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3aF Ol 
Ž÷–Ø—t‚ÌŒõ•‡•¬—¥‘¬ˆöŽq‚É‚Â‚¢‚Ä

’ÃŽR•F•l•A•¬—Ñ‘P•e(‹ã‘å•E‰@•E•A•¨Ž‘Œ¹‰ÈŠw)

Ž÷–Ø—t‚ÌŒõ•‡•¬Šˆ•«(‹ó‹C’†•E–O˜aŒõ•ÆŽË‰º‚Å‚Ì

•Å‘å CO2‹zŽû‘¬“x)‚Í‘•–{—t‚æ‚è‚à’á‚¢•Bˆê•û•A CO2
‚ÌŠgŽU‚É‘Î‚·‚é‹C•E’ï•R‚ÍŽ÷–Ø—t‚Ì•û‚ª‘å‚«‚¢•B‚µ

‚©‚µ•A‹C•E’ï•R‚Ìˆá‚¢‚¾‚¯‚Å‚ÍŽ÷–Ø‚Æ‘•–{‚É‚¨‚¯‚é

‘å‚«‚ÈŠˆ•«‚Ì•·‚ð•à–¾‚·‚é‚±‚Æ‚Í‚Å‚«‚È‚¢•B‚±‚ÌŒ¤

‹†‚Å‚Í•AŽ÷–Ø—t‚ÌŒõ•‡•¬—¥‘¬ˆöŽq‚É‚Â‚¢‚Ä•AƒNƒ•ƒ•

ƒtƒBƒ‹ŒuŒõ‚ÆƒKƒXŒðŠ·‘¬“x‚Æ‚Ì“¯Žž‘ª’è‚É‚æ‚è‰ð•Í

‚µ‚½•B‚±‚ê‚Ü‚ÅƒNƒ•ƒ•ƒtƒBƒ‹ŒuŒõ‚ÆŠˆ•«‚Æ‚Ì“¯Žž‘ª

’è‚Í•AŒú‚¢—t‚ðŽ•‚ÂŽ÷–Ø‹Æ‚Å‚Í•¢“ï‚Å‚ ‚Á‚½•B‚±‚Ì

‚æ‚¤‚È‘ª’è•ã‚Ì–â‘è“_‚ð‰ðŒˆ‚·‚é‚±‚Æ‚ÅŽŸ‚Ì‚±‚Æ‚ª

–¾‚ç‚©‚Æ‚È‚Á‚½•B ( 1 )Ž÷–Ø—t‚Í‘•–{—t‚æ‚è‚àŒõŒÄ

‹zŒo˜H‚Å‚Ì“dŽq•Á”ï‚ÌŠ„•‡‚ª•‚‚¢•B( 2 )Ž÷–Ø—t‚Ì

ƒ‹ƒrƒXƒR‹ß–T‚ÍŒõ•ÆŽË‰º‚Å‹É’[‚ÈCO2•s‘«‚Ì•ó‘Ô‚É‚ 

‚é•B ( 3 )Ž÷–Ø—t‚Ì—t“÷•×–E‚Í CO2‚Ì“§‰ß•«‚ª’á L•A•B

ˆÈ•ã‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç•AŽ÷–Ø—t‚ÌŒõ•‡•¬Šˆ•«‚ª’á‚¢‚Ì‚Í•A

—t“÷•×–E‚É‚̈ ‚¢‚Ä CO2‚ÌŠgŽU‚É‘Î‚·‚é’ï•R‚ª‘å‚«‚¢‚½

‚ß‚Å‚ ‚é‚±‚Æ‚ª•ª‚©‚Á‚½•BŽ÷–Ø—t‚Ì—t“÷•×–E‚É‚¨‚¯

‚éCO2ŠgŽU‚Ì—¥‘¬—vˆö‚É‚Â‚¢‚Ä‚à•ñ••‚·‚é•B
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3aF 02 
ƒ_ƒCƒY‚Ì sourƒÖ-sink ƒ‚ƒfƒ‹•A•̈ ‚ð—p‚¢‚½•‚ CO2 ”Z“x‚ÌŒõ
•‡•¬”\‹y‚Ñ’Y‘f‘ãŽÓ‚Ö‚Ì‰e‹¿

Œ—’¼•cŽº•C“n•Ó•WŽ÷•C•ì‘º‚Ð‚Æ‚Ý•CŠ‹•¼•g‰„•C’Ã“c•Mê̂(•O
‘O‘å•E”_Šw•¶–½•E•¶–q•E”\)

‰ä•X‚Íƒ_ƒCƒY‚Ìƒ‚ƒfƒ‹•A•̈ ‚ð—p‚¢‚Ä•‚ CO2”Z“x‚É‚æ‚éŒõ
•‡•¬ sourƒÖ-sink Žs‹¹ŽæŽ÷‹¼‚ð‰ð•Í‚µ‚Ä‚«‚½•B 1) 70 Op pmC0 2 

(hi ghC0 2•ðŒ•)‚Å•¶̂ç‚µ‚½•A•̈‚Ì 700 ‹y‚Ñ 35 Op pmC0 2 ‚Å‚Ì
Œõ•‡”]•Ç“x‚Í•¶̂ç‚É”º‚Á‚Ä’á‰º‚µ‚½‚ª•A 35 Op pmC0 2(1 •‡n‰Ál

•ðŒ•)‚Å•¶̂ç‚µ‚½•A•̈ ‚ÌŒõ•‡•¬‘¬“x‚ÍŽÀŒ±ŠúŠÔ‚ð’Ê‚¶‚Ä•‚‚­
‚Ù‚Ú̂ê’è‚Å‚ ‚Á‚½•B 2) highC0 2•ðŒ••Ï•̈ ‚Í•‡ nÊ̂•B l •ðŒ••A•̈
‚æ‚è‚à—t“à‚Ì sucrose ‚Æstarch ŠÜ—Ê‚Í‘å‚«‚­‘•‰Á‚µ‚½•B 3)
highC0 2•ðŒ••A•̈ ‚ÍŒõ•‡•¬‘¬“x‚ª’á‰º‚µ‚Ä‚à RuB PCase ‚Ì
initial activity ‚Ætotal activity ‚É‘å‚«‚È’á‰º‚ÍŒ©‚ç‚ê‚̧•A
•‡ntrol •ðŒ••A•̈‚Æ‚Ù‚Ú“̄‚¶’l‚¾‚Á‚½•B 4) highC0 2•ðŒ•‰º‚Å
Œõ•‡•¬‘¬“x•§–̄‰º‚µ‚½•A•̈ ‚Ì A•ECi ‹È•ü‚Ì•‰ŠúŒù!2.‚Í con ‰ñi
•ðŒ••A•̈ ‚É”ä‚×‚Ä•¬‚³‚©‚Á‚½‚ª•A•‚ CO2”Z“x (120 Op pm) ‰º

‚Å‚ÍŒõ•‡•¬‘¬“x‚Í•‡ŽR 01 •ðŒ••A•̈‚Ì’l‚É‹ß‚Ã‚¢‚½•B

HighC0 2 •ðŒ•‰º‚Å•AŒõ•‡•¬‘¬“x‚ª’á‰º‚µ‚½•A•̈ ‚ð 48hr
Ã̂•̂—•‚·‚é‚Æ•AŒõ•‡•¬‘¬“x‚ÍŠ®‘S‚É‰ñ•œ‚µ•A—t‚É’~•Ï‚µ‚Ä‚¢

‚½st •§ 1 ‚Í‹r•­‚µ‚½•B•X‚É•A A-Ci ‹È•ü‚Ì•‰ŠúŒù”z‚Í•‡ nÊ̂•B l
•ðŒ••A•̈‚Æ‚Ù‚Ú“̄‚¶’l‚É‚È‚Á‚½•B

3aF 03 
ƒ_ƒCƒRƒ“‚ÌƒVƒ“ƒN”\‚Ì”­’B
”ä‚Ì•¬‚³‚È•Í”|Ží‚Ì•ê•‡

2. ƒ_ƒCƒRƒ“/ƒVƒ…•[ƒg

ŠŽ’U•̧ –¿•A H. Rouhier •A•o‘º‘ñ l •A•Ÿ“c—T•ä1 (’é‹ž
‘åŠw•EˆãŠw•”•E‰»Šw•A1“Œ‹ž‘å•E‰@—••E•¶•¨‰ÈŠw)

ƒVƒ“ƒN”\‚ÌŽÀ‘Ì‚Í‚»‚Ì•d—v•«‚É•S‚í‚ç‚¸–¢‰ð–¾‚Ì
“_‚ª‘½‚¢•Bƒ_ƒCƒRƒ“‚ª”ì‘å‚·‚é•iŽí(ƒzƒ•ƒCƒg•Eƒ`
ƒFƒŠƒbƒVƒ…•AW C‚Æ—ª)‚Å‚Í•A invertase ‚Å‚Í‚È‚­•A
sucrose synthase (SuSy) ‚ªƒVƒ“ƒN”\‚Ì”­’B‚É•d—v‚Å‚ 
‚é‚±‚Æ‚ðŽ¦‚µ‚½ (Plant Cell Physio l. 40:369 •E377 •C'99) •B
”dŽíŒã21 “ú‚Å W C‚Å‚Í•AŠ£•¨•d‚Ì–ñ 50% ‚ªƒ_ƒCƒRƒ“
‚É•ª”z‚³‚ê‚½•B–ì•¶‚Ìƒ_ƒCƒRƒ“‚É‹ß‚¢•Aƒ_ƒCƒRƒ“‚Ì
”ì‘å‚µ‚È‚¢•iŽí(•¬•£—‰‚Å‚Í•A”dŽíŒã 21 “ú‚ÅŠ£•¨•d
‚Ì–ñ 3% ‚ªƒ_ƒCƒRƒ“‚É•ª”z‚³‚ê‚½‚É‰ß‚¬‚È‚¢)‚Å•A
ƒ_ƒCƒRƒ“‚ÌƒVƒ“ƒN”\‚É‚Â‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ‚½•B

•¬•£•Øƒ_ƒCƒRƒ“‚ÌƒVƒ“ƒNŠˆ•«(‚ ‚éŽž‚Ì’PˆÊ•d•A’P
ˆÊŽžŠÔ“–‚½‚è‚Ì•d—Ê‚Ì‘•‰Á)‚Í 3.5 “ú‚Å•A O.053 g/g/ day •A
15 “ú‚Å 0.3 3g/g/day ‚Æ’˜‚µ‚­‘•‰Á‚µ‚½ (WC ‚Ì 15 “ú‚Ì‚»
‚ê‚Í•A 0.65g/g/day) •B—¼•iŽí‚ÌƒVƒ“ƒNŠˆ•«‚ÆSuSy ‚Ì
Šˆ•«(‘¶•Ý—Ê)•·‚É‚Í•A•‚‚¢‘Š•·‚ª”F‚ß‚ç‚ê‚½•B‹»
–¡•[‚¢‚±‚Æ‚É•A‚»‚ê‚ç‚Í‹¤’Ê‚Ì‘ŠŠÖ’¼•ü‚É‰ñ‹A•o—ˆ
‚½•B‚±‚Ì‚±‚Æ‚Í•Aƒ_ƒCƒRƒ“‚Ì”ì‘å‚Ì’ö“x‚É•S‚í‚ç
‚¸•Aƒ_ƒCƒRƒ“‚ÌƒVƒ“ƒNŠˆ•«‚É‚ÍSuSy ‚ª•d—v‚Å•A‚ ‚é‚±
‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B—¼•iŽí‚É‰—‚¯‚éŒõ•‡•¬ŽY•¨‚Ì•ª”z•A
ƒ_ƒCƒRƒ“‚Ì•\‘¢‚Ì‘Šˆá‚É‚Â‚¢‚Ä‚à•G‚ê‚é•B



3aF04 
トウモロコシPEPカルポキシラーゼ(PEPC)のリン酸
化状態の特異的抗体による解析一種々のストレス

条件下および日周変化一

全盛韮軍人上野宜久2、榊原均3、杉山達夫3、泉井

桂1(京大院・生命1、名大院・理2 名大院・農3)

従来、 PEPCのリン酸化はリンゴ酸阻害感受性な
どを指標とした間接的な方法で検出されてきたが、
われわれはリン酸化されたPEPCに特異的な抗体を
用いたより直接的な解析手法を確立した(PlantJ. 
(20∞) in press)。今回、この方法を用いてトウモロ
コシに低窒素、低C02、などのストレスを与えたと

きのPEPCのリン酸化状態変化を解析した。その結
果、リン酸化の上昇が見られた。 NやCといった必

須要素の不足によりリンゴ酸などC4回路の中間体

の不足が生じ、それがフィードパック要因として補
償的にPEPCに働いていることが予想される。
また、露地栽培のトウモロコシを用いた実験で
は、日の出前からPEPCのリン酸化が観察され、リ
ン酸化には光シグナルの他に概日リズムの関与が示
唆された。さらにこの現象を解析するため人工気象

器内での制御された環境で育てたトウモロコシにつ

いてもリン酸化の日変化を解析した.その実験結果
についても合わせて報告する。

3aF05 
イネ議内で高発現したトウモロコシ・ホスホエノール

ピルピン磁カルポキシラーゼの活性化状態

霊山盗，今成英司¥土田得子，泉井径松岡信徳富(宮尾)

光恵(農水省・生物研京大院...2名大・生物分子応答)

ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ (PEPC)は，重
炭磁イオン (HC03.)とホスホエノールピルビン酸 (PEP)から
オキサロ酢磁(OAA)を生成する反応を触織する醇紫で.C.植

物においてはC.光合成の初発炭磁固定反応に関与している.
PEPCは.N末鋪近傍のセリン残基がりン磁化されると高活性型
となる.C‘繍物では.PEPCのリン酸化l孟光照射で促進されるこ
とが知られている.形質転換イネ内で高発現したトウモロコシ
PEPCのリン酸化寧をリン酸化PEPCに特異的な抗体を用いたド
ットプロット法で解析した.その結果.イネ緑議内のトウモロコ
シPEPCは明所ではほとんどリン磁化されないこと，逆に暗所で
リン磁化されることがわかった.形質転自民イネの光合成COzDl
期固定産物を解析したところ. C3植物同様 • CO2は量初にC3化
合物であるホスホグリセリン厳に取り込まれることがわかった.
この結果は， トウモロコシPEPCは形質転換イネの光合成初発炭
酸固定反応には関与していないことを示している.一方，形質転
換イネでは，非形質転換イネに比べると，光条件に関わらず.PEPC
の基質である PEP含量が低下し，反応生成物である OAA含量が
相加することがわかった.以上の結果は，イネ業内のトウモロコ
シPEPCは活性は低いものの後能しており，炭索代田肘に何らかの
変化をもたらす可能性を示唆している.
本研究の一郎は生研織術基礎研究推進事裁の支銀で行われた
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3aF06 
CLβNING AND CHARACTERIZATON OF 
PHOSPHOENOLPYRUV A TE CARBOXYLASE(PEPC) 
GENE FROM THERMOPHILIC CY ANOBACTERIUM 
Synechoco叩 JSvulc四 US

Li-mei CHENl，Takuma OMIYAl， Shingo HATAl，2， 
Yorinao INOUE3， Katsura lzuil，2; lGrad. Sch. Agr.， Kyoto 

Univ.， 2Grad. Sch. Biostudies. Kyoto Univ.， Kyoto 606・

8502; 3photo喧ynthesisRes.Lab.(Riken)， Saitama 351・0198

The PEPC gene was cJoned and sequenced台om
S. vulcanus by screening genomic DNA library. The coding 
region was inserted into a pET32a so as to be expressed 
under the control of T7 promoter. The optimum activity of 
purified recombinant SvPEPC had a V max value of about 

25.3μmol min
o1
(mg protein)"l at optimum pH 9.0， at 30"C. 

The Km values for PEP and Mg" were 0.58， 0.45 mM  at 
pH 7.5 and 0.53， 0.3mM at pH 9.0， respectively. Enzyme 
activity was drasticalJy activated by Fruc-1，6司P"while 
acetyl-CoA had no effect to the enzyme at pH 7.5. SvPEPC 
was very sensitive to the inhibition by aspartate and the 
inhibition was relieved by Gluc・6-P，enhanced by L-
glutamate and L-glutamine. The enzyme was more tolerant 
to heat treatment at 40，50 and 60"C， compared with C4・
form PEPC of Zea mays(MaizePEPC). SvPEPC was also 
more torlerant to guanidine hydrochloride than MaizePEPC . 

3aF07 
異なつだCO2分圧下におけるRubiscoアンチセンスイネの
個体レペルでの成育1

盟豊一旦、原因理代、兼子健太郎、前 忠彦、島回多喜子¥
山本直樹2 (東北大院・襲、 1石川自慢短大、 2農水省・宝物研〉

私たちはRubiscoの小サブユニット遺伝子rfxBをアンチ
センス方向に導入し、 Rubisco置を減少させた形質転換体
イネを作出している。ここでは、 Rubisco量を非形質む換
体イネに対して 65%1こ減じだものと 40%1こ減じた値物を
用い、異なるCO2環境下における個体レベルでの成育につ
いて調べた。光強度は 1000μmolm-2 S-1、昼温/夜温、

25/20・Cで、 CO2分圧は36/100Paで栽Iきした。
36 Pa CO2環境下ではアンチセンスイネの乾物生産量は

著レく f~く、その成長は Rubisco 量と相関があつだ。しか
レながらその一方で、主義面積比の増加、葉への窒素投資量の

i普加、光合成産物の成長への利用効率の向上、および葉の老
化の遅れなどの補償作用が認められた。

100 Pa CO2環境下においては非形質転換体イネとアン
チセンスイネの乾物生産にはほとんど差がなかった。
Rubisco量 65%のイネは理論的には高 CO2目撃演に最適化
レたものであったが、乾物生産量が非形質事iiif負体を越えるこ
とはなかっだ。これは初期成育の Rubiscoアンチセンス刻
果が大きいことによっているものとJ量定された。しかし、成
育後半では純同化率は非形質転換体イネをき干上回り、純同

化率を全葉身の窒素含量で割って算出した華日勿生産の窒素
利用劾率は形質転換体イネの方が高かった。
1 Makino et a1. (2000) Aust J. Plant Phy宮/01.271Noo 1) in press 



3aF08 
Rubiscoアンチセンスイネにおける

光ストレス回避機構について

主星一星皇之、牧野周、 横田聡、前忠彦、島田多喜
子¥山本直樹 2 (東北大院 ・農石川農短大農水
省生物研)

私たちはイネに rbcS遺伝子をアンチセンス方向
に導入し Rubisco量を約 40%まで減少させた形質

転換体イネを得た。 Rubiscoは強光下の光合成と光

呼吸の律速因子であるにもかかわらずこの形質転

換体イネは、真夏の炎天下で一切光阻害を受けるこ

となく正常に成育した。
そこでその光阻害回避機構を明らかにするため、

ガス交換とクロロフィル蛍光の同時測定を行うと

ともに、光エネルギーの熱放出に関与するキサント

フィノレ色素と Water.WaterCycleの活性酸素消去

系の醇素 APX，SOD，GRの酵素活性の測定を行った。
その結果、アンチセンスイネは Wildイネに比べ
光合成が低下した分、 PSIIの量子収率が低下し、そ

れに伴って NPQの増加が見られた。また、熱放出
に関 わるキサ ン トフィノレサイクル色素の割合が変

化し、ゼアキサンチンの含量が Wildイネに比べ著
しく 糟加 していた。しかしながら活性酸素消去系酵

素の活性には Wildイネとアンチセンスイネで大き
な差が認められなかった。このようにキサントフィ

ル色素による熱放出機構がアンチセンスイネの光

阻害回避の重要なメカニズムであると恩われた。

3aF09 
単離葉緑体におけるストロマタンパク貨の分解一活性酸素

を介した Rubisco及び GSの断片化機構の解析ー

亙E室童、安海大輔、国分紀元、牧野周、前忠彦
(東北大院・農・応生科)

私たちは、光照射下の単荷量葉緑体及びその破砕液にお

いて、 Rubisco大サブユニット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てきた (1，2， 3)。また Rubisco

と同じくストロマに局在するグルタミン合成酵素(GS)が、問

機の系において断片化されることを見出した (4)。本研究で
は、葉緑体におけるストロマタンパク貨の分解機構の一端を

明らかにすることを目的として、活性酸素を介した GSの断

片化についてさらに解析した。

GSの断片化には光照射が必須であり、暗所下では全〈

断片化されなかった。種々のプロテアーゼ阻害剤や活性酸

素消去郵lの効果から、 GSの断片化には Fenton反応を介し

て生じるヒドロキシルラジカルが関与していることが示唆され

た。そして葉緑体破砕液にヒドロキシルラジカル発生系を加

え暗所下でインキュベートしたところ、光照射下の場合と同じ

分解断片の出現が見られた。一方、破砕液に ATPを添加し

ても断片化の促進は見られなかった。これらの結果は、 GS

の断片化は Rubiscoの場合と同様に活性酸素の直接作用

により引き起こされており、 ATP依存性のプロテアーゼは関

与していないことを示唆した。
(1) Ishida et a1. (1997) Plant Cel1 Physiol.， 38， 471; (2) Ishida et al. 
(1998) Planta 204， 305; (3) Ishida et a1.， (1999) J. Biol. Chem.， 274， 
5222; (4) Ishida et a1. (1999) Plant Cell Physio1.， 40， s120. 
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3aFlO 
水陸両生植物Eleocharisbaldwiniiにおける C3，C4光合成

酵素の細胞蓄積パターン

上野修 (農水省・生物研)

カヤツリグサ科の水陸両生植物 Eleocharisbaldwinii ，手、
陸上では Kranz型の組織構造と C4様の光合成代謝特性

を示すが、沈水中では維管東鞘細胞の減少と葉肉細胞の

発達を表し、 C3・C4中間的な代謝を行う。本研究では、

隆生型と水生型の光合成組織における C3，C4光合成関連

醇棄の蓄積様式を検討したoWestem blotによる解析から、

水生型では隆生型に比べ、 PEPC，PPDK， NAD-MEの蓄積

量がi威少したが、 NADP-MEの蓄積量は増加することが
認められた。 Rubiscoについては陸生型・水生型でほぼ

同じか、後者が幾分多かった。免疫電顕法による解析か

ら、隆生型の葉肉細胞の葉緑体にも若干の Rubiscoの蓄

積が認められ、水生型ではこの蓄積量が陵生型に比べ治

大した。両生育型ともに PEPCとPPDKは維管束に近い

葉肉細胞ほど多量に蓄積していたが、 NAD-MEは維管束

鞘細胞のミトコンドリアに特異的に蓄積していた。また

NADP-MEは両生育型ともに、光合成細胞の主に葉緑体

に認められた。以上の結果から、本植物は 2つの生育型

の間で、光合成代謝酵素の発現パターンを巧妙に調節す

ることにより陸上および水中環境への適応を果たしてい

るものと考えられ、どのような炭素代謝経路が働いてい

るのか考察した。

3aFll 
アミノ霞置換による，フrールオーバー現象をはじめとするヲラミ

ドモナスRuBisCOの構造活性相関の解析

溝端栄_1.1，富海健ーへ三宅親51.'，横田明稼"('奈良先端大・バ

イオ 'R口芭・纏物分子生理)

高等植物RuB詰coのカルボキシラーゼ反応は，反応開始直後に観察

される急激な活性の低下(firstph描e，FP)と，続いて起こる緩やかな活

性の低下(se∞ndph回e，SP)によるニ相性の経時変化を示す。この現象

はフォールオーバーと呼ばれている。我々 はこれまでに.高等植物

RuBisCOの大サプユニットで保存される 3つのアミノ酸残基(K21，

R258， K305)が， FPに関与することを示唆している。今回，クラミド

モナスRuBisCOの対応するアミノ酸残基を，高等植物型のアミノ酸に

置換した。我々 の解析法は.これまでの報告とは異なり，野生型ク

ラミドモナスRuBisCOにもFPが存在することを明らかにした。また，

変異RuBisCOは野生型RuBisCOに比べて， FPにおける活性の低下が著

しく減少した。本大会ではさらに，アミノ酸置換がRuB恒CαDキネティ

クスパラメーターや高次構造に与える影響について報告する。



3aF12 
クラミドモナスの低光呼吸突然変異株とその性質 (3)

鈴木健策(農水省・東北農試・生理生態研)

クラミドモナスのホスホグリコール酸ホスファターゼ(

PGPase)欠績突然変異株:pgpJ・18・7Fにさらに突然変異を誘発し、

PGPaseが欠損しているにも関わらず大気条件でも生育できる

クラミドモナスの二重突然変異株として得た7FR2N株では、

光合成の無機炭素に対する親和性が大きく、光呼吸速度は野

性抹の半分程度しかない (Suzuki1995， Suzuki et al. 1999) .こ

の妹では低い光呼吸速度 (RPR)とルピスコのCO，lO，相対特異

性との関連性は認められいない。この株を戻し交配して得た

A82株はRPR変異のみを持ちPGPase活性は正常であるが、この

株の光合成の無機炭素に対する高い親和性が、 EZAやNa2Sの

存在下では失われることを前回報告した.このことはそのRPR

変異がCO，濃縮機織と密接に関わっていることを示している.

今回はこのRPR変異遺伝子解明の手がかりを得る目的で、その

クロロフィル蛍光特性をはじめとした光合成の性質のいくつ

かついて、野生妹および、 pmpJ・16・5K等のCO，濃縮機構関連突

然変異株と比較した結果を報告する.またCO，濃縮機構への光

化学系の関与についても議論する予定である。

3aF13 
PURIFICATION AND SOME PROPERTIES OF 
PHOSPHOGLYCOLATE PHOSPHATASE FROM 
CHLAMIDOMONAS REINHARDTIl 
工笠国Q.盟企出盟Q主andKensaku SUZUK1; Plant Eco-
Physiol. Lab.， Tohoku Natl. Agric.Exper. Station， 
Morioka 020-0198 

Phosphoglycolate phosphotase (PGPase) (EC 
3.1.3.18) is a key enzyme ofphotorespiration that is 
essential for plant growth under light. In spite of several 
reports on th巴partialpurification of PGPas巴fromhigher 
plants， a green alga and a cyanobacterion， further 
infonnation have not been available for釦 Yof eukaryotic 
PGPase. We have purified PGPase from Chlamydomonas 
reinhardtii using heat treatment， ammonium sulfat巴
fractionation， anion-exchange (DEAE凶Sephacel)and 
hydrophobic chromatography (Phenyl Sepharose)， and 
native polyacrylarnide gel electrophoresis， as the first 
homog巴neousPGPase purifi巴dfrom eukaryotic organisms. 
The molecular mass of PGPase from C. reinhardtii was 
estimated to be approximately 65 kD by gel filtration on 
Superdex 200 and to be approximately 32kD by SDS-
electrophoresis， suggesting that the PGPase is composed of 
two identical or very sirnilar subunits as in higher plants. 
The undissociated enzyme was an acidic protein with a pI 
of 5.1. Partial N-terminal amino acid sequence was also 
deterrnined up to 21 residues. We also found that calcium 
is a strong inhibitor and the inhibition is competitively 
recovered by following addition of magnesium. 
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3pFOl 
海洋性ケイ藻Phaeodacty/umtricornutumにおける、高 CO2

環境から低CO，環境への順化について

厘--...l!f、松田 祐介 (関西学院大・理・化学)

海洋性のケイ藻 Phaeodac今'/umtricornutum (UTEX640) 

について、光合成の高 CO2環境から低 CO2環境への順化

過程を追跡した。酸素電極を用いたiJ!IJ定によれば、高 CO2

(5%・CO2を含む大気)で通気培養した細胞の光合成の溶

存無機炭素に対する親和性は、低 CO2 (通常の大気)で通

気培養した細胞の場合の約 10%であった。

この高 CO2培養細胞を低 CO2環境に移植したところ、

徐々に溶存無機炭素に対する親和性が上昇し、 24時間後

には、低CO2培養細胞と同程度の高い親和性を獲得した。

また、 Jq，買化中の細胞において、細胞外カーポニックアンヒ

ドラーゼの活性は検出されなかった。低 CO2環境に移植

直後の細胞では、測定系に牛赤血球カーボニックアンヒド

ラーゼを加えることで大幅な親和性の上昇が見られたが、

低 CO，環境に完全に順化した細胞では、その差はほとん

ど見られなかった。さらにこの順化の光依存性を検証する

ため、暗下での測定も行った。

3pF02 
海洋性珪藻類 Phaeodactylumtricornutumにおけるカー

ボニックアンヒドラーゼの解析および精製

:ijL1lQl一星堕、佐藤暖、松田祐介(関西学院大学・理・

化学)

藻類は一般的にi容存無機炭素濃縮機織 (CCH)を持って

おり、水中での高い光合成能力の原動力と考えられてい

る。海洋性珪獲類は水圏におけるきわめて重要な一次生

産者のーっと見なされているが、その CCHついては知ら

れていない事が多い。本研究では、海洋性珪藻

Phaeodactylum tricornutum (UTEX642)から、 CCHの重

要なコン事。ーネントと考えられる carbonicanhydrase(CA，EC 

4.2. 1.1)を単離精製し、その性質を調べた。大気レヘー J~の

COz条件下で培養した細胞の CA活性は細胞外にはほとん

ど見られず、細胞破砕後の上清に高い活性が見られた。

これを硫安塩析、陰イオン交換夕日?トグ‘う7ィー及び P-yミ jメチJ~" ' ì

t " Ì'^肝心アミト。 Yb"D-H" J~を用いたy7ィニティク日?トグラ7ィーに供

することで電気泳動的に単一のタンパク質を精製した。

このCAは分子量約29kDaであり、また、生理学的な測定

結果から低 COz環境で特異的に細胞内可溶画分に現れる

タンパク質であることが示唆されている。



3pF03 
緑藻ChlorellaeJh戸oideaCO2不感受性変異体の高CO2濃度
への順応

蓮主』盤、松田祐介(関西学院大学・理・化学)

緑藻ChlareJJaellip却，ideaの野生型を高CO2濃度で生育し

た時、無機炭素濃縮樹湾 (CCM)の発現は抑制される。高CO2
濃度から低CO2浪度へ移した後は、 CCMが発現し、細目敏トの

溶存無機炭素 (DIC)に対して高い親和性を有するようになる。

これまでに CCMの発現が細胞表面の CO2濃度によって直接

抑制されていることがクロレラで示唆されている。この仮説

は、 X線およびN.ethylN・凶trosourea(ENU，0.5mg m1"l) 

で誘発された CO2不感受性変異体の単荷量によって支持されて

いる。これらの免然変異体は高CO2環境でも DICに対して高

い親和性を有する。本研究では、 CCMの作動している細胞に

対する高CO2濃度の影響を調べるため、野生型と CO2不感受

性変異体の低CO.生育細胞を高CO2環境へ移し、順イ凶畠程に

於ける最大光合成速度、 DICに対する親和性、及び成長速度

を測定した。その結果、移植 6時間後の最大光合成速度は、

野生型で初めの約50%、変異体で約70%に低下した。その後、

共に徐々に回復し、野生型で2日後、変異体で 1日後に始め

のレベルに到達した。細胞の成長は共に 2日間亭止した後、

回復した。 DICに対する親和性は、野生型で5日後から 9日

後にかけて低下し続けたが、変異体で全く低下しなかった。

これらのことから CO2不感受性変異体は、CCMの抑制が見ら

れないことに加えて、高 CO2濃度ストレスに対して野生型よ

りも高い順応性を持つことこが示唆された。

3pF04 
緑藻クロレラの CO2反応性に関連して発現する遺伝子につ

いて

低盛一」塁、 '*住吾郎、松田祐介(関西学院大学・理・化学)

緑藻は、無機炭素濃縮機構(CCM)と呼ばれる、外界のi容

存無機炭素(DIC)を細胞内に蓄積するしくみをもっており、

それによって蓄積された DICを資源にして光合成を行う。

この機構は、外界の CO2によって制御されることが分かっ

ているが、その分子機構については解明されていない。

CCMは、外界め CO2濃度が自然界レベルであるときに

はたらいて DICを積極的に取り込むが、 CO2濃度が自然界

よりも高くなると抑制されるという特徴をもっている。

現在、このような CO2への反応性をもたない突然変異体

が得られており、野生型とこの突然変異体の発現情報をサ

ブトラクシヨン法を用いて比較したところ、野生型あるい

は突然変異体に特異的に発現する遺伝子を得ることができ

た。 CCMの発現とこれらの遺伝子の発現から、 CO2応答

に関係している分子について知見を得たので報告する。
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3pF05 
超高濃度C02条件下での光合成に及ぼすcarbonicanhydraseの影響
に関する超高濃度CO2耐性及び非耐性微細藻における比較検討
隼盛盤、蔵野憲秀、宮地重遠(海洋バイオテクノロジー研釜石)

海産性微細緑糠Chlorococcumlittoraleは、 40%C02を含む空気に
適応可能な超高濃度C02耐性繰である.しかし、空気を通気して生育
させた細胞(air細胞)を 40%C02条件に移行させると、数日聞は光合
成・生育ともに殆ど完全に抑制され、その後回復する.一方、 5%C02
細胞を 40%C02条件に移行しても光合成・生育のラグは認められない.
前年度年会では、 alr細胞では細胞内carbonicanhydrase (CA)活性
が高く[約 1，100unitslml細胞体積(PCV))、5%C02細胞ではその活
性は殆ど倹出されないことに注目し、さらに CA阻害剤EZAを用い
た検討などから、 air細胞に認められる 40%C02による光合成・生育
の極端な抑制の原因が細胞内 CAである可能性を報告した[CAは
C02+H20ごHC03-+H+の反応を触媒し、過剰なC02の存在下で H+
の生成(酸性化)がおこる).本研究では、蛍光プロープBCECFを
用いて細胞内pH(pH;)を実測し、 alr細胞を 40%C02に1-2時間
曝すと pH;が7.0から 6.4に低下したが、EZA存在下では低下しなか
ったことから、細胞内の酸性化、さらにその原因がCAであることが
確認された.Air細胞を 20.40%C02に移行した時、CA活性が5%C02
細胞と問機に消失すること、液胞数・液胞ATPase活性・光化学系I
活性 (extraATP供給)など‘ pH;鋼節に関わると恩われる要因の精
大が既に確認されている.さらに.5%程度以上の CO2濃度に移行さ
れた時のCA活性の消失が、 pH;調節のために重要と考えられる.次
に.8Uおよび5%C02細胞のいずれも 40%C02条件で生育できない
超高濃度C02非耐性株‘ Stichococcusbacillaris、について検討した.
この細胞では5%C02細胞においても副r細胞と同等の細胞内 CA活
性(約200units/ml PCV)を有していた.また、5%C02細胞を40%C02
に1時間曝すと、わずかではあるが光合成電子伝達が低下し.この低
下はEZAによって軽減された.従って、 CAはS.bacillarisにおい
ても40%C02条件下での光合成を軽度だが抑制すると考えられた.(本
研究は新エネルギー・産業技術総合開発機織の委託研究「細菌・藻類等利用二
酸化炭素固定化・有効利用伎術研究開発Jの一環として行われたものである.)

3pF06 
シアノバクテリアにおけるカーポニックアンヒドラーゼの活性

発現に必要なC末機領峻の同定

鐙杢釜h首，海老原夏紀，安野袴史(茨機大・理・11焼)

シアノバクテリアの細胞内に局在し、 COz濃縮織摘に関わ

るカーポニックアンヒドラーゼ (CA)は、大鵬首CAと比較し

て Slアミノ厳残革、循物CAより 6S残基、 C末鍋領織が長

い.この特徴的なC;長嶋領織の生理機能を明らかにするため、欠

失椋を作成し、解析を行った.

Synechococcussp. PCC 7942株のCA遺伝子 (272ア

ミノ磁残基)について、 C末封書コード領織内に終止コドンを導入

して長さの異なるものを作成し、 CA遺伝子欠失練I~形質転換し

た.CA遺伝子欠失株l草、高 COz11度要求性なので、大気(低
COz)条件での生育能の回復を指標として、必要領織の特定を行

った.その結果、アミノ磁残基数を 264以下に切り詰めたもの

では、低 COz条件下での生育は全く惚められず、一方、 269

および 272残遂のCAを導入した株は、野生株と同等の生省を

示した.以上の結果、他の相問蛋白質には見られない独特のC末

端領i暖l革、シアノバクテリアCAの活性発現!こ必須であることが

示された.また、 SynechococcusC Aとのアミノ酸配列の相

同性が S6%である、 Synechocystissp. PCC 6803練のC

A遺伝子を欠失事長に形貨車E換した結果、低 COz条件での生育能

が回復した.従って、両種のCAにおいて、 C末端領織も含めた

会領織が、機能的に保存されていることが示唆された.



3pF07 
ラン藻SynechococcusPCC7942のカルポキシソーム
形成に関わる遺伝子の完全除去とその形質転換体の

性質

五旦益童、井上則子、原納究、岩城俊雄、和田野晃

(大阪府大・農・応生化)

ラン藻 SynechococcusPCC7942の野性株およびカ

ルボキシソーム欠損株(K.O械を∞z律速条件下で
生育させると、 to凶 RuBisCO活性は、 5%∞ 2生育株

に比べ、それぞれ約2.5倍、約4倍に上昇した。こ

れはCipumpでは補償できない∞2律速条件下では、
to凶 RuBisCO量を増加させ、細胞内RuBisCOの活性

化率の低下を補償していると考えられる。また、∞2

律速条件下で生育させたK.O株の低∞濃度下での
光合成速度は、 5%∞ 2生育株に比べ、約2倍に上昇

したが、最大光合成速度はほぼ同じであった。この

条件下では、 Cipumpは誘導されていると考えられ、

光合成速度の上昇はRuBisCO量の増加と RuBP再生

能力の組み合わせによる、光合成の見かけのKmC02

値の低下によると考えられる。細胞内 RuBP濃度を

定量することによって、 RuBisCO活性と RuBP再生

速度が、∞2律速条件下と高∞2濃度下で光合成速

度に与える影響を考察した。

3pF08 
ラン藻の光合成炭素還元系調節機構 ーCP12の生理機能ー
国車五盈室、山下麻衣子、小林大輸入和田野晃l、重岡成
(近畿大・農、 l阪府大・応生化)

我々はラン藻(SynechococcusPCC 7942， Syr】echocystis
PCC 6803)のSH酵素が光還元力により活性調節を受けないこ
とを見いだした (BBB62，374， 1998， BBA 1383， 232， 
1998)。さらにSH酵素を分子レベルで解析した結果、 1)これ
らの酵素の調節部位に関与するシステイン残基 (Cys)が欠損
しているか周辺の措造が異なっている、 2)新規酵素fructose-
l，6-/sedoheptulose-1，7-bisphosphatお巴 (FBP/SBPas巴)は
FBPとSBPの両方を加水分解することを明らかにした。そこで、
本研究ではラン藻のPCRサイクルの明期/暗期における調節機
織を考察した。
1) FBP/SBPaseはFBP/SBP濃度比の変化により活性が上昇し
た。 2)FBP /SBPas巴は低濃度のAMPにより著しく阻害された
(Ki=0.26 mM). 3) FBP/SBPase活性はMg2+濃度依存性を示
すが、明/日音期におけるMg2+濃度変化はFBP/SBPas巴の活性
に影響を及ぼさなかった。 4)ラン藻のGAPD目立葉緑体型とは
異なりAMPやNADPHによる活性化を受けなかった。 5)酸化
的ペントースリン酸経路の6ーホスホグルコン酸 (6PG)はPRK
活性を阻害した。 6)ラン藻にもPRKおよびGAPDHと複合体
を形成するタンパク質CP12遺伝子が存在することから、
NADPI珊度によりPR間性が調節される可能性を示していた。
そこでCP12の生理機能を明らかにすることを目的に、大腸菌でのラ
ン藻CP12O:溌現系を構築し、日s-T.得融合タンパク質として精製した。
現在リコンビナントCP12とラン藻の各酵素との相互作用、活
性への影響を検討中である。以上、ラン藻のPCRサイクルの調
節には、 AMP、6-PGおよびCP12(NADPH/NADP)による
FBP/SBPase. PRK活性の調節が重要であることが示唆された。
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3pF09 
ラン藻fructωe-1.6-/ sedoheptulose-1. 7 -bisphosphatお巴
導入形質転換植物の光合成炭素還元系への影響
軍ιL盆圭1)、市原健志11、田茂井政宏21、重岡成1.2)

(近畿大・院・応生命化農・食栄')

高等植物葉緑体のfructose-1.6-bisphosphatase(FBPase)お
よひ。sedoheptulose-1.7 -bisphosphatase (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(陀Rサイクル)
の律速酵素の 1つである。我々は、 FBPaseとSBPase活性の両
方を有し、光調節を受けないランflSynechococcusPCC7942 
のFBP/SBPaseを葉緑体に発現させた形質転換タバコ(TFI-3)
を作成した.TFI-3の生育は野生椋よりも速く、最終的な背丈
は野生株の1.4倍、乾燥重量は1.5倍に上昇した。上葉ではヘキ
ソースおよびシュクロース含量が、下業および根ではデンプン
含量が著しく増加した。そこで今回、 PCRサイクルに及ぼす影
響を詳細に検討するため、両者ドの光合成能、 PCRサイクル酵素、
代謝中間体(RuBP，PGA， F6P. G6P. DHAP)をi!lIJ定した。
大気C02条件下(360ppm、1000μElm'/s)におけるTFI-3の
光合成速度は野生椋の1.25土0.03倍に上昇した。さらに400
μElm'/sの光条件で細胞内C02濃度を変化させて光合成速度を
測定したところ、 C02飽和条件下(Ci>600ppm)においてT町一3
の光合成速度は野生株よりも約1.5倍上昇していた。両株の
P悶〈、 NADP'-GAPDH、Aldol脱、 RuBisCO活性レベルに有
意な差は認められなかった。興味深いことに、形質転換体の
RuBisCOの活性化率が野生株の1.2倍に上昇していた。栽指条
件下(400μE/m'/s、相対湿度 60%、25'C)でTFI-3の面積当た
りのRuBPおよびF6P量は野生椋の約 2倍に、 PGA、G6P、
DHAP量は野生椋の約1.4-1.5倍に上昇していた。以上より、
FBPaseおよびSBPase活性の上昇は光合成速度の上昇をもたら
し、カルピンサイクルの炭素代謝を大きく変化させたことが明
らかになった。



laGOl 
RPT2:シロイヌナズナの光属性シグナル伝達因子

酒井達也、岡田清孝(京都大院・理・植物)

青色光受容体 NPHl(nonphoto，的 opichypocotyl1)はシロ

イヌナズナの膝軸及び根の光屈性を誘導する唯一の

UV-NBlue light受容体と考えられてきた。しかしながら

今回、根の光屈性異常突然変異体 rootphototropism (rpt) 

の解析によって、光屈性に関与する第二の光受容体の存

在、及びその下流の少なくとも二つのシグナル伝達経路

の存在が明らかにできた。新たに単離した RPT2遺伝子

はその片方の経路に関与していた。RPT2は光誘導遺伝子

で、予想されるアミノ酸配列から、複数のリン酸化サイ

ト、核移行シグナル、タンパク質問の相互作用に関与す

る BTB/POZドメイン及びコイルドコイルドメインをコ

ードしていることが予想された。また相同遺伝子解析か

ら RPT2は光属性に関与する NPH3を含んだ大きな遺

伝子ファミリーに属することが分かつた。遺伝学、生理

学、生化学的な解析から、我々はシロイヌナズナにおけ

る光屈性シグナル伝達経路のモデルを提案する。

laG02 
転写因子AγHB-2の標的遺伝子の探索

玄崖盛記、間穆宏、膏山卓史(京大・化研)

シロイヌナズナのHD・-Zipタイプのホメオボッ

クス遺伝子群、 ATH8は環境刺激応答から形態

形成にいたるまでのシグナル伝達に関与してい

ると考えられている。そのうちの一つである

ATH8-2は赤外光に富む光によって即座に強く

発現誘導されることが知られており、光を介し

た伸張現象における制御的な役割を果たしてい

ることが示唆される。我々はキメラ遺伝子、

HDZip2-νGを作成した。これは ATHB-2の

DNA結合領場、 VP16の転写活性化領域、そし

てラットの GRのホルモン結合領峨からなる、

転写因子をコードする。我々はこのキメラ遺伝

子 HDZip2νGを導入したシロイヌナズナ形質

転換体に DEXを処理することによって転写が

誘導される遺伝子をgenomicmicro arrayを用
いて探索している。
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laG03 
トランスポゾンタギングを用いた光形態形成突然変異
cop7の抑制変異株の単厳および解析
。車彊盤1、Z、山本義治1、島田浩章2、松井南1(1理研・
GSC・植物ゲノム・値物変異探索、 Z東京理大・基礎工・
生物工学)

植物の形態は外的環境要因によって精密に制御されて
おり、それらのーっとして光が重要な役割を担ってい
る.アラピドプシスのcop7変異練は、暗所において明所
で見られる表現型を持つ.このことは、COPlタンパク貨
が光形態形成を抑制する制御因子であることを示してい
る.
COPlタンパク質から下流の情報伝達系を解明するため
に、 トランスポゾンタギングj去を用いて、 cop7変異株に
さらに変異を加えることで、 coplから野生型へ復帰する
抑制変異株とそれに関わる遺伝子の単磁を銃みた.現在
までに、暗所においてcop7の表現型を抑制する変異株を
5系統単離し、それらの変異株の一つについて詳細な解
析を行っている.解析の結果から、この変異株は、暗所
だけではなく微々な光環境下においても、cop7変異株と
比較して、 E壬執が伸長することが明らかになった。さら
に、 cop7変異株l立、アントシアニンの蓄積が見られ、暗
所から明所へ移したときの緑化が正常に行われない.と
ころが、この抑制変異株では、暗所での座軸伸長抑制の
みならず、これらのcop7変異株lこ特徴的な表現型につい
ても抑制することがわかった.

laG04 
核タンパク賀CIP4は光形態形成の正の制御因子である

山杢豊塗ム Xing-WangDen!;j2、松井南1
c理研・ GSc.2Yale.大.MCD8) 

シロイヌナズナの CONSTITUTIVELYPHOTOMORPHO-

GENlC 7 ( COP 7)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

百貨レベルで結合しうる遺伝子を単服した.そのうちの一つ

、COPl・InteractingProtein4， CIP4は新奇の核タンパク賀
をコードしており、転写活性化能があることから共転写因子

であることが示唆された.逆向き遺伝学の手;去を用いて、

CIP4の生体内における役割を調べたところ、実際に光形態形
成に関与していること、そして、 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.いくつかの解析結果からCIP4も

CIP7同様にCOPlの下流に位置する光シグナル伝達因子であ

ることが明らかにされた.CIP4とCIP7は異なる光応答を担

うことから、 PHYAPHY臥 CRYlより発せられた光シグナ

ルは一旦COPlにおいて合流した後、再びCIP4、CIP7へと分

岐し、個々の光応答へと繋がることが強く示唆された.



laG05 
ミズワラビ (Ceratopterisrichardii)前葉体における

仮根形成時の不等分裂の光制御

証国-1島菅井道三1 (東京大・院総合文化・生命，
l富山大・理・生物)

多くのシダ植物においては、胞子の発芽時に不等

分裂が起こり、原糸体細胞と仮根が分化する。しか

しながら、分裂過程の顕微鏡観察は着色した厚い胞

子壁の存在のため難しい。一方、発芽後の原糸体、

前菜体は顕微鏡観察が比較的容易であるが、不等分

裂を同調的に誘導できる実験系は報告されていなか

った。我々はミズワラビ (Ceratopterisrichardii)前

葉体細胞において不等分裂が光により同調的に誘導

できることを見いだし、解析を行ったので報告する。

暗所で培養したへら状前菜体は、細胞3-5列で
中間部に細胞伸長域を持つ。前葉体を暗黒下から白

色光下に移すと、伸長域の細胞が不等分裂を起こし、

形成された小さい細胞は仮根に分化した。不等分裂

は短時間の赤色光(1∞IJm"2) で誘導することがで

きたが、青色光は効果が弱かった。分裂誘導におけ

るフィトクロムの関与については現在検討中である。

laG06 
西洋ワサピ毛状根に導入したフイトクロム遺伝子の過剰発現によ

る光誘導不定芽形成に対する効果

重盗--.1ユ、 鈴木逮哉、徳富哲人鎌田博 (筑波大 ・生物、

l大阪府立大 ・先端研)

西洋ワサビ也血旦盆i呈型組旦旦)に会出足卑盟主主を感染させて
得られる毛状根を、明所下、植物ホルモンを含まないMS培地上で

培養すると不定芽が形成される。この光誘導不定芽形成には、光

受容体としてフイトクロムが関与し、毛状根の基部側末端ではフ

イトクロムレベルが高 〈 、また 、 註立込~の転写産物量は毛
状根の基部側に多く蓄積している。

そこで、西洋ワサピより 単離した4種類の7イトクロム遺伝子

PHYムE旦工弘E且工♀旦立Eをセンス方向に西洋ワサビ毛状根に導入
し、フィ トクロムレベルおよび光誘導不定芽形成に与える影響を

検討した。その結果、それぞれの遺伝子をセンス方向に導入した

場合、GUS遺伝子を導入したコントロール毛状根に比べてフィト

クロムレベルが増加している毛状根が得られた。このフイトクロ

ム過剰発現毛状根において光誘導不定芽形成頻度を調べたところ。

どのタイプの遺伝子を導入した場合においても不定芽形成頻度は

上昇した。また、PHYAのアンチセンス遺伝子を導入した毛状根で
は、コントロール毛状根に比べてフィトクロムレベルが低下して

いる毛状根が得られ、フィトクロムレベルの低下した毛状根にお

ける光誘導不定茅形成頻度はコントロールの毛状根に比べて減少

していた。以上の結果より、西洋ワサピのPHYA.PHYB. PHY♀ 
巴立E遺伝子1J:7イトクロムをコードしており、どのタイプのフイ
トクロム遺伝子も西洋ワサピ毛状根における光誘導不定芽形成を

促進し、毛状根内でのフイトクロムレベルの変動には自主主が最も

深く関与しており、 PHYム堕立互の光誘導不定芽形成への関与が強
〈示唆された。
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laG07 
西洋ワサビからの PIF3遺伝子の単隊と解析

鎧杢--.J童輩、苦情藤 力、鎌田 博(筑波大学・生物)

西洋ワサビ (Armoracia rusti但 na)に

A. rhirogen esを感染させることで得られた毛状根
を、明所下において植物ホルモンを含まない MS倍
地上で培養すると不定芽が形成される。これまでの

研究で、この光誘導不定芽形成には光受容体として

フィトクロム、中でも phyA、phyBが関与するこ
とを明らかにしてきた。そこで、光誘導不定芽形成

におけるフィトクロムの下流の情報伝達経路を明

らかにする目的で、 phyA、phyBと相互作用し、情
報伝達に関与する因子、 PIF3のホモログを西洋ワ

サビから単離することを試みた。

西洋ワサビの毛状根および緑葉より作成した

cDNAライブラリーから、シロイヌナズナの PIF3
genomic DNA断片をプロープとしてスクリーニ
ングを行った。その結果、毛状根のライブラリーか

ら2種類、緑葉のライブラリーから 3種類、合計4

種類のクローンが単離できた。これら4種類のクロ
ーンはシロイヌナズナの PIF3に対して 80%程

度の高い相向性を示した。また、どのクローンもシ

ロイヌナズナの PIF3がもっ PAS ドメイン、

bHu-I ドメインを持っていた。

laG08 
春化したオオムギの茎頂分裂組織で特異的に発現誘導される遺伝

子の解析

率謹逝二郎、山岸紀子、江尻恨一郎(岩大・農・寒冷バイオ)

オオムギをはじめとする多くの植物は栄養生長から生殖生長へ

の移行に春化を要求する.しかし、春化の分子機構は明らかにさ

れておらず、関連する遺伝子の単離も行われていない。我々は、

低温を感知すると考えられている茎頂分裂組織において春化にと

もない分子レベルでどの様な質的変化がおきているのかを明らか

にするため、低温要求性の高いオオムギ(ミノリムギ)の茎頂分

裂組織を用いて春化の前後で発現変動する遺伝子の解析を行って

いる。

本研究では、 PCRを利用したcDNAのサブトラクション法
(じDNA-RDA却で春化が完了したミノリムギの茎]頁分裂組織で
特異的に発現誘導される遺伝子の単厳を行った。単離したcD陥断
片の塩基配列を調べ、ホモロジー解析を行った結果、受容体型プ

ロテインキナーゼ、ヒストン問、助命Hich 附 A結合タンパク

賞、 HSP70、αーチューブリン等の遺伝子と高い相同性を示す
白地断片カ事く含まれており、これら遺伝子の発現Jが軒じした茎

頂分裂組織で特異的に上昇している可能性が示唆された。現在、

これら遺伝子と春化との関連性を探るため詳細な発現解析を行う

とともに、オオムギで単椴報告のない受容体型プロテインキナー

ゼの遺伝子単離を進めており、その結果についてもあわせて報告

し機能について考察する。



laG09 
アカバンカピ時計遺伝子.wc-lの新たな対立遺伝子変

異株の解析

皇盟i!'豊田勝也1・角良則・小内;育2，中島秀明(岡山

大・理・生物 1日水製薬 2基生研・発生生物学)

生物時計の分子機構の解明を目指し，分生子形成

に概日リズムの見られるアカバンカピを用いて解析を進

めている DNA婦人法を用いて新たな wc-l遺伝子の

対立遺伝子変異株(rhy-2株)を分離した.この株は恒
暗条件下では分生子形成リズムを示さないが，光パル

ス処理に対しては同調できることがわかったシークエ

ンスの結果 • wc-l 遺伝子のグリシンリッチな領域よりも
下流が婦人断片内のカルモジュリンプロモーターにより

恒常的に発現している可能性が示された.これはこの

領域がリズム発現に必須であることを示しているまた，

カルモジュリンプロモーター支配下に完全長 wc-l遺伝

子を置いた株を作出してリズムの発現と光への応答を

調べたが野生型との違いは見られなかった.このことは.

この2つの現象については WC-lのプロモーター領域は

重要な働きをしていないが.完全長のWC-lタンパク質

が恒常的に存在する必要があることを示唆している

FRQタンパク質と WC-lタンパク質に対する抗体を

用いて以上の推論を確認する実験も行っている.

laGlO 
形質転換タバコにおける時計制御遺伝子GLPの
機能解析
生壁主.fr.相田徳子，鎌田博，小野道之1 (筑波
大・生物秋田県立大・生工研)

光周性花成誘導の分子機構を明らかにする目
的で，アサガオの花成誘導暗期中に特異的に発
現する遺伝子としてPnGLPlが単離された。アサ
ガオは定日性花成誘導のモデル植物として多く
の生理学的な知見があり.PnGLPlはその生理的
な観察結果とよく一致した発現様式を示してい
るが，その機能は不明である。そこで.PnGLPl 
のcDNAを過剰発現 (Sense)あるいは発現抑制
(Antisense)させた形質転換植物を用いて，光
周性花成への影響を調査した。形質転換に用い
たタバコ(Ni<ω伽 1atabacum)の品種メリーランド
マンモスは，長日条件下では1年以上も花を着
けないが.PnGLPlのcDNAをCaMVの35Sフ。ロモ
ーターで発現せることによって，長日条件でも
約6カ月で花芽を着ける個体が現れた。一方，
短日条件下では，対照区との差が見られなかっ
た。タバコよりPnGLP1のホモログを単離し，内
生のGLP(NtGLP)の発現を調査し.PnGLPの過
剰発現及び発現抑制の効果とNtGLPの発現との
関係について考察する。
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laGll 
光周性花成誘導に関連する時計制御遺伝子
(AtC401. PnC401)のプロモーター解析

企旦本二，小野公代，相田徳子，福井晴隆，小野道之¥
鎌田博(筑波大・生物秋田県立大・生工研)

PnC401は短日植物アサガオ(Pharbitis nil choisy 
cv. Violet)において光周性花成誘導暗期中に特異

的に発現量が増加する遺伝子として単離された。

PnC401および長日植物シロイヌナズナのホモログ
であるAtC401は，サーカディアンリズム発現変動を
示し，暗期中にmRNA量がピークとなる時計制御遺
伝子 (CCG)であった。我々はC401遺伝子のサー
カディアンリズム発現制御機構を明らかにするた
め，プロモーター配列の決定を行い，シスエレメン
ト配列の調査，およびホタルのルシフエラーゼ遺伝
子をレポーター遺伝子として用いたプロモーター
解析を行った。プロモーターデイリーションの結
果， サーカディアンリズム発現制御には，AtC401 
プロモーターの転写開始点より146 bpのプロモー
ター領域のみで十分であることが判明した。同様

に， シロイヌナズナにおけるPnC401のプロモータ
ー解析についても報告する。

laG12 
イネカタラーゼ遺伝子の発現解析:CatAの概日リズ
ムの制御には5・上流領域以外の領域も必要である
量杢盛雄、肥後ひろみ、肥後健一(農水省・生物
研)

イネ(仕yzasativa L.)には3つのカタラーゼ遺伝
子 (CatA、CatB、CatC)が存在している。本研究
では、イネカタラーゼ遺伝子の発現の組織特異性と
時期特異性について調べた。幼苗では、 CatA、
CatB、CatOのmRNAはそれぞれ業鞘、根、葉身で多
くみられた。一方、開花期のイネでは、 CatAとCatC
のmRNAはそれぞれ穎花と葉身で多く、 CatBの
mRNAは調べたすべての組織でわずかに検出され
た。発現を経時的に調べた結果、 CatAのmRNA量は
概日リズムを示した。また、 CatCのmRNA量は連続
暗期下の業身においてCatAとは異なる日周変動を示
した。レポーター遺伝子 (GUS遺伝子)の上流に
臼凶のシ上流領域(約1.6kb)をつなげたものを導
入した形質転換イネを用いて、 GUS遺伝子のmRNA
及び、pre-mRNAの発現について調べたところ、 GUS
遺伝子の発現の日周変動はCatAと比べてわずかに異
なることがわかった。これらの結果から、 CatAの概
日リズムは転写レベルまたはpre-mRNAの安定性の
段階で制御されていて、概日リズムの制御には他の
領域の配列も必要とすることが示唆された。




