




Fl p- 03 
ƒCƒl—t•J‚É‚¨‚¯‚éƒVƒ‡“Z•‡•¬Œnˆâ“`Žq‚Ì”­Œ»—Ê‚Ì•Ï‰»

•é”Õ’Ä7:•A•L•mŠ–̃Y•A•¡•ò•M”V\‘å•™—§

{• •…•È•E•¶•̈Œ¤•A'ƒWƒƒƒpƒ“ƒ̂ •[ƒtƒOƒ‰ƒX}

ƒCƒl‚Ì..•C‚Ü•o•ä‘O‚É‚Íƒfƒ“ƒvƒ“‚ð•±•Ï‚µ•A•o‰¸Œã l–Ð.
•Ï‚µ‚½ƒfƒ“ƒvƒ“‚ðƒVƒ‡•y‚É•Ä•‡•¬‚µ‚Ä‰ ‚̧É‘—‚è•o‚·‚±‚Æ‚ª

’m‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é..•Ü‚Å‚Í•A•oŠnŠú‚ð•Ñ‚Éƒfƒ“ƒvƒ“•‡•¬Œn‚©

‚çƒfƒ“ƒvƒ“•ª‰ð•EƒVƒ‡•Ñ•‡•¬Œn‚Ö‚Æ‘ãŠ@Œõ H‚Ì•Ø‚è‘\‚¦‚ª

‹N‚«‚Ä‚¢‚é‚à‚Ì‚Æ‰¶‚í‚ê‚é.

•d—Ê•g I‚ÜƒCƒl‚æ‚èƒVƒ‡‘™•‡•¬‚ÌƒL•[ƒ‘ƒ“ƒUƒCƒ€‚Å‚ ‚é•×–E

Ž¿Œ ƒ̂tƒ‹ƒNƒg•[ƒX•[ 1•C6- ƒrƒXƒtƒHƒXƒtƒ@ƒ •̂[ƒ[ (FBPase)

‚Ì̂ â“̀ Žq‚ðƒNŒû̂ ê“ñƒ“ƒO‚µ•A‚»‚Ì”­Œ»ƒpƒ̂ •[ƒ“‚ð’Í‚×‚½‚Æ

‚±‚ë•AŒì•g..•Ü‚È‚Ç‚Ìƒ\•[ƒXŠíŠ̄ ‚Å‹­‚¢”­Œ»‚ª‚Ý‚ç‚ê‚½.

ŽŸ‚É•o•ä‘OŒã‚É 3-48 ‚̈ ‚«‚É˜̂ Žæ‚µ‚½Ž •JƒTƒ“ƒvƒ‹‚ð—p

‚¢‚Ä•Aƒfƒ“ƒvƒ“‚̈ ‚æ‚ÑƒVƒ‡•ÑŠÜ—Ê‚Æ FBP Š„ e â̂“̀Žq‚Ì”­Œ»

—Ê‚ÌŒoŽž•Ï‰»‚ð’²‚×‚½‚Æ‚±‚ë•Aƒfƒ“ƒvƒ“ŠÜ—Ê‚ªŒm•ûŽ©‚©‚çŒ¸

•­‚Ö‚Æ•Ï‰»‚·‚é•oŠnŠú‚É FBPase â̂“̀Žq‚Ì”­Œ»‰·‚ªŽ¡‘å‚·

‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚½.‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•A•o–s‘OŒã‚Ì.•Ñ

‚É‚̈‚¢‚Ä•A FBP –U e â̂“̀Žq‚Ì”­Œ»—Ê‚Æƒfƒ“ƒvƒ“•ª‰ð•EƒVƒ‡

—•‰ï•¬‚ª–§‹V‚ÉŠÖ˜A‚µ‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦•́ ‚³‚ê‚½.

Fl p- 04 
ƒVƒNƒ•‚ÖƒLƒVƒ~ƒh‚É‚æ‚éƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi
lllton •ƒ '.O Jl id_ ƒÖOX) ˆâ“`Žq‚Ì“]ŽÊ‰™“’
—Ê–¿Žå–¿•E“Z•L•_•E•½̂ä“ÄŽu•E’†‰€Š²•¶(‹ž‘å
‘à•EŒµ•d•ß•¶–½‰ÈŠw)

•‚“™•M‹fƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚ÌŒÄ‹z•½“dŽq“̀’BŒn
‚É‚Í•AƒVƒAƒ“ 11 Žó•«‚ÌƒVƒgƒNƒ•ƒ€ŒnŒÄ‹zŒõH‚Æ•A
ƒVƒAƒ“‰æŽñ̂Ê‚ÌƒIƒ‹ƒ̂ƒiƒeƒBƒuŒÄ‹zŒo—ª‚Ì 2 ‚Â
‚ÌŒoŒ×‚ª‘¶•Ý‚·‚é.ƒVƒAƒ“‘Ï•«ŒÄ‹zŒõ H‚Ì––
•è‹­‰»•Æ“Þ‚Í•A•E ltemative oxida •ƒ(A OX) ‚ÆŒÄ
‚Î‚ê•A‚±‚Ì̂â“̀Žq‚Í‹]ƒQƒmƒ€‚ÉƒR•[ƒh‚³‚ê‚Ä‚¢
‚é.‘O‰ñ‚Ì–{‘å‰ï‚É‚̈ ‚¢‚Ä•AƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi
AOX â̂“̀Žq‚Í‹]ƒQƒmƒ€‚å‚É•­‚È•q‚Æ‚à 4 ƒRƒs
•[‘¶•Ý‚µ‚Ä‚¢‚Ä•A‚»‚ê‚ç‚Í’l•̈ ‘Ì‚ÌŠe‘g•D‚Å
Ù̂‚È‚é”­Œ»•§Œä‚ðŽó‚̄‚Ä‚̈‚è•A‚Ü‚½ƒVƒgƒNƒ•ƒ€
ŒnŒÄ‹zŒõH‚Ì—²—eŒ•‚Å‚ ‚éƒAƒ“ƒ̀ƒ}ƒCƒVƒ“ A
‚â N•› 3 ‚É‘Î‚µ‚Ä̂Ù‚È‚é”­Œ»‰ž“š‚ðŽ¦‚·‚±‚Æ‚ð
•ñ••‚µ‚½.‚³‚ç‚É•A‚±‚ê‚Ü‚Å‚ÉƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi
AOX â̂“̀Žè‚Ì‚¤‚¿ AOX1. ‚ª•A 80S ƒŠƒ|ƒ\•[ƒ€
‚ð•W“I‚Æ‚·‚éƒ̂ ƒ“ƒpƒN“Ð•‡•¬‘j•±•Ü‚ÌƒVƒNƒ•
ƒwƒLƒVƒ~ƒh‚É‚æ‚Á‚Ä•A“̀ŽÊ‚ª’ß̃p‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª
–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B–{Œ¤‹†‚Å‚Í•Aƒm•[ƒUƒ“ƒnƒCƒu
ƒŠƒ_ƒCƒ[•[ƒVƒ‡ƒ“‚É‚æ‚è•A AOX1. mIŽi NA ‚Ì’~•Ï
—Ê‚É‘Î‚·‚é•AƒVƒNƒ•ƒwƒLƒVƒ~ƒh‚Ì‰·“xŒø‰Ê‚̈‚æ
‚Ñ’~•Ï—Ê‚ÌŒoŽž•Ï‰»‚É‚Â‚¢‚Ä‚Ì‰ð‘±‚ð•s‚Á
‚½.
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Fl p- 05 
ƒLƒNƒCƒ‚—R—ˆƒŒƒNƒ`ƒ“(HTA) ‚Ì cDNA ƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚ÆƒWƒ„
ƒXƒ‚ƒ“Ž¥ˆË‘¶•«”­Œ»
•cŒŒ—Ç“ñ•C”ª•\JII ‘å•j•C’r“c—²•K•C’·“‡•_“ñ(–kŠC“¹—§
•H•i‰Á•HŒ¤‹†ƒZƒ“ƒ^•[)

–D•¨—R—ˆƒŒƒNƒ`ƒ“‚Íƒ}ƒ•‰È‚ð’†•S‚É‘½‚­‚Ì‚à‚Ì‚ª“¾‚ç
‚ê‚Ä‚¢‚é‚ª•A‚»‚Ì•¶—•Ž¥’² E‚Í̂ Ë‘R‚Æ‚µ‚Ä–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚¢.
•d—Ê•X‚Í HTN1)•¶—••D”\‚Ì‰ð–¾‚ð–Ú“I‚ÉŒ¤‹†‚ð•s‚Á‚Ä‚̈ ‚è•A
0S0Œ�~0g0k0«0ë0¹u1ge0n0ì0¯0Á0ó0’|¾`�0W0�0]0n`'Œê0’
–¾‚ç‚©‚É‚µ‚Ä‚«‚½ 1 •¡‰ñ‚Í•e HTA ‚Ì cDNA ƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO
‚Æ‚»‚ÌƒWƒƒƒXƒ‚ƒ“—ËˆË‘¶•«”­Œ»‚É‚Â‚¢‚Ä—Ì••‚·‚é.

•¸.ƒŒƒNƒ`ƒ“‚ðƒEƒTƒM‚É–Æ‰u‚µ‚Ä“¾‚½•RŒŒ•´‚ðƒvƒ••[
ƒv‚Æ‚µ‚Ä•AƒLƒNƒCƒ‚ƒJƒ‹ƒXcDNA ”­Œ»ƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚ðƒX
ƒNƒŠ•[ƒjƒ“ƒO‚µ•A.‚Â‚©‚Ìƒ|ƒWƒeƒBƒvƒNƒ••[ƒ“‚ð’P‰B‚µ
‚½.‚±‚ê‚ç‚Í•A‘S‚Ä“ ‚̄¶1&&”z—ñ”° DNA ‚ðŠÜ‚ñ‚Å‚¢‚½.
–{cDNA ‚ÌƒR•[ƒh‚µ‚¤‚éƒ|ƒŠƒyƒvƒ`ƒh‚Ì•ªŽq—Ê‹y‚ÑƒAƒ~
ƒmŽ¥‘g•¬‚ª HTA ‚Æ—Ç‚­ˆê’v‚µ•A‘å–QŽñ‚Å”­Œ»‚³‚¹‚½‘gŠ·
‚¦ƒ|ƒŠƒyƒvƒ`ƒh‚ª HTA ‚Æ“¯•[‚Ì s•Ea•Em‰¨“ÁˆÙ•«‚ðŽ¦‚µ‚½
‚±‚Æ‚©‚ç•A”øDNA ‚ª HTA ‚ðƒR•[ƒh‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•d” ‚̧µ‚½.
‚Ü‚½•A HTA ‚Ì•„’èƒAƒ~ƒmŒR”z—ñ‚ª’ê’m•A•¨ƒŒƒNƒ`ƒ“‹y‚Ò
ƒWƒƒƒXƒ‚ƒ“Œµ‰à“±ƒ^ƒ“ƒpƒN•o‚Æƒzƒ‚ƒ•ƒW•[‚ðŽ¦‚µ‚½‚±‚Æ
‚©‚ç•AƒJƒ‹ƒX‚ðƒWƒ„ƒXƒ‚ƒ“.“Y‰Á•D’n‚Å”|Šl‚µ•A‚»‚Ì.
“x‚ÉˆË‘¶‚µ‚½ƒŒƒNƒ`ƒ“Šˆ•«‚Ì“‘‰Á‚ðI!‚ß‚½.‚±‚Ì‚±‚Æ‚©
‚ç•A HTA ‚ªƒWƒƒƒXƒ‚ƒ“..“±ƒ^ƒ“ƒpƒN‰Ý‚Å‚ ‚ë‚¤‚Æ•l‚¦
‚ç‚ê‚½.
‚èR.Š× bgawa et aJ. Biosci. B•{ t<<h. Biochem.. •e8: 259. (1̃k‹Ï

Fl p- 06 
ƒCƒl•E.ƒXƒgƒŒƒX–h‰qˆâ“`Žq‚Ì5'- ‹¤’Ê”z—ñ‚Ì‚à‚ÂƒVƒXŠˆ
•«‚ÌƒŒƒhƒbƒNƒX‰žŠñ
—Êu ƒ€1.2 •A•½–ì‰xŽq1•A•Ïˆä•G•s 1•A•ã’†•O“T 1•C*‘ºˆÐ
•G1.2 •A•‘’†.‰î 1.2 (1 ‘©Ž– S•{‘å..•E•¶Ž‘‰»•A Z‹ ž — Ì • { .
Ž‘ƒZƒ“ƒ^•[)

ŒNŽå•X‚Í‚±‚ê‚Ü‚Å‚ÉƒCƒl‚É‚̈ ‚¢‚Ä•A.”ZƒXƒgƒŒƒX‚Ì–hŒä
‚ÉŠÖ—^‚·‚é•×–EŽ¿Œ^ƒX•[ƒp•[ƒIƒLƒVƒhƒfƒBƒXƒ€ƒ^•[ƒ[
(‹p dCc l) •A•J–EŽ¿Œ^ƒ`ƒIƒŒƒhƒLƒVƒ“•AƒOƒ‹ƒ^ƒŒƒhƒLƒV

ƒ“‚Ì‚»‚ê‚¼‚ê‚Ìˆâ“`Žq‚Ì S•[•ã—¬•D‚É•A”‘•Ø‚©‚ç•¬‚é‘Š“¯
•«‚Ì.‚¢”z—ñ‚ª‹¤’Ê‚É‘¶•Ý‚·‚é‚±‚Æ‚ð–¾‚ç‚©‚É‚µ‚Ä‚¢‚é.
‹`•X‚Í‚±‚Ì‹¤’Ê”z—ñ‚ªƒŒƒhƒbƒNƒX•§Œä‚ÉŠÖ—^‚·‚éƒVƒX•[
ƒGƒŒƒ•ƒ“ƒg‚Å‚ ‚é‰Â”\•«‚ðŒŸ“¢‚µ‚Ä‚¢‚é.‚±‚Ì”z—ñ‚ªƒV
ƒX•[ƒGƒŒƒ•ƒ“ƒg‚Æ‚µ‚Ä•D”\‚µ‚Ä‚¢‚é‚©‚Ç‚¤‚©‚ð–¾‚ç‚©‚É
‚·‚é‚½‚ß‚É•A‹¤’Ê”z—ñ‚ðŠÜ‚Þ‰ñdC cl ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚Ì•[—¯
‚ðCaM V35S ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚Æƒ‹ƒVƒtƒ‘ƒ‰•[ƒ[‚Ì•—•‡ˆâ“`
Žq‚Ì•ã—¬‚É˜A—•‚µ‚½ƒŒƒ|•[ƒ^•[ƒRƒ“ƒXƒgƒ‰ƒNƒg‚ð—p‚¢‚Ä
ƒgƒ‰ƒ“ƒWƒGƒ“ƒgƒAƒbƒZƒC‚ð•s‚Á‚½.‚»‚ÌŒ‹‰Ê•A‹¤’Ê”z—ñ
‚ð‚à‚ÁƒRƒ“ƒXƒgƒ‰ƒNƒg‚Ìƒ‹ƒVƒtƒGƒ‰•[ƒ[Šˆ•«‚Í•A 35S ƒv
ƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚Ì‚Ý‚Ì“¯‘g l‚ÈŠˆ•«‚Æ”ä‚×‚Ä 1.5 Œ‘‚É•ã•¸‚µ‚Ä
‚¢‚½.‚±‚Ì˜p•Z•ã•¸‚Í DTT •ˆ—•‚É‚æ‚è‹¥•d l ƒŒƒxƒ‹‚ÆŠÔ’ö
“x‚ÉŒä‚¦‚ç‚ê‚½.ˆê•ûƒpƒ‰ƒR•[ƒg•ˆ—•‚É‚æ‚è 35S ƒvƒ•ƒ‚
•[ƒ^•[‚Ì 2.7 ”{‚ÌŠˆ•«•ã• ‚̧ª‚Ý‚ç‚ê‚½.‚±‚ê‚ç‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•A
‚±‚Ì‹¤’Ê”z—ñ‚ªŽ¥‰»ŠÒŒ³‚É‰ž“š‚·‚éƒVƒX•[ƒGƒŒƒ•ƒ“ƒg‚Å
‚ ‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½.



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。
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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。
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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。




