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Ž÷1 (‹à‘ò‘å‰@•EŽ©‘R‰ÈŠw–Ú—§•EŠî‘bŒ¤)
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ホウライシダ・プロテインキナーゼ型フィトク

ロム遺伝子を導入した形質転換植物の光に対す

る生理反応の解析

鐘ケ江健 1、埜田墨主主1、加川貴俊 2、野末一成 l、

和田正三1.2C都立大・理・生物、 Z基生研 ・情報制御)
ホウライシダ件diantum)で今までに見つかった 3
種の赤色光・近赤外光受容体フィトクロム遺伝子の

うちPHlヲ遺伝子は， N末端側にフィトクロム特有の

発色団結合領域をもちC末端側にはSerffhrプロテイ

ンキナーゼ領域を含む非常に特殊な構造を持つ。ま

たこのC末端側は青色光に対する匪軸の光屈性に関

与するシロイヌナズナNPHl遺伝子と高い相向性を

示す。以上のことからPHY3タンパクは青色光・赤色

光両方の受容体である可能性が示唆されている。

我々はCaMV35SプロモーターにPHlヲ遺伝子をつ

ないだ融合遺伝子をシロイヌナズナに導入した。そ

の主な目的は，PHη 遺伝子を過剰発現させること

によって，シロイヌナズナでは知られていないがホ

ウライシダでは知られる赤色光に対する匪軸の光屈

性をシロイヌナズナで誘導できるか調べ，PHY3遺

伝子の光屈性への関与の可能性を検討することであ

る。本会ではこの結果に加え旺軸伸長に関する結果

もあわせて発表する。

3aF05 
タバコ光化学系 l核遺伝子psaDbはTATAボックス

ではなくイニシエーターに依存して転写される

中部真之1、小保方潤ー1，2 <1北大院・地球環境，2名

大・遺伝子実験施設)

psaDbは光化学系|のフェレドキシン結合性サブユニッ

トをコードしており、転写開始点上流と転写領域内の両

方に光応答性因子を持っている。また、転写開始点、上流

30塩基付近にr;tTATA機配列を持っていない.本研究で

はpsaDbの上流光応答領域に着目し、その光応答性転写

調節機備に関する詳細な解析を行った。 5・デリーション

及びリンカースキャン解析を行ったところ、通常TATA

ボックスがあると考えられる領織に変異を導入しでも

psaDbの転写活性に顕著な差は夜、められなかったが、転

写開始点付近に変異を導入するとpsaDbの転写活性が著

しく減少した。この結果は、 psaDbl;tTATAボックスで

はなく転写イニシエーターに依存して転写されることを

示している。さらに、 psaDbの光応答性転写調節領織に

は、既知の転写制御配列と相同な配列が見られたので、

これらの配列についても合わせて報告する予定である。
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3aF06 
イネ (01アzasati va L.)のシクロブタン型ピリミジン
ダイマーの光修復能誘導の光調節

成田慶，日出問純，盤益忠(東北大・遺生研)

我々はこれまで、野外およびファイトトロンに付
加紫外線UVB有無の条件を設け、種々の光条件下で
イネを栽培し、シクロブタン型ピリミジンダイマー
(CPD)の生成とその修復に関する研究を行ってき
た。暗黒で生育した黄化植物ではCPD光修復能は認

められなかった。しかし、約50μmollm2/sの可視光

下で生育した個体ではCPD光修復能は十分に認めら
れたが、それ以上可視光量を増やしても、 UVBを付
加しでもそれ程大きな光修復能は認められなかった。

暗黒で生育したササニシキの黄化植物の完全展開
した第3業を用い、CPD光修復能の誘導に有効な光
の波長を決める前段階として本研究は行われた。
CPDの測定は、 CPD部位を特異的に切断する
endonucleaseを用いたアルカリパルスフィールド電
気泳動法によった。葉に紫外線を照射し、一定量の
CPDを形成させ、その後、青色光を照射することに
よって光修復能を調べた。その結果、 CPD光修復能
の誘導にはUVBは無効であるが膏色光は有効である
こと、また、約30分の照射下で誘導されることが明
らかとなった。本講演では、さらにその先の光調節
の詳細を報告する。

3aF07 
イネ粗抽出液による DNA損傷 (CPD)光修復能の特性

旦出血~、 JohnC. Sutherlandl、BetsyM. Sutherland¥ 
熊谷忠(東北大・遺生研、 IBrookhavenNatl. Lab. USA) 

UVB感受性イネ品種農林 1号は、 UVBによって誘導さ

れる Cyclobutylpyrimidine dirner (CPD)を修復する光修復
能が、 UVB抵抗性イネ品種ササニシキと比較して低下して

いる。この要因としては、農林1号のCPD光修復酵素が構
造的に変異していることにより、その能力が低下している可

能性を前年度本年会において報告した。現在両品種からの光
修復酵素の精製ならびにその遺伝子のクローニング、を行っ

ている。本講演では、精製の準備段階としてイネの粗抽出液

による invitro活性測定法と、粗抽出液を用いて可視光パノレ

ス実験により得られたCPD光修復活性の諸性質について報
告する。イネの粗抽出液は、 40mM燐酸カリウム buffer(5 

mM  EDTA， 2 mM D干r，0.1 mg/ml BSAを含む)により調
製された。基質として 150CPD!MbのCPDを有する λDNA
を用い、アノレカリ電気泳動法により光修復活性を測定した。

'ここで調製された粗抽出液中の光修復活性は、 4
0

C、25%

glycerol存在下で少なくとも 1週間は調整時と同等の活性を
有することがわかった。連続光、および明、暗処理時間(分、

秒オーダー)を種々変えて、 invitroでのパルス照射実験を
行った。その結果、一定時間 (5分)に修復された CPD量
は、連続光で照射する場合よりも、日音期を置きパルスで照射

した方が明らかに多いことがわかった。



3aF08 
UVストレスと植物の活性酸素解毒能との関係

山皇義重1、武田幸作2、，膏水英幸3、近藤矩朗 1

(東京大・院・理・生物科学¥東京学芸大・生物2、

国立環境研3)

UV-Bは植物に対して遺伝子損傷などいくつかの有害

な影響を及ぼすが，活性酸素の生成による量産化的損傷も

引き起こすことが示唆されている.

我々 はキュウリを用いた研究により， UV吸収や活性

態素解毒に働くことが予想される物質がUV照射によっ

て誘導されてくることを明らかにした. (日本纏物学会

1998)しかしその誘導は比較的初期の段階のみに起こる

ため，今回我々は12日間にわたる UV照射時のキュウリ

における活性酸素解毒能及び解毒酵素活性の変化を継時

的に測定した.

本研究により， APXなどの活性酸素解書酵素の活性は，

UV照射開始後6日程してようやく上昇し始める，という

結果が得られた.しかし，パラコートを用いて糞の抗酸

化能を調べた結果， APXなどの活性上昇が見られる前の

時点でも強い抗酸化能を獲得していることがわかった.

3aF09 
クラミドモナス光化学系|核遺伝子の光による翻訳制御

盤星互笠1、小保方潤ー，.2 ('北大院・地球環境、 2名
大・遺伝子実験施般)

光化学系 lは綾および葉緑体ゲノムにコードされている

多数のサプユニット群から情築されている。近年、光化

学系 l関連核遺伝子の発現が転写レベルに加えて転写後

レベルでも制御されていることを示す知見がタバコやエ

ンドウで報告されており、その分子機備や役割に興味が

もたれる。本研究では分子遺伝学的解析に適する実験材

料として単細胞緑藻のクラミドモナスを用い、光化学系

i核遺伝子の発現が環績からの光シグナルに対してどの

ように応答しているのかを検討した。クラミドモナスに

光を照射するとpsaE遺伝子のmRNA量は2時間ほどの遅
滞期を経てから数倍に治加する.この過程のmRNAを蕨

糖密度勾配遠心法によって分析したところ、暗所では殆

ど翻訳されていないPsaEmRNAが光照射によってすみ
やかにポリソーム画分に移行し、かっこの変化はmRNA

量の増加に先行して生じることがわかった。

3aFI0 
クロレラの青色光による呼吸促進に対するアミノ酸
の役割

控盆盟皇(帝京大・薬)

硝酸で培養したクロレラ (Chlorellakess拍同}に
青色光・近紫外光(以下青色光と略)を照射すると、
デンプンが分解され、呼吸が増大する。また同時に

アンモニアの放出が認められる。アンモニアは向じ

クロレラのデンプン分解酵素のactluatorである。
従って、アンモニア生成系が青色光により修飾され

る可能性がある。

今回プロリン輸送系により取り込まれるアラニン、

プロリン、セリン、グリシンのうちグリシンの脱ア

ミノ化反応が青色光により顕著に促進され、青色光

呼吸が増大した。この増大はProtelnklnaseの阻
害剤である 5taurosporlneにより阻害された。こ
のことから、青色光シグナルはProtelnklnaseを
経由し、グリシン酸化酵素によるアンモニアの生成

をもたらし、デンプン分解酵素を活性化して呼吸の

増大を起こすと推測された。呼吸の増大には青色光

パルスが有効でなく、 Protelnphosphataseは
関与しないが、同じ細胞に青色光パルスを照射する

と、硝酸取り込み、メディウムの酸性化現象を誘導

する。これらの反応にはProtelnklnase/ph・s-
phataseが関与する。

3aFll 

オオセキショウモ葉表皮細胞の葉緑体の光定位運動

に対する青色光と赤色光の作用

生堂本記公平、高木慎吾(大阪大院・理・生物科学)

淡水産単子葉植物オオセキショウモの葉の表皮細

胞では、光条件に従い異なる様式の葉緑体の光定位

運動がみられる。強い青色光下では葉緑体は細胞側

面、弱い赤色光下では細胞上面に集まる。強光定位

運動には青色光受容色素、弱光定位運動にはフィト

クロムと光合成色素が関与している。強光定位運動

と弱光定位運動の関係について調べるため、青色光

と赤色光を同時に照射して細胞上面の葉緑体数を計

測した。青色光単狙照射の場合と比べ、細胞上面か

ら細胞側面に移動する葉緑体数が減少した。青色光

と近赤外光を同時に照射した場合、細胞側面へ移動

する葉緑体数は青色光単独照射の場合と同程度だっ

た。これらのことから、近赤外光吸収型フィトクロ

ムは青色光受容色素と措抗的に働くと考えられる。

葉緑体の光定位運動はサイトカラシンによって阻

害される。蛍光ファロイジン染色から、細胞上面の

アクチンフィラメント (AF)は、強い青色光下で

直線的な、弱い赤色光下で葉緑体に巻き付くような、

異なった構築を示すことがわかった。現在青色光と

赤色光を同時に照射してAFを観察し、葉緑体の光

定位運動とAFの構築変化との関係を調べている。
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3pFOl 
ポツワナ原産野生スイ カの乾燥ス トレス耐性分子機構

OJl I 崎信治、 三宅親弘、 中村智恵、藤井信-~r，*、横田明穂

(奈良先端大・バイオ、*鳥取県園芸試験場)

<目的>我身は、高度の乾燥耐性能を有するボツワナ原産野

生スイ カ(Wildtype)の乾燥耐性機構の解明を目指 している O

本年会では、 乾燥ストレスに呼応して誘導される蛋白質

(WDI-WD7)の同定と 、大量発現するWDI蛋白質の諸性質に

関して報告する。

<方法、結果 >Wildtypeと、数種のC3，C4植物を用いて、乾

燥ス トレス下(光強度1500μmollm21 s、35'C)における光

合成解析を行った。wildtypeは潅水停止後の光合成活性の低

下速度が遅く、また再潅水による光合成活性の回復能力も優

れていた。 wildtypeの乾燥スト レス誘導蛋白質を二次元電気

泳動により解析した結果、 数種の蛋白質が気孔の閉鎖に呼応

して誘導された。その中から、 乾燥ス トレスで高レベルに誘

導されるWDI蛋白質に着目し、 wdlcDNAのクローニングを

行った。WDIはpeptidic-bondの加水分解を担い、遊離アミノ

酸を産生する酵素群と高いホモロ ジーを示したが、それら酵

素群の植物における存在や機能性に関しては未だ報告が無く、

生体内での役割に興味が持たれた。また・般槌物で同定され

ている乾燥誘導蛋白質群のよう なアプシジン酸による誘導が

観察されず、野生スイカに特有の乾燥ス トレス認識機構の存

在が示唆された。現在、予想される酵素活性の検出と、 乾燥

ストレス呼応機構の解明を試みている。

3pF02 
シロイヌナズナrd29A遺伝子の乾燥・低温およびABA応答性に

関与するシスエレメントDREおよびABREの解析

盛返墾3ム・ ZabtaK. Shinwari・中島一雄・篠崎和子・
篠崎一雄1(農水省・国際農研、 1理研・横物分子生物)

浸透圧ストレスあるいは低温ストレスから遺伝子発現にいた

るシグナル伝達機備について明らかにするため、乾燥、担、低

温ストレス誘導性遺伝子rd29Aの転写調節機備の解析を行って

いる。これまでの解析から、 rd29A遺伝子のABAを介さない舵

燥・塩ストレスによる遺伝子発現にはシスエレメントとして、

DRE(Dehydration Responsive Element)が働いていることを明

らかにした.また、ABAを介した発現にはABRE(ABA

Responsive Element)がシスエレメントのーっとして働いてい

ると考えられた。そこで、 DREおよびABRE配列を 1つずつ有

するプロモーター領員長(ー190-ー71)を βーグルクロニダーゼ

(GUS)遺伝子と給合し導入したシロイヌナズナおよびタバコを
用いて、ストレス応答性シスエレメントの解析を行った.DRE 

配列に変異を導入した植物においては乾燥、塩、低温ストレス

に対する応答性が低下し、 ABRE配列に変異を導入した植物に

おいてはABAIこ対する応答性が低下した。また、 DREおよび

ABRE~è列の両方に変異を導入した植物においては、これらす

べてのストレスに対する応答性が著しく低下した。以上より、

これらのシスエレメントのストレス応答に対する相互依存性が

示唆された.
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3pF03 
アブシジン酸生合成に関与するネオキサンチン開裂酵

素をコードするカウピーの乾燥誘導性遺伝子の解析

韮血~1、小林正智 l 、篠崎 和子2、篠崎一雄 l

('理研・植物分子、z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スト

レスに適応している。カウピーは主に西アフリカなど

の乾燥地で栽培される乾燥に強いマメ科の作物である。

我々は分子レベルでの乾燥応答の機構を明らかにす

るために、乾燥によって誘導される遺伝子の機能及び

発現の解析を行っている。 ディ ファレンシャルスクリ

ーニング法を用いてカウピーから乾燥誘導性遺伝子群

(CPRD's)を単離 した。 CPRD65は ABA生合成に関わる

ネオキサンチン開列酵素(NCE)と高い相向性が認めら

れた。 GST融合蛋白質として大腸菌で発現 させた

CPRD65は NCE活性を示した。 CPRD65遺伝子は地

上部の組織で乾燥ストレスによ り強く誘導された。

ABA の内生量は乾燥ストレスによる増加が認められ

たが、 特に葉、茎での ABA蓄積が顕著であった。以上

の結果よりカウピーの乾燥ストレスによる ABAの蓄

積は NCEをコー ドする CPRD65遺伝子の発現誘導に

より制御されると考えられた。

3pF04 
シロイヌナズナの乾燥・低温応答性シス因子DREに特異的に結合する転写因子

DREBタンパク賀の結合特性

盆急且」主、劉 強、阿部洋、春日美江、三浦節子、復崎和子篠崎一錐

(11水省・国際農研 ・生物資源‘1理研・ 4直物分子生物)

シロイヌナズナの乾燥応答性遺伝子の一つ rd29Aのプロモーター領織には乾

織応答性の発現に関与する TACCGACAT(DRE， C抱hyct ation Responsi ve 

Element)の9bpのシスエレメントが存在している.DREは低温による誘導に

も関与しているが、rd29AのABA応答性発現では健能しない.醇母 one-

hybridシステムを用いて、3時間乾燥処理または無処理のcDNAライブラリー

より、DREに結合するタンパク貨をコードする cDNA，DREBl、DREB2が単

賊された.2つの DREBタンパヲ賀は共にEREBP/AP2に見られる DNA結合

ドメインを保持しており、rd29Aプロモーター中の DRE配列に特異的な結合

特性を示した.DREBlには2つ、 DREB2には1つのホモログが存在し、この

DREBl、DREB2遺伝子ファミリーは、それぞれ乾燥、高塩滋度、低温により異

なったパターンで誘導された.また、プロトプラストを用いたトランスアクテ

ィベーション実験において、 DREBタンパク貿はDREを介して遺伝子発現を活

性化する転写因子であることが示された.変異を導入したDRE配列を用いて、

DREBl Aおよび DR回2Aの結合特性詳細に解析した結果、双方のタンパク質

共に結合には、DRE配列の2塩基目から 711基目までの611基ACCGACが重

要であることが明らかになった.しかしながら2塩基自のA.3塩基自のCに

変異を導入した配列への結合特性は、2つのタンパク貨で異なっていた.



3pF05 
Characterization of Arabidopsis thaliana 
transformed with the cod A gene under osmotic and 
drought stress 

Cai-Xia Hou， Hideko Nonaka， Alia， Norio Murata 
Department of Reg1llation Biology， Nationallnstitute for Basic 
Biology， Okazaki 444， Japαn 

Abstract 
We have previously demonstrated that transfonnation of 

ArabidcヲusisthαIiana with the cod A gene for cho1ine oxidase， 
that convel1s cho1ine to glycinebetaine， enhances the tolerance to 
high-salt， low and high temperature stresses. Here， we report the 
effect of the transfonnation on gennination of seeds and growth of 
plants under osmotic aud drought stress conditlOns: (1) The 
transformation accelerated the gcrmiilation of seeds under osmotic 
stress; (2) The transfonnation lengthened the survival of mature 
plants under drought conditions; (3) The transfonnation enhanced 
the recovery of the growth of plants after exposure to osmotic 
stress; (4) However， the transformation did not enhance the grow1h 
of plants under osmotic stress 
Theses results suggested that glycinebetaine synthesized in 

VIνo played roles in enhancing the toleranceof Arabidopsis plants 
to osmotic and drought stress 

Key-words: Arabidopsis thaliana; gennination; glycinebetaine; 
osmotic stress; drought tolerance 

3pF06 
冠水ストレス耐性イネの活性酸素消去物質の変動

5iiJ塁盟旦1，2，山内靖雄九田中浄1， Evangelina 
Ella2，伊藤治2 (1鳥取大・農・繍物機能，

2国際イネ研究所)

一般的にイネの植物個体全体を冠水し、その後、

空気中に戻すと葉が萎れ、その後、枯死する。

イネ品種FR13Aはこのような冠水処理にたいし

て明らかな耐性を示す。植物が冠水ストレスを

受けると、植物体内が嫌気状態になり、その後、

冠水を解除し、空気中に戻すと、酸素ストレス

を受ける可能性がある。本研究では冠水ストレ

ス耐性イネ品種FR13Aと感受性品種IR42の冠水

時、冠水解除時の活性酷素消去系の変動について

検討した。冠水解除時、耐性種は感受性種よりも

きわめて早くスーパーオキシドジスムターゼ活性、

アスコルビン酸の増加を示した。耐性穫における

過酸化脂質の蓄積は感受性種!こ比べて低かった。

また、耐性種、感受性種の間に過酸化水索、乳酸

の蓄積、消失に差が認められた。
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3pF07 
シロイヌナズナのポリアミン合成における2つのargjnine

告団伽町臨遺伝子の第郎幹析

吉羽洋周18壁土~ベ関口文彦篠崎和子.3 篠崎一雄4 C日立
基礎研f日本女子大・理・生物f国際農研4理研・植物分子)

我々は植物が水ストレスに応答して誘導される遺伝子の

ーっとしてポリアミン合成系の薗云子をクローニングした。

これはアルギニンからのポリアミン合成の第一ステップを

触臆するアルギニン脱炭酸酵素仇IX:)の遺伝子で、塩処理

したシロイヌナズナのCDNAライブラリーからディファレ

ンシャル・スクリーニング法によりクローニングした。こ

の遺伝子は1型と2型か下問し、既に単離されているが、そ

の詳しし溌現機構や役割にっし1ては未だ報告されてしない。

本研究ではこの二つの遺伝子の発現解析を中心に行ったと

ころ、我々がクローニングしたのは2型で乾燥や塩といっ

た水ストレスに対して速やかにその発現が誘導されること

からストレス誘導性であることが示唆された。しかも本遺

伝子は植物ホルモンであるAPAや2，4-D、そしてプロリン

処理によっても強く誘導されることが認められた。一方、

1型はこれらの処理にはほとんど応答しないことからハウ

スキーピング遺イ云子であることが手陣察された。



laGOl 
好熱性ラン藻の光合成系に及ぼすC02濃度の効果

宮入祥夫(工技院・生命工学研)

好熱性ラン藻S戸 echococcuselongatusは0.04%から

100%にいたる広いCU2濃度条件下で生育するが、

非常に高濃度のCU2下では培地pHの低下により生

育速度が遅くなる。また100% CU2下では酸素欠乏

も生育速度に影響する。

異なるCU2濃度下で生育した細胞の光合成系の性
質を調べた。0.04%、5%、100%C02下でのdoubling

timeは約4、3、8時間であるが、 これらの細胞の乾
重量当り のクロロフィル及びフィコビリ ン色素の

含量は、 5%CU2で生育したものが最大で、 両方の

色素とも0.04%、100%の場合のおよそ 2倍であっ

た。ク ロロフィ ル当りの光合成酸素発生活性は

0.04%C02で生育したものが最も高く、 100%の場合

がこれに次ぎ、 5%では最も低かった。 この活性の

至適pHは0.04%及び、5%CU2の細胞ではアルカリ側

にあり 、100%C02のものでは中性付近にあった。

laG02 
炭素欠乏条件下で発現する Synechococcussp. PCC 7942の

cmpオペロンの転写制御因子

盟国盤、小俣達男(名古屋大・農・応用生物科学)

炭素欠乏条件下で続導される Synechc吃OCCUSsp. PCC 

7942のcmpA8CDオペロンはABC型のば::03'輸送体をコー

ドしている.Synechocysti5Sp. PCC 6803にも cmpA8CDと

相同な遺伝子(51，0040、5/，0041、sl，0043. 51，0044) 
を含むオペロンが存在し、我々はこのオペロンが炭素欠乏条件

下で誘導されることからこれをPCC6803株の cmpオペロン

と同定した.さらにこのオペロンの転写に5110030がコード

するLysR型転写調節因子が必須であることを明らかにして、
この調節遺伝子をcmpRと名付けた (98年度年会).今回我々

は、PCC7942繰のcmpオペロンの転写制御機構を解析する

目的で cmpR相同遺伝子を取得し、その繊能解析を行った.

まずPCC6803株にCmpRとよく似た転写調節因子がもう一

つ (5111594にコードされる)存在することに注目し、これ

らニつの転写調節因子の保存配列を基にPCR~去によって PCC

7942線から cmpR棺同遺伝子を取得した.この遺伝子に議

剤耐性遺伝子を掃入した線を作製し、炭素欠乏条件下でのcmp

オペロンの発現量を解析したところ、転写誘導は起こるものの

野生株に比べてmRNAの蓄積量は 1/3程度に減少していた.

このことから、今回得られたPCC7942株の cmpR相同遺伝

子は、 cmpオペロンの転写誘導に必須ではないが、転写を促

進するのに必要なものであると判断し、 cmpRと命名した.
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laG03 

緑藻クラミドモナス炭酸脱水酵素遺伝子CAH1の

V上流域に存在するCO2応答性シス配列の解析

主E豊二、谷口郁也、大山莞爾、福津秀哉
(京大院・農・応用生命)

クラミドモナスは、低CO
2
ストレス環境下で数種の遺伝子

の発現を誘導する。中でも細胞表層に局在する炭酸脱水

酵素の遺伝子CAH1の転写は、低CO2(0.04%)明所で活性

化されるが、高CO2(5%)では抑制されることが知られて

いる。 CAH1の転写開始点を含む5'上流域をレポーター遺

伝子arslこ連結した一連の融合遺伝子の解析から、転写開

始点上流-293bpまでの領域があればC0
2
1こ応答できると

報告した(96年度本大会)。今回mRNAの蓄積量を詳細に

検討した結果、・651から・294の領域を欠失させると低

CO2でのmRNA量が減少するので、転写の完全なCOz応答

には・651までの領域が必要であった。恒常的な発現を示

すβ2チュープリン最小プロモーターに、 CAATBox上流

・651までを連結すると、 C0
2
1こ応答した。このCAH1の

発現調節には、高CO2での転写抑制と、低CO2での転写活

性化の両方が関与しており 、・651から・294の領域は抑

制効果を、・293から・109の領域は活性化機能を持つ。

laG04 
ラン藻Synech民ystissp. PCC 6803の硝酸イオン/亙硝酸
イオンの能動総送とその活性制御の機構

小林正樹、高谷信之、 !b1量違皇(名古屋大...応用生物科学)

ラン藻Synechococcu5sp. PCC 7942においては、 ni川オ

ペロンに含まれる4つの遺伝子(nr tA-nr tD)が硝酸イオン/
亙硝酸イオン能動輸送体制RDをコードしている.ゲノム
配列が明らかにされたSynechc吃y5ti5sp. PCC 6803におい

ては、 nrtん nrtDに最もよく似た遺伝子群として5111450-

sll 1453が存在するが、 5111452を破犠した変異株が低議度

の硝酸イオンを利用することができないことから、我々は

511 7450， sJ/ 7457， sll1452， 511 7453がそれぞれnr叫

nr t8， rY tC， nr tDに対応してPCC6803のNRTをコードして
いると結論した.PCC7942においてはNRTと硝酸還元酵素
の活性がアンモエアによって可逆的に阻害されるが、我々は

既にPCC7942のNrtCのC末端ドメイン (Rドメイン)がNRT

の制御に関与していることを明らかにしている1.PCC6803 
のN代CにもPCC7942のものと相聞なC末端ドメインがあるの

で、この部分を遺伝子操作において除去したところ、アンモ

ニアによる硝酸同化の阻害が起こらなくなった.これらのこ

とから①PCC6803においてもPCC7942と同じ分子機構で
NRTの活性が制御されていること、②PCC6803においては

硝厳選元酵素がアンモニアによって制御されておらず、 NRT

だけが制御されていること、の2点が明らかになった.
IKobayaぉhi，M.， elal. (1997) .I.Biol. Chem. 27227197・27201



laG05 
ラン藻Synechococcussp. PCC 7942の硝酸イオン/I硝酸イ
オン能馴鎗送体の梅造と機能に関する分子生物学的解析
よE主豆、小林正樹、前田真一、小俣達男 (名古屋大'.'
応用生物科学)

Synechococcussp. PCC7942の硝酸イオン/~硝量産イオン
能動験送体 (NRT)はNrtA，B，C，Dより機成されるTBC型繍送
体である.NrtAは基質結合タンパク質であるが、種4のラン
藻のNrtAとそのホモログの配列を比較し、 NrtAに特徴的な4
つのアミノ酸残基について部位特異的な変異線を作製したとこ
ろ、 NrtA(H195Q)とNr凶(K268E)を持つ変異練の硝磁イオ
ン取り込み活性が、それぞれ40%と0%に低下した。これらの
ことからH195とK268がNrt幼働能に重要であることが分かっ
た.一方、 NrtCのC末現昔ドメイン (Rドメイン)は、アンモニ
ア存在下でNRT活性を抑制する調節ドメインであるが、そのア
ミノ酸配列がNrtAのものと約30%同一であるため、このドメ
インが何らかのシグナル分子を結合することでNRT活性を制御
する可能性が考えられた。 NrtAでの結果をふまえ、 Nrtl吻
H195とK268(こ対応する位置にあるものを含めて5つのアミノ
磁残基をそれぞれ置換したRドメインをもっ変異株を作製した
が、いずれの変異株においてもNRT活性はアンモニア存在下で
抑制され、 NRTの活性調節に彫響は見られなかった.以上のこ
とから、 Rドメインは低分子化合物の結合、解離によりNRT活
性を調節するのではないと推測した。また、アンモニアによる
NRT活性の抑制が起こらないRドメイン欠損株(NC2)にプラス
ミドを用いて遊園陸のRドメインを過剰に発現させても、アンモ
ニアによる活性制御は回復しなかったので、 RドメインはNRT
に結合した状態においてのみ機能すると推測された.

laG06 
Synechocystis sp. PCC 6803の硝酸イオン験送の制御にお
けるPII蛋白貨の役割

止昼孟盤、高谷信之、小俣達男(名古屋大・鹿・応用生物科学)

ラン藻Synecl町 Cむcussp. PCC 7942にアンモニアを添加
して窒素を過剰にしたり、グリコールアルデヒド(GA)を加

えてCOz固定を阻害すると硝酸イオン/歪硝酸イオン能動紛
送体 (NRDの活性が随奮される.我々は、 NRTの活性調節

ドメイン (Rドメイン)を欠〈変異線のNRT活性が、アンモ
ニアに対しては非感受性であるがG刈こ対しては感受性である
ことから、窒素・炭素栄養条件に応じたNRTIの活性調節は異

なる機備によるものと考えているしかし、2・オキソグル
タル酸の濃度変化に応答してリン酸化/脱リン酸化を受ける
PIIタンパク震がこれらの制御に共通の調節因子であることを

示唆する報告もあるに我々は、 PCC7942からはPII欠損株を

得られなかったため、 PCC6803のPII欠損株を作製し、その

性質を同じ株のRドメイン欠損株と比較した.いずれの欠損
株においても、アンモニアによるNRTの活性限寄は全く起こ

らなかったが、 GAを加えると硝酸イオンの取り込みはほぼ完
全に阻害された.これらの結果から、窒素によるNRT活性の

調節はPIIとRドメインを介する経路によって行われるが、炭

素による調節には両タンパク貨を介さない別の機績が関与す

ることが示された.
1 Rodriguez， R. etal. (1998) FEBS L怠tt.432:207・212.
2Lee， H.M. et al. (1998) FEBS Lett. 427:291-295. 
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laG07 
ラン藻Synech∞OCI印 ssp. PCC7942の硝磁同化オペロンの亙
硝酸による活性化はなぜ必要か?

震担皇室王、前回真一、小俣逮男(名大'.・応用生物科学)

ラン濠Synech∞oc凶 ssp. PCC7942では、硝酸イオンの同化
に関与する酵素の遺伝子群がオペロン(nirAオペロン)を形成

している.nirAオペロンの発現はアンモニアによって負に制

御されているが、一方、 ntcB遺伝子がコードするLysR型の

DN崎吉合タンパク質(NtcB)は硝酸イオンの還元によって生じ

た豆硝酸イオンを検知してnirAオペロンを正に制御する

(刈chiand Omata， J.B配 terid、 179:4671・4675).通常

の培養で用いる高い硯酸イオン浪度(15mM)では、 ntcB欠失

変異株の場猪速度や硝酸同化能は野生株の65-75%である.

そこでさらに、硝酸イオンの恒常的不足という自然界における

環境を実験的に再現したところ、 ntcB-株はntcB+稼に比べ

nirAオペロンプロモーターからの転写活性において1%、NR

活性、 NiR活性においてそれぞれ30%、20%程度の低い{遣を

示した.以上の結果から、 NtcBは、硝磁イオンの供給量がき

わめて低い状態において、 nirAオペロンの転写を選択的に活

性化し、硝酸の問化能力を高める役割を持っていると結愉し

た.

laG08 
キュウリ(Cucumis担 tivusL.)緑色組織に局在するN03¥

ぺプチド・トランスポーターホモログ

高橋正昭(大阪府大・農・応用生化)

植物は、根から吸収したN03・をN02・を経てNH3に還元

し、グルタミンに同化するn この代謝過程および、アミ

ノ酸のその後の利用にはそれぞれの代謝産物の利用部位

への輸送が必要であり、それぞれ特異的なトランスポ

ターが再号与している。根のN03・の吸収に関与するトラン

スポーターと貯蔵車邸離に局在するぺプチド"トランスポー

ターは相同なアミノ酸配列を持つホモログであるη 本研

究では、硝酸同化の主要な反応の場である葉緑体への窒

素同化酎初の輸送に関係すると思われるこれらのトラン

スポーターのホモ口ク‘cDNAをク口一二ングした 全長

cDNAは12箇所の膜貫通領域を持つ約日氾アミノ酸のタン

パク質をコードするが、そのうちN末端40アミノ酸が全
く異なる配列を持つ2種のアイソフォームカf存在したn

ともに光照射によって発現を開始し、 N源によって発現量

が影響を受けた。また、緑色申郎裁にのみm剛Aが認めら

れた、アイソフォーム1はN末端の50アミノ酸を除いて

んabidopsis(!)N03・・仰ρ111)、および、ぺプチド・トラン

スポータ一向:Nt円)とそれぞれ44、37%相同であったり



laG09 
シロイヌナズナにおける硫酸トランスポーター遺伝子の硫黄

欠乏ストレス応答

亘撞重量、斉藤和季(千葉大・薬・薬用資源センター)

高等植物は硫酸イオンを吸収し、システイン、メチオニン

を生合成する。今回、シロイヌナズナから、根部特異的に発

現し、土壌中の硫酸イオンの吸収に関わっていると考えられ

る硫酸トランスポーター遺伝子AST101を単離した。 AST101

は、 649アミノ酸をコードし、酵母の硫酸トランスポーター欠

損株を相補した。

ASTJOlは、根のみで発現がみられ、硫黄欠乏ストレスによ

りmRNA量が約 10倍に増加した。ストレス開始後 12-18時

間でmRNA発現が誘導された。一方、維管束組織で特異的に

発現する isofonnAST6B [1]については、ストレス開始後48時

間以降に mRNAの蓄積がみられた。

AST101のデー領域約2kbとGFPとの融合遺伝子を導入した

シロイヌナズナ形質転換体を作製し、発現部位の解析を行っ

た。 GFPは、側部根冠組織、根毛、表皮で観察され、根の発

達にともない皮層にも蓄積が認められた。内皮及び維管束で

は発現がみられなかった。以上の結果から、シロイヌナズナ

は、発現部位、応答性の異なる 2穫の硫酸トランスポーター、

AST101、AST6Bの発現により硫黄欠乏ストレスに適応するこ

とが示唆された。

[1] Takahashi. H. et aJ. (1997) Proc. NatJ. Acad. Sci. USA 94. 

11102-11107 

laGlO 
GENETIC REGULATION， OF THE SULFATE 
ASSIMILATION IN ARABJl)OPSIS THALIANA IN 
RESPONSE TO SULFUR DEFICIENCY. 

Yves HATZFELQ & Kazuki SAITO; Faιulty of Pharrnaceutical 
Sciences. Chiba University. Yayoi-cho 1-33. Inage-ku. Chiba 263-
8522. Japan 

Genes representative of all the enzymatic steps of the sulfate 
assirnilation pathway in Arabidopsis thaliana have been isolated by 
a number of groups. From ESTs sequence analysis. we isolated 1 
new gene coding for ATP sulfurylase. 4 for cysteine synthase and 
1 for methionine syn出ase.Putting together. the complete pathway 
合omsulfat巴町anspo口tomethionin巴synthesiscontains at least 32 
genes. among which only a few seem to be regulated by sulfate 
availability. 
In order to better characterise the response of the sulfate 
assimilation pathway to the sulfur availability at the gene 
expression level. we studied the expression of aIl the sulfur-related 
genes after 2 days of sulfur starvation using a cDNA紅raymethod. 
This method appeared to be not very sensitive. and the vast 
majority of the sulfur related genes were too lowly expressed to be 
significantly detectable. 
The signalling pathway leading to the genetic response of the 
sulfur-related genes sensitive to the sulfur-deficiency is unknown. 
We studied the effect of compounds known to inhibit various 
signaI transduction pathways on the expression of some of these 
sulfur-related g巴nesby RT-PCR. It appeared that the expression of 
出巴 sulfateassimilation pathway may be controlled in a complex 
way by intricate intrac巴Ilularsignalling pathways which could act 
asn巴gativeor positive regulators. 
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laGll 
Synechocysti 5 sp. PCC 6803における硫賛同化関連遺伝子の

発現パターン

直畳血量呈J、鈴木英治 2(茨媛大・理・ 3自然、 Z環境)

植物やバクテリアは硫.イオンを単一の続賞源として生育でき

るo i走破イオンは、還元されてシステインになるが、生体物質に

含まれる還元型破貨は全てこのシステインに由来する.本研究で

は、シアノバクテリアの滋賀欠乏時における、システイン生合成

に関与する各遺伝子の発現様式を解析した.

Synechocysti 5 sp. PCC 6803の全ゲノム配列の解析に墨づ

き、システイン生合成経路は腸内細菌のものと同様であると考え

られた.例外として、 ATPスルフリラーゼ遺伝子は、植物の遺

伝子と有意な相同性を示した.硫酸トランスポーター遺伝子がオ

ペロンを形成しているのを除き、他の遺伝子は Synechocystis

の染色体上に分散していた.

異なる硫黄栄幾条件における各遺伝子の発現パターンを調べる

ため、硫黄十分条件、および欠乏条件下で繕獲した細胞から RNA

を慣製しノーザンハイプリダイゼーションによる解析を行った.

その結果、硫酸トランスポーターオペロンの特典的な転写活性化

が認められた.この転写活性化は、 6時間の量産貧欠乏においても

観測された.従って硫貧ストレスを与えた場合、硫酸トランスポ

ーター遺伝子は転写レベルで極めて迅速に活性化を受けることが

示唆された.

lpGOl 

ムギネ酸生合蝋盟各上のkey酵素、二コチアナミンアミ
ノ基転移酵素を過剰発現させた形質転換イネの角斡斤

高掻芸宣去、中西啓仁2、西津直子、森ぽ

('CREST、2東京大・院・農学生命科学)

鉄欠之ストレス条件下でイネ科植物は“ムギネ酸"

を根から分泌する。ムギネ酸の生合成経路上の酵素、

ニコチアナミンアミノ基転移酵素はニコチアナミンか

らデオキシムギネ酸への中間体であるケト体への反応

を触媒し、鉄欠之ストレスによってこの酵素の活性が

強く誘導される。イネ科植物のうちオオムギは鉄欠之

ストレスに強いがイネは弱く、ムギネ酸分泌量とニコ

チアナミンアミノ基転移酵素活性が鉄欠之耐性に比例

している。

われわれは鉄欠之耐性イネを作出することを目的と

して、鉄欠乏オオムギ根からこの酵素を精製・単離し

この酵素の遺伝子を二つ (naat-A， naat-B )単離し
た。これらの遺伝子のうちnaat-Aをアグロパクテリウ

ムによってイネに導入し、 35Sのプロモーターによって

過剰発現させた酵素活性の高い形質転換イネを作成し

た。今回はこの形質転換イネの解析結果を報告する。



lpG02 
イネ科植物におけるこコチアナミン合成酵素遺伝子
群のクロ一二ング 盛日基圭1.2、鈴木一矢1ヘ
中西啓仁l、山口博隆1、西津直子l、森敏1.2

e東大院・農学生命科学、 2CREST)

イネ科植物は三価鉄を可溶化し吸収するために根

からムギネ酸類を分泌する。ムギネ酸生合成経路に

おいて3分子のS-アデノシルメチオニンから 1分
子のニコチアナミンを生成する反応はムギネ酸類の

骨格を形成する重要なステップである。今回鉄欠之

オオムギ根からのこコチアナミン合成酵素 (NAS)

の単離およびこれをコードする遺伝子群(これまで

に8クローン)のクローニングに成功した。そのう
ちのnaslcDNA全長をプロープとし尤ノーザン解
析を行ったところ酵素活性と同様に鉄欠乏処理した

根で発現が強く誘導されていた。同じプロープでサ

ザン解析を行ったところオオムギ、およびイネのゲ

ノム中に複数の関連遺伝子があることがわかった。

NASに対するポリクローナル抗体を作製しウエスタ

ン解析を行ったところ実際にNASは10個以上のア

イソザイムで構成されており、いずれも根で鉄欠之

処理により誘導されていた。またオオムギから

NAS1のゲノミッククローンも得:ており、 ORF中に

イントロンが存在しないことを確認した。

lpG03 

シロイヌナズナからのニコチアナミン合成酵素のク
ローニング及びその解析
鐙杢二丞1・2、樋口恭子1.2、中西啓仁2、西津直子z、
森敏1.2

eCREST、z東京大・大学院農学生命科学)

ニコチアナミンは双子葉植物では二価カチオンを

キレートし、細胞内や細胞閣の鉄代謝のホメオスタ
シスに関係していることが考えられている。すでに
我々のグループによってクローニングされているオ
オムギのニコチアナミン合成酵素 (NAS)のアミノ酸
配列をもとにシロイヌナズナからこの遺伝子をクロ
ーニングした。シロイヌナズナのゲノム DNAをも
とに PCRを行った結果、 3つの NAS遺伝子をクロー
ニングすることに成功した。 RT-PCRによってこれ
らの遺伝子が根及び地上部でも発現していることが

確認され、この遺伝子がコードするタンパク質がニ
コチアナミン合成酵素としての活性を有しているこ
とも証明した。また、同じ双子葉植物であるトマト
には通常の培地においてもクロロシスを呈する変異
株、 chloronervaが植物体内のニコチアナミンの欠損
による鉄欠乏症を示すことが知られており、これに
ついても解析を行ったので報告する。
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lpG04 

鉄貯蔵タンパク質フェリチンの解毒作用と成長促進

塗塵玄之・吉原利一・斉木博 (電中研・生物科学)

フェリチンは、生物の生容にlQJ¥須な元素である鉄

を1分子あたり最大 4000原子ち貯蔵することが
できる。その機能の1つとして、外部から取り込ま

れた過剰な鉄が関与する活性酸素種の毒性に対する

防御がある。しかし、このことについては不明な点

ち多い。一方、近年、鉄に関連するヘモグロビン遺

伝子や活性酸素除去系の遺伝子を導入した植物の成

長量が増加したという報告がなされている。

そこで、大豆のフェリチン遺伝子をタバコで恒常

的に発現させ、生体内におけるフェリチンの解毒作

用と成長の関係について検討した。その結果、形質

転換タバコの鉄き有量は、フェリチンの発現量に相

関して増加レた。さらに、成長量の増加と鉄に対す

るある程度の耐性の獲得が認められた。また、それ

らの植物では光合成量が増加していた。レかし、鉄

含有量と成長量の増加には必ずしも相聞はなかった。

これらのことは、フェリチンの解毒作用(細胞中の

遊離鉄による活性酸素種の発生の抑制〉が植物の成

長量の増加に寄与したことを示唆するものである。

lpG05 
オオムギにおいてムギネ酸類を水酸化する遺伝子の座乗染色体
腕の同定
馬建鋒、武田真、張馨潔‘野本事資¥岩下孝久武固
有事， f'.t本英明(岡大・資生研、 l東洋大・生命科学、 2 (財)
サントリ一生有研)

イネ科植物の種類によって生合成されるムギネ酸類が異なる
が、いずれのムギネ酸類も2・ーデオキシムギネ酸(DMA)の異な
る位置での水酸化によって生合成される。本研究は3種類のム
ギネ駿類を作るオオムギ(品種Be包es)においてムギネ酸類の
水酸化を支配する遺伝子の座乗染色体腕を同定した.DMAし
か作れないコムギにオオムギの4H染色体の長腕を添加した系
統では、ムギネ酸(MA)が合成されたが、4Hの短腕の添加系統
ではMAが合成されなかった.この結果はDMAからMAへの合
成遺伝子が必f染色体の長腕に座乗していることを示している。
次に、 MAから3-エピヒドロキシムギネ酸 (epiHMA)への水
酸化を支配する遺伝子の座乗染色体を明らかにするために、コ
ムギーオオムギ4H添加系統と他の添加系統との交雑FIを調べ
た。その結果、 4Hと在fの交雑FIだけでepiHMAが合成されたa
このことはMAからepiI-制Aへの合成遺伝子が染色体加に座乗
しているととを示している.またこの遺伝子は7H染色体の長
腕に座乗していることを突き止めた。さらに、 7Hと7Hl添加
系統において新規のムギネ酸類が合成されていることが明らか
となり、 3-エピヒドロキシー2・ーデオキシムギネ酸と同定された。
以上の結果からオオムギにおいてDMAのC-2'位を水酸化する
遺伝子とC-3位を水酸化する遺伝子はそれぞれ別の染色体
(4H長腕と 7H長腕)に座乗していることが明らかになった。




