






2pB03 
—t‚ Ì ” ­ ’B‚É”º ‚Á‚½—t—Î‘ ÌƒR•[ƒh‚ Ì RNA ƒ| 1) ƒ•ƒ‰•[ƒ[

‚ Ìƒuƒ•ƒ‚•[ƒ^‘ I ‘ð•«‚Ì• Ï‰»

”¹—•˜A•p•A’Å–¼—²•A–L“‡Šì‘¥
(‹ž‘å‰@•E•lŠÔ•EŠÂ‹«Šw)

—t—Î‘ ÌƒR•[ƒh‚ ÌŒõ‰»ŠwŒnˆâ“`Žq‚ Í •A—t—Î‘ Ì ‚ÉƒR•[ƒh
‚³‚ê‚½ƒoƒNƒeƒŠƒAŒ^‚ÌRNA ƒ|ƒŠƒ•ƒ‰•[ƒ[ (PEP) ‚É
‚æ‚Á‚Ä“]ŽÊ‚³ ‚ê‚é•B’PŽq—t•A•¨ ‚Å‚Í•A—t‚ÌŠî•” ‚©‚ç
•æ’[‚ÉŒü‚©‚Â‚Ä•×–E‚Ì”­’B’iŠK‚ÌŒù”z‚ª‘¶•Ý‚·‚é•B
ƒRƒ€ƒM‘æˆê—t(16cm) ‚ð‰º•” (4 ' 10cm) ‚Æ•ã•” (10 •C

16cm) ‚É•ª‚¯•A‚»‚ê‚¼•A‚ê‚Ì•”ˆÊ‚Å •A‚ÌŠeŽí PEP ƒt•Bƒ•ƒ‚
• [ƒ^‚ Ì “ ]ŽÊŠˆ•«‚ð ru n- on ŽÀŒ±‚Å’²‚×‚½•B‰º•”‚Å‚Í•A
‚Ù‚Æ‚ñ‚Ç‚Ì PEP ƒvƒ•ƒ‚• [ƒ^‚ªŒõ‚Æ–³ŠÖŒW‚É•P•í“ I ‚É
“ ]ŽÊ ‚ ³ ‚ê ‚Ä ‚¢ ‚é ‚ Ì ‚É ‘ Î ‚ µ ‚Ä •A•ã• ” ‚Å ‚ Í psbA ‚ÆpsbD
ˆâ“`Žq‚ª ‘ I ‘ð“ I ‚ÉŒõˆË‘¶“ I ‚É“ ]ŽÊ‚³ ‚ê ‚Ä‚¢ ‚½•BŒõ‚¨
‚æ‚Ñ•A—t‚Ì”­’B‚É”º‚Á‚½ PEP ƒvƒ•ƒ ‚ • [ƒ^ ‘ I ‘ð •« ‚ Ì • Ï‰»
‚Í•AƒRƒ€ƒM—t—Î‘Ì ’Š•o•¨ ‚ð—˜—p‚µ‚½in vitro “ ] Ž Ê ‚ Å
•ÄŒ»‚· ‚é ‚±‚Æ‚ª ‚Å‚«‚½•Bin vitro “]ŽÊ‚É‚æ‚éƒvƒ•ƒ‚
• [ƒ^‰ð• Í ‚© ‚ç•A‰º•” ‚É ‘¶•Ý ‚ · ‚é PEP ‚Í 35 ” z — ñ ‚ ð • â
‘ Î “ I ‚É•K—v‚Æ‚· ‚é ‚ª•A•ã•” ‚ Ì PEP ‚Í ps bA‚Ì TGn ƒ‚ƒ`
• [ ƒ t ‚   ‚ é ‚ ¢ ‚ Í psbD ƒvƒ•ƒ ‚ • [ƒ^ ‚ Ì •ã—¬ƒGƒ“ƒnƒ“ƒT• [
”z—ñ‚ª‹@”\‚·‚é‚±‚Æ‚Å•A -35 ”z—ñ ‚ðŒ‡ ‚¢ ‚½ƒvƒ •ƒ ‚ • [
ƒ^‚ð”FŽ¯‚Å‚«‚é‚±‚Æ‚ª•ª‚©‚Á‚½ •B

2pB04 
—t—Î‘ÌŒ`Ž¿“]Š·‚É‚æ‚épsbA ƒvƒ•ƒ ‚ • [ƒ^ ‚ Ì‰ð•Í
Š^”ÕŒ\•A•X•ìˆê–ç•A’Å–¼—²•A–L“‡Šì‘¥

(‹ž‘å‰@•A•lŠÔ•EŠÂ‹«Šw)

psbA ƒvƒ•ƒ ‚ • [ƒ^ ‚ Í •A—t—Î ‘ Ì ‚Å •Å ‚à ‹ ­—Í ‚Èƒvƒ•ƒ ‚ • [
ƒ ^ ‚ Ì ˆ ê ‚Â ‚Å •A—t—Î ‘ Ì ƒR• [ƒh ‚ Ì ƒoƒNƒeƒŠƒAŒ^RNA ƒ|
ƒŠƒ•ƒ‰•[ƒ[ ‚É‚æ‚Á‚Ä”FŽ¯‚³ ‚ê ‚é•B‰ä•X‚ÍƒRƒ€ƒM—t—Î
‘ Ì ‚Å ‚ Ì in vitro “]ŽÊŽÀŒ±‚©‚ç•A•¬•n‚µ‚½—t—Î‘Ì ‚Å‚ Í
psbA ‚Ì“]ŽÊ‚É -35 —Ìˆæ‚ª•s•K—v‚Å‚  ‚é ‚±‚Æ‚ð–¾‚ç‚©
‚É‚µ‚Ä‚¢‚é (Satoh et a1. ˜_•¶“Š•e’†)•B–{Œ¤‹†‚Å
‚Í•A psbA ‚Ì“]ŽÊ‚É•K—v‚Èƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•\ ‘¢‚ð in vivo 
‚Å‰ð•Í ‚ · ‚é‚±‚Æ‚ð–ÚŽw‚µ‚Ä•AGFP ‚ðƒŒƒ|•[ƒ^•[‚Æ‚µ
‚½—t—Î‘ ÌŒ`Ž¿“]Š· ‘ Ì ‚ Ì • ì •» ‚ðŽŽ‚Ý‚½•BƒŒƒ|• [ƒ^• [ ˆâ
“ ` Ž q ‚ Ì mRNA ˆÀ’è•«‚ð’á‚­‘€•ì‚·‚é‚½‚ß•A mRNA
ˆÀ’è‰»‚ÉŠÖ‚í ‚é‰Â”\•«‚ª ‚   ‚é5' ”ñ–|–ó—Ìˆæ‚ðŒ‡Ž¸ ‚ ³
‚ ¹ ‚½ƒŒƒ|• [ƒ^• [ƒRƒ“ƒXƒgƒ‰ƒNƒg‚ð• \ ’z ‚µ ‚½•B–ì•¶Œ^
‚Ü‚½‚Í -35 ”z—ñ‚ð” j‰ó‚µ‚½psbA ‚ÌƒRƒAƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^(-
41 •C•C-•C +5) ‚ ð •‡ •¬SD ”z—ñ‚ðŽ•‚Â54bp ‚ ÌƒŠƒ“ƒJ• [ ”z—ñ
‚ð‰î‚µ‚ÄƒŒƒ|•[ƒ^ˆâ“`Žq‚É‚Â‚È‚¬•A Maliga “™‚ Ì •û–@
(1 994) ‚É • ] ‚Á ‚Äƒ^ƒoƒR—t—Î ‘ Ì ƒQƒmƒ€ ‚ ÌIR ‚É “± “ü ‚µ
‚½•B ƒXƒyƒNƒ`ƒmƒ}ƒCƒVƒ“‘ Ï •« ‚ðŽw•W‚Æ‚µ‚ÄŒ`Ž¿“]Š·
‘ Ì ‚ Ì ‘ I ” ² ‚ðŒ»•Ý•s ‚Á‚Ä‚ ¨ ‚è•A‚» ‚ Ì‰ß’ö ‚É‚Â‚¢ ‚Ä•ñ••
‚·‚é•B
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2pB05 
—t—Î‘ÌƒQƒmƒ€•ã‚Ì mRNA “]ŽÊˆÙ•í‚ðŽ¦‚·ƒ^ƒoƒRƒAƒ‹ƒsƒm•Ï
ˆ Ù ‘ Ì (alth) ‚Ì‰ð•Í
BaeChang-Hyu •C �~—ibÅW-0�N-‘Î–ÄSø0�g~\qwåj90�l8u0Qx[P0�

‹g“c–Î’j(—•Œ¤ •E•A•̈ ‹@”\)

—R‰»•Ï̂Ù‘Ì (albino) ‚Í‹Æ—Î‘Ì‚Ì”­’B•AŒõ•‡•¬ŠÖ˜A‹@”\‚Ì
Œ¤‹†‚Ì—L—p‚È•Þ—¿‚Å‚ ‚é•B‰ä•X‚Í•A•dƒCƒIƒ“ƒs•[ƒ€•ÆŽË‚É

‚æ‚é—U“±‚µ‚½ƒAƒ‹ƒsƒm•Ï̂ ÙŠ”‚ð—p‚¢‚½Œõ•‡•¬ŠÖ˜A‹@”\‚Ì‰ð
•Í‚ð–Ú“I‚Æ‚µ•A—t—Î‘Ì̂â“̀Žq‚Ì“]ŽÊ‚ð’†•S‚É‰ð•Í‚µ‚½•B

Žó•² 84 ŽžŠÔŒã‚Ìƒ̂ ƒoƒR (Nicotiana tabacum 1. CV. BY-4) 

‚Ì’̄ Žì‚É 14N(135MeV/u) ƒs•[ƒ€‚ð 50Gray •ÆŽË‚µŽûŠn‚µ‚½

M2•W’c‚É‚̈ ‚¢‚ÄƒAƒ‹ƒsƒm•Ï̂ ÙŠ” (a 1t h) ‚ðŒ©‚¢•o‚µ‚½•B“dŽqŒ°

”÷‹¾ŠÏŽ@‚Å‚Í•F‘f‘Ì‚Ì•”‚Í–ì•¶Œ ‚̂Æ•Ï‚í‚ç‚̧ •A‚Ü‚½•ï–Œ‚Í

Ž•‚Â‚à‚Ì‚Ìƒ`ƒ‰ƒRƒCƒh–Œ‚Ì”­’B‚Í”F‚ß‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B‘±‚¢

‚Ä‰ð•Í‚ÌŒ‹‰Ê•AŠj‚ÉƒR•[ƒh‚³‚ê‚½Œõ•‡•¬ˆâ“̀ Žq (cab. rbcS 

‚Ì“]ŽÊ‚Í•³•í‚Å‚ ‚è•A—t—Î‘Ì‚Ì ribosomal RNA (16S. 23S 

rRNA) ‚Ì“]ŽÊ‚à”F‚ß‚ç‚ê‚½‚ª•A—t—Î‘ÌƒQƒmƒ€•ã‚Ì mRNA

(rbc L. psb A) ‚Ì“]ŽÊ‚Ì’̃ ‚µ‚¢Œ¸•­‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B‚±‚ê

‚ç‚ÌŒ‹‰Ê‚Í•AƒAƒ‹ƒsƒm•Ï̂Ù‘Ì a1t h ‚ª•A‚±‚ê‚Ü‚Å‚É•ñ••‚Ì‚ ‚Á
‚½ƒAƒ‹ƒsƒm•Ï̂ Ù‘Ì‚ÆˆÙ‚È‚è•A—t—Î‘ÌƒQƒmƒ€•ã‚Ì̂ â“̀ Žq”­Œ»

‚É“ÁˆÙ“I‚È•Ï̂ ÙŠ”‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ð‹­‚­Ž¦•́ ‚·‚é •BŒ»•Ý•A RNA

polymerase “™‚ÌŠù’m‚Ì—t—Î‘Ì•§ŒäˆöŽq‚ª•Ï̂ Ù‚É‹Nˆö‚·‚é‰Â

”\•«‚É‚Â‚¢‚ÄŒŸ“¢‚ð•s‚Á‚Ä‚¢‚é•B

2pB06 
ƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚Ì—t—Î‘ÌŒ ‘̀Ô•Ï̂Ù‘Ì (pie) ‚Ì‰ð•Í
• Œ Š ŽJ –~“y 1 ”’–ì—R”üŽq•A 1ŽÄ“c‘åŽ–Ž–•A 2ŠC–ì˜a•r•A‘¾
“cŒ[”V•A‘••¢Œš•A•‚‹{Œšˆê˜Y(“Œ•H‘å•E•¶–½—••H•E5Žå
‘Ì‹@•\•A 1 ŽÔä‹Æ•ÛƒoƒCƒIŒ¤•A 2 ’é‹ž‘å•E•a‚Ìƒ••a‰@•E•d—ÊŒ̀ŠO
‰È)

‰ä•X‚Í—t—Î‘Ì‚ÌŒ •̀¬‹@•D‚ð‘â‚×‚é‚½‚ß‚É•AƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi
‚Ìƒ̂ ƒOƒ‰ƒCƒ“‚ð—p‚¢‚Ä—t—Î‘Ì‚ÌŒ •̀¬̂ Ù•í•Ï̂ Ù‘Ì‚ÌƒXƒNƒŠ•[ƒj
ƒ“ƒO‚ð•s‚Á‚½•BƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚ÉƒAƒNƒeƒBƒy•[ƒVƒ‡ƒ“ƒ̂ ƒMƒ“
ƒO—pƒxƒNƒ̂ •[ pPCVIC Er‰Â 4HPT ‚ð“±“ü‚µ‚½•äŽqƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ
•[‚ð•ì•»‚µ•A‚»‚Ì’†‚©‚çƒNƒ•ƒ•ƒtƒBƒ‹ŠÜ—Ê‚Ì̂ Ù‚È‚é•A•̈ ‘Ì‚ð
‘I”²‚µ•AŽ©‰ÆŽó•²‚É‚æ‚é•ª—£”ä‚ð‰ð•Í‚µ‚½•B‚»‚ÌŒ‹‰Ê T-DNA
‚ÆƒNƒ•ƒ•ƒtƒBƒ‹ŠÜ—Ê‚ª̂ Ù‚È‚é‚Æ‚¢‚¤•\Œ»Œ ‚̀ª‹­‚­ƒŠƒ“ƒN‚µ‚Ä
‚¢‚é‚Æ‰¶‚í‚ê‚é•Ï‹ï‘Ì‚ð•”Ží—Þ“¾‚½•B•¡‰ñ‚Í‚±‚Ì‚È‚©‚Ì̂ ê‚Â
L-3289 ‚É‚Â‚¢‚Ä•ñ••‚·‚é•B L-3289 ‚ÌƒQƒmƒ~ƒbƒNƒTƒUƒ“‚ð
•s‚Á‚½Œ‹‰Ê•A T-DNA ‚ªƒQƒmƒ€’†‚É•”ƒRƒs•[‘}“ü‚µ‚Ä‚¢‚é‚±
‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B•ª—Ù”ä‚Æ‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•A‚µ -3289 ‚Å‚Í T-DNA
‚ªƒQƒmƒ€•ã‚Ì•[ƒJ•Š‚É‘½ƒRƒs•[‚ª‘Ò“ü‚³‚ê‚Ä‚¢‚éŽ–‚ªŽ¦•́ ‚³
‚ê‚½•B L-3289 ‚Ì–¾•Š”­‰èŒã2 •TŠÔ‚Ìƒ•ƒ[ƒbƒgŠ¿‚Ì—t—Î‘Ì‚ð
“§‰ßŒ “̂dŽqŒ°”÷‹¾‚ÅŠÏ•ô‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A L-3289 ‚Å‚Í–ì•¶—ô‚Æ
ˆÙ‚È‚èƒ‰ƒ•ƒ‰•î‘¢‚ª‚Ù‚Æ‚ñ‚ÇŠÏ—Ã‚³‚ê‚̧ •A‚©‚í‚è‚ÉƒOƒ‰ƒiƒX
ƒ̂ ƒbƒN‚Ì‚Ý‚ªŠÏŽ@‚³‚ê‚½•B“̄ —l‚Ì•p•i‚ª–¾•Š”­‰èŒã 4 –Ú‚ÌŽq
‹c‚Ì—t—Î‘Ì‚Å‚àŠÏŽ@‚³‚ê‚½•B‚±‚Ì–ò‰•‘Ì‚Ì•D‘¢‚©‚ç‚µ•[ 3289
‚ð pie •Ï̂Ù‘Ì‚Æ–¼•t‚̄‚½•BŒ»•Ý•A pie •Ï̂ Ù‘Ì‚ð‚³‚ç‚É‘N•×‚É‰ð
•Í‚µ‚Ä‚̈ ‚è•A‚»‚ÌŒ‹‰Ê‚ð•¹‚¹‚Ä•ñ••‚·‚é—\’è‚Å‚ ‚é•B



2pB07 

イネ温度感受性糞縁体形成不全突然変異株virescent(V1. v2・

V3)のマップベースク白一ニングに向けたRFLPマッピング

撞且盤企、芦刈基行2、吉村淳1、杉本広樹、射場厚(九州大・

理、'九州大.A) 

イネvirescent(νl、V2、ν3)は、制限温度下でプラスチドの

正常な転写活性調節機能が損なわれ、葉緑体の形成が阻害され

る温度感受性突然変異株である。 VI-V3遺伝子はプロプラスチ

ドから葉緑体への分化の際のプラスチド転写装置の活性化に重

要な役割を持っていると考えられる。我々はvirescent遺伝子の

構造と機能を明らかにするため、マップベースクローニングを

目的としたRFLPマッピングを開始した。virescent変異株のパッ

クグラウンドはいずれも日本型であり、インド型イネと掛け合

わせたFI世代集団を得た。 virescent変異は表現型マーカーとし

て染色体上の位置が推定されており、 VI、ν2は3番染色体の長

腕および短腕、 V3は6番染色体の短腕にそれぞれマップされて
いる。マッピング系統に対するインド型由来の表現型の影響を

避けるため、これらの変異が生じていると推定される部分のみ

がインド型となっており、大部分は日本型である染色体部分置

換系統 (SL系統)を親株に用いた。用いたSL系統は、農業生物

資源研究所の矢野昌裕博士より分与していただいた。 FIを自殖

させ、 F2世代集団を作出したあと、 vlについては880個体、 V2、

v3についてはそれぞれ70および95個体のvirescent表現型を示す
ホモ個体を選抜し、プールサンプリング法を併用したサザン解

析によるRFLPマッピングを行った。

2pB08 
One.Hybrid法による、葉緑体:psbD光応答フ・ロモーターの転写
活性化領域に結合する新規蛋白質のクローニング
亙盈丞壬、中野雄司、吉田茂男(理研、植物機能)

葉緑体光化学系EのD2蛋白質をコードするpsbD遺伝子の上流
には、高等植物で広く保存された光応答プロモーター (LRP)
が存在する。 psbDの成熟葉緑体での発現は主にLRPにより転
写レベルで制御されている。 LRPの、大腸菌型の.35ボック
ス類似の配列の上流には、転写を促進する配列が存在するこ
とが、様々な植物で証明されている。しかし、その配列を特
異的に認識するトランス因子は未だ不明である。本研究では、
アラピドプシスpsbDLRP上流配列と、アラピドプシスcDNA
ライブラリーを用いて、 one.hybrid実験を行い、この配列に
結合する蛋白質をコードするcDNAを得た。この蛋白質の推
定アミノ酸配列には、 DNA結合ドメインに見られるヘリッ
クス・ループ・ヘリックスモチーフが含まれ、この部分配列
は既知のDNA結合蛋白質と高い相向性を示した。また、 N
-末の約50残基の配列はトランジットペプチドの特徴をいく
つか備えていた。さらに、本蛋白質とGFPの融合蛋白が葉緑
体へ移行することを、パーティクルガンを用いたトランジェ
ントアッセイにより確認した。本蛋白質のmRNAは、根生業
でのみ蓄積が見られた。さらに、本蛋白質を大腸菌によって
大量発現し、その配列特異的DNA結合活性について検討を
行った。また、 T.DNAタグラインより、本蛋白質の遺伝子を
欠損した変異株を分離し、表現型の解析を行った。
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3aBOl 
ラン藻遺伝子変換系への劣性ストレプトマイシン
耐性遺伝子の利用

直重二重，松岡正佳，小川隆平(熊工大・応微工)

大腸菌のリボソームの小サプユニットの 12kDa
タンパク質をコードする rpsL遺伝子は、ストレプ
トマイシン耐性変異(strA)が起こることで知られ
ている。この耐性変異は一つの細胞内に野生型と

変異型遺伝子が共存すると、細胞がストレプト

マイシン感受性となり、耐性変異が劣性表現型を

示す。この研究ではラン藻の相同遺伝子rps12が
劣性ストレプトマイシン耐性変異を起こすかどう

か調べ、遺伝子変換技法に応用することを目的と

した。

ラン藻Synechococcus sp. PCC 7942 R2-SPc株の
中s12遺伝子の配列をPCRを用いて決定したとこ
ろ、そのORFは 372bp (124アミノ酸)であった。
Sy. PCC7942 R2-SPc株の psbAI遺伝子破壊株より
自然突然変異したストレプトマイシン耐性変異株

を1つ取得した。この耐性変異株のrps12遺伝子は
野生型と比較して43番目のアミノ酸が Lysから
Argに変化していた。この変異のみがストレプト
マイシン耐性を与えることは、耐性変異を含む

DNA断片を用いて野生株を形質転換して確認
した。また耐性株に野生型 rps12遺伝子をシスに
導入した psbA1: :rps 12株を作成して、耐性変異の
劣性表現型を検定している。

3aB02 

タマネギのミトコンドリアRNAの単離・精製と

RAPD解析

本主盈孟藤代岳雄会津智幸¥北宜絡
(神奈川農総研北里大学・理学部)

本県で選抜した‘早生湘南レッド雄性不

稔系統の細胞質雄性不稔 (CMS)因子の解析を
目的に、ミ卜コンドリアからRNA(mtRNA)を
単離・精製し、これを鋳型にRAPD法によって

多型解析を行った。

CMS系統および維持系統の紡から、 mtRNAを
w. Howadらの方法を一部改変して効率よく単離
・精製した。得られたmtRNAを鋳型lこ、コモン
ズプライマー(ベックス社)を用いてRAPD解

ヰ斤をJすったところ、数種のプライマーによっ
てCMSおよび維持系統間でDNA増幅断片の多型
が確認された。特にA1 0プライマーを用いた

場合、維持系統に特異的な1.4kbpのDNA増幅断

片が再現性よく得られた。現在、この断片を

クローニングし、構造解析を行っているので、

その結果についても合わせて報告する。



3aB03 
フタパネゼニゴケのDNAメチラーゼ遺伝子

福田剛司、 1高瀬典之、 1佐藤敏生、 小野莞爾、滝尾進

(熊本大・理・生物科学、 1広島大・理・生物科学)

下等値物の核DNAは、高等織物とは異なり、わずかしか

メチル化していないと考えられていた。最近、我々は、苦手類

フタパネゼニゴケの核DNAではテロメアー近傍が高度にメ

チル化していることを見い出した。

本研究では、コケ植物におけるDNAメチル化の機能を知

るため、フタパネゼニゴケ細胞よりDNAメチラーゼ遺伝子

の分般を試みた。得られた901bpのPCR産物は、細菌から

高等動植物のメチラーゼで保存されている 10個のモチーフ

のうち4から 9番目の領域を含み、高等植物メチラーゼ遺伝

子とアミノ厳で74-79%一致した。このPCR産物をプロ』

プとしたササ.ン解析より、同遺伝子はゲノム中にlコピー存

在すると推定された。また、その転写産物は6.2kbであり、

高等植物のメチラーゼとほぼ同じサイズであった。モチーフ

8-9問の領域は変異に富み、標的配列認識部位と考えられ

ている。動物メチラーゼのこの領域に存在する43アミノ酸は、

高等植物では欠失している。フタパネゼニゴケでも同じ部位

が欠失していた.以上のことから、縞物進化において最初の

陸上植物と考えられている苔類は、高等植物と類似のDNA

メチラーゼをもっと推定された。

3aB04 

ゼニゴケY染色体の構造解析

-Y特異的反復配列の存在一
藤i畢雅樹、岡田祥子、曽根岳史、西山りゑ、
中川菜子、竹中瑞樹、山岡尚平、河野薫、大和勝幸、

福津秀哉、大山莞爾(京大院・農・応生命)

ゼニゴケは雌雄異株植物で、 X、Y染色体上に性

決定、性分化に関わる遺伝子が存在すると考えられ

る。 Y染色体は全ゲノムの約1.5%(:約4Mb)を占める。

我々は、 Y染色体の構造を解析することにより、性

分化、性決定機構に関連する遺伝子の単離を試みて

いる。

まず、大腸菌人工染色体ベクターpCYPAC2を用

いて雌雄それぞれのゲノムライブラリーを作製した。

次に、雄ライブラリーに対し、雌雄ゲノムDNAを

プロープにハイブリダイゼーションを行い、雄のみ

にシグナルの検出されるクローンpMM4G7を得た。

pMM4G7は雄にのみハイブリダイズし、さらに

FISH法によりY染色体上に存在した。また制限酵素

による解析と塩基配列の決定によりpMM4G7は新規

な反復配列をもっていた。
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3aB05 
雌雄異株植物ヒロハノマンテマにおけるY染色体特異的

DNA配列の単離と局在解析

史星盤企、松永幸大、酒井教、河野重行(東大院・理・生

物科学)

被子植物の約4%の種は雌雄異株であり、雄花と雌花

を別々の個体につける。遺伝的に雌雄が決定される植物

についてd性染色体の機能や構造を解析することは、性決

定機構や生殖器官の分化を知る上で重要である。

ナデシコ科雌雄異株植物ヒロハノマンテマ(SiJene
latifoJia)は体細胞分裂中期に形態的に明瞭に識別でき
るXY型の性染色体を持っており、Y染色体上には強力
な雄性決定因子の存在が示唆されている。このY染色体
DNAを2つの方法で解析した。まず、 Y染色体をマイクロ
ダイセク、ンョン法で単離し DOP-PCRで増幅した。この増

幅したY染色体 DNAより高度反復配列 RMYlを単離し

た。FISH解析の結果、 RMYlは常染色体を含む染色体

末端部分の大多数に局在を示したが、その局在様式はX
Y両性染色体間で異なっていた。次に、雌雄のゲ、ノミック
DNAを RAPD法により比較し、雄 DNAから特異的に増

幅される断片をクローン化した。得られたクローンには、

ゲ、ノミックサザン解析の結果、雄に特異的なバンドを示す

ものがあった。この DNA配列はY染色体のマーカーとし

て有用であり、 STS化するとともに PCRを用いた周辺領

域の探索を行っている。

3aB06 
ユリの雄性配偶子細胞(雄原細胞)で発現する遺伝子の解析

丞ー盆童、黒川紘子¥上田健治2、問中一期 1 (横浜市大・院・総

合理、 1横浜市大・理、 Z秋田農短大 ・生工研)

被子植物の多くの花粉は、雄原細胞が栄養細胞質中に“入れ子"

として存在する二細胞性の構造をとっている.雄原細胞は雄性配

偶子の前駆細胞であり、花粉管中で2個の精細胞に分裂する.こ

れまでに、栄養細胞に特異的な遺伝子は数多く単敵されているが、

これら雄性配偶子細胞の分子的特性はほとんどわかっていない.

そこで本研究では、テッポウユリ (Li/ium longij1orum)雄原細胞の

ロ武NAを用いたRT-PCR法によって、雄原細胞で優位に発現する

遺伝子の単離を試みた.

その結果、雄原細胞特異的な発現がすでに知られている雄俊配

偶子特異的ヒストン遺伝子gH3はDNA複製に非依存的に発現し

ていることが、体細胞型ヒストン遺伝子H3の発現との比較から明

らかとなった.また、AP6-Eと名付けられたPCRクローンは、gH3

とは明らかに異なる発現パターンを示した.これらのことから雄

原細胞においても発生時期特異的な発現調節があることが推察さ

れた.雄原細胞での発現優位性が新たに確認された遺伝子につい

て、その詳細な解析結果を報告する.



3aB07 
オオムギを用いた高温不稔系の確立と生殖細胞におけ

る分子マーカーの作成

抵且」車、高橋秀幸、西山岩男台、東谷篤志

(東北大遺生研、*東北大院農)

高等植物において生殖生長は、栄養生長に比べて環境因子

に対する感受性がより高く、その結果は不稔という現象に

よって広く一般に観察される。

演者らは生殖生長に対する環境ストレスの影響を調べる

目的で、材料としてオオムギを用い、生殖細胞の発生、分

化の様子を遺伝子発現レベル、染色体レベルでモニターす

る系の構築を試みた。一つの環境因子として今回は高温ス

トレスの影響を検討した。また、生殖細胞の発生、分化の

ステージ特異的な分子マーカーとして、減数分裂期に特異

的な遺伝子群の単離を試みた。オオムギ(はるな二条)を

1ポット(直径 11.2mm)に円形十粒植えにし、人工環境制

御装置の中で20"C/15"C(明期川音期)16hr日長の一定条件

下で土耕栽培したところ、矯種後約 35日で開花に至るこ

とを確認した。また幼穏における花粉母細胞の染色体像の

発育ステージを顕微鏡観察により特定した。この系におい

て、オオムギの生殖過程では少なくとも 2ケ所以上の高温

ストレスに感受性を示す時期が存在することを明らかにし

た。現在は分子マーカーを用いてそれらの感受性の高い時

期の特定を試みている。

3aB08 
自家不和合性関連物質SLRIと相E作用する花粉表層タンパク
質に関する研究
是草且，浅野公介.岩野恵.中川智文原実.渡辺正夫¥日向康吉
高山誠司，磯貝彰(奈良先端大・バイオ， 1岩手大・農，2(株)
採種実用技術研究所)

アブラナ科植物の花粉表層は脂質を含む物質で覆われてお
り、花粉の柱頭上への接着、花粉の吸水または自家不和合性の
認識等、受粉・受精に伴う様々な現象に関与していると考えら
れている。一方、柱頭側においても自家不和合性への関与が指
摘されているSLG(S-Iocusglycoprotein)と相向性を示す柱頭タン
パク質SLRI(S-Iocusrelated protein 1)が花粉の柱頭上への接着に
関与していることが示唆されている。これまでに我々は、 B
rapaにおいて花粉表層に存在する塩基性でシステイン残基に富
んだ分子量60∞-1∞∞のタンパク質群(PollenCoat Proteins; 
PCPs)の中にSLRIと強く結合する物質(SLRI-BP)の存在を見い
出してきた。
本研究ではB.rapaの花粉表層からSLRI-BPの単離、精製を行
い、そのアミノ酸配列を明らかにした。得られた部分アミノ酸
配列を基にB.rapaの紡mRNAからSLRl・BPをコードする塩基配
列を単離した結果、 SLRI-BPは約80残基のアミノ酸で構成され
る分泌型のタンパク質であった。また配列中に8つのシステイ
ン残基が存在し、 SLGとの結合が指摘されているPCP-AIと同
じPCPタンパク質ファミリーに属することが示された。またそ
の発現を調べたところ、成熟時の約で強い発現が観察された。
SLRI-BPはSLRIと特異的に結合することから受粉時に花粉が
柱頭に付着する際に何らかの役割を果たしているものと推測さ
れる。現在、 SLRI-BPの機能を明らかにするために、さらなる
解析を行っている。また、 SLRI-BP遺伝子は広範囲のBrassiω
種において存在することが約mRNAを用いたRT-PCRから明ら
かとなりつつあり、本報ではその点に関する知見も併せて報告
する。
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3aB09 
アサガオ rr-I J変異体に見いだされた新規トランスポゾン
星野教、飯田滋(基礎生物学研究所)

アサガオの TpnlとTpn2は、絞り花を与える易変性遺伝子

座「雀斑(a-:f'削)Jと「吹掛け絞り(s戸ckled)Jより単

離された En/Spm類縁の非自律性トランスポゾンである。そ

れぞれ凹<1G-boxとβgaiactosidaseをコードする遺伝子の一部

を内部に組み込んだ極めてユニークな構造を持つ。一方、 「

r-I J変異体は有色の花筒と白い花弁の花を咲かせる。これま

で安定な変異と考えられていたが、まれに有色の絞り模様が

花弁に生じる易変性変異であることを見いだした。ここでは

r-I遺伝子座の同定を目的に、その表現型から R・I遺伝子の候

補と考えられる CHS-D遺伝子の解析を行った。その結果、

変異体では第 lイントロン内に Tpnファミリーに属する新規

トランスポゾン、 Tpn3が挿入し、野生型とサイズの異なる不

完全な mRNAが花弁に蓄積していることを見いだした。これ

は、 r-I変異が CHS-D遺伝子への Tpn3の挿入によることを

示唆している。その塩基配列から Tpn3は、転移酵素をコー

ドしない非自律性トランスポゾンであり、九そyosinheavy chain 

遺伝子に棺向性の高い領域が存在することを明らかにした。

3aBlO 

アサガオの自律性トランスポゾンの探索

金蓋童、飯田滋(総研大・生命科学、基生研)

自律性トランスポゾンは転移に必要なシスエレメン

トと活性な転移酵素遺伝子をコードしている。一方、

非自律性トランスポゾンは転移に必要な転移酵素遺伝

子を欠いており、自律性トランスポゾンから供給され

る転移酵素によってのみ転移が可能となる。我々は既

に花の絞り模様を賦与する易変性変異a-;1とS問 ckled

は、各々アントシアニン生合成系遺伝子であるDFR、

CHIにEn/Spm系の非自律性トランスポゾン1Tnl、

Tpn2が挿入した変異であることを明らかにした。

古川、 Tpn2の転移はアサガオゲノム上の自律性トラ

ンスボゾンの作用によると考えられることから、この

自律性トランスポゾンの探索を行った。既知の

En/Spm系の自律性トランスポゾンには比較的長い

ORFが見い出されているので、このORF内の構造で相

向性の高い領域を検索し、その領域をPCRにより増幅

させることを試みた。今回は得られたDNA断片の構造

と予測される自律性トランスポゾンとの関係について

論じる。



3aBll 
マルパアサガオの絞り模様に関与する

トランスポゾンTiplωの解析
五以亘王1.4!・定塚(久富)恵世2、土生芳樹2、杉田耕一3、海老沼宏
安3、飯田滋1.2 (総研大1、基生研2、日本製紙、中研3) 

我々は白地に有色の絞り花を咲かせるマルパアサガオ

(かomoeapurpurea )の「条斑」変異の原因が、 トランスポゾン

TipJOOの作用によることを明らかにした。 1守'plOOは花の色

素のアントシアニン合成に働く CHS-D遺伝子に挿入し不活

性化しているが、 TipJOOの脱離が起こると CHS-D遺伝子が

再活性化するため有色の絞りが形成されると考えられる。

「条斑jで絞りの頻度が異なる幾つかの系統において、

Tipl仰の挿入部位の構造は同一であったが、極端に絞りの頻

度が低い一系統では2コピーのTipJOOがCHS-D遺伝子内に

逆向きに挿入していた。この系統での絞り頻度の低さは、そ

の構造に由来するものと考えられる。

1ヲ'pl仰は全長約3.9kbのAc.メDs型のトランスポゾンで、 808

アミノ酸の転移酵素遺伝子をコードし得るORFが存在する。

TipJOOが自律性因子かを決定するため、 η'pJOOが転移した

場合のみGUSの発現がみられるようなベクターを構築した。

このベクターを異種植物であるタバコに導入し転移能を検討

したところ、 Tiplωが自律性の因子であると考えられる結果
を得た。今後、絞り頻度の決定に関連しηiplωの転移活性の
エピジェネティックな制御についても検討していきたい。

3aB12 
アサの雄性に特異的なRAPDマーカーはレトロトラン
スポゾンをコードしていた

医杢造二，近江戸伸子¥福井希ーへ鎌田博，佐藤忍(筑

波大・生物農水省・北陸農試大阪大・工学・応用

生物)

異型化した性染色体をもっ雌雄異株植物・アサを材料

に用いて、雄性に関連したDNA配列の解析を行った。

155種類の任意プライマーを用いたRAPD法により、25
本の雄株に特異的なDNA断片が検出され、これらをプ

ロープに用いて、ゲノミックサザンプロッティングを行

った。このうち雄移転に特に顕著なシグナルが検出された

3つのクローンをMADC1，2，3と命名した。次にアサの

中期染色体像に対し、 MADC1，2，3をプローブに用いて

FISH (fluorescence in situ hybridization)を行った。
MADClは、 Y染色体の長腕末端部にのみ、 MADC2，3

は、全染色体にシグナルが検出された。さらに

MADC1，2，3のシークエンス解析の結果、 MADC11;J:

non-LTR、MADC2，3はLTR型レトロトランスポゾン
の一部と高い相向性を示した。これらの結果、 Y染色体

は、あるレトロトランスポゾンが特異的に、あるいはX

染色体や常染色体よりも多コピー蓄積L、異質化したこ
とが考えられ、レトロトランスポゾンが性染色体の構築

や呉型化に関わっている可能性が示唆された。
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3aB13 
シロイヌナズナ花茎伸長に関与する/JCL5遺伝子の染色体

歩行による単離

主漫差夏、高橋卓、米国好文(北海道大・理・生物科学)

植物の花序形態形成過程を解明するために、シロイヌナ

ズナの花茎伸長に欠損を持つ劣性突然変異株、 acaLiis5

( ac/5)の解析を行っている.ac/5はこれまで報告されてい

る矯性変異株とは異なり、栄養成長期においては野生型と

同じ表現型を示すが、生殖成長期に移行した後の花茎の細

胞伸長に著しい欠損が見られる(1997，Plant J.， 12: 

863-874).またG.AS添加により表現型の回復は観察さ

れない.

ac/51ま第5染色体上院の『明106近傍に存在することが示

された./JCL5の機能解明を目指して染色体歩行による遺

伝子単援を進めており、約4000のF2ラインを用いて一つ

のP1クローン上の約S4kblこ存在範囲が絞られた.続いて

塩基配列解析を行いこの領域に少なくとも11の遺伝子が

存在することが明らかになった.現在これらの遺伝子の解

析を進め/JCL5遺伝子の探索を行っている.これらの解析

結果について報告する.

3pBOl 
シロイヌナズナにおけるアミノ酸トランスポーター機遺伝子群

の発現様式

よ藤洋敬、高瀬尚文、平縁和之、沼田康雄

(奈良先端大・バイオサイヱンス)

シロイヌナズナでは、出!ifft事母のアミノ酸輸送変異株を周い

た相補絞験やゲノムプロジェクトで得られた温基配列情報から

18種類のアミノ酸トランスポーター(繍)遺伝子が同定されてい

る(Fischeret al.， 1998)。これまでに十分な解析が進んでいない

遺伝子については、発現する組織や時期が特異的であることや、

輪送基質が特定のアミノ酸種あるいはアミノ酸類縁体である可

能性などが考えられ、生理的権能に興味が持たれる。本研究で

はゲノム泡基配列情報から同定された遺伝子群に着目し、これ

らの cDNAクローンの単離と発現様式の鯛査を試みた。これま

でに AATLI;宣伝子のゲノミッククローンおよび cDNAクローン

の単離を報告したが、今回更に AATL2とAATL3のcDNAクロー

ンを単離し、これらが互いに異なる mRNAの蓄積パターンを示

すことを明らかにした。また、 AATLIはその一次情造からテ

ッポウユリの雄性配偶体形成過程で発現誘導される LlM8の相

同遺伝子であると考えられるが、今回 AATLIプロモーターと

GUSの融合遺伝子を導入した形質転換シロイヌナズナを作成し

て解析したところ、ステージ 10-ステージ 12の菊において

優占的な発現が観察され、 AATLIはLlM8と同機に緩性配偶体

形成過程において織能することが推察された。



3pB02 
At RAD51遺伝子のプロモーター領減の解析

藍旦宜童、渡盤百合子、;!;瀬尚文、平塚和之、沼田康雄

(奈良先端大・バイオ)

AtRAD51i宣伝子は RecA様タンパク質をコードし、DNA損

傷や細胞周期のS期に誘導されることが知られている。しかし、

その遺伝子発現制御織構は明らかにされておらず、その性状に

興味が持たれる。そこで、 今回 AtRAD51遺伝子の転写制御

に関与する因子を同定するためにプロモーターの解析を行っ

たので報告する。 5・上流恨IJから段階的に欠失させた AtRAD51

プロモーターの下流にレポーター遺伝子としてルシフエラー

ゼ遺伝子を連結して遺伝子銃を用いて各種植物細胞へ導入し、

それらのプロモーター活性について調べた。その結果、

AtRAD51遺伝子の転写活性化に関与する主要なシス因子を含

む約 130塩基対のプロモーター領域を同定することが出来た。

現在、ゲルシフト法によるトランス因子の探索友ぴ結合領域の

解析等を行っている。また、形質転換植物を用いた DNA傷害

に応答する領域の特定も同時に進めている。

3pB03 
細胞質遺伝現象における業縁体ゲノムの能動的分解織構

の顕微分子生物学的解析

iffiH豆盤・東山哲也・三角修己・黒岩常祥 (東大・院-
E里・生物科学)横田明穂 ( (財)RITE 地球環境産業技

術機情)

雌雄同型の配偶子力、らなる単細胞緑藻

Chlamydomonas reinhardtiiにおいて、葉緑体 DNAは母

性遺伝することが知られている。これまで分子生化学

的な解析結果からは、接合後 6-24時間後に雄由来

cpDNAが消失することがω示されており、その際の消失

の選択性は、細菌に類似したメチル化一制限酵素機構を

仮定することで説明できるとされてきた。一方、 DNA

特異的蛍光色素 DAPIを用いた細胞学的解析からは、雄

由来の cpDNA輝点の選択的消化が接合後わずか 40-60

分後に起こることが観察されており 、これを母性遺伝機

構の基盤として説明がなされてきた。

この両者間の時間的矛盾は、解析の対象が集団である

か個々の細胞であるかという相違に起因すると考えられ

る。こうした問題を解決するため、本研究では対象をー

細胞に絞り 、光ピンセットによってー細胞を回収して分

子解析を行うという全く新規のアプローチを試みた。そ

の結果、接合後わずか 40-60分後に起きる雄由来の

cpDNAの能動的分解を明らかにすることに成功した。

さらに阻害剤などを用いた分子解析の結果も踏まえ、メ

チル化一制限酵素仮説の是非について議論したL、。
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3pB04 
減数分裂特異的DNA総換え酵素LlM15蛋白質の細胞内局在

呈星狙之、平縁理恵1、高瀬尚文、堀田康雄

(奈良先端大・バイオ、1慈恵医大・解剖 1・生物研)

LlM15およびDMC1は大腸菌のDNA組換え酵素RecAと高い

相向性を示すタンパク貿をコードする真核生物に普遍的な遺

伝子で、減数分裂特異的に働くことが知られている。LlM15は

核タンパク貨であり、減数分裂前期の染色体上に RAD51タン

パク質とともに局在することなどが明らかされているが、各4重

機能領域の同定には至っていない。LlM15タンパク貿の核局在

あるいは染色体局在等の機能領域についての知見を得ること

を目的として、緑色蛍光タンパク質(GreenFluorescent 

Protein: GFP)との融合タンパク質を細胞内にi宣伝子銃を用い

て導入し、それらの挙動を観察した。その結果、融合タンパク

質はタマネギ表皮細胞とタバコ BY・2細胞においても核局在化

能を示し、さらに染色体への局在も認められた。これはしIM15

が他の減数分裂特異的な因子が存在しない状況においても本

来の局在化能を持つことを示している。また、欠失変異導入に

より、この特異的局在には、ほぽ完全長のLlM15分子が必要

であることが推定された。

3pB05 

ユリ減数分裂前期で発現する遺伝子群の大量解析

誼掻賢査、高瀬尚文、平塚和之、堀田康雄

(奈良先端大・バイオサイヱンス)

テッポウユリの花粉形成は同調性が高く、時期お

よび細胞が均一なサンプルを得ることが出来る。

我々はその特性を利用して減数分裂前期で発現する

遺伝子の網羅的解析を試みた。減数分裂前期由来の

cDNAライブラリーを用いたランダムシーケンスを

企図し、重複して存在するcDNAクローンの選択を

避ける簡便な方法を用いることにより存在率の低い

cDNAクローンの効率的な選択を行った。

得られた計418個のcDNAクローンのうち約40%に

既知の遺伝子との相向性が見いだされた。いくつか

のcDNAクローンに関してRNAゲルブロット解析に

よりステージおよび組織別の発現量を調査した。そ

の結果、減数分裂進行に伴った発現量の変動が認め

られるcDNAクローンが見いだされた。#492クロー

ンは遺伝子情造から新規なプロテインキナーゼと予

想され、転写産物の蓄積は花粉母細胞特異的であ

り、減数分裂厚糸期でピークを示した。今回、 #492

クローンを含めて他のcDNAクローンについても概

要を報告をする。



3pB06 
シロイヌナズナの訓A大規模解析プロジェクト
革主皇盟重、佐藤修正、中f保一、田畑哲之(かずさ聞A研究

ゲノム塩都列からタンパクコード領域を正確に特定するに
は、制Aの聾造情報が不可?にでが。シロイヌ抗ナにおい
すは35加を越える匝情報か凶際ァータベースにす巴されてお
り、コンヒユーターによる解析からこれらは全遺伝子の約跡。

持需品じれ担軽i限状主主lj崎竺!?注射i
山7同五副長郷機短縮臨みzi

3pB07 
シロイヌナズナゲノム塩基配列決定プロジェクトの

進捗状況

旦盟主主、金子貴一、中村保一、加藤友彦、小谷博
一、浅水恵理香、宮嶋伸行、佐藤修正(かずさDNA

研究所)

我々は、高等植物のもつ遺伝情報、遺伝制御系の

包括的理解を目的として、欧米5グループと共に
2000年末の完了をめざしてシロイヌナズナのゲノム

塩基配列決定プロジェクトを進めている。我々のグ

ループは5番、 3番染色体を分担しており、 1998年
12月現在で、約13Mbの確定塩基配列を決定してい
る。得られた配列については、相向性検索や計算機

による遺伝子領域予測を行い、その結果はwebデー

タベース[http://www.kazusa.or.jp/arabi/Jを通
じて公開している。これらの解析から、シロイヌナ

ズナの遺伝子密度はl遺伝子/4.2kbと非常に密であ
ることが明らかになった。また、全領域について構
造が推定できる1.600余りの遺伝子の分析から、イ

ントロンを含む遺伝子の平均長は2.0kbであり、そ
の78%がイントロンを含んでいることがわかった。
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3pB08 
シロイヌナズナタグライン共同利用システム

加藤友彦、佐藤修正、田畑哲之(かずさDNA

研)

シロイヌナズナゲノム塩基配列決定プロジェクト

の進行とともに、大量の遺伝子構造情報が蓄積しつ

つある。これらの情報を利用して個々の遺伝子の機

能解析を進める際には、多数のタグラインを整備し

目的の遺伝子の破壊株を分離することが重要なステッ

プのーっとなる。しかし、大学等の個々の研究室で

多数のラインを作製、維持することは、空間、労力

面での限界から困難な状況にある。そこで、研究者

が個別に作製し保存しているタグラインを集めその

有効利用を促進するために、タグライン共同利用シ

ステムを設立した。本システムの概要を以下に記す。

1)個別にライン化された挿入ラインを所有する研究

者が種子をかずさDNA研究所に寄託する。

2)かずさDNA研究所はDNAの調製を行う。

3)スクリーニングを希望する研究者は目的の遺伝子

の破壊株をPCRにより同定する。

3pB09 
シロイヌナズナゲノム解析情報閲覧システム

Arabidopsis Genome Displayerの開発

~H畳二、宮嶋伸行、田畑哲之(かずさDNA研)

国際分担プロジェクトにより DNAデータベース

に登録されたシロイヌナズナゲノム塩基配列は 40
メガベースを超え、すでに全ゲノムのほぼ 113がリ

リースされた。その一方で塩基配列からの遺伝子構

成の推測には時間を要し、遅延が生じる傾向にある。

また、解析を行なうグループごとに遺伝子構成を推

測する方針と機能予測の基準が異なり、それぞれの

情報提供サイトの情報量も異なるため、一般の研究

者による配列解析情報の利用は容易ではなかった。

そこで、塩基配列上に予測される情報をより適切な
形で提供するための新規ウエツフブeサイトを作成した

(小ht即tやp://υ/www.k同az却us鈎a札.訓J伊p/a紅ra油bν仰)。ここでは、計算機に
よる種々の配列解析の出力をグラフイクスとテキス

トをリンクした形式で示し、染色体上の特定領域に
関心を持つ研究者が、そこに存在する遺伝子の構成

を予測し個々の機能を推測するための解析情報に容

易に到達できるよう構成した。シロイヌナズナゲノ

ム塩基配列決定プロジェクトに参加している他のグ

ループのデータも順次再解析を加え掲載していき、

最終的にはシロイヌナスナゲノムの全塩基配列の解

析情報を検索し閲覧できるサイトとして提供する。



laCOl 
P700濃縮粒子のサブピコ秒レーザーフォトリシ

ス:励起エネルギーはどのように反応中心に伝達さ

れるか?

熊崎茂一、古;幸宏好、吉原経太郎、池上勇 1 (北陸

先端大院、 1帝京大・薬)

P700当たり 16個のChlaしか含まない光化学系 I

標品を用いて、 662nmで短波長に吸収を持つChla 

を励起したとき、および696nmでP700を主に励起

したときの励起エネルギー移動および電荷分離過程

をサブピコ秒領域での経時的吸収変化を測定するこ

とにより比較した。

1. 662 nm光で、は、励起エネルギーは0.4psで665・

670 nmから680・690nm(こ吸収を持つChlへと移動し、
10 psで電荷分離状態(P+-Ao)が生成するにつれて減
衰する。 675nm(こ吸収を持つChlへ伝達された一部

の励起エネルギーは18psまで減衰しない。
2. 696 nm光で、は、励起エネルギーは0.4psで690・
695 nmから675・685nm(こ吸収を持つChl聞に拡散す
るが、 7psで、電荷分離状態(P+-Ao')が生成するにつれ
て減表する。

3.以上の結果から、 P・A-Aoの聞では非常に速いエ

ネルギーの平衡化がおこると考えられる。

laC02 
光化学系 1psaEアンチセンス組換え植物の光合成特性

清水徳朗，徳富(宮尾)光恵山本直樹 I(農水省・四国農業

試験場農水省・農業生物資源、研究所)

光化学系 l複合体(PSI)を構成するサブ、ユニットのうち、電

子伝達には直療関与しない PsaDとPsaEサブ、ユニットの機能

を解析する目的で、カラタチ(Poncirustrifoliaω)を材料として

2種の PsaD(PsaDa、PsaDb)とPsaEサブユニットに対するア

ンチセンス組換え植物を作出した(昨年度本大会で発表)。

今回、パルス変調クロロフィル蛍光-P700解析装置(PAM'
101， Walz)を用いてこれら形質転換体のクロロフィル蛍光特
性とP700の光酸化キネティクスを解析した。
測定に用いた形質転換植物はカラタチ台木に接木して増

殖させたものを用いた。測定は着生状態の生葉について行

い、業内の P700量は far・r吋光を生葉に照射した時の
820nmにおける吸光度変化として求めた。
各組換え体の葉内の P700量を検定したところ、psaDのア
ンチセンス組換え体ではいずれも野生型と有意な差は見出さ

れず、クロロフィル蛍光特性にも相違は認められなかった。 一

方、psaEアンチセンス組換え体では測定した 16クローン中 4

クローンで葉内 P700量の低下が認められた。また、業内
P700は far-red光による酸化を受けにくくなっていた。これら
のqPとFvlFmは低下していたが qNは上昇していた。qPの

低下と業内 P700量の低下には相聞が認められた。
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laC03 
クロロフィルから見た系l型反応中心の化学進化

浜野岡1)宏主、山村麻自主、安久津聡1、秋山満知子1、
井上和仁人大岡宏造"原正之4 森田勇人S、
林秀興)6、JanAmesz6、渡辺 正7、木瀬秀夫1、

土並一正蓋，('筑波大、 2神奈川大、 3阪大、‘工技院、 5愛媛大、
6Unlv. Lelden. 7東大)

光合成反応中心は電子受容体によってこつに大)31)できる。ひ

とつは、 Fe-Sが電子受容体として機能している系1型反応中心

(RC1)であり、もう一つは(パクテリオ)フェオフィチンが電子

受容体として機能している系2裂反応中心(RC2)である。

RC2型のRCは、その相同性から紅色光合成細菌のRCが光化学系

2 (PS2)のRCに進化したと一般には見なされているが、両者で機
能しているクロロフィルの分子織造は大きく異なる。これに対

し、 RCl型のヘリオバクテリアとPSlの場合、それぞれで機能す

るパクテリクロロフィル g(日Chlg)とクロロフイjレa(Chla)は
互いに異性体の関係にあり、分子内水素転位が起こればBChlg 

はChlaになる。そのため、光照射による異性化がこれまで試み

られて来たが、酸化的副産物が多量に生成する。

我々 は最近、酸触媒によりBChl gIJ~速やかに、 E羽生成物をほ

とんど生じることなくChlaに異性化することを見出した日。こ

のことは、ヘリオバクテリアがPSlの祖先であることを強く示唆

する.同様な異性化がBChl bでも観察されたが2¥異性化によ

り生じる3-desvlnyl-3-acetyl-Chl aで光合成を行っている生物

はこれまで見つかっていない。

!) H. Kobayashl et a1.. Anal. Chlm. Acta. 365. 199 (1998) 
2) H. Kobayashl et a1.. Ana1. ChJm. Acta. 361. 285 (1998i 

laC04 
紅藻PSIIの表在性33kDa蛋白遺伝子のクローニング
皇山監皐&太田尚孝，沈建仁榎並勲(東理大・

理・生物理研播磨)

高等植物やラン色細菌の 33kDa蛋白のアミノ酸配
列については数多くの報告があるが、紅藻の 33kDa 
蛋白に関する報告はない。本研究では、好酸性紅藻

チアニジウムの 33kDa蛋白をコードしているpst幻
遺伝子のクローニングを試みた。まず、 33kDa蛋白
のN末端アミノ酸配列からミックスプライマーを合

成し、 λベクターに組み込んだcDNAをテンプレート
にPCRを行い、コードするDNA断片を得た。得られ
た配列から再度プライマーを合成し、 λベクタープラ
イマーとPCRを行うことにより、 5羽リおよび3'側の

配列を決定しようとしている。その結果、現在のと

ころ、 33kDa蛋白の mature部分の配列を決定する
事ができた。紅藻チアニジウムの 33kDa蛋白は258
アミノ酸から構成され、その分子量は 28599であっ

た。既知のアミノ酸配列との相向性を検索したとこ

ろ、ラン色細菌Synechocystis PC6803のものとは
40.3%、クロレラとは45.7%、ホウレンソウとは

44.1%のホモロジーを示した。なお、紅藻チアニ

ジュウムの33kDa蛋白のアミノ酸配列には、他植物
種には存在しないユニークなインサーションがアミ

ノ酸配列の180-185の位置に見られた。



laC05 
光化学系II23kDタンパク質(OEC23)の機能部位の
探索
伊福健太郎、志賀美菌、佐藤文彦

(京大院・農・応生科)

光化学系II酸素発生系のJレーメン側に表在する
23kDのタンパク質(OEC23)は、水分解の過程に不
可欠な補助因子であるカルシウムイオン並びに塩
素イオンの局在化に関るとされている。しかしな
がらその分子レベルでの機構は明らかにされてい
ない。そこで我々は、組換えOEC23の大腸菌にお
ける大量発現系を確立した。ついでその系を用い
て、ホウレンソウ、タバコ(4種)、キュウリ由来の
組換えOEC23を精製し、ホウレンソウ光化学系II
複合体とのinviω再構成実験を行った。その結
果、 OEC23の一次構造は種間で高度に保存されて
いるにも関らず、酸素発生活性を回復させる能力
には大きく差があることが判明した。現在そうし
た事実をもとにOEC23の機能部位の同定を行うべ
く実験を進めている。

laC06 

CP43にヒスチジンタグを連結した好熱性ラン藻
s. elon~atus 光化学系 11 コア複合体の性質
整通蓋亙、井上頼直 (理研・光合成科学)

我々は CP43のC末端にヒスチジンタグを連
結した s.elon~atus を作製し、その遺伝子組換え
細胞から短時間で光化学系 11コア複合体を精製
した。 DMで可溶化したチラコイド膜を NiZ+アフイ
ニティークロマトグラフィーに供して得られたコ
ア複合体は、D1、 D2、CP43、CP47、33kDa、12
kDa、Cytc・550およびCytb-559から成り、 45'C
で3，400μ11101img CNr' h~ の高い酸素発生活性を
示した。酸素発生活性は電子受容体の種類により
温度依存性が異なった。コア複合体は、暗黒条件
下 20'Cでは少なくとも 8日間は 90%以上の酸素
発生活性を維持し、 21日後でも 75%の活性を示
した。これらの SDS-PAGEでのバンドに変化は
認められず、好熱性ラン藻のコア複合体が室温で
長時間安定であることが示された。コア複合体の
S2Qaおよび~l.Qムはそれぞれ 46' Cおよび 22・C
に…発光温度を不した。これらは野生株細胞と同
じ温度であるが、常温性ラン藻やホウレンソウ
BBYより約 15'C低い。 His+Q.の発光温度が
BBYと同じ -22'Cを示したことから、 ドナー側
のポテンシャルが常温性のものと異なると考えら
れる。
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laC07 
D1タンパク質のランダムなアミノ酸置換で得られた

Synechocystis sp.PCC 6803光化学系H機能領傷株
の解析

山里盟弘，佐藤公行(岡山大・理・生物)

酸素発生型光合成を特徴づける光化学系H反応中心

は、 psbA遺伝子にコードされる 01タンパク質を中心

に構築されており、このタンパク質には反応中心の機

能に直接関与するアミノ酸残基が数多く存在している

ものと推測される。以前の研究で、ラン藻

Synechocystis sp. PCC6803の変異株(Cm4t，-l)につ
いて、 01タンパク質上の広範囲の領域(S148-V358)

を対象とした PCRランダム突然変異誘発とニトロフ

ラントイン処理によるスクリーニングを行い、光化学

系II変異株が多数得られた。本研究では、その変異株

の一つ(NfRK02株)について、その光化学系 IIの特徴

を、蛍光の誘導期現象、部分活性、熱発光などの測定

により解析し、この株では、光化学系II複合体は形成

されているが、その機能が酸化側において不完全であ

ることが確認された。さらに、この変異株の持つ2つ

のアミノ酸置換(N296I10319E)のうちどちらがこの
機能欠績に関係しているか特定するため、部位特異的
変異株について同様な解析を行い、 2箇所の置換での

強調関係を示唆する結果を得た。

laC08 
PsbTの系Eコア複合体内での存在部位と機能の解析

本直記血、高橋裕一郎(岡山大・理・生物)

系11のPsbTは葉緑体にコードされた小型で疎水性

のサブユニットである。我々はすでに、 PsbTが光

損傷を受けた系II複合体の修復課程や緑化過程での

系E複合体の生合成に関与していることを報告した。
本報告ではPsbTの系E複合体内での存在部位を調べ

るため，系Hコア標品を部分解体しPsbTの分布をウエ

スタン分析で調べた。 ドデシルマルトシドで可溶化

したチラコイド膜からショ糖密度勾配超遠心法とイ

オン交換カラムクロマトグラフィーを用いて精製し

た系Eコア標品を、チオシアン酸カリウムで処理し
て部分解体し、イオン交換カラムクロマトグラフイ

ーで解体産物を分画した。その結果、 CP47、CP43

および反応中心標品 (DIID2)が分画された.各画

分をウエスタン分析で調べると， PsbTは系E複合体

から遊離された画分と反応中心標品が分離された画

分に見出された。以上の結果はPsbTが系E反応中心

と隣接して存在していることを示しており、このポ

リペプチドが光損傷を受けたDlの修復や系E複合体
の生合成において中心的な役割を果たしているとい

うこれまでの実験結果を支持している。




