
F2p-09 
エリシター処理したタバコ葉における液胞プロセシング

酵素の発現

池恩恵圭，西村いくこへ西村静夫道家紀志， }II北

一人(名大院・生農・資源生物機能基生研・細胞生物)

タバコ植物を疫病菌酋体壁成分但WC)や種々のエ
リシターで処理すると、抵抗反応が誘導されることが知

られている.タパ:コ葉を HWC、サリチル酸、アラキド

ン酸、ラミナリンで処理したところ、過敏感細胞死が認

められ、またPRlb、PR2、Pl-IIの遺伝子の発現訴導が

ノーザン解析により確認された.次に、液飽タンパク質

の成熟化に関わるシステインプロテイナーゼである液胞

プロセシング欝素(VPE)が、タバコ植物の跨導抵抗反

応に関与する可能性について調べた。シロイヌナズナ

VPE遺伝子をもとにプライマーを作成し、 HWC処理し

たタバコ業RNAを用いたRT・PCRによりタバコVPE遺

伝子断片を得た。これをプローブとしてサリチル磁処理

したタバコ葉についてノーザン解析を行ったところ、

VPE遺伝子の発現が誘導された.また種々のヱリシター

処理によるVPE遺伝子の発現誘導について検討した.

F2p-10 
タバコ植物に却する密情謹菌体壁ヱリシター誘導担調伝子の

D盛田凶a1D昭治砂崩之よるクローニシグ
盟主左吾、林誠1、道家紀志西村斡夫1、}I此ー刈名大院・

生命鮮・調関説鵬 1基生研・細佐白身

タ/、ロ業をHly句耳h也nmas畑出薗体型成分エリシタ-
O抑 Oで姐理したとこ忍ウヱスタユ鋼析により処理後四
時間から四pタンパク質¢嘩積柑拙され2自衛こ湖町統

制隠擦された.そこで、 HWC朱誕毘民法U斑毘駿盟、お

時間のタバコ葉より全 RNAを抽出し、RI'-PCRによる

D盛田出alS:寓灘軍司gを行った.132種のランダムプライマ

ー (12II闘)を用いてRI'-PCRを行V¥1抑 C娘砂パコ

業のRNAを鋳型とした場合に特異的3鱒面したPCR壷物を

得た.ノーザトノ解柿こより、これらのうち2種がE抑 C担曜

に応答ld運用即刻勘助境られた与2種問量伝子修肘呪温基配
勿隆決定したところ、 1種まフェニルプロパノイ開場闘調

わるシトクロムP4l幻と相慣性を示し、1溜ま未知¢漣伝子で

あったーさらに特異的プライマ→こよるRr・PCR解柿こより

1種がHWC欄粧を示した.こ¢湿艇存修洲本事蜘ι抵
ザ世遁伝子と柊間性を示し丸
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F3a・01
オオムギのペルオキシゾーム型ペタインアルデヒド脱水
素直事素cDNAを導入したイネの作出と耐極性の解析

主一室立J、田中 .1、常富紀子 1、石谷学、高倍昭洋2、
Angelina A. Nakase、AndreT. Jagendorf. 高倍鉄子
{名古屋大・生物分子応答研、 l植物工学研、 2名君臨犬・総合研)

演者らはこれまでイネ科の織物のグリシンベタイン
合成系について研究を行って来た.その結果‘オオムギ
のペタインアルデヒド脱水素酵素 (BADH)がC績に
SKLというペルオキシゾームに輸送されるための移行配
列を持っていることをcDNAのクローニングにより明らか
にした(1).また本遺伝子をタバコに導入し、免疫電
顕により実際にペルオキシゾームに局在することも明ら
かにした.またグリシンペタインを蓄積しないイネも少
量ではあるが、 BADHを持ち、クローニングによりイネ
の本酵素もペルオキシゾーム型であることを明らかにし
た (2) 
今回オオムギのBADHcDNAをイネに導入した.得
られた形質転換体について Northern，Western及び活
性染色法でBADHの過剰発現を確認した.また 150mM.
のNaCl存在下で、 24時間でコントロール及び形質転換
イネは薬の先績が枯れ始めるが、BADHの基質であるペ
タインアルデヒドを lmM添加すると形質転袋体のみ緑
色を保っていた.また極ストレス下でペタインアルデヒ
ドを添加した時、形質転換体の根の生育がコントロール
に比べて良好であった.
(1)M. Is hltanl et al. Plant Mol. Blol. 27 .307-315 (995) 
(2)T. Nakamura et al. Plant J.11. 1115-1120(1997) 

F3a-02 
オオムギのマイクロボディ型ベタインアルデヒド脱
水素酵素と局在性の異なるアイソザイム遺伝子の単
厳とその発現解析
中村敏英、野村美加¥Mauri田 s.B. Ku2、高倍鉄子
寸石育室大・生物分子応答研究センター、 1香川大・
農、 2ワシントン州立大・植物)

耐塩性の高い植物には適合溶質の一種であるグリ
シンベタインを蓄積しているものが多く、グリシン
ベタインは高塩濃度下における浸透圧調節を担う重
要な物質であると考えられている。高等植物におい
てグリシンベタイ・ンは、コリンからコリンモノオキ
シゲナーゼ (CMO) とベタインアルデヒド脱水素
酵素 (BADH)によって合成される。
BADHは様々な植物で解析が行われており、ホウ
レンソウやソルガムなどでそのアイソザイムの存在
が示唆されている。今回、我々は免疫化学的手法に
よりオオムギにBADHアイソザイムが存在すること
を示唆する結果を得た。またオオムギのcDNAライ
ブラリーからアイソザイム遺伝子を単離した。この
アイソザイム遺伝子から推定されるアミノ酸配列の
解析から、これまでに単離したオオムギのBADH
(マイクロボディ型) (文献し 2) と細胞内局在
住が異なることが推測された。さらにノーザン解析
により様々な環境下での遺伝子発現を調べたところ、
この二つの遺伝子の発現様式が異なることを見いだ
した。
1， Ishitani M.， Nakamura T. et al. (1995) Plant Mol. Biol. 
27，307・315
2， Nakamura T. et al. (1997) PlantJ. 11， 1115・1120



F3a・03
塩ストレスによるタンパク質脱リン酸化酵素 2C遺伝
子の発現誘導

宣監主主皇、Hans.J. Bohn回 I、福原敏行(東京農
工大・農・細胞分子、 1アリゾナ大)

我々は溢ストレスや乾燥ストレスを受けて光合成

を C3型から cAM型に変化させる塩生省直物、アイ
スプラント(Mesemb.ワ岬uemumcrystaJlinum)から 10
種のタンパク質脱リン酸化酵素のホモログ(MPCl-

MPCI0)を単離した。MPC2とMPCSは塩ストレス
で誘導され、主に根で発現していた。MPC8は業に
特異的に発現していた。大場菌内で発現させた

MPC2、MPCS、M陀 6、M陀 8の GST融合タンパ

ク質はマグネシウムイオン存在下で脱リン酸化の活

性を持つことが示され、オカダ酸によって阻害され

なかった。このことはこれらの遺伝子がタンパク質脱

リン酸化酵素タイプ 2Cをコードすることを示してい
る。現在、MPC2遺伝子のプロモータ領域を解析し

ている。

F3a-Q4 
水ストレスで鶴導されるシロイヌナズナの

Cys2/His2型Zn-finger遺伝子群の解析

温室盟劃・荒木業・飯哲夫・器湖鵠t
保夫・院・理・樹妨

Cys2lHis2型 Zn-fingerは、よく解析されてい

る DNA結合モチーフの1つで、動物や静母で

は、このモチーフをもっ数多くの転写制御因子

が報告されてい争.

我々は、高等櫛物における Cys2削除2型Zn-

finger蛋白質遺伝子群の役割に関心をもち、シ

ロイヌナズナの AZF1(Arabidopsis Zn-finger 

protein 1)、AZF2、STZ(salt tolerance Zn-finger)、

及び、コムギのWZF1遺伝子を用いて、発現の

環境応答に焦点をあてた解析をすすめている.

RNAプロット解析、及びwholemount in situ 

RNAハイブリダイゼーションの結果から、これ

らの遺伝子は、いずれも棋において強く発現し

ており、低温、乾燥、塩といった水欠乏に関連

したストレスに応答し発現レベルが制御されて

いることが明らかとなった.また、低温やABA

処理に対する応答性はAZF1と AZF2及び STZ

で異なり、それらの機能分担が示唆された。
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F3a-05 
シロイヌナズナの乾燥ストレス耐性および形態形成における
プロリンの役割

鐙霊登~1.2，音羽浮周3， "国事審4，和田徹圏直114，寝谷裕-5，角彊.孝6，
篠筒和子7，舗鱒_.1(1理研・舗物分子般a巨大'..生物環境科学 3目
立.作所益俗研究所金沢大・理・生物，勾II巨大・分生研静岡大'.，
7・水省・回限島研J
微生物と問織に高等纏物も，浸透圧ストレスに応答して細胞内に
プロリンを蓄積する.そして内生プロリンの淘加にともない，植物
はストレス耐性を獲得すると考えられている.しかし，プロリンの
組物体での繊能に関してはいまだ不明な点が多い.本研究では，.
物におけるプロリンの鎗鎗の解明を目的として，シロイヌナズナの
形質転換体をもちいてプロリンの機範解衡をおこなった.高等組物
では.プロリン生合成系の律速段階の反応を触線する静黛はP5CS
(企1・ピロリン・5・カルポン複合成酵素)である.シロイヌナズナに
おいてP5CSII素をコードする遺伝子は乾鎌絹潟住であることがわ
かっている.アンチセンス法によりPにS遺伝子の発現を抑制した形
質転狼体を作成した.t.処理をおこなった後に内生プロリン量を
計測した結果，野生型ではプロリン蓄積震が大き〈鳩加したが.形
質事;:;ll体像ラインではプロリンの蓄積がほとんど見られなかった.
プロリン合成齢噌し〈低いこれらの形質転銭体は，顕著な捻銭感
受伎を示した.一方この形質転II体では，:tE茎および本業の薫有毒の
伸長成長が抑制されており，.身は偏平な形状を呈し薫柄とのJl界
付近が，電化した.形質伝自色体のt燥感受性および形鎗異常は，外生
約に与えたL-プロリンによって相補されたが，0-プロリンによって
は相摘されなかった.以上の実験結果，プロリンが高等織物の乾録
自首位に寄与していることが直後的に涯現されただけでなく，花ヨEの
伸長や.の成長など継物の形鎗形成にプロリンが特異的に関与して
いることが示唆された.さらに.これらの変異形責措IfL.プロリンの
みにより相摘され0-プロリンをはじめ他のアミノ霞では相織されな
いことから，プロリンが舵録画層住や形.形成にかかわる特定のタン
パクの構成要素として特異的に彼自Eしていると予怨された.

F3a-06 
シロイヌナズナの MYC 相同性転写因子

rd22BP1の転写活性化に関する槍能解析

皇盤注1・3、浦尾聞に ..初予九細川大二郎失篠崎_.2

(11量水省・園田康皐研、 2理研・植物分子、 s・工大.a>

シロイヌナズナの能燥応答性遺伝子 rd22の遺伝子発現樋

構を明らかにするために解析を行なっている.これまでに

rd22遺伝子の 67bpの舵燥応答伎のシス領織に存在する

MYc.aE列に特異的に績合する MYC相同性タンパク貨

をコードする rd22BP1遺伝子を単障した，rd22BP1遺伝子

は乾燥処理に対し10分という非常に早い時間Iこ霞渇された.

また rd22BP1は 67bpの舵録応答性のシス領織を介した転

写活性化能を有している事をプロトプラストを用いた一過性

の発現実・ーから明らかにするなど、 rd22BP1が rd22遺伝子

の舵嫌応答性の遺伝子発現に関与している可能性を示してき

た.これまで縞物においてはいくつかの MYC相同性転写因子

が縄告されており、トウモロコシの Bタンパク貨においては

鉾舗なドメイン解析が行われているが、転写活性化ドメインの

存在については明らかにされていない.今回幾々は『司22BP1

の C末舗を欠失したタンパク寅を用いて転写活性化に闘す

るドメイン解析を行ない rd22BP1の転写活性化ドメインが

N末舗に存在する事を明らかにしたので報告する.



F3a-07 
シロイヌナズナにおいて葉縁体に移行する

Clpプロテアーゼ嗣節サブユニットホモログ

をコードしている遺伝子 erd1の発現解析

皇島~量、篠崎和子、篠崎-.'

(国際.研・生物資源、 1理研・織物分子生物}

シロイヌナズナ (A.rabidopsis伽 uam)において乾燥1時間以

内に発現が誘導されるERDlcDNAのコードするタンパク質は、

Clpプロテアーゼ調節サプユニットと相阿佐治鳴く、 N末織に

は葉緑体にタンパク質をターゲッテイングさせるシグナルペ

プチド様配列古f存在した。 ERDlタンパク質の N末端 1-105

アミノ酸の遺伝子をg田n-f1u町田国ntpr惜血(GFP)の遺伝子と融

合して、シロイヌナズナのプロトプラストに導入したところ、

使 P蛍光がプロトプラストの色素体に見いだされたことから、

ERDlタンパク賀は色素体にターゲッテイングされることが示

唆された。シロイヌナズナのノーザン解析と enll遺伝子の上流

領域(・723-+1“)Is・グルクロニダーゼ (GUS)キメラ遺伝子
を導入した形質転換タパコあるいは形質転換シロイヌナズナ

を用いた解析から、 enll遺伝子のプロモーターには乾燥や高塩

といった水ストレスに対する応答性だけでなく、自然条件の老

化や人工的な老化である暗処理によっても正に制御されてい

ることが明らかになった。現在enll遺伝子プロモーター中の乾

燥応答・老化箆機シスエレメントの解析を進めている。

F3a-08 
シロイヌナズナのプロリンデヒドロゲナーゼ遺伝子

erd5の発現解析

隼量墨a章、中島-i量、清末知宏¥篠崎和子、篠餓-i量， (・水省・
国際.研・生物資源、'理研..物分子生物}

プロリンは植物が水分ストレス下で浸透圧調節物賓として

細胞内に奮積する適合滞貨のひとつである.袋々はプロリン分

解稼索、プロリンデヒドロゲナーゼのcDNAであるERDS、及

びそのプロモーター領織をシロイヌナズナから単.した.これ

までに，ノーザン解析及び erdS遺伝子のプロモーター領織を

かグルクロニダーゼ(G.JS)遺伝子と結合し導入した形質経換

シロイヌナズナの解析から、 erdS遺伝子の発現は舵爆処理で

抑制され、吸水及びブロリン処理で促進されること、吸水及ぴ

プロリン処理幼植物体においては銀や葉で特に強く発現する

ことを明らかにしている.そこでerd5遺伝子の発現栂舗をさ

らに明らかにするため、 erdS遺伝子のプロモーター.G.JSま

たはLUC(1 uci fer ase)キメラ遺伝子を導入した形質転倹植物

を用いて鮮しく解析した.その結果、 erd5遺伝子は吸水及び

プロリン処理を行わない植物において発芽時の穫の他、往.や

衡といった生殖鶴官で強く発現していることが示された.さら

に、プロモーター領織に欠失変異を加えて、吸水及ぴプロリン

応答伎のシス因子の解析を待った結果を縄告する.
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F3a-09 
耐皐性マメ科カウピーのABA合成に関与する乾燥誘

導性遺伝子の解析

韮丘...Jl'、篠崎和子2・1、篠崎一段('理研・

植物分子、 2農水省・国際農研)

高等植物は種々の環境ストレスに対し、生理的応答

をすると同時に遺伝子発現レベルでも応答しその変化

に適応している.マメ科カウピーは主に西アフリカな

どの乾燥地で栽均与され、重要な植物性蛋白源として用

いられている.

我々はカウピーを実験材料に用い、乾燥によって銭

導される遺伝子の機能及び発現の解析を行っている.

カウピーでは乾燥条件下で蓄積する ABAのレベルが
他の植物に比べて顕著に高い.ディファレンシャルス

クリーニング法を用いて乾燥誘導性遺伝子のc閃 Aを

4種類取得した.塩基配列を決定した結果、 ABA生合

成に関わるネオキサンチン関列醇棄と高い相同伎を示

したcDNA(CPRD65)を見出した.ノーザン法による

発現解析から CPRD65遺伝子は乾燥及び高塩漬度処理

によって遺伝子発現が続導されたが、低温や高温処理

によって緩導されなかった.乾燥条件下でのABAの蓄

積はネオキサンチン開裂酵素の遺伝子の発現緩導によ

り制御されると考えられる.

F3a-l0 
シロイヌナズナrd29B遺伝子の乾燥およびABA応
答に関与するシスエレメントに結合するbZIP型タ
ンパク質をコードするcDNAの単離
呈旦」章二1、篠崎和子1、篠崎一瞥(国際農林水
産業研究セ・生物資源1、理研・植物分子2)

シロイヌナズナのrd29B遺伝子は、乾燥により 3時間
以内に発現し、アプシジン酸(ABA)によってもその発
現が誘導される.また、 ABA変具体を用いてノーザン
解析を行った場合‘ abalでは、乾燥処理によって発現
が誘導されず、 abilでも、かなり抑制される.これら
の結果からrd29B遺伝子の乾燥応答による発現は、主と
してABAを介した経路を通して行われるものと考えら
れるo GUS融合遺伝子を導入したトランスジェニツ
ク・タバコを用いてば29B遺伝子のプロモーター解析を
行った結果、・169から-93までのn塩基が乾燥誘導に関
与していることが明らかになった.この77塩基中に
は、 1個のMYB認識配列と2伺のABRE配列(ABA
Res何回iveE1ement)が含まれており、これらの配列に
塩基置換を入れた断片を用いて解析した結果、 ABRE
が乾燥誘導に関与するシス因子であることが明らかに
なった.そこで、酵母のone-hybrid系を用いてこのシ
ス領域に特異的に結合するタンパク質をコードする
cDNAを単障した.これらのcDNAの壕基配列を決定
し、相向性検索を行った結果、新規のbZIP型タンパク
貨をコードすることが確認できた.



F3a・11
シロイヌナズナの舵燥・低温ストレスによる遺伝子発現を制御する

シス因子tIIEに結合するタンパク質をコードする遺伝子DRBBの解析

隼念皿ー差、劉強、安部洋、春日美江、三浦節子、篠崎利子、

'篠崎-j量

(農水省・国際良研・生物資源、 a理研・捕物分子生物)

重量々 は、初期の水ストレスシグナルから遺伝子発現までのシグナル伝

途機構を解明するため、水ストレスにより暢導されるシロイヌナズナ

の遺伝子の解析を行っている。舵録、担、低温応答性遺伝子zd29Aの

プロモーターを解析して乾燥、塩、低温ストレスによる遺伝子発漢に

関与するシスエレメント、DRE，α抽抽拙抽R目"田ivellIem担。を
同定した。さらに酵母の叩争hybridの系を用いてDREに結合するタ

ンパク質をコードする DRPBl、aFlI2CI別Aをクローニングした。

球団タンパク質は田沼BP/AP2に見られる凶A結合ドメインを保持

している。大鵬首中で発電車させたaFlIタンパク貨は、 n129Aプロモ

ーター中のDRE配列に特異的な結合特色を示した。回国1には2つ、

DREB2にはlつのホモログが存在し、このDREBlフ7ミリーの遺伝

子は低温により、IlU!B2ファミリーの遺伝子は舵燥、高温温度によ

り誘導された。また.肉プロトプラストを用いた転写活性化の実厳に

より、 s-gl皿rolJIdueレポーター遺伝子と磁合した rd29Aプロモータ
ーが、 DREBによって活性化されることが示された。さらにリコンピ

ナントタンパク賓と変異を場入した DRE配列を用いて、IlU!Bl、

DR回Zの..配列を惇績に解析した。

F3a-12 
乾燥趨，低温ストレス誘導性転写因子DREBlA.DREB2A
を過剰発現させたシロイヌナズナの解析

査且蓋江、三浦節子、劉強、篠崎和子、篠崎-.1
(腹水省国際良研生物資源郎、 1理研植物分子生物)

主主々は、既に乾燥、塩、低温ストレス誘導性遺伝子 rd29A
の7"ロモーター領域の解析により、ストレス応答に関するシスエレメント

DREの配列を明らかにし、これに結合する転写因子の

cDNA、DREBlA，DREB2Aを単臆した.今回は、DREBlA，

DREB2Aを導入したシロイヌナrナの解析について報告する。
DREBlA， DREB2AcDNAを、 3587.ロモーターを用いてシシロイ
ヌナi.:ナに過剰発現させ、それぞれ、 18ライン、 9うねのトうンスシ・エ
ニリ植物を得たo DREBlAを導入した纏物では、全体に

媛生の表現形が見られ、特に3ラインでは顕著であった.
他のうりについても、成長に遅れが見られた.さらにJ-ず
ン解析の結果、表現形の強さは導入遺伝子であるDREBlA

遺伝子の発現量に応じていることがわかった.また、トゲ

ヲト遺伝子である吋29A遺伝子はDREBlA遺伝子の発現に

応じてストレスを与えていないコントロール状態においても発現し

ていたn:阻B2Aを導入した纏物ではDREBlAを導入

した植物に比べ、 r也9A遺伝子の発現量も、表現形も弱

かった.
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F3a・13
シロイヌナズナの乾鰻・低温応答性シスエレメ

ント DREに結合するタンパク賀をコードする

DREB1遺伝子ファミリーの同定及び発現解析

za幽K.Shill't¥刷、中島-i量、三浦節子、春日美江‘篠崎利子、
篠崎-.'(国際a研・生物資2凪'理研・植物分子生物)
浸透圧ストレスあるいは低温ストレスから遺伝子発漢にい

たるシグナル伝達機構について明らかにするため、シロイヌナ

ズナ凶耐伽s血叫の乾燥・低温応答性シスエレメン

トD胞に結合するタンパク質をコードするDREBl遺伝子ファ

ミリーについて解析した。 DR回lAcDNAをプローブにして
ゲノミックサザン解析を行うとシロイヌナズナのゲノム中に

複数のDREBl遺伝子カ惇在することが明らかになった。そこ
でゲノミックライブラリーをスクリーニングして得られたク

ローンの解析を行った。その結果、約 8.7kbの長さのゲノム

DNA中に 3種類の DREBl遺伝子 (DREBIA、DREBIB、
D阻 BIOがタンデムに並んでコードされていることが判明し

た。ノーザン解析から、これら3種のDREBl遺伝子は低温で
発現し、浸透圧ストレスでは発現しないことが明らかになった。

さらに、これら3種のDREBl遺伝子の5咽上流プロモーター
領域には3種のプロモーターの聞で保存された配列が見いだ

された。現在、これら3種のDREBl遺伝子の5咽上流領域と

GUSレポーター遺伝子を融合させたキメラ遺伝子を導入した

;タパコおよびシロイヌナズナの解析を行っている。



G1a・01
ニチニチソウ細胞のリン陵吸収時の呼媛と錫胞質pH
の調節
坂野膨啓、野口航。、矢崎芳明、構図誠一郎、上田真否2

(厳水省・生物研、'筑波大学・生物科学系、 2通産省・

資環研)

ニチニチソウ細胞による無機リン酸の吸収}おrとの
共鎗送機構によるので細胞質の酸性化が引き起こされ.

細胞内pH網節織機が活性化する.プロトンポンプの作

動と共に、 Malic enzyaeによるリンゴ磁の脱炭酸反応
(Bioche圃icalpH-stat>が促進されて余分のrを消費
し、細胞質の極織な酸性化を阻止している.好気条件

下ではリン酸吸収は鎌田量ガス生成と般家吸収を促進す
る.酸素岐収はシアン画首位で、 Alternativepathway 
respira!ionがBioche.ical凶-sta!鎗構の一部であり.
rの鰻終処理鎗構であることを示唆している.我々は
この点を確かめるために、①シアン耐性呼吸の組審剤

の細胞質pH調節への彫・、@ミトコンドリア電子伝達
系で、チトクロム系とAOI系への電子分配がりン酸吸収
によりどのように変化するか安定問位体1・01'・0の分別
比を用いて検討している.

G1a・02
植蜘細胞の細胞質pH調節:呼吸鼠書剤の彫響
盆喧差盟、坂野路啓(良水省・生物研)

細胞質pHの調節機構として、細胞脹・液腫脹のプロ
トンポンプおよび・Bioeheaicll pH-Itlt・1)掬られてい
る.低捜索ストレス下ではプロトンポンプよりも、 Bio-
chωiCll pH-stltがpH調書信に.要な役割を果たすもの
と考えられる.しかし、 Davies(1986)の説では、実質的
にプロトンを消賞する横綱蜘司脈であった.我々は昨年
の植物学会で、その実体は嫌気条件下では担感・エタノ
ール発電車、好気条件下では呼吸であることを指摘した.
そこで特にシアン耐性呼吸に注目し、シアン耐性呼吸を
匝脅した犠合の細胞質pHの変化を測定して、 Bio-
cheaicll pH-stltとしてのプロトン糟費損傷を検討した.
ニチニチソウ培養細胞とイネ培積細胞を試料とした.
細胞質・液胞pHは、 11P-NMRを用いて測定した.
また、酸素吸収速度は酸素.極法で測定した.
シアン耐性呼吸の阻害剤 (nPG;n-proPJIulllte)の
みでは、細胞質・液胞のpHに変化は見られなかった.
シアン感受性呼吸の阻害剤 (KCN)では、細胞質の酸性化
と液胞のアルカリ化が見られた.その後にnPGを加えると
液胞のpHに変化は見られないカえ細胞質はさらに酸性
化した.
この結果iふプロトンポンプがpH調節に重要である
と同時に、シアン耐性呼吸も8iocbemicalpH-atatに寄与
していることを示唆している.
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G1a・03
空色西洋アサガオ花弁の花色変異と液胞慎のプロト

ン輸送活性

宜盟主皇、亀岡溝、前島正農1、近.真紀2、簸波千営子2、西

村静夫2、近.l'Jl3(椙山大・生活・食品栄襲、 1名大.a:
生化、 2基生研・細胞生物、 3名大・化2・aセ)
空色西洋アサガオ (IJ戸棚倒的訓oけのツポミは赤

紫色で開花に伴い空色に変わる。我々は細胞内微小

pH電極を用いて液胞のpH(PHv)を直接測定し、開

花に伴ないpHvが6.6(ツポミ)から7.7 (空色花)

へ上昇するために花色が変化することを明らかにし

たり。この液胞，pH上昇機構の解明を目的に、ツポ

ミおよび開花花弁より表層の色素細胞の液胞膜を調

製し、膜上のプロトンポンプについて調べた。免疫

プロット、および、免疫電顕の結果から、ツポミと

開花花弁のいずれにも V-ATPaseと P~蹴カf存在し
た。両酵素の加水分解活性、およびプロトン輸送活

性にも開花ステージによる差は殆どなく、空色開花

花弁でも、プロトンの液胞内への輸送活性カ唱めら

れた。このことから、被胞のpH上昇は、他のK+等

のイオンの輸送によることが示唆された。

1) Yoshida， K. etal. (199.のNatuTe.，373: 291. 

G1a・04
酵母を用いたヤエナリ液胞膜 Hヘピロホスフア

ターゼの発現系構築

虫直謹二、和田洋・、前島正義(名大院・生命鹿・
生化、・阪大・産研)

(目的)植物の液胞膜 H+-ピロホスファターゼ (w-
PP蹴)は無機ピロリン酸 (PPi)を基質として液胞
内に H+を能動輸送する酵素である。この酵素は分
子量伺IkDaの単一ポリペプチドからなる単純な構造
をしており、基質も単純な高エネルギーリン酸化
合物であることから、プロトンポンプのモデル分
子といえる。本研究では人為的な変異導入による
構造・機能解析を行う目的で欝母での発現系を構
築した。

(方法及び結果) ヤエナリ(Vii伊 Q rtIt胸}の H九

PP綿 cDNA(VVP2)を酵母 S.cerevisiaeの GAP-DH
プロモータをもっベクターに組み込み、酵母で発
現させた。発現稼の液胞膜画分に 1)免疫プロット
で反応する特異的なバンド、 2) KF に非感受性の
PPi水解活性、 3)PPiに依存した H+輸送活性が検
出され、正常な活性を持つ酵素が発現しているこ
とが明らかになった。酵母液胞の H+-PPaseによる
酸性化の影響についても考察する。



Gla-05 
イネ液胞膜HぺピロホスファターゼのgenomicDNA
の解析
構車整温、川崎信二1、小林秀行
マ雇末著・食総研、 2農水省・生資研)

液胞膜町・ピロホスファターゼ (V-PPase)は、
植物や光合成細菌に特徴的なプロトンポンプであ
る。いくつかの績物種でそのcDNAがクローニン
グーされ、一次構造が明らかにされているが、
l!:enomicDNAの構造については報告がない。我々
liイネのBACライブラリーより、既に得られてい
る4種類のcDNAクローン (OVPJ，2，3，5)をプロー
プに用いて、各々に対応するゲノミッククローン
を単厳した。そのうちのOVPJ、OVP2に相当する
クローンについてDNA塩基配列を解析した。その
結果、 OVPl、OVP2ともに、そのORF中に7つの
イントロンが存在し、その挿入位置はよく一致し
ていた。 7つのうち 6つのイントロンは82-
170bpの長きであったのに対し、最も上流のイン
トロンはl，869bp(OY~l~ 、 l ，397bp (OVP2)と
長いものであった。翻訳開始点より上流の配列を
ホモロジー検索したところ、イネにおいて塩スト
レスで誘導されるタンパク質として単雌された、
sa1l'の5・上流域の配列と相向性のある部分が存在し
ていた。他の2つのゲノミッククローンについて
も解析中である。

Gla・06
シヤジクモ液胞膜H+ーピロホスファターゼめcDNA

クローニングと一次構造比較

盤国産量、中西洋一、相湾研二、樫山拓1、山本啓

一1、三村徹郎2、池田己喜子3、前島正義(名大院・

生命良、 1千葉大・理、 2一機大、 3岡山県大・保健

福祉)

液胞膜H+ーピロホスファターゼ(V-pp，部e)は約
剖回aの酵素で単純構造のPPlを基質とし、 H+ポ

ンプの優れたモデル分子として位置づけられる.

系統学的に雌れた種のV-PPa詑一次構造を知るこ

とは分子進化と総造寸蝿能相聞の解析に重要な情報

をもたらす.そこで緑穣の1種シヤジクモ(Chara)
のV-PPaseのcDNAを解析した。若い細胞の

rnRNAからcDNA殴xョryを作成し、既知のV-
PPaseで保存性の高い部分をDNAプローブとして

目的cDNAをスクリーニングしたo CharaのV-

PPaseは793アミノ酸からなり、一次構造の比較で

はオオムギ、ヤヱナリ酵素と約70%のldentityを示

したo N端が長いという特徴をもち、基質結合部
位、 DCCDおよLtNEM結合部位と推定される残基

が保存されていた.遺伝子のコピー数も議論する.

172 

Gla・07
シロイヌナズナw-問、"鎗伝子@・・・.. 
単u隆，1.沢修ー，竹安郷夫.佐藤穆.
{京4膨大・.. 合人間・生物科学，
E東京大・総合文化・生命科学)

..の.飽厳にlま2・・のプロトンポンプ (V-type J-r-
ATPa舗とJ-r-丹、se)が存在する.前宥lまATPを畑本分解し
て得られるエネルギーによりプロトンを漉胞肉に鎗迭するも
ので、後者I~ATP加水分解の...ともいえるピロリン・Eを
加水分解して得られるエネルギーによりプロトンを鎗滋する
という姐舗に特異的なものである.このポンプは.!主体のエ
ネルギ一利用効率という・aからも、1:た、なぜ.絢にだけ
存在するのかといった・aからも券常に興..ぃ..々 はζ
のJ-r-PPase(770アミノ陰からなる分子畳s万h の餓タン
パク貨で、 12の・貫...を鱒っと鎗.される}をコードす
る遺伝子の会長{鈎3.1kb)およびそのJ:....(鈎1.4k的、下...(鈎 1.5kb)を、インパーテッド陀R.によってタ
ロ一二ングし、その“・E列を明らかにした.この遭伝子Iま
7 つの短いイントロン (80....2∞.&~)と 8 つのエキツンか
ら傷成され、 .7および.8ヱキツンには麟貫通領調Ib<含ま
れず、.貫通・舗をヨードしているとされている領峨のうち
のlつ(Mll)Iまイントロンによって分断されていた.司信た、
主...には録写因子Dof(QNA-b加仙沼domain叫thor歯Y2'田
泊lCtlnoer)の鎗合傭織とされるコンセンザスI!RA.存在
した..'在、これらの.峨に対する Dofの鎗合唱~.予欄カ・
微鏡により解街中である.

Gla-08 
カサノリ V-ATPase， proteolipidサプユニットの6
種類のアイソフォームについて

池田己喜子， 馬見公子. 渡辺洋子1(岡山県大・保
有蔀で案要， 1)11崎医大・生化学)

カサノリは巨大な単細胞の海水中で生育する緑藻

類に属する。我々は， 高等植物液胞膜と同様にこ
の生物体の液施膜には二つのプロトンポンプ， v-
ATPase及ぴ r輸送性ピロフォスファターゼか存
在することを実証した。更に V-A TPase， proteolipid 
サプユニットの cDNA クローニングを進め，6種
類の cDNAクローン (VC1-VC6)を単穫した:VC1 

(752 bp， ORF; 91-585， 164 aa)， VC2 (825 bp， 68-
598， 176 aa)， VC3 (1，032 bp， 66-560， 164 aa)， 
VC4 (752 bp， 61-567， 168 aa)， VC5 (722 bp， 51-
554， 167 aa)及ぴ VC6(826 bp， 55・561，168 aa)。
これらの一次構造はシロイヌナズナproteolipidに

76%以上一致した。また， 相違点は codonusage， 
5'友ぴ 3・非翻訳領域にみられ.アミノ酸配列からは
こつのグループに分類された:VC1/3と VC2I4/5
/60 3・非翻訳領域に特異的なプロープを用いたノー
ザン解析により， それぞれ発現量に差がみられ. 4 
グループに分類できた (VC4/ 6>> VC 3> V C 2/ 5>> 
VC1)。現在， 成長段階と発現量を追跡している。



Gla・09
クロスリンカーを用いたヤエナリ液胞膜H+-
ATPaseの4次構造解析
週弘主皇、吉田 静夫(北大・低温研)

これまで我々の研究室で、液胞膜H+-ATP酪 e
(V-ATP笛 e)の低温失活が植物の低温感受性と強
く関わっていることを示してきた。 V-ATP舗 eの
低温失活機構を知る上で本酵素の4次構造を明ら
かにすることは重要と思われる。 V-ATPaseは、
8-13種のサブユニットで構成される複合醇素で
あり、高次構造はFoF，-ATPasefこ似ている.
FoF，-ATPase はx-線情造解析やクロスリンカー
を用いた実験で4次総造の解析が多数おこなわれ
ているが、 V-ATP儲 eの4次構造に関する解析は、
動物、.母などのV-ATPaseを含めてまだあまり
進んでいない。今回、クロスリンカーの1つであ
るDSP(dithiobis(succinimidylpropionate))を用
いてヤエナリV-ATPaseの4次情造の解析をおこ
なった.ヤエナリV-ATPaseのsubunitは9種知ら
れているが、これらの近隣関係のいくつかが分
かったので報告する。

Gla・10
植物被抱腹Ca勺H・対向輸送体の一次機造と細胞

内局在性

よ圃華.ft、中西洋一、前島正義(名大院・生命農・
生佑)

Ca1+!Hφ対向輸送体は植物液胞膜において、 Ca2+_
ATPaseと共に液胞内へのCa2輸送を担うと考えられ
ている。実際、ヤエナリ実生より単援した液胞膜
小胞でも、対向輸送体の高い活性を検出している(本
大会1997年度発表}。今回は、対向輸送体仇DNAク

ローニングを行い、その一次構造を解析すると共
に、部分配列に対する特異的抗体を作製し、細胞
内局在性を検討した。
ヤエナリ(Vigna radiJ.lto)の対向輸送体cDNAクロー
ンの温基配列は約 2kbpであり、読み取り枠から判4
鈎のタンパク質をコードすることが示唆された。推
定アミノ酸配列はA.thalianaのCa2+/H・対向輸送体
CAXl、CAX2'こ高いホモロジーを示した。 Southem

解析により、ヤエナリでは単一の遺伝子が対向輸
送体をコードすることが推定された。対向輸送体
に対する特異抗体を用いた免疫プロットでは、約
40kDのポリペプチドが液胞膜のみ検出され、液胞

膜での局在が明らかとなった。
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Glp-Ol 
シヤジクモ節間細胞原形質腹の剃滋受容初期イオン過程

主出量塾L 筒弁泉錐1、If板修_2(医大・理院・生物、

1岡崎生理研・生体腹、 2滋賀医・麻欝〉

シヤジクモ節間細胞の刺滋受容後の初期イオン過程を

電圧固定法により翻ベている。般電位を・2∞mVより 20
mV刻みに +ω-+1∞mVまで方形波により 40-100
mSの時間だけ変えたときのイオン電流のパターンの解析

結果を報告する。人工池水の組成である KC1，NaCI，均CIz，

CaCh， TESbufferのいずれのイオンも、単独の組成でイオ

ン強度が 0.05から O.lmM以上であると、厳電位の・1∞
mVよりE備で、時間と電圧に依存した電波パターンが毘
録された。イオン強度を 0.04mMに保ち、.橿.か舗に

より浸透庄のイオンチャンネル関口への・5・を掴べたが、
イオンチャンネルの開口は記録されなかった。初期イオ

ン電流のパターンは時間と、腹電位に依存して2-5種
領程度に分蔵することができる。 1.容量電流成分、 2.

容量電流成分の2.....20mSの聞に起こる旗コンダクタン

ス減少、 3.・160mVよりま健で、少量の主として内向き

に流れる成分、 4.-8伽nVより正側で顕著に外向きに流

れる成分、 5.時間的に録も還〈現れ、肉向きから外向

きに変わる成分。年会では4.の成分についで鵬演する。

Glp-02 
画像先哩による脇短評法を用いた感妊連続測定法の開発

浅弁ー視、田沢仁1、E箇萱芭、岩崎尚彦助事麗大・生物、
2福井工大・応用理仕津}

シヤジクモ錦胞の膨庄のを臨庄秤法。に画像交躍を適用し

て違締約に測定する方法を開発した

鴎在秤訟では細胞に荷重仰}を糾7てある程度変形(D)させ
ておく。 Pカ密化するとDも変化するが、この変化を協短評に

つけたガラス細管の上下の変化として顕微債で観窮する。 Wを

変えることによりDを一定に保て民 Pと締胞に加すられてい

るWは比例することになる。そこで我々 比まず、締胞にカ唱す

るWをコンピューター制御のステップモーターによって自動化

した。次に、ガラス細管の先端をビデオカメラで撮影し、画像

処理をしてガラス管の依貨が元に戻るようにステップモーター

を恒麻させてWを'闘汁るようにした。こ明示の巨康教を連続

的に葺強肘すuまPの連繍的変化を測定できることになる。実際

に、シヤジクモ細胞を使って、その外被の浸透圧を煩に上げて

Pを下げていったとき、その時のそーターの巨務教と健在P細

胞内外の漫遡壬艶は比例すること地報かめられた。

1)百zawa(1部7)Protoplasma 48:342 



Glp・03
電気的中性の法則の分子論的基礎

清沢桂太郎 (大阪大大学院・基礎工・生物工学)

電気的中性の法則は、本来iま篭解質溶液直面における経験則で、

ある大きな一定の体積内に存在する陽イオンによる燭篭荷は、

陰イオンによる陰電荷と等しいというものである.これを膜現

象に当てはめると、 E獲を繊切って流れる陽イオンと陰イオンが

運ぶ電流の和は、外l!ISからエネルギーが供給されない限り容で

あるという形になる。この電気的中性の法則は、細胞における

受動的、能動的イオン舗送、イオン調節、興奮現象などを分子

レベルで、あるいは超分子レベルで解明しようとする時、ま

た、ミトコンドリアでのA骨合成繍織を説明する化学浸透鋭を

正しく発展させるためにも定要な指導原理となる.この法則の

正当性を諭じる理蛤としては、現在のところHanai(1978)によ

る平行平板コンデンサーモデルがあるが、これは電解貿溶液内

にやや特殊な状態を想定したものとの感がある.私は今回

Coulombの式から導かれる陽イオンと陰イオンを、.近援距

.から∞にまで引き援すのに要するエネルギーと、それらの持

つ熱エネルギーを比較することによって、電気的中性の法則の

正当性を諭証することに成功したので、それを報告する。

Glp-04 
トウモロコシCa'軒/げアンチポーター遺伝子のクロ

ーニング
盤固量卑魚住信之1.2震麗尚志u

{名古屋大学・'院血生物分子応答研究セ}

トウモロコシには漉胞鵬の他にも原形質膿にも

漉胞型のCa軒/げアンチポーターが存在することを
先に明らかにした.これらのアンチポーターがそ

れぞれどのような樋能を持っているかを明らかに

するために、 Ca:軒/げアンチポーターのクローニン

グを行った.まず既知のCa:軒/げアンチポーター遺

伝子をもとにして相同性の高い領蟻からPCRプ

ライマーを霞肘した.トウモロコシのcDNAラ

イブラリーに対してPCRを行った結果、目的の

位置にバンドが得られた.そこでこのPCR断片

をもとにしてスクリーニングを行ったところ、全

長約1.2kbのORFを含むcDNAを得ることができ

た.これはAt<油協同1$のCa2ソH+アンチポーター
の一つであるCAX2とおよそ70%のホモロジーを

示し、 Ca肘 /H+アンチポーターに特有のAcidic

motifをもっ11固蹟貫通型の麟タンパク賀であるこ

とが推測された.
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Glp・05
波胞酵素APIの自食作用に額似した輸送機構

さ盟皇豊¥S.V.ScottZ，D.J. Klionsky z，馬場美鈴3
(115生研、 UC.Davis，日本女子大・理}

iI胞跡調Eの多くI草分泌経路によりゴルジ体を経て漉胞へと.
送される.一方アミノペプチダーゼI(A例)は、細胞質から.

.濠胞へと舗送されることが示されている.

ft~1ま綱飽貨のパルクの濠胞内分角厚相・ーーである自食作用に必須

な遺伝子(A尺奇の解析を進めている.それら14個のA尺遺伝子

l孟全てA刊の渡抱への鎗送にも必須であることが明らかとなっ
た.両者の涼胞内への移行過程は飢餓条件による..位、速度

・a生合成と分解と曾った点で明ら制こ異なる生理作用である.
伊1の波胞への・送過程を影鎗学的に解訴した.そ¢瀦泉A>>II草、
合成後直ちに細胞質中にa.院して未知の.子と大きな線合体を
形成する.この復合体Iま液胞の近傍で.・によって固まれて直
径約lS0nmの2重鼠傭遣を形成し、濠胞.と隊合し内織に固ま
れたAPI傭造体を濠胞内に放出する.この過程I草、マクロオー
トファジーと金く岡ーの厳現象である.さらに興味深いことに

栄餐飢餓条件下には、 A円相暗遺体は他の細胞質成分とともに選

択的にオートファゴソーム肉へと取り込まれる.従って2つの
異なる経路が共通の分子滋置を利用していることS明らかとなっ
た.APIのシグナルペプチドの役割など自食作用銀の.送形館
について・2・する.

Glp-06 
ダイコン細胞膜と液胞膜水チャネルのアイソフォ

ーム遺伝子の発現特性

須賀しのぶ、土屋知寛、前島正義{名大院・生命

農)

植物の細胞膜と液胞膜には各々固有の水チャネル

が存在する。水チャネルの植物における生理的役

割を解明するためには、細胞膜と液胞膜の両水チ

ャネルを同時解析する必要がある。そこで、私た

ちはダイコン (Raphan凶 sativus)の細胞膜水チャ
ネル (PAQl，PAQ2)と液胞膜水チャネル (γ

V胞 3，δVM23)の4種類をクローニングした。両

タイプの一次構造の相向性は40%以下であり、細

胞膜水チャネルは液胞膜型と比較して分子量が大

きくN末端側の親水性領域が30残基ほど長かった。

ダイコン実生と塊根を形成する各段階のダイコン

において、各水チャネルの遺伝子発現特性を器官

別に解析した。両水チャネルともに、ダイコン実

生の匪軸、ダイコンの葉脈、葉柄で高く発現して

いた。また、 PAQが比較的高く葉でも発現してい

たのに対しV胞 3の発現は低いものであった。これ

らの特徴から水チャネルの機能について考察する。



Glp-07 
ヒメフラスコモにおけるカルシュウム貯蔵細胞小
器官膜の水チャネル
且.lU二、菊山宗弘 I (循弁工大・応用理化学、'放
送大学・生物〉

最近水チャネルが継物細胞の原形質膜及び液胞
肢に存在することが明らかにされてきた。本研究
は細胞質中の細胞小総省にも水チャネルが存在す
るかどうかという疑問に答えるために針蘭された。

ヒメフラスコモの筋商細胞を、 10・.lClで処理
し、厳興奮性を抑制した。それからCa'+キレート
剤EGTAを含む等張液 (345..Ou)で波胞を潅流し、
その内容物をシリコン泊中にしごきだした。得ら
れた細胞摘出物にCa'.感受伎の発光タンパク質エ
コーリンを小量加えた後、 lまl軍司事量の低.主主 (44
.OSII) を注入すると、エコーリンからの大きな発
光が光司E増僑管で観測された。このことは水和に
ょうてCa'.貯蔵細胞小器官からのCa'令放出が起こ
ったことを示す。この発光Iま緬胞を予め、水チャ
ネルの陸軍事剤HgCl.(O.1111)で2.5分処漫すると、
著しく減少した。ところが細胞をHgCl.処理後直ち

に10・.2-メルカプトエタノールで洗うと、阻害
lま見られなくなった。これらの事実は、 Ca'.貯蔵
細胞小著書官の水利による Ca'・放出に水チャネルが
関与していること、曾い換えれば、編胞小11曾の
.にも水チャネルが存在することを示唆する。

Glp-08 
車軸藻細施のリン酸輸送;リン酸/Na+共輸送系の証
明とその誘導機構の解析

三越盤郎、大隅良典1、N.A.W品 ker2、R.J.Reid 2 
F.A. S叫白 2(-一橋大・生物、 1基生研・細包機紙2Dept.
Botany， Uni v. Adelaide) 

車軸穣の単雌節問細胞をリン酸を含まない液に保
存すると、成長や分裂と強立に細胞膜に高親和性の
リン酸輸送系を誘導できることはすでに報告した.
本研究では、この細胞膜リン酸輸送機構の詳細を
検討した結果、リン酸がNa+との共輸送系で取り込
まれる可能性が示唆されたので、それについて報告
する.リン酸輸送のNaに対する親和性は約 0.21酬
である.リン酸取り込みの際に、膜電流の変化が観
測されること、また、権擁法により細胞内から ATP
を除いて起電性げポンプの活性を止めるとりン酸
の取り込み量が大きく減少することから、膜電位に
より駆動される輸送系と推定された.
また、リン酸取り込み活性の誘導機構について検
討した結果、外液リン酸滋度がlmMで、誘導可能な
活性の 50%が阻害されてしまうこと、誘導には、外
液リン酸だけでなく、外液Na+の有無も関与するこ
とが明らかになった.
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Glp-09 
イネ硝酸トランスポーターcDNAの単様
田中俊憲、長谷川縛人井田正二 2(長崎県総合.林鼠厳
場、 S滋賀県立大・環療科学、 2京大・食研)

植物は主要な重量素源である碕酸を、通常根から吸収、利
用するが、その吸収は碕厳トランスポーターと呼ばれるタ
ンパク質が関与する.硝酸トランスポーターは、硫酸に対
する親和性から、 higha鐙瓜世y型とlowa貧血.ty型の2種
類が存在することが知られているが、その繊能縛造・発現
..節など碕国産吸収についての詳細は不明である.我々 は、
植物における硝酸吸収のメカニズムを解明するためイネか
らhigha鑑凶勿型の硝敵トランスポータ-cDNAを単調E
したので報告する.
オオムギのhigha鑑且ity裂碕費量トランスボータ-cDNA
をプローブとしてイネの cDNAライブラリーをスクリー
ニングし、ポジティプクローンを得た.決定された温基配
列から、得られたクローンは、オオムギのアミノ陵配列と
84%のホモロジーを示し、 12値の膜貫通領域が存在する
ことが明らかとなった.また、 N末領域に、イネ蛮硝..還
元画事業と 80%の類似性があり、これまで報告のない 10残
基のアミノ酸配列カ溜められた.ノザン分析により碕酸濠
度によるmRNAの蓄積を観察したところ、20μMでmRNA
の蓄積が観察され、漉度とともにその蓄積量は憎加し、 5∞
μMでピークとなったが、それ以上の浪IIでは減少した.

Glp-l0 
亜硝酸トランスボーター遺伝子発現レベルが植物の
窒素利用効率に与える影響
皿韮王，尼子克己， 高橋正昭(大阪府大・農・応
用生化)

細胞質での硝酸還元の結果生成した亜硝酸の葉縁
体への移行は、硝酸同化の効率を維持し、炭素固定
とのバランスを調節するためにも重要な過程であ
る.我々は亜硝酸の輸送を行う緑色組般に特有なト
ランスポータ-cDNA(Nitrl)をクローニングし
た.本研究では、 Nitrlをセンス、及びアンチセンス
方向に導入し、亜硝酪トランスボーターの発現レベ
ルをを改変した形質転換タバコを用いて、植物の成
長、蜜索開化効率に亜磁酸の輸送量の変化が与える
影響について調べた.
T2， T3世代を10mMの硝酸のみを窒素源として、
1 5日間水耕栽繕した.アンチセンス採では生育が
抑えられ、新鮮重は野生株の1110、葉中の亜硝酸は
3倍、硝酸は1.5情に増え、一方タンパク量は1βと
なっていた.亜硝酸輸送の抑制が窒素同化効率の減
少を招いたと考えられた.一方、センス株では生育
が促進され、新鮮重は野生株の1.7倍に増えたが、亜
硝酸は1β、硝酸は0.8倍に減少した.以上の結果よ
り亜硝酸トランスボーターの抑制や強化が窒素同化
及び生育に直接影響することが示されたo Nitr1発現
量と同化効率との関係も上の結果を支持する.



Glp-ll 
アルミニウムによるCbaraのアルカリパンド形成の徳容
高野隆子、重血盟星〈姫路工大・理・生命〉

土地の慣性化による組物の傷害の原因としてアルミニウ
ムが一般に限められるようになってきた。アルミニウムの
纏物に対する初期のターゲットとして細胞膜が考えられて
いる。本研究は積物膜の好適な研究材料であるシャジタモ
顛の細胞を用いてアルミニウムの細胞膿に対する作用織構
を解析することを目的としている。
Cbaraが中位以上のpB条件で光合成を行うと、炭素源と
してBC03-が用いられて∞εが固定される結果、 OB-が放出
される。 OB-の放出渇所が細胞の特定の吉区分に限られてい
るために、細胞の表面にアルカリのパンドが形成される。
本実験においてはこのアルカリパンド形成に対するアルミ
ニウムの効果を観鍍することにより、アルミニウムの頒へ
の作用機櫛について考祭した。
Cbaraの節間細胞を100μMのAIChを含む人工池水で処理
し、その細胞を5・&/100・1のフェノールレッ Fを加えた人
工池水に入れて光照射した。 4時間のアルミユウム処理に
よって、アルカリパンド形成は完全に阻害された。アルミ
ニウム耐伎の纏物においては、有機酸が分泌されてアルミ
ニウムが解毒tきれることが報告されている。また、カルシ
ウムが7ルミニウム容性を下げるということも報告8れて
いる。そこで、アルミニウム液にリンゴ酸とカルシウムを
加えたところ、アルカリパンド形成は阻害されなかった。
このリンゴ酸とカルシウムによるアルミニウムからの保護
作用についてさらに解析を行った。

Glp・12
酵母の smfl遺伝子舷媛縁の鍾飽担強位よるシロイ

ヌナズナマンガントランスポーター遺伝子の探索

亙王車己高編正昭(大阪府立大.a・応用生化)

マンガン(Mn)は光合成厳禁発生複合体の活性中心

に機能する微量必須元素であり、その欠乏は植物の

生産性に直接彫響を及ぼす'.LかL地吸収に関わ
る遺伝子の情報は鉄や銅など他の金属必須元来のそ

れに比べ非常に乏しい.我々は、酵母Sacchar開抑s

m 脚 isiaeの機能相補法を用いてシロイヌナズナの

地トランスボーター遺伝子を探索した.

酵母 SMFlは胸、カドミウムなどを輸送する細

胞膜局在のトランスポーターであり、その欠領事奈は

培地中に町TAを添加すると生育できない.そこで

YPH250株からsm!]遺伝子を合む約3lcbの領減を
陀 Rで摘出し、sm!]遺伝子構造遺伝子の殆ど全てを
除く形で伽2遺伝子を縛入した遺伝子磁調度株 smfl

を作製した.強認はサザン分析と町TA"'Fでの生脊

により行った.これに、シロイヌナズナのプラスミ

ド(pFL61)型 c聞 A ライブラリーをランダみに形質
転換させ、間TA存在下で生育する形質転換株を遺

銭した.スクリーエングの結果得らむたd別Aa:>配
列について報告する.
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Glp-13 
シロイヌナズナ高ホウ素要求性変異株加.rl・1の解析
野口享太郎、安森美帆、青木法明、茅野充男、

林浩昭、産屋鑑 (東大院・農・応生化)

シロイヌナズナの変異株を利用することは、ホウ素

の生理機能、動態を明らかにするための有力な方法

の一つである。我々は現在までに、加.rl・1変異株が
ホウ素欠乏に感受性を示し、花茎頂端部のホウ素含

量が野生型株よりも著しく少ないことを明らかにし

てきた。このことは、 borl-l変異株ではホウ素の吸

収または移行に障害があることを示唆している。

そこで、 borl-1変異株におけるホウ素の移行を解

析するために「切り花実験jを行なった。 borl-l変

異株および野生型株の花茎を切断し、その切り口か

らホウ素の安定同位体帥Bを過剰に含むホウ素を吸収

させ、吸収量を測定した。その結果、 borl-1変異株

では、金ホウ素温度は野生型株よりも有意に低かっ

たが、新たに切り口から吸収されたホウ素の量に有

意な差は見られなかった。このことから、 borl-l変

異株では花茎におけるホウ棄の移行は抑制されてい

ないことが示唆された。また、新規の変異株の単厳

についても報告する予定である。

Glp-14 
寓栂体包鹿ピルピン・値送活性の再構成義での敏由

大酉鏑ー〈鱒玉大・理・分子生物〉

葉緑体包臨に存在すると推定されるピルビン酸舗

送体の活性を再構成臨系で検出することを肱みた。

大麦・小費・ソルガムの藁肉細胞プロトプラストより

葉縁体包障を単躍し、 11Triton X-l∞で可沼化し、金

タンパクを Freezeべhaw-sonication 法により、

Asolectinリポソーム臨に組み込んだ。リポソーム肉に

蛍光性pH指示叢のPyranineを封入することで、有.

酸の輪送に伴う、リポソーム肉却の pH変化を蛍光光

度計でモニターした。この系により、包臨のリン酸傭送 .

体による PGA!Pi:交換に伴う、問機的なプロトン移動

を積出できた。

外遊にピルビン酸を添加したとき肉鶴の酸性化が、

上記纏鞠材料由来の包自覧会てで見られた。この酸性

化は、ピルビン酸のアナログである UK-5099[1α-

Oyano-s-( l-phenylindoト3-yl)acryl・Ite，開zerllこより
阻害され、包震の終処理により失われた。ピルビン酸

(アニオン/trあるいは非解陸型の)輸送活性が、 03 •
O.植物の藁縁体包厳に存在すると恩われる。



Glp-15 
酵素結合型ATP合成反応に対する有機溶媒等の影響
盈忠一皐旦、斉藤勇仁、桜井英博
(早稲田大・教育・生物)

葉緑体ATP合成酵素(CFoCFt)の単離CFlは、徴酸
性pH、高濃度リン酸存在下ではエネルギーの供給無
しにATPを合成することができるが、合成された
ATPはCFlから遊躍することができない(酵素結合型
ATP合成反応)。いくつかの有機溶媒は、 CFlのATP
加水分解活性を促進することが既に知られている
が、その効果の大きさは有機溶媒の種類や濃度に依
存する。
本研究では、 CFlのATPぉe活性に影響を及ぼすい
くつかの有機溶媒や、カピ毒テントキシン、オクチ
ルグルコシドなどについて酵素結合型ATP合成反応
に対する影響を調べた。その結果、l)ATP合成量へ
の影響;2) CFlの失活;3)反応速度への影響が観察さ
れた。したがづて、 ATP合成反応に対する作用様式
は、一概に有機構媒の疎水性度だけでは説明できな
いことが明らかにされた。更に、アデニンヌクレオ
チドがCFlにもたらす作用についても、研究を行っ
た.反応液中のADPには、高温度のメタノールやヱ
タノールによる失活からCFlをある程度保護する効
果があることが明らかとなった。

Glp-16 
通過ペプチドをもったDlタンパク質の葉緑体包膜
通過機構の解析
昼旦iI、 渡遁昭(東大・院・理系・生物科学)

葉緑体を構成するタンパク質のうち、核のDNAに
よってコードされているものは、細胞質中で前駆
体タンパク質として合成された後に葉緑体に輸送
される。通常の葉緑体タンパク質前駆体の輸送に
おいては、葉緑体のストロマに存在するATPがエネ
ルギー源として必要であることが知られている。
本研究では、通過ペプチドをもった光化学系H
Dlタンパク質の単離葉緑体への輸送機構の解析を
行った。その結果、光照射によって葉緑体内に生
じるATPをエネルギー源とすると、その輸送効率が
極めて低く、輸送反応液にATPを加えることによっ
て輸送が大きく促進された。キメラDlタンパク質
の輸送のATP要求性は、外部から添加したATPをア
ピラーゼで分解した場合、または、 ATPアナログに
よる限害実験においても確認された。これらの結
果から、キメラDlタンパク質の包膜通過には今ま
で知られているものとは異なる輸送機構が存在し、
その機構が働くには葉緑体外部にATPが必要である
ことを示唆している。また、 Dlタンパク質がもっ
葉緑体への輸送におけるこのようなATPの要求性は、
進化の過程でpsbA遺伝子が業縁体ゲノムに残され
た原因のひとつであるとも考えられる。
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Glp-17 
車軸麓における活動電位発生時の綱鹿賀カルシウム

イオンの一過性の噌加

奇自山 家弘，田沢仁， (肱送大学，生物福井工

大・応用物理化学}

車輪蕩績の活動電位は篇-1量的にはα-チャンネ
ルの活性化によって脱明されている.

活動電位発生に悔して細胞質内Ca
2
+適度の一過

性の上昇がある.襲々は、このCa
2
+適度の省加に

よって原形質蹟や漉胞鳳の0"チャンネルが活性化

されることが活動電位発生の樋構であると考えてき

た(Ca
2
+-dependent cr channel activati∞). 

一方、Ca
2
+漫度の増加やCa

2φ
電流は活動電位開

始から少し遅れて起こるとの報告があり、この見解

はCa
2φ
-depend聞 tcr channel activati∞に必

ずしも曾定的ではない.

本報告では、Ca
2
+温度の嶋加が活動電位のごく

初期から始まることを示すとともに、Ca2+遭度の

稽却は外部からのCa
2φ
の涜入によって起こること

を示す.

Glp-18 
E軸切片における膿電位と生長の浸透スト
レス適応反応に及ぼすタンパク合成系、およ

び輸送系阻害剤の影響

'北村さやか 2高橋忠ニJ・2加藤沼 (1名
大・醜・人間情報・生物システムメ名大・情

文・生物システム}

Cycloheximideや brefeldinAは、伸長生長

を阻害することが知られている.道管瀧流下

にお付るササゲE軸切片では‘ 1Mによる伸
長促進時にこれらの臨書剤を加えると、シン

プラスト眼の起電活性に顕著な阻害が、それ

に続いて生長ιも匝曹が鼠聾された.さらに、
これらの阻害剤の存在下では‘浸透ストレス

に反応して生起するはずであるシンプラス

ト膿の過分極と生長の適応回復が完全に卸

制された.これらの結果から、ササゲE輸切
片の浸透ストレスに対する適応反応には、

1Mで制御されるタンバクの含慮、および輸
送が不可欠であることが示瞳される.



G2a・01
イネのロ国F也記dclα由18における相補佐検定を簡便化
するコスミドベクターの作製
布施拓市 1. 矢野昌裕門奈理佐久佐々木卓治 l
e.水省・生物研 (NIAR) • 2生研基礎 (BRAIN) • 3.株水産先靖技術研究所 (STAFF)) 
私たちは、アグロパクテリウムや大腸菌中で安定的に増殖
可能なτ1-プラスミドpPZ民間を基本骨絡として、新しい
TIーコスミドベクター pPZP2CH-lacを作製した。この
ベクターには、 T-DNA領減にpBluescrlpt11 <SK-)の
マルチクローニングサイトが組み込まれており、様荷な制限
目撃.が使用可能となっている。このベクターには、ハイグロ
マイシン Bホスホトランスフエラーゼ (HPT)遺伝子も
組み込まれているので、このベクターを用いアグロパクテリウム
を利用して標的遺伝子を導入したイネを、ハイグロマイシンB
Sこより還依すること地可能である。また、 HPT遺伝子は、
レフトボーダーとマルチクローニングサイトとの聞に組み
込まれているので、奔組換え体の.を減らすことができる。
このベクターには、最大40kbのインサートを縛入すること
ができる。またこのコスミドベクターを用いイネのゲノム
ライプラリーを作製したところ、平均インサート長が約
32 kbのライプラリーを得ることができた。今後、この
ライプラリーをQTL解析により得られてきた遺伝子の
相補佐検定に使用していく予定である。

G2a・02
問>A法を用いたアカシアグノム間差異の直後約比般

鎗山海子、且昼竪量(王子製紙・海林資源研}

近年、アラピドプシス、イネといった継物事置においてゲノム解折
銭衡が急速に進歩している.しかしながら、分子遺伝学的方法は解
析の対象となる紛糾集団の圏直保およびこれを&.として作成され
た分子マーカーによる連鎖勉図の作袋、および遺伝子解続のための
効率的なゲノムライブラPーを必要とし、必ずしもすべての継物績
において可能である解続方法とは雷い鑓い.多くの生命現象を解析 !
する上で、アラピドプシス等のゲノム解析情報が有用であることは
縫う余泡もないが、種特典的な現象の解訴には応用の限界があると
曾わざるを縛ない。事是々 は、事本木における特典的形貨を匁)1::する遺
伝子要因を直後約に解併するための手段として、Llsitsynらによ
り錘唱されたRepresentati町田1Difference An叫ysis叙臥法}を
適用することを鉱みた.これまでに錘唱されたグノム比般は、グノ
ムのもつ複線さを考慮することなく解衡されることが多かったが、
本方法は paを併用することで再現性よく咽'画されてくる小ゲノ
ム断片を再回収し(アンプリコンの作銀)、これを幽発事オ科として
解析することによりゲノム上の差異を検出する方法である.今回、
ベトナムより入手したアカシア種の兄刻家系より生長住が明らか
に異なる個体を2系統遺書量し、これらのゲノム聞の差異について比
敏検討をおこなった.これまでにアンプリコン作製、サプトラクシ
ョン比皐等の条件検討を行った結果、サプトラクトされるパンドを
数個得ている。これらについては、サプトラクションの再現住の検
討を含めた鮮績な解紙条件について4噴射を行うとともに、得られた
サプトラクトパンドを含むゲノム領織の犠途解続および遺伝子努
現の有無について解析を進めている。
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G2a・03
ピオチン化岨P同相法によるシロイヌナズナの完全長CI別A

ライブラリF の作鰻

u堅E・ P棺。Camlncl'、西山洋子2、林崎良~'.篠崎-'0聖研・
植物分子生物、 t理研・ゲノム科学、2埼玉医科大・眼科学}

シロイヌナズナでは、ゲノムプロジェクトおよT.k聞 Aプロジェ
クト(EST商事析}が進行している.シロイヌナズナにおいて、これ*

でに約36.倒拘のESI情報がデータペースに!t録されている.しかし
ながら、 ESTクローンのほとんどは節分長cDNAであるため.セン

ス鎖c聞 Aを過剥婦させたりする研究には通していない.そこで、

ピオチン化個刊司肺法"によるシロイヌナズナの完全長cDNAライ

ブラリーの作銀について研究を進めた.今回の発表では、これまで

に得られた結果について鰻告する.

約9μsのシロイヌナズナロゼット鍋物体由来のmRNAからピオチ

ン化圏P同相法を用いて2.2X 10'の組み倹え体フ7ージクローン
を有するd別Aライブラリーを作製した.ランダムに選んだ161クロ
ーンについてベクタープライマーを用いてPCR訟を行ったところイ

ンサートDNAの平均鎖長は約1.2kbpであった.また、.も憂い

CI別Aとして全長n武NAサイズが5178bpのフエレドキシン依存性グ

ルタミン園量シンターゼの全長c聞 Aの存在地T磁隠された.

ランダムに遺んだクローンの纏基配列を鯛べることで'cD貼の完

全性を標値した.関べた111クローンの内、データベースに報告さ
れていて、かつ5・末鋪付近の配列由噌告されているc聞 Aクローン

的 1.存在しており、その内29クローン{約90%以上)I:ATGの歎

10旬以上上減まで合成されたクローン(おそら〈完全長cDNAlで

あった.

I)C.叫削剖al.(1996) G剖剛n回 31:327・お6.

G2a・04
マイクロダイセクション法を周いて単隠したオオムギ第6~島

色体からのα・アミラーゼ遺伝子のダイレクトクローニング

主丞盤.=a.大山秀夫.徳井希一1 (上銀事k育大. '~t陸農業
民厳場}

レーザ一光を用いて特定の染色体領減を切断・単商量するマ

イクロダイセクション主主.およびそこから領蛾特異的遺伝子

をクローン化するダイレクトクローニングは.植物ゲノム研

究を進める上できわめて有効な手涜である.そこでオオムギ

染色体をモデルとして本法を鼠みた.

ダイレクトクローニングの織的遺伝子としては. M6~島色

体長臓部に座位するα・アミラーゼ遺伝子α-Amy1を用いた.

α・Amy1のシークヱンスをもとにプライマーを般針し.マイ

クロダイセクション溢により単厳した第6染色体を鋪型とし

たPCRを行った.5本の染色体を周いた渇合.目的の位置

(142bp)に治帽を確鼠することができた.増幅DNA断片は

pCRIIベクターにクローニングし.泡基配列を決定した.こ

れに対して1・4本の第6染色体.5本のM7染色体を用いた場
合.治幅はUめられなかった.これらの結果は.α・Amy1が

実際に第6染色体上に存在することを示すものであり.5本程

度の染色体を周いることにより.そこに位置する織的遺伝子

を直後クローニングできることを意味している.



G2a-05 
シロイヌナズナのゲノム特使館峨に存在する遺伝子へのトランスポゾン締入変

具体系続の作出

本編令子1.2、伊麗卓也l、関康明1、.崎和子号、舗崎一曲11(1;理研・鎗険分

子生総 2;_ 岨踊四日

現在、シロイヌナズナのゲノムの金舗道直歩礎知芭由智割闘Sカのもとに進め
られそ命全纏道賢明決泡お獄訟年にほ完成予定である.会ゲノム塩道直到

決定畿の効事の良吋舵子.健解析町立与逆遺伝判閥均軍属な位置を占め

ると考えられる.そこで、シロイヌナズナゲノム極道直野礎知勧沼山でいる5

番染色体に注目し、トウモロコシのトランスポゾンk品を用いて、遺伝子破

.系統割問賞することを目的として以下¢演験を行った.

~本白四割こ晶池貨に再縛入するという穂働有あるため、義州立

也四硲浸9-13が婦入している傭峨をカバーする5・後色体上の'YTCクローン

α::381にたいして、dNd;セレクション槻).(2)を用いてあらかじめその慨に
存在するd]II，&.を単隠した.その結果、抽田.1郎同盟、 INC曲 d百回

伊抽調峰子などを含むnの遺伝子治略信憎た.次に、トランスポゼースを
供給するための1Ar24と恥羽目ト13MW物体を受配し@、F1.毘鍋物体を得、多数

のトランスボゾン婦入系統を作製した.得られた毘組物体より.TaI択ヌ法を

用いて1li389-13か‘移した隣債償眺明包列を得.αヨ~I.蛾において同定され

た遺伝子の磁・系統のスクリーニングを行った.また、白袋路13地物入した隠

鏡銅駒場E列のホモロ・》ー今一チを行うことで、遺伝子古噂圏直されている舟嚇
析を行った.現在、遺伝子合噂篇されていると鋤侍されている系働の表現形質

明断とそ明断云子岬甑融式を'れることにより、舗臨調mを遡めている.
0匂圃幽I!a.(l9!軍事匂..1悩:155-161. o拙I!a.畑ηP1oJ.12ω:481-481. 
~由hl!å.(l9!粉Ro:J.11旬。η1-732.

G2a-06 
トランスポゾンACI7JSによる縛入変異シロイヌナズナの作出

と変異遺伝子の同定

宣皇ー皇皇、集回 大舗に篠筒 -j量 (理研・継物分子

生物、 1三井費量際植物バイオ研}

纏物においてトランスポゾンは、 T-DNAと並んで遺伝子タギ

ング法に広く用いられている.今回我々は、シロイヌナズナ

のトランスボゾンDs転移系統を多数作出し、縛入変具体を用

いて変異遺伝子の織能解衡を行ったので報告する.

5.~色体にドナーとなるDs-T・DNAが縛入された観'閥
系統からDsを転移させ、転移値唱"を約3∞系統作曲した.

AcII.対立ドナー近傍傾歯車に転移しやすいこと力相られており、

実際に、約筑泌がドナー自E位を含む約1MbのCIC7Ell18Bll
領績に転移していた.昨年度の本大会において我々は、この

CIC7El118Bll領績に存在する遺伝子伝聞A)をcDNAスキャニ

ング法を用いて網極的に単隠したことを線告した(1).そこで

今回、これら遺伝子への縛入変具体をTAll.-陀R法を用いて

スクリーニングしたところ、 beta・8ωblinと鎗能未知遺伝子の

2遺伝子について縛入変具体を得ることができた.またこの

他にも、 FtsHpr叫曲揖.RPP5. 40S rlbosomal prot蜘 S13など、

多散の遺伝子への縛入変具体を単律することができた.現在、

これら縛入変異シロイヌナズナのいくつかについて、表現形

貨の解街を行っている.

1)伊藤卓也他、 97年度本大会要旨集 p2飽.
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G2a-07 
Ac/民系トランスボソンを吊tシロイヌナズナgar四f..ftn:tion

察却材句麗蔀場醗

盤狙臨占、植村雄子、劃郊!lG司or討 mitz'、附8Js清副ぜ G東

大.a・底辺凶t.'uw闘 tst副陥剣

内ホabl同跡羽倉匂盟関胞を鳳、tdl帯保で成功を叙めて五味

逝日攻酒幽也司肘〈変調材旬銭却靖蝋勤痛く隠除智L現

在シロイヌナズナやイネの同開同繍鵬多くのグJ←った
よって市オ1てい&樋細好矧粛‘沼海噂入lこより沼樹ヒ

する渇合、t:dIárI同副司~Iζ見e:，n.るエンハンサ→こよるプロモー

ター保組出組こ、プロモーター4噂入による関陣雌王子備高

潤劃肋句通。今回内定ls系トランスポゾンを鳳¥1:1[.2.叫舌

樹臨海切随神コタギングエレメントを作載し丸自己虫摺切端

欄こより、胸自制笥御10.:嶋創こ傾町る手間鵬惜7ると

いう特徴を有す。 td)s(f.海道旭賓動稲EいタJ匂にこのエレメント

を滋入したとこそ). T1世匂こ制する田'*輯弘およびT2^J!)

蔵、伊制副静鵬畑恥れ九シロイヌナズナてもT1

樹航〉帽で割'*嗣劫咽隠され九現在伊川百細血清擦

を骨、て15り、毎拍車晴嵐以祖掴勤電タギング酎Tう倒ミ曹硝q
なtバJIJて鷺渇Q}/J活か噂月ら刺こし甘すく予定であ&

G2a・08
イネの伸長DNAファイパーを用いた高解像FISH法
による遺伝子コピー教の推定

近江戸伸子木島暁子1，2ハンスデヨン矢

福井希:=r-(1・水省・北陸鹿鼠 2新潟大学・自然科
学 3ワーゲニンゲン大学)

イネFISH法において，数メガペースの解像度の体
細胞分裂前中期染色体を用いた方法を基本とし，核

から直接，伸長させたDNAファイパー D貫通)法を用
いて，数百ペースの解像度をもっ高解像FISH法を開
発した.

Aゲノムに特異的な反復配列何回A.)とテロメア
を，マルチカラーFISH法を用いて.イネ染色体上と
EDFs上にマッピングし，同時に画像解析法を用いて
DNA長の解析を行なった.EDFs-F1SH法によって，
T民Aとテロメア配列は同時にビーズ状の蛍光で検出
され，イネ染色体の末婚織造が明らにされた.TrsA 
とテロメアにおける反笹教が推定された.

さらに高解像EDFs-FISH法によって，一部分が重
なり合うバクテリア人工染色体 (BAC)のコンティ

グマップの作成が可能となり，ゲノム研究における

染色体物理地図上のギャップを解決するための重要

な情報を提供すると考えられる.



G2a・09
完全合成改変GFPを発現する形質転銭シロイヌナズ
ナの作出
量翠塵去，平野貴蟻，清水正則.小林裕和(俗岡県
大・生活健康科学}

独自に完全合成・改変した !t:iFP(S65刀遺伝子
は，総合した蛍光量がもとのクラゲのGFP(green
fluore詑 entprotein)より120倍明るいタンパク買
をコードしており，一過性発現系を用いた解析結果
から，犠，プラスチド，ミトコンドリアへの移行シ
グナルと触合することにより，期待する細胞内オル

ガネラへの移行を検出することが可能であった.
一方で.GFPIこは細胞内毒性がみられ，形質転換
植物での利用が限定されるとの指嫡がある.そこ
で.sGFP(S65T)について細胞内竃性を検討する目
的で.恒常的にsGFP(S65T)を発現する形質転換シ
ロイヌナズナの作出を行った.その結果.GFPの発
現レベルが高く，かつ自殖可能な形質転後体を通常
の頻度で得ることができた.従って.sGF P(S65 T) 
に闘しては.細胞内毒性が毘められないことが明ら
かとなった.加えて，犠，麓縁体，ミトコンドリア
各々の移行シグナルとsGFP(S65T)との融合タンパ
ク質を恒常的に発現する形質転換シロイヌナズナも

得られ，各々について，担，藁，生殖器官のいずれ
においても期待される細胞内オルガネラにおいて，
蛍光シグナルが検出可能であることがわかった.

G2a・10
シロイヌナズナゲノムプロジェクトlV:dlIIAの大規模

時懇麟F州一棚田畑之

180 

G2a・11
鎗物ゲノムの組編性倹定織能を.えた大容量.能性ゲノムライ
ブラリーのイネでの舗鍍とその応用

角回mli!、左繍修、鉄山康紀、佐々 木典子、盟堕量三
(a水省・生物研}

ポジショナルクローニング法は...でこれまで未聞街であ
った~~陸軍の少ない、調;.形成を初めとする各自Eの嗣節遺伝子、
シグナル伝達系遺伝子等の体系的な.111.訟を鍵供するもので.

Arぽ雌句潟抱に止~らず全ての舗"での適用が今後期待されて
いる.これまで、この手迭を用いるにあったって大きな鱒奮と
なってきた..段階での効寧的な舗網位倹定法の欠如を温める

べく、重量々は一昨年勉自の大容量バイナリーベクター凶IGRZ
を開発し、これによるヒトの40kBのゲノム踊片のイネへの
ゲノム断片の原型を緩縛したa入に成功したことを綴告した.
このベクターのa・・Eを諸島mして‘ゲノム断片のインサートそ
のものを鎗"に繊入でeるようt.l.能性ゲノムライブラリーの
備織をIitみ.高い効.(5 X 10 ・クローンIμgインサー卜D
NA)で平均40kBのイネのゲノムライブラリーが完成した.
1敏のプレートに 12，000クローン鋸くことにより、 1プレート
でイネの1ゲノム分を収書することが出来る.より大きなイン
サートも可鍵であるが.このインサートサイズIまBAC・でフィ
ジカルマップが完成した領織において.鋤寧的な.舗遺伝子の
S盛り込みに効』民的であり、さらに後れば目的遺伝子の・.の・
終的なB・111こも役立つ.このヨ院の完成で、一般の・舗でもポジ
ショナルクローニングが遺伝子m・の.$的な宇治のーっとな
ると宥えられる.イネのいもち術調Un後遺伝子の単.の・終段
備の敏り込みにこの系を用いた例についても線告する.

a・12

員
七々

割
}プE

部1
4究
5日j錫.. ーマ

クローンを主として使用してる。各染色体
.マーカーで違法されたクローンの末端配

解析し、その情報を基にYACクローンとの対応
隣接するクローンとのオーパーラップを確認す
とにより、位置情報の確定したクローンを解析

定は
約10
た配
コー

域の予測等の解析結果と共にWWWsi鉛

月
-OVIJ昆0¥曙定配列}であり、 97年12月までに59ク
ンについてのデータを公表している。これらの
ーンでカバーされる4.5Mbのゲノム配列中に
のタンパク質コード遺伝子が予測され、遺伝
度はl遺伝子/4，344bpであった。プロジェクト
行状況について報告する。



G2p-Ol 
イネ細胞質型グルタチオンレダクターゼの遺伝子稲造解
析と細胞内局在鶴位
よ虫弘.'、中島美恵子'、議田重人‘・2、僧村威宏ぺ
問中園介'，'('京府大...生資化、'京..  資センター}

グルタチオンレダクターゼ{聞}は、グルタチオンの関
与する還元反応により、細胞内の高い還元状惨を縫持す
る働きを担う.また、活性厳司長消去系欝素のーっとして
も知られている.以前我々は、イネ聞のeDNAクローン
(R脱 2)を単荷量した.一次構造の解析により、問C2は細
胞質型のアイソザイムをコードすると考えられる.今
回、RGRC2に対応する核遺伝子の構造解析を行うと共
に、コードするタンパク質が細胞質に局在すること明ら
かにした.堕B堅遺伝子は、 5・エキソンを含む約7kbの
遺伝子であった.R開C2の・RNAおよびタンパク貨は、領
とカルスで強〈検出された.イネ緑3震をオルガネラ分画
後、銑イネ開抗体を用いてウエスタンプロットを行った
ところ、シグナルは主に細胞質画分で見られたが、ミ卜
コンドリア画分でもわずかに後出された.さらに、この
筑体を用いて組織中でのイネ聞の分布を調べたととろ‘
細胞霊に沿って多〈のシグナルが検出された.この分布
は細胞質型スーパーオキシドディスムターゼと額似して
いることから、イネ細胞質型聞は、他の細胞質型活性蹟
秦消去系酵素と箇箇的に織能している可能性が示喧され
た.

G2p-02 
葉緑体発現型、細胞質発現型グルタチオン還元酵素
の抗菌化能力とストレス耐性の比較
山由撞雄、田中博道、青野光子1、久保明弘1、
田中 浄(鳥取大・農・植物機能、 1園立環境研)

グルタチオン還元酵繁は過融化水繁消去系である
アスコルビン酪ーグルタチオンサイクルなどで酪化
されたグルタチオンをNADPHにより、再還元する酵
素で、葉中では大部分が葉緑体に存在し、植物の抗
酪化ストレス耐性に関わっていることが知られてい
る。これまでの研究において大腸菌起源の本酵素遺
伝子を葉緑体で発現させても、細胞質で発現させて
も抗酸化活性に差が認められなかった。今回は植物
起源のグルタチオン還元酵素を葉緑体あるいは細胞
質で発現させた形質転換タバコを作出し、ストレス
耐性について比較した。アラピドプシス葉緑体型グ
ルタチオン還元酵素cDNAもしくは、ホウレンソウ細
胞質型グルタチオン還元酵素cDNAをpBI121プラスミ
ドに組み込み、タバコに導入することにより、グル
タチオン還元酵素の葉緑体高発現型、細胞質高発現
型を作出した。これらの植物のパラコート、低温、
乾燥などのストレス耐性を比較するとともに、抗蹟
化物質と抗磁化能力の変動について調べた結果を報
告する。
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G2p・03
タバコにおけるマンガンカタラーゼの発現とストレ
ス耐性
田中博道、五十嵐隆夫人河野泰久2、
山内晴雄、且且」主(鳥取大・農・植物機能、
1国立環境研、 2島根大・生物資源科学)

植物は種々の環犠ストレス下で活性酸素傷奮を受
ける。カタラーゼ11>司主酪素の一種である過酸化水
素の消去に関わる酵素である。纏物を含む殆ど全て
の生物のカタラーゼはヘム鉄を含むが、葉中のへム
カタラーゼは強光、低温、乾燥など多くの環境スト
レスで失活する。乳.菌にはマンガンを反応中心に
持つカタラーゼが存在し、この酵繁はヘム酵繁と比
べて、温度、種々の阻書剤に対して、高い安定性を
示すことから、マンガンカタラーゼ遺伝子(1)を
植物で発現させることにより、ストレス耐性植物の
作出を鼠みた。乳酪菌マンガンカタラーゼ遺伝子を
pBI121ベクターに組み込み、タバコで発現させた。
本遺伝子を大腸菌で発現させたときには、マンガン
カタラーゼ蛋白質は存在するが、カタラーゼ活性は
認められなかった。一方、タバコで発現させたとき
には、カタラーゼ活性が認められた。マンガンカタ
ラーゼ形質転換タバコの種々のストレス耐性につい
て調べた結果を報告する。
1.Igarashi.T.. Kono.Y. and Tanaka.K. J. Bio1. 
C陥m.lli. 29521・29524(1996) 

G2p・04
ラン漢の重金属結合タンパク質SmtAの重金属結合数

および結合部位の解析
藤井博史、阿部佳代、木村愛子、森田勇人、林秀則

(愛媛大・理・物質理学)

ラン藻の重金属ストレス応答には、真核生物の重金
属結合タンパク質メタロチオネインと類似のタンパク
質が関与している。しかし、その金属結合能に関する
詳細な解析は行なわれていない。そこで、ラン藻にお

けるメタロチオネイン様タンパク質の機能を明らかに
するため、ラン藻Synechococcωsp.陀 C79420)Sm凶に
おける金属結合数および結合部位の解析を試みた。
解析に用いたSmtAは、 OST融合タンパク質として
大腸菌中で大量発現させたのち、切断分援し、精製し
た。 113Cd2+を結合したSm凶の113α-NMRの測定結果

から重金属の配位状態カfJ種類存在すると推定され
た。Zn2+を結合したSm凶をICP発光分析により解析し
た結果、 SmtA1分子につきZn2哨ち原子結合すると推
定された。 SmtAにおける3原子の重金属に対する配位
子と重金属のクラスター構造を推定するため、システ
イン及びヒスチジン残基をセリンに部位特異的に変異

させたSmtAを作製し、それぞれにおける重金属の結
合能を解析した。



G2p-05 
タパコ BY-2JS..胞の細胞周期に対するUV-Bの影.
坦皇室二、平笑司、大木策、竹内俗ー(北海道東海大・エ・
生物工)

オゾン層の破績によって地表面への到達量が増加する紫外

線 UV-B(29On・-32On・)は、植物の成長に隠密的な効果を
及ぼすことが広〈知られている.重量々はその成長の束通穫の

ひとつで従来あ去り研究されていない細胞分製に注目し、タ
バコ培養細胞 BY-2の同調絡獲の鋸胞周期の遂行に対する

UV-B の~・について検討した.アフィデイコリン処理によ

るGI/Sアレストを解除して得られる問調培養の開始と同時
にUV-Bを照射すると、コントロールで埼費量7-8時間後に

みられる分裂指敏のピークが観嫁されなくなった.しかし、

より低いレベルの UV-B照射では、ピークの遅延と低下はあ
るものの、同鏑的な分裂指散の上界がみられた.また、 UV-

B 照射時期を変えると、細胞周期S期での慮受伎が.いこと
が示唆された.これらは UV-B照射によって引き起こされた

DNA損傷が、繍抱周期の遂行を阻書し、一方で鍋傷の修復が

起こっていることを示唆している.実際、光回復を促進する

と考えられる青色光を UV-B照射後に連続的に照射すると、

細胞周期の回復の程度が高まった.現在、 UV-Bによる DNA
損傷産物としてCPD(c)'cl曲ltanepyriaidin8必.ra)と(6-4)P
(pyriaidine-(6・4)-pyriaid鵬御t仰向伽ta)を也lSA法で定
量し、上述のデータとの関連を検討している.

G2p-06 
シロイヌナズナの極における紫外線で誘導される

形態変化
柴田百合子 1、永田俊文 2、鐘ケ江弘美 3、森昌樹 3、

鎌田博人菊池尚志 3(1筑波大・生物科学、2科学技
術振興事業団、 3農業生物資源研究所)

矯種後 3週間のシロイヌナズナCArabldopsis
tha1iana)にUV-B(30μW/cm2)を照射すると、
根の伸長異常、根の膨潤等の形態異常が誘導される

ことを見い出した.根の伸長異常の頻度は紫外線強
度によって増加することから、この現象が、紫外線

強度に依存した反応であることが明らかとなった。

また、エチレン合成匝害剤で前処理を行うと極の伸

長異常が観察されないこと、オーキシン匝害剤の前

処理を行うと根の伸長異常が観察されなくなるこ

と、加えて、エチレン非感受性突然変異体に紫外線

を照射した渇合、野生株と比較して、根の屈曲およ

び根端細胞の膨潤の程度が低くなるという実験結

果から、この現象にエチレンおよびオーキシンが関

与していることが示唆された。さらに、活性酸素消

去剤の投与によって紫外線照射で誘導される根の
屈曲膨潤反応が抑制されることから、根の屈曲およ

び根端細胞の膨潤に活性酸素が関与していること
が示唆された。
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G2p-07 
恨組鎗由来カルスにおいて内在位光合成遺伝子 RBCS
が発現している新規cesシロイヌナズナ突然変異体
毘英敬.門編仁和.丹羽康夫.小林俗和(静岡県立
天工互晋盈康科学)

録業組織特異的に発現する光合成遺伝子リブロース.
1，5・ニリン敵カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼの小
サブユニット遺伝子 (RBC勾の組織特異的発現制御犠
織の解明を目的として.録業組織由来カルスにおいて
RBCSプロモーター制御下のレポーター遺伝子が発現
している突然変異体 C8S(callus expression o' RBCSI 
の選抜について既に線告Cた.ぎの掲合は.J震にお有
る遺伝子発漫産物のカルスへの持込みの可能性が考え
らるため.根組織由来カルスにおいてRBCSが発現し
ている新規ces突然変異体の選銭を低みた.
R民:;Sおよびクロロフィルalb・結合タンパク賀遺
伝子 (CAB)プロモーターの制御下に置いた各種レポー
ター遺伝子を導入した形質転換体2・1・6を用いた.こ
の2-1・6 の種子を変異原エチルメタンスルホン厳
(EMS)処理後，得られた約8，000のM2個体について選
綾し，複数の変異体候補を得た.そのうちの1つは.
レポーター遺伝子発現でモニターされるRBCSおよび
CABの発現が.それぞれ2・1・6の約70倍および約10
倍であった.さらに内在性R即 SmRNA量も 2・1・6よ
り高い値を示すことを見いだした.

G2p・08
タケノコのベクチンについて

益孟査主主、掛川弘一、石井 忠(農水省森林総合研究所)

単子業績物であるタケノコの細胞壁は主にセルロース、ア

ラピノキシランと (1→3、1→4)-p-[)-グルカンから構成さ
れており、ペクチンの含量は双子葉植物のそれに比べて極め

て低い。しかし、タケノコのセルラーゼ等による酵素加水分

解により、オリゴガラクツロナイド、ラムノガラクツロナン

1 (RG-I)オリゴ槍やラムノガラクツロナン 11 (RG-II)が

得られており、そのベクチンは双子葉植物と同様にRG-I、

RG-IIとホモガラクツロナンを含むと推定されている。本研究
ではタケノコ細胞壁の分別抽出物から精製したペクチンを双

子葉植物のペクチンと比鮫し、その差異を検討した。

タケノコ細胞壁のガラクツロン酸含量は約2%であった。

タケノコのペクチンは0_05M Na2CO，により効率的に抽出さ

れず、 1Mや4MKOH抽出物にも残存した。0_05M Na2CO， 

抽出物中にはRG-[は存在せず、アラピノガラクタンを側鎖に

持つホモガラクツロナンの断片とRG-IIが含まれていた。RG-I

1;14 M KOH抽出物から得られた。また、双子葉植物のベクチ

ンに比べてホモガラクツロナンが少ないこともわかった。以
上のことから、タケノコでは伸長成長時にホモガラクツロナ

ンが分解されるため、双子棄権物のベクチンと同じオリゴ績
が得られるものの、ペクチン含量が少なくなると推定された。

また、 RG-Iの一部も分解されたため、 0_05M Na2CO，で抽出

きれなかったのかもしれない。



G2p-09 
ギンドロ培養細胞における伸長成長に関連した細胞壁多塘類の

合成

鐙出弘二，枝重有佑，石井忠(農林水産省・森林総合研究所)

高等綾物の細胞墜は細胞の成長にともなって活発に代謝され

ていると考えられる。細胞壁を樽成する主要な多緒類のうちキ

シログルカンの分解や再構築についてはこれまでに多くの知見

が得られている。し!かし、その他の細胞盤多繍類、特にベクチ

ンと伸長成長の関連については不明な点が多い。ギンドロ培養

細胞はその成長過程を分裂成長期と伸長成長期に区別すること

ができる。演者はこれまでにこの培養細胞系を用いて成長過程

における細胞壁多槍類の変化について研究し、キシログルカン

に加えてペクチン系多箱類のうちガラクタン、アラビナン、ア

ラピノガラクタンといった中性多様須の代裁が活発に起きてい

ることを明らかにした。しかし、これらの変化は細胞盛多績類

の分解と合成のバランスの変化によるものと考えられる。そこ

で本研究では伸長成長中の郷胞壁多緒類の合成活性を飼べるこ

とを目的として実験を行った。

伸長成長が活発な継代後8日目の細胞にIU.l4C1グルコースを
与えてトレーサー実肢を行った。培地に添加し均U. l4Ç~グルコ

ースの放射活性は添加後1時間で急訟に減少した。細胞に取り

込まれた放射活性の多くは細胞の可溶性画分に存在していた。

ラベルされた細胞墜を分別鏑出して放射活性の分布を鯛べたと

ころ1Mおよび4MKOH可溶性画分に高い活性が倹幽された。こ
れは伸長成長が活発な時期にへミセルロースの合成が活発に起

きていることを示している。

G2p-l0 
蒋花生観細胞蟹偶成成分の分続

担麗腫輩、阿江敏治I (弘前大・敏曹、.水省..環研)

落花生は大豆、ソルガム等にtむペ低リン土績において
リンの吸収がE齢、.落花生織の細胞鐙は大豆やソルガム
の繍胞畿に比べ怠溶性リンE・の溶解飽が高〈、その溶解
飽はこれまでの実・ーより繍鳳豊に存在すると考えられる.

そこで、その溶解飽濡色部位を特定するための議礎的知

見を得るために、落花生後細胞盤情成成分の分4貨を行っ
た.

約2タ月間砂続続続(聞花初期}した.花生緩から細
胞墜を創鰻した.常法に縫いぺタチン蛾物質、ヘミセル

ロース、セルロース百分に分麗し、..成分続およE瑚
絡会犠式分衡を行った.*た、ドリセラーゼ処理軍により

縛られるオリゴ糠断片を同4・4と分併した.

落花生根細胞盤を傭成する主畏多績額は、ラムノガラ

タツロナン、アラピノガラクタン、アラピノキシラン、

キシログルカンおよびセルロースであった.また、主要
フsノール位..として、 p-タマル司t(約1q/壁1ρ が
ペタチン様物質にエステル結合していることが示喰され

たが、フェルラ国Eはほとんど検出されなかった.

露溶性リン司E溶解飽の細胞盤成分については検街中で
ある.
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G2p・11
S加配ぬraIcharac町 izati叩 d町iselaぉ-e組前節d

apJ地ecell-wall fragments 

R叫阻aNara11 and Yoji Ka帆 Fac.Education.

HirosaJci・Univ.Hiros叫川崎.Aomori 

Aswe p即 io岨slyreported a minor amou臨 of岡町
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are present in the apple cell wa¥ls. 

Apple cell wal¥s free of EDT A剖 lublepectins were 

trea凶 withDri剖蹴.thee町町wbichhas been 
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lower molecular weig加∞mpar官dωintactfractions 

sugge錠ingthe p悶 enceof岨 es加 link.The fractiωs 

∞圃凶且ingester-linked fragments w唱ref1町therpurified 

and structuraUy charal:淑:rized

G2p-12 
ウキクサのアピオガラクツロナン

恵一血コ田中僻{京銀大院'..'甲南大・理)

ウキクサl草花芽分化の楊導アッセイ纏物として有用である.

一方、成分的にみればウキクサはアピオースに富み、アピオー

スにエステル結合していると考えられているホウ家含置が高い

特徴を有している.そこで、ここではアピオースが結合してい

るとされているアピオガラクツロナンに注目して細胞壁成分を

分析した.

ハイポネックスの0.1'"港湾を用い自然日長下25-cで猪穫し
たウキクサ (Lemnagi.助 aG3)をポリトロンで粉砕し、 80'"
会水アルコール鏑出した.この.胞盤面分(ホウS憶を804ppm
含む}を水、然水、 DMSO、∞TA.0.05M炭磁ソーダ、 4'"水
般化カリウム及び17.5'"苛性ソーダ'-4'"ホウ厳で順次鎗出し
た.鏑出物中のアピオースの分布を分衡したところ、いずれの

画分にも含まれていることが分かったが、熱水鎗出物中に純度

の高いアピオガラクツロナンffl存在していることを見いだしそ

の傭造解析を行った.これまで分解を伴うシュウ霞アンモニウ

ムがその鏑尚に用いられてきたが、今回県水鏑出により得られ

たことにより、アピオガラクツロナンのネイティブな状鎗の精

道解析が可能になった.



G3a・01
ホウ厳・カルシウムイオン・ラムノガラクツロナン II~複合

体がペクチン賞多積を細胞壁内に保持している

企埜量.中川広宜，悶E・・1，闘谷次郎(京.大・院・
厳・応用生命科学}

纏物.胞盤中でホウ濠(B)はラムノガラクツロナ

ン11(RG-II)とエステル結合することによりペクチン賀

多衝を鍵4脅している. B-RG・II~・合体はホウ.とRG・11 単

量体を混合するだけで再構成されたが，安定な複合体形

成にはCa2+が必震であった.またダイコン細胞僅から

単麗した纏合体はホウ.と当量のCa2+を含んでいた.

CDTAでこのCa2+を除去すると複合体は徐々に分解し

た.これらの結果から.細胞盛中のB-RG-II!鍵舗はCa2+

によって安定化されていると考えられた.

ダイコン細胞霊を1.5%SDS水溶液(pH6.5)で

洗浄するとCa2+，B，ペクチン貨は各々96%，13%， 

6%が湾出した.細胞壁に残存するCa2+はRG-IIに結合

していた.さらに残澄を 50mM CDTA (pH 6.5)で抽

出すると， Ca2+， Bはそれぞれ4%，80%湾出し， B-

RG・II~複合体は分解した.このときペクチン貨は 61%

が湾出した.以上の結果は， BとCa2+による RG・.11領繊
の集編術遣がペクチン貿ネットワークを細胞蟹内に保持

していることを示峨する.

G3a-02 
タバコ培養細胞におけるホウ酸.ラムノガラクツロナ

ン11複合体の分布

高崎美紀.盟重ft，小林優.高部圭司1，岡谷次郎
(京都大.a・応用生命京都大...森林科学)

ラムノガラクツロナン 11(RG-II)に対する抗体を用
いてタバコ培養細胞BY・2におけるホウ酸-RG-II複合
体の局在部位を検討した。 RG・11ヱピトープは細胞壁
の細胞膜近傍に多く存在し、ゴルジ体とその小胞も
抗体により標融された。分裂後期から終期の細胞で
は形成中の細胞板にもRG-II工ピトープが検出され
た。 RG-III;t:ゴルジ体で合成されて細胞墜に分過さ
れ，細胞分裂の際には細胞板の形成にともなって合
成されていることが示峻された。
ホウ素温度 1ppmの繕地で生育している細胞を低
ホウ素培地 (10ppb)に移植すると， 24時間後には
約半分の細胞が死んだが， 1週間後には細胞は増え
ており.生き残った細胞が婚殖したようであった。
培地ホウ繁灘度を継代矯養ごとに下げ， 10 ppbホ
ウ棄で生育する celllineを選抜した。選抜細胞の細
胞塁走は膨潤して厚くなっていた。 RG-IIエピトープは
細胞盤中に均等に分布しており.コントロール細胞
に比べ標融密度が低かった。細胞盤のホウ棄含量も
低く， RG・11の量との相闘が推察された。
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G3a・03
ラムノガラクツロナン Eーホウ酸複合体中のホウ

酸エステルの結合位置

亙正一星、，松永俊朗" M. ONeill '. A. DarvilI> ， 

P. Albersheim 2 

(森林総研，九農試" CCRC，ジョージア大学2)

細胞壁中に存在するラムノガラクツロナン II(R

G -11)は，ホウ酸エステJレを形成してRGー11二

量体 (dRG-II-B)として主に存在する.ホウ

酸エステルは4つのアピオース残基の2つに結合

しているが，どのアピオース残基と結合しているか

不明である.そこでホウ酸エステJレが結合したアピ

オース残基を検出する方法を開発した.細胞墜から

単離したdRG-II-BとPb ，+存在下に血vitro

に生成した dR G-n-B及び単量体 (mRG-

11)をそれぞれこの方法により分析した.ホウ酸エ

ステルは全ての dRG-n-Bにおいて2-0-
Me -X y 1を含むアピオース側鎖にのみ選択的
に結合していた.

G3a・04
真性粘菌変形体の分化過程における酸性ホスファター

ゼの拳動

盤主堕壬，田中祐子，金子発子(日本女子大・理・物生)

真性粘菌 (Physarumpolycepharum)変形体の細胞内

可溶性酸性ホスファターゼ (APase)には2種類のアイ

ソフォーム (Rm値:約0.6および0.7，分子量:約57kお

よび40k)が存在する。 Ameri伺掠変形体に対して暗所

飢織処理を行い，細胞墜を有する耐性型細胞(スクレ

ロチウム、 Sc)を誘導した。 12時間毎にサンプリング

し、 Scの形成率を算定した結果、 1.5日めからScを形

成を開始し、 4日めには90%の形成率を示した。サンプ

リングした試料から粗酵素を抽出後磁安分画し活性を

測定した結果、変形体からScを形成する過程で酎金ホ

スファターゼ活性は1.5日めにその活性のピークを示し

た。スクレロチウム形成誘導開始から終了までを通し

てアイソフォームの組成は2種類であり、アイソフォー

ム聞の活性比に変動が認められた。



G3a・05
粘菌~o.lx~ρhon刷liumpal1idu"ゆ厩タンパク質g凶4
の分子週伝学的な機能解析
宜主」監，落合康{北大・理学研究科・生物科学}

粘菌 P.ρlaJlidumは単細胞が集合して多細胞からなる
子実体を形成する.この子実体では中心の柄に対し
て複数の柄(輸生綾)が車軸状に生じる.P.ρlaJlidum 
の膜タンパク賀卸64は多細胞形成に必要な細胞鍍着
に関与する分子として同定され、一方g凶41ま多細胞
体形成後の形態形成時に量が誠少することが分かっ
ている.私たちはgp64の機能を明らかにするため
に、邸側遺伝子破自直線(KO)・過剰発現綜(OV1)を
作製し、細胞接着や形態形成の彫'について検肘し
た.その結果KOやOVlに顕著な細胞銭着能の変化は
検出されなかったが、これらは形態異常を示した.
まず、 KOは子実体あたりの槍生績の敏が30%ほど増
えていた.OV11ま暗所で発生させると輸生枝のない
異常に長い傭造を示した.この時OVlのgp64の蓄積
は顕著であった.この結果はg凶4の消失が形態形成
開虫歯の引金となることを示嘘する.次IこKOの輸生枝
を多く形成する性質が分泌性の因子によるものか否
かを検討するために、 KOと野生縁でキメラをつくり
輸生接形成の影響を周ぺた.その結果KOの存在で輸
生伎をもっ子実体の割合が治加した.またKOはキメ
ラ多種胞体で前留に分布することが明らかになっ
た.多細胞体の前節はオーガナイザーとして櫨能す
ることがしられている.現在KOが分泌する物賓とそ
れに関わる情報伝達経路に・ついて検討している.

G3a-06 
オジギソウ屈曲運動におけるアクチン系細胞骨格
の関与
山盛隼塑王、神湾信行、田宮徹、土屋隆英(上智
大、理工、化学)

オジギソウ (MimosaPudica.)の屈曲運動を担う
のは、業枕の柔組織に存在する運動細胞である。
これまでに、続々は、アクチン重合租害剤のサイ
トカラシンDにより、屈曲運動が匝害されること
を見いだした。このことから、運動細胞の刺激応
答には、アクチン系細施骨格が関与していると考
えられた。そこで、本研究では、主薬枕運動綱施
におけるアクチンの動態を明らかにするため、屈
曲運動前後における主薬枕の凍結切片を作製し
た。切片をローダミン.ファロイジン染色後、共焦
点レーザー顕微鏡で観察し、運動細胞内アクチン
フィラメントの局在を調べた。その結果、運動前
後において、アクチンフィラメントの配向が動的
に変化することが観祭された。さらに、このよう
な屈曲運動に伴うアクチンの動的変化を調節する
機構を解明するため、 DNase1アフィニティーク
ロマトグラフィーによりアクチン調節タンパク質
の検索を行った。現在までに、オジギソウ組織よ
り、カルシウム依存的アクチン結合タンパク質の
候補を複数得ており、これらのタンパク質の解析
を行っているの
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G3a-07 
オジギソウ屈曲運動に関与するアクチン
皇』ヒ去、極賢姫、神津信行、田宮徹、土屋隆英
(上智大、理工、化学)

これまでに当研究室で観察された、アクチン重
合阻害剤によるオジギソウ屈曲運動能の消失よ
り、屈曲運動におけるアクチンの重要性が示唆さ
れた。そこで、屈曲運動に関与するアクチンアイ
ソフォームを検索することを目的とした。まず、
オジギソウタンパク質抽出液を二次元電気泳動
し、アクチンアイソフォームの分磁を試みたが、
アイソフォーム関の違いは観察されなかった。そ
こで、 RT・PCRにより増幅したオジギソウアクチ
ンcDNA部分配列を決定したところ、オジギソ
ウには少なくとも 3種類のアクチンアイソフォー
ムが存在することが明らかとなった。
現在、各アイソフォームを比較検討するため
に、オジギソウゲノムライプラリーから、オジギ
ソウアクチン cDNA部分配列をプロープとしてス
クリーニングを行っている。今後、得られたゲノ
ムライブラリー由来アクチン遺伝子の塩基配列を
もとに、屈曲運動に関与するアクチンアイソフ
オームを明らかにしたい。

G3a・08
高等植物細胞の微小管形成中心:核からの微小管

形成を担うタンパク質の同定

五韮玉置、水野孝一(大阪大・院理・生物科学)

タバコ繕養細胞BY.・2から単離した核を用いて微

小管形成中心を担う因子の単磁を行ったところ、

SDS・.PAGEの移動度から推定分子量が約40凶)aのタ

ンパク質であることが推定された.このタンパク

質に対する抗体を作製し、核分蘭をウエスタンプ

ロットで分析すると一本のバンドとのみ交差した

ので、これを用いてcDNAライブラリーをスクリー

ニングし、そのタンパク質をコードするcDNAのク

ローニングを行った.その結果、このタンパク貨

は、 279アミノ酸から成る塩基性タンパク質である

ことが推定された.また、すでに報告されている

タバコヒストンHlと9296の相向性を有することと

BY・2において似たタンパク質が他にないことよ

り、この微小管形成中心を担うタンパク質がヒス

トンHlそのものであることが示唆された.



G3a・09
加圧凍結}凍結置換法による根端分裂組織分裂準備

帯 (preprophaseband)の微細構造の観察

豊重差阜、村田隆1、ThomasH.GIDDINGSJr.2. 
L.Andrew ST AEHELIN2 広島大・理・生物科学、
東大院・総合文化・生命、 2コロラド大 'MCD

Biology) 

分裂準備帯 (PPB)の形成に関与する分子と微小

管、細胞膜との空間的な位置関係を知ることは、細

胞分裂面の挿入位置決定機構を理解するのに必要で

ある。寂々は加圧凍結装置 (Balzers.HPM -010)を
用いて根端分裂組織を凍結後、凍結置換法によって

固定した組織を樹脂置換し、電子顕徴鏡で観察し

た。様々な条件を検討した結果、タバコの根端のほ

とんどすべての細胞、また、タマネギ根端の表層か

ら3層目までの細胞で、うまく凍結固定ができるよ
うになった。この方法で凍結固定したものでは、細

胞膜がまっすぐで、原形質分援も起こっていなかっ

た。また、 PPBを構成する微小管の端の部分に微小

管が口を聞いた様な像が見られた。この像がinvitro 

で知られている徴小管の脱重合過程をinvivoで捕え

たものか、それとも実験方法によるartifactかどう
か、今後の検討を要する。

G3a-l0 
Preprophase bandの幅が狭くなる過程における
アクチン繊維の役割
担盟一」重，百10masH. Giddings ]r. 1. L. 
Andrew Staehelin I .自筆雪芳宣2(東京大・総合
文化・生命コロラド大・ MCDBiol叫nr. 広島
大・理・生物科学〉

Preprophase band (PPB)は細胞分裂に先行して
将来細胞質分裂が起こる位置の細胞表層に出現・
消失する微小管の帯である.PPBは細胞周期のG2
期に幅広の微小管の帯として出現し，細胞周期の
進行とともに幅が狭まって前期には密度の高い微
小管の束になる.この微小管帯の幅が狭くなる過
程はアクチンの重合阻害剤であるサイトカラシン
により阻害されることから，アクチンが何らかの
形でこの過程に関与していることが予想されてい
るが，その役割は不明である.
タバコ根織細胞においては，アクチンはら期に
は細胞表層全体に存在し.PPB上ではその配向は
PPBの微小管と平行であった.前期にはアクチン
はPPB上から消失したが，他の細胞表層には残っ
ていた.サイトカラシンD(CD)で処理した根織で
は細胞表層のアクチンは減少したがPPB上のアク
チンは減少せず，前期の細胞でもPPB上に染色が
見られた.CD処理によりPPBを構成する微小管
の間隔は槽加したが微小管と細胞膜の距隠は影轡
を受けなかった.以上の結果より，アクチンはPPB
の外側でPPBの微小管が細胞膜に沿って広がるの
を匝止していると考えられた.
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G3a・11
気孔開閉及び孔辺細胞徹小管に及ぼすタンパク質

リン酸化/脱リン磁化醇策阻害剤の影響

福固めぐみ、馳薄盛一郎、中嶋信美E、近藤矩朗

(東京大・院理・生物科学、 1国立環境研・地織)

孔辺細胞微小管は日周サイクルのなかで重合/脱

重合を繰り返しながら配向変化を示し、気孔開閉運

動を制御している(Fukudaet aI.. Plant Cell Ph.同ωL
39. 1998)0本研究ではタンパク賀リン酸化酵素阻

害剤であるStaurosporine、DMAPと、タンパク質

脱リン酸化酵集阻害剤であるOkadaicacid (OA)、

Calyculin A (CA)が徴小管構築及び気孔開聞に与え

る膨響について検討したo Staurosporine、DMAP

は明け方に再構築される肱射状の微小管束を誠少さ

せ、夕方では脱重合を強く阻害して放射状のE肉を
保持させた.また、明け方での気孔開口及び夕方か

らの気孔閉鎖をともに阻害したo OA、CAはどの時

刻においても、配向がランダム化した孔辺細胞の割

合を増加させた.気孔開閉への効果として、明け方

の開口のみを顕著に阻害した。



Hla-Ol 
トウモロコシのサイトカイニン誘導性二成分系情報伝達
因子ZmCipl遺伝子の単雌と精進解析
出佳----、榊原均、杉山達夫(名古屋大腕・生命農

学)

原核生物の主要な情報伝達系であるこ成分情報伝達系

が植物においても重要な役割を果たしていることが、近
年明らかになりつつある。我々はトウモロコシから、サ
イトカイニン誘導性遺伝子の1つとして、二成分系レス
ポンスレギュレーターのホモログであるZmCiPlcDNA
を単擁した。今回、この遺伝子の転写レベルでの発現様
式、およびその制御機構を明らかにするための足がかり
として、 ZmCipl遺伝子の単雌およびその布陣造解析を
行ったo ZmCiplcDNAの翻訳領域の一部をプローブと
して用い、トウモロコシのゲノムライブラリーより
ZmCipl遺伝子を含むクローンを単騰したo ZmCiPlコ
ード領域およて潮訳開始点から上流2kbpまでの塩基配
列を決定したところ、 ZmClpl遺伝子はイントロンを持
たず、また推定rATA-boxカtプロモーター領域上に見ら
れた。現在ゲルシフトアッセイ、データベース検索など

により、シス領域の検討を行っている。また、スクリー
ニングの過程で得られた、ZmClplと高い相同性を持つ
λZmRRl、λZmRR2の解析結果についても報告する予
定である。

Hla・02
シロイヌナズナのレスポンスレギュレーター遺伝子は
無織窒素源及びサイトカイニンにより発現制衡を受け
る
谷口光隆，木羽隆敏.榊原均，上ロ智治，水野猛，杉
面蓮支T名古屋大院・生命・掌)

義々 1:重.栄養変動に応答したC4光合成遺伝子の
選択的発現にはサイトカイニンを介した情報伝達系が
関与していることを明らかにしている.さらに， トウ
モロコシにおいて無傷童家源あるいはサイトカイ二ン
補績により発現118摩されるこ成分制御系のレスポンス
レギュレーターホモログ遺伝子ZmCiplをクローニン
グし.ZmCiplが無縁窒素濠の情報伝達に関与してい
る可能性を示唆してきた.8近，水野らのグループに
よりシロイヌナズナからも5種類のレスポンスレギュ
レーターホモログ遺伝子 (ARR3-乃が単調Eされた
が，その推定アミノ蔵配列はZmCiplと高い相同性を
示した.そこで，これらARR遺伝子においても無鎗
童家源あるいはサイトカイニンにより発現制御を受け
るかどうかを調べた.その結果，重素欠乏状懲のシロ
イヌナズナに捌.塩を繍織することによって，あるい
は緑棄にゼアチンをスプレーすることによって灘組織
中のARRmRNA量の淘大が観療された.したがって，
シロイヌナズナのARRはトウモロコシZmCiplと問機
な生理織能をもつことが示喰された.
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Hla-03 
シロイヌナズナにおける新規二成分制御系シグナ
ル伝達因子任-IPt)の検索
鐘主主主、上口智治、水野猛(名大院・生命農)

センサーキナーゼとレスポンスレギュレーター
から構成されるこ成分制御系は、バクテリアにお
いて最も普遍的なシグナル伝達系である。この系
における情報の伝達は、センサー内のトランスミ
ッタードメインとレギュレーター内のレシーバー
ドメイン間での団sからAspへのリン酸基の転移に
基づいている。最近二成分制御系を構成する新た
な阻s-Aspリン酸転移単位として壬IPtドメインが同
定された。HPtドメインはリン酸化される日s残基
を持ち、シグナル伝達の仲介者として機能すると
考えられている。この系は永らく原核生物固有の
信号伝達系と思われていたが、真核生物において
も存在することが最近明らかとなった。シロイヌ
ナズナではセンサーキナーゼがいくつか見つかっ
ており、いずれも植物ホルモン応答に関与すると
考えられている。しかし、レギュレーターやHPtド
メインの関与については明らかになっていない。 ゐ
そこで我々はこれらの制御系因子がシロイヌナズ
ナにおいても存在すると想定し、HPtドメインをも
っ新規シグナル伝達因子の検索を行った。その結
果、三種類のHPt遺伝子の候補(AHP1.2.3)を得る
ことに成功した。現在これらのcDト臥及び染色体遺
伝子の一次構造と発現様式の解析を行っている。
これらの因子の構造的特徴や情報伝達因子として
の可能性について考察する。

Hla-Q4 
シロイヌナズナにおけるこ成分制御系シグナル伝
達因子の検索
韻貯今村綾、花木直人、水野猛(名大院・

センサーキナーゼとレスポンスレギュレーターか
ら構成されるこ成分制御系 (Twか"Component
sYStem)は、バクテリアにおける普遍的なシグナ
ル伝達系である.この系における情報の伝達は、
センサー内のト?ンスミッタードメインとレギユ
レーター内のレンーバードメイン問での、Hisから
Aspへのリン酸基の転移に基づいている。最近にな
って出芽酵母に引き続き、シロイヌナズナにおい
てもセンサーキナーゼが発見された。高等植物の
センサーキナーゼ (ETRl.CKI1)はいずれも値物
ホルモン応答に関与することが明らかであり、高
等植物のシグナル伝達機構におけるこ成分制御系
の機能的重要性が強く示唆される。今回我々は、
その存在が明らかとなっていない高等纏物のレス
ポンスレギュレーターに注目し、 5種類のレギュ
レーター遺伝子をシロイヌナズナより取得し、
AR庶Arabidopsisresponse regu1ator)と命名し
た.ぎらに大腸菌を用いた解析系で、 ARRはin
vivo、白vitro双方においてリン酸転移反応に関与
しうることを明らかにした。



Hla-05 
3.体Gタンパク賀αサプユニットのアンチセンス鎖を
過剰に発現させたイネ形質転後体の解析

車邑』起王、石川敷旬、旭正、岩崎行玄

(福井県大・生物資源)

近年、高等値物においても、光や病原菌の感染に関与

するエリシタ一等の外界からのシグナルが、 3・4事Gタンパ
ク貨を介して細胞内へ情報を伝達している司Eが、第剤の投与
実験を介して示男監されている.しかしながら、高等繍物の3
量体Gタンパク貨の機選および樋能に関して、生化学的、分
子生物学的な研究はほとんどない.植物の生活環の個喝の器

官における3量体Gタンパク貨の繍造解折、彼能解析、およ
びレセプターやエフェクターとの相互作用の様式の解明は、

値物の器官形成を分子レベルで理解する上で必要な条件であ

ると考えられる.
今回、差是身は、イネ3.体Gタンパク寅αサプユニット

の発現を人為的に抑制した形質転換体の解析から、このシグ
ナル伝達因子の織能推定を鼠みた.具体的には、 3SSプロ
モーターの下流に3.体Gタンパク賀αサプユニットの
cONT(RGA1 )をアンチセンス方向につないだコンストラク
トをBinaryvector(pBI1 01・Hm)1こ導入し、アグロパクテ
リウム;去を用いてイネの形質伝後体を得た.得られた形質転
換体(T1世代)は、登熟の段階で穫が量れない、節聞が短い

などの表現型を示した.完熟した種子(T2世代)I立、籾とH
乳が小さくかっ丸いなどの特徴を有していた.これらのこと
より、高等植物3量体Gタンパク賀は、種子形成の過程で軍
要な役割を果たしていることが示された.

Hla・06
シロイヌナズナのレスポンスレギュレーターをコードする

d別Aのクローニング

重星型、 B.Yakubov、富田伸一、篠崎和子、篠崎-&11

(島水省・国際.研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

これまで原核生物の主な情報伝達系として知られていた

Two-ComponentSystemが、真喜量生物でも浸透圧応答や植物

ホルモン応答に関与していることが明かにされている.事III
lまTwO-ComponentS狩temの纏物の情報伝達における役割を

解析することを恩的として、シロイヌナズナからヒスチジン

キナーゼ遺伝子の単曜を低み、これまでに、ハイブリッド型

ヒスチジンキナーゼA羽-iK1が、醇母の中では浸透圧センサー

として鎗能することを明かにした.

そこで今回、A四K1と供lこTwo-臼npαlentSystemを梅

成する他の成分を同定するために、 ESTデーターペースの検
察鎗果を釜にして、シロイヌナズナのレスポンスレギュレー

ターをコードするcONTO.>クローニングを鼠みた.その結果、
現在まで4.績のcONAをクローニングすることができた.こ
れらがコードするタンパク貨は、いずれもN米側に互いに相

同性が高いレシーバードメインが存在する積物に典型的なタ

イプであり、 C末側のアミノ厳配列Iま多織化しているものの、
プロリンや感性アミノ破に富んだ領織であるといった点で共

通性が見られた.また、これらの遺伝子の発現の組織特異性

やストレス応答性をノーザン法で鋼べた結果、根で多く発現、

している遺伝子や低温によって銭湯される遺伝子があった.
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Hla-07 
シロイヌナズナの HPtドメインをもっ Two-Component
System構成因子のクローニング

宣旦且二浦尾骨l、篠崎和子、篠崎一雄1
(農水省・国際農研・生物資源、l理研・植物分子生物)

two・componentsy批 mは原核生物の環境応答に用いら
れるシグナル伝達系として知られていたが、近年、真核生

物においても浸透圧応答や値物ホルモン応答に関与して

いることが明らかにJされている。我々は、シロイヌナズナか
ら、酵母の中で浸透庄センサーとして機能すか、ィプリッド‘

型ヒスチジンキナーゼATIIKlをクローニングした。

そこで今回は、高等催物におけるtwo-∞mponentsystem 
の構成や機能を明らかにするため、酵母の SLNl・YPDl-
SSKl 浸透圧応答系を参考に、 ATIIKlの下流の
phosphorelayに関わる構成因子のクローニングを試みた。
まず、 YPDlの cDNA配列を元にデータベース検索を行
い、 3種類の ESTクローンを候補として選抜し、それぞれ
に対応する3種類のシロイヌナズナcDNAクローンを単離
した。これらのアミノ酸配列を YPDlや他のバクテリアの遺
伝子の phosphotransfermediater部位と比較したところ、リ
ン駿の受容・伝達に関与するHis残基を含む田tドメイン
が高度に保存されていた。これらの遺伝子の発現の組織

特異性をノーザンハイプリダイゼーションで調べたところ、

主に恨で強く発現していることが確認され、 ATIIKlの発現
と類似していた。

Hla-08 
シロイヌナズナのPI代謝関連醇素であるホスファチジン厳ホ

スファターゼは捜の伸長成長に関与している

片桐健1・2、篠崎-.'・2

('理研・植物分子、 z筑波大・生物科学)

値物において光やオーキシンによってイノシトールリン脂質

代蹴 (PI代樹}が活性化されることが示されている.我々はPI代

衝を介した情報伝達系における2次メッセンジャーと考えられるジ

アシルグリセロール江氾)とホスファチジン滋(PA)が、リン磁化・脱

リン目量化によって相互に変後され得ることに注目し、植物において

これらの生理機能を明らかにするために研究を進めている.

ジアシルグリセロールキナーゼ江氾悶は、国をリン磁化して

ホスファチジン酸(PA)を賞金する酸素であり、重量々 はrEに単隠した

シロイヌナズナの国K遺伝子単般に関する報告をしているヘそし

て昨年度の年会において.PAを脱リン圏直化して民を童生するホス
ファチジン厳ホスファターゼ(PAP)遺伝子のクローニング、発現解

析に関する知見を報告した.本年会では単隠したシロイヌナズナの

PAP遺伝子供.tPAPI)を尊入したアンチセンス形質転倹シロイヌナズ

ナからAtPAPIの機鎗に関する新たな知見が得られたので報告する.

AtPAPIのプロモーター・ GUS形質転換シロイヌナズナにおける組

織漁色解析からAtPAPI遺伝子が穏や花茎における伸長領域に特典

的に発現していることを観察した.さらにAtPAPIのアンチセンス

形質転後継物においては緩の伸長が抑制されるという形貨が認めら

れた.このことからPAPの機能のーっとして細胞の伸長に関与して

いる可能性が示唆され、現在細胞レベルでの解析を進めている.

" Katagirl et al. Plant. Mol. Biol. 30: 647 -653.1996 



Hla-09 
ソラマメ孔辺舗胞のタイプ1プロテインホスファターゼ

触線サプユニットcDNAの単厳

温温孟盈王、木下俊則、稲田元、島崎研一郎(九州大・

理・生物)

気孔関孔には青色光が有効で、孔辺鋪胞原形質肢のプ

ロトンポンプを活性化するシグナルとして・く寧が知ら

れている.これまでの研究により、青色光に依存した孔

辺領飽プロトプラストからのプロトン放出I立、タイプ1

及びタイプ 2Aプロテインホスファターゼ (PP1及び

PP2A)の阻奮剤であるカリクリンAやオカダ取により

・阻奮され去の温度依存性より PP11$関与することが示

暖された.そこで、ソラマメ孔辺細胞からのPP1触鎌サ

プユニット (PP1c)cDNAの単障を鼠みた.孔辺細胞以

外の種物細胞から既に単.されている PP1cにおいて保

存されているアミノ.E列をもとにPCRを行った.その

結果、孔辺細胞では少なくとも 2.績の PP1c

(ぽPP7・7，G伊P7・z)が発現していた.さらに
a:;PP7・1の全長のcONAの単調Eを行い、約 1.5kbpの

cDNAを得た.a:;PP7・1がコードするタンパク震は323
焼事Eのアミノ厳からなり、値物の感知の PP1cとアミノ

.レペルで80-90"の相同性を示した.

Hla-l0 
イネSN='1様プロテインキナーゼ(仁湖<)iI伝子ファミリーの

異なる発現制御様式

鐘ケ江(梶矢)弘美、菊池尚志、直豆畳(量水省生物研・

分子遺伝)

私たちは、イネからSNFlと高い相同性を示すプロテイン

キナーゼ(α到のcDNA(誠何姥単麗し、解析を進めてき
た。その結果、イネには3種類の α荻遺伝子(0ぽ正
αSK24.α町幼カ唱をすることが分かり、塩基配列の相同
性や組織別の発現パターンから α前fと(0SK24と
αSK3$Jは別のグ凡fープ!こ分類された。現在までのところ、
2種類の異なるSN='1様プロテインキナーゼが報告されて

いるのはイネ科だけであり、これらの複数の分子種が植

物体内でどのような役割分担をしているのかは興味をそ

そるところである。

そこでまず、3種の OSKゲノムクローン(8f.域1，8f.訓'24.

F錦35)を単躍しその遺伝子構造を比較したところ、

0SK24とα蜘遺伝子は問機の鯛パターン(組織特異
性)を示すにもかかわらず、それらのプロモーター償峨は

ほとんど似ていないことが分かった。そこで、発現の特異

性を担っている領域を倹策するために、防明W皆:GUSを

構築し、アラピドプシスとイネに導入して得られた形質転後

i植物におけるGUS遺伝子の発現を比較し九
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Hlp・01
クラミドモナス炭酸脱水酵素遺伝子CAH1の発現

調節変異株の単離

三浦謙治、九町健一、大山莞爾、福漂秀哉

(京大・農・応用生命科学)

Chωnydomonas rein加rdtu細胞表層の炭酸脱水酵素
をコードするCAHl遺伝子の発現は、高CO2条件(1--
5%)で抑制され、低∞z条件(0.ω%)で誘導される。

我々 は、 CAHlの5'上流域とレポーター遺伝子(ars)

の融合遺伝子をクラミドモナスに導入した株を既に

作成している。この株では、レポーター遺伝子の発

現が内在性のCAHlと同様に、低∞4条件で誘導さ
れ、高∞z条件で抑制される。本研究では、この株

にbl回 mycin系抗生物質耐性遺伝子(b.めを遺伝子タギ

ングの指標とし形質転換を行い、Zeomycin耐性株を

得た。その中から、高∞z条件でもレポーター遺伝

子を発現する変異繰を3株見い出した。これらの株
では内在性のαHlも高∞z条件下において発現して
いた。この事実は、高∞z条件でCAHlの発現を抑制

する遺伝子が存在することを示唆する。

Hlp-02 
ラン藩 RNAポリメラーゼ各サブユニット

蛋白質の精製

志尾崎紀子、盟山室童、 白井誠(茨減大・農)

真正細菌のRNAポリメラーゼホロ酵素は、コア酵
素とシグマ因子から構成され、遺伝子の転写開始反

応を触媒する複合蛋白質である。 我々は、精製

RNAポリメラーぜを用いたラン藻の inviuη転写実
験系の確立とシグマ因子のプロモーター認識能を解

析する事を目指している。今回はその手始めとし

セ、単細胞性のラン藻Sy沼氏bocystissp. strain PCC 

6803株のコア酵素の各サプユニット (αIlJ3' y)と全
シグマ因子の精製を試みた。 PCRで増幅した目的
DNA断片を大腸菌の発現ベクター PQE.30のT5プロ
モーター下流に挿入し、宿主大腸菌M15[pREP4)に
導入した。 N末端にヒスチジンヘキサマーカ匂す加さ

れた目的蛋白質を宿主薗体内で大量発現させ、これ

をNi.NTAカラムを用いて精製した。 現在までに
コア酵素のαサプユニットと4種類のシグマ因子の
精製に成功した。 他の蛋白質についても精製中で

あり、あわせて報告したい。



Hlp-03 
ラン藻 RNAポリメラーゼのシグマ因子遺

伝子欠損変異株の解析

亘*f~1、朝山宗彦1、 白井誠1、佐塚隆志2、小原収2
(1茨城大・農、 2かずさDNA研・解析技)

ラン藻Synecbocystis5p. 5train PCC 6803株は8種
類のシグマ因子遺伝子を有している。これらシグマ

因子群の中で、 51r0653は主要なシグマ因子をコード
すると予測されるが、その他のシグマ因子の機能に

ついては不明である。 そこで各シグマ因子カ得意識

する遺伝子プロモーターを同定する一環として、シ

グマ因子遺伝子欠損株を取得し、欠損株内の会細施

蛋白質を野生株のそれと比較した。 その結果、例

えば5110184遺伝子欠損変異採において、定常期で
C02固定に関与する蛋白質群の発現量の減少や増加
が認められた。 この結果は、 5110184遺伝子のコー
ドするシグマ因子が、定常期 (栄養源枯渇時)で働

く遺伝子のプロモーターを認識している可能性を示

唆している。

Hlp-04 
メタロチオネインmRNAの蓄積量の低下と形態変化
丞星蓋=、麗原種、林浩昭、茅野充男 {東大院-

..応生化)

メタロチオネイン(MT)は、システイン含量の

高い、低分子量蛋白質である.噌乳類や酵母のMT
は、過剰重金属の解書に関与する.また、鴫乳類の

MTでは、重金属代謝を介した細胞分裂、分化への
関与が示唆されている.しかし、高等植物では、

MTの生体内での機能に闘して、直接的な置拠は得
られていない.シロイヌナズナには、 3種のMT遺
伝子ファミリーが存在する.この 1つであるMT2a
遺伝子mRNAをセンス、アンチセンス方向に過剥発
現する影質転換シロイヌナズナを作成した.これら

のうち、 MT2mRNAの減少が確認された6ライン中
4ラインにおいて、花柄基部に形態異常が観察され
た.この表現型を指揮にして、約5，000のEMS処理
したM2植物から変異株の適按を行い、 2ラインの
候補練を得た.これらの植物についてノーザン解析

を行なったところ、いずれのラインでも MT2
mRNAが誠少していた.これらの結果は、 MT2の減
少が花柄基部の形態異常を引き起こした可能性を示

している.このことから、シロイヌナズナMT2が細
胞分裂、分化に関与する可能性が示唆された.
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Hlp-05 
気孔孔辺.胞における膏色先に依存した蛋白質リン.化

木下俊刻、膏麗礎宏、島崎研一.(九州大・理・生物}

膏色光照射により気孔が開孔する降、青色光I立光情績として孔辺

自由鳳原彰賀.プロトンポンプを活性化することが知られている.こ

れまでの研究Iこより、膏色光に依存した孔辺細砲プロトプラストか

らのプロトン銀出f草、 CaZ+/カルモジュリン依存性ミオシン鰻鎖キ

ナーゼの阻害剤である ML-7により庖書されることが明らかとな

り、青色光情綴伝達への蛋白質リン司E化反応の関与が示暖されてい

る.そこで、ソラマメ孔辺細胞プロトプラストを用いて、青色光に

依存した蛋白質リン圏直化反応について鋼ベた..自貨のリン・化レ

ベルの変化は、 2次元電気泳動により分隠した蛋白質スポットの司事

電点の重量により後出した.その結果、分子畳約 80kDaの蛋白貨が

膏色光康射から 30秒以内に・盤側へシフトすることが明らかと
なった.このシフトi草、 100酬 ML・7存在下で限書されることか

ら、ヨE自貨のリン画量化により引き館こされているものと獲量Eされた.

一方、原形質.プロトンポンプの活性化剤であるフシコクシンは

80 kDa蛋白貨のシフトを引き包こさなかった.また、逮心分膏法

により 80回a蛋白貨の細胞内周在を寓べたところ、主にミクロゾ

ーム薗分に存在していた.以ょの結果より、青色光による 80kDa 

蛋白貨のリン・化は孔辺・I!の膏色光情績伝達に関与しているもの

と恩tIれる.

Hlp-06 
イネ細施死突然変異体における防御反応の活性化

直盤章、逸見健司、 JII崎努、四井克彦l、児玉治1、
佐藤光2、島本功(奈良先端大・バイオ、 1茨城大・

農、 2九大・農)

我々は、イネ品種金南風由来の自発的な壊死斑を形成
する変異体から、イネいもち病菌に対してレース非特異
的な抵抗性が誘導されている系統的系統(CM282.
CM743. CM761)選抜した。'細胞学的解析から、これらの
変異体では病原体非存在下においても抵抗性反応で見ら
れる自家蛍光物質の蓄積が高頻度で見られ、また細胞壁
にカロースの蓄積が検出された。ノーザン分析では、こ
れらの系統では壊死斑形成時には、防御関連遺伝子であ
るイネPRlやPBZl遺伝子の恒常的な発現が誘導されてお
り、さらにイネのファイトアレキシンであるモミラクト
ンAが有意に蓄積されていることも示された。以上の結
果よりこれらの変異体は、抵抗性シグナル伝達経路上の
変異体であると考えられる。また、培養細胞を用いた実
験から、 CM761ではホスファターゼ阻害弗jを加えること
により活性酸素種の生産が野生型に比べ顕著に上昇し、
キナーゼ阻害剤、および'NADPHoxi伽se阻害剤 (DPI)に
よりその効果が抑制された。このことから、 CM761は
NADPHoxi，必se活性を制御する信号伝達経路に変異があ
ることが示唆された。CM743では、 TUNEL法により細胞
の核DNAの断片化が観察され、アポトーシス様の細胞死
が起こっていると考えられる。



Hlp-07 
低分子量 Gタンパク質 Racによる細胞死の誘導
逸且匪亘、畠山哲、川崎努、島本功
(奈良先靖大・バイオ・植物分子遺伝)

植物では病原菌に対する応答としてNADPH
oxidaseによる活性酸素の急速な生成(Oxidative 
burst)が起こる。これによって産生される活性酸
素は殺菌作用を示すだけでなく、過敏感細胞死の
誘導を含む抵抗性反応のシグナルとなっているこ

とが明らかになりつつある。
貧食細胞の殺萄作用に関する研究からNADPH
oxidase複合体の構成成分の1つである低分子量GTP
結合タンパク質Racはその活性調節因子として機能
していることが報告されている。そこでヒトRacl
のアミノ酸配列をもとにイネのEST検索によって3
種のcDNAクローン (OsRac)を単醸した。これら
の遺伝子について機能解析を行なうためにGTPase
活性部伎の1塩基置換による活性型OsRac遺伝子を
構築した。 NADPHoxidase活性調節に変異を生じ
たイネ細胞死変異系統CM26Sおよび野生型に対し
てパーテイクルガンを用いて活性型OsRac遺伝子を
一過的に導入したところCM265においてのみ病涯
形成が誘導された。また活性型OsRac遺伝子の形質
転換イネにおいても病斑形成が促進された。さら
にTUNEL法によって形質転換イネの培養細施では
細胞死が引き起こされていることも確認され、

OsRac遺伝子は細胞死を誘導するシグナル因子とし
て機能していることが示唆された。

Hlp-08 
絡のプロテインキナーゼ、 wh04は貧栄養、光、サイトカイニンに

加え低温に応答する

玄滋温It、池田佳久、小泉望、草野友廷、佐野浩

(奈良先場大・遺伝子救育研究センター)

小麦のwPk4遺伝子はプロテインキナーゼをコードし、その発現

は:Jt栄饗条件および光照射により促進される。これらの情報伝途に

サイトカイニンが関与することも示きれている。小麦よりゲノムサ

イズが小さく、遺伝子導入系の確立している稲よりwPk4ホモロー

グの単調量を行ったところ2種のクローンが得られた。それぞれを

who向'Pk4hαnok沼ue)4およぴwho7と名付け、特徴付けを行っ

た。 WH04とWH07はそれぞれ508と520のアミノ般からなり、プ

ロテインキナーゼの後総領域の後にWPK4と同様、プロリンに富む

領域を含み、系統樹から見て目撃母から得られている貧栄養応答プロ

テインキナーゼSNF1とは異なるサプファミリーに属すると考えら

れた。 wh04の発現は全身で見られたが、特に棄で高かった。一方

who71立案でのみ発現するが、そのレベルは低〈、幼植物では業で

の発現も低かった。 wh04はwPk4と同様に貧栄養、光照射そしてザ

イトカイニンに応答することを確毘したが、加えて低温処理によっ

ても転写物が蓄積することが判明した。この結果はwh04が栄養の

情報伝達系ばかりでなく、ストレス応答の情報伝達系にも関与して

いることを強〈示唆した。
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Hlp-09 
アプシジン霞により特異的に活性化されるプロテイン
キナーゼの解析

害回想一郎、市村和也ヘ溝口 側、篠崎和子 2

、篠鯖-. (理研・植物分子筑波大・生物科学、 Z農水

省・国際.研 ・生物資源)

アプシジン酸 (ABA)はストレスホルモンとして知られ、
高等継物における乾燥、低温に対する耐性機構の獲得に軍要
な役割を担う o ABAによるシグナル伝達にはタンパク質合成
を介した経路と介さない経路が知られている九我々はタン
パク質合成を介さないABAのシグナル伝達機織を分子レベル
から解明する手段とLて、 ABAにより活性化されるプロテイ
ンキナーゼの単峰、同定を低みている.
我々はシロイヌナズナ猪養細胞T87を用いてA臥 (SO).LM)
により 1分以内に活性化されるプロテインキナーゼを、ゲル
内リン酸化法により検出した.このプロテインキナーゼはミ
エリン塩基性タンパク質およびヒストンを基質としてリン酸
化し、その分子サイズは約45kDaであった.このプロテイン
キナーゼ活性は一過的ではなく、 ABA処理後2時間以内では
常時安定した活性を示した.しかしながら、培地からABAを
除去すると、その活性は数分以内に低下した.
また、このプロテインキナーゼは、抗ホスホセリン抗体によ
り認識され、抗ホスホチロシン抗体には認識されなかったこ
とから、 MAPキナーゼとは異なるタイプのプロテインキナ
ーゼであることが示唆された.
現在、このプロテインキナーゼにおける生化学的佐賀と
ABAのシグナル伝達系における役割を解析している.

1) Kazuo Shinozaki and Kazuko Yamaguchi-Shinozaki 
(1997) P1ant Phyoiol. 115(2): 327・334

Hlp-l0 
タバコYitogerトActivat剖 ProteinKi闇 seKinase 
Kinase (IIA限KK)に関連するキナーゼ遺伝子M約
の転写パターンの解析

虫量産星室、平野敬子、坂野弘美、西浜竜一、町

田泰則1(名大・院理・生命理、 1京大院・理・植物)

臥Pキナーゼカスケードは細胞増殖などを含む様々
な細胞機能に関わるシグナル伝達において中心的

な役割を果たしている。このシグナル伝達カスケ

ードは胤PK.臥限K.胤限KKと呼ばれる 3種類のプ
ロテインキナーゼファミリーで構成される。

附Klはタバコ胤限KKと構造的機能的に相聞なプロ
テインキナーゼであり、頂錨分裂組織や側根の分

裂組織などの増殖組織で転写産物が多く検出され

る。増殖を停止した組織においては検出されない

が、植物ホルモン等により細胞分裂を誘導するこ

とによって転写が喬導される。この様なことか

ら、伊Klは細胞増殖のプロセスにおいて緩能して
いることが予想されている。

通常の植物体にでは、チミジンアナログの取り込

み実験によって即Klの転写と細胞分裂にコリレー
ションが認められたが、発芽時や植物ホルモンに

よる附Klの転写欝導は聞A合成阻害剤により抑えら
れないことが観察され、伊Klが、 S期に入ってすぐ
もしくはGl期に発現することが推察されたので報
告する。



Hlp-ll 
ストレスによるシロイヌナズナ MAPキナーゼの活性化と生化
学的解析
重量狙企三、溝口剛¥吉田理一郎¥篠鱒一雄'('理研・植物
分子、 2筑波文・生物科学)

表々は、高等樋物における環境ストレスによる情報伝達系の
解明を目的として、 MAPキナーゼ(MAPK)カスケードに注目し
解析を行っている.MAPKカスケードは MAPKKK→MAPKK
→MAPKという 3種績のプロテインキナーゼからなるリン酸
化カスケードである.MAPKカスケードlま動物、纏物から醇
母に至るまで進化的に保存されており、増殖因子や環境ストレ
スによる細飽肉シグナル伝達で軍要な役割を果たしている.
家々は、シロイヌナズナにさまざまなストレスを与え、MAPK
織の活性が見られるか、ミエリン盗益性蛋白賞。ffiP)を丞賓と
してゲル肉リン酸化法を用いて解析を行った.その結果、傷害、
接触、低温、温度低下の各処理において、分子量約 49kDaの
プロテインキナーゼが一造的に活性化することを見出した.
一方、シロイヌナズナではすでに9種豊富の MAPKをコード
するcDNAが単商量されている.そのうちの 1つ、 ATMP胞の
遺伝子発現は乾燥、低温、後触、傷'によりすみやかに甥導さ
れ、一過的なmRNAの増加を示すことから、幻'MP幻の上記
の各ストレス応答に対する関与が示唆されていた.業々は
ATMP巴タンパク貨を特異的に包穫するペプチド抗体を作成
し、免疫沈降を行った.傷害により活性化するプロテインキナ
ーゼ活性は抗 ATMPK3抗体、および抗ホスホチロシン抗体で
回収された.このことから、傷害による必'MPK3の活性化が
強〈示唆された.雛触、低温、温度低下に闘しては現在解析中
である.

Hlp-12 
イネキチナーゼ遺伝子発現における細胞内Ca軒の関与

査車益集王、縁関英明 (農工大・工・生命工挙)

イネ培袋細胞にエリシター(11∞n崎を作用させたところ、
細胞内のca酔濠度上昇が観察された ca軒濠./t変化はca軒
感受性蛍光色素(Fl，砂8)で測定した.また Ca酔温度上昇に伴

って、キチナーゼ遺伝子が発現することが、レポーターとし

て組み込んだGFP遺伝子の発現によって確書草された.次に、

この場合のca酔について、細胞内の ca酔リザーパー{液胞や
ER)に由来するものか、あるいは細胞外から浪人したものか

.について調べた.即ち、ベラパミル〈白酔チャンネルプロッカ

ー)(1叫崎をエリシターと同時に作用させたところ、細胞内

Ca2+議度上昇がわずかに観測されたが、GFP遺伝子発漢は観

察されなかった.一方、エリシターを作用させて 30分後に

ベラパミルを作用させた窃合は、顕著な細胞内Ca2+溢度上昇

とともにGFP遺伝子発現も観察された.従って、細胞内Ca軒

リザーパーから仮に供給されたとしても、そのCa酔だけでは、

エリシターからキチナーゼ遺伝子発現に至るシグナル伝達に

有効ではないということがわかった.
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Hlp-13 
ゼニゴケCa2+.依存性タンパク賀リン酸化酵
素遺伝子のオルタナティプスプライシング
車止旦J色、水野浩志、岡田祥子、山口知哉、竹中瑞
樹、福海秀吉弘大山莞爾 僚大院・農・応用生命)

今回我々は、ゼニゴケにおいてea2+依存性タンパ
ク質リン酸化酵素(CDPK)遺伝子を単離し、そのゲノ

ム構造を明らかにした。ゼニゴケCDPKは他の植物

CDPKと高い相向性を有し、 N末端からリン酸化触

媒部位、自己匝害部位、カルシウム結合部位の3つ
のドメインより構成されている。この遺伝子は9個
のエキソンと 8個のイントロンより成るが、 6番目
と7番目(エキソン6A.6B)はアミノ酸レベルで4
残基置換しただけのほぼ同ーのエキソンで、カルシ

ウム結合ドメイン内のEFハンドと呼ばれるモチー
フをコードしている。 RT-PCR解析により、エキソ

ン6Aと6Bは互いに除去し合う形でスプライスされ、
単一のCDPK遺伝子から 2種類のmRNAが作られて
いることが判明した。又、エキソン6Aを持つmRNA
は雄性生殖器官において他の器官より多くスプライ

シングされていた。さらに、エキソン6A又は6Bの
どちらかを含むcDNAを大腸菌内で発現させ、抽出
した2種類のタンパク質は、 in vitroで共にカルシ
ウムに依存したタンパク質リン酸化活性を示した。

Hlp-14 
ラン漢のアデニル酸シクラーゼCyaCのリン酸化と

アデニル酸シクラーゼ活性の促進

笠原賢洋、大森正之(東京大・総合文化・生命環境)

CyaCはラン藻のアデニル酸シクラーゼの 1つで

あり、 C末端の触媒部位の他に、バクテリアの二成
分制御系の分子であるシグナルセンサータンパク賀

の機能部位と、これを挟んで二つの応答レギュレー

タータンパク質の機能部位を持つ。

今回、我々はシグナルセンサータンパク質の機能

部位のリン酸化部位と想定される572番目のヒスチ

ジン残基をグルタミン残基に、応答レギュレーター

タンパク質の機能部位のリン酸化部位と想定される

60番目と895番目のアスパラギシ酸残基をアラニン
残基に置換した変異タンパク質を大腸菌Eを用いて作
製し、リン酸化とアデニル酸シクラーゼ活性との関

係を調べた。

CyaCはまず、 572番目のヒスチジン残基を自己

リン酸化する.このリン酸基は895番目のアスパラ
ギン酸残基に転移された.この895番目のアスパラ

ギン酸残基のリン酸化によってアデニル酸シクラー

ゼ活性が促進されることが強く示唆された。



Hlp-15 
シロイヌナズナの花序で発現する受容体型キナー

ゼ遺伝子の構造および機能解析

竹村美保、浅井拓也、根本恭子、金本浩介、河内

事芝マ奈良先端大・バイオ)

シロイヌナズナの花序で発現する受容体型キナー

ゼ遺伝子島佐2と昂ぽ3遺伝子のcDNAならぴにゲノ
ム配列を決定し、構造を解析した。その結果、両

者とも受容体としてロイシンリッチリピートを持

ち、膜開通ドメインをはさんで、 Ser(Thr型のタン
パク質リン酸化ドメインを持つ受容体型キナーゼ

遺伝子であることが明らかとなった。また、

tAPSマッピングにより両遺伝子が第3染色体上の
ごく近傍に位置することがわかった。次に、これ

らが関与するシグナル伝達経路を解明するために、

酵母のTwo-hy肱id法を用いてキナーゼドメインと
相互作用するタンパク質遺伝子のスクリーニング

を行った。その結果、これまでにB低3に対して3
つの候補クローンが得られ、 2つはRNAポリメラー

ゼならびにMADSタンパク質と相向性を示し、残
りの1つは既知遺伝子と相向性を示さなかった。ま
た、キナーゼドメインが実際にリン酸化活性を持

っかどうかを調べた結果、いずれも自己リン酸化

能を持つことが明らかとなった。

Hlp-16 
カゼインキナーゼR(CK-R)による業縁体AlP合成欝Z慢のリン
酸化
金11一樹，沢田惇司，久郷徽1
ロE実一般教育東工大資源研)
カゼインキナーゼR(CK-R)は、遺伝子発現や各種代自信系の

制御などを行う多機能なプロテインキナーゼだと考えられて

いる.重量々は、業縁体におけるほ-Rの役割を明かにする目

的で、 CX-Rによってリン酸化される業縁体タンパク貨の解

析を行ってきた.これまでに3O-3stDaのRNA結合性因子

侭NP)'b$、組物種に共通してCX丑の基質となることを明かに

した.前々回の本学会では、郡分繍製したRNP画分中の約

集組)aの凶ypcptid時的がCX-RによってリンE量化されること
を新たに報告した.今回、ホウレンソウ業縁体から各種カラ

ムクロマトグラフィーを用いてp56を精製し、同定すること

を鼠みた.その結果、 (1)pS6のN末織部分一次構造が、業縁
体AlP合成画事業βサプユニット(54即時のそれと完全に一致

したこと、および(2)業縁体よりAlP合成".として単隠した

薗分中のβサプユニットがα-Rによってリン暖化されたこ
とから、PS6は業縁体AlP合成醇.βサプユニットであると
同定した.さらに、 Aτ?合成酵素αおよびγサプユニットも
αC-IIによってリン酸化されることが明かとなり、 CX-IIはリ

ン酸化を通して、業縁体Aτ?合成務.の鎗能鱒節に何らかの

役割を持つことがが予想される.現在、 Aτ?合成酵.α、β
およびyサプユニット中のαC-Rによるリン酸化Fメインの

特定と、リン酸化が酵素活性に与える影響を調べている.
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Hlp・17
ソラマメ孔辺細胞のA臥応答性ブロテインキナーゼによ

る内向き董流性rチャネルKAT1のりン磁化
主』じ魚住信之 1・ J噛 n1. ScIY明侮代震.尚志ロ

〈名古屋大・3院..2生物分子応答研究セカリフォルニ
ア大サンディヱゴ綬}

内向き益涜性rチャネルKAT1のC*舗のリコンビナ
ントペプチドを釜賓とした，ゲル肉リン.化アッセイ法を

用い.ソラマメ孔辺細胞内のプロテインキナーゼの検出を

行った.見かけの分子質量が48kDaで.ABAによって活

性化されるが，オーキシン，ジペレリン，サイトカイニン

によっては活性化されないキナーゼが検出された.このキ

ナーゼはKAT1のC*織及びミエリン温益性タンパクを

リン磁化したが，ヒストン，カゼインをりン・化しなかっ

た.また，スタウロスポリンまたはK-252aで組書された.

キナーゼの活性及び電気泳動ょの移動11は Ca'軒に膨讐さ

れなかった.このキナーゼ活性は.肉観胞中には検出され

なかった.このキナーゼの性質は以前に穏告したA臥応

答性プロテインキナーゼ抑制釘ldMuto (1鈎7)陶 M

Phys刷.113.邸3-839]の性質とよく一致している.

Hlp-18 
低温ストレスなどで鶴導されるカルシウム依存性

プロテインキナーゼの解析

直鐘盆企、畑信吾、泉井畿 (家事E大院..・応用生物科学}

トウモロコシのカルシウム依存性プロテインキナーゼ {α芳問遺

伝子zm<ヨDPK7<l)r立、低温やシクロヘキシミドによりmRNA宛現がm
aされるh∞PK1(2)とアミノ霞レベルで97.1"の岡ー性を示し
た.サザン解4青からもこれらこ濁鍍の近縁なαP附子子種がトウモロ
コシゲノムに存在することが磁寵された.

このCOPKサブファミリーの生環的慣憶を明らかにするため、同じ

く単子湾績物のイネからZmCOPK7とアミノ厳レペルで88.8"の岡一

位を示し、ホモログと織JtされるOぽヨD円σ遺伝子を単調Eした.サザ
ン解析の結果、この分子種はイネゲノムに単一コピー存在することが

わかった.またmRNAレベルがZmCOPK1と調書院に低温およびシクロ

ヘキシミド処理で議および慢で上昇することが磁.された.大崎町で

発現させた組織え体Qs(ヨD円σt主、ヒストンをS賓としてCs!-+依存性
のリン自量化活性を示した.~rこQs(ヨD円σ1こ比般的特集約なC末鏑倒

103アミノ1・を関織に発現させて銚原として周い、t1t体を作aした.
t11lしたt1t体を用いてウエスタンプロット解衡を行ったところ、..

扱ともに約50kDのバンドが検出された.少な〈ともm剛AR現が11
Sされるストレス処理後3時間ではタンパク貧レベルには変動が見ら
れなかった.現在、Qs(沼町7タンパク貨の穆働についてさらに鮮舗

な解街を行っている.

(1) Saljo Y. .t aJ. (1997) BBA 1350， 109-114. 

(2) B・rberlchT. andぬJ&anOT. (1997) MGG 254， 275・283.



H2a・01
アラピドプシスpedZ突然変異体I%PTS2塑ペルオキシ
ソームタンパク貨の高分子量前駆体を醤積する

林'慮、鳥山可菓子、近海真紀、西村静夫

(~生研・細胞生物}

[目的]すべてのベルオキシソームタンパク質は、細飽園陸質で銅PJ(

された後にベルオキシツーム内へ鎗送される.議々は高等植物のペ

ルオキシツームタンパク貨の大郷分が阿'S1玄たはPTS2槍送シグナ
ノレのどちらかを縛っていることを明らかにしてきた.PTSl型タンパ
ク質はC末舗に特定のアミノ厳渥列からなるトHペプチドを持ち、

一方、何百濯タンパタ質は、高分子量前駆体として紬司慣で翻訳、

ベルオキシソーム内に繍送された後、 N末繍延長ペプチドが除去さ

れて成勲豊臣タンパタ貧になる.今回高等継物~ルオキシソームタン

パク賓の細胞内輸送織憾について遺伝的解併を総みたので報告する.

[結果Ja..は、2.44icblOl'Ol畑町加明記留品d耐性を示すアラピド
プシス突然変異体を多It単厳している1)これらの1つμ必車種然変

具体は、 5番象色体のLFY3とg23ωの聞に変異遺伝子を持ち、スク
ロース非存在下ではJI~せず、媛性、ベルオキシYーム形鎗異常な

どの表現型を示す.同捜然変具体は、チオラーゼ刺ンゴ磁脱水

紫陽ヨ慢などPTS~盟ペルオキシソームタンパク賓の高分子量前・巨体を
細胞礎質に蓄積していることから、阿古2型タンパク貨の輸送が阻害

されていることが示後された.この突然変異体におけるPTSl型タン
パク貨の細胞内槍送については現在検討中である.これらの結果を

もとに、高等植物におけるべルオキシソームタンパタ貨の細胞内.

送織布陣について考書揮する.

1) Hayashi. M.. Toriya皿a.K.K明由.M.andN酋脳血凹...M. 2.4-
Dicl叫個司措置回勾蜘旬市町泌・間組制皿皿幽臨ofAra凶旬開lbave

de{，倒閣$1yoxysomalti叫凶伽副削L P刷 CeUinpre蝿・

H2a・02
.物カタラーゼのミクロボディーへの鎗送a傷
立血血.e、江緩案審、真野・ニ¥事事 録¥西村幹夫'
(広島大・生物金庫、'益金研・舗抱生物}

カタラーゼ{草、ミクロボディータンパク貨の1つである.
本書事実は.a近、.化ストレスに対する防御..として注目
されているが‘その主主合成、及びミクロボディーへの鎗送織

織については明砲になっていない.
これまでに、 3つのカボチャカタラーゼ{儲，tl.2.3)の
cDNAクローンが得られている.そこで、カボチャのcatlカ
タラーゼのミクロボディーへの.送織織に泊目し、その鎗送
シグナルを筒定する之とを冨釣とした.多〈のミクロボディ
ータンパク貨では、 C末舗にあるS附.モチーフ(PTSりが鎗送
シグナルとして織能していることが明らかになっている.
catlカタラーゼのアミノ・E列中にも、 S札モチーフと類似
した配列S叫が包められる.しかし、そのSH...のC末鋪倒に
6残iSのアミノ.が付加されている.縫って、このS凡がミ
クロボディーへの.送シグナルとして鎗鍵しているかどうか

は不明である.
今園、カボチヤ伺tlc側 Aまたはその欠失遺伝子とGre舶
FIUOr鴫伺ntProtein(GFP)との鳳合遺伝子をタパコ鎗獲鍋飽
(BY-2)に場入し、それらの形質経由民体における融合タンパク
賓の細胞内局在を銅べることにより、カタラーゼの鎗送シグ
ナルの同定を目指した.GFPI;こcatl会配列をつけたものは、
ミクロボディーに取り込まれた.しかし、 catlc[別AのC末
鋪側300アミノ磁をつけたもの、~たcatlのC末銅剣 9 アミ
ノ霞 (SHLNVRPSI)を付けたものはミクロボディーへ取り
込まれず、細胞質中に鰻寂された.これらのことから、 catl
タンパク貨の愉送には、 PTSl以外の繍送シグナルが関与し
ているものと考えた.
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H2a-03 
AIa4 G胃 aseとその相互作用因子の酵母を用いた解
析伺

よE童孟，内宮博文，中野明彦1 (東大・分生研，
l理研・生体膜)

RabfYpt f1翻ulyに属する低分子量GTPaseは， G'τ?ぉe
cycleと呼ばれるGτ?型， GDP型の構造変換を通し，
輸送小胞と標的膜の融合を制御する分子スイッチ

として機能している. 小施輸送が正しく機能する

ためには，このGTPasecycleが厳密に制御され，分
子スイッチとしてのon/offの情報治宝下流に正しく伝
達されることが必要不可欠である.我々は，高等植

物において小胞輸送が果たす役割と， その分子機

構の解明に向けて， R幼.fYptf1副首lyタンパク質の機
能解析という側面から研究を行っており， 高等植

物におけるRabの制御，もしくは情報伝達に関与す

る因子の探索を進めてきたその結果， これまで

に，アラピドプシス由来のRab G'τ?ぉeであるAIa4
と相互作用する因子として， AtGDI1，及びNo.6の単
離に成功している(1995， 1996年度植物生理学会
年会) .本大会においては，それらの因子とM叫と
の相互作用様式を，様々な変異型AIa4と，相互作用

因子のスクリーニングに用いた酵母の系を組み合

わせることにより，さらに詳細に解析したので，そ

の結果について報告する.

H2a-Q4 
エンFウのRab(Y1兎7アミリー低分子量σI'Pa腸PRA2の障母を用いた解析

盆庖盆孟1.2.上回貴志2.内宮博文2，佐々 木幸子3，中野明彦1

(1理研・生体膜， 2J巨大・分生研名古屋大・農)

Rab(Yj戸7アミリータンパク質は.小胞鎗送経路で鎗滋4、凪とターゲット

.との.合時に-<佳分子量σI'Pa闘であり，真技生物聞で広〈保存されて

いる.高等纏ーーからも多数のRolr(YI兎 7アミリータンパク賓が単商量され，そ

のうちい〈っかは出芽IIJltyptl 変異株~YE価変異採の温度感受性を相稽で

きる.-11，シロイヌナヰナの脳Y戸タンパク質の1つAIa4をー遣の陣

母n覧表興事眠中で発現させると，共通の制御因子GDIを鑓合するため，遂に

その生曹を著しく阻害することが上回ら(1)によって報告されている.

PRA2はエンドウより単纏されたRab(Ypt ファミリーに属する低分子量

σI'Pa偶であり，国防の mヲとω%程度の相向性を示す.酵母の ypt3温度

感受性変異練中でPRA2を過剣発現したところ，やはりn必変異練の温度感

受性を相補するどころか，増殖を阻害することが明らかとなった.野生湿の

B母細胞中で PRA2を進剤発現した厳にはこの増殖阻害は銀自書されない.醇

母の他のRab(Y1時低分子量σI'Pa障をコーFする SEC4および η司rlのlf異

4紳，これらのタンパク賓の共通の削因子である GDIの訓練同1舟idil)

中でPRA2を過鱒発現しても繕殖が阻害されることから，Az叫の場合と同様

にh必が司事母本来の制御筒子である GDIを奪ってしまい.その鎗来種々 の

変異練中で増殖砲害が引き起こされているものと考えられる.

l.Ue血0.. 1.(1明16)P1副CeU8，冨179-2091



H2a-05 

講演取消

H2a・06
積輸送の分子縁織

ーイネ単厳座を用いた繍トランスポーターの発現ー
量量主主、建議俊和¥縁倉千官、広瀬竃駅、
大杉立ヘ山口淳ニ1 (1，名古.大・生物分子応答研
究センター 2，農水省・生物研)

私たちは、種子IEを用いて槍による遺伝子発現制御
とシグナル伝達の植物ホルモンとのクロストーク現象
に着目して研究を進めている山。今回は墜における槍

輸送の分子機構に関する研究を報告する。
単縫.IEを用いた実験系においてinsitu hybridizationや
ノーザン解析を行った結果、スクローストランスポー
ター(OsSUTl)は飾郡伴細胞に特異的に発現し、細胞内
糖濠度によりその発現が制御されていることカf現在ま

でに明らかとなった。
また、 3種類のイネグルコーストランスポーター

cDNAを単調量し解析を進めている。その結果、その遺伝
子は細胞膜を12回実通する膜タンパク質をコードして
いることが示唆された。このトランスポーターについ

てさらにすすめた解析結果を中心に報告する。

1) Plant CeIl 9:2197(1997) 
2) Umemura etaL Planta in press(1998) 
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H2a・07
キュウリ業由来ラフィノース合成酵素の精製
務停大住千栄子，木田隆夫(味の素・中期

涜植生合成制御を明らかにするためにキュウリよ
りRSを精製した.
RS活性はパルスドアンペロメトリー検出器を接
続した即'LCにてラフィノースを定量することによ
り測定したo PMSF、ポリクラールAT、D1Tを加え
た緩衝液により葉脈から酵素を抽出した.粗抽出
液は陰イオン交換クロマトグラフィ一個T坤 Q‘
DEAETOYO陪臨)、ゲル遭遇、ハイドロキシアパ
タイトクロマトグラフィーにより精製した.最終
的に2590倍に精製されたRS画分が得られ、活
性の回収率は12%であった.精製酵素画分は
SDS-PAGEにて単一バンドを呈し、その分子量は
約90kDaであった.

H2a-08 
キュウリ藁由来ラフィノース合成酵素の性質と遺伝子

クローニング

大住千栄子、野崎甚司、木回隆夫(味の集・中央研究所)

ラフィノース合成酵素は、スクロースとガラクチ

ノールからラフィノースを生成する反応を触織する

ガラクトース転移酵素で、ラフィノース旗オリゴ積

(R FO;α・1.6-galacfosyl A -$uc; 1孟n孟7)生合成
系の鍵醇葉のーっと考えられているo R FOはデン
プンに次いで広く植物界に存在し、ウリ科植物では

RFOのスタキオースが、スクロースとともに転流

舗として機能している.しかし、これまでにラフィ

ノース合成醇濃の完全縮製の報告はなく、その性質

や遺伝情績は不明であった.

議々はキュウリ藁よりラフィノース合成酵素を精

製し、反応特性を明らかにした.さらに、内包アミ

ノ酸配列を解析し、アミノ霞配列に基づいたPCR

プライマーによる RT-PCRを行い、ラフィノー

ス合成醇素遺伝子断片を得た.これをプローブにキ

ュウリ薫由来のcDNAライブラリーをスクリーニン

グレ、遺伝子をクローニングした.キュウリ由来ラ

フィノース合成酵素遺伝子は、 784アミノ援をコー
ドしていた.



H2a・09
NaCl温度に対するNicotianaocc地 ntalisのニ相的な反応

企傘盤之、山田茂裕、 h位iciaN.Myers、今関英雅(日本

たばこ産業側遺伝育種研究所)

演者らは、 57種のNico印刷属植物を供試して、水分

ストレス耐性に関する検定を行ってきた(小森ら、日本

育種学会第90回講演会)。その過程で、 invitroにおけ

る幼首期耐塩性を検定した際に、N.occidentalisが猪地中

NaO濃度に対して特異な反応を示すことが明らかとな

った。すなわち、培地中NaCl濃度を75、150、225、300mM

と高めると、他の種は乾物重蓄積が漸減し、限界濃度以

上では枯死したのに対し、 J旺occidentalisは、 75mMNaCl

存在下では枯死する一方で、 150mMNaO存在下では枯

死することなく生育を続けた。このニ相的な反応につい

ての理解を深めるために、まず、環境要因の影響につい

て調査した。その結果、明条件24'C-30'Cで生育させた

場合に、この反応が再現住よく観察されることが示され

た。現在、二相的な反応と植物体内のイオン蓄積との関

連について調査中である。本研究は、石油産業活性化セ

ンターの委託研究として行われた。

H2a-l0 
Synechocystis sp. PCC 6803の動物型

Na+'H+アンチポーター

亜茎量差1、坂本敦1，2、村由紀夫1，2(総研大・

生命科学1、基生研2)

動物細胞の Na+'H+アンチポーター (NHEs)は、

成長因子やホルモン、細胞質の敵性化によって活性

化され、細胞質膿の Na+勾配を利用してプロトン

を細胞外ヘ排出する。 Synechocystissp. PCC 

6803のゲノムには NHEsのホモログの遺伝子が2

つ見い出されており、細胞内の pHとNa+温度の調

節に重要な役割を担っていると推測される。これら

の遺伝子 (spa1、spa2)を大蝿薗の Na・'H・アンチ

ポーター遺伝子欠損株 EP432に導入し、 Na+欝導

性のプロモーターの制御下で発現させたところ、

spa1を導入した形質転換株は Na¥ ぱ耐性を護得

した。また、この形質転換株から調製した反転膜小

胞には NaγH+アンチポート活性が検出された。

sta1、spa2の遺伝子破緩株の生理学的・生化学的

解析から、それらの Synechocystisにおける役割

を考察する。
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H2a・11
ラン議硫酸トランスポーター遺伝子の発現調節領域

の同定

盤率差益，青木三絵，佐麗いずみ{茨城大・理・環境〉

ラン穫では、硫黄源である破費量イオンの欠乏条件に

おいて、硫酸トランスポーターの発現量が増大し、硫

陵イオンの取込み能訓向上する.Syn配 hα町四ssp.
PCC 7942株では、硫酸トランスポーターのサプユニ

ットの遺伝子のも4と sbル4は、隣綾して逆方向に

配向している.両遺伝子の上流領績について、欠失シ

リーズを作成し、それぞれをレーボーター遺伝子

gusAに連絡して、異なる硫黄栄養条件下における

GUS活性を検討した.
磁合遺伝子。ISA-gu品、 s陣A-gusAいずれの犠
合についても、生育培地からの硫酸塩の除去により.

GUS活性の繕大ti溜められた.これに対し、コアプ
ロモーターの近傍に存在する逆方向反復配列を含む

24残基を欠失させた際、磁霞の存否にかかわらず

GUS活性は欠乏条件でのレベルと同等の高い値にな
った.従って、礁周監イオンカt存在する環境下では遺伝

子上流領域の反復配列に抑制因子カt結合し、遺伝子の

発現を抑えていることが示唆された.

H2a-12 
タバコ培養細胞およびオオムギ葉肉細胞の原形質膜カルシウ

ム結合挙動と耐填縄構との関係

村田芳行、藤田昌史1、中谷皐也1、桂真一1、小尾一郎l、角

谷忠掴1(1珂山大・良、 1京都大・島

塩ストレス非適応およぴ道志タバコ培養細胞ならびにオオ

ムギ葉肉細胞の原形質膜表面のカルシウムの結合挙動につい

て細胞電気泳動法を用いて調べた。カルシウムの結合挙動は、

緩和性の異なる2種の部位を持つモデルを用いて解街し、非

線型最小二乗法によって結合パラメータを決定した。

塩ストレス非適応タバコ培着陸細胞において、 Na+は、原形

質厳結合カルシウム量の特異的減少を起こした。しかし、温

ストレス適応タバコ矯養細胞およびオオムギ業肉細胞におい

て、このNa+による結合カルシウム量の特異的減少は起きな

かった。



H3a-Ol 
トウモロコシにおける..栄獲に応答したサイトカイニンの蓄

積とその分子.の同定

孟差益本盤、併原均、谷口光隆、杉山逮夫〈名古屋大院・生

命.掌)

トウモロコシ震から単橿したバクテリアニ成分情報伝選系の

レスポンス・レギュレーターホモログZmα'plr;t....の植
物震で無_.により発現楊導される.一方、この舗物の切り

取り.ではZmCiplr孟無償重量Eではなく、サイトカイニンで鶴
導される.サイトカイニンが主Iこ穫で合成されることから、重

表栄獲に応答し4慢のサイトカイニン量が槽加し、薫でのznt.羽pl
の発現E勇導をちたらすという仮E障を立てた.これを検直するた
めに、.窓飢震からの回復過程でトウモロコシ極でのサイトカ

イニン量の蜜動を解析し、分子書置の同定を行った.水車時で得た

重量医飢餓鎗物に碕..を舗鳴し、経時的に銀をサンプリング

し、まえサイトカイニン抗体とHPLCによるサイトカイニンを精

'ーした.その結果、重量E補績により復散のサイトカイニンの量
が繍却した.この薗分をさらに篇観し、質量分析の結果、イソ

ペンテニルアデノシン・5・.リン蔵 (iPMP)を同定した.こ

のサイトカイニンは、..補機2時闘後に約10債に糟加し、

切り取り窓の系でZmα'plを跨ーーすることが判明した.これら
のことは碕..がサイトカイニンで鎌介されるZmCI伊1..の
外留シグナルであることを示司置する...に応答し.で集積す

るその他のサイトカイ二ン分子種を同定中である.

H3a-02 
硫黄欠乏に応答した遺伝子発現伽胸と含硫化合物漉度

の変動の組織特異性
墓霊屋孟壬、金暗街、茅野充男、桝告昭、藤原徹
(東大院・農・応生化)

高等植物は硫黄欠乏(5欠)にさらされると、正常な生
育を保つために、遺伝子発現や代謝活性を変化させると
考えられる。本研究では、 S欠条件下での遺伝子発現と
化合物温度の変化の関係について検討した。
S欠に応じた遺伝手の発現解析のモデルとして、ダイ
ズの種子高官タンパク質のひとつである、 pコングリシ
ニンpサプユニットタンパク質をコードする遺伝子i.s遺
伝子)を用いた。 p遺伝子のプロモーター断片を含む
謂プロモーター(s羽S)にpーグルクロニダーゼ(∞S輝
伝子をつないで、シロイヌナズナに導入し、組織別にS
欠に応じた遺伝子発現の変化を調べた。その結果、葉、
茎、花でS欠によりGUS活性が物日し、根では増加しな
かった。これにより、種子以外の地上部にも、 S欠に応
じてp遺伝子の発現を伽胸する機構が有E在することが示
唆された。
さらにアミノ酸および硫酸イオン撮度のS欠による変
化を測定した。 οアセチル-I.rセリン、グルタチオン、シ
ステイン、メチオニンおよび、硫酸イオン温度と、 p
・到の発現パターンとの相関関係カ租織により異なった。
このことから、 s欠に応答したp・.358の発現のシグナル
となる化合物カ噛織により異なる可能性が考えられる。
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H3a-03 
酵母の銅吸収変異株αr1の変異を回復させるオオ
ムギのcDNA、SFD1の機能解析
血日盟隆u、奥本佐喜子1、中西啓仁1、西津直ヂ、
森敏1.2('東大大学院・農学生命科学、 lCRE訂)

昨年の、日本植物生理学会年会京都大会で、鉄欠
乏培地上での、酵母のctr1変異株の成長を回復さ
せる、 cDNAクローンSFD1(s..uppresor.. o[ Eerro凶
叩taJa/2f.ずeα1)の単磁を報告した。本講演ではこの
SFD1遺伝子の、酵母をモデル生物とした機能解析
と、実際の植物細胞内での機能解析の結果を報告
する。
ctr1変異株はM曲-a血 ityな銅のトランスポーターに
変異を持っており、観欠乏状態になっている。そ
のためニ価鉄吸収能の欠損、酸化的代謝能の欠損、
酸他的ストレスに対する感受性などの変異形質を
持っている。 SFD1をαr1変異株を発現させると、
これらの変異形質は部分的に回復された。このこ
とはSFD1の発現はαr1変異株の細胞内の銅の利用
性を改善させることを示している。実際の植物細
胞でもSFD1は銅代謝を制御していると考えられる。
植物体内でのSFD1の機能を明らかにするために、
SFD1を過剰発現させた形質転換植物を作成し解析
を行った。またGFP(greent1uorescence pro凶)との
融合遺伝子をトランジェントに発現させると融合
タンパク質は核に移行することがわかった。これ
らの結果をふまえて、 SFD1の高等植物細胞での機
能を考察する。

H3a-Q4 

講演取消



H3a-05 

講演取消

H3a・06
7ラピドプシス硝霞還元酵素はSer-534依存的に
リン強化し14-3-3タンパク賀(GFl4s)と結合する
金忠盛葦~.2，3， Wenpei SU2， Nigel M. Crawford2 
(1国立遺伝研，2UCSD，3現東京大学分生研)

高等植物碕醸還元酵素(NR)は、暗下におい
て速やかに活性が抑観される.この翻訳後調節に
はNRのりン蔵化と14-3-3タンパク質が関与する
ことがホウレンyウNRの研究から示嘘されてい
る.本研究ではまずHisタグをつけたアラピドプ
シスNRをメタノール資化性酵母Pichiaρ'astorisで
大量発現させ精製系を確立した.加 vitro解析の結
果、 N末のMoCoドメインとヘムドメインをつな
ぐhinge1領域の保存されたSer-534が活性抑制だ
けでなくりン磁化にも必要なことが明らかとなっ
た.さらに、アラピドプシス14-3-3タンパク質
(GF14)のうち7分子種についてNRと直接結合す
ることを酵母two-hybrid s開temにより証明し
た。この結合能もSer-534に完全に依存しており
hinge1領場のみで十分であった.
これらの結果から、アラピドプシスNRは暗

下でhinge1領場中のSer-534のリン磁化を受け、
ここにGFl4sが結合して、 NR活性が抑制される
ことが示喧された.
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H3a-07 
Syr裕choc町 Cωsp.陀 C7942のcmpオペロンの強制発現に

よる高COz条件下での高貌和性HC03-能動.• 送活性の.~・
企量濃里、 DeanPrice1、MurrayBa匂er1、岡村将人、.回
目・、小川晃男2 名大.a・応用生物科挙、 1Molec. Plant 
Physiol.， Res. Sch. Biol. Sci.， A出国Ii釦Natl.Univ.、Z名大・

生物分子応答研究センター)

C02欠乏条件下で際線されるSynecho∞αussp. PCC 7942 
のαnpABCDオペロフI~碕霞イオン能動舗送体と担問なABC型

鎗送体をコードしている.C02欠乏条件下で繕聾したanpAB

欠銀総 (M42)のHCU3-取り込み活性が示すHC03・に対する

緩和性(1(0.5・3SμM)が野生織の婦会 (KO.5.10μM)に比
べて有意に低いことから、表々はcmp.オペロンがHC03・の能

動総送に関与すると纏定した(1997年度年会).本研究では

さらに、碍蹟開制閣議事撃をコードするn島崎ペロンのプロモー

タをαnpABCDにつなぎ、 cmpABC朗発現が蜜療によって銅

御される変異線を作観して、 anpA町DとHC03輸送活性の関
係を鋼ぺむこの密実像を碕磁を車窓源として堵穫したところ、

highC02条件のもとでcmpABαJtlfJ慨し、高緩和性HC句"
送活性が発現した.このことにより、 α叩，ABCDが高唱脚性
HC03・鎗送体をコードすることが明砲になった.

H3a-08 
ラン蕩Synechoc，戸tissp. PCC 6803における炭磁同化系
遺伝子の発現制御の解析
盤g ，前田真一，小俣達男{名古屋大.a・応用生物化学)
炭素欠乏条件下で窃渇される Synec加 cocc出 sp.陀C

7942のcmpABCDオペロンI;1 HC03••送体をコードして
いる.Syl事前hocystissp.陀C6803においては、
Synechococcus sp.陀Ciト942のcmp遺伝子総と相向性
が高く、民家欠乏条件下で..される ORFである
slrOO40，0041 ，0043，0044がそれぞれcmpA，B，C，Dに稲
当すると考えられる. Syl1E割chocystissp.陀C6803の
cmpオペロンの250bp上流にはLysR動の伝写調節因子
をコードするORFsll0030 (ORF1)が逆向きに存在する.
ORF1のコードするタンパク貨が Thiobacillus
ferrooxidans において巾cLSの発現を制御しているRbcR
とアミノ.配列で 50%以上の同一性を示すこと、および
LysR型の伝写調節因子の多くが上流に位置する遺伝子の
転写を制御していることから、 ORF1が炭.欠乏に応答し
て cmpオペロンの発現を窃導していると錐測された.
Syl前加C戸 tissp.陀C6803にはORF1の他にもRbcR
と高い相同性を示すORFslrl727 (ORF2)が存在するの
で、各々を議剤耐性遺伝子を縄入して織した橡を用いて、
cmpオペロンの発現を調べた.その結果 ORF1を欠く変
異様では炭素欠乏条件下でも cmpオペロンの誘導が起こ
らなかったが、 ORF2を欠く変異稼では cmpオペロンが
跨導された.更に、ゲルシフトアッセイにより ORF1のコ
ードするタンパク質が cmpAの上流領織に結合すること
が確かめられた.これらのことから cmpオペロンの発現
はORFlのコードするLysR型転写濁節因子によって直録
制御されていると結鎗した.



H3a-09 
ラン蕩 Syr蹴加co白鴎 sp.PCC7942のシアナーゼ欠損
変異様における炭酸同化系遺伝子のシアン援による伝写
制御

璽量主主主、小俣逮男{名古屋大.a・応用生物科学)

ラン蕩伽附加cocc出 sp.PCC 7942にアンモニアを与
えて重素充足条件にすると炭酸同化の鍵醇畿である
Rubiscoをコードする rbcLSの伝写は活性化され、..
同化系の醇畿をコードする r百'rAオペロンの転写は抑制さ
れる.rbcLSの転写活性化とrirAオペロンの転写抑制が
シアン酸 (NCC刊の添加によっても引き起こされること
から、著是々は皇.同化代舗の.a物であるシアン霞が細
胞内における童家充足のシグナルとして蜜索、炭素同化
系の遺伝子発現を制御すると推測した (Suzuki et al. 
[1996 ] J. Bacteriol.178:2688・2694).しかしシアン
酸はラン濠の細胞内ではシアナーゼによって速やかにア
ンモニアと COzに分解される.そこでシアナーゼ遺伝子
(cynS)を特異的に欠損させた変異申告を作成し、シアン
穫の細胞内での分解を抑制した状鍍でシアン厳添加の・5
.を再検討したところ、シアン慢は rirAオペロンの転写
を抑制しなかったが、巾cLSおよびカルポキシゾーム
(Rubisco が局在する構造体)の形成と..に関与する
ccm阻.MNO、ic併の転写は活性化した.一方、重量槍炭
濃の鎗送に関与する M服、 cmpオペロンの伝写はシア
ン厳によっては影響されなかった.以上のことから、シ
アン複は炭酸同化系遺伝子事事のうちカルポキシゾーム関
連遺伝子君事を活性化すると鎗鎗した.

H3a-l0 
シロイヌナズナのシアナーゼ遺伝子のクローニング
愛知真木子、西田郁子、小俣逮男(名古屋大・農・生命農学
研究科)

シアン酸(NCo-)は、.素同化の中間産物であるカルパモイル
リン酸の分解によって生じる化合物で、ラン藻SyMChocOCCl回
sp.配C7942では窒素充足のシグナルとして炭敵同化系の遺伝
子群の転写を活性化する。シアン酸をアンモニアと二酸化炭
素に分解する酵素であるシアナーゼの発現は、ラン藻では窒
素充足条件下で抑制され、窒素欠乏により誘導されるので、
ラン衰のシアナーゼは窒素欠乏条件下でシアン費量の蓄積を阻
止する役割を持っていると推定される。
そこで次に高等植物におけるシアナーゼの機能を解析するた
めに、我々はシロイヌナズナのシアナーゼ遺伝子のクローニ
ングを試み、日Tクローンをプロープとしてのシロイヌナズ
ナのcDNAライブラリーのスクリーニング、およびタRACE法
により大腸菌やラン穫のシアナーゼ遺伝子(cynS)と相阿佐を持
つcDNA(aa:essionIlIIIIIber AB似5(8)を単商量した。このcDNAは
168アミノ酸からなる分子量18，542のタンパク質をコードして
おり、そのアミノ餓配列は物日市町何四S sp.陀C7942のシア
ナーゼと39.7%、大湯薗のシアナーゼと32.7%の同一性を有し
た。また、このcDNAを発現ベクターに導入してシアナーゼ遺
伝子を欠失した大腸菌に形質転換したところ、有意なシア
ナーゼ活性が検出された。以上の結果から、変身はこのcDNA
がシアナーぞをコードすると結歯した。さらに、ザザンプ
ロット解祈から、シロイヌナズナにおいてシアナーゼ遺伝子
(CYN)は1コピーであることが明らかになった。現在、 CYNの
発現調節についての解析を進めている。
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H3a-ll 
クラミドモナスの硫黄欠乏応答変異様ars401の解析
柴垣奈佳子、 Jo加 P.Davtば、ArthurR.Grossm叩 I、
下河原浩介z、自国秀明王茅野充男、林浩昭、

藤原 徹(東京大学・院.a学生命科学、 lCame酔
Inst. Washington. S凶ぜ0・吋Univ.、2帝京大学・医)

本研究の対象とする硫黄欠乏応答変異株ars401は、
硫黄欠乏条件下でαlamj'l由叩叩asre.畑加rd凶が分泌する
arylsulf祖国eを指標!こ、形質転換体から単商量された.
ars401の持つ変異が硫黄欠乏応答のどの段階に関るも
のであるかを明らかにするために、硫黄欠乏に対する

応答(arylsulfa凶 eの誘導、問i抑制cpro仙の
SDS-PAGEパターンの変化、硫酸吸収能の変化)を野
生型株CC125とars401について調べたところ、ars401で
はいずれの応答も殆ど示さなかった.このことは

ars401の変異は硫黄欠乏に応答して起こる一連の反応
の、比較的上流に位置することを示唆している.また、

ars401は、リン酸欠乏に対しては、 alkalinephωpha凶 e
の誘導などの応答を示すことから、変異が硫黄欠乏に

特異的であることカt確認された.このars401の表現型
は掃入遺伝子と強く連鎖していること、よく似た表現

型を示す既知の変異様sac1とは異なる変異であること
を確認した.現在、プラスミドレスキューによる変異

遺伝子のクローニングを行なっている.

H3a-12 
クエン酸放出型低リン酸耐性細胞の槍代謝関連酵

素遺伝子の解析

企虫盟主、瀧田英司、木原智仁、原徹夫(岐阜大

.農・生物資源利用〉

ニンジン培養細胞を野生型細胞が本来利用し難

いリン酸アルミニウムをリン酸給源として選抜し

た低リン酸培養細胞は、クエン酸放出速度が野生

型に比較して8倍高い。この細胞は、クエン酸代
謝に関与する複数の酵素活性が野生型と異なり、

クエン酸合成能力が野生型よりも高いと考えられ

る。これは、細胞内小器官の分画の結果から、ミ

トコンドリア型csの増加と、細胞質型NADP
特異的イソクエン酸脱水素静棄の活性低下である

ことが明らかとなった。両細胞における酵素活性

の差異は、 1)免疫滴定等の免疫学的解析結果が
両細胞で一致すること及び、 2)単雄したcDN
Aの塩基配列が完全に一致すること、 3)ゲノム

上のコピー数に差異が認められないことから、主

に発現制御系に起因する差異であることが推測で

きる。



H3a-13 
人工会成した酵母の三価鉄還元酵素をコードす

る遺伝子 (refre1)のタバコへの導入

本主玄正二 山口博隆 中西啓仁 森敏1，2

(1東大・農学生命科学・応用生命化学 2CR邸 T)

イネ科以外の高等植物の鉄獲得機構S岡崎y-Iでは、

三価鉄還元酵素により三価鉄の二価鉄への還元を行

い、その後トランスポーターで細施内に取り込む。

この第一段階である三価鉄の還元能力を高めること

により、二価鉄を効率よく吸収できる鉄欠乏耐性植

物を作出することができると考えた。現在までのと

ころ植物の三価鉄還元酵素遺伝子は単緩されていな

いが、似たような鉄獲得機構を持つ酵母

Saccharomyces cerevIsIaeでは FRElという三価鉄還

元酵素遺伝子がDr.D包lCIS ら(1992)によってクロー

ニングされている。このFREl遺伝子をもらい受け

タバコに導入したが、 c叫ingregi叩の途中でpoly(A)

が付加するため完全長のmRNAができなかった。酵

母の三価鉄還元酵素FRElをタバコで発現させるた

めに、新たに設計したrefrel遺伝子の全配列を人工

的に合成し、 CaMV35Sプロモーターにつないでタ

バコへ導入した。その結果、三価鉄還元活性能の高

い形質転換タバコを得ることに成功した。

H3a・14
葉緑体包膜のH+温度勾配依存性NU2'・輸送

蓋杢蓋志村回顧リ、高橋正昭(大阪府大.a・応用生
化)

間 3・同化では、 NU3・還元は細胞質で、続く附2・還元

は葉緑体で行われる。NU2・の葉緑体への取り込みは光照

射を必要とするエネルギー依存のi蹄である。我々は、
暗中での単離葉緑体へのNU2・の取り込みを浸健し、N02

・還元反応を除いた輸送反応のみの涜碇系を確立し、その

分子制.について擬すしてきた。本研究では、輸送反応

の初夏をより正確に涜健できるようにし、N02・総量lこ対

するN02・温度、 pH、脱共役割、仕浮修飾誌薬等について

検討して、 NU2・の輸送がキャリアーカ唱&与するH+との共

縦差であることを明らかにした。

ホウレンソウ単灘葉緑体をNaN02と一定時間s'Cでイ
ンキュベー卜した後シリコン遠心法によって葉緑体を分

離取り込まれた附2・を発色法により定量したn

N02・の取り込み速度はs'Cでは25'Cの車恒明ωこ低下し
たe最初のZ砂で取り込み量はピークに達し外逝農度の

京世倍になり、その後減少して30分には平衡になるオーバ

ーシュート・キネチックスを示した門防4依存性は針-t+と

の共輸送でNU2-刈瑚包質傾般のH+濃度勾配を手l周して

取り込まれることを明らかにしたの

2∞ 



I1a-Ol 
ガンマ線照射によるパレイショ塊茎ω-3脂肪酸
不飽和化酵素遺伝子の発現

笠生息盟王、林徹、 E永田俊文、 Z鐘ケ江(梶矢)弘美、
森昌樹、菊池尚志(農水省・食総研、 1科学技術振
興事業団、 2農水省・生物研)

ω・3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子(ω・3あ4D)は傷
害、感染による迅速な発現が報告されている。我

々は、この遺伝子の応答と活性酸素との関りを探

る目的で、パレイショの2つのω・3FAD、FAD7
(7. 7"f~.)及び FAD3(ミ?p'}-A) 、 cDNA のクローニ

ングを行い、塊茎のガンマ線照射による両遺伝子

のmRNA量の変化を追跡した。 0.04-1.0凶yのガ
ンマ線照射により、 FAD7及び FAD3m悶 A 量の
一時的な噂加が照射 2-4時間後に、おおむね線量
に依存してみられた。一方、塊茎の切断(傷害}

によっても両遺伝子の発現誘導が見られが、

F辺D3mRNAの糟加はガンマ線照射時と同程度で
あるのに対し、 FAD7J誠 NAの傷害による増加の
程度は著しく大きく、また、傷害によるリノレン

酸含量の噌加が処理後数時間で観察された。以上

から、ガンマ線照射はFAD3e FAD7の発現を誘
導するが、傷害時とは異なるシグナノレ伝達経路を

介している可能性が示唆された。

I1a・02
傷害によるプラスチド伊3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子
(FAD乃の発現爵導の分子極構
E血盟、児玉浩明、柳津修一1、射場厚(九州大・理・
生物、 1東大・総合文化・生命)

日01l量伝子はプラスチドにおいてジャスモン酸(JA)
の前寵体であるリノレン酸の合成を触媒する酵素を

コードしている。シロイヌナズナの同07遺伝子は、
棄などの薫縁体を含む組組でのみ発現しているが、

局所的な傷害処理を与えると、糞のみならず茎や棋

の非緑色組織でも強く発現する。地上部の藁と茎で

は、 FA07遺伝子発現の傷害爵導に、品の生合成は必
須ではないが、根ではJAが関与していた。 FA07
prαIIOterを5'上涜から段障的に欠失させて解析した
結果、葉と茎ではーお9/-197領域に、根ではー520/-
363領鳩に傷害応答性エレメントが存在することが示
唆された。さらに、ー262/-203領域をプローブとして
ゲルシフトを行ったところ、葉から調観した核タン

パクでは傷害処理による顕著な変化が見られないが、

茎では傷害処理によって顕著に結合量が治加する転
写因子の存在が示峨され、その結合領域が:"242/-223
であることがわかった。また、根ではG初x様の配列
を含む-430/-363領域をプロープとしてゲルシフトを
行った結果、傷害処理によってのみ検出される複合

体が検出された。現在、これらのゲルシフトの結果

から推定された傷害応答領域のinvivoでの犠能につ
いて解析中である。
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I1a-03 
Ri.プラスミド由来アグロピン合成酵素遺伝子プロモーターの
傷害揚導性:プロモーター解析.1
山益且王、征矢野事t1、猪口稚彦、近直属弘滑(岡山理事ヰ大・
理・生物化学、‘京都大・理・植物)

Agrobacterium rhí~，勾問自由来アグロピン型Ri.プラスミドの
T.DNA領繊には、オパイン合成系の遺伝子であるアグロピン
合成醇漢遺伝子 (Ri.ags)がコードされている。重量々 は、 Ri-
agsプロモ}ターとGUS機造遺伝子との盈合遺伝子を噂入した
形質転換タバコを周いて、同プロモーターの多量現特性解析を
行っている。これまでに、 Ri郁プロモーターは、 (1)根お
よびカルス組織に特異的であること、 (2)棄と茎において
は傷害により顕著に穆樽されること、を報告してきた。
これらの発現特性を制御するプロモーター上のシス因子を
同定するため、エクソヌクレアーゼIIIを用いてプロモーター
領域を5・上流から段階的に欠失させた。各欠鍋プロモーター
断片を各々GUS遺伝子に総合し、タパコに移入して発現特性
を解析した。その結果、棟およびカルス特異色はともに、翻
訳開始コドンの上流-243bpから-208bpの領績で制御されて
いることが示された。また、傷害誘様性も同じプロモーター
領績により支配されていた。このことより、 Ri叩プロモータ
ーの組織特集伎と傷害揚等性は、全て同ーのシス因子で制御
されている可能性が示峻された。この領綾にはパリンドロー
ム構造語唱められたが、既知のシス因子と相向性のある配列
は含まれていなかった。
現在、更に鮮細にシス因子の同定を進めるとともに、 -2431
-208聞のオリゴヌクレオチドをプロープとしてグルシフト
アッセイを行い、トランス因子の解析を行っている。

Ila-04 
タバコの傷害応答遺伝子の解析

車孟二盤，屡木美告書，司氏小泉望，草野友延.佐野浩(番号良先

繍科学技術大学院大学・遺伝子殺育研究センター・植物細胞

工学)

事是#は、前回の年会で、蛍光デイファレンシャルディスプ

レイ法(F∞}を用いて、タバコからsつの傷害応答遺伝子の
cDNA断片を単調Eしたことを報告した。今回、このうち 3つ
のcDNA断片の5'上流領域を5・'-RACE法により取得し、これ

らの全長cDNAの配列を明らかにした。このうち2つの全長

d別Aの配列、および推定されるアミノ酸配列に相伺性のみ

られる遺伝子は現時点で存在しない。

ノザン解析により、このうち 1つは、傷害処理後、数分で

mRNAの蓄積がみられ、数十分で書積のピークを迎えること

が分かっていたが、今回、さらに鉾繍な発現パターンを関ぺ

た。また、同織の素早い一造的な蓄積パターンを示す4つの

傷害応答遺伝子が、 ft々のFDDの系で確認されており、この
うち2種類のcDNA断片を取得し、発現繊式を関ぺた。傷害

直後において、このように素早く応答する遺伝子がどのくら

いの数発現しているのか分からないが、傷害に対する素早い

発現機構や、これらの遺伝子産物が傷害時に果たす役割を明

らかにしたいと考えている。現在、残りのクローンの全長

d別Aの単厳を試みている。



I1a・05
傷害誘導性ACC合成酵素遺伝子の発現調節機構の解析

並進盤温品 酒井慎吾 (筑波大・生物}

カボチャ中果皮組織によるエチレン産生は、物理的傷

害により誘導される。我々は、傷害後の中果皮組織より抽

出した蜘IRNA、A配合成酵素の保存領域を元に作成し

たプライマーを材料に RT・陀R法を用いて cDNA断片

(鴨Aα2)をクローニングした。 WSA'α2をホモロジー検

索にかけた結果、既知のカボチャ傷害誘導性Aα合成酵

素遺伝子(CM-AIα1)をコードしていることが明らかにな

った。そこで、ノーザン法により WSA岱 2の発現解析を

おこなった。その結果、傷害後の組織中での WSAα2

rnRNAの合成は、 O2産生酵素である NAD(P)Hoxidaseの

阻害弗lである dephenyleneiodoniumを処理することによ

り阻害された。また、 0;産生系として xanthineとxanthine

oxidaseを処理した際には、処理後30分で強い発現が一過

的に誘導された。さらに、傷害後の活性敵素群の産生を化

学蛍光法を用いて測定したところ、傷害後、数十秒で O2'

が産生されていることが明らかになった。 一方で、ジャス

モン酸生合成阻害剤jを処理した際には、WSAIα2の発現は

部分的に阻害された。また、ジャスモン酸、メチルジャス

モン酸を処理することによって発現が強〈誘導された。

I1a・06
アカシアマンギウムのプロトプラスト単離操作に

おける8・1，3・グルカンの傷害誘導
企会盆盟，津田その子 1 (王子製紙・森林資源研
究所中部電力・電気利用技術研究所)

植物からのプロトプラストの単離において， β-

1， 3・グノレカナーゼが必須である系を，アカシアマ
ンギウムを用い見出した。そこで，この必要性に

ついて化学的，並びに免疫化学的に検討した。こ

の結果，アニリンブルーと 8・1，3・グルカンに特異
的な抗体を用いることにより，s・1，3・グルカンが
プロトプラスト単離中の，分解酵素との反応性を

高めるための試料の細断操作において，傷害誘導

されることが判明した。更に，抗体により 8・1，3・
グIレカンが細胞墜中に局在していることが明らか
となった。以上のことから， β・1，3・グ/レカンがセ
ルロースやベクチンと強い結合を形成したか，ま

たは細胞膜を覆ってしまい，通常用いられるセル
ラーゼやベクチナーゼが細胞壁にアクセス出来な

かったため.s・1，3・グルカナーゼがプロトプラス
ト単離に不可欠であったと結論された。
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I1a-07 
ソラマメ業肉細胞でのベルオキシダーゼによる3，4-ジヒドロキ
シフェニルアラニンの般化編繊
直逗査盟主、鬼木隆司静(え州曾科大学)

ソラマメ叢に傷容を与えると、メラニン様の黒色物質
が3，4・ジヒドロキシフヱニルアラニン(dopa)の磁化によって
合成される。 dopaの初鋤.'化宣絡はそのセミキノンラジカル
であることが知られている。この酸化反応にはベルオキシ
ダーゼが関与していることが、傷害にともなって漫画量化水素
生成が促進されることから推定できる。しかし、一般的に、
ベルオキシダーゼに依るdopaの磁化速度U低いことがしられ
ている。ここでは、細胞内でのdopaの磁化袋織について解析
した結果を報告する。
ヨE肉細胞プロトプラストに過酸化水素を与えると、9c

ず、アスコルビン厳が強化され、それに緩いてd叩aとカフェ
厳エステルが磁化された。4-クマル.ヱステル肱ゆくつりと
しか磁化されなかった。単目隠した液飽ペルオキシダ-1:!によ
るdopaの重量化は、カフェ陵エステルと 4ークマ)".エステル
によって数+倦促進され、これらのエステルの強化はdopaで
抑えられた。これらの磁化反応の促進および銅剣はカフェ厳
と4ークマル厳エステルラジカルとd叩ーとの反応によるもの
であることが、カフioヱステルとd叩aのセミキノンラジカ
ル消長を遺跡することにより.かめられた。以上の結果は細
胞内でもd叩aはベルオキシダーゼによって生成したカフio
や4ークマル厳ラジカルによって磁化されうることを示して
いる。

I1a-08 
大脇薗カタラーゼ遺伝子を導入した形質転換タバコの
光・腹案書撃耐性機構の解析
孟J.!.lj孟之、武図 徹、重岡 成(近自民大'.・食栄}

環境ストレス耐性植物の分子育種のーっとして、我々は大腸
菌カタラーゼ遺伝子を業縁体へ導入しと形質転換タバコ
(T43-1)を作成した.強光(1600J.lmol m-z s・')と乾燥(灘水な
し)条件下で、野性鎌は24時間後から光傷害による業のクロロ
フィルの分解が顕著に徳められたのに対して、 T43-1は72時
間後まで殆ど影.が認められなかった.野生抹の光合成活性、
ホスホリプロキナーゼ(ぬか限〉活性(抱u2の徳的静棄の1つ〉
およびクロロフィル蛍光(Fo/Fm)は著しく影響を受けた.量産縁
体型アスコルビン厳ペルオキシダーゼ仏凶p)の活性は両者と
もに認められなかった.
そこで本研究では、形質転銭植物のもつ光・酸素毒耐性を明
らかにするために、強光と乾燥{灘水なし)条件下での初期(12
時間)の段階およびパラコート(MV)処理後の雨株への影響を
検討した.強光と乾燥(潜水なし)により野生糠の光合成活性お
よびクロロフィル蛍光は12時間後で既に影響を受けていた.
MV(50μM)を噴第し、強光(1600μmolm-2s-1)下に置くと、
8時間後の野生線では顕著なクロロフィル分解が認められた.
4時間後の野生繰の光合成活性およ~u5-限活性はそれぞれ
20弘 40%に低下したが、 T43-1では70%、87%保持していた.
T43-1では陀Rサイクルの他のSH醇棄も高い活性を保持して
いた.また、業縁体型ASA問舌性は南保共に著しく減少した.
さらに、全アスコルビン酸仏凶J量は野生線では20-25%の減
少が認められたが、 T43-1での減少は認められなかった.細胞
内の業縁体でのA品局在*(30-40%)を考慮すると、葉緑体型
A凶Pの失活liAsAの枯渇に起因し、 T43-1では発現したカタ
ラーゼカ守色02による酸化的障害を紡いでいる事が示唆された.



I1a-09 
耐温性循物Mesen宙開nth白刃凶ncrys凶IJnumにおける
過磁化物消去系の発現調節
盆且」盤、重岡 成 (近副島大..・食栄)

耐極性植物Mt吉田1bZ}沼nthemωnαystallin凶η{アイスプラ
ント}の溢ストレスと活性酸素代謝の相互関係について検討を
行ってきた。塩ストレス下のアイスプラントにおいてアスコル
ビン酸ペルオキシダーゼ仏品p)およびスーパーオキシドディ
スムターゼ(SOD)アイソザイムの活性が顕著に上昇した。今回、
アイスプラントにおける寝ストレスに対する活性酸素消去系の
応答をより詳細にするために、 A凶Pアイソザイムの転写およ
びタンパク質レベルの変化を検討した.また、鼠近植物細胞で
見出されているリン脂質ヒドロペルオキシド特異的グルタチオ
ンペルオキジダーゼ様活性についても検討した.
アイスプラントの栽培は既報に従った.ノーザンハイプリダ
イゼーションのプロープには、ホウレンソウ業ASAPアイソザ
イムcDNAおよびアイスプラント細胞質型AsAPcDNAを用い
た.担書種後6週自のアイスプラントに存在するA品Pの策緑体型
と細胞質型の比は約1:1であった.葉緑体型A品Pは全てストロ
マ型でありチラコイド.結合型は検出されなかった.総A凶P
活性はl.Iストレス付与により7日目で2.6:1:0.2倍に上昇した.
ζの時、ストロマ型およE細胞質型A品Pは同織に上昇した.
とれらの上昇はタンパク貨の綱加によるものであった.ノーザ
ンハイプリダイゼーションより、細胞質型A凶Pは2つ(I、 ro存
在することが明らかになった.細胞質型I、Eおよびストロマ型
A凶PmRNAは壇ストレス付与3日目後にそれぞれ1.3、2.3お
よび1.7倍上昇していた.また、塩ストレスによりリン脂質ヒ
ドロペルオキシド特異的グルタチオンペルオキシダーゼ活性
(41:1:0.2 runol/llUnJ百恵prote1ゆが検出された.現在、塩スト
レスの本酵素の転写レベルに及ぼす影智について検討中である.
細胞内過酸化脂質量(T臥値)は温ストレスにより1.6:1:0.2倍上
昇した.

I1a-l0 
栄養組織の液胞プロセシング厳禁は鎗物ホルモン、傷害、老

化により発現が鶴導される

山盟盤釜山、木下哲人西村いくこ1、西村総夫1.2

(1基生研・細胞生物、 2a革研大・生命科学}
液胞プロセシング酸素(VPE)は、 4量4な液胞宮ンパク貨の成熟
化に関わる厳禁で、シロイヌナズナから3種型車の遺伝子がクロー
ニングされている (...V1主、 PVPE.、'YVI明。これまでの研究から
βVPEは種子特異的、 aVPEとyVPEは栄.111.'こ特典的である
ことがわかっている。種子のVPE~:Srンパク質置E積型液胞におい
て貯.:Srンパク貨の成熟化に関与していることが示されている。

一方、栄費量組a障のVPEは分解型液胞においてシステインプロテア
ーゼやキチナーゼ等の液胸世ンパク貨の成様化に関与している可能

性が示蛾されている。事l.ollは栄華E組自瞳に発現するγVPEの発現繊式
をE平鍋に解析することによりその役割豊明らかにすることを目様と

して研究を進めている。
シロイヌナズナ.を周いて、傷害および老化によるyVPEmRNA
の発現パ9ーンを綱ぺた。 yVPEmRNAは温常低レベルの発現が
見られるが、傷害後、 6時間で一時的に繍加し、その後24鱒聞か
ら再び治大した.このこ相的な発現It:Srーンは傷害留のみならず、

他の組鎗にも見られた。.の老化に伴っても yVPEn武NAの発現
畳が指加することがわかった。組織の傷害および老化の過程では、

ヱチレン、ジャスモン厳司事の纏綿ホルモンfI関与することが知られ
ている.そこで、エチレン、ジャスモン取をシロイヌナズナ叢に与

えたところ、エチレンによる鍍蓄な発現蹴a・fllIめられたのに対し、
ジャスモン厳による11導~tまかった.また、エチレン応答牲を欠織

しているシロイヌナズナ突然変異体etrlではサリチル酸を与える
ことにより VPEの発現が鰻察された。以上の鉱泉を基に、 yVPE
とその繍的9ンパク貨の発現在比般織討する。
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I1p・01
植物の低温光傷害時の系 I及び系E光匝審において
低温の果たす異なった役割

園並金量(東大・院理・生物科学)

植物が過剰な光を受けたときに光合成活性が低下

し(光阻害)、この阻害は温度の低下とともに場大
する。光阻害の部位は長らく系Eであるとされてき
たが、我々は最近、低温感受性植物においては、低
温光阻害の部位が系 Iであることを見いだした
[Plant Cell PhYSiol. (1996) 37:239・247]。低温がこれ
らの光限害においてどのような役割を果たしている

のかを調べるために、それぞれの光阻害の温度依存
性を調べた。その結果、系 I活性は10"Cを境にそ
れより低温で急激に低下するのに対して、系E活性
は25 "CからO"Cにかけてほぼ直線的な温度依存性
が見られた。さらに、様々に光強度を変えて温度依

存性を調べると、系Eの阻害率は、温度と光強度の
両方によって決まるQAの相対的な酸化還元レベル
とよい相聞を示したのに対して、系 Iの祖答率はほ
ぼ温度だけに依存して決まった。これらの結果は、

系 Iと系gの光阻害に関して、低温が全く異なった
役割を果たしていることを示す。植物の低温光傷害

においては、光合成活性の低下は系 I光阻害型のあ
る敷居値以下で起こる温度依存性を示すことを考え

あわせると、低温における光合成の失活においても、

阻害の程度は主に温度によって決まり、ある一定以

上であれば光強度にはよらないととが推測される。

I1p・02
生育温度環境と細胞の加飾に依存したコムギ小胞体

局在型w-3脂肪破不飽和化醇集遺伝子の発現

量E量盟、 JII上直人¥児玉浩明、射渇厚 (九州
大・理・生物、 1明治大.a・纏物工学)

様組様に含まれる大留分のαーリノレン費量(18:3)
は小胞体局在型w-3脂肪磁不飽和化醇黛により生成

される.コムギにおいて同醇濃をコードする

TaFAD3遺伝子の発現量は栂鋪分叡組織で量も高

く、その後、細胞の加齢に伴い低下する.会脂肪厳

に占める18:3の割合はTaFAD3遺伝子の発現量に
対応した変化を示し、細胞の加齢に伴い減少する.

一方、コムギの恨の脂肪磁組成は温度環績に依存し

て変化し、 300Cで生育した渇合、 18:3の割合は約
1096であるが、 50Cで1;1:50%以上にも逮する.そ
こで、生育温度環績による18:3の割合の周節鎗備を
明らかにするため、種々の温度環焼下での7旨FAD3

mRNA量を叡細胞の加齢と対応づけて解析した.今

回の報告では、コムギの担における18:3の割合の生
育温度による調節織織について、 TaFAD3mRNAの

蓄積量が果たす役割と、それ以外の因子が関与する

可能性について.愉したい.



IIp-03 
いもち病積由来セレブロシドによるエリシタ一作用の

解析
鐘担量亘、小川l紀子、山内盛蔵、関節加乃、御堂直樹'、
古賀仁一郎、省国道頭、志村隊、小笠原長宏
{側植物防御システム研究所、'明治製東側〉

我々は、いもち病菌{胸gnaporthegrisea )より単
離・精製したセレプロシドがイネのファイトアレキシ

ン(ファイトカサン、モミラクトン)を産生誘導する

ことを見出した。セレプロシドによるエリシタ一作用

をさらに解析した結果、セレプロシドはイネ薬組織へ

の散布処理の場合においても、また液体培聾細胞(コ

シヒカリ}系への添加施周によっても灘度依存的なフ

ァイトアレキシン誘導能を示した。さらに、セレブロ

シドを処理することにより、イネの PR蛋白貨の一種

であるPBZl蛋白質の発現が業組織および液体培養細
胞で認められた。また、セレブロシドの車庫鎖郁分を徐

去したセラミドについても、セレプロシドと比絞して

比活性の低下はみられたが問機のエリシター活性を示

した。

また、セレプロシドはいもち病菌のレースにかかわ

らず存在すると考えられたことから、イネといもち病

菌との相互作用において普通的なエリシターとして作

用している可能性が示唆された。

IIp・04
いもち病菌由来のセレプロシドエリシターの単厳繍製と織

造決定
宣重ιニ盤、山内艶歳、志村陽、大島消美、小川紀子、梅
村賢治、菊地美奈子、小笠原長宏{舗物防御システム研}

積物はその病原菌と緩触すると過敏感死、ファイトアレ
キシン生成などの織々な化学的物理的防御反応により自分
自身を守ることが知られている.これらの防御反応は病原
菌が生産するエリシターにより続増車される.由貿者らはイネ
のファイトアレキシンであるモミラクトンとファイトカサ
ンυ生成を指震として纏物体においてエリシター活性を測
定する独自の得価系を磁立し、この得価系を用いていもち
病菌 ω(agnapor幼egrlsea)からエリシターを単調E繍製、構
造決定をした.その結果、スエヒロタケ (Schizo〆砂蜘m
comm鵬 e)の子実体形成因子として知られている2)セレプ
ロシドA、Cであることを明らかにした.動物細胞ではセ
レプロシドを初めとするスフィンゴ脂質は細胞の分化やア
ポトーシスを際司ーすることが知られており 3)、さらに近年、
植物の過敏感死がアポトーシスの1種であることが報告さ
れていることから、セレプロシドによるイネの過敏感死は
アポトーシスと密簸に関連している可能性がある.
1) D. Cartwright et al. Natur哩26スS11(1貯η;J. Koga et al. 
寝泊t帥叩 51，7明7(1995); J. Koga et al. Pbytochemis町
44，249 (1997). 
2) G.Kaw置iet a1. Agric. 8iol. a施m.49， 2137 (19お).
3) K. Obata et al. Natule 2，“，3ω(1切な R.Dc Maria et al. 
Science 277， 1652 (199η. 

2ω 

IIp-05 
低温馴化過程で蓄積するクワ皮届細胞の

ERタンパク質
主量隼阜、竹海大輔、荒川圭太、藤川清三、

吉田静夫 (北大・低温研)

越冬中の樹木皮層組織ではERと考えられる小胞
が多量に蓄積する事が知られている.そこで高い耐

凍性を有するクワ (Morusbombisis)の粗ミクロソ

ーム画分をショ糖連続密度勾配遠心法により分画し

たところ、 ERのフラクションにおけるタンパク質
量が秋から冬にかけて顕著に猶加することがわかっ

た.また、 SDS・PAGEによる解析では、耐凍性の矯

加に伴ってERにいくつかの低分子域のタンパク質
が増加していることがわかった.このうち蓄積が顕

著であった 20kDのタンパク質について Nー末端

アミノ酸配列を決定したところ、 ER局在性の低分
子量熱ショックタンパク質と高い相向性があった.

また 20kDタンパク質に対する抗体を用いた実験

においてもER局在性と秋から冬にかけての蓄積が
確認された.

IIp-06 
細胞内情含量の人工操作によるシロイヌナズナプロトプ
ラストの凍結傷害機構出現頻度の変動
よ並並主・PeterL Steponkus 
Dept of SCAS. Cornell Univ. Itbaca.前 14853.USA 

植物の低温願化過程で細胞内の情場加が起こることは
よ〈知られているが、その耐'lf性場大に関する役割につ
いては定穏を見ない.本研究では、踏の低温順化過程で
の役割を明らかにするため、暗黒でシロイヌナズナ実生
をショ槍液に漫し細胞内積含貨を人工的に変化させた後
(TUllanov • Trunova. Sov PI Pbrsiol 10: 140. 1963)、
業プロトプラストの凍結融解過程での2つの凍結傷容俊
樹摩融解中でのプロトプラヌトの磁場lIEIL)と凍結脱水に
よって引き起こされるヘキサゴナルIU白書ま移を伴う浸透
E変化反応性の損失乱OR))の出現繍度に対する衝の最多.
を調べたo2'C処理では、 EILは低濃度ショ槍液(豆5佃凶
に短期間(l日}浸すことで減少したが、.LOR出現傾度の減
少は高波度のシ冒槍(40伽削、 7日):を必要としたo 23"C処
理((0伽齢では、 EIL出現頗度は全〈変化しないが、 LOR
出現頒度は著しく減少したo 35...ショ鰭液では鎗含量は
変化しないが、 (00岨ではショ縫・果績・ブドウ徳治宝著し
く増加することも判明した.これらの結果は、1)低濃度
のショ槍は低温で起こる原形質模信貧血成変化を跨導し
EIL出現頻度を減少させる、 2)LOR出現頗度の減少は纏含
量の増加自体でも起こるが、膜脂質変化と纏含量の両者
が起こる際に最も効果的に減少すること、を示している。
Sopporled by a US，働側ICGPaoda US lJ()E 8taot. 



IIp-07 
小変の新規不束淵割脅質の検索

主主亙塁、星野保、吉田みどり 1、津田栄、扇谷悟、石崎紘三

油産省・工技院・北工研、 1農水省・北農試)

氷点下の環境に適応している貨物では、水の凝固点を下げ

る示凍タンパク貨の存在が広く知られており、そのタンパク

貨の特性は立体構造にいたるまで詳しく調べられている。近

年、植物にも、そのような不束タンパク質がいくつか見つか

ってきており、その糊全の解明が待たれている。

我々は小麦由来の不凍タンパク質を単厳する目的で、凝固

点測定系を確立し、アポプラスト画分から不束活性のあるタ

ンパク質を検索している。そして、 2tあるいはー2tの低
温処理により顕著に治大する30KDa付近のタンパク質のバ

ンドを5D5-PAGEにより検出できた。

また、縦躍およびプロテア一世躍をしたアポプラスト

画分にも弔黛活性が喝事められ、タンパク質以外の新規示凍活

偵拘質の存在が君輔された。低温処愚こよってアポプラスト

薗分のフェノール化合物灘度が増大することや既知のいくつ

かのフヱノール化合物(没食子園段、コーヒー陵、オイゲノー

ルなど)にも不凍活性か留められることなどから、この新規

未練活性物質はフェノーJレ化合物である可能性カ塙〈、現在

同定中である。今後は低温直応におけるこの新規不凍活性物

質の生理的役割について調べてゆく予定である。

I1p-08 
NMR顕微鏡により可視化されたカエデ越冬芽の凍結
様式と各組織の氷核活性

五山盤:tTU井出博之1，W山amS. pri白人荒田洋治1，
北嶋智美(農水省・生物研機能水研)

NMR顕微鏡を用いてハウチワカエデの冬芽(花
芽、業芽)の凍結犠式を観察した.1'Cから-21'Cま

で7'C間隔でプロトン密度画像をとり、さらにその各
像聞の差を画像化したところ、組織による凍結織式

の差が明瞭に画像化された(芽鱗片、枝皮膚部=細

胞外凍結、木部=過冷却、葉原基、花原基(花序)

=器官外凍結).葉原基、花原基のサイズは温度の

低下とともに徐々に小さくなり、これらの組織の基

底部は徐々にシグナルが減少し、これらの組織から

の水の移動を示唆していると思われた.鼠験管法を

用いて冬芽各組織の氷核活性を測定したところ、外

鍛片がー7.4'C、内繊片が-10.5'C、花序が-16.3'C

で、 NMR顕微鏡や示差熱分析から得られた各組織
の凍結織式に合目的な値であった.同様の手法をネ

グンドカエデ等の冬芽にも適用してハウチワカエデ

の場合と比較した.いずれの場合も組織の凍結様式

とその氷核活性は合包的な関係にあり、冬期の植物

は氷核活性の分布を制御することにより、組織の凍

結様式を決定しているように思われる.
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IIp-09 
低温貯怠したパレイシ...で鎗現が..・される遺伝

子:クロー=ングと宛現解締

益重i皇、笠岡啓介、日吉徹、大山俊男(日本たばこ度集
(株)遺伝育種研究所)

低温下で長期貯蔵したパレイショ塊茎で発現が跨導される

遺伝子 (CIP353)をディファレンシャルスクリーニングに

より単隠した。 cDNAがコードするポリペプチドと既知配列と

の相同性を鑓べたところ、カドミウム畿導性タンパクと44%

の相向性を有していた。 CIP353mRNAは、 S'C以下で盛期

貯蔵した施茎で強〈発現しており、その発現量Iま..を常温

に戻すことにより減少した。生育中の植物の各器官での

mRNAの発現r;t、低温貯蔵した.釜に比べ著しく低かった。
また、低温処理したinvitro植物の葉、茎、根では転写産物

の治大l孟殆ど包められなかった。従って、 CIP353遺伝子

{草、低温貯蔵鋪撃でほぼ特異的に発現し、温度により発現鶴

導が制御されると考えられる。また、 CIP353遺伝子に対応

するゲノムクローンを単隠し、そのプロモーター領舗の塩基

配列を調べたところ、.頬の0・アミラーゼ遺伝子のプロモ

ーター領域中に見られるGAI開性のシスエレメント由惇在し

ていた。

I1p・10
シアノバクテリアにおけるリボゾームタンパク質

521含量の生育温度による調節

盆堕車盤.太万川隆¥和田明田中歩S <t;奇玉大・
理堀之内中大阪医科大京銀大)

リボソームはRNAとタンパク質の複維な復合体で.
RNPワールドの名残とも考えられている。リボソー
ムタンパク質の遺伝子Ij:.ゲノム配列の決定により

数多くの生物で決められているが.その種類は生物

により多少異なり.また.遺伝子に対応するタンパ

ク質がリボゾームで確認されているのは.大蝿萄な

どわずかな種に限られている。 Anabaenavariabilis 

を材料として.リボソームタンパク質を詳しく調べ

たところ.高温では521が1/2になる一方.55が1.5

倍に嫌加した。 821含量の変化は.Synechocyst俗

6803でも確留された。 55と821は部分的に類似して

いる。また.8211j:プラスチドのリボゾームには存

在しない。これらの結果は，両リボソームタンパク

質が共通の機能をもちながら機能分化しており.そ

れぞれが温度適応において異なる績割を果たしてい

ることを示唆する。



I1p・11
低温およびa*_位....におげる
ストレスヨE白貨の..

海野けい子、岸戸崇浩、森岡耳障綾"、関本征史.、銀本
清光.、奥直人、岡田園二(傍岡県大・薬・a:ttl!品学、
*衛生化学、*牢東京大学大学院・理・生物科学〉

.，母細胞(5.底油'/IlOm)'<崎帽'eVIaII/e)においてt脅威的に発現
しているストレス蛋白質の中で、Hsp70(SI&IおよびSsa2)を
欠自民させた繍胞 (888188112)は、細胞増殖速度が低下している
ことが報告されているが、その織織については十分な解明がな
されていない。われわれはiSU88a2j1胞から、増殖速度が野生
稼細胞と間程度に速くなった変臭事t細胞を得たことから、スト
レス蛋白貨の細胞増殖等、.胞内における役割を更に明らかに
することを目的として以下の検討を行った。
得られた変異妹編飽 (S・11)は、銀縁細胞よりやや大きいサ
イズのHsp70ファミリー蛋白質、 7細唖白貨を高度に発現して
いた。Hsp70の発現に変化が認められたことから、鋼胞のスト
レス応答について倹射した。その結果、 S-11細胞は高温に対す
る感受性が高く熱に弱いが、低温に対しては顕著な耐性を示す
ことが見いだされた。更に、高温度の.水は細胞幼殖を抑制す
ることが知られているが、 S-11細胞は重水に対しでも顕著な耐
性を示すことも見いだされた。これらストレスに対する耐性発
砲こ78kDa蛋白貨が関与している可能性が考えられたことから、
次に78kDa蛋白質について検討した。
78kDa蛋白貨を練製し、プロテアーゼ処理したポリペプチド
フラグメントについてアミノ.分析を行った。その結果、 S8叫
との測に高い相同性が包められた旬位もあったが、いくつかの
アミノ酸に違いが包められた。 S-l1のストレス応答性から考え
て、 78kDa蛋白貨はS蝿1と機造的には似ているが、その役割は
異なる可能性が考えられた。

IIp-12 
酪母をモデルとしだ細胞の怪温感知・情事E伝達自降格の解析
蛋司1. 金差建三太田明徳，高木正道(東大院.生科.~~主
工農水省・北海道鰻鼠.) 

細胞が笹渇を釦伺に感知し情報伝達するかについての知男は

乏しい.遺伝学的解析の容易な出芽嘗母をモデル系とレこの

問題にアプローチするため.今回は倭温でま意導される遺伝子

の単.と発現解析を行った.

cDNA subtraction滋により.経温(10'・'C.2h)で蓄積するcONA

分子濯を単厳した.各クローンの温基配列を求め.データー

ベース上を後察し.その遺伝子を同定した.更にNαthem解

析により鐙温での笥積を確UIした.これまでの解析により.
10個の怪温髭湾住クローンが得られた (LOT1-L0T10).こ
れらのクローンの中には解鑓系醇..リポソーム関連タンパ

ク質.タンパク質キナーゼ等の他新規な遺伝子2つが含まれ

ていた.またこの中には.値物で伝温m・往が知られている
遺伝子が数程.シクロヘキシミド語導性を併ゼ持つ遺伝子重量

穫があり.醇母・鐘絢聞に共通の笹温J}@i自信網の惇在が示唆

された.詳細な語弓自白備の倹討についてち報告する.
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I1p-13 
αatlvin鑓 semblyproteinとErヨGTPase・likeproteinの低温麟

導性発現

今井亮三.小池倫也.大野清容{鹿水省・北海道鹿鼠)

イネ幼箇における低温ストレスに対する絹飽応答を解析する

ことを目的とし，低温錫事事性遺伝子のクローニングを行った.

25'tで生育させた発芽後58自の幼酋に12't、 2時間の低

温ストレスを与えた後、銀組織より RNAを抽出しcDNAを合

成した.問織に低温未処理区から得たcDNAを用いてサプト

ラクションを行った.得られたクローンより Northern法を用

いて2種の低温際導性クローンを選銭した.塩基配列を求め

ると、それぞれ C凶hrinAsserr也Iyprotein (AP19)及び Era

GTP鎚 eと組向性を示した.AP191ま開d∞ytosisへの関与が
知られている.また、旨酒l孟Rassuper勉rnilyの一員で主に原

敏生物で見幽されている.高遺伝子の1次備造と発現様式に

ついて報告する.

IIp-14 
レポーター遺伝子を用いたアラピドプシス融ショ

ックプロモーターの解続

松原志筒、米田好文、車鑑~ (北海道大・
竃・生物科学}

外来遺伝子の一過的な発現および遺伝子タギング

への熱ショックプロモーターの応用を倹射する目

的で、アラピドプシスの陥P18.Z遺伝子プロモー
ターについて、 GUS.LUC. (jFPの各レポーター遺
伝子を用いて宛現鴎噂を闇ぺた.HS噸旗開始コ
ドンの直前から85働p土清までのプロモーター断

片を用いた結果、1)いずれのレポーターでも、

2時間の棋ショック処理から常温復帰後、数時間
以降に量も強い活性が鶴噂されるo 2)触を与え
観けた喝舎には、(jFPの活性はほとんど検出され
ない.3) (jUSについて、略的"来構領暗を含め
てタンパク融合にした崎合との比肢から、高温下

での強い活性の鶴噂には、"伊のN末崎コード領婿

も量聾であることがわかった.現在、このプロモ

ーターをT-DNAの随.たr:LBに瞬聾して組み込ん
だTiベクターを構績し、形質伝換植物の作成を健

みている.



I1p・15
ラン藻砂nech句 'stisPCCω03の低分子量熱ショック

タンパク質HSP16.6の遺伝子破績による機能解析

福湾秀哉、小坂英雄、大山莞爾

(京大・農・応用生命科学)

これまで、低分子量熱ショックタンパク質(sHSP)

は、飢凶troでは分子シヤペロンとして機能すること

が示されているが、初vivoで、どの程度熱耐性に寄

与しているのかは明確ではなかった。今回、ラン蕩

でhsp16.6遺伝子の欠失株を作成し、その性質を明ら

かにしたので報告する。

野生株を42"Cで30分間処理するとhsp16.6の転写

産物が細施内に大量に蓄積した。 hsp16.6の欠失株は、

野性株と比較して高温に対する感受性が高くなって

いた。 45"Cで3時間熱処理した後、 30"Cに戻すと、
野性株は殆ど生育に影響がないが、欠失繰は約ω時
聞にわたり生育が停止した。また、欠失稼は護得性

熱耐性が低下していた。大腸菌で発現させたラン積

HSP16.6タンパク質のシャペロン活性についても報

告する。

I1p・16
ランソウ熱ショックタンパク質遺伝子の発現調節

仲本準(埼玉大学・理・分子生物)

S}neCJ:蹴:occussp. PCC符42の坤1GなどのHSP遺伝子の破
壊株が高温で全く生育不可能になる (TlIl幽&陥同宣臨，

~幽副)ことや、s.VUJCOnUSのsmaDHSPを導入した大腸
菌の熱耐性が増加する(R.oy& NaIaInoO， I岬脳凶)こと等

から、ランソウ HSP遺伝子の発現は高温適応に霊要である

と考えられる。しかしながら、ランソウHSP遺伝子の発現

調節に関する解析は、ほとんど行われていない。

最近、金子や田畑らによってランソウSpcJ問柑sp.PCC
ω03のゲノムDNAの全温基事政uが決定されたが、大腸菌の
ストレス特異民廠写因子σEのホモログは存在しなかった。
他のランソウにおいてもσnカ弔電するという報告はない。
しかしながら、我々 は、 S.vu胸聞のgroFLやSmaDHSP遺
伝子が大腸菌内で熱ショックにより発現し、これらの遺伝子

産物が顕著に蓄積することを見品した。 S.VU加凶及び大腸

菌において転写されたS.VU加 7USSmaD HSP遺伝子のn武NA

を用いた白首国信館副m法により決定された転写開始点上流

には、大腸自由 (σ"')プロモーターのコンセンサス配列と類

似した配列が存在した。ランソウには、大腸菌とは異なる

HSP遺伝子の発現調節機構が存在するのではないかと考え

て研究を進めている。
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I1p・17
カワヤナギにおけるDnaK及びDnaJho血ologの発現特性

二盆急車、篠原健司(農水省・孫林総研)

DnaKとDnaJはともに熱ショックタンパク貨であり、大腸

.において分子シャペロンとして機能する。戎々は、カワヤ

ナギ(Salixgilgiana)からDnaJと相向性を示す2種類のcDNAク

ローン(pSGJ1.pSGJ2)を単調Eし、細胞質に局在する47.5kDaの
タンパク質(SGJ1)をコードすることを報告した。今回は、

DnaK homologをコードするcDNA断片(pSGK1)を単緩し、その

発現特性をSGJlのものと比較した。
SGKlとSGJlの発現の接官特異性を網べると、業、茎、根、

縁花、館花の全ての器官で、 SGKlの発現のレベルl主将'1の
ものよりもはるかに高かった。 SGK11主、縁花、録花、根で
高い発現がみられ、業の発現のレベルの約8-10倍あった。

茎では棄の約2倍程度であった。一方、犯'1の発現はま量花で
最もレベルが高いものの、他の器官の約2倍程度であった。

SGJ1の発現は熱ショックや塩ストレスにより一進的に隊司事さ
れ、mRNAのレベルは熱ショックで最大約3倍、温ストレスで

は約6傍に治加した。この誘導のレベルは、塩生植物IAtrjplex

nummulariaのANJ1に比ぺ著しく低い。一方、 SGK1のmRNA
は、いずれのストレスでも顕著な続線はみられなかった。以

上の結果は、 SGKlとSGJlの発現が各器官で個別に関節され、

熱ショックの修響を受けにくいheatshock co脚 teとして重要

な役割を担っていることを示峻している。

I1p-18 
ラン糠勾伺echωoccussp. PCC 7002の高温感受

性変異綜における変異の解析

直田血王，青野千代美，森田勇人，林秀則(愛媛大・

理・物質理学)

ラン君臨Synechα::occus叩.PCC 7002における
高温耐性に関与する遺伝子の同定を目的として、

insertlonal mutagenesls法を用いて高温感受性変
異椋 (SHfl綜)を単線した.
SHfl綜と野生綜とにおいて通常生育温度(30'C)
での生育には特別な違いはみられなかったが、やや

高めの温度 (38'C)で生育させるとSHfl綜は野生
綜に比較して著しく僧殖が遅くなった。 SHfl綜の
変異を起こしたDNA領域をプラスミドレスキュー

により回収し、塩基配列の決定により変異部位を同

定したところ、ラン!lSynechα::occus sp. PCC 
7002 のプラスミドpAQlに変異が起きているとと
が明らかになった。また、野生綜のpAQl上には4

つの予想されるORFが存在するが、 SHfl綜ではそ
のうちの1つが新たに挿入されていたo SHfl綜に
おいて変異した遺伝子の転写レベル、およびSHfl
綜と野生綜におけるタンパク賓の比較の結果などに

ついて報告する。



12a-Ol 
エンドウのエリシター応答性遺伝子の単離と解析

ニ遁星通、実松史郎、遠藤愛、岡部武治、久安由

美子、関 光、白石友紀、豊田和弘、山田哲治

(岡山大・農)

エンドウ掲紋病菌の生産するエリシターにより発

現が誘導される防御応答遺伝子を単離するため、エ

リシター処理5時間目のエンドウ上匪軸からcDNA

ライプラリーを構築した。本ライブラリーより

必能問自1screening法によってエリシター応答性遺伝

子候補のcDNAを90個単雄し、それらの部分塩基配

列を決定した。その結果、 peroxi也se， hydroxyp~line­

rich gly∞戸otein(HRGP)， glycine-rich prote血 (GRP)， 

endoc脳血1lISe， polygalacturonase inhibi出g 戸"ote泊
(PGIP)， S-aゐnωyln瑚hiωIIne synd蹴ase (SAMS)， 

glutathione S-釘ansferase(GST)， hypersensitivity-related 

g回te加1203Jなどの既報の防御応答関連遺伝子と相向

性を示す遺伝子の他、Dofドメインを有するh・fing釘

pro凶nのcDNAが単離された。本遺伝子産物はその相

同性よりDNA結合活性を有する転写制御因子である

ことが推測される。

12a-02 
エンドウ細胞壁におけるエリシター結合タンパク質
の分厳と解析
並杢夏、木場章範、豊田和弘、一瀬勇規、山田哲
治、白石友紀(岡山大・農)

エンドウ褐紋病菌由来のエリシター (Eli.)で処理
された無傷エンドウ組織にはファイトアレキシン
生成等の防御遺伝子の発現を伴う防御応答は起こ
らないが、イオンの流出や活性酸素生成などが誘
導される。また分離細胞壁画分を用いた解析から、
本爾分に含まれる A1Paseやパーオキシダーゼが
Eli.処理によって著しく活性化されることが明ら
かとなっている。これらのことから細胞壁にE狙.
の認識部位が存在することが示唆された。エンド
ウ上匪軸から調製した細胞壁可溶化画分を回固定
化カラムに供試し、結合タンパク質を分醸した。
SDS・PAGE後に銀染色を行ったところ、少なくと
も7本のバンドが検出された。さらにピオチン化
日i.を用いた光親和性標識により 60，50，40，激励
のタンパク質が標識され、本結合は過剰量の非標
識 Eli.の存在下で濃度依存的に阻害された。以上
の結果からこれらのタンパク質はE魁.に特異的な
結合分子と考えられた。現在、これらのタンパク
質のアミノ酸配列を調べている。
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12a-03 
in vivofi∞tp.血伽g法によるエンドウPAL'CHS遺
伝子のエリシターおよびサプレッサ一応答性シス
エレメントの解析
盟一一志、一瀬勇規、永杉友美、豊田和弘、白石友
紀、山田哲治(岡山大・農)

エンドウのフェニルアラニンアンモニアリアー
ゼ (PAL)およびカルコン合成酵素(CHS)遺伝子
の転写はエンドウ褐紋病菌由来のエリシターで急
速に誘導され、サプレッサーで抑制される。本研
究では、これら遺伝子の発現を正や負に制御する
シスエレメントを血 vivo'で解析するため、PSPAL1，
2 およびPSCHSl，必宣伝子のプロモーター領域に
ついてLM-PCR(Ligation-M岨a凶 PCR)法を用い
た血 vivofi∞取int解析を行った。その結果、これ
らの遺伝子のプロモーター上に共通して存在する
Box 1配列部分にエリシター処理誘導性のフットプ
リントが検出された。 PSCHSlプロモーターを用
いたトランジェントアッセイでは、 Box1配列に塩
基置換を導入すると加sal発現レベルとともにエリ
シタ一応答性の極端な低下が観察された。これら
の結果から、Box1配列が防御応答時においてエン
ドウPALおよびCHS遺伝子に共通した正の発現制
御シスエレメントとして機能していることが示唆
された。

12a-Q4 
細胞壁 A1Paseに対する褐紋病菌サプレッサーの種
特異的作用 (3)一細胞壁 A1Pase画分中のエリシ
ター、サプレッサー結合タンパク質についてー
生量童盤、杉本 恵、豊田和弘、一瀬勇規、山田哲
治、白石友紀(岡山大農)

細施壁 ATP蹴 (CW-ATP，蹴)活性はエンドウ褐紋
病菌エリシター (E)で非特異的に活性化され、サ
プレッサー (S)に対して種特異的な応答を示す。
このことから、これら病原菌シグナルの受容体が
CW-A百切eの近傍に存在すること、また細胞壁が病
原菌認識、宿主特異性決定に重要な役割を持つこと
が推察された。そこで、 E、S に対して応答性をも
っエンドウ CW・ATPaseの精製を試みた。硫安塩析、
Aτ?アガロースカラム、 MonoQカラムを用いて精
製した CW-ATPaseは分画前と同様に痢原菌シグナ
ルに応答性を示すこと、さらにペルオキシダーゼ
(POX) と共精製されることが判った。イムノプロ
ット解析の結果、 CW・ATP蹴の推定分子量は 55kDa、
問 Xは62kDaであった。さらにピオチン化 E、Sを
用いた光親和性標識から、 CW-A'ffi蹴薗分に Eおよ
び S結合タンパク質が存在することが判った。以上
の結果は、 E、Sの受容体と CW-ATP制、 POXは複
合体として存在し、シグナル変換装置を形成してい
ることを強く示唆する。現在 E、S結合タンパク質
のアミノ酸配列を調べている。



12a-05 
エンドウによる褐紋病菌サプレッサーの認識機構(2)
杉浦徹也11、木場章範"、青柳雅昭夫豊田和弘1)、一

瀬勇規"、山田哲治ヘ阜亙左記"
('l岡山大農 2)日製産業SIセンター)

IAsysを用いた解析により、エンドウ褐紋病菌が胞
子発芽液中に生産するーサプレッサー、 sup戸田cinA
(SupA)に特異的に結合するタンパク質が、エンドウ
細胞壁中に含まれることは既に報告した (1997年度
植物生理学会)。そこで今回は、 SupA結合セルを
用いて、本タンパク質の精製を試みた。IAsysを用い
てセルに結合したタンパク質を回収し、 SDS-PAGE
で解析した結果、分子量57.9kDa， 45.5kDa， 39.3kDa 
のタンパク質が回収できた。また、これら3種のタ
ンパク質には、ピオチン化SupAが結合することも明
らかになった。これら 3種のタンパク質のうち

39.3kDaタンパク質について部分アミノ酸配列を解
析したところ、 N末端から15残基の部分アミノ酸配
列が得られた。なお、本配列中には、 GGGATLとい
うミリスチル化部位が存在したが、 EMBL、Swiss
Plot、及び、 PIRを用いたホモロジー検索の結果、完
全に相同なタンパク質は見いだせなかった。以上の

結果は、エンドウ細胞壁中にはSupA受容体カf存在す
ることを強く示唆している。

12a-06 
りんご班点落葉病菌の宿主特異的毒SAM-ωxmによって誘導
される遺伝子の解析

担山星通L斎藤彰・深沢ー赤回朝子・小笠原博幸・鈴木正彦
(青森グリーンバイオ)

AM-ω皿nはりんごの斑点落葉病菌 (Al白百8riaal飽rna白，

apple pathotype)の産生する宿主特異的毒素 (H訂)である。

この曹に感受性のりんごの業はAM-ωxinによって狼死を起こ

し、首の侵入を受容化する。この壕死反応には毒素接触後に

新たなタンパク合成が必要である。我々はAM-ωmによる細
胞死に関与している分子を明らかにするため、 AM-ωxinによっ
て発表が誘導または増加する遺伝子の単離を獄みた。りんご

(印度)の無菌培養植物を水またはAM-ωxin溶液で処理した
材料よりRNAを鋼製し、簡易デイファレンシャルディスプレ

イ法によって毒素処漫特異的に増加するpα増幅断片を複数

クローニングした。これらをプロープとしてノザン解析を行っ

た結果、毒素処理によるRNAの蓄積地管められた。復基配列

の解析から、これらのクローンには既知の遺伝子と相向性の

高いものがあり、そのうち lつは目膨事母等でmu叫l値むugg 

r陪缶iほ泣創飢1但に関わるPDR5like ABC 

た。さらに、毒素による影讐をりんごの邸Tライブラリーの

クローンを用いたノザン解析で濁ぺた。その結果も報舎する。
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12a・07
TMV 感染細胞の過敏慮細胞死は、業縁体におけるFtoHメタ

ロプロテアーゼホモログの活性が減少することによって引き

金が引かれる

盗塁草筆、岡本務次入宕野E炉、循井希一矢磁気彩失大儒緒
子(生物研・分遣、 1東亜合成・つくば研、 S奈良先鍋大・バイ

オサイエンス、・北陸.1式)
Nllfn性遺伝子を有するタパコ (NNタパコ)がタパコモザイク
ウイルス (TM切に感換すると過敏慮反応(HR)が起こり、結果、

.死病魔~t形成される.しかし稜々は、アクチノマイシン D (AMD) 

及ぴ終処理E折、 TMV感豊島したnnタバコ (N遺伝子を有さない}や
N遺伝子の・けない SO'Cの高温で NNタバコに..死病11をE層噂す
ることを見いだしている [Virology(1971) U， 531; Virology(1972) 
48， 601).これらの研究はTMVで緩増車されるHRはN遺伝子と無
関係に起こること、 N遺伝子以外にm の引き金を引く因子治t存在
することを示唆した.我有はそのような函子の同定のための研究にお

いて、大腸菌菌メタロプロテアーゼホモログをコードするタパコcDNA
(D89)を得た.この遺伝子産物は健全な業で高いレベルで薫録体に局

在するが、 HRの初期にその.~t特異的に減少すること由明らかとな

った.AMD及び処処理はそのタンパク置を減少させ、 D89タンパ

ク質量を減少させたアンチセンス到臣賞転..紛ではτ'MV.染後の
HRが早〈起こった.TMV.錬nnタバコにメタロプロテアーゼの
阻審剤である EDTA を処理すると HR~tEこった.以上の鎗』船主、

TMV.娘細胞において DS9タンパク貨のプロテアーゼ活性がある

闘値以下になることによって引き起こされる業縁体の恒常伎の崩.

(おそらく活性厳謙種の異常&:生を引き起こす}が、その細胞のHR

の引き金が引かれるための..な因子であることを示唆している.

12a-08 
トマトモザイクウイルス (ToMV)の移行蛋白質をリン酸化

する宿主側因子の探索

並主畳童、花湾耕太郎吉岡邦晃、川上茂樹A、渡辺雄一郎2、

西日正i宮、丹生谷1噂(東京農工大・遺伝子、 1同・生物生産、
2東京大・生命環境科学、 3農業生物資源研究所)

植物ウイルスの宿主細胞間移行に関与する植物側因子のう

ち、ウイルス由来の移行蛋白質をリン般化する宿主側プロテ

インキナーゼに着目し解析を行った.トマトモザイクウイル

ス (ToMV)の移行蛋白貨のcDNAを大腸菌発現ベクターに

導入後、 GST隊合蛋白質 (GST-30K)として発現し、グル

タチオンセフアロースビーズを用いて精録した.精製した蛋

白質はビーズに吸治した状態 (G訂ー30Kビーズ)で、タバ

コ (Nicotl8I羽 tal泊CωηCV.Samsun)薬及ぴタバコ培養細

胞(BY-2ceU)摘出液によってinvltroでリン酸化を受け

た.さらに、これらの納出液においてGST-30Kビーズに結

合し、 GST-30Kをリン酸化するプロテインキナーゼの存在

が示された.このGST-30K結合性プロテインキナーゼの性

質を5種類のキナーゼ阻害剤を用いて網べたととろ、ヘパリ

ンによってリン酸化が抑制された.また、 ATPと問機に

GTPもりン量産基供与体として働いた.これらの結果から、

30K蛋白質をリン酸化する他物側のプロテインキナーゼは、

カゼインキナーゼHのようなヘパリン感受性プロテインキ

ナーゼであると予怨された.



12a-09 
サテライトRNA遺伝子導入によるウイルス抵抗佐トルコギキョ
ウ織物の育成

西原昌宏、阿部善子、鈴木一実、山村三郎(財団法人岩手生物

士事寄克センター

我々はトルコギキョウの優良品種母本作曲を目的として本植

物の形質転換に関する研究を進めている。今回、 CMV(キュ
ウリモザイクウイルス)のサテライトRNAを導入した形質転
換トルコギキョウを作出し、本植物のウイルス抵抗性に関する

特性評価を行った結果について報告する。

サテライトRNA遺伝子は岩手県内のリンドウ圃湯のウイル
ス橿病株より単商量したCMV(C7・2縁)由来の334bpの遺伝子断
片を用いた。パーティクルガン法により、本遺伝子を有するプ

ラスミドp35S-Sat(白MV35S戸F姐tcl¥i旬RNA-NOStcr)をpARK22
(白MV35Spro-bar-NOS 蹴}と同時に線切片に導入し、 13系統
の形質転換体を得た。ノザンプロット法およびRT-PCR法によ

り解析を行った結果、サテライトRNA遺伝子の発現の強さは
系統聞で機々であり、転写産物にはpolyAが付加されているこ
とが示された。次に、形質転換植物を劇化育成し、 4系統のロ

ゼットのステージおよび摘だい後の植物業にCMV(E琳)の純
化ウイルス位子(25μghnL)の接種を行ったところ、病.の経

減、遅延が認められた。また、 ELISA法による解析の結果、形
質転換植物の接種業のウイルス蓄積量は非形質転換体の1β0-

1/5であり、本サテライトRNA遺伝子はCMVの増殖を抑制する
効果があることが確認された。現在、ウイルス抵抗性の次世代

への遺伝について解析を行っているところである。

12a-10 
ラン色細菌スイゼンジノリ群体と緑藻様単細胞性微

細藻(第一報):人工培養系開発の試行と緑藻様単細

胞性微細藻の単様

歪豊箪(東京電力・エネルギ一環境研究所)

スイゼンジノリAphanoth町esacrUB1 (SURINGAR) 
OKADAIま、寒天質中に細胞が散在する群体を形成する
ラン色細菌である。その生息地は熊本、福岡県に限
られており、一部(熊本市)は天然記念物に指定され
ているが、最近、指定地においても絶滅の危機に瀕
している。りそこで、我々は福岡県甘木市産のスイ

ゼンジノリ試料を入手し、人工培養系の開発を試み
た。入手試料は表記ラン色細菌の他、糸状性ラン色
細菌様微細藻、単細胞性緑藻様微細藻、細菌、線虫
などを含んでおり、低温、貧栄養、低照度条件下o
0"C， N03-浪度1μM程度，光強度5μEi/1I2/S)において
のみスイゼンジノリの選択的な増殖が観察された。
また、異なる条件(25"C，N03-浪度10ml程度，光強度5
00μEi/1I2/S)を用いて、スイゼンジノリによく似た
寒天質を分必する単細胞性緑藻微細藻YI-l株を単厳
した。
1 )中島信次ら(995)熊本県水産研究センタ一事業
報告vol.1994，p210-213
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12a-11 
藍色細菌水前寺ノリ群体と緑藻様単細胞性微細藻
。事2報):緑藻様分隊藻株YM・1の諸性質と四分培養
後期における場養液の糊状化
量圭孟皇、平野篤、本波康由、国頭俊爾(東京電力
エネルギー・環境研究所地球環境グループ)

藍色細菌水前寺ノリ Aphanothcccsacrum (Sur.) 
Okada試料から分荷量した緑藻様藻株YM・11)の生育特
性を調べる過程で、 BGll培地を用いた回分培養の後
期において培養液全体が緑色を帯びたまま濁り、糊
状になることを発見した。この現象は本藻株が分泌
する粘性物質に起因すると考えた。この物質と水前
寺ノリの群体を構成する寒天質成分との関連性、お
よび群体形成への本分隊妹YM・1の寄与に関して興味
が持たれる。本報告では、主に本藻徐の生育特性と
糊化前の培養液の生育環境(藻体温度など)につい
て述べる。 YM・1の最適生育条件として、水温は3O"C
付近であり、水前寺ノリの値より約却・高く、明ら
かに異なっていた。また、生育PH域はそれほど狭く
はなかった。糊化は培養後期において生じ、その時
の藻体浪度は007抽 mは約12、乾重量で約3.2g/Lで
あった。

1.平野篤(1998)日本植物生理学会年会講演要旨集
p. 

12a-12 
藍色細菌水前寺ノリ群体と緑藻様単細胞性微細譲
。事3報):緑藻様分離寝株YM・1の糊化培養液のエタ
ノール沈殿物のMA印 I・TOF/MSIこより判明した質量
特性
杢量産血、平野篤、湯本希典、国頭俊爾(東京電力
エネルギー・環境研究所地球環境グループ)

水前寺ノリ試料から分商量した緑藻横藻株YM・11)を
四分培養し、その増殖後期において糊状となった培

養液勾のエタノール添加で沈殿した物質をMALDI-
TOF/MS (マトリックスアシステッドレーザー励起
イオン化/飛行時間型質量計)を用いて分析した。
得られた質量スペクトルは、分子量差380をピーク間
隔とする規則的な波状曲線を示し、高分子量に移行
するにつれて徐々に減衰すると共に、約14kDaで消
滋した。上記結果から、化学組成の知見は未入手な
がら、本物質は以下の特性を有すると推定した。す
なわち、その単量体は、測定スペクトルの振動周期
380に対して水の分子量値18を加えた値である398を
有し、かつ、イオウ元素を含有する。物質本体は、
単量体複数個の脱水縮合構造を基本とする多糖様化
合物の混合体である。
謝辞 :illU定に便宜を計って頂いた日本パーセプティ
プ社に感謝致します。
文献:1)平野篤(1998)日本植物生理学会年会講演
要旨集p. 2)湯本ら (1998)同誌p.



Jla-Ol 
リン酸飢繊で誘導されるヒメウキクサのホスファターゼと細

胞膜プロトンATPaseの分布と嘗積
錦織美和、中里洋、長谷昭ヘ皇山基笠志{北海道大院・地球
環境・環境分子生物、 1北海道教育大・函館・生物}

我々 は既にSpirolelaoligorrhiza (ヒメウキクサ)のGPI・ア
ンカーをもっ分子量約100kDaホスファターゼがリン酸飢組条
件下で誘導されること、このホスファターゼが生化学的な猪性
質からpu中lephosphataseであることを報告している。今回、
リン酸飢厳条件下でこのホスフアターゼと同援に細胞膜プロ

トンATPaseが誘導されていることが明らかになったので報告
する。
ヒメウキクサをO田M (-p植物)又は2.5皿M (+P継物)
のリン酸を含むHoaglaod格地を用いて25・Cで2週間情饗した。
回収した植物を固定・脱水・樹脂包埋し、免疫組織化学的に細
胞膜プロトンATPaseの分布を錫べたところ、 -P植物の線の表
皮細胞への著しい蓄積が認められた.皮膚と内皮及び緩管束細
胞では+P組物との差ほとんどなかったことから、細胞膜プロ
トン ATPaseはリン酸飢餓により特異的に綴の表皮細胞で合
成・蓄積されると考えられる。同織に、 S.oligo"hizaの.p纏
物ではpurplephospbataseも綴の表皮細胞で合成・蓄積され、
しかもその大部分が細胞墜に分布することが示されたことか
ら、リン酸飢雌条件下で表皮細胞で誘導される細胞膜プロトン
ATPaseはアポプラストでpurplephosphataseにより生じた無
微リン酸の取り込みを担っていると恩われる。

Jla-02 
単細胞緑濠クラミドモナスのリン酸欠乏順化制御遺

伝子のindexedcosmid libraryを用いたcomplementation
cloning 

王亜里益企， Dennis WYKOFF'， Arthur GROSSMAN'， 
Donald WEEKSヘ臼田秀明(帝京大・医・化学， 'C釘-
negie Inst. Dept. Pl剖 tBiol.，究Jniv.Nebraska Dept. BioI.) 

我々は，単細胞緑藻 ChlamydomonasreinluJrdtiiよ
り，リン酸欠乏条件下においても，リン酸取り込み
能の上昇も，誘導型フォスファターゼの分泌も起こ
らなくなった，リン酸欠乏順化能欠失変異株HPR4を

単離した (96年度本年会)。また，エレクトロポレ

ーション法によりクラミドモナスで高効率で形質転

換株を得る方法を確立することに成功した (97年度
本年会)。今回，この高効率形質転換法を， Nebraska 

大学のWeeksらのグループの作成した，クラミドモナ

スindexedgenomic cosmid libraryによるコンプリメンテ

ーションスクリーニングに利用することにより，こ
のHPR4変異株の変異を完全に回復するcosmidcloneの

同定に成功した。このcosmidclone (43 kb) より，

HPR4変異株の変異を相補するのに必要な最少遺伝子

(PSRlと命名)領域 (6kb)を決定し，サプクローニ
ングした。さらに，この遺伝子領域の全塩基配列を
決定した。現在この領域の配列をプロープにして
cDNA libraryのスクリーニングを行っている。
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Jla・03
トマト根においてMn欠乏により発現する金属結合タ

ンパク賓の膜移行シグナル

佐々木康二人 ValerlaC. prlmo2、岡桂子1、尼子克

己1、亘盛王監1(1大阪府大・農・応用生化、

2Unlverslada Naclonal de Rlo Cuarto) 

植物は養分の欠乏に対処する多彩な戦略を持って

いる。 トマト棟において、その戦略に関係すると思

われる、 Mn欠乏により発現が誘導される金属結合タ

ンパク賓のcDNA(Mdi，ρ1)を金属結合部位のアミノ酸
配列を参考にしてクローニングした。このMdip1は

27アミノ酸のプレ配列、 MAVFRKMFPllMVIM 

TlLAI NSDKA CA、を持つ前駆体をコードし、金属

結合部位(;1:成熟タンパク質のN末織より29アミノ酸

残基内に存在することが明らかになった。このプレ

配列はvonHajneによる予測では形質膜を標的にす

る。Mn欠乏によって誘導される金属結合性タンパク

賀の局在を明らかにするために、プロセシング部位

を含めたプレ配列を β-glucuronldase(GUS)のN末

端に連結したキメラタンパク質を発現する遺伝子を

タバコに導入して、 GUS活性の組織化学的な検出に

より、 Mdip1の局在部位を明らかにし、 Mn欠乏時に

おける機能を推定した。

Jla-04 
恥欠乏時にトマト根に発現する遺伝子群の解析

塵杢車、佐々木康二、 ~t費高寛、尼子克己、高矯正昭
。指摘大・農・応用生ω

植物体内においてh はFeについで要求最の釦鳴糧

必衡己素であり、光合戒の篭子伝達に必須で、その欠乏

は直ちに植物の生育に影響する重要な機能を持っている。

可給態h の供給が制限された土壊では、欠乏に対処する

戦略がh においても存在することが期待される。我々は

植物根のh吸収機構を明らカ斗とすべく、 h欠乏時に発

現が高められる遺伝子の検索を行った。

発芽後3適間完全熔地で栽絡した後、 0，2， 4， 6， 8， 10日

間h欠乏処還を行ったトマト根から全剛Aを調製し、随1

欠乏処愚前後のトマト根のd割Aのディファレンシャル

ディスプレイを行った。これにより h欠乏時にのみ転写

が誘導されるIIIRNAから3つのcI胤断片を得丸これら

の塩基配列は、これまでに受像された遺伝子轟伊jと一致

するものがなく新規なものであった。 h欠乏による転写

の欝鞠まノ}ザンプロットにより行った。 5可A団法を

用い、全長COOA価カ針。をクローニングし、塩基配

列を決定して機能を同定した。



Jla-05 
トマト担においてマンガン欠乏により発現が蹟滅

される金属結合タンパク質
佐々木康二、北野高寛、藤本直、尼子克己、高橋

正昭{大阪府大'.・応用生化)

MnlaFeに次いで要求量の多い植物の微量必須元
来である.置化還元、脱炭強、加水分解反応触媒
中心として栂能し、その欠乏は光合成の瞳察発生
やストレス対応の失活を線<.寂々は、極のMn暢
収機構を明らかにする目的で、 Mn欠乏によって合
成が欝導される、担の形質蹟に存在する金属結合

タンパク質を探索したo 1ヶ月間、完全水餅漉で載
培した後、 Mn欠乏処理されたトマト極より旗画分
を聞製し、キモトリプシン消化後、金属アフィニ
ティークロマトにより金属結合性ペプチド断片を
得た.そのアミノ陵配列を元にプライマーを合成
し、 Mn欠乏処理したトマト担より圃S離したRNAを
鋳型とした3・-RACE法及び5にRACE法により、
840bpの全長cDNA(MIゆ 1)をクローニングした.
Mdip1は、シュウ厳司量化活性を持つコムギの
Germin(gf・2.8)とアミノ霞及びヌクレオチドで高
い相同性を示した.Mdip1を羽入した形質転換植
物の績の金属結合性、シュウ霞強化活性について

報告する.

Jla・06
鉄欠乏オオムギ根におけるアデニン・リボースリン

酸転移酵素(APRT)の発現
盆韮塗王¥鈴木一矢日、山口博隆日、中西啓仁に西海直子¥
森敏.. ('東大・農学生命科学、'CRFST)

鉄欠乏処理区及ぴ対照区のオオムギ根から嫡出したタン
パク質を二次元電気泳動した。鉄欠乏処理区で対照区よ
りも量が増加したものに、分子量18kDa、 pIS.2のCスポ
7トタンパク賓があった。このCスポットタンパク質の
アミノ猿部分配列は、植物のアデニン・リポースリン酸
転移酵素(APR1)と類似していた。得られたアミノ酸部分
配列を基にして、鉄欠乏オオムギ根由来のライプラリか
らCスポットタンパク質をコードするd別Aのスクリーニ
ングを行い、得たcDNAの配列は、特に同じイネ科であ
るコムギの既知のAPRTと高い相同性を示した。ノーザ
ン解析により、 Cスポットの遺伝子は、鉄欠乏処理区の
根で対照区より高い発漢をしていることがわかった。サ
ザン解析からは、 1コピー以上の存在が示唆された。
APRTはアデニンとホスホリポシルピロリン裁とを一段
階でAMPへ変換する反応を触媒する。[8-14qアデニンを
使用したAPRT活性測定では、鉄欠乏処理区の狼の粗抽
出液において対照区よりも高いAPRT活性が確認された。
鉄欠乏オオムギ根ではメチオニンを再生する冶ngCycle 
が活性化されると考えられてきた。 YangCycleではATP
消費とアデニン放出が起こることから、 YangCycleから
のアデニン塩基を回収するためにAPRT活性が鉄欠乏条
件で上昇すると考えられる。
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Jla・07
塩害イネ根におけるNa+の浸入経路の推定

蓋金込差王.間麗徽，闘谷次郎

(京都大・鹿・応用生命)

高温度のNaCI(25， 100mM)を与えた吻合，イネ

(lR36)地上部へのNa+移行量は培地カルシウム温

度の増加 (0.05，0.1， 0.5， 1， 5)に伴って滅少

した.100 mMのNaCI共存下で，肢を透過しない蛍

光色濃PTS(ピレントリスルフォン酸三ナトリウム
塩)のイネ地上部への移行量は， NaCIを与えない渇

合に比べて繕加したが， PTSの移行量もまた培地の
Ca2+温度の増加に伴って誠少した.イネ地上部への

Na+及びPTSの移行量は吸収実験時の培地のpHに影
響された.培地のpHを6.5から41こ下げると.地上部
へのNaの移行速度は約2倍大きくなったが，このと
き栂のNa+含量には指地pHの違いによる差はなかっ

た.

ここでみられた，培地のCa2+濃度及びpHが根から

イネ地上部へのNa+の移行量に影響を与えるという

結果は，根から地上部へのNa+の移行にアポプラス

ティック経路の寄与が大きいことを示喧している.

Jla-08 
Ni耐性タバコ培養細胞の選抜とその特性

生E塾生， 中津亮二， 伊藤智子， 武長宏
(東京農業大学・農・農化)

タバコ (Nicotianatabacum cv. BY-2)培養細胞を
用いて細胞レベルでのNi耐性機構について検討を

行っている。まず、無選抜細胞の増殖阻止濃度であ

る700μMにおいても生育できるNi耐性細施を選抜し

た。本耐性細胞のNi耐性機構と他の重金属耐性機構

との関係を検討する目的でCo耐性およびCd耐性の検

定を行ったところ、耐性細胞は無選抜細胞よりもCo

耐性が高く、 Cd耐性は低かった。耐性細胞は培地に

添加したNi(700μM)の約50%を細施内に取り込

んでいた。吸収されたNiのうち約90%がcell 回 pに存

在しており、そのNi濃度概算値は約1.6mMと植物酵

素を失活させうる浪度であった。このことからNiは

何らかの物質と結合した形態で液胞などに蓄積して

いることが推測された。 また、耐性細胞はm存在
下で培養すると、細胞内の水溶性ヒスチジン含有量

が増加することが明らかになった。以上のことか

ら、細胞内においてNiがヒスチジンによりキレート

化され無毒化されているものと考えられた。



Jla-09 
オオムギにおける"Cーメチオ二ンの伝流のPETIS法による検出

中西啓{二1 Bughio Naimatullah1 • 松補信平石凋典子内
田~.辻F事憲長明彦関緩俊明久米民和三森敏1.5
1東京大学・虫学生命科学.2原子力研究所・高筒.3原子力研爽斯・

悶自s.4浜松ホトニクス.5CREST 

ムギネ陰績はメチオニンを出発材料とし，線で生合成される.

従って，鉄欠乏時には線においてメチオニンの要求性が高まっ

ていることが予恕された.PETJS(posltron emitting tralほr
im唱i暗 syst，聞か法ではllC(半減期 :20.39min)のような短半
減期の放射性同位元素を用い， トレーサーの移行の結果をみ

ることができるだけでな<.CCDカメラを用いて植物体内で

のダイナミックな物質の愉送についても経時的に観察するこ
とができる.今回われわれはllCU2→llCHal→llCーメチオニン

によって合成したllC-メチオニンをオオムギの業または緩か

ら吸収させ，とのP町お法を用いて，植物体内でのメチオニ
ンの移行性が量生欠乏処理オオムギにおいて変化するかどうか

を網ぺた.計測の後.値4身体はBAS1500で画像解析した.鉄
欠乏オオムギではメチオニンは迅速(1時間以内)に下方移行す
るが，業の付け根の爾分(dlsc巾ninatlonanter)が強く療機さ
れ，根への移行性は非常に低かった.しかし，他の分けつ新
薬や主茎の新薬にも迅速に転流していることが包められた.

また，緩から投与した場合には，大筋分が根にとどまり.地
上郎への移行が少なかった.ここで得られた画像はアミノ陰

転流に関して世界で鰻初のデータであると思われる.

Jla-l0 
トランスジェニツクシロイヌナズナにおける磁厳イオント

ランスポーター遺伝子の発現抑制

直温室盤、量産部晶子、斉.和季

(千3医大・..J庭用資源センター)

シロイヌナズナにおいて、硫厳イオントランスポーター遺

伝子AST68は、薬及ぴ棟の錐管束においてmRNAの発現が
みられ、線におけるmRNA発現量が硫厳イオン欠乏ストレス
により婚加した(1)0AST68の5・領減豹3kbとgusとの刷会

遺伝子(APG::ろを滅入したシロイヌナズナ形質転検体では、導
管に隠緩する細胞にGUSタンパク貨の司附置がみられ、れsitu

hybridizationの鎗果と一致した。
次に、CaMV・358プロモーターにより AST68R釈領域をア
ンチセンス方向で発褒させたシロイヌナズナ形質転機体

(ATR2)について解析を行った。 ATR2~直物 13 ラインのうち 、

ATR2-1は野性株と比べ硫酸イオン級収量が低〈、ロゼット業
展開時に子棄の徳色がみられた。野性検では、セレン酸の添

加により視における AST68mRNA発漫量が治加し、磁厳イオ

ン吸収量が泊加する。ATR2-1のT3植物は、通常条件では全
て野性株と比べ硫酸イオン吸収量が低い。しかし、セレン磁
を添加した場合には、野性検と同等の硫酸イオン吸収量を示

すものと、吸収量が野性株より低下するものに分かれた。

(1) Takahashi. H. 9t a. (1997) Proc. N;il. Acad. Sα~ USA94. 

11102・11107
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Jlp-Ol 
粘菌変形体フラグメンテーションでのPhyt∞hrome
の関与:photo-conversionモデルによる説明
皇自塵主、上田哲男(名古屋大・人間情報)

真正粘菌Phys紅umpoly，田 halumの変形体は巨大な
アメーパ細胞で、通和i細胞分裂を行わない。しか
し我々はある条件で光照射によりこの変形体が均ー
なサイズの多数のフラグメントに分かれることを見
いだした。光情報伝達の仕組みを明らかにする為、
我々は光受容体の解明から着手した。 3叫 8∞m に
渡ってフラグメント率の渡長依存性を調ぺ、 uv-
A、育、近赤外が有効であった。このうち近赤外に
よる誘導は同時に赤を照射することで打ち消され
た。我々はこれをレセプタ一分子がphoω・conversi
を起こしているものと考え、次のモヤルをたてた:

P:レセプタ一分子議度Irrlkfr ~ç.... 
助一一+pfhg.I:光強度
合EEHL K:速度定数

受容体の総量が不変とすると(Pr+Pf戸Po)、
l/(Pr/Po) = 1 + kr/k企*(Ir+k')江台、が得られる。従っ
てフラグメント誘導率の逆数は近赤外の単照射では
光強度の逆教の、また赤・近赤外の2重照射では限
害光強度の1次関数になる。データはこれらの関係
をよく満たしており、モデルの妥当性が示された。
以上より赤・近赤外でphoめ・conver宮ionを起こすも
の、すなわちフイトクロム様物質がフラグメンテー
ションに関与していることが示唆されたの

Jlp・02
ラン葦Anabaenaにおける赤色光/近赤外光照射に
よる細胞内cAMP量の可逆的変化
大森正之、連辺正腸1(東京大・院総合文化・生命

環境、 1基生研・培聾育成)

量近ラン蓮にもフィトクロムに似たタンパク質

の存在が指摘されている.我々は、糸状性ラン藁

Anabaena cyli ndri ca に赤色光および近赤外
光を照射し、照射後cAMPを抽出して細胞内の
cA~量を測定した.その結果、赤色光顕射では
cAMPレベルが急逝に減少し、近赤外光照射では逆
に増加が見られた.減少は630nm付近で最大であ
り増加は720nm付近で最大であった.この変化は、
光合成と直接的には関係していなかった.綜色光

と近赤外光を同時に照射したところ、それぞれの

光の効果が打ち消されたが、~色光はより弱い光
強度で近赤外光の効果を打ち消した.さらに、赤

色光/近赤外光、あるいは近赤外光/赤色光と連続

的に照射したところ、cAMP量は可逆的に霊化した.
この事実はA.c戸;ndr;ca にフィトクロムのよ
うなタンパク質を光受容体とする光信号伝達系が

存在すること、光情報はcAMPを合成する醇濠であ
るアデニル瞳シクラーゼに伝えられ、醇.活性が

欄節されることを示峻している.



Jlp・03
アラピドプシスHY5タンパク質の機能にC末端領
域は重要である
企且..Al阜、小山時陵、岡田清孝(京都大・
理・植物)

アラピドプシスHY5遺伝子は光形態形成、根の
刺激応答性、根の形態形成などに重要な役割を持
つことが突然変異体の解析よりわかった。
予想されるHY5タンパク質のN末端側にカゼイ
ンキナーゼ11のリン酸化部位に共通の配列が存在
し、 C末端側には転写因子によく見られるbZIPモ
チーフが存在している。
今回、植物体内でそれらの部位がHY5タンパク
質の機能にどのように働いているかを調べるため
に、欠失型 HY5をhy~突然変異体に導入した。カ
ゼインキナーゼEのリン酸化部位を含むN末端側4
Oアミノ酸を削ったHY5を導入した形質転換植物
では突然変異体の表現型である明所下での匹軸の
徒長、側根の異常な屈地性などを相補することが
できた。しかし、 C末端側のロイシンジッパ}の
ほとんどを残したHY5を導入した個体では相補す
ることカ苦できなかった。
以上のことから、我々はHY5タンパク質のC末
端が機能発現に重要であると考えている。また、
これらの形質転換植物の詳細な表現型を解析中で
ある。

Jlp-04 
連続光照射によるシロイヌナズナ匪軸伸長制御の素

過程の解析

鐘虻却王、内田憲孝、古谷雅樹(目立基礎研究所)

茎の伸長の光制御は代表的加盟(Highin凶血臨時湖町)であ

り、通常11光を数時間から数日間、縫物体に f遠鏡照射jする
ことで効果を測定している。 E皿による伸長抑制の度合は、照

射光の強度とは相関があるが、光エネルギーの総量とは相関が

見られない。すなわちプンセン.ロスコーの法剣は成り立たない

とされており、同法剣の成り立つ他の多くのパルス光による誘

導反応との比較が図書量であった。今回鎌度の高い日D似 ght

emitting di鴫}を近赤外光の光源に用い、暗所発芽させたシロイ

ヌナズナにパルス光 (1-ω秒間、 0.62-620仰nolm"s")を3

分おきに繰り返し照射することで、 1%ぽ近赤外光連続照射と同

等のIIE軸伸長の抑制効果が得られることを見出した。 fパルス
光の繰り返し!環射jによる抑制の度合は、照射した光量との聞

に相関がみられ、プンセン.ロスコーの法則が成り立っていた。

従って、 「連続光照射Jによる匪輪伸長制御の素過程は、種子
発芽の光制御などの多くの光誘導反応と同様に、短時間の光照

射により波長依存性や必要光量を解析できるようになった。こ

の方法を用いて岡崎国立共同研究機構の大型スベクトログラ

フによるシロイヌナズナ変異縁の解析を行った結果、フイトク

ロムA(phyA)による匪輔の伸長抑制が、近赤外光ばかりでなく

青色光何励1m)によっても誘導される点11PhyAによる種子発芽

誘導の場合と一致するが、その反応を誘導するのに必要な光量

は種子発芽に必要な光量の約350倍であることがわかった。
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Jlp・05
西洋わさび毛状根からのクリプトクローム遺伝子
の単離と解析
量産-.1l.、田嶋馨、鎌田博(筑波大・生物)

西洋わさび (A皿盛鑑m盟組錦畠)にA 血国民盟主
を感染させることで得られる毛状根を明所下にお
いて植物ホルモンを含まない陥培地上で培養する
と不定芽が形成される。この光誘導不定芽分化に
おいては、光受容体としてフイトクロムが関与し
ていることを明らかにしてきたが、光作用スペク
トルでは、近紫外光や青色光にもそれぞれピーク
があり、その効果も赤色光と同程度に大きいこと
から、フィトクロム以外にクリプトクロームが関
与していることが示唆された。
そこで、この光誘導不定芽形成におけるクリプ
トクロムの関与を検討するため、西洋わさぴ毛状
根で不定芽形成頻度の高い部位(暗所で 12週間
以上培養した毛状根の基部側)より作成したc聞 A
li切首yから、アラピドプシスのクリプトクローム遺
伝子包旦工1)cDNAをプロープとしてクリプトク
ロム遺伝子のスクリーニングを行った。その結果、
約2.2kbpの2種類のcDNAが単離できた。推定ア
ミノ酸配列の長さはいずれも 617アミノ酸であ
り、相Eに96%の相向性を示した。また、両者
共にアラピドプシスのauに対して92%の相向
性を示し、盛工lとは50%程度の相向性であった。

Jlp-06 
フィトクロムA分子のAFMイメージ

佐車事稚彦，徳舛富由術，竹安邦夫.JI.鐘盟~(京
大・総合人間績市大・理)

フィトクロムAは厳量体分子量が約12万の色素

タンパク貨で，溶波中では2量体として存在してい
ると考えられている.フィトクロム分子の立体構造
についてはX線結晶解析等はされておらず，その大
まかな外形すら良くは知られていない。

設々はフィトクロムの外形を知るため，ほぽ純粋
になるまで精製したフィトクロム分子をマイカ境問
面に乗せ，原子間カ顕微鏡でタッピングモードで観

察した。その結果，光平衡状態のフィトクロムの外
形は歪んだ長円形を示し，従来の電子顕微鏡による

観察に基づく trlpa附te構造(Jo憎 s& Erk:k抑 1198 
9)や，電顕像をX線小角散乱法によりシミュレー
トして導かれた4つ業型の構造 ( Tokuto同紙創
1989)とは具なる結果を得た。 t同part蜘構造をと
る像はまれに散見されるものの，大きさから判断し
て 3つの長円構造がたまたま近篠している事によ
る可能性が大きいと思われる。

AFM像を画像解析した結果やエピトープ底知の

抗フィトクロム単クローン性抗体との績合体の像を
もとにフィトクロムAの形について緩検する.



Jlp-07 
工ンドウ質化芽生えのPhyA結合タンパク質;

内在住PhyAとの結合

唱団嵩史、豊重~(大甑府大・先鋪研〉

我々はフィトクロム光受容系のフィトクロムか
ら下流へのシグナル伝達機構解明の手がかりを得る
べく、エンドウA型フィトクロム (PhyA)と結合
するタンパク質(以下BPと略〉の横出を読みてき
た。これまで、 PhyAをリガンドとレてコンジコゲ
ートさぜたアフィニティー力ラムを用いて、エンド
ウ質化芽生え抽出液中から、 P宵特異的に結合する
複数のBPと、 PrおよびP脅とちに結合する少数の
BPを電気泳動的に検出し、既に報告した。さらに
カラムにコンジュゲートさせたPhyAが光蛮換能を
保持していることを利用してこれらのBPの中で光
司逆的にPhyAに結合するものを捜し、 P骨特異的
に結合するBPの一つ40K-BPが光司逆的lこp
hyAと結合することを見つけ報告した。
これらのBPは、精製PhyAに対するωvitroの

結合を指穣に得られたが、今回これらのBPが実際
に組織内で内在住のPhyAと結合するかどうかを、
問、yA抗体を用いた免直沈臆法により調べた。その
結果上記BPの陶幾っかがinvivoの系でちPhyAに
結合することが解ったので報告する。

Jlp・08
フィトクロムBの核局在の光制御

呈釜主主主(東大・遺伝子)

我々は、エンドウ芽生えを用い、連続赤色光処

理により phyBの核への蓄積が誘導されること見

いだした(長谷、 1997年度年会).そこでまず、

貧化芽生えに対する赤色光パルスの効果を調べ

たところ、連続光処理と同程度のphyBの核局在

化が観察された.また、パルス処理後 12時間目

においても相当量のphyBが核で検出された.次

に、赤色光に対する近赤外光の効果を調べたとこ

ろ、 phyBの核移行そのものは近赤外光で打ち消

されなかったが、一度上がった核局在phyBレベ

ルが6時間後には暗所レベルに戻った.さらに、

連続光処理において赤:近赤外光の比を変化させ

たところ、赤色光の相対量が培えるに従って核局

在phyB量が猶加した。以上の結果は、 phyBの

核移行がphyBの光変換と密接に関連することを

示唆している。
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Jlp-09 
GTボックス結合タンパク貨の性状に関する研究

室主国一主L高瀬尚文、平塚和之、堀田康雄
(奈良先端大・バイオ)

G時ックス結合タンバク質は様々な光応答性遺

伝子のプロモーター僚機に存在するほE(light-

responsive element)へ結合し、光に応答する転

写制御機構において重要なコンポーネントである

と予想される.AtGT-lのDNA結合部位はαー

helixが3つ並んだ仕ihelix構造をとり、植物固有

の転写因子である可能性が高い.そのmRNAは恒

常的に発現し、時期特異性は認められないことか

ら、 GT-l活性はリン酸化などの修飾あるいは他

のタンパク質との相互作用により制御されている

と考えられる.AtGT-lは加吋troにおいて多量体
を形成すること、また類似したDNA結合能を示す

AtGT-2には存在する典型的な核移行シグナルを

持たないことから、その核移行の性状等に興味が

持たれる。今回は、 AtGT-lの核移行シグナルに

関する解析結果と、新規GTボックス結合タンパク

貨のクローニングについて述べる.

Jlp-l0 
強光ストレス順応下におけるジンクフィンガー

蛋白質の誘導発現

飯田朝子、数岡徹、主主盟量生(住友化学、生命研)

シロイヌナズナでは中程度の光ストレスで順応処理を

する事により、強光耐性を獲得することが確認された.

順応下に誘導発現する遺伝子をDD法でスクリーニン

グしたところ、カタラーゼ、 D2蛋自の他、転写因子と

考えられるジンクフィンガー蛋由貿の遺伝子が取得され

た.この遺伝子のノザンプロット解析を行ったところ、

通常の光条件下では、発現は認められないが、 1-16時

間の中程度の光ストレス{叙ぬ μElm2s)により践導さ

れること、 1，9∞μElm2sの強光ストレスにより顕著な
発現跨導が認められることが確認された.また、赤色光

と青色光の両方によって訴増車され、両者の発現レベルに

大差は認められなかった.低温、高温、ジャスモン酸処

理によっても誘導が認められ、この遺伝子は光以外のス

トレス耐性にも関わっていることが示唆された.本研究

は、通産省からの補助金を受けて、石油産業活性化セン

ターからの委託研究によって実施されたものである.



Jlp・11
積応答性遺伝子 dlnlの転写調節領績の解析

と発現量操作の可能性について

室盤阜隆、小川真史、鈴木秀穂(神奈川大・理・

応用生物)

ハツカダイコンからクローン化された遺伝子 dlnl

は連続光下では発現しないが、暗処理をした時に

は強く発現が誘導される.これは光照射下でも光

合成阻害剤の投与によって発現が誘導され、暗処

理下でも糖処理することによって発現が抑制され

ることなどから、暗処理時の発現誘導は光合成に

よって生成される糖の供給がなくなったことによ

るものであることがわかっている.楕応答に必要

なシス配列を探索するために、 dinl遺伝子上涜峻

をpBI221に待入することによってGUS遺伝子
とのキメラ遺伝子を作製した.これをパーティク

ルガンを用いて植物細胞に導入した.ハツカダイ

コンを標的とした場合には発現レベルは低かった

が、タマネギでは、糖処理をしない時には強く発

現し、糖処理をした犠合には発現が抑制されるこ

とが確かめられた。

Jlp・12
シロイヌナズナdln遺伝子群の厳による発現制御
藤木友紀、吉川陽子、伊藤正樹、渡遁昭
(東京大・院・理系・生物科学)

我々は、シロイヌナズナの緑茶細胞で暗黒条件特
異的に発現するdh撞伝子群の単隠と織能解析を通し
て、暗処理や老化の過程では、新たな遺伝子発現を
伴う劇的な代謝系の組み換えが起きていることを明
らかにしてきた.
今回、暗黒下の緑業や老化の進行過程では、光合
成能が低下して鯖レベルが減少することでdln遺伝子
の発現が誘導される可能性を示唆する結果を得た.
そこでシロイヌナズナの培養細胞を用い、 dln遺伝子
群の績レベルによる発現制御の詳細な解析を行っ
た.指養液からショ踏を抜いて細胞を飢餓状態にす
ると、いずれのdln遺伝子も極めて早い時聞から
mRNA量の上昇が見られた.結による発現抑制には
ヘキソキナーゼによる結シグナル伝達系の関与が示
唆された.しかし、暗処理葉と培養細胞の飢餓処理
とではdln遺伝子の発現パターンに違いも見られ、老
化葉での遺伝子発現には、より高次な積の検知機構
が介在していることが伺えた.踏による遺伝子発現
の制御は、生育環境の変化への柔軟な対応に極めて
重要であると考えられる.
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Jlp・13
フタパネゼニゴケ培養細胞のフィトクロム遺伝子

鈴木崇紀.佐藤敏生，滝尾進1 (広島大・理・生物科学.

1熊本大・理・生物科学)

我々が分緩しているフタパネゼニゴケの培養細胞には、

クロロフィル量が暗所で1110に低下する黄色味と明暗

関わらずに一定の緑色株がある。緑色株は、再分化出来

ず、光制御飽を欠いた変異株であると考えている。他の

裸子植物以下の下等植物と同様に苔類においては、緑化

の鍵となるプロトクロロフイリドからクロロフイリドへ

の還元反応は、反応に光のエネルギーを必要とする核ゲ

ノム由来のPORか、または、必要としない業縁体ゲノム

由来のChlL，N， Bによって触媒される。この間遺伝子

は、貧色徐においては転写レベルで光制御されるが、緑

色株では、 cblLN.B:遺伝子は光制御を欠くが、 por遺伝
子は明僚に光制御されるため、両遺伝子の光情報伝達経

路が異なると推定される。

我々は、このフタパネゼニゴケの光制御機構を調べる

ため、フィトクロム遺伝子の分自Eを試みた。保存性の高
い色素団結合部位周辺領域のPCR産物を得、この領績を

プロープとしてササ.ン解析を行ったところ、このフイト

クロム遺伝子はゲノムあたり1コピーであると推定され
た。また、ノーザン解析によると、このフィトクロム遺

伝子は貧色株でも緑色株でも暗所で高転写されていた。

Jlp-14 
完全寄生植物ネナシカズラの光応答性遺伝子の発現
パターンの特徴: 光応答性と組織特異性
鎌田朱知恵、若杉逮也、多国欣史'、山車益E
{富山大・理・生物、 11荷潟大・渥・生物}

ネナシカズラ (αJScutajaporica)は完全寄生性の
徹子植物であるが、光合成能が保持されていることが
わかっている.この寄生舗物においてこれまで稜々は、
クロロフィルa/b結合タンパク貨遺伝子(cab)および
RuBisCO小サプユニット遺伝子(rbc.勾、カルコン合成
酵覇権遺伝子(CI加)といった光陽噂性が知られている遺伝
子の発現4儀式について解析を行ってきた.本研究では、
光抑制性遺伝子として知られているプロトクロロフィ
リド還元E事案遺伝子(poのおよびβチューブリン遺伝子
(tubB)について光による発現嗣節を解析した.その結
果、 porとtubBの発現はともにネナシカズラにおいて
も光によって郷制されることが明らかになった.さら
に土肥5種の光応答性遺伝子の発現の組織特異性につ
いて闘べたところ、光合成に関与する遺伝子のうち
ゅcS、poパ&光合成を行っている地上梅(茎}で強
く発現し、援ではわずかにしか発現していなかった.
これに対してcabでは、茎、緩いずれにおいても間程度
の発現が認められ、ネナシカズラでのca.以η発現は、光
応答性のみならず組織特異性も失っていることが示暖
された.



Jlp・15
LARGE SCALE SCREENING OF GENES 
WHICH ARE ANTAGONISTICALLY REGU-
LATED B Y PHYTOCHRO島fE AND A BLUE 
LIGHT RECEPTOR IN SPORES OF Adianlum 
capillus-veneris L. 
kenkoUCHIDs， Tak溜ni唱悩MURAMATSU， M酪akiFURUYA
Hitachi Advanced &忽盟国'ChLaboratory， Hatoyama， Saitama 350・0395，
Jap叩

We have screened for g叩 eswhose expression wぉ
differentially re伊lated by phytochrome and 
antagonistically a blue Iight ro:渇pωrin the spores of白e
fem Ad印刷mcapillus-veneris L. Imbibed spores were 
briefly irradiated with red， redlblue or blue Iight胡 d
col1ぽ低dat 8 hr after irradiation. TotaI RNA was isolated 
from spores釦 d釦a1yzedby a fluorescent differential 
display t配 hnique.We identified 15 cDNAs that were up-
regulated and 4 cDNAs that were down-regulaJ低d，
fol1owing red Iight 紅白旬lent， in which the e仔'ectof red 
light were reversed by blue Iight tr，ωtrnent. These 19 
bands showing red and blue Iight regulation were 
identified aJmOng PCR pr吋 uctaJmplified using 80 arbi町町
PCR primers. We cIoned two up-regula低d cDNA 
fragments and used them to screen a cDNA Iibrary 
prepared from spores. Th飴ecDNAs showed homology 
with cel1 wall-associa低dextensins and nodulin 26，白紙
encode加 aquaporinwa町 channel.Differential regulation 
of these 2 cDNAs by red and blue Iight was conf11l11ed by 
both Northem blot and RT帽PCRon spores haJfVes凶 8h
following Iight treatments. 

Jlp・16
PHYTOCHROMES DIFFERENTIALL Y REGULATE EX-
PRESSI0N OF NUCLEAR GENES ENCODING PHOTO-
SYNTHETIC-OR CHLOROPLASTIC-PROTEINS町 E百.
OLA TED SEEDLINGS OF Arabidopsis thaliana 
Norihito KUNQ，T冶kamichiMURAMATSU副 dMasaki FURUY A; 
Hitachi Advanced Research Laboratory， Ha直oyama，S副tama350・
0395，JAPAN 

We have investigated the effects of phytochrome A， B and 
X (PhyA， PhヴBand PhyX) on the regulation of gene 
expression in 6・.day-oldetiolated seedlings of wild type飢 d
phytochrome mutants of Arabidopsis thaliana Landsberg 
erecta. Sωdlings wer芭irradiatedwith or without a pulse of 
f訂・redIight， then kept in darkness for 4 hours， and cDNA 
c10nes corresponding to the PhyA-mediated very-Iow-
fluence (VL町 respon直egenes were sc問団edusing the 
fluorescent differential display technique.ω.30，α)() cDNA 
bands were screened，飢d25 differentially exp回ssedcDNA 
bands we問 identified.Six cDNAs which induced by far-red 
light were isolated. These cDNAs were id叩 ticalor highly 
homologousωknown plant genes which have char芯 teristics
of nuclear genes enωding photosynthetic-or chloroplastic-
proteins. The expression of these genes was photo陀versibly
induced by low-fluence (L町民dlight in phyA or phyA 
phyB double mutants. The extent of induction by LF red 
ight in phyA mutant was higher than that in phyA phyB 
do唱blemutant.τnese陀sultsindicated that PhyA induces 
the expression of several photosynth氾tic-飢 dchloroplastic-
genes through a VLF response， and PhyB and PhyX show 
1overlapPIng Effects on Induction of those expression 
through a LF response. ln conc1usion， the modes of 
photoperception are distinct betw官泡nPhyA and PhyB/X. 
Ho岬別er，both type phytochromes induce the exp民ssionof 
genes which were characterized in this study. 
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Jlp・17
PROPAGA TION OF PHYTOCHRO勘E・INDUCED
ACTIV ATION OF cab::luc GENE EXPRESSION IN 
TRANSGENIC TOBACCO SEEDLINGS 
Inl!eoor!! SCIDJ宵W:.Masaki FURUY A， Hitachi Advanced 
b田町chLabo岨ωry，Haω'yama， Saitama 350-0395， Jap血.

Bischoff et al. (Plant J. 12 839-849， 1997) described the 
phytochrome induc吋 expressionpattem of a cab2:均 c-
iferase reporter gene in cotelydons of tr組 sgenictobacco 
seedlings using micro-beam irradiation techniques. 
As reported， luciferase activity can be observed 
throughout the cotyledon following red spot irradiation 

(spot diameter 25μm)， indicating白紙 theoriginal Iight 
signal is transduced within the plant by a further 
mech佃 ism.The reaction is redlfar red reversible with釦
escape kinetic typical for phytochrome type 11. Far red 
irradiation has an effect on lucifer冨seactivity only when 
given to the same cells白紙 E耳目ived飢 earlierpulse of 
red Iight and d侃 snot influence the signal transduction. 
The pattem and time course of lucifer百seactivity 
indicate that the gene expression-inducing signal is very 
rapidly propagated in the cotyledon， even to cells which 
aJre very distant from the site of the cells which had 
received the light pulse. 

Jlp・18
パーティクルガンを用いたタバコ光化学系 1;後遺伝子

psaDb.、psa晶、 psaH以乃光応答領織の解析

中事~.之、中村嬢宏、小保方潤ー(北大・地琢環焼・生

態遺伝)

タバコの光化学系 l犠遺伝子，psaD， psaE， psaHは光

によってほぼ同調した発現鶴導をうける.形質事i.植物
を用いた研究からpsaD同S伝子lま転写開始点上流織と転
写領織内にそれぞれ別個の光応答因子をもつことが明ら

かになっているが、他の系 l遺伝子の光応答因子につい

てはまだ何もわかっていない.本研究でl;t.psaDb、
psaEb、psaHbの光応答領織の鎗能についてパーティク

ルガンを用いたトランジェント発現系を使って解析を進

めたので、その結果を報告する.まず、 psaD以刀伝写上

流織にルシフエラーゼ遺伝子を連絡したキメラ遺伝子

psaDb::W<ご::NOSをタバコ貧化幼酋にパーティクルポン

バードメント法で導入し、 トランジエント発現系におけ

る導入遺伝子の光応答特性を検討した.その結果、導入

するDNAをメチラーゼ欠損橡の大腸菌から銅製し、か

つ、遺伝子浦入前後の暗処理時簡を適当に銅節すること

により、 psaDbプロモーターの光応答をトランジェント

な系でも再現し、かつ検出できることがわかった.



J2a-Ol 
Synechocystis sp. PCC 6803のアデニル酸シクラーゼ
CyaDは青色光シグナルを伝達する
寺内ー姫、大森正之(東京大・総合文化・生命)

ラン藻Synechocystissp. PCC 6803を用い光環境の
変化に伴う細胞内cAMP量を測定したo Synechocystis 
6803の野生綜細胞を暗所から明所に移すと、数分以内
に細胞内cAMP量が湖加することが明らかになった.こ
の反応に関与する光貨を調べるために、岡術国立基礎生
物学研究所の大型スペクトログラフを用いて単色光照射
実験を行った.その結果、青色光 (450nm)照射によ
りcAMP量が楢加することが明らかになった.
S阿lechocystis6803の全泡基配列には、相向性から
cAMP合成酵素であるアデニル酸シクラーゼをコードし
ていると考えられるORFが2つ(CyaA、の'aD)ある.抗
生物質耐性遺伝子の縛入によりこれらの磁壕綜を作製し
た.破線線の光合成金育条件下における細胞内cAMP量
を測定したo cyaD破緩綜でのみ細胞内cAMP量が顕著
に減少した.次に破壊線を用いて、光環境の変化に伴う
cAMP量の変化を調べたo cyaA破緩綜は野生保と同様
に光によりcAMP量が虫歯加したが、 CyaD破壊線では増
加がみられなかった.このことからアデニル駿シクラー
ゼCyaDが青色光のシグナルを伝達していることが明ら
かになった.またSynechocystis6803の野生株は運動
性をもちプレート上で明瞭なコロニーを形成しないが、
cyaD破緩徐はプレート上でコロニーを形成するという
興味深い表現裂を示した.

J2a-02 
クロレラの青色光による呼吸促進に対するStauro-
spori問、 K2S2aの阻害効果
控盆盟星(帝京大・藁)

硝酪で繕穫したクロレラ(Chlorellakessleri)1こ
膏色光・近繁外光{以下青色光と略}を照射すると、
デンプンが分解され、呼吸が制大する.また同時に
アンモニアの放出が飽められる.アンモニアは同じ
クロレラのα-amylaseとphosphorylaseのactivator
である.従って、アンモニア生成系が膏色光により
修飾される可能性がある.
今回青色光によるシグナル伝達をProteinkinase 
の阻害剤であるStaurosporine、K2S2aを用いて検討
した.アンモニアで培聾したクロレラ(硝磁還元経
路は不活性化される)に青色光を照射すると、アン
モニアが放出され、呼吸の噌大が飽められた.また、
この青色光による呼吸治大とデンプン分解がStauro-
sporine、K2S2aで匝容された.硝麗培獲クロレラで
青色光による埼地の磁性化と硝霞取り込み促進もSta-
urosporine、K2S2aで阻害されることを前回報告した
が、この現象はアンモニア繕醤細胞では毘められな
かった.従って、クロレラで膏色光により蹟導され
る現象はProteinkinase ~経由すると思われるが、
その下流へのシグナル伝達経路は複数存在すると考

えられる.
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J2a-03 
アカバンカピにおける子護殻の形態形成に至る光信
号伝達の解析
小倉康裕、矢部尚登、蓮童盟直(横浜市大、木原生
研、総合理学)

アカバンカピの菌糸を用いて、却vitroの光信号伝
達の解析系をたてた.青色光照射は15kDaタンパク質
のリン酸化を促進した。 15kDaタンパク質は精製され、
ヌクレオシド二リン酸 (NDP)キナーゼであること
が判明したo NDPキナーゼのcDNA. NCNDKlが単障
され、 NDPキナーゼはNCNDK1と名付けられた。
NCNDK1が全くリン酸化されないpsp変異株が単隠さ
れ、 LGVRにマップされた。 psp変異よりNCNDKl
cDNAがクローニングされた.その推定アミノ酸配列
はPro72His変異を含んでおり、 NCNDKlP72Hと名付
けられたo NCNDKlおよびNCNDKlP72Hを大腸菌
内で発現し、そのタンパク貨を精製したo NCNDKl 
はNDPキナーゼ活性、自己リン酸化活性、および
MBP(myelin basic prote吋リン酸化するMAPキナーゼ様
タンパク質キナーゼ活性が見曲された.しかし変異
タンパク質であるNCNDK1P72HはNDPキナーゼ活性
は野生型と変わらないが、自己リン酸化活性、およ
びタンパク質キナーゼ活性は完全に無くなっていた.
以上の解析結果は自己リン酸化活性、タンパク質キ
ナーゼ活性を経由する、新しい信号伝達系の発見を
意味し、我々はNDPキナーゼカスケードと名付けた。

J2a-04 
クラミドモナス配偶子の活性維持を制御する光の作

用スベクトル査車違担，山田みゆき¥山口史靖

渡辺正勝2 松田吉弘1(神戸大・自然科学研神戸

大・理・生物 2基生研・培養育成)

以前私遣は、クラミドモナス<C.reinhardtlf)野生
株の配偶子形成は、望室素源飢餓と共に光照射を必要

とする(光依存性;LD)ことを報告した。一方、光

非依存性 (U)変異株は、暗所でも配偶子に分化す

る.今回は、 LD妹では、配偶子形成のみならず、配

偶子の活性維持にも光が必要であることを報告する。

LD株配偶子の接合能は、暗所に移して 6-8時間
後にほぼ完全に失われ、光再照射によりすみやかに

回復した。一方、 u変異株の配偶子は、暗所に移し
て10時間後も高い活性を維持した。 LD株の接合能

維持には0.1JUIlol/ m2/s程度の白色光照射で十分
であった。基生研の大型スペクトログラフを用いて

得た作用スペクトルは、 350-370nm付近に高いピ

ークを示し、 LD株配偶子の活性維持には、 UV-A
光受容体が関与していることが示唆された。



J2a・05
ホウライシダ胞子の紫外・青色光による発芽湧導と

抑制効果

野道三、飯沼知子、鈴木秀幸(富山大理生

シダ胞子の光発芽は、短時間の赤色光照射により
誘導されるが、赤色光照射直後に鍍外・膏色光を照
射すると、発芽は抑制され、さらにその直後に赤色
光を照射しでも発芽が誘導されない.このことか
ら、シダ植物の胞子発芽には、フィトクロムのほか
紫外・青色光吸収色素体が関与することが知られて
いる.
今回、我々は、この発芽御制に有効である青色緩
光、鍍外繊光が発芽抑制に必要な強度より比鮫的弱
い強度で胞子発芽を跨導すること、また、胞子発芽
には、この発芽誘導効果と、鍍外・青色光受容体に

よる発芽抑制効果とが相互に作用していることを見
いだしたので報告する.
基礎生物学研究所大型スペクトログラフより得ら
れた270nm、380nm、440nmの単色光を照射した
結果、いずれの波長においても、比般的弱い強度で
発芽の跨導が認められ、ある強度以上では発芽率が
低下した.これは、 Arabidopsis種子発芽で毘めら
れたphyAによるVLFRと類似の反応がホウライシダ
でも存在し、それと従来から知られていた紫外・膏
色光による発芽抑制反応とが相互に関係して光発苦手

を制御しているのではないかと推測される.

J2a-06 
金寄生植物ネナシカズラにおける寄生綬誠司事の多段階光絹
御梅構
王宮繍陽久，西本淳，多国欣史，若杉達也ヘ山国務司1
覆JmEIJ'(新海大・理・生物富山大・理・生物，
2基生研}

ネナシカズラの寄生観は，近赤外光と接触剰滋で務理事さ
れるととを，重量々は白色鐙光灯下で育てた幼植物を用いた
研究で明らかにしてきた. しかし，この寄生線緑嫌に対
する近赤外光の効果は.暗所で育てた植物には見られない
ととから，他に別の種類の光が必要なことが示唆されてい
た.今回は，その別の種類の光についての研究結果を報告
する.
7日岡田育所で育てたネナシカズラの幼横物に，蛍光灯か
らの白色光 (50p.ol:.-'・5-1) を3時間照射し，それに
近赤外光 (5J lio 1'11-2・$-つを照射して後触刺自憶を与え
ても，寄生綬は書毒事事されない.しかし，この白色光を6時
間以上(8時間ぐらいで飽和)照射した後に15分間の近赤外
光を照射すれば，寄生4裂が車庫噂されてくる.白色光の代わ
りに宵色光や赤色光を用いた栂合は.青色光 (5u 1101. 
圃-2・5-1)では白色光とほぼ同じ効果が得られるのk対し，
赤色光(10J 110 I・11-'・S-I)は極めて弱い効果しか示さな
かった.一方，白色光や青色光が照射された幼植物を暗所
に置くと，光の効果ほしだいに失われ. 12-15時間後には
近赤外光による寄生根官房縛ができなくなる.しかし，再び
白色光か青色光を3時間ぐらい照射すれば，近赤外光の飯
事事効果は回復する.以上のととから，寄生根飯場にはかな
り長時間の青色光と比般的短時間の近赤外光が与えられる
ことが必要なことが明らかとなった. また，光が与えら
れる順序は，青色光が先で近赤外光が後でなければならな
いととも磁かめられた. このことは，寄生様車憲司事が異な
る光受容体の段階的制御の下で行なわれているを示唆して
いる.
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J2a-07 
赤タマネギにおける光によるアントシアン系
色濃の発現
玄忽忌率.北宜絡 i車代岳雄，本海安;台¥
笹隈哲夫菓子正史.矢吹駿一
(神奈川民総研・'トキタ種苗・ 2機浜市大木

原生研)

赤タマネギのアン卜シアン系色素の発現縫
織を解明するため、銭茎からぼう芽しTこ茎葉
表皮の光による色素発現について検討した。
赤タマネギ(湘南レッド)鱗茎舗を暗所でほう
芽させ、明所(6.500Ix、20.C)へ移動すると
茎葉表皮総織に色素が発現した。そこで、酢
酸・メタノール 1・1溶液でこの色素を嫡出
後、 HPLCにより分析した。 t標準サンプルの溶
出プロファイルとの比鮫から、抽出された色
素にはcyanidin3-malonylgulcoside(Cy湖町、
およびcyanidin3-malonyl laminariboside(C 
y3ML)がそれぞれ35及び12首含まれる一方、
繊茎部の色素の梅成成分である cyanidin3-
gulcoside (Cy3G)、cyanidin3-laminaribo-
side(Cy3L)はほとんど含まれていないことが
明らかになった，また、アントシアン系合成
のキーエンザイムであるchalconesynthase 
(CHS)遺伝子の部分cDNA断片を銭茎部よりRT-
PCR法によりクローン化したので、光による
色素発現と CHS遺伝子発現との分子レベルで
の相互関係について報告する。

J2a・08
UVB感受性イネのDNA自負傷 (CpD)の光修復能力について

且出血盤、 John.C. Sud宙 land'、BctsyM.Su白血M¥熊谷忠

{東北大・遺生研、 'Bro<虫havcnNatJ. Lab. USA) 

UVB感受性イネ品種(Oryza3<<iva L.)a林1号は、 UVB続導

Cyclぬutylpyrimidne dmer (CPD)を修復する光修復能力が、

uv抵抗位イネ品種ササニシキと比べ低下している.この要因と
して、①光修復画事業の綿造変異に由来すると考えられる、基質

(CPD)一静素複合体の安定性または光感受性の違い、②生体内で

の本静棄の発現系の変異による発現量の遭い等が考えられる。

そこで、①の可能性について検討した.イネ第3業に.UVB光

照射により 50CPD/Mbを生成させた後、暗所に種々の時間(秒

分オーダ)放置した.暗処理後直ちに、可視光パルスを照射し

て修復されたCPD量を測定することで、基質一酸素複合体を形

成し、 CPDが修復されるまでの時聞を比較した.その結果、サ

サニシキでは暗処理後 l分で、可観光パルスで修復される CPD

量は飽和に達したのに対して、.林1号では同量のCPDを修復
するのに 15分以上の暗処理を必要とした.またさらに、基質-

o*複合体の温度(0.28. 45.ω・'c)に対する安定住について、 一
定量CPDを有するλDNAを基質としてinvitroで検討した.そ

の結果、農林1号では45・c以上で活性が低下するのに対し、サ
サニシキでは、 45.Cでは安定であり、 ω-cで活性の低下が認め
られた.以上の結果から、良林 1号の光修復醇棄は構造上に変

異があることにより、その能力が低下している可能性が示唆さ

れた.



J2a-09 
生育時の光環境がuv誘導CPD生成とその修復に及ぼす~・ 1

i釜鹿沼、日出問純、熊谷忠(東北大・遺生研)

紫外線 UVBは植物の光合成活性、バイオマスを減少させ、

生育傷害を引き起こす.この UVB効果は同時に照射される可

観光強度の滑加によって軽減される.本音信百貨では、 UVBによ

って引き起こされるCyclobutylpyrimidi田 dimcr(CPD)の動態に

着目し、生育時の光環境がイネの①uv誘導 CPD生成の感受
性、②光修復能力、③ena>g回 O凶 CPDlevel (生育時の光環境

下で蓄積された CPD量)に及ぼす影讐について報告する.栽

鳩条件としては、 ファイトトロン内で 50と350μ mol/m2/s

の可視光に 1W/m'のUVB光を付加した区としない区、及び、

野外で太陽光に UVBを付加した区としない区を各々設けた.

材料として、第3.を用いた.uv 飯事事CPD生成の感受性は重量
権時の光条件に依存し、可視光を高くすると低下し、可観光に

:UVBを付加することによってより低下した.また、種々の光

条件で生育したイネ業のuv吸収物質量とuv誘導CPD生成の
感受性との聞には、負の相関関係が認められた. 一方、光修

1復能力は生育時の可視光強度の網加に伴い噌加したものの、

UVB の付加によっては~・を受けなかった.ファイトトロン

内で生育したイネの個<bgcn白血CPDlevelは、生育時の可視光

強度に関係なく UVB付加により、 数倍高くなったが、野外で

は太陽光に UVBを付加しでも影轡を受けなかった.以上の結

果を基に生育時の光環境がCPDの動悠に及ぼす影，について

自画面歯する.

J2a-10 
ホウキモロコシにおけるシクロブタン型および6-4型ピ
リミジンダイマ一光回復酵素の光制御と波長依存性

主一息， Gunther Buchholzl. Jom GoSS1. Ec祖国
We肱nann1(神戸大・理・生物.11101唱leII， Frei凶 E宮
U凶v.)

uv-副まDNAに損傷を引き起こすが、その主要なもの
はシクロブタン型ピリミジンダイマー(CPD)と6-4光産物
(6-4P円である.我々は、ホウキモロコシ(Sorghum
blcolo1う芽生えを用いて、 CPDおよE純一4PPの光回復を
il vWoおよびわ吋troで調べた.CPDおよE脂戸4PPは、
各々に特集的な単クローン性抗体を用いたEUSA法で測
定した.

ホウキモロコシ芽生えには、 CPDおよE均一4PPに対す
る別々の光回復画事業が存在していた.CPD光回復静奈の
合成はUV-A照射により誘導された.一方、 6-4PP光回
復静棄の合成は、光に影"されなかった.
各々の光回復静ヨ慢の波長依存性を調べるために、ホウ

キモロコシ節分精製瀞棄を用いて、 340nmから480nm 
の単色光照射を行った.CPD光回復醇ヨ慢の作用スペクト
ルは、 380nmから4却 nmにピークを持ち、 400nmに
おいて短大活性を示した.これは、シロイヌナズナです
でに報告されている作用スペクトル(Pang& Hays 1991) 
と似ていた.6-4PP回復醇棄の作用スペクトルはより広
いピークを示し.最大活性を示す波長は、長波長側にシ
フトしていた.
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J2a・11
繁外線UVBがイネの業内 Rubis∞、 LHCIIの経時変化に及

ぼす影鰐

山旦重血、日出問純、熊谷忠(東北大、遺生研)

これまでに我々は、集外線UVBがイネの生育、業内の全

窒素量、可溶性タンパク質畳、 Rubis∞、 Chl含量等に及ぼ

す影智について、紫外線低抗性の異なるイネ二品種(低抗

性品種ササニシキ、感受性品種農林1号)を材料1::解析を

行った (Hidemaet a1. J 996. PJant CeJJ PhysioU 0 その結果、

付加した UVB量の治加により、全窒.量、可溶性タンパク

質量が減少した.また、可溶性タンパク貨のうち特にRubi記。

含量がUVB感受性品種において著しく減少した.一方、 Chl

含量は、 Rubiscoほど彫響を受けないことを見い出したoChl 

は業縁体内において、タンパク貨と結合し種々のクロロフ

ィルタンパク賓として存在している.従って、これらの結

果、同じ葉緑体内に局在している Rubiscoとクロロフィルタ

ンパク貿で、 UVBによる効果が異なっている可能性が考え

られた.そこで、本議演ではRubiscoと、 Chlの約50%が結

合しているLightharv田tingchloro仲yJJ&'b biming p剛 einII 

(LHC 11)に着目して、 UVBがRubis∞と LHC11のタンパク

貨の合成と分解に及ぼす~響について、目N トレーサーを用

いた解析の結果を報告する.

J2a-12 
UV.B光に特異的なシグナル伝達系は存在するのか

竹田淳子保大大学院農)小関良宏O東京良工大応用生命)

アントシアンやフラボノイド蓄積に関与する作用スペクトルの

解析から UV.B光受容体を介したUV防御機構の存在が示唆さ

れてきた.我々はニンジン倍養細胞のアントシアン合成系をモ

デルとして合成系の鍵酵素であるフェニルアラニンアンモニア

リアーゼ(PAL)遺伝子の 1つgDcPALl柵釈効果で誘導され

る)のプロモータの解析から、転写開始点から・304--291に存在

するBoxL類似配列αdがUV-B応答エレメントとして機能す
ること l人とのエレメントは糸状菌エリシターに対する応答で

はエンハンサーとして繊能していることを既に報告してきた丸

本報告では各種シグナル伝達系の阻害剤を用いてプロモター活

性を測定することにより.同じエレメントに作用するUV-B及

びエリシターさらには類似のエレメントに作用する機械的刺激

等のシグナルがどのような伝達経路を経てgDcPALlプロモー

タを活性化するのかを調べ、受容体が未だ同定されていない

UV-Bシグナルに関する手がかりを得る ζとを目的とした。

1) Takeda et al. Photochem. Photobiol. 66，464-470(1997) 

2) Takeda and Ozeki in Press 



Sa 1 (1) 
マングローブ培養細胞の高塩濃度下でのイオン・浸
透圧調節

三越鑑IS(ー織大・生物)

沿岸性木本植物マングローブの一種、 Bruguiera
sexangula からカルスと懸濁培養系を確立し、マン
グローブ植物の細臨が、高塩濃度下でどの様に振る

舞うかをイオンおよび浸透圧について検討した.

カルスについては、耐塩性の低いものと高いもの
の二系統を作製し、両者の耐塩性機構の差の一つが

細胞内のE維持機織にあることを明らかにした.

カルスから作出した懸濁培養系の細胞は、 Naロ
を含まない培地で維持した後、 2仙nM NaO存在
下に移しでもゆっくりと増殖を続けることができる.

懸濁培養系の細胞を高塩条件で処理すると、一過的

に細胞内のNa+と0-濃度が上昇する.その後吸収し

たNaOの大半を細胞外に排出してから、細胞楢殖

が始まり、再度細胞内へのNaOの吸収が始まる.

最初のNa+排出にはNa+/H+交換系が働いているら

しい.また、高塩条件下で、細胞内浸透圧が上昇す

るが、この上昇にはアミノ酸と績が寄与していた.

Sa 1 (2) 
酵母細胞内臼2+動態を支える臼2+透過性陽イオン

チャネルMidlの構造と機能

血血霊車L佐藤主税1、神崎展2、小島至2
(東京学芸大・教育、 1電総研・超分子、 2君主鳴大・
生体調節研)

出芽酵母の媛合は性フェロモンであるα因子に
よって制御される.α因子が標的細胞に作用する
と、 30分後に白，2+の取り込みが誘導される.midl 
変異徐は、この取り込みに欠損をもつために、 α因

子作用後に死ぬという表現型をもっ線として単調Eさ
れた.MIDl遺伝子産物(Midl)は4つの疎水性領域

をもち、形質膜に存在する績タンパク質である.全

アミノ酸配列に関して、Midlは既知のイオンチャネ
ルと相向性はない.しかし、Midlの膜貫通領域と予

想される領域2つは既知のイオンチャネルとの部分
的相向性がある.Midlをチャイニーズハムスター卵
巣細胞(四O細胞)に発現させ、その篭気生理学的

性質についてパッチクランプ法で調べた結果、Midl

は陽イオン透過性イオンチャネルとして機能するこ
とが明らかとなった.したがって、 Midlは緩合時に

必要とされる臼おの流入に必須の機能をもっ陽イオ

ンチャネルと考えられる.
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Sa 1 (3) 
単細胞植物カサノ 1)の液胞膜輸送系と細胞機能
池田己喜子(岡山県大・保福部・栄養)

カサノリは巨大な単細胞の海水中で生育する緑藻
類に属する。我々はすでに. 高等植物液胞膜と同
様に， この生物体の液胞膜には二つのプロトンポ
ンプ V-ATPase及びr輸送性ピロフォスファター
ゼ (H'-PPase) か存在することを実証した。更に
cDNAクローニングを進め， V-ATPaseのA，Bサプ
ユニットの各々 2種類の isoform並びに proteolipid
サプユニットの6種の isoformをコードする全長の
cDNAクローンを 5・.及び3・-RACE法により得た。
相違点は， codon usage， 5・及び3・非翻訳領域にみ
られたが. 翻訳されるアミノ酸配列はそれぞれ
90%以上一致し， 高等植物 V-ATPaseのそれぞれ
のサプユニットに対しても 75% 以上の相向性を示
した。 6種の proteolipidサプユニットの mRNAの
発現量には違いがみられ， 三つのグループに分類
された。また， ほぽ全長の H+-PPaseをコ}ドする
cDNAクローン (3，104bp，分子量 74.406/721ア
ミノ酸)を得，ノーザン解析により約 3_2 kbの
RNA種を検出した。翻訳されるアミノ酸配列は高等
植物H+-PPaseに対しての相向性は低く R_rubrum 
のW-PPaseにより高い相向性を示した。

Sa 1 s( i ) 
オオセキショウモ薫肉細胞の
光応答性細胞膿プロトンポンプ
原田明子{大阪大・院・理・生物科学}

淡水産単子第植物オオセキショウモ¢虜肉細留で先制
滋により原形質涜動力唱腕される際には細胞質内カル
シウム量~紗すること、光合暗色震とフィトクロムの
協働作用によりCa2明細艶膿を介して細胞外ヘ放出さ
れることが明らかになっている.また、藁理学的解析
から、流動鶴発時には細胞醜ザポンプの活性例噂
され、その結果形成されたH+駆動力を事IJ用して'Ca2+が
放出されることを示喰する結果を得ている.さらに、ガ
ラス徹1J唱撞法で慎電位の過分橿反応を解析すると、
赤色光、青色光、膏色光と近縁外光同時照射のいず
れもが有効だった.このことは、細胞鳳H+ポンプ
の活性は主に光合成に依存して促進されることを示
す.震からニ眉分配法で聞製した細胞風小胞にBrij
却を加えて反転膿小胞とし、キナクリンの蛍光消
光により H+嶋送活性を劃定した.トリプシン処理
により、自己阻書編織を介した活性鯛御働構を持つ細
胞鼠H+ポンプが存在することが示後された.光に
よる細胞腺H+ポンプの活栓促進に、この制御カ咽与
しているかを周べるため、暗順応させた議、赤色光を
照射した藁からそれぞれ細胞鼠小胞を踊製し、 H+
.送活性のV問、 ATP'.こ対するK冊を決定した.



Sa 1 s(並)
組物被胞膿c.J</H+対向鎗送体の構造と酵素縄能
の解析

よ圃蓋盆、中西洋一、田中喜之に前島正義 (名
大院・生命鹿・生化、1.水省・生物資源研)
植物液胞は臼?を数mMの温度で蓄積し、細胞質
CaZ+.度の調節に重要な役割を果たす。Ca2・m・対向
輸送体は液胞膜において、白2・-ATPaseと共にCa2・の

輸送を担う考えられている。
ヤエナリ実生より単隠した液胞膜小胞おいて、

対向輸送活性は Ca~高温度で臼へATP蹴活性より高
〈、細胞質践と眼のea2・取り込み活性と比較しでも
抜きん出ていた。 cDNA解析により、ヤエナリの対
向輸送体は非常に疎水性が高い分子であり、 11個
の膜貫通ドメインを持つことが推定された。アミ
ノ酸配列の中央部には酸性アミノ酸に富む領域が
存在し、イオン鵡別・輸送織能への関与が予測さ
れる。推定一次布陣造は、 A.向 lianaのca乍f対向輸
送体CAXl、CAX2に高いホモロジーを示し、ヤエ
ナリのeaZ+/H・対向輸送体は欝母、藍譲、枯草薗等の
対向輸送体と同種の分子種に属することが示唆さ
れた。

Sa 1 s(温)
液胞における細胞質タンパク質分解

野田健司(基生研、エネルギー変換)

細胞内タンパク質は適宜分解されることで、その

活性を downregula旬したり、あるいは新たに合成

されるタンパク質のsouroeとなることができる。

液胞は細胞内タンパク質分解を中心的に担うオル

ガネラであり、細胞内タンパク買を被胞へと繍送す

る過程はオートファジー(自食作用)と呼ばれる。

我々の研究室は酵母をモデル系として用い、オート

ファジーの分子機構にアプローチしてきた。これま

でに、オートファジーを誘導する栄養飢雌ストレス

シグナルは目キナーゼホモログである Torを介し

ている事が明らかになった。さらにオートファジー

を担う膜構造オートファゴソームの形成に必須な

分子群の解析が進んでいる。
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Sa 1 (4) 
遺伝子工学的手法を用いたグリシンペタイン蓄積による
継物の耐事優位a績に慣する研究
高倍鉄子、林着陸行人高倍昭洋 4、問中寧 i
寸若菅直F.学・生物分子応答研究センタ一、1..胸工学
研究所、 4名繊大学・総合研究所}

耐.性の高い..の多くが、外傷との浸透庄のバラン
スをとるために、サイトソルにグリシンベタインを蓄積
する.グリシンペタインを合成するためには、コリン目量
化圏，.とペタインアルデヒド民*...(BADH)が必
要である.現在~でにBADHのcDNAは性貨が良〈編べ
られているが、コリン目量化隊司障のcDNAは僻綱な解衡がな
されていない.
そこで演者らは大・薗のグリシンペタイン合成田，~障の遺
伝子 ("betgenes)とオオムギから得たBADHcDNAを用
いて遺伝子工学的手訟を用いて、耐塩佐4・mに闘する研
究を進めている.これまでの成果について穏告する.
(l)bet遺伝子を淡水位らん穫に混入し、細胞内に銀大
80mMまで蓄積させることが出来、得られた形質転自色
体はO.4Mの..度でも生育司自Eであった.この条件では
野生徐は生育出来ない.纏ストレス下ではPSIIよりも
Rublscoの方が失揺が早かった.グリシンペタインの蓄
積で、Rublscoの活性の低下が抑制された.
(2) オオムギのペルオキシゾームヨ~BADHをイネで大
量量発現させた.この形質転.イネはペタインアルデヒド
を与えると.これをグリシンペタインに変後・醤積し、
イネの耐極性が強化されることが判明した.
(3 )高等植物で発現するように改変した大・曹のbetA
遺伝子をイネに湾入したところ、イネはグリシンペタイ
シをオオムギ量産に合成・蓄積し、画首温性が強化された.
以上の結果に基づき値物の耐塩佐のメカニズムについ

て・ずる.

Sall (1) 
低温に対する植物の応答と適応

一低温による植物リン脂質の生合成制御機構ー

西国生郎(東京大・院理・生科}

植物の低温馴化は、細胞の膜織造の大改変を伴う

ことはよく知られている.しかし、その分子機織に

ついてはよくわかっていない.主主々は、膜の主要構

成成分であるリン脂質ホスファチジルコリン(PC)

に注目し、その生合成が低温により活性化される機

構について研究を進めている.すでに、低温処理し

たライ麦の極で PCの生合成律速酵素である
CTP司~ho8phorylcbolinecytidylytransfera鴎 (CC切
の比活性が上昇するという報告があるが、その後の

詳しい活性化機構については報告がない.本発表で

は、短時間の低温処理で低温馴化を起こすシロイヌ

ナズナを実験系としてもちい、低温処理にともなう

CCT活性の変動について研究した成果を報告する.



Sall (2) 
生体膜の傷害発生織布陣から植物の凍結適応織織を偏る

.111清三 (北大・低温研〉

自然界で起こる平衡11鎗は細胞外凍結をもたらし、これによ
り循物細胞には原形質膿と他の膿(あるいは原形質.同士〉が

異常後近した部位ができる場合がある。異常後近自匹位の形成は

原形質.の.構成蛋白質と尉賀の相分後発生とともに非2重層
脂質織造の形成を引き起こし、細胞レベルでの (11結)傷害を
導〈。この凍結傷害の原因と考えられる膿の異常綾近は、濠結

脱水による細胞の収縮および細胞外氷晶成長による織織的スト

レスがもたらす細胞の変形により起こる。

平衡凍結傷害の主図を、凍結脱水および細胞外氷晶成長によ

る膿の異常後近と考えることにより、低温順化の結果起こる原

形質膜脂質のfla変化の役割、事ーなどの細胞内総賓の蓄積の役
割、さらに低温順化後の細胞に11結ストレスがかかることによ
り新たに起こる ERの唱構造変化の役割、アポプラストにおける
不凍蛋白質蓄積の役割、細胞壁の織造特性変化の役割などが理

解しやすくなる。

さらに、植物は自然界での濠結において、平衡圏直結後さらに

長期間凍結環境に保持されるのが普通である。比敏的高温の凍

結下で細胞は、来面化の細胞内外の狼績調書厳に長時間さらされ

ることにはり、これにより新たな傷害が保持期聞に依存して発

生する場合がある。凍結傷害発生織機に平衡11.古傷害に加え、
E直結下での長期間保持の彰響を要因として加えることにより低

温順化の役割がより明暗に理解できるようになると考える。

Salls( i) 
冬小麦培養細胞のアプシジン酸誘導性分泌タンパ

ク質

丞且J童圭、荒川圭太、竹湾大繍、吉国際夫
(北大・低温研)

アプシジン酸仏BA)は、乾燥及び低温耐性な

どのストレス応答と関与する植物ホルモンである.

培養細胞にABAを与えると乾燥や低温に対する耐

性が高まり、それに伴い発現する遺伝子の発現が活

性化されることが明らかになってきている.これま

での研究で、冬小麦培養細胞 (η甜αunaestivum
L. cv Chlhokukomugi)はABA処理によって、培

地中に特徴的な塩基性分泌タンパク質(笠heat

ABA-induad 量eαetory proteins WAS 

proteins)を蓄積することが明らかとなった.

WAS-1-12についてN末繍アミノ酸配列の解析

を行ったところ、 WAS-2は小麦を薬剤(回刊で

処理したときに誘導されるWCI-5遺伝子の翻訳産

物と、 WAS-3は病原菌の感染や傷害により誘導

される PR-5crhaumatin-Uke protein)グループ

と相同性が認められた.今回、 WAS-2について

cDNAのクローニングを行ったので報告する。
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Salls(u) 
好冷薗の低温誘導性遺伝子の発現調節

隼昼盤産，阿部貴和子，今井慎，内藤聡，高田泰
弘，福永典之(北大院・理・生物科学)

近年、様々な生物の温度環境への適応についての報

告がなされるようになり、幾つかの細菌は極端な温度環

境にも分布していることから、これらの研究を進める上で

しばしば用いられてきた。現在、細菌の低温適応に関す

る研究は、常温菌である大腸菌におけるコールドショック

蛋白質遺伝子の発現調節についての研究が先駆的であ

るが、低温細菌の適応機構に関する報告側はほとんどな

く、このような細菌が、常に低温下に曝され、さらにO'C付
近の環境で生育できる分子機構は未解明のままである。

我々は、北海道・オホーツク海沿岸から好冷薗を単離

し、二種類の熱安定性の異なるイソクエン酸脱水素酵素

アイソザイムが本菌に存在することを見いだした。そして、

それぞれの精製酵素の生理学的研究を行った結果、両

アイソザイムの一つが、 15't以下のような低温下で触媒

活性が高く、かっ低温誘導性を示すことが明らかになっ

た。さらに、このアイソザイム遺伝子の分子遺伝学的研究

により、本アイソザイムの低温誘導性は、この酵素遺伝子

上流峻に存在するこ積類の異なるシス因子によって、転

写制御されていることがわかった。

Sall (3) 
植物の低温順化:原形質膜脂質組成と凍結下での膜安定住の

関係

よ誼盆主(Dept.of s<札 Crop& Atmα;pherlcS<却武田，
ComeUU凶v.)

凍結脱水による膜安定性の自民失が継物の凍結傷害を引き起

こす主原因であることは定観になっている.凍結民水により
細胞の全ての膜制T不安定化される可能性があるが、その中

でも原形質膜は凍結磁解過程で細胞の生死が決定される際に

中心的役割を果たすため、その織総織造を.持することは織

も.要である.低温圏直化過程で起こる原形質民脂質組成変化

が凍結腹水過程での膿挙動変化をもたらし、その結果、凍結

下での膜安定住が治大する.現在までに、主主々の研究室では、

(1)種々 の組物〈ライムギ、コムギ、オートムギ、シロイ
ヌナズナ)の低温順化過程で脹傷容梅構の出現績度の減少に

自慢く関連した原形質膜脂質組成変化が起こること、及び、(2)
冬ライムギと春オートムギの遺伝的耐濠性の差異は原形質腹

脂質組成の大きな遣いと関連していること、を明らかにした.

以上のように、原形質膜脂質組成と磁波性の漂い関連は疑う

ところではないが、低温.化が異なった多くの反応の集合と

して起こる権総な現象であることからもわかるように、自首凍

性は原形質膜脂質組成だけで決定されるものではない.本発

表では、耐凍性に関わる他の要因{例えば、衡の蓄積、低温

制御性遺伝子の発現}の.傷..  続出現頒度に関する影.に

ついても言及する.

Sup凹 Irt剖 byaUSDA!NRICGP and a US DOE grant. 



Sall (4) 
植物における不凍タンパク寅および不凍活性を示す

関連物質の検察

星里皇、大平万里、'吉田みどり、'阿鶴二郎、津田

栄、扇谷領、石崎紘三 (通産省・工銭院・ ~t工研、
'農水省・北..史)

M冬位植物では、フルクタンやプロリンなどの縮、
アミノ厳の細胞内にお付る奮績が、耐凍性獲得の大

きな要因のーっとしてこれまで考えられてきた。一

方、寒冷鎗に生息する変温動物(魚類、昆虫)にお

いては不凍タンパク寅 (A州freezeprotein，AFP)と

呼ばれる、体液の凍結を直接阻害する物質の存在が

古くから知られており、それらはアミノ政組成およ

びその舗道から 5種に分額されている。

近年、植物においても AFPの活性を示すタンパク

貨の存在が報告されているが、その AFP織タンパク

貨は，既知の AFPに比べて分子量が巨大である事

やPRタンパク質 (Pathogenesis-Relatedprotein) 

と相同性がある車から、新たなタイプと考えられて

いる。また、フェノール化合物にも不凍活性が見い

だされ、低温処理によりアポプラストにおけるフ工

ノール化合物潰度が治大することから、その生理的

な作用の解明も今後の標題である。

Sa T 
植物の低温ストレスに対する応答と生体臨

吉田静夫〈北大低温科学研究所〉

低温や濠結ストレスに耐える能力は北方に生育す

る植物の分布や生産にとって重要な性質である。北

方地織では初期生育期間でも異常な低温に見舞われ

るし冬には限界を超えた温酪な3使館温度にさらされ.

暖地由来の作物などは大きな被曹を受ける。あらゆ

る意味で、生体臨はその植縫かつ繊細な構造ゆえに

低温ストレスに対して最も鋭敏に反応するものと考

えられている。この意味で、私は植物の寒冷適応機

構について細胞蹟及び濠胞旗の果たす役割に注目し

て研究してきた。これまで多くの大学院生と研究ス

タッフとともに行ってきた研究をふりかえってみた

い。
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Sam(1) 
フラスモにおける麗活動電位の発生と細胞質eaz+
の作用

萄山宗弘 〔敏送大学・生物)

車輪麺類の活動電位は篇一種的にはa-チャンネル
の活性化として観明される.活動電位の量初の段階

でeazφ流入の指加が起こり、このeazφが肢に存在
する 0・チャンネルを活性化させる.実陣、シヤジ
クモではeaz+の無い漉中では興宮性を失う.一方フ
ラスモでは、 Caz・が続くても他のニ偏イオンが有れ

ば活動電位を発生できる.

微小電極による活動電位と、エクオリンによる細胞

質ea2φの噌加とを同時測定した.これにより、 Caz+
の挙動をシヤジクモとフラスモとで比鮫しつつ、

Ca
Z
+の活動電位における役割を考寵する.

Sam (2) 
プロトプラストの体積変化からとらえた光と植物ホルモンに
よる高等組物の浸透圧調節
飯野盛利〈大阪市大・理・植物園〉

高等植物のプロトプラストを用いた私たちの鰻近の研究成果
に2基づいて、光{青色光}と植物ホルモン(IAA、ABA)の生
理作用には細胞の浸透圧・膨圧調節が一般的な反応として介在
している可能性を鎗じる。
根以外の橿物組織の成長中の細胞から得られるプロトプラス
トは青色光に応答して績む。幼薫繍{トウモロコシ、イネ)、 H
紬(シロイヌナズナ}、節聞{エンドウ}、業身{トウモロコシ、
シロイヌナズナ、エンドウ}、表皮(エンドワ}、葉柄(インゲン
マメ)で観測され、反応の経時変化も顛似している。業枕(イン
ゲンマメ)は成長を停止しても問機のプロトプラスト反応を示
す。トウモロコシ幼薫織とシロイヌナズナ経触を用いて詳細に
解析した結果、観測されるプロトプラスト反応は、青色光依存
の成長阻害に関与していることが明らかにはった。また、イン
ゲンマメ葉枕から得られたプロトプラストはIAA処理で膨ら
み、 ABA処理で繍む。これらの纏物ホルモンは業枕の膨圧運
動を誘発する作用をもっ。以上の実践結果は、膏色光、 IAA、
ABAによって細胞の浸透圧が変化し、それによって膨圧が変
化することを示している。更に、これらの因子は、膨圧変化を
介して成長制御に働いている可鎗性を示している。
トウモロコシ幼薫絹とシロイヌナズナ怪舶のプロトプラスト
を用いて青色光による体積減少の機構を探った。その結果、(1)
HY4遺伝子産物(CRY1)が光受容体として働いている、(2)フ
イロクロムによって膏色光に対する反応性が制御されている、
(3)細胞膜の陰イオンチャンネルが活性化され、さらに陽イオ
ンチャンネルが活性化されてイオンが流出し、プロトプラスト
が繍むという結鎗に速した。



Saill (3) 
栄養シグナル応答と種子形成の分子生物学

血産主人千葉由佳子木嶋文子杉山裕

南原英司平井優美人金陪街2 粟津原元子2

藤原徹2 林浩昭2 茅野充男 2

( I北大・農学部 2東大・農学生命科学)

ダイズの主要な種子貯蔵タンパク質の一つである

介コングリシニンのpサプユニット遺伝子の発現は
イオウ欠乏条件で栽培することにより増加し in

vi仰の未熟子葉培養でメチオニンにより抑制される.

pサプユニットは含硫アミノ酸が大変少なく，この
蓄積変化はイオウ栄養の多寡に拘わらず窒素源とし

ての種子貯蔵タンパク質の蓄積を確保するための応

答反応であると考えられる.我々はこのpサプユニ
ット遺伝子発現のイオウ栄養応答機構を主にトラン

スジェニック・シロイヌナズナを用いて解析している.

本シンポジウムでは水耕栽培による硫酸および硝

酸イオン波度と pサプユニット遺伝子発現，遊離メ
チオニンを過剰に蓄積する突然変異のパックグラウ

ンドでのpサプユニット遺伝子発現等の解析の現状
を報告し，種子形成における栄養シグナル応答の研

究を展望する.

Saills( i ) 
トウモロコシ極における皇家栄聾に応答したサイト

カイニンの蓄積

震井嫌太郎(名古屋大院・生命虫学)

トウモロコシ薫から単障したバクテリアニ成分情

報伝達系のレスポンス・レギュレーターホモログ

ZmCiplは富豪飢餓の植物藁で鯖機窒素により発現

爵導される.一方、この値物の切り取り薫では傭機

宣集ではなく、サイトカイニンで鴎導される.サイ

トカイニンが主に担で合成されることから、宣繁栄

獲に応答し根のサイトカイニン量が噌加し、薫での

ZmCiplの発現醗導をもたらすと考えた.実際に、

硝酸塩の補墳による童家飢餓からの回復過程におい

て、トウモロコシ担で纏散のサイトカイニンが場加

していた.これらの分子種の同定の結果から、サイ

トカイニン代謝系での聾農栄養に応答する部位を考

察する.
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Saills( u) 
細胞壁の力学的性質を制御するタンパク賀

岡本朱根(昭和藁科大学生物学研究室)

オーキシン鶴海性伸長成長の初期過程では磁成

長が重要な役割を果たしている.つまりオーキシ

ン踊導性の細胞置の霞性化により細胞置の展性(ゆ)

の槽大と臨界降伏圧(y)の濡少が起こり、鏑胞盤が

伸展すると考えられる.しかし細胞壁の磁性化に

よるゆや戸D蛮化の制御因子は不明である.
in vitroの実験系であるグリセリン処理ササゲ
中空匪軸 (GHC)を用いた実践から、 invitroの
細胞壁においても細胞壁の磁性化によって+が増大

し、 yが減少することが報告された九またGHCを
熱やタンパク質分解欝豪で処理するとグや戸7)pH依

存性が消失することから、細胞壁の力学的性質が

タンパク質によって聞節される可能性が示峻され

たZ. この仮眠を検置するため、袋々はササゲ細胞

壁からゆやyのpH依存性を制御する因子を精製し
た.その結果、分子量の異なる2つのタンパク質

がeや戸7)pH依存性を別々に制御することが明らか
になった.
'αCIIJI(船，H. &O包檀凶臥 A(I'明助問副α~&EDv量011. 17タ捗鈍13.

'0包E削0，A & 0IaI00I0， H. (t明閉め以18:8Z7-830. 
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気孔lま青色光照射により聞孔するが、この時、青色光

は光情績として孔辺細胞原形質厳のプロトンポンプを

活性化することが知られている.しかしながら、青色光

受容からプロトンポンプ活性化に至る細胞内情秘伝達

については不明の点が多い.これまでの研究により、膏

色光に依存したソラマメ孔辺細胞プロトプラストから

のプロトン敏出は、Ca2ソカルモジュリン依存性ミオシ

ン経鎖キナーゼの阻奮剤である Mし7やタイプ1/タ

イプ2Aプロテインホスファターゼの阻奮剤であるカ

リクリン Aやオカダ.により阻害されることが明らか

となった.これらの鎗果は膏色光情相伝達へのプロテイ

ンキナーゼ、プロテインホスファターゼや蛋白質リン霞

化・脱リン滋化反応の関与を示唆するものである.現在、

ソラマメ孔辺細胞プロトプラストにおいて青色光に依

存してリン暖化レベルの変化する蛋白貨の同定を進め

ており、これらについてもE・E・する予定である.



Saill(4) 
槙物の乾燥ストレス応答の分子機構

鐘盤二盤、篠崎和子(理研、植物分子生物、農水省・国際農研、

生物資源)

植物は乾燥や塩などの浸透圧ストレスに細胞や分子レベルで応

答し、耐性を獲得している。我身li乾燥などの浸透圧ストレス

による遺伝子発現のシグナル伝達と分子レベルでのメカニズム

を解明するため、乾燥ストレスにより誘導される50種のシロ
イヌナズナの遺伝子をクロ}ニングした。これらの遺伝子の転

写レベルでの発現について解析し、乾燥ストレスによる遺伝子

の発現誘導に関してはABAを介する経路と、 ABAを介さない経
路の少なくとも 4種の細飽内シグナル伝達系があることを明ら
かにした。さらに乾燥誘導に関与する新規のシスエレメントを

複数同定した。これらのシス因子に結合する転写因子である

DERB.MYB. MYCをクローニングし、機能解析を行っている。
乾燥ストレスにより誘導される遺伝子にはシグナル伝達に関

与する図子、例えばプロテインキナーゼ、ホスフォリバーゼC

など古惇在しており、これらは舵燥ストレス時の細胞内情報伝

達に関与していると推定される。現在までの知見からイノシト

ール三リン酸やカルシウムがセカンドメッセンジャーとしてシ

グナル伝達に関与していると考えられる。乾燥ストレス時の浸

透圧変化を感知するセンサーの分子レペルでの解析は重要な課

題であり、現在、酵母の浸透庄センサーであるSlnlpの相阿佐

遺伝子をクローニングし、その解析をすすめている。

Shinozaki K. Plant Phy針。1.115.327・334(199η 

Saill (5) 
膜局在性浸透圧センサ-EnvZと情報変換の分子機
構
水野猛(名大・生命農学)

一般的に細胞にみられる浸透圧応答は基本的

な生命現象のひとつであり、外界の漫透圧や溶質
の温度変化から身を守るために重要である。事

実、種々の細胞は外界の浸透圧変化に応答してす
るための様々な機構を備えている。いずれにし

ろ、これらの細胞は浸透圧を感知して細胞内に情
報を伝達する"浸透圧センサー"なるものを備え

ているはずである。しかし、浸透圧センサーなる

ものの実体はほとんど解っていないし、浸透圧と

いう物理的シグナルの感知樟構や情報伝達機構が
理解されている倒もほとんどない。現在までのと
ころ最もよく研究されている浸透圧センサーと呼
べるものは、大島薗のEnvZタンパク質であろう。
EnvZは浸透圧に応答した外膜タンパク質の生合成
制御に重要な役割を担っている。また、EnvZは最
近よく研究されている阻s-Aspリン酸転移情報伝達
に関わるヒスチジンキナーゼの一種である。今回

は、先に強調したような点を考えるために、EnvZ
が膜局在性の浸透圧センサーとして働く分子機構

に関する最近の知見をまとめる。
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Suzuki， Hideho Jlpll Takahashi， Akira Hlμ)6 Takatsuji， Hirωhi O1p03 Tanaka， Yuko 03a04 

Suzuki， Hide抑止i J2aOS Takahashi， Fumie B2p06 SI-07 Tanaka-Ueguchi， Miyako-
S町時i，Hiroyuki Flp09 Takahashi， Hideki JlalO Takatsuto， Suguru 02a04 C3a13 

SUZIホi，Katsunori ClaOS Takahashi， Hidenori C2a03 Takeba，Oo Cl同9 02all 

Suzuki， Katunori Cla04 T紘ahashi，Hideyuki E3a04 Takeda， Junko J2a12 02a12 

Suzuki， Kazumi 12a09 E3aOS Takeda， Shin SI-OS Tang， Xiao・Song Alp03 
Suzuki， Kazuya Jla06 Takahashi， Hiroyuki E3a07 Takeda， Toru A2p03 Taniguchi， Mitsutaka Hla02 
SUZI虫i，Ken鎗ku A3aOS Takahashi， Koji 01p18 l1a08 H3aOl 

SUZI忠i，Kumiko E2pOS Takahashi， Mωaaki A2a07 l1a09 Taniguchi， Yasuhito Elp12 
SUZI虫i，Ma組hiko E2al0 01p1O Takei， Kentaroh H3aOl Tanimoto， Eiichi 03a06 

12a06 Glp12 Takemaru， Ken-ichi SI-02 Tωaka， Masao C3al0 

SUZI虫i，Mitsuhiro 01al0 H3a14 Takemoto， Oaigo 02a06 C3all 

SUZl虫i，Seiko B2a07 Jla03 F2pl0 C3a12 

SUZl水i，Shoichi A2pl0 Jla04 Takemura， Miho HlplS 01a04 

SUZI虫i，Takanori 11p13 JlaOS Takenaga， Hiroshi B3a13 01a09 

SUZl虫i，Takashi E3a07 Takahashi， Mi鎗 B2p1O E2pOS D2p03 

SUZl虫i，Tomomi Hla03 Takahashi， Sakiko Flp03 Flpll Tatematsu， Kiyoshi 02同4
Suzuki， Y ohko 03a04 T政ahashi，Seiji F2p07 11a08 D2pOS 

Suzuki， Yoshihito 02a07 Takahashi， Taku O1alO Takenaka， Mizuki Hlp13 Taz温wa，Masashi Glp02 

Suzuki， Y吋i B2a08 O1pOl Takeuchi， Atsuko E2a12 01p07 

Syono， Kunihiko O1p08 I1p14 Takeuchi， Hiroshi O1p12 Glp17 

O1pll Takahashi， Takuya C2a08 Takeuchi， Yuichi G2pOS Terarnoto， Maki Fla02 

E2pl0 Takahashi， Y ohsuke C3a06 Takeyasu， Kunio Gla07 Ter冨moto，Susumu E2aOS 
Takahωhi， Yuichiro Alpll 11同6 E2a06 

-T- Alp12 Takezawa， Oaisuke Fla05 Terashima， Ichiro AlaOl 

Alp13 I1p05 B2a12 

Tabata， Mamoru E2aOl Takahashi， Yuri A2p08 Takigawa， Kaori A2p07 SIV-02 

Tabata， Satoshi B3a07 Takai， Ryota 回pOl Takio， Susumu Blp03 Terauchi， Kazuki J2aOl 
02al0 Takai， Ryouta F2p02 E2同4 Theres， Klaus 02a07 
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