結果と併せ、 ABA2宣伝子の遺伝学
的マッピングの結果も報告する。

D2a・06
病原菌接種およびエリシター処理したジャガイモ

植物葉における ACC合成欝素遺伝子の発現解析

永野睦実、竹本大吾、道家紀志、山主=ム (名大

院・生農・資源生物機能)

病原菌の侵入を受けた植物ではエチレン生成が

増加するが、その生合成系調節機構や機能について

はいまだ不明な点が多い.エチレン生合成系の律速

酵素である ACC合成酵素遺伝子仏CS)は種々の

植物で多重遺伝子族を形成していることが知られ

る.ジャガイモ植物と疫病菌の系を用い、疫病菌接

種および薗体壁成分エリシター但WC)処理した
ジャガイモ葉におけるACSの発現について調べた.
まずトマト ACS(LE・.ACS)をプローブとしてノ
ーザン解析を行ったところ、 LE-ACSlA、lBを用
いた場合に非親和性菌接種後24時間の業で、また

LE-ACSlA、lB、2を用いた場合に各種エリシタ
ー処理業で転写産物の蓄積がそれぞれ認められた.

次に HWC処理後 36時間のジャガイモ業より

cDNAライブラリーを作成し、LE・ACS2を用いて
ジャガイモACSの単離を試みた.
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D2a・07
ブロッコリー花奮の老化におけるエチレンの関与およびACC

酸化静棄の佐賀

葛西優子， 青山君事ー， 松永美枝， 渡辺和志，基邑去，

生駒吉自信 1，矢野昌充商事同大.a・生物生産果樹猷・
カンキツ榔)

プロッコリー (Brassicao1eracea L. var. itali，ω〉夜着

(小花)は収穫後室温で急速に老化する.老化は花奮の貧化

によって観察され， アスコルビン酸とクロロフィルの顕著な

分解を伴う.老化はエチレンの作用を阻害することにより強

〈抑制されることから， ヱチレンが深〈関与していることが

考えられる.老化の過程でエチレン生成量は綱大し、それと

ほぼ平行してACC酸化酸素の活性も治大した.プロッコリー

小花よりACC・化酸素を繍出し， 静.学的佐賀を鱒ペた.

プロッコリーACC・化醇ヨ慢のcDNAを理事入したプラスミド

で形質転換した大・箇よりA∞.化.，憶を抽出し，精製した.

得られた勝棄はSDS.PAGEで単一で， 37kDaの分子サイズ

を示した.形質転.体より得られた.，僚はプロッコリー花官官

より袖出した.棄とよ〈似た佐賀を示した.精製.黛を抗原

として抗体を作製し， それを用いてプロッコリー花沓中の

A∞園量化醇業の変動を調査した.

D2a-08 
キュウリの雌花発現に関与するAα合成酵素遺伝子の
発現解析

董温盈ニ郎、酒井慎吾(筑波大・生物)

キュウリには混性墾や録性愛品種カt存在し、.性裂

は優位遺伝子FemaJe(めにより制御されている.また、

キュウリの雌花発現はヱチレンによって誘導され、そ

の性発現パターンは茎頂部のエチレンレベルによって
制御されている.我々は、 ACC合成勝素遺伝子(仁志ト

ACS2)の茎頂部での発現パターンと性発現パターンと

の相関を示した.一方、 Trebi曲らは ACC合成酵素遺
伝子(CS-A'岱1)を単憶し、雌性型キュウリではF遺
伝子とリンクする α;-~αlG ~.帯をすることを示した.

そこで、雌性型 (FF)と混性裂ゅのlfI同質遺伝子系

統の茎頂部におけるaトACSl と C~トACS2の発現パター
ンを翻ぺた.その結果、 CS四ACSlは雌性裂の全茎頂部

で発現しているのに対し、混住裂の茎頂部では発現が

検出できなかった.一方、 .性裂と混佐裂の茎頭部に

おけるCS-Aα2の発現パターンは性発現パターンと相
関を示した.これらの結巣は、 CS-A岱lGはF遺伝子
として雌性型の鍵1腕漢に関与しており、混住型の雌
花発現にはcs・Aα2が関与している可能性が示唆され

た.



D2a-09 
光発芽レタス種子のジベレリン生合成醇素遺伝子のクロ
ーニングとその発現解析 空車鍵玄盤、豊婚知伸、三
編渉、尼ヶ自衛史、加里F京子.天事訟コn出1$'、 JI:上AIt
j{1J2、神谷勇治， (山形大・良、 l理研フロンティア、
2東京理科武理工)

レタス(Lactucasativa L.cv. Grand Rapids)種子の
光発芽誘導には.ジペレリン(GA)が重要な役割をはたし
ており、 赤色光処理により活性愛GAであるGA，の内生量
が僧加することが示されている.そこで本研究において
は赤色光により促進されるGA生合成段階を明らかにする
ために、 GA生合成の後期段階を触媒するGA20ー磁化醇素
(GAS3-<GAu-<GA'9-<G&!O)、 3s-水度化醇素(GA20-<GA，)遺
伝子をレタス種子よりクローニングし、その発現に対す
る光処理の影響を調べることを目的とした.赤色光処理
したレタス種子O.5gより摘出した戚NAからcDNAを合成し
それを鋳重量として上記2遺伝子のそれぞれの保存領域を
もとに設計した結合プライマーを用いた町ーPCRを行なっ
た.その結果、各々の酵素由来のものと推定されるPCR
断片が2種ずつ得られ、 それをもとにしてそれぞれの
全長cDNAをクローニングした.その2種の20-般化醇素
(Ls200x1，Ls200x2)、 2種の3s-水酸化酸素(Ls3h1.
Ls3h2)遺伝子について大腿薗で発現させた組袋えタンパ
ク質の活性検定を行なった結果.それぞれの遺伝子産物
は予想された触媒活性を持つことが示された.ノーザン
解析の結果、 Ls200x1とLs3h1遺伝子が発芽過程では主要
に発現していることが示され、 さらにLs200x1遺伝子の
発現は光処理の影響を受けず、 Ls3hl遺伝子の発現量は
赤色光処理によって (Pfr形成条件) 猶加することが明
らかになった.以上の結果、レタス種子では赤色光処理
により3βー水費量化酪素(Ls3h1)の遺伝子発現が促進され、
GA1の内生量が増加する可能性が示された.

D2a・10
シロイヌナズナにおけるアルデヒド酸化静寂遺伝

子ファミリー

盤盟，関本弘之1ぺ駒野照弥， S. 0吋oire"ミ-
Uo胞nb吋，A.Mario刊oIlS，M.臼boche川谷勇治¥
小銭共ー(.立大・理・生物理研・ FRP，zJ巨大(院)・
総合文化・生命，slNRA・Versailles)

我々はIAAの生合成経路の鰻終段階にかかわる醇案

としてアルデヒド磁化酵索 (AO)に注目し、トウモロ

コシ幼薫織からの積製とcDNAのクローニングに成功

した.このcDNAから予想されるアミノ蔵配列の情報

をもとに、シロイヌナズナよりAOcDNAのクローニン

グを鼠みた.その結果、3・のAOcDNA( atAO・1，2，3)

が単隠され、また、データベース上でこれらに領似し

たAOの存在 (atAO-4)が明らかになった.これら4・

のAO遺伝子について、シロイヌナズナCICYACライブ

ラリー及びリコンピナントインプリツドラインを利用

して緑色体上の位置がそれぞれ決定された.ノーザン

解析によりこれらAO mRNA'の野性織の植物体内、及

び、 IAA過鋼生庫突然変異体(superroot1)における異

なる発現パターンが観聾された.これらの遺伝子の植

物体における役割について考穫する.
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D2a-11 
、パコホメオボックス遺伝子N符'115によるジベレリン生合
成遺伝子、GA20oxidaseの発現銅剣
上ロ{回申}袋署除手1、伊腹樽紀1、腰間政ニ2、大山直美人松
岡信1(1名大・生物分子応答、 2野菜・茶.Iit)

我々は、タバコホメオボックス遺伝子(N符'115)の過剰発
現が、形質転換タバコの葉に形態異常をひきおこし、また、
その葉における活性型ジベレリン侍A1)が、著しく減少し

ていることを明らかにしてきた(玉置ら、 P加7tCell 
Phy駒 1.，38但)917・927，1997)。
今回我々は、 NTH15とGA生合成との関係を遺伝子レベ
ルで明らかにするために、 GA生合成遺伝子の肉、 2つの
GA20 oxidaseおよび1つの3s-hydroxylaseの cDNAを単
離した。ノザン解析の結果、棄で発現するタイプのGA20
oxidasei宣伝子(N，除12)のみが、形質転換体において発現が
減少していた。また、形質転換体における薬の形態異常は、

GA20または、 GA1を茎頂付近に添加することにより正常

型に回復したが、 GA19では回復しなかった。以上のことは、

N刀i15の過剰発現が、議におけるNtc12の遺伝子発現を抑
制し、その結果、活性型GAの減少と、それによる棄での形
態異常をひきおこしていることを強く示唆するものである。
さらに我々は、初situ hybridizationにより野生株のタバコ
におけるNTH15およびNtc12の発現部位を特定した。これ

らのことから、野生練におけるNTH15によるNtc12の発現
抑制ならぴに側生器官の発生における2つの遺伝子の役割
についても考察する。

D2a-12 
タバコのジベレリン3β・ヒドロキシラーゼの単般とその解析
盆皇獲量己.上ロ(田中)美弥子，川出洋神谷勇治 l ，~岡信
(名大・生物分子応答理化学研究所・フロンテイア)

ジベレリン(GA)は、高等植物の発芽、伸長生長、花芽形成等
に関与する植物ホルモンのーっとして知られている。近年、 GA
合成系の酵素のクローニングが盛んに行われており、その発漢

の伽j御や細胞内分布が分子レベルで理解され始めている。

今回、本たちはタバコを植物材科に、 GA合成系において活性
型ジベレリンを生成する最終段階を触媒する 3s'ヒドロキシ
ラーゼと推測される部分配列を、ホモロジー解析によって綾針

したデイジェネレートプライマーを用いるPCRにより単荷量した。
続いて、これをプロープとして、タバコのゲノムライプラリー
をスクリーニングしゲノミ 7ククローンを単調医した。このクロ

ーンを基に茎頂RNAよりRT-PCRによって合成されたcDNAは、ア
ラピドプシスのGA4およびエンドウのLeと高い相向性を示した。
更に、大腸菌内で合成させたこのcDNAの翻訳産物は、反応、基質
であるGA9/20をGA4/1に変換した。このことから私たちは、この
遺伝子が3s-ヒドロキシラーゼをコードしていると結論した。
タバコの器官別ノーザン解析によって、この遺伝子の発現は茎

頂、花芽、花、茎等に見られ、業や未成熟な種子においては非

常に弱い発現であった。現在、 insituハイプリダイゼーショ
ンとプロモーター::GUSによる組織内局在住および形態変化に

伴う遺伝子発現制御について検討を行っている。



D2p・01
トウモロコシDIMBOA欠損株における光応答反応
富岡措辞呑紘ScatQ曲 11，/J噌耐誠治2，山村庄亮2，

山田/路拡長谷川宏司(筑波大・応生イじ1Nc岨臼幅

祉 1届V.，強腰大・理工〉
近伝植物問個性反応は、光により生成されるオー
キシン活性抑制撤虜の偏差分布に起因する光細胞織の成
長抑制によって引き起こされるとする凪虚皿-1同開
説カ鵠唱さ払多くの証拠カ涼されてきてし唱。これら
の観的、ら、これ事でに光誘導性成長抑制撤虜bーっと
してトウモロコシから6・m赴my・2併0・b:mx:路副加盟
制OOA)tr¥.単離・同定されている。これまでにトウモロ
コシ野性株幼業鞘に一方向から光を与えた場合、光側の
内生MBOAレベJLが影側のレベルよりも高L、こと、また
MBOAを片側投与した場合に投与された側に屈曲を示す
こと等を報告した。今回このMBOAの前駆体である2，4・
d写也珂7・m血 xy-2H-1，4・加盟溜血・3・(相)-低
価制叫を生成しない突然議実株における幼葉鞘の光
反広光屈性反応につL、て野性株と比較しMBOAの光応
答即志における役割について樹すを行った。その結果ト
ウモロコシ四MBOA欠損株の幼葉鞘は、野性株に比べ、
地E答回訪湖L、ことがわかった。内生M政弘は野性株
と比較して非常に低レベルで存在していた。これらのこ
とから、植物の光応苓即志に、光誘導性オーキシン活性
抑市助閣であるMBO崎吹きく関与している可能性が示
唆された。

D2p-02 
イネの恒常的ジペレリン反応性突然変異体，

・slenderrice'の特性と解析

並旦~・北野菜己'・蓬原雄三・山口淳ニz
(名媛大・.，'名大 '.， l名大・生物応答センター)

本変異体は日本晴突然変異体で、その形貨はあたかも

ジペレリン(GA)を;;加した機なシュー卜の著しい伸長
現象を示すことから便宜上‘slenderrice'と命名した。

GA生合成阻害膏lのウニコナゾールによる効果を検討

したところ、原品種ではシュートにおいて著しい伸長抑

制効果が認められたが、 slenderriceにおいては同織の

効果は全く見られず耐性を示した.さらに、医を取り除

いた半切無廃種子を用いたα・アミラーゼ活性の検出を

行った結果、 slenderriceはGA非存在下においてもGA

依存型のα・アミラーゼが跨渇された.これはGAの存在

の有無に関わらず、独立的にα-アミラーゼを分泌する

ものと考えられた.これらによりslenderriceがGAに

よるシグナル伝達系を常に・ON'にしている恒常的GA

反応性突然変異体(constitutiveGA respon担 mutant)

である可能性を示唆している.この変異体を解析するこ

とによって、 GAを煤介とするシグナル伝達系の織俗解

明の手がかりになるものと考えられた.
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D2p・03
シロイヌナズナの新たなオーキシン耐性突然変異体
solitaly rootの解析
渥盆釜弘、田坂昌生(京大大学院・湿・植物)

高等植物においてオーキシンは細胞伸長の制御だけでなく、重カ

居住や光居住反応、'回復形成、頂芽優勢など多くの成長・発生過程
に関与今る。しかしこれらの現象における分子レベルでの才ーキシ

ン作用樋作についてはほとんどわかっていない.そこで主主々はオー

キシン反応の分子儀構を解明するため、シロイヌナズナから新しい

オーキシン耐性突然変異体を単級・解析したので報告する.
シロイヌナズナのaμ・1変異体は、 (1)貧化芽生えにおいて単岨l
bookが聞き、 (2)医輸と緩の重カ居住反応が異常になることが報告
されていた (H佃 et11.1993)。今図書是々 はこのcop4・1変異系統にお

いて、 (3)側緩が形成されず、 (4) 医輸と~の境界領域を除き緩
毛がほとんど分化しない、という表現型を見い出した.戻し交配の

後、 (1)の<%Ip4変異と (2・3・4)の変異が遺伝的に分隠した。そ
こでこのcop4-1変異系統に起こ 9た (2・3・4)の異常を引き起こす
2番目の表異を、 fiOlOlJ'r.r.耐〈並)と名付け解析した.まず、復の
伸長に対する継物ホルモン等の阻害効果について調べたところ、野
生採に比べてd変異体の績はオーキシンであるIAA・2，4・D，NAAに
滋い耐性を示したが、サイトカイニン (BA)とエチレン合成前駆体

のAαに対して野生株とほぼ岡織な感受伎を示し、 ABAに対してわ
ずかに.11受性を示した。また、オーキシンにより発漢が跨導され
るシロイヌナズナ遺伝子SAl尽・AαのプロモーターとGUSとの風合
遺伝子 (pSAUR-Aα::GUS)の発現を調べたところ、 B変異体のg;

輸では外から与えたオーキシンによるPSA四・Aα::G凶遺伝子の発
現...に異常が包められた。 a変異は単一の優位変異であり、既知
のオーキシン耐性変具体(岨111・品小 or1• or2 . or3・or4)、側
線形成欠鎌家具体 (.u4)と異なる第4染色体上にマップされた。こ
れらの結果から、 SUl遺伝子がオーキシン反応に特異的に関わる新
たな遺伝子座であることが明らかとな勺た。

D2p・04
オーキシンによる偏差成長異常突然変異体msg1とオ

ーキシン耐性突然変異体制r1や aux1との二重突然

変異体の生理学的性質

綿引雅岡，藤平健一郎，立松圭，山杢塁率盟(北海道

大・地球環筑・生態環境)

msg1 I玄、オーキシンを匪軸の片側に塗っても旺軸

がまったく屈曲しないシロイヌナズナの突然変異体で

あり、匠軸がオ一存シン耐性を示す。auxlやsxr11まオ

ーキシン耐性突然変異体で、特に axrllま匠軸のオー

キシンによる屈曲反応が野生型より弱い。sUIb屈曲
反応にこれら遺伝子がどのようlこ関与しているか明ら

かにするため、 msgl-2axrl-3とmsgl-2Bux1-7の二

重突然変異体を作製し、その表現型を調べた。その

結果、 auxl変異はmsglの表現型にまったく影響を与

えなかった。一方、 msglsxrlの葉の形はよ偏成長を

おこすmsglの葉としわの寄るaxrlの葉の両方の性質

を合わせた形になった。匪軸のオーキシン耐性は、野

生型<msglくsxrlくmsglaxr1の順に増加した。

msgl axrllf軸はオーキシンによる屈曲反応をまった

くおこさず、屈地性は野生型より反応が遅くなる mSlll

の表現型を示した。以上の結果から、 MSGlは AXRl

や AUXlとは独立に働いていることが示唆された。



D2p-05 
匪軸屈曲反応が欠損したシロイヌナズナ優性突然変

異体msg2の単曜とその遺伝学的・生理学的解析

立盆主、山本誠、線引雅昭、山本興太朗(北大・地球

環境・生態環境)

綿引と山本(199ηはオーキシン片側塗布を利用し
て匪軸屈曲反応欠損突然変異体msglを単躍した.
本研究では、偏差成長とオーキシンの関係を明らかに

するために、匪軸屈曲反応を利用して新規の突然変異

体の単躍を行った.M2種予約74.000個をスクリーニ
ングした結果、屈曲反応が欠損した7個体が得られ
た。そのうち4個体はmsglで、残りの3個体は新
規の優性突然変異msg2による変異体であった.
msg2の外形は野生型に似ていたが、稔性は低くなっi
ていた.そのE軸は屈地性を完全に失っており、屈光!
性も弱くなっていた.msg2の貧化芽生えではフック;
形成が弱くなっていた.msg2の匪軸は2.4-0耐性 g

を示した.MSG2遺伝子座は3番染色体上の
GlAB鳥むから 19.8cM北側に位置していた.以上
のことから、 MSG2遺伝子が匪軸で観察されるすべ
ての偏差成長に関与していることと、オーキシンがそ

れら偏差成長に関与していることが示唆された.

D2p-06 
シロイヌナズナ・オーキシン耐性突然変異体の根の 1

重力屈性異常に対するオーキシンの効果

山主盤、山本興太朗(北大・地縁環境・生態環境

オーキシン耐性突然変異体axr4 但obbie and 
Estelle. 1995)の根は重力屈性が野生型より弱い。
矯地にオーキシンを加えて、この異常な重力屈性に
対するオーキシンの効果を調べた。
axr4にNAAを与えると、 30nMで根の重力屈性
が回復しはじめ、叩OnMでは野生型とほぼ同様な正
常な重力屈性を示した。一方、 IAAや2，4-0を10
nMから300nM与えてもaxr4の緩の異常な重力屈性
は変化しなかった.300 nMのIAAや2，4-0を与える
と、野生型の根の重力屈性は弱くなるが、 NAAは効
果がなかった.axr4の橿はanMから300nMの範
囲でIAAや2，4-0 に対してオーキシン耐性であるの
に対し、 NAAに対してはオーキシン耐性ではなかっ
た。

以上の結果はもうひとつのオーキシン耐性突然変
異体auxlの根の重力屈性に対するオーキシンの効果
に似ている<Yamamotoand Yamamoto.投稿中).
axr4の作用点はオーキシン流入担体周辺であると考
えられる。
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D2p-07 
クロモサボニンとブラシノライドによるアラピド

プシス根の成長促進作用におけるエチレンの関与

量星昌二，石沢公明曽我康一2 保尊隆享2

後藤伸治3 神阪盛一郎2 (神戸大・悶センター，

l東北大・院・理・生物 2大阪市大・理・生物，

3宮教大 ・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、レタズ根のエチレンに対する反応性を低
下させることによって、根の成長を促進しているこ
とを既に報告した。今回は、暗所、ろ紙上で生育さ

せたアラピドプシス (Arabidopsis泊aliana， Cohnnbia) 
を用いてエチレンの関与を検討した。また、構造的
類似性のあるブラシノライド但R)との比較をした。
根の成長促進作用における CSIとBRの最適温度
は、それぞれ 1∞μMと 1nMであり、いずれの場
合も根の直径の減少が認められた。 CSIは細胞の伸
長を促進し、根を真直ぐに成長させるが、 BR には
これらの作用はない。エチレン非感受性変異株であ
る柑1・1とein2・1では、 CSIとBRによる成長促進
効果は認められなかった。これらの結果は、 CSIと
BR による成長促進作用にはエチレンのシグナル系
'の存在が必要であることを示唆しているが、 CSIの
作用機構には、 BRとは異なった部分がある。

D2p-08 
シロイヌナズナのサイトカイニン低感受性突然変異体

の単離と機能解析

まよJ.柿本辰男(大阪大・院理・生物科学)

サイトカイニνは主要f-*樹、ルそンの lつであり、その生涯
作詞として綱紛裂のt腿 ・葉緑体わ発濠覇防1.1:.子棄の展
附帥阻害よど識と』サイトカイニン曙伽錦こ重

要な役軍~~:果たすが、そ砂ングナルを道臨路について出まとん
ど明らめ斗こされていない.サイトカイニよ/砂ングナル伝道薩踏に

関与する遺伝子を同定するため、サイトカイエンに対して低感受

性を示すシロイヌナズナの突然変異体 ddl俳仰ρr
m曲変YL騨随一九
高温度防サイトカイヰ停在下で恒掛幼ルスを穆贈すると、

野生聖では緑色で肥大イ11..，.その表面には根毛織悔追わ形成が

阻蜜されるが、ddlのカルスは高温障の恰時1存在下において

も淡黄色カルスを誘導し、その表面玄根毛様構含でおおわれて

いた根の伸長に着目した実験ではベンフルアデエンに対して

1∞倍以上の感謝蛍の低下が見られたが、インドー/ト手膏離や

エチレンの言明琳tである1-'アミノシクロプロパンー1ーかレボシ載

に対しては野生型間躍鹿力感謝金を乳た。野生型以筆Lヘ
テロ後合体的表現型を【カノレスの細目と【主揺の伸長阻害】に着

目して観察したとこそ入野生霊I}:ddlホモ綾合体的棉恥表現型

を札半個室で扮ことが示唆怠れた



D2p-09 
過剰j発現によりサイトカイニン非依存性を与
える遺伝子CKIlの機能解析
進麗三隼， 柿本康男(阪大・院・理・生物)

シロイヌナズナの遺伝子CKIl(gto血血・
jndependent j)はバクテリアでは一般的な情報
伝達系である2成分制御系のセンサーヒスチ
ジンキナーゼのファミリーに属し、植物で過
剰発現すると、組織培養系でサイトカイニン
非存在下でもサイトカイニン反応であるカル
スの増殖、緑化、シュート跨導をする.
ヒスチジンキナーゼの保存されたりン自主化
部位であり、リン酸基転移に関わっているア
ミノ酸残基に対応する回s柑またはAspl蜘にア
ミノ酸置換をもたらすように変異を加えた遺
伝子を過剰発現した結果、 CKIlの過剰発現で
みられた反応がみられなかった.このことか
ら、これらの残基がリン酸化されたC阻1がサ
イトカイニン反応を引き起こしていることが
予想される.
また予備的な実験では、 CKIlをアンチセン
ス方向に発現するように形質転換したシロイ
ヌナズナの中に、組織培養系でサイトカイニ
ンの感受性が低下している可能性のある個体
がみられている.

D2p-l0 
大鍋薗により合成させたOLPの精製およびサ
イトカイニンとの結合活性

企主J皇、五十嵐大抵 1健康直樹. 2小岩尚*、 2佐頭
文.(東京学芸大・生命科学、 1渇玉大・分子生物、 2)史
観大隊・応用生命科学)

これまでの研究で、タパコカルスから二種類のサイトカ
イ二ン絡会活性を待つタンパク質 (CBP1 • CBP 2 )が得
られており、それぞれの分子量、商事厳定象がさまってい
る.特に、高いサイトカイニン結合活性を持つCBP21こ闘
しては、そのN*_のアミノ磁配列からosmotin-like
protein(OLP)と高い縮問性 (92.9%)を持つことが解って
いる.ap2が、既に明らかになっているO印である可能
性が高いことから、サイトカイニンとOLPとの相互作用が
示されれば、その生理的役割が推定出来ると考える.
本研究では、サイトカイニンとの相互作用を銅ぺる目的
で、 OLPのcONAを大腸菌Iこ組み入れ合成させた.組み.
えOLPIま細胞破組後、 8Mureaで可湾化してSP-
Sepharose columnで分画し、 S05-PAGEで分析した.
その結果、単一のタンパク貨として得られた.urea除去
後にサイトカイ二ン結合活性を慣べたところ、 OLPが
ap2と同程度の結合活性を持つことが解った.
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D2p-ll 
メロン果実におけるエチレンレセプターホモログの発現

解析

童皇込差，遊繍健-'， .克己，細谷和軍，窪田満，江

函浩(茨域生工研東北大・遺生研}

我々は果実の発達・成熟に対するエチレンの役割を探

るために、メロンからエチレンレセプターホモログ

(MEERS)の全長cDNAを単隠し、解析を行ってい

る.エチレンレセプターには、シロイヌナズナETRl• 
ERS及びトマトeTAEl'NRに代表される2つのタイプ
が知られているが、 MEERSはERS型であった。

MEERSmRNAの発現量は、果実の発達初期に増大し、

果実の肥大が停止する頃に著しく減少した。また、クリ

マクテリックなエチレン産生が起きる果実成熟期には発

現量が再ぴ増大したが、果実発達初期の発現よりは低い

レベルであった。トマトでは、同じERS型遺伝子である

NRの発現量が果実成熟期に劇的に治大することが報告
されていたが、果実発達初期にもERS型遺伝子の発現量

が増大することがメロンにおいて初めて示された。今

後、メロンの果実発達初期、特に細胞肥大が盛んに起き

ている時期にMEERSの発現量が増大することの意味を

擦りたいと考えている。さらに現在、メロンからETRl
に類似するクローンを単隠し、発現解祈を行っており、

この結果も併せて報告したい。

D2p-12 
ピオチン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

遺墨墨皇、山本晋1、一瀬勝紀、安藤哲l、吉田茂男

(理研・植物機能、 1東農工大・BASE)

オオムギアリユーロン細胞は植物ホルモンであるジ

ペレリンやアプ町ジン磁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.我々はアリユーロン細胞におけるこ

れら織物ホルモンの受容についての解析法を確立す

ることを目的として両植物ホルモンのピオチン標識

化合物を調製し (bi，叫BA・bioGA)、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プ

ロトプラストを用いて検討を行った.bt叫 BA、

biO<込は各々アプシジン費量やジベレリンと同様の活

性を有していたo bi，叫BAとプロトプラストとの相

互作用については、フローサイトメーターを用いて

解析した結果、 bi叫 BAは細胞膜上に結合している

ことが示唆されたo bioGAについては現在解析中で
ある.



D3a-Ol 
アラスカエンドウ根の成長，およt雄管東に於ける空隊形成部

位に対する溢水処理影響

与五且匙ダニエル K.グラデシJ、梶ぽ(拓殖大・工・
生物工、マイアミ大・植物!拓殖大・政面

アラスカエンドウ (J治UDJsa白ivum cv. Ala諸a)種子をパ
ーメキュライトに矯種後o目、 5目、 6日、および7日目か
ら溢水処理を施した。そして、種子恨の成長、およt雄管東

に於ける空隊の形成部位を静くた。

初めから ω日)溢水培地に播種された場合、種子被の成長
は通常の培地条件のそれと比べて約20%抑制されるが、成

長は停止しない。しかし、上記のように、生育途中で溢水処

理を行うと後の成長は停止する。その段階で側膿の形成、お

よび上底到の成長が著しく促進される。

根維管東に形成される窓際は、溢水処理により根婦から 1.5

岨の部位に於いて形成し始めていた。そして、溢水処理の時

間の長さに応じて空隙の形成位置は伸長していった。また、

滋水条件下で生育している種子根には、被毛の形成はほとん

どみられず、根直径は通常の培地条件下の生育緩に比べて小

さカη た。

溢水処理の第一義的影響は根を取り巻く環境の酸素濃度

低下の誘起を意味する。この観点から根の成長、空隊形成の

意義、お紅潮位に対する溢水処理の影響を考察する。

D3a-02 
カボチャ根導管液に存在する高分子量緑化促進物質の特性

血藍王墨，佐藤忍 (筑波大・生物)

高等植物の導管は水や無機栄養素に加え、根が合成し

たホルモンや槍質，タンパク質などを地上部に輸送し、個

体機能の調節・維持に関わっていることが示唆されてい

る。過去の研究において、カボチャの根導管液中には高

分子量のキュウリ貧化子葉の緑化促進活性があることが

明らかになっている。本研究では、この高分子量の緑化

促進物質の部分精製を行い、その特性解析を行うととも

に、植物体に各種環境処理を行うことにより、この緑化

制御活性の変動の調査を行った。

カボチャ根導管液のゲル泌過(SepbadexG・25)で得ら

れた高分子量緑化促進画分(分子量 3，1∞0-5，000)を逆
相クロマト(ODS)にかけると、活性は30-40%アセトニ

トリルで溶出された。この活性画分をゲル泌過

(Superdexpeptide)にかけると、活性は単一のピークと

して検出され、分子量は 2，500と算定された。この画分

を熱や酸で処理しても失活は見られなかったが、画定化

プロテアーゼによる処理では失活が見られ、ペプチド性

物質である可能性が示された。

また、 g素欠乏などの環境処理のうち、根に強い乾燥と
潜水を繰り返す処理によりこの活性の顕著な増加が見ら

れた。
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D3a-03 
カボチャ根導管液に存在する新規アミノ酸・メトキ

シベンジルグルタミン

主産五、若穂囲尚志'、井上幸信， (筑波大・生物、
I筑波大・化学)

高等植物の根は、生合成した様々な有機物質を導

管流に乗せて地上部器官へ輸送することにより、個

体の発生や機能調節に関係していると考えられる。

我々は、カボチャの根導管液の生理活性検索の一貫

として、キュウリ匹軸からの不定根形成を直書する

活性画分中の、新規アミノ酸の同定とその生理活性

の調査を行ったので報告する。

2Lのカボチャ根導管液を分液して得た不定根形成

阻害活性を有するプタノール相を、逆相クロマトグ

ラフィー (ODS/HPLC)で分薗し、紫外吸収で単一
ピークを示す阻害画分を得た。この画分には、 O.2mg
の固形物が含まれ、紫外吸収スペクトル、 higbmass、
ESr"m総 S、'H-NMR.、さらには化学合成品の分析を
行い、この薗分の主要物質として、新規アミノ酸で

ある、.N-(4-methoxypbenyl)methylglutamine (メトキシ
ベンジルグルタミン)を同定した。

この化学合成品をlmMの漉度でキュウリおよびカ
ボチャ芽生えのシュートに匪軸の切り口から与える

と、キュウリの不定根形成に対する弱い阻害活性と、

カボチャおよびキュウリの第一葉の展開を匝害(遅

延)する活性が見出された。

D3a-Q4 
...化学倹尚・によるアサガオのフロリゲン4・絢震の
励・錫If

箪盟基盤 (京大".・応用生物)

Chai凶ljanによるフロリゲン観の鐙唱以来60年余りが経過
しているが、フロリゲンの実体Iま依然として不明のままであ
る.特にこれまでに機怨分析によりフロリゲン的事言動を示す
物質が確寓された例はない.以前の本年会で事t./tはアサガオ
の日長反応がカテコールアミンの生合成および分解に関与す
る嘗.の阻害剤によaり阻害されることをことを報告した.そ
こで、情処理に伴うカテコールアミン含量の変化を多電極化
学後出著書(...社クーロケム11)を用いて測定した.鮮細な

解析の結果、ドーパ、 ドーパミン、ノルアドレナリンの存在
は磁露出来なかったしかしながら、子葉の0.1Nぽ糊出物
中にフロリゲン的挙動、即ち、 (1)限界晴期以後に治加す
る. ( 2)光中断によりその合成が阻害される. ( 3 )低温
(15 "c以下)で情処理しでも合成されない、 (4)暗処理
一定時間後 (12・24時間)には子葉から消失する. (5)日
長反応を阻害する阻書剣 (ethylene.fusaric acid. n-butyl 
g副18:ぬなど)によりその合成が阻害される.以よの条件を調書
たす物質が多数存在することを見いだした.これらの物質は
非常に極性の高い領織に調書出し (ODS-C18タイプのカラムで
1 % MeOH. 1 % a.a-I. 2 %TCOHで湾出させると6分以内)、
従来の検出方法では情処理に伴う変化を見出すことは出来な
い.しかも、これらは多くの電極にわたり検出されので単電
極の電気化学検出穏でも倹出が歯車量である.本大会ではフロ
リゲン織物質の動織と分慮、検出方法について報告する.



D3a-05 
タバコのポリアミン合成系遺伝子の

ショ穂による発現誘導

主主墓忽壬、今西俊介、中村研三

(名古屋大・院・生命a.生物化学)

植物のポリアミン生合成には、オルニチン脱皮霞爵来

{αx二)による経路に加え、動物にはみられないアルギニン脱
炭霞醇祭(刈X)経路が存在するが、植物におけるポリアミン

生合成系遺伝子の発漂様式についてはほとんど報告がない.

表身は先にジャスモン厳が、タバコ培養細胞においてαx遺
伝子及び Sアデノシルメチオ二ン合成醇素 (S刷 S)遺伝子

の発現を速やかに概導することを見出している.αxのゲノ
ミッククローンのプロモーター領織と QJSとの融合遺伝子を

灘入した形質転換タバコ舗物健体の組織を Gβ 染色したとこ

ろ、子房や座珠などにおいて、車量管東組織に沿った強いシグナ

ルが検出された.また、切り取り薫にショ纏を与えると QJS 

活性の顕著な鶴導が見られた.そこで、タバコ議切片を材料に

用いてポリアミン合成系遺伝子の槍応答性をノーザンハイブリ

ダイゼーションによって解析した.その結果、ショ纏、グルコ

ース、フルクトースなどの代謝可能な織によって、αxのみ
ならず、 S-アデノシルメチオニン脱炭磁醇来 (S，dM氏)、
STMSの各阿武NAレベルの上昇が見られたが、マンニトール

ではこうした効果は見られなかった.一方、刈x:阿武NAレベル

はいずれの処理によっても大きく変動しなかった.

D3a-06 
イネ伸長葉鞘における糖転流機構の解析

盤盆王盟、根本圭介1、谷本英一2、大杉立3

山口淳二(名大・生物分子応答研究セ、 l東大・

農、 2名市大・自然科学教育セ、 3農水省生物研)

イネ業鞘の伸長現象は細胞分裂と細胞肥大の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。本研究ではこれら伸長の生理的背景を明
らかにするため、伸長業鞘における細胞内浸透溶
質、主要代謝糖含量を測定し、伸長時に観察され
るデンプン頼粒の滅成と併せてこれらの要因が葉
鞘伸長に果たす役割について考察した。業鞘あた

りの可溶性糖含量は伸長開始後比較的初期の段階
でフルクトース含量が急伸する形で増加すること
から、業鞘細胞内デンプン頼粒の滅成産物は一度
スクロースに変換された後、緩管束系を介して伸
長部位へ転流されていると考えられる。スクロー
ストランスポーター遺伝子を用いたinSIIωhybri-
diza泊叩でも維管束師部での特異的な発現が確認さ
れていることから、伸長業鞘において活発な糖の
転流が行われていることは確実である。これらの
転流産物は伸長後の2次細胞壁構築や浸透圧の維
持等の細胞活動に必須の役割iを果たすものと考え
られる側ats此waetaJ. pl組飽血press)。
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D3a:.07 
貧化エンドウ芽生えの可溶性酸性インベノレターゼ:
精製と部分アミノ酸配列
林智也宜杢量!l!I"居原秀上旬純一L神阪盛一郎 2
(1大阪府大、総合科学 2大阪市大、理、生物)

インベノレターゼは、師管を経た精の転流制御に重要
な役割を果たしていると考えられている。本研究では、
貧化エンドウ芽生えの槍転流制御における可溶性酸性
インベノレターゼの役割を生化学的、および分子生物学
的側面から解析することを目的に、本酵素の単降、お
よび部分アミノ酸配列の決定を試みた。 7日倉吉貧化エ
ンドウ上陸軸から調製した粗酵素液を温祈後、 Butyl
Toyopearl、ConA・Sepharose、およびSephacrylS・300グノレ
渚過カラムにより精製した結果、インベノレターゼは精
タンパク質であることが示されると共に、比活性で約
330倍に精製された。キガパイトでさらに精製された
活性商分を、等電点電気泳動(pH6.7・7.7)後、活性染色
に供した結果、pIがca.7.5、 7.3、7.1、 6.9の4カ所に活
性が検出された。 SDS四PAGE解析の結果、 pI6.9および
7.1に対応するペプチドから、約68kDaペプチドが、 pI
7.5および 7.3対応するペプチドからは、それぞれ80、
68、42、38kDaのベプチド、および68、42、38kDaの
ペプチドが検出された。ヤエナリ可溶性酸性インペノレ
ターゼの抗体を用いて免疫染色を行った結果、少なく
とも、 68、42、38kDaのバンドは染色された。このう
ち、 4法Daペプチドは、ヤエナリ等の既知インペJレタ
ーゼと高い栂向性を持つアミノ酸配列を有していた。
以上の結果から、エンドウ可溶性インペノレターゼは、
ヤエナリの可溶性酸性インペノレターゼに類似した構造
を有することが示唆された。

D3a-08 
オーキシンを介したチューリップ花茎の成長:特に表皮

の重要性

Mari組 Saniewski、宮本健助1、よ里謹二1(ポーランド果
樹学・花弁学研究所、 l大阪府大総合科学)

本研究において、チューリップ花茎の成長に対する植

物ホルモンの影響を調べた結果、オーキシンと表皮が花

茎の成長に重要であることが示された。

摘苔しつつあるチューリップの花茎から、花芽を除去

すると、以後の花茎の成長は完全に停止した。 O.l%IAA
をラノリンペーストとして、花芽を切除した花蔓先端部

に与えると、花茎は正常に成長した。また、オーキシン

投与部位を変化させた実験から、正常な花茎~聞の伸長
は、オーキシンの投与部域以下で認められた。ジペレリ

ンも花茎成長を促進したが、その効果はオーキシンのそ

れより低かった。アプシジン酸やパクロプトラゾーJレは

花茎成長を阻害した。花芽を切除し、その切除部位に

オーキシンを投与した花釜において、表皮の一部を環状

に剥商量すると、その都城の成長は阻害された。また、花

茎の長紬方向に一部表皮を剥穫した場合にも、花茎の成

長は直害された。以上の結果、チューリップ花茎の成長

には表皮が重要な役割を果たしていること、さらにその

成長は花および棄で生産されるオーキシンによって制御

されていることが示唆された。



D3a-09 
オーキシン漫度上昇に応答したエンドウ節聞におけ

るオ}キシン代謝の活性化と成長制御

左足J豊，飯野盛利(大阪市大・理・植物園)
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シロイヌナズナ花形成突然変異体の花茎におけるオーキ
ンン極性移動:その役割と制御
盟基塁王1.2、上回純一人宮本健助1、岡田清孝3
(1大阪府立大・総合科学、 2岡山県生物科学総合研究
所、 3京都大・理)

演者らは、:tE茎先端に花を形成しない'pin突然変異体の
オーキシン(IAA)極性移動能が著しく低仏こと、野生型植
物にオーキシン極性移動座害剤を処理するとpin突然変異
体様の形態が誘導.されることから、 IAA極性移動が花形
成に重要な役割を果たしていることを示してきた.本研
究では、花形成とIAA極性移動との関係を明確にする目
的で、種々の花形成突然変異体を用いて検討した.その
結果、野生型と比較して、より多くの種子を形成したaDl
およびc/vl突然変異体のIAA極性移動能は高く、わずかに
しか、あるいは全く種子を形成しないap3、句、 pi、Fl・
40、Fl・54、Fl・89およびpin突然変具体では著しく低かっ
た.野生型から全ての花および種子を除去し、 pin突然変
異体様の形態にした場合、 lAA極性移動能は著しく底下
した.また、 piや室温では種子を形成しないap3突然変異
体に、人工授粉により種子を形成させたところ、 lAA極
性移動能は部分的に回復した.以上の結果から、正常な
IAA極性移動能は花形成に重要であると共に、花の存在
や種子形成等、纏物体の成長状態によっても影響を受け
ることが示唆された.
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D3a・11
光居住剃滋に伴うオーキシン横移動視の検旺

主互主，山田小須弥 ¥富国ー横谷香織長谷川宏司 1(筑
波大・バイオシステム筑波大・応生化}

我々はこれまで光思伎がオーキシンではなく、オーキシン

活性抑制物質の光・影側での偏差分布によって引き起こ

されるという Bruinsma-HasegawaI!/. (1989)を提唱してきた。

また、オーキシンの偏差分布が原因だとする ChoJodny-

Went鋭(1937)の基盤となる Boysen-Jensenの実験(1926)

を追試した結果、内生のオーキシンの光側から影側への移

動を妨害しでも光屈伎が起こることを明らかにした.今回は、

これまで植物生理学の教科書に広く縄織されているように

オーキシンが光屈伎刺首位で光側から彫側へ横移動するの

かどうか明らかにするために、ラベルしたオーキシンを用いて、

やはり ChoJodny-Went税の基盤となる Plckardらの実験

(1964)で代表されるラベルしたオ}キシンの光側から影側

への横移動についてアベナ幼薬事情を用いて検討を行った。

その結果、少なくともアベナ幼業織では投与されたオーキ

シンの繍移動はほとんど起こらないことが明らかとなり、

ChoJodny-Went践の基盤となった重要な実験の解釈は誤

りであったと考えられる.

D3a・12
オーキシン活性抑制物質ラファヌサ=ンによる頂芽優勢打破機構

宝島年翠，小瀬村tlfa1，山村産売山田小須弥 2，.閏-<<谷香織
.谷川宏司 2慌波大・パイオシステム度応大・理工・化F筑波大・
応生化)

頂~の存在が側芽の成長・分化を抑制する現象を頂芽.~とい
う.これまでに、頂芽優勢には植物ホルモンのバランスや栄養が関係

していることを示す結果が多く得られており、側芽の成長抑制は、Jl

芽から供給されるオーキシン量と根から供給されるサイトカイエン量

のバランスによる~・であると言われている。しかし、頂芽切除後の
側芽の成長は、ザイhカイエンが供給されるために必要な時間以前
に起こるという結果もあることカも、オー寺町ンンやサイトカイエン以外に

も、頂芽優勢に関与している物質桝持する可能性が示唆される.

一方、本研究において、援を切除し、根治ものサイトカイエンの供

給を阻止したエンドウの第二自由の側芽において、頂芽切除後 30分

という早い時間に頂芽優勢の打破主唱寓された.そこで、オ}キシン

活性を抑制するような物質量にれらの現象に関与している可能性を

考え、オーキシン活性抑制物質であるラフアヌザエンを 2mgのラノ1)
ンに混ぜ、エンドウ頂芽、側芽および側芽の上部にそれぞれ投与し

側芽の成長への影響を見たところ、全ての処理の場合において、投

与後 30分で側芽の成長が確憶された.側芽の上書事に投与した場合

にも側芽の成長が見られたことカも、ラファヌサニンが、オーキンンの

極性移動をも限害している可能性が示唆された。実際に、高速液体

クロマトグラフィーを用いて優位移動するオーキシン(IAA)量を定量し

た結果、ラファヌサエンは、ηBA、NPA品、った従来のオーキシン極
性移動阻害剤と間後にオーキシン極性移動阻害活性を示すことが
明らかになった



Ela-Ol 
ジクロペニル{セルロース合成厄・剣}は白IAタンパタ貧.f:.. 

"させる
中JII..、銀鈴鹿.. (広島大・.合事時掌}
...・のa・分にはセルロース合oat戸存在するが、窓外にも
..ほあまり温んでおらず.むしろバクテリアセルロースの生合成
研究が先行している.・沼Pe.rらは・F・・セルロース合成遺伝子
とアミノ・レペルで綱同色を示す、・・のセルロース合成.'伝子の
'陣織(CeIA)を見いだした.しかし臼IAにコードされたタンパク
震に闘する生化学的な細見はほとんどな〈、セルロース以外の・・
合'.様である可鎗色、.る.ー芳、特員約にセルロース合.f:. 
. する...としてジクロペ二)1.(DCB)tl't自られている.タバコ
BY・2・・f:DCBf:1μM含む“で耐tして生じるDCB・4t
-は.セルロースtI'灘少しペクチンとヱクステンシン8・・舗する.
.'"館、 DCB.4I:・・と、普通の BY-2・・の白IAタンパク質
の.を比.置することで.CeIAタンパク質tI'セルロース合成に関わる
かどうかを輔衝でeるのではないかと‘えた.タバコの倒Aタン
パク貨を倹幽するために、・・4・舗の倒A遺伝子のE列中で..に
保存された自E分に"する鉱体を作成した.mllEと白IAの融合タ
ンパク.f:大..で..さ嘗てウエスタンプロットを行い、この.
体の"銅色It#.に貧いことを・Þ;lb~. 0 CB.化・・と正常な
BY・2・胞からそれぞれ観創したミクロソ-A・分をイAノプロッ
ト鱒訴した.予費量に震して、 BY-2"ーではほとんどシグナルは倹
幽されず‘セルロース畳のとても少怠いDCB・化・・では.. 量の
.いシグナルが唱陸自された.."'tl以下の・自により、それらのシ
グナルがタバコのCeIAタンパク質に由来すると..えている.1)
.体はωAタンパク質に特員約である.2)_のDCB処・で
a1I岡大_<_41:する.3)分子温tl'c[測A から鈴'草される値とほ
ぼ一散する.

Ela-02 
エンドウ担のカスパり一線にはスペリンとリグニン
が存在する

虚血=且自白山正樹、 J嶋崎朋Zeier¥w<a，sSctYeiber' 
。富山大・理・生物、 'lkliv.W崎 Z以18"0叩t.B刷.・ Botany)

カスパリー織は19世紀に存在が配述されて以来生理学・形館
学的実験によってアポプラストバリアとしての・能が省くから
示暖されているが、ぞれを.付ける物質的知見は絵色による形
...をのぞいて.近までなかった.二次量成分としてまずリ
グニンの存在がSchreiberら(1伺4)1.こより明らかにされたが、
..を.付けるために.も賃慶な疎水性物質であるスペリンに
ついては賦みられているもののまだはっきりした1111は得られ
ていなかった.
筆者らはS慮"なカスパリー織を得られる事者"としてアラスカ
エンドウを用い、 .2αね本から外科的手法によりカスパリ-
a舵単隠した.BF./M凶 Hを用いた廿衛官鵠ter怖伺伽!こより
スペリン成分を、また廿関紙拙訓Iysis/こよりリグニン成分もい
ずれもGC.lMSを用いて周ぺた.スペリン成分としては、.鎖
脂肪厳である、 C，DらC.・までのw-hy合唱抑制kan償却像、 CII
からC阻までの1.w-ci回目陰、 C，・からc..までのcar加XYlic
総 id圏、 C."刀剣∞hOIが検出された.スペリンの総量はカスパ
リ一線1IT唱あたり却1.2μo(2.9，"w/w))であり、この含量は
これまでに銅べられている、スペリンラメラを発達するタイプ
の鍋物の内皮の中でも量量も高いものの合置に匹徹する値であっ
た.これにより、カスパリー織は+分アポプラストバリアとし
ての役割を泉たしうる可能性が示司貧された.リグニンの総鑑は
カスパリ-.'IT港あたり26.7μo(2.7")であり、これは道
管における含盆の半分程度であった.3.領のリグニン単位で
あるp-hydroxypheny!(H)、g岨 illC)'l(G)、IYIir唱副(S)単位の
比は4:91:5であり、道管のそれとほとんど度わらなかった.

139 

Ela-03 
イネ節聞柔組織形成異常mutantを用いた細胞壁形成に

関与するフェニルプロパノイド代謝系の解街

直車並正二・荒木智之・平田 .1・北野美己2・片山猿
樽 (良工大・院・臥SE、1.工大.a・生生、 2名古
屋大・良)

イネ科植物は、短期間に強度を得るために、他の植物

種とは異なり特殊な細胞盛徳遣を有する。イネ単因子劣

世間t剖 tふ系71号l立、イネ科独特の細胞盤情遣である、

多鎗類とケイ皮政由来の物賓との架縁結合を異常に蓄積

する。イネ科植物の細胞墜における架橋構造の形成を考

える上で非常に有用な植物体であることがわかった。ま

た、この異常細胞では単繍組成もi通常と大きく異なって
おり、ふ系71号は細胞媛形成に関わる纏およびフzニ

ルプロパノイドに関わる共通の上位因子の異常が起こる

mutantである。今回表々は、フェニルプロパノイド生

合成系の調節とともに、シキミ.代謝経路に着目し、そ

の抗体を作製し、フェニルプロパノイド生合成系とシキ

ミ酸に関与するDAHPsynthaseのふ系列号における商

代劇系の関係を考察した。

Ela-Q4 
イネ稗における細胞皇室形成異常ミュータントを用い

たフェニルプロパノイド合成系調節機構の解析

温室宜主、西窪伸之、平田宮、北野英己2、片山義

博(東京農工大学院BASE，l:東京農工大・農 Z，名古屋

大・農)

イネ品種フジミノリの7線処理後代「ふ系71号」

は高温依存的に震性形質を示し、その際、節間柔細

胞が変形し、リグニン様物質が異常蓄積することが

明らかとなっている。また、これらの表現型は連鎖

解析により単因子劣性遺伝子の支配を受けているこ

とが明らかとなっており、ふ系71号の変異は細胞壁

形成に関与する転写因子あるいはシグナルトランス

ダクション等に関与するかなり高度な制御領域に起

因するものであると考えられる。我々はこの突然変

異体を用い、細胞壁形成に関わる物質代謝制御解明

のため、穂、シキミ酸代謝系及び、フェノール性リ

グニン様物質を代謝するフェニルプロパノイド合成

系の遺伝子支配を明らかにすることを目的とする。



Ela-05 
細胞壁合成に関与するアラピドプシス温度感受性突

然変異体の解析

生産~、加藤友彦、高部圭司日柴田大輔
(三井植物バイオ研、 1京大大学院・農・森林科学)

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

ている。しかしながら、細胞壁合成の分子レベルの

メカニズムに関する知見は乏しい。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厳を行い、根端が膨らむ変

異体7系統(acwl-7; 豆島red~n 翌~aJI)を単調監した。
acwlとacw2の根の光学顧微鏡での細施・組織形態

の観察と、電子顕徴鏡での細施壁の償細構造の観察

を行った。 acwlでは、非許容温度下でUranylA岡聡・

クエン酸鉛染色とPATAg染色での染色性の変化と中

心柱と度層の細胞の肥大が観察された。 acw2"では、

染色性の著しい変化とともに根組織分化の異常も観

察された。

ACWl遺伝子単雄ため、コンテイグ作製を終え、

現在相補テストを行っている。

Ela・06
w紋穫量量分化過置におげるポリガラ0ツロナーゼの矯1!H と遣佳子..
孟呈量=に.本.個f..，山・.1.・S繕".l(1東京大・竃・....
..東大震・理・生物科掌}

wu..分化I孟次・・・の毘厚とともにー次・・・の・・的な分解を
停う乙とが電子・・・・・により明らかになっている.ζれまでに弘たち降、

この細胞量分解のメカニズムを解明するために.wu..分化を高鍋底かっ
開閉的に..することができ晶ヒャ9二チソ9・・.肉・aの...を用い、
‘・・・から単指した・a・の由己'帰に回する生化等的解唱障を符コτ歯た.
そして・・ーの・己分解によヲて生じた溢・・の分割暗により.w貌蟹車分t:
過・ではベ?チン貿.その申でもポリガラ?ツロン・が・めて1I.に分解さ

れているζと垂示した.また、これに聞与する..畳分骨耳障患を岨化カルシ

ウム処・により単・・・ーから鎗幽することにも成功した.

骨圃‘たちは.W貌..~化過.に重量け畠ポリガラ0ツロナーゼの酒色と

m剛Aレベ凡咽竃.についτ錫訴したので.その鏑鳳を・・ーする.まず.分
化...件毎よぴ飼町象併で異な畠時田・聾した・・・・出嶋についτポリ
ガラ9ツロン・分自陣活性豊劃定したところ.官竜~..分化と.・に・置して

いると喝えられる活性の鹿島がaめられた.さらに官事責書憲分化温・におけ
るポリガラ?ツロナーゼ遺伝子の完.~.ベるために‘円コIU量によ?"n: 司F

Oニチソウポリガラ空ツロナーゼのd部以崎片を単組し.これを・置に

冊以プロープ豊作成してノーザン解衡を符ヲた.その舗展.分化....件

下でのみ..のボリガラ合ツロナーゼW耐 Aが奮・され畠こと助かった.
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Ela・07
ワタ細胞におけるPCSAポリペプチドの局在
宜主主主、井原由理、酒井富久美、林隆久

(京都大、木研)

セルロースは、植物細胞を包み込み、その組織を

維持・構築している細胞壁主成分である。この椅鎖

は、植物の成長・分化・形態形成に重要な役割を担

っている。

我々は既に微生物セルロース合成酵素遺伝子

(bcsA)のホモログpcsAをワタ雌雄細胞より単離

している。このpcsA遺伝子産物に対するポリクロ

ーナル抗体を合成ペプチドから調製した。 ワタ繊

維細胞タンパク質のウエスタンプロッティングか

ら、約1∞kDlのポリペプチドがpcsA遺伝子産物

であることが示唆された。 一方、ワタ植物組織切

片のティッシユ・プリンティングをおこなったとこ

ろ、細胞膜にそって PCSA ポリペプチ~'ñt存在した。

Ela-08 
シュクロースからのカロース生合成
企u王、中井朋則、森仁志1、酒井富久美、
林隆久(京都大・木質研、 1名古屋大・農)

シュクロース合成酵素 (SuSy:EC 2.4.1.13)は
UDP-gluα)Se+倉田凶eご UDP+suaωeの反
応を触媒する酵素で、細胞壁積鎖前駆体
UDp.・gluωseの生合成に関与することが示唆
されている。今回、ヤエナリ由来のSuSyの
Ser-llをGluにタンパク工学的に改変し、
UDp.・6田嶋の合成反応を活性化したミュータ
ントシュクロース合成酵素(MuSuSy)を得た。
本研究では、MuSuSy存在下、ワタ (α閣がm
胎叩飢m)由来のカロース合成酵素を用いてシ
ュクロースからのカロース合成を試みた。
カロース合成におけるシュクロースの親和
性は、シユクロース合成酵素における親和性よ
りもはるかに高〈、シュクロースから生成した
UDP・gl¥ぉoseの代術回転が速くなるこ主が示
唆された。
また、ワタ織維細胞内のシュクロース量と
UDP-gh泌峨量を比較したところ、問者には相
関関係が認められた。



Ela・09
タバコ培養細胞のエンド型キシログルカン転移酵

素の多様性

佳蓮華、西谷和彦(東北大・理・生物)

エンド型キシログルカン転移酵素 (EXGT)は
セルロースに架機しているキシログルカンを切断

し、他のキシログルカンにつなぎ換えることによ

って細胞壁の伸展を可能にしていると考えられて

いる。我々はタバコ矯養細胞 BY・2を用いて

区 GTの多様性を調べた。
タバコ培養細胞のアポプラスト液に、分子量や

等電点の異なる数種類の邸GTが存在すること
が、アズキの邸GTより作られた抗体を用いて明
かとなった。また既に単障されているタバコ芽生

えの EXGTの遺伝子をプローブとしてタバコ培
養細胞のcDNAライブラリーをスクリーニング

したところ、ほぽ同じ配列を持つ遺伝子が二つ単

隠された。これら複数のEXGTの機能の違いの解
析を試みている。

Ela-l0 
蔚の発生過程におけるアラピノガラクタンプロテイ

ンの代耐と局在性

組E量玄血、渋谷直人'、箱山晋(鹿水省・北海道
鹿試、1.水省・生物研)
イネ蔚の発生過程において、アラピノガラクタン

プロテイン (A<P)及びアラピノガラクトオリゴ績が

高温度に時期特異的に蓄積する。前の発生における

これら措置の生理機能を解明するため、その代謝及

び組織局在性について解析したのでその結果を報告

する。

AGP及びオリゴ績は、四分子からの小胞子放出
という花粉細胞の形態変化に同調してそれぞれ温度

カ唆動しAGPI減少、オリゴ槍lま増加した。また、
12"Cの低温処理はその変動を特異的に直書する効果
があった。また、抗オリゴ舗血清を用いて繍鎖の組

織局在性を蛍光抗体法により解析した結果、前を構

成する細胞の壁周縁部に蛍光カ唱められた。イネ以

外の植物の蔚を材料に用いた解析結果も含め、蔚の

発生におけるAGPの役割について構婚する。
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Elp~Ol 
アズキ上.I!E紬細胞墜に存在する4種のキシログルカン

分解酵素薗分の性質

E盟主主、神阪盛一郎、保尊隆享
(大阪市大・理・生物)

植物細胞壁中にはキシログルカン分解に関与する様々

な酵素カ惇在することカf報告されている。アズキ土佐軸

細胞壁から1MのNaClで抽出したタンパク質面分を

Mono.Sカラムで分擁すると、キシログルカン分解活性を

示す4薗分 (S1，S2， S3， S4)カ鳴られる。各面分の性質に

ついて検討した。 S1，S2，S3はキシログルカン分解/転移

酵素 (Tabuchiet a1. PCP， 38: 653， 1997)から構成され，

アズキ上目玉軸細胞整中の全キシログルカン分解活性の約

70%を占めていた。一方、 S4画分は他の薗分と異なった

作用様式を示した。キシログルカン分解活性は上llE輸の

成長とともに増加し、成長が止まるとその増加も止まっ

た。上llE輸の齢や部位によって各画分の活性がどのよう

に異なるか調べたところ、成長段階の遅い時期や成熟部

位ではむの活性が高く、反対に成長段階の早い時期や伸

長部位ではS4の活性が高かった。これらの結果から、キ

シログルカン分解活性は上座輔の成長に伴って変化し、

特にS1及びS4画分における活性の変動が金活性の変化に

貢献していることが明らかとなった。

Elp-02 
オオムギ幼葉鞘におけるエンド及びヱキソグルカナー

ゼのホルモンによる発現

品畳盤急、中川置樹、製井置樹 (広島大・総科)

オーキシンにより誘導される伸長成長には、イネ科

植物の細胞壁主要成分であるに3:1，4-トグルカンの

分解が関与する。演者らはこれまでに、オオムギ芽

生えの細胞壁より、 1，3:1，4-トグルカン分解活性を

もっ、エンドグルカナーゼとエキソグルカナーゼを

抽出精製した。今回、両者の遺伝子発現とオーキシ

ン誘導の伸長成長との関係をノーザン法で調べた。

オオムギ幼叢鞘では、ヱキソグルカナーゼはよく発

現していたが、エンドグルカナーゼはほとんど発現

していなかった。また、オーキシン処理でヱキソグ

ルカナーゼの発現は変化しなかった。従って、オー

キシンは少なくとも両者の発現を直接制御している

可能性が低いと思われる。



Elp-03 
イネ発芽種子由来エンドー(1・ 3}-IJ-グルカナーゼ
cDNAのクローニング
盆山一直、今井亮三(農水省北海道良鼠〉

エンドー(ト3)-p-グルカナーゼは、纏物病原菌の細胞墜

を分解することによる生体防御機機や正常な花粉形成に

必要な四分子期花粉外震の溶解など、種々の生理過程で

重要な役割を果たすと考えられている.我々は街鮮な米

自眠から極基位 (pI>10.4、分子屋 33kDa)及ぴ磁性 (pI

4.0、分子量 29kDa) のエンド・(1~ 3)-P-グルカナーゼを

精製し、そのN末婚一次機遣を明らかにしてきた.今回

はイネエンド・(1~ 3)-ji-グルカナーゼcDNAを得る目的

で、イネ発芽種子cDNAライブラリーをオオムギエンド

・(1~ 3)-ji-グルカナーゼGIIcDNAをプロープに用いてス

クリーニングした.イネエンド-(1喝 3)・0・グルカナーゼ
のほぼ全長を含むと考えられるこつの cDNA、glnl(推

定:pI 9.2，305アミノ磁残基)及びg1n2(推定:pI4.3， 
319アミノ酸残基)は、全一次構造で比岐した場合、オ

オムギエンド・(1~ 3)-ji-グルカナーゼ GIIcDNA (306ア

ミノ陵残基)とそれぞれ 74%及び 65%の類似性が包め

られた.また、すでに精製された塩基性イネエンド.

(1司 3)-ji-グルカナーゼのN末婚一次構造 (26残基}は、

glnlの温基配列から推定された一次構造と一致した.

Elp-04 
光によるイネ幼業精の成長と(1→3)，(1→4)-jl・D.グルカン

分解の抑制

際語、神阪盛一郎、保尊隆享{大阪市大理生物)

(1→3)，(1→4 )-jl・D-グルカンはイネ科植物に特徴的な細胞

墜多梼であり、その分解はオーキシンによる細胞壁のゆ

るみの原因となると考えられている。我々はこれまで

に、気中培養およびに水中培養イネ幼業鞘の成長能力と

このグルカンのレベル、また細胞壁グルカナーゼ活性と

グルカン量の変動との聞に高い相関あることをを報告し

た。本研究では、これらの聞の関係をさらに解明するた

め、イネ幼業絡の成長、グルカン量、そしてグルカナー

ゼ活性に対する光の影響を解析した。白色光照射により

イネ幼業鞘の成長は抑制される。光条件にかかわらず、

幼業精細胞墜に含まれるこのグルカンの量は成長の初期

に急速に糟加し、その後減少した。グルカンの量のピー

クはグルカナーゼの活性のピークより1目前に見られ.グ

ルカン量の変化がグルカナーゼの作用によってもたらさ

れていることが示唆された。暗所で生育した幼業鞘のグ

ルカナーゼ活性は明所のそれより常に高いレベルにあっ

た。そして、グルカナーゼ活性とグルカン量の家化や幼

葉輔の成長との聞には高い相関が見られた。以上の結果

から、光照射によってグルカナーゼ活性が低下する結果

グルカン分解が阻害され、イネ幼業輔の成長が抑制され

ることが示された。

Elp・05
細胞接着性の弱いニンジンNon.咽 lbryogenicωllusにおけ
るメチル化ペクチンとカルス表層のペクチンの減少
訴趣，小林俊弘鎌悶博.佐藤忍(筑波大・生

ニンジン培養細胞のEmbryogenic叫 lus(EC)では、細
胞同士の堅い結合が見られるf、ECを継代培養して得ら
れた不定BE形成能力を失った株、 Non-embryogeniccallus 
(NC)では、細胞の接着性が弱くなり、恒常的に細胞
聞の分緩がおきる。細胞壁多積の生化学的解析の結果、
ペクチン酸性緒主鎖よりも、中性槍側鎖が、細胞間接着
に積極的に関与していると考えられた。そこで、本研究
では、電子顕微鏡 (TBM，S削)を用い、 2細胞株聞の
細胞壁、カルス表層の構造、およびJレテニウムレッド染
色(ガラクツロン磁のカルポキシル基を認険)による組
織化学的解析を行った。その結果、細胞接着性の弱い
NCでは、細胞整会体がルテニウムレッドにより強く染
色された。一方ECでは、アルカリ処理により初めて細胞
壁全体およぴ分泌小胞がルテニウムレッドにより染色さ
れ、ペクチンカf高度にメチル化されていることが示され
た。またECのみで、アルカリによる脱メチル化処理によ
りルテニウムレッドによる染色性を示す物質がカルス表
層に存在することが観察された。次に、走査電子顕微鏡
を用いて観察したところ、 ECにおいてのみ不定形の物質
がカJレス表層の細胞表面全体を覆うように存在してい
た。しかし、 NCにおいては、接着領域においてわずか
に付着しているにとどまっていた。
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E1p-07 
傾斜樹幹内であて材形成中に特異的に発現

する遺伝子の探察

豊田純一郎、有留洋子、

屋温畳二、日尾野櫨1、伊東隆夫

(京大・木研、 1王子製紙・森林資源研)

肥大成長を続ける樹幹は傾斜刺滋によって、

細胞壁成分が通常の木材とは異なるあて材を形

成する.これまでに傾斜刺激によって木部分化

帯で発現する遺伝子のcDNAをク口一二ングし

たが、刺激直後に得られたものは、あて材を形

成しない部分にも発現がみられた.そこで、今

回はあて材を継続的に形成している傾斜後2週
間自の木部分化帯を用いてサプトラクション・

プローブによるcDNAクローニングを鼠みたと

ころ、あて材形成中の木部分化帯で特異的に発

現しているものがいくつか見出された.現在、

得られたクローンの塩基配列を臨み、相同性検

察をおこなっているが、既知遺伝子との相同性

は低いものが多い.

E1p-08 
細胞壁の力学的性質を制御するタンパク質の単調Eと
輔魁

中里(岡本)朱担、中村車道(昭和藁科大・生物}

グリセリン処理ササゲ中堅匪軸(GHC)を用いた実

験から、細胞堕結合性のタンパク質が細胞置の展性

(紛や臨界降伏強力 (y)などのカ学的性質の酔4依
存性を銅節していることが示唆されている12.その

仮離を検直するため、それら絹胞置の力学的性質を

制御するタンパク質の単曜と精製を行った.

その結果、仮定的にφ，y-proteinと名付けられ
た、分子量の異なる2種額のタンパク質がゆとメD凶

依存性を別々に制御していることが示された.ま

た、現在それらのタンパク質に対する抗体を作成中

であり、その抗体を用いて行った実駿の結果につい

ても合わせて報告する予定である.
'<bIdl， H. &: (bi:悶民九四国Cdl&:面泊00.(期尚17:汐移-983.

実bmkl，A.&:αamoco.H.(1錦町ibid.18: 827-8鈍
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E1p-09 
過重力によるアズキおよびトウモロコシ芽ぱえの
成長抑制機構

皇室童二、原田景太、若林和幸、保電車隆享、
神阪盛一郎(大阪市大・理・生物)

地上の1gの重力下で、誕生・進化してきた高
等植物の成長調節機構は重力に強く依存している

と考えられる。本研究では重力による成長調節機

構を明らかにするために、アズキおよびトウモロ

コシの芽ぱえに100gの過重力を与え、その成長

および細胞壁の物性を測定した。過重力処理によ

りアズキ上匹軸、トウモロコシ幼業鞘、中匪軸の
いずれの器官においても伸長成長が著しく抑制さ

れた。また、これらの器官の細胞壁の伸展性は過

重力処理により低下した。さらに、過重力は細胞

壁マトリックス多糖の分解の抑制、ならびにアポ

プラスト溶液のアルカリ化を引き起こした。以上

の結果より、植物の茎では過重力により細胞壁多
糖の代自信回転が抑制されて、細胞壁の伸展性が低

下し、伸長成長治吻制されること、また、細胞撞

多糖分解の抑制にアポプラストのアルカリ化が関
与する可能性が示された。

E1p・10
イネ薫に共通に存在する老化プログラムの時空
間的解析
盤旦笠旦i二、酒井教、黒岩晴子E、黒岩常祥
(東京大・院・理・生物科学、 1共立女子短大・文
科)

イネ(αyzasativa cv. Nippon-bare)の子葉鞘一個体
の中では、老化は先端から基部、内側葉肉細胞から
外側表皮に向かつて進行し、維管束周辺では著しく
遅れる。この時、緑化する葉肉細施内では、老化の
極初期に葉緑体DNAが減少し、その後細胞核が凝
縮・分解される。これら各現象の起こる時期・速度
は、子葉鞘一個体の中でも、老化時期の差により異
なる(Inadaet aJ. 1998)。これら老化に伴う諸現象の
一般性を検証するため、普通業である第二業を用い
て同様に解析を行った。
維管束形が著しく発達している第二葉では、先端
から基部への縦軸の老化勾配のみが明瞭に観察さ
れ、横軸及ぴ業の表裏についての老化時期の違いは
見られなかった。テクノピット切片を用いた細胞観
察の結果、同一横断切片上での全ての葉肉細胞は同
じ挙動を示し、上述の、子葉鞘で見られたのと同ー
の過程を経て老化が進行してゆくことがわかった。
以上の結果により、イネの葉の全ての業肉細胞に於
いて、同ーの老化プログラムカZ存在することが強〈

示唆された。



Elp・11
シロイヌナズナを用いた緑業の老化に関与する

遺伝子の探索
車国量工、伊藤正樹、渡溢昭{東京大・院・理系・生
物科学)

高等継物の録業の老化は活発な遺伝子発現を伴う積極
的な過程である.様々な環境ストレスが老化を鋳導する
ことが知られており、植物にとって緑業の老化は環痩へ
の適応戦略という意総があると考えられる.私達は今
回、シロイヌナズナロゼット業を材料に、老化にとも
なって発現が上昇する遺伝子をディファレンシャル・
ディスプレイPCR法によって燦索した.その結果、 9つ
のcDNAクローンを単様した.これらのcDNAは、老化業
で発現が上昇していることがノーザンプロット解析に
よって確認された.これらのcDNAに対応する遺伝子を
yl(凶側!eafs伊cificgene)と名付けた.得られたcDNAの
温基配列を決定したところ、 βーグルコシダーゼやチト
クロームP450に相阿佐もつものや、アスパラギン酸ア
ミノトランスフエラーゼが含まれていた.さらに、 v直
伝子が、暗処理や縞物ホルモン処理などの老化誘導処理
に対してどのように応答するかを解析した.本大会で
は、 cDNAクローンの単障とその発現パターンの解析に
ついて報告する.

Elp-12 
竃色細菌の生物跨僻蛋白質KalA舵聞の相互作用

岩鱒秀緩，谷口傭人，石浦正寛，近..男(名大院・理・

生命理学}

藍色細菌勾nechαXlCCUSSp. PCC 7942の時計遺伝子
クラスター刷l~三つの連続した遺伝子刷A.刷B. kaiC 
からなる(Ishiuraet al， 1998).事E々は醇母two・hybrid
系およびtn vf.tro(乃アッセイ系を用いて.KafABC蛋白賓
が織々な組み合わせで相互作用することを見出した.さ

らに.K剖ABC三成分からなる高次復合体を形成しうる
ことも明らかになった.

興味深いことに，多くの時計変異がマッピングされた

KaiCではその前半額分CIと後半節分CIIが似ており，軍

視機造をとっている.CIとCIII~. ともにKaiA. KaiB. 
KaiCと相互作用したほか.CI-CI聞.CI-Cn聞.Cll-Cn 
mでも相互作用が見出された.さらにKaiAとの組互作用
に必裏な綴織を，軍緩精進上の対応する郁分にニカ所限

定することに成功した.これらの相互作用はKaiAあるい

はKaiC上の複敏の時計変異により著しく彫響を受けた.
以上の事実I~. 如i遺伝子群にコードされる3積の蛋白
貨が相互作用し.".して生物時計の発現に寄与するこ

とを強く示唆するものである.

さらに本学会では，古細菌のゲノム中に存在する如何

額似遺伝子産物の解析についても併せて報告する.
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Elp・13
藍色細菌SynechococαJSSP.陀 C7942の続日時計遺伝子君事
kalABCのフィードパック制御繊構の解析
沓名伸介，近疎孝男，石滞正覚(名古屋大'理・生物)

我々 はこれまでに.Il色細菌SynechococcusSI>. straln 
PCC 7942の概日時計遺伝子群ka1ABCの発現が.続日リズム
を示し，さらに.K剖A.KalB. KalC蛋白賓がその制御に関係
することをあきらかにしてきた.今回，その3つの時計蛋由
貿の繊能を鯛べるために.胞仏BC各々の遺伝子被.と過剰
発現を行い.kas宣伝子君事の遺伝子発現を生物発光レポーター
で網ぺた.胞lA.B. Cそれぞれを遺伝子被緩するとkalAプロ
モーター(P凶).幽lBCプロモーター(p且d由来の生物発光
リズムが消失した.このことから.各担慮伝子産物が自身
の発現リズムにとって必須であることが示された.一方.
kaJC遺伝子を大踊薗プロモーターP町で過剰発現すると，
P.toIICの転写活性を完全に抑制した.また，胞LAを過剥発現
するとP.uaJi苦伎は上がり.破線するとリズムが見られなくな
ると共に，活断噂しく低下した
これらの結果から.KalC蛋白質は自身の発現を抑制する
機能を持ち，逆にKaiAは.kaJB. kaJCの発現を促進する機能
を持つことが示唆された.KalA~量白賓が持つ，時計遺伝子
の発現活性化償儀は，とれまでに見つかった時計遺伝子には
見られないもので，時書十纏構を解明する上で.要なものであ
る.設々 は.KalC蛋白貨が自身の発現を止め.その後，
KaiA蛋白質カ恨a1B.KalC蛋白質を再び発現させるととが続
日時計の録動を作り出していると考えている.

Elp-14 
藍色細菌の概日リズムの光による位相変位の作用スペク

トル

井上千晶、岡本和久、石浦正寛、近藤孝男

ー葎活ー屋大学大学院・理・生命理学)

概日リズムが知られる全ての生物において、光や温度

パルスによるリズムの位相変位カ簿接される.この機能

により生命は概日時針の位相を環境の昼夜変動に同調さ

せ、より効率のよい生命活動を実現させている.前回我々

は原核生物である藍色細菌の概日リズムにおいても、光

キ唱度/てルスによる位相~答':fJ~みられることを報告した.
今回、我々は藍色細菌の光による位相変位応答の入力

系の繍構を明らかにするために、その作用スペクトルの

解折を行った.材料には指数成長期にある藍色細菌

(Synech∞'occus叩・ PCC7942)を用いた.l2II覗聞の
暗期で向調後、連続明ωμFlm2fs)におき、暗パルスに
より大きな位相変位が起こる5時間後に織々な光強度
仰3-41μFlm2f:母、波長を持つ単色光@砂7印刷を5
時間照射してその位相応答を調べた.その結果、殆どの

光は、現報司の暗パルスと同織に大きな位相変位Q偶輔司
前働を続発したが、青色光と赤色光はその位相変位を

抑制することが明らかになった.現在さらに詳細な波長

依存性を調ぺ、この位相変位応答機織に関与する光受容

体の同定を試みている.



Elp-15 
ユーグレナ0消職分裂周期¢概B伽胸
(韮屋控室与街腕l;~ヒ大・理・生物、 1糖大・教養・生物)

単綱包生物からヒトまで様々な生物の綱紛裂のタイミング

同夜日リズムを示す。単純税噂頚ユーグレナ(ミドリムシ)に

おいて糊紛裂が1日の特定¢崎明(主観的夜又は、光合成能
がより低くなる時鵬にのみ起こり、その残り半分明時間(主

働鍾Dには起こらなU事カ羽られている。
そこで、私たちはそのようなタイミングがどのように伽脚さ

れているかを、初めて報官する。

ねたちは、 w:1、lサイクル、 25t:の条件下で、 26時
間の自註蝉鍛調期を示して分裂をしている培養を用いて実験し

た。フローサイトメトリーにより、 3日間、 2時間毎に個々の

繊併のDNA含量を測定し、主錦雌初問(13時間)S. G 

2/M期の糊困阻カtその場に止められた状態にあることを
見出した。綴胞がサーカデイアン銅脚下になU崎、 s期とG
2/M期の樹子仏必要t.dI締罰はそれぞれ3時間であるので、概
臼リズムが主鋤姐の問、これら2個所の進行を止めているの

で、私たちは、主樹液の聞のみ棚紛動電こると経議つサ

る。

Elp-16 
生物時計による葉緑体ps，ω遺伝子の転写制御
虫主主二、椎名隆、豊島喜則 (京大院・人間・環

焼}

コムギ叢縁体コードのpsb同宣伝子の転写産物量
の変化が観自性リズムを示すことを見出し、生物時

計による麓縁体での遺伝子発現制御の存在を、高等

櫨物において確毘した.

明暗周期後、恒明条件 (LL)に移したコムギ芽

生えでは、 psbD転写産物量は早朝に極大、早晩に
極小となる梅田性リズムを示し、このリズムは少な

くとも3サイクル継続した.恒暗条件でも、約1.5
サイクルの顕著なリズムが検出された.LL条件の

コムギ芽生えから経時的に銅製した薫緑体鏑出物を

用いてpsl:i温伝子の転写活性をinvitro'で測定し
た結果、活性は周期的な変動を示し、転写産物量の

概自性リズムが、少なくとも転写段階で制御されて

いることが分かった.さらに、種々の変異を導入し

た鋳型倒Aについてのinvitr婿写実験から、生物
時計によるρsbD遺伝子の転写制御に闘わる特異的
なプロモータ構造の存在が示喰された.
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Elp・17
シロイヌナズナの PnC401相同遺伝子の単鯵と発現解析

金量全盛，小野道之， IJ、口太一，鎌田博{筑波大・生物，
a秋田良短大・生工研)

我々は、光周性花成露骨樽機構を解析する目的で、アサガオ

(Pharbitis nil cv. Violet)より、短目性花成緩導条件に特異的な
発現を示す遺伝子としてPnC401を単調量した.，.PnC401は既知
の遺伝子とは相同伎が無い.その皿RNAは業に特異的に存在し、
短目処理である16時間暗期中に一過性の治加を示し、遠鏡暗
期中では日周変動を示す。本研究では、 PnC401の機能等を明
らかにする目的でシロイヌナズナ(Arabidopsisthaliana ec拭混同
Colu皿bia)から相同遺伝子を単穫して、発現解析有事を行った。
シロイヌナズナのEST中に高い相同性を示すクローンが1健
筆録されたため、この配列に基づいてシロイヌナズナのゲノム

ライプラリーよりAtC401を単調Eした。サザン解析の結果、
AtC401はアサガオと同様に 1コピーであった。 AtC401の
皿RNAは地上鶴のみで検出され、特に花と.に多〈蓄積してい
た。 AtC401の血RNAの業における書積量は日周到E動を示し、
そのピークは明期開始から14時間日程度であり、光合成関連
のCAB(chlorophyU alb-binding protein)とは好対照を示した。
さらに、アサガオのPnC401とは対照的に、これらの褒動は遠

鏡明期中では持続したが、遠鏡町音期中では停止したoRFLPマ
7ピングの結果、 AtC401は第5染色体の上鵬に位置した.~ 
位は既報の突然変異体とは一致しなかったが、この領域は花成

関連の多くの虚位やQTLがあり、関係が示俊された。

1) K. Sage-Ono et al.， Plant PhysioL， in press 

Elp・18
シロイヌナズナのgermin'likeprotein遺伝子の単調監と発現解析
企重道L小野公代"IJ、口太-'， :I!谷鶴表子.徐正君.上田健治.
鎌田博1井上正保(秋田島短大・生工研筑波大・生物)

germin'like protein (GLP)は、植物界に広〈存在する生理機総
古Cf-鮮のタンパク貨である。アサガオのPnGLPの皿RNAは業に
特異的に存在し、短目処理である16時網目置期中に一過性の量
的治加を示し、逮銭同音期中では日周変動を示す一本研究では、

シロイヌナズナ(Arabidopsis 幼aliana)からぬGL.刊の織能等を明
らかにする目的で相同遺伝子を単調Eして、発現解折等を行った。
保存領-のPCR治帽によって得られたゲノム断片をプローブ

として、シロイヌナズナのゲノムライブラリーより 2種の遺伝

子AtGLP1(=ATGER l'うとAtGLP2(=ATGER3、を単睡した。
PnGLPとのアミノ隊配列の相阿佐はそれぞれ5996と5496であ
り、サザン解析の結集いずれの遺伝子もゲノムあたり各lコピ

ーであった。 AtGLP1とAtGLP2の皿RNAは地上僚会ての鶴宮で
検出され、特に花と業に多〈書積していた.AtGLPlとAtGLP2

の皿RNAの業における書積量は日周変動を示し、そのピークは
明期開始から約12・1611寺岡であり、 CABとは対照的であった.
さらに、短目植物アサガオのPnGLPとは対照的に、これらの変

動は遠鏡明期中では持続したが、逮畿暗期中では停止した。

RFLP'?7ピングの結果、 AtGLPlとAtGLP2はそれぞれ、第 1
染色体の下院、.5染色体の上厳に位置した.虚位はa織の突
然変異体とは一致しなかったが、 AtGLPlとAtGLP2fJfアミノ隊
配列で6496一致して発現織式も似ていることから、互いに相
補するためとも考えられた。 11Membr唾etal.， (1997) 



E2a・01
暗黒下特異的発現遺伝子 LEDI-2cDNAの構造
と発現解析

主瞳ニ卑、松岡秀明、佐藤文彦、
AndaasB袖伽Ild1、田靖守I

(京大院・鹿・応用生命、 l京大・薬・生薬)

ムラサキの培養細胞は赤色色素シコニンを多量
に生産し、積物培養細胞による物質生産系として
最初の工業化の例となった。このシコニン生合成

は、光により強〈抑制されることが知られる。演
者らは、光による二次代謝の負の調節機構を解明
することを目標とし、 subtractivehybridizati佃法に
よって暗黒下で強〈発現する一連の遺伝子を単離
した。それらの内、最も強い暗黒下特異性を示し

たクローン L即日は鎖長約7∞bpで 114偲のア
ミノ酸からなる ORFを有していた。このアミノ酸

配列は、植物の根で特異的に発現するZRP3や
PVR5等と有意の類似性を示しており、これらと
同様に疎水性が高〈、膜結合性であることが予想
された。ムラサキ細胞におけるその発現は光照射
下でほぼ完全に抑制されること、暗黒下での
mRNAの蓄積パターンはシコニンの生産誘導曲越
とほぼパラレルであることが明らかとなった。こ

の遺伝子産物の植物細胞内での機能を解明するた
め、新たにムラサキの形質転換系を確立し、 GUS
遺伝子を用いて機能解析のための基礎知見を得た。

E2a-02 
ムラサキ毛状根における LEDI-2遺伝子の発現
と機能解析
盤圃垂盟、佐藤文彦、矢崎一史
(京大院・農・応用生命科学)

ムラサキ培餐細胞におけるシコニン生産は、暗黒下でのみ

傷導される。華是々は、このシコニン生合成とともに暗黒下特
典的に発現する遺伝子LEDI-2を単緯し、その遺伝子産物とシ
コニン生産との格闘について解析を行っている。今回、本遺

伝子の繊能解明のため、 Agrobac伽iuml台以穆腿闘を介して

U到DI・.2-81凶醐鴎遺伝子をムラサキに導入し、形質転換毛状線

を作成した。
まず、培養細胞と問機に培養毛状線においても LEDI-2の発

現が光により強〈抑制されること、及ぴその発現誘導がシコ
エン生産の経時表化と類似していることを確包した。得られ
た創出創齢タローンのうち、数クローンにおいてじ回目
mRNAレベルの低下と、シコニン生産性の低下傾向が包めら
れた。また、穫の審E位特異的闘世閣官g叫戸旬、並びにシコニ
ン蓄積量の検定を行ったところ、シコニン含量の高い毛状根
基郵においてLEDI-2の町浪NAレベルが同織に高いことが明
らかとなった。現在、より強力にLEDl・2の発現を抑制すぺ〈

新たなデザインの 811自国国ベクターを導入した形質転換毛状

綾について LEDI・2mRNAレベルの検定を行っている。さら
に、 LEDI-2m附 Aの根の組織レベルでの特異的発現部位を詳

細に解明するためinsi他h列貰idizali舗を行っている。
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E2a-03 
アサガオのプトレシン合成oJl
重量盟主， EE岡泉(大阪市大・翠・生物}

高等値物のプトレシン(1， 4ージアミノブタ

ン}合成には 2留の経路，すなわち①オルニチンが

脱炭厳されて直簸生成される経路と，②アルギニン

が脱厳司Eされてアグマチンとなり，次に連続的に加
水分解されて Nーカルパモイルプトレシンからプト

レシンが生成する経路が知られている.動物ではほ
とんど①であり，バクテリアでは両方の経路が報告

されている.高等鑓物では湿の植物に①と②の

両方の袋路があることが報告されており.なぜ 2涯

のo践が存在するかは明らかではない.本研究室で
は，高等継物の.でのプトレシンからスペルミジン
合成系蘇.の光蔵導を報告し，この光.導系ではプ

トレシン合成は②のoJlであり.②の後遺書事業のア
ルギニンIUIt.醇素が光湾海される.アルギニンか
ら生成されたプトレシンはsーアデノシルメチオニ
ン(S A M)の脱炭厳物からアミノプロピル纂を受

1'H1り.スペルミジンが生成される.スペルミジン
合成の律違画事案である SA M R草炭酸酵素も光誘毒さ

れるが，光照射時の.のポリ 7ミンの役割は明らか

ではない.今回， 211のプトレシン合成経路の役割
を明らかにするために，アサガオの各器官のプトレ

シン合成系..活性を調べると共に，環境条件の変
化における①と②の磁索活性の震動を倹討した.

E2a-04 
命加必'18platensisのゲノムライブラリーの作成及び

カロチノイド生合成系遺伝子のクローニング

盟国盤盟、矢野伸一、小嶋洋之(工技院・大阪工技研)

スピルリナは、糸状体のラン藻の一種で、内陸の高

アルカリ湖に自生し、モノカルチャーを形成する。そ

の特徴から商業績饗されている数少ない微細蕩類の一

つであるが、その利用は健康食品などにとどまり、今

後の高度利用のために遺伝子レベルでの解析が期待さ

れている。しかしスピルリナは他の糸状体のラン藻類

と同じく、多量に多情類を分泌し、ゲノムDNA自身
も高度にメチル化されているために、ゲノムDNAの
精製及びそのライブラリーの作成が困難であった。そ

こで通常はPCR産物のクローニングに用いられてい

るTAクローニングベクターを用いて容易にライブラ

リーの作成が可能であることを見いだした。また、こ

のライブラリーを用いてカロチノイド生合成系遺伝子

のうちフィトエン合成酵素遺伝子(α-tB)とフィトエン

不飽和化遺伝子(CrtP)がクローニングできたので報告

する。



E2a-05 
ケツルアズキ実生からの UDp.ガラクトース:フラポ

ノイド 3-0-ガラクトシルトランスフエラーゼをコー
ドしているcDNAの単離およびその性質
国産正差、小関良宏1、伊藤佳央1、樋下回大介1、吉

玉圃二郎2、寺本進2、間竜太臥柴田道夫 繍水省・
野菜茶試 1東京農工大・工・生命工学、 2熊大・理・

生物科学)

フラボノイドの置漕体化は花色の多様化およびフラ

ポノイドの安定化に重要な働きをしている。これまで

に、 UDP・グルコース:フラポノイド 3・0グJレコシル

トランスフエラーゼ(UF3G'司およびUDP.ラムノー
ス:フラボノイド 3-0-ラムノシルトランスフエラー
ゼ官町をコードしている遺伝子の単離報告はあるが

これら以外のフラポノイド配結体化酵素をコードする

遺伝子の単離報告はない。

我々はケツルアズキ実生より、UDP・ガラクトース:
フラポノイド 3-0-ガラクトシルトランスフエラーゼ
(UF3Ga切をコードしているcDNAを単離Lた。こ
のcDNAを大脇薗で発現させ、タンパクを抽出した

ところ、本酵素タンパクは高い UF3GaT活性を示し
た。なお、本酵素タンパクは低いUF鉛 T活性も示し

た。

E2a・06
シネラリアの曹におけるUDPG:シアニジン3ーoー
グルコシルトランスフエラーゼの精製と諸佐賀

量瓦畳、寺本進、吉玉国二郎(熊本大、理、生物

科学)

シネラリア (S~ø~cio x bybrida)の著から
UDPG:cyanidin 3・0・glucosyltr・nsferaseを約
312倍まで精製した。この際素の最適pHは7.5で

あった。またシアニジンとUDPGに対する Km値

はそれぞれ O.33mMと O.20mMだった。

Sephacryl S ・200で測定したこの醇棄の分子量は

52kDaだった。シアニジン以外のアントシアニジ

ンに対する活性は低かったが、フラボノールのク

エルセチンに対しては、シアニジンの約4896の活

性がみられた。活性はAPt及びZn2tによって促進

され、 Mn2t及びHg2tによって阻害された。また、

活性はPCMBによって限容され、 2-メルカプトエ

タノールの同時投与によって阻害が打ち消される

ことから、酵素の活性部位にSH基の関与が示唆さ

れた。この酵素は開花直前の菅で最も高い活性が

みられた。
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E2a・07
タバコ培養細胞のクマリン取り込み機構の解析

凪且盤町、藤川忍ヘ矢湾照畿九株田信l!Jf、下坂前
岡崎光雄u ('信州大・遺伝子、=信州大・繊維・応生)

【目的】タパコ培養細胞BriahtYellow T・13はクマリンの一種

であるスコポレチン生産能を持ち、ホルモンフリーで生育す

る.この細胞の録湿絡事島系では、ジャスモン量産メチル処理し

たときや、細胞が定常期に近づくにつれ、培地中にスコポレ

チンを放出する.一方、 2. 4・Dの投与により、培地中のス
コポレチンは12時間程度で織地中より精失する.この、 2.

4・Dに惹起されるスコポレチン取り込み現象について検討し

た.

【結果及び考察】川C様自除したスコボレチンを作製し、 2.

4・D処理した細胞に投与したところ、スコポレチンは速やか
に細胞内に吸収され、スコポリンとして蓄積された.一方、

2. 4・D処理しない細胞では、ほとんど取り込まれなかった.

この結果から、 2. 4・D投与後の培地からのスコポレチンの

消失は細胞内に取り込まれた結果であること、また、すぐに

分解されるのではないことが明らかとなった.

各種偲曾剤の実験の結果から、この取り込みはエネルギー

依存の輸送であった.また、この2，4・Dに惹起される取り

込み現象は、スコポレチン及び類縁のクマリン類でのみ観察

され、ケルセチンやクロログン厳などでは起こらなかった.

これらのことから、タパコ細胞には2，4・Dで活性化される

クマリン特異的な申書送システムが存在すると推察される.

E2a-08 
フラボノイド合成系の cytochromeP450: (25)-flavanone 

2-hydroxyJaseと 1白血vone2'-hydroxyJase cDNAの同

定

盟互宣益，貫井.之，青木俊夫，畿鶴真一〈日本大・生物

資源・応用生物)

フラボノイド生合成には多くの cyt∞hrαneP450 
(P450)が関与しているが，一郎を除いてE事業タンパクや遺
伝子は米閑定である.マメ科カンゾウ{偽q T々hlza
echJna飽L.)矯養細胞ではヱリシタ一刻滋によりレトロカ

ルコン合成系のP450，l1codlone synthase (凶}が揚増車され

る.私遣は量量近数種の P450cDNAをカンゾウからクロー

ニングした[1].

本研究ではこれらを臭事提細胞で発現させ， ~・飽を検討し
た.その結果 CY内 381タンパクが (2.5)ーフラパノン
αiQulrlt1ge凶n，narl暗 enin)のC-2位の水田量化反応を触媒

した.反応生成物ωむodlone，2-hydro均月18.Iingenlω は陵

処理で容易にフラボンに変後され LS反応がf1avone

synthase 11の前半の反応と同一でその実体が (25)-

f¥avanone 2-hydroxyJaseであることがわかった.また
formononet1nとdal也einのC-2・位の水酸化反応を触鎌す

るP450jJf得られ，プテロカルパン合成系の isoflavone2・-

hydroxyJaseであることが明らかになった.

[1] Akashi T et aI. (1997) Plant Scl. 126， 39; Plant 

Physlol. 115， 1288. 



E2a・09
茎におけるアントシアニンの蓄積が低下した

ミヤコグサ突然変異体の特質

宣丞盤去、 JII口正代司l、今泉(安楽〉温子2、

綾部真一、赤尾勝一郎2 (日本大・生物資源・応用

生物、 1東京大・総合文化、 2農水省・生物研)

植物のフラボノイド代謝系は種々の外部環境への

適応において重要な役割をはたしている。本研究で

は、栄養器官でのフラポノイド代謝調節機構を遺伝

学的手法を用いて明らかにすることを目的として、

マメ科植物のミヤコグサ (Lotusjaponicus) 8-129 

・Gifu'系統のアントシアニン生合成変異体を作出し

た。本系統の茎は開花・結実期にシアニジン配糖体

により赤く着色し、また幼植物の匹軸も貧栄養状態

で着色することを確かめた。種子のEMS処理により
得られたM2種子1，4000艦から無肥料条件で幼植物

を育成し、ーヶ月後に茎の色に着目して個体を選披

した。茎にアントシアニンが全く蓄積しないものや

僅かに蓄積するものなど数系統が得られた。遺伝解

析の結果、 4系統を単因子劣性遺伝の変異体として

同定した。フラボノイド成分組成など各変異体の特

質について報告する予定である。

E2a-l0 
キクのアントシアニン合成系酵素遺伝子のクローニングと発現解析

萱聖豊堕・千葉貴子・古海大介).肥口一雄・清111繁人鈴木正彦
(青森グリ}ンバイオ・ 1青森大・工)

キクの花色の分子育種を目的として、アントシアニン合成系酵素

辺町云子のの!>lAのクローニング必よ珂E弁に掛7る発現存析を仔コた。
赤い者務のキク品種、芳香の花弁由来のd>NAライブラリを作製し、
aミα置，同日およびDFRのクローニングを行った。キクαおは389
アミノ酸残基からなり、ブドウ0lSと842%の権問性を示した。ま

た、キクF3Hはお4アミノ磁残基からなり、シロイヌナズナF3Hと

70.9%<1.:湘阿佐を示し;た。α置およびDFRに司、ては全長ではないれ
リンゴα置と611%、ガーベラDFRと70.7'NJ.の棺向性を示すクローン
がそれぞれ得られ:1.:。

花色の異なる3品種(赤:芳香、黄:天寿および自:繍雲)にお

いて花弁を発育段階によって5つのステージ(普から満開時まで)
に分け、 4種遺伝子の発現パターンをノザンプロットにより解析し

た。 αISおよびα置は3JM蛍で問機の発現パターンを示し、ステージ
lあるいは2で発現治環大となり、その後発育段階古後むに連れ減
少した。これに対し、回HとDFRの2つの遺伝子I:l:天寿および精雲

では全ステージを通してほとんど転写産物が留められなかったが、

芳香では全ステ}ジを通して発現し、特にステージ2および3で強

い発現が見られた。これらの縮財弘天寿およv1轄では悶Hお

よびDFR遺伝子情蒔珂鱒きれないかあるいは柵Jされている可
能出勾司愛された。

148 

E2a-ll 
マルパアサガオのカルコンシンターゼ遺伝子に挿入

されたA~ トランスポゾンの解析
主主差盤、久富恵世、飯田滋(基生研)

マルパアサガオ (Jpom促 apurpurea)には白地
の花弁に有色のキメラ斑を生じる変異体が存在する.

我々はアントシアニン合成経路の酵素をコードする

遺伝子の1つCHS-Dのイントロン内に持入されたト
ランスポゾンTipl00の脱離が花弁のキメラ斑形成の
原因であることを明らかにした.今回、 Tlpl00の構
造と転移様式の解析を行ったo Tipl00は末端反復配
列 (5・一CAGGGGCGGAG-3') と標的配列の塩基数
(8bp)からトウモロコシのAC<<貢縁のトランスボゾ
ンであると推定されたo Tip100の内部にコードされ
るタンパク質の推定アミノ酸配列とAcファミリーの
トランスポゾンの転移酵素との聞には部分的な相向

性も見いだされた.キメラ斑の出現頻度の高い個体

の体細胞ではTlpl00内部およびCHS-D遺伝子内の
織々な位置にTipl00様因子の新たな縛入が起きてお
り、Tip100が近傍および姉妹染色分体聞で転移する
ことを示唆している.

E2a-12 
ショ糖と光によるチャ CHS遺伝子発現誘導
笠直撃王、松元哲(農水省・野菜茶試)

高等植物での積あるいは光による遺伝子発現制御

は多いが、同時に槍と光が存在した時の発現制御で

は、両者がどう関わるのかあるいは関わらないのか

は解明すべき問題である。今までの研究から、両者

の関わりは各遺伝子で異なると予想されるが、光誘

導された発現が糖によって抑制・増強される遺伝子

で関わり方を考えると、糠は光のシグナル伝達経路

中の因子あるいは光による発現制御の活性化因子に

働きかけて抑制・増強するのかもしれないし、光と

は全く別の伝達経路を経て別の制御因子で発現を制

御するのかもしれない。以上のことは、シグナル伝

達、発現制御の機構解明だけでなく、光は植物には

必須であり績は光合成(炭酸同化)で合成され植物

体内で輸送されることから生理学的にも重要である。

チャ Camelliasinensisの葉において、CHSの遺伝子
発現が、 P札、 DFRと同調的に、光およびショ績に

よって誘導され、その誘導は両者の存在でさらに増

強されることを明らかにしてきた。今回は、ショ塘

と光がCHS遺伝子発現誘導にどのように働きかける
のかについて発表する。



E2p-Ol 
アラピドプシスのリポ酸合成書事業 cDNA

のクローニングとそのキャラクタリゼーション

安野理恵 ，和国 元(九大・理・生物)

リポ酸はミトコンドリアに存在する画事業複合体{ピ

ルビン酸脱水素醇索、グリシン脱炭酸酵素など}に補醇

棄として結合している.いずれの醇素複合体も呼吸代

謝系において重要な機能を狙っており、 IJポ酸はその

活性発現に必要不可欠である事から、生体内で緩めて

重要な物質である事がわかっている。しかし、真核生

物においてリポ酸が細胞内のどこで、どのように合成

されるかについては、ほとんど不明である。

本研究では、アラピドプシスからリボ磁合成酵素を

コードした cDNA(LlPl)をクローニングし、そのキャ

ラクタリゼーションを行った.LIPl cDNAには、374

アミノ陵残基からなるタンパク貨がコードされており、

そのアミノ末繍側にはミトコンドリアへの移行シグナ

ルと恩われる配列が見幽された.また、RT・PCR、ウ

エスタン分析などの解析から、 LIPl遺伝子は主に業と

花で発現しており、タンパク貨も主にそれらの器官に

局在することが明らかになった.

E2p-02 
..体規の主..  脂質合成に関与するMGDGSynthaseのゲ
ノム遺伝子の単調量および発現

裏盆盆=盤、下向...、太図啓之、繍回目量、。高宮建一郎{東工

大・生命理工・生体縁織)

重量々は.近薄緑体麟主.・脂質である MGDGのき色
合成を鐘う醇索、UDP-galactose:diacylglycerol galactc暗yl
transferase (MGDG匂n世lase)のクローニングに成功した
が、今回その発現解衡を行うため以下の..を行ったので籍告

する。

1)キュウリ MGDGSynthase U光によって活性レベルで錫
渇されることが明らかとなっているが、今回その遺伝子の発現

レベルでの解析を行った。この遺伝子は発現畳が少ないため

RNa伺 Protect刷、Assay法により解析した。その結果発現レ
ベルにおいても光によって鼠泌されるが一過鈎であり、活性レ

ベルでのプロファイルと異なるということがわかった。このこ

とから転写、・限後の活性化‘舗が存在することが示噴きれる。

2)前回大会で絹告したシロイヌナズナの MGDG釘n愉ase
遺伝子についてゲノム遺伝子の単障を行った。このゲノム遺伝

子は5つのイントロンを含んでおり、そのプロモータ領域には

光鶴湾I!遺伝子の上波歯車に存在することが知られている

GATA box. GT1 box tI見いだされた。また、ダイズより
MGDG匂nthasecDNAの』瞬間置を行い、現在その発現解析を
緑色ダイズ培養鰻胞SB-Pを用いて行っているのでそれについ
ても績告する予定である。
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E2p・03
DHAJ性好冷性細菌研ル'IO...，;"，u MP・ I~の
脂肪隊合成酵素遺伝子のクローニング

よE呈~;.1， 森田直樹2 田中美加2、川崎公量産2、渇
本勲2、扇谷信2、星野保2、石崎紘三2、奥山英登宏、1，2

(1北大・地球環筏 2工技院・北工研}

一般に鋪薗において.脂肪磁のゐnovo合成に関わる遺伝
子のいくつかは脂肪厳合成酵素遺伝子群 (Jabクラスタ
一)を形成しており.その様成遺伝子と各身の遺伝子の量産

ぴ方はよく保存されている。多価不飽和脂肪.(PUFA)成分
としてドコサヘキサエン酸(命以甜蹴割蹴副;DHA)を

産生する好冷性海洋細菌防riomarInus MP・1徐(以下MP-
1f朱)を用い.脂肪酸のdenovo合成に関わる遺伝子のクロ
ーニングを試みた。

既知の細菌fabクラスター内で保存性の高い領域を基に
作製したプライマーを用いてゲノムPCRを行ったところ，

マロニルCoA-ACPトランスアシラーゼ(Fiめ0)とβ・ケトア

シル・ACPリダクターゼ(Fa凶温伝子のアミノ隊配列と跡、
相向性を有する配列を得た。この断片をプロープとしてゲ

ノムライブラリーをスクリーニングしたところ、民副"Dの上
流にはrpmF，plsXが，fabGの下流にはacpP，fabFがそれ

ぞれ存在し，rpmF. plsX， fabD， fabG. acpP.fabFの順番
で並んでいた。これは既知の細菌fabクラスターと類似の
構造を持っていた。このことからMP・1徐には飽の編薗同

様.fabクラスター古f存在すると考えられる。

E2p-04 
ゼエゴケ・aの低温によるCZo多・不飽和・肪・の・2・
.. a， 建屋ー重， 小野殉爾{鎗本大・竃・自主・S時掌}

高司事..では.(1・リノレン・・の多領不1M回目.鋤圏直

{夙JFA)の**，tJC'低温適Itに関与することが知られている.コ
ケ・・I~高・・・とは異なり、アラキドン・(ARA)やエイコ
サペンタエン・{伊'A)等のCzoPUFAをもっ.また、これらの
.働.も低温により・2・することが.告されているが.その
合成・.も鎗.も不明である.

本研究では.:::aケ・・の低温渇Itにi5けるCZoPUFA，の.舗
を知る鱒-fJとして、ゼエゴケ・・(A18線}の低温t&，ーによ

る・助・..  の.化を聞ぺた.り 25"<:にi51ずる(1-リノレ
ン・、 ARA‘EPA含有.(moI96)は.それぞれ1796、996.
396であった.2) 1 5"<:では、これらの夙FA*有.，ま綱大

したが、その他の・"・の合唱"1駆は.化が緩いか、または低
下していた. 3)・・~....分とg・像以外の霞分に分It
..・U~.ぺたところ. ARAとEPA'では低温による含有車
の槽大I~"体圃分のみに見られた. 4)関田分の..分析に
おいて、 ..  貧I~'"圏分のみに、フォスファチジルエタ
ノールアミンはm・体外圃分のみに、フォスファチジルコリ
ンは碕・分に倹幽された.綿AとEP，刈草、これらのいずれの・
買にも倹幽されたが.低温による合唱車率調・大は、 ...  ・分

の.貨のみに見られた.以土の..より、1!=ゴケ..'の.

温象件下における臼o.鋤・の.~不飽和化I孟、おもにs・4事
において活性化されていることが来.された.



E2p-05 
耐塩性タバコ培養細胞の膜脂質組成に関する研究

必盤三、鈴木久美子1、2、室田憲一人坂田洋一

1、武長宏1 (1東京農大・農・農化、 2千葉大・園

芸、 3鳥取大・耗燥地研究センター)

0. a.I NaCl糊僻地で遺践した党独立栄養性タバコ緑
色培養細胞 (Niωti澗 tal.町z..C:V. 51:幽lDtfi)は、無

選抜の細施と比較して脂質含有量およE問ミ飽和脂肪酸
含有率が高〈、また単離チラコイド膜においては、高

塩漉度下において光合成活性を維持する。そこで、脂

質含有量および不飽和脂肪酸祇高塩温度下での光合

成活性の維持に及ぽす影響を検討するために、選抜、

無遷抜関のチラコイド膜の脂質組成および脂肪酸組成

について比較、検討した。遺掠細胞のチラコイド膜

は、無還抜に比べてC16:0およびC18:2脂肪
酸含有率カ唯く、 C18 : 3脂肪酸含有率カ鳴い。ま
た、チラコイド膜の脂質組成および各々の脂質分子種

の脂肪酸組成においても差異カt認められた。このこと

から、チラコイド膜の脂質組成または不飽和脂肪酸組

成の変化が、高温度の塩に対する光合成活性の維持に

関与していることカ考えられた。

E2p-06 
シロイヌナズナのスフィンゴ脂質の解析

金金量之(甲南大・理・生物〉

グルコセレブロシドは分子内にグルコース、長
鋪塩基、 2ーヒドロキシ脂肪酸をもっスフィンゴ
脂質で、植物の細胞脹脂質の主要な構成分の一つ

である。演者ら陪以前に低温に強い植物の薫のグ

ルコセレブロシドにおいて、不飽和の2ーヒドロ
キシ脂肪磁を検出し、植物の低温感受性と不飽和

脂肪酸との関連性を示唆したれ}。本研究では、シ

ロイヌナズナのロゼット薫よりグルコセレブロシ

ド分躍し、構成脂肪酸と構成スフィンゴイドおよ

び分子種組成を解析した。構刷旨肪慣として、 2・
ヒドロキシテトラコセン酪 (2411:りが最も多く、
これ回、低温に強いコムギやライムギの脂肪蔵組

成と顕似していた。構成長鋪塩基陪4・ヒドロキシ
.シス-~トスフィンゲニン[t18: 1( 8c)]が主要成分で
あった。以上の結果から、シロイヌナズナのロゼ

ット薫のグルコセレブロシド組成は、低温に強い

コムギやライムギの組成(2)とよく似ていた。
。)H.Jmai.M.αm抽L祉施姐d成鳥M.民場maod5oBo
(1明間蹴倒a.OioI凶.践例担m句股1筑制狙3.
(2) H. Jmai.M.叫単品i.IC.1量削伽.M.政事皿.od501勧

(199'1) B旬叫勘句也Biocb皿.61:351-353. 
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E2p-07 
ペプチド性植物細胞増殖因子 (PSKa)のペラドンナ毛状

線の生育とアルカロイド生産に及ぼす彫響

隼生率狙丘、石瀕途晃、小林俊弘¥栓林嘉克=、坂神洋次雷、
下村第一It~.、梅津樽紀、鎌田博1 (青森大・工・生物工学、
a筑波大・生物、 Z名大・農..化、'国立術研・筑波)

Phyt闇Jlfokine(PSK)-aは、アスパラガスの業肉細胞培養液

から単商量された5つのアミノ酸残基からなるペプチド性細

胞増殖促進因子であり、低密度で細胞培穫を行う際に必要

なconditionedm“iumの主たる因子であると考えられている"。
また、 PSK-aは、ニンジンの不定座誘導時に促進的に働く

など、いくつかの継物において生理活性があることが示唆

されている。

本研究では、ペラドンナより誘導した毛状線に、 PSK-αを

処理し、その生育とトロパンアルカロイド生産に対する~

.を検討した。

毛状線の生育は107-10-lOMのPSK-aを投与することによ

って、ほとんど彫響を受けなかった。しかし、トロパンア

ルカロイドの生産は、 10-'、loldのPSK-aを投与すること
によって、コントロールの1.4倍に増加した。このことから、
PSK-aが単に細胞噌殖を促進するだけではなく、二次代謝

産物(ヒヨスチアミン)の生産性に影響を及ぼしている可

能性が示唆された。

"Matsubayashi， Y_ and Sakagami， Y_ (1996) Proc. NatL Acaι 

Sci_ USA， 93. 7623 

E2p-08 
二酸化炭素リサイクル系を付与した絶み換えラン穫
によるエチレンの生産
止血阜呈、坂井美穂、松岡正佳、福田秀緩(熊本工
大・工・応用微生物)

我々は細菌Pseudomonas SyzカWBe pv. 
phaseoH，∞tla PK2，のエデレシ生成醇泰也F却を発現
す-dlllみ損えラシ轟砂n民 hα幻αωsp.PCC7942 
を用いて、二酸化炭素のエチレンへの変換について
研究を行って来ている.細菌のE陀は2ーオキソグ
ルタル酸→エチレン+3C02の反応を触媒するの
で、 τ'CA回路中間体が奪われ、かつC02が無駄に放
曲されることになる.そこで、 C02固定系として、
大踊薗のホスホエノールピルビン酸カルボキシラー
ゼ(PEPC)遺伝子および大腸薗炭酸脱水酵素(CA)遺
伝子をシャトルベクタ-pUC303に連結したプラス
ミドを作成し、組み捜えラン穣PCC7942-IEK2-2
を形質転換した.なお、 PCC7942-IEK2-2練は
PCC7942 R2-SPcの染色体の光化学系Eの'P5bAI;遺
伝子のO旺‘をEFE遺伝子のORFとカナマイシン耐性
遺伝子に置換した綜である.得られたそれぞれの形
質転換ラン畿のC02固定能、織殖速度、エチレン生
成速度について報告する.本研究は強創的産業技術
研究開発促進事業別EOO)の助成を受けた.



E2p-09 
各種車用植物に含まれるメラトニン樺物質とマリーゴ

ールドにおけるイオントラップ型液体クロマトグラフ
質量分折法によるメラトニンの同定

盤盤連事宮内大治.和田跨.伊藤茂伊藤正則2
(東京医科歯科大・教聾・生物医用器材研 2聖マリ

アンナ医大・化学〉

我々は最抵脊椎動物の怯果体ホルモンであるメラト

ニン杭各種食用植物に脊在することをラジオイムノア

ッセイ (R1 A).ラジオレセプターアッセイ (RRA)
および高速液体クロマトグラフィーの手法を用いて明
らカWこした。本研究ではまず17種の薬用舗鞠におい
て，メラトニン樽物質がどれくらい含まれているかをR
IAおよびRRA樹こより検索した.その結集マリー
ゴールド.ストローフラワー.クロープなどに雌鮒高

温度に含まれていることカ句周らかとなった。次に，マリ

ーゴールドにおいて，メラトニン分子そのものか情唱?す

ることを確雷するために，イオントラップ型液体クロマ

トグラフ質量分析計を用いて測定した結集メラトニン

の溶出位置にメラトニン由来と推定される u由 174と
耐z216の開裂イオンカ検出された。

E2p-l0 
イネ-Rhizoclonia solani相互作用によってイネの根

より放出される物質による R.solaniの IAA合成量
の増大

五山監圭庄野邦彦 I (都立短大・化学東大大学院・
広場科学)

我々はこれまでに糸状菌の Rhizocloniasolaniが

IAAを産生すること，その主な生合成経路がインド
ールピルビン酸経路であること， そしてその生合

成量がイネ懸濁培養細胞(Oc)の培養液中の物質によ

って憎大することを明らかにした。

今回我々は，イネ(コシヒカリ}の根と R，solaniを

共存させることによってイネから放出される物質が，

R， solaniのIAA産生を潮大させることを見出した。
その物質は分子量約三万で，タンパク質もしくは関

連の物質と思われる。 lAA量漕大の割合は，培養液

を与えた系の場合より大きく，早い時期からその蓄

積が検出された. また，市販の多糠分解酵素の中

に上記と同様の作用を示すものが存在する事も分か

った。 なおこの系において， トリプトフォールも

IAAより約 12時間遅れて蓄積が増大してくること
もわかった。
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E2p-ll 
ダイズ種子βーコングリシニンの集積制御に

及lます聾素欠乏と植物ホルモンレベルの聞係
主笠量豊・位.明世・火山.爾{額九・.応生〉

担粒葬着生薬畿ダイズ T201を用い、宣Z提供
給置が種子の肉性ホルモン遭度と貯蔵タンパ

ク賃銭積に及ぼすe.を掴査した。聾.欠乏植
物では種子先育中期から後期に種子に ABAが

高温度に集積するとともにβーコングリシニ

ンのβーサブユニットの集積が抑制された.宣

索欠乏檀鞠の種子中では鍵宵初期からゆ期に

IAAも高温度に存在していた。来鶴子薫の漉体

治聾系に語加した ABAに対する応笹性を園ペ

たところ、量豪欠乏の植物から得た種子では

ABAによる βーサブユニットの集積抑制効果

を示したが、十分に聾素を与えた植物から分躍

した種子では ABAのβーサブユニット抑制効

果は見られなかった。朱鶴子藁に対して 2，4-0

を揖与するとタンパク賓の集積が抑制され、特

にβーサブユニットが抑制された。従って、重

黛欠乏ダイズの種子では正常な種子と比べて

ABA， IAA重度が高〈なるとともにβーサヲユ

ニット集積に対する応答性も異なっていた。

E3a-Ol 
ニンジン毛状穫におけるCa>>，依存位のタンパク質鋼隙化

組麗息二、奥山か;l)り、鎌田縛‘
{山形大・叡育・生物、 B筑波大・生物}

ニンジン毛状績を破砕・遣制時(85Ixg)し、得られた
上清を Centri∞nで積織・脱湿した{可溶性分画)0それに
[J1 P)-ATPを加えて、 l凶 EGTA、1凶 Ca""叉は 1凶 Ca:揖+
80伽MC&加)dulin存在下でそれぞれ Incubateし、 1nvitro 
のタンパク質鱒齢化反応を行わせた.そして、 SDS-PAGE及び
AutQrad10grapbyにかけた.結果は、 Ca>>依存性の鋪齢化反
応によって、師、 57，5及び 52kDのタンパク賓が鍵厳化され
ていた.また、岡織にして得た可溶性分膏に 100μMの温度
に冒ー7叉は曹-5を加えて Incubateし、タンパク質鱒般化
反応を行ったoV-7は3種のタンパク貨の鋼酸化を強〈阻害
したのに対じ、冒-5はそれらの剣暖化を阻害しなかった.次
に、 4、16叉は 25・C下で毛状視の先矯切片を培養した後、
それらから可溶性分画を濁墜してタンパク鍵燥感化反応を行
った.結果は、.い温度下で翁獲した毛状穣ほど、即ちその
生長率の大きいものほど、 3種のタンパク賓の鋪酸化の程度
が高くなった.更に、毛状線の先嫡切片を、各温度のや7、
V-5叉は澗B-8を含む培地上でそれぞれ培養した030μHの
官ー7は毛状根の生長を強〈阻害したのに対し、 100μHのV-5
はその生長を僅かに阻害した.また、 10・SII以上の温度の
TII8-8はその生長を隆容した.以上¢雌深から、 Ca-依存性
の鱒酒量化反応による 65、57.5及び 52切のタンパク賓の帰
国量化が、毛状線の生長に深〈関わっていると館前づけられる.



E3a-02 
タバコの若い憲司P蓄に存在すー・・・佳 C.2・依存性プロテインキナ-
11' 

盤血血盆圭頭山a先人大・，，2 中村研三日。名古屋大・生命血・生
化、 2&生研・発生生絢}

ft"'l:先に、タバコ寝?のショ・によ岳遭伝子発現の..にu・・肉
C.2・湖底的上昇と C.2・-量存性プロテインキナーゼ (CDPK)が爾与しτぃ
畠可爺伎を示した.重止、 タバコ.にU;~< I: U・"の COPK mRNA
Iffl.しTい晶ことを cONI“片的m衡から明らかにしτいる.ショ・に
よ晶遺伝子舞麗白鶴海へのCDPK的関与壷解指するために、mRNAレベル
で・応司胞が昆られた夕刊コ C酔 K厨片的 GSTとの.告タンパヲ貨に対す

晶続体{銃N回DPK帽鏡体)t作成した.
統附CDPK岡鉱体と反応したい〈つかのタバコ事タンパヲ賓のうち、且

か吋の分子置57kO・町司適性タンバヲ.&:遭い.に'量に存在するが、司直
前MIfI臨むにつれτ・1，(漉少する縛.壷示した.裏においてb57kO・タ
ンパク貨は、成長点に遭い)(でより-量に存在し.下.町茎でU誠歩しτい
た.これらの館aーから、 57kD.タンパヲ賀U著い組aで締興agに.摘しτ
いると曹えられる.

57kO・タンパヲ寅U、慮"したタバコ憲司F国著い事に鰻べ・し〈減少して
いーが‘切り取っkJil..にショ・ - タルコ-Æ ・ 7ルタト -Æ~ I!骨代.
可隆章.量与えると温舗した.しかし、マンニトールやソルピトール~I! t

与えた喝舎に1:1・8・&:1.られ脅かヲた.更に‘切り.・，.にそれぞれショ・-
マンニトール・木壷与え 57kO・タンパ?寅レベル舟鐙鱒的変化を割ベ止と

ころ、マンニトールや本で処廻した喝舎にU、57kD・タンパヲ貿1:2・時

間績にbずかに婚"し止が‘ショ.で処11し止場合、 6崎周績にUすでに
57kO.タンパヲ慣の書"が昆られた.β・酬陶・:GUS雌古逓伝子t・λ
したトランスジェニックタバコで1:..々の.による GUS活性的自由・と

57kO.タンパク質的婚姻U‘よ〈梱闘しτいた.これらの鎗暴から、

57kO・タシパヲ慣u・・・伎のCDPKで晶・j‘ショ.シタナル町伝進、シ
ョ・の転遣を受吋晶若い..(シンヲ}の成長・先進に何らかの役割t担っ
ている司健牲が晶畢と場え、 更~6M舗を進めTい晶.

E3a・03
・負荷によるタバコ培聾細胞[Ca2+]cの上昇とプ
ロテインキナーゼ活性化
盆車血孟〈名古屋大・生物分子応答研究センタ
ー.大学院生命鹿学研究科〉

アポエクオリンを発現するタバコ培聾細胞
BY・2の細胞礎慣にカルシウム依容性発光蛋白質
エクオリンを織成させ，植を負荷した臨の
[Ca2+]c上昇を・察した.対敵増殖期の細胞では.
高温度の績を与えても[Ca2+]C上昇は・察されな
かヲたが.定常増殖期の細胞では高麗度@植に
よヲて[Ca2+]c上昇が起こヲた.対敵増殖期の細
胞でも疎植を除いた培地で一夜培聾し.鹿積飢
鎗状.にすると績による[Caお]c上昇が姐察され
るようになヲた.シンク的状.の細胞が績に応
答することを示しているように見える.指跨導
の[Ca2+]C上昇は培地中のCa2+を除〈と起こらず.
La3+によヲて阻害された.これらのことは
[Ca2+]c上昇は細胞外のCa2+がカルシウムチャネ
ルを遍ヲて漉入したことを示唆している.プロ
テインキナーゼ匝害剤K・252.やスタウロスポリ
ンは植による[Ca2+]c上昇を阻害した.また.イ
ンゲルアヲセイによりプロテインキナーゼ活性
上昇が示された.
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E3a・04
キュウリ芽ばえの盆カ形.形成時における遺伝子発現の解

&鋤，高樹拳{刺扶学・猷強棚センター)

E3a-05 
キュウリ芽ぱえのペグ形成と細胞骨格の関係
小林真由美1.村田 隆E，藤井伸治東谷篤志1
高揖秀幸1(1東北大・遺生研東大・総合文化研
究科)

ウリ科植物の芽ばえのペグ(pe，)は，重力形態形
成として下匪紬基部の皮層細胞の成長極性が褒化し
て形成される突起状組織である。本研究では.ペグ
形成と細胞骨格の関係について解析をおこなづた。
ペグが形成された吸水36時間後のキュウリ芽ば
えでは，ペグ細胞およびペグ化しない皮層細胞の表
層徴小管が，細施の伸長方向に対して鉛直方向に配
向していた。コルヒチン処理により，ペグ形成が阻
害され，表層積小管が崩境し，皮膚細施の形状が丸
くなるのがみとめられた。ペグ形成が肉眼的にみと
められる直前の吸水24時間後の芽ぽえでは.ペグ
形成部位における皮膚細胞の成長極性の変化がみと
められる以前に，表層微小管の配向が変化している
ことがわかった。したがって，ペグ形成時の皮層細
胞の伸長方向の変化には，表層微小管の配向の変化
が必要であると考えられた。一方，サイトカラシン
Dの処理によってもペグ形成が抑制され，ペグ形成
におけるアクチンミクロフィラメントの関与も示唆
された。



E3a・06
鰻似微少.カ下におけるサクラの成長E

量生霊鐘室、黒省英里子、山下澄道¥山岡晃弘仁中村銅子

{日本女子大・理、'宇宙研、 2敏送大}

本研究でI草、 3-Dクリノスタットを用いた媛似微少軍力下
におけるサクラ(丹unusjamasakura >の成長、および媛似
智雄少軍力下でのジベレリンの作用についての実験を行ったので

報告する.

康似微少軍力下で生省させたサクラでは蔓の伸長および蕩面

積が制大した.茎での木信舗は減少し、樹皮および槌舗は綱大

した.木鼠では、織錐細胞二次細胞霊のセルロース微舗鎗錐

傾角およびセルロース含量比が治加し、ヨ匹は屈曲した.これら

の結果から、伸長成長および木簡の二次肥大成長lま重力に大き

く依存していることが示唆された.これまでに、地上で軍力に

反応できないサクラのしだれ佐敏にジペレリンを与えると、し

だれが直り、後が上方成長することが明らかになって怠り、ジ

ベレリンが重力調書宣伝達に関与することが示司位されている.そ

こで、媛似微少量カ下で生育しているサクラにジペレリンを録

与し、その作用についても鋼ぺた.11似微少賃カ下で生育して
いるサクラではジペレリン鏡与による伸長促進効果は対照と同

鎗に.められた.しかし木慾の二次肥大成長においては、対照

に見られるようなジベレリンによる木信舗の噌加は.められな

かった.これらの結果から、重力射訓置がなくてはジベレリンに

よる木鼠の発達促進がおこらないことが示峻された.

E3a-07 
根の重力屈性の信号伝達系における IAAの可逆的

な代謝反応

盤圭一皇，高楊宏之，小野美和子(山形大・教育)

我々は， トウモロコシの光依存性重力屈性の信号

伝達系に，根冠アポプラストにおけるH・とCa2+の交

換反応が関わっている可能性や組織間伝達物質とし

て拡散性IAAが関与していることを報告した。しか

し，根冠における拡散性IAA含量が非常に少ないこ

とから，我々は，重力信号伝達系に根冠における可

逆的なIAAの代謝反応(結合型。拡散型)の存在を

考えている。本研究は，この点を明らかにするた

め， トウモロコシ(GoldenCross Bantam 70)の一次根

を用い，根治の結合性IAAの動向に及ぼす重力刺激

の影響を調べた。根端切片(0・1，1・2，2・3mm)を材料
とし，各切片より分画した細胞壁をアルカリ処理

し，抽出されるIAAを結合性IAAとしてジクロロメ

タンで分画後，インドロ-aーパイロン法と蛍光検

出フローインジェクション分析法を組み合わせた系

で定量した。結合性IAA量は， 0・lmm切片でのみ重

力刺激20分後に最下点を持つ一過性の変化を示し
た。この結果や，この変化に及ぼすCa2+の影響など

を基に，重力屈性の信号伝達系におけるIAAの可逆

的な代謝反応の関与の可能性を考察する。
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E3a-08 
ヤナギのループ処理主主におけるあて材..

盆差益、古湯治大・8倒良合、中村.'子
{日窓女子大・理、*北海道大"a>

すでにシダレヤナギ(Salix baby/O.刷沼)において、サクラ嵐
のしだれ性畿におけると岡鎗に、ジペレリン処理により、枝

幅員.加および:*fII鎗錐細胞の物理的化学的佐賀のR化が生
じ、あて材がE廃滅され、.の軍力属性が発現することを鰻告
した.本研究でl志、伎をループ状に曲げて、その木館組織の

度化を解析し、あて材餓導につき倹討を行った.

"し木の当年枝を偏物材料として用いた.約3∞附nの伎を
ループ被に曲げて固定した.組織化学的分折、細胞霊成分の

定量およびセルロースミクロフィプリル(MFs)傾角の混定に

よりあて材形成を確飽した.

二次細胞霊のMFsおよび表層微小管については、走査電子顕

微鏡および共焦点レーザー走資顕微鏡を用いてさらに解析を

行った.

また、 3D・クリノスタットによる優似微小重力環線下で縫獲
した枝の木部組織についての解析も行った.

E3a-09 
管状要素分化における自己分解(1)

-"1nVJ帥で形成された管状要素にま書ける穿孔の存在と位置に関する新事実一

史Lk、附圭司1、'闘が、福図綿

(東京大院 '.・生物科学、 1京都大院・農・森林科学)

君事孔とは接続した2つの道管要素の測の細胞盛が分化の過程

で全面あるいは郷分的に消失して生じた孔{あな}をいう。これ

らは維管東植物が通水曜豊能を確保するために必要不可欠なもの

であり、道管要素の組織構造学的特徴ともなっている。ヒャク

ニチソウ(Zinniaelegans L.)単調E業肉細胞の管状要素への分化誘
導系では管状要素は自己分解過程の最終段階で核を含む一切の

細胞内容物を消失する。分化開始より 6時間毎の細胞を回収
し、細胞内側からの観祭を可能とするため凍結ミクロトームで

切断片を作製して走査電子顕微鏡観祭した。最終的な分化事は

54%で、培養各段階毎に約100舗の細胞を観察した結果、せん

孔はほぼ全ての管状要素が細胞内容物を失う量密着陸72時間回以降

の管状要素のみに存在することが示駿された。それらのせん孔

は細胞長紬末治部のいずれか一方のみの一次壁部分に単せん孔

状あるいは筒状に観察された。分裂後にその娘細胞のいずれも

が管状奏家へと分化した細胞では互いに隣接する細胞墜の一次

整部分と、そこから了度反対側に位置するどちらか一方の細胞

の細胞愛柚末調首都の一次墜部分にせん孔が観察された。この培

養系では管状要素がたとえ単細胞であっても道管要素的特徴を

有している点で非常に興味深いが、これらのせん孔が細胞末端

僚のほぼ決まった位置に開くという観察結果はさらに興味深

い。とりわけ分裂後に分化した管状要素でのせん孔の位置は細

胞間相互作用の存在に加えて細胞の極性をも示唆する重要な知

見である。





Fla-Ol 
ラン藻ぬ但echococcussp.PCC7942のイソクヱン酸リア

ーゼ遺伝子の解析

主主笠ニ，松岡正佳，小川隆平(熊本工大・エ・応

用微生物)

イソクエン酸リアーゼ(ICL)はリンゴ酸合成酵素

と共にグリオキシル酸経路を機成し、脂肪酸の分解で生

成するアセチルCoAの代謝に関与する。 ICLをコードす

る遺伝子は細菌ギ纏物を含む多種類の生物に見出され

るが、ゲノム配列が完全に知られたラン議徐

ぬ'1lechocystissp. PCC6ω3には同定されていない。私

達は他種のラン藻 Synechococcussp. PCC7942に少なく

とも 3種類の ICLホモログの遺伝子があることをPCRと

Southern分析から見出した。 ICLl-3遺伝子と名づけた

3つの遺伝子はコード領域内に HVのアミノ酸保存領

域を含んでいた。さらに pUC303 を保持する

ぬ沼echococcussp. PCC7942糠を光独立栄養条件下

O.4-0.8Sエタノールを含むBG-ll培地で培養したとき、
細胞内に ICL活性が検出されることより、 PCC7942株で

は C2化合物の代樹に ICLが関与していることが示唆さ

れた。

Fla-02 
シロイヌナズナのフルクトースイトフォスフェート2ーキナー

ゼ/フルクトースー2.6-ピスフォスファターゼの解析

湿注j皇、寺本真紀1、伊藤正樹、渡遁 昭 o巨大・院・
理・生物科学、1海洋バイオテクノロジー研究所)

生物は、必要なエネルギーを恒常的かつ安定に得るため

に、細胞内の解績と績新生の方向を調聾する.その方向を

決める因子として、フルクトースー2，6ーピスフォスフェー

トカ加られている.この物質はフルクトース+フォスフェー

ト2ーキナーゼにより合成され、フルクトースー2，6ーピスフォ

スファターゼにより分解され、細胞内猿度が網聾される.

この2つの活性をあわせ持つ二機能性勝泰フルクトース

イトフォスフェート 2ーキナーゼ/フルクトースー2，6ービス

フォスファターゼをコードすると推定されるcDNAを、高

等纏物で初めてシロイヌナズナからディファレンシャルディ

スプレイ RT-PCR法を用いて得、 fkfbpと名付けた.

余命p遺伝子はゲノム中に 1コピーしか存在せず、またそ

の転写は暗処理ならびにそれに伴う鯖飢銭により緑導され

た.これらのことはfkfbpが細胞内で静棄として働き積レ

ベルの調盤をしている可能性を示唆している.現在、その

醇棄活性の測定を含めた生理学的解析を行っている.

155 

Fla-03 
サツマイモL・ガラクトノラクトンデヒドロゲナーゼ

cDNAのクローニング

金金量，苅悶骨量一白鳥元一，布目司，平弁正志，大

羽和子2 (野菜・茶鼠 1三重大・遺伝子 2名古屋女子

大)

植物におけるアスコルビン酸生合成経路は未解明であ

るが， L-ガラクトノラクトンデヒドロゲナーゼ(EC1.3.

2.3， GLDHasのが生合成の最終反応を触媒す.:5tey醇素で

あると推定されている。サツマイモ塊線より精製した

GLDHaseをV8プロテアーゼ処理し， 4種のペプチド断片

を得，これらのN・末鋪アミノ酸配列を決定した。これに

基づく混合プライマーのうちS3B+AIDにより滑嘱され

たO.81tb断片は，動物のアスコルビン酸生合成の最終反

応を触媒するグロノラクトンオキシダーゼ(EC1.1.3.8，

GLO)のー郷と纏定アミノ酸配列で29~一致した。 RACE

法により5・上涜O.661tb，3・下流O.851tbの温適正配列を決定

した。開始コドン上波および終止コドン下流の配列より

段針したプライマーにより増幅された2.11tb断片は， 581 

アミノ陵よりなる66ltDaタンパク質(GLOとの相同性:

22%)をコードしており，精製隊棄の古事分アミノ酸配列4

・を含むことからGLDHaseをコードするcDNA'であると

鎗治した。

Fla-Q4 
cDNA clβNIG OF AL1宣RNATIVE OXIDASE FROM 
CULTURED CEUS OF Ca幼arωthusTOSt!IIS. 
seiichiro KIYOTA. Katsuhim SaIca00. Lab. of Str開 Phy冨iolo脇

恥:p.of Plant PhysiologぁNat1.InsL of Agrobiologiω1&闘urces，

τh止uba，J匂)8D.

We isola凶cDNAclones of altemative oxi由民 (AO均台om

cultur叫 cellsof C.柿aran伽 sroseus. We ∞:ns釘uct“cDNA
Iibrary from mRNA isola飽d企om3-day-old cells. Oligo-
nucleotides for PCR， primers were蜘 i伊剖 ontha ba踊 of
nucleotide sequen儲 ofωbaccoAOX (yl副e雨脚釦dMc1n回h，
1卯4，S71335).τbeP<コRpmductwas臨 das probe for悶 eening.
We鈴quenced鑓veralclone唱。fmanyω且dida飽sofAOX鈴reened

組 dfound all the nucleotide se中en<潤白紙 weぉ伊en偲 dwere 

identi叫'Ibe抑 leDcehas high homologyωAOX of 0白er
pl組包.

Res叫tofRI'-PCR泊d同凶白atAOXwぉ e勾閣総dat simi1ar 
level during 1ω7 days aftcr信組sferぬ前哨E副 ium.

AOXof鈎列lC8Ilσinneganet al， 1997 Plant PhysioL 114:455・
“6) and Arabido，戸必(5自boet al， 1997 Plant M01悶 larBiology
35:5岱 596)have been re抑制ωbeen∞制asmaltigene f:釦ul手

DNAblot血gwi白血esame戸obe泊diω飽d白紙seve凶 isozymes

also剖 st泊白幼aran幼凪$.However， identi偲 1sequence of all the 
iωlated AOX and也es包凶ye:却ressiond町ing叫 turesuggests 

白紙oo1yone of theおozymesof AOX is expressed in the culture of 
Ca伽 r即時US.



Fla・05
冬小麦培養細胞においてアプシジン酸により誘導

される分泌タンパク質 WAS-2の遺伝子クローニ

ング

垂直一盛圭、竹湾大輔、荒川圭太、吉田静夫

(北大・低温研)

冬小麦培養細胞 (Trlticurnaestivum L. cv 
ChIhokukomugOは、 ABA処理によって培地中

に 16-120kDa'の塩基性タンパク質 (~heat

ABA-induぽ d 呈eσetoryproteins WAS 

proteins)を新たに蓄積することが明らかとなった.

主要なタンパク質成分のひとつであるWA5-2は、

分子量が25kDaで強塩基性であった.また、 N末
端20残基におけるアミノ酸配列から、小麦のウド

ンコ病を防止する薬剤 (BTH)処理によって誘導

される WCI-5遺伝子の翻訳産物と相向性があり、

WAS-2は耐病性に関与するタンパク質であること

が示唆された.さらに、 cDNAクローンの単離を

行い、その発現様式について検討したところ、

既45-2はABA及びNaCl処理によりmRNAが顕

著に増加することが確認された。

Fla・06
遊荷量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(mω1)の解析
王室血隼玉、木嶋文子、石川真理、ThomasLe凶旬:k'、
Roger Wallsgrove Z、南原英司、内藤哲(北大・農・
応用生命科学、 Cen.Agric. Mol. Biol.， Ru取 rsUniv・
AFRC Inst A1.油，leCrop Res.1) 

我々は遊荷量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(mω1)を用いて、メチオニン生合
成制御機構に関する知見を得ることを目的とした研
究を進めている。これまでに、メチオニンの生合成
に関わる酵素のひとつであるCystathio曲ler-
asyY曲ぉe(CGS)をコードする遺伝子のmRNA量が
mtol・1変異株では増加していることが分かつた。ま
た、野生型株ではCGS遺伝子のn武NA量が外施メチ
オニンによって抑えられるのに対し、 mω1・1変異株
では影響が見られなかった。以上の結果から野生型
株にはメチオニンが何らかのシグナルとなってCGS
遺伝子のmRNAレベルを抑える機構が存在し、 mω1・
1変異株ではその機構が働かないために遊離メチオ
ニンがかように蓄積するものと考えられる。一方、
mtol変異とCGS遺伝子がともに第3染色体の上端に位
置していることがわかり、この結果を考慮してCGS
遺伝子の塩基配列を野生型株とmto1・1変異株で比較
した。その結果も併せて報告する。
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Fla・07
タバコ培養細胞の分泌タンパク質の同定と特徴づけ

皇皇室王、小泉望、草野友延、佐野浩

(奈良先場大・遺伝子教育研究センター)

怠たちは、タバコBY・2培養細胞を材料として用い、植物細

胞からの新規分泌タンパク貨の検索を行っている。前回は培

養液に分皆、された分子量38および4依Daのペルオキシダーゼ

の同定について報告.した。今回、新たに同定した分子量が65

および30kDaのタンパク質について報告する。これらのタン

パク賀について、相当するcDNAを単調Eしたところ、予想さ

れるアミノ酸配列は、それぞれエキソグルカナーゼ(オオム

ギ)と WCI-5(コムギ)に75%と50%の相同性を示すことが

判明した。エキソグルカナーゼ遺伝子のタバコ植物体での組

織特異色を調べたところ、各組織で恒常的な発現がみられた。

wα-5遺伝子は当初B1Hで誘導される遺伝子群のーっとして

同定されたものだが、怠たちはタバコwα-5ホモログ遺伝子

が傷害ストレスに応答し、業でmRNAが蓄積することを確認

した。

現在、各遺伝子の発現鎌式について、さらに解析を行って

いる。

Fla-08 
アサガオとマルパアサガオのDFR遺伝子領域
のゲノム構造について

稲垣善茂、久富恵世、森友子、小関良宏1、

銀且滋 (基生研、 1農工大・工・生命)

アントシアニン生合成系路の酵素 Dihydroflavo・

no14・reductaseをコードするDFR遺伝子は、アサ
ガオとマJレパアサガオのゲノム上では、 DFR-
A、DFR-B、DFRーC、の3つの遺伝子が
タンデムに並んでいて、その内の真ん中に位置す

るDFR-B遺伝子が、花や茎、業などで色素合
成に関わる遺伝子である。

今回、アサガオの 17 k bにわたるDFR遺伝
子領域の会塩基配列を決定した。その結果、 3つ
の遺伝子のいずれもが6つのエキソンより構成さ
れ、プロモーターやターミネータ』と考えられる

配列も存在した。また、マJレパアサガオのDFR
遺伝子領域のゲノム構造についても現在解析中で

あるが、現在までに得られた結果は、アサガオと
マルパアサガオの種分化が起る以前に非相同的組
換えにより 3コピーのDFR遺伝子がタンデムに
並んだ構造となり、その後挿入や欠失を含む多様

化を起ったことを示唆していた。



Fla-09 
イネ科植物の進化におけるW必宣伝子のイントロン

の欠失

主竪盟主，昨春学，山口雪子荻原保成2 佐野芳

雄3(東大・農岡山大・資生研 2横浜市大・木原

生研 3北大・農)

イネやトウモロコシのWxi宣伝子は14個のエクソ

ンと 13個のイントロンから織成されているが，オオ

ムギの W必宣伝子マは第5および第8番のイントロ

ンが存在しない.一方，双子葉植物におけるWxi宣伝

子に相当するジャガイモのGBSS遺伝子ではこれらの
イントロンが含まれている.このことは，オオムギ

が他のイネ科植物から分岐した進化過程で第5およ

び第8のイントロンが欠失したことを示唆している.

進化の過程でこれらのイントロンがいつ欠失したの

か，またどの程度頻繁にイントロンの欠失が起こる

のかを明らかにする目的で，新たに6種のイネ科植

物の Wxi宣伝子の塩基配列を決定し，進化系統樹を
作製するとともにイントロンの有無を検討した.そ

の結果，イネ科の進化過程でイントロンの欠失が少

なくとも4回起こっていることが示され，イントロ

ンが頻繁に欠失することが示唆された.

Fla-l0 
好熱好酸性原始紅漢の硫酸同化系隊司tSAT，OAS宜dの
分子細胞学的研究
E旦主主、高野縛裏、黒岩常祥 (東京大・理学系・生物科学)

植物冬物金物は、硫酸イオンをとりこみ、セリンからシステイ

ンを合食する硫酸同化という機能を持つ。システイン合成に関わ

るセリンアセチルトランスフエラーゼ(SAT)と、OASチオ」ル
ライエース (OASTL)Iこは高等植物では3つイソタイプがあり、
2つの酵素活性民業録保ミトコンドリア、細包質の3分画で
検出される@出世0，eta1.， 1後崎。しかし、遺伝子がどのイソタイプ
をコードし、遺伝子φ発現JIi!胸断どの分画の活性と関るのか、各
遺伝子がゲノム上のどこに位置するのか、明らかでない。

好熱好醐全勝儀回集。但品問均四nmerolaeは、細胞内に、

桜、業縁体とミトコンドリアを一つずつ持ち、ゲノムサイズは14
Mbpと植物の中では最小のものの1つで、タンパク質の局をや、

ゲノミックDNAの解析に適している。この紅藻は4IDkI司pから
ID60kbpの1-7本の染色体を持ち、最小の1番染色体には、葉緑
体に存在するSATの遺伝子がコードされているO'oda，et a1.， 
1銃渇)。そこで、 OASTL遺伝子の存在およびSAT遺伝子との
ゲノム上の関係を静六両遺伝子のイソタイプを探索した。

一番染色体DNAを鋳型にして、ディジェネレートPCRを行っ
た結果、 OASTL遺伝子を検出した。現在、一番染色体を8塩基
認識酵素で切断し、この2つの遺伝子の位置関係を静〈ている。
また、ゲノミックDNAを用いたディジェネレートPCRで、SAT
遺伝子とOASTL遺伝子には少なくとももう一つのイソタイプが
あることがわカミった。
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Flp-Ol 
MATベクター¢改良と植働叫刻臨評議入

笠置量コ絵絹佐子，遺藤さおり，錨澗竃翼民海観窃記安

(日本・眠・中央冊

ip t窪勧仏Tベクター晴、アグロノザテリウムのipt遺伝子

と、それ危険怠する~双濁綿蹄郎淘暢耐壇朝比R/'RS系から構

成されていとお ip t遺伝子仕サイトカイエ川温嗣生産討惜起

こし、頂糟陵情失じ棒鋼輔売減すとお ipt型MATベク

タ}明土、第→ヨ飼帥織を甥鵬司降子都舗を週厳し、第

二にR/'RS荊こより ipt遺伝子会常験t...:i酬と伸長宛慢したマ

ーカ』フリー繍臨場瞬論帯ぽv5..棚紡ipt動仏T~クタ

}では、 ip t遺伝子と鍵蹟史_R遺伝子舞勢ηため CaMV
35Sプロモーターを帰可v'7't.， 本境安窃主両者のプロモータ
ーを融」不達制包牌.o師両岸・宇十フリー出
現頚障を抗S瑚尉した結果を報官すとお また週陵マ」カーとして
舟ザヒipt遺伝子怯再制御崎向上させるという働1泊費

槻〉ることも制フぜて報貸する

Flp-02 
カンキツ液胞型 W-ATPaseA，B，c subunit遺伝子

の発現解析及び果実における酵素活性の測定

山本浩1、小山和彦l、小松晃2、高野倉裕子l、大

村三男2、秋演友也1(1.明治大・農、 2.果樹試カン

キツ部)

育種上、重要な形質の一つである甘みに着目し，

猪代謝・糖蓄積関連酵素遺伝子群の解析を行って

いる。葉で合成された大部分の糖はスクロースと

して転流し、砂じようの液胞内へ蓄積するとされ

ている。その際、プロトン勾配を作ることで2次

的に糖を液胞内へ導くのが液胞型町一ATPaseと液

胞膜W-PPaseであると考えられている。

本研究において、植物聞で比較的広く同定・解

析されている A，B，csubunit遺伝子を果実由来

cDNAライブラリーより単離し、ノーザンプロット

解析により各 subunit遺伝子聞にて器官・時期に

おける発現の違いが認められた。また、酵素活性

を測定し、果実における糖蓄積との関連について

考察した。



Flp-03 
イネ葉繍におけるショ纏合成系遺伝子の発現量の変化

宣盤墜7:、広瀕竃郎、今泉信之¥大杉立

{腹水省・生物研、'ジャパンターフグラス}

イネの..，ま出穂前にはデンプンを奮積し、出穏後l孟.
積したデンプンをショ笥に再合成して穏に送り出すことが

知られている..舗では、出穫期を績にデンプン合成系か

らデンプン分解・ショ績合成系へと代魁経路の切り曾えが

起きているものと恩われる.

重量身Iまイネよりショ鎗合成のキーヱンザイムである細胞

質型フルクトースー1，6-ビスフォスファターゼ (FBPase)

の遺伝子をク口一二ングし、その発現パターンを掴べたと

ころ、護身..舗などのソース器官で強い発現がみられた.

次に出穂前後に 3-48おきに録取した滋繍サンプルを用

いて、デンプンおよびショ績含量と FBP割 e遺伝子の発現

量の経時変化を調べたところ、デンプン含量が稽方自から減

少へと変化する出穫期に FBPase遺伝子の発現温が治大す

ることが明らかになった.このことから、出穆前後の.績

において、 FBP剖 e遺伝子の発現量とデンプン分解・ショ

絡会成が密儀に関連していることが示唆された.

Flp-04 
シクロへキシミドによるシロイヌナズナ
lllton帥 '.OJlid_ωOX)遺伝子の転写甥湯
量盟主盟・纏伸浩・平井篤志・中園幹生(京大
隊・厳重罪生命科学)

高等筆鞠ミトコンドリアの呼吸鎖電子伝達系
には、シアン11受性のシトクロム系呼吸経路と、
シアン画首位のオルタナティブ呼吸経略の 2つ
の経跨が存在する.シアン耐性呼吸経路の末
崎強化僻奈は、・ltemativeoxida帥(AOX)と呼
ばれ、この遺伝子は犠ゲノムにコードされてい
る.前回の本大会において、シロイヌナズナ
AOX遺伝子は犠ゲノムょに少な〈とも 4コピ
ー存在していて、それらは値物体の各組織で
異なる発現制御を受けており、またシトクロム
系呼吸経路の隆容剣であるアンチマイシン A
や N副 3に対して異なる発現応答を示すことを
報告した.さらに、これまでにシロイヌナズナ
AOX遺伝手のうち AOX1.が、80Sリポソーム
を標的とするタンパク寅合成阻奮剤のシクロ
ヘキシミドによって、伝写が鶴湾されることが
明らかとなった。本研究では、ノーザンハイブ
リダイゼーションにより、 AOX1.mI司NAの蓄積
量に対する、シクロヘキシミドの温度効果およ
び蓄積量の経時変化についての解続を行っ
た.
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Flp-05 
キクイモ由来レクチン(HTA)のcDNAクローニングとジヤ
スモン磁依存性発現

皇血良二，八十JII大綱，池田隆幸，長島浩二(北海道立
食品加工研究センター)

縫物由来レクチンはマメ科を中心に多くのものが得ら

れているが、その生理磁調Eは依然として明らかではない.
重量々 はHTN1)生理織能の解明を目的に研究を行っており、
これ~でにカルス由来のレクチンを精思し、その性質を
明らかにしてきた1今回は‘ HTAのcDNAクローニング
とそのジャスモン陵依存性発現について領告する.

精.レクチンをウサギに免疫して得た抗血清をプロー

プとして、キクイモカルスcDNA発現ライブラリーをス
クリーニングし、.つかのポジティプクローンを単隠し

た.これらは、全て同じ1&&配列伐DNAを含んでいた.

本cDNAのコードしうるポリペプチドの分子量及びアミ
ノ磁組成がHTAと良く一致し、大鵬首で発現させた組換

えポリペプチドがHTAと同ーのs・a・m鴎特異性を示した
ことから、枇DNAがHTAをコードしていると錨蛤した.
また、 HTAの推定アミノ軍配列が底知植物レクチン及ぴ

ジャスモン厳霞導タンパク賓とホモロジーを示したこと

から、カルスをジヤスモン.添加織地で培獲し、その.

度に依存したレクチン活性の淘加をI!めた.このことか

ら、 HTAがジャスモン..導タンパク貨であろうと考え
られた.

りR.陥bgawaet aJ. Biosci. B旬t<<h.Biochem..‘8: 259. (1鰐均

Flp-06 
イネ・.ストレス防衛遺伝子の5'-共通配列のもつシス活
性のレドックス応寄
量uム1.2、平野悦子1、積井秀行1、上中弘典1，*村威
宏1.2、国中.介1.2(1束事S府大..・生資化、 Z京領府.
資センター)

君主々はこれまでにイネにおいて、.濃ストレスの防御

に関与する細胞質型スーパーオキシドディスムターゼ

(却dCcl)、繍胞質型チオレドキシン、グルタレドキシ
ンのそれぞれの遺伝子のSー上流織に、泊切から成る相同
性の.い配列が共通に存在することを明らかにしている.
義々はこの共通配列がレドックス制御に関与するシスー

エレメントである可能性を検討している.この配列がシ

スーエレメントとして織能しているかどうかを明らかに
するために、共通配列を含む回dCclプロモーターのー留
をCaMV35Sプロモーターとルシフヱラーゼの風合遺伝

子の上流に連絡したレポーターコンストラクトを用いて
トランジエントアッセイを行った.その結果、共通配列

をもっコンストラクトのルシフエラーゼ活性は、 35Sプ
ロモーターのみの同組lな活性と比べて1.5倦に上昇して
いた.この湾住上昇はDTT処理により凶錨lレベルと間程
度に御えられた.一方パラコート処理により35Sプロモ

ーターの2.7倍の活性上昇がみられた.これらの結果から、
この共通配列が磁化還元に応答するシスーエレメントで

あることが示された.



Flp-07 
イネ種子bZlP型タンパク貨の遺伝子構造解析とAeGT
エレメント結合特異性
虫遁量卒、松浦敷、安達費弘1、北島健、宥木直
人、松田 総(名大続・生命農学、 1東京医歯大・量産
治疾患研)

イネ萱熟期種子において発現するbZlP型タンパク質
REB (rice endosperm bZlP)は、 トウモロコシ種子の
転写調節因子αiP(Opaque2heter剖imer包ingprote-
in)とアミノ酸レベルで73%の相同性を示し、イネ種
子α・グロプリン遺伝子プロモーターに特異的に結合す
る。今回我々 は、 REBをコードするゲノミッククロー
ンの単磁と傭造解析、およびACGTエレメントに対す
るREBの結合特異性を綱べた。
REBcDNAをプロープとしたイネゲノミックライブ
ラリーのスクリーニングによりREB遺伝子を単調Eし
全泡基配列を決定した。そのエキソン/イントロンの
教と境界はトウモロコシの句aque2遺伝子および
αiP遺伝子と一致したが、 5・非翻訳領域には復基配
列の相間性は見られなかった。 Ecoliで作製したREB
組み換えタンパク貨を用いて種々のACGTエレメント
に対する結合特異性をゲルシフトアッセイにより調べ
た鎗果、 REBはG-boxとC-boxに強く結合し、また
ACGTコア配列の外債の一極拳の遣いにより結合特異
性が変化することが明らかとなった。さらに、 REBは
句aque2とヘテロニ量体を形成すること、およびそ
のヘテロニ量体もACGTエレメントに結合することを
示唆する結果が得られた。

Flp-08 
イネ葉緑体RNAポリメラーゼσ因子遺伝子の機能
解析

急止昌二、戸海銀、若狭暁(鹿水.a業研究センター)

高等植物の葉緑体には原核生物型、パクテリオ

ファージ型の少なくとも二種類のRNAポリメラー
ゼ(附AP)が存在し、光合成関連遺伝子の転写は、

主に原被生物型RNAPが司ると考えられている.

このRNAPのコデ酵素を構成すると考えられる

α，P，P'，P"の各サプユニットの遺伝子は葉緑体ゲノ
ムにコードされているが、転写商始に必須なσ因

子は、葉緑体移行シグナルペプチドをN末端に有

する核コードの遺伝子として単擁された.

イネσ因子遺伝子s忽Aの転写産物の解析から、

その発現は緑業特異的で、かっ強い光依存性を示

すことが明らかにされ、この遺伝子産物(5泡t-jが
葉緑体中で光合成関連遺伝子群の転写調節に密接

に関与していることが示唆された.そこで、 SigA
の葉緑体局在性と葉緑体遺伝子の転写調節への直

接的関与を証明する事を目的とし、免疫学的手法

ならびに過剰発現タンパク質を用いた鼠験管内転

写系を用いて解析を行ったので結果を報告する.
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Flp-09 
RNAポリメラーゼEのC末端繰り返し構造部分
(CID) と相互作用するタンパク質群の精製

盆率重正二1ベ伊藤嘉信西則雄2 山崎健一1

(1北大・地環研・環境分子 2北大・地環研・資源
化科学)

RNAポリメラーゼEは11-12個のサプユニッ
トか与なり、その最大サプユニットのC末端には7
アミノ酸を 1unit，とするペプチド繰り返し構造部分
(αD)が存在する。このCIDには転写の情報を仲
介する因子やmRNAのプロセシングに関与する因
子が結合ることが酵母や人では知られている。
そこで、我々はCIDと相互作用するタンパク質
群が植物にも存在するかどうかを明らかにするため
に化学的に合成されたCIDを用いてアフイニテイ
カラムを作成した。このカラムにタバコ培養細施
BY・2からの核抽出液をかけてCIDと特異的に相互
作用するタンパク質群の精製を行った。その結果、
CIDと相互作用するタンパク質が11分子種確認さ
れた。現在、これらのタンパク質の機能のー織を明
らかにするために、タバコ加 Vii加転写系を用いて
これらのタンパク質群が転写の情報を仲介する機能
を有しているのかどうかを確認しているところであ
り、これらの結果もあわせて報告する予定である。

Flp-l0 
タパコ訂H礼王NE州SENSrπVE3ホモログは配列特異的な側A結合伝写

活性化因子として・健する

金鍾鐙=、大相自緒子{・水省・生物高野・分遣.a・・・)

アラピドプシスにおけるヱチレン情穏伝遣の解訴において.も下1Iに位

置すると考えられるETHY正NE・INSENSrTlVE3(日N3)1%.伝写園手であ

ることが予怨されているが、それが績に・をするということ以外、具体的

な知見はまだ得られていない.タパコPR1a遺伝子のプロモーター鯛織に
筒合するタンパク貧困予として単思した花札は‘・涯クローニングされ

た白川口F遺伝子をコードするタンパク賓と高い相同性を持つζとが明らか
となった.TElL (61 5 aa)は日N3(628 aa)とアミノ磁配列にして63"

関ーであり、特に280アミノ・からなるN束の領織では90"の高い稽同
色を示した.傷樋tionlT1I比antprot，割nを作観し、TElLのDNA結合領織

を求めたところ、N;kの 300アミJ・からなる領緩fflDNAM合に必獲で

あった.この傭緩I孟EIN3との聞で高度に保存された領峨とー致していた.
random binding site selectior、法によって決定したTElLの至適側AJ薗

合配列t草、 PR1aプロモーター中に存在する結合配列よりも怠倍高い鎗合
鍵を示した.この∞町措町民局配列を4コピー鱒つ什盲gmentを
CaMV3SS minim剖 promot官のよ.lIに簿入し‘レポータープラスミドと
してタパコ薄肉プロトプラストに混入したところ、 TE札の自由合力の弱い
mutant fragmentの渇合と比べて7・10倍の伝.活色のよ鼻が包められ

た.岡崎にTElLを過剣発現させたところ、さらに 2から 3備の伝写活性

化ffll!i:こった.この鎗.1孟TElLが竃写活性化因子であることを示してい

る.以ょの鎗果{草、TElLが日N3のタバコ homologueであり、日N3が
担 quence叩ecificなDNAM合鍵を待つ伝写活性化因子であることを示

司置している.また、現在TEILのアンチセンス遺伝子事入タバコ値物体が
得られており、その解析鎗泉から撤2目されるTElLの.的遺伝子について
組告したい.



Flp-ll 
マメプロテアーゼインヒピター遺伝子プロモータ

ーに結合するホメオドメインタンパク質の解析

茎盟主二，桑野知昌，大類太郎，内藤哲人武長

宏(東農大・農・農化，ム北大・農・応用生命)

シカクマメの種子および塊根に多量に蓄積する

Kunitt型キモトリプシンインヒピター(WCl)をコー

ドする遺伝子のプロモーター領域にはPHDフイン

ガータイプのホ~オドメインタンパク質(WBHD1)
が結合する。 WBHDlと同様の構造をもっタンパク

質はトウモロコシ，アラピドプシスおよびパセリ

にも存在することが報告されており，植物におい

て重要な役割を果たしていると考えられているが，

未だその機能については明らかになっていない。

GSTとの融合タンパク質として大腸菌内で発現
させたWBHDlタンパク質は， PHDフインガーを欠
失しでもDNA結合能を失わなかったことから，

PHDフインガーはDNA結合能以外の機能をもっと

推測された。また， WBHDlはWCI:遺伝子の5・上流

l.Okbpの領域の複数箇所に結合したが，WBHDl遺

伝子のmRNAの蓄積は種子，塊根および業におい

て観察され，WCs宣伝子の発現パターンとは異な

っていた。

Flp-12 
コムギ及びシロイヌナズナ由来のMAR結合タ
ンパク質のDNA結合領域と細胞内局在に関す
る解析
垂直主、南昌宏、飯哲夫、岩潤雅樹
(京都大・院・理・植物)

真核生物において、クロマチン DNAは、
MAR (matrix attachment region)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ク
スと結合し、その'結果、一種の機能単位が形成
されると考えられている。我々は、 MARと核
マトリクスの相互作用に関する理解を深めるた
め、 MAR結合能を持つ核マトリクスタンパク
を同定することとした。今回は、すでにcDNA
クローン化しているMAR結合タンパクのうち
コムギの AH8とシロイヌナズナの 1004に関す
る解析結果を報告する。 AH8には、新しいタイ
プのZn-finger様構造とAT-hookが見出される
が、 MARとの結合には両モチーフともに重要
であることが示された。また、細胞内局在を特
異抗体による蛍光組織染色法により検討した結
果、主に核に局在していることが明らかとなっ
た。 トランスポゼースとの相向性が見られる
1以M のMARとの結合活性についても報告す
る予定である。

1ω 

Flp・13
タバコ rD胤スペーサー領域に結合するタンパク質
虫誼量陛，矢倉公隆(金沢大・教育・生物)

真核生物の rDNAスペーサーには、転写プロモーター
や転写韓首胸に関わるシスエレメントが存在し、 RNAボリ
メラーゼI及ぴ種々の転写因子が結合すると考えられて

いる.

我々は、績物別AポリメラーゼIの転写因子の同定

を目的に、タバコrDNAスぺーサー領域中の、主に転写
開始点 (TIS)周辺に結合する核タンパク賓の探索を、
ゲルシフト分析により行った。その結果、 TISを含む
-41/+139及び TISの上流・135/-41の領域に特異的に
結合するタンパク賓の存在が明らかになった。また、

TISの上流に存在する AT-rich(72%)領域には、二本
鎖 AT-richDNA配列に親和性を持つタンパク賓が結合
する事が確認された。一方、 TISの下流に存在する3タ
イプのリピート配列のうちの2つを含む +894/+1035の

断片にも特異的に結合するタンパク質が存在することが

明らかとなった.

今後は、これらのタンパク賓の詳細な解析を行って行

く予定である.

Flp-14 
Gene Silencingの分子機構 :RNAの直接的な関与

査畳違去，内藤哲，島本功北大・農・応

用生命奈良先端大・パイオ〉

我々はイネOc細胞株を材料として用い、相向性
に依存する遺伝子の不活性化の分子機構を解明する

ことを目的としている。現在までに、レポーター遺

伝子としてGUS遺伝子を持つ形質転換細胞系統を
得ているdそれら全ての系統についてGUS活性を測
定したところ、活性の高い高発現系統と、低発現系

統に分類することができた。低発現系統における

GUSmRNA量の低下は、転写後調節による事が判
明した。また、高発現系統株に対して、さらにGUS
遺伝子導入し経時的にGUS活性を測定した結果、
Oc細胞株では GUS活性の上昇が見られるのに対
して、高発現系統株では活性が減少する傾向が見ら

れた。同様に、 GUSRNAおよび複数の、異なった
欠損を持つGUSRNAを導入したところ、 3'末端を
欠損しているRNA分子を導入した場合、導入後、数
時聞のうちに急激なGUS活性の減少が観察された。
現在、導入後におけるGUSRNA分子の解析を進め
ている。



Flp・15
植物tRNA遺伝子の invitro転写・プロセッシング系の

開発

湯川l泰、赤間一仁1、杉田護、杉浦昌弘(名大・遺伝子、
1島根大・生物資源・生物科学)

植物のtRNA遺伝子発現の分子機構を明らかにするた

め、タバコ培養細胞BY-2株の核抽出液より無細胞(in

vitro)の転写・プロセッシング系を開発した。 BY-2の核

抽出液と、シロイ男ナズナのtRNASo-遺伝子を用いて、

in vitroで効率的に転写する反応条件を確立した。また、

この転写系は、前駆体tRNAのプロセッシングやスプラ

イシングの活性も有していた。前駆体tRNAの5・末端の

プロセッシングは、転写と同時に速い反応として進行す

るので、核摘出液から RN鈴eP活性を部分分薗して、 5・

末婚のプロセッシング過程を解析した。スプライシング

はNicotianarusticaのほNA1'7r遺伝子を使用し、転写と

スブライシングが同時に進行する条件を決定し、この条

件のもとでイントロンを含むシロイヌナズナのtRNA'耐

とtRNA嗣遺伝子が、正確に転写とスプライシングをす

ることを確認した。本研究により初めて、棟物のtRNA

遺伝子の転写からプロセッシング・スプライシングまで

を、植物の in凶tro系で解析することが可能となった。

Flp-16 
タバコ叢組織でのトランジヱントアッセイ系を用いた

ポリ(U)型翻釈エンハンサーの織能解析

量星二主小保方潤ー(北大・地涼環境科学)

s.-グルクロニダーゼ (GUS)遺伝子の5'非翻訳領媛

(UTR)に縄入されたポリ(U)配列は形質転換植物体中で
mRNAの翻M効率を大きく促進する置Mヱンハンサー
として作用する.'纏物では5・*婿近傍にポリ(U)配列を

もっmRNAも見つかっており、このポリ(U)型翻訳ヱン

ハンサーの遺伝子特異色や作用メカニズムには興味が

もたれるが、一方、形質伝換植物を用いた実験系では

その研究の効$に限界がある.今回、善意々はパーティ

クルガンを用いたトランジェントアッセイ系を用いる

ことによって、鍋物組織中でのポリ(U)型BMエンハン
サーの効果を簡便に検定する方法をS直立した.5・UTRIこ
ポリ(U)配列を簿入したGUS遺伝子はトランジェント
アッセイ系でもコントロール遺伝子に比べて高い発現

を示したが、ポリ(旬、ポリ(A)、ポリ(C)ではこのよう

な効果はみられなかった.さらに、 5'UTRゃ関鎗コドン
燭辺の塩a配列、レポーター遺伝子の種類、ポリ(U)の
長さ、などがポリ(U)型萄銀エンハンサーの織能にどの

ような影響を与えるのかについて緩告する.
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Flp・17
Ar曲働戸is幼a/ionaアスコルビン霞ペルオキシダーゼ

mRNAに対するヘアピン型リポザイムの設計

蓋撞重雄、久松伸、青野世子1、久保明弘1、佐治剤、

菊池群、其木瑚，Ij(麻布大・環境保億 1国立環境

研、 Z豊橋技科大・工)

リポザイムと呼ばれている触媒機能を持つRNAは、

RNAの特難句な配列を切断する.現在知られているリ

ボザイムの中で、-へアピン型リボザイムは最も切断効

率が良いと報告されていることから、特定の遺伝子発

現を抑制する道具として期待されている.今回、植物

細胞内におけるヘアピン型リボザイムの切修働率と特

異性を調べるために、 Arゆゆ，!，sis幼OJiOnaアスコルビ

ン酸ペルオキシダーゼのmRNAに対してへアピン型リ

ポザイムを設計した.また、リポザイムの触媒ドメイ

ンを1塩基置換して活性を持たなくした RNAも、リ

ボザイムのコントロールとして設計した.設計したリ

ポザイムは試験管内において基質RNAを切断したが、

リポザイムのコントロールとして設計した RNAは全

く切断しなかった.現在、このリポザイムカ植物細胞

の中で機能するか事態す中であり、あわせて報告したい.

Flp・18
機物t悶Aに見い出された例外:i細胞質ヒスチジンtRNAI玄T'I'Cル

ープにC臼を持つ

赤間一仁.湯川泰1.杉浦昌弘1 Ian SollZ (島根大・生資・生

物科学名大・遺伝子.ZStation de Genetique et 

d・AIIeliorationdes Plantes. INRA， Route de St-Cyr， F-
78026 Versai lles Cedex， Fr釦 ce)

シロイヌナズナの tRNABi•をコードする核遺伝子は，T'I'Cルー

プにC討を含むことが報告されている(赤間.谷5.1989) _し

かし.ほとんど全てのほNAで対応する位置の塩基はU昔、その誘

導体であり.植物(ルーピン)で唯一知られている纏胞質

tRNABi・もまた，目白を持つ.これらから.シロイヌナズナの遺伝

子は当初.偽遺伝子と考えられたが.我-4'1ま嫌々 な手法を用い

て.植物tRNABi・とその遺伝子の分子機造.発現，様能を再検討

した.その結果.シロイヌナズナを含めて高等植物のtRNAB1・遺

伝子はC54を持つこと，そして.この塩基はRNAレベルでも保持

されていることが示唆された.また.t蹴ABi・は生体内でアミノ

アシル化されていることを確怒した.さらに，タバコ培養細胞

由来の綾抽出液を用いて，シロイヌナズナtRNAB1喧伝子のC
M
を

1
M
に置換した表異遺伝子と野生型遺伝子の転写活性を比較した

ところ，変異遺伝子U:野生還よりも5倍以上の転写が見られた.



F2a-Ol 
登熟中のイネ匪乳におけるイソアミラーゼGSA)の精製お
よびその性質
産且孟王，久保亙希子九 P.B. Franclsco Jr.，中北真紀
子，原田久也九中村保典(生物研千葉大・園芸)

匪乳デンプンにかわってグリコーゲン様多糖を蓄積する
イネの突然変異体S唱;uy-lの解析から，校切り酵素
(starch debranching enzyme)はアミロペクチン生合成過
程で不可欠な醇素であることが示されている (Nはamura
et al. 1996. 1997).校切り醇棄にはプルラナーゼとイソ
アミラーゼ'Gs.心のzタイプが存在する.ISAはアミラーゼ
の混入下では静索活性を測定することが因縁であり，また
苦手素が不安定であるため，特に高等植物においてその研究
実績が少なく，これまでジャガイモGshlzaklet al. 1983) 
およびトウモロコシ①明凶ぽt& Knu匂on.1991)でのみ
報告されているにすぎない.
本研究では，登熱中のイネ座乳からISAを精製し，精製
静棄の性質を明らかにした.1)即日などを用いて精製を
仔った結果，イネISAはSDS-PAGEによって分子サイズ
83kDaの単一のパンドを示し，とのバンドはトウモロコシ
ISAの抗体に反応した.2)イネlSAはゲル遮過カラムによ
る分子サイズは400-500kDaを示したため，オリゴマー
を形成していると予想された.3)イネISAはアミロペクチ
ンとグリコーグンを基質に用いた場合，醇索活性を示した
が，プルランを基質に用いた渇合，静索活性は検出されな
かった.4)イネISAは至違反応温度は30-35'C，至適pH
は6.5-7.0であり，ジャガイモISA(至適反応温度 ;50 
'C，至適pH; 5.5-6.0)とは異なる佐賀を示した.

F2a-02 
イネsugary.l変異による座乳アミロベクチン構造変異の解析
本盛互主王、藤田直子1、原田久也、松田智明2、佐藤光3、中
村保典l

(千葉大・園芸、 1生物研、 2茨城大・農、 3九州大・農)

イネsugary-l変異体は座乳にフィトグリコーグンを蓄積する
ことが知られており、アミロベクチン合成過程の解明に有用
な材料である.starch debranching enzyme (SDE)にはプルラ
ナーゼ (PUL)とイソアミラーゼ (ISA)の2種類がある.我身
は既に、 sugary-l変異の原因酵素としてPULの可能性を示す結
果を報告してきた (Nakamuraet a1. 1996.1997) • 
本研究では、同一遺伝子座の変異によるものの、様々な表
現型を示すsugary-l変異体を用い、アミロペクチン合成過程に
おけるSDEの関与についてさらに詳しく調べた.
1. SDEの一方であるISAを部分精製し、 Native.PAGE/活性染色
に供した結呆 ISAについても活性の顕著な低下が認められ:t:..
しかし、PUL活性がsUl/lIry性と正の相関を示すのに対し、 ISA
活性は相関を示さなかった.
2.イネsugary-lには同一座乳内にアミロベクチン(Ap)と
フィトグリコーグン(PG)を蓄積する両細胞領域をもっ系統
がある.HPAEC.PAD法で分析した結果、 AP領療とPG領績の
ポリグルカン構造は明確に異なっていた.また、 sUl/llry-l変異
体のAPは貌品種のAPと異なる分子構造をもつこと地保された.
フインガープリント法によりPUL活性を測定した結果、 PG領
域ではAP領域に比べ低いことが示された.
以上の結果から、 PUL.ISAの両SDEのAP生合成過程への関与
が強〈示唆された.
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F2a-03 
タケノコの日ーグルコシダーゼ
麗盆塵丘、東順一 (京都大使a)

タケIまイネ科の多年生単子寮植物で最も進化した鍋物

の一つである。タケ{孟多年生であるにもかかわらず、わ

ずか調書力月で伸長成長が修了するという特徴を待ってい

る。単子3医者直納の成長に関する研究例は双子.植物に比
べ少なく、来だ不明な点が多い。今回はモウソウチクの

タケJコにおいて高い活性を待つ s-グルコシダーゼ
(G1)を単段、精製した。

モウソウチクのタケノコを蒸留水でホモゲナイズして
鍋出後、さらにO.5M纏化ナトリウム港湾で24時間4
℃で抽出した。それぞれの抽出液から粗画事業(可溶性粗
薦来;SE、イオン結合性祖国事索;I E)を銅製した。 G1
の活性はp-ニトロフェノール・日-0・グルコピラノシ
ドを基賓として測定した。 SE，I EのG1の比活性はそれ
ぞれ0.104およtFO.359μkat/mg pr otei nであった。
native-PAI倍で活性鎗色を行ったところ、 SE、IEとも
に同じ編所に活性のある一本のパンド11<11められた。そ
こでIEをゲル温温、イオン交換クロマトグラフィーし、
G1活性の高いタンパク賀を得た.このタンパク貨を
native・PA佳電気泳動に供し活性を示す胤ーなバンド
として.11した。精製した襲来について至適温度、至適
pH、温度安定性等の性質について鋼ぺた。

F2a・04
トウモロコシSPSlI1伝子を導入したイネ止葉のSPSタ
ンパク及び活性の唆化
小野清美、盲川かおる¥村田孝雄¥石丸健、小沢
恵三部了大川安信、大杉立(農水省・生物研、 '岩手
大・農・作物)

ショ績は光合成の主要な終産物の一つであり、ま
た主要な輸送形態である。ショ糟合成は嫌々な酵素
の制御を受けているが、ショ精リン酸合成酵素 (SPS)
lま、ショ糖合成系の鍵酵素の一つである。
エレクトロポレーシヨン法により、 トウモロコシ
のSPS遺伝子を導みした形質転換体イネ(日本晴)を
作出した。自然光下で生育させT2世代及び野生型イ
ネの止葉について、 SPSタンパク量及び活性の変動を
調べた。
PCR及びノーザンハイブリダイゼーションによりト
ウモロコシのSPS遺伝子が導入されている形質転換
体を選嫁した。これらのイネの止葉葉身についてト
ウモロコシSPS抗体に対するウエスタンプロッティン
グを行ったところ、野生型イネではバンドが検出さ
れず、一方、形質転換体ではトウモロコシSPSのタン
パクレベルでの発現量が高い系統と低い系統が得ら
れた。また、低い系統ではイネ本来のSPSタンパク量
も減少していた。さらにSPS活性をLunnand Hatch (1 
997)の方法で測定したところ、野生型イネと比べ、
最大活性の高い系統と低い系統が得られ、それらは
タンパクの発現レベルとほぼ一致していた。これら
の個体の止薬葉身のショ糖、デンプン量の変動につ
いて現在解析を行っている。



F2a-05 
SDSにより活性化されるトウモロコシ・プロテアーゼ

のモノクローナル抗体による精製

虫旦豊主、太図書之、近.J属、浴田建、高宮建一郎〈東工大・
生命理工)

重t""まSDSによって特異的に活性化されるトウモロコシ・プロテ
アーゼに属して研究を行っている.今回、本静寂のサブユニット槍造、

および醇震の活性化におけるS回の役割や安定住に及ぼす~.につい

て興昧漂い知見を得たので縄告する.

..の..，草、活性を吸書置する毛ノクローナル抗体を嗣.し、こ

の抗体を用いたアフィニティクロマトグラフィにより行った.その結

果、本隣家lま4O，15，13kDaの3つの異なるサプユニットからなること

が明らかになった.醇黛の活性発現にはSDSが必須である.しかし、

前黛を0.1%のSDSと合o賓の存在下.5分間プレインキュペーショ
ンすると、この処理によって活性化された..，草、SDSをもはや活性

発現に必夏としないことが明らかとなった.その活性化l立SDS(0.1 

%)存在下での反応における舗と間程度であった.静寂I立活性が発現

しないpH8付近では安定であるが、至適pH(4.9)付近では不安定化

し、特IこSDSの存在下で顕著に不安定化した.この不安定化l孟可避的

なインヒピターであるロイペプチンの存在下で処理を行い.その阻害

鎗』院を除いた後、活性灘定を行った渇合でも銅制されないことから、

自己消化に起因しないことが示噴された.ところが、合民選貨を共存

させるとその不安定化1:緩和することが明らかになった.この事l草生

体内において、..，主筆貨が存在するとき安定であるが、 a賓が;有貸
される‘すなわち役割を集えると..，立不安定化することを示暖して

いる.

F2a-06 
イネ培養細胞からの26Sプロテアソームの精製とそ
の特徴付け
担血血記，大様明子，村上安子1，小口圭子主 駒

嶺穆2， 田中啓二人 佐藤隆英， 中川弘盤(千葉

大・園・生物生産慈恵医大・生化二 2日本女

子大・理・物質生物 3都・臨床研・化学療法)

26SプロテアソームはATP依存的に細胞内で短寿
命タンパク質や異常タンパク質を分解する多触媒

性プロテアーゼ複合体として知られている。現

在、高等植物で26Sプロテアソームが精製されてい
るのは双子葉植物であるホウレンソウのみであ

る。そこで、単子葉植物であるイネから26Sプロテ
アソームの精製を行った。

イネ培養細胞 (対数増殖期)を材料として用

い、超遠心、 Bio-GelA・105mアガロースクロマトグ
ラフィー、グリセロール密度勾配遠心を行いイネ

精製26Sプロテアソームを得た。本酵素はα型と β
型と，思われる2分子種の存在が確認され、他起源の
と類似していた。しかし我々のデータは、動物や

酵母とは異なり、イネ26Sプロテアソームがラット
由来のオルニチン脱炭酸酵素 (ODC)を分解しな
い、あるいは分解の程度が低いという結果を示し

た。高等植物では、 ODCの認識あるいは分解機嫌
が異なっている可能性が示唆された。
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F2a-07 
トウモロコシの穫湿円Pカルポキシラーゼ:
組錬え体解濃の性挟解析

董健美、治困隆男、姐一軍蓋、東井桂

(京書事大院・鹿・応用生物科学)

トウモロコシの忽に主として発現するF'EPカルポキシラ

ーゼ伊E問}分子湿のcDNA(1)をpETシステムに組み込

み、大・・に発現させて静寂を繍観したのちタグ郁分を除去

した.21μmol/min!mg proteinの比活性を有する本醇.

制の静やMg"，:対する陥値I玄、 C4型帽切およそ10

分の1であった.一方、ぽ泊に対する陶値は、 C4型間関

の約半分であった.グルコース6・リン霞とグリシンは栂型

再開活性には大きな彫響を及ぼさなかったが、 C4翠問問

活性を約2倍に上昇させた.pH 7.0におけるリンゴ厳にませす

る50%阻書浪.，立、根型が0，2mMで、 C4型は0.4mMで

あった.両分子種!こC31lFEFむを加えてハイドロパシープロ
フィルを比較したところ、これらの速度酋的な違いは、アミ

ノ霞配列が異なるいくつかの領織に起因している可能性が考

えられた.これらの結果はC4裂問R均分子進化にも未聞置を

主事えるかもしれない.温室E円苔むも、他の分子種と同織に動
物の凶MP依存性プロテインキナーゼやトウモロコシ獲のプ

ロテインキナーゼによってリン織化され、リンゴ.に対する

感受性の低下が示された.

(1) 日本檀物生理学会1996年度年会UW旨鎖p.112

F2a-08 
エンドウのアセチルーCoAカルポキシラーゼのカルポキシルト
ランスフエラーゼに関する研究

盤国準ニ盤、木崎暁子、永野幸生、佐々木幸子 (名大院・生

命農学・生化学制御)

植物の新規脂肪陵合成はプラスチド内で起こる。合成の律

速段階の反応を触媒するアセチルーCoAカルポキシラーゼ
(ACCおりは、光合成と同調して光により活性化される。光化
学系Iで発生した電子がチオレドキシンを還元し、これが

A∞蹴を還元して情性化させる。

そこで重量身は、還元錦位を特定するため、組み換え型によ

るJJ素の再構築を試みることにした。いろいろな種について
活性とシステイン残基保存の相関を鯛べたところ、 ACCaseの
反応の一部を触a草するカルポキシルトランスフエラーゼ (CT)
にその様的がある可能性が高いと考えた。そこで、 ACCaseの
CTを梅成するCTa、CTβサプユニγトに着目し、個々の一
次構造を決定した。

核グノムコードのCTaトランジットペプチド2附す加されて
いると考えられる。 CTp抗体でCTaタンパク貨を共沈取さ

せてN末漏のアミノ厳配列を決定した。また、 CTPは葉緑体
ゲノムコードなのでRNAエディティングの可能性があった。

RT.PCRとGenomicPCRを行い、比較したところーカ所でセリ

ンからロイシンへの変換が見つかった。これらの情報に基づ

いて、組み換え型タンパク質の発現用ベクターを構築した。

現在、大腸菌での発現を試みており、さらに試験管内でCT

活性の測定を検討中である。



F2a-09 
葉緑体アセチノレ・CoAカルボキシラーゼの光活性
化機構
李鵬Z 佐々木幸子(名大院・叫学・生化

植物には葉緑体に局在する原核生物型アセチル・
CoAカノレボキシラーゼ (ACCa鴎)と細胞質ゾル
に局在する真核生物型 ACCaseのこつの型が存在
している。植物の脂肪酸合成は葉緑体で行われて
いる。葉緑体の ACCaseは、脂肪酸合成の律速で
ある綾初の反、を触媒している。植物の脂肪酸合
成は明暗で調H節されているが、これは葉緑体の
ACCaseが光によって活性化されるためである。
そこで、 ACCa艶の活性化に葉緑体特有の光のシ
グナノレ伝達系であるレドックスカスケードが関与

していると推定された。この可能性を検討した結
果、 ACCaseが還元剤である D'l'Tによって活性
化すること、さらに D'l'Tによって還元された大
腸菌のチオレドキシンによっても活性化すること
がわかった。しかし、 D'l'Tの作用は特異的ではな
いので、ほかの影響も考えられた。

そこで、 ACCa鴎の還元による活性化をさらに
に調べた。その結果、チオレドキシンレダクター
ゼによって酵素的に還元されたチオレドキシンに
よってもこの酵素が活性化されることがわかった。
また、 ACCaseは葉緑体に存在するチオレドキシ
ンによって活性化されることがわかった。これら
の結果は、葉緑体内において、光のシグナルがフ
ェレドキシン/チオレドキシン系を介して
ACCaseを活性化することを示している。

F2a-l0 
グリオキシソームに局在する脂肪酸β酸化系酵素
アシルCoAオキシダーゼ
林濁1，2、LuigiDe Bellis 1，3、山口昆司人加穫朗人
林 .1，2、西村総失1，2(1基礎生物学研究所・細胞生物、

Z総合研究大学院大学・生命科学、3ピサ大学・イタリア)

[巨的] 動物細胞において、脂肪酸β酸化系はペルオキシソー
ムとミトコンドリアに存在している。ベルオキシソームのβ書量化
系はアシルCOAオキシダーゼ、エノイルC叫ヒドラターゼ、ヒド
ロキシアシルCOAデヒドロゲナーゼ、チオラーゼの4つの磁豪から
成り立っている。動物細胞のベルオキシソームでは短鎖長(旬以
下)のアシ'I-C叫I:ft.されず、短鎖長のアシル白Aはミトコン
ドリア肉で分解される。植物細胞では、脂肪厳β11化系は脂肪性
種子の子家に存在するグリオキシソーム内に局在し、グリオキシ
ル11回路の緒爵棄とともに鎗新生に重要な役割を果たしている。
β酸化系酸素のうち、エノイルCOAヒドラ宮ーゼ、ヒドロキシア
シルCOAデヒドロゲナーゼ、チオラーゼは、い〈つかの繍観され
CDNAクローニング解祈が行われているが、アシ'I-CoAオキシダー
ゼに闘しでは解祈が進んでいない。今回、重l~ はアシ，I，.CoAオキ
シダーゼの性貨を解新した.
[結果] 昨年の本大会において、設々はカボチャ貧化子家から
作製したcONAライブラリーよりアシルCOAオキシダーゼのcDNA
をクローニングし、その織途解析を績告した。特異抗体を用いた
解析から、この9ンパヲ貨は長鎖特異的アシ'I-CoAオキシダーゼ
であることが明らかになった.η更にグリオキシソームに局在す
る短鎖特異的アシルCOAオキシダーゼを同定し、そのCD胤解析
を待った。カボチャ発芽子葉における2種のアシル白Aオキシダー
ゼのノーザンプロット、ウェス9ンプロット解析より、これらの
オキシダーゼ怯β11化系酸素であるチオラーゼと悶織に変動する
ことが明らかになった。これらの結果をもとに纏物細胞における
脂肪厳β磁化系の発現制傷後婦について考察する。
1) Hayast、i，H.， el 81. J. BioI. Chem.，加pre鈴 (1998)
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F2a-ll 
PURIFICA'百ON AND CHARACTERlZATION OF A 
PEROXISOMAL SHORl可 HA町 ACYL-COAOXIDASE 
FROMPUMP区町
凶 giDE B阻以51，3， Hiroshi HAYASm1三胎回 GIUNI1NI1.3，
Ma加ωHAYASm'''，MikioNIS皿MURA'"
l[)epL Cell Bぬ1.， NIBB，凶 lDept.Mol. Bi侃蹴hanichs，Gr叫
Univ. Ad咽ncedStud蹴， okaza話“4，Joip. Biologia pian鎗
Agrarie， 56124 pisa， Italy. 

Acylー白A 凶白揖 isakeye町田国 pero臨oma1p1ant s. 

oxi似tio也 Ita1io明 p1ant戸間活somesωαIIIIpIe凶yo.活必seacyl・

CoAch瓜且S，W:也ilean皿aIper官話somes， 1ac組ngsh四t・chai且acyl・
白，Aoぽ地鑓舵制.ty，are unableωproc鰯 acyl-CoAshorter也組

∞tyl-CoA (C8).τ古島拙抑newas p町ifi“by切首ophob民
泊健raction， affinity， h)'(加勾Iapa語te，andωtion exchang揖

chromaωgraphy. It is re噌 aled白紙pump出品副-chainacyl.(ごoA

O叫伽seia a旬回mericenzyme c佃駒山19of fo町 apparently

出回叫47セDasubunits; it ia句蹴ificf<< acyl-CoA chains below 

10C， withma泌mun刷、IIty個 C6subs回te.Therefore， it appear軍

縮配turallydi組組1釘 ωkno明置戸ぬ叫鉛malacyl-CoAoxi伽ses

andω 戸港vio凶 lyP町鍋ωp1antacyl心叫 0叫伽ses.A且yway，位陣

enzyme is cie副yt蹴凶泊p臨時也戸間鴎omes.

F2a-12 
シロイヌナズナ由来のチトクロム民、 NAI漉:チトクロム 16還

元穫量優cDNAの単障と組換え体タンバク寅による電子伝達

主釜豆王、田中良和、久住高傘{サントリー基礎研究所)

胤加からチトクロム 16還元穫量I(CBR)の舗穫量長 FADを

緩てへム蛋白質であるチトクロム 16へ至る包子の涜れは、回

にお付る..な電子伝達系の 1つであり、高等植物において

は、脂Ifj.の不飽和化や水・化、炭素績の伸長反応に電子を

供給している. 重量々は、これまでに報告されている動物のCBR

およびチトクロム 16のアミノ磁配列と相関な配列をシロイヌ

ナズナの ESTに見出し、シロイヌナズナの α置をコードする

と考えられる cIlfAおよびチトクロム 16をコードすると考え

られる cDNAを得た. これらシロイヌナズナ由来の cDMAを

昆虫細胞および大鵬首で発現させ、蔵総合型の組換え体質自

貨を精製した. これら組換え体蛋白質はそれぞれ、 CBR、チ

トクロム 16に特徴的な吸収スペクトルを示し、さらにこれら

組換え体欝棄を用いて invitroでαRによる胤朗からチト

クロム 16への電子伝達を再構成することができた.



F2p・01
新風エリシタ一応答性イネ遺伝子EL5
車止一五本、 1菊栄 ..1、長谷川 宏司、渋谷 ，f[
人筑波大・応生化、 l農水省・農業生物資源併)

イネいもち病菌細胞壁の骨格を形成するキチンの
オリゴマー (Nーアセチルキトオリゴ務)は、イネ
崎益細胞に対して積々の生体防御反応を引き起こす。

そこで本研究ではこの系の情報伝達機構の解析をu
的として、エリ・シター処理後に短時間で発現する遺

伝子の単離を試みた。
サプトラクションj去により、エリシター処理後 15

分以内でmRNA量が期加するクローンをいくつか
単線した。その候補の中で EL5と命名したクロー
ンを解析した。 EL5のmRNAは無処理の細胞では
ほとんど発現しておらず、エリシター処理後約 60
分でピークに達し、その後速やかに減少するという

ー過性の発現を示した。次にこの cDNAをクロー
ニングして堪基配列を決定したところ、そのアミノ

酸配列は ringフィンガーモチーフをもち、またOJU;

写活性化ドメインとみられる酸性領域や高プロリン

領域も存在するため、転写調節因子であると推測さ

れた。

F2p-02 
エリシタ一応答性イネ遺伝子へのオリゴキチン

エリシターからのシグナル経路

且ぷニ、賀道耀、高井亮太l、山田小須弥
1、長谷川宏司1、渋谷直人(農水省・農業生

物資源研、 1筑法大学)

イネ培養細胞はキチンオリゴマーをエリシタ

ーとして認識し、ファイトアレキシン生成等の

生体防御反応を展開する。この系においてはP
AL 、~-グルカナιゼ等のほかにも、エリシ
ター処理15分以内に発現が誘導されるユニー
クな初期遺伝子群 (EL2，EL3)が単緩さ
れている。これらを分子マーカーとして、エリ

シターから遺伝子発現に至るシグナJレ経路の解

析を行った。その結果a)EL 2， E L 3， P A 
Lは弱酸処理による細胞質酸性化、及ぴ蛋白質
脱リン酸化酵素盟書剤、カリクリンAによって
発現が誘導されるのに対し、~-グJレカナーゼ
は応答しなかった;b)蛋白質生合成阻害剤、シ

クロヘキシミドを前処理するとPAL、~-グ
jレカナーゼのエリシター誘導はキャンセJレされ
たがEL2，EL3の誘導は匝書きれなかった。
従ってこれら初期遺伝子の発現にはdenovo蛋
白合成は必要としないものと考えられた。

165 

F2p-03 
イネ繕養細胞におけるグルカン系およびキチン系ヱリシターの
シグナル伝達経路について

山口武志渋谷直人(農水省生物研)

高等植物では病原菌やウイルスの侵入にともなって種々の生

体防御系が動員されることが知られている.本研究室では特定
サイズのキチン系オリゴ衝とイモチ病菌(Pyria.淘尚ory溜骨細

胞壁より綱聾した~グルカン断片がイネ繕養細胞.(BL・2)に対し
て強いエリシター活性を示すこと 1人キチン系オリゴ車置につい

てはイネ細胞原形質膜中に特異的に結合する受容体が存在する
こと 2)、分，.精製し偽造決定したヱリシター活性Rトグルカシ断
片は~1 ・3 結合を主鎖、 1 ・6結合を側鎖とする筏分かれ構造を有
し、大豆のヱリシターとは逆の構造であったこと、さらにtトグ
ルカン断片がキチン系オリゴ猪存在下でファイトアレキシン合
成傍導に対して顕著な相乗効果を示すことを報告してきた叫.

キチン系とグルカン系のシグナル伝達には、何らかのクロス
トークが存在することが示唆されたので、イネ繕菱総胞に対す

るそれぞれの生物活性を活性厳禁の生成について解析した結果、

キチン系オリゴ績が 10nMで強い活性酸素傍導活性を示したの
に対して、~グルカン系はその 1000倍という高浪度でもほ

とんど活性を示さなかった.上記の濠1lにおいてはどちらも強
いファイトアレキシン傍導活性を有することから、キチン系と

グルカン系エリシターのmにはシグナル伝達の初期過程におい
て重要な差異のあることが示唆された.
υ山口氏志他、 97年度目本擁物生理学会大会要旨集P118 
幻 Y.1tostaJ. PlantJ.， 12.347(1997) 
3l山口武志他、第19会瞥質シンポジウム傭演要旨集p72

F2p-04 
イネのオリゴ糖エリシターシグナル伝達に伴うプ
ロテインキナーゼの活性化とタンパク質リン酸化
担連盟主，小松節子，渋谷直人(農水省・生物研)

イネ培養細胞においてN-アセチJレキトオリゴ糠が細
胞膜上の受容体日]で認議されると、膜電位の脱分極 [2.
3]、細胞質のpH変化[4]その他、一連の一過性の初期応
答を経て、数分以内に遺伝子発現が活性化される向。
プロテインキナーゼやプロテインホスファターゼに対
する阻害剤を用いた実験問から、オリゴ糖シグナル伝
達過程にタンパク質のリン酸化、脱リン酸化反応が関
与すると考えられた。オリゴ槍エリシター処理に伴っ
て数分以内に特異的にリン酸化されるタンパク質が、
二次元電気泳動法により見出された。そこでオリゴ糖
処理した細胞をSD5で処理、抽出し、基質タンパク質
を含むポリアクリルアミドゲル電気泳動法で分擁した
後、ゲル内リン酸化法でプロテインキナーゼの検出を
試みた。その結果、 mye1inbasic proteinを基質とし;得る
低分子量のキナーゼが、活性オリゴ糖エリシター処理
後l分程度で活性化されることが明らかとなった。不
活性オリゴ糖アナログでは活性化が見られなかったこ
とや阻害剤実験の結果から、オリゴ槍エリシター受容
体により活性化されるシグナJレ伝達過程にこのプロテ
インキナーゼが関与している可能性が示唆された。
[1] Plant J. 12:347 (1997); [2] Protoplasma 174:79 
(1993); [3] Plant Cell Physiol. 38:902 (1997); [4] Plant 
Cell Physiol. 38:1012 (1997); [5] Plant Cell Physiol. 
37:563 (1996); [6] ProtopLasma 188:138 (1995). 



F2p-05 
イネ繕養細胞原形質膜に存在するN・アセチルキトオリゴ纏エリ

シター結合蛋白質のアピジンアフィニティークロマトグラフィ

ーによる精製

量産孟圭、渋谷直人 <A水省、生物研)

キチンオリゴ瞥(GlcNAcl...はイネ懸濁培養細胞に対(.，nMレベ
ルでフィトアレキシンヱリシターとして作用する九我々は既に

レセプター候補として、イネ堵裳細胞原形質膜に存在しN・アセチ

ルキトオリゴ瞥に高い親和性を持つ分子量約75kDaの蛋白質をア
フィニティーラベルにより同定したお.

本実験では、この蛋白質をアピジンアフィニティークロマトグ

ラフィーにより電気泳動的に単一パンドに精援したので報告す

る.まず、ピオチン化訟薬として(GIcNAc).のピオシチンヒドラジ

ド誘導体を調製し、水位二層分配法により聞製した原形質膜と反

応させた後グルタルアルデヒドによる製橋反応で固定化した.こ

の原形質膜の可溶化物をSDS・PAGE後ニトロセルロース膜へプロ
ットしHRP・アピジン処理したところ、化学発光法により分子量

7先E胞のピオチン化蛋白質が検出された.この蛋白質はリガンド

への結合性などから以前に同定された75kI泊蛋白賓と同一物であ

ると考えている.との原形質厳可溶化物を1Mグアニジン塩.存

在下でテトラアピジンアガロースと反応させたところ、ピオチン

化蛋白質は再現住よくゲルに吸着し8Mグアニジン滋賀t(pHl.5) 
またはフェノール処理により溶出できた.溶出面分の限外ろ過ま

たはメタノール沈殿による浪織物のSDS-PAGEを行うと、銀染色
によりピオチン化蛋白賓の移動度と一致する単一パンドがアピ

ジンのバンドとともに検出された.現在この精製~白貨の佐賀の

決定をすすめている.1)A.Y:翻油etA.吋 Biosd.Bi帥 ch.BiocM肌，

57.405('93) 2)Y.Iωet A.:rM PIoNよ.12，347('9η

F2p-06 
種々の値物細胞原形質肢におけるキチン系ヱリシター鎗合蛋自の存

在とエリシター応答性:ヱリシター結合蛋自の生体中の鎗飽

盟国進1l'.J，伊.ユキヘ絵村正申1]'、渋谷.人'('.水省生物研、

2筑波大}

電車々 はこれまでに、キチンのオリゴ.、 (GIcNAc)...が強いヱリ

シターとしてイネの生体防御反応を揚潟すること、また、イネ熔袋

細胞原形質陵中には分子量約75kのキチンオリゴ省高録制性錨合.

白が存在していること'を鰻告してきた.本研究ではこの75kDa蛋自

の生体中での鎗飽を継定するために、種々の纏物細胞におけるこの

蛋自の存在とヱリシター応答伎の対応関係を検討した.

水位2.11分記法により調書Eした原形寅践を用い、アフイニティラ

ベリングによりキチンオリゴ省結合蛋自の存在を関べたところ‘イ

ネの業と4盤、コムギの葉、オオムギ、エンジン、ダイズの各1&.細
胞において頬似の佐賀を縛っと思われるキチンオリゴ省結合蛋自の

存在が示された.一方、タパコ、ナス、ソルガムの各稽餐細胞では

こうした蛋白の存在は彼自されなかった.

さらに、エリシターによる活性..産生を調官僚としてこれらの纏

物理E餐細胞のキチンオリゴ活に対する応答性をみたところ、この応

答俊と鎗合蛋白との聞に種めて良い対応関係が見いだされた.以上

の鎗果は、このキチンオリゴ・鎗合蛋白がヱリシターの受容体とし

て鎗鎗していること、また、纏物聞におけるヱリシタ一応答性の差

異が受容体レベルで決まっている可鎗性を示唆するものである.
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F2p-07 
シロイヌナズナのホスホリパーゼC結合因子の傷能解析
高繍征司1・2、三よ清司九片桐健1.2、平山隆志¥篠崎一緩1・2

寸喧百で樋物分子、 2筑波大・生物化学、 3益生研)

高等舗物において、事直物ホルモンなど種喝の細胞外からの剰

着陸によりイノシトールリン脂質代謝 (PI代謝)が活性化され、
ホスホリバーゼC(PLC)によるPI(4， 5) P

2の代'財産物であるイノ

シトール3リン磁 (1P3)の量が増大することが緩告されている.

ft./tがすでに単隠しているシロイヌナズナの 2種のPLC
(AtPLC1S、AtPLC2)のフちAtPLClSIま浸透圧ストレス依存的発
現を示すことなどから、 PLCが浸透圧ストレス応答のシグナル
伝達に関与していることが示暖される.そこで、浸透圧ストレ

ス応答におけるPLC活性関節織構を解明するため、.aのTwo-
hybrid SystetlによりPLC相互作用因子をスクリ一二ングしたと
ころ、 AtPLC1SとAtPLC2の両者に結合できるAtPLCIFlが単蔵さ
れた.

このA伊LCIFlについて会長のc聞Aをクローニングしたところ、
534旬、 178aaから成る、既知のタンパク貨と相同性のない
車両織のタンパク貨であることが分かった.大鍋薗内で生成させ

たAt礼CIFlおよびAt凡C1S、At凡C2の組幾えタンパク貨を用い
てinritroにおける活性測定を行ったところ、 AtPLCIF1/孟各々
のPLC活性を上昇させることが砲毘できた.このことより、
AtPLC I Flを介した舗物独自のPLC活性関節織績の存在が示唆さ
れる.これられ礼ClふれPLC2およびAtPLCIFlについて樋物内
における織儀を解明するため、それぞれの形質伝換植物を作製

した.現在これらの形質事ii.植物について解析を行っている.
F2p-08 
ジャガイモ塊茎に存在するホスホリバーゼA2活
性に対するマストパランの影響

組血重畠道家紀志， 川北一人(名大院・生

農・資源生物機能)

ジャガイモ植物とその疫病菌の系においては、

宿主の誘導抵抗反応発現に至る細胞内情報伝達系

にホスホリバーゼ (pL)A2が関与し、リノール酸
カスケードの初発酵素として主導的役割を担って

いると推定され争。今回、菌体エリシター (HWC)
処理したジャガイモ塊茎膜画分に認められる

PlA2活性に、 σIP結合タンパク貨が関与するか
どうかについて検討した.Gτ?結合タンパク貨の
活性化因子であるマストパランとその不活性型ア

ナログ地s-17を用いて PlA2活性に対する影響
を invitro系で調べたところ、HWC処理区より
調製した膜画分でマストパランによる PlA2活性
の増大がみられた。次に、 PLC匝害剤ネオマイシ
ンあるいはプロテインキナーゼ匝筈剤スタウロス

ポリンをあらかじめ膜画分に処理した後、 PlAz
活性に対するマストパランの影響について調べ

た。その結果、両匝害剤前処理によりマストパラ

ンによる PlA2 活性の繕大はみられなかった。
従って、本系のPlA2活性はPLC、プロテインキ
ナーゼなどの情報伝達系を介してσIP結合タンパ
ク質の制御を受けている可能性が示唆された。




