




2aB 07 
C ––”  KDEL ”z—ñ‚ð‚à‚Á‰t–Eƒvƒ•ƒeƒCƒi•[ƒ[ (SH-EP) ‚Ì•×
–E“à‘•‘—‹@•\:ƒ^ƒoƒR BY2 •×–E‚ð—p‚¢‚½‰ð•Í
–¿–ÛŒŒ’‰•C•ôŠÔŒö“¿•C“ì•ì—²—Y(“Œ‹ž•‘Š¯—§‘å‰@•E—••E•¶•̈ ‰ÈŠw)

;–éŠJ•ïƒvƒ•ƒeƒCƒi•[ƒ[ SH-EP ‚ÍƒPƒcƒ‹ƒAƒYƒL”­‰èŽq‹Ö’†‚Å”­Œ»
‚µ•A’™‘ ƒ^ƒ“ƒpƒN‰Ý‚Ì•ª‰ð‚ð’S‚Á‚Ä‚¢‚é.‚±‚Ìƒvƒ•ƒeƒCƒi•[ƒ[
‚Í‰t–E‚É‹Ç•Ý‚·‚é‚É‚à‚©‚©‚í‚ç‚¸•AŠÔ•[ƒ|ƒŠƒyƒvƒ`ƒh•ã‚É•¬–E
‘ÌŽc—¯ƒVƒOƒiƒ‹‚ÆƒŒ‚Ä’m‚ç‚ê‚é C ––•è KDEL ”z—ñ‚ð‚à‚Á.
‚±‚Ì KDEL ”z—ñ‚Í SH-EP ‚ð‘O‹ì‘Ì‚Æ‚µ‚Ä•¬–E‘Ì‚ÉˆêŽž“I‚É’~
•Ï‚·‚é•D”\‚ð‚à‚Á‚Æ•„’è‚³‚ê‚Ä‚̈ ‚è (Okamoto et al.•C 1999) •A
‚³‚ç‚É‚ÍŽq‹c•×–E‚Ì–Æ‰u‘g•D‰»Šw“I‰ð•Í‚É‚æ‚è•Aƒvƒ•—ôSH-
EP ‚ª•¬–E‘Ì‚Ìˆê•”‚É•W•Ï‚µ‚½‚Ì‚¿•A’¼Œa 2•‡-5 •‡nm ‚Ì•¬–O
(KDEL -tailed cysteine proteinase accumulating-yesicle •C KV) 
‚É‚æ‚è‘å—Ê‚Ìƒvƒ•Œ^ SH-EP ‚ªƒSƒ‹ƒW‘Ì‚ð‰î‚³‚¸‰t–E‚É’¼Œãˆâ
‚Î‚ê‚é‚±‚Æ‚ª–¾‚ç‚©‚É‚³‚ê‚½ (Toyooka et —••C submitted) •B•¡
‰ñ‚Í KDE ‚µ”z—ñ‚Ì KV Œ •̀¬‚Ö‚ÌŠÖ— ‚̂ð–|‚×‚é‚½‚ß‚É•A KDEL ”z
—ñ‚ð‚à‚½‚È‚¢ SH-EP (KDEL-) ‚Æ SH-EP (KDEL+) ‚ð‚»‚ê‚¼
‚êƒ^ƒoƒR BY2 •×–E‚É‚¨‚¢‚Ä”­Œ»‚³‚¹•A‚»‚ê‚ç‚Ì•×–E“à•´‘—Œo
˜H‚ðƒpƒ‹ƒXƒ`ƒFƒCƒX•A•×–E“à•ª‰æ‚¨‚æ‚Ñ–Æ‰uƒvƒ•ƒbƒgj‹Ž‚ð—p‚¢
‚Ä‰ð•Í‚µ‚½•B SH-EP (KDEL+) f‚ÜŽq—t•×–E‚Æ–â‹@‚Éƒvƒ••Í
SH-EP ‚ª•¬–E‘Ì‚ÉˆêŽž“I‚É’~•Ï‚µ‚½‚Ì‚¿‰t–E‚Ö‚ÆŒ±‘—‚³‚ê‚½
‚ª•A SH-EP (KDEL-) ‚Å‚Í•¬–E‘Ì‚Å‚Ì̂ êŽž“I’~•Ï‚Í‚Ý‚ç‚ê‚̧ •A
SH-EP ‚ÍŽØ’n’†‚É•ª”å‚³‚ê•A‚³‚ç‚Éˆê•”‚Í‰t–E‚Ö‚à‘™‘—‚³‚ê
‚Ä‚¢‚½.‚±‚ê‚ç‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•A KDEL ”z—ñf.J f KV ‚ÌŒ`•¬‚É•d—v
‚È–ðŠ„‚ð‚à‚Â‚±‚Æ‚ª•„’è‚³‚ê‚½.Œ»•Ý•A–Æ‰u‘g•D‰»Šw“IŽè–@‚ð
—p‚¢‚Ä•A BY2 •×–E“à‚É‚̈ ‚̄ ‚é SH-EP (KDEL+ •C KDEL-) ‚Ì•×
–E“à—A‘—Œo˜H‚ÌŒQ•×‚ÈŠÏŽ@‚ð‘±‚Ý‚Ä‚¢‚é•B
O”‘ moto et aJ .•C (1 999) J. Bio J. Chem. 274 •E11390-11398.

2aB 08 
“œ•½•‡•¬‘jŠQ•ÜƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“‚É‘Ï•«‚ðŽ¦‚·ƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi

Šé•cŽº•AˆÉŒ´(ŽšŽ¡–ì)“¿Žq•A Maarten J. Chrispeelsl •A•²

–ì•_(“Þ—Ç•æ’[‘å•Eˆâ“̀ Žq•A l ƒJƒŠƒtƒHƒ‹ƒjƒA‘åƒTƒ“ƒfƒBƒG

ƒS•Z)

ƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“‚Í NŒ‹•‡Œ^“œ•½•‡•¬‚Ì•‰Šú”½‰ž‚ð•G”}‚·‚é

UDP- GlcNAc:dolichol phosphate GlcNAc-1-P 
transferase (GPT) ‚ð“ÁˆÙ“I‚É‘jŠQ‚·‚é‚±‚Æ‚Å•×–E“Å•«‚ðŽ¦

‚·•BƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“‚É‚æ‚é•¬–E‘Ì‚Å‚Ìƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿“œ•½•t‰Á‚Ì

‘jŠQ‚Åƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ÌƒtƒH•[ƒ‹ƒfƒBƒ“ƒO‚ÉŽx•á‚ª•¶‚¸‚é‚Æ BiP
‚ð•‰‚ß‚Æ‚·‚é•¬–E‘ÌƒVƒƒƒyƒ•ƒ“‚ª—U“±‚³‚ê‚é.‚±‚ÌŒ»•Û‚Í

unfold ”bdprot ”bin reponse (UPR) ‚ÆŒÄ‚Î‚ê‚é.‰ä•X‚ÍƒVƒ•

ƒCƒkƒiƒYƒi‚©‚ç GPT ‚Ì cDNA ‚ð’P—£‚µ•AƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚É‚¨

‚¢‚Ä‰ß•è”­Œ»‚³‚¹‚½•B ƒgƒ‰ƒ“ƒXƒWƒFƒjƒbƒN•A•¨‚Í–ì•¶Œ^‚Ì

10 ”{ˆÈ•ã‚Ì GPT Šˆ•«‚ð—L‚µ•A–ì•¶Œ^ƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚ª•¶ˆç

‚Å‚«‚È‚¢”Z“x (0.3ƒÊg/ml) ‚ÌƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“‚É’ï•R•«‚ðŽ¦

‚µ‚½•BƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“‘¶•Ý‰º‚Å‚àƒgƒ‰ƒ“ƒXƒWƒFƒjƒbƒN•A•¨‚Í

“œƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ð•‡•¬‚µ•A–ì•¶Œ^‚ÅBiP ‚ª—U“±‚³‚ê‚é”Z“x‚Ìƒc

ƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“•ˆ—•‚Å‚Í BiP ‚Ì—U“±‚ÍŒ©‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½•B GPT ˆâ

“`Žq‚ð‘I‘ðƒ}•[ƒJ•[‚Æ‚µ‚Ä—p‚¢‚é‚±‚Æ‚Åƒgƒ‰ƒ“ƒXƒWƒFƒjƒcƒN

ƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚ðƒcƒjƒJƒ}ƒCƒVƒ“ŠÜ—L”|’n‚Å‘I”²‚·‚é‚±‚Æ‚ª

‰Â”\‚Å‚ ‚Á‚½•B
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2aB 09 
”g–E•´‘—ƒŒƒZƒvƒ^•[ PV72 ‚Æ—A‘—ƒVƒOƒiƒ‹‚Ì‘ŠŒÝ•ì—p‚ÉŠÖ‚·
‚éŒ¤‹†
“n•Ó‰xŽq1‹v “ ˆ “c ’m•¶ 1‹v ‘á–ö”ü˜a \—Ñ••1•A•¼‘º‚¢‚­‚±‚¦

•¼‘ºŠ²•v 1•C2 CŠî•¶Œ¤•E•×–E•¶•̈ •A z‘••‡Œ¤‹†‘åŠw‰@‘åŠw•E•¶–½
‰ÈŠw•Aƒ ‹̂ž‘å‰@•E—••E•¶•̈ )

–Ú“I)‚±‚ê‚Ü‚Å‚É‰ä•X‚Í•A ER ‚©‚ç‰t–E‚Ö‚Æ’™‘ ƒ̂ ƒ“ƒpƒN‰Ý‚Ì‘O‹ì‘Ì
‚ð‰̂ ‚Ô PAC •¬–E (Precursor-accumulating vesicles) ‚É‰t–E—A
‘—ƒŒƒZƒvƒ̂ •[ PV72 ‚ðŒ©‚¢‚¾‚µ‚½ (1) • PV72 ‚Æj–é–E•J‘—ƒVƒOƒiƒ‹
‚Æ‚Ì‘••‡‹y‚Ñ‰ðŽÔŽíƒ•ƒJƒjƒYƒ€‚ð‰ð–¾‚·‚é‚½‚ß•A PV72 ‚Ìƒ‹•[ƒ•ƒ“ƒhƒ•
ƒCƒ“‚ð‘å—Ê”­Œ»‚·‚é‚½‚ß‚ÌŒn‚ð•p•Õ‚µ•A“¾‚ç‚ê‚½‘gŠ·‚¦ƒ̂ ƒ“ƒpƒNŽ¿
( rPV72) ‚Æ’™‘ ƒ̂ ƒ“ƒpƒNŽ¿ 25 ƒAƒ‹ƒuƒ~ƒ“‚ÌŒ‹•‡•A‰ðŽ¥‹@Ž®‚ð‰ð

•Í‚µ‚½.
Œ‹‰Ê)PV72 ‚Ìƒ‹•[ƒ•ƒ“ƒhƒ•ƒCƒ“‚ðƒR•[ƒh‚·‚é cDNA ‚ð‘g‚Ý•ž‚ñ‚¾
ƒpƒLƒ…ƒ•ƒEƒCƒ‹ƒX—p”­Œ»ƒxƒNƒ̂ •[ pBPV72 ‚ð•p’z‚µ•A•©’Ž•×–E‚ÉŠ́
•õ‚·‚éƒEƒCƒ‹ƒX‚ð•ì•»‚µ‚½.ƒEƒCƒ‹ƒX‚ð•×–E‚ÉŠ́•õ‚³‚¹ŒoŽž•Ï‰»‚ð’²
‚×‚½‚Æ‚±‚ë.Š́•õŒã 36 ŽžŠÔŽ©‚É‰Â—n•«‰æ•ª‚ÉrPV72 ‚ª”Ñ‚à‘½‚­”­
Œ»‚µ‚Ä‚¢‚½.‚±‚Ì‘g’Š•o‰t’†‚Ì rPV72 ‚Í 25 ƒAƒ‹ƒuƒ~ƒ“‚Ì;•œ–E–ù‘—
ƒVƒOƒiƒ‹‚É‘Î‚·‚é—•‰ï”\—Í‚ðŽ¦‚µ‚½.‚»‚±‚Å•A‚±‚Ì•ðŒ•‰º‚Å”|—{‚µ‚½
•×–E‚©‚ç rPV72 ‚ð•̧•»‚µ•e BIAcore (ƒ̂ƒ“ƒpƒNŽ¿‘ŠŒÝ•ì—p‰ð•Í‘•’u)
‚ð—p‚¢‚Ä rPV72 ‚Ì•¶‰»Šw“I‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½ . rPV72 ‚Í 25 ƒAƒ‹ƒuƒ~
ƒ“—R—‚̂Ì‰t–E–ù‘—ƒVƒOƒiƒ‹‚Æ‚µ‚Ä‹@”\‚·‚éƒyƒvƒ̀ƒh‚ÉŒ‹•‡‚µ•A‚»‚Ì•Ï
Ù̂ƒyƒvƒ̀ƒh‚É‚ÍŒ‹•‡‚µ‚È‚©‚Á‚½.•]‚Á‚Ä•A rPV72 I‘•–ì•¶Œ̂ PV72 ‚Æ
–â‹@‚Ì•«‰Ý‚ðŽ•‚Á‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚½.̂ê•û •APV72 ‚Ìƒ‹•[ƒ•ƒ“ƒhƒ•ƒCƒ“‚É
‚ÍƒJƒ‹ƒVƒEƒ€Œ‹•‡ EGF ‹@ƒ‚ƒ̀•[ƒt‚ª‚ ‚é‚ª•A EDTA ‚ÅƒJƒ‹ƒVƒEƒ€‚ð
•œ‚­‚Æ•A rPV72 ‚Íƒyƒvƒ̀ƒh‚ÉŒ‹•‡‚µ‚È‚­‚È‚Á‚½.‚±‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚çƒJƒ‹
ƒVƒEƒ€‚ª•A PV72 ‚ÌŒ±‘—ƒVƒOƒiƒ‹‚Ö‚ÌŒ‹•‡‹y‚Ñ‰ð“G‚ð•§Œä‚µ‚Ä‚¢‚é‰Â
”\•«‚ªŽ¦•r‚³‚ê‚½.
1 )5himada T. et al. Plant Cell Physio l. 38: 1414 •E1420 (1997) 

2aBlO 
GUS- ƒŒƒ{•[ƒ^}–@‚É‚æ‚é AtVAM8p ‚Ì

ŠíŠ¯“ÁˆÙ“I“wŒ»ƒpƒ^}ƒ“‚Ì‰ð•Í
”Õ•À’S–¿•AŒõ‰ª“WŠJ“‡•A•²“¡—Y•F(‹ž‘å•E‘••‡•l–â•A‹ž‘å‰@•E
•lŠÔŠÂ‹«)

•‚“™•A•¨‚Ì‰t–E‚Í“ñŽŸ‘ãŽÓŽY•¨‚Ì’™‘ •E•s—v•¨‚Ì•ª‰ð•E•Z
“§ˆ³‚Ì’²•ß•E•×–E“à•[“U‹@”\‚È‚Ç‚Ì‹@”\‚ð‚à‚Á‚Ä‚¢‚é•B‚µ‚©
‚µ•A‰t–E‚ªŒ`•¬‚³‚ê‚é•ªŽqƒ•ƒJƒjƒYƒ€‚Í–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚µ•A•B
‰ä•X‚Í•o‰è•y•ê‚É‚¨‚¯‚é‰t–EŒ`•¬ˆâ“`Žq‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é‹¥ M
3 ‚Ì•ÏˆÙŠ”‚ð‘Š•â‚Å‚«‚éˆâ“`Žq‚Æ‚µ‚Ä At ‹¥ M3 ‚ðƒVƒ•ƒCƒk
ƒiƒYƒi‚æ‚è’P—£‚µ‚½•B•¡‰ñ•A‰ä•X‚ÍAt ‹¥ M3 ‚ª 7 ‚Â‚ÌƒGƒL
ƒ\ƒ“‚Æ 6 ‚Â‚ÌƒCƒ“ƒgƒ•ƒ“‚©‚ç•\•¬‚³‚ê‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ‚ð–¾‚ç‚©
‚É‚µ‚½•B‚Ü‚½•A At ‹¥ M3 ‚Æ‘Š“¯•«‚ªˆê”Ô•‚‚¢ AtPLP ‚à“¯—l
‚É 7 ‚Â‚ÌƒGƒLƒ\ƒ“‚Æ 6 ‚Â‚ÌƒCƒ“ƒgƒ•ƒ“‚©‚ç‚È‚Á‚Ä‚¢‚é‚±‚Æ
‚à–¾‚ç‚©‚É‚µ‚½•B‘±‚¢‚Ä•A‡@'At –ãM3 ‚Ìƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[—Ìˆæ
1 9 0 0 bp+GUS- ƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`Žq‡A At –ã M 3 ‚Ìƒvƒ•ƒ‚
•[ƒ^•[—Ìˆæ 1200bp+GUS •EƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`Žq‡B At ‹¥ M3
‚Ìƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[—Ìˆæ 600bp+GUS- ƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`Žq‚ÌƒR
ƒ“ƒXƒgƒ‰ƒNƒg‚ð‚»‚ê‚¼‚ê•ì•¬‚µ‚»‚ê‚ç‚ð“±“ü‚µ‚½ˆâ“`Žq‘g
‚ÝŠ·‚¦•A•¨‚ð•ì•o‚µ‚½•B GUS- ƒŒƒ|•[ƒ^•[‰ð•Í‚ÌŒ‹‰Ê•A•ª‚Å
‚Í•æ’[‚Ì•L’·—Ìˆæ‚ð•œ‚¢‚½•¬•n‚µ‚½•×–E‚Å‹­‚¢”­Œ»‚ª‚Ý‚ç
‚ê‚½•B‚Ü‚½•A—t‚Ì‹˜Ž•‚â‰ÔŽ…‚Å‚Ì”­Œ»‚ª‹­‚¢‚±‚Æ‚à•ª‚©‚Â‚½•B
‡@•E‡A•E‡B‚»‚ê‚»•B‚ê‚Ì•A•¨‚Å‚ÌƒŒƒ|•[ƒ^•[ˆâ“`Žq‚Ì”­Œ»ƒpƒ^
•[ƒ“‚Í“¯‚¶‚Å‚ ‚Á‚½•B‚æ‚Á‚Ä•A 600bp ‚Ìƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[—Ì
ˆæ“à‚É At ‹¥ M3 ‚Ì”­Œ»‚É•K—v‚ÈƒGƒŒƒ•ƒ“ƒg‚ª‚ ‚é‚Æ•l‚¦‚ç
‚ê‚é •B



2aBll 
ジャガイモ塊茎20・kDaタンパク質前駆体のN末端側プロペプチドと

C末端部分には異なった液胞翰送シグナルが存をする

企出塵盟¥松岡健¥大藤雅章2. 中村研三 1，2

(1名古屋大院・生命農・生イt，2~基生研・発生生物)

ジャガイモ塊茎には見かけの分子量20・kDa付近を示すKunilz型ト

リプシンインヒビ7--77'ミリーが存在する。その中の1つPT20前
駆体は、サツマイモの液胞歩ンパク質スポラミン(SPO)の液胞愉送シグ

ナル(VSS)であるN*鋪側プロペプチド(NTPP)中のNPIRLfe列と類似

したNPINL配列を NTPP中に、またC末端領IHこNPLDV配列をもっ。

PT20前駆体のNTPPを含むN末端側33アミノ厳と PT20前駆体の

NPLDV配列を含むC末端illJ13 7'ミノ酸をそれぞれ、液胞験送シグナ

ルを欠失させた6proスポラミンのN末端側もしくはC末端illJに繁げ

たnPT20・SPO友びSPO・PT20c遺伝子を作成して、歩パコ培養細胞

BY・2で発現させた。その結果、いずれの前駆体の場合にもSPOは液

胞画分に検出された。細胞のworlmannin処理と前駆体のC末端への

Gly残基の付加はオオムギ・レクチンのc末端プロペプチド(CTPP)依
存性液胞蛤送を阻害するのに対し、 NPIRL型VSSliwoバmannlnや前

駆体C末端へのGly付加によって影響されない。SPO-PT20cの液胞

翰送linPT20-SPOの場合とは異なり、 wortmanninとC末端へのGly

付加によって液胞綿送が阻害され、またPT20のc末端のSFKQVQ配
列がCTPP型VSSとして機能することが分かった。以上結果より、

PT20前駆体にはNTPP中のNPIRL型VSSとC末端のCTPP型VSS

の異なった種類のVSSが存在することが明らかとなった。

2aB12 
高等植物におけるオートファジーに関する解析

五血歪盤iY、野田健司内自野由美子 3，4、佐藤修正人加藤友
彦久林浩昭 6、柴田大輔 M、田畑哲之 5、大隅良典 1，2

('基生研総研大三井業際植物，4NewJ ersey大，5均、ずさ DNA
研東大院・農・応生イ~

オートファジー(自食作用)とは、栄養鰻餓に伴い、

細胞が細胞質成分を液胞等へ輸送、分解するという真

核生物に普遍的に存在する現象である。酵母を用いた

解析から、その分子機構が明らかになりつつある。

我々はこれまでにオートファジーに関わると予想さ

れるシロイヌナズナのcDNAを7つ単離した。そして、

高等植物におけるオートファジーの生理的機能を探る

ために各遺伝子の T-DNA挿入破壊株をスクリーニン

グした。結果、現在までに3つの破壊候補株を得た。

これらの植物を糖濃度の異なる培地で生育させた結果

や、各遺伝子の解析の進行状況について報告する。

また、各植物個体でのオートファジ一能を定量的に

評価できる系の確立を目的として、培轡田胞レベルで

の研究も行っている。現在、野生型培掛田胞を糖欠乏

にさらした際の形態的、生理的変化とオートファジー

との関わりについて検討中である。

8S 

2aB13 
タバコ培養細胞がショ糖飢餓に応答して起こす

2種類の自食作用

直塁王広，三好泰博森安裕二， (静岡県立大学・

生活健康科学研究科，食品栄養科学部，) 

タバコ場養細胞 (BY-2)を，ショ糖飢餓処理する

と，細胞内のタンパク質分解が冗進する。このタン

パク質分解を，プロテアーゼ阻害剤によって阻害す

ると，自食作用を担っていると考えられるオートリ

ソソーム (AL)が核周辺に蓄積する。本研究では，

細胞をショ糖飢餓処理後，時間をずらして阻害剤を

投与し，その後のAL蓄積を観察することにより，

AL形成の時聞を正確に求めようと試みた。その結

果， Aしは，ショ糟飢餓処理後，約10から19時間の

聞に，一過的に現れることがわかった。さらに，

Aしが消滅した後もタンパク質分解は継続し，同時

に，細胞質の未分解物と思われる頼粒が，液胞内で

増加することがわかった。よって，ショ糖飢餓に伴

うタンパク質分解には， Aしを介した自食作用と，
Aしを介さず液胞が直接関与する自食作用という，

2種類の自食作用が寄与する可能性が示唆された。

2pBOl 
Tillandsia ionantha (air plant)の葉部における

特異な水吸収能

本題率直ιl、青木車祐美 l、貴家康尋 2、坂田洋一 2、

武長宏 l、田中重雄 2 (1東京農大・農イじ、 2同・バ

イオ)

着生植物である Tillandsiaionanthaの葉部は，

通常の植物とは異なり大量の水を吸収することが

できる.本植物の特異な水吸収能は，塩イじ第2水

銀により抑制されたが， β.メルカプトエタノー

ル処理により回復した.この結果は，水チャンネ

ルとして知られているアクアポリンが ，T， 

ionantha葉の水吸収能に関与していることを示

唆している.そこで，我々は RT-PCR法を用いて，

本植物から細胞膜アクアポリンと相同性のある 3

種の新規 cDNAクローン(TiPIPla，TiPIPlb， 

TiPIP2a)を単離した.すべてのクローンの mRNA

発現レベルは，植物体を水に漫積することによっ

て急速な増加を示した.興味深いことに，TiPIPla 

の mRNA発現レベルは水蒸気にさらすことによ

っても増加した.



2pB02 
浸透圧ストレスによる孔辺細胞内でのリンゴ酸蓄積促進とその

生理学的役割
浅井尚子，中嶋{書美玉置雅紀後藤潔鎌田博，近藤短期3

(筑波大・生物国立環境研聖徳大東大・院・理・生物)

気孔は大気との接点にあるため、特に大気の乾燥時には孔
辺細胞は乾燥に曝される。したがって、孔辺細胞は乾燥に対
して何らかの防御反応を持ってb、ると考えられるが、そのしくみ
については研究されていない。そこで本研究では孔辺細胞の
乾燥に対する抵抗性のしくみについて測べた。ソラマメ(Vlcia
faba L.)の業の裏側表皮を0.4M-vンニトーノレ水溶液に浸潤
することにより、孔辺細胞に浸透圧ストレスを与え乾燥の代わり
とした。孔辺細胞では、光依存的にリンゴ酸蓄積が起こるが、
浸透圧ストレスはさらにその蓄積を促進した(1)。ホスホエノ}ノレ

ヒ・ノレピン酸カルボキシラーゼ(PEPC)の特異的阻害剤 DCDP
処理によってリンゴ酸蓄積は限害された(2)。また、 14C02からリン
ゴ酸への 14Cの取込みは浸透圧ストレス下で上昇した。これら
の結果から、 PEPCを介した合成経路でのリンゴ酸の蓄積が浸
透圧ストレスにより上昇することが示された。ウエスタンプロット
解析を行ったところ、孔辺細胞の PEPCのタンパク量が浸透圧
ストレスで上昇することが明らかになった。また、孔辺細胞に
DCDP処理を行うと気孔開度が低下したことから、リンゴ酸蓄積
が孔辺細胞内の浸透圧上昇に寄与していることが示唆される。
(1) Asai et 81. (1999)Planl Cell p，砂'sI01.40・843・849.
(2) Asai et 81. (2000) Planl Cell p，砂'slol.(in press). 

2pB03 
カタラーゼおよびベタイン合成遺伝子を導入し

た淡水性ラン藻の塩ストレス応答

却ま盈去、日比野隆1、石川浩l、高倍鉄子2、高倍

昭洋(名城大・総合研、 1名城大・理工・化学、 2名

古屋大院・生命農・生物資源)

植物が高塩濃度下でも生育するためには、ベタ

インのような適合溶質の蓄積、 Na+の細胞外への
汲み出し、または液泡への蓄積が重要である。同

時に、塩ストレスによるC02取込み速度の低下
は、電子伝達鎖の過剰な還元を招き、活性酸素の

生成をもたらすことが考えられる。塩ストレスが

もたらす酸化ストレスの寄与について検討するた

めに、淡水性ラン藻 Synechococcus sp. PCC 
7942にカタラーゼおよびベタイン合成遺伝子を導

入した。光強度が30μE m-2 s-l で培養したと

きは、カタラーゼ (katE) およびベタイン合成

(bet)遺伝子を導入した形質転換体は、高塩漬度

下において、コントロール株よりも早い生育速度

を示した。光強度が100μEm四 2S-l のときは、

katE遺伝子を導入した形質転換体は、高塩濃度下

において、コントロール株よりも早い生育速度を

示したが、 bet遺伝子を導入した形質転換体は効果

がなかった。これらの結果について報告する。
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2pB04 
耐塩性ラン藻 AphanothecehalophytIcaの分子シヤ

ベロンDnaKのフォールデイング活性に対する塩お

よび温度の効果

且よじ畳屋、加来伸夫人高倍鉄子2、吉川博文3、高

倍昭洋1(名城大・理工、 1名城大・総合研究所、

2名古屋大院・生命農・生物資源、 4東京農大・応用

生物・バイオ)

耐塩性ラン藻 AphanothecehalophytIcaは幅広い

塩濃度(0.25-2.0M NaCl)で生育可能なラン藻であ
る。このラン藻の 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100個長い。そこで、 A.halophyticaの dnaK遺
伝子を大腸菌で大量発現させ精製した。精製した

DnaK蛋白質は、淡水性ラン藻のDnaKとは異な

り、高波度のNaCl存在下においても、高いATP分
解活性や、蛋白質フオールデイング活性を示し

た。 A. halophyticaのC末端領域を欠損させた変異
体のATP分解活性は、高塩濃度下でも高い活性を
示したが、蛋白質フォールデイング活性は著しく

低下した。次に、 A.halophyticaの dnaK遺伝子を
大腸菌および淡水性ラン藻 Synechococcussp. 
PCC 7942で発現させ、これら生物の高温およ高塩

耐性を、生育速度、電子伝達活性等の測定により

調べた。これらの結果について報告する。

2pB05 
耐塩性ラン藻DnaK遺伝子導入タバコの高温スト
レス耐性

企旦血益、日比野隆1、田中義人1、鈴木茂敏、高

倍鉄子2、高倍昭洋3(名城大.JI. .農学、 1名城

大・理工・化学、 2名古屋大院・生命農・生物資

源、 3名城大・総合研)

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
さらされたとき、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蛋白質を過剰発現させたタバコを用い
て高温ストレス耐性が付与されるかどうか検討し
た。 AphanothecehalophyticaのdnaK遺伝子を
CaMV35Sプロモーターの制御下で発現するように
した形質転換タバコを用いた。この形質転換タバ
コの、高温ストレス下における、発芽率、生育速
度、 C02固定速度、光合成電子伝達速度、蛋白質

合量の変動について検討した。これらの結果につ
いて報告する。



2pB06 
アラピドプシスにおけるプロリン量とP5CS、ProDH

遺伝子発現量の昼夜変動

林史夫、和田敬四郎(金沢大・理・生物)

これまで塩ストレス下の植物において、プロリンの明

期での蓄積、暗期での減少が観察されることを報告して
きた。今回、アラピドプシスを用いて、このプロリン量

の増減にP5CS、ProDH遺伝子発現量、酵素タンパク質
量の変動が関係するか検討した。アラピドプシスでは非

ストレス下でもある程度のプロリン量の蓄積が観察さ
れ、塩ストレスによりさらなる蓄積が観察された。スト

レスの有無に関わらずプロリン量、各遺伝子発現量、酵

素タンパク質量の昼夜変動は観察され、プロリン蓄積量

はこれら遺伝子の発現量に関係があることが示唆され
た。また、連続明期下、連続暗期下で生育させた非スト

レス植物体ではこれらの変動は観察されなかった。さら
に、連続明期下ではP5CSタンパク質の大幅な蓄積、

ProDHタンパク質の減少が観察されたにもかかわら

ず、プロリン量の蓄積は観察されなかった。このことは

プロリンの蓄積はP5CS、ProDHの遺伝子発現量、タン
パク質量に依存しないことを示し、活性発現のための異

なる因子の存在を示唆した。

2pB07 
ダイズのプロリン合成系に関する研究

盤運丞%.'水野幸一，藤村達人(筑波大・農工系)

プロリンは、植物における適合溶質のーっとしてよく知られてい

る物質である。様々な植物で塩ストレスや乾燥ストレスに反応して

プロリンが湘加することが示されており、ストレス耐性に対して重

要な役割を果たしていると考えられている。ダイズにおいても、乾

燥および塩ストレスを受けるとプロリン含量が増加することが知

られている。ところが、我々が耐題性の異なる 7品種のダイズを用

いて、プロリン含量と耐底性との関係を調べたところ、全く相関が

認められなかった。このことから、ダイズのフ'ロリン合成系がスト

レス応答性でない可能性が考えられる。そこで、ダイスーのプロリン

合成系のストレスに対する応答を調べる必要があると考え、まずプ

ロリン合成系の酵素遺伝子のクローニングを試みた。植物における

プロリンの生合成経路には、t.'・pyrrolineふcarbox¥'latesぅnthetase
(P5CS) によって触媒されるグノレタミン酸経路と、ふornithine
aminotransferase (d-OAT) によって触媒されるオノレニチン経路が存
在し、どちらの経路でも最終的にが-p)lTolineふcarbox、latereductase 
(P5CR)の働きでプロリンが合成される。まずダイズの全RNAを

抽出し、 RT-PCRによっておCS、ふOATおよびP5CRの部分断片を

単離した。P5CRはすでにダイズで単離され、全長が決定されてい

る。 P5CSについてはそスピーン由来のものと比較してアミノ酸レ

ベノレで85%、ふOATは62.6%の相向性をもっ断片が得られたa 上記

で得られた断片をプロープとしてノーザン解析を行い、耐塩性品種

Leeの温ストレス下における遺伝子発現を調べたが、プロリン合成
系の酵素遺伝子はいずれも誘導されていなかった9 したがって、

Leeのプロリン合成系はストレス応答性でない可能性が高い。今後
は、 Leeに比べてプロリンを多量に蓄積する品種についても解析を
行い、ダイズのプロリン合成のメカニズムひいては耐温性の戦略に

ついて明らかにしたいと考えている。
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2pB08 
葉緑体型グルタミン合成酵素遺伝子導入イネの高
温・高塩耐性
血虫垂ム、星田尚司1、林康行2、田中章2、日比野
隆、高倍鉄子3、高倍昭洋4(名城大・理工、 1山口
大・工・応化工、 2植物工学研究所、 3名古屋大院・
生命農・生物資源、 4名城大・総合研究所)
植物は塩や乾燥などのストレスに曝されると蒸
散を抑制するために気孔を閉じる。このことは、
同時にCOz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。ところで、光呼吸経路で生成するCOzやホスホ
グリセリン酸がカルピン・ベンソンサイクルの基
質であることから、光呼吸が活性酸素生成を抑制
することが考えられる。このことを、実際に検討
するために、光呼吸活性を増強した形質転換植物
を作成した。すなわち、葉緑体型グルタミン合成
(GS 2)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もの (G39-2)やほ
とんど失ったもの (G241・12)が得られた。 G39-2
の光呼吸活性はコントロールの約1.5倍であった。
これら植物体に塩ストレスを与えたときの生育速
度、電子伝達活性を調ベた。また、形質転換体の
高温ストレス下における生育速度、電子伝達活性
について検討を行った。これらの結果について報
告する。

2pB09 
CLONING OF SALT-STRESS RESPONSIVE 
GENES FROM BARLEY BY DIFFERENTIAL 
DISPLAY 
Akihiro UEDA， Toshihide NAKAMURA， Weiming SHI 
Yasunori MURAMOTO， Yukio NARITA， Mihoko 
T AKAHASHI， Angelina M. ALVAREZ-NAKASE， 
Tetsuko T AKABE 
Grad. Sch. Bioagri. Sci.， Nagoya Univ.， 
Nagoya 464-8601 

In order to fully understand plant salt tolerant 
mechanism， a large scale ぉreeningof salt stress 
responslve gen四 wascarried out by using differential 
display. Totally 480 RAPD primer species were us氾dω
sc陀 enout the candidates from both roots and leaves 01 
barley (Hordeum vulgare cv. Haruna・nijo)under short-
ほrm(NaCl笈lOmM 30 minutes) or long term salt st印ss
(t、JaCl300 mM  2 days). Up to date， around 300 clones 
have been isolated and s司uencedfrom shorトtem1salt 
stressed plants and 500 clones from long-term plants. So 
far. the isolated candidates can be divided into : salt stress 
related genes such as osmoprote氾tantsynthesis related or 
signal transduction like P5CS， proline transporほr，
serine/threonine specific protein kinas氾;the genes whοse 
relation to salt stress is still unclear such as ATP-RNA 
helicas沼，nuclease， transketolas氾.A large p岨rtof the 
isolated candidates are function unknown genes such as 
putative protein or no-hitting ones. Isolation 01' fulllength 
genes and their further analysis is in progress 



2pBlO 
オオムギの温ストレス鶴導型プロリントランスポーター

遺伝子の単厳

よg 弘，鍍倫明中村微笑九高倍鉄子1
(名古屋大・生物分子応答研究センター名古屋大院・

生命島

我々はオオムギを用いて、塩ストレス下で跨導される

遺伝子をディファレンシャルディスプレイ法によって探

索した.その結果、アラピドプシスとトマトで報告され

ているプロリントランスポーター遺伝子 (AtProT，

LeProT)と相同性の高いPCR産物(約1.3kbp)を得た.

これをプローブとしてC:DNAライブラリーから単厳したク

ローンは全長 2，1曲bpであり、 4珂アミノ強からなる 1
つの aFを有していた.このアミノ酸配列はそれぞれ
AtProT2と倒11:， LeProT3と5拐の相向性を有しており、

プロリントランスポーターをコードしている遺伝子であ

ると考えられた.プロリンは適合溶質として働くことが

知られており、本研究で得られたプロリントランスポー

ターは塩ストレス下でのプロリン粉送に関わっているこ

とカ維察された.

3aBOl 
イネ米熟種子で発現するOSKプロテインキナーゼ

の精製と標的タンパク質の探索

墨屋並1.2、島田浩章夫高野載 1(1農水・生物研・

分子遺伝、 2東京理科大・基礎工・生物工)

OSKはSNF1と高い相同性を示すプロテインキ
ナーゼファミリー (SnRK1)に属する。イネには3
種類の OSK遺伝子が存在し、塩基配列の相向性及
び発現部位の特異性から、 2つのグ‘ループに分類さ
れる。このうち一方のグ、ループは、イネ未熟種子の

脹乳において特異的に発現していることが分かつ

たため、任乳におけるデンプンの蓄積に関わってい

ることが示唆されていた。そこで私たちは、 OSK
の標的となるタンパク質を同定することで、未熟種

子における OSKの役割を明らかにしようと考えた。
私たちはイネ未熟種子の粗抽出液から、 SAMS
ペプチド (SnRK1に特異的な基質)のリン酸化活
性を指標にし、 3種類の陰イオン交換クロマトグラ
フィーによって約 100倍にまでOSKタンパク質を
精製することができた。一方、イネ未熟種子の

mRNAを用いて、スクリーニング用の発現ライブ
ラリーを作製した。そして精製された OSKタンパ
ク質を用いて、固相リン酸化スクリーニング法によ

り発現ライブラリーを検索した。
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3aB02 
トウモロコシショ糖リン酸合成醇棄の活性調節部位

(Ser162)への変異導入とイネでの過剰発現

査置盟主，小里子清美，字t.e正志石丸健，青木直大，

大杉立 (農業生物資源研究所・生理機能部生物工学部)

ショ糖リン酸合成静素(SPS;EC 2.4.14)はショ糖合成

のキー工ンザイムであり、特定のセリン残基の可逆的な

リン酸化を含め複雑な活性調節を受けている。 SPSは暗

条件下でリン酸化・不活性化され、基質やアロステリッ

クエフェクターへの親和性を変化させる。またいくつか

の形質転換植物において、過剰発現させた SPSタンパク

質が明条件下でも不活性化されることが観察されている。

トウモロコシ SPSの活性調節部位 Ser162をAlaに
置換し、改変トウモロコシ SPS遺伝子および対照用の非

改変トウモロコシ SPS遺伝子をイネで過剰発現させた。

非改変トウモロコシ SPSを発現する形質転換イネは、日月

条件下で SPS最大活性の増加に伴ぃ SPSの不活性化を

示した。一方、改変トウモロコシ SPSを発現する形質転

換イネにおいてはこのような SPSの不活性化はみられず.

さらに暗条件下での SPSの不活性化も起こらなかった。

これらの結果より、トウモロコシ SPSのSer162がSPS

の暗条件下での不活性化、および過剰発現により引き起

こされる不活性化の両方に関わることが示峻された。

3aB03 
枝作り酵素(BEIIb)遺伝子を導入したイネ amylosEドextender
変異体の形質転換体の作製および解析

国史亘鑑、字垣正志、川崎信二、佐藤光¥中村保典
(農水省・生物研、 1九州大・農)

アミロペクチンは、分子内にクラスターと呼ばれる独特
な側鎖精進を形成し、デンプンの物性を左右する。我々 は、
イネデンプンの物性を改変するために、形質転換系を利用し、
イネのデンプン変異体にデンプン合成関連酵素遺伝子を導入
し、アミロペクチンの構造を変化させる実験系を確立するこ
とを献みた。
アミロペクチンのクラスターの形成には、枝作り酵素(BE)
が重要な役割を果たすことから、その発現を制御すればアミ
ロペクチン精進を変化させることが期待できる。本研究では、
イネ腔手Lの BEIIbアイソフォームの変異体 amylose-
extender (ae)にBEIIb遺伝子を導入した。まず、イネ(キタ
アケ)ゲノム DNAライブラリーから、 BEIIb遺伝子会領域
をコードする DNA断片を単離し、これを、 Agrobacteri・um
を介して、 ae(EM・10)に導入した。その結果得られた複数
の形質転換体の T1種子について、 B5乳の BE活性を
Native-PAGEI活性染色により調べたところ、 BEIIb活性が
回復した種子を確認した。さらに、 T1種子のアミロペクチ
ンの鎖長分布を解析したところ、 EM-10の鎖長分布とは異
なり、 EM-10の親椋(金南風)の鎖長分布に近い分布を示し
た。本研究で用いた実験系で、変異体のアミロペクチン構造
を変化させ得ることが示された。そこで、 BEIIb遺伝子の
発現を制御することによって、新しいタイプのアミロペクチ
ンを生合成する可能性について検討する。



3aB04 
イソアミラーゼ遺伝子の発現制御による組み換えイネのア
ミロペクチン構造改変
議足直孟久保亜希子..小沢憲二郎高岩文雄原因久
也¥中村保典2 (秋田県大・生物資源千葉大・園芸生
物研)

我々はこれまで.イネSl1gary-l突然変異体の解析から，
枝切り酵素<DBE)の一つであるイソアミラーゼ(ISA)が，
もう一つのDBEであるプルラナーゼ(PUυとともにアミロ
ペクチンの生合成過程で不可欠であると報告してきた
(Nakamura et al.. 1996.1997. Kubo et al.. 1999).本
研究では.lSA遺伝子をアンチセンスに形質転換したイネ
を作成し，アミロペクチンの鎖長分布が変化しているもの
を選抜することにより，形貨が安定しだれ種子を得ること
に成功した.選銭した形質転換イネの特徴を以下に示す.
1)キャピラリー電気泳動で調べたアミロペクチンの鎖長分
布は，コントロールに比べて重合度<DP)5-12およびD回4
-37の鎖長のものが猶加し.DP13-23およびDP38以上の
鎖長のものが減少していた.2) Nat!ve-PAGE/DBE活性
染色法で測定したlSA活性は，コントロールの20-30%に
低下していた.また，ウエスタンプロッティング分析の結
果.lSAタンパク質の量が激減していた.一方.sugary-l 
突然変異体でみられたようなPUL活性の低下はみられなか
った.3) RV A(Rapld vlsco analyzer)でデンプンの粘度
測定を行ったところ，コントロールに比べて糊化開始温度
が5-10度低かった.本結果から，イソアミラーゼ遺伝子
の発現制御によって，イネのアミロペクチン構造を改変
し，新規デンブンを作成する可能性が示された.

3aB05 
アセチルーCoAカルボキシラーゼとフラボノイド

合成

小西智一、 l中嶋信美、我彦広悦(秋田県立大・

生物資源・生工研、 l国立環境研・地域)

細胞質ゾル型アセチル CoAカルボキシラーゼ

(ACCase) はフラボノイド合成の調節酵素である

と考えられる。この酵素遺伝子の発現調節を調べる

ため、シロイヌナズナに紫外線を照射してフラボノ

イド合成を誘導し、その問の ACCaseの酵素量と

mRNAの変動とを、フラボノイドの変動と比較し

た。この経路の調節に関する考察とともに紹介する。
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3aB06 
植物はアブシジン酸を非メバロン酸経路で、糸状薗はメ

バロン酸経路で生合成する

呈韮i虫盟、護国隆治、 1 大東筆
(京大院農・応生科、 1富山県立大短大部)

アプシジン酸 (ABA)は、植物ではカロチノイドを経

て生合成されると考えられている。このことは ABAが

2-C・me白yl・D-erythritolを前駆体として非メバロン酸経路

で生合成されることを示唆している。一方、糸状菌はABA

をメバロン酸を前駆体とするセスキテルぺノイド経路に

よって直接生合成するとされている。両者の ABA生合

成前駆体の速いを明らかにすることを目的として、 [1・

13C]・D・gIu∞泌を用いて ABAの13C標識化実験を行った。
ABA生産糸状菌 (Bot，η崎 C的ereaと Cercosporapωι 
densiflorae )およびユリノキ若枝にそれぞれ[1_13CJ-D-
glu∞seを投与し、単離した化合物の¥3C標識位置を

13CNMRスペクトルによって調べた。その結果、 B.cinerω 
とC.pini-densifloraeのABAは、 2.4，6.1'.3'.5"7'. 8'. 9'位
の¥3Cシグナルがそれぞれ約 15倍と約 27倍増強されて

いた。これに対してユリノキのABAでは、 1，5.6.4'.7'.9'

位の口Cシグナルが約 22倍に増強されていた。ユリノキ

のs-caroteneもABAと同じ位置のシグナルが場強されて

いた。これらの結果より、糸状菌ではメバロン酸経路で

直接 ABAを生合成するのに対して、ユリノキの ABAは

非メバロン酸経路によってカロチノイドを経て生合成さ

れることが確実となった。

3aB07 
2， 4-Dによるタバコ細胞のスコポレチン取り込み

に対するジャスモン酸メチルの影響

E旦虚血1、吉沢孝太郎 2、林図信明丸岡崎光雄 1，2
(1信州大・遺伝子、 2信州大・鎗維・応生)

【目的】タバコ泊費E細胞BrightYellow T -， 3はクマリンの一
種であるスコポレチン生産能を持ち、ホルモンフリーで生育す

る.これまでに、 ζの細胞に 2，4・D投与すると、スコポレチ

ン取り込みが惹起され液胞内にスコポリンとして蓄積される

ことを明らかにした.この 2，4・Dの作用について明らかにす

るため、各種植物ホルモンとの相互作用について検討した.

【結果及び考寝】オーキシンを含むいくつかの植物ホルモンを

作用させたところ、高滋度を必要としたものの、オーキシン煩

の他、サリチル酸にも 2，4-0同織の作用がS認められた.また、
それぞれの植物ホルモンを 2，4・Dと同時に作用させたところ、

ジャスモン磁メチルと、高浪IIでカイネチンが阻害的に作用し
た.ジャスモン酸メチルには、スコポレチンの生合成を促進し

細胞外への放出を促進する作用があることがこれまでに明ら

かになっている.そこで、 PAしの特異的阻害剤である 2・

aminooxy・3・phenylpropionic acid (AOPP)を役与してスコ

ポレチンの生合成を阻害したところ、この湖合でもジャスモン

酸メチルは 2，4・Dの取り込み促進効果に対して阻害的に作用

した.このことは、ジャスモン磁メチルが生合成の促進とは別

の機備でこの取り込み現象に作用することを示唆している.



3aB08 
ジャスモン酸、エチレン、及びNIC遺伝子によるニコチンア

ルカロイド生合成遺伝子の協調的な発現制御

庄司 翼 l、皐遁且丘i、中村研三人山田康之¥橋本隆 1

(奈良先端大バイオ¥名大院農')

ニコチンはタバコの根で生合成されるアルカロイド

である。ニコチン生合成の低下したタバコnic変異体に

おいて複数のニコチン生合成酵素遺伝子

(PMT.ODC.QPT)と機能未知の還元酵素遺伝子

(A622)の発現が低下していた。これらの遺伝子は傷害

ホルモンであるジャスモン酸により協調的に誘導され

た。また、ジャスモン酸応答はエチレンが共存すると

限害された。このエチレンによる阻害は他のジャスモ

ン酸応答性遺伝子では観察されなかった。従って、 nic

変異体はニコチン生合成などに特異的なジャスモン酸

応答反応に異常があると推察された。

NIC遺伝子が関与する遺伝子発現制御機構を解明す

る目的で、 3種のPMT遺伝子およびA622遺伝子の5'-
上流領域をGUSに連結したレポーター遺伝子

(pPMT::GUSおよびpA622::GUS)の発現を解析し

た。 Nicotianasylvestrisにおいて全てのレポーター遺

伝子の発現組織特異性およびジャスモン酸応答性は類

似したものであった。また、 nic変異体におけるレポー

ター遺伝子の発現についても報告する。

3aB09 
チャのカフェインシンターゼのクローニングと発現解析

1lll.a量芸盤圭、水野幸一¥藤村達人ヘ芦原坦お茶の水
大・院・人間文化、 1筑波大・農工系、 Zお茶の水大・理・生物)

チャ葉のカフェイン(1， 3， 7-トリメチル
キサンチン)の生合成の最終段階に作用する N-
メチルトランスフエラーゼはカフェイン生合成
の鍵酵素である.我々は N-1位および N-3位
にメチル基を導入する N-メチルトランスフエ
ラーゼを特定し、この酵素(カフェインシンタ
ーゼ (CS))の遺伝子をコードする cDNA を

RT-PCRと 5・-RACEにより単降した.得られ
た1，410bpの cDNA断片 (TCSl)がコードする
タンパク質の推定分子量は、 39，9kDaであり、
CS の SDS-PAGE から推定される分子量
(41kDa)とほぼ一致した. 大腸菌を用いた
TCS1 の発現系を機築し、組換え型酵素の基質
特異性を調べたところ、チャ業の CSの基質特
異性と同じ傾向を示した.さらにチャ業 cDNA
ライブラリーについて TCSlをプロープとして
スクリーニングを行ったところ、鍛終的に 2
種類の CSの cDNA(TCS1と TCS2)が得られた .
TCS1 と TCS2がコードするタンパク質は分子
量がほぼ同じであり、アミノ酸配列の相向性は
89，1 %であった.業の発達・成熟過程での TCS
遺伝子の発現量は若い葉ほど高く、業の成長に

ともない急激に減少していた.

" 

3aBI0 
コーヒー由来カフェインシンターゼのクローニング

率竪童加藤美砂子芦原坦藤村達人(筑波大'.

工系お茶の水大・院・人間文化お茶の水大・理・生物)

我々は、チャよりカフェイン(1.3，7-トリメチルキサンチン)
の生合成の最終段階でN-1位およびN-3位にメチル基を導入

するN-メチルトランスフエラーゼ(カフェインシンターゼ)
を精製し、それをコードしているcDNAを単厳した.今回は、

チャのカフェインシンターゼ(CS)であるTCS1およひrrCS2の

アミノ酸配列をもとにして、コーヒーにおいて相当する遺伝

子の単敵を試みたので報告する.

TCS1およびrCS2のアミノ酸配列で保存されている領媛を

もとに合成したオリゴヌクレオチドを用いて、コーヒーの若

葉より調製した全悶Aを鋳型としてRT-陀 Rを行った.得ら

れたcDNA断片についてさらにい〈つかのオリゴヌクレオチ

ドを合成し、 5'-RACE法および3'-RACE法にて最終的に2種

類のcDNA(CCS1およびCCS2)を単厳したo CCS1とCCS2が

コードするタンパク質の推定分子量はそれぞれ41.8および

42，7kDa'であり、チャ葉CS(41kDa)の分子量と近似していた.

またCCS1およびCCS2の聞のアミノ酸配列の栂向性は85%程

度であり、 TCS1とTCS2の問の相向性(約90%)と類似してい

た.しかし、 CCSとTCSの間では40%程度であった。 TCSと

同様に、基質であるふアデノシルメチオニンの結合部位を形

成していると考えられる配列が保存されていた.現在大腸菌

での発現系を確立しタンパク質レベルでの解析を進めている.

3aBll 
タマネギ鎖茎の褐変にともなうケルセチンおよびその配糖体の

代謝

直返査盟去(九州歯大)、広岡幸子(九州女子大)

タマネギ蛾茎を形成している銭葉は加齢あるいは貯蔵にとも

なって褐変していく.また、タマネギ鱗茎にはケルセチン配絡

体力f多量に含まれている.そこで、この褐変はケルセチンある

いはその配槍体の酸化によるものであると予想した.

タマネギ鱗茎の外側jの織票は三つの郁分、すなわち、新鮮領

~(領繊A)、乾燥途中の領滋(領i議B)それに乾燥した褐色領滋

(領域C)Iこ分けられる.ケルセチン配糖体は領j~A.BIこ多量に

含まれていたが、ケルセチンは領主義CIこ多く、他の領域にはほ

とんど含まれていなかった.この結果l草、ケルセチンは領j~B

とCの境界援で合成されていることを示している.タマネギ鰐
薫のぺルオキシダーゼ(POX)は電気泳動的にはー績であった.

このPOX活性は領犠A，Bでは高〈、ケルセチンをその配糠体よ

り数十倍の速度で磁化できた.ケルセチンの強化産物は領織C

に存在していた.これらのことは領織BとCの境界織でケルセチ

ンがPOXによって磁化されていることを示している.領繊Bの

抽出液と単厳したPOXは過酸化水素を添加しなくてもケルセチ

ンを酸化でき、その酸化SOD、カタラーゼそれにKCNで抑制さ

れた.これらの結果はPOXによるケルセチンの酸化の過程で

スーパーオキシドラジカル、過酸化水素が生成していることを

示している.



3aB12 
芳香族を基質とするプレニルトランスフエ

ラーゼのクローニングとその発現解析

圏久美由紀、佐藤文彦、主血二皐

(京大院・生命・統合生命)

高等植物の二次代謝産物には、プレニルフラボノイドや

プレニルクマリンなど、シキミ酸経路に由来する芳香族化

合物がさらにプレニル化される複合経路で生合成されるも

のが多い.しかし、芳香族化合物を基質としてプレニル化

する、プレニルトランスフエラーゼに関する分子レベルで

の報告は極めて少ない.演者らは二次代謝系プレニル化酵

素の分子生物学的解明を目的として、4-hyooxy岡田lC

acid( 4HB):prenyltransferase(PT)のクローニングを試みた.

モデルとして用いたムラサキ培養細胞のシコニン生合成

経路には、 4r沼を基質とするプレニル化酵素
S捌 lyltransferase(GT)があり、その発現は光や窒素源等、

様々な調節因子の影響を受ける.この酵素をクローニング

するため、ミトコンドリアのユピキノン生合成に関わる

PTのアミノ酸配列を元に nestedPCRを行い、 2種類の

cDNAを得た.これらは、酵母のPTと35%(部分的に50

%)のアミノ酸同一性を有しており、ムラサキ細胞内では

GTの活性問織、いずれも暗黒下でのみ発現していること

をノーザン解析により明らかとした.

3aB13 
燕麦酋条のアミノアルデヒド脱水素酸素

ジェーンティレベッカリビングストン、樽弁裕、吉図泉、

主温法皇(大阪市大・院・理・生物)

緬物中のポリアミンはアミノアルデヒドを経てアミノ厳

に代謝される。この分解経路において、アミノプロピオン

アルデヒドとアミノブチルアルデヒドはアミノアルデヒド

脱水素酵素によりそれぞれ日ーアラニンと GABAに酸化

される。一方、浸透圧保嘗物質として知られるベタインは

コリンからベタインアルデヒドを経て合成される。この生

合成経路において、ベタインアルデヒドはベタイン脱水素

醇棄により磁化される。

近年、遺伝子組換えにより発現させたベタイン脱水索隊

棄がアミノアルデヒド脱水素醇索活性を示すことが報告さ

れた(1 )。今回、演者らは燕麦酋条よりアミノアルデヒ

ド脱水素醇棄を精製し、その基質特異性を調べた。精製過

程においてヒドロキシアパタイトカラムクロマトからのア

ミノアルデヒド脱水索隊禁酒分にはベタイン脱水素酵素活

性を示したが、金終の5・-AMPセフ 7ロースカラムク

ロマトにより精製した醗素標晶にはベタイン脱水素酵素活

性はほとんど検出されなかった。

1. Claudine et al. Plant Physiol. 113:1457 (1997) 
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3pBOl 
ダリアの花弁における UDP.G:アントシアニン5・0グル
コシルトランスフエラーゼの部分精製と特性
盤瓦週，坂本卓也¥山口雅篤勺II{書修1台吉玉国二郎1 (熊
本大・院・自然科学J熊本大・理・生物科学f南九大・園
芸・食工南九大・園芸・掴芸)

ダリア (Ds劫;a variabilis)の赤色などの花弁には、
マロン酸でアシル化された3，5・ジグルコシドタイプのア
ントシアニンが主色素として含まれている。
今回、我kはアントシアニンの5位を配糖体化する酵
素(5GT)について郁分精製を行いその特性について鯛ベ
た。本酵素は約 90倦に精製され、ゲノレ減過カラムクロマ
トグラフィーにより分子量は約 53・kDaと推定された。
最適pHは Cyanidin3・o.glu∞8ide(Cy3G);を纂質に用
いた時、 8.0であった。 Ca、Mgイオンによって活性が促
進され、 Cu，Hg，Znイオンによって強い阻害が見られた。
また、 NEM，PCMBによっても強い阻害が見られた。糖
供与体としては UDP・G のみを基質とし、 ADP.G、
UDp.ga1acωseは基質とならなかった。糖受容体として
はダリアが本来有していない Delphinidin型のアントシ
アニンに対しでも 28% (Cy3Gを100として)の活性を
有していた。また、 3イ立のグルコースがマロニノレ化され
たCyanidin3・O-ma1onylglucosideに対しても 140%の
活性を示した。

3pB02 
アジサイの花色変異機構の解明

主旦ム蓋、外山友紀l、清水良泰2、藤森英治3、近藤忠雄4

(椙山大・生活・食品栄養、 l名大院・人間情報、 2群馬・園

芸試、 3名大・廃棄処理、 4名大・化調IJ機セ)

極めて微妙な条件で色が変わり、土壊のアルミニ

ウムイオンの関与が示唆されているものの、その本

質が不明である、アジサイ (Hydorangeamacrophylla) 

事片の花色変異機構の解明を行なった。赤、紫、青

色の苓片のプロトプラスト化により着色細胞を得て、

顕微分光法による測色、ミクロHPLCによる有機成

分分析、 ICPMSによるAl3+の定量、微小電極による

液胞pH測定を行なった。色素アントシアニンはい

ずれもデルフイニジン 3-グルコシドであったが、

赤色細胞ではクロロゲン酸が多く、青色細胞ではイ

ソクロロゲン酸などの5・アシル化キナ酸が多いこ

と、さらには、青色でAl3+が顕著に多いことが明ら

かとなった。液胞pHは、赤色は3.2、青色は4.1と青

色で有意に高かった。この条件でinvitroで色素の

再構築を行ったところ、各々の琴片の色を再現でき

た。以上から、アジサイの花色変異が、成分の変化

と液胞pH変化の両方によることが明らかにできた。



3pB03 
赤タマネギにおける光によるアントシアニン

合成系酵素の発現

中村貴義 1去去墨ZE. 1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)

赤タマネギの鱗茎部のアントシアニン系色

素の発現機構について研究を行ってきたが、

前報で葉に光が当たることでアントシアニン

が発現すること、アントシアニン合成のキー

ヱンザイムであるchalconesynthase(CHS)の

遺伝子の発現はこれに対応していることを示

しTこ。
そこで、本研究ではアントシアニンの蓄積

と、 CHSとは別のアントシアニン合成酵素の発

現調節を検討する目的で、 dihydroflavonol

4 reductase(DFR)、chalconeisomerase(CHI) 
および anthocyanidinsynthase(ANS)遺伝子の

部分cDNA断片をRT-PCRを用いてクローニング

し、この断片をプローブに用いて Northern

Hybr i da i zat ionを行った。その結果、これら

の遺伝子はCHSのときと問機、葉に光が当たる

ことで鱗茎部で同調して誘導されることが明

らかになった。

3pB04 
ハツカダイコンのミロシナーゼのcDNAクローニング
基ー孟塑，藤井陽子.佐々田ゆり，久保井徹(静岡大・農・

人環)

ミロシナーゼ・グルコシノレートシステムは、主

にアブラナ科植物にみられる生体防御機構である。

ダイコンの生体防御、昆虫の誘因、食味(辛味)に

本システムは重要な影響を与えるとされる。われわ

れは、ハツカダイコン (Raphanussativus) のミロ

シナーゼ・グルコシノレートシステムの仕組みを分

子レベルで解明するための第一歩として、ミロシナー

ゼcDNAのクローニングを試みた。
ハツカダイコンの6日目のめばえからmRNAを抽
出し、アラピドプシス、ナタネ、ホワイトマスター

ドのミロシナーゼクローンの保存配列から作成した

3種のプライマーを用いてRT-PCRを行った。得られ
たミロシナーゼ断片をプロープにcDNAライブラリー
をスクリーニングしたところ、よく似た2種類のミ
ロシナーゼクローン(アミノ酸相向性92.9%)を得
た。両クローンとも、ナタネとホワイトマスタ}ド

のミロシナーゼB型と類似しており、ナタネのA、C
型、アラピドプシス型とは類似性が低かった。現在、

植物の各部位におけるミロシナーゼ活性/グルコシ

ノレート含量のバランスとミロシナーゼmRNAの発
現について調査中である。
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3pB05 
ミヤコグサにおける縮合型タンニンの蓄積

査丞盆去，綾部真一(日本大・生物資源・応用生物)

締合型タンニン(プロアントシアニジン)は，アントシア

ニン生合成の中間体であるフラパン-3，4'ジオールとその誘導

体フラパン3・オールが重合して生成し，果実やワインの成分

として抗酸化作用・抗変異原作用が知られている.これを適

度に含む牧草のセイヨウミヤコグサは家畜の鼓腸症を防止す

る飼料として重視されている.本研究では，その変種でマメ

科のモデル植物であるミヤコグサ (Lotusjaponicus)を用い

て縮合型タンニンの蓄積と化学的性質について調べた.

寒天培地で幼植物を育てたところ，窒素分を含まないB&D

培地を用いた場合ではシュート，根ともに総合型タンニンが

蓄積した.培地に10mM硝酸カリウムを添加すると縮合型タ
ンニンの蓄積は顕著に抑制された.it素飢餓とともにリン酸
飢餓にさらすと蓄積はさらに促進されたが，リン酸飢餓単独

では強い効果はみられなかった.

茎の縮合型タンニンを塩酸ープタノールで処理して得られ

たアントシアニジンを分析した結果， B環が3'，4'ージヒドロキ

シ型のフラパンー3・オール(カテキン等)の他に3¥4'，5ヘトリヒ

ドロキシ型(ガロカテキン等)が重合していることが明らか

となった.後者の型のアントシアニンは見出されていないこ

とから，繍合型タンニンの生合成ではB環の水酸化はアント

シアニン生合成の場合とは別々に行われていることが示唆さ

れた.

3pB06 
シソ(PerilJafrut，町田市}のlimonenesynthase遺伝子の情報伝途物
質による発現
松本 隆、落合徹子、鎌倉美紀、血遡一一塁、唐沢停英

(信大良、応用生命科学)

シソ (PerilJafrutescens)のIimonenesynthase (LC)は、 geranyl
pyrophosphateからIimoneneを合成する酵素であり、生成物の
Iimoneneおよびその代謝生成物のperillaldehydeは、シソ精油の
主成分である。精油合成系に位置するこのLC遺伝子の発現
が、傷害応答の情報伝途系の影響下にあるか否かを調べる目
的で実験を行なった。
まずシソ成業からカルスを誘導した後，液体調音地で継代
し.定常期まで振とう培養を行なうことで，懸濁培養細胞を
得た. この懸濁格者監細胞にメチルジャスモン酸.サリチル
酸.キトサンなどの情報伝途関連化合物を種々の濃度で添加
し.経時的に培差細胞から totalRNAを摘出し， RT-PCRを行っ
た. LC遺伝子のmRNAの発現量およびphenylalanine
ammonialyase(PAL)遺伝子のmRNAの発現量の解析をデンシト
グラフを用いて行った.
その結果，メチルジャスモン酸.サリチル酸およびキトサン
いづれの存在下に於ても.LC遺伝子のmRNAの発現量が，
PAL遺伝子の場合と同織に誘導的に場加した.可能性とし
て、シソのLC遺伝子の発現は傷害応答の情報伝達系と直接的
あるいは間接的に関わっていることが示唆された。




