


3aJ 02 
Œ`‘ÔŒ`•¬ŠÖ˜Aˆâ“`Žq‚ð“±“ü‚µ‚½ƒgƒ‹ƒRƒMƒLƒ‡ƒE‚Ì‰ð•Í

•¼Œ´•¹•G•A‰¡ˆä•’•G•A•¬—Ñ•m\•¬Šâ•O”V•A‘å‹{•••D•AŽR‘ºŽO˜Y

(•à’c–@•lŠâŽè•¶•¨•HŠwŒ¤‹†ƒZƒ“ƒ^•[•A 1•VŠƒŒ§”_‹Æ‘••‡Œ¤‹†•Š)

‰ä•X‚Íƒgƒ‹ƒRƒMƒLƒ‡ƒE‚Ì—D—Ç•iŽí•ê–{•ì•o‚ð–Ú“I‚Æ‚µ‚Ä–{•A

•¨‚ÌŒ`Ž¿“]Š·‚ÉŠÖ‚·‚éŒ¤‹†‚ð•i‚ß‚Ä‚¢‚é•B•¡‰ñ•A MADSbox ‚ð

—L‚·‚é 2Ží—Þ‚ÌŒ`‘ÔŒ`•¬ŠÖ˜Aˆâ“`Žq‚ðƒgƒ‹ƒRƒMƒLƒ‡ƒE‚Ö“±“ü‚µ•A

‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½Œ‹‰Ê‚É‚Â‚¢‚Ä•ñ••‚·‚é•B

ƒCƒl cDNA ƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚©‚çƒ‰ƒ“ƒ_ƒ€ƒV•[ƒNƒGƒ“ƒX‚É‚æ‚è“¾

‚ç‚ê‚½ OsMADSl ˆâ“`Žq‹y‚ÑƒŠƒ“ƒhƒE‚Ì‰Ô•ÙcDNA ƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ}

‚©‚çƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚µ‚½ Apet aJ al —lˆâ“`Žq(GtMADSl) ‚ð CaMV35S

ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚Ì‰º—¬‚ÉŒq‚¬•Aƒp•[ƒeƒCƒNƒ‹ƒKƒ“–@‚Ü‚½‚ÍƒAƒOƒ•

ƒpƒNƒeƒŠƒEƒ€–@‚ð—p‚¢‚Ä•Aƒgƒ‹ƒRƒMƒLƒ‡ƒE‚É“±“ü‚µ‚½•B‚¢‚¸‚ê

‚Ìˆâ“`Žq‚ð“±“ü‚µ‚½•ê•‡‚Å‚à•A•Ä•ª‰»‚µ‚½Œn“•‚Ì’†‚É”w•ä‚ª‹É

’[‚É’Z‚­‚È‚Á‚½(•Q‰»)‚à‚Ì ‚ª“¾‚ç‚ê‚½ •BGtM ADSl ˆâ“`Žq‚ð

“±“ü‚µ‚½‚à‚Ì‚É‚Í•A‹t‚É”w•ä‚ª•‚‚­‚È‚éŒn“•‚â‰Ô•Ù‚ª–±‰»‚·‚é

‚à‚Ì‚ªŠÏŽ@‚³‚ê‚½•B‚³‚ç‚É•A OsMADSl ˆâ“`Žq“±“üŒn“•‚Å‚Í•A

–ì•¶Œ^‚É”äŠr‚µ‚Ä•A•¬‰Ô•¿‚Ì•”•ª‚ª‹É’[‚É’Z‚­‚È‚è•A‰Ô‚ª 2‚Â

‚Ü‚½‚Í 3 ‚Â•A‚­‚Â‚Â‚¢‚½‚æ‚¤‚ÉŒ©‚¦‚éŒn“•‚ª‘½•”•AŠÏŽ@‚³‚ê‚½•B

Œ»•Ý•AŽŸ•¢‘ã‚ÌŽíŽq‚ð“¾‚Ä‚¨‚è•AƒTƒUƒ“•AƒmƒUƒ“ƒvƒ•ƒbƒg–@‚É

‚æ‚é‰ð•Í‚ð•i‚ß‚Ä‚¢‚é•B•¡Œã•A‚±‚ê‚ç‚ÌŒ`Ž¿“]Š·‘Ì‚Ì“Á•«‚ÌˆÀ

Žå‚ðŠm”F‚µ•AˆÀ‘S•«•]‰¿‚ð•i‚ß‚Ä‚¢‚­—\’è‚Å‚ ‚é•B

3aJ 03 
‘gŠ·‚¦ƒ^ƒoƒR‚Ì‰è•¶‚¦‚É‚¨‚¯‚éƒŒƒNƒ`ƒ“ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^
•[‚É‚æ‚é GUS ˆâ“`Žq‚Ì”­Œ»“Á•«
•é’U‘Y•³•C“c•è•´(”_—Ñ•…ŽY•È •X—Ñ‘••‡Œ¤‹†•Š)

ƒjƒZƒAƒJƒVƒA“àŽ÷”çƒŒƒNƒ`ƒ“ˆâ“`Žq‚Ì5' •ã—¬ˆæ
(820bp) ‚ð GUS ƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`Žq‚É‚Â‚È‚¢‚Åƒ^ƒoƒR
‚É“±“ü‚·‚é‚Æ•A•¬•nŒÂ‘Ì‚Å‚Í GUS ˆâ“`Žq‚Í“à•”Žt
•”‚ÆŠO•”Žt•”‚ÅŽå‚É”­Œ»‚·‚é•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚©‚ç•A“àŽ÷
”çƒŒƒNƒ`ƒ“ˆâ“`Žq‚Ì 5' •ã—¬ˆæ‚Í•AŽt•”“ÁˆÙ“I‚È”­Œ»
ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚Æ‚µ‚Ä‹@”\‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚¤‚©‚ª‚í‚ê‚é•B
‘gŠ·‚¦ƒ^ƒoƒR‚Ì•¶ˆç•‰Šú’iŠK‚É‚¨‚¯‚éƒŒƒNƒ`ƒ“ƒvƒ•
ƒ‚•[ƒ^•[‚É‚æ‚é”­Œ»ƒpƒ^•[ƒ“‚ð’m‚é‚½‚ß‚É•AŽ©•BŒã
‘ã‚Ì‰è•¶‚¦‚Å‚Ì GUS ˆâ“`Žq‚Ì”­Œ»‚ð’²‚×‚½•B”dŽí
Œã8 “ú–Ú‚Ì‰è•¶‚¦‚ð GUS •õ•F‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•AƒŒƒNƒ`
ƒ“ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚ð“±“ü‚µ‚½ƒ^ƒoƒR‚Å‚Í•AŽq—t‚ÆƒVƒ…
•[ƒg’¸‚É”–‚¢•õ•F‚ªŒ©‚ç‚ê‚½•BŽq—t‚Ì‰¡’f•Ø•Ð‚ð’²
•»‚µŠÏŽ@‚·‚é‚Æ•A•õ•F‚ÍŽq—t‚Ì’†•S‚Æ‚»‚Ì—¼‘¤‚É‚ 
‚éƒ`ƒ…•[ƒv•ó‚Ì•\‘¢‚ÉŒÀ‚ç‚ê‚Ä‚¢‚½•Bƒ`ƒ…•[ƒv•ó‚Ì
•\‘¢‚É‚ÍŠÂ•ó‚Ì–ä—l‚ªŒ©‚ç‚ê‚é‚±‚Æ‚©‚ç•A‚±‚Ì•\‘¢
‚ÍŠÇ•ó—v‘f‚Å‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•B•¬•n‚µ‚½ŒÂ‘Ì‚Å‚Í
Žt•”“ÁˆÙ“I‚Èˆâ“`Žq”­Œ»‚ðŽ¦‚·ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚ª•AŽq
—t‚É‚¨‚¢‚Ä‚ÍŠÇ•ó—v‘f‚Æ•„’è‚³‚ê‚é‘g•D‚ÉŒÀ’è‚³‚ê
‚½”­Œ»‚ðˆø‚«‹N‚±‚·‚±‚Æ‚Í‹»–¡•[‚¢•Bˆê•û•AƒVƒ…•[
ƒg’¸‚ð•‡‚Þ—ÕŽ²‚Ì•c’f–Ê‚Å‚Í•A•õ•F‚ÍƒVƒ…•[ƒg’¸‚Ì
“à•”(“à‘Ì)‚ÉŒÀ‚ç‚ê‚Ä‚¢‚½•B
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3aJ 04 
•¶’·•·‚Ì”F‚ß‚ç‚ê‚éƒAƒJƒVƒAŒZ’í‰ÆŒn•·‚É‚¨‚¯‚éƒQƒmƒ€”äŠr
”ÕŽR̃A‰¤•A“ú”ö–ì—²(‰¤Žq•»Ž†•E•X—ÑŽ‘Œ¹Œ¤)

ƒQƒmƒ€‰ð•Í‚ª•i‚ñ‚Å‚¢‚é•A•¨Ží‚É‚̈ ‚¢‚Ä‚Í•AŽÀ•Û‚ÌŒ`Ž¿”­Œ»‚Æ‚±
‚ê‚ç‚ÉŠÖ— ‚̂·‚éˆâ“`Žq(ŒQ)‚Ì‰ð•Í•A‚³‚ç‚É‚ÍŒÂ•X‚Ì̂ â“`ŽqŽY• ‚̈Å
‚ ‚éƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿ƒŒƒxƒ‹‚É‚̈ ‚̄ ‚é‹@•\(ƒlƒbƒgƒ••[ƒN)‚Ì‰ð–¾‚ð–Ú“I
‚Æ‚µ‚½Œ¤‹†‚ª•¡Œã‹}‘¬‚É•i‚Þ‚Æ—\‘z‚³‚ê‚é•B‚±‚ê‚ç‚Ì‰ð•Í•î•ñ‚ª•A
ŽÈ•¨‘S”Ê‚É‹¤’Ê‚·‚éŠî”Õ“IŒ»•Û‚ð—•‰ð‚·‚é•ã‚Å—L—p‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚Í
‹ ‚̂¤—]’n‚à‚È‚¢•B‚µ‚©‚µ‚È‚ª‚ç•A“Á’è‚ÌŽí‚É‚Ì‚Ý”F‚ß‚ç‚ê‚éŒ`Ž¿‚Ì
‰ð•Í‚É‚̈ ‚¢‚Ä‚Í•A‚±‚ê‚ç‚Ì•î•ñ‚É‚à“K—pŒÀŠE‚ª‚ ‚é‚ÆŒ¾‚í‚́ ‚é‚ð“¾
‚È‚¢•B

‰ä•X‚Í•A—Ñ–Ø‚É‚̈ ‚̄ ‚é“ÁˆÙ“IŒ`Ž¿‚ð‹K’è‚·‚éˆâ“`Žq—vˆö‚ð’¼•Ú“I
‚É‰ð•Í‚·‚é‚½‚ß‚ÌŽè’i‚Æ‚µ‚Ä•ALi si tsyn ‚ç‚É‚æ‚è’ñ•¥‚³‚ê‚½
Representational Difference Analysis (RDA –@)‚ð‰ž—p‚·‚é‚±‚Æ
‚ðŽŽ‚Ý‚½•B RDA –@‚Í PCR ‚ð•¹—p‚·‚é‚±‚Æ‚Å•ÄŒ»•«‚æ‚­‘•••‚³‚ê‚Ä‚­
‚é•¬ƒQƒmƒ€’f•Ð‚ð•Ä‰ñŽû‚µ(ƒAƒ“ƒvƒŠƒRƒ“‚Ì•ì•»)•A‚±‚ê‚ð•o”­•Þ
—¿‚Æ‚µ‚Ä‰ð•Í‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ‚èƒQƒmƒ€•ã‚Ì•·ˆÙ‚ðŒŸ•o‚·‚é•û–@‚Å‚ 
‚é•B‰ä•X‚Í•ð”N“x‚Ì–{‘å‰ï‚É‚̈ ‚¢‚Ä•AŒ´–@‚ÌƒQƒmƒ€ƒTƒuƒgƒ‰ƒNƒVƒ‡
ƒ“Œø‰Ê‚É‰Á‚¦‚Ä•A“̄ ê̂•Þ—¿‚©‚ç’Š•o‚µ‚½s1 RNA —R—‚̂ÌcDNA ƒvƒ••[ƒv
‚É‚æ‚éƒnƒCƒvƒŠƒ_ƒCƒ[•[ƒVƒ‡ƒ“‚ð•¹—p‚µ‚½“ÁˆÙ“Iƒm•qƒ“ƒh‚ÌŒŸ•o‚É
‚Â‚¢‚ÄŽÀŒ±•ðŒ••À‚Ñ‚ÉŒ‹‰Ê‚ð•Ð‰î‚µ•A‰ä•X‚Ì‰ð•Í•û–@‚ª—LŒø‚Å‚ ‚é
‚±‚Æ‚ð•ñ••‚µ‚½•BŒ»•Ý•A‘O‰ñ—p‚¢‚½•Þ—¿(ƒxƒgƒiƒ€Ž–‹Æ•A—Ñ’n‚É—R
—ˆ‚·‚éƒAƒJƒVƒAŽí‚ÌŒZ’í‰ÆŒn‚æ‚è•¶’·•«‚ª–¾‚ç‚©‚ÉˆÙ‚È‚é‚±‚Æ‚É
‚æ‚è‘I”²‚µ‚½ 2 Œn“•)‚É‚̈ ‚̄ ‚éƒQƒmƒ€ƒTƒvƒgƒ‰—[•Aƒ“ƒ‡ƒ“‚É‚æ‚Á‚Ä“¾
‚ç‚ê‚½ƒoƒ“ƒh‚É‚Â‚¢‚Ä•A‚±‚ê‚ç‚Ì•\‘¢‰ð•Í‚ðŒp‘±‚µ‚Ä‚̈ ‚±‚È‚Á‚Ä‚¢
‚é•BƒQƒmƒ€ƒ‰ƒCƒuƒ‰ƒŠ•[‚ð•ì•¬‚µ•AƒTƒvƒgƒ‰ƒNƒg‚³‚ê‚½•”•ª‚ðŠÜ‚Þ
ƒQƒmƒ€—Ì̂ æ‚ð“¾‚½Œã•AŽü•Ó—Ì̂ æ‚Ì•\‘¢‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½•B•¡‰ñ•A•\‘¢‰ð
•Í‚É‚æ‚è“¾‚ç‚ê‚½ ORF ‚ðŠî‚É‚µ‚½ƒf•[ƒ^ƒx•[ƒX‚Å‚Ì‘ŠŒü•«ŒŸ•õ‚È
‚ç‚Ñ‚É”­Œ»‰ð•Í‚É‚Â‚¢‚Ä“¾‚ç‚ê‚½Œ‹‰Ê‚ð•ñ••‚·‚é•B

3aJ 05 
“úŽüŠú‚̈ ‚æ‚Ñ•ª’PˆÊ‚Å”­Œ»‚·‚éŽ÷Š²‚Ì“dˆÊ•Ï“®‚Æ’¼Œa•Ï
“®
”ÕE“ÙŠŽ1•C 3•A—é–ØŽO’j2•C 3•A—é–Ø‹Ï“ú(1•ÎŠª•ê•C‘å•E—••H•A
2“Œ–k‘å•E—••E•A•̈‰€•A 3—•Œ¤•Eƒtƒ•ƒ“ƒeƒBƒAƒTƒCƒGƒ“ƒX•E
ƒtƒHƒgƒ_ƒCƒiƒ~ƒNƒX)

Ž÷–Ø‚ÌŠ²‚É‚Í•̈ Ž¿‚Ì—A‘—‹@”\‚Æ‹@ŠB“IŽxŽ•‹@”\‚Æ‚ª‚ 
‚è•A‚»‚Ì‹@”\”­Œ»‚Æ‚Æ‚à‚ÉŠeŽí•¶—•–âŽå•AŒ ‘̀Ô•EŠTŠž•Ï
‰»‚ª•¶‚¶‚Ä‚¢‚é•B•A•̈ ‘Ì“à‚ÌŒ»•Û‚ð”ñ–CŽB“I‚É”ĉ ¬‚·‚é
ˆêŽè–@‚Æ‚µ‚Ä“dˆÊŒv‘ª‚ª‚ ‚°‚ç‚ê‚é‚ª•AŽ÷Š²“à•”Œ»•Û‚Ì
‚æ‚¤‚É‹ï•ĵ ø ç̂•ñ‚ª–R‚µ‚¢•ê•‡•A“dˆÊŒv‘ª‚ÌŒ‹‰Ê‚Ì‚Ý‚Å
Š²“à•”‚ÌŒ»•Û‚ð”ĉ¬‚·‚é‚±‚Æ‚Í•¢“ï‚Å‚ ‚é•ê•‡‚ª‘½‚¢•B
ˆê•û”ì‘å•¶’·‚ð‚Í‚¶‚ß‚Æ‚·‚éŽ÷Š²‚Ì•¶’·‰ß’ö‚ÉŠÖ‚µ‚Ä‚Í
Œ ‘̀ÔŠw“I‚È•î•ñ‚ª–L•x‚É’~•Ï‚³‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚»‚±‚Å‰ä•X‚Í
Ž÷Š²•\–Ê‚Ì“dˆÊ•Ï“®‚ÆŠ²‚Ì’¼Œa•Ï“®‚ðŒv‘ª‚·‚é‚±‚Æ‚É‚æ
‚è•AŽ÷Š²“à•”‚ÌŒ»•Û‚ÉŠÖ‚·‚é•î•ñ‚ÌŽû•W‚ðŽŽ‚Ý‚½•B‚»‚Ì
Œ‹‰Ê•AŠ²‚Ì•\–Ê“dˆÊ‚Í–¾Šm‚È“úŽü•Ï“®‚Æ•b‚©‚ç•ª‚ÌŽ•‘±
Žž•·‚ð‚à‚Á‘¬‚¢•Ï“®‚ðŽ¦‚·‚±‚Æ•AŠ²‚Ì’¼Œa‚à‚±‚ê‚ç‚Æ—Þ
Ž—‚Ì“úŽü•Ï“®‚Æ‘¬‚¢•Ï“®‚ðŽ¦‚·‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚è•A“d
ˆÊ•Ï“®‚Æ’¼Œa•Ï“®‚Ì“¯”¶Ža‚ªŠ²“à•”‚Ì•”Œ»•Û”cˆ¬‚É—L
Œø‚ÈŽè’i‚Æ‚È‚è‚¤‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚êŠÛ



3aJ06 
水生植物ヒルムシロ殖芽の無酸素中での成長に伴う

アラニンの蓄積

隼盛童込、石海公明(東北大・院・理・生物)

ヒルムシロ (Potamogeω'ndistinctus A. Benn.)は、水
田や湖沼、水路などに生育する単子葉類の浮業権物で、地

下茎にバナナの房状の殖芽を形成する。この殖芽は休眠覚

醒後、酸素濃度の低下に応答して成長を開始する。殖芽は

主に節間が伸長し、その伸長は無酸素条件で最大になる。

また、暗黒の無酸素条件下でも 1ヶ月を越えて生存する。

この著しい嫌気耐性の機構の解明を目指している。

ヒルムシロ殖芽には、無酸素条件でも 0.8を越えるエネ
ルギー充足率を持続する活発なエネルギ一合成系が存在

し、これが嫌気条件での成長の持続を可能にしていると考

えている。14C_グルコースを用いたトレーサー実験から、

無酸素中では多量のエタノールが生産されることが判り、

無酸素中での ATP合成は主にエタノール発酵によると推

定した。また、殖芽中の多糖類、タンパクtの変動を空気
中と無酸素中で比較したところ、無酸素中では、デンプン

のみが減少することから、エネルギー源としてデンプンを

利用していると推定した。一方、各種アミノ酸含量の変動

を調べた結果、無酸素中でのみアラニンが顕著に増加する

ことが明らかとなった。ヒルムシロ殖芽の無酸素中での成

長を支える活発なエタノール発酵の維持に、アラニンの蓄

積がどのように関わっているかを検酎中である。

3aJ07 
トランスポゾンACIのsを用いたシロイヌナズナのトランスポゾ

ンタギング.アルビノ変異体の解析

杢量全王1，2、伊藤卓也l、篠崎和子2、篠崎一雄1 (1;理研・

縞物分子生物、 2;農水省国際農研・生物資源)

シロイヌナズナの全温基配列決定後、注目する遺伝子の機能

を解析するためには遺伝子破壊系統の整備が重要である。我々

はシロイヌナズナにおいて、トランスポ、ノンAc/Dsを用いて遺

伝子破壊系統を作製することを目的として以下の実験を行った。

我々は、塩基配列の決定が進んでいる5番染色体に注目し解

析を行った。 5番染色体にマップされているDsを転移させるた

め、 Dsを持つ系統とトランスポゼース遺伝子を持つAc24系統

を交配し、自家受精により、 1000のトランスボゾン挿入系統

(F2世代)を作製した(1)0Ds挿入部位に隣接するゲノム配列を

Tail-PCR法を用いて回収し、ゲノムのデータペースを利用して

配列解析を行ったa その結果、 SNFl禄プロテインキナーゼや

MADS boxタンパク質、 potassiumtransporterなどをコードする

遺伝子の内部にDsが待入していることが明らかになった。現

在、これら挿入変具体について、表現形質の解析を行っている。

また、各ラインのF3世代について幼笛期の表現形貨を解析

した結果、アルビノ変異体と葉の色素が薄くなる変異体が得ら

れた。遺伝学的解析から、これらの表現型はDsの挿入が原因

と考えられる。現在、これら変異形質の原因遺伝子の解析を行っ

ている。

(1 )Smith et al. (1996) P1ant J 10(4): 721-732. 
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3aJ08 
トランスポゾンロ挿入シロイヌナズナを用いたリボソームタンパク質513遺

伝子の棚協斬

空盈主虫、篠崎一雄 健研・植物ナ子生物)

トウモロコシ由来のトランスポゾンk江湖立、シロイヌナズナ・ゲノム内

においても効率良く転移することが知られている.我々 は、非自律性因子

D;.及r.J.A:転移醇素遺伝子を導入した2種類の形質転換シロイヌナズナを

交配し、 B転移シロイヌナズナを作出した.約l∞系統について&に隣接す

るゲノムロゆ断片をTAIL.RごR法により回収し、部分場基語271Jを決定したとこ

ろ、多数の遺伝子へのa持入変具体を同定することカ?できた。今回、それ
ら変異体のうちの一つである、リボソームタンパク質513遺伝子仙沼'513/>l

のノックアウト・シロイヌナズナの解析を報告する。

タンパク質合成の場であるリボソームは、多数のリボソームタンパク質

とリボソーム応Aより成る複合体で、細胞の活動に必要不可欠である.

k応'513，必量伝子のノックアウト・シロイヌナズナは、栄養成長期において

業が小さく、また、細く尖った形態を示した。また、抽台カ望号生裂と比較

して約1週間遅れた.サザ〉解析より、S13遺伝子は、町叫19B"恐firrilyを精成

していることも明らかとなった。これら結果は、纏物体の成長には、栄養

成長期及び、栄差成長から生殖成長への移行期のシュート頂において、全

てのS13遺伝子コピーからの発現カt必要であることを示唆している。エンハ

ンサー・トラッフ桧を利用した組織レベルの発現解析より、 k却さ13，必宣伝

子は地上部では、茎頂音且若い樹容剛織、若い花芽、阪芽など、分裂活

性の高い組織での構成的発現が見られるのに対し、根では、構成的発現パ

ターンを示さず、オーキシンによる恨幅誘導待に発現が見られた。この結

果は、1vRFS13A宣伝子が地上部と地下部で異なる発現蜘胸を受けているこ

とを示唆している。

3aJ09 
イネにおけるアクチベーションタギングを利用した変異系統作

成法の開発

韮一五盤、杉本和彦、阿部健、田切明美、西沢八恵子、庚瀬咲

子、永閏俊文、鐘ケ江弘美、柴田百合子、土岐精一、字垣正志、

演近洋彦、菊池尚志 (農水省・生物研)

アクチベーションタギング法はエンハンサー配列をゲノムD

NA中にランダムに掃入し、挿入部位近傍の遺伝子の活性化を

引き起こすことで突然変異体を取得する方法で、近年シロイヌ

ナズナなどの双子葉植物で gain of function型の突然変異体の

取得に利用されている。しかしながら単子葉植物でこの方法の

利用はほとんどないため、我々はイネで新規遺伝子の単離を目

的に変異系統を作成した。

アクチベーションタギング法では通常エンハンサーのみを挿

入するが、本研究では改変したプロモーターを挿入した。

CaMV35Sプロモーターのエンハンサー4コピーを 35 Sプ

ロモーター上流に連結し、 トウモロコシのトランスポゾンos 
上にのせる形でTーDNAに挿入した。アグロパクテリウム法

により 1000個体以上の遺伝子導入イネ (T。世代)を得た。

この中には雄ずいが維ずいに変換する花の形態変異体、病斑業

変具体などが存在していた。現在、次世代の解析、導入T-D

NAの近傍配列の単離を進行中である。また、 To世代のイネ

をAcトランスポゼースを持つイネと交配し種子を得たので、

次世代での変異の鉱大が起こるかどうかについても調べる予定

である。



3aJlO 

・パーティクルガン法によるホウライシダ配偶体の形

質転換

温企盟王，鐘ケ江健，和田正三(都立大・理・生物)

ホウライシダ配偶体では，光屈性，葉緑体光定位

運動，光による細胞分裂の調節等，フィトクロムあ

るいは青色光吸収色素を光受容体とする様々な細胞
レベルの光反応が知られている。今回我々は，ホウ
ライシダにおける形質転換系の確立のため，パーテ
ィクルガン法を用いてマーカー遺伝子を導入し，そ
の発現を解析した。

マーカー遺伝子としては， CaMV 35Sプロモータ
ー制御下の GUS遺伝子を，ホウライシダの内生の
遺伝子である CRY2遺伝子に挿入したものを用い

た。材料は，赤色光下で4日間培養した原糸体で，
これは単細胞の原糸体細胞と，仮根により構成され
る。遺伝子導入後約1ヶ月間白色光下で培養したと
ころ，すべての細胞において GUS活性が見られる
前葉体を複数得た。これらは，安定な形質転換体で

ある可能性が考えられる。
また，得られた形質転換体について， 導入した遺
伝子がゲノム上の CRY2遺伝子の位置に組み込まれ
たかどうかを， PCR法によって検出する試みにつ

いてもあわせて報告する。

3aJll 
NUCLEOSIDE DIPHOSPHATE KINASE IS 
ESSENTIAL FOR THE NORMAL CELL 
ELONGA TION PROCESSES 
L血ιヱAN，Maki KA WAI， Akira YANO， Hirofumi 
UCHIMIYA; Inst. Mol. Cellu. Biosci.， Univ. ofTokyo， 
Yayoi 1-1-1， Bunkyo・ku，Tokyo 113-0032 

A chimeric gene encoding an anti-sense RNA of NDP 
kinase (nucleoside diphosphate kinase) under the control 
of the Arabidopsis HSP81・1promoter was introduced 
into rice plants (Oryza sativa L.) using Agrobacterium 
transformation system. At the stage of maturity 
transgenic anti-NDPK plants had shorter height when 
compared with non-transformants. The expression of the 
anti-sense RNA down-regulated the accumulation of 
mRNA so that the enzyme activity was reduced even 
under the standard growth temperatur巴 (250C)in 
transgenic plants. Upon the heat shock treatment (370C) 
NDP kinase activities in some transgenic rice plants were 
more reduced than those grown under 250C. 
We established the conditions for coleoptile 

growth， namely， col巴optilegrowth test under submerged 
conditions， where detailed observations of cell growth 
processes were carried out. The cell elongation process 
was inhibited in anti-NDPK transgenic plants， 
suggesting altered guanine nucleotide level may be 
responsible for the processes 
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3aJl2 

シロイヌナズナメタロチオネイン2amRNA減少変異株の
解析

重運茎=、藤原徹、林浩昭、茅野充男 (東大院・農・

応生化)

前年度大会で、シ口イヌナズナメタロチオネイン2a
仰T2a)mRNA.蓄積の減少tJm柄基部の形態異常に関与
する可能性について報告を行った。報告したEMS変異株

では、 MT2amRN初蓄積の厩幼唱膿され危これより、
変異株ではMT2a遺伝子の転写、或いは転写御l御に異常
があると考えられた。変異株のMT2a構造酒去子、及び上
流約1kbのプロモーター領域のシーククエンシングを行っ
たところ、この領域に変異は存在しなった。そこで、変

異株に、 MT2aプロモーター領域(約1k防と乱β遺伝子
をi艶吉した融合遺伝子を、掛け合わせにより導入し、解
析を行った。その結果、これらのラインでは、1)はJS活

性がコントロール株に比べて約1/2に減少していること、

2)組織特異性、過剰重金属に対する転写誘導のパター

ンはコントロール株と変わらないこと、が明らかとなっ

た。以上の結果より、この変異株は、 MT2a遺伝子の発現
量を維持する樹首に異常があると考えられる。

3pJOl 
ヒゲカピ (Phycomycesblakesleeanus)の胞子嚢柄発生分化に及ぼす

赤色光の影響

雀寛三¥堀江直司、宮寄厚，大瀧保(忠商大・応用生物3

東北大・遺生研)

ヒゲカピ (Phycomycesblakesleeanus)は、菌糸上に 2種類の胞子嚢

柄すなわち、直径 150凶n、長さ IOcm以上にもなる巨大な
macrophore (macrosporangiopho問)と直径 l匂皿、長さ 2・.3mmの微小

なnuCfl叩hore (microspora噌 ophore)を分化する.近年、ヒゲカピ
の種々の光反応が明らかにされ、特t~巨大な macrophores に関しては、

①その形成や胞子嚢の分化に及ぼす光誘導効果、②光の強さの増減

による成長速度の泡減変化(li俳句row合間pon田)、③非対称的に照射

された光刺激に対する光屈性反応(phototropism)などが知られ.多〈
の研究がなされている。これらの光反応は主として、青色光や紫外

光などの短波長の光によって起こり、例えば光屈性に関しては赤色
光は青色光に比べ約 10億分の 1f-呈の効果しかなく，また、赤色光
は青色光に対して拾抗的に働くことが僅かに知られているに過ぎ

ないー一方、綾性胞子嚢柄である microphoresに関しては、その発生
が白色光、特に青色光によってほぼ完全に抑制され、これまでは

暗所か赤色光下での発生しか知られていなかった包この場合、 赤色
光の積極的な影響はなく、そのため胞子獲柄の発生分化にとっては

暗所と全く同じ効果であると信じられてきた。本研究では、我々は
この microphoresの発生分化に対しても、青色光と赤色光との措抗
作用を示唆する実験結果を得ることができた。すなわち、一定時間

暗条件下で生育させたヒゲカピの菌糸に青色光を照射すると、
micropl国間の形成は阻害されるが、その阻害効果はその後に照射

した赤色光によって減少する。現在我々は、この現象を光に対する

感受性の違う突然変異体を用いてより定量的に証明し，測定する

ために種々の光照射プログラミングを行っているa 今回は.t尋ら
れた結果の一部について報告する。



3pJ02 

セン類Physcomitrellapatensでのフィトクロム依存

葉緑体光定位運動

白血A 雄、佐藤良勝、和田正三(都立大院・
理・生物科学)

シダ類の多くの種では、原糸体がフィトクロム依

存の光屈性反応を示す。これら原糸体細胞は同時に

フィトクロム依存の葉緑体光定位運動を示す。赤色

光に光屈性を示さない種では、赤色光による葉緑体

光定位運動も見られない。また、ホウライシダの赤

色光誘導光屈性を欠く変異体では、どの変異株も赤

色光による葉緑体光定位運動をも欠失している。こ

れらの事実は赤色光による光屈性と葉綜体定位運動

が同ーのフィトクロム系に依存していることを示唆

している。赤色光誘導光屈性はシダだけでなく、セ

ン類の原糸体細胞でも見られる。しかし、これらの

細胞では青色光誘導の葉緑体定位運動は知られてい

るものの、赤色光による反応はまったく報告されて

いない。そこで、本研究ではPhyscomitrellaを用い

赤色光の細胞部分照射により葉緑体の光定位運動を

調べた。その結果、照射部位に葉緑体が集まる弱光

運動、照射部位を逃避する強光反応ともに見られ、

フィトクロム依存であることがわかった。

3pJ03 

白色光によるエンドウ上腔軸カスパリ一線の発達遅

延に対する光合成阻害剤の影響

高屋恵理子、阜卑ニ邸、井上 弘1、菅井道三
(富山大・理・生物、l富山大・理・生物圏環境)

カスパリ一線は内皮細胞のpericJinalwallに形成され、水や

イオンのアポプラストバリアとしてはたらく、スペリンやリグ

ニンからなる構造である。アラスカエンドウの上阪軸において

は、暗所で育てた場合にはカスパリ一線は形成されるが明所で

育てた場合形成されない。このことは植物内部組織の発達が光

により制御される例として興味深いが、その仕組みはよくわか

っていない。今回、阻害剤を用いてこの反応における光合成の

関与を調べた。

まず暗所で8日間育てたアラスカエンドウ上経軸にDCMU

(10μM)を与え、白色光を20時間照射した。この時点で上目壬軸

より切片を切り出し、青色光で短時間励起したときのクロロフ

ィル蛍光の誘導を調べることで、薬剤の有効性を確かめた。ま

たカロチノイド合成を阻害することでクロロフィルを光酸化に

より破接させる薬剤である、ノルフルラゾンの存在下(80μM)
で吸水させ、同薬剤l存在下で7-8日間暗所で育てた芽生えに白
色光を48時間照射し、クロロフィル含量を調べることで薬剤lの
有効性を確かめた。いずれの薬剤を与えた場合でも、薬剤l処理
開始から48時間後にカスパリ一線の発達を調べたところ、白色

光を照射した場合は薬剤の有無とは関係なくカスパリ一線の発

達は遅延していた。

これらのことから、白色光によるエンドウ上阪軸カスパリ一

線の発達停止に光合成は関与していない可能性が示唆された。
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3pJ04 

エンドウ上匪軸のカスパリ一線の発達は

入射光量に依存して遅れる

直星重星I、膚原一郎、菅井道三(富山大・理・生物)

維管東纏物の根には水やイオンの保持‘運織に関わるカスパリ一

線と呼ばれる構造が発達している.カスパリ一線は、内皮細胞の細

胞鐙に疎水性の物質がバンド状に蓄積して形成されたもので根だけ

でなく地上部の器宮にも形成される場合がある.暗所で育てたエン

ドウ芽生え上陸軸にもカスパリ一線が形成される.エンドウ貧化芽

生え (8-9日齢)を白色光下に移すとカスパリ一線の発達が停止す

ることが報告されている.

本研究の目的はエンドウ上底納におけるカスパリ一線の発達が白

色光により阻害される仕組みを明らかにすることである。まず白色

光がカスパリ一線の発進に与える影響を光照射により生じたカスパ

リ一線の発達の遅れを指標として定量する方法を確立し、次にこの

方法を用いて照射時間・照射光強度及び照射総光量と反応との関係

を鋼べた.8-9日齢のエンドウ貧化芽生えに照射時間を4段階

件、 8.12. 16時間)、照射光強度を3段階 (5、10、20
w/m')に変えて白色光を照射した.10w/m'の白色光を16時間

連続照射した湯合、上経軸のカスパリー織の発達は暗対照に比べ約

40.5時間遅れた.発達の還れは照射時間と、照射光強度に依存
し、光の強さと照射時間の積、即ち総光量は発達が遅れた時間から

照射時間を差し引いた値に比例し、留置べられた光強度と照射時間の

続函内で相反則(ブンゼン=ロスコーの法則)が成立した.今回の

給果と、白色光によるカスパリ一線形成の阻害は光合成阻害剤に

よって阻害されないこと(高屋ら1999年度年会)から、この現象

は光形態形成反応であることが強〈示唆された.

3pJ05 

UV-Bによるキュウリの成長阻害に対するUV-N青色光の影響

誼批盟亙 1清水英幸，近藤矩朗 (東京大・院・理系，

l国立環境研)

植物に対する紫外線の影響については. UV-Bによる成長

阻害などのネガティプな影響に関する報告が主流だった.しか

し最近では，様々な縞物において UV-Aが植物の成長，クロ

ロフィル量の猶加などに対して促進的な効果を持つという報

告が多数なされている.我々の研究室では，紫外線の研究に汎

用されているキュウリ幼植物体を用いた実験で UV-Bと

UV-A/可視光の相互作用について研究を行ってきた. その結

果.UV-B照射によって葉面積成長抑制，光合成活性の低下な

どの影響を受けている循物に UV・Aから青色域にかけての光

を照射すると光合成活性が促進されること，また UV・B を照

射せずに UV-Aから青色域にかけての光を照射した場合には，

葉面積成長が促進されることは、既に98年の日本植物学会で

報告した.今回はその結果に続き. UV・Aから青色域にかけ

ての光を全く含まない光で生育した纏物，もしくはそれを含め

た光で生育した植物に UV・Bを照射した結果を比較すること

によって. UV-Aから青色域の光が葉蘭積の成長や光合成活

性に及ぼす影響についてさらに詳しく考察する.



3pJ06 
シロイヌナズナにおけるNDKの発現と機能の解析
箆血宣王、矢部尚登、蓮沼im嗣(繍浜市大・木原生研・総合理学〉

当研究室において、アラスカエンドウのヌクレオシドニリン
酸キナーゼ(NDK)は、赤色光照射特異的にリン酸化レベルが
上昇し、近赤外光によりリン酸化が抑制されることが見出さ
れている。
本研究では、形質転換が容易で遺伝学的手法が可能なシロイ
ヌナズナを用いて、 NDKの光信号伝達への関与と機能の解析
の一環として、その発現調節微調理の解析を行った。シロイヌ
ナズナでは、最近になってNDK遺伝子ファミリーの情成遺伝
子が少なくとも 3種単離されているが、その機能や発現僚式
についてはほとんど解っていない。本研究では、まずシロイ
ヌナズナNDKの中でも最も発現量の多いものの一つである
AtNDK1の発現調節機構を解析するため、ゲノムライブラリー
より 5'側上流約6.0Kbを含むクローンを単離した。 5・側転
写調節領銭約1.8 kbについてその塩基配列を決定したところ
翻訳開始点より上流約100bpの位置に熱ショックエレメント
のコンセンサス配列が4ユニット保存されていた。このクロー
ンをもとに、 AtNDK15'よ流側約1.8kbを含み、 AtNDK1のタ
ンパク質コード領爆をほとんど含まないもの(pYT4NB)と、
イントロン及びタンパク質コード領織の大部分を含むもの
(pYT4NN)1こGUS遺伝子を翻訳レベルで融合し、シロイヌナズ
ナに導入、その発現パターンを解析した。
現在、 pYT4NBについて得られている形質転換体について

GUS組織化学染色を行ったところ、花粉および綬で強いGUS活
性が見られたほか、受粉後の柱頭毛および受粉後の子房内部
においても GUS活性が見られた。
今後は、光や勲、酸化ストレスといった刺激に対する応答性
や、細胞内局在、発現の器官特異性を解析する予定である。

3pJ07 
シロイヌナズナの光形態形成に関わる共転写因子群

山杢望室:、関根友紀子¥Xing・WangOeng12、松井南
1

c理研・フロンティア、 2Yale大.MCOB) 

シロイヌナズナの CONSTfTUTlVELY PHOTOMORPHO・

GENlC7 (COP7)は光応答を暗所下で抑制する働きを担う光

形態形成のマスタースイッチの一つであり、その蛋白質産物

は暗所下においては核に、明条件下においては細胞質に局在

する。 COPlの機能を明らかにすることを目標に、 COPlと蛋

白質レベルで結合しうる遺伝子を単灘し、それらと相同性が

あるものを加えて計 6つの遺伝子を COP7・Interョcting

Protein， C1Pとして同定した.逆向き遺伝学の手法を用いて
、CIPの生体内における役割を調べたところ、 6つのうち 4
つが実際に光形態形成に関与していること、そしてこの4つ

がすべて、 COP7のような光形態形成を抑制する因子ではな

く、逆に光形態形成を促進する因子であることが明らかにな

った。また、これら4つのCIPのタンパク賞産物はすべて転

写のコアクチベーターであることが示唆された。以上の知見

並びlこCIPの遺伝子発E見解析から以下のような仮鋭が提唱さ

れた.すなわち、 CIPは光依存性遺伝子群の発現を活性化す

るのに必要な転写共因子であり、光シグナルに応じてCOPl

がCIPを抑制/脱抑制することで光誘導性遺伝子群の発現翻

節が行われる。
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3pJ08 
光依存、組織特異的発現パターンを示すプロモ

ータートラップラインの解析

田中慎一郎、望月伸悦、長谷あきら(京都大・

理・植物)

我々はシロイヌナズナのプロモータートラッ

プ系統を用い、光による遺伝子発現制御の研究

を行っている。INRAが作出したトラ ップ系統よ

り我々が再単離した N35系統では、暗所で下匹

軸下部においてレポーター遺伝子の発現が上昇

する。そこでさらに詳しくその発現制御様式を

解析した。

N35系統では、明所から暗所へ移す直前に FR

の照射を行うと暗所でのレポーターの発現が促

進された。この結果は本遺伝子の発現がフイト

クロムにより制御されていることを示している。

さらに、この反応の光受容部位を調べるため子

葉を切除する実験、 FRの部分照射実験を行った

ところ、下匹軸ではなく子葉が光受容部位であ

る事が示唆された。以上の結果は子葉から何ら

かのシグナルが下匹軸下部に伝えられることを

示しており、その実体としては、植物ホルモン

であるオーキシンを考え、解析中である。

3pJ09 
光周期依存的な花成制御におけるFT遺伝子の役割

小林恭士、賀屋秀隆、岩測雅樹1、荒木崇

(京都大 ・理・植物、1現・岡山県生物科学総研)

シロイヌナズナの花成時期遺伝子FTは、機能欠損

により花成遅延を引き起こす遺伝子である。我々は、

FT遺伝子の発現の極大が花成決定直前にあることを

見出し、この遺伝子が花成制御を理解する上で重要

な鍵になるという見方に立って研究を進めている。

FT遺伝子の過剰発現体では、日長によらず極端な

花成早化が見られるが、これは機能欠損変異体の場

合、日長への応答性が失われるという解析結果と併

せてFT遺伝子力、・日長に依存した花成制御の中心的な

調節因子である可能性を示峻する。

次にわれわれは、光周期による花成制御経路の重

要な遺伝子であるcoの機能欠損変異体で、 FT遺伝
子の発現が顕著に低下していることを明らかにした。

さらにテキサメタゾンを用いて co活性を誘導する
と、 FT遺伝子の発現が有意に上昇することを確認し

た。これらは、遺伝学的解析結果と併せて、 coの
下流でFTが花成を促進的に制御していることを意昧

するものである。



laKOl 
カワヤナギの生殖器官におけるペクチン分解酵素遺伝子の発

現特性

二主主息孟、河内宏1、篠原健司(農水省・森林総研、 1生物研)

カワヤナギ (Sallxgilgiana)の雄花由来のcDNAライブラ
リーから、ポリガラクツロナーゼ(PG)、ペクチンメチルエ

ステラーゼ(PME)、ペクテートリアーゼ(PL)に対応する

cDNAクローンを単離した。それぞれのcDNAクローンは

409、596、393アミノ酸をコードし、既知の酵素のアミノ
酸配列と40%から72%の相向性を示した。このうち、 PGに

関しては4種類のcDNAクローンを単離したが、推定される

アミノ酸配列は各クローン聞で89%以上の高い相向性を示し

た。 PG遺伝子とPME遺伝子は雄花でのみ特異的に発現して

おり、菜、茎及び根での発現は認められなかった。 PGと

PMEのmRNAは雄花の成熟過程で蓄積し、花芽が小さい時期

やセネッセンスの始まった時期での蓄積量は少なかった。一

方、 PLのm貯-.!Aのレベルは雄花、雌花や茎で高く、葉や根で

もわずかに検出された。これら遺伝子の組織特異的な発現を

解析するため、 Insltu hybridlzationを行った。その結果、
PG遺伝子とPME遺伝子は成熟花粉で特異的に発現していた。

また、 PL遺伝子は雄ずいの花糸、雌ずいの柱頭及び維管束の

木部で発現していた。以上の結果は、これらペクチン分解酵

素が生殖器官の特定の組織でそれぞれ重要な役割を担ってい

ることを示唆している。

laK02 

レンゲソウ根粒特異的に発現するプロテアーゼ
の取得と解析
自藍直記、藤江誠、字佐美昭二、室岡義勝1、
山田隆 (広大院・先端・生命機能、 l阪大院・

工・応生)

マメ科植物と根粒菌との共生機構の解明に向
けてレンゲソウ (Astragalussinicus) と根粒菌
(Mesorhizobium huakuii subsp.renge) を用い
て根粒内で特異的に発現している遺伝子の取得
と解析を行っている。
Differential display、法により取得した根粒特異
的クローンであるι32は、 1032bpのORFを合み、
推定分子量38.0KDaのプロテアーゼをコードし
ていた。 ORFのN末端近傍には液胞輸送シグナ
ルと考えられる配列が存在していた。この遺伝
子はゲノミックサザンハイブリダイゼーション
で4"""6コピー検出され、ジーンファミリーを形
成していた。 mRNAの発現は根粒特異的で、特
に感染後30日目以降の成熟根粒で強く発現して
いた。またInsitu hybridizationの結果、成熟根粒
のsenescentzoneにおいて強い、ングナルが検出さ
れた。以上より今回取得したプロテアーゼは、
成熟根粒の液胞内で機能すると考えられる。
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laK03 
コムギ種子の休日民を制御する内生因子

志望ヰ蓋・喜久田嘉郎・幸田泰則(北海道大・農・植物)

コムギ種子は休日民が浅く、 しばしば穂発芽を起こし農業上の

大きな被害を与えている。この穂発芽を防止する為には種子の

休眠機構の解明が必要であるが。 rABAそのものではなく、種

子医のABAに対する感受性がコムギ種子の休眠を決定してい

るJとするいくつかの報告があるが、未だこの感受性の本体は

明らかにされていない。そこで穂の中に存在する休日民を制御す

る内生因子について調べることにした.実験材料として穂発芽

性の異なる春コムギ2品種(易穂発芽性、ハルユタカ;難穂発
芽性、春のあけぼの)を用いた。

まず穂の生育に伴うABA含量の変動を調べたところ、 2品種

共含量は低く、その濃度では発芽を抑制できないことが判明し

た。したがってABAは休日民の誘導には直接的には関与していな

いと思われた。次に発芽抑制活性を休眠誘導活性とみなし、穏

に含まれる発芽抑制活性物質について調べた。穂のエタノール

抽出物から得た酢費量エチル可溶性分画とn-プタノール可溶性分

画にには強い発芽抑制活性がみられたが、水溶性分画には活性

は全く認められなかった。との両分画の発芽抑制活性は酸化に

より容易に失われてしまった。これらの発芽抑制分画を少量の

ABAと共存させると、発芽抑制活性は著しく上昇した。このこ

とから、との発芽抑制物質はABAと共働し、その活性を高める

共働物質(Slnerglst)ではないかと思われた。この不安定な発芽
抑制物質の量がABAの感受性を決定し、コムギ種子の休日民を制

御していると考えられる。

laK04 

種子の休眠と発芽に関わる突然変異体の選抜

出よ重ム、矢部尚登 1、LoicLepiniecz (明大・農、

1横浜市大・木原生研、 ZINRA)

種子の休眠と発芽に関わる遺伝因子の解析を目的

とし、野生型種子の発芽は阻害しない程度の穏やか

な条件で発芽抑制される変異体、および強い発芽阻

害条件下でも発芽する変異体を選披している。これ

までに、シロイヌナズナのアクティベーションタギ

ング・ライブラリーを 3，000系統選抜し、 28"C、
5%PEG、0.3μMABAの各条件で発芽阻害される

系統、 25%PEG、1μMABAの各条件でも発芽する

系統、および発芽に適した条件でも発芽しにくい系

統を得た。二次選披においてABA高感受性を示し
たC61は、半矯性の個体を生じた。 22"Cでも発芽

しにくいC985の種子では、ジベレリンを与えて

も発芽率の上昇が見られなかった。発芽速度が遅い

C1256は、器官分化は正常であるが長軸方向の細

胞伸長がほとんど失われていた。現在、変異形質と

T-DNA挿入の連鎖を解析している。



laK05 
発芽イネ種子のジベレリン誘導型 αーアミラーゼ発現

におけるホスフォイノシチド情報伝達系の関与

M A. Kashem，伊藤紀美子堀秀隆三ツ井敏明(新潟

大院・自然科学・分子生命 1新潟大・農・応用生化)

私達は、イネ種子 (Oryzasativa L. cv. Nipponkai)の

発芽速度および伸長生長に及ぼす PLCの特異的阻害

剤ネオマイシンの効果を調べた。ネオマイシン(孟1

mM)はイネ種子の発芽を効果的に阻害したが、 10

mM CaCl2存在下に，おいてはその臨害効果が見られな

くなった。さらに、ネオマイシンはイネ種子アリユー

ロン層におけるジベレリン誘導型 α アミラーゼ発現

を転写、蛋白合成、酵素活性レベルで抑制したが、

10 mM  CaCl2存在下においてはその阻害効果は、転

写レベルを除いて、完全に消えることが見いだされ

た。匪盤組織においても同様な結果が得られた。ま

た、ネオマイシンは2つの αーアミラーゼ分泌組織にお

いて IP3レベjレを減少させることも確認された。以上

の結果から、 PLCはイネ種子の発芽およびジベレリ

ン誘導型 G ーアミラーゼ発現に関与していると考えら

れた。

laK06 
イネOSVPlのinvivoにおける機能の解析

墨竪--.il!L，服部束穂 (三重大・遺伝子)

トウモロコシのVplはABAによって制御される一
連の遺伝子の調節に関わる種子特異的転写制御因子

をコードする。イネにおいても、 VPlのホモログと

してイネ OSVPlが単離されており、プロトプラスト

を用いたトランジエントアッセイにおいて、イネ

Em遺伝子(Osem)プロモーターからの転写を活性化し

得ることなどから、 OSVPlは機能的にもVPlと相同

であると考えられている。しかし実際に植物体内に

おいて、 OSVPlがVPlと同等な機能を果たしている

か否かについてはこれまでのところ知見がない。そ

こでOSVPlのinvivoにおける機能を解析するために、
Osvpl cDNAをアクチンプロモーターに大すして、セ
ンスとアンチセンス方向につないで過剰発現させた

トランスジェニックイネを作成した。センス過剰発

現個体では、種子特異的ABA応答性遺伝子が植物体

においてもABA誘導を受けるようになった。また、

アンチセンス個体では、穂発芽性が増加していた。

これらのことから、 OSVPlが植物体内において、

実際にVPlと同等な機能を果たしていることが明ら

かになった。
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laK07 
"分裂セット"に関する研究
黒岩常祥・宮城島進也・黒岩晴子 1 東大・院・理
・生物科学、 1共立女子短大・文科)

Cyanidioschyzon merolaeは直径 2μm、ゲノムサイズ
約 14 Mbpと極めて小さな単純胞の紅藻である。ま
た、アクチンを使った分子系統学的解析から、真核生

物として最も早く分岐した生物の一つであることが明
らかとなっている。本研究の目的は、この藻をつかっ
て真核細胞の最小のユニット構造と、それの分裂時に

おける挙動を電子顕微鏡を使って明らかにすることで
あった o その結果、 C.merolaeは高等な真核細胞に見
られるほとんど総ての細胞小器官(細胞核、ミトコン
ドリア、色素体、マイクロボディ、ゴノレジ体、エンド

ソーム、リソソーム、小胞体など)を 1個ずつもって

いることが明らかとなった。またそれらの分裂時にお
ける挙動を調べたところ、先ず葉緑体とミトコンドリ
アの分裂に独自の分裂装置が出現した。この分裂装置
にはマイクロボディが付着していた υ 分裂中のミトコ

ンドリアにはリソソームが付着し、分裂中のマイクロ
ボディの両極にはミトコンドリアと付着する装置(斑)
があった。今回は新たに分裂中のミトコンドリアの両

極と中心体を結びつけている構造が発見されたn この
ことから、細胞分裂とは、細胞核分裂だけでなく細胞
内のオルガネラの分裂と分配を有機的に結びつける構

造からなる"分裂セット"の分裂であることが明らかと
なった。

laK08 
アラビドプシスの CDK活性化キナーゼ(CAK)と相互作用
する因子の単離と解析

松林聡子、梅田正明、内宮博文 (東大・分生研)

細胞周期の進行を制御するサイクリン依存性キナーゼ

(CDK)は、制御因子であるサイクリンとの結合、特定の

アミノ酸残基のリン酸化.脱リン酸化によりその活性が制

御されている。 CDKの活性化に必須な T-loop中のスレオ

ニン残基のリン酸化を触媒するのが、 CDK活性化キナー

ゼ (CAK)である.

悔田らにより単離されたアラピドプシスの CAK

( CaklAt)は、全体のアミノ酸配列において他の生物由

来の CAKとの相向性はそれ程高くなかった。系統樹上で

もcaklAtは新規の CAKをコードしていると考えられた.

caklAtの発現をタンパク質レベルで解析したところ、植

物ホルモンや糖などの栄養分による発現制御を受けない

ものの、分裂活性の高い細胞でのみ発現していることが明

らかになった。また、アラビドプシスの粗タンパク質をゲ

ル滞過により分画したところ、 CaklAtタンパク質および

CAK活性は、推定される CaklAtの分子量よりもはるか

に大きな分子量の画分において検出された。これらの結果

から、 CaklAtは、他の因子と複合体を形成することによ

り活性を発現すると考えられる.そこで、現在、醇母の

two-hybrid systemを用い、 CaklAtと相互作用する因子

のスクリーニングを行い、得られたクローンの解析を進め

ている.



laK09 

イネCDK活性化キナーゼと相互作用する因子の単

離及び解析

山旦韮型↓、梅田正明、橋本純冶1、内宮博文 (東

大・分生研、 l農水省・生物研)

細胞周期の制御において中心的な役割を果たし

ているのが、サイクリン依存性キナーゼ(CDK)であ

る。 CDKには高度に保存されたリン酸化部位が存

在しており、これらのアミノ酸残基のリン酸化・

脱リン酸化がCDKの活性の制御に重要であること

が知られている。 CDK活性化キナーゼ(CAK)は、 T-

loop領域にあるスレオニン残基をリン酸化すること

により、 CDKを活性化するキナーゼである。我々

は昨年度の本学会において、イネのCDKの一つで

あるR2がCAKの機能的なホモログであることを示
すと同時に、 R2が少なくとも 3種類の複合体を形
成することを発表した。そこで、 Sundbergらが単

離したポプラのサイクリンHホモログを用いてR2

との結合'性をtwo-hybrid1法により解析した結果、こ

れらの蛋白質は物理的に結合することが明らかに

なった。さらに、出芽酵母のCAK変異株において

R2とサイクリンHを共発現させたところ、 R2のみ
発現させた時に比べて抑圧活性が上昇することが

明らかになった。このことから、このサイクリンH
は、 R2の活性型複合体の構成因子として存在する

と考えられる。

laKlO 
タバコの NPK1ブロテインキナーゼ (MAPKKK)のC末蹴側領
I或の機能と細胞内局在
Ell血盟 1、西浜竜一¥岩川秀和 1、町田泰則 2('名大院・
理・生命理、 2京大院・理・値物)

タバコの NPK1プロテインキナーゼは、細胞i曽殖にかかわ
っていると考えられる。特に、 NPK1 とその活性化因子であ
る NACfく1キネシン傑タンパク質の細胞周期における蓄積パ
ターンから、 NPK1はM期において何らかの機能をレている
と考えられる。 NPK1 は、その推定されるアミノ酸配列から、
N末錨側のキナーゼ領I或と C末鵡側の非キナーゼ領燥に分け
ることができる。キナーゼ領I或は、アミノ酸配列に閲レて
MAPKKKと類似しており、出芽酵母の MAPKKfくの変異株を
相補できる。 NPK1の C末縞側半分には、キナーゼの機能調
節に関わっていると推定されるいくつかのモチーフが存在す
る。最も C末蹴側に近い領I或には、核移行シグナル (NLS)と
思われる配列などが存在している。本研究の目的は、このよ
うな特徴をもっ NPK1のC末錦側の機能を解明することであ
る。そこで我々は、 NPK1 cDNA を、皇.reen Eluorescent 
Erotein (GFP)遺伝子と結合して、タパコI吉養細胞 BY・2に導
入して細胞内局在性を調べた。また C末錨側の NLS僚配列
を欠失さぜた NPK1についても同僚な解析を行った。その結
果、全長の NPK1は被に局在すること、 NLS僚配列を欠失し
た NPK1では細胞賃金体に存在することが分かった。このこ
とは、この配列がタバコ細胞のなかで NLS として機能して
いることを示唆している。さらにこの配列を含むC末鏑側の
およそ 60 アミノ酸からなる領域が、 NPK1 の活性化因子
NACK1 と相互作用することが分かった。これらの結果は、
NPK1 の機能調節にとって、 C 末鏑側の配列が重要な役割を
することを示している。
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laKll 
タバコサイクリン Dの機能解析
虫並弘阜、関根政実、河村和恵、新名惇彦(奈良先端大・
バイオサイエンス)

近年、植物から数多くの細胞周期制御遺伝子のホモロ
グが単離され、植物のG1期制御は酵母に比べ動物によ
り近いことが明らかになりつつある。動物ではサイクリ
ンDはサイクリン依存性キナーゼ (CDK4または
CDK6) と複合体を形成し、 Rbをリン酸化することによ
り細胞をS期に導く。
我々はタバコから Rb遺伝子と cdc2a遺伝子の他にサ
イクリン D遺伝子を4種単離し、パキュロウイルス発現
系を用い、タバコではサイクリン DがCdc2aと複合体を
形成し、ヒト Rbをリン酸化することを前回の大会で報
告した。今回基質特異性を検討した結果、サイクリン D
/Cdc2a複合体はinvitroでタバコ RbおよびHistoneHIに
対してキナーゼ活性を示すことが分かつた。現在、新た
に単離した Cdc2bを用いて同様の実験を行っている。
動物ではサイクリンDには2カ所のリン酸化部位が存
在しており、その一方がサイクリン D/CDK複合体のキ
ナーゼ活性に必須であることが知られている。タバコの
サイクリン Dにもリン酸化部位が保存されていること
から、アミノ酸置換変異体の作製により機能解析を試み
ている。
また、 4種のサイクリンD遺伝子の発現様式を解析す
るため、タバコ培養細胞を用いて細胞周期に伴う発現を
解析した結果、 G2/M期に発現レベルが上がる遺伝子
があることがわかった。現在、植物ホルモンや炭素j原に
対する応答性を解析している。

laK12 
DNA合成はプロトン消費反応であるー培地のアルカリ化

塁塁堕畳、矢崎芳明、 j育図被一郎(農水省・生物研)

リン酸飢餓細胞に無機リン酸(Pj)を与えると容易に細胞分裂を録導でき

る。網野ら(1983)はこれを利用してニチニチソウ細胞の同調分裂に成功し

ている。我々 はニチニチソウ細胞によるPi吸収機織を研究している際、比

較的多量のPiを投与した後に偶然、プロトンシンポートとは無関係の情地

pHよ昇を観察した。約20時間でピークとなるこのpH上界は細胞分裂へ向

かう(G，-S-M期)形態の細胞増加を伴い、aphidicolinで抑制される。動
物細胞では培地pHを人為的にアルカリ側lこ調節してS期を岱導できる、あ

るいは、 mitogenで誘導するとS期に細胞質がアルカリ化すると報告されて

おり、細胞質のアルカリ化がタンパク・核酸合成を促進し、細胞周期を進

行させるためと説明されている(Busaand Nuccitelli. 1984)。実際、多くの

DNM~リメラーゼの至適pHは8-9であることが知られている(Ge問。n. 198 

2)。しかし、細胞質がアルカリ化する機構は知られていない。

観察された細胞形態変化を伴うt音地pHの上昇は、細胞内部で何らかの

プロトン消費反応が進行していることを示し、これはDNA--f-リメラーゼ反応

そのものであると結論した。細胞内のPi2-がDNAのphosphodiester結合に

組み込まれると1価の陰イオン(Ro-P同ーORうになるので、 1結合当たり1個
のプロトンが消費される。従って、DNA合成が開始されると細胞内は自動

的にアルカリ化し、もしDNAポリメラーゼがアルカリ化によって活性化す

れば、 DNA合成は加速度的に進行するであろう。同様の現象は少量のリ

ン酸を与えた後、anoXJa処理によっても怒導できた。



2aKOl 

単離したシヤジク藻節間細胞細胞壁からの電解質水

溶液中でのCa2+イオンの遊離

清沢桂太郎 (大阪大院・基礎工・生物工学)

シヤジク藻節間細胞は、 KCl，MgC12， BaC12 
(Kiyosawa an d Adachi， 1990)，及びNaCl

(Katsuhara and Tazawa， 1986; Tufariello et al.， 

1988)水溶液中に入れると死ぬ。しかし、適当量の

Ca
2
+を添加すると、それらの電解質水溶液中で長期

間生存できる。 Kiyosawaand Adachi (1990)は単

離した節間細胞細胞壁を、上記の電解質水溶液に浸

した後、残存するCaを稀薄HCl水溶液で抽出して、

原子吸光法で測定し、上記電解質水溶液中でCa2+が

遊離してくることを見いだした。今回の実験では、

単離した節間細胞細胞壁からのCa
2
+イオンの純水、

KCl， N aCl， MgC12，及びBaCl/.K溶液中での遊離をカ

ルシウム電極で測定した。その結果、 Ca2+は純水中

でも遊離してくること、しかし、その後で上記電解

質水溶液に浸すとさらに多量に遊離してくることが

分かった。

2aK02 
シヤジクモ節間細胞原形質膜の刺激受容初期イオン過

程 :顕著な外向き電流の性質について

主出担塾」筒井泉雄野坂修一大島蛾伸(島根大・

生物資源・生物科学岡崎生理研・生体腹、 2滋賀医・

麻酔科)

シヤジクモ節問細胞の刺激受容後の初期イオン過程を

電圧固定法により銅べている。膜電位を・200mVより 20

mV刻みに +60-+100 mVまで方形波により 40-100

mSの時間だけ変えたとき、膜電位の・100mVより正側で

顕著な外向き電流パターンが出現する。この電流パター

ンは人工池水の組成である KC1，NaCl， MgCI2， CaCh， 

TESbufferのいずれのイオンも、単独のまE成でイオン濃度
が 0.02から 0.1mM以上であるやはり、膜電位の・100

mVより正側で記録された。通常人工池水に組成として含

まれない温化コリンでも問機のパターンが観測された。

イオン濃度を 0.02mMに保ち、幾種類か糖により浸透圧

のイオンチャンネル開口への影響を調べたが、イオンチ

ャンネルの開口は記録されなかった。従って、イオン濃

度(強度)に感じて開口するチャンネルと結鵠できる。
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2aK03 
オオシヤジクモ節間細胞の高濃度カリウム存在下にお

ける起電機構

量生盤星 (姫路工大 ・理・生命)

植物細胞において、細胞外液のカリウム濃度を上げ

ると膜電位は脱分極し、膜抵抗は低下する。これは膜

電位発生にカリウムの濃度勾配による受動電位が関与

していることによる。しかしながら、膜電位と膜抵抗

のカリウム濃度変化に対する反応の程度は報告によっ

てさまざまである。本実験で用いたオオシヤジクモの

節間細胞においてはO.1mMKCl存在下での膜電位は

-200mV程度であった。外液KCl濃度を100mMに上げて

も膜電位は160mV程度の分極状態にあり、膜抵抗も高

い値が維持された。細胞によっては、電気または機械

刺激を与えない限り、 100mM KCl存在下においても

このような分極状態が1時間以上も維持された。外液の

カリウム濃度が100mMの状態で、はイオンの濃度勾配に

よる受動電位はほぼゼロであり、測定される膜電位の

ほとんどは起電生プロトンポンプによって発生する能

動的な成分であると考えられる。プロトンポンプ阻害

剤を用いた実験などによって、高濃度カリウム存在下

における電位発生について解析した。

2aK04 
走査型二重水膜電極法による Charaの電気的細胞間連
絡の測定
緒方惟昭(産業医大、産業保健、第一生体情報)

[材料と方法] ，-走査型水膜電極法、 Ogatal983-Jを改
変した「走査型二重水膜電極法Jにより、 0IanJの二連
節間細胞(節間緬胞a/節細胞n/節間細胞b)を用い、
材料の両端聞に流す一定の電流(企I)と 二枚の水膜
電極聞に生じる電位変化(D..V)との相関を求めた.ま
た、生体膜に関する電気的等価回路 (Philippson.1921 ) 
を適用して (a/n問、 a/n/b問、およびn/b間)
の見かけの抵抗 (Rm、Ri) .および見かけの電気容
量 (Cm)の算出を試みた. この方法では、 A)電極
が藻体に直接触れていないので、細胞に対する物理的刺
激は無視出来る. B)材料が湿室中に有るので、細胞表
面(主に細胞壁)と内部(主に液胞)を流れる電流の比
は10-3以下になる. また、電圧応答から、 C) Impe-
danceの周波数依存性 (0-100Hz)が求められ、 D)電
極の位置を固定することで、それらの時間的変化が観察
可能となる.
[結果と考察]節間細胞a&bの見かけの抵抗、 Rm.
Rmbは8* 10-3Qmペ節間細胞を介した抵抗、 Rmn
は4*10-2Qm2であった.温度変化 (20-300C)に対
lRm. Rmb、Rmn は共に+の相聞を示した. しか
し、 Rmn の応答には時間的遅れがあったの対し Rm. 
Rmbには有意な時間の遅れは無かったまた、節間細
胞aの膨圧低下によるRmの増大は、 a/n聞にのみ観
察された. これらのことは、電子顕徴鏡などで観察され
ている Plasmodesllataによる細胞関連絡の制御が生理的
過程によって進行していることを示すものである.




