
lpG06 

MBd掛cieocvb富山 田duoression or. 2ene from砂路asativo 
盟鍾&

Naqvi， S.M.Sl，2. and T依ahasbi， M2. 

1 JSPS Fellow， 2 Dept. Appl. Biol. Chem.， Fac. A伊iC.，Os蜘
Pref. Univ.， 1・1・G紘uen・cho，Sakai，。閣泳畠， 599-8531.

Gennin-like p蹴 ei閃何回) have been r'叩orted in 

diff'et四 tplant spec悶， and the∞mmon伽制reamor司~ many of 

the澗 istbeir i抽 Jctionduring a variety of environmental stre5間 .

A GLP has been found to be inducωin Mn deticient tomato r∞ts. 

ln orderωknow whether or 削， the巾 epl初 tre叩ondsめ拍E

deficier時:yby some GLP inductぬ'11， weμ巾口nedNortbern 

hybridization usIJ喝aDNA fragment (-54Obp) as probe.百 eprobe

W踊 PCRraised from riωgenomic DNA using a総tof degenerate 

阿m師蜘ignedafter∞'nsen制 問uen悶加 m仰はedrice GLP 

伊 悶.A食ergc剖ngdi助 制 iaI附卯嶋 underMn deficiency， a 

cDNA bas been obtai白骨duSIng 3' and 5'RACE from the蜘h

deficient rice r，∞，ts. This 934bp cDNA α刈iJ唱 fora 224 res池胤

long P倒的1， is hjゆIy加mologo凶 ωory閣制;vuGLP6 cDNA， 

albeit only in the∞ding r噌on.RT-PCR r唱sulthas rev切 ledMn

defici湖町向JeIld側 tran甜 i凶00 of its n武NA.Fωther 

charact釘izationis in progr宮路.

lpG07 

トマト根においてMn欠乏により発現が誘導される

Germin様タンパク質の機能について

佐々木康二、竹上貴史、前嶋 一宏、高橋正昭

(大阪府大・農・応用生化)

MnはFeに次いで要求量の多い植物の微量必須元

素であり、その欠乏は光合成の酸素発生やストレ

ス対応の失活を導く.我々は、 Mn欠乏により発現

が誘導される、根の形質膜に存在する金属結合タ

ンパク賀断片を単離し、 3'-RACE法及び5'-RACE

法により、そのタンパク質をコードする全長

cDNA(Mdip 1)をクローニングした。 Mdiplは、

シュウ酸酸化活性や抗菌活性を持つコムギの

Germin(gf-2.8 )とアミノ酸及びヌクレオチドで高

い相同性を示した。全長Mdiplを導入した形質転

換タバコは、シュウ酸酸化活性、抗菌活性を有す

ることがわかり、また、シュウ酸の酸化産物であ

るHzOzが、 Mnを可給態化する結果が得られたこと

から、 Mn獲得機構において、 Mdiplが重要な役割

を担うことが示唆された。
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lpG08 

シロイヌナズナborl-l変異株の復帰突然変異体の単

離と性質

産屋--I盤、青木法明、高野順平、安森美帆、野口

事太郎、林 浩昭(東大院・農・応用生命化学)

borl-l変異株は、栄養生長、生殖生長に野生型株

に比べて高漉度のホウ素 (B) を必要とする変異株

である。これまでの解析から演者らはBORl遺伝子

はBの根から地上部への移行に関わる遺伝子である

と推測している。本発表では、 bor1-1変異株の復帰

突然変異株の単離と性質について報告する。

borl-l変異株をエタンメタンスルホン酸による変

異原処理して得た約2万株のお位植物を、 Bを10μ

M含む水耕液で生育させ、結実した植物を選抜した。

この水耕液で育てると野生型株は結実するが、

bor1-1変異株は結実しない。現在までに、 3ライン

の復帰突然変異株を得ている。 borl-l変異株との掛

け合わせの結果から、このうち 2ラインはborl-l変

異の表現型を回復させる劣性の変異を持っていると

推測している。得られた変異株の性質について報告

する。

lpG09 

シロイヌナズナ高ホウ素要求性変異株borl-lにおける

ホウ素の吸収と移行

監旦豆本M、FrankDannel
l、H巴idrunPfeffer

l、Volker

Roemheldl、松永f変朗
2、掛)11弘一3、石井忠3、林浩昭、

藤原徹 (東大院・農・応生化、 IUniv.Hohenheim、

2農水省・九州農試、 3農水省・森林総研)

現在までに演者らは、シロイヌナズナのborl-l変異株が

ホウ素欠乏に感受性を示し、その地上部のホウ素含量が

著しく低いことを明らかにしてきた。

そこで、 borl-l変異株におけるホウ素の吸収、移行を

詳しく角草析するためにトレーサー実験を行った。その結

果、 borl-1変異株の根によるホウ素の吸収は野生型株と

同様であったが、地上部へのホウ素の移行が事附リされて

いた。また、植物体中ホウ素の水溶'性および水不溶性画

分への分配を調べたところ、 borl-1変異株では地上部の

水溶性画分のホウ素含量が腎生型株よりも低かったが、

他の画分では大きな違いは見られなかった。

以上の結果から、 borl-l変異株の地上部における

ホウ素含量の低下の原因は、根によるホウ素の吸収

やホウ素の主要な結合サイトである細胞壁の異常に

よるものではなく、ホウ素の根から地上部への移行

阻害にあると考えられる。



lpGlO 
植物のE鉛欠乏ストレス感受性と難溶性亜鉛化

合物溶解物質分泌能の関係

呈盆且阜、小滞まり子、野口 章、矢崎仁也(日大、生

物資源科学傷)

亜鉛欠乏に対する植物の耐性機構の解析を目的とし、 8種の縞物を用

いて亜鉛欠乏に対する応答の差異を比較検討した.亜鉛欠乏による生

育の抑制が光条件によって大きく異なる植物と、比較的小さい植物が

あり、ナス、キュウリなどは標準光条件下では比較的生育抑制は小さ

いが、強光条件下では著しく生育が抑制抑制された.ピーマンやトマ

トなどは亜鉛欠乏にって、いずれの光条件下でも生育が大きく抑制さ

れた.そこで、これらの植物について SOD活性を比較したところ‘

亜鉛欠乏時における生育抑制の傾向と SOD活性の増大との聞には関

連のあることが示唆された.また、亜鉛に対する感受性と亜鉛欠乏に

対する根の応答との関係を検討するため、亜鉛欠乏栽培した水耕残液

を用いて、難溶性亜鉛化合物[Zn，(PO.)，.Zn(OH)，]の溶解能を測定したと

ころ、感受性とこれらの問には一定の傾向が見られ、亜鉛欠乏時の生

育抑制が大きい植物ほど水耕残液による難溶性亜鉛化合物の溶解能

が大きく、欠乏時の生育抑制が少ない植物では、難溶性箆鉛化合物の

溶解能が小さいことが示された.そこで、水耕残液による難溶性亜鉛

化合物の溶解が顕著なピーマンを用い、亜鉛欠除処理に{半う溶解物質

の分泌や物質の分離等について検討した.その結果、亙鉛欠除処理後

後 12日目頃から溶解能が顕著にt曽大し、根から難溶性亜鉛化合物の

溶解物質が分泌されていることが示唆された.この難溶性亜鉛化合物

の溶解能を、欠乏した元素の獲得機構とすれば、感受性が大きい植物

ほど、その能力が高いことを示唆するものと考える.

lpGll 
Mn欠乏時にトマト根に発現する遺伝子群の解析

藍杢車、佐々木康二、高橋正昭

(大阪府大・農・応用生化)

地は光合成のO2発生に必須で、その欠乏は直ちに植

物の生育に景角聾する。可給態 陥1の供給が制限された土

壌では、欠乏に対処する戦略が存在することが期待さ

れる。 トマト根において、その戦略に関係すると考え

られる金属結合タンパク質の cDNA(Mdip])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 Mdiplは葉・茎には発現せず根においてのみ発

現することを RT-PCRにより確認した。根を上部・中部・

先端部に分けてノーザンプロット解析を試みた。その

結果、根の全体に発現しているが、養分吸収が特に盛

んだと考えられる先端部分に於いて発現量が多く、ま

たMn欠乏に対する応答も各部で異なっていたコ根の各

部におけるMn含有量とこの応答についての関係に関し

でも角ヰ析を試みた。

さらに、 MdiplがMnによって誘導されるかをノーザ

ンプロット解+斤、ゲノム中のホモローグをサザンブロ

y ト解析で、調べ、Mdiplの発現の違いについて解析したυ
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lpG12 
酵母の銅吸収変異株ctr1の、オオムギ由来の

suppressor、SFDlの機能解析

斗血盟堕1.2、奥本佐喜子l、中西啓仁1、西津直子l、

森敏日('東大大学院・農学生命科学、 2CREST)

昨年の、日本植物生理学会年会札幌大会で、酵

母の銅吸収変異株ctrlの変異を回復させるオオム

ギのcDNAクローンSFDl(~uppresor of Eerrous 
upω/a D..efect 1)の機能解析について報告した。本講

演ではこのSFD1タンパク質の、高等植物における

細胞内局在性の解析、アラビドプシス由来のホモ

ログの単離について、報告する。

植物細胞内でのSFD1タンパク質の局在性を調べ

るために、 SFD1とGFP(greenfluorescence protein)と
の融合遺伝子をトランジェントに発現させた。蛍

光顕微鏡下で観察すると、融合タンパク質は細胞

内小器官に局在していた。ミトコンドリア特異的

染色試薬を用いた観察によりこの小器官は、ミト

コンドリアであると推定された。アラビドプシス

から単離されたSFD1ホモログの構造解析の結果と

あわせて、 SFD1の高等植物細胞での機能を考察す

る。

lpG13 
コンフオーカルイメージング法によるアデニン・

リポースリン酸転移酵素(APRT)の細胞内動態

盤差益壬1、中西啓仁?、西津直子1、吉村悦郎1、

森敏1.2 C東大・院・農学生命科学、 2CREST)

昨年の札幌大会において、鉄欠乏のオオムギの根

で発現誘導されるアデニン・リボースリン酸転移酵

素(APRT)のcDNAのク口一ニングに成功したことを

報告した。

この鉄欠乏で誘導されるAPRTタンパク質の細胞

内局在を調べるため、 35 Sプロモーター・ APRT・

改変GFP(synthetic green fluorescence protein)の
コンストラクトを作製し、これをタマネギ表皮細胞、

黄化オオムギ子葉鞘細胞、タバコ BY・2細胞などに

パーティクルボンバードメント法により導入した。

細胞内で遺伝子発現されたAPRT-sGFP融合タンパ

ク質の細胞内動態を共焦点、レーザー顕微鏡

(LSM510， Carl Zeiss Inc.)を用いて 3次元的・経時

的に観測した。その結果、これまでの手法では観察

され得なかった生きた細胞内動態を得ることができ

たので報告する。



lpG14 

南極産黄緑色藻ヘテロコックスの成長および細胞

内溶質含量に対する塩濃度の影響

藤井修平、山本良一、中山伸、安井伸郎、 1P. Broady 

(帝塚山短大、 lカンタペリー大)

南極の土壌から黄緑色藻トリポネマ目ヘテロコ

ックス属に分類される藻類を単離した。成長に対

する塩濃度の影響を調べた結果、この藻類は O~

O.8Mの濃度範囲で成長が見られ、耐塩性を示すこ

とが分かった。しかし、塩濃度の増加に伴い成長

は抑えられた。次に、細胞内溶質含量に対する塩

濃度の影響を検討した。質量分析から、この藻類

はマニトールを含むことが明らかになった。塩濃

度の増加に対応して細胞内マニトール含量が培す

ことから、この藻類はマニトールを浸透調節物質

として利用していると考えられる。

lpG15 

塩ストレス誘導性細胞死の初期過程における細胞
膜インテグリティーの研究
且昼皇杢，山口峰生，笠毛邦弘(岡山大・資生研)

プログラム細胞死は、植物細胞において道管形成などの形
態形成や病原菌への抵抗性などにおいて中心的な役割をに
なう重要な細胞機構であると考えられている。著者らはオオ
ムギ根で、極ストレスによって細胞死が誘導されることを報
告してきた (PlantCell Physiol. 37:169、38:1091)。塩ス
トレス環境下の他植物種でも似たように細胞死が誘導され
ることや、また他のストレス (UVなど)でもやはり細胞死
が誘導されることが報告されており、この現象がかなり普遍
的であると恩われるので、その初期過程をより深く理解する
ことが重要であると考え、研究をおこなった。
動物細胞のアポトーシスにおいては、核 DNAの断片化に

先立って細胞膜インテグリティーの崩嬢が起こるとされて
いる。すなわち、通常では細胞膜脂質二重層の細胞質側に局
在するフォスファチジルセリン (PS)の局在がくずれ、細胞
外から PSに特異的に結合するアネキシンVによって細胞が
標識されるようになる。植物細胞でもこのような現象が起こ
るかどうか、オオムギ根、オオムギ矯養細胞、およびイネ培
養細胞からプロトプラストを単離して実験をおこなった。熱
処理によって膜の半透性を失わせてから標識するとアネキ
シンVで標識されることから、細胞内に PSが存在すること
は確かで、あった。しかし塩ストレス処理によっては、いくつ
かの条件を試みてみたが、いずれも標識されるようにはなら
なかった。核の形態変化や FDA染色性もプロトプラストに
おいては、題ストレスを受けた intactな細胞の反応とは異な
っており、プロトプラスト化によって、細胞死誘導機構にな
んらかの影響があったのではないかと考えている。
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lpG16 

高温度 NaCl処理によるオオムギ根からのグルコ

ース6リン酸の漏出

柴坂三根夫、秋山佳子、河崎利夫 1、笠毛邦弘(岡

山大・資生研、 l四条畷学園女子短大)

高濃度塩類ストレスに対する植物の応答反応を理解

するためには、高濃度塩類環境下で障害を受けにくい

塩生植物の応答反応と比較することは重要である。

我々は以前、オオムギ根は 200mMの NaClで処理す

るとアデニル酸や糖リン酸のレベルが低下し、また膜

の健全性も損なわれることを報告した。塩生植物アツ

ケシソウの根は 200mMNaClでは障害を受けること

はないが、細胞内のグルコース 6-リン酸(G6P)のレベ

ルはオオムギ同様低下した。今回は G6Pの漏出量をオ

オムギとアツケシソウで調べたところ、オオムギ根で

は細胞外へのG6Pの漏出が塩ストレスにより増大した

が、アツケシソウでは逆に G6Pの漏出が減少した。

この結果はオオムギとアツケシソウの耐塩性の相違

に膜の性質が大きく関与していることが示唆している。

lpG17 
Vibrio alginolyticus由来 Na官rアンチポーター遺
伝子を導入した淡水性ラン藻 Synechococcus sp. 
PCC 7942の耐塩性
加来伸夫日比野隆三高倍鉄子三中村辰之介高
官商葎てす(1名城大・総合研究所 2名城大・理工，

3名大・生物分子応答センター千葉大・薬)

細胞が NaClや LiCl等の塩に対して耐性を示すた
めには、様々な複雑な機構が必要であるが、その機
構として細胞内の浸透圧調節、 Na+やLi+の細胞外

への汲み出し、および塩による酵素の失活防止など

が知られている。本研究では、海洋細菌 Vibrio 
aJginolyticusの Na+庁f アンチポーター遺伝子を導

入することにより、淡水性ラン藻 Synechococcussp. 

PCC 7942の耐塩性を向上させることを試みた。
形質転換株の Na+およびLi+の輸送能は、アンチ

ポーター遺伝子非導入株であるコントロール株と比
ベて増強された。形質転換株とコントローノレ株は、
非塩ストレス条件下ではほぼ同じ速度で増殖したが、

LiCl存在下では形質転換株の方が、 NaCl存在下で

はコントロール株の方が速く増殖した。これらの原

因を明らかにするために、形質転換株の電子伝達活

性の解析を行うとともに、細胞内におけるアンチポー
ターの局在性についても調ベた。これらの結果につ
いて報告する。



lpG18 
塩性値物ホソハノハマアカザCAtriplexgmelini}由来のNa'/H' 
アンチポーター遺伝子の単離とその性質
漬田玲.早川孝彦，庄野真理子夏濃林泰行，田中章(値工
研農水省・国際震研農水省・農研センター)

乾燥気候下における可溶性寝類の集積は、植物の生育を阻害す
るため農作物の裁縫に大きな障害となっている。我々は、液胞膜
由来のアンチポーター遺伝子を値物に導入することにより、植物
の耐塩性機能を高めることができると考え、まず、塩性情物であ
るホソパノハマアカザ (Atriplexgmelinilから液抱腹型のNa'/
Wアンチポーター遺伝子の単離を試みた。
これまで報告のあったNa'/H令アンチポーター遺伝子の内、線虫

・ラット・ヒ卜・ CarcinusのNaソHφアンチポーターと酵母の0946
1. 40遺伝子のタンパク質をアラインメントし、ホモロジーの高い
部分のアミノ酸配列及び核酸配列の比較からミックスプライマー
を作製した。これを用いてPCRてーi宣伝子増幅を行ったところ、約
300bpの断片をクローニングすることができた。これを基に、3'及
び5・RACE;去により、全遺伝子領主主の塩基配列を決定したところ、
1つのORFを含み1， 665 bp (554 am i no ac i ds)よりなる分子量
61 kOaのタンパク質をコードしていた。データベースとのホモロ
ジー比較により、酵母の液胞膜型のNa'/H'アンチポーターや動物、
線虫のNa'/H'アンチポーターと18-28%のホモロジーを示した。親
水性(直・疎*t生値を見たところ、 10個の膜貫通ドメインを待って
いることが明らかとなった。また、真核生物のNa'/H'アンチポー
ターに特徴的なアミロライド結合領域のコンセンサス配列を袴っ
ていた。これらのことより単離された遺伝子は、;筏胞型Na‘/H'ア
ンチポーター遺伝子であることが強〈示唆された。現在、単離し
た遺伝子の機能解析を行う目的で、酵母の欠損株を用いた耐塩性
にかんする相補実験を行っている。

2aGOl 

イネ HKTl遺伝子の K¥Na+濃度による転写制御

塩孟宜盟，仲山英樹， Julian 1. Schroeder¥吉田和哉，

新名惇彦(奈良先端大・パイオ， IDept.ofBiol.， UCSan 

Diego) 

植物の耐塩性に寄与するイオン恒常性制御におい

て、細胞内への K+の摂取、特に高親和性の K+輸送

系が重要で、あると考えられている。そこで、本研究

では、イネ(0ヴzasmiva L.)の K+取込み機構と耐塩

性との関連を解明するために、高親和性 K+-Na+共

輸送体をコードする HKTlcDNAを、通常種である

日本晴と耐塩性種の pokkaliから単離した (Ni-

rHKTl、Po-rHKTl)。塩基配列から予想される Nト

rHKTlと Po-rHKTlのアミノ酸配列は 919もの相同

{生を有する(コムギ HKTl とNi・rHKTlは 679も)。

ノザン解析の結果、日本晴の根における Ni-rHKTl

mRNAの蓄積量は、K+の欠乏によって顕著に増加す

るが、 K+欠乏条件でも 30mMの Na+の存在によ っ

て減少することがわかった。現在、 Po-rHKTl遺伝

子に関して同様の発現解析を行っている。
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2aG02 

マングロープ懸濁培養細胞における、塩ストレス下
での液胞内イオン濃度と液胞形態変化。

墨田互型丘，根本節子， SαnkidSIRI P ATANADILCK 1， 
三村徹郎(一橋大 ・生物、 1Kasetsart University) 

我々は、マングローブ植物 (Bruguierasexangula) 

懸濁培養細胞を用いて、塩ストレス下における耐塩性植

物細胞のイオン代謝過程の検討を進めている。無塩アミ
ノ酸培地で継代培養している格養細胞を lS0mMNaCl
添加渚地に移すと、塩処理後 1日目では一過的に細胞内

Na'濃度が 100mMまで急上昇するが、その後細胞膜

Na'/Wアンチポーターの働きによる Na'の排出が生じ、

Na'濃度が正常状態に戻る(日本植物学会 1997)。

本研究では、この塩ストレス下での Na'の流入・排出
過程において、細胞内のイオン分布がどのように変化す

るかを、プロトプラストとそこからの単離液胞を用いて

検討した。塩処理後 1日目では流入した Na'の大半は液

胞に蓄積し、同時に液胞K'濃度の低下がみられた。

Na'/K'比は0.4から1.8へと上昇した。この値は 1週
間後には塩処理前の値近くに回復し、 i夜胞から Na'が排
出されることが分かった。また、この過程における液胞

形態を観察したところ、塩処理後 1日目で、細胞体積中

の液胞体積比が2倍以上に増加した。温ストレス下での
細胞内イオン分布機憐とその調節に液胞が果たす役割

について考察する。

2aG03 

タバコ細胞におけるカルシウム溶液中でのAI処理に

伴う原形質膜障害の解析

池側広志，山本洋子.松本知月(岡山大・資生研)

タバコ細胞のAI処理を、単純なCa溶液中で行い、

単独ならびに Fe(lI)共存下でのA拠理による原形質膜

障害について検討した。 AI単独処理では、カロース

の分泌がみられるが、 AIとFe(lI)の同時処理でみられ

る脂質過酸化、カリウムイオンの漏出、 Evans b1ue 
の取り込み(細胞死の指標)等の原形質膜障害は見ら
れなかった。 細胞へのAIの集積はA憾加直後から見

られ、 9時間目には添加したAIのほぼ全量が集積し

た。鰯責速度や鏑責量は、 Fe(lI)の有無に依存しなかっ

た。 AI単独処理 12時間目の細胞に Fe(lI)を添加する

と脂質過酸化は直ちに、細胞死は数時間の遅れで
各々促進された。一方、 AI単独処理後の細胞を栄養

培地に再懸濁し増殖能をみたところ、 AI処理9時間

目以降から徐々に増殖能を失い 24時間目にはコン

トロール処理の 18%まで低下した。 AI単独処理 24
時間目の細胞は懸濁直後から細胞死がみられ、細胞

死の約30%が増殖培地中のFe(lI)イオンに依存した。

以上の結果より 、細胞へ結合したAIは、直接ではな

く、増殖培地中のFe(ll)など他のイオンとの相互作用

によって原形質閥毒害をヲ|き起こすものと恩われる。



2aG04 

タバコ培養細胞を用いた脂質過酸化防御機構の解析

しアルミニウム耐性細胞株の指質過酸化耐性

山杢差王、岡本圧司、浜田博吾、松本英明(岡山大・

資生研、 1岡山理科大・基礎理学)

タバコ懸濁培養細胞株SLと、 SLを親株として分離

したAI耐性株107ならびに213を用いた比較研究に

より、脂質過酸化に対する耐性機構を検討した。ア

ルミニウム(AI)イオンは、細胞膜に結合して、鉄

(Fe)イオン(11、111)の触媒する脂質過酸化反応を促

進し細胞死を引き起こす。本研究では、脂質過酸化

誘発剤としてFe(ll)、t-Butyl hydroperoxi deお

よびA23187を用いて検討したところ、各々の処理

に伴う過酸化脂質生成量ならびに細胞死の程度が、

AI耐性株において親株よりも低く、特に213株にお

いて顕著であった。従って、これらAI耐性株は、親

株よりも高い脂質過酸化抑制能を彊得することによっ

て薬剤耐性を示している可能性が高い。 107株には

AIが促進する脂質過酸化に対して抗酸化活性を示す

Phenyl propanoi dsが蓄積しているが、その主成分

はCaffeoylp utresci n eであると思われる。

2aG05 

タバコ培養細胞を用いた脂質過酸化防御機構の解析

11. Caffeoylputrescineの抗酸化活性

塑垂直垂里、山本洋子、松本英明(岡山大・資生研)

アルミニウム(AI)耐性を示す細胞株ALT107は、

AIが鉄[Fe(11、111)]共存下に促進する脂質過酸化に

耐性である。本研究では、親株に比べ、 ALT107株

が多量に生産するCaffeoylputrescine(CP)を抽

出・糟製し、その抗酸化活性を解析した。親株に、

CP、Caffeicacid (CA)もしくはputrescineを

添加し、 Fe(ll)共存下のAI処理、脂質過酸化誘発剤

のt-ButylhydroperoxideならびにA23187の処

理を行うと、これらの処理のいずれにおいてもCPと

CAは脂質過酸化および細胞死を抑制したが、

putrescineには抑制効果が見られなかった。また

CPおよびCAのAIとFe(11)に対するキレート能はわ

ずかであった。以上の結果より、 CPの脂質過酸化抑

制活性は、 CAの部分に依存し、金属イオンのキレー

トよりも電子供与体として指質ラジカルの連鎖反応

を抑制するものと思われる。
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2aG06 

タバコ培養細胞を用いた脂質過酸化防御機構の解析

111.アルミニウム耐性変異株のグルタチオンペルオ
キシダーゼ様活性
山口雪子，山本洋子，松本英明(岡山大・資生研)

タバコ培養細胞はアルミニウム(AI)と二価鉄によ
る脂質過酸化によって増殖阻害を起こす。脂質過酸
化耐性を示すAI耐性細胞株ALT107とその親株から調
製した蛋白の粗抽出液を用いて、過酸化物消去に関
わる抗酸化酵素活性を検討した。 ALT107株のカタ

ラーゼ、アスコルビン酸ペルオキシダーゼならびに
グルタチオンーSートランスフエラーゼの各比宕性は、
親株の1.2'" 1 .8倍とほとんど差が無かった。これに
対し、グルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)様活性
は、過酸化水素やt-ブチルヒドロベルオキシドの基
質に対して親株の3倍以上の高い比活性を示し、ゲル
j慮過法にて低分子物質を除去することによりさらに
増加した。一方、 ALT1 07株のGPx様活性は、培地
にセレンを添加しでも増加せず、 GPx活性阻害剤と

して知られているメルカプトコハク酸による阻害も
受けなかった。なお、 ALT107株の細胞内グルタチ
オン含量は親株と同程度であった。以上の結果より、
ALT107株のGPx様活'性が脂質過酸化物の消去に関
わっている可能性が考えられる。

2aG07 

ライムギにおけるアルミニウム耐性遺伝子の座乗染色体の同定

馬建鋒、武田真、楊振明、武田和義、松本英明(岡大・

資生研)

ライムギはコムギ連の中でアルミニウム(Al)毒性に対する

耐性が最も強いことが知られているが、その耐性機織について

は未だ明らかにされていない。本研究ではライムギのAl耐性遺

伝子の座乗染色体を同定するために、ライムギ(品種

Currency)とコムギ(品種C凶n巴se Spring)の交雑から得

られた染色体構成の異なるライコムギのAl耐性を評価した。

lR、2R、5Rまたは6R染色体がそれぞれコムギのDゲノム染色

体に置換された系統のAl耐性はライコムギ親とほとんど同じで

あったのに対し、 3R染色体の短腕(3RS)が3DSに置換された系

統のAl耐性は顕著に低下した。このことはライムギのAl耐性遺

伝子が3R染色体短腕に座乗していることを示している。次に、

3DS.3RL置換型ライコムギ系統 (ST22) と完全型ライコムギ

系統 (ST2)の問でAlに対する根の応答反応を比較した。異な

るAl濃度による根の伸長阻害程度には、両系統問で 5倍以上の

差があることが明らかとなった。また同じAl処理濃度での根の

先端のAl含量では、 ST22がST2より倍以上の含量を示し、

SロにおいてAl封t除機構が働いていることが示唆された。また、

根の伸長に対するAlの影響を経時的に調べたところ、 12時間

まで両系統ともAlによって根の伸長が同程度に阻害されたが、

その後ST2だけで根の伸長が回復した。このことはST2にお

いてAl耐性機摘が誘導されていることを示唆している。さらに

他の金属 (Cd、Cu、I..a)による根の伸長阻害程度には両系統

問で差がなく、 3R染色体の短腕に座乗するAl耐性遺伝子は他

の重金属ストレスに効果がないことが示唆される。



2aG08 

講演取消

2aG09 
NMR分光法によるラン藻Synechococcussp. PCC 7942 
の重金属結合タンパク質SmtAの構造化学的研究
藍韮盟車、阿部佳代、溝尾昌也、森田勇人、
小佐田高史¥山崎俊夫¥京極好正¥林秀則
(愛媛大院・理工・物質理、 1阪大・蛋白研)

ラン藻Synechococcussp. PCC 7942のSmtAは、真核
生物の重金属結合タンパク質、メタロチオネインのホ
モローグであるが、これまでに解析された真核生物の
メタロチオネインとは異なった重金属結合様式をとる
可能性がある。そこで原核生物から真核生物への重金

属ストレス耐性機構の分子進化を解明することを目的
として、 SmtAの立体構造解析を行った。
試料として用いたSmtAは、 GST融合タンパク質と

して大量発現させたものを精製し、 GSTをスロンピン
を用いて切断することで得た。安定同位体標識を行っ
たSmtAの多次元NMRスペクトルの解析の結果、。ー
シート機造が豊富に存在するととと、他のメタロチオ
ネインよりαーヘリックスの含有率が高いことが明ら
かになった。また、 12種類の部位特異的突然変異体に
ついて113Cd-NMRスペクトルを測定し、各変異体と結
合した重金属原子数と重金属原子の配位状態の変化か
ら、重金属結合様式を推定した。これらの結果にもと
づいて、SmtAと既知のメタロチオネインにおける重金属結
合様式とを比較した。
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2aGlO 

ラン藻synechαロ::cussp. PCC7942の転写因子SmtBに
よる細胞内重金属イオン濃度検知のう3守機構
室田重ム、三浦晃、小佐田高史¥山崎俊夫¥京極
好正¥林秀員IJ(愛媛大院・理工・物質理、 1阪大・蛋
白研)

ラン藻$の配hα日::cussp. PCC 7悩2は、細胞内の重金

属イオン(亜鉛イオン等)濃度が上昇すると、メタロチ
オネイン様タンパク質 SmtAの発現を誘導する。 SmtB
は smtA遺伝子の発現を調節する転写因子である。通常
SmtBは、二量体の状態でsmtA遺伝子のオペレーター/
プロモーター領域と結合し、 SmtA.の発現を抑制する。
一方、細胞内の重金属イオン濃度が上昇すると、 SmtB
はこれらの重金属イオンと結合し、認識塩基配列との親
和性が低下する。これにより SmtA.の発現が誘導され
る。本研究では、大腸菌において大量発現させた、安定
同位体標識されたSmtBを用いて、多次元NMRスペク
トルを測定し、亜鉛イオンとの結合に伴う SmtBの構造
変化を解析した。これまでに、(1)15)守のSmtBは2原
子の亜鉛イオンと結合する、 (2)15)守のSmtBに 1原子
の亜鉛イオンが結合した状態は不安定である、 (3)亜鉛イ
オンとの結合に伴い SmtBの二次構造は殆ど変化しな
い、(心アミド末端側のフレキシプル領域に前主するシス
テイン残基は、亜鉛イオンの配位子として機能する、 (5)

その他の亜鉛イオンの配位子は、 SmtBが二量体を形成
する会合面の領域に相生することを明らかにした。

2aGll 

部位特異的突然変異を導入したラン藻
5l/nechococcus sp. PCC 7942の転写因子 SmtBの機能
解析
三遁~、森田勇人、小佐田高史\山崎俊夫\
京極好正1、林秀則(愛媛大院・理工・物質理、
1阪大・蛋白研)

ラン藻 5ynechococcussp. PCC 7942のSmtBは、
重金属結合タンパク質 SmtAをコードする smtA遺
伝子の転写を抑制するリプレッサーで、亜鉛イオン
が SmtBに結合した場合、オペレーター/プロモー
ター領域との親和性を失い、 smtA遺伝子の転写が
誘導される。多次元 NMRスペクトルや X線結晶
構造の解析結果から、 6個のヒスチジン残基、 3個
のシステイン残基が車鉛イオンの配位子と考えられ
ている。本研究では、これらのヒスチジン残基、シ
ステイン残基をそれぞれセリン残基に変異させた
SmtBの部位特異的突然変異体を大腸菌で大量発現
させ、各変異体について亜鉛イオン、もしくは、オ
ペレーター/プロモーター領域に対する認識特異
性、親和性の変化をゲルシフト分析で調べ、各ヒス
チジン残基、システイン残基の機能を解析した。そ
の結果、例えばアミド末端側のフレキシブル領域に
ある 14残基目のシステイン残基は、亜鉛イオンの
配位子としては機能するが、 smtA遺伝子のオペレ
ーター/プロモーター領域との相E作用には重要な
役割を果たさないと推測された。



2aG12 

重金属依存性の酸化障害におけるポリフェノール

類の関与

瞳孟遁呈，山崎秀雄(琉球大学・理・海洋自然)

Zn， Cd， AI:等の重金属は、植物の生育を著しく阻

害することが知られている。特に AIは、酸性土嬢

における植物生育障害の主要因として広く研究が

進められている。しかし、毒性メカニズムの詳細

は未だ明らかではなし1。本研究では、 AI毒性にフ

ラボノイド類やケイ皮酸類などのポリフェノール

が関与することを報告する。

オオムギ根の過酸化脂質量は、 AICI3処理によっ

てコントロールの約 1.4倍に増加した。このときの

過酸化脂質分解産物は、チオパルビツール酸反応

物質 (TBARS) ではなく、主に 4-Hydroxynonenal

(4-HNE) であった。 invitroのポリフェノーjレ/西

洋ワサビベルオキシダーゼ系においても、 AICI3に

よるリポゾームの過酸化カず見られた。 ZnCI2，CdCI2， 

MgCI2， CaCI2等の二価金属も、 AICI3
と同様にリポ

ソームの過酸化を促進した。以上の結果は、酸化

還元に直接関与しない金属が、ポリフェノール共

存下では酸化障害を誘発し得ることを示している。

2aG13 
イネのオリゴ糖エリシターシグナル伝達における
イオンフラックスの制御とタンパク質リン酸化

担達丘E主、菊山宗弘 l、渋谷直人(農水省・生物研、

l放送大・生物)

イネ培養細胞においてN-アセチルキトオリゴ糖エリンターが細胞

膜上の受容体 [1]で認識されると、膜電位の脱分極 [2，3]、細胞膜を

介したH+の流入と K+，CIーの流出[4]、プロテイ ンキナーゼの活性化

とタンパク質リン酸化(本学会1998年度年会)、細胞質の酸性化 [4]、

などの一連の一過性の初期応答を経て、数分以内に活性酸素発生[5]

や遺伝子発現が[6]活性化される。活性酸素発生[5]や細胞質酸性化、

遺伝子発現[7]はプロテインキナーゼ阻害斉1]K-252aにより限害され、

プロテインホスファターゼ阻害斉l]calyculinAのみで誘導される。イ

オン選択性電極を用いた実験の結果、オリゴ糖エリシターで誘導さ

れる細胞膜を介した一連のイオン 7ラックスはK-252aによって顕

著に阻害された。また同様のイオンフラックスはcalyculinAのみに

よっても誘導された。 一方膜電位の一過性の脱分極は、 K-252aに

よる顕著な阻害が見られなかった。以上から、エリシター受容体に

よる認識直後の初発反応として膜電位の脱分極が誘導されること、

その後の多械なイオンフラ γクスの誘導にはタンパク質のリン酸化、

脱リン酸化を介した調節機憎が存在する可能性が示唆された。

[1]110 et al. Plant J. 12:347 (1997); [2] Kuchitsu et al. Protoplasma 

174:79 (1993); [3] Kikuyama et al. Plant Cell Physiol. 38:902 (1997); 

[4] Kuchitsu etal. PlantCell Physiol.38:1012 (1997); [5] Kuchitsuet 

al. Protoplasma 188: 138 (1995) [6] Minami et al. Plant Cell Physiol 

37:563 (1996); [7] He et al. Mol. Plant-Microbe Int. 11: 1167 (1998) 
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2pGOl 
急激な温度低下による植物体のしおれと回復機構

宜韮座里・小沢聖(東北農業試験場)

コマツナの耐凍性は、厳寒期には・15
0
C以下に達す

るが、低温に順化する前は-30C程度の軽い凍結にも

耐えられない。この来順化の植物体が急激な低温にさ

らされると、葉が一時的に激しくしおれたり凍害が発

生する場合があり、栽培上の問題点になっている。植

物が急激な温度低下によりしおれる現象は他の植物種

でも見られる一般的な現象で、その原因として葉の気

孔開問機構の異常や吸水障害などが考えられているが、

詳細は明らかでない。本研究の結果、コマツナでは、

急激な温度低下により植物体が軽い水ストレスを受け

ると、速やかに気孔抵抗が高まることが確認され、吸

水機能の低下がしおれの原因である可能性が示唆され

た。一方、その後の持続的な低温処理によりしおれか

ら回復した植物体では、低温未順化のものより浸透ポ

テンシヤノレが lMPa程度も低かった。浸透ポテンシ

ヤル低下の大部分はグルコース、フルクトース、シュ

ークロース、ラフィノースなどの糖含量の増加による

ものである。細胞内でのこれらの溶質の蓄積は、単に

凍害防御物質として機能するだけでなく、浸透ポテン

シャルの低下を介して、冷温(OOC以上)条件での細胞

脱水と、細胞外凍結による細胞脱水の両方を軽減させ

る効果を持っと考えられる。

2pG02 
ハードニング中の小麦で発現するフルクタン代謝関連酵素
遺伝子の単離と解析

JII t D、吉田みどり(農水省・北海道農試)

低温感受性の植物がでんぷんを葉緑体に蓄積するのに対し、
コムギやイネ科牧草などの低温耐性組物は同化産物のほとん
どを水溶性多糖のフルクタンとして液胞内に蓄積する。フルク
タンは種々のストレス耐性に関わっていることが報告されて

おり、ハードニング中のコムギ品種においてはフルクタンの蓄
積量がその耐凍性及び耐雪性に相関する。またフルクタンは

O.C近くの低温においてもコムギ組織内で合成されているこ

とが明らかとなっている (Yoshidaet.aI.l998)。本研究は、
フルクタンの蓄積能力の高いコムギ(PI173438)を用いて、低
温環境下のフルクタン代謝に関わる遺伝子の単磁を試み、自然

条件下でハードニングさせたコムギのクラウン部分からフラ
クタン代謝関連酵素遺伝子と相向性の高いクローンを 2種類
(WA，WB)単離した。塩基配列の解析から、糖代謝系酵素遺伝
子に高く保存されている 2つのアミノ酸配列 (N-D-P-N-G、

W-E-C・P/V-D-F)をそれぞれ持つことが明らかとなった。
またクローン WAはオオムギの sucrose:fructan 6-

fru cto sy ltra n sfe raseと95%、クローン WBはサトウキピの

invertaseと65%の相向性を持つコムギでは新規の遺伝子
であった。またクローン WBでは、液胞型の invertaseに特異
的に保存されている配列を持つことから今回単厳された遺伝
子も同様の機能を持つことが示唆された。



2pG03 
イネと冬コムギからのオオムギ bltJOl遺伝子ホモログの

cDNAクローニングとその発現解析

止温盆也、川上顕、今井亮三、 l大野清春

(農水省・北海道農試、 l生物研)

冬コムギなどの越冬性植物では数々の低温誘導性遺伝子の存

在が報告されている。これら低温誘導性遺伝子またはそのホモ

ログがイネに代表される低温感受性纏物にも遺伝子として存在

するのかどうか、あるいはそれらが低温やその他のストレスに

よる発現誘導を受けるのかどうかについての知見は少ない.

我々は冬コムギとイネからオオムギ(cv.Igri)の低温誘導性遺伝

子 bltJOlと相同性を持つ cDNAクローンの単離を紙み、それ

ぞれの低温による発現誘導性について検討した。冬コムギ

(PI173438)の cDNAクローン Wpl・6(54町田00acids)は5.9kDの

酸性(pl6.42)且つ疎水性の高いペプチドをコードしており、

bltlOlとアミノ酸配列が完全に一致した。一方イネの cDNAク

ローン05r-8はbltlOlよりもC末端側が長い8kD(72 amino acids). 

p14.74のペプチドをコードしていると推定された.blt101. wpト

6. osr-8問では osr-8の C末端コード領域を除いて、アミノ酸

配列がよく保存されていた。ノーザン解析の結果、 4.C処理を

した冬コムギ(cv.Chihoku)では処理時間に依存して wpi-6とハ

イプリダイズする転写産物の蓄積が認められた.しかしイネで

は05r・8は低温によっては発現が誘導されなかった.

2pG04 
アラビドプシス MitochondrialUncoupling Proteinをコードす

る新規遺伝子の単離

盗塁盟去、中国幹生、平井篤志(東大院・農学生命科学)

Uncoupling Protein (UCP)は哨乳類の褐色脂肪細胞などに

多く見られるミトコンドリア内膜タンパク質で、電子伝達系に

より形成されるプロトン勾配を ATP合成から脱共役させるこ

とで呼吸基質のもつ化学エネルギーを熱へと変換する働きを担

っている。最近の報告から植物のミトコンドリアにも UCPが

存在することが示され、プロトン勾配と ATP合成を uncouple

させる活性を持つことが確かめられた (Naturevol. 375， 24， 

1995， vol. 389，135.136，1997)。また、 UCPをコードする cDNA

がアラピドプシスからも単離されており、その転写産物の蓄積

が低温処理により増加することが示されている。一方でサザン

解析などの結果から、アラピドプシスには UCPのアイソフォ

ームは存在せず、単独の核遺伝子によりこのタンパタ質がコー

ドされているものと考えられていた。しかし、この知見は晴乳

類で少なくとも 3種類の UCPアイソフォームが存在し、それ

ぞれが異なった組織で機能している事実とは異なっていた。

私たちは今回、アラピドプシスの新たな UCPアイソフォー

ムをコードする cDNAの単離に成功し、高等植物でも哨乳類

同様、複数の UCPアイソフォームが存在することを明らかに

した。さらに、緑茶を低温環境下におくことでこのアイソフォ

ームの転写産物の蓄積が顕著に増加することも確認した。本発

表では主にアラピドプシス UCP遺伝子の発現様式について報

告する。
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2pG05 

低温馴化過程で蓄積するクワ (Morusbombycis 
Koidz)のERタンパク質

字梶徳史、竹揮大輔、荒川圭太、藤川清三

(北大・低温研)

演者らは ERの季節変化と耐凍性獲得との関連性

について興味を持ち、研究を進めてきた。現在ま

での研究で、非常に高い耐凍性 (LTso>-80
0C)

を示す冬期のクワ皮層細胞では、 ER内に特異的

に蓄積する 2つの主要なタンパク質、 WAP20及

びWAP27、の存在を明らかにした。 WAP20に関

しては cDNAの解析により、低分子量の熱ショッ

クタンパク質と高い相向性を示すことを既に報告

した。今回、 WAP27についても同様に cDNAク

ローンを単離して解析したところ、 group3 LEA 
タンパク質に共通してみられる、 11アミノ酸残基

の繰り返し構造を有する親水性タンパク質である

ことが明らかになった。したがって WAP27はER
局在型の group3 LEAタンパク質の 1種である

と考えられた。

2pG06 

キクイモ塊茎を凍結処理することによって減少す

る細胞膜タンパク質 (FSP.3)に関する研究

蓋』主率、花崎充、吉田静夫(北海道大・低温研)

致死的な凍結傷害を受ける温度(・1O"C)まで

緩速凍結したキクイモ (Helianthustuberosus L) 

の塊茎 (LT5Q:・8"C)を、融解することなくそのま

ま細胞膜の抽出に供試してそのタンパク質組成を

調べると、凍結組織由来の細胞膜画分では未凍結

組織由来のものに比べて複数の高分子量タンパク

質バンド (FrostSusceptible Proteins: FSPs)が

減少することをすでに報告している。しかし、こ

のFSPsの減少と植物の凍結傷害との関連性につ

いては何も明らかにされていない。

そこで本研究では、 FSPsの中で最も量的に多

い分子量 120kDaのFSP・3を未凍結組織の細胞

膜画分より単離して、その特異抗体を調製し、イ

ムノプロット法によって凍結処理に対する FSP・3
の挙動について分析した。その結果、塊茎を・3"C

から・5"C、・1O"Cへと緩速凍結した場合、各凍結組

織から調製した粗ミクロソーム画分の FSP・3含量

は徐々に減少する傾向を示した。



2pG07 
発芽初期のアズキの低温障害

小嶋道之 1、鹿島信康 1、相沢修 1、松川勲 2、村田吉平 2、

伊藤精亮(1帯畜大・生資科、 2十勝農試・豆ニ科)

アズキは低温感受性植物であり、発芽期、 4-5葉期、

開花期に受ける低温障害が収量に著しく影響を受けること

から、各時期の低温障害機構を解析している。低温感受性

の異なるアズキ 2品種の発芽体を低温条件(昼 15'C、 10h

/夜 10'C、 14h、75%遮光)で生育させた時、発芽期に低

温に強い品種「アカネダイナゴンJの脂肪酸の不飽和型/

飽和型の値はコントロ}ルと同様に増大するが、発芽時に

低温感受性品種である「斑小粒系-uではほとんど変化し

ないことを見出した。発芽時の低温ストレスにより、両品

種の MGDGIPC値ともにコントロールのそれよりも低か

った。 MGDGの脂肪酸組成は品種で異なっており、後者

のそれはコントロールと同様であったが、前者のそれは

18:3の割合が低く、 16:0の割合が高かった。低温に弱い

品種である「斑小粒系・uの発芽初期の生育阻害には、業

縁体脂質の合成系の阻害が関与しているのかもしれない。

2pG08 

NMR顧微鏡によるシュロ葉の微細凍結様式の解析

五以雄虫u 井出博之1，Williarn S. Price1，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、葉が過冷却で耐寒する植

物、シュロの葉身の微細凍結様式を観察した。 1"'-'-

21'Cまで7'C間隔でプロトン密度画像を撮り(解像度

31μm)、必要に応じて更に各像聞の差を画像化し

た。表皮及び維管束通同組織は-10'C前後で凍結し、

示差熱分析での最初のピークに相当した。他の葉肉

組織等は-16'Cまで安定な過冷却状態にあることが

判った。葉肉細胞の凍結は非対称的に生じた。向軸

側の柵状組織がまず-16"'-'-19'C凍り、背軸側の海綿

状組織は-19"'-'-21'Cで凍結した。柵状組織の凍結は

繊維組織の周囲から開始するように観察された。ま

た、下皮や維管束厚膜細胞は-22"'-'-25'Cまで過冷却

した。これらの組織の凍結が熱分析での 2次ピーク

を形成している。葉肉細胞の凍結は致死的で凍結傷

害も向軸側に先に現れ、 NMR画像での葉肉細胞の凍

結温度域に合致した。シュロ葉肉細胞の凍結の単位

は細胞或いは細胞群であると考えられ、維管束で固

まれたユニット構造は無関係であった。 NMR顕微鏡

は凍結の時間空間分布を微細に画像化できる。
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2pG09 

ウンシュウミカン (α的lSl1l曲・u勘faroov.)の低温応答遺

伝子の占NAクローニング

足よ塑，若杉佳功，生駒吉識・，矢野昌充"，1J、111-紀・，
久保井徹(静大農・人環科，・農水省・果樹試カンキツ部)

カンキツ属Citrusには低温耐性を示すものが多い

が、低温ストレスに関する遺伝子は単離されていな

い。ウンシュウミカンの低温適応の分子機構を明ら

かにするため、低温応答遺伝子を単離しその発現を

調べた。ウンシュウミカン果皮のcDNAライブラリー

をスクリーニングしたところ、 dehydrinファミリー

に属し、 PoncirusCOR19と相同なタンパク質

CuCOR19のクローンを単離した。 CuCOR19は、

171アミノ酸残基からなる親水性タンパク質であり、

リジンに富むモチーフを含む繰り返し構造と核移行

性シグナルに似た配列をもっていた。本遺伝子は、

ウンシュウミカンの成木地上部のあらゆる組織で発

現していたが、果皮と節間での発現が強かった。ウ

ンシュウミカンの葉を低温処理すると、本遺伝子の

発現量は1日以内に増加し、 5日後には最大となった。

低温処理した葉を室温に戻したところ、 mRNAの蓄

積は速やかに減少した。

2pGlO 
コムギ根組織の α・リノレン酸の割合と小胞体局在型 ω・3

脂肪酸不飽和化酵素タンパク量の成育温度に依存した変化

墨E量盟、 JII上直人¥児玉浩明、射場厚

(九大・理・生物、 1明治大"."植物工学)

高等植物の根組織の αーリノレン酸 (18:3)の全脂肪訟に占

める割合は低温によって顕著に治加する.根組織に含まれ

る18:3の大部分は小胞体局在型 ω-3脂肪酸不飽和化酵素に

よって生成される。今回、同醇棄をコードするコムギの

TaFAD3遺伝子の温度環境による発現機式を mRNAおよび

タンパクレベルで解析した.根端分裂組織を含む根の先端

部では18:3の割合は 300Cで28%だったものが 100Cでは

58%と大幅に増加した.しかし、この部分の TaFAD3

mRNAレベルは 100Cと300Cで比較しでもわずか 1.4倍程

度の増加にとどまった.これに対し、根の先端部のミクロ

ゾーム画分に含まれる TaFAD3タンパクは 100Cでは 300C

の約 7.5倍多く蓄積し、低温による 18:3の割合の滑加は

TaFAD3タンパク量によって調節されていることが示唆さ

れた。これらの結果は、温度依存性の TaFAD3遺伝子の翻

釈または翻訳後調節が存在し、それが根織部での TaFAD3

タンパク量、最終的に 18:3の割合を調節していることを示

唆する。



2pGll 

光化学系E表在性タンパク質を欠損したラン藻

Synechocystis sp. PCC 6803の高温耐性

主主主霊王、森田勇人、林 秀則

(愛媛大院・理工・物質理)

光合成機能のなかで最も熱に影響されやすいのが酸素

発生の過程であり、その熱安定性は植物全体の高温スト

レス耐性と密接に関連していると考えられる。ラン藻の

場合、この酸素発生複合体の熱安定性には、ルーメン側

にあるマンガンクラスター近傍の表在性タンパク質、

PsbO (33 kDaタンパク質)、 PsbY(Cyt c-550)、PsbU

(12 kDaタンパク質)が関与していると考えられる。そ

こで、ラン藻Synechocystissp. PCC 6803について、

これらのタンパク質をコードするそれぞれの遺伝子を破

壊した形質転換体を作製し、それぞれの高温耐性を解析

した。高温環境下で生育した場合、野生株では熱失活が

起きる温度が上昇するが、 d.psbU掠では熱失活温度の

上昇は見られなかった。これは、 12kDaタンパク質が

酸素発生系における高温環境への適応に必須の成分であ

るととを示唆している。d.psbO株、 llpsbV株において

は、光合成活性が低いと同時に、熱失活の温度そのもの

も野生株より低く、光化学系H複合体の熱安定性が大き

く低下しているものと考えられる。

3aGOl 

ランソウ HtpGの機能
仲本 準 (埼玉大・理・分子生物)

我々は Synechocystissp. PCC 7941から htpG遺

伝子をクローニングし、本学会で既に発表した

(田中直樹ら、 1997年度年会)。他の HtpGや

Hsp90と比較すると、本遺伝子の、ゲルダナマイ

シン結合ドメインを含む N 末端側の配列は高度

に保存されていたのに対して、オリゴマー形成

に関与すると考えられている C末端側の配列に

は高い相向性は検出されなかった c ランソウ

htpG破壊株は、高温(450C)及び低温(160C) 

において、生育が著しく阻害された。また 、通

常の生育温度でも変異株の生育は阻害され、細

胞当たりのフイコシアニン量が減少していた c

この遺伝子産物を大腸菌で大量に発現させ精製

した。非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

による解析を行い、これが二量体を形成するこ

とを確認した。現在、 HtpGの分子シヤベロン活

性の測定やこれが相互作用するランソウタンパ

ク質の同定等を行っている。
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3aG02 

高等植物の葉緑体局在型低分子量熱ショックタンパ
ク質を発現させたラン藻の高温耐性
去監畳屋、森田勇人、林秀則(愛媛大院・理工・物
質理)

低分子量熱ショックタンパク質(sHSP)は、高温
ストレスによって発現が誘導される 15-30kDaの
タンパク質である。高等植物には、細胞内局在性が
異なる5種以上の sHSPが存在する。他の生物より
種類が多く、植物に特有の役割を果たしていると考
えられている。これらの中で葉緑体に局在する
sHSPの機能を明らかにするため、シロイヌナズナ
のHSP21をラン藻 Synechococcussp. PCC 7002 
において発現させ、高温耐性に対する効果を解析し
た。
HSP21の cDNAから移行シグナルを除いたコー

ド領域をラン藻に導入して、 HSP21 を構成的に発
現させた。通常の生育温度 (30"C)では、形質転換
体の生育が野生株よりわずかに遅かった。しかし、
48"Cの高温で1時間処理したのち 30"Cに戻した場
合、野生株はほとんど生育しなかったのに対し、形
質転換体は生育した。野生株では、 45"C、 1時間の
熱ショック処理を行えば、 48"C、 1時間の高温処理
に対する耐性ができるのに対し、形質転換体ではラ
ン藻自体の熱ショックタンパク質の発現が誘導され
ていない状態でも、高等植物の sHSPによって高温
処理から細胞が保護されていると考えられる。

3aG03 

高等植物における高温ストレスによる生体膜の構造変化
山根由裕、菓子野康浩、小池裕幸、佐麟日彦(姫路工業大学・
理・生命科学)

植物の生薬に高温ストレスを与えると、 LHCIIのPS II反応
中心複合体からの解離とPSII反応中心の熱失活が、光合成系
の主要な変化として起こることが分かっている。 しかし、こ
れらのタンパク質複合体の変化と模構造の変化との対応関係
は、これまではっきりとは調べられていなかった。そこで、
細胞膜、葉緑体包膜、チラコイド膜の透過性の変化およびグ
ラナスタッキングの精造変化の起こる温度について、ホウレ
ンソウを材料にして調べた。
無傷葉緑体における515nmでカロテノイドのエレクトロク

ロミツクシフトの温度依存性を追跡すると、吸収変化の緩和
速度が380C付近より促進され、この温度でチラコイド膜の膜
透過性が増大したことを示したが、これはLHCIIの解離が起
こる温度と一致した。また、 750nmでの濁度は、 50・Cで劇的
な変化が起こり、葉緑体包膜がこの混度で変性することを示
している。この50・Cという温度は、因果関係は不明だが、 PS
H反応中心の失活が起こる温度であった。
チラコイド膜を用いて、グラナ構造の変化を750nmでの濁

度変化で測定したところ、グラナの構造変化がチラコイド膜
の他の構造変化よりも先に起こることが示された。 一方で、
細胞膜の透過性は、 50・Cまでは影響を受けないことが示唆さ
れた。



3aG04 
大麦における数ストレスによるクリシンベタインの誘導

高f音鉄子、平井珠美 1、Anaelina Alvarez-Nakase、鈴木

朗範、市原茂幸 1、日比野隆 2、田中援人 2、高倍昭洋 2

(名古屋大・生物分子応答研究センタ一、 1名城大・漢、 2

名城大・総合研究所)

大麦は塩、較燥、低温ストレスにより、適合溶質グリシ

ンベタイン (GB) を蓄積する。これまで植物力f教ストレス

でGBを蓄積するかどうかは明らかにされていなし、。そこで

大麦(春名ニ条)において熱ストレスでGB蓄積の誘導力f起

きるかどうかについて検討を行った。

発芽後 7日目の大麦を湿度 70%に保った人工気象器の

中で、温度を 25 'C、 32C、 37"C、 42 "Cと変化さ

せ、 4日間生育させた。棄におけるGBの蓄積量を調べた結

果、 37'Cで最も多く GBを蓄積していた。このときGBは

2 5 "C (コントロール)のときよりも 4倍に畑大してい

た。さらに 37"CでGBの醤積量の経時変化を調べたとこ

ろ、 1週間後にはコントロールの 8倍にまで増加した。熱

ストレスは低温ストレスと問機に水分含量の低下をとも

なっていた。大変においては泡、車Z燥、低温ストレスだけ

でなく、熱ストレスでもGBの蓄積が誘導されることが判明

した。

3aG05 

シロイヌナズナ HSP18.2遺伝子の熱ショックに
応答した翻訳制御
置迫宜王、加藤晃、庄司猛、吉田和哉、新名惇彦

(奈良先端大・バイオ)

熱ショック遺伝子の発現は、熱ストレスに応答して、
そのプロモーター領域に保存されている熱ショック
エレメントに熱ショック転写因子カ昔、結合し、転写が

活性化されることによって、主に制御されている。
シロイヌナズナから単離された HSP18.2遺伝子は、
植物に特徴的な低分子量熱ショックタンパク質をコー
ドしている。本研究では、この HSP18.2プロモー
ターおよびその 5'・非翻訳領域 (5・-UTR) をGUS

遺伝子に連結し、熱ショック遺伝子発現における
5・-UTRの機能をタバコ培養細胞 BY2を用いて調べ
た。 5・-UTRを 10bpまで欠失させた場合、転写レ
ベルでは完全長 5・-UTRと同様に熱ショックに応答
して、転写物の蓄積量が増加するにもかかわらず、
GUS活性の上昇カf見られなかった。このことから、
HSP 18.2遺伝子の発現が転写レベルだけでなく、
翻訳過程においても制御されている可能性が示唆さ
れた。
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3aG06 
CHARACTERIZATION OF MITOCHONDRlAL 

-LOCATED SMALL HEAT SHOCK PROTEll可
FROM TOMA TO ( Lycopersion esculentum q 
LTIJ Jjan and Mariko SHONO 

J1RCAS-OKINA W A Subtropical Station; Ishigaki 

907-0002 

A cDNA library was constructed with tomato leaf 

treated at 400C for 6h. One clone， mt-sHSP， was 
screened out from the cDNA library with the probe 
of tomato mitochondrial-located sHSP gene 
conservative region. The probe was obtained by R T-
PCR. According to phylogenetic analysis， the mt-

sHSP gene was classified as a new member of plant 
mitochondrial-located sHSPs. Northern-blot was 

conducted to check the transcription of mt-sHSP 

gene in tomato. Additionally， GST fusion gene 

expression system was used to construct the 

recombinant gene for characterization of molecu¥ar 

chaperone function of Mt-sHSP. Mt-sHSP was 
cleaved from fusion protein by PreScission protease 

and purified. A high activity of mo¥ecu¥ar chaperone 
ofMt・sHSPin vitro was observed 

3aG07 
葉緑体局在性低分子量 HSPの構成的発現
李柄頴，長谷川実加，山本直樹，徳富(宮尾)
主主(農水省・生物研)

葉緑体局在性低分子量 HSP (CtHSP) は，高
温条件下でのみ発現する蛋白質であり，分子シヤ
ベロンとして機能すると考えられている。 CtHSP
を構成的に発現する形質転換タバコを作出し，高
温ストレスに対する CtHSPの効果を検討した。

クロロフィル蛍光を指標として，緑葉の光合成
系の高温耐性を検定した。緑葉葉片を高温にさら
すとれレベルが増大し， Fvレベノレが低下する。
5分間の処理で Foレベルが 2倍に増大する温度，
Fvレベノレが 112に低下する温度ともに， CtHSP 
の構成的発現で 2度高温側にシフトした。この結
果は， CtHSPが光化学系 Hの高温耐性を増大さ
せることを示している。次に，シャーレ内で生育
させた幼植物の高温耐性を検討した。幼植物を 52
Ocで 45分間処理したのち通常の生育条件 (25

0
C，

光照射)に移すと，葉が徐々に退色し数日で枯死
にいたる。処理後暗所で生育させると再び正常に
生育を始めることから，高温処理後の植物の枯死
は光酸化ストレスによると考えられる。すべての
非形質転換体が枯死する条件で 50%以上の形質
転換体が生存したことがわかり， CtHSPが光酸
化ストレスを抑制する可能性が示された。
本研究の一部は生研織構基礎研究推進事業の支援で行われた.



3aG08 
タバコ・レトロトランスポゾンTt01の病傷害ストレスによる
活性化
武田真、杉本和彦、広近洋彦(農水省・農業生物資源研)

レトロトランスポゾンは、真核生物のゲノムに内在する転移
因子であり、その幾つかは、ゲノムの進化に寄与してきたと推
定されている。我々は、タバコの活性型レトロトランスポゾン
である Tt01について、その動態や活性化機機を研究している。
Tt01はI音養により転移が活性化されるほか、傷やウィルス感

染などのストレスによっても転写が活性化される。また、根や
花弁においても低レベルの Tt01の発現がみられる。巌近、病
傷害応答のシグナル分子の 1つであるジャスモン酸の投与が、
Tt01 RNAの発現のみならず、逆転写反応による転移中間体の
複製も誘導することが明らかにされた。

Tt01の転写調節領域を解析した結果、 LTRに存在する13bp

の繰り返し配列が、培養や傷、ジャスモン酸、病傷害応答エリ
シターによる活性化に関わるシスエレメントとして機能するこ
とが判明した。この配列は織物の防御応答遺伝子のプロモータ
ーに保存された配列を含んでいた。さらにまた、アスパラガス
のPR1遺伝子 (AoPR1)プロモーター内に、 Tto1のプロモータ
ー配列に類似した配列が見い出された。 AoPR1プロモーター
がTt01プロモーターと共通したストレス応答性を示すことか
ら、 Tt01の祖先因子の転写調節領域への繍入が、 AoPR1のこ
の様な発現制御の獲得に寄与した可能性が示唆された。
傷や病傷害ストレスによる活性化に関わる転写活性化因子と

して、 13bp配列に結合するMyb様因子(L8M1)が既に単離され
ている(杉本和彦ら、投稿準備中)。さらにジャスモン酸応答
性に関わる転写活性化因子の探索を現在行っている。

3aG09 

チャにおける傷害誘導性蛋白質の解析

杢盟組去，吉田克志(農水省・野菜茶試)

チャ<ca皿ellia討且∞邸)の栽培では新芽の摘採や

整せん枝などの作業により，繰り返し葉や枝が切断

される。これは茶樹への傷害ストレスであり，その

生理機能に様々な影響を与えていると思われるが，

チャの傷害応答を調査した研究は見当たらない。今

回，茶葉における傷害誘導蛋白質を調査した結果を

報告する。

‘やぶきた'の若葉に切断傷害を与え，経時的に

プロテイナーゼインヒピター(pI)活性および傷害応

答関連酵素活性を測定したところ， PI，フェニルア

ラニンアンモニアリアーゼ(PAL)，キチナーゼ(CHI)，
ポリフェノールオキシダーゼ， リポキシゲナーゼお

よびペルオキシダーゼの傷害による活性化が観察さ

れた。との傷害応答は若葉で顕著であり，成葉では

弱かった。また， PI， PALおよび CHIの活性化は

傷害葉の上位の無傷の葉でも誘導されること，ジャ

スモン酸メチルにより活性化されることが観察され

た。以との結果，チャは多様な傷害応答機構を備え

ていることが示された。
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3aGlO 

チャの傷害誘導性遺伝子の解析

立国立高，本間知夫(農水省・野菜茶試)

我々 はチャ<came.l出国且£且足s)の傷害応答に関す

る蛋白質・遺伝子の解析を進めている。茶葉では傷

害によりプロテイナーゼインヒピター(PI)およびフ

ェニルアラニンアンモニアリアーゼ(PAL)が誘導さ

れることから，傷害葉におけるこれらの遺伝子発現

をトマト PlcDNAおよびチャ PALcDNAをプロー

プとしてノーザン解析により調査した。トマト PI
プローブではチャ PIは検出できず，チャ PIとトマ

トPIの差異が示唆された。 PALmRNAについては，

傷害葉とその上位葉における経時的な発現量の増加

が観察された。次に，無傷葉と傷害葉から全 RNA
を分離し.differential display法を用いて傷害特異

的遺伝子の単離を試みた。その結果.DNA結合蛋白

質， ACC酸化酵素.hsp70と塩基配列の相向性が認

められる cDNA断片が単離でき，これらの発現は傷

害 48時間後に増加することを確認した。以上の結果

から，茶葉において多種の傷害誘導性遺伝子の発現

が確認され，現在さらに詳細な解析を進めている。

3aGl1 

葉肉プロトプラスト単離時におけるストレス応答

遮辺正己、鈴木久美子、田遁恵美子、呉崎1、渡遷

幸雄 (千葉大・園・植栄、 1マイクロテック・二

チオン(株) ) 

ナタネとペチュニアの葉から葉肉ブロトプラストを単離し、

葉と葉肉ブロトプラストについて、ポリアミン、アンモニア、

アミノ自主含量、 GS，GDH活性を比較した。

その結果、ナタネ葉肉ブロトプラストでは、 PutがI営1JOレ

Spdが減少したのに対し、ペチュ二?でI~Spdが増加しだ。

アンモニア含量と遊離のアミノ酸含量は、ナタネ案内ブロト

プラストでは顕著に増加していた。したがって、ナタネ葉肉

ブロトプラストではタンパク質分解が起こっていると挺定さ

れた。アンモ二アの同化に関与しているGSとGDHの醇素活

性について比較レた結果、アンモニアを蓄積するナタネのブ

ロトプラストで特に活性が増大した。

ナタネでは、傷害ストレスによってアンモ二?の蓄積と

GDHの活性化が起こることが報告されているので、過酸化水

素の生成をナタネとペチュニアで比較した。その結果、両者

とちにブロトプラスト単離時に過酸化水素の生成が認められ

た。経時的に過酸化水素の生成を比較したところ、酵素処理

1時間後に最大となった。次に、ルミノールによって活性強

素の笠成を測定した結果、ナタネとペチュニアでは、活性酸

素の消長に差異が認められた。



3aG12 
プラスチドω-3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子 (FAD乃の傷害

誘導性におけるタンパク質リン酸化の関与

児玉浩明、西内巧、瀬尾茂美¥大橋祐子¥射場厚(九州大・

理・生物、 1農水省・生物研/JST・CREST)

シロイヌナズナFAD7遺伝子は、葉緑組織で発現している

が、局所的な傷処理によって、業組織のみならず、茎や根で

も発現するようになる。この傷による発現応答はFAD7遺伝

子のプロモーター領域により制御されている。 FAD7遺伝子

の傷害応答における情報伝経路について、とくにタンパク質

リン酸化の関与について検討した。 FAD7プロモーター領域

をGUS遺伝子の5'上流に結合させた糊合遺伝子を導入した

タバコを用いて、タンパク質リン自主化、もしくは脱リン酸化

反応阻害剤存在下での傷害応答性について調べた。その結果、

特に茎組織において、リン酸化および脱リン酸化反応阻害剤

のどちらにおいてもFAD7プロモーターの傷害応答性が顕著

に阻害された。また、傷害誘導性のMAPキナーゼ (WIPK)の

発現が恒常的に見られる形質転換タバコおよび抑制されてい

る形質転換タバコの茎組織では、 FAD7遺伝子の傷害応答性

がそれぞれ促進および抑制されることから、 FAD7遺伝子の

傷害誘導における情報伝達経路にタンパク質のリン酸化反応

が関与することが示唆された。

3aG13 

3種の異なる傷害誘導性 ACC合成酵素遺伝子の

発現調節機構の解析

遮遺盈造主 酒井慎吾 (筑波大 ・生物)

我々はすでに報告している WSACS2に加え、新た

に、傷害を与えたカボチャ中果皮組織を材料に、ACC

合成酵素の保存領域をもとにデザインしたプライマ

ーを使った RT-PCRを行うことで 2つの異なる

cDNA断片(WSACSlとWSACS3)を単離した。これ

らWSACSl とWSACS3のコードする予想アミノ酸

配列はそれぞれ CS-ACS2に 82.6%、 CM-ACS2に

82.6 %の相向性を示した。

我々は現在までに、 WSACS2の発現調節に対し、

活性酸素群の一つに数えられるス}パーオキサイド

と，ジヤスモン酸がその発現を誘導することを報告

している。

WSACSlとWSACS3の発現は、スーパーオキサ

イドの産生系である NAD(P)H -oxidaseの阻害剤であ

る DPI(diphenyleneiodonium) Iこよって回害されたの

に加え、ジャスモン酸によっても阻害された。
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3pGOl 
傷によるタバコERF遺伝子の発現誘導機梅の解析

。直也25，.2、鈴木慈、北島佐紀人3、佐藤文歩、進士秀明1

0工技院・生命研・槽物分子生物、 2科学技術振興事業団、 3京
大・ RIセ、 4京大....化)

タバコERF(エチレン応答性転写因子)2，3司4遺伝子のflに対
する発現応答の制御機情について解析を行っている。植物体
の葉を切り離さずに傷をつけることによって解析したとこ
ろ、いずれのERF遺伝子についても傷周辺の組織において、局
所的に非常に早い発現誘導が見られた。また、傷をつけた個
体の無傷の葉においても発現誘導が見られ、 ERF遺伝子が傷に
よる非常に迅速な全身的応答を示すことを見い出した。局所
的及び全身的傷応答のどちらにおいても四F3遺伝子が最も顕
著な発現応答性を示した。接触刺激によっても、局所的に
ERF2司 3，4遺伝子の一過的な誘導が見られたが、全身的な誘導
は見られないことから、 ERF遺伝子の傷応答は接触応答とは異
なる機構で誘導されていることが示唆された。また、 ERF遺伝
子はエチレンのみならずジャスモン酸によっても弱い発現誘
導を受けるが、ジャスモン酸およびエチレン合成阻害剤の前
処理では、 ERF2.3，4遺伝子の傷による局所的な発現誘導は阻
害されなかった。

さらに、各ERF遺伝子のpromoter領域をGUS遺伝子に結合さ
せた融合遺伝子を導入した形質転換タバコを用いて解析し
た。 ERF2，3，4prαnoter::GUS導入タバコのいずれにおいても、
GUS活性およびGUSmRNAtこついて、 ERFmRNAと同様に傷による発
現誘導力f見られた。さらに、 ERF3promoter::GUS導入タバコの
幼酋期において、全身的な傷害応答性を示すことが明らかに
なった。以上の結果から、 ERF遺伝子は傷により、ジャスモン
酸やエチレンの合成に非依存的に、迅速な局所的および全身
的な発現誘導を示し、その発現誘導は転写の活性化により制
御されていることが示峻された。

3pG02 

TMV感染による壊死斑形成過程や傷害により誘導さ

れる 2種の新規タバコペルオキシダーゼ遺伝子の発

現特性
主賀動1.2，伊蹄告之山川博幹2J，光原一朗2.4，

大坪憲弘，2.4，松井博和本間守l，大橋祐子2.4

(1北大・農・生機化、 2J:訂・ C阻 sr、3筑波大・生物、

管制t省・生物研)

TMV感染による壊死斑形成過程初期のタバコ葉
cDNAライブラリーから2種の新規ペルオキシダー
ゼアイソザイムをコードするcDNA(tpoxCl， 
tpoxNl)を単離した.tpoxClは壊死斑形成過程で
誘導されるが物理的傷害では誘導されず，逆に
tpoxNlは物理的傷害により誘導されるが壊死斑形
成過程では誘導されなかった.タバコ葉ディスクをサ
リチル酸やジャスモン酸で処理したところ，酸性
PR-lのmRNAはサリチル酸で，塩基性PR-l
mRNAは傷害および、ジャスモン酸で誘導されたが，
tpoxClはサリチル酸，ジャスモン酸いずれに対し
ても応答せず，tpoxNlは傷害による誘導がジャス
モン酸により抑制された.これらの結果から， TMV 
感染による壊死斑形成過程あるいは傷害によるこれ
らのPOX遺伝子の発現誘導は，タバコPRl"'5タン
パク質遺伝子群で明らかとなっているものとは異
なったシグナル伝達経路を介していることが示唆さ
れる.



3pG03 
トマトモザイクウイルス (ToMV)の移行蛋白質に結合する

植物側壁白質遺伝子の単離

盆王量産、出口雅一、養田勝、渡辺雄一郎l、西日正通2、

丹生谷博(東京農工大・遺伝子、 l東京大・生命環境科学、

2農業生物資源研究所)

トマトモザイクウイルス (ToMV)の移行蛋白質は、ウイ

ルスの宿主細胞問移行にとって必須であり、宿主特異性に関

与していることが報告されている。我々は、樋物ウイルスの

宿主細胞間移行の分子機構を明らかにすることを目指し、移

行蛋白質と相互作用する植物側因子の研究を開始した。これ

までに、 ToMVの移行蛋白質をリン酸化する宿主側プロテ

インキナーゼに着目し、カゼインキナーゼ IIのようなヘパ

リン感受性プロテインキナーゼが移行蛋白質をリン酸化する

ことを明らかにした。今回、移行蛋白質に結合する植物側蛋

白質遺伝子を単敵する目的で、大腸菌で発現・精製した

ToMV由来の GST融合型移行蛋白質をプロープとして、

lambda-GEX5ベクターを用いて作成した発現 cDNAライ

ブラリーを検索した。その結果、数種類の陽性クローンを得

た。現在、塩基配列の決定などクローンの解析を行っている

ので、これらの結果をあわせて報告する。

3pG04 
植物病原細菌Pseudomonasavenaeによってイネ培養細胞
に誘導される細胞死の特徴解析
差是盛、若崎由香、田中則子、岩野恵、高山誠司、
門田育生l、機貝彰
(奈良先端大・バイオ、 1農水省・農環研)

Pseudomonas avenaeは単子葉植物を宿主とし、褐変、
屈曲等を引き起こす植物病原細菌である。本菌の菌株間

における宿主特異性は非常に厳密であり、それぞれの菌

株が感染できる植物穫は I種または数種に限定される。

我キは、本菌の宿主特異性機構を明らかにすることを目

的として研究を行い、本菌の宿主特異性には抵抗性誘導

の有無が関与することを明らかにした。今回、イネに対

して親和性の菌株と非親和性の菌株を用いて、イネ培養

細胞に誘導される細胞死について解析したので報告する。

親和性 ・非親和性菌株をイネ培養細胞にそれぞれ接種

したところ、非親和性菌株を接種した培養細胞では急速

な細胞死が認められた。 一方、親和性菌株を接種した培

養細胞では急速な細胞死は認められず、接種10時間後か

ら徐々に細胞死が誘導されることが明らかとなった。さ

らに、非親和性菌株によって誘導される細胞死は核DNA

の断片化を伴うが、親和性菌株によって誘導される細胞
死はこの様な断片化を伴わないことも明らかになった。

また、それぞれの菌株を接種した培養細胞を電子顕微鏡

で観察したところ、非親和性菌株を接種した培養細胞で

のみ細胞質凝集等のアポトーシスに特徴的な形態変化が

認められることが明らかになった。
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3pG05 

低分子量GTP結合タ ンパク質を過剰発現させたタバ
コの病原体抵抗性が増大する原因の解明

箆旦J章、草野友延、佐野浩

(奈良先端大・遺伝子教育研究センター)

DNAメチル化の阻害剤アザシチジン処理で誘導

された接化イネでは低分子量GTP結合タンパク質遺

伝子(rgpl)mRNAが減少していた。rgplをタノTコに

導入し、過剰発現させた組換え体タバコA2は、タ
バコモザイクウイルス(TMV)に対する抵抗性が増大

した。これまでに、 A2は傷害によって内生サリチ

ル酸含量が増加し、酸性PRタンパク遺伝子が誘導

せれることが分かっている。私たちはTMVータバ

コの温度シフトの系でA2を用い、病原体抵抗性の

機構の解明を目的とした。

温度シフトの系でも壊死斑の広がりが少ないこと

より 、TMVに対する抵抗性増大が再確認された。

TMV感染により A2では、内生サリチル酸含量が野
生型の数倍増加することが示された。また、ノ」ザ

ン法により病傷害によって誘導される既知遺伝子の

発現様式を調べた。また一方で、蛍光デイファレン

シャルディスプレイ法を用いて原因遺伝子の単離を

試みており、 TMV感染により誘導される新規なタ

ンパク質をコードする遺伝子の単離についても併せ

て報告する。

3pG06 

傷害刺激によってオオムギ細胞に誘導される侵入

抵抗性へのアクチン繊維の関与

古橋千穂，小林一成(三重大・生物資源・植病)

植物の細胞骨格は種々のストレスに応答して適応

的に再配列する。我々は、植物細胞のアクチン繊維

が糸状菌からの攻撃に応答して大規模に再配列し、

抵抗性発現に重要な役割を果たすことを見出した。

今回は、糸状菌侵入に伴う物理的刺激がアクチン繊

維の関与した抵抗性誘導の引き金になりうるか否か

を検討した。糸状菌侵入に伴う物理的刺激を模倣す

るため、マイクロインジェクション針およびパーテ

ィクルガンによりオオムギ子葉鞘細胞に微細な傷を

つけた。この細胞にオオムギうどんこ病菌 (E.りなiphe

graminis hordei)を接種すると、感染率は対照区に比

べ有意に低下し抵抗性が誘導された。いずれの刺激

を与えた場合にも、子葉鞘をアクチン重合阻害剤、

cytochalasin Aで処理すると抵抗性の誘導は完全に阻

害され、 Eghの感染率は対照区のレベルにまで回復

した。以上の結果は、微細な傷害刺激によって誘導

される抵抗性にアクチンが関与することを示唆して

いる。オオムギ細胞におけるアクチンの一過的大量

発現がこの抵抗性に及ぼす影響を現在検討している。



3pG07 

タバコ Rac遺伝子発現の病傷害ストレス応答性

加藤丈幸、小林一成(三重大・生物資源・植病)

糸状菌の侵入行動に対してアクチン繊維は特徴的

な配向変イじを示し、その制御機構は抵抗性発現と密

接に関係していると考えられる。動物や酵母では、

アクチン細胞骨格の制御に RacやCdc42を含む即10

ファミリー低分子量G蛋白質が中心的な役割を果た

していることが分かっている。今回は、タバコ BY-

2細胞由来の cDNAライブラリーより 4つの Racホ

モローグをクローニングし、病傷害ストレスを与え

た植物体における発現解析を試みた。病原菌

(Eりなiphecichoracearum)、非病原菌 (Episi)接種、

または、傷害処理を施したタバコ葉における各遺伝

子の発現を調べた結果、発現パターンに特徴的な変

化が認められ、 Rac遺伝子が病傷害ストレスに応答

して転写制御される可能性が示唆された。動物では

悶10やRacの活性は GEPや GAP等の制御蛋白質に

よって調節されており、 Racの転写調節は重要でな

いと考えられている。これに対して、植物の病傷害

ストレス応答では、 Racの活性調節のために遺伝子

の転写制御が重要である可能性が示唆された。
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laHOl 
緑色非硫黄細菌 Chloroflexusaurantiacusの染色体 DN
Aライブラリーの導入による紅色細菌 Rhodobacter

capsulatusのプロトクロロフィリド還元能の相補

虫昆昌盟、服部明彦、 JinXiong1、CarlE. Bauer1、井

上和仁 (神奈川大・理・応用生物、 lDept.Biol.， lndiana 

Univ.) 

クロロフィル類の生合成過程におけるプロトクロ

ロフィリドの還元には光依存型と光非依存型の二つ

の酵素反応系が知られている。紅色細菌 R.capsulatus 

には、光非依存型の酵素反応系だけが存在し、この

反応系には少なくとも 3つの遺伝子 bchB，bchN，bchL

が関与している。今回、接合伝達性コスミド pJRD215

をベクターとしてC.aurantiacusの染色体DNAライ

ブラリーを作成し、これを 3種類の R.capsulatus株、

JDB (bchB::Krn)、JDA(bchN::Krn)、ZY5(bchL::Krn)に、

それぞれ接合により導入後、光狼立栄養的に置いた

ところ、いずれの株もフ。ロトクロロフィリド還元能

が相補され、 Bchlaの合成が見られた。 ZY5相補株

よりライブラリー由来のコスミドを単離後、塩基配

列を解析した結果、 bchB、bchN、bchLとメタン細

菌のヒドロゲナーゼ補酵素 F420sサブユニットと

相同性の高い ORFがクラスターを形成していた。

laH02 
ラン藻Synechocystissp. s回 inPCC6803のndhB遺伝子変異によ
るCO

2
輸送活性の選択的阻害

大河浩、園田雅俊、小川!晃男(名大・生物分子応答研究セン

ター)

ラン藻は光によって駆動される無機炭酸輸送系を持ってい
る。作用スペクトルによる解析から光化学反応系1(陪J)は

主に∞2輸送にエネルギーを供給するということが示されて
いる。また、 NAD(附デヒドロゲナーゼ (NDHl)は、同I循
環的電子伝達を構成している一つであることが明かにされて
いる。これらのことから、∞2輸送は回I循環的電子伝達によ
り駆動されていると考えられる o HC0

3
'輸送も同様の系で駆

動されていると考えられていたが、最近、光合成電子伝達の
人工的電子受容体と阻害剤jを用いた研究により、 HC03

輸送

は四日からおIへの直線的電子伝達によって駆動されているこ
とが報告された。
そこで我々は∞2とHC0

3
'のそれそやれの輸送にNDHl依存の

陪I環状的電子伝達がどの程度関与しているかを明らかにす
ることを試みた。 PCRによってndhB遺伝子にランダムな変異
を与えることにより、幾つかの性質の異なる変異俸を得るこ
とができた。それらの変異椋の∞2とH∞ 3輸送や種々の条件
下での生育を調べた。その結果、 CO

2
輸送には、 NDHl依存の

悶環状的電子伝達が大きく関与しているが、 a03
職差には、

大きく関与していないことが明らかになった。
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laH03 
ラン藻(Synechocystis sp.PCC6803 )ゲノム全領域を
カバーする高密度遺伝子フィルターの開発と利用

金壬童二、中村保一、笹本茂美、出津久美、田畑哲
之(かずさDNA研)

単細胞性のラン藻 Synechocystissp.PCC6803はゲ
ノム全領域の配列解析がすでに完了している。昨年

度の本大会では、挿入断片の平均長が1.5kbのM13
クローンDNAを高密度にドットすることにより

PCC6803ゲノムの大部分をカバーする遺伝子フィ

ルターを試作し、これを用いて転写産物量の変化を
検出することが可能であることを報告した。今回は、

試作フィルターでカバーされていなかったゲノム上
の領域をPCR産物で補うことで全ゲノムをカバーす

る遺伝子フィルターを作成し、これを用いて環境に

より転写産物量が変化する遺伝子の検出をおこなっ

た。今回比較した条件は、光独立栄養条件下で増殖

中の PCC6803、および増殖後に暗所処理、増殖後

にグルコース添加処理したものである。それぞれか
ら抽出したRNAを標識した後に、遺伝子フィルター

に対してハイプリダイゼーション実験をおこない、
結果を比較した。検出したスポットはその位置をゲ

ノム全塩基配列と対応させることで転写量が増減し

た遺伝子を同定した。

laH04 
光合成細菌Rhodobactel'sphaeroides f. sp. denitrificansの

硝酸還元系遺伝子

塾直歪、 i竜尾進、佐藤敏生、山本勇(広島大 ・理・生物)

光合成細菌R.sphaeroides f. sp. denitrificansは脱窒を

行う。ベリプラズム局在性硝酸還元酵素の遺伝子をクロー

ン化し昨年の本大会でnapFDAの各遺伝子構造と各コー

ド蛋白質の特徴を報告した。今回、すべての硝酸還元酵

素の遺伝子の塩基配列を決定し、見い出された遺伝子の

硝酸還元との関連を各違缶子変異株を作成して検討した。

全長7.5kbpのDNA断片に七つの遺伝子を見い出し

napKEFDABCと命名した。それぞ、れの遺伝子にQを挿入

して作成した変異株は硝酸呼吸による増殖ができず、硝

酸還元酵素活性の硝酸による誘導も、ひき続いて起こる

亜硝酸還元酵素の誘導も見られなかった。 napD変異株

にnapKEFDABCを持つプラスミドをそ接合導入すると、

増殖、酵素活性ともに回復した。さらに、 napD変異株

は失っていた脱窒能も回復した。以上より、

napKEFDABCは一つの遺伝子オベロンを構成している

こと、そして本菌には細胞膜結合性の硝酸還元酵素も報

告されているが、ベリブラズム局在性硝酸還元酵素系が

脱窒を担っていることが明らかになった。



laH05 

光合成細菌の新規ABCトランスポーター

原郷美、松崎雅広、佐藤敏生

(広島大、理、生物科学)

脱窒光合成細菌防odobactersphaeroides f .sp. 

denitrificansのベリプラズム局在分子シヤベロン様

タンパク質を分離する過程において、グルコース、

ピルピン酸では誘導されずにリンコ喰で多量に誘導

される分子量約38kDaの新規タンパク質を見出し、

分離した。本研究では、この新規タンパク質の生理

的役割を検討した。

ゲノムDNAから遺伝子を分離した。塩基配列より

推定されるアミノ酸配列からは25%以上の相向性を

示すタンパク質は認められなかった。この遺伝子の

下流には、 ABCトランスポーターのチャンネルを構

成する膜タンパク質に特徴的なループをもっタンパ

ク質が存在していた。以上の結果から、このタンパ

ク質は新規のABCトランスポーターの基質結合タン

パク質であることが示唆された。

laH06 
光合成細菌のペリプラズムにおけるDppAタンパク貨の分子シャ

ペロンとしての機能

木曾雄三、松崎雅広、山本勇、佐蔵敏生 (広島大・理・生

物科学)

DMSOレダクターゼ (DMSOR)は、脱嚢光合成細菌

Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitri行cansのdimethyl

sulfoxide (DMSO)呼吸の末端還元酵素である。私逮はこれ

までDMSORのin vitroでのリフォールディング系を用い、ペ

リプラズムに局在する分子シャペロン機タンパク貨として、

DppAを分離した.このタンパク質は変性ウシ肝臓ロダネーゼ

の凝集も抑制し、ペリプラズムにおける分子シャぺ口ンとし

て機能していると推定した.本研究では、 invivoでの

DMSORのフォールディングに対するDppAの役割を検討した.

光合成細菌のゲノムDNAから遺伝子を分離し、相同組換え

によりオメガカセットを術造遺伝子内に同方向と逆方向に挿

入した遺伝子破寝株を術祭した.得られた遺伝子被i裏株は

DppAが欠如していることと、ジペプチドを唯一のC源とした

時泊殖速度が低下していることを確認した.逆方向へ簿入し

た株は、ペリプラズムのDMSORタンパク質は減少し、 DMSO

呼吸のみによる生育が認められなかった.この株は相補実験

によっても、 DMSO呼吸による生育は認められなかったが、

ペリプラズムのDMSORタンパク貨は野性株iと同じレベルまで

回復した.以上の結果からDppA機タンパク貨がinvivoでも、

ぺりプラズムにおいて分子シャペロン的機能を担っているこ

とが示唆された.
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laH07 
Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificansから精製したDMSO

呼吸系遺伝子の転写活性化因子DmsRのリン酸化とDNA結合

大島義紀、字治家武史、山本勇、佐藤敏生(広島大・理・生

物科学)

R. sphaeroides f. sp. denitrificansのDMSO(dimethylsulfoxide) 

呼吸系遺伝子dmsCBAの嫌気条件におけるDMSOによる誘導発

現には二成分制御系のsensorkinase DmsSとresponseregulator 

DmsRが関与している。 dmsCBAの上流に4個のDmsRboxモチ}

フが存在し、 DmsRの結合部位と予想している。本研究では

dmsCBAの転写制御機構を解明するためにDmsRのリン酸化と

DNA結合能の関係を検討した。

DlIlsRのN末端に6XHis.tagをもつようにdms尉宣伝子を改変

し、本菌のdmsR変異株で、発現させたところ、生成された蛋白

質はDmsRboxをもっDNAに結合し、 DMSO還元酵素のDMSO

による誘導生成も起こった。Ni-NTAaffinity chrornatography 

によって28kDaの6XHis-DmsR蛋白質を得た。 6XHis-DmsRを

アセチjレリン酸やカルパモイルリン酸とインキュペ}トした

ところ二段階のゲルシフトが見られた。boxlまたはbox2に変

異を持つDNAへの結合は起こらず、 box3変異の場合は一段の

ゲルシフトで、 box4変異で，li二段のシフトであった。以上の

結果からDmsRはリン酸化されると4つのDrnsRboxすべてに結

合して転写活性化を起こすことが示唆された。

laH08 
ラン藻SynechococcusPCC6301稼ゲノムの整列

クローンパンクの作製(2 ) 

杉田千恵子1、原白星子1、横田はるみ1、間瀬明日番人

鈴木徹1、NikolayTZVETKOV1 ，並且_.11.1• 2 、

杉浦昌弘1 (1名大・遺伝子、 2名大・人間情報)

単細胞性ラン蕩 Synechococcus PCC6301 

(Anacystis nidu/ans 6301)練のゲノムは2.7Mbの

大きさをもっ o PCC6301稼のゲノム徳造を鮮細に調

べるために、ゲノムの金領械をカバーするクローンパ

ンクの作製と部分塩基配列の決定を行った.ゲノム D

NAをPmeIまたはSwa Iで切断、または PmeIと

Swalで 2重切断して得られた DNA断片に特異的な

λDashllサプライブラリーを作製した.各サプライブ

ラリーについて遺伝子プロープやりンキングクローン

を起点としたウオーキング法によりクローンの整列化

を進め、現在までに、ゲノム全体の約90%をカバー

するλDNAクローンを量産列化した.また，全てのλD

NAクローンの揮入 DNA断片の両末織部の寝基配列

を決定したのでその結果も合わせて報告する。



laH09 

テントキシンのラン色細菌に対する作用

斉藤勇仁，控皐基皐，桜井英博

(早稲田大・教育・生物)

環状テトラペプチドのカピ毒テントキシンは、種

特異的に感受性高等植物の由化を引き起こすが、わ

れわれはラン色細菌Anacystisnidulansも感受性であ

ることをすでに報告している。テントキシンの主な

作用部位は葉緑体F1-ATPaseで、。サブユニットの

機能未知な3バレルドメインにその結合部位がある

と言われている。テントキシンは単離Flの ATPase

活性を濃度依存的に阻害/促進するという特異な性

質を持つ。

ラン色細菌 13種について、培地にテントキシンを

加え、成長に対する影響を調べたところ、 Anabaena

variabilisなどがテントキシン感受性であった。テン

トキシン感受性の Synechococcussp. PCC 7002を突然

変異誘発剤(MNNG)で処理し、テントキシン耐性を

獲得した変異株を得た。野生株及び変異株より F1-

ATPaseを単離精製し、テントキシン濃度の活性に対

する作用を比較した。

laHlO 
クラミドモナスのフェオホルピド aピロ化酵素

主主道主、田川智加江 1、岡山繁樹(九州大・理・

生物、 1福岡女子大・人間環境)

クラミドモナスクロロフィルb欠損株は生育途中

にクロロフィルaの分解に伴い藻体が黄化し、細胞

外に水溶性の赤い色素を排出する。この赤色色素

(P535)はメタノール中で535nrnに吸収極大を示

し、分光学的特徴、クロム酸分解産物の分析結果な

どからクロロフィルaに由来する開環テトラピロー

ル構造を持つことが示唆された(化学的構造につい

ては現在検討中)0in vivo におけるP535の生成は

酸素供給を制限することにより抑えられ、かわりに

クロロフィリド a、フェオホルピド a、ピロフェオ

ホルピド aが蓄積される。これらの結果はクロロフ

ィル分子がクロロフィラーゼ、 Mg一脱離酵素、ピ

ロ化酵素の作用を受けた後、酸素に依存して開環反

応を受けP535が生成されることを示唆する。本講

演ではクラミドモナスで新たに見いだされたフェオ

ホルビドピロ化酵素の性質とP535生成との関連性

について報告する。
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lpHOl 

ダイコ ンのシンク能の発達 1.ダイコン/シュート

比の大きな栽培種の場合。

臼田秀明、出村括l、下河原浩介、福田裕穂i

帝京大学、医学部、化学。 i東京大学・理学系

研究科。

シンク能の実体はその重要性に拘わらず未解明の

点が多い。下旺軸が生長の初期から著しく肥大する

ハツカダイコンを用いて、シンク能の実体を明らか

にするために、播種後3-21日の問、乾物重、シンク

活性(ある時の単位重、単位時間当たりの重量の増

加)、炭水化物含量、しょ糖分解関連の酵素活性、

蛋白のプローブイール、構造等の変化を解析した。

シンク活性は3.5日で、 O.044g/g/day、15日で

O.65g/g/dayと著しく増加した。また、シンク活性

とsucrosesynthase(Susy)の活性(存在量)聞には

高い相聞があった。しかし、シンク活性とinvertase

の活性聞には相関は無かった。また、しょ糖含量と

Susyの活性(存在量)聞にも相闘があった。師管の

発達も顕著であり、シンク能の発達の際のSusyの時

間、空間的発現(調節)をしょ糖濃度の変化と関連

させて解明することが今後の課題である。

lpH02 
ダイズの ωurce-sinkモデル植物を用いた高 CO2漉度の成

長及ぴ光合成への影響に関する研究

1.高CO2浪度の成長及び光合成能へ及ぼす影響
国仲真琴，川村ひとみ，渡辺晃樹，佐藤篤，葛西身延，津田信

一(弘前大・農学生命科学部・生物機能)

我々は、これまでダイズの初生薬から作った ωurce・sink
モデル植物を用いて、光合成の source・sink制御機構につい

て研究を進めてきた。その結果、このモデル植物が環境要因
による光合成代謝の術胸機構の解析に極めて有効であること

が明らかとなった。そこで、このモデル植物を高 CO2濃度

による光合成代謝の制御機構の解析に用いた。

モデル植物を35OppmC02(Contr01条件)及ひマOOppmC02

(HighC02条件)で水耕し、成長と光合成能について比較

した。 HighC02条件では Con位01条件に比べて、 1)葉面積

当たりの根と葉の乾重増加速度が大きく、 2)葉の sucroseと

starch含量も大きく増加した。 3)HighC02条件に置かれた

積物の 700及び 35OppmC02での光合成速度は生育に伴っ

て低下したが、 Contr01条件に置かれた積物の 35OppmC02

での光合成速度は実験期間を通じて一定であった。 HighC02

条件で生育した植物では、光合成速度と葉の sucrose含量の

聞に高い負の相関関係が認められた。また、 HighC02条件

で生育し光合成速度の低下した植物を 48hr暗処理すると、

低下していた光合成速度は完全に回復し、業に蓄積していた

sucroseは減少した。



lpH03 
ダイズの sourω-sinkモデル植物を用いた高 CO2滋度の成長

及び光合成への影響に関する研究

2.高CO2濃度による光合成のsource-sink時計胸噸鵬
塗辺墨盟，国仲真琴，川村ひとみ，佐藤篤，葛西身延，津田信一

(弘前大・農学生命科学部・生物機能)

ダイズの初生葉から作った ωurce-sinkモデル植物を

35OppmC02 (Control条件)及び 70句pmC02(HighC02条
件)で水耕し、その光合成代謝について比較した。 HighC02
条件で生育した植物の 350及ぴ 700ppmC02での光合成速度

は生育とともに低下した。しかし、 Control条件で生育した植

物の 35OppmC02での光合成速度は実験期聞を通じて一定で

あった。 HighC02条件に置かれていた植物では、光合成速度

の低下に伴って、 RuBPcaseのlnitialactivityは低下したが、

Total activityは低下せず Con凶 l植物とほぼ同じ高い値であ

った。

HighC02条件に置かれ、光合成速度の低下した葉の光合成

のA-Ci曲線の初期勾配はControl条件に置かれていた葉の初

期勾配に比べて小さかった。また、前に報告した様にHighC02
条件に置かれた植物では光合成速度と葉の sucrose含量の聞に

は高い負の相関関係が認められた。

以上の結果は、モデル植物で見られた高 CO2濃度下での光

合成速度の低下は、 sink-limit状態でのモデル植物の ωurce-

sink 制御機構によって説明することが可能である事を示して

いる。

lpH04 
ラン藻fructose-l.6-/ sedoh巴ptulose-l.7 -bisphosphatase 
導入形質転換植物によるソース/シンク器官における光合成能
と炭素代謝の解析

宣且L佳壬、田茂井政宏、重岡成(近畿大・農・食栄)

高等植物葉緑体のfructose-l.6-bisphosphatase(FBPase) 
およびsedohept叫ose-l.7 -bisphosphatぉe(SBPase)は、光

還元力による活性調節を受ける光合成炭素還元系の律速酵素の
1つである。本研究では、 FBPaseとSBPase活性の両方を有し、
光調節を受けず、 H202耐性を示すラン藻SynechococcusPCC 
7942のFBP/SBPaseを葉緑体へ導入した形質転換タバコ(TFI)
を作成し、高等植物のソース/シンク器官における光合成能と
炭素代謝に及ぼす影響について検討した。

pBI101にトマトrbcSフ.ロモーターとトランジットペプチド
のコード領域および S.7942 FBP/SBPas巴遺伝子 (fbp-fJを連

結したプラスミドを構築し、アグロパクテリウムを介して
Nicotiana tabacum cv Xanthiに導入した。ゲノムDNAを単離
後、 PCRにより fbp-Iの導入を確認し、 7種の形質転換株
(TFト1~7) を得た。形質転換株 (T2世代)から葉緑体を単離し、

ウエスタンプロッテイングにより FBPase/SBPaseの発現を確
認した。その中でTFI-3のFBPase活性、 SBPase活性は野生株
の1.65:t 0.32倍、1.76:t0.24倍であった。水耕栽培10週目

(400μE/m'/s、相対湿度 60%、25"C)では、 TFト3の平均背

丈は野生妹と比較して1.4倍大きくなっていた。第4葉の培養条

件下における光合成速度は野生株の1.25:t0.03倍であった。
現在、ソース/シンク器官における炭素代謝への影響について
検討中である。
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lpH05 
電子の流速測定による葉内C02濃度と光合成速度の解析

津山孝人、小林善親(九大・農学部・林学)

光照射によって葉のチラコイド膜を流れる電子は、カル

ビン回路でのC02還元反応で消費されるとともに光呼吸や

メーラ一反応、亙硝酸還元反応によっても消費される。こ

のような電子消費の流束を光合成に依存した同化的電子消

費反応の流束(J∞2)と光合成以外の反応に依存した非同

化的電子消費反応の流東 (JN) とすると、チラコイド膜

を流れる電子の流束(Je)は、 Je=J∞2+J N で表される。

いろいろな植物の葉におけるJ∞2とJNについて、一定の

光強度のもとで気相中のC02濃度と02濃度 (02/C02分圧

比)を変えながらJe、J∞2、JNを測定した結果、 C02濃

度の増加ととも JN は減少し、 JCu2は増加することが明

らかになった。また、 JN!J ∞2比は、気相中の02/C02分

圧比と比例関係にあることを見出した。このような方法を

用いて、植物業の光合成速度を律速している原因について

解析し、光合成能力の低L、植物は、 RubisCO部位における

C02濃度が低いことが示唆された。

lpH06 
糖センサーの解析:ヘキソースキナーゼの機能解析

森田章義人 LorenzoGUGLIELM町田TIl，2，
Pierdomenico PERA T A 2， Elena LORETI2， Amedio 

ALPI2山旦達孟l

l名大生物応答セ;2ピサ大学(イタリア)

高等植物の細胞内糖濃度認識に関与する糖センサ

ーとしてヘキソースキナーゼが注目されている。イ

ネ匹を用いて、ヘキソースキナーゼ・アイソフォー

ムとcDNAの解析を行った。等電点電気泳動と新規

の活性染色法の組み合わせにより、 6種類のアイソ

フォームが検出された(グルコキナーゼGKl/2/3，ヘ
キソキナーゼHKl/2，フルクトキナーゼFKl)。酵

素化学的な解析の結果、あるいはグルコサミン等の

糖センサーのモジュレータに対する反応性より、

HKl/2が糖センサーとしての緒性質に合致している

ものと判断された。 2種類のヘキソキナーゼ

(OsHxkl，2) と1種類のフルクトキナーゼ

(OsFrkl) cDNAを用いた解析の結果、 OsHxklが
HKl/2をコードしていることを明らかにした。この

OsHxklの機能についてf食言す中である。

Ref: Plant Cell 9: 2197 (1997); Planta 204: 420 (1998) 



lpH07 

クラミドモナスにおける多重ルビスコ導入の影響

l宣豊盤二内田英伸磯野協ー1.2横田明穂

(lRITE・植物分子生理奈良先端大・バイオ)

植物ルビスコの大サフーユニット遺伝子(rbcL)は葉緑

体に，小サフ.ユニット遺伝子(rbcS)は核に存在し協調

的発現制御が行われていることが示唆されているがど

のような機構でこうした制御が行われているのかは現

時点では明らかになっていない。この協調的発現制御

機構の解析の一環として，葉緑体ゲノムの逆位反復配

列(1 R)部位に新たにrbcLを挿入したクラミドモナス

葉緑体形質転換体を作成した。サザンプロットにより

rbcLのコピー数が3倍存在することが確認された形

質転換体において，他の光合成関連遺伝子の発現にお

よぼす影響を見たところ.特にrbcSの転写および翻

訳量の増加が観察された。現在，この形質転換体の電

顕による形態学的観察，光合成能の評価等を行ってお

り，これらの結果もあわせて報告する予定である。本

研究の一部は PEC/MITIに支援された。

lpH08 
クラミドモナスの低光呼吸突然変巽株とその性質 (2) 

鈴木健策(農水省・東北農試 ・生理生態研)

光呼吸速度が野何ー株の半分しかない突然変異株をクラミドモ

ナスで得ることに成功したことは前回報告した。この株7FR2N

は「二重突然変異株Jであり、高CO2要求性で‘あるホスホグリ

コール酸ホスファターゼ (PGPase)活性欠損突然変異株

pgpl-18-7Fに更に突然変異を起こさせ、大気中でもよく生育す

る株として得た。この株では、RubiscoのCO2/02相対特異性に

は野性株との違いは認められていない。

今悶7FR2Nを野性株等と有性生般を行わせそのテトラドを調

べたところ、光呼吸活性が野性株とほぼ閃じ株と半分程度の株

が2:2の分離比を示した。また綱ベた全ての低光呼吸活性株で、

光合成のCO2に対する親和性が里子性株より高く、 CO2飽和時の

光合成活性は野性株より小さかった。この形質はPGPase遺伝子

とはリンクしておらず'pgpl突然変異を容易に除くことができた。

その結果得た株A82では、 二重突然変異株7FR2N同様、カーボ

ニックアンヒドラーゼ阻害剤EZA添加により、光合成のCO2に

対する親和性が低下し野性株との差が認められなくなった。ま

た脱共役弗jに対して、光合成が野性株とは異なる応答を示すと

の予備実験結果を得ており、低光呼吸の原因となっている突然

変異とCO2波縮機構の発現機構との関連性が示唆される。
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lpH09 
クラミドモナス葉緑体内での翻訳に伴う mRNAの

分解

五盆温室、加藤晃、新名惇彦(奈良先端大・バイオ)

葉緑体内の mRNAの蓄積量の変化は転写後制御、

特に mRNAの安定性の差異に起因する。近年、原

核細胞において翻訳過程が mRNAの安定性に影響

を与えることが明らかになってきた。本研究では、

翻訳効率の異なる GUS遺伝子をクラミドモナスの

葉緑体ゲノムへ導入し、その発現動態を解析した。

その結果、葉緑体においても翻訳過程が mRNAの

分解速度に影響を及ぼすことが明らかになった。続

いて、 GUS遺伝子の開始コドン、および 5番、 126

番のアミノ酸残基に相当する塩基配列に終止コドン

UAAを点変異導入した。これらの変異 GUS遺伝子

をクラミドモナスの葉緑体ゲノムに導入し、 early

terminationが GUSmRNAの安定性に及ぼす影響

について解析した。さらに、翻訳開始、および伸長

を阻害する薬剤を用い、内在の葉緑体遺伝子につい

て、翻訳過程と mRNAの安定性の関係を調べた。

lpHlO 
『ホウレンソウ RuBisCOfalloverへの食塩の影響j

主盟---.5.ム盤、三宅親弘、横田明穂

(奈良先端大バイオ)

高等植物 RuBisCOはカルボキシラーゼ反応開始

後、急激に反応した後非常にゆっくりと失活してい

く、いわゆる fallover現象を示す。最初の急激な反

応を initialburst、その後のゆっくりとした失活の段

階を steadystateと呼んでいる。falloverはRuBisCO

の構造変化が主な原因であるとする履歴現象説と反

応進行に伴う阻害剤の蓄積が主な原因であると考え

る阻害剤説が提唱され、いまだ議論されている。ホ

ウレンソウ RuBisCOを用いて高濃度の NaCIが

falloverに及ぼす影響を解析した。その結果、高濃度

のNaCIはinitialburst時の RuBisCO活性を抑制した

が、 steadystateでの反応を促進したoinitial burstでの

反応抑制は RuBisCOタンパク質の構造変化の抑制

であった。一方、 steadystateにおける反応促進は

RuBisCOと阻害剤との会合への NaClの影響の結果

と思われ、現在その解析を行っている。



lpHll 

RuBisCO Oxygenase反応機構の解析

血旦主圭、三宅親弘、横田明穂

(奈良先端大学院・バイオ)

光合成の炭素固定を制御する RuBisCOは互いに措

抗するカルボキシラーゼ反応とオキシゲナーゼ反応

を触媒する。カルボキシラーゼ反応の反応中間体はす

でに単離され、 CO2の ribulose-l， 5・bisphosphate(RuBP)

への付加機構は明らかにされているが、オキシゲナー

ゼの反応機構はいまだ明らかでない。とくに RuBPに

付加する酸素分子の活性化の機構は全く不明である。

我々は、オキシゲナーゼ反応で生成する酸素の活性

種検出を試みる過程で、基質 RuBP非存在下でも市販

nitroblue te佐沼olium(NBT)が活'性型 RuBisCOにより還

元されることを見いだした。この反応は基質 RuBPや

特異的阻害剤 CABP によって阻害され、また

Superoxide dismutase存在下あるいは低濃度の O2存在

下で抑制された。この RuBisCOによる NBT還元反応

は精製 NBTでは認められなかった。このことから、

活性型RuBisCOが市販NBTに含まれる還元物質から

O2への電子伝達を触媒しL、生成した O
2

すると考察する。現在この還元物質を同定中である。

lpH12 

rbcL-欠損タバコを用いた植物 RuBisCOタンパク

質工学実験系の確立

大槻茂男 1，2、富揮健一人横田明穂 1，2

(1奈良先端大・バイオ、 2RITE 植物分子生理)

RuBisCOの酵素反応機構を知る上で、遺伝子改

変によるアミノ酸置換は有用な手法であるが、高等

植物 RuBisCOの場合、活性のあるホロ酵素を得ら

れないことから、この手法は用いられていなかった。

本研究では、葉緑体にコードされる RuBisCO大サ

プユニット遺伝子 (rbcL)を欠損させ、 C02固定

能を失ったタバコを宿主とした植物 RuBisCO改

変遺伝子発現系の確立を試みた。 358promotorの

下流に葉緑体移行シグナルと連結した rbcLを、ア

グロパクテリウムにより宿主に導入したところ、

C02固定能を回復したものが得られた。このことは、

核に導入された rbcLで、ホロ酵素を形成できたこ

とを示している。さらに、この系を用いて、アミノ

酸変異を導入した rbcLにおいても、同様の形質転

換体がいくつか得られており、その解析結果もあわ

せて報告する。(本研究の一部は PECIMITIの支

援を受けた。)
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lpH13 
トウモロコシC4型ピルビン酸Piジキナーゼのイネでの高発現と

光による活性化の解析

盗山i盆1ぺ東江栄野村美力D4，土田博子 MauriceS.B， Ku5， 

小野寺治子小野和子松岡信徳富(宮尾)光恵2

('生研機構農水省・生物研佐賀大・農香川大・農，
5Washington State Univ.， 6名大・生物分子応答)

トウモロコシC4型ピルピン酸Piジキナーゼ (PPDK)遺伝子導

入用コンストラクトを3種類作成し，それぞれイネに導入し，

PPDKの発現量を比較した。 トウモロコシPPDKゲノム遺伝子を

導入したイネでは，最高で非形質転換体の40倍のPPDK活性を

示した。一方，Cab promoter::PPDK cDNA， トウモロコシPPDK
promoter::PPDK cDNA導入したイネでは，活性上昇は1・5倍と高

発現には歪らなかった。以上の結果は， PPDKの高発現にはゲ

ノム遺伝子の導入が有効であること，また， PPDK遺伝子の

promoter 以外の遺伝子構造が高発現に必要であることを示して
し、る。

形質転換イネで発現したトウモロコシPPDKは，光による活

性化を受け，光照射下で活性が徐々に増大した。トウモロコシ

では光照射開始後1時間以内に活性が約20倍に上昇し，活性化

が飽和したのに対して，形質転換イネでは，少なくとも 14時間

活性上昇が続いた。 14時間の光照射でPPDK活性は暗所の約10
倍に増大したが，活性型PPDKは全PPDKタンパク質の20%程度

であった。このことは， トウモロコシPPDKがイネのPPDK活性

調節タンパク質により活性調節を受けること， しかし，イネで

は活性調節タンパク質のレベルが低いため全てのPPDKを活性

化できないことを示している。本研究の一部は生研機構基礎研究

推進事業の支援で行われた。

lpH14 

ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ
(PCK)発現イネのC4光合成田路類似の炭素代謝

鐙主丘二、村井宣彦、新井雅雄 (JT・遺伝育種研)

我々 は、 PCKを葉緑体で高発現させたイネの炭素代
謝を解析している。。イネで発現させたPCKの各反
応のkineticsを測定すると、生理的条件では、炭酸固
定反応と交換反応の活性は、脱炭酸反応に比べて著
しく低かった。このことは、形質転換体内でPCKは
主に脱炭酸反応を触媒することを示唆する。ホスホ
エノールピルビン酸 (PEP) をあらかじめ与える
と、 C4化合物への初期炭酸固定の割合が増加した。
同様に、 PEPカルポキシラーゼ (PEPC)の特異的阻
害剤 (DCDP) を与えておくと、同割合は減少し
た。よって、形質転換体では、内生のPEPCがC4化合
物への炭酸固定反応を行い、 PCKは、 PEPCへPEPを
供給していると推定される。また、 4位のCのみを"C
で標識したリンゴ酸を与えると、形質転換体の方が
高い割合で"Cを光合成代謝産物へ固定することが示
された。このことから、形質転換体にはリンゴ酸を
脱炭酸して光合成代謝産物へ固定する代謝系が付与
されたと推定される。これまでの一連の実験結果か
ら、形質転換体には、 C4光合成田路に類似した新た
な炭素代謝経路が付与されたことが示唆された。
1)鈴木ら 1998年度日本植物生理学会年会A2p・10



lpH15 

C4植物に特異的な新規タンパク質の探索
皐且且、古本強、畑信吾、泉井桂(京都大院・農・

植物生理)

キク科のFlaveria属の21種にはC3型からC4型 (NADP-ME
型)まで連続的な光合成型の変異の存在することが知られて
いる。これらは、真正C4型、 C4-like、C3-C4中間型、 C3型
に分類されているが、それぞれの遺伝的背景は非常に近いと

されている。 C4光合成の成立に関与している新規タンパク質

の探索のために、 C3型 (F.pringlei )及びC4型 (F.trinervia )の
2種を材料に用いて二次元電気泳動によるタンパク質の分析

を行い、それぞれの種間での泳動パターンの比較を行った。

それぞれに特異的に高発現しているタンパク質を見出し、そ

れらの部分アミノ酸配列を決定した.そのシークエンス結果

をもとにオリゴDNAを合成し、これをプロープとしてcDNAラ
イブラリーに対してスクリーニングを行った。得られたクロ

ーンの遺伝子発現状態を調べ、 C4種に特異的に発現している

クローンを複数単離することに成功した。これらのクローン

にはホモロジー検索上未知ものがあり、 C4光合成を支える新

規タンパク質のcDNAであろうと推定された.

また、上記の実験以外にも、遺伝子側からのアプローチし

た実験も行った。 NADP-恥1E型のC4植物であるFlaveriaにおい

て、その存在が知られていなかったPEPカルポキシキナーゼ遺

伝子がC4種により多く発現しているという知見を得たので、

あわせて報告する。

lpH16 
トウモロコシC4光合成における業肉細胞と維管束鞘細胞

の機能分担に関わる新規遺伝子の探索

五杢--.3皇、畑 信吾、泉井桂(京都大院・農・植物生

理)

C4光合成は、薬肉細胞(MC)と維管束鞘細胞(BSC)の

機能分担の上に成立している.C4光合成の成立に必要な

新規タンパク質を探索するために、両細胞問の機能分担に

着目し、それぞれの細胞に特異的に発現している遺伝子を

diff巴r巴ntialscreening法を用いて探索した。その結

果、 MC特異的遺伝子として多数の光合成電子伝達系遺伝

子を、維管束鞘細胞群(BSS)特異的遺伝子としてPEPカル

ポキシキナーゼ(PCK)遺伝子、塩ストレス誘導性タンパク

質ホモログ(5alη遺伝子などを単離している (98年年会

発表)。今回、前回未解析であったクローンの解析と共

に、 BSS特異的遺伝子として単離した遺伝子についてin

situ hybridizationを行い、より詳細な組織特異性を調べ

た。この結果、 PCKがBSCに特異的に発現しているこ

と、 5a17不モログが維管束系細胞に多く発現しているこ

とを明らかにした。これらのことから、従来から考えられ

ている以上に、 MCとBSCは光受容組織として機能分化し

ていること、 PCKの関与する炭素代謝がトウモロコシの

BSC中に存在することが示めされた。トウモロコシは

NADP-ME型C4光合成植物に分類され、 PCKの果たして

いる生理的役割は不明である。その生理的役割を考察する

とともに、その他のクローンの組織特異性を調べているの

でその結果も合わせて報告する。
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lpH17 

rリト・刊-J~ 5'・リン酸による CAM型7イスアうン卜葉緑体の
G6P輸送活性の阻害

墨藍1Rf，金井龍二(埼玉大・理分子生物)

CAM (crassulace加a::同 meta加|陰m)ではヂンアンの合成・

分解が重要な役劃を果たす。我々は水ストレスによるアイス

アわ卜(ん倫embf}lanthemumCf}lstaJlinum)のCAM化の過程
で， rンアン分解産物の一つ G6Pを輸送するリン酸輸送

体が葉緑体に新たに誘導されることを見いだした。

C3植物，C4植物の葉緑体1)ン酸輸送体は，様々 なタンハ。

ク質修飾試薬により輸送活性が阻害されることが既に

知られている。そこで，シリコンオイル層鴻過遠心j去により，
7イスアラントの C3型及び CAM型葉緑体への 32Piと 14C・
G6P (クつりふ・6リン酸)輸送活性に対する PLP(ヒ。リトーキサ

ーJv5'-リン酸)の悶害効果を比較したところ， Pi輸送活性

はC3型，CAM型ともlこ， 85μMPLPで50%悶害され

るのに対し， CAM型葉緑体の G6P輸送活性は 32μM
PLPで 50%阻害され， Pi輸送の場合よりもやや感受

性が高いことがわかった。このことは CAM型葉緑体

において G6Pは Piの場合とは異なる輸送体によって

輸送されていることを示唆している。現在， PLPによ

って修飾される C3型及び CAM型葉緑体包膜のタンハ。ク

質を 3H・水素化約素ナトリウムでうヘー J~化し， SDS-PAGEに

より解析することで，この G6P輸送体タンJ¥。ク質の同定

を試みている。

lpH18 

低COlストレスに適応しない緑藻クラミドモナ

ス高COl要求性変異株C16の解析

三浦諌治、石崎公庸、松枝昭治、九町健一、

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CO2ストレス条件に適応する

ために無機炭素濃縮機構(CC附を誘導する。この

CCMIこ関わる遺伝子を単離同定するために、高COz
要求性変異株を7株単離している(1997年度年会，

文献 1)。このうちタグとして用いたnit1遺伝子が

1コピー挿入されたC16株について四分子解析を行

なったところ、その挿入と表現型がリンクしていた。

この株では、 CCMIこ関わる遺伝子(CAH1， β-CA， 

LlP-36)の発現が誘導されなかったことから、 CCM
誘導に関わるシグナル伝達経路に変異が存在するこ

とが示唆された。大腸菌人工染色体pCYPAC2を

ベクターとしてクラミドモナス野性4朱(C9*.朱)の
ゲノムライブラリーを構築し、遺伝子破壊の起

こっている部位を含むクローンpKI4を単離し

た。さらにこのpKI4をC16株に形質転換する

と、変異が相補したので報告する。

文献 1)Can. J. Bot. 76: 1・6(1998) 



2aHOl 
タバコにおける葉緑体型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ
アイソザイムの発現機構の解析
主抵血土包， 薮田行哲， 重岡 成 (近畿大・農・食栄)

高等植物の葉緑体にはアスコルビン酸ペルオキシダーゼが
アイソザイムとしてチラコイド膜(tAPX)およびストロマ
(sAPX)に局在している。我々は、ホウレンソウの凶PXおよび
sAPXは同ーの遺伝子(Apxmにコードされており、 Apx!I;から
3・領域の選択的スプライシングによって4種類のmRNAが生成
し、 tAPX及びsAPXタンパク質が合成されていることを明ら
かにした(BJochem.人 328.795.1997;Biochem. J.. 1999. 
in press)。また、同様の機構はカボチャ及びアイスプラント
においても認められた。一方、アラピドプシス及びイネにお
いてはsA政及びtAPXは別々の遺伝子にコードされていた.
そこで今回は、タバコにおける葉緑体型APXについての解析
を行った。
葉緑体型APXに特異的に交差反応を示す、抗ホウレンソウ

sAPXモノクローナル抗体を用いたイムノブロティングの結果、
タバコにおいてもtAPX及びsAPX共に存在し、分子量はそれ
ぞれ約38kDaおよび33kDaであった。 RT-PCR法および
RACE法により、タバコのtAPXcDNAのクローニングを行っ
た。その結果、タバコtAPXの推定アミノ酸配列は、他の植物
種由来の凶PXと高い相向性(80%以上)を示し、 N末端側及びC
末端仮IJには、それぞれ葉緑体移送のトランジットペプチドお
よびチラコイド膜結合のための疎水性ドメインが存在してい
た。以上より、タバコにおいても葉緑体型APXが選択的スプ
ライシングにより発現している可能性が示唆された。現在、
葉緑体型APX遺伝子の解析及びmRNAレベルでの詳細な検討
を行っている。

2aH02 
高濃度リン酸施用によるキャベツ業の障害発生機構

並違for-F、真野純一¥(東北農試、 1 京都大・食糧科学研)

キャベツ栽溶においてリン酸肥料の利用率を高め、施用

量を削減するためには、定植前の苗への重点施用が有効で

ある九しかし苗へのリン酸の重点施用によりクロロシスを

伴う障害が発生する。この障害は他の塩類やソ/レピトーノレ

による浸透庄ストレスでは認められない。本研究では、キ

ャベツ苗の高濃度リン酸隊害のメカニズムと初期ターゲッ

ト部位を解明するために、光合成活性とラジカル生成、消

去能のリン酸に対する応答を明らかにした。

第 2葉が完全展開したキャベツ苗に、 200mMのリン酸

カリウム水溶液(pH6.2)を与え、経時的に Chl蛍光クエン

チング解析、およびメチノレピオローグン存在下でのモノデ

ヒドロアスコルピン酸ラジカノレ(MDA)光生成を測定した。

リン酸処理後4日では可視障害は認められなかったが、

400 μmol m.' s.¥ 6分間照射したときの non-photochemical

quenchingは無処理区に対し 35%増加した。処理後 5~6

日で可視障害が発生し、同時に Fv/Fm および photochemical

quenchingが低下した。これに対し MDAシグナルは処理4

時間後から低下し、 4日後には無処理区の 40%になった。

MDAシグナルの低下は、リン酸処理によりアスコルビン酸

プーノレが消費されたか、アスコルビン酸ペノレオキシダーゼ

が失活した可能性を示唆する。

J)波書量ら、土肥誌 68:622・628、1997
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2aH03 
71<ストレスによるレタス葉のスーパーオキシドジスムターゼの

活性低下

草且葺章、縄問栄治、金松澄雄 1、真野純一 2 (京都大院・農、

2南九州大・園芸、 2京都大・食糧科学研)

水ストレスによる障害のメカニズムの解明は、乾燥耐性作物の
育種戦略を決める際の最重要課題である。我々はこれまでに、
ポリエチレングリコール (PEG)、ソルピトール溶液により水
ストレスを与えたレタス葉の、パラコート存在下でのモノデヒ
ドロアスコルビン酸ラジカル (MOA)の光生成の噌大から、
水ストレスにより葉での酸化的ストレスが誘導されることを明
らかにした。
本研究ではこの酸化的ストレス増大機構を明らかにするため

に MOA光生成・消去に関する活性酸素消去系酵素および光合
成電子伝達活性の水ストレス後の変化を解析した。 3-4週間水
耕栽培したレタス (Lactucasativa L.)の根を、 10mM PEGも
しくは 1M ソルピトール溶液に漫し、水ストレスを与えた。
葉のアスコルビン酸ベルオキシダーゼ、 MOAレダクターゼ、
及び光合成電子伝達活性 (H20→NADP+)は、 4時間の水スト
レス処理では変化しなかった。一方、スーパーオキシドジスム
ターゼ (SOO)活性は、 z時間の PEG処理、 4時間のソルビ
トール処理により約 90%減少した。 Native-PAGE/活性染色
で確認されたレタス葉の 3種類の SOOアイソザイムのうち、 2
種の CuZnSOO活性が水ストレスにより減少した。抗スギナ葉
緑体 CuZnSOO抗体を用いたウエスタンプロッティングから、
この SOO活性の低下に対応した SOOタンパク量の減少が確
認された。このように、葉緑体の CuZnSODは水ストレスによ
り分解が促進される初期ターゲット分子であることが示唆され
た。

2aH04 

クロロフィル分解産物の老化植物葉における検出:

HPLCによる分析法とその応用

盤左鹿圭，塩井祐三(静岡大・理・生物地球)

クロロフィルは植物の老化に伴って5J'flI卒代謝される.

その分解過程は酵素による数段階の反応を経て酸化開裂

しビリルビン様物質となることか報告されているが，そ

の後のうヨ明経路についてはまだわかっていない.本研究

では，ピロフェオホオルビド aをクロム酸によって化学

的に酸化51唱し，その分解産物を標準物質として高速液

体クロマトグラフィー (HPLC)を用いて，分離・分析

する手法を確立した.さらに，この手法を用いて，植物

の老化に伴い，酸化，)J幣産物と同様の物質が出現してく

るかどうかについて懲F析し，クロロフィルの分解経路を

検討した.

へマチン酸，メチルエチルマレイミド，メチルビニル

マレイミド. C-E・リング誘導体のあ瀞産物と推定され

るメチルビニルジアルデヒドなどがダイコンとオオムギ

の老化子葉で検出された. これらのことから，植物のク

ロロフィル分解にはビリルビン様物質から低5J'"子の物質
へと分解する経路が存在し代謝されることまた，その

経路は植物の種によって異なることが明らかとなった.



2aH05 

異なる光・栄養条件で生育した

一年生草本シロザにおける強光耐性の解析

担童基堕、彦坂幸毅、広瀬忠樹(東北大・院・理 ・生物)

光阻害は消費・放散しきれなかった過剰な吸収光エ

ネルギーが原因で起こると考えられているが、葉の強

光耐性は同一種内であっても生育光環境によって異な

る。光合成は吸収光エネルギーの主要な消費系であり、

光合成能力は生育光環境によって異なる。このことか

ら、光合成能力の違いが強光耐性の違いをもたらすと
考えられてきた。一方、近年は様々な光阻害回避系が

着目されている。しかし、各光阻害回避系が強光耐性

の可塑性にどれだけ貢献しているのかはよくわかって
いない。我々はこれまでに一年生草本シロザを材料に、

強光耐性の可塑性について調べてきた。特に光合成能

力の違いが持つ意味を明らかにするため、強光・富栄
養で生育させた光合成能力が高い葉(A)、弱光生育の
ために光合成能力が低い葉(B)、強光生育だが貧栄養

のために低い光合成能力を持つ葉(C)の比較を行って

いる。これまでに、強光耐性もDlタンパクの修復能力
も生育条件で決まることを明らかにし (A=C>B)、光合

成能力以外の光阻害回避系の重要性を示唆した。今回
はクロロフィル蛍光の解析により熱放散能力を調べた

結果を報告する。

2aH06 

野生種スイカ生薬を用いた強光・ 低CO2分圧下での光呼吸および

Water-Water Cycle生理機能解析と in vivo葉緑体酸化スト レ

ス診断

三宅親弘、横田明穂 (奈良先端大学院 ・バイオ)

本研究で用いる野生種スイカは、強光・乾燥ストレス下、委J周

せず、 光障害を被らない。これは、光合成に使われない過剰な光

エネルギーが安全に処理されていることを示唆する。我々は、過

剰な光エネルギ一散逸系として光呼吸とWater-WaterCycleを

その候補として考え、この2つの系の光エネルギ一散逸への貢献

度を、生葉でのガス交換測定とクロロフィル蛍光収率測定を同時

に行うことにより定量、 比較評価したo 1.000pmol Photon 

m-2S4下、大気CO2分圧を36Paから10Paへ低下させると、 PS工工

全電子伝達活性のうち光呼吸依存活性の割合は25から50%へ増大

し、 またWater-WaterCycle依存活性は7%から20%へ増大し

た。さらに、 10Pa CO2下、大気O2分圧を21kPaから1.7kPaへ低

下させると、 Q.の還元率が50%から90%へ増大した。これは、強

光・低CO2分圧下、光呼吸が光化学系過還元解消に大きく寄与し

ていることを示唆する。一方、光呼吸抑制条件下、 クロロフィル

蛍光Qnpの大きな促進が見られ、 Water-WaterCycleがチラコ

イド膜OpH生成により PS工1 down-regulationを維持すると考

えられる。以上の結果より、スイカ生業での光呼吸と

Water-Water Cycle の生理機能を議論する。さらに、

Water-Water Cycleでのスーパーオキシド ・ラジカルとH202生

成速度および葉緑体内でのそれらの定常濃度を評価し、強光 ・低

CO2分圧下での葉緑体酸化ストレスを in vivo診断する。
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2aH07 

熱耐性デヒドロアスコルビン酸還元酵素の生化学

的特性

高橋俊一，山崎秀雄(琉球大学・理・海洋自然)

アスコルビン酸-グルタチオンサイクル(AGC)は、

光ス トレスで発生する活性酸素の消去に重要だと

考えられている。AGCを構成する酵素の一つで

ある DHA還元酵素(DHAR)は、デヒドロアスコ

ルビン酸(DHA)からアスコルビン酸への還元を触

媒する。植物中には DHAR活性を示すタ ンパク

が複数存在しているが、特異的静素の存在を含め

未解決の問題が多い。今回、光合成器官で見い出

された熱耐性 DHAR活性の生化学的特性を報告

する。諸条件の検討後、ガジユマル生葉で 800

nmo叫ol.mi凶in.勺ngprotein.1の熱耐性活性が検出された。

熱耐性活性は全活性の 40%を占め、 80"C， 15分間

の熱処理でも失活しなかった。ホウレンソウでは、

全活性の約 20%が熱耐性であり、 DHAに対する

Km値は 80μMであった。この値は DHAに非特

異的な DHARのK回値よりも顕著に低かった。熱

耐性活性は、非光合成器官や光ストレス過敏性を

示すオウゴンガジュマルでは検出されなかった。

2aH08 

光照射下の単離葉緑体における活性酸素を介した
グルタミン合成酵素の分解
五旦室主安i畢大輔、牧野周、前忠彦

(東北大院・農・応生科)

これまでに私たちは、光照射下の単離葉緑体及びそ
の破砕液において、 Rubisco・LSUが活性酸素により部
位特異的に断片化されることを報告した。本研究では、
同様の系において他の葉緑体タンパク質ついても活性
酸素による断片化が見られるのかについて検討した。
コムギ葉から単離した葉緑体を光照射下及び暗所下

でインキュベートし、数種類の葉緑体タンパク質の分解
について SOS・PAGE/イムノプロット法で分析した。そ
の結果、光照射下においてプラスチド型グルタミン合成
酵素CGS2)のタンパク質量が減少するとともに、分子
量 39kDa、及び 35kDaの分解断片が出現することが
わかった。一方暗所下では、この GS2の分解は見られ
なかった。光照射下におけるGS2の分解は、 OCMUに
より完全に抑制された。そして各種のプロテアーゼ阻害
剤と活性酸素スカベンジャーの効果について調べた結
果、 GS2の分解は金属キレート剤、 catalase、ならびに
n-propyl gallateによって抑制されることがわかった。以
上の結果から、光照射下における GS2の分解にも
Fenton反応を介して生じる活性酸素が関与しているこ
とが示唆された。



2aH09 

ガス交換とクロロフィル蛍光の同時測定から観察され

るRubiscoアンチセンスイネの光ストレス回避機構

牧野周、前忠彦、島田多喜子¥山本直樹2 (東北

大院・農、 1石川農短大、 2農水省・生物研)

私たちは、イネにrbsSのアンチセンス遺伝子を導入

し、窒素含量あたりのRubisco量を約40%まで減少さ

せた形質転換体イネを得た。 Rubiscoは大気条件下

の光合成と光呼吸の律速因子であるにもかかわらず、

これらのRubiscoアンチセンスイネは、真夏の炎天下

でも一切の光傷害を受けることなく正常に成育した。そ

こで、このアンチセンスイネのガス交換と Chl蛍光の測

定を行い、その光阻害回避機構について考察した。

Rubisco量の60%減は、光飽和(1500μmol m-
2 

5-
1 )の光合成の50%減、光呼吸の60%減をもたらして

いた。光合成あたりの気孔開度は、アンチセンスイネの

方が高かったので、 Ciを26Palこ揃え定量的な解析を

したところ、光合成の減少割合とPS11の量子収率低

下の割合にはまったく差がなく、それらの減少分と閉じ

割合のNPQの増加が観測された。 C02飽和領繊の解

析でも同様の結果が得られた。このように、 NPQの ポ

テンシャルが高まることがアンチセンスイネの光阻害回

避機構の重要な因子であることが示唆された。

2aHIO 
α型Pdk遺伝子はどのように進化したか?
野村美加、 l千徳直樹、 l谷口光隆、 2石田祐二、 2太田象三、 2小

鞠敏彦、田島茂行、 1松岡信(香川大・農、 l名古屋大、 2臼本た

ばこ・縞物育種研)

α型Pdk(ピルビン酸日ジキナーゼ)遺伝子は 1つの遺伝子から
2つの転写産物を産生する。すなわち、長い転写産物は葉緑体

型Pdk遺伝子を、短い転写産物は細胞質型Pdk遺伝子をコード

している。この特徴的な性質はα纏物のPdk遺伝子のみならず

イネ (0植物)のPdk遺伝子においても同様な発現制御系が存

在することが明らかとなっている。我々は口植物からα植物

へ進化する際、 Pdk遺伝子に何が起こったかに興味を持って研
究を行っている。既に報告したように、イネ、トウモロコシの

葉緑体型Pdkプロモーターの制御下におけるGUSの発現は、形

質転換イネにおいて、光合成器官である葉において高いGUS活
性を誘導するが、その活性はイネ由来のものに比べ、 トウモロ

コシ由来のものが約10倍高い活性を示した。また、 GUS活性の

染色の結果、イネ、 トウモロコシともに業肉細胞特異的な発現

をすることが確認された。一方、同様のコンストラクトをトウ

モロコシに導入したところ、トウモロコシ由来のものは葉肉細
胞に特異的に高いGUS活性を示したのに対し、イネ由来のもの

は葉肉細胞のみならず維管束鞘細胞においてもGUS活性が発現

した。これらの結果からトウモロコシPdk遺伝子には、業肉細

胞特異的に発現を引き起こすための転写因子が存在し、それは
イネのFt1kプロモーター領域には存在しないことが示唆された。

本研究の一部は、生研機構「新技術・新分野創出のための基礎

研究推進事業j の支援を受けて行われた。
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2pHOl 
ラン色細菌Synechocystissp. PCC 6803に対する高温処理の影響
井上名津子、合江見崇、山根由俗、菓子野康浩、小池俗幸、

荏蕗石言(姫路工業大・理・生命、ー九州大・理)

先の植物生理学会において我々は、好熱性ラン色細菌

Synechococcus vu/canusを用いて高温処理に対する光合成系や細

胞膜への影響を調べ、細胞膜の透過性の増大と細胞の死が関連
することを報告した。今回は常温性ラン色細菌Synechocystis
sp. PCC6803について、蛍光指標に対する影響を含めて高温処

理の効果について報告する。

S. PCC6803を生育至適温度25"Cで培養し、 25"Cから60・Cの

各温度で5分間処理したものと、温度処理後、 25・Cに5分間戻し

たときの回復を調べた。光化学系H活性の指標と考えられる蛍

主回旨標Fvは約42"Cから低下しはじめ、約52・Cでゼロになった。

25・Cに戻したとき一部回復がみられたが、あまり顕著ではなかっ

た。フィコピリゾームの系E反応中心複合体からの解離および

系E反応中心の熱不活性化が原因と考えられるFoレベルの上昇
は35"Cから始まり、 55・C以上で減少に転じたが、 25"Cに戻した

ときは約45・C処理まではほぼ完全に元のレベルに下った。フィ

コピリンタンパク質は55・Cから変性が始まり、 65・Cでほぼ完全

に退色した。細胞膜は約55・Cで遺品性の増大が見られるように

なり、この温度が細胞の生死に関係することがわかった。 常

温性ラン色細菌と好熱性ラン色細菌の高温処理の影響の比較お

よび5. PCC6803を35・Cで培養した時に高温処理の影響がどの
ように変化するのかも併せて報告する。

2pH02 
Chlamydamonas reinhardtiiにおける高温処理の影響

梶間久子、山根自裕、菜子野康浩、小池裕幸、佐藤和彦

(姫路工業大・理・生命科学)

真核光合成生物C.reinhardtiiの耐熱性獲得機構を探る目的

で、高温処理による光合成系の変化について調べ、また、細

胞の生死と高温処理の関係についても調べたので併せて報告
する。

P AM (pulse amplitude modulation)蛍光装置で測定した葉

緑素からの蛍光指標の内、Fvは約380Cから低下し始め、約

50
0Cでゼロになった。Foは480C付近より上昇したが、 Fvと同

時に室温に戻しでも回復はほとんど見られなかった。

酸素発生活性は、約380Cで活性が低下し始め、 450Cで完全

に失活した。各温度で5分間処理後25
0
Cに5分間おくと、一部

活性回復がみられた。このようにC.reinhardtiiではFvの減少

は他の光合成生物とは異なり、酸素発生活性の減少には対応

せず、むしろ系E反応中心の不活性化と対応した。

チラコイド膜の透過性変化の指標としてカロチノイドの
electrochromic shiftによる515nmでの吸光度変化を測定し

た。その結果、チラコイド膜は400C以上の温度で透過性増加
が始まったが、 25

0
Cに戻すと一部回復した。

細胞膜は、 47.5
0
Cで透過性が噌大した。高温処理をした後

に細胞培養すると、この温度を境に、細胞の糟殖が抑えられ

る事が分かった。従ってC.reinhardtiiでもラン色細菌同様、

細胞膜の変性が細胞の死に関与している事が分かった。



2pH03 
別 CREASE IN TOLERANCE OF THE 
PHOTOSYNTHETIC民1ACHINERYTO SALT STRESS 
BY GENETIC ENHANCE恥1ENTOF UNSATURATION 
OF FATTY ACIDS IN 1¥伍恥侶RANE LIPIDS IN 
Synechococcus 
Sulevman ALLA阻-IVEROlliVIwane SUZUKI， 
Yoshitaka NISHIY Al¥1A， Masami 町ABA 叩 d Norio 
MURATA; Oept. Regulation Biol.， National Institute for 
Basic Biology， Ok留品a444・8585

The巴百ectof unsaturation of fatty acids in m巴mbranelipids 
on the tolerance to salt of出ephotosyn出eticmachinery was 
investigated in wild勾peand desA+回I1sofあmechococcus
sp. PCC 7942; Wild-type cel1s synthesほ:dsaturated and 
monounsaturated fatty acids， whereas desA + cel1s， which 
had been transformed with the desA gen巴 forthe LH2 acyl-
lipid d巴saturase of Synechocystis sp. PCC 6803， 
additionally synthesized diunsaturated fatty acids. 
Incubation these cel1s with 0.5 M NaCl induced a rapid loss 
of photosystem I and II activities ei出.erin light or darkness. 
Howev巴r，desA+田I1swere more tolerant to salt and 
osmotic str巴ssthan wild-type cells. Re∞very of the 
photosynthetic activities in light from 出巴 salt-induc氾d
inactivation in darkness was much faster in desA + cel1s than 
in wild-type cells. Lincomycin blocked the light-indu印 d
recovery， indicating白紙出巴 recoveryprocess is suppo口ed
by protein synthesis de novo. These results demonstrate 
that出巴 geneticincrease泊 unsaturationof fa仕yacids in 
membrane lipids significantly enhanc巴dtheωlerate to salt 
stress. 

2pH04 
Synechococcus PCC 7942のcpx-l遺伝子破壊株による
カタラーゼーペルオキシダーゼの生理機能の解明
旦益基盈宏、武田徹、重岡成(近磁大農・食栄)

ラン藻では、過重量化水素(H202)消去醇素として主にカタラー
ゼーペルオキシダーゼ (CPX)が機能し、さらに光合成CO2固定
能およびPCRサイクルのチオール酵素はHP2耐性を示す.最
近、 SynechococcusPCC 7942およびSynechocystisPCC 
6803においてチオレドキシンペルオキシダーゼの存在が示唆
されている。今回、 S.7942のCPX遺伝子 (cpx-l)を破壊した
欠損株を作製し、光・酸素毒ストレスに対する応答機構を明ら
かにし、ラン藻でのH202代謝におけるCPXの役割を考察した。
cpx-l遺伝子内部にカナマイシン耐性酵素遺伝子カートリッ

ジ(k，卸りを挿入したプラスミドを構築し、 S.7942に導入した。
カナマイシン添加倍地によるスクリーニングを行い、カナマイ
シン耐性株を単離し、サザンプロット解析によりcpx-lの破猿
を確認した.cpx-l破嬢株のカタラーゼ活性は検出できず、ウ
エスタンプロット解析によりタンパク質レベルでもCPXの欠損
を確認した.40μE/s/m2の光条件下でのCPX欠損株の生育速
度およびクロロフィル含量は、野生株と比べて有意な差は見ら
れなかった。 240μE/s/m2の光条件下ではCPX欠損株にクロ
ロフィルの退色および生育阻害が見られた.また、パラコート
処理 (50μMMV. 100μE/s/m2光条件下)では、野生株より
も速いクロロフィルの退色が見られた。また、いずれの条件下
においてもFBPase.NADP+-GAPOH. PRKの活性に有意な差
は見られなかった。現在、光合成能およびクロロフィル蛍光な
どを詳細に検討中である。
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2pH05 

アイスアルジーおよび珪諜の光強度順応のタ ンパク

質レベルでの解析

南千絵、小池裕幸、佐藤和彦、*池谷透、*伊村智、

*渡辺研太郎、*工藤栄、菓子野康浩 (姫路工大・
理、*国立極地研)

アイスアルジーおよび、その構成主体となっている

珪藻類が、光強度の変化に対して光化学系卜系II. 

LHCの量比をタンパク質レベルでどのように調整

することにより、低温・弱光下で効率よく光合成を

行っているのかを明らかにすることをめざした。ま

ず、タンパク質レベルで量的な変化を検証するため

に充分なタンパク質の分離をするためのチラコイド

膜の調製法および電気泳動条件を常温性の培養珪藻

を使い検討した。また、界面活性剤によりチラコイ

ド膜を可溶化して系I、系II、LHCを分離し、それ

らを電気泳動することによって、それぞれの構成ポ

リペプチドバンドを特定した。このような方法によ

り生育光強度を変えて培養した常温性のCh.gracilis. 

およびアイスアルジー単離株の光合成系構成タンパ

ク質の量的変化を分析したところ、系卜系II.

LHC・RubisCOの量比が大きく変化することがわ

かった。

2pH06 

超高濃度CO2
条件に曝されたときにみられる海産性

単細胞緑藻の光合成活性の変化

Demidov Edward，岩崎郁子，佐藤朗，菰野憲秀，宮地
重遠(海洋バイオテクノロジー研究所 釜石研究所)

海産性単細胞緑藻Chlorococcumlittoraleは40%の

ような極端に高いCO2
濃度で、も数日間のラグの後に

適応して増殖する。培養条件を空気から40%C02へ
移した時の蛍光変化をPAMシステムで測定し、適

応できないStichococcusbacillarisと比較した。c.

Jittoraleは移行後数分で系II量子収率(φ日)が大き く低

下し(10%以下)、酸素発生活性もほとんど消失した

が、 S.bacillarisはφ11も酸素発生活性も空気条件の

値の60%以上を示した。仁 Jittoraleのφ11が低下した

時はqTタイプのqNが増加したことからPQプールの

過剰還元が予想される。 この時期の低温蛍光は系I

由来の蛍光が増加することから、C.li ttoraleには

State 2変化も生じていると考えられる。 S.baci11aris 
ではこのような変化は全く見られなかった。また、

DCMU存在下でのP700の酸化還元測定により求め

た系Iの量子収率から、仁 IittoraleではS.bacillarisに
較べて非常に大きいサイクリック電子伝達の寄与

が示唆された。
(本研究は新エネルギー ・産業技術総合開発機憎の委託研究「細菌

藻類等利用二酸化炭素固定化・有効利用技術研究開発Jの一環とし
て行われたものである。)



2pH07 
海産単細胞緑藻 Chlorococcumlittoraleが40%C02条件下で光

合成を維持する為に必須な蛋由貿発現調節に関する検討
隼盛盟、蔵野愈秀、宮地重逮(海洋バイオテクノロジー研 釜石)

Chlorococcum littorale細胞を、空気 (0.04%CO2)を通気

しながら生育させ (air-grownceUs)、通気条件を空気から 40%

CO2を含む空気に変えると、光化学系 II量子収率 (φIDの低

下がひきおこされる。 5%CO2.grown cellsを40%CO2に曝し

た場合には、 φ IIの低下は認められなかった。一方、 5%

CO2-grown cellsに空気を 3時間通気した後 40%COzに喋した

ところ、 φIIの低下が認められた。しかし、 40%CO2による
φIIの低下は、真核蛋白合成阻害剤シクロヘキシミド添加に

より消失した。また、 5%CO2-grown cellsを原核蛋白合成阻害

剤クロラムフェニコール存在下で 40%CO，に曝した場合には、

φIIの低下が認められた。以上の結果から、いずれの細胞に

対しでも 40%C02は光合成を低下させるストレス要因であり、

air.grown cellsではさらにストレスの影響を培大させる真核

蛋白因子が誘導されていること、また、 40%CO2条件下にお

いては、このストレス条件下で光合成を維持するための原核合

成蛋由貿が存在することが示唆された。本研究では、さらに、

カルボニックアンヒドラーゼ (CA)阻害剤であるエトキシゾ

ルアミドの添加が、 40%CO2によるφIIの低下を防いだこと

などから、ストレスの影響を増大させる真核蛋白因子がCAか

否かについての検討結果も報告する。(本研究は新エネルギー・
産業技術総合開発機精の委託研究「細菌・藻類等利用二酸化炭素固定
化・有効利用技術研究開発Jの一環‘として行われたものである.) 

2pH08 
海洋性ケイ藻 Phaeodactylumtricornutumの溶存無機炭素

取り込みについて

旦玉 、 松 田 祐 介 (関西学院大学・理・化学)

海洋性藻類などの、環境生理学的に重要と考えられる藻類に

は、光合成の基質である溶存無機炭素を取り込む白星みや、そ

の調節樹禽について詳しく知られていないものが多い。海洋性

のケイ藻 Phaeodactylumtricornutum尽刀B(642)は、光合成の

基質として HC03ーを取り込むことが報告されている。この細胞

を5%ーCO2を含む大気で通気培養したときの成長速度は、通常

の大気で通気培養したときの約2倍であった。

これらの細胞について、光合成の溶存無機炭素に対する親和

性を、酸素電極を用いて測定した。その結果、 5%・CO2培養細

胞の親和性は、大気培養細胞の場合の約90%であった。さらに、

これらの細胞では、光合成の基質として HC03ーを能動的に取り

込んでいるという証拠は得られなかった。一方、測定系に

100凶 /mLのウシ赤血球カーボニックアンヒドラーゼを加え

たところ、両細胞で大幅な親和性の上昇がみられた。これらの

結果から、 P.tricornutumは、海水中の自発的 CO2生成速度で

は飽和されない CO2取り込み系を有すること、及ひ環境 CO2

分圧の上昇に対する無機炭素取り込み系の抑制が小さいこと

が示唆された。
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2pH09 
環境 CO2 に対する感受性が変化した緑藻 Chlorella

ellipsoideaの突然変異体

落合輝彦、総田祐介(関西学院大学・理・化学)

緑藻 Chlorellaellipsoideaにおいて溶存無機炭素

(DIC)輸送機構の発現が、細胞表面での高 CO2漉度に

よって直接抑制されていることが示唆されている。さら

に、この仮説は、 X線で誘発された CO2不感受性変異体

の単般によって支持されている。本研究では、強力な DNA

アルキル化剤である N-ethylN・nitrosourea(ENU，0.5mg

ml"l)で変異誘導を行った後、低 CO2条件で無機炭素を

固定する能力の違いを直接比較し得るマススクリーニン

グを行い、高 CO2環境でも DICに対して高い親和性を有

する突然変異体の単厳を行った。 単離された変異体の一

部について、光合成の DICに対する親和性を測定した。

その結果、ほとんどの変異体は高 CO2環境下に於いても

低 CO2に順化した野生型と同レベルの親和性を有し、こ

れは、低 CO2に順化した後も変化しなかった。また一部

の細胞は、高 CO2で生育した時のみ、野生型の高 CO2生

育細胞と低 CO2細胞の中間レベルの親和性を有した。

ENU21と名付けた細胞は初め高 CO2のDIC輸送機構に

対する発現抑制効果に不感受性であったが、感受性に復

帰した。しかし、高 CO2濃度環境における親和性は、野

生型の約 50%であった。これらの知見から、細胞外の CO2
濃度に直接反応して DIC輸送機構の発現を抑制的に制御

するシステムの存在が考えられた。

2pHlO 

クラミドモナスの高 CO2誘導性 43kDa蛋白の性質

とその誘導パターン

白岩善博，小林寛，佐々木孝行(筑波大・生物)

クラミドモナス(Chlamydomonasreinhardtii 2137) 

の高 CO2誘導性 43kDa蛋白(H43)を見い出し特性

を解析した。 H43は細胞壁欠損株 cw・15では培地

中へ遊離したのに対し，野性株では細胞と共に保持

されたことから，細胞膜と細胞壁の間隙に局在する

ものと考えられる。低 CO2条件下で培養すると H43
は消失し， carbonic anhydraseが速やかに誘導された。

H43は alanine-richな糖蛋白であり， bisecting N-

acethylglucosarnine/mucin型の asparagine結合糖鎖を

有していた。リシルエンドペプチダーゼによる分解

産物を HPLCで分離し，得られた 7種のペプチド断

片のアミノ酸配列およびそれをプローブにして得ら

れた cDNAフラグメントの配列に基づくアミノ酸配

列には，データベース上に有意な相同蛋白は見い出

されなかった。また， H43の誘導は，高 CO2条件

移行後 10時間の誘導期をへて増加し， 48時間後に

最大となった。以上より， H43は過剰の CO2供給

による藻細胞への障害の回避に機能する分子である

ことが期待される。



3aHOl 

顕微分光法による花弁細胞の液胞内アン卜シアニン

濃度の測定

宣E込差、外山友紀1、亀田清、近藤忠雄2(椙山大・生活・

食品栄養、 1名大・人間情報、 2名大・化測機セ)

花色素アントシアニンは、通常液胞内に均一に溶

解し存在する。アントシアニンによる花色発現機構

や色素の生理機能を明らかにするには、液胞中の存

在形態を正確に知る必要があり、色素瀧度の測定は、

最も重要なものの一つである。しかし、色素は通常

花弁の表層細胞の液胞にだけに存在するので、花弁

全体を抽出する方法では測定できない。今回我々は、

空色西洋アサガオ (Ipomoeatricoわけおよび空色アジ

サイ(めdorangeamacrophylla)の液胞内色素濃度を、

色素細胞のプロトプラスト化と顕微分光法により明

らかにした。アサガオについては花弁より単離した

ヘプンリーブルーアントシアニン (HBA)を、アジ

サイについては、専片と同じスベクトルを示すデル

フイニジン 3-グルコシドーイソクロロゲン酸ーア

ルミニウム錯体を用いて、それらの溶液の吸収スベ

クトルと比較することにより定量した。アサガオ花

弁の液胞内の色素濃度は1.2xlO-2M、青色アジサイ

専片液胞中のデルフイニジン 3・グルコシドの濃度

は5xlO-3Mであることがわかった。

3aH02 

ミヤコグサにおけるアントシアニンの誘導と自然

突然変異

宣丞盤去、川口正代司l、赤尾勝一郎2、綾部真一

(日本大・生物資源・応用生物、 1東京大院・総合

文化、 2農水省・生物研)

分子遺伝学的研究に好適なマメ科植物ミヤコグ

サ (Lotuscorniculalus var. japonicus) は茎などにシ

アニジン系アントシアニンを蓄積する。我々は変

異の原因遺伝子の単離や形質転換による遺伝子の

機能解析を視野に入れ、アントシアニン生合成に

関する人為および自然突然変異体の収集と解析を

行っている。標準系統B・129と比較して有意にアン

トシアニン含量の低い自然変異系統を選び、 B-129

との交配により得られたF2世代を調べたところ、

劣性単因子 (MG13、 17、20) または多因子

(MG15)の遺伝様式が推定された。無菌幼植物

でのアントシアニン誘導条件を検討した結果、乾

燥・強光・窒素飢餓条件でアントシアニンが顕著

に蓄積されることが明かとなった。誘導条件下に

おかれた各自然変異系統の幼植物によるアントシ

アニン生合成の特徴について報告する。
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3aH03 

タマネギの交雑後代における色素発現解析

藍丑童盟大矢武志:柳下良美藤代岳雄，
1北宜裕

(神奈川大学・理学部神奈川農総研)

タマネギの育種効率を高める目的で、タマ

ネギの交雑後代F2世代のアントシアニン系色

素構成について検討した。

F2世代の色調には濃赤紫色から淡赤色まで

の幅広い変異が認められた。そこで、各個体

からアントシアニン系色素を酢酸・メタノー

ル=1 溶液で抽出し、吸収スペクトルを

測定したところ、吸収極大波長により 2種類

に分類されることが示された。そこで、各個

体から抽出した色素をHPLCを用いて色素組成

の分析し、色素組成と吸収極大との相関解析

を行った。一方、赤および黄タマネギから抽

出した全DNAを鋳型lこ、コモンズプライマー

(ベックスネ土)を用いてRAPD角写析を行った結

果、 A13を用いた場合、赤タマネギ品種にのみ

に認められる950bpのDNA増幅断片が得られた。

以上の結果をもとに、タマネギF2世代におけ

る色素構成の遺伝解析とRAPDマーカーの適用

の可能性について報告する。

3aH04 
アサガオ、マルパアサガオ rMagentaJ変異の同定

森田裕将、星野教、田中良和¥久住高章¥斉藤規夫九飯田

滋(基生研、 iサントリー基礎研究所、 2明治学院大・一般教

育)

野生型のアサガオやマルパアサガオは、各々青色や紫色の

花を咲かせる。花弁に含まれる色素の化学分析の結果から、

どちらもシアニジン骨絡を持つアントシアニン色素を蓄積し

ているが、赤色の花を咲かせるアサガオの rMagenta J変

異体では、ペラルゴニジン骨格を持つアントシアニン色素を

蓄積していることが知られている。また同様な赤色の花を咲

かせるマルパアサガオ変異体でもペラルゴニジン骨格を持つ

アントシアニン色素の蓄積が観察されている。

我々は、ペラルゴニジン骨格を持つアントシアニン色素を

蓄積して赤色の花を咲かせる変具体アサガオとマルバアサガ

オの花色に関する変異の同定を試み、アントシアニン骨格 B

環の水酸化を行う F3'H( Fravonoid 3・-hydroxylase)遺伝

子上に変異が起こっていることを見出した。これらの変異と

花色との関係について論ずる。



3aH05 
マルパアサガオの DFRゥ4，-B，-C遺伝子の発現

盤量蓋亙1、SurinPeyachoknagul1、定塚(久富)

志瓦土生芳樹l、小関良宏1，2、飯田滋1

(1基生研、 2農工大・工・生命)

アントシアニン生合成系路の酵素 Dihydrof1avo-
nol 4-reductase をコードするDFR遺伝子は、ア

サガオとマルパアサガオのゲノム上では、 DFR-

A、-B、 -C、の 3つの遺伝子がタンデムに並ん

でいる。またアサガオにおいては、その真ん中に位

置するDFR-B遺伝子が、花で色素合成に関わる

遺伝子である。今回、我々はマルパアサガオの花に

おいて、マルバアサガオDFR-Bに一致するmR

NAを見いだした。また、アサガオおよびマルパア

サガオ双方の 17 k bにわたる DFR遺伝子領域の

いずれにも、 DFR-A、およびDFR-C遺伝子

には変異が存在していないことから、これら、 DF

R-A、およびDFR-C遺伝子の機能を探る第一

歩として、我々は semi-quantitative R T -P C R 

によりそれら遺伝子の発現について解析した。その

結果、ごく微量ではあるがDFR-AやDFR-C

が、花やその他の組織においてもDFRmRNAを

発現しているとの知見を得たので、これを報告する。

3aH06 
カンキツ類におけるβ-cryptoxanthinを生成するβ-carotene

hydroxylase遺伝子の機能解析
止t~ :豆、 生駒吉識l、大村三男 1、矢野田充 l

(生研機構、 l果樹試験場)

我々はカンキツ果実に含まれているカロテノイドの中

でマンダリン類に特に多く且つ、 invitroでの発癌抑制効

果が高いβ-cryptoxanthinに着目し、種々の解析を進めて

いる。このβ-cryptoxanthinはβ-caroteneに存在する 2つ

のβ-ionone環の片方に OH基が 1つ導入されたもので、

さらに対象の位置に OH基が導入されると zeaxanthinと

なる。多くの植物や微生物では、 β・caroteneから zeaxanthin
へ代謝は進み、途中のβ・cryptoxanthinはほとんど検出さ

れない。本研究では、 β.ωroteneから zeaxanthinへの反

応を触媒するβ-carotenehydroxylase遺伝子を詳細に解析
することにより、 β-cryptoxanthinを生合成する代謝機構

を明らかにしようと試みている。
カンキツ果実から単離されたクローンは pBluescriptII

SK+プラスミドに挿入され、 E.coli内で pACCAR16プラ

スミド(farnesylPPからβ-caroteneまでが生成できる 4つ

のErwinia由来の遺伝子を持つ)と共存させて培養を行い、

この形質転換体のカロテノイド組成は HPLC解析により

調査された。その結果、 β-cryptoxanthinを主に生成する

事ができる新規のβ-carotenehydroxylaseをコードする遺
伝子が、カンキツゲノムに存在することが明らかとなっ

た。
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3aH07 

Co.島 a属植物にみられるカフェイン代謝の多様性

差屋一iil.、 Alan Crozier 1 お茶の水大・生物、 1グラ

スゴー大・生化・分子生物)

Co.島aarabica，と低カフェイン種であるC.salvatrix， 

C. eugenoides， C. bengalensisの葉におけるカフェインの

生合成と分解経路活性を比較した。 C.arabicaにおけるカ

フェイン合成能は、他の 3つの低カフェイン種のものより

高かった。一方、カフェインの分解活性はほとんどの種で

弱く数%程度しか分解されなかったが、C.eugenoidesで

は投与したカフェインの 75%(若葉)から 80%(成熟葉)が 18

時間で分解された。パルス・チェイス実験から C.eugenoides 

では、カフェイン→テオフィリン→3-メチルキサンチン→

キサンチン→尿酸→アラントイン→アラントイン酸→尿素

→ CO2 + NH3の経路が働くことが明らかになった。C

salvatrix， C. eugenoidesでカフェイン含量が少ないのは、

生合成活性が低いことによるものであり、C.eugenoides 

では、これに加えて、カフェインの分解活性が大きいこと

が原因であると考えられた。C.liberica C. dewevI1・などの

種では、カフェインがさらにメチル尿酸に変換される場合

もある。ここでは、カフェイン代謝のさまざまな型を

Camellia属で得られたデータも加えて考察する。

3aH08 

チャ葉のカフェインシンターゼの精製とその性質

加藤美砂子，水野幸一人藤村達人 I，

芦原坦 (お茶の水大・理・生物筑波大・

農林工学)

チャ葉(Came必asinensis)からカフェイン生合成の

最終2段階を触媒する N-メチルトランスフエラーゼを

初めて単離し，カフェインシンターゼ(CS)と名づけた。

精製は硫安分画，ハイドロキシアパタイト，陰イオン

交換，アデノシンアガロース，ゲル鴻過により行い，

SDS・PAGEで単一なバンドになるまで 520倍に精製

した。 CSの推定分子量は，ゲルiI意過により 61，000，

SDS・PAGEにより 41，000であり， CSはモノマーの可

能性が高いことがわかった。最終精製標品は，広い基

質特異性を示し， 3・および1・メチルトランスフエラー

ゼ活性をもっ。しかし，キサントシンや X恥fi>は基質

とならず， 7・メチルトランスフエラーゼ活性はもたな

いことがわかった。この CSは葉緑体に存在する。 CS

の最適pHは8.5であり，葉緑体内でプリンアルカロイ

ド生合成系を調節していると考えられる。



3aH09 

チャ二次代謝酵素遺伝子の糖と光による発現誘導

メカニズム

笠血整王，松元哲(農水省・野菜茶試)

チャαmelliasinensisの葉では，二次代謝酵素で

あるPAL，CHS， DFRの遺伝子発現は，糖と光によっ

て同調的に誘導される。葉に含まれるショ糖量は，

暗所下にあった葉よりも明所下にあった葉の方が

高く，遺伝子発現も明所下にあった葉で著しく誘

導された。しかし，明所下の葉に含まれる量と同

程度のショ糖量があっても，暗所でショ糖を与え

られた葉での遺伝子発現は明所下の葉ほど強く誘

導はされなかった。よって，光による発現誘導に

は，直接光が当たっていることが必要であって，

含まれるショ糖量の上昇が必要となるのではない

ことがわかった。一方，暗所下でショ糖を葉に与

えた時，与えたショ糖溶液の濃度にほぼ依存して，

葉に含まれるショ糖量は増加し，遺伝子発現も誘

導された。今回は，このような糖と光によるPAL，

CHS， DFR遺伝子の発現誘導メカニズムについて考

察する。

3aHlO 
チャ樹のアルコール系香気生成に関与するこ糖配糖体特異的加

水分解酵素βープリメベロシダーゼcDNAのクローニング

中西英光、 Z包釜正治、坂田完三(京大化研)

チャ樹や花、果実など様々な植物では多くの香気前駆体力f二糖

配糖体である βープリメベロシドとして存在することが明らか

にされている。我々は緑茶用品種やぶきた種チャ葉からこれら

香気前駆体をプリメベロースと香気成分に特異的に加水分解す

るβ-プリメベロシダーゼを抽出し、 p-ニトロフェニルプリメ

ベロシド加水分解活性を指爆に 3段階のカラムクロマトグラフ

ィーによって、電気泳動的に単一な酵素標品を得、 N末端及び

内部部分アミノ畿配列を決定した。これを基にチャ葉の cDNA

ライブラリーから本酵素の cDNAをクローニングした。 N末端

アミノ酸配列は cDNA配列から予想されるアミノ酸菌e?IJの 29

残基目以降と一致し、 28残基固まではシグナルペプチドと予

想された。 cDNAから予想される成熟タンパク質の分子量は

54，324であるのに対し、精製酵素の分子量は約 61，000である

ことから、本画事棄の N-グリコシド糖鎖による修飾が示唆され

た。このアミノ酸配列は、青酸配糖体を加水分解する β司グル

コシダーゼと約 60%の相向性を示した。さらに、 29残基目以
降の成熟タンパク質のアミノ酸配列に棺当する cDNAを発現ベ

クターに組込み、マルトース結合タンパク質との融合タンパク

質として大腸菌で発現させたところ、 βープリメベロシダーゼ

活性を示した。今後はβーブリメベロシダーゼの細胞内局在性、
基質特異性、発現様式の研究を通じて、植物における本酵素の

生理機能を解明していく予定である。
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3aHll 

緑藻 Botryococcusbraumi の炭イじ水素合成系遺伝子

のクローニング

矢野伸一、河田悦和、小嶋洋之(工技院・大阪工技研)

コロニー性緑藻 B.brauniiは炭化水素を多量に合

成・蓄積することで知られている。この藻は生産する

炭化水素の構造により 3つの raceに分類されるが、

Braceが生産するボツリオコッセンと呼ばれる分枝

不飽和炭化水素は燃料油生産の原料として特に期待さ

れている。ボツリオコッセンの生合成経路はまだ明ら

かになっていないが、その構造からテルベノイドであ

るスクアレンの合成系と関連がある可能性が考えられ

たので、他の生物のスクアレン合成酵素でアミノ酸配

列が保存されている領域かち設計したプライマーでP
CRを行い、得られたDNA断片をもとにスクリーニ

ンク鳴を行った。その結果、スクアレン合成酵素の保存

領域を完全に保持する遺伝子がクローニングされた。

またテルベノイド生合成系の律速酵素である HMG-

CoA還元酵素の遺伝子も同様な手法によりクローニ

ングを行った。現在これらの遺伝子がコードする酵素

の性質を解析中である。

3aH12 
木 本 植 物 Melianthuscomosus 培養毛状根からの

cinnamate-4・hydroxylaseの cDNAクローニングおよ

びその機能解析

橋本裕、雪何日出男、田中玲爾、稲垣秀一郎、船附賢三、

加藤研治(塩野義製薬・油日ラボラトリーズ)

チトクロムP450地植物の二次代謝産物生合成経路における様々

な反応に関与している事カ測られている.我々 は、多様Tに次代謝

産物を含みながら材料蹄合等実験上の併附カt多く、草本植物に比べ

て勝助波動ている木本植物のチトクロムP450劫斬を行なって

いる。南アフリカ原産木本植物M品川us倒的聞の毛状栂培養系

を確立し、毛状根から全百武NAを分離麦、cDNAを合成した。こ

のcDNA を鋳型とし、チトクロム P450 のアミノ酸菌~IJで、種間で
高度に保存されているヘム鉄結合領域E列をもとにデザインした

網撞プライマーとオリゴdfプライマーを用いてPCRを行なった。

増幅されたDNAをサブクローニングし、その温調酬を解析した

結果、それらのうちの lつがcinnarn脚4-h件。Ixy~α町と高い相
向性を示したので、 5'-RAα法により全長をクローニングした.

このcDNAを酵母匂帥aron抑 Sα問脚)で発現させ、ミクロ

ソーム画分の∞差スペクトjゆ斬を行なった結果、 450nm付近

にピークが認められた。さらにこのミクロソーム画分中で卜

cinnarnic acidを反応させたところp∞m町 ic回dへの変換カ習めら

れた。このことから、このクローンはMα削甥6 のαHをコード

することカ司月らかとなった。 Mω問問ゲノムDNAのササう合務升

を行なっtd操、 αHが草本植物の場合と同様にMcomo.聞にお

いてもm叫1gene伽nilyを形成していることが頑愛された。





laIOl 

黒 斑 病菌に感染したサツマイモ塊根組織における

エチレン生成とその機構

奥村京子，加藤雅也，基藤宏，生駒吉識 1，

矢野昌充 1 (静岡大・農・生物生産果樹試・

カンキツ部・品質化学)

サツ マ イ モ Upomoeabatatas Lam.)塊根組織は

黒斑病 菌 (Ceratocystisfimbriata Ell. & Halst)に

感染すると多量のエチレンを生成する。エチレン生成

の場は菌の侵入に対応して内部に移行する。黒斑病菌

胞子接種後、塊根組織表層 O.5mmでは感染 1日後，

多量のエチレンを生成し 2 日 後 に は 低 い レ ベ ル に

低下した。このエチレン生成系は高等植物に普遍的に

存在する， メチオニン・ACC経路を通るとは考え難

い。その理由は， 1. 14C(U)・メチオニンのエチレンへ

の取り込みは少ない， 2.この取り込みに対してACC

の希釈効果がみられない， 3.ACC酸化酵素の活性が

非常に小さいこと，などによる。 ACC酸化酵素の

活性は非常に低かったが， ACC酸化酵素タンパク質

の存在 が Westernblottingで検出された。

laI02 
ヤエナリのオーキシン誘導型A∞合成酵素遺伝子、町、AGS'6プロモーターの

植物ホルそン応答反応

In Sun yi∞が弐DonHa Park2，森 fニ志 1，BinG. K皿g2，全盟基盤1(1名大

院・農・生化学制御、 2Dept. Biol， Yon皿 iUniv.)

オーキシン誘導エチレン生成はサイトカイニンで促進され、 ABA、エチレン

によって拘制される。この相互作用は特定の ACC合成酵素イソ遺伝子の発現

市胸に基づくもので、ヤエナリ n匂盟rad白白)では四~.AGS'6がこれに当た

る。植物ホルモン相互作用の分子機構を明らかにする目的で本イソ遺伝子を単

離し、その非転写領域内に相互作用に必要なすべての要素が含まれるかどうか

を、 GUS を指標遺伝子とした形質転換タバコを作製して調べた.四~.AGS'6は

ヤエナリのGenomicLibr血すから、cDNAをプローブとして選別単厳し、翻訳

領媛がcDNAの配列と同一であることを確認した.本遺伝子は3つのエクソン

からなり、 1.6kbの非転写領域を含んでいた。この非転写領域をGUS遺伝子

に連絡し、 J伊ηbac似ヲumを介してタバコ SR1に導入した。薬弗漣別したTo

個体の緑業切片、それらの種刊rl、T抽も得た黄化及び緑化芽生えをIAAと

他の植物ホル号ンとを組み合わせて処理して発現した GUS活性でプロモータ

一機能を評価した。 GUS活性は、緑乗切片、貧化、緑化芽生え何れを用いて

もオーキシン処理でのみ、特異的かつ濃度依存的に発現し、他の植物ホルそン

では発現しなかった。 IAAでは0.1μMから 1∞μMまで有意の発現が見られ

たo IAAによる発現の程度はカイネチン或いはベンジノレアデニンが共存すると

顕著に湘大したが、 ABAが共存すると抑制された。IAA処理を 10ppmのエ

チレン共存下に行っても発現は抑制された。活性染色によると、 IAA処還した

黄化芽生えでは下怪軸に、緑化芽生えでは成長先端から子葉の葉柄、業身へか

けて GUSが発現し、サイトカイニンの共存は染色の範囲を噌大すると共に、

染色強度を増強した。 ABA又はエチレン共存下では、逆に染色範囲が縮小し、

染色強度も低下した。染色した部分では表皮を除くすべての細胞が GUSを発

現していた。以上の結果は、ヤエナリにおけるエチレン生成や VR-ACS6の

mRNAレベルの変化と同一で、1.6kb内に相互作用に必要なすべての制御要素

があること、形質転換タバコを今後の解析に使用できることを示している.
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laI03 
ニンジン培養細胞における細胞周期関連遺伝子の発現に対

する PSK・αの効果

孟品皐撞、東克己、 EUNChang羽o、DennisYeo、鎌田博

(筑波大・生物)

アスパラガスの葉肉細胞培養系から単離されたペプチド

性植物細胞増殖因子 Phytosulfokine(pSK)ーαは植物に普遍的

な細胞増殖因子であると考えられている。しかしながら、

PSK-α が細胞増殖を促進する作用機作についてはほとんど

明らかにされていない。そこで本研究では、細胞周期の制御

因子である A-typecyclinとB勾pecyclin，α訟 の cDNA断片を

ニンジンから単離してプロープとして用い、これらの転写産

物量の変化に対する PSK-aの効果を解析した。実験系とし

て、ニンジン不定匹誘導系とニンジン non-embryo-genic

cells(NC)の向調培養系を用いた。不定Jlf誘導においては、

PSK-α 処理後 24時間で既に両遺伝子の発現促進効果が見ら

れた。また、 NCの同調培養においては、PSK-α の投与は両

遺伝子の転写産物量を増加させたが、蓄積量のパターン及び

蓄積量が最大になるまでの時間は PSK・α無処理区と同じで

あった。これらの結果から、植物細胞の PSK-aに対する反

応は非常に迅速であり、また、 PSK・αの効果は細胞周期を短

くするのではな く、細胞分裂を行っている細胞の割合を増加

させていることが示唆された。

laI04 
ニンジン細胞分裂に対するPSKーαとオーキシンの相互作用

車五己‘荒川史博、鎌田博(筑波大・生物)

アフィディコリンによって向調イじさせたニンジンnon-

embryogenic cells (NC) に対するオーキシンの一種、 2，4-

dlchlorophenαcyacet!c acid (2，4-D) とphyt但 ulfoklne

(PSK)ーαの作用を調べた。 2週間2，4-Dを含まない

Murash!ge & Sk∞g's (MS)培地中で培養したNCは、 2，4-

Dを含むMS培地で前培養したNCに比べて細胞分裂活性が低

下していた。このNCに対して、アフィディコリン投与24時間

前からPSK-αあるいは2，4-Dを処理することにより、細胞分

裂活性の上昇が観察された。 PSK-αの投与により、非投与時

に比べて分裂指数 (mltot!clndex、阻)は上昇したが、ア

フィディコリンの除去から阻が費量大になるまでの時聞は変化

しなかった。このことから、 PSK-αの投与は、 NCの細胞分

裂のS期からM期までのいづれかの過程にのみ影響を与えたと

いうより、細胞分裂を行っているNCの割合を増加させたと考

えられる。一方、オーキシンの投与では、阻が上昇したのみ

でなく、Mlが最大になるまでの時間も早くなっていた。この

ことから、オーキシンの投与は、分裂している細胞の割合を

増やすばかりでなく、細胞分裂の過程そのものにも影響を与

えることが示唆された。ニンジンののrcl1nA. Bの転写産物

量の変化も向調培養系において得られた結果を支持するもの

であったa



laI05 

オルニチンデカルボキシラーゼ遺伝子プロモー

ター :GUS融合遺伝子のジャスモン酸誘導に

友ぽすサリチル酸の影響

山王並呈、中北真紀子、今西俊介、古田文美、中村

研三(名大院・生命農・生化)

プトレシン合成に関わるオルニチンデカルボキシ

ラーゼ (ODC)の遺伝子発現は、タバコ BY・2細胞で

タンパク質合成阻害下でもジャスモン酸 (MeJA)に

よるmRNAレベルの誘導を受ける。タバコの ODC

遺伝子はイントロンを持たない遺伝子であり、その

プロモーター領域と GUSとの融合遺伝子

(ODC:GUS)も BY・2細胞で MeJAやコロナチンに

よる発現誘導を受けた。サリチル酸 (SA)は単独では

ODC:GUSの発現を誘導しないが、 0.2- 2μMの

SAは MeJAやコロナチンによる GUS活性の誘導

レベルを増加させた。同様の効果はアスピリンによ

っても得:られたが、 4・hydroxybenzoicacidでは見

られなかった。 SAは ODC:GUSに加えて内在性

ODC mRNAの MeJA誘導も促進するが、イ也の幾つ

かの遺伝子の MeJA誘導には影響を与えなかった。

laI06 
RICE SEEDLlNG TISSUES RESPOND DIFFERENTIALLY TO 

EXOGENOUS JASMONIC ACID (JA) UNDER L1GHT AND DARK 

Rぉnrlp.lmRAKWAL， Setsuko KOMATSU; Dept. Mol. Gen.， Natl. Ins 

Agrobio. Res.， Tsukuba 305・0862

Jasmonic acid applied exogenously effects changes in polypeptide 

pattems 01 rice (Ol}'za sativa L.) seedling tissues in a dose. and time. 

dependent manner. Furthermore， we氾portthat under Iight andlor d拙

conditions the polypeptide pattems are differenl. Using sodium d凶ecy1

sulphate.polyacry1amide gel electropho陪sisinduction 01 three c!ear1y 

delined polypeptide bands was lound in stem tissues. In leal tissues no 

c1ear induction was seen， except lor signilicant削 uctionsin RuBisCO 

levels. This inductionlreduction was reversed by addition 01 cyclohe淵mide，

a protein synthesis inhibitor. Polypeptides were e1ectroblotted onto 

polyvinylidene dilluoride membranes and N.terminal amino.acid 

sequences were determined. Ellect 01 lipoxygenase inhibitors and role 01 

kinetin in effecting changes in JA同usinhibitor.treated tissues is discussed 

Present results suggest to role 01 JA in changing gene expression in rice 

seedlings as evidenced by de novo synthesis 01 specilic prot創nsand to an 

interaction with Iight to effect these changes 
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laI07 
シ口イヌナズナの乾燥誘導性遺伝子

rd22の転写制御機構に関する研究

室賀J主、浦尾剛、篠崎和子、篠崎一雄、

(農水省・国際農研・生資部、 1理研・植物分子)

乾燥ストレスによる遺伝子発現調節機構を明らかにするた

め、シロイヌナズナの乾燥誘導性遺伝子 rd22遺伝子の転写

飼節機備について研究を行っている。 rd22遺伝子は乾燥スト

レスによって増加した植物ホルモンのアブシジン酸(.ABA) 

を介して誘導されるが、その発現には他のタンパク質の合成を

必要とする。 rd22のプロモーター解析により、 2力所の MYC

認識配列と 1カ所の MYB認識配列が存在する 67bpのシス

領域が乾燥誘導に必要であることが明らかになった。これまで

に MYC認識配列に特異的に結合する MYC相向性タンパク

貨をコードする rd22BP1遺伝子を単離するとともに、シロ

イヌナズナの MYB相向性タンパク質 At円1]'b2も MYB認識

配列に給会すること、また rd22BP1 及び At打1]'b2は共に

67bpの乾燥応答性のシス領域を介した転写活性化能を有し

ていることを葉肉プロトプラストを用いた一過性の発現実験

から明らかにしてきた。

今回我々 は、 rd22BP1及び At，斤1}'b2を過剰発現させた形

質転換植物を作成し解析を行ったので報告する。

laI08 
シロイヌナズナrd29B遺伝子の乾燥およびABA応
答性発現に関与するAREB遺伝子の解析
主竪ー品二12 降旗敬13 安部洋l，モハマド M.パル
ペーズ篠崎和子1，篠崎一雄3 (1農水省・国際農研・
生物資源神戸大・農・植物資源 3理研・植物分子)

シロイヌナズナのrd29B遺伝子は，乾燥およびアプシジン
酸仇BA)により発現が誘導される。また， ABA変異体である
abalやabilでは，乾燥による発現誘導が抑えられる。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。
GUSリポーター遺伝子を用いたトランスジェニック・タバ
コの系でrd29B遺伝子のプロモーター解析を行った結果， 2 
個のABRECABARβsponsive E!ement)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新
規のbZIP型タンパク質・ AREBCABA Responsive五lement
Binding Prot巴in)1~3をコードするcDNAを単離した。ゲル
シフ ト解析の結果， AREB1およびAREB2のGST融合タンパ
ク質は， ABRE配列に特異的に結合することが示された。ま
たノーザン解析の結果，AREBlおよびAREB2のmRNAは，
乾燥， NaClおよびABAに応答して鳩加した。さらに，
rd29Bのシス配列を含んだ77塩基の断片をレポーター遺伝子
につないだキメラ遺伝子は，業肉プロトプラストの系で
AREBlおよびAREB2を共発現させた場合，転写活性化が認
められ，その活性はABA存在下で付加的に増加した。以上の
結果により， AREBlおよびAREB2が乾燥時のABAによる発
現誘導に働くrd29B遺伝子の転写活性化因子であると考えら
れた。



lpIOl 
イネの匪発生過程に関与する遺伝子の解析
直且盟且韮1、北野英巳 2、松岡信 1 ('名大・生物分子応答、
2名大・農)

laI09 
ダイコン下阪輸の光屈性におけるミロシナーゼの役割

ヰ岨企盈盤、長谷川剛 1、長谷川宏司(筑波大・応生

化、 1筑波大院・バイオシステム)

医発生過程は植物の基本的体制が構築される出発点とし
て重要な過程である。これまでの組織・形態学的な研究か
ら、高等植物においては初期の分裂様式やそれに伴う形態
的な変化、器宮の分化など、その過程はほぼ一定のパター
ンで行われていることが明らかにされている。近年、イネ、
トウモロコシ、シロイヌナズナなどでこのような匹発生過
程が異常になる突然変異体が多数報告され、それらを利用
した遺伝子機構の解明に期待が寄せられている。我々はイ
ネの)jf発生過程に関わる遺伝子の探索、解析をもとにその
機構の解明を目指している。今回はシロイヌナズナにおい
て、その変異により座発生過程に異常をきたすことが知ら
れている幾つかの遺伝子に関して、その相同遺伝子をイネ
から単離、解析したので報告する。

P町 H日 D(ZWILLE)及びARGONAUTEl遺伝子は、茎頂分
裂組織(SAM)の形成に関与していると考えられている。これ
らのイネ相同遺伝子の圧発生過程における発現を調べたと
ころ、 PINHEADホモログは主にSAM周辺の特異的な領域や
子葉鞘の表側、維管束などに発現が見られたが、
ARGONAU1Blホモログは匹全体に一様に発現していること
がわかった。また、初期医発生に関わるMONOPTERosi宣伝
子の類似遺伝子、 ARF3(Eπ1N)遺伝子のイネホモログは、
芽鈴を構成するの一部の細胞で局所的に発現していた。こ
れらのイネ駆発生過程おける機能に加え、幾つかのイネ脹
発生突然変異体との関わりについて考察する。

ミロシナーゼはアブラナ科植物に多く含まれているカ

ラシ泊配糠体等のチオグルコシド結合を加水分解する醇

素である。これまでにダイコン (Raphanus saUvus 
var. hortensJs f. gJgantissimus Makino)下底納の光

屈性に伴い、光側組織に存配する4-rnethylthio-3-

buteny! g!ucosino!ate (MTBG‘不活性型)が減少し、

4-rnethy!thio-3-butenyl isothiocyanate (M古31、活性

型)が増加し、更にラファヌサニン (t-5性型)が生成さ

れることを明らかにして光屈性刺激がMTBGからMTBI
への変換を誘導している可能性が示唆された。今回、

MTBGからMTBIへの変換を触媒すると考えられるミロ

シナーゼに注目し、片側からの光照射に伴うダイコン下

降軸のミロシナーゼ活性の変化を調べた。照射後 10分

以内に光側組織でミロシナーゼ活性が婚大することを確

認した。一方、影側と暗黒対照では大きな変動は見られ

なかった。これらの結果から不活性型のMTBGがミロ

シナーゼによりMTBIに変化し、更にその一部が活性型

のラファヌサニンへと変化することにより光屈性が誘導

されることが示唆された。

lpI02 
匪発生過程において分化する器官の数の制御

王箆亘盤、佐藤豊、北野英巳l、長戸康郎2、松岡

信 (名古屋大・生物分子応答研究センター、 1名

古屋大・生命農学、 2東大・農学生命科学)

のジベレリン3s水酸

laIlO 
インゲン (Phaseolusvulf!ari~ 
化酵素の解析
止韮正宜，川出洋，篠崎一雄，神谷勇治(理研)
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インゲンの未熟種子は高いジベレリン生合成能
力を持ち， in vivo， in vitroでの代謝実験により生合
成経路が推定されている。その特徴は， 3s位の水
酸化の段階で，二重結合の導入，さらにはエポキ

シ化に至る分岐が存在することである。未熟種子
から精製された3s水酸化酵素は，このような特徴
を保持していた。一方茎葉ではエポキシ化に至る
活性は存在していない。これらの結果は活性が異
なる複数の却水酸化酵素の存在を示唆している。

演者らはインゲン未熟種子よりRT-PCRとRACE
を用いて 3種類の3s水酸化酵素遺伝子をクローニ
ングした。それらのうち，これまでに他の植物よ
りクローニングされた3s水酸化酵素遺伝子と最も
ホモロジーの低いクローンがコードする蛋白の機

能を解析したところ， 3~位の水酸化とともに二重
結合の導入，およびエポキシ化の活性も持つこと
が明らかになった。またこの酵素はふラクトン型お
よびアルデヒド型のC20ジベレリンも基質としうる

ことから，これまでに報告された3s水酸化酵素よ
りも基質特異性が低い酵素であることが示唆され
た。他のクローンの活性と生活環上での発現につ
いて解析した結果についても報告する予定であ
る。



lpI03 

le約印 刷'edon及Ujuscaと類似形質を有するシロイ

ヌナズナ変異体の解析

斗嵯担盤1.4 吉田茂男1，Robert L. FISCHER2， Robert B. 

GOLDBERG3， John 1. HARADA4; 哩研・植物機能，
2Dept. of Plant and Microbjal Biol.， Univ. of California， 
Berkeley， CA 94720， USA， 'Dept. of Mol.， Cell， and Dev. 
Biol.， Univ. of California， Los Angeles， CA 90024・1606，
USA， 'Sec. of Plant Biol.， Div. of Biol. Sci.， Univ. of 
California， Davis， CA 95616， USA 

我々はシロイヌナズナ変異体を用い、 o:E発生の分子機構

解明を目的としている。 lin巴24変異体は後期旺発生欠損

株としてT・DNA挿入系統より単離され、 leajシcotyledon

(lec)変異体と同様、妊におけるアントシアニンの蓄積、

乾燥耐性欠損による匹致死性、子葉上のトライコーム形

成などの形質を有した。また寒天培地上にレスキューし

た未熟種子は発芽したが、実生過程での枯死、暗所下で

の匹軸伸長欠損なと.'fusca変異体とも一部類似性を示し

た。従ってline24遺伝子は後期目玉発生と実生分化の誘導

或いは維持に働くと考えられる。二重変異体の解析では

lec1、lec2、fusl(copl)と相乗作用を示すことから、line24

遺伝子はLEAFYCOTYLEDON及びFUSCA遺伝子と協同

的に働くと推測された。単離されたlin巴24遺伝子から予

想したアミノ酸配列はWD・40反復配列を有した。現在、

遺伝子の機能解析を行っている。

lpI04 

ニンジンホメオボックス遺伝子CHB2の不定旺

形成における発現様式と機能の解析
宣主主E室、福田総穣 (東大院・理・生物科学)

ニンジン不定廃形成はオーキシンによって容易に餓導することが

でき、現在まで纏物のlIf発生のモデルとなってきた.私遣の研究室

では、ホメオボックス遺伝子をニンジンより単厳し、不定座形成に

おけるその役割を解析している.ニンジンホメオボックス遺伝子

(CHB7・CHB6)の産物はホメオドメインというDNA結合領織を持ち、

さらに隣接してロイシンジッパーモチーフを持っている.

今回、私遼はCHB2についてinsitu hybridizationを行い、不定庖

形成における発現鎌式を解析した.さらにCHB2をセンスおよびアン

チセンス方向に導入した形質転換不定座を作成し、この遺伝子の機

能について解析を行った.CHB2はノーザン解析より心臓型妊の時期

lこ一過的に発現が上昇することがわかっている.in situ 

hybridizationの結果、 CHB2は心臓型JI!では子葉原基の付け根部分

に発現し、魚雷型座では管状要素とその周辺の細胞に局在してい

た.CHB2アンチセンスを導入した形質転換錨物では、廃車由の伸長が

抑えられ、さらにこの植物体からオーキシン処理によって二次不定

自主を誘導したところ、心臓型匹以降への発途が著しく阻害された.

以上の結果にもとづきCHB2の底発生における機能を考察する.

2∞ 

lpI05 

ニンジンECP45遺伝子の単離と解析

北盟副之、斎藤力 1、塩田肇 1、鎌田博 l

(筑波大・バイオシステム、 1筑波大・生物)

不定lIf形成は、一度特定の機能を持つように分化した体細胞から

植物体が再分化する現象であり、植物細胞の持つ分化全能性の最も

直後的な証拠として知られている.また、種子症と同様の形態変化

を経て織物体にまで成長することから、種子医発生解析のためのモ

デル系として利用されている.

我々 はこれまで、ニンジン不定医誘導系を用い、不定lIfを形成す

る能力を持った細胞(配:embryogeniccelJs)に特異的に発現してい

る embryog閉山田lJprotein 配めを同定してきた.そのうち、

EC円 1.40.63遺伝子の単様、解析を行い、不定匪のような底的器官

においてABAによる発現誘導が見られるのに対し、実生などでは、

その誘導力t見られないことを明らかにしてきた.

今回我々 は、 ECで特異的に検出された ECP45蛋白質についてそ

の遺伝子の単雌と発現解析を行った.まず、B:P45の部分アミノ

酸配列をもとに RT・陀R、degenerate陀Rを行い、 cDNA断片を得

た.その断片をプローブにニシジン不定匠cDNAライブラリーをス

クリーニングし、 ECP45cDNAを単厳し、その極基配列を決定した.

その結果、この cDNAは約1.4kbpであり、 389アミノ酸よりなる

蛋白質をコードする遺伝子であった.アミノ酸配列をもとに相向性

の検索を行ったところ、種子医発生後期に発現してくる 1五Aタン

パク質と高い稲向性があることが明らかとなった.また、サザンハ

イプリダイゼーションにより、遺伝子はゲノム中に 1コピーのみ存

在することが示された。

lpI06 
脹形成異常を示すシロイヌナズナ embryoyeIJow変異体の解析

五1!Lー量童l、吉岡泰l、町田千代子1.2、町田泰則3 (1名大

院・理・生命理学、 2キリンピール基盤研、 3京大院・理・植物)

eye ( ~bryo XSZllow )変異は座形成異常を示す劣性の変異であ

り、シロイヌナズナの T-DNA挿入系統より同定された。症の

成熟期において野生型妊の色は緑のままであるのに対して、 eye

変異症は緑から黄に変色するという表現型を示した。また、 eye

変異体は寒天培地上で 0-13 %の割合で発芽し、発芽した植

物体は、以下のような形態的特徴を示した。①野生型と比較し

て匪軸と根の表皮細胞の長さが短く、業の大きさが小さい。②

根端部の細胞増殖が抑えられた。③茎頂および葉柄の基部から

多くの不定芽が形成された。④ 5μMBA ( Benzladenine )を含む

寒天培地上で eye変異体を発芽させたところ、 2-3週間後に

幼植物の茎頂から緑色カルスが形成され、そこから多くのシュ

ートが形成された。以上のような変異体の表現型から EYE遺

伝子はJlf形成においては症の成熟期において機能し、発芽後は

細胞増殖や細胞伸長を制御していると推測される。 eye変異は

T-DNA挿入部位と強〈連鎖しているため、現在、この T-DNA

を指標として EYE遺伝子のクローニングを行っている。



lpI07 

ニンジン体細胞匪の形態形成におよぽすアフィディコ

リンの影響

盤国造、増田宏志 G岩手連大・生資料

ニンジン体細胞匪形成において体細胞から細胞塊形

成の初期段階、次いで球状怪から心臓型怪形成の過程

を連続観察した。その結果、細胞塊から球状任、次い

で心臓型旺に移行する過程で時々不規則な形態形成が

観察された。一方、細胞塊を DNA合成阻害剤であるア

フィディコリンで処理し、次いでアフィディコリンの

ない培地に移して培養すると、一時細胞塊は構成する

細胞間の接着がルーズになり細胞が大きくなる。さら

に培養を続けると大きくなった細胞が分裂して旺が形

成されることを観察した。この過程における形態変化

をSEMでも観察したので報告する。

lpI08 
シロイヌナズナの EMBRYONICFLOWER(EMi刀2遺伝子のクロ一二

ング

宣E宣左，柳井幸弘，平塚純造，三給能士，加蕨嘉1尊，加藤

弥生 Z.R. Sung'，高橋滋(三井化学・ライフサイエンス研

究所， 'uc 8erkeley， Plant and Microbial 8iology) 

シロイヌナズナの emf変異体 (emfl，2)1立、栄養成長期間を

経ず陽花直後に花成することから、野生型遺伝子は栄養成長

の維持または花成プログラムの抑制に関わっていると考えら

れている。我々は、早期花成変異体の単離を目的としたスク

リーニングの過程で emf憾の変異体を見出し、アレリズムテ

ストの結果、この変異体が emf2のアレルであることを確包し

た。さらに、マップベースクローニングj去により EMF2遺伝子

の単離に成功した。 EMF2遺伝子は、ジンクフィンガーモチー

フを持つ新規な蛋白質をコードしていた。また、相同な配列

がシロイヌナズナにおいて少なくとも他に 1種存在すること

が確E恋された。

(参考文献)

Z.R.Sung et al (1992)Science 258， 1645 

L.Chen et al (1997)The Plant Cel 1 9， 2011 
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lpI09 
メチル化部位検出型 AFLP法を用いたカーネーションゲノム
DNAの細胞層別特異的メチル化部位の検出

秋元宏文l、吉田洋之2、山口雅篤3、柴田道夫4、土生芳樹

5、飯田滋5、小関良宏1，5 (1農工大院・工 ・生命工，2JT . 

植開研 3南九州大・園芸 4野茶試・花井部 5基生研)

カーネーションの花色は表皮由来のLl層細胞におけるア

ントシアニンの蓄積により決定されている。栄養繁殖性花井

であるカーネーションの花色と色素の存在する細胞層のメチ

ル化との関連性についてをターゲットに、すでに品種として

確立されている「サティスフアクションJとこの品種から

「枝変わりJとして得られた花色発現という表現型において

変異の見られる品種「レッドjを用いて遺伝学的・細胞学的

見地からメチル化部位検出型 AFLP法を用いて調べた。

本研究で用いたメチル化部位検出型 AFLP法は「サティス

フアクション」と「レッドJの成熟した葉の表皮(Ll層)お
よび葉肉組織(L2層)プロトプラストから抽出されたゲノム

DNAを6塩基認識制限酵素とメチル化感受性制限酵素 HpaII
あるいはメチル化非感受性制限酵素 MspIにより切断し、 2
つの選択的プライマーを組み合わせて 2段階の PCRを行うこ

とによりゲノム DNA中のメチル化状態の差異を可視的に同

定した。その結果、カーネーションゲノム DNA中の約 30%
がメチル化されていることが示され、両者の聞でゲノム DNA
全体の1.3%のメチル化の変異が見られた。その変異の見ら

れる遺伝子断片の単離およびその解析について報告する。

lpI10 
突然変異体を用いたイネ穂の形態形成の解析

経握差王、黒河江美、前川雅彦l、安部賢史、松村玲

子、島本 功(奈良先端大・バイオ、 l岡山大・資生

研)

イネ科植物では穂(花序)の分枝パターンは穂のかた

ちを決定する重要な要因の一つである。そこで、われ

われはイネ穂の形態形成の遺伝的メカニズムを解明

するために、分枝に関する突然変異体 Cblp、fzp2、

lax)の表現型の解析を行った。 blpでは聴が分枝し

ない。一方、 fzp2では花芽が形成されず分枝が繰り

返される。 laxは分枝パターンは正常であるが、花芽

の形成が著しく阻害される変異体である。

イネ LFYIFLO相同遺伝子である RFLは、その発現

パターンから穂の分枝への関与が示唆されている。そ

こで、突然変異体における RFL遺伝子の発現を調べ

たところ、 blp、fzp2では野生型と同様の発現パター

ンが観察された。このことから、 RFL遺伝子は BLP.、

FZP2遺伝子の上流あるいは、独立の経路において機

能していることが示唆された。



lpI11 
シロイヌナズナの糖応答性変異綜uns3，uns4(unusual

sugar response)の単臓と解析
大藤雅章1、古川晴子1、青木栄津子1、中村研三1，2

(1&生研・発生生物、 2名大・生命鹿・生化)

野生型シロイヌナズナを績を含むinvitro猪地上で生育

させると、機.度の上昇に伴い多量のアントシアニンが

蓄積するほか、ロゼット糞数の増加と共に花成時期が遅

れるという表現型が見られる (1998年度日本植物生理学

会年会) 0 我々は花成における絡シグナリングの役割を

明らかにするため、独自に作成したシロイヌナズナの

Activation Tagging lineの中から『高浪度の積を含む培

地上で、野生型より花成時期が早いJなどの表現型を指

療に突然変異体の選抜を行い、花成と機応答性に異常が

見られる変異体uns3，uns4を単厳した.

これらの変異体はともに土栽士宮/長自条件下で花成時期

が促進されていた.いずれも野生型植物体とくらべて漢

のクロロフィル含量の低下が見られ、.の形態的特徴か

ら野生型植物体と区別が可能である.形態的特徴に関し

ては、少なくとも優性の形貨を示す.また、いずれも切

り取り葉における槍暢導性のアミラーゼ活性の増加が野

生型にくらべ低く抑制されていた.土栽培/短目条件下、

及びinvitro港地上での花成、アントシアニン蓄積の穂応

答性、業の形態的特徴、などの表現型のほか、表現型の

連鎖やサザンj去によるタギングの可能性、などについて

報告する。

lpI12 
シロイヌナズナの槍応答性変異株uns1 (unusual sugar 

response)の分隊と解析

企盟遭¥大.雅章¥中村研三'，2

('基生研・発生生物、 Z名大・生命.・生化)

野生型シロイヌナズナ植物体を緒温度の異なる加 vitrc培地

上で生育させると、棄のクロロフィル含量が培地の槍滋度と

正の相闘を示す.このことは、繍シグナリング(稽の鎗送や

代謝、纏応答性遺伝子発現制御)が禁の機能発達過程に積極

的に関わることを示唆する.我々は、棄の繊能発達における

纏シグナリングの役割を明らかにするために、独自に作成し

たactivationtagging lineの中から、r.のクロロフィル含量

の野生型植物体との違いが、土書量権時に比べ的 vitro培地上で

顕著に現れる』という表現型を示す多数の突然変異様を分厳

し、さらにこの中から機応答性変異株unslを分蔵した.

unsl変異繰l立、土裁培では、発芽後しばらくlightgreen表

現型を示すが、その後、野生型と区別できなくなる.一方、

繍語限度の低い的 vitrc培地上でl立、ほぽアルビノに近い表現型

を示した.培地機iI度を上昇させると葉のクロロフィル含量

は増加するが、そのレベルは野生型より顕著に低下していた.

また、切り取りロゼット漢におけるアミラーゼやアントシア

ニンの稽餓導性が野生型に比べ顕著に低下していた.この他、

土裁縫及び的 vitro:省地上での花成、糖の繍送や緩応答性遺伝

子発現、複数の表現型の連鎖、などについて報告し、 UNSl

遺伝子の役劃について考察する.
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2aIOl 
Agrobacterium A281のTiプラスミド(pTiBo542)のRB近傍

の解析

梅基直行(キリンピール・基盤研)

Agrobacterium A281は感染能力の高い強病原性の菌

系として知られている。このT-DNA上のおおよそのマッ

プと幾つかの配列は決定されているが、 τ1・DNAを解

析したDengら[(1995)Mol.Plant-MicrobeInteract. 8， 538幽

548]はRB配列として保存されている配列と相同なも

のは見つからなかったと報告した。そこで今回、既報

部分の配列を基にクローニング・配列を決定したとこ

ろ、 RB保存配列、その配列と6b遺伝子の聞に新規の

ORFが存在することを発見した。

新規遺伝子はRiプラスミドのroJD遺伝子との相向性

カf認められた。当該遺伝子を破壊した株を作成したが、

タバコに対するcrowngall生成能には変化がなく、病原

性には関与していないことがわかった。当該遺伝子の

プロモーター領域にレポーター遺伝子であるGUS遺伝

子を連結したものを作成して、タバコの形質転換体を

得た。その解析から、このプロモーターは組織特異的

な発現制御がされていることが明らかとなった。

2aI02 
タバコ植物体におけるエリシタ一応答遺伝子の発現様式

盤主-1量i、矢野明 2、西内巧 lペ進士秀明 1(1工技院・

生命研・植物分子生物、 2国立感染研・口腔科学部、 3科学技

術振興事業団)

植物は、細胞壁などの物理的障壁とともに、過敏感反応に

代表される誘導性の感染防御応答によって感染部位の周辺に

抗菌性の化学的環境と物理的障壁を再構築して感染の拡大を

抑制して抵抗する。このような誘導性の防御応答では、様々

な遺伝子の転写制御をともなう応答が重要な役割を担ってお

り、感染応答の初期過程で発現誘導される遺伝子を解析する

ことが植物の感染防御機機を理解する上で重要である。そこ

でタバコ懸濁培養細胞を用いて、エリシタ一応答の初期過程

で発現量が上昇する遺伝子群の cDNAを subtractlve

hybridization法を用いて単離した。多数の cDNAが得られ、

ホモロジー検索の結果、一次および二次代謝系の醇素遺伝子、

エチレン合成に関わる酵素遺伝子なと牟含む既知のエリシタ一

応答性遺伝子の他に、転写制御因子やプロテインキナーゼな

どシグナル伝達や遺伝子発現制御に関わる遺伝子と相向性を

示すものが得られた。また、まったく相向性の見られないも

のも得られた。さらに、これらの cDNAを用いてタバコ植物

体でのmRNA量を解析し、器官特異的発現、葉自舎による発現

量の変化、また、エリシター処理による処理業および非処理

業における発現応答について調べた結果を報告する。



2aI03 

タバコ植物における菌体壁エリシター誘導出量伝子のクロー

ニングとそ傍在期斬

盟主左吾、林誠1、道繍誌酎す幹夫l、川北一人(名対涜・

生命農学・資促主側鎖包 1基自肝・綱性物

タバコ葉を Phytoph.め'OIa血命館芯菌体壁成分エリシター

但wqで姐理すると、PR世胞の甑貴村田節目ょど伺瑚卸応

答が時擦される。そこで、 HWC克盟タバコ葉よりcr:NA ラ

イブラリー制令或し、日曲目出Hメ泊匙蜘1によりエリシター

誘導世遺伝子の単離を試みた。そ¢結果、二次代議係酵素遺

伝子、Glycine-richproteinや hsr201といった既知の

病原菌接種誘導性遺伝子と相向性を示す遺伝子、未

知の遺伝子などが単離された。 傷害、サリチj晴娘盟、

期練世細菌覇軍といった種々のストレス~:.t.すするこれら遺

伝子切応答牲をノーザ清新により諦べたところ、発境誘導の

量制守閉口裳々 なバター〉つが見られ病傷害ストレス誘導世遁

伝子の発現にいたる情報偏重の多様|空会宥被された。先に単離

した 1)エリシターにより誘導されるレセプタ一様タンパク質

薗云子とシトクロム P4:到遺伝子の発現解析¢結果も併せて

報告する。

1)日本植物生理学会1朔年度年造調責予稿集p.167

2aI04 

ジャガイモ植物における 3・hydroxyふ me出ylglutaryl

CoA reductase (HMGR)遺伝子のクローニング

佳麗蔓壬、吉岡博文、道家紀志(名大院・生命農学・

資源生物機能)

HMGRは、セスキテルベノイドファイトアレキ

シン生合成の鍵酵素であると考えられている。ジャ

ガイモにおける HMGR遺伝子は、 3クラスから成

る多重遺伝子族を形成しており、hmg2および、hmg3

はエリシター処理や病原菌接種により誘導される

ことが知られている。今回、 HMGR遺伝子の発現

制御を解析する目的でジャガイモゲノミックライ

ブラリーより hmg3ゲノムのクローニングを試み

た。その結果、 5クローンが得られたので塩基配列

を比較したところ、イントロンおよびエクソンにお

いて若干違いが認められた。推定プロモーター領域

には mybおよび P-box様配列が存在し、H-box様配

列を 2つ含む約 300bpの繰り返し配列が認められ

た。さらに翻訳開始コドンの 5'側近傍には、ピリ

ミジンに富む配列が見出された。
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2aI05 
タバコ培養棚卸Y-2におけるキチナーゼの分離・精製

盤屋瓦盤、斉藤美佳子、呉基鳳松岡英明(東京農工

大・工・生命工学)

タバコ培養細胞BY・2は、比較的大きい細胞(直径

約20""30μm)が数個、直鎖状に結合している。こ

のユニークな形状は、ストレス応答遺伝子発現の単

一細胞での解析に有用であると期待される。そこで、

既に他のタバコ種で確認されているキチナーゼに注

目し、 BY・2でのキチナーゼ発現の確認と、その単離

を試みた。

BY・2に対してストレスとして、 15種類の化学的あ

るいは物理的処理をし、キチナーゼ酵素活性をグリ

コールキチンを基質とする活性染色法により調べた。

その結果、植物病原菌の一種であるA1ternaria

alternata培養液をオートクレープ処理後、その上清

を作用させたところ、最も顕著にキチナーゼ活性の

誘導が確認された。本酵素の活性は処理後30分で確

認され、約3時間後に最大に、その後12時間後までゆ

るやかな減少が確認された。また、ゲ/レろ過クロマ

トグラフィーにより活性成分の分子量はlS""20kDa
と推定された。

2aI06 
Caド依存性プロテインキナーゼによる G/HBF.1のリン酸化

生旦王盟、 Pedro M. canovas¥R日hardA. Dixon.、ChrisLamb1 

(お茶の水大・理 ・生物.ISalk lnstitute、 'Samuel Roberts Noble 

Foundation) 

G/HBF.1は、カルコンシンターゼ (chsl5)のプロモーター領域

内のG.boxおよびH.boxに結合するb2lPタンパク質であるl)。ダ

イズ培養細胞にPseudomonassyringaeを感染させると、プロテイ

ンキナーゼの活性が急激に上昇し、 G/HBF.1のセリン残基がリン

酸化される。このプロテインキナーゼは細胞質に局在し、これに

よりリン酸化されたGIHBF.1は、 chslSのプロモーター領域に結

合する。我々は、このプロテインキナーゼに注目し、その特性の

解析を試みた。GIHBF.lIこは、 Ca2+依存性プロテインキナーゼ

(CDPK)によりリン酸化される可能性のあるセリン残基がいく

つかある。そこでG/HBF.1のリン酸化に対するCa'.の影響を調べ

たところ、 EGTA(100 uM)によりリン酸化が阻害された。ダ

イズより精製したCDPKは、 invitroでG/HBF.1をリン酸化した。

また感染細胞からの抽出液を抗CDPK抗体で処理すると、

G/HBF-1のリン酸化が阻害された。さらに、感染細胞からの抽出

液とCDPKで、それぞれリン酸化したG/HBF-Uこついてtryptic

phosphopeptide mappingを行ったところ、両者に共通にみられる

phosphopeptideがいくつか存在した。

1) Droge-Laser et a1. (1997) EMBO J. 16: 726-738 



2aI07 
新規なプロモータープローブ・ミニTn5を用いて作製し

たGFP恒常発現根粒菌株の性質

佐伯和彦 阪大・院理・生物科学

Aequorea vicforia由来のGreenFluorescent Protein (GFP) 
は仰 vivo非破様レポーターとして著しい注目を集めている。
今回、プロモーターを持たないGFPi宣伝子とゲンタマイシ
ン耐性 (Gm円)遺伝子 (accC1) を連絡したタンデムレポ

ーターを持つミニトランスポソンを作製して、ミヤコグサ根

粒菌 (Mesorhizobiumlofl)へ導入した。得られた変異株の
うち、 GFPを恒常的に発現するものについて報告する。
GFP遺伝子としてS65TとP64L変異により励起蛍光ピーク

が赤方にシフトする EGFP産物 (Clontech社)をコードする
ものを用いたミニTnふ句fp-accC[を、 M.わUに導入し、
Gm含有TY!音1也で選択した。約10~の母集団から 10μg/ml以
上のGm存在下で生育する約40の変異株を得たが、蛍光強度
には50倍以上の格差が~められた。 4 株が特に強い蛍光を
示し、 YEM培地での生育速度は母株と間程度であった。こ
れらの株中で、抗GFP抗体と反応するポリペプチド1;1:総蛋
白質の 1-3%以上に遣していた。興味深いことに、いずれ
のポリペプチドl基本来のEGFPよりも数万程度高分子傾11に検

出された。事例可なるm白質と融合しているのか、現在解析中
である。 4株の強蛍光株をミヤコグサ (Gifu)へ感染させた
ところ、 1) 2-4日以内に根毛表層でのマイクロコロニー

を形成し、 2) 3-7日間以内で根毛の変形を引き起こし、
蛍光を発する感染糸の伸張が留められ、 3) 1 0-14日で

肉眼で確認可能な根粒を形成した。野性株と比べ、根粒形成
までの時聞は 2から 5日程度遅いが、頻度は間程度であった。

2aI08 

レンゲ根粒形成における最初期発現遺伝子群の解析

蛙--.-l!畠室岡義勝(阪大院・工・応生)

マメ科植物の根粒形成に関与する遺伝子は nodulin

あるいは eadynodulin但NOD)として多く単離され

ている.いくつかの ENOD遺伝子は根粒の形態形成

の始まる以前から発現していることがわかっている

が，基本的にこれら nodulinは根粒の形態形成開始以

降に発現する.われわれは根粒菌感染直後から根粒形

成開始以前に発現し， ENODとして同定されていな

い一群の遺伝子をスクリーニングするために蛍光デ

イファレンシャルディスプレーをおこなった.レンゲ

に根粒菌を感染させて 96時間経過した根から RNA

を抽出し，逆転写反応で cDNAを合成し，任意の

10merプライマーと蛍光標識したアンカーブライマ

ーで PCRをおこなった.その結果8種のポジティプ

フラグメントの塩基配列が明らかになった.そのうち

の1つはフラポノイド生合成の初期段階に関わる酵

素である cinnamate4・hydroxylase(C4町と高い相

向性を示した.
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2aI09 
ダイズ根粒菌の DNA再編成と共生遺伝子水平伝達

盈乱且，鮫島玲子，板倉学，三井久幸，南沢究
(東北大学・遺伝生態研究センター)

日本各地から単離されたダイズ根粒菌 213 株中

に、ダイズ根粒菌(Bradyrhizobiumjaponicum)の挿入

配列 (IS)様構造をもっ反復配列 RSα とRSsが、極
めて多く保持される超反復配列保有株 (HRS株)が

21株単離された。 HRS株から RSα、RSs以外に 5

種類の ISが単離され、それらは RSα、RSsと同様
に HRS株でコピー数が増加していた。共生遺伝子
をプローブとしたサザンハイプリダイゼーションの
結果、バンドの重複や移動が観察されることから

HRS株では ISの介在する DNA再編成が起こった
ことが示唆された。そこでその共生遺伝子周辺の物

理地図を作製し検討したところ、 ISの挿入、欠失等

DNA再編成の痕跡が見られた。 nif遺伝子領域につ

いてはシーケンスを行いさらに詳細に検討を行っ
た。

また、 HRS 株の生態的意義のーっとして遺伝子
水平伝達の供与菌となることが以前から示唆されて

いるが、その水平伝達した根粒掲載遺伝子領域の特
徴についても合わせて報告する予定である。

2aIlO 

リゾピトキシンのACC合成阻害と生合成系の
解明
室旦---.M1、佐藤茂

2
、遊橋健一1.3、江面浩3、

市川徳一¥貫井憲之l、南沢 究(1東北大・遺
生研、 2東北大・農、 3茨城生工研)

ダイズ根粒菌Bradyrh1zobJumelkanJJの生産す
るリゾピトキシン(RT)はメチオニン生合成系の β

一cystathionaseを阻害し、ダイズ栽培種にクロロ
シスを引き起こす植物毒とされてきた。しかし最
近の状況証拠から、 RTが宿主のエチレン生合成
を抑制し、根粒形成を促進させる働きを持つこと
が考えられた。そこで、エチレン生合成における
RTの影響を検討するために、鍵酵素であるACC

合成酵素に着目し、酵素活性に及ぼす影響を検討
した.その結果、 RTのKiは0.025μMと非常に低
く、 RTがACC合成酵素を強く阻害する作用を持
つことが本研究より初めて明らかとなった。さら
に我々は本酵素阻害に基づいた高感度新規RT定
量法を作成した。現在は、他の根粒菌へRT生産
能を付与し、根粒形成能に優れた有用菌の構築を
行うことを目指しており、B.elkan1iのRT生合成

遺伝子の解析結果についても合わせて報告を行う
予定である。



2aI11 

BradyrhizobJum elkani1の生産するリゾピトキ

シンの根粒形成における役割

車以盆二一1、遊橋健一 1.2、江面浩 2、安田岡IJ1 

、貫井憲之 1、南津究 1(1東北大・遺生研、 2

茨城生工研)

ダイズ根粒菌Bradyrhlzoblumelkaniiは、低

分子アミノ酸誘導体であるリゾピトキシンを生

産する。このリゾビトキシンは植物にクロロシ

スを誘導する一種の植物毒として知られてい

る。本報告では、リゾピトキシンの根粒形成に

おける効果について、宿主植物のエチレン発生

に着目し、検討を行った。

B. elkanii USDA94株と、これを親株とする

リゾピトキシン非生産変異株をサイラトロにそ

れぞれ接種すると、親株では宿主根からのエチ

レン発生が抑えられ、変異株では抑えられな

かった。また、根粒形成数については親株の方

が優位に増加した。以上の結果から、リゾビト

キシンはエチレン生合成を抑制し、根粒形成を

有利にする因子であることが示唆された。さら

に宿主植物に対して、エチレン生合成や受容に

変化を与える物質の投与を行ったところ、この

示唆を支持する結果が得られた。

2pIOl 
海産世糊ブランクトン防士子采緋勃笥斬

主王室ヨ、門谷茂、野村勤氏一見和彦、田島だ伐香川!大・

農、 i東:;ftホ明

有害ブランクトンによる赤潮扮1、西日本とくに瀬戸休締沿岸域で

毎年頻発して澱リな漁業被害を及ぼしており、有妙必制輔艇藻種の

同定出潅却はび、発生の予知・開徐対却方税が求められ司、る。

そこで本研究は、種確認設議泣に最も良い分子マーカーとして保

存性の高いリボソームRNA(JボNA)遺伝子領域を用し¥過去瀬戸休締

沿岸墳で務朝を引き起こした主要な藻類の分子系統責特庁を行七¥その

結鼎こ基づいた種特異的なK来プライ千イコ開発を目指した。

本研究に比)f':::i!幹持切柄数より同定後研究室でクローンイヒされた

株を用い、そのゲノムDNAより PCR法でI8SIDNA及び沼S田INA

D11D2領域を増酎るためにそれそサωプライマーを謂十した。

そ¢結果 lおrDNA領域方、ら悌力団地、おSrDNAD11D2領蜘主

らl揃72J..崎広端麗動を得丸この滑煽動を直接クローニング後、

塩盟己列を決定した。決定されtd.盆題研!とデータベースから得た他

の藻類の塩撞日列を比鮫した車課、同一風村でl8SrDNA領域では

約80弘28SrDNADIID2領殴でも、約85%と比耕冊、ホモロジー

を示した。各クロ-~コ分子系統事t:J位置を推定するために、 ifij務

結合法により分子系統紺を作製したところ、耕雲持切轍によって分

類されt;::jJjj漏童話本国司司じ位置に分配された与
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2pI02 
ビオチン化captrapper i去によるシロイヌナズナの種4の完全

長cDNAライブラリーの作製

関原明、鳴坂真理、 PieroCarnind、林崎良英¥篠崎一雄

(理研・植物分子生物、 1理研・ゲノム科学)

シロイヌナズナでは、ゲノムプロジェク卜が進行しており

2000年末にはゲノムの塩基配列がすべて決定される見通しに

なっている.しかし、発現遺伝子の正しい予測は現在のところ

いまだに聖堂しく、全長cDNAの単離は発現遺伝子の同定に必要

である.また、全長cDNAは植物遺伝子の織能同定にも必要で

ある。そこで、我々はビオチン化captrapperi去を用いてシロ

イヌナズナの完全長cDNAライブラリーを作製した九

これまでに、乾燥や低温ストレス処理した織物体、後々の発

生段階の植物体より銅製したmRNA等を用いて計9種類のシロ

イヌナズナの完全長cDNAライブラリーを作製した。単服した

1003個のcDNAクローンについてS'末端側から端読みを行っ

たところ、それらは725のcDNAグループlこ分類された.今後

は、単献した全長cDNAをDNAチップに結合させて種々のプロ

ープとのハイプリにより、乾燥や低温ストレスにより誘導され

る発現遺伝子の同定や、 トランスジェニック植物や帰入変異体

での遺伝子の発現パターンの変化を解析しTarget遺伝子の同定

を行う予定である. 1) Seki et al. ( 1 998) P I ant J. 1 5: 

707・720.

2pI03 

ラン藻Synechocystissp. PCC6803の運動の解析

盟杢--1豆、大森正之

(東京大・総合文化・生命環境)

ラン藻は古くから運動性を持つことが知られ、そ

のメカニズ、ムの解析が約一世紀に渡り行われてき

た。しかし、いまだそのメカニズムは不明である。

単細胞性ラン藻Synechocystissp. PCC6803野生株は

運動性を有し、寒天培地上で拡がったコロニーを形

成する。一方、光合成研究で広く用いられている

PCC6803のグルコース耐性株は運動性がなく、寒天

培地上で拡がることが出来ず、 ドーム状のコロニー

を形成する。このPCC6803野生株を用いて、運動性

を持たない変異体を得ることを試みた。

トランスポゾンσ'n5)または、薬剤カセットを用い

たランダムカートリッジ法によるランダムな突然変

異誘導では、運動変異に関与する遺伝子を単離する

ことが出来なかった。

そこで、他の運動性細菌で運動との関与が示唆さ

れている遺伝子群のうちPCC6803に相同遺伝子があ

るものに関して、直接その遺伝子を破壊を試みた。

その結果、 typeIVpi1i (線毛)の生合成に関与するpil

遺伝子ファミリーの'PilT(sl泊161)を破壊した株で運

動性の欠損が観察された。 pilTのラン藻運動への関

与を検討した。



2pI04 
窒素固定細菌 AzotobactervinelandilのFe・スーパーオキシドジス

ムターゼ遺伝子のクローニングと大腸菌での発現制御

傘並道雄、佐藤節子、浅田浩二1(南九州大・食品工学、 1福
山大・生物工学)

スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)は、多くの細菌では

Mn-SOD(s叫 4)、Fe-SOD(紙旭)の2種のアイソザイムがあり、酸

素によってMn-SODが誘導される。一方、 Fe-SODは酸素によ

って誘導されず逆に減少するが、 Fe-SODの発現調節機構はよ

く解っていない。好気性窒素固定菌の AzotobacterはFe-SODし

か持たず、また可溶性タンパクの数%を占め、活性は変動しな

い。そこでこの高発現は構成的な発現であるのか、または細

胞内の環境を反映した発現であるのかを明らかにするために、

Azotnbac館のFe-SOD遺伝子を単離し、通性嫌気性菌である大

腸菌に導入し、培養条件を変えることによりその発現調節を

調べた。 FeSODの相阿部分の塩基配列を基に合成したプロー

プを用い、ゲノムライブラリーをスクリーニングしてlOkのク

ローンを得、滋基配列を決定した。このクローンは193個のア

ミノ酸からなる推定分子量21，377DaのFe-SODをコードしてい

た。また近傍にいくつかのORFも明らかになったが、ゲノム

上の遺伝子配置に他の細菌のものとの類似性は認められなか

った。 s(曲を含む4kの断片をベクターに組み込み、大腸菌に

導入して、好気的または嫌気的に培養し、 Fe-SODの発現を活

性染色と免疫染色で検討した結果、自身のプロモーターによ

って、 嫌気的条件下でよ り多く 発現した。このことから

Azo帥 'acterの託岬は酸素による被制御能を有しており、その高

発現は細胞内の嫌気的な環境を反映してることが示された。

2pI05 

シロイヌナズナにおけるアスコルビン駿合成に

関与する GLDf趨伝子の単離と発現解析
孟量雄記、向井文子l、鎌田1専1、中嶋信美、久保明宏、

青野光子、佐治光(国立環境研、 l筑波大・バイオシステム)

縞物のアスコルビン量産は環境ストレスにより発生する過酸化水素
のスカベンジャーとして重要な働きを持つと考えられている。実際、
アスコルビン酸合成能が低下したシロイヌナズナはオゾンに対する
短銃性が低下しているととが示されている。植物のアスコルビン酸
合成経路は明らかになりつつあるが、この経路に関与する遺伝子の
単舵及びその発現制御についての解析はほとんど行われていない.

我々 はシロイヌナズナよりアスコルビン酸合成経路の最終ステップ
を触媒する酵素をコードする遺伝子、 L-Galactono-Lactone
Dehydrogenase (EC 1.3.2.3; GLDHJを単純し.環境ス トレス下に
おけるこの遺伝子の発現解析を行った。~に単離されているカリフ

フラワーのGLDHl遺伝子のcDNAをカリフ ラワーの小花のtotalRNA 

を用いてRT-PCRにより単献し、これをプロープとしてコロンピア
の播種後2週間の実生cDNAライブラリーをスクリーニングしたと

ころシロイヌナズナGLDH遺伝子のクローン‘ AtGLDlを単離する
ことができた。 AtGLD1はGLDHの全長をコードしているクローン
ではなかったが、カリフラワーのGLDHのアミノ酸配列と90%の相
向性が見られたことからGLDHをコードするcDNAであると考えら
れた.この遺伝子の発現をいくつかの異なる大気汚染ストレス下、
また、ストレスに対して異なる耐性を示すシロイヌナズナ生態型
(Colu口lbia、Wassil巴wskija)で解析した結果をアスコルビン酸含

量の測定結果とあわせて報告する.
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2pI06 
AP2/EREBPおよびB3ドメインを含む新規のDNN吉合性

タンパク質、 RAVl、およひ~V2は、機械的刺激により
誘導される

加宜盆圭童、服部束穂 (三重大・遺伝子)

トウモロコシVPl、およびアラピドプシスABI3等に保

存されるDNん結合ドメイン、 B3ドメインとの構造的類似

性をもとに単離したアラピドプシスのRAVl、および、

RAV2は、 B3ドメイン様の領域に加え、 AP2/EREBPド

メイン様の領域を併せ持つ構造的特徴がある。

RAVlの最適結合配列を解析したところ、各々のドメ

インは、 5・-CACCTG-3・、および5・-CAACA-3・の 2つの

塩基配列に対して特異的に結合し、 RAVl全体として

は、 2つの塩基配列を持つ配列に強〈結合し、その間隔

が、異なる長さの場合、あるいは、 2つの塩基配列の向

きが相対的に異なった場合にも同等の結合を示した。さ

らに、 RAVl、および、 RAV2の生理的機能を検討するた

めに、 RAVlおよひ~V2の発現パターンを、ノーザン法

で解析した。また、 RAV2に関しては、プロモーター

GUSキメラ遺伝子を導入したトランスジェニックアラピ

ドプシスを作成して時 ・空間的発現パターンを調べた。

その結果、 RAVlおよびRAV2の発現は、寒天培地から引

き抜き水に移す操作、あるいは、傷害処理等の外図的な

刺激に対して応答する性質を示すことが見出された。現

在、種々の刺激に対する応答性、および、その組織特異

性の解析等を試みており、併せて紹介したい。

2pI07 

イネ・鉄型スーパーオキシドディスムターゼのcDNA
クローニングとストレスに対する発現応答
上虫1ム豊¥森田重人1・2、徳本恵¥横山英史¥増村
威宏t・2、田中園介1・2 ('京府大・農・生資化、 2京都農

資センター)

スーパーオキシドディスムターゼ(SOD)は、含有
金属の違いにより 3種のアイソザイム(Cu/Zn-，Mn， 
Fe-SOD)が存在する。このうち、 Fe-SODは双子葉植

物の限られた種で報告されているものの、単子葉植
物には存在しないと考えられてきた。今回、我々は
イネより鉄型スーパーオキシドディスムターゼ(Fe-
SOD)をコードするcDNAを単離した。推定アミノ酸配
列は、 N末端側に推定トランジットペプチドを含
み、 Fe-SODIこ必須のアミノ酸を完全に保存してい
た。しかし、既知の植物Fe-SODとの相向性はあまり
高くなかった。得られたcDNAを大腸菌で発現させた
組換えタンパク質は鉄を含み、 SOD活性を示した。
しかしながら、既知のFe-SOD活性が阻害を受ける過
酸化水素処理により、このSOD活性は阻害されな
かった。イネFe-SODのmRNAは、調べた全ての組織で
発現が確認された。また、イネFe-SODは光、アブシ
ジン酸、塩ストレスによって強く発現誘導された
が、乾燥ストレスにより発現量は低下した。



2pI08 

レポーター遺伝子を用いたシロイヌナズナ ω-3指肪
酸不飽和化酵素遺伝子の発現制御機構の解析
金831監渡辺千鶴，射場厚(九大・理・生物)

ω-3脂肪酸不飽和化酵素は、植物脂質を構成する主
要多不飽和脂肪酸であるトリエン脂肪酸の合成の最終
段階を触媒する植物に固有の酵素である。シロイヌナ
ズナにおいては、小胞体に局在する FAD3および葉
緑体に局在する FAD7、FAD8の3種の ω-3酵素が同
定されているが、これらをコードする遺伝子の発現制
御が膜脂質における指肪酸組成の調節に深く関与し、
植物の環境適応性に重大な影響を与えることが示唆さ
れている。
私達は転写レベルでの発現解析を通じ、これら 3種

のωJ酵素遺伝子の発現が様々な内的要因(加齢、組
織など)あるいは外的刺激(光条件、温度、傷害、植
物ホルモンなど)により鋭敏に変化することを明らか
にした。このような遺伝子発現の制御機構を明らかに
するための手段として、これらの遺伝子の制御配列と
レポーター遺伝子であるルシフエラーゼ遺伝子との融
合遺伝子を作製し、葉組織を用いた一過的発現系およ
び形質転換シロイヌナズナにおけるルシフエラーゼ遺
伝子の発現を解析した。
本発表ではこの結果を踏まえ、これら 3種の遺伝子

が、同じアイソザイムをコ}ドしながら、互いに独立
した発現制御機構の支配を受けている可能性について
議論する。

2pI09 
シロイヌナズナ ω・3脂肪酸不飽和化酵素遺伝子

(FAD71fJ)の発現に及ぼすオゾンの影響

八丈野孝、松田修、射場厚(九大・理・生物)

大気汚染物質の一種として知られるオゾンは、強力

な酸化作用により生体の構成成分を破壊して細胞死

を引き起こす。主に不飽和脂肪酸を過酸化することか

ら、多不飽和脂肪酸を特に多く含む葉緑体膜中の脂

質代謝に関わる酵素の発現に影響を与える可能性が

考えられた。 ω・3脂肪酸不飽和化酵素は、ジエン脂

肪酸をトリエン脂肪酸に不飽和化する反応を触媒する

酵素である。シロイヌナズナにおいては、小胞体に局

在する FAD3および葉緑体に局在する FAD7、

FAD8の3種のω・3酵素が同定されているが、本研究

においては、オゾンがFAD7およびFAD8をコードす

る遺伝子の発現に及ぼす影響について調べた。本発

表では、オゾ、ンの曝露によるこれらの遺伝子の発現パ

ターンの変化について、オゾンにより発現誘導を受け

ることが知られている PR(pathogenesis-related) 

遺伝子と対比させながら議論する。
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2pII0 

ダイズFコングリシニン Fサブユニットタンパク

質の蓄積に対するグルタチオンの影響

霊童亙孟壬、平竹i閏l、金時桁1茅野充男、林浩昭、
藤原徹(東大院・農・応生化、 l京大・化学研究所、

2Department of Biology、SeoulNational University) 

ダイズの種子貯蔵タンパク質の一つである Fコン
グリシニン Fサブユニットタンパク質は、硫黄欠乏
条件下で蓄積量を増す。本研究では、戸サブユニ ッ
トタンパク質の蓄積に対するグルタチオンの影響に
ついて検討した。
グルタチオンは硫黄欠乏条件下で、植物体中の濃

度が大きく低下する含硫化合物である。ダイズの未
熟子葉をinvitroで培養する際に、グルタチオンを添
加すると、戸サブユニ ットの蓄積量が減少した。ま
た、硫酸イオン存在下でグルタチオン合成系の yグ
ルタミルシステイン合成酵素の阻害剤であるスルホ
キシミン誘導体((2S)-2・Amino-4・[(2R，S)-2・
carboxybuthyl-(R， S)-sulfonimidoyl] butanoic acid) を培
地に添加すると、その蓄積量が増加する傾向が見ら
れた。

以上の結果より、グルタチオンが戸サブユニット
タンパク質の蓄積を負に制御していることが示唆さ
れる。現在、ダイズホモグルタチオンの定量を試み
ており最新の結果を報告する。

3aIOl 

従属栄養硝化細菌は硝化をしなくても生育できる

榎屋温、杉井美里、増子大輔、大野泰史、庄子

和夫、山虫盤主(日大・理工・工化)

従属栄養硝化細菌は、コハク酸のような簡単な有

機物の存在下にアンモニアをヒドロキシルアミン、

亜硝酸、硝酸に酸化する硝化活性を示すが、この硝

化は独立栄養硝化細菌のようにエネルギー獲得の為

か、それとも解毒の為かがはっきりしていない。

本研究で比i.¥l伺ligenesfaeαlis IFO 13111を用い

て、種々の硝化匝害剤や脱共役剤が生育と硝化にど

のように作用するかを調べた。 1%カルボニルシアニ

ドーmークロロフェニルヒドラゾン (CCCP)は、この

細菌によるヒドロキシルアミン、亜硝酸の生成を強

く阻害したが、その生育には影響を与えなかった。

また、生菌細胞内のATP量はヒドロキシルアミンの

存在下で急速に減少したが、亜硝酸の存在下ではほ

とんど影響されなかった。以上の結果からすると、

A.白ecalisは硝化をしなくても生育できるが、ヒド

ロキシルアミンが生じるとこれを除去するために硝

化を行う必要があるといえる。



3aI02 

O15 N値でみた非マメ科植物の窒素固定の可能性

米山忠克1，2 寺門純子松丸泰郷3 安藤象太郎

S， ~eunchang5 (1農林水産省農研センタ一、

2筑波大・応生化系、 3筑波大・環境、 4国際農研、

5タイ農業局)

サトウキビやサツマイモの植物体内に内生する細

菌に窒素固定菌(Acetobacterdiazotrophicusなど)が

報告されている。 圃場で栽培された非マメ科作物

が窒素固定によって有意な窒素を獲得しているか

を、植物体の窒素自然存在比 (O15N値)を周辺植

物の値と比較することによって推定した。

サトウキビについては、ブラジルで平均 30%
(0-70%の変異)の寄与率が、フィリピンで6

カ所のうち lカ所、日本宮古では調べた 3カ所全て

で、高い寄与率が推定された。つくばで栽培したサ

ツマイモでは炭水化物が蓄積する生育後期に固定

-Nの獲得がみとめられた。タイのキャッサパでは

ほとんど寄与がなつかたが、サトウキビでは低い寄

与率、パイナップルでは高い寄与率が推定された。

3aI03 
ダイズ根粒ウリカーゼ (nod-35)遺伝子の非感染細胞特異的発現に

関与する調節領域の解析

査箆鍾二、野村美加 1、程憲国¥田島茂行¥河内宏(農水省・生
物研、 2香川大..) 

固定窒棄をウレイドとして転流するダイズにおいて、根粒ウリカ

ーゼ (nod-35)は尿酸からアラントインを生成する重要な反応を触

媒し、非感染細胞パーオキ、ンゾームに局在する。近年、ウリカーゼ

がコムギの業に存在することが報告され、またシロイヌナズナから

もcDNAが単問書された。我々はダイズから根粒で強発現する UR9と

全ての器官で弱く発現する UR2という 2種類の nod-35遺伝子を単

隊し、さらに非ウレイドタイプのマメ科植物であるアルフアルファ

からも複数の nod-35を cDNAクローニングした。そこで、ダイズ

nod-35遺伝子の非感染細胞特異的発現に関与する測節領域をダイ

ズ以外の遺伝子と比較することにより考察することにした。

スクリーニングの結果、シロイヌナズナから 1つ (gAtUR)、ア

ルフアルファから 2つ(gMsURl，gMsUR4)の nod.35遺伝子を

単商量した。これらの遺伝子の 8・上流域を GUS遺伝子と結合させ

たキメラ遺伝子の根粒での発現を、ダイズ毛状根の形質転換系を用

いて UR9、 UR2のそれと比較検討した。その結果、 gAtURと

gMsURlは綾粒中では維管束にのみ GUS活性を認め、gMsUR4は

維管東と非感染細胞の両方で発現していた。これらの発現パターン

と 5'・上流の塩基配列の比較解析、およびこれまでの UR9、 UR2

プロモータのデリーション実験の結果から、ダイズ nod・35遺伝子

の線粒非感染細胞特異的な発現に関与するエレメントとして、転写

開始点上流 130bp付近に存在する 3カ所のモチーフが示唆された。
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3aI04 
非アラントイン型マメ科植物Medf伺 gosatfvaのウリカーゼ発

現とその解析

Cheng Xlan Guo、野村美加、平光直文、高根健一人河内宏

l、松岡断、田島茂行 C香川l大・農、 1動1<省・生物研、 2名大・
生物分子応答寸一一一

ダイズ、ナタマメ、インゲンといったアラントイン型のマメ科

植物からウリカーゼの遺伝子がクローニングされている。この

一群のウリカーゼ遺伝子をもとにディジェネレートプライマー

を作製し、非アラントイン型のアルフアルファ子葉を用いて

R[-PCRを行ったところ、今までにクローニングされているウ

リカーゼ遺伝子と非常に類似している遺伝子をクローニングす

ることか』できたa そこで、これをプロープにしてアルフアルファ

根粒cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、 2つのウ

リカーゼ遺伝子 (M2，M9)をクローニングすることができた。

根粒、菜、花、茎、根、子葉などの各器官におけるウリカーゼ

遺伝子の発現を調べてみると、ダイズでみられるような根粒に

おける高いウリカーゼ発現は認められず、 M2、M9ともに

rnRNAの発現量はすべての器官で同程度の発現であった。し

かし根粒のfnsftuハイプリダイゼーションの結果、ウリカー

ゼ遺伝子はダイズと同様に非感染細胞、維管束特異的に発現し

ていた。以上の結果から、非アラントイン型のマメ科植物にお

いてもアラントイン型のマメ科植物と同様にウリカーゼ遺伝子

は根粒の非感染細胞特異的に発現しているが、その発現量は低

いことが明らかとなった。今後はさらに詳細に解析を行って行

く予定である。

3aI05 

クローバ根粒菌の nodi量伝子に応答して発現量

が変動するクローバの遺伝子群

鈴本章弘， 阿部美紀子， 樺木野繁， 内海俊樹，

東 四郎(鹿児島大・理・生命化学)

クローパ根粒薗Rhizobium Jeguminω'srum bv. 

trifolii strain 4紛共生プラスミド (pRT4S.
pSym)をcureして得たstrainHlは、クローパへの根

粒形成能を持たない (Nod-)。しかし、 insertとして

共生プラスミド上のnod，況 M， L，ι F， D， A， 8， 

ιI， ]. 1-を持ったプラスミド (pC4S8)をstl'ainHl 
に導入すると根粒形成能が回復する<Hl(pC4S8). 
Nod+). nO<a宣伝子に応答して発現量の変動する遺伝

子の単離を試みた.

Hl及びHl(pC4S8)を接種して48時間経過したクロ

ーパからcDNAライブラリーを構築し、それぞれのラ

イブラリーについてディファレンシャルスクリーニ

ングを行った.その結果、 no~宣伝子によって発現
が抑制される遺伝子として4種類(2種類は既知)

促進される遺伝子として 19種類(13種類は既知)

の遺伝子がindependentに単離された。さらに、単

離された遺伝子について、塩基配列の決定及び発現

解析を行ったので報告する。



3aI06 

ミヤコグサのレグヘモグロビン遺伝子の解析

血量豊盤，鎗田智子，宮本旬子阿部美紀子，鈴木章弘，

東四郎(鹿児島大・理・生命化学鹿児島大・理・地球

環境科学)

レグヘモグロビン(Lb)は、マメ科植物の楓粒細胞中に存在

するヘムタンパク質で、根粒細胞内の酸素分圧を鯛節し、根

粒薗が窒素固定活性を発現する環境を作り出している。マメ

科植物には、通常、後数のLb遺伝子が存在しているが、そ

れぞれの遺伝子の発現艶珊備については不明である。また、

微生物との共生窒素固定能とは関係ないグロビン遺伝子が、

広く植物に存在することが明らかになりつつある.非マメ科

纏物のグロビン遺伝子とマメ科のLb遺伝子との関係も興味

深い。

本研究では、ミヤコグサ(Lotusjaponicus，2n=12)のLb遺
伝子をクローニングし塩基配列を解析した。 PCRで増幅さ

れた長さの異なる 3穏のDNA断片について塩基配列を決定

したところ、いずれもセスパニア及びアルフアルファのLb
遺伝子と高い絹向性を示した。 3湿のDNA断片のエクソン

部の塩釜配列は互いによく似ていたが、特に第3イントロン

は、長さ及び配列ともそれぞれのDNA断片で大きく異なっ

ていたo in situ PCR / FISH法による染色体上でのLb遺伝子

の直嬢検出も鼠みた。

3aI07 

エンドウ突然変異体 E135の根粒におけるパクテロ

イドの形態とタンパク質組成

萱盟塾生、早川秀和、鬼頭誠 l、内海俊樹2、阿部
美紀子2、東四郎 2 (愛知教育大・生命科学、 l神
戸大・農、 2鹿児島大・理・生命化学)

エンドウFbc突然変異体 E135に形成された根粒

では、ニトロゲナーゼタンパク質が存在するにもか

かわらず、窒素固定活性がまったく検出されないこ

とが明らかになった。そこで、 E135根粒で窒素固

定活性が発現しない原因をさらに特定するために、

E135根粒のパクテロイドにおける鉄とモリブデン

の含量、パクテロイドの形態とタンパク質組成を正

常なものと比較検討した。

E135根粒のパクテロイドにおける鉄とモリプデ

ンの含量は、正常なものとほぼ同様であった。パク

テロイドの形態を走査型電子顕微鏡で観察したとこ

ろ、 E135根粒でも正常なものと同様にY字型に変

形したパクテロイドが認められた。しかし、パクテ

ロイドの表面が正常なものでは滑らかであるのに対

し、 E135ではでこぼこであった。また、二次元電

気泳動法により E135根粒のパクテロイドのタンパ

ク質組成を分析した結果、正常なパクテロイドと純

粋培養した根粒菌の中間的な特徴が示された。
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3aI08 
Mesorhizobium lotiの生産する Nodfactorに対するミヤコ
グ、サの応答について

丹羽忍 1・河内宏 2• J 11日正代司 3・生田安喜良(1.東京

理科大学、 2.農水省生物研、 3東大大学院総合文化)

ミヤコグサ根粒菌(Mloti JRL501)から Nodfactorを精製

し、それに対するミヤコグサの反応を調べた。 Nod遺伝子

を誘導した M loti培養液の BuOH抽出液をシリカゲルカ

ラムで処理後、 HPLCによって分離すると 2つの主要なピ

ークを認めたので、これらについて質量分析によって構造

を決定した。これらは 10・7-9Mの濃度でミヤコグサ根毛の

変形と、しばしば典型的なカーリングを引き起こした。ま

た1O-30ngのNodfactorをミヤコグサ根に局所的に接種

することにより、 80%程度の高頻度で接種部位に根粒原基

を誘導できた。 Nodfactorによって誘導された根粒原基は、

根粒菌による場合と同様に初期 nodulin遺伝子 ENOD40
とENOD2の発現を伴っており、それらの発現部位にも真

性の根粒と違いはなかった。また、接種後 10日目前後には

根粒柔組織(cortex)の分化が認められ、さらに中心領域では

感染細胞と非感染細胞に相当する細胞群の分化を認めるこ

とができた。これらの結果は、これまで報告されている野

生ダイズの系などと比較して、ミヤコグサでは精製した

Nod factorのみによって、根粒形成のプログラムがより完

全に近い形で進行することを示している。

3aI09 

14-3-3タンパク質によるオオムギ硝酸還元酵素の

不活性化

末吉邦，林優子，大竹憲邦，杉本敏男l，王子善清l，

大山卓爾(新潟大・農・応生、 1神戸大・農・生環)

ホウレンソウやコマツナ葉において、硝酸還元酵素

(NR)は、明暗移行に伴ってリン酸され、さらにリン酸

化NRへ14-3-3タンパク質がMg2+依存的に結合するこ

とで不活性化される。今回我々は、単子葉植物のオオム

ギ葉にも同様のNR制御系が存在することを報告する。

オオムギを明暗周期の下で生育させ、明期および暗期

開始後30分の植物より採取した葉をそれぞれ明処理葉お

よび暗処理葉とした。暗処理葉から得た粗抽出液のNR

はMg2+存在下で不活性化された。粗抽出液を硫安分函

で粗分画すると、 NR画分 (0-40%画分)とNRに匝害

活性を示す画分 (40-60%画分)に分けることができ

た。暗処理業由来のNR画分に40-60%画分あるいはシ

ロイヌナズナ14-3-3タンパク質を加えると、 NR活性は

同程度に不活性化された。一方、明処理葉から得たNR

画分に対し同様な処理を行ってもNR活性は阻害されな

かった。イムノプロット解析では、粗抽出液中には複数

の14-3-3タンパク質が確認され、それらは硫安分画で

40-60%画分に回収された。現在、 NRに作用する14-

3-3タンパク質分子種の特定を試みている。



3aIlO 

高等植物におけるNzU発生の解析

(2)光合成電子伝達系の役割

五島直樹、高橋美佐、森川弘道

(広島大・理・遺伝子科学)

我々はこれまでに、アンチセンスNiRcDNAを導

入し、NiR活性を大幅に抑制したタバコ形質転換体

(clon e271 )が、硝酸イオン、直硝酸イオンまた

は二酸化窒棄を吸収し、これらの窒素の一部をNzU

に変換し、大気中に放出する能力を持つことを明ら

かにしてきた。このNzU発生は、タバコ葉断片に硝

酸イオンを減圧浸潤法で吸収させ、リン酸緩衝溶液

中でNzU発生を測定するleafstrips assayによっ

ても確認された。この leafstrips assayによって

NzU発生には、光エネルギーが必要であり、光合成

電子伝達系の阻害剤であるDCMUの添加によって約

20倍、促進されることが明らかとなった。 現在、

種々の電子伝達系阻害剤の添加によって、NzO発生

に必要な還元力の供給経路の解析を行っている。

3aI11 

二酸化窒素ガス暴露に応答して発現する植物葉タンパ

ク質の解析

侮原明夫、木須藤智、五島直樹、高橋美佐、森川弘道

(広島大・理・遺伝子科学)

窒素酸化物ガスは生物に対して有毒であるが、植物

は窒素源のーっとしても利用している。しかしながら

植物が窒素酸化物ガスにどのような影響を受け、どの

ように対応しているのかは明らかではない。演者らは

値物体が望素酸化物ガスに曝された際に特異的に発現

する遺伝子の解析を行っている。

本研究では典型的な低木街路樹であるヒラドツツジ

植物を4ppmの二酸化窒素ガスに暴露した後、葉のタン

パク質を二次元電気泳動法で分離し、画像解析装置を

用いて暴露処理葉/無処理葉間でタンパク質発現量の比

較解析を行った。約1200個のタンパク質のスポットを

解析し、 pl5.6， MW. 25・26kDaの2つのタンパク貿

が暴露処理した葉で5倍以上増加することを見いだした。

これらのタンパク質の各々22残基のN-末端アミノ酸配

列はモモで報告されている auxin-bindingprotein、

シロガラシ、シロイヌナズナで報告されている

germin-like proteinのN末端領場と57-68%の相向

性があることが明らかになった。現在本タンパク質の

遺伝子のクローニン夕、を行っている。
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3aI12 

植物葉に取り込まれた二酸化窒素から生成する未知窒

素化合物の解析 (2)ニ トロサミ ン化合物の同定

森川弘道，河村義史，高橋美佐，有村源一郎，井出博，藤田

耕之輔l(広大 ・理 ・遺伝子科学広大 ・生物生産)

大気中の窒素酸化物はそれ自体有毒ガスであるが大

気中のVOC(volatileorganic carbons)と光化学反応

してオゾン生成する大気汚染の元凶の一つである。我々

は植物に吸収された二酸化窒素由来の窒素の20-30%

は硝酸態窒素とは異なる代謝をし、ケールダール難分

解性の未知窒素(UN)化合物に変わる ことを報告した。

とのUN化合物中にはニ トロサミ ン化合物が含まれて

いることを新たに見いだしたので報告する。

シロイ ヌナズナ(エコ タイプC24)実生(播種後5週齢)

をガス濃度自動制御型チャンバー(NC-1000-SC型)を

用い、 15NO/51.6atorn%)濃度=4.0::¥::0.4 pprn(v /v)、
暴露時間=4時間、光強度=70uE rn-2 

S-l、CO
2濃度=

340::¥::80pprn、温度=22.0::¥::0.3 'C、相対湿度=70::¥::

4%の条件で暴露した。暴露後、葉を回収、ホモジナ

イズし、ホモジネー トをゲルク ロマト (Superdex

75HR)で分離した一つの画分をGC-MS分析する とニ

トロサミ ン化合物(N-ニト ロソジフェニルアミン)に

対応するピークが認められた。このピークをGC/C/

MSで分析した結果、全未知窒素の5-10%がこの物質

に含まれていることが分かった。

3aI13 

樟物葉に取り込まれた二酸化窒素から生成する未知窒
素化合物の解析 (3)主化合物の精製と解析
河村義史，高橋美佐，有村源一郎，井出博，藤田耕之
輔森川弘道(広島大 ・理 ・遺伝子科学広島大 ・生
物生産)

植物は，大気汚染物質の一つである二酸化窒素 (NO)

ガスを葉から吸収 ・代謝する。我々はこれまで，植物
葉から吸収された二酸化窒素由来の窒素は，根から吸
収された硝酸由来の窒素とは異なる代謝をたどり，そ
の20-30%はケールダール難分解性の未知窒素化合物に
変わることを発見した。また全未知窒素の約10%は，
有害物質として知られるニトロサミン化合物 (N-ニトロ
ソジフェニルアミン)であることを見いだした(森川|ら，
日本植物生理学会1999年度年会発表予定)。しかし，残
りの約90%はまだ同定されておらず 2種以上の物質が
存在すると考えられる。本研究は， この未知窒素化合
物の主要物質の構造解析を目的としている。
播種後約5週齢のシロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana 

ecotype C24)の実生を， NO，濃度 4.0土0.4ppm， CO，濃
度340:t80ppm，温度 22:t0.3'C，相対湿度 70:t4%，照度
70μEnl's.Jの条件下で4時間暴露し，葉を回収後，乾燥，
粉砕したものを試料として用いた。試料をホモジナイ
ズした後，ホモジネート中の未知窒素化合物を陽イオ
ン交換クロマト，ゲル鴻過，逆相クロマ卜等で分離，
精製し，その構造を解析する。その結果について報告
する。



3pIOl 
亜硝酸還元酵素活性が大幅に抑制された形質転換植
物における硝酸/亜硝酸還元の解析 (3)還元に関与
するタンパク質の解析

高橋美佐、 Caboche，Miche1、森川弘道(広島大・
曹τ軍吉子科学、 lLabBiologie Cellulaire， 
INRA) 

亜硝酸還元酵素(NiR)は亜硝酸イオンを6電子還元
してアンモニアを生成する反応を触媒する酵素で二
酸化窒素や硝酸還元に必須の酵素である。タバコの
NiRcDNAのアンチセンス鎖を導入したトランスジェ
ニック・タバコclone271(Vaucheret et al. 1992) 
では、 NiR活性が大幅に抑制されているが、 15Nトレー
サ一法/質量分析法を用いて、このトランスジェニッ
ク植物の二酸化窒素還元および硝酸還元を解析した
ところ、二酸化窒素還元能は野性株の40-60%、硝
酸還元能は野性株とほぼ同レベルであることが分かつ
た(高橋ら、植物生理学会1998年度年会発表)。今回
は、このトランスジェニック植物において二酸化窒
素還元や硝酸還元に関与している酵素、タンパク質
を明らかにすることを目的として研究を行った。

植物材料として、上に述べたトランスジェニック・
タバコclone271と野性株の10週間生育させたもの
を用いた。cJone271は個体毎に、 NiR活性がほぼ
ゼロに抑制されていることを確認して実験に用いた。
植物体からに抽出した粗抽出液をnativePAGEによ
り分離し還元力としてメチルピオローゲンを用いて、
亜硝酸還元酵素活性について活性染色を行った。こ
れらの結果について報告し、討論する。

3pI02 

トランスジェニック植物における二酸化窒素同化の解
析 (3)NRcDNA， GScDNAを導入した植物の解析
高橋美佐、松村葉子、有村源一郎、藤井真紀子、森川
弘道(広島突で菅?遺伝子科学)

植物に取り込まれた二酸化窒素は植物内でアミノ酸
に代謝されることが明らかにされており、その代謝に
は硝酸還元系酵素、 GS/GOGAT系酵素が関与してい
ると考えられている。本研究では硝酸還元酵素とグル
タミン合成酵素活性を増加又は減少させたトランスジエ
ニック植物を育成し、 二酸化窒素同化を解析した。
CaMV 35SプロモーターとNOSターミネーターの

制御下にあるタバコ由来のNRcDNA(センス)または
シロイヌナズナGS cDNA(センス、アンチセンス)発
現ベクターをパーティクルガン法を用いてシロイヌナ
ズナ(Arabidopsisthaliana ecotype C24)に遺伝子導
入し、 トラン元ジェニック植物を育成した。選抜マー
カー遺伝子としてhptを用いた。
NRcDNA形質転換植物ではNR活性が1.0-1.8倍(野

性株比)であった。また、 GScDNA形質転換植物では
GS活性が0.3-2.1倍(同)であった。これらの植物を
4ppm 15NO。に 8時間暴露し、葉を採取し、乾燥、粉
砕後、ケーがダール分解及び同位体質量分析計を用い
て二酸化窒素由来の還元体窒素量を解析した。酵素活
性と二酸化窒素由来の還元体窒素量の相関を解析した
ところNR活性と還元態窒素量との間には相関は認め
られなかった。他方、 GS活性と還元態窒素量には正
の相闘が観察された。我々はNiR形質転換植物を用い
た研究から、 NiR活性と還元態窒素量との聞には正の
相関関係があることを既に報告しており、その結果も
含めて報告し、討論する。
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3pI03 
イネ未抽出業身における細胞質型グルタミン合成酵素及びフェニ

ルアラニンアンモニアリアーゼの組織内分布
盛韮望、片山義博 l、山谷知行(東北大院・農・応生科、 l農工大・院-
BASE) 

これまでの我々の研究では、イネの未抽出葉身において、細胞質型
グルタミン合成酵素(GSJ)タンパク質が主に二次細胞壁の未発達な厚
援組織細胞や木部柔細胞に存在することを見いだした。このことから、
GSlがリグニン化の鍵酵素であるフェニルアラニンアンモニアりアーゼ
(PAL)の反応により放出されるNH.+の同化を行ってし、る可能性が示唆
された 1).E札により放出されたNH.+は GSによりグルタミンへ取り込ま
れることが "N-NMRを用いた研究により示されているが、 GSイソ酵素
のうちどの分子種がその系に寄与しているかを直接的に示した報告は
ない。そこで本研究では、イネ未抽出葉身における GSlとP札タンパ
ク質の組織内細胞分布を比較し、 GSlがこのNH.+の再同化系に機能
しているかどうかを検証した。
約 12.5齢のイネの第 12業身未抽出部分を用い、パラフィン包埋法

により組織切片を作成した。アフィニティー精製した GSl抗体及び、ポ
プラ PALの抗体を用い、アヒージン.ピオチン法により両酵素タンパク質
の存在する細胞を検出した。 PALタンパク質は主に、筒部と木部の境
界付近の木部柔細胞、厚壁組織細胞、メストム鞘細胞に検出された。こ
れらの細胞では、薬身の成熟に伴って二次細胞墜の肥厚が見られるた
め、P札はこれらの細胞で、リグニン合成のための初期反応を行ってい
ると考えられる。 PALの免疫染色に用いた切片と隣接した組織切片中
で、 GSlタンパク質は PALが検出された細胞と伺織の細胞群に分布し
ていることが観察された。この結果は、これらの細胞において GSlが、
PALの触媒反応により放出されたアンモニアの再同化に機能している
可能性を強く示唆するものである。
1) Sakurai et al. (1996) Plan匂 200:306・31¥

3pI04 

形質転換イネによる NADH依存性グルタミン酸合

成酵素遺伝子プロモーター領域の解析

企血血ヒ、木村美智子、早111俊彦、山谷知行(東北大院展、

応用生命科学)

我々は、イネ NADH依存性グルタミン酸合成醇素

(NADH.GOGAT)遺伝子の・2，840から翻訳開始コドン

(+886)までのプロモーター領織と GUS嫡造遺伝子との融

合遺伝子を海入した形質転換イネを用いて、同プロモーター

の発現特性解析を行なっている。これまでに・2，840までのプ

ロモーターは、主に(1)根の原表皮、中'U、柱、厚膜組織、 (2)

葉の維管東組織、 (3)登熱中の頴果の背部大維管東組織とい

った成長中の若い組織と維管策組織に特異的であることを報

告してきた。これらの NADH.GOGATの樹耐寺異的発現を制

御している領媛を同定するために、プロモーター領域を E上

流から段階的に欠失させたデリーション解析をおこなった。-

1，325，・735，・267，・142，+7から翻駅開始コドンまでの領織を

それぞれ GUS遺伝子に連絡した融合遺伝子をイネに導入した。

RO世代について GUS;'舌性の分布する組織を調べたところ、 -

1，325，・735まで欠失させても2，840の知見パターンと変似ま

なかった。・267，-142， +7については現在解析を進めている。

また蓮葉に対する応答性についても・2，840のR1世代の形質転

換幼植物を用いて3見在解析中である。



3pI05 
イネNADH依相生グルタミ〉後合湖沼報小<ADHD∞A切遺伝子のオカ

ダ菌製こよる発現ftjtJi卸

広週基弘早川俊彦~ u浴矧T0創出君主・農・応用生命科学)

イネ必揃韻身根およひ育諸敏樹包において、 NADHDOGAT遺伝汗の発現は

窒素源の侠紺こより誘導される。また、イネ叫齢 NADH-D<沼AT遺伝子

の場合、シグナノL牧墳がアンモニア自体ではなくグルタミン、あるいはその

代謝産物であることを我々は示唆してきた[pcP お(ll):l~部。田乃]。今回

我々は NADH-DαユAT遺伝子の窒棄による発現誘導にリ〉儀11::雌リ〉倣

化の遊間朝与し布、るカ密かを解析しt::.

プロテインキサ」ゼ及ひブロテインホスファターゼの阻害剤を、窒棄を含

まない&-2培出こて3日開惨縛したイネ培養綱包こ添加後、広lmMNH; 

を6時棉指しNADH.(l()QATmRNAの裳動をノ・ーザ消斬し丸 NH;

とllLMのオ功ダ酸の陣繍財閥こよる NADH-C.oGATmRNA蓄積量夜凋

加はNH..+の単独添加こよる噌加よりも著し泊、ったまた、オカダ畿のみの

好訪日Iこよっても NADH-DC氾ATmRNAの増カ防当食出さオ1へその犠加は少

なくとも24時間持緑町であった 一方、プロテインキ十d ゼ阻害剤である

スタクロスポリンや胞包aはNADH心αJATm.RNA:aIこ変化を及ぼさな

泊、った

現在、オ功ダ酬と依存したNADH-DαユATm.RNAι湾幼時鮒脅とアンモ

ニウムイオンに依存した瑚峨酬との相互関係を検討し明治。

3pI06 
アンチセンス NADH依存性グルタミン酸合成酵素

cDNAを導入したイネの解析

五山盆章、梶田史比吉、石井有耳1..'鈴剤冨飢早JII俊彦:.'林湖召、山谷

知行 (東北大成農、応用生命寺伴 l東京大院、農、生命化)

イネの NADH依存性グルタミン酸合成酵素

(NADH・GOGA)の生体内における、直接的な機能解

明のために、 NADH・GOGATcDNA断片(856bp)の

アンチセンス鎖を導入した形質転換体イネを作出した。

その結果、形質転換体の複数のラインにおいて、野

生型イネと比較して、未抽出葉身で NADH-GOGAT

タンパク質量が減少しており、これらの形質転換体イ

ネの種子は、野生型イネの種子よりも重量が最大 30%

減少していた。また、予備的な結果ではあるが、根に

おいて NADH・GOGATmRNA またはタンパク質量

が減少していた形質転換体は、 NHJを含むt音地では

生長に著しい障害をきたした。これらの結果は、

NADH-GOGATが、根でNHJの同化、また、生長中

の若い組織において転流窒素の再開化に重要な役割を

担うというこれまでの仮説を支持するとともに、生産

性に直接関わる酵素であることを示唆している。現在、

師管;夜中のアミノ酸組成の検証を進めている。
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3pI07 
日本型、インド型、ジャワ型イネ着生薬の一生におけるグルタミン合

成酵素の挙動とクロロフィル枇」嘘度に関するQ孔角斬

小原案広、佐藤俊文、早川|俊彦、佐蔚肱 1、山谷制す

(東北対涜・農・応生科、 1東北大・遺生明

ササニシキを用いたこれまでの研究から、老化業における細胞質型

グルタミン合成醇素(GS1)は、師管を介して転抗されるグlレタミンの

生合成に関与していることが剥愛されている。予備的な結果から、サ

サニシキに比較してインド型品種の多くは、老化業身の新鮮重あたり

のGS1含量が高し、ことが示された。そこで、 GS1含量の比較を詳細

にする検討する目的で、インド型、日本型、ジャワ型Fロ種のイネ着生

薬の一生を通して、 GS1含量の挙動を比較した。

ガラス室内にて 11業期まで土湾対弱者を行い、第6薬業身が完全展

開した日をO日として第6薬業身を・7日から 28日まで経日寺的1.:;収穫

した。着生業の一生を通して日本型、ジャワ型において新鮮重あたり

の GSlタンパク質含量はほぼ一定に保たれていたが、インド型では

14日まで構力財溝、められ、日本型、ジャワ型の約1.8倍の含量を示

した。 14 日凶~は減少し、 28 日目で日本型の含量の 1.3 倍となるこ

とわかった。従って、業身の老イt温程においてインド型は高い GS1
含量を持っていることが明らかとなった。また、すべての品種におい

て彩縦撞あたりの葉緑体型グノレタミン合成酵素含量は可溶性タンパク

質含量の変化と類似してし、た。

日本晴及ひ・Ka叫athに由来する RIL弓を用いて、登禦棚における

止め葉のクロロフィパ械少量に関する QTL糊庁を行った。その結果、

第3、6及び 10染色体に少なくとも 3個のQTLが検出された。

3pI08 

イネにおけるアスパラギン合成酵素の器官分布

世主達郎、増田事太、早川俊彦、山谷知行(東北大
院・農・応用生命科学)

高等植物におけるアスパラギン合成酵素 (AS)の研究は、

mRNAの発現に関する解析は行なわれてきたものの、 AS

タンパク貨の解析はほとんど行なわれていない.今回我々

はイネ AScDNAの 5'領域 1，085bpを大腸菌内で

発現させ、 AS特異抗体を獲得した.この AS抗体を用

いて ASタンパク質の器官分布を解析した。

イネ(ササニシキ)地上部の葉身、業鞘を用いて ASの

分布をイムノプロット法により解析したところ、完全展

開直後の業鞘で ASに相当する 66.2kDの強いシグナ

ルが得られた。業身では ASタンパク貨はほとんど検出

されなかった.また、穏における ASタンパク貿は開花

後徐々に摺加し、 21日目にピークを迎えた後急激に減

少することが明らかになった。一方、 ASmRNAは完全

展開業鞘、来抽出業身で ASに相当する 2.2kbの強い

シグナルが得られた.

アスパラギンは、グルタミンと並んで量産素転流の主要形

態の一つである o ~貨素転流に重要な働きをすると考えら

れている GSlは主として老化薬身維管束組織に検出さ

れることから、 ASは GSlとは異なる生理機能を持っ

ていることが示唆される.



laJOl 

ベタイン合成遺伝子とその塩ストレスによる発現

孟主主、王羽梅1、日比野隆2、石川浩2、新居直祐1、

高倍昭洋(名城大・総合研、1名城大・農、 2名城大・

理工化学)

ベタインは細胞内の浸透圧調節とか生体膜や蛋白

質の構造の安定化に寄与し、乾燥、塩、高温、低温、

酸化ストレスなど様々なストレス応答に重要な役割

を果たすと考えられている。ベタインは、高等植物

の場合、コリンから、コリンモノオキシゲナーゼ

(CMO) およびベタインアルデヒド、脱水素酵素

(BADH)の2段階の反応によって合成されると考

えられている。バクテリアおよび動物では、第一段

階はコリン脱水素酵素(∞H)が触媒する。本研

究では、ホウレンソウ等の双子葉植物のベタイン合

成遺伝子の単離と発現について検討を行った。また、

植物のベタイン合量をTOF

ても検討を行つた。ホウレンソウcDNAから単離し

たベタイン合成遺伝子を用いて抗体の作成を行った。

つぎに、これらの遺伝子が大腸菌およびラン藻で活

性を持つ状態で発現するかどうか検討した。さらに、

他の生物種におけるこれら遺伝子の有無について調

べた。これらの結果について報告する。

laJ02 
オオムギのマイクロボディー型ベタインアルデヒド脱水素酸

素を過剰発現させた形質転換イネを用いたグリシンベタインと

イオンの蓄積に関する研究

盆主血盟、岸谷幸枝 1、高島倍昭洋2、日比野隆2、林泰行3、

田中章3、AngelinaAlvarez-Nakase、高f音鉄子(名古屋

大・生物分子応答研究センタ一、 1東北大'..、 2名城大・総

合研究所、 3植物工学研究所)

グリシンベタインは、植物の適合溶質として広く知られてい

る物質である。高等植物においてグリシンベタインはコリンよ

り2段階で合成される。コリンからコリンモノオキシゲナーゼ

(CMO)によりベタインアルデヒド (BA)力ずでき、ベタイン

アルデヒドからベタイン7")レデヒド脱水素酸素 (BADH) によ

りグリシンベタイン (GB) が合成される。これまでにオオム

ギより、 BADHのcDNAをク口ーニングし、その推定7ミノ酸

配列のC-末端lこSKしというマイクロボデイーへの鎗送シグナ

ルがあることを明らかにしている。また、 GBを蓄積しないイ

ネもBADHを持ち、クローニンクによりマイクロボディー裂で

あること力f判明した。

オオムギのBADHを過剰発現させた形質転換イネにおいて、

BADHの基質であるBAを3mMになるように培地に添加した

とき、 150mMのNaCI存在下で、 BAを添加しない形質転換

イネに比べ枯死に遅延がみられた o また、そのときGBt草野生

株に比べて形質転換イネの葉、根ともに有為に高い蓄積がみら

れた。また、形質転換イネにおいてBAを添加したとき、 BA無

添加の時と比較してナトリウムイオンと塩素イオンの纏物体へ

の流入は低く抑えられた。

213 

laJ03 
温性植物アッケシゾウの葉と根におけるグリシンベタイン、

糖、イオンの蓄積に関する研究

鈴木朗範、真田幸香 1、和田敬四郎 1、石井忠 2、野村美加、

桃木芳枝 3、車隼盤王(名古屋大・生物分子応答研究セン
タ一、 1金沢大， l里・生物、 2森林総合研究所、 3東京泉大・

生物産業)

アッケシソウ (Salicorniaeuropaea L.) はアカザ科の塩

性植物であり、アカザ科の植物は細胞内に外部との浸透圧の

バランスを取るために、グリシンベタイン (GB) を適合溶

質として蓄積すると考えられている。

汽水湖(能取湖)に自生するアッケシソウの適合溶質を定

量したところ、プロリンはほとんど蓄積がみられず、GBA

びフルクトースやグルコースを多量に蓄積していることを見

い出した。GBの分布は甘生植物のオオムギでは業に多く蓄

積し、根には少量しか含まれない。しかも葉のなかでも古い

葉より若い業に蓄積力f顕著である。一方、アッケシソウでは

地上部よりも根に多くのGBが蓄積していた。さらに根のな

かでも若い根端組織にGBの蓄積が顕著であった。また、オ

オムギはナトリウム、塩素イオンを葉よりも根に多く蓄積し

ていた。アッケシゾウにおいても地上部よりも綬に多くイオ

ンを蓄積していたが、若い組織である根端部には少なく、根

の上部ほど多く蓄積していた。さらにGBの合成静棄の一つ

であるベタインアルデヒド脱水素酵素 (BADH) の蛋白量

を、アッケシゾウの植物体各郡位においてwestern解析によ

り比較したところ、各部位聞に大きな差はみられなかった。

今後、アッケシゾウの根におけるGBの蓄積のメカニズムの

解明が待たれるところである。

laJ04 
耐塩性ラン藻 Aphanothecehalophyticaの分子シャベロン

DnaKの ATP分解、蛋白質フォールデイング活性に対す

る塩濃度依存性

旦些塁盗杉野巳真知子2 加来伸夫3 新居直祐2 高倍
鉄子 ，青川博文久高倍昭洋1，3. (1名城大・理工 2名城

大'.， -'~城大・総合研究所，斗名古屋大・生物分子応答
センター J東京農大・バイオ)

耐塩性ラン藻 Aphanothecehalophyticaは幅広い極濃度
(0.25-2.0 M NaCl)で生育可能なラン藻である。このよう
な高塩耐性を支配する要因の1っとして、分子シャベロン
DnaKが関与するかどうかを明らかにすることを計図した。

A. halophyticaからクローニングした dnaK遺伝子は、
他の生物種の DnaK蛋白質と比較すると、 C末端領域の
アミノ酸が約l00i園長く、そのアミノ酸配列の相向性は低
いことはすでに報告した。

そこで、 A.halophyticaの dnaK遺伝子を大腸菌で大量
発現させ、 DnaK蛋白質をゲル潟過等で精製した後、
DnaK蛋白質の A胃分解、蛋白質フオールデイング活性
の塩濃度依存性を検討した。尿素で変性させたラクトー
スデヒドロゲナーゼ(LDH)を DnaK蛋白質の存在する溶
液に希釈したときの LDH活性の回復の塩浪度依存性を測
定した。これらの結果について報告する。

一方、 A.halophyticaのC末端領域を欠損させた mutant
(DnaK-C)および淡水性ラン藻の DnaKを大腸菌で発現し
て、三者の DnaK の活性に対する塩濃度依存性について
も検討した。これらの結果について報告する。



laJ05 
耐塩性ラン藻分子シャベロン DnaK形質転換タバコの塩耐

性

盤壁茎組王日比野隆2 田中義人2 新居直祐高倍鉄
子3，高倍昭洋2，4 (1名城大..， 2名城大・理工 3名古屋

大・生物分子応答センター 4名城大・総合研究所)

分子シャベロンは、細胞内の様々な蛋白質の生合成反応

(折れたたみ・会合・輸送・凝集)に関与している蛋白質

であるが、同時に、生物が様々な環境ストレス(高温・低

温・強光・乾燥など)にさらされた時、細胞内の蛋白質が

変性・失活するのを保護する作用があると考えられている。

そこで、 DnaK 蛋白質を過剰発現した高等植物が環境スト

レスに対する耐性が付与されるかどうか検討することを計

画した。

A. halophyticaからクローニングした dnaK遺伝子を、

CaMV35Sプロモーターで発現するようにした形質転換タバ

コを作製した。ストレスを加えない通常の条件では、野生

株と生育速度は同じであった。ストレス条件下における

∞2固定速度・光合成電子伝達活性・イオン合量・蛋白質

合量の変動を測定した。これらの結果について報告する。

laJ06 
Amaranthus tricolorの異なる色の葉部位の塩スト

レス応答

王羽梅、孟玉玲1、星田尚司1、田中義人2、日比野

隆2、新居直祐、高倍昭洋1(名城大・農、 1名城大・

総合研、 2名城大・理工化学)

Amaranthusは野菜と花井として利用されてい

る双子葉のα植物である。A.tri∞lorは花が咲く

前から葉が鮮やかな三色がでてくる。先端は緑、

中央は黄色、基部は赤色となる。本講演では、異

なる色の部位の塩ストレスに対する応答について

報告する。黄色と赤い部位のクロロフィル含量は、

緑の部分の数%であった。黄色と赤い部位のC02
取込み速度は、緑の部位の約40%であった。緑と

緑/赤の部位のクロロフィノレ合量は塩ストレスに

より、約30%低下したが、赤と黄色の部位はほと

んど、変化がなかった。塩ストレスによる、タンパ

ク質、 Rubisco、 P700、CO2取込み速度、電子伝

達活性等の変化について測定した結果、およびベ

タイン合量、ベタイン合成遺伝子の発現について

報告する。
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laJ07 

オオムギからの水チャンネル遺伝子の単障と塩ス
トレス下における発現の解析
E原真木，盆山隼王，笠毛邦弘(岡山大・資生研)

塩ストレスや乾燥ストレス環境下の植物において水輸
送の制御は重要である。我々は、水輸送における水チャ
ンネル(生体膜に存在し、水輸送を担うチャンネルタン
パク質)の役割を解明するためにオオムギから水チャ ン
ネル遺伝子を単離し、その発現量を調べた。
オオムギの shoot、root各々からトータル RNAを調製

し、 RT.PCR法により 3つの原形質膜型および lつの液
胞膜型の水チャンネル相同遺伝子断片を得た。原形質膜
型の 3つについては 5'-RACE法、 3'-RACE法により
全長 cDNA(bpwl. bpw2、bpw3)をクローニングし、
これらの全塩基配列を決定した。その結果これら 3つの
遺伝子とも 6つの膜貫通領域と 2つの NPAboxを含んで
いた。また bpwlはリン酸化部位と推定されるセリン残
基を有していた。
次に bpwl、bpw2の発現量を調べた。両者とも shoot

での発現量はほとんど同じであったが、 bpwlの rootで
の発現量は shootでの約 10倍、 bpw2では約1.2倍であ
ったo 200mMNaCl処理後 24時間で rootのbpwlの発
現量は約 1/2に減少し、 bpw2はわずかに減少した。 shoot
では bpwl、bpw2ともに 24時間、 48時間経過とともに
増加した.
現在3つの cDNAに対応するゲノミ ックク ローンを単

離し、解析中である。

laJ08 

適合溶質としての Sucrose;単離チラコイド膜及び組換

え植物を用いた解析

荒田勇登、通皇墓二、遠藤岡止佐藤文彦

(京大院・農・応用生命科学)

乾燥・塩類集積などの水分ストレスにより、細胞内に

適合溶質と呼ばれる低分子水溶性佑合物の蓄積が誘導

される。本研究では、従来適合i容質としての擬すがなさ

れていなかった SUCI四 eの効果について、単離チラコイ

ド膜、及び酵母インベルターゼを細胞外で発現させ

Sucr凶 eを蓄積するように改変された形質転換植物

(Apo-Inv)を用いて鰍斤した。単離チラコイド膜における

光合成電子伝達活性は、塩処理により明白に低下する。

この活性の低下は塩を除いた後も認められることから、

不可逆的失活と考えられた。 Suα四 eは既知の適合溶質

問様、この光合成古性の低下を抑制した。興味あること

に、 SUCI四 e処理したチラコイド膜は glycin巴betaine処
理したチラコイド膜同様、塩処理したテラコイド膜の安

定性を高めていた。次いで、Apo.lnvを用い、その塩ス

トレス条件下における光合成古性を PAMにより評価し

た結果、Apo-Invでは、野生型で光合成古性の低下がお

こる塩処理条件下でも安定した活性を示すことを認め

た。現在、この安定化繍構を評価するため、 PSII構成タ

ンパク質の解析を行っている。



laJ09 
イネ(01}四 satJ・'vaL. cv. Sasanishiki)における、塩ストレスに
よる光合成阻害と活性酸素の関係の解析
旦虫益ム墨田尚司岸谷霊祭枝高{脅鉄子う林泰村，田中
章1高倍昭洋I (名城大・理工名城大・総合研究所東北
大....'名古屋大・生物分子応答研究センター，‘植物工学
研究所)

イネにおける塩ストレス障害の機機を明らかにすることを
目的とし、塩ストレスによる光合成活性の阻害と活性駿棄の
関係について解析を行なった.イネ(Oryza sativa L. cv. 
Sasanishiki)芽生えを100mM Naαを含む培地に移すと、光合
成の電子伝達活性が著しく低下した.変調蛍光法によりクロ
ロフィル蛍光を測定した結果、塩ストレスによる光合成活性
の低下は、光化学系IIの失洛を伴っていることがわかった.
また、活性酸素消去系酵素であるスーパーオキシドジスムタ
ーゼ(SOD)、アスコルビン酸ベルオキシダーゼ(AP泊、グル
タチオンレダクターゼ(GR)、およびカタラーゼの活性を測定
した結果、塩ストレスにより、葉緑体局在性CuiZnSODおよ
びカタラーゼの活性が低下し、 GRの活性は上昇することが
わかった.塩ストレスによる光化学系IIの障害と業縁体局在
性のSODの活性低下との関係を解析するため、酵母由来のマ
ンガンスーパーオキシドジスムターゼ(Mn-SOD)に業縁体へ
の輸送のためのトランジットペプチド配列を接続した遺伝子
をイネに導入した形質転換植物を作製した.この形質転換植
物では、総SOD活性は野性株の約1.7倍になり、導入したMn-
SODの活性は、塩ストレスにより低下しなかった。また、野
性株と異なり、形質転換体では、塩ストレスによりAPXの活
性の上昇がみられた.塩ストレスによる陣容が著しく進行す
る時期において、形質転換体では、野性株よりも障害の進行
が抑制される傾向を示した.

lpJOl 
キュウリ芽ばえにおけるペグ発生様式とその重力による

ネガティプコントロール

直撞査室，藤井伸治，鎌田源、司， 高野守，山崎裕，東谷

篤志，金子康子 1. 上垣内茂樹 2，相漂幸子 2. 吉崎泉 Z，

嶋津徹 3. 福井啓二 3 (東北大・遺生研 埼玉大・理

字宙開発事業団日本宇宙フォーラム)

ウリ科植物の芽ばえは，発芽直後にペグといわれる突起

状組織と下旺軸フックを形成して種皮から脱皮する。演者

らは，これまでペグ形成が種特異的な重力形態形成である

可能性について報告してきたが，今回はその仮説を検証す

るために，スペースシャトル (STS-95.ディスカパリー)

マキュウリを用いた字宙実験を行った。その結果，地上で

種子を水平において重力刺激を与えた対照区では，すべて

の芽ばえが下腔軸基部の下側に 1個のペグを形成したが、

宇宙の微小重力下で育成した芽ばえはほとんどが 2個の

ペグを形成した。したがって，地上でのキュウリ芽ばえの

ペグ形成には，重力によるネガティプコント ロールが働い

ていることが明らかになった。また，これまでペグが皮層

細胞の成長極性の変化によって生じることを報告してき

たが、今回はペグの発生過程を走査型電子顕微鏡で解析し，

表皮細胞の特異構造とその役割を明らかにした。この表皮

細胞特異構造の発達と重力の関係についても報告する。
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lpJ02 
ヤマザクラの茎1;:おける沈降性アミロプラストの存

在

根岸容子、船田良¥山田晃弘2、中村輝子

(日女大・理、 1北大..、 2放送大)

既に、綴似微小重力環境下においては、サクラ幼

纏物ニ;欠木部の発達が地上対照に比べて、著しく低

下しており、二次木部の形成に重力が深く関わって

いる事を報じた。今回は、二次木部の重力形態形成

における、重力感受装置を検討するための第一歩と

して、アミロプラストの重力感受装置としての可能

性を検討した。光顕、共焦点レーザー走査顕、及び

透過型電顕により、 3D・クリノスタッ卜上、及び地

上対照の約4週齢のサクラの茎基部を観察した。

地上における垂直位の肥大成長中の茎の師部をと

りまく澱粉鞘中に、約 10 μmの数個の沈降性アミ

ロプラストを含む細胞が存在することが明らかとな

った。これを水平位にした時には、 2分以内に重力

方向に再沈降し始めた。更に、綴似微小重力環境下

に茎を置くと、アミロプラストは沈降せず、分散し

た。これらの結果は、沈降性アミロプラストが平衡

石として機能していることを示唆していると考えら

れる。

lpJ03 
ヒマワリ下降軸における重力屈性に関与する

成長調節物質の分布変化

量盟担王、山田小須弥1、長谷川宏司 1 (筑波大院・バイオ

システム、 1筑波大・応生化)

高等植物における茎の重力屈性は、オーキシンの偏差分

布による上側・下側組織の成長量の違いが原因である、と

これまで説明されてきた。しかしヒマワリ下膝輸を水平に

して重力刺激を加え、その上側・下伺IJ組織に含まれる IAA

を機器分析により定量したところ、偏差成長を引き起こす

ほどの量的差異はみられなかった。そこで刺激闘値である

5 -10分間だけ重力刺激を加えたヒマワリ下怪輸の上側・

下側組織から得られた抽出液をヒマワリ芽生えにそれぞれ

ラノリンと混合して投与したところ、上側組織からの抽出

液で伸長抑制活性が、一方下側組織からのものに伸長促進

活性が認められた。刺激闘値に相当する時間内で上側・下

傾，IJ組織からの抽出液の活性に差異が生ずることから、重力

刺激によって引き起こされる上側・下側組織の物質の変化

が屈曲に関与することが予想される。現在これらの物質を

探索中である。



lpJ04 

腔軸と花茎で重力感知を欠損したシロイヌナズナ

の新規突然変異体 endodermisamyloplast-less 1の

解析

藤平健一郎、倉田哲也、綿引雅昭、山本興太朗

(北海道大・地球環境・生態環境)

植物は重力刺激を感知して成長方向を調節する。そ

の分子機構を明らかにするために、シロイヌナズナを

用いて黄化芽生えでの重力屈性異常突然変異体を単離

し、 ~ndodermis C!myloplast-{essl (ealJ)と名付けた。eal1

は黄化芽生え睦軸と花茎で重力屈性を示さなかったが、

根では重力屈性を示した。匹軸や花茎での重力の感知

には内皮のアミロプラストが必要であると考えられて

いるが、ealJでは旺軸の内皮のアミロプラストが見ら

れなかった。 しかし、皮層ではアミロプラストが見ら

れるので澱粉をつくる能力はあると考えられる。EALJ

遺伝子座は4番染色体のAP2とmi232の聞に位置して

いた。以上の結果から EALJ遺伝子は内皮のアミロプ

ラストの分化に関与する新規の遺伝子と考えられる。

lpJ05 
擬似微小重力環境下で育てたヤマザクラの細胞形

態の検討

主山車丞、佐野雄三1、船田良1、山田晃弘2、中村

輝子(日女大・理、 1北大・農、 z放送大)

既に、擬似微小重力環境下においては、サク

ラ幼植物二次木部の発達が対照に比べて、著し

く低下しており、二次木部の形成に重力が深く

関わっている事を報じた。今回は電界放射型走

査電子顕微鏡 (FE-SEM)を用い、地上と 3D-
クリノスタット上で培養した約4週齢のヤマザ

クラ (Prunus jamasakura)の茎基部を実験材料

として、細胞形態について観察した結果を報告

する。 3D-クリノスタット処理植物におけて、

二次木部の軸方向柔細胞、道管要素、師部じん

皮繊維等の細胞形態の変イじが観察された。特に

じん皮繊維に関しては、細胞壁肥厚の低下が認

められた。今回の研究において、各組織を構成し

ている細胞の著しい変形、その形態の不揃い、更

に木部の細胞配列の乱れが認められた。これらの

結果は各組織及び細胞の分化発達に、重力が大

きく関わっていることを示唆している。
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lpJ06 

水分屈性を示しているエンドウ(Pisumsativum 

L.)の根の伸長細胞の水伝導度

宮本直子，大川泰一郎，高橋秀幸平沢正(東京

農工大・農東北大・遺伝生態研究センター)

根の水分屈性における偏差生長は伸長域の組織

の伸展性が根の両側で異なることによっておこる.

本報告では偏差生長が伸長細胞の水吸収速度の相

違によっておこることに着目し，水分屈性におけ

る偏差生長を根端に水ポテンシャルの異なる寒天

片をつけたエンドウ(Pisumsativum L.)の幼植物

を用いて解析した.

水分屈性によって偏差生長がおこっている根で

は水ポテンシャルの低い寒天片をつけた側の伸長

細胞は水ポテンシャルの高い寒天片をつけた側の

伸長細胞に比較して体積増加速度は約 2倍であっ

た Cellpressure probeを用いて非定常状態で測

定した伸長細胞の水伝導度も水ポテンシャルの低

い寒天片をつけた側の伸長細胞が約6割大きくな

ることが分かつた.以上の結果から，水分屈性に

おける偏差生長には伸長細胞の水伝導度の相違が

関与していることが分かつた.

lpJ07 
耐塩性Nicotiana属値物Nicotianapaniculataからの低親和
型カリウムチャンネル遺伝子の単離

企童盤卒、山田茂裕、橋本晶子、今関英雅(日本たばこ産業・
遺伝育種研究所)

水分ストレス耐性スクリーニングにより塩ストレス耐性種
として選抜した Nicotianapaniculata(日本植物生理学会
1997年度年会)の緑業から、ディファレンシャルスクリーニ
ングにより高等植物の低親和型カリウムチャンネル (KCH)
遺伝子と相向性を持つcDNAを単離した。この遺伝子(NpktZ)
は824アミノ酸よりなる産物をコードしており、この産物と
既知KCHのアミ ノ酸配列との相向性は45-80%であった.
また、Npktl産物にはKCHに特徴的である 6ケ所の膜貫通領
域と、イオン選択性に関与すると思われる signature配列
(TTXTIXGYGD)が保存されていた。さらに、一部の既知

KCHに保存されているAnkyrinドメインが存在していた。
Npkt1転写産物は地上部の各器官(緑葉、花、茎)では認

められたが、根では認められなかった。しかし、緑業における
転写産物量は塩ストレス条件下においても摺加しなかった。ゲ
ノムサザン解析の結果、 λGロ，ktlは単一コピーであるが、他に
数個の棺向性を持つ遺伝子が存在することが強く示唆された。
本研究は財団法人石油産業活性化センターからの委託研究

として行われた。



lpJ08 
耐塩性 Nicotiana属植物 M・cotianapamculataからの my，酔
inositol-l・phospate合成酵素遺伝子の単離と塩ストレス下に

おける発現解析

橋本品子、山田茂裕、小森俊之、今関英雅(日本たばこ産業・

遺伝育種研究所)

水分ストレス耐性スクリーニングにより塩ストレス耐性種

として選抜した Nicotianapamculata (日本植物生理学会

1997年度年会)の塩ストレス耐性メカニズムを解明すること

を目的として、塩ストレス下において緑業で発現誘導される遺

伝子の単離をディファレンシャルスクリーニング法により試

み、 61クローンを塩ストレス誘導遺伝子候補として得た。そ

れらの末端塩基配列を調査し、 11クローンが高等植物由来の

myo-inositol-l・phosphate合成酵素(INPS)と相向性を持つ

ことを明らかとした。塩ストレス条件下での当該遺伝子

(NpINPS1)の発現挙動をノーザン解析により調査したとこ

ろ、緑葉・根においてともに転写物蓄積量が上昇していたが、

それぞれの組織における上昇プロファイルは異なっていた。緑

葉ではストレス処理後 1日目に蓄積量は上昇し、以後高いレベ

ルを維持したが、根では 1日目に最大値に達し、その後減少し

た。ウエスタン解析の結果、緑葉における砂川rpSl産物

(NPINPS1)蓄積量は、塩ストレスにより上昇することが明

らかとなった。ゲノムサザン解析の結果、 NpINPSlはゲノム

中に単一コピーで存在していることが強く示唆された。

本研究は財団法人石油産業活性化センターからの委託研究

として行われた。

lpJ09 
エンドウ根の偏差生長制御に関わるエンド型キシログルカン

転移酵素の発現様式

直旦」圭 ・藤井伸治・東谷篤志 ・平 沢 正1_西谷和彦2 _ 

高橋秀幸

(東北大・遺生研東京農工大学・ 2東北大・理学部)

重力屈性を欠損した突然変異体のエンドウ句ω加 opum)の

根は湿度勾配に遭遇すると正の水分属性を示す.本研究では，

この水分屈性の屈幽に伴い，機能すると考えられるエンド型

キシログルカン転移酵素但XG匂の遺伝子，タンパクレベルに

おける発現様式に着目し.以下の結果を得た.

1) agootropumのEXGTをコードする遺伝子のクローニン

グを行い，全長の塩基配列を決定した結果，ダイズ由来の

EXGTと約 90%の相同性が得られたため，これを Ps-EXGTl

と命名した.

2) Ps-EXGT1の機能解析を行った結果，主に伸長している

組織で高〈発現し，根においては伸長速度に応じて発現が増

加することが明らかとなった.また，水分屈性における根の

偏差生長に伴ってその発現量が変化することが確認され，根

の伸長制御と相関があることが示唆された.

3 )このEXGTタンパクの局在を間接蛍光抗体法により解析

した結果.EXGTはタンパクレベルにおいても，根の水分屈

性発現時にその発現が変動していることが確認され，根の偏

差生長時における伸長にこの酵素が機能している可能性が示

唆された.
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lpJ10 
光呼吸活性を増強したイネ (OIYzasativa)の耐塩'性
星田尚司 l、田中義人2、林泰行3、田中章3、高倍鉄

子ヘ高倍昭洋lC名城大・総合研究所、 2名城大理工・
化学、3植工研、 4名古屋大・生物分子応答センター)

植物は塩や乾煉などのストレスにさらされると蒸

散を抑制するために気孔を閉じる。しかし、これは

同時にCO2の取り込みをも妨げ、過剰なエネルギー

により活性酸素種が生成し、植物に損傷を与える。
この様な条件下でもCalvinサイクルが働き電子を効

率よく流すことができれば、活性酸素による損傷を
抑制できる可能性がある。そこで、光呼吸経路で生

成するCO2やホスホグリセリン酸がCalvinサイクノレ

の基質である事に着目し、光呼吸活性を増強する目

的で、葉緑体型グルタミン合成酵素(GS2)遺伝子をイ

ネに導入した。形質転換体にはGS2の発現量が増加

している個体(G39-2)の他、 GS2をほとんど失った

個体(G241-12)もあった。形質転換体の光呼吸活性

は、 G39-2ではコントロールに比べ約1.5倍高く、

G241-12では光呼吸活性はほとんど認められなかっ

た。発芽後3週間生育させた植物体を 150mM  NaCl 

を含む培地に移し、光合成電子移動活性の変化を調

べた結果、光呼吸活性が高くなったG39-2の耐塩性

が強化されたことがわかった。

lpJll 
シロイヌナズナの形質転換体をもちいたプロリンの生合成系

および分解系の制御

楠減時彦lξ 小林正智1，吉羽洋周3，角張嘉孝4，篠崎一雄1(1理研・植物分

子岐阜大 -A・生物環境科学日立製作所基礎研究所静岡大・農)

シロイヌナズナにおけるプロリンの生合成および分解の律速段階

を触媒する酵素はそれぞれP5CS(61-ピロリンー5-カルポン酸合成酵

素)とプロリンデヒドロゲナーゼ (ProDH)である。プロリ ンの機

能解析をおこなうために，我々はこれらの酵素 (AtP5CS，

AtProDH)をコー}とするcDNAをもちいてシロイヌナズナの形質転換

体を作成した.これらのうちプロリン合成系のアンチセンス形質転

換体では，プロリンの蓄積がほとんど見られず業や茎の形態異常が

観察された.またプロリン合成能が著しく低いこれらの形質転換体

は，顕著な乾燥感受性を示した。我々が最近おこなった研究から.

AtP5CSアンチセンス形質転換体において，プロリ ン欠乏の影響が細

胞壁の構造タンパクの合成に特異的に及んでいることが明らかと

なった.また一方，プロリン分解系のアンチセンス形質転換体はプ

ロリンを恒常的に高レベルで蓄積していた。以上のように，我々は

形質転換体をもちいてプロリンの蓄積レベルをコントロールするこ

とに成功した。現在，遊離プロリンの蓄積とストレス耐性の関係を

詳細に調査中である.これらのトランスジェニック績物の解析に基

づき，ストレス耐性や成長におけるプロリンの役割について考察す

る。



lpJ12 

花粉・胞子における蓄積プロリンの役割

並国堕企ュ市野琢也、村潰稔、

林史夫、真田幸香、和田敬四郎

(金沢大学理学部生物学科)

植物が乾燥や塩による水ストレスを受けると、細

胞内に遊離のプロリンを多量に蓄積することが知ら

れている。一方、乾燥ストレスは大きな植物体より

小さな植物体により多大な影響を与えることが予測

できる。相対表面積の大きな花粉や胞子は常に乾燥

の脅威に曝されていると言える。花粉が多量のブロ

リンを蓄積しているという報告は古くからある。

我々はいくつかの花粉・胞子を材料にして、実際

どの程度プロリンを蓄積しているのか、花粉や胞子

の中の蓄積プロリンの役割を明らかにする研究を開

始した。今回はいくつかの花粉と胞子のプロリン含

量を確認し、花粉・胞子の発芽時に蓄積プロリンは

急速に代謝され消失すること、さらにプロリンの代

謝・消失時にプロリン脱水素酵素タンパク質が発現

誘導されることを確認したので報告する。

lpJ13 
61 -pyrroline-5・carboxylatedehydrogenase 

の精製
主主JL..J:主、市野琢也、山田裕之、

林 史 夫 、 真 田 幸 香 、 和 田 敬 四 郎

(金沢大学理学部生物)

極ストレスを受けた植物はグリシンペタイン、ポリオール
類、プロリンなどの適合溶質を蓄積し、ストレスに応答する
と考えられている。プロリンの合成・分解についてはこれま
でに多くの研究がなされている。プロリンは容易に分解され
る化合物であり、塩ストレスから解放された状態や、塩スト
レスを受けている纏物でも暗期では、蓄積したプロリンの減
少が観察されている。プロリンの分解はプロリンデヒドロゲ

ナーゼ(PDH)により、61・pyrroline・5・carboxylate(P5C)とな
り、 P5CはP5Cデヒドロゲナーゼによりグルタミン酸とな
る。プロリンの分解系の酵素である P5CDHは植物体からの
精製はなされておらず、遺伝子も得られていない。本研究で
はプロリン分解系を詳しく解析するために、 P5CDHの精製
と性質を明らかにすることを目的とした。
P5CDHの精製は、ホウレンソウ (Spinaciaoleracea L.) 

の業を用い、その粗抽出液を硫安分画 (30・70%) し、その

後 BlueCellulofine， DEAE toyopearl， hydroxyapatite， 

superose 6などのクロマトグラフィーを行った。その結果
SDS-PAGEにおいて 60kDaのバンドが検出された。一方、

ゲル溜過クロマトグラフィーの結果より P5CDHの分子量
は約 240kDaと算出されたので、 P5CDHは60kDasubunit 
の4量体であると恩われる。
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lpJ14 
シロイヌナズナのプロリンデヒドロゲナーゼ遺伝子

ProDHの発現解析

盆藍星皇室、中島一雄、篠崎和子、篠崎一雄 t

(農水省・国際農研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

プロリンは、水分ストレスを受けた植物が浸透圧調節物質

として細胞内に蓄積する適合溶貨のひとつである.我々はプロ

リン分解酵素、プロリンデヒドロゲナーゼ (ProDH)のcDNA

及びそのプロモーター領場をシロイヌナズナから単離した。こ

れまでに、ノーザン解析及び ProDH遺伝子のプロモーター領

織とかグルクロニダーゼ (GUS)遺伝子とを結合し導入した形

質転換シロイヌナズナの解析から、 ProDH遺伝子の発現は乾

燥処理で抑制され、吸水及びプロリン処理で促進されることを

明らかにしている。そこで、吸水及びブ口リン応答性のシス因

子を明らかにするため、 ProDH遺伝子のプロモーター領嫌に

欠失及び変異を加えたものとルシフエラーゼ (LUC)とのキメ

ラ遺伝子を導入した形質転換植物を用いて鮮しく解析した.そ

の結果、吸水及びプロリン処理時における ProDH遺伝子の発

現に関与すると思われる、ダイレクトリピート配列を見いだし

た。また、このダイレクトリピート配列を一つ含むプロモータ

ー領域を導入した形質転換タバコでは、吸水及びプロリンによ

るLUC遺伝子の誘導が見られた.

lpJ15 

塩ストレス下のイネ (Oryzasativa L.)におけるプロ

リン蓄積の組織特異性と各種アミノ酸レベルの変動

五十嵐由美子¥吉羽洋周¥真田幸香久和田敬四郎 h
篠崎和子 九篠崎一雄 4('目立・基礎研金沢大・理・生

物農水・国際農研理研・植物分子)

イネは塩ストレスを受けるとプロリン合成系の律速

酵素であるムピロリン・5・カノレボン酸合成酵素

(P5CS)遺伝子を速やかに発現し，プロリンを蓄積

する。しかし植物体のどの組織にどの程度のプロリ

ンが蓄積されるのかは明らかにされていなかった。

そこで本研究では， 250mM NaCl溶液で処理した

イネ(品種:朝の光)を 9つの部位に分けてプロリン

含量を測定した。その結果，プロリンは特に葉に蓄

積され，茎，根にはほとんど蓄積されないことが分

かった。さらに葉の中では先端部を含む上部に多く

蓄積され，ストレスを強くうける部位ほど早く蓄積さ

れることが分かった。しかし， P5CS遺伝子の発現レ

ベルは葉の上部，下部とも同程度で差は認められ

なかった。一方，この時の各種遊離アミノ酸を調べ

たところ，プロリン以外にも塩ストレスにより蓄積され，

ストレス解除後代謝されるアミノ酸が 7種類あること

が認められた。



lpJ16 
シロザ (ChenopodiumAlbum L.) コリンモノオ

キシダーゼ遺伝子の単離及び発現解析

亘H豆、小池あゆみ (トヨタ自動車・バイオラポ)

植物の塩ストレス耐性には多くの防御機構が関与

しており、そのひとつとして浸透圧調整物質が知ら

れている.浸透圧調整物質の一つであるグリシンペ

タインは、植物内に蓄積させることで耐塩性を付与

することが、数例報告されている。

縞物では、コリン酸化酵素(CMO)、ベタインア

ルデヒド脱水素酵素 (BADH)の 2つの酵素により

グリシンペタインが合成されている.これら二つの

酵素のうち、 BADHに関する研究はこれまでにさか

んに行われてきたが、 CMOの解析及び耐塩性分子

育種への応用に関しては、いまだ十分な研究は行な

われていない.そこで我々は、耐塩性植物として知

られているシロザから、 CMO及び BADHcDNA

を単離し、シロザにおける発現誘導解析を行った。

lpJ17 

ホウレンソウおよび大腸菌のベタインアルデヒドデ

ヒドロゲナーゼの酵素化学的性質

盤国軍丘、孟玉玲1、日比野断、原彰、船隈透、高

倍昭洋1(名城大・農、 1名城大・総合研、2名城大・

理工化学)

植物や微生物には、塩ストレスや乾燥ストレスを受

けると浸透庄の調節のために、適合溶質としてベタ

イン(グリシンベタイン)を蓄積するものがある。

本研究で用いるベタインアルデヒドデヒドロゲナー

ゼは、ベタインアルデヒドからベタインを合成する

酵素である。最近になって、本酵素がベタインアノレ

デヒド以外にポリアミンの代謝などいくつかの反応

を触媒することが報告された。そこで我々は、ホウ

レンソウおよび大腸菌の本酵素を精製し、基質とし

てベタインアノレデヒド、 3・アミノプロピオンアル

デヒド、 4 -アミノプチルアルデ、ヒドを用いて酵素

化学的性質について検討した。今回の測定の結果、

本酵素が広い基質特異性を示すとともに、生物種に

よってかなり違いがあることが明らかになった。
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2aJOl 
キュウリ根導管液レクチン様タンパク質XSP30
cDNAのクローニング及び発現解析
増田進、作田千代子¥隼産五I (野田産研、 l筑波
大・生物)

キュウリ根導管液中に比較的多量に存在するタ
ンパク質XSP30(XylemSap Protein) に着目し、そ
の構造と機能を明らかにするため、以下の実験を
行った。

キュウリ導管液を採取し、導管液中に含まれる
タンパク質をアセトンで濃縮し、 SDS・PAGEで解
析した。その結果、 30kDa相当の位置に比較的多
量にタンパク質が存在することが判明し、 XSP30
と名付けた。 XSP30のN末端アミノ酸配列を決定し、
その配列をもとにプライマーを作製し、根から抽
出したmRNAを用いて、 RT-PCR、3'-RACE及び5'-
RACEを ~T い、 XSP30 cDNAのクローニングを行:っ
た。データベースを調べたところ、ヒマ種子由来
のガラクトース結合性レクチンであるRicinB鎖と
の相向性が観察された。また、ノーザンプロット
による発現解析を行ったところ、根でのみXSP30
が発現していることが明らかとなった。

2aJ02 

キュウリ根導管液glycine-richproteinの遺伝子発現

と蓄積

作田千代子、小田篤、佐藤忍(筑波大・生物)

近年我々はキュウリ根導管液タンパク質遺伝子

の候補として幾つかのクローンを得ているが、本

研究ではそのうち、 XSP-4(CRGRP-l)と XSP-lO

(CRGRP・2)について、その産生細胞と移動に関し

て報告する。この二つのタンパク質は互いに相向

性をもっ glycinerich proteinで、根の根毛帯に特異

的な発現を示す。まずXSP-4の生合成部位を調べ

るため、 insiωhybridizationを行ったところ、芽生

えの根の根毛帯部の導管を囲む維管束柔組織細胞

のみで XSP-4遺伝子が発現していることが確認

された。次に大腸菌の発現系を用いて XSP-4タン

パク質を産生し、それを抗原として抗血清を得て

westem blottingを行ったところ、導管液で数本の

バンドが検出された。また、植物体の各器官では、

展開葉でのみバンドが検出され、そのサイズは

XSP-4の推定アミノ酸サイズと一致した。



2aJ03 
半数体プランパギニフォーリアにおける細胞間接着に関
連するミュータントの形態学的解析および細胞豊富多糖の
生化学的解析
量豊宏堕， 石井忠¥ 鎌田博， 佐藤忍(筑波大・生物，
t森林総研)

多くの種の培養細胞では、継代を続けることにより、
形態形成能力の消失と同時に細胞聞の接着性が弱くなる
ことが観察される。なかでもニンジン培養細胞の自然変
具体Non-embryogenicca11usでは、ペクチンの中性糖側鎖
の構造と量に変異が生じていることが判明している。近
年我々 は、 Nicotiana属中で最小のゲノムを持つ Nicotiana
plumbaginifoliaの半数体植物にT・DNAを挿入すること
で、不定芽形成能力を失うと同時に、細胞間接着性の弱
くなったlooseな細胞塊を形成するミュータントを数株得
ている。本研究では、それらに対し、ペクチンに注目し
た形態学的解析、およびその細胞壁糖組成について解析
を行った。まず、光学顕微鏡、走査電子顕微鏡による形
態観察および、透過電子顕微鏡を用いたルテニウムレッ
ド染色(酸性糖染色)による組織化学的観察を行った。
その結果、変異細胞株では、細胞問が分離しており、細
胞表面に繊維状の物質が付着していることが観察され
た。一部の変異株では、細胞壁が三叉路になっている部
分のルテニウムレッドによる染色性が顕著に減少してお
り、カルス表面では逆に染色性が増加している様子が観
察された。また、変異カ jレス株の細胞壁多糖を分析した
ところ、アラピノース、ガラクトース、キシロースの含
量に変化が生じていた。

2aJ04 
低ホウ素要求性ギンドロ培養細胞の解析

畳瓜弘二，石井忠，松永俊朗1 (農水省・森林総研農水省・

九州農試)

ホウ素渡度100μMの培地中で継代を続けているギンドロ培

養細胞(1I1-B)を5μMの培地に移植すると細胞は増殖するこ
とができない。しかし、 10μMの培地で長期間継代を続けた
後、 5μMの培地に移植することで低ホウ素条件下でも増殖す

ることができる培養細胞系 (1120・B)を確立することができ
た。本研究ではこの二つの培養細胞の細胞壁を分析し、細胞壁
におけるホウ素の役割を明らかにすることを目的として実験を

行った。
1I1-B、および1120-B細胞から細胞壁を調製し、その特性を

調べたところ1I20-Bの細胞壁に含まれるホウ素量はl/l-Bの約

半分であった。また、ホウ素が結合するサイトであるRGlIは
l/l-Bではそのほとんどが二量体の形で存在しているのに対し
て1I20-Bでは単量体が存在することが明らかになった。さら

に、それぞれの細胞壁から多糖類を逐次抽出し、 50mM

COTA、50mMNa，CO，、 1MKOH、4MKOH可溶性、および4M

KOH不溶性の各画分を得て比較したところ1120・BではCOTA可
溶性画分のガラクツロン酸、 1MKOH可溶性画分のアラピノー
スが多くなっていた。一方で4MKOH可溶性画分に含まれるこ
れらの糖は滅少しており、ホウ素が不足してRG'I!の架橋構造が
減少したために抽出され易くなったと推測された。これらの結
果は1/20-B細胞ではl/l-Bとは異なる構造の細胞壁が形成され
ていることを示している。
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2aJ05 

ホウ素の細胞内局在部位ー細胞壁への局在ー

間藤徹，松田晃，小林優，関谷次郎(京都大院・農)

我々はホウ素の生理機能を明らかにするため，ホウ

素の細胞内局在部位を検討してきた。細胞は水溶性

と不溶性ホウ素を含有し，不溶性ホウ素はペクチン

質糖鎖をラムノガラクツロナン(RG)ー11領域で架橋

していることを示した。一方，水溶性ホウ棄は培養

細胞や緑葉から調製したプロトプラストには存在せ

ず，さらに葉身の11B-NMR分析から，細胞壁中に

ほう酸イオンの形で存在していると判断した。さら

に培地ホウ素濃度を下げた場合，緑葉では水溶性ホ

ウ素から減少しはじめた。培養細胞ではホウ素欠乏

による生育が低下しはじめるホウ素濃度がホウ酸-

RG-II複合体形成に必要なホウ素濃度の下限と一致

するので，ホウ素はRG-II領域に結合することで機

能していると推察した。しかしホウ素欠除により低

下したグルコース吸収はホウ素添加により直ちに回

復した。現在，細胞膜へのホウ棄の結合について検

討中である。

2aJ06 

高等植物のホウ素欠除に対する応答ータバコ培養細

胞の場合ー

企韮畳，間藤徹，関谷次郎(京都大院・農)

ホウ素は細胞壁においてペクチン質多糖を架橋す

ることでその生理機能を発揮していると考えられる

が，ホウ素の欠乏から細胞の死に至る機作は明らか

でない.そこでタバコ培養細胞を用いてホウ素欠除

処理に対する応答を解析した.

タバコ培養細胞BY-2をホウ素欠除培地に移し，

細胞の生死をFDA/PI染色によって観察した. 9時

間後から死細胞が滑加し始め. 36時間後にはほと

んどの細胞が死んでいた.死細胞の原形質は収縮し

細胞壁と分離していた.また処理開始3時間後では

見かけ上死細胞は増加していないにもかかわらず，

この時点でホウ素を再添加しでも36時間後では死

細胞の割合が対照より高くなっていた.このことは

ホウ素欠乏による細胞死は3時間以内に決定される

不可逆的過程であることを示唆する.この細胞死の

機構を明らかにするため，ホウ素欠除処理した細胞

で特異的に発現する遺伝子を検索中である.



2aJ07 
ラムノガラクツロナン[[はホモガラクツロナン及び
ラムノガラクツロナン Iと一次壁中で共有結合して
し、る

五量一阜、松永俊朗 1 (森林総研、 l九農試)

ラムノガラクツロナンIl(RG-Il)は植物の一次墜をエン
ドポリガラクツロナーゼ (EPG)処理すると浴出する分子

量約 5千の構造の複雑なペクチン多糖である。 RG-Ilはホ
モガラクツロナン (HG) と共有結合していることと予想
されているが、これを支持する実験証拠は私たちの知る
限りない。

RG-[[はホウ酸ジエステル結合により架橋された2量体
(dRG-[[-B) として存在することが、最近証明された。こ

のことからホウ索の機能は細胞壁ベクチンを架橋するこ

とと考えられる。それを検討するため、ホウ素を含むペ
クチン多糖をシュガ}ピート細胞壁のドリセラーゼ分解

物から単離した。得られたベクチンをケン化し、 EPGある
いは再度ドリセラーゼ処理した。生成物をSEC/[CP-AESで
分析した。 dRG-[[-B及び遊離したオリコ・糖をSEC、糖分析
及びホウ素定量した。その結果、 RG-[[はHGと共有結合し
ていること、また、ラムノガラクツロナン Iとも共有結
合していることが明らかになった。 RG-[[のホウ酸エステ

ル架橋は、成長中の細胞壁で高分子のペクチンネットワ

ークを形成していることが示された。

2aJ08 

ペクチンの生合成に関わるメチル転移酵素

石川 誠、 E盆盤二(埼玉大・理・分子生物)

ペクチンは高等植物の細胞壁多糖であり、 α-
1，4-結合したガラクツロン酸(GalA)が主構成精

で、中性糖のラムノース、ガラクトース、アラピ

ノースを含む。 GalAのカルボキシル基、水酸基の

一部はメチルエステル化、アセチル化で修飾され

ている。ペクチンへのメチル基の転移を触媒する

メチル転移酵素(MTase)の諸性質を検討した。

ダイズ(Glycinemax)を室温、暗所で生育し、匪

軸から組膜画分を調製し酵素源とした。 MTaseの

活性はSーアデノシルーL-[メチルー14C]メチオニンを

供与体とし、市販の低メチル化度のペクチンへの

放射活性の取り込み量を測定して求めた。

MTaseの活性は植物組織の糖鎖分解酵素と比

べて弱いが(比活性、約500pmollmin/rr国
protein)、最適作用pHは6.8で、活性にはTriton

X-I00を必要とした。転移生成物は、 G剖Aのカル

ボキシル基に結合したメチルエステルであること

をペクチンメチルエステラーゼとペクチナーゼ消

化物のHPLC分析で確認した。ダイズ細胞壁から

分画した多糖を用いて本酵素がペクチンの生合成

に関わることを明らかにした。
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2aJ09 
アボカド果実細胞壁ポリウロナイドの分解

主主盟主 DonaldJ. Huber1 (大阪市大・理・生物、
1フロリダ大・園芸)

アボカド果実の成熟に伴い、細胞壁成分のうち、水

可溶性のポリウロナイド量が急激に増加し、それらの

分子量が大きく低下することが示された。成熟前の果

実から調製した細胞壁標品を、成熟果実から部分精製

したボリガラクツロナーゼ (PG)で処理すると、ポリウ

ロナイドの遊離が促進され、その分子量も低下した。

しかし、遊離したポリウロナイドに再度PGを処理しで

も、更なる分子量の低下は見られなかった。同様に、

成熟の中間段階にある果実から抽出した水可溶性ボリ

ウロナイドにPGを処理しても、ポリウロナイドの分子

量の低下は見られなかった。一方、上記の水可溶性ポ

リウロナイドを弱アルカリあるいはベクチンメチルエ

ステラーゼ (PME)で処理した後にPGで処理すると、

果実の成熟の際に見られたような大幅な分子量の低下

が誘導された。弱アルカリや PME処理は、細胞壁多糖

中のメチルエステルを除く効果があることから、アボ

カド果実の成熟に伴うポリウロナイドの分解過程で

は、 PGの活性と同時にポリウロナイドのメチルエステ

ルのレベルが、分解活性の制御において重要な役割を

持つことが示された。

2aJIO 

アズキ上匹軸細胞壁の新規キシログJレカン加水分解

酵素

田淵彰、神阪盛一郎、 1森仁志、保尊隆享

(大阪市大・理・生物、 1名古屋大・農・生化学制御)

これまでにアズキ上匹軸細胞壁においてキシログ

ルカンの分解に関与する酵素としてエンド型キシロ

グルカン転移酵素 (EXGT) (Nishitani and Tominaga 

1992)とキシログルカン分解・転移酵素 (XGH/T)

(Tabuchi et aL 1997)が報告されている。今回、我々

はこれらの酵素とは異なる性質を示すキシログルカ

ン分解酵素を精製した。本酵素の大きさはキシログ

ルカンに対して加水分解活性を示したが、オリゴ糖

や単糖は生成しなかった。また、蛍光標識したオリ

コ糖への転移活'性は見られなかった。本酵素の大き

さはSDS-PAGE上では33k D aで、これら2種類の酵

素に似ていた。しかし、本酵素の部分的なアミノ酸

配列を調べたところ、 EXGTよりも、加水分解活性

を示すキンレンカのキシログjレカン転移酵素に対し

て高い相向性を持つことがわかった。これらの結果

から、本酵素は新しい種類のキシログルカン分解酵

素であることが示唆された。



2aJll 

過重力によるアズキ上任軸細胞壁中のキシログルカン
の高分子化とキシログルカン分解活性の低下
畳韮塵二、若林和幸、保毒事隆享、神阪盛一郎
(大阪市大院・理・生物)

アズキ芽生えに遠心分離器を用いて過重力を与えると、
細胞壁の伸展性が低下して伸長成長が抑制される(98年

度本大会)。そこで、本研究では細胞壁伸展性の制御に重
要な役割を担うキシログルカン(XG)の構造変化および、そ
れに関わる酵素活性に注目し、過重力によるアズキ上座
軸成長の阻害機構について調べた。その結果、過重力は
ヘミセルロース函分の XGの分子量を増加させた。また、
細胞壁画分から抽出した粗酵素標品を用いて XG分解酵
素活性を測定したところ、過重力処理ではその活性が有
意に低下していた。次に、上座軸のアポプラスト液を集
め、その pHを測定した結果、過重力処理により pHが
上昇することがわかった(対照:pH5.8、過重力:pH 6.6)。
そこで、対照の細胞壁画分から抽出した粗酵素標品を用
いて XG分解活性を両 pHで測定したところ、 pH6.6の
時の活性は pH5.8の時の半分程度であった。以上の結果
より、アズキ上座軸では過重力により XG分解酵素の活
性が低下し‘ XGの高分子化が起こることで、細胞壁の
伸展性が低下し、伸長成長が抑制されると考えられる。
また、過重力によるアポプラストの pH上昇が insituで
のXG分解活性の低下に関与している可能性が示された。

2aJ12 

低温ストレスに応答するイネのエンド型キシログル
カン転移酵素ホモログの cDNAのクローニング
並血-----.l宣1、 今井亮三¥吉田 I今、加藤明 1、
内宮博文 2 (1農水省・北海道農試、 2東大・分生研)

幼苗期のイネで、低温誘導性遺伝子の候補のひとつ
として見つかった、エンド型キシログルカン転移酵
素 (X E 丁)遺伝子の断片をプロープに用いて、イ
ネ幼苗の根の cDNAライブラリーから、 XETの
ホモログ遺伝子 (OsXET2) の単離を試みた。
単離された最も長い cDNAは、ポリ (A) を含む
1 165の塩基対からなり 、そのORFの開始コド
ン (AT G)は 52番目から、終止コドン (TG 
A) は 895番目から始まっていた。この ORFの
推定アミノ酸配列を、既知の XET遺伝子やホモロ
グ (1 2種類)と比較した結果、全体で 43"'52
%の一致が認められた。また、これらの XET関連
遺伝子の推定アミノ酸配列に基づき作成された系統
樹において、 OsXET2遺伝子は、いずれのグ
ループにも分類されなかった。一方 8日間暗発芽さ
せたイネ苗を用いて、種々の非生物ストレスや植物
ホルモン処理による、 OsXEア2のmRNAレベ
ルの変化を、ノーザンプロット;去を用いて調べた。
その結果、 今回行った処理の中では、 5

0
C2日間の

低温処理の場合に、最も顕著な os X E T2の発現量
の増加が観察された。その他の OsXEア2に関す
る知見についても報告する。
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2aJ13 

セルロースミクロフイプリル聞の架橋構造がキシロ
グルカンであることの実験的証明
盛竪孟阜、曽根義昭1、伊東隆夫(京都大学・木質
研、 1大阪市立大学・生活科学・食物栄養)

キシログルカンがセルロースミクロフィプリルを架
橋結合する細胞壁の構造モデルが提唱されている
が、未だ直接的な証明はなされていない。我々は急
速凍結・ディープエッチング(RFDE)法により表皮

細胞壁における架橋構造を可視化し、さらにEDTA

処理 (0.1M EDTA， pH 7.0，85・C，6時間)に引き続い

て様々な抽出処理を行い壁構造の変佑をRFDEによ
り観察して架橋構造の成分を推定した。すなわち

2% SDS (2% SDS， 10%かmercaptoethanol，100・C，30分)

及び4%KOH (4% KOH， 0.1 % NaB14.超音波洗浄機

内で 20・C，8時間)処理では、架橋構造は消失しな

かった。しかしglucanase処理(50μuniνrnl endo・s1，4・

glucanase， 25mM sodium acetate buffer， pH 5.0， 40.C， 

22時間)により架橋構造が消失した。またキシログ
ルカンとキシランの細胞壁内での分布を免疫電顕法
により調べたところ、表皮細胞壁全体に多量のキシ
ログルカンが分布するが、キシランは極僅かしか存
在しないことが示された。以上の結果からセルロー
スミクロフィプリル聞の架橋構造はキシログルカン
であることが示唆された。

2pJOl 

イネ蔚ベーター 1，3-グルカナーゼ遺伝子Osag1の
単離と解析

山口知哉，和田雅人田中喜之九小池説夫(農水
著烹花票試同・果樹試・リンゴ支場同・生資研)

イネにおいて最も冷温感受性が高いのは、荷内の
四分子が4つの小胞子に分離する四分子解離期であ
り、実際冷温処理によって高度の雄性不稔が誘発さ
れる。四分子はs-l，3-グルカンからなる厚いカロー
ス膜に覆われており、減数分裂後にカラーゼ(s-l，3-
グルカナーゼ)がカロースを加水分解して四分子を
解離し小胞子が荊腔へと放出されるが、カラーゼの
活性制御が花粉形成に重要であると考えられる。

われわれは、イネ荊poly(A)+RNAを鋳型とした
RT-PCRによ りイネ荷βリーグルカナーゼ(Osagl)をコー
ドする遺伝子断片を増幅し、これをプロープとして
イネ蔚cDNAライブラリーからcDNAクローンを得た。
ゲノムサザン解析により Osaglはイネゲノムの中で
単一コピー遺伝子として存在する事が示された。さ
らに、ゲノムライブラリーから Osagl配列を含むク
ローンを単離した。予想される Osaglのアミノ酸配
列は既知のグルカナーゼと高い相向性を示し、系統
解析から既知の単子葉植物グルカナーゼの中でも比
較的早い時期に分岐したことが示唆された。 RT-
PCRおよびノーザンプロットによるOsaglの発現様
式の解析結果もあわせて報告する。



2pJ02 
イネ蔚に特異的に含まれるアラビノガラクタンプロテインの特

性解析

以且鍵本血、蔵之内利和、渋谷直人I (農水省・北海道農試、

1農水省・生物研)

花粉形成においては、約に特異的な遺伝子や機能物質が多数

複雑に関与してその発生を制御していると考えられる。我々は

これまでに、イネ約の生長過程においてアラビノガラクタンプ

ロテイン (AGP)及びAGP糖鎖コア構造に類似のアラビノガラ

クトオリゴ糖が高濃度かつ時期特異的に蓄積すること、更に、

穏ばらみ期の低温処理(120C、4日間)によってこれら糖質の

濃度が特異的に変動することを示してきたが、他種作物(シュ

ガービート)でも同様の現象がみられたので併せて報告する。

また、菊におけるAGPの代謝過程を調べる端緒として、イネ

約AGPの分離・精製を行いその特性を解析した。ゲルろ過カラ

ムを用いた旧民分析によりAGPは分子量約200四をピークとす

る単一でブロードな分離を示した。イオン交換クロマトグラフ

ィー (Mono-Q，DEAE・cellulose)による分離では、抗オリゴ糖抗

体により複数のピークが検出されたが、このうちYariv試薬と反

応性を持つものは lつのみであった。これら分画相互の関係に

ついては現在解析中である。

2pJ03 
ポプラセルラーゼの発現制御

本宣牽箆、酒井富久美、林 隆久(京大・木研)

我々はポプラ (PopuJ，山 a1baL.)培養細胞から 2種

類のセルラーゼ遺伝子をクローニングした。一つ

はポプラ培養細胞の培地中にフリーの状態で存在

するもの、もう一つは細胞壁に強固に結合してい

るものである。本研究では、 5'上流領域の発現を

解析することにより、セルラーゼの機能を明らか

にすることを目的として実験を行った。セルラー

ゼゲノム DNAの 5'上流領域2kbpをレポーター遺

伝 子GUSにつないだプラスミドを構築し、このプ

ラスミドを用い、アグロパクテリウム法によって

アラピドプシス及びポプラ形質転換植物体を作出

した。 GUS染色により、植物体の様々な組織や成

長段階における5・上流領域の発現パターンを解析

した。その結果、葉の成長、匪軸の伸長、および

孔辺細胞の成長とともに発現されることが観察さ

れた。
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2pJ04 
セルロース合成酵素様遺伝子の機能解明

企直盟王、酒井富久美、林隆久(京都大・木研)

セルロース合成酵素様遺伝子は、バクテリアの

BcsA遺伝子やアラピドプシスのRSWl遺伝子との

ホモログとして、アラピドプシス、ワ夕、イネ、ポ

プラ等に存在することが認められている。これらの

遺伝子は、基質である UDP-グルコース結合モチー

フ及びグリコシルトランスフェラ}ゼに特徴的な

領域を持ち、セルロース様糖鎖合成酵素の遺伝子も

含まれている可能性が高い。

我々は、キシログルカン 4-s・グルコシルトラン

スフエラーゼ遺伝子及び 6・α・キシロシルトランス

フエラーゼ遺伝子のクローニングを目指して、

Pichia及びC邸での植物 cDNAの発現を行い、活

性発現によってスクリーニングするストラテジー

を開発した。それぞれの発現ベクターは、クローニ

ングサイトにTを付加して簡単にTAクローニング

が出来るとともに、構造遺伝子に分泌シグナル及び

抗体認識部位が付加される。既知のシュクロース

グルコシルトランスフエラーゼを Pichiaで発現さ

せ、ウエスタンプロットによる同定と酵素活性の発

現を確認した。

2pJ05 
DCBlIlI化細胞の細胞壁組成と分泌多糖類

高橋麻衣、中川直樹、棲井直樹(広島大・総合科学)

セルロース合成阻害剤であるDCBに馴化させたタバコ培養細

胞(BY-2)では、細胞壁中のセルロース量が減少し、ペクチン量

が増加する(Nakagawa& Sakurai 1998)。セルロース合成の低下

したシロイヌナズナ突然変異の細胞壁成分でも同様のことが報

告されており(Arioliet aJ. 1998 )、非晶性セルロースの蓄積によ

るものと考えられているが、その詳細は明らかにされていない。

そこでDCB恩11化BY-2細胞の細胞壁多糖類を構成単糖類分析とメ

チル化分析により調べ、正常なBY-2細胞と比較した。ペクチン

の単糖組成比にDCBの影響は見られなかった。へミセルロース

画分ではDCB処理により GJcの劃合が減少した。メチル化分析

の結果、ペクチン画分ではDCB処理によって4-GJc量に変化は

見られなかった。へミセルロース函分では4，6・GJcが減少した。

また、どちらの薗分でもDCB処理の有無に関わらず3-GJcは検

出されなかった。以上の結果、 DCB処理によるペクチン量の増

加は非晶性セルロースの蓄積ではないことがわかった。 4，6-GJc

の減少は幸町包壁中のキシログルカンの減少を示唆する。セルロー

ス合成阻害に伴いセルロースと結合すべきキシログルカンが培

養液中に分泌されている可能性がある。



2pJ06 
オオムギの正常系統と折れやすい突然変異系統におけ

るセルロースの量とロゼットの関係

杢旦旦~， 桜井直樹 1 ， 伊東隆夫(京大・木質研広大・
総合科学)

オオムギの在来種のうち於七、白瀬戸、コビンカタギ 4

号には茎の折れやすい自然突然変異系統が知られてい

る。この突然変異系統は細胞壁成分のうちセルロースの

量だけが正常系統の約 20%に低下している。今回、 X

線回折法を用いて正常系統および突然変異系統のセル

ロースの結晶幅の比較、次いでフリーズフラクチャ一法

によるセルロース合成酵素複合体(ロゼット)の観察に

よりセルロース量の低下の原因を検討した。 X線回折よ

り得られたセルロースの結晶幅はそれぞれの正常系統

と突然変異系統の聞で一致した。これは変異系統のセル

ロースは直径と重合度において正常系統と同じである

が、細胞安中のセルロースの数が減少していることを意

味する。コビンカタギ 4号についてロゼットを観察した

ところ、正常および突然変異系統の聞でロゼットの形状

など構造的な差は見られなかったが、単位面積当たりの

ロゼットの数が突然変異系統で約 5分の lに減少して

いた。すなわち、突然変異系統ではロゼットの合成量も

しくは原形質膜への取り込みに異常があることが示唆

される。

2pJ07 
加齢に伴うタバコ葉アポプラストとシンプラストのクロロゲ
ン酸レベル、それにペルオキシダーゼとスーパーオキシドデ
ィスムターゼ活性の変化
直逗査盟主、広津雅代、鬼木隆幸(九州歯科大学)

タバコ糞は加齢にともなってその色を緑→貧→褐色と
変化させる。この褐変はタバコ糞に多量に含まれているクロ
ロゲン酸(CGA)の酸化によるものと考えられる。しかし、
CGAがいかにして酸化されるかについては不明であるので、
今回はこれらを明らかにするために、加齢にともなうアスコ
ルビン酸(AA)とCGAレベ・ルの変化それにペルオキシダーゼ
(POX)それにスーパーオキシドディスムターゼ(SOD)活性の変
化を調べた。アポプラストのAAは加齢にともなってゼロまで
低下したが、シンプラストではゼロまでは低下しなかった。
アポプラストのCGAレベルとPOX活性は加齢に伴って嫌加し
たが、シンプラストでは齢に無関係にほぼ一定であった。
SOD活性は加齢にともなってアポプラストでは泊加したが、
シンプラストでは滅少した。アポプラスト湾液は過酸化水素
を加えなくてもCGAを酸化でき、その酸化はSODとカタラー
ゼ部分的に限害された。カフェ酸残基を含む褐色物質が加齢
にともなってアポプラストに蓄積され、その物質は自動酸化

でO2
・と H202を生成した。これらの結果から次ぎのことが考

えられる 。 1)褐色物質は先ず最初にアポプラストの
CGA/POXから作られる。2) 1)の反応に必要な過酸化水素
はCGAlPOX，こ生成されると同時に褐色物質の自勘酸化によっ
ても生成される。3)アポプラストでCGAlPOXと褐色物質に

より生成したO2ーはそこの存在するSODで過酸化水素に変換

される。
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2pJ08 

引張あて材形成中の木部分化帯で特異的に発現

する遺伝子の cDNA解析

畳掻畳二、有留洋子、日尾野隆 1、伊東隆夫

(京大・木研、 1王子製紙・森林資源研)

伸長成長が止まって肥大成長している部分で傾斜刺激

を受けると、樹木はあて材を形成して樹幹を鉛直に戻そ

うとする。広葉樹では傾斜上側に引張あて材と呼ばれる

セルロースに富みリグニンの少ない木部が形成される。

これまでに傾斜後2週間目のユーカリから、あて材形成

中の木部分化帯で特異的に発現する遺伝子の cDNAを9

つクローニングした。塩基配列の相向性検索を行ったと

ころ、 1つはメチオニン合成酵素、 1つはペルオキシダ

ーゼ(PO)に相向性の高いクローンであった。他のものは

既知遺伝子との高い相向性は見られなかった。相向性の

見られた POは、ワタとダイズから見出されており、種

子の成熟や発芽過程で発現するものであった。ジーンパ

ンクには植物由来の POが数多く登録されており、樹木

の木部由来のものも 5つ登録されていたが、いずれも相

向性は見られなかった。このことから、あて材に特異的

な cDNAと相向性の見られた POはリグニンの重合を

触媒するものではないことが推察される。

2pJ09 

ラッカセイ根細胞壁に存在する鉄型リン酸溶解活性

物質の抽出

孟ι差.阿江教i台，加藤陽治 1 (農環研弘前大・

教・食物)

主要な存在形態を鉄型リン酸とする低リン酸肥沃

土壌において，ラッカセイは旺盛な生育を示した。

この能力は，ラッカセイ根細胞壁に存在するリン酸

溶解活性と関連することをすでに報告した (Aeand 

Otani， 1997)。この細胞壁中に存在する鉄型リン酸

溶解活性物質の性質と存在形態を知るため司ラッカ

セイ根からの抽出を試みた。抽出には熱水，酸加水

分解およびアルカリ加水分解を行った o その結果司

アルカリ加水分解で‘鉄型リン酸溶解活性を取り出す

ことが‘できたが‘酸加水分解では.抽出できなかっ

た。抽出した活性画分と元の細胞壁成分に関して，

Fe3+， AI3+， Ca2+， Mg2¥ などのイオンとの反応

を比較検討した。Ca2¥ Mg2+の存在下で、は.抽出

成分と細胞壁のリン酸溶解活性に影響を及ぼさなか

った。 しかし， AI3¥Fe3+を加えると抽出牧J)容角む舌

性は著しく低下し.細胞壁と同じ反応を示した。



2pJ10 

アラビドプシス温度感受性突然変異体acwl(呈ltered

cell主all)の細胞壁成分の解析

隼産~、加藤友彦、掛川弘一\石井忠l、劉耀光、
高部圭司2、空間重則3、佐藤修正4、中村保_4、田畑

哲之4、柴田大輔

(三井植物バイオ研、 l森林総研、 2京大大学院・農 ・

森林科学、 3東大大学院・農学生命科学、 4かずさ D

NA研)

細胞壁は植物特有のものであるが、合成メカ ニズ

ムに関する知見は乏しい。非許容温度で根端が膨ら

む温度感受性変異体acwlは、細胞壁の染色性の異常

が電顕で観察され、細胞壁成分の変化が予想された。

そこで、 acwlの細胞壁成分の分析を行った。常法で

調整したacwlの細胞壁サンプルを2MTFAで処理し、

可溶画分(hemicellulose，pectin)と残薩(cellulose)の構成

糖を分析した。その結果、可溶画分の構成糖は野生

株と比べ変化はなかったが、残躍で、はglucoseのみが

約1/3に減少していた。これらのことから、 acwlは

セルロース合成の変異体であり、 ACWl遺伝手はセ

ルロース合成に関与することが示唆された。

2pJ11 

イネおよびアズキ芽生えの細胞壁物性と浸透圧に対する

温度の影響

中村由紀子、若林和幸、保尊隆享、神阪盛一郎

(大阪市大院・理・生物)

300C暗所で生育しているイネの芽生えを、様々な温度

条件下に移し、さらに 15時間育てた。幼葉鞘の成長速度

は、 400Cで最も高い値を示し、 10、20、30、50・Cではそれ

ぞれ最大値の 21、38、73、17%であった。植物細胞の成

長速度は、細胞壁の伸展性と細胞液浸透濃度により最も直

接的に規定される。細胞壁伸展性を測定したところ、成長

速度と同様 40・Cで最も高く、温度が低くなるか高くなる

につれて低下した。幼葉鞘の成長速度と細胞壁伸展性との

関には高い相関が見られた。また、最小応力緩和時間と応

力緩和速度は逆に、 400Cで最も低く、温度が低くなるか高

くなるにつれて増加する傾向が見られた。一方、幼葉鞘細

胞液の浸透濃度は成長速度が高い温度でむしろ低く、成長

速度との閣の相関は認められなかった。アズキ土佐軸につ

いてもほぼ同様の結果が得られた。以上の結果から、異な

る温度で生育しているイネ幼葉鞘およびアズキ上庇軸の

成長速度を制御するのは、細胞液の浸透濃度ではなく細胞

壁伸展性であることが示唆された。
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2pJ12 

オクラ下匪軸切片の浸透的収縮と伸長のコンビュ

ーター ・シミュレーション:水銀の影響

山主阜ニ、藤井修平(生物・化学研、帝塚山短大)

ソルピトールを用いて温度を変えてオクラ下旺軸

切片の収縮あるいは伸長の速さを計った。切片を

カーボランダムでこするとその速さが著しく速く、

表皮のクチクラが水の透過を制限していたことが

分かつた。このような水透過の制限を計算に取り

込むと、浸透的な収縮や伸長が計算機によってシ

ミュレートできた。温度を変えた結果から活性化

エネルギーを求めると、それは水粘性の値に近か

った。7.1<の粘性すなわち水の透過が浸透圧や細胞

壁の力学的性質に加えて細胞の伸長生長の主要な

制御要因であることがわかる。水の透過を調べる

ため水チャンネルを匝害するといわれている水銀

でオクラ下怪軸切片を処理した。塩化水銀の濃度

が30μM以上であれば浸透的収縮やオーキシンに

よる伸長生長が著しく阻害された。オーキシンに

よる生長や浸透的収縮は主として水チャンネルを

通る水の透過によっていると考えられる。

3aJOl 
リンドウから単離した花器官形成に関与する遺伝子群

盤差~塁垂、西原昌宏、小林仁1、及川弥生、山村三郎

(財団法人岩手生物工学研究センタ一、 1新潟県農業総合研究所)

我々は岩手県の花き生産の主力であるリンドウの遺伝子工

学的育種を目標として研究を進めている。今回リンドウより

花器官形成に関与する遺伝子群の単離を行い4種類のMADS

box関連遺伝子を得たので報告する。

既知MADSbox遺伝子群の保存領域からデイジ、ェネレート

プライマーを作成してRT-PCRを行い、得られた増幅断片の塩

基配列を決定したところ4種の遺伝子が同定された。これら

をGtMADSl~4と名付けその全長配列を決定し捻定アミノ酸

での相向性検索を行った。その結果GtMADSl (262aa)は

APETALAlに58%、GtMADS2(252aa)、GtMADS3

(249aa)はAGAMOUSにそれぞれ58%、62%、 GtMADS4 

(244aa)はAGL2遺伝子に59%の相向性を示した。ノーザン

解析を行ったところGtMADSlは主にがく片、 GtMADS2、

GtMADS3は雄ずい及ぴ‘雌ずい、 GtMADS4は雌ずいで発現し

ており器官特異性が確認された。 GtMADSl~3の結果は既報

の発現様式にほぼ一致したが、 GtMADS4の発現様式はAGL2

遺伝子とは違い特徴的なものであった。現在これらの遺伝子

の機能解析を行うためトルコギキョウ等の形質転換を行って

いる。



3aJ02 
形態形成関連遺伝子を導入したトルコギキョウの解析

西原昌宏、横井崇秀、小林仁¥小岩弘之、大宮香織、山村三郎

(財団法人岩手生物工学研究センター、 1新潟県農業総合研究所)

我々はトルコギキョウの優良品種母本作出を目的として本植

物の形質転換に関する研究を進めている。今回、 MADSboxを

有する 2種類の形態形成関連遺伝子をトルコギキョウへ導入し、

解析を行った結果について報告する。

イネcDNAライブラリーからランダムシークエンスにより得

られたOsMADSl遺伝子及びリンドウの花弁cDNAライブラリ}

からクローニングしたApetaJal様遺伝子(GtMADSl)をCaMV35S

プロモーターの下流に繋ぎ、パーテイクルガン法またはアグロ

パクテリウム法を用いて、トルコギキョウに導入した。いずれ

の遺伝子を導入した場合でも、再分化した系統の中に背丈が極

端に短くなった(媛化)ものが得られた。GtMADSl遺伝子を

導入したものには、逆に背丈が高くなる系統や花弁が務化する

ものが観察された。さらに、 OsMADSl遺伝子導入系統では、

野生型に比較して、小花柄の部分が極端に短くなり、花が2つ

または 3つ、くつついたように見える系統が多数、観察された。

現在、次世代の種子を得ており、サザン、ノザンプロット法に

よる解析を進めている。今後、これらの形質転換体の特性の安

主を確認し、安全性評価を進めていく予定である。

3aJ03 
組換えタバコの芽生えにおけるレクチンプロモータ
ーによる GUS遺伝子の発現特性

宣旦塑正，田崎清(農林水産省 森林総合研究所)

ニセアカシア内樹皮レクチン遺伝子の 5'上流域
(820bp)を GUSレポーター遺伝子につないでタバコ
に導入すると、成熟個体では GUS遺伝子は内部師
部と外部師部で主に発現する。このことから、内樹
皮レクチン遺伝子の 5'上流域は、師部特異的な発現
プロモーターとして機能することがうかがわれる。
組換えタバコの生育初期段階におけるレクチンプロ
モーターによる発現パターンを知るために、自殖後
代の芽生えでの GUS遺伝子の発現を調べた。播種
後8日目の芽生えを GUS染色したところ、レクチ
ンプロモーターを導入したタバコでは、子葉とシュ
ート頂に薄い染色が見られた。子葉の横断切片を調
製し観察すると、染色は子葉の中心とその両側にあ
るチュープ状の構造に限られていた。チュープ状の
構造には環状の紋様が見られることから、この構造
は管状要素であると考えられる。成熟した個体では
師部特異的な遺伝子発現を示すプロモーターが、子
葉においては管状要素と推定される組織に限定され
た発現を引き起こすことは興味深い。一方、シュー
ト頂を合む臨軸の縦断面では、染色はシュート頂の
内部(内体)に限られていた。
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3aJ04 
生長差の認められるアカシア兄弟家系聞におけるゲノム比較

盤山連王、日尾野隆(王子製紙・森林資源研)

ゲノム解析が進んでいる植物種においては、実際の形質発現とこ

れらに関与する遺伝子(群)の解析、さらには個々の遺伝子産物で

あるタンパク質レベルにおける機構(ネットワーク)の解明を目的

とした研究が今後急速に進むと予想される。これらの解析情報が、

縞物全般に共通する基盤的現象を理解する上で有用であることは

疑う余地もない。しかしながら、特定の種にのみ認められる形質の

解析においては、これらの情報にも適用限界があると言わざるを得

ない。

我々は、林木における特異的形質を規定する遺伝子要因を直接的

に解析するための手段として、Lisitsynらにより提唱された

Representational Difference Analysis (RDA法)を応用すること

を試みた。 RDA法はPCRを併用することで再現性よく増幅されてく

る小ゲノム断片を再回収し(アンプリコンの作製)、これを出発材

料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。我々は昨年度の本大会において、原法のゲノムサブトラクショ

ン効果に加えて、同一材料から抽出したs1RNA由来の cDNAプロープ

によるハイプリダイゼーションを併用した特異的ノ〈ンドの検出に

ついて実験条件並びに結果を紹介し、我々の解析方法が有効である

ことを報告した。現在、前回用いた材料(ベトナム事業植林地に由

来するアカシア種の兄弟家系より生長性が明らかに異なることに

より選抜した2系統)におけるゲノムサプトラ夕、ンョンによって得

られたバンドについて、これらの構造解析を継続しておこなってい

る。ゲノムライブラリーを作成し、サプトラクトされた部分を含む

ゲノム領域を得た後、周辺領域の構造解析を行った。今回、構造解

析により得られた ORFを基にしたデータベースでの相向性検索な

らびに発現解析について得られた結果を報告する。

3aJ05 

日周期および分単位で発現する樹幹の電位変動と直径変

動

盤E遁且1，3、鈴木三男2，3、鈴木均日(1石巻専修大・理工、

2東北大・理・植物園、 3理研・フロンティアサイエンス・

フォトダイナミクス)

樹木の幹には物質の輸送機能と機械的支持機能とがあ

り、その機能発現とともに各種生理問主、形態・概萱変

化が生じている。植物体内の現象を非砲撮的に把握する

一手法として電位計測があげられるが、樹幹内部現象の

ように具綱引育報が乏しい場合、電位計測の結果のみで

幹内部の現象を把握することは困難である場合が多い。

一方肥大生長をはじめとする樹幹の生長過程に関しては

形態学的な情報が豊富に蓄積されている。そこで我々は

樹幹表面の電位変動と幹の直径変動を計測することによ

り、樹幹内部の現象に関する情報の収集を試みた。その

結果、幹の表面電位は明確な日周変動と秒から分の持続

時聞をもっ速い変動を示すこと、幹の直径もこれらと類

似の日周変動と速い変動を示すことが明らかとなり、電

位変動と直径変動の同噺斬が幹内部の諸現象把握に有

効な手段となりうることが示され丸



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Ca
2
+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、 Ca
2
+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、R i) .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、 R mn

は4*10-2Q m2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R m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.




