
laCOl 
安定同位体標識法を併用した多次元NMR分光法によるラン

藻心1abaenavariabilis M3のR..l¥1A結合タンパク質RbpAlの溶
液精進解析
11よ宜主、佐藤直樹1、森田勇人‘林秀員IJ (愛媛大院・理工・
物質理、 Iti奇玉大・理・分子生物)

低温環境下ではm陀ぜA上に部分的に存在する相補的領域が
二本鎖を形成し、遺伝情報の翻訳効率が低下する.ラン藻
Anabaena ....ariabilis M3は低温環境下でRbpAlを発現する。
悶コpAlはmRl'lA上に生じたこ本鎖を解きほぐすことで、タン
パク質への翻訳効率の低下を防ぐ働きを持つと考えられてい
る。また、 RbpAlには真核生物で見られるR.."JArecognit!on 
motif (RR..¥f)やグリシンリ ッチドメインが存在することから、
これらの悶叫A結合タンパク質の中でも進化的に最も基本的な
タンパク質であると考えられる。本研究では、 15Nのみ、ある
いは15Nおよび13Cで安定同位体標識したRbpAlを大腸菌によ
る大量発現系を用いて作製し、多次元NMR分光法により溶液
精進解析を行うことで各後能領域の構造機能相関を明らかに
することを目的とした。 IH-15NHSQCNMRスペクトルによ
って各アミノ酸に由来するシグナルが広範囲にかつ、よく分
献して観測されたので、 RbpAlは溶液中で比較的安定した全
体制時造を持ち、各機能領域が特定の高次精進をとることを明
らかにした。現在、シグナルの帰属を行いRbpAlの各機能領
域の二次構造の解析を進めている。

laC02 
低温誘導性遺伝子rbpAlの転写調節の解析

皿山益之進、佐藤直樹(矯玉大・理・分子生物)

シアノバクテリアAnabaenavarJabilis M3株

にはRNArecognition motifタイプのRNA結合

タンパク質遺伝子(rbp遺伝子)が8個存在する o そ

の内7個のrbp遺伝子は低温誘導性を示し、特徴的

な保存配列が5・非翻訳領域に4ヶ所存在する。リ

ボソーム結合部位RBS(5・-TTYGGAGA-3')、

BOX 1 (TCTCCGAA)、BOX2(TTGT了fNNAGT)

及びBOX3(TTCGGYGA)である。またrbpAl遺

伝子の5'非翻訳領域には高温条件(38"C)で培養し

た細胞の抽出タンパク質が結合する。そこでそれ

ぞれの保存配列を置換したプロープDNAを用いゲ

ルシフト解析を行った。その結果、保存配列は

DNA結合タンパク質の結合に関係していることが

推定された。また5・非翻訳領域に結合するタンパ

ク質を硫安分函と磁気ビーズを用い精製した結果

2種類の一本鎖DNA結合タンパク質と相向性の高

いタンパク質を得た。しかし5・非翻訳領域にはこ

の他にも幾つかのDNA結合タンパク質が結合する

ことが予想され更に精製を進めている。
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laC03 
SYl}eqJOcysJi~ ~P: .'pCC ~8g) における rbpl 及び crh
・伝子の低温誘導的な発現制御に関わる低温シグナ
ル伝達系の解析
蓋虫li.....JL'、三上浩司、鈴木石根、村由紀夫
(基生研、 1総研大・生命科学)

生物には低温に曝されると特異的に発現する遺伝
子が存在するが、そのような遺伝子発現を促す低温
検知及びその情報伝達経路の詳細は不明である。そ
の解明を目的として、本研究では Synechocystissp. 
PCC 6803 の RNA:bjn~ng .2~Q.t~Ln'.. (ri?PL2 及び
RNA-helicase (crh)遺伝子の低温誘導的発現制御機
構の解析を行った。

rbp'!及び crh遺伝子の転写産物は、34"Cから 22"C
への温度シフト後一過的に発現し、発現のピークは
それぞれ 50分、 30分後であった。 Synechocystisに
おけるヒスチジンキナーゼの変異体の解析ミら crh
遺伝子の低温誘導的発現には、膜結合型 HiK33と細
胞質型HK19が関与していることが明らかとなった。
しかし、 HiK33と HiK19は rbpl遺伝子の低温誘導
的発現には関与していなかった。以上のことから、
Synechocysti~ には低温シグナル伝達経路が 2 種類存
在し、そのうちの一つには HiK33と HiK19が含ま
れている可能性が示唆された。

laC04 
Synechocystis PCC6803の低温シグナル検知に関わる
ヒスチジンキナーゼ Hik33の変異株の解析
鐙主亙盤、兼崎友1、三上浩司、村田紀夫(基生研、
1総研大)

ラン藻Synechocystissp. PCC6803は、環境温度の低下
にともないさまざまな遺伝子の発現を制御してい

る。これまでに我々は、低温下における脂肪酸不飽

和化酵素遺伝子の発現誘導に関わる因子として、ヒ
スチジンキナーゼ Hik33を同定した。Hik33は膜タ

ンパク質で、低温による膜の流動性の変化を検知す

るセンサーであろうと推定されている。Hik33の機

能を明らかにする目的で、野生株とHik33遺伝子の

破壊株についてDNAマイクロアレイを用いて低温環

境下で変動する遺伝子の探索をおこなった。その結

果、野生株では転写や翻訳に閉める一群のタンパク

質の遺伝子の発現が誘導され、光合成の光化学系の

サプユニ ットの遺伝子発現が抑制されていた。 Hik33
変異株ではそれら遺伝子の発現量の増減が小さく
なっていた。これらの結果は、 Hik33が低温条件下

における遺伝子発現の促進および抑制に必須な因子

であることを示唆するものである。



laC05 
常温性ラン色細菌Synechocystissp. PCC6803の生育
の温度依存性
井上名津子、菓子野康浩、小池裕幸、佐藤和彦
寸理窟士葉大・理・生命)

これまでに我 々は、常温性ラン色細菌
Synechocystis sp. PCC6803がどのように高温適応す
るのかを知るためにそれらの生育温度をかえて培
養した細胞を高温処理し、その影響を調べてきた。
その結果350Cで培養した細胞が250C培養したもの
よりも酸素発生活性や蛍光指標Fv、細胞膜の透過
性の耐熱性が増大すること、一方で高温での炭酸
固定反応には耐熱性の増大がほとんど見られない
ことを明らかにし、先の植物生理学会において報
告した。
今回はこのラン色細菌の生育の温度依存性を調

べ、どの反応が光合成独立栄養的生育の温度限界
になっているのかを調べた。細胞を種々の温度で
培養すると生育速度が最大になるのは300C付近で
その成長速度は400C付近まであまり低下せず、急
激な成長速度の低下は.42-30C付近であり、きわめ
て特徴的であることがわかった。そして面白いこ
とに培養温度での光合成速度がほとんど同じであ
り、また、低温で培養した細胞ほど、光合成活性
の温度依存性が大きくなった。
以上のことから推定される結果および細胞を光

従属栄養的に培養した場合の温度依存性について
の比較も併せて報告する。

laC06 
円石藻の生育温度マーカ一分子の細胞内分布

山崎武央沢田健三阜岩葺.tl.3(1新潟大・理・生，

2筑波大・化学筑波大・生物)

ハプト植物門ゲフィロカプサ科の円石漢に特有なバイ

オマーカ一分子として長鎖アルケノン (nC37-C39) .ア

ルケノエイト(nC37-CsJが知られている。それらの分

子は藻の生育温度に依存して不飽和結合の数を変化させ

かつ海底堆積物中においても変化を受けずに保存される

ことから，地球科学分野で古海洋温度復元の指標として

利用されてきている。しかし，それら分子の生理学的機

能や役割については不明のままである。本研究では，円

石藻EmilianiahuxJeyiのオルガネラを単離し，各画分

に含まれる長鎖アルケノン・アルケノエイト分子の細胞

内分布を調べ，それらの量および不飽和結合数を分析し

た。結果として，これらのバイオマーカ一分子は，各膜

の量に比例して存在し，各画分における不飽和結合数に

も違いは認められなかったことから，細胞内の膜画分に

均等に分布しているものと推定した。
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laC07 
クラミドモナスの光合成の高温適応:核と葉緑

体ゲノムの相E作用

旦旦益孟、西山佳孝、村由紀夫

(基生研、総研大・生命科学)

高温に適応したクラミドモナスでは光化学系II

複合体の高温耐性が増大する。この分子機構を

明らかにすることを目的に、タンパク質合成阻

害剤の効果および熱ショックタンパク質との関

連を調べた。細胞を高温に適応させる際にシク

ロヘキシミドまたはリンコマイシンを共存させ

ると、いずれの場合も光化学系IIの高温耐性は増

大しなかった。したがって、光合成の高温適応

には核ゲノムと葉緑体ゲノムから新規に合成さ

れるタンパク質が必要であると考えられる。ま

た、熱ショックタンパク質のウエスタン分析の

結果、光化学系IIの高温耐性の増大が見られる温

度範囲 (20'C-35'C)では、 Hsp60の量的変動は

なくHsp22の発現は見られなかった。このこと

から、熱ショックタンパク質の誘導は光合成の

高温適応に関与しないことが示唆される。

laC08 
ラン藻 SynechococcusSp. PCC 7002の高温感受性変
異株における変異遺伝子の解析
本担愛王、森田勇人、林秀則(愛媛大院・
理工・環境科学)

ラン藻 Synechococcussp. PCC 7002における高温
耐性に関与する遺伝子の同定を目的として、
insertional mutagenesis法を用いて高温感受性変異
株 (SHTl株)を単離した。

SHTl株と野生株において、通常生育温度
(300C) での生育には特別な違いは見られなかっ

たが、やや高めの温度 (380C) で生育させると
SHTl株は野生株と比較して増殖が著しく遅くなっ
た。 SHT1株の変異を起こしたDNA領域をプラス
ミドレスキューにより回収し、塩基配列の決定に
より変異部位を同定したところ、ラン藻
Synechococcus sp. PCC 7002のプラスミドpAQlに変
異が起きていることが明らかとなった。野生株の
pAQl上には4つのORFが存在すると推測されてい
るが(1)、 SHTl株にはそのうちの1つ、 ORF93をコ
ードする領域が新たに挿入されていた。 ORF93領
域の挿入と高温感受性の関係を明らかにする目的
で、 ORF93を大量発現する形質転換体を作製し、
その高温耐性および、タンパク質組成について解
析を進めている。
(1) Akiyむna，H. et al.， DNA Res. 5， 127-129 (1998) 



laC09 
好冷性藻類および好冷性細菌からの熱ショックタン
パク質遺伝子のクローニング
山由直宣、 小亀一弘l、 奥山英登志2、
森田勇人、 林秀貝IJ (愛媛大院・理工・物質理、
l北大院・理・生物科、 2北大・地球環境)

好冷性糠類ハプト藻Pη夜間eslophytestrain Bや好冷
性細菌Vlbriosp. strain ABE-lなどは、一般の藻類や
細菌類と比べて低温環境を好む生物である(最適生育温
度5"C-15"C)。このような生物では、一般的な生物に
とっては低温環境である20"C程度で熱ショックタンパク
質の発現が誘導される。このような低温で発現される熱
ショックタンパク質の機能や、発現様式を明らかにする
目的で、好冷性生物から熱ショックタンパク質遺伝子を
クローニングした。
すでに単離されているGroELのアミノ酸配列を比較

し、保存されている領域のアミノ駿配列をコードする混
合プライマーを合成した。この混合プライマーとゲノム
DNAを鋳型としたPCRによって、増幅されたDNA断片
について塩基配列を決定した。このPCR産物の塩基配列
から推定されるアミノ酸配列は、他の生物のGroELの相
当する部分と相向性があったため、これをプロープとし
たサザンプロット分析により、 GroELの遺伝子を含む
DNA断片を単離し、塩基ðè~Jを決定した。 Vlbriosp.
straln ABE-lのGroELは547アミノ酸から構成され、そ
の81%が大腸菌のGroELのアミノ酸と一致し、 GroES
とオペロンを構成していた。また、 groES上流のオペレ
ーター領域の塩基配列は大腸菌との相向性は低かった。
現在、ハプト藻のHSP60に関しでも同様の解析を行っ
ている。

laC10 
ランソウ低分子量熱ショックタンパク質の構成的発現

盟主主，鈴木伸章，ロイ・サンジェット(埼玉大・理・

分子生物)

好熱性ランソウ秒nechococcusvulcanusを高温に曝すと

三種類のタンパク質(GroEL、smaJlHsp、GroES)が顕

著に蓄積する。我々は、GroELやDnaKとは異なり高温

や重金属ストレス下でのみ顕著に蓄積する smallHspが、

24個のサプユニットから構成されるホモ・オリゴマー

であること、リンゴ酸脱水素酵素などのモデル基質に

対して分子シャベロン様活性を示すこと等を既に明ら

かにした。本研究ではランソウにおける smal1Hspの機

能を明らかにするために、この Hspを構成的に発現す

るランソウ株(今nechococcussp. PCC 7942)を構築した。

形質転換体の致死温度 (500C)処理後の生存率や光化学

系 II、フィコシアニンの熱耐性が増加した。興味深いこ

とに、 invi位oにおいて 500Cでは不可逆的凝集を起こ

さない smallHSPが、細胞内では同温度の処理により不

溶性画分に移行した。smallHspとフィコピリンタンパ

ク質やチラコイド膜が相互作用するのではなし、かと考

えて研究を進めている。
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laCll 
新規な熱ショック遺伝子によるランソウ熱ショック応答の

調節

五以車盤王，仲本準(埼玉大・理・分子生物)

我々 は、 Synechococcussp. PCC 7942から、熱ショックで

発現が(少なくとも転写レベルで)誘導される新規な遺伝

子をクローニングし、本学会で既に報告した(田中直樹ら、

1997年度年会)。この熱ショック遺伝子の塩基配列や推定

翻訳産物と相同な配列はデータベースに存在しなかった。

この Hsp遺伝子の機能を明らかにするために、遺伝子翻訳

領域、翻訳領域直下流、遺伝子上流及び下流の各部位に抗

生物質耐性遺伝子を挿入した変異株を橋築した。この遺伝

子の翻訳領域と翻訳領域直下流に変異を生じた形質転換体

は、 450C (比較的穏やかな高温で、野性株においては致死

温度ではない)において生育が著しく阻害された。翻訳領

域直下流に変異を起こした形質転換体の転写産物蓄積量は

減少していた。これらの結果は、形質転換体の高温感受性

が、この新規な熱ショック遺伝子自身の不活化あるいは発

現阻害によって引き起こされたことを示すものである。こ

れらの高温感受性形質転換体における groEL遺伝子の発現

が顕著に阻害されていたことから、この熱ショック遺伝子

は他の Hsp遺伝子の発現調節に関与するのではないかと考

えて研究を進めている。

laC12 
高等植物の葉緑体局在型低分子量熱ショックタンパ
ク質のラン藻における相同的機能発現
去竪皿l韮、森田勇人、林秀則(愛媛大院・理工・
物質理)

高等植物を高温ストレスにさらすと、細胞内局在
性が異なる5種類以上の低分子量熱ショックタンパ
ク質 (sHsp)の発現が誘導される。これらのうち葉
緑体局在型sHspは、光合成機能の安定化に寄与す
ると推定される。葉緑体におけるこのsHspの機能
を解析するため、このsHspをラン藻において発現
させ、高温に対する応答を解析した。

シロイヌナズナの葉緑体局在型sHspである
Hsp21をラン藻 Synechococcussp. PCC 7002で
発現させると、致死温度である48t:の高温ストレ
スに対する生存率が30%以上上昇した。また、
Hsp21の局在部位を調べると、 30t:では、ほとん
どのHsp21が細胞質を含む可溶性薗分に存在してい
たが、 45"Cの高温処理を行うと、可溶性画分の
Hsp21は減少し、チラコイド膜を含む不溶性画分の
Hsp21は増加した。これは高等植物の葉緑体局在型
sHspの高温によるチラコイド膜への移行と同様の
ことが起こったものと考えられる。これらの結果
は、ラン藻において発現した葉緑体局在型sHsp
が、チラコイド膜と相互作用し、葉緑体における機
能と同様の機能を果たしたと推定できる。



lpCOl 
トマトミトコンドリア型 sHSP遺伝子の生殖器官に

おける発現様式

三五ーニ室、鈴木克己、LiuJian ¥庄野真理子

(国際農林水産業研究センター沖縄、 l名古屋大・

生物分子応答研究センター)

高温ストレスにより発現誘導されるヒートショッ

クプロテインは、真核生物において 5つのサプグル

ープ、 HSPIOO、HSP90、HSP70、HSP60および small

heat shock proteins (sHSPs) に分類される。なかでも、

分子量 15-30kDの sHSPs は、植物において顕著に

発現している。植物の sHSPsは、その細胞内局在

性により、細胞質型 class1、classII、小胞体 (ER)型、

ミトコンドリア(Mf)型、葉緑体型に分類される。

我々は、 トマトからミトコンドリア型 sHSP(MT-

sHSP)遺伝子をクローニングし、ノーザンプロット

解析により、熱ストレス下における生殖器官での発

現様式を調べた。 MT-sHSP遺伝子は、 40'tの熱処

理開始後 30分で、最も強く発現していた。また、 m
situハイプリダイゼーション解析により、生殖器官

での発現の組織特異性を調べた。開花時、 MT叶 fSP

遺伝子は、花粉では顕著に発現していなかったが、

距珠および柱頭において、特異的に発現していた。

lpC02 
形質転換タバコを用いたミトコンドリア型 sHSPの

機能解析

Liu Jianlヘ三宮ー宰 1，3、鈴木克己 3、庄野真理子 3

(1生研機構、 2名大院・生命農、 3農水省・国際農

研・沖縄)

高等植物には細施局在性の異なる 5種類の低分子

量熱ショックタンパク質 (sHSP) の存在が報告さ

れている。我々はトマトからミトコンドリア型 sHSP

(MT-sHSP) 遺伝子をクローニングし、 MT-sHSP

が invitroで分子シヤペロンとして機能することを

確認している。

この MT-sHSP遺伝子をタバコに導入し、MT-sHSP

の機能と高温耐性に対する効果を解析した。発現し

たタンパク質はミトコンドリアに局在する事が明ら

かとなった。また、単離したミトコンドリアを用い

てチトクローム Cオキシダーゼの熱耐性を検討した

ところ MT-sHSP形質転換体のミトコンドリアの方

がコントロールと比較して高い熱耐性を示し、 in

vivoにおいても MT-sHSPが分子シャペロンとして

機能していることを示唆した。

本研究の一部は、生研機構基礎推進事業の支援で行われ
た。
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lpC03 
膜脂質を占めるトリエン脂肪酸含量の温度依存的な制御
に関わる分子メカニズムの解析
盆旦笠，射場厚(九大・院・理・生物科学)

トリエン脂肪酸は、高等植物の生体膜脂質を構成する
主要な多不飽和脂肪酸であるが、その含量は生育温度に
依存して動的に変化することが知られている。トリエン
脂肪酸はジエン脂肪酸の不飽和化により合成されるが、
この反応は小胞体および葉緑体に局在する ω-3脂肪酸
不飽和化酵素により触媒される。シロイヌナズナにおい
ては、 FAD3が小胞体局在型、 FAD7および FAD8が
葉緑体局在型の ω-3酵素のアイソザイムをコードする。
fad7突然変異体では、 25'C近傍の生育温度域において、
膜脂質を占めるトリエン脂肪酸含量が著しく変化する。
また、 FAD8の mRNAの蓄積は、顕著な温度誘導性を
示す。これらのことは、 FAD8がトリエン脂肪酸含量の
温度依存的な制御に特に重要な役割を果たし、植物の温
度環境に対する適応機構とも密接に関わっている可能性
を示唆する。私たちは遺伝子導入系を用いたアプローチ
により、 FAD7および FAD8の発現が、トリエン脂肪
酸含量の温度依存性にそれぞれどのように影響するかに
ついて検証した。また、 2つの遺伝子の部分領域を様々
に組み合わせた改変遺伝子を作製し、それらを導入した
植物におけるトリエン脂肪酸含量の温度依存性の変化を
解析した。本発表においては、これらの実験の結果を踏
まえた上で、トリエン脂肪酸含量の温度依存的な制御に
関わる分子的要因について考察する。

lpC04 
イネ cDNAマイクロアレイを用いたコムギ低温応答遺伝子
の発現モニタリング
玉虫盟主， 半田裕一(農水省・北海道農試)

コムギは、低温感受性植物に比して高度な低温適応機備を
有する低温耐性循物であり、低温環境に応答して-20--30

0
C

の凍結耐性を獲得することも可能である.演者等は、コムギ
の持つ低温環境適応機構の解明をE的に低温応答性遺伝子群
の解析を行ってきた.しかしながら、このプロセスは、複数
のシグナル伝達系を介した複線な遺伝子制御を受けており、
個々の遺伝子の独立した解析のみでは、その遺伝子システム
の全体像を把握することは図書量であった.近年、数千個の
cDNAをガラス板上に規則的に固定し、その発現パターンを同
時検出するcDNAマイクロアレイ妓術が注目されており、環境
ストレス関連遺伝子の特定やそれらの機能解析の有力なツー
ルとして期待されている.そこで、コムギを対象としたマイ
クロアレイ解析の第一歩として、コムギの近縁作物であるイ
ネで開発されたcDNAマイクロアレイを利用し、低温ストレス
に対する発現パターンのモニタリングを試みた.ガラス版ょ
には、農水省イネ・ゲノム研究により作成されたcDNAnタロ
グから独立クローンが固定された.無処理及び低温処理され
たコムギ及びイネ植物体より、 RNAを精製し、アレイに対す
るターゲットとし、 Cy5によるラベルの後、ハイプリ・検出
を行った.なお、アレイ解析手法は、農水省生物研及び
STAFF研において開発された.結果、コムギをターゲッ卜と
した場合でも、その発現パターンの検出は可能であり、低温
に応答した挙動を示す一部の遺伝子力f確認された.



lpC05 
低温馴化過程でコムギ冠部に蓄積する mRNA

の解析

送中量1.2 増田ゆかり島本義也今井亮三1

('農水省・北海道農試J北大・農)

低温思11化過程で発現量が変化する遺伝子を広く探索

し、その機能から低温思11化の分子機構を明らかにす

ることを目的として、低温恩11化した秋播きコムギの

冠部組織から cDNAライブラリーを構築した。cDNA

ライブラリーに対し、ディファレンシャルスクリー

ニング法およびマクロアレイ法 (cDNAクローンを

スロットプロットしたメンプランによる解析)によ

るスクリーニングをおこない、 5種の cDNAクロー

ンを得た。ホモロジー検索の結果、それぞれのクロ

ーンは、オオムギの blt80L HMG (High Mobillty 

Group protein)、dehydrin、 K+チャンネルタン

パク賀、および様々なバクテリア聞に保存される

機能未知のタンパク質遺伝子と高い相向性を有す

ることが明らかになった。これらのクローンにお

ける短時間の低温応答性、 ABAおよび乾燥に対す

る応答等について報告する。

lpC06 
イネ幼苗期耐冷性と水チャンネル遺伝子の発現との

関係

北山阜盤、李楽攻、李世訪、陶艶(秋田県立

大・生工研)

低温感受性イネ苗に脱水ストレスを前もって与え

ると、低温処理(4"C/24 h， 25'C /24 h) しても枯死

しなくなる。この耐冷性発現には脱水で細胞内にカ

ルシウムシグナルが発生することが必要である。カ

フェイン処理するとカルシウムの発生は抑制され、

イネ首は枯れる。閉じような現象は耐冷性イネでも

観察された。イネから 3種類の水チャンネル遺伝子

を分離し、カフェインによる発現の変化を調べた。

いずれの水チャンネル遺伝子とも常温で発現してお

り、脱水誘導遺伝子ではない。一つの水チャンネル

遺伝子については、脱水前処理や低温処理およびカ

フェイン処理による遺伝子の発現促進または抑制と

イネ苗の耐冷性発現との聞に密接な関係が認められ

た。水チャンネル遺伝子とイネの耐冷性との関係に

ついて考察する。

97 

lpC07 
イネ及びコムギ PEPC遺伝子の低温下における発

現及び酵素活性への低温の影響

佐藤希実、担産盟(農水省・北農試)

イネのフォスフォエノールヒ。ノレビン酸カノレボキ

シラーゼ (PE P C) 活性は 2QOC以下の温度では

大きく低下するが、コムギの酵素では温度による活

性低下が比較的少ない。ダイズ、カボチャなどの夏

作物と、オオムギ、エンドウ、ナタネなどの PEP

C活性についても、同様の傾向が見られ、夏作物の

PEPCは冬作物に比べて低温域での活性低下が著

しいことが示唆された。イネの PEPCの cDNA

を単離してその塩基配列を決定し、夏作物と冬作物

に属する植物の聞で、既知の PEPCタンパク質の

アミノ酸配列を比較した結果、夏作物と冬作物との

聞ではC末側の特徴的なアミノ酸配列に違いが見ら

れた。夏作物と冬作物の低温域における PEPC活

性の差は夏作物と冬作物の低温域での成長活性の違

いと関係があるかも知れない。

lpC08 
A novel component of MAP kinase cascade 
is responsive to cool stress in rice. 
Jiam!'・OiWEN，Kiyoharu OON01， Ryozo IMAI; Dept. 
Low Temp. Sci.， Hokkaido NAES， INIAR. 

A cDNA clone， OsMEKl， encoding MAP kinase 
kinase (MEK) has been cloned企omo，η'zasativa. The 
putative protein is 92% identical to the maize MEK 
homolog， ZmMEKl. Northern analysis revea1ed that 
the accumulation of OsMEKl甘anscriptswas steadily 
induced by 12.C but not by 4.C treatment in shoots， 
roots and callus cultures. MAP kinase in-gel activity 
assay showed that the MAP kinase activity was alos 
induced by 12.C treatment. In contrast， expression of 
lip19 (a bZIP protein possibly involved in low 
tempera旬re-inducedgene expression) was induced by 
4.C but not by 12.C treatment， suggesting that the 
two different temperatures trigger different signaling 
systems. Relative water content measurement showed 
that there was no significant difference between the 
water status changes in 12.C-treated and 4.C-treated 
seedlings， suggesting that the induction of OsMEKl 
expression by 12.C treatment may not be due to 
dehydration. Results suggest that OsMEKl is possibly 
a novel component ofMAP kinase cascade involved in 
the signal transduction of low temperature in rice. 



lpC09 
植物の UncouplingProtein (UCP)についてーアラピドプシス
およびイネ UCPの遺伝子構造、発現の比較から
遺墨盟去、平井篤志(東大院・農学生命科学)

ほ乳類などの恒温動物lま低温におかれた際、積極的に然を発
生させ体温の低下を防ぐことが知られている。こうした低温に
応答した然産生で発黙をつかさどっているのはミトコンドリア
肉膿にある UncouplingProtein (UCP)であり、 A近、植物に
もUCPが存在することが報告された.また、私たちのこれまで
の研究から、アラピドプシスには少なくとも 2つの UCPアイソ
フォームが存在し、低温に対しそれぞれの遺伝子が異なった発
現制御を受けていることが示された(1).一方、我々は将来的
な遺伝子像作も視野に入れ、低温に弱いとされるイネの UCPに
ついての研史も行なっている。イネにもアラピドプシス問機、
2つの UCP遺伝子 OsUCP人OsUCP2が存在することが示されたが、
低温によるこれらの遺伝子の発現続導は腿められなかった。さ
らに RT-PCRによる解析から、 OsUCP人 OsUCP2の転写建物の中
には活性鯛節昔日位をコードする領域を欠くなどした短い転写産
物がかなりの割合で含まれていることが示された。その後、
OsUCP1、OsUCP2のゲノミッククローンを単離し、塩基配列を決
定したところ、不完全な転写産物lまスプライシング部位および
ポリ Aの付加サイトの異常により生じることが示された。今回
l立、こうしたデータをもとに、アラピドプシス、イネを中心に
高等植物の UCP遺伝子について考察する。
(1)Watanabe et al. (1999) Plant Cell Physiol. 40:1160-1166 

lpClO 
低温環境におけるコムギcoxZi宣伝子の転写解析

亙亙孟盤、半田裕一 (農水省・北海道農試)

高等植物の低温環境応答には、核ゲノムのみでな

く細胞質ゲノムも核と相互作用しながら、影響を与

えていると考えられる。低温がコムギのミトコンド

リア遺伝子群の転写に及ぼす影響を調査する過程で、

cox2が特徴ある転写ノてターンを示した。 cox2t;!:， チ

トクローム織化酵素のサフ明ユニット IIをコードする

ミトコンドリア遺伝子で、コムギでは 1個のイント

ロンを含んでいる。常温区では、成熟転写産物と、

イントロンを含む微量の前駆体が確認された。一方、

2・c一週間処理では、成熟転写産物の量は常温区と差

がなかったが、前駆体の量は明らかに増加していた。

これは、低温により一次転写量が増加したか、スプ

ライシング活性が低下したことによると推測される。

コムギcox21のイントロンはGroupIIに属し、イント

ロン内とエクソン部分との問の相補的塩基配列のベ

アリングがスプライシングに必要な因子のひとつで

ある。これに関与するエクソン側の相補的塩基配列

intron binding site 1 (IBSl)にRNAエディティン

グが起こる ことが明らかになっている。そこで、そ

れぞれの区で成熟転写産物と前駆体の IBSlのエディ

ティングの有無を比較することによって、低温がエ

ディティングを介してスプライシング活性に影響を

与えるかどうかを検討した。
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lpCll 
鞘酌観蹟/111r:-でクワの皿に蓄積する WAP20および

WAP27の也NAを用いたノーザン解析

主握箆阜、竹揮繍滞l佳太、藤川清三 回舗道大・低

温腕

冬事乙卸℃以下の瀬古略性を活断尋するクワ皮尾轍誌には、

季書簡句{自由/I~凶畠陸で ERに{底白Ì'T量熱ショックタンパク質

ホモログ伺TAP20) および、groupIII LEAタンパク質ホモ

ログ何TAP2カカ嘗積することを、青掴までに報告した。

梓世告官まWAP20およびWAP27の也NAを用いたノー

ザン解析の車課を報告する。鞘行的簡醐I~じi廊呈における

WAnOおよびWA n加lRNAの誘導が皮層組織こおいて

確認された。 WAP20およびWAP27mRNAは観量処理に

よっても誘導された。季節的低温思11化過程における

WAn伽 RNA0::疾調ま皮膚で最も顕ぎであり、オ都およ

U鴇荊臓てねかえゆった。一方、有制民畠恩I~回躍にお

ける協<¥1'2福武NAの発現は即冒、オすEおよび冬荊』織と

もに慣程度であった。また、熱ショック、 ABAおよと厳臼象

はすする WAP20およびWAP2加出NA傍観も樹すしJ七

lpC12 
秋矯コムギ・キチナーゼ遺伝子のハードニングによる

発現誘導と酵素機能の解析

出よjj、吉田みどり(農水省・北農試)

越冬作物は、ハードニングにより耐i束性及び雪腐病抵抗性

を獲得する。これらの形質に抗菌活性及び不凍活性を合わせ

持つ Pathogenesis-Related (P R)タンパクの関与が示唆

された。そこで秋播コムギでハードニング中に発現が誘導さ

れる PRタンパク、特にキチナーゼ遺伝子の単離及び発現解

析を行った。各種キチナーゼ遺伝子の保存領域を利用した

RT・PCRによりキチナーゼ相同断片を単厳し、それをプロー

プに野外でハードニング処理を行った高度雪腐病抵抗性コム

ギPIl73438由来の cDNAライブラリーから 3種類のキチナ

ーゼホモログ(Chi1，7，1めを単厳した。それらのアミノ殴配列

から Chi1はキチン 結合ドメインを持たないクラス IIキチ

ナーゼに、 Chi 7及び 10は、キチン 結合ドメインををも

っクラス Iキチナーゼに分類されることが予想された。また

それぞれのホモログは、ハードニングにより発現が誘導され

ることが明らかとなった。次にそれぞれのホモログのキチナ

ーゼとしての機能を明らかにする目的で、 Chi1，7，1Oの OR
をそれぞれ組み込んだメタノール資化性酵母 (Pichia

pastoris)を利用してタンパクを生産し、それぞれの酵素活性

を調べた。その結果、 3種類のホモログともエンド型のキチ

ナーゼ活性を持つことが明らかとなった。



lpC13 
コムギ叩i6、イネ osr8、及びオオムギ bltl0lのプロモータ
ー領域の構造とストレス応答性の関係

止並盆皇、川上顕、 1大野清春、今井亮三
(農水省・北海道農試、 l農水省・生物研)

コムギ叩i6およびイネ osr8はオオムギの低温誘導性遺伝

子 bltl01と相向性を持つ遺伝子である。 wpi6とosr8のプロ

モーター領域を単離して配列を比較したところ、 wpi6のプ

ロモーター領域σro-叩iめには DroughtResponsive Element 

p阻)のタンデムリピートと ABAresponsive element (AB阻)

が存在するが、 osr8のプロモーター領域σro-osr8)には DRE.
ABREのいずれも存在しないことが明らかになった。両遺伝

子の低温並びに他のストレスに対する応答性の遠い (1999
年植物生理学会年会)はプロモーター領域の構造の違いに起

因するものと思われる。今回我々は bltlOlのプロモーター

領域σro-bltl0l)を単醸し、 Pro-叩i6と比較した。 DotMatrix 

解析の結果、両プロモーター配列はよく保存されていたが、

Pro-blt101には 641bpの挿入配列。nsertion-Iikesequence in 

Pro-bltlOl; IPB101)がプロモーター中の DREとABREとの間

に存在することが明らかになった。サザン解析の結果から、

オオムギのゲノムにはこの IPBI01と相同な塩基配列が多数

存在するものと思われる。 IPB101の存在が bltlOlの発現誘

導に及ぼす影響の可能性について、オオムギ幼苗の ABAお

よび乾燥に対する応答性をノーザンハイプリダイゼーション

により解析中である。加えて我々は Pro-wpi6中の DRE、ABRE

に結合するトランス因子の単離も試みている。

lpC14 
コムギのフルクタン代謝関連遺伝子の酵素機能及び

ハードニング中の発現解析

川上顕、吉田みどり(農水省、北海道農試)

フルクタンは主にユリ科、キク科、イネ科においてデ

ンプンに代わる液胞の貯蔵多糟で、種々のストレスに浸

透圧調節剤として関わっていることが報告されている。

コムギ品種においてはハードニング中のフルクタンの蓄

積量がその耐凍性に相関するのみならず、雪腐病抵抗性

にも強く関わっている。我々は、コムギからフルクタン

代謝に関わる遺伝子の単離を試み、オオムギの6・SFT

(sucrose: fructan 6・fructosyltransferase)相同遺伝子と

サトウキビInveはase相同遺伝子を単離した(植物生理学

会、 1999)。フルクタン合成植物において、フルクタン

合成酵素類とInvertaseは精進および触媒反応が似通うこ

とが報告されているため、これらの遺伝子を組み込んだ

酵母によって両酵素を生産し酵素反応を調べた結果、単

離された 2つの遺伝子はそれぞれ SFTとSST

(sucrose: sucrose fructosyltransferase)であると推定さ

れた。この 2つのcDNAの特異的な配列をプローフとし

て、自然条件下でハードニングしたコムギ6品種につい

てノザン解析を行ったところ、両遺伝子ともハードニン

グ中に強く誘導され、その発現量はフルクタン蓄積量の

多い雪腐病抵抗性品種においてより高かった。
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lpC15 
コムギ低温誘導性遺伝子 wcor14の単離

主亙皇王1、SergeiTsvetanov1、津田加奈子 l、宅見謙雄 l、森直

樹 1、AtanasAtanassov2、中村千春 1(1神戸大・自然科学、2IGE，

ブルガリア)

低温処理を行った極耐冷凍性パンコムギ品種'Mironovska808' 

から作製した cDNAライブラリーを用いて、オオムギの低温及び

光誘導性遺伝子 cor14bをプロープにスクリーニングを行い、パ

ンコムギの低温誘導性遺伝子(wcor14a，wcor14b)を単離した。

wcor14aは、 140アミノ酸残基からなる酸性(pI=4.71)タンパク質

(WCORI4a， 13.5kDa)をコードしており、 N末機に 51アミノ酸

からなる葉緑体トランジットペプチドを持つと推定された。

WCOR14aはオオムギの COR14bと 70%の相同性を示した。

wcor14bにはコーディング領域中に塩基置換と欠出があった。

RACE PCRにより wcor14に由来する異なるタイプの転写物が

同定された。 wcor14acDNAをプロープにしたゲノミックサザン

及びゲノミック PCR分析の結果から、 wcor14aと高い相同性を

示す遺伝子は、パンコムギゲノム中に少なくとも 3コピーあるこ

とが示唆された。そのうち 2つは長さの異なるイントロンを含ん

でいた。ノーザン分析の結果、 wcor14は NaCI、脱水及び ABA

によっては誘導されず、低温によってのみ発現が誘導されること

が明らかになった。

lpC16 
コムギ低温誘導性遺伝子肋.8bファミリーの単離

塗EB1J日室王，セルゲイツベタノ 7，大野良子，宅見薫雄，

森直樹.中村千春(神戸大・自然科学)

ABA及びストレス誘導性オオムギcDNAクローン H陥 Iを

プロープとして、低温順化後の冬コムギ品種'Mironovska808' 

から作成した cDNAライブラリーよりコムギcDNAクローン

仰を.8blを単離した。さらに、防'r8blをプロープに用いて閉じ

ライブラリーから独立な cDNAクローン"を.8b2を単厳した。

"を.8blは寝基性 (pI=10.3)で親水性の 117アミノ酸残基

(WRAB1， 18.5 kDa)をコードする ORFを含むと推定され

た。"をab2は酸性 (pI=4.6・4.7)であり疎水性の 167アミノ

重量残基 (WRAB2，17 k Da)をコードする ORFを含むと推定

された。 WRABlとWRAB2はLEAグループ3に属した。

防'r8blとWr8b2のmRNAレベルは低温、 ABA，GAa処理に

よって増加した。"を.abファミリーはコムギゲノム中で多コピー

存在し、助.ablのうち lコピーは第 l同祖群染色体に座乗

することがわかった。



lpC17 
アプシジン酸誘導性タウマチン様タンパク質の機能解

析

丞底一直王、荒川圭太、竹津大輔、

藤川 清三(北大・低温研)

冬の問、越冬性イネ科植物などは凍結ストレスのほ

か病原菌の感染にもさらされる。演者らは、これまで

に冬小麦培養細胞 (Triticumaestivum L. cv. 
Chihokukomugi)から、 ABA誘導性タウマチン様タ

ンパク質 (WAS-3a)の cDNAを単離し、 mRNA発

現量が、冬小麦実生において ABA処理や低温11頃化に

よって培加することを確認した。タウマチン様タンパ

ク質には抗菌活性を持つものがあることから、 WAS-
3aは冬季における病原菌抵抗性に関与することが期待

された。そこで、 WAS-3aが実際にどのような働きを

しているのかを検討するため、春小麦培養細胞 HY-1

に WAS-3acDNAを導入し、大量生産を試みた。春

小麦培養細胞によって生産された分泌性 WAS-3aを

陽イオン交換カラムを用いて精製し、単離された

WAS-3aについて、糸状菌(Fusariumoxysporum、

Altemaゴa brassicicola、乃rthium irregulare、
Typhula ishikariensis、Typhulaincamata)に対する

抗菌活性を検定した。

lpC18 
小麦由来のパラクマル酸による氷緩活性細菌の不活性化

主主亙皇、星野保、吉田みどり¥伸繁樹¥津田栄、扇谷悟、
石崎紘三 〈通産省北海道工業妓術研究所、'農水省北海道農
業試験場)

樋物のアポプラストId:、外部環境と細胞との媛点として、近
年その霊要性が注目されている。我々は、小麦由来の7フポプラ
スト画分から不;東タンパク質ち含む不凍物質を綬索している。
その過程で、小麦のi~)昆処理によってアポプラスト薗分のフ

エノール化合物理量度、特にパラクマル酸がf智大することを見い
だした.そこで、パラクマル酸の不凍活性を調べたところ、パ
ラクマル酸j容;夜の凝固点は、過冷却をきめた測定方法によれ
ぱ、コントロールの緩衝液に比べて・3.S'Cほど降下した.しか
し、オスモメーターによって測定した、過冷却を含まない凝固
点はコントロールと愛わらなかった。またパラクマルrutl手、氷
核細菌による凍結促進作用(氷核活性)を明らかに不活性化し
た。しかレヨウ化銀による氷被活性を不活性化することはな
かった。さらに氷結畠の形懸ち、不凍タンパク質のようにくさ
び形にはならなかった。すなわち、パラクマル酸は、不凍タン
パク質とは遭ったメカニズムで凍結を制御し、氷級車目faの氷絞
活性を特異的に不活性化している可能性がある.
パラクマル酸は値物の二次代謝において重要な中間産物であ

る。そこで、代謝経路よで近縁の類似化合物が氷核活性を不活
性化するか調べ足。フ工ルラ酸、コーヒー酸は氷核活性を不活
性化したが、チロシンは不活性化することはなかった。まだ、
興味深いことにパラクマル酸の異性体であるオルトクマル後で
は、不活性の刻果が半減した。
以よの給果から、 7フポプラストに蓄積するフ工ノール化合物

は、氷核細菌などによるアポプラストの凍結を制御している可
能性があり、億物のi~;毘適応機僑に新たな視点を与えるものと
期待している。

1帥

2aCOl 
不凍 (Antifreeze)活性測定法の比較

亙』韮主主，村本 彩，西尾直美(農水省・生物研)

不凍活性は北極や南極の魚類の血液、越冬昆虫の

体液等にあることが知られている。最近になって、

低温馴化した数種の植物の apoplastにも不凍活性の

存在が報告されている。これまで、活性の測定方法

としては微量融点測定装置を用いた、氷の結晶の生

長動向を基に活性を測定していることが多いが、こ

の方法はどちらかというと定性的な方法である。

私たちは氷結品の再結晶の阻止能力に基づいた

新しい不凍活性測定法を開発したので、魚の不凍タ

ンパク質を用いて、従前の方法との比較してみた。

不凍タンパク質存在下では氷の結晶の微細構造が

-100C~-250Cに長期間おいても保存されて

いたが、非存在下では、氷の結晶の微細構造は失わ

れ、大きな氷柱状の結晶に生長していた。本方法を

用いた植物の不凍活性の測定についても報告する

予定である。

2aC02 
温度低下にともなう植物体のしおれの発生機構

宜主座里，石川淳子，塩谷康生，小沢聖(東北農試)

本研究では、低温感受性の異なる数種の植物(ソラ

マメ、インゲン、コマツナなど)を用いて、温度低下

にともなう植物体のしおれの発生機構を、吸水能力と

気孔開問機能の両面から解析した。

地上部のみを冷却した場合は、いずれの植物種にお

いてもしおれはみられないが、地下部を冷却すると低

温処理開始 10分後から葉のしおれが観察されるとと

もに、吸水速度が著しく低下した(インゲンでは根圏

温度を 25"Cから 1"Cに低下させると吸水速度は 113に

低下)。一方、気孔開問機能には植物穫により特徴的

な温度反応がみられた。低温感受性植物であるインゲ

ンにおいては、葉からの脱水がすすんでも低温(50C)

では気孔コンダクタンスの低下が抑制されるが、コマ

ツナでは気孔反応の温度条件による違いは認められな

かった。

これらの結果から、低温による植物体のしおれの主

因は根圏温度の低下による吸水速度低下にあり、縞物

種によっては低温での気孔閉鎖の遅れがしおれを加速

させるということが示唆された。現在、根の皮層組織

から単離したプロトプラストを用いて、細胞の水透過

性と低温との関係について検討を進めている。



2aC03 
作物幼苗の低温思受性の日周変化

亙llLJ主王、村井麻里、山口知哉、北川良親1、小池

説夫(農水省・東北農試、 1秋田県立大学附属生物工学研

究所)

1 2時間明期/暗期の条件で生育させたイネ・緑豆・ア

ズキの幼酋では、低温処理 (4.C・暗黒・湿度 100%) 

開始時刻によって処理終了後の常温でのしおれの程度が大

きく変動した。明朗終了時から低温処理を開始した幼苗は

しおれの程度が小さかったが、暗期終了時から低温処理を

開始した幼苗は最もしおれの程度が大きかった。綾部を 2

5.Cに暖めて地上部のみを低温処理すると、 E音期終了時の

幼苗でのしおれは軽減された。

低温処理終了後のイネ幼菌根からの溢泌液量は明期終了

時の幼苗では増加したが、暗期終了時の幼酋では増加しな

かった。また低温処理直前に 100μM塩化水銀で根を 20 

分間処理した結果、明期終了時と暗期終了時どちらのイネ

幼苗も低温処理後のしおれは助長され、暗期終了時の幼苗

で特に顕著であった。

明暗日周による低温感受性の変化は、低温によって幼菌

根の吸水機能がどの程度障害を受けるのかによると考えら

れた。現在、根の水チャンネルとの関係について検討をす

すめている。

2aC04 
ジャガイモ塊茎の低温貯蔵における増糖機構の解析

遠藤圭絵，川旧健太郎，森元幸(農水省・北海道農試)

ジャガイモ塊茎は低温貯蔵すると一般に還元糖が糟加する

が，地加程度には品種間差がある。本研究では，強い難糖化

性を有する系統や，還元糖ではなく1夕日-7.を特異的に集積する

品種等， 6品種を用いて，貯蔵中 (20.C/4.C，湿度90%，暗

所)の糖変動メカニズムを解析した。

20.C貯蔵はいずれの品種もゲJvJ-7.， 7ラクト-7.，初日-7.量とも

低く推移したが， 4・C貯蔵では，糖変動は①還元糖培加型，

②糖量低推移型，③1夕日-7.培加型の 3タイプに分かれた。①で

は貯蔵開始後， 7.クロースが急激に増加， 2週間後にピークとなり，

その後徐々に減少した。グJvJ-7.と7うクトー1は1クロースより遅れて増

加し始め， 8週間後までは顕著に増加，その後も緩やかに精

加し続けた。②では，グJvJ-7.， 7うクト-7.量のI曽加は①より約

1/6イ尽く推移した。③では， 7.クロース量は2週間後以降も増加し

続け， 250日後には~の 6倍に達した。グルコース， 7ラヲト-7.量

は②と同機に低く推移した。①では，酸性インぐJvH"活性が貯

蔵 1週間後以降増加したが，信⑬では，活性はきわめて低か

ったことから，低温貯蔵中の還元糖の増加には本酵素の活性

の有無が関与することが示唆された。また， 7.クロースリン酸シントセー

活性は迂渇で高く推移し， i'ミラーγ活性は¢沼渇とも貯蔵 1週

間後までの急激な増加の後減少，その後低く推移した。これ

ら酵素活性の調節機織と糖変動との関連について考察する。
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2aC05 
Analysis of the role of RcaE during complementary 
chromatic adaptation in the cyanobacterium Fremyella 
diplosiphon 
Kazuki TERAUCHI， David M， KEHOE， Dept. BioL， 
Indiana Univ" Bloomington， IN 47405， USA 

The cyanobacterium Fremyella diplosiphon shows 
complementary chromatic adaptation (CCA)， The gene 
rcaE complemented the black mutant FdBk. The 
amino-terminal half of RcaE contains a region sirnilar to 
the tetrapy町olechromophore binding domains of the 
phytochromes， including a cysteine (C) at position 198 
that is in a sirnilar location to the C used in phytochromes 
for the covalent attached of the bilin chromophore， 

RcaE is propos巴dto act as a photoreceptor control1ing 
CCA. 

We used zinc blots to exarnine RcaE iso!ated from F. 
diplosiphon for the presence of a covalently attached 
chromophore， RcaE covalently associates with a 
tetrapyrrole chromophore in viν0， Mutagenesis of 
C198 to alanine (A) results in loss of chromophore 
attachment. 
We exarnined the ability of RcaElC 198A to 

functionalJy complement FdBk. RcaElC198A restored 
CCA in red light， but not in green light. These data 
suggest that another， red light absorbing chromophore 
may be involved in regulating CCA. 

RcaE was overexpressed in both F. diplosiphon and E 
coli， We are currently determining the structure ofthe 
tetrapy汀oleofRcaE， 

2aC06 
Trihelix構造を有する新規遺伝子の性状解析

担E一週、高瀬尚文、平塚和之(奈良先端大・バ

イオ)

GTボックス結合タンパク質は植物固有のDNA

結合モチーフであるtrihelixを有し、光、病原など

様々なシグナル応答性遺伝子のプロモーター領域

ヘ結合する。なかでもGT・1は代表的な光応答性シ

ス因子、 boxll配列ヘ結合するため、光応答性の転

写制御機構において重要な因子であると考えられ

ている。我々は現在までにGT-1と高い相向性を有

するこつの新規なGTボックス結合タンパク質をク

口ーニングし、各々GTR1、GTR2と命名した。

GTR1 hZびGTR2の組換えタンパク質はboxllをは

じめとするGTボックスヘ結合し、 GT・1と類似す

るものの異なる配列特異性を示した。また

GTR1、GTR2とGFPとの融合タンパク質はタマネ

ギの表皮細胞において核ヘ局在を示した。さらに

35S-GTR1忍び35S-GT・1をエフェクタ一、 4X

boxll-35S( -46)ーluciferaseをレポーターに用いた

transient assay の結果からGT-1及びGTR1はboxll

を介した転写調節に関与することが示唆された。



2aC07 
トウモロコシの転写因子 Dof1のターゲット遺伝子と機能ド

メインの解析

担童盤二(東大院・総合文化・生命)

Dofタンパク質は AAAG配列を認識する DofDNA結

合ドメインを共有するタンパク質であり、植物に特異的な

転写因子群である(1，2)0238個のアミノ酸からなるトウモ
ロコシのDof1は最初に同定されたDofタンパク質であり、

緑葉と黄イじ葉から調製したプロトプラスト中で違ったよう
に転写を促進する。 Dof1はプロトプラスト内で C4型ホス

ホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ(C4PEPC)遺伝子プ
ロモーターの活性を促進することから、 Dof1のターゲット

遺伝子の一つは C4PEPCではないかと推察していた(3)。今
回、 Dof1のアンチセンス RNAを発現するプラスミドを用
いた colransfeclion実験により、 C4PEPCを含む幾つかの
炭素代謝に関わる酵素の遺伝子が Dof1のターゲット遺伝子
であることが示唆された。さらに、 Dofドメイン(46-98 a.a.) 

だけで二つのプロトプラスト内で異なる活性を示す DNA結
合ドメインとして機能できることが示唆され、 C-末端領域

(175-238 a.a.)は分割不可能な一つの転写促進ドメインであ

り、海基性領域 (120・129a.a.)は核移行シグナルとして

十分であることが明かとなった。 (1)Y阻 agi皿.wa(1996) Treuds 

Planl Sci.， 1， 213・214.(2) Yanagisawa & Sc加首dI(1999) Pl叩 11.， 17， 
209-214. (3) Y姐 agi回，wa& Sheeu (1999) Planl Cell， 10， 75-89. 

2aC08 
フタパネゼニゴケ配偶体におけるプロトクロロフィリド

還元酵素遺伝子の発現織式

江口幸栄子，上回玲子，小野莞爾，滝尾進(熊本大・理・

生物科学)

プロトクロロフィリドからクロロフィリドへの還元反

応は、反応に光のエネルギーを必要とする核ゲノム由来

のPORか、または、必要としない葉緑体ゲノム由来の

ChIL，N，B復合体によって触媒される.フタバネゼニゴケ

(Marchantia paleacea var. dl伊tera)の再分化能をもっ培

養細胞では、 porとchIUN/Bがどちらも光依存的に発現

した.この性質は暗所で長期間継代洛養した有機栄養細

胞で見いだされていたが、親植物については未検討であっ

た。本研究は、この問題を明らかにするため、連続明所

で成育した配偶体を暗所に移し、さらに明所に戻した時

のporとめILの発現レベルを鯛ぺ、次の結果を得た.1)

porの転写レベルは暗所で著しく低下し、明所に移すと

回復した。 2)d7ιの転写レベルは暗所で上昇したo 3) 

光独立栄養細胞でも同様の発現パターンが観寄書された.

4)明所で継代維持されていた有機栄養細胞では、 por

の転写レベルは暗所で若干低下するがchlLのレベルは変

化しなかった。以上の結果から、配偶体ではporとchlL

は異なる発現翻節を受け、その発現パターンは光独立栄

養細胞でもみられることが明らかになった。
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2aC09 
苔類フタパネゼニゴケのプロトクロロフィリド還元酵素

遺伝子の光による発現制御

鈴木崇紀，松崎雅広，山本勇， i竜尾進佐藤敏生

(広島大・現・生物科学熊本大・理・生物科学)

プロトクロロフイリド還元酵素は、その触媒反応、が

クロロフィル合成のキーステップであるため、橋物の

緑化過程において重要な役割を担う。この酵素には、

光依存型(LPOR)と光非依存型(DPOR)があり、 LPOR遺

伝子の発現は、光やホルモンによヮて複雑に制御され

ることが知られているが、 DPOR遺伝子の発現制御機

構の解析はほとんど進んでいない。

私達は、苔類フタパネゼニゴケの培養細胞から、ク

ロロフィル量が暗所で1/10に低下する黄色株と明暗で

一定の緑色株を分離している。緑色株は、一部の光合

成遺伝子群の光応答性が無く、再分化能がないことか

ら、光情報伝達経路の一部を欠いた恋異株であると考

えている。私逮は、黄色株におけるDPOR遺伝子の発

現が暗所で抑制され、両株のクロロフィル量の差が生

じることを見出した。そこで、光によるDPOR遺伝子

の発現制御機構を解明するために、その光情報伝達が

どのような経路によって行われるかを解析した。黄色

株における単色光照射実験の結果、 DPOR遺伝子の発

現制御にフィトクロムが関与することが示唆された。

2aClO 
アカバンカピにおけるNDPキナーゼを介した光信

号伝達系の遺伝的解析

坐重塵盤、吉田雄介、矢部尚登、蓮沼仰嗣
(横浜市大、木原生研、総合理学)

アカバンカビの菌糸の粗膜分画を用いて的 vitro 

で音色光照射することにより lskDaタンパク質の

りン酸化の上昇が見られた。 lskDaタンパク質は

精製され、 NDPキナーゼであることが判明し、
NDK・1と名付けられた。 NDK・1はi)NTPのY位のリ

ン酸転移活性， ii)自己リン酸化活性， iii)タンパク質

キナーゼ活性が存在した。 iii)のKm値は360μMであ

った。 NDK-lは部分アミノ酸配列が決定され、そ

のcDNANDK・1がクローニングされた。さらに

NDK-lが全くりン酸化されないpsp変異稼が単離さ

れ、子轟殻の極性(ピークの形成される位置)の
光誘導に欠損が見られた。 pspはNDK-lのmRNAは

正常に発現するが、そのタンパク質は減少してい

た。 RT-PCRfこより NDK・lcDNAを単離し、塩基配

列を決定するとpspはNDK・1Pro72His変異を含ん

でいた。 HisタグNDK-l， HisタグNDK-lPro72His 

を大腸菌内で発現し、精製し、上記 i)，ii)， iii)を比較
検討した。 HisタグNDK・1Pro72Hisは ii)，iii)の活性
が著しく低下していた。 pspfこNDK-7cDNAおよび

ゲノムDNAを導入した。これらの導入株は子嚢殻

の極性の光誘導が野生型に戻っていた。



2aCll 
光依存的に怪軸伸長を抑制する優性突然変異体の

解析

皇霊蓋組、三浦聖子、藤岡生子、矢部尚登¥蓮沼

仰嗣¥松井南(理研・植物ゲノム・変異探索、 1

横浜市大・木原生研)

我々は、カリフラワーモザイクウイルス 35 S 
エンハンサーを組み込んだベクタ-

pPCVICEn4HPTを用いて作成したアクティベー

ションタグライン (Lerパックグラウンド) 1200 
ラインを赤色光、近赤外光、青色光の下で選抜

し、いずれの光の下でも旺軸の伸長が抑制される

変異体を得た。この変異体は光条件下では極端な

綾性を示すが暗黒下では野生型と変わらない表現

型を示したことからQwarfin jight 1 (df11)と名付

けた。光条件下でのdf11の媛化は細胞が小さく

なっていることに起因していた。また、ロゼット

葉の上偏生長、側根形成の減少、根の重力屈性の

異常が見られた。 df11は優性変異であり、 35 S 
エンハンサーによってT-DNA挿入部位近傍の遺伝

子発現が上昇していることが変異の原因と考えら

れたためプラスミドレスキューによってT-DNAの
挿入部位近傍の遺伝子をクローニングし解析を

行った。

2aC12 
イネ薬縁体型アスコルビン酸ペルオキシダーゼの光に対

する発現応答
蓋E重ム1.2、小谷忠明1、上中弘典1、増村威宏1.2、田中

園介1.2 (1京都府大・農・生資化、2京都府農資センター)

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)は過酸化水

棄を消去する醇素であり、葉緑体での酸素ストレスの防

御に不可欠である。今回イネ芽生えにおける葉緑体型

APXの発現をNorthernblotにより調べた。葉緑体型APX

アイソザイムのうちチラコイド膜結合型は主に緑色組織

で発現しているのに対し、ストロマ型APXは根において
強く発現していた。またイネ賞化葉に光照射を行い、光

に対する発現応答を翻べたところ、チラコイド型APXは

緑化初期から緑化24時間まで継続して著しく誘導された。

一方、ストロマ型APXおよひ'葉緑体型CuZn-SOD、

rbcS遺伝子は緑イヒ4時間までの初期段階で誘導されその

後は顕著な誘導はみられなかった。これらの結果から、

葉緑体内の過厳化水素消去は主にチラコイド型APXによ

って行われていることが示唆された。また電子伝達阻害

剤であるDCMUおよびDBMIBで処理したところ、チラコ

イド型APXの発現はDCMUIこより事附IJされたが、 DBMIB

には影響されなかった。このことから、チラコイド型

APXの発現はプラストキノンの酸化還元状態により調節

されていることが示唆された。
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2aC13 
光と糖により発現が促進される新奇の受容体型キナ

ーゼ遺伝子

卑却量卒、田中慎一郎、望月伸悦、長谷あきら(京

大・理・植物)

シロイヌナズナのプロモータートラップラインか

ら光により迅速にレポーター遺伝子の発現が上昇す

る系統を探索し、 INRAが作出した系統から N27系

統を再単離した。 N27系統では、光あるいは糖によ

り旺軸においてレポーター遺伝子の発現が上昇した

そこでこの系統に関してさらに詳しく解析した。

タグされた遺伝子のクローニングを行ったところ

新奇の受容体型キナーゼの上流域に T-DNAの挿入

が見いだされた。 RT-PCRを用いてこの遺伝子の発

現解析を行ったところ、野性株では N27系統におけ

るレポーター遺伝子の発現様式と一致し、またフイ

トクロム A欠損変異体では発現が減少していた。さ

らに N27系統では発現量が低下していた。現在、 N27

系統を用いてトラップされた遺伝子の機能を解析中

である。

2pCOl 
オオセキショウモ表皮細胞における細胞質頼粒のアジテイション
のE型フィトクロムによる嗣胸と細胞自衛金
車率箆査、峰雪芳宣 1、古谷雅樹 2 (大阪大院・理・生物、 1広島

大・理・生物、 2目立基礎研)

赤外線顕微鏡とデジタル働画像解析とを用いて、淡水産単子業
績物オオセキショウモ(附lis即唱agigant回)の棄の表皮細胞にお

ける細胞質頼粒のアジテイション(短四世の無方向性の運動)に

ついて定Ae9解析を行なった。細胞の暗順応にともなってアジテ
イションのレベルは一定の値にまで減表するが、サイトカラシン
B処理によってさらに減少した。晴臨む後の細胞に 10-1(Jlμ 

IOOle m-2の赤色光を照射すると、アジテイションは数秒間以内に

促進され、赤色光の作用iお丘赤外光によって可逆的に打ち消され

た。必要光量および光可逆性から、この反応は、 E型フィトクロ

ムによって制御される非常に速い反応であると考えられる九ま
た、サイトカラシンB処理後の細胞では、赤色光によるアジテイ

ションの促進はまったく起こらなかった。顕微明サ装置 2Jを使っ

て単一細胞を照射すると、アジテイションの促進は照射された細
胞内だけで起こった。促進されたアジテイションのレベルは数分
後にはR音順応レベルに戻り、赤色光の作用は隣り合う細胞には伝

わらなかった。

1] M Furuya(I993) Arul. Rev. P1. Phys. P1. Mo1. Bio1. 44: 617・645.

2] F. Bischoff et al. (199η 百.ePlantJ.12: 839・849.



2pC02 
Photomorphogenic signal alters organ specific 

expression of IAA3/SHY2 gene of Arabidopsis 

Bvuna Chul KIm"'， Moon Soo Soh""， Sung Hyun Hong"， 
Masakl Furuya'， Hong GII Nam" 
'Hltachl Advanced Res・a同 hLaborat国，ry，Hltachl Ltd.， Hatoyama， 
Saltama， 350心395，Japan; "Oepartment 01 Llle Sclence and School 01 
Envlronm・ntal Englneerlng， Pohang Unlv・rslty01 Sclence and 
T・chnology，HyoJa-Oong， Pohang， Kyungbuk， 79Cト784，Kor・a.・Thes・
aulhors have c唱ntrlbuted・quallyto thls w。巾andIIsted alphabetlcally. 

Plants have evolved wlth a unlque ablllty to Interpret IIght 
Informatlon for adaptlve developmental decislons. In the 
process， IIght slgnals should be Integrated wlth Intrinsic 
developmental signals such as plant hormones to specify a 
proper developmental program. Shy2・1D，a domlnant galn of 
function mutatlon in Arabldopsls， confers varlous IIght-
responslve developmental features In the absence of IIght and 
was suggested to have a crltlcal function in controlllng light-
dependent development'. In addltlon， the mutatlon alters 
various responses to a plant hormone， auxln. The mutatlon Is 
due to an amino acld change In the conserved domaln 11 of the 
IAA3 genes that were suggested to function as transcrlptlonal 
regulators In auxin response". Here， we show that the gene Is 
dlstinctively regulated by IIght as well as by auxln. IAA3/SHY2 
expresslon was induced In the cotyledon but was reduced In 
the hypocotyl by light， provldlng a possible explanation on 
how light exerts the opposlng effect on the growth of these 
organs. The results suggest that the IAA3/SHY2 gene Is 
Invoved In Integratlng IIght slgnals Into auxln-medlated 
developmental responses. 
1. Klm， B.C. ellll. (1998) PlanlJ15， 61-8. 
2. Tlan， Q and R・ed，JW (1999) Deve/opmenl 126， 711-21 
3. SOh， M.S. ellll. (1999) J P刷 18101. 42， 239-46 

2pC03 
フ ィ トクロムAを介する HIRの素過程にみられる光
可逆的制御

篠村知子、内田憲孝、古谷雅樹 (目立基礎研究所)

フィ トクロムA(PhyA)は、近赤外光(FR)の連続照射に

よって引き起こされるHIRを誘導する ¥ そのような光条

件下ではほとん どのPhyA分子は Pr型として存在してお

り、PhyAがどのような仕組みでFRを捕獲 して反応を誘

導するのか、明らかではなかっ た。

シロイヌ ナズナの怪輸伸長の光抑制における PhyAに

よる光捕獲のHIR素過程を解析し、この反応が fFR/"¥ル

スの繰返 し照射Jによ り誘導されること をすでに報告し

た九この光照射方法 を用いて測定 した作用スペクトル

は、 PhyAのPjr型の吸収スペクトルとよく一致する結果を

見出した。赤色光(R，550-667nm)パルス光の繰返し照

射は、この反応の誘導には有効ではなかった。一方、聞

の繰返し照射の直後に毎回R照射を行なうと 、FR照射の

効果は完全に打ち消されることがわかった。こ れらの結

果から 、暗所で生合成されたPr型も光変換されたPjr型も

この反応を誘導する生理活性は持たないこと、聞を吸収

してPjr型がPr型へ光変換する際に短寿命のPhyAシグナ

ルが生じることが示唆された。すなわち、PhyAを介する

HIRを誘導するための光捕獲機構は、PhyAを介するVLFR

やPhyBを介するLFRを誘導するための光捕獲機情とは

全く異なることカず明らかになった。
I.Q岨iIet aI" 1986， Science 2飽 675・680
2剖 nom凶 aet aI.， 1968，円即tCell Physiol. 39 sup同 149 
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2pC04 
PHOIO町DUCEDINIRACEILUlAR REDJSTRIBUTION OF 
PHYTOCHROMEAINVIVO 
Akiko J.ID:AnAラ HirokoHANZAWA， James L WEUER¥ 

Akira NAGATANf， James B. REID1， Masaki RJRUYA， 
Hitachi Adv. Res. Lab.， Saitama 350・0395，ISchool of 

Plant Science， Univ. of Tasmania， Tasmania 7001， 

Aus仕alia，2Dept. Botany， Kyoto Univ.， Kyoto 606・8502

We have established a method for detecting 

phytochrome A apoprotein (PHY A)-specific immuno-

signal in cryosections of etiolated pea seedlings， using 
PHYA司 deficientfunl mutants as negative con加 ls.In 
etiolated apical hook cells， immuno-signal of PHY A 

showed cytosolic distribution. However， when etiolated 
seedlings were exposed to continuous red light (cR) or 

far-red light (cFR)， the immuno-signal appeared in the 
nucleus， time being. The nuclear accumulation becomes 

maximal within 0.5 hr of cR. In contrast， under cFR it is 
essentially complete after 4.5 hr and continued 

gradually for 12 hr. During this time， levels of 

spec仕ophotome出cally- and immunoblot-detectable 

phytochrome A did not change significantly under cFR 

whereas they became und巴tectableafter 4.5 hr of cR. 

This is the first immunological evidence indicating that 

native PHY A is redistributed to the nucleus in response 

to irradiation with cR or cFR and decay under cR. 

2pC05 
発色団テトラピロールのA-D環各側鎖がフイトクロムBアポ蛋

白質との結合および光可逆的吸収変化に及ぼす役割
主i量玄I.、猪股勝彦¥木下英樹h、垣内貴司¥湯本大介1、太田敦子¥中村洋¥

内田憲孝、和田敬四郎¥古谷雅樹(目立 基礎研、金沢大院・自然科学。)

フイトクロムは発色団として開環状テトラピロールを l分子持

つ色素蛋白である。本研究では、有機合成した発色団を、酵母

を宿主として発現したシロイヌナズナのフイ トクロムBアポ蛋

白質(pHYB)と試験管内で再構成を行い、発色団の結合およびフ

イトクロム Bホロ蛋白質(phyB)の光可逆的吸収変化に対するテ

トラピロールA-D各環の役割を解析した。天然型フイ コシアノ

ピリン(PCB)およびPCB誘導体全24種類について再構成を行っ

た結果、テトラピロールの A-D環はそれぞれ異なる役割をPHYB

との相互作用において果たしていることが初めて分かった。 A

Ut3位の側鎖中の二重結合に水素残基を付加した発色団では

PHYBとの結合が完全に阻害された。 BUt8位およびC環 12位

のカルボキシル基を位置選択的にモノメチルエステル化すると

PHYBとの結合効率が低下した。 これらのことから発色団と

PHYBの結合は、従来言われていたように A環3位で共有結合す

るばかりでなく、 B;東s位およびC!.t12位のカルボキシル基が

積極的にアポ蛋白質 と相互作用して起こることが示唆された。

また、 D環側鎖の長さを段階的に長くするのに従って光変換が

阻害された。この こ とから 、 D ~側鎖の構造が、 PhyB 分子の光

変換に重要な役割を果たしているこ とが示唆された。



2pC06 
イネ芽ばえの光屈性・その性質と突然変異体の分離

盤竪盛型1，Ralf Neumann (大阪市大院・理・付属植物園)

連続赤色光下で育てたイネ(品種:ニホンマサリ)の芽ば

えを用いて光屈性の性質を調べた。青色光をー側面から照

射すると幼葉鞘は正の光屈性を示し，パノレス照射で誘導さ

れる一次光屈性と二次光屈性，及び照射時間に依存して誘

導される時間依存光屈性がトウモロコシ幼葉鞘の場合と同

様に観測された。ただし，最終的な屈曲反応はトウモロコ

シなどと比較すると小さかった。一方向から照射し続ける

と，重力屈性との結抗によって，幼葉鞘は一定の屈曲角度

を保った。この平衡角度から光強度一反応曲線を求めると，

反応は光強度の上昇とともに増大し，強い光強度で減少す

るのが観測された。根は負の光屈性を示し、連続照射下で

は幼薬鞘と同僚の光強度依存性を示した。

連続照射で達成される平衡角度を指標にして， γ線で突

然変異を誘発したイネの M2芽ばえから，光屈性の突然変

異体を選抜した。その結果，幼葉鞘が全く光屈性を示さな

い突然変異体 (cptl:!:oleoptile llhototropism 1)を分離す

ることができた。この突然変異体では根の光屈性も異常で

あった。ただし，幼葉鞘とは異なり，僅かながら光屈性を

示した。突然変異体は幼葉鞘，板ともに正常に成長し，そ

れらの重力屈性も正常であった。また，根の先端部で観測

される回旋運動も正常であった。ライフサイクルを通して

みても，正常系統との差異は認められなかった。現在，原

因遺伝子を同定する研究を進めている。

2pC07 
フィトクロム依存の光一成長反応が欠損したイネ突

然変異体の分離と解析

Kamal K_ Riswa5， Ra¥fNeumann，飯野盛利(大阪市大

院・理・附属植物園)

Mutants ofrice (Oryza sativa L.， cv. Nihonmasari) that 
have ¥ong coleoptiles under white ¥ight irradiation have 

been iso¥ated from y ray-treated M2 seedlings. One of 
them (cpml:ιoleoptile photomorphogenesis 1) has been 
found defective in phytochrome-mediated growth 
inhibition. The mutant shows normal co¥eoptile growth in 
total darkness and humid air. In the normal strain， the 
coleoptile growth is strongly inhibited by a pu¥se of red 
Iight. This inhibition is comprised of a very-low-f1uence 
response (that can also be induced by FR) and a low-
f1uence response (that can be reversed by FR). A large pa円
of either response is lost in the mutant. FR-HIR is also 
impaired in the mutant. Under natural growth conditions， 
the mutant has long intemodes and filaments， but leaf 
greening and photoperiodism are normal. The mutant 
coleoptile has the normal level of spectrophotometrically 
detectable phytochrome. The mutated gene appears to 
encode a protein that occurs downstream of phytochromes 
and functions specifically in growth inhibition. 
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2pC08 
イネ幼葉鞘の回旋運動と光屈性に対するフィトクロムの

作用

亘星~， 飯野盛手Ij (大阪市大院・理・附属植物園)

イネ(ニホンマサリ)の芽ばえを暗黒下、気中で育てる

と，その幼業鞘は顕著な回旋運動(反時計四り、周期約 3

時間)を示した。その回旋運動は短時間 (3分)の赤色光

照射により抑制され、赤色光照射から 3時間の時点で幼葉

鞘はほぼ直立した。この赤色光効果には、近赤外光でも誘

導できる very-Iow-fluenceresponse (VLFR) と近赤外光で

打ち消される low-fluenceresponse (LFR)の二つが同程度

関与することが分かった。また、その効果は、 cpml変異

により大き く損なわれた。なお、水中で育てた幼葉鞘は暗

黒条件であっても回旋運動をほとんど示さなかった。

我々はトウモロコシ幼業鞘が光屈性(照射時間依存光屈

性)を示す能力はフィトクロムの制御を受けていることを

既に報告した(Liu& Iino 1996)。今回、イネ幼葉鞘の光屈

性も同機にフィトクロムによって制御されていることを

明らかにした。暗黒下で育てた幼葉鞘は青色光を 15分照

射しでも光屈性をほとんど示さない。しかし赤色光を短時

間照射する と、青色光を受容して光屈性を生じる能力が約

3 0分で発現し始め、約 90分で最大に達することが分か

った。この現象は気中で育てた幼葉鞘でも観測されたが、

回旋運動を示さない水中培養の幼葉鞘を用いて、より明確

にすることができた。また、 LFRが主要な反応成分である

ことも分かつた。

2pC09 
ニ量体化領域に変異を導入したフィトクロム Aの生
理活性
企鑑温蛍主、望月伸悦、 *SeongHee Booh、*Pill-
Soon Song、長谷あきら(京大・理・植物、*Dept.
Chemistry， Univ. Nebraska， Lincoln， Nebraska 68588， 
USA) 

フィトクロムは二量体として存在することが知ら
れているが、生理活性に二量体化が必要かどうかは
分かっていない。そこで、本研究では、 フィトクロ
ム A(phyA)の二量体化領域に変異を導入したコンス
トラクトを作成し、 35Sプロモーターの下流につな
いで、シロイヌナズナの phyA欠損株に形質転換し生
理学的・生化学的解析を行った。

導入した変異 phyAタンパク質の発現を調べたと
ころ、白色光下では野生型より多くのタンパク質の
蓄積がみられた。一方、暗黒下では、全長 phyAを
導入した植物では野生型と同程度のタンパク質の蓄
積がみられたが、変異 phyAを導入した植物では野
生型より少なかった。また、近赤外光下における匪
軸伸長阻害を観察した結果、全長 phyAを導入した
植物では表現型の部分的な回復がみられたが、変異
phyAを導入した槌物では表現型の回復はみられな
かった。以上の結果からは、表現型が戻らないのは
導入タンパク質の発現量が原因なのか、 phyA分子が
生理活性を失ったためなのかはっきりとは分からな
いので、現在、より白色光に近い条件で表現型とタ
ンパク質の発現量を調べている。



2pCI0 
ホウライシダにおける改変フィトクロム遺伝子の導入と

その表現型の解析

盟企盟王土、鐘ケ江健 l、和田正三 l、2 (1都立大・院理

生物科学、 2基生研・情報制御)

ホウライシダ配偶体においてはこれまで、機々なフィ

トクロム反応の生理学的解析が行われてきた。また、少

なくとも 3種のホウライシダフィトクロム遺伝子が単擁

されており、なかでも PHY3遺伝子は、 5'側がフィト

クロム発色団結合領域と相問、 3'側が高等植物の光屈

性の受容体である NPHl遺伝子と相問、と非常に特異な

精進をとっている。

今回我々は、 PHY3遺伝子の機能を解明することを目

的として、相同組み換えによる遺伝子破壊を試みた。

PHY3遺伝子の内部に薬剤耐性遺伝子を婦人した改変遺

伝子をパーティクルガン法によりシダ原糸体に導入し、

その後薬剤耐性によって選抜を行った。

その結果得られた薬剤耐性個体 16個体において表現

型の解析を行ったところ、それらすべてにおいて赤色光

に対する光屈性が欠領していることがわかった。また、

赤色光による葉緑体光定位運動にも異常がみられれたた

め、 PHY3遺伝子は、これら 2つの反応における光受容

体遺伝子として機能していることが推察された。

現在これらの薬剤耐性個体について、実際に PHY3遺

伝子が破壊されているか否かを PCR法等によって検討

している。その結果について報告する予定である。
本研究は生研機摘基礎研究推進事業の支績で行われた。

2pCll 
イネ・フィトクロムA突然変異体の単離と解析

直霊昆鐘ケ江弘美、樹す知子¥既E羊彦、古谷雅樹 1

鑓水省・生物研・分子遺伝、 1日立製作所・基礎研)

私たちは、イネの活性型レトロトランスポゾン、 Tos77の

転移を利用して作製した突燃変異体集団(ミュータントパネ

ル)から、単子葉類では初めてのフィトクロムA (P1"r>'A)突然

変具体を3系統単離した.いずれもアω77が PHYA遺伝子の

エクソンに帰入されており、ノザンやウエスタン解析の結果

からも、これらがpl't，tAの完全突然変異であることが示された.

これらの突然変異体の芽生えは近赤外光下と暗黒下で問機の

形態を示し、 pl"r>'Aを介する近赤外光によるシグナルは伝達

されていないことが明らかになった.一方、白色光あるいは

赤色光下で育てると正常に生育し、開1悌期も含めて対照と

異なる郵見型は認められなかった.この様な特徴はシロイヌ

ナズナの pfr，!A突然変異体と拘置しており、 pl"r>'Aの普通的な

機能を反映していると考えられる.これに対して、シロイヌ

ナズナでは偲められない現象も見つかったので、それらも含

めてイネpfr，!A突然変異体の生理学的、分子生物学的解析の結

果を報告する.
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3aCOl 
無毛かつアントシアニン高蓄積アラピドプシス突然変異体pig2

の単離と遺伝学および生理学的解析

重型坐苧呉麗華リ，田中浮田野茂光3 Jeremy Harbinson 4， 
希有謀瓦1，Ca出ieMartin'，字垣正志1，6 ('農水省・生物研生研

機構原研・環境資源利用研究部，‘オランダATO-DLO，'英国

John Innes Centre， 6東大・新領域)

高等植物の光応答反応の分子機構を解明する目的で、光制御

を受けるアントシアニン色素生合成やIA軸伸長に着目した.ア

ントシアニン色素の蓄積が起こりにくい黄色光連続照射下で色
素を高蓄積するアラピドプシス突然変異体をイオンビーム処理
したM2世代(約12万個体)より選抜した結果、 l系統の変異

体が得られた.黄色光照射下で生育した本系統(自殖後代)芽
生えは野生型 (Co1・0)の数倍の色素を蓄積した他、目歪軸伸長も
抑制されていた。これらの表現型から、本系統は光に対して過
敏感応答を示す可能性が示唆された.さらにこの変異体ではト
ライコーム(毛)の形成が認められない一方、根毛数は増加し
ていた.そこで本系統を他の無毛突然変異体 (gI1，g12， ttg)と
交配して得られたFl個体のトライコームの表現型を観察した
ところ、本系統の無毛形貨は.01.2遺伝子の変異に由来すること

が判明した.以上の結果から本系統を'pig2(e.igmentすItenslβed

and昼labrous2)と名付けた。 pig2系統を白色光照射下かつショ
糖を含む繕地で生育させると，業の成熟に伴って退色(黄化)

が見られ、葉緑体蛍光強度の画像解析の結果，黄化葉では光合

成能(光化学系IIの活性)が低下していた.またこの貧化の過
程で、野性型と比較してpig2幼植物体はデンプンをより多く蓄

積する傾向があることが観察された.これらの多面的な表現型

に関する因果関係を解明すべく、特に生理学および(分子)遺
伝学的側面からさらに研究を進行中である.

3aC02 
無毛かつアントシアニン高蓄積アラピドプシス突然変異体:pig2

におけるglabra2遺伝子座の分子遺伝子学的解析
呉麗霊長1，2、字垣正志1，3、田中淳ヘ田野茂光‘、 CathieM副 ins，

帯情否輩1('農水省・生物研、 2生研機構、 3東大・新領域、

4原研・環境資源利用研究部、，John Innes Centre) 

イオンビーム照射由来アラピドプシスpig2突然変異体では、

アントシアニン色素の高蓄積、 トライコームの消失、根毛数の
増加、デンプンの蓄積等の表現型が観察される.本研究の目的
はこのpig2変異体の表現型と変異遺伝子座のDNA構造との相関
関係を明らかにすることである.pig2系統の遺伝学的解析によ

り第 1染色体上の.oLABRA2(OL2)遺伝子座の変異が示唆され

ていることから、まず.oL2cDNA断片をプローブとしたサザン
解析を行った.その結果、 pig2系統では.01.2遺伝子領域の分子

精進が異常であることが判明した。さらに詳細な分子構造を明
らかにするため、 PCR:法をベースにしたgenomewa1king法によ

りpig2系統.oL2遺伝子のS上流ゲノミック配列をクローン化し、

塩基配列を決定した結果、 .oL2遺伝子のエクソン lから約50bp 

上流域に第 3染色体由来の約20kbの断片の婦入が認められた.

また.oL2遺伝子のRT-PCR解析の結果から、 pig2変具体の.oL2遺
伝子の転写産物のサイズが野生型のそれとは明確に異なり、そ
の発現量も激減していた.従ってpig2系統の.oL誼伝子座では、
DNA断片の転座の結果、 .oL2コーディング配列のごく近傍 (5・

上流域)にstem-1oop機造を取り得る配列の出現や同コーディン
グ領域と本来の.01.2プロモーターとの物理的隔離が生じ、 .oL2
遺伝子の発現に異常をきたしたものと考えられる.さらにpig2

系統のゲノミックPCR解析により、 .oL2遺伝子の5・上流域に挿

入されたDNA断片が本来存在する第 3染色体領域においても、
DNA欠失と考えられる構造異常が検出された.



3aC03 
シスエレメント DElを介した光応答性遺伝子発現
の制御

盤去一志ム、永野幸生、 James B. Reid 1、
佐々木 幸子(名大院・生命農学・生物情報制御，
1タスマニア大・植物科学)

光応答性 12bp シスエレメントはエンドウ
GTPase、pra2遺伝子の 5'上流域より同定された。
今回、我々はこの 12bpシスエレメントがどの光受
容体からシク.ナルを受け取っているか調べた。

まず 12bpをタンデムにつないだコンストラク
トを作成してエンドウ上匪軸に導入し、レポータ
ーが暗所で強く発現し様々な光により抑制される
こと、 12bp上に 3bpの塩基置換を挿入するとこの
反応が消失することを明らかにした。レポーター
の発現パターンが dark-inducibleであることから、
このシスエレメントを DElと名づけた。エンドウ
フィトクロム変異株を用いpra2の発現を調べたと
ころ、 pra2タンパク質の発現も様々な光受容体に
より制御されていることが分かった。さらにフィ
トクロム A及ぴB変異株を用いたレポーター遺伝
子の解析では、その分子種特異的に起こる反応が
減少した。このことから DElは様々な光受容体か
らシグナルを受け取っており、また DEl単独で光
応答性を付与するのに十分であることが分かった。

3aC04 
高等植物に特有の新規DNA結合タンパク質の解析

志撞宜阜、永野幸生、稲葉丈人、佐々木幸子

(名大院、生命農、生物情報制御)

エンドウpra2遺伝子はフィトクロムを介してその

発現が抑制されることがこれまでの解析により既に

明らかにされている。今回、この光応答性発現に関

与する領域に結合するDNA結合タンパク質の解析を

目的とした。

既に同定されたpra2光応答性シスエレメントを用

いて one-hybrid法によるスクリーニングを行い、得

られたcDNAの塩基配列を決定した。推定されたア

ミノ酸配列を用いてデータベースを検索したところ、

他の植物の未同定配列との相向性が見出された。し

かし、植物以外においては相同性を持つものが見出

されず、植物に特有の新規DNA結合タンパク質であ

ることが示唆された。そこで、組換え型タンパク質

を作成し、これを用いて詳細な解析を進めている。
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3aC05 
GT-Factorは績物にのみ存在する DNA結合タン
パク質か?

永野幸生(名大院・生命農学・生物情報制御)

GT配列は多くの植物遺伝子の発現を調節する重要な配
列である。光に応答した遺伝子発現や組織特異的発現へ
の関与がよく研究されている。この GT配列に結合する
DNA結合タンパク質が GT-Factorである。いくつかの
研究から、 GT-Factorは rtrihelix structure Jという構
造を持ち、この構造が GT配列と結合することがわかっ
ている。この GT-Factorは植物にのみ存在すると信じら
れている。

しかし、 GT-Factorは次に述べる点で MybのDNA結
合領域と非常によく似ている。 1)GT-Factorの rtrihelix
structureJモデルは MybのDNA結合領域の NMR構造
とよく一致する。 2)Mybの代表的特徴として規則的に並
ぶTrp残基がよく知られているが、これは GT-Factorに
も存在する。 3)繰り返して検索を行う PSI-BLASTを用

いると、有意なレベルで GT-FactorとMybのDNA結合
領械の聞に相向性が検出される。

合わせて GT-Factorの進化についても議論する。

3aC06 
クロレラのへキソース取り込みの光阻害

神谷明男(帝京大・.・化学)

Chlorella kessleriの野生株、微量のクロロフ

ィルを持つ白色!Ir具体にへキソースを与えて光照

射すると、ヘキソースの取り込みが顕著に阻書さ

れた。特にグルコース、フルクトースの取り込み

隠曹が顕著であった。また同じ光照射で白色変具

体細胞中のクロロフィル類の光磁撮が飽められた。

光によるへキソース取り込み阻害の作用スベクト

ルと光破埠されるクロロフィル類の吸収スベクト

ルはよく似ている。また、..気相中で光照射す

ると、ヘキソース取り込みの光図書とクロロフィ

ル類の光破織は包められない。このことからこの

現象に活性酸策の関与が考えられた。

S 0 0添加はへキソース取り込みに影嘗を与え

ないが、メチルピオローゲン(パラコート)添加

によりへキソース取り込みは顕著に阻害された。

このとき呼吸の阻害は包められない。このことか

ら光照射によりクロロフィル類の光被緩を経て活

性酸集によるへキソース繍送体の機能が傷害を受

ける可能性を考えている。



3aC07 
キュウリ子葉におけるDNA損傷光修復酵素の性

質と光誘導

塞-J怠芸林圭1，栗原邦子1，竹内裕一1

(京都大・エネルギー理工研北海道東海大・工・

生物工)

オゾン層の破壊に伴って増加するB領域紫外線

(UV-B)の生物への影響が懸念されている。 DNA

はUV-B傷害のターゲツトであり、主要な損傷産物

はピリミジンダイマーである。多くの生物で、ピリ

ミジンダイマーの光修復機構が報告されているが、

高等植物においてはこの機構に関与する酵素、 DNA

損傷光修復酵素 (DNAphotolyase)の酵素的性質や

その誘導機構について不明の点が多い。

われわれは、キュウリの黄イじ芽生え子葉の光修復

酵素の inviσo活性測定法を確立するとともに、酵

素の精製を試みた。また、光修復酵素の光による誘

導について、基礎生物学研究所大型スペクトログラ

フを用いて実験を行った。その結果、キュウリの子

葉では、ホウキモロコシと同様に、 UV-B~UV・A領
域の紫外線が酵素活性の誘導に有効であることが明

らかになった。

3aC08 
キュウリからの光回復酵素cDNAクローンの単雌と発現解析

査績基盤，中嶋f富美玉置雅紀近藤矩朗(東京大・院・理・生

物科学国立環境研)

太陽光中の紫外線により生物体内にシクロブタン型ピリミジン

二量体などの DNA損傷物質が生成する。これらの生成・蓄積によ

り生物個体は死に至ることがあるが、生物にはこれを回避するメカ

ニズムとして除去修復や光回復酵素による修復などの修復機構が

備わっている。植物では光回復が大きな役割を果たしているが、そ

の遺伝子レベルの解析はシロイヌナズナでしかなされていない。ま

た、光回復酵素活性と紫外線照射による生理的影響との関係につい

てはほとんど解明されていない.本研究ではキュウリ実生から高等

生物型光回復酵素の cDNAクローンを単離し、その発現解析を行

った。

12時間日長の人工気象室で毅嬉したキュウリ第一葉から抽出し

たtotalRNAを用いた RT.RCRにより cDNA断片を単厳し、その

塩基配列を決定した。この情報を元にして新たな primerを作製し、

RACE法によりキュウリ光回復酵素遺伝子の cDNA(CsPHll)を得

た。このクローンは 480個のアミノ酸残基より構成されるタンパク

質をコードしていると推測された。このアミノ酸配列はシロイヌナ

ズナの光回復酵素のアミノ酸配列と 75%の相同性を持っていた。キ

ュウリ第一葉から抽出した totalRNAを用いて定量的 RT・PCRに

よる発現解析を行った。第一葉における CsPHRの日周サイクノレ(明

期 6:00~18:00)での発現量を、 6:00から 21:00まで 3時間ごとに

翻べたところ、明期中央(12:00)より前の 9・00に発現量が最大にな

り暗期では発現が大きく低下した。 CsPHRは若い葉ほど発現量が

多く、加齢とともに急速に低下していた。

1側

3aC09 
イネ(向却sativaL)の紫外線UVB誘導DNA損傷の光修

復能誘導の光調節

熊谷忠、山口弘子、成田慶、日出間純(東北大・遺生研)

樋物における紫外線 UVBによって生成される DNA

損傷の主な光産物はシクロブタン型ミリミジンダイマー

(CPD)とピリミジン〈ふ4)ーピリミドン[(6-4)・型光産物]であ

る。暗黒で生育したイネ(ササニシキ)の幼少植物では

UVB 照射によって生ずる αDの光4街宣能は認められな

い。ところが、暗黒で生育した植物の第3葉に短時間(5

出n)の青告Eあるいは赤色光を照射した後暗黒に置くと

約1時間後にはαD光修復能が誘導される。この場合、

UVBは無効であった。この光誘導効果は青・赤色光照

射直後に近赤外光σ凶n)を照射すると打ち消されること

から、フィトクロームによる光反応によって調節される

ことを前年度の大会明暗した。本講演では、 αD光修

復能の誘導に及ぼすタンパク合成阻害剤の影響ならびに

暗黒で育てたイネ葉の(6-4)・型光産物の光修復能とその光

修復能誘導に及ぼす光照射の影響を報告する。

3aClO 
紫外線 UVBがイネの葉緑体タンパク質 (Rubisco、
LHCII)の合成と分解に及ぼす影響について

且出血盤、竹内敦子、山口琢也、熊谷忠(東北大・遺

生研)

我々は、紫外線 UVBがイネの生育や葉内のタンパ

ク質含量に及ぼす影響、さらには紫外線によって生成

する DNA損傷およびその修復能力とイネの紫外線抵

抗性との関連について、解析を行っている。これら一

連の研究の中で、 UVB量の増加は、紫外線感受性品

種において、①特にRubiscoの含量が著しく低下する、

②Rubiscoと同様葉緑体に局在する集光性クロロフィ

ルタンパク質LHCIIの含量は、 Rubiscoのような顕著

な減少は認められないことを、以前報告した。これら

の結果は、 RubiscoとLHCIIでは、各々のタンパク質

の合成または分解に及ぼす UVBの効果が異なってい

ることを示唆している。そこで、紫外線抵抗性の異な

るイネ 2品種の第 8葉を材料に;①目N トレーサーを

用い、Rubisco、LHCIIタンパク質の合成と分解に及

ぼす影響、②Rubisco(rbcS、rbcL)、およびLHCII(cab) 

のmRNAの転写量に及ぼす影響を経時的に解析した。

本講演では、これら葉緑体タンパク質の合成、分解に

及ぼすUVBの効果の違いについて考察する。



3aCll 
シロイヌナズナ|こおける葉緑体光定位運動の突然
変異体の単離と解析

血山重盛12、末次憲之3，及川和聡3、和田正三23

(1科学事業振興事業団・さきがけ研究 21， 2基
躍生物学研究所、 3番目立大・理・生物)

外界の光環境lこ依存して葉緑体はその位置をかえ
る。弱光下では葉緑体は光!こ向かつて集まり(弱
光反応)、強光下では光から逃げる万向!こ移動す
る(強光反応)。シロイヌナズナの葉でもこの現
象は観察される (Kagawaand Wada， 2000， Plant 
Cell Physiol. in press)。合目、シロイヌナズナから

強光反応が起こらない突然変異体の単離を試み、
2種類を得だのでその報告をする。 1つは強光反
応も弱光反応も共|こ全<起きない突然変異体、も
う一方は強光反応のみ起こさない突然変異体であ
る。野生型では強光・弱光反応はそれぞれ O. 1-
4Wm-2， 8-30Wm-2の青色光で誘導される。しかし、
前者の蛮異体では調べたO.1-30Wm-2の光環境で葉
緑体光定位運動はほとんど観察され毛よかった。一
方、後者の変異体は、弱光反応はほぼ正常ではあ
るが、通常強光反応を示す光強度でも弱光反応を
示す。本発表では、後者の強光反応ガ起きない変
異体の原因遺伝子解析過程|こついてものべる。

3aC12 
シロイヌナズナの葉緑体光定位運動における弱光反
応欠損突然変異体の解析
末次憲之1、加川貴俊2、3、和田正三l、3 (1東京

都立大学大学院・理・生物科学、 2科技団・さきが
け21研究、3基生研・情報制御研究部門)

葉緑体は弱光下で、は光の方向ヘ集まり(弱光反応)
強光下では光から逃避する(強光反応)というこつ
の異なった反応を行う。弱光反応は葉綿体が光を効
率よく捕集できるようにするための反応であり、強
光反応は光傷害を避けるための反応であると考えら
れている。この光定位運動は青色光の照射によって
誘導されることが多くの植物で知られている。しか
し光受容体の実体や、葉緑体の運動に至るまでの情
報伝達系については全く分かっていない。

本研究では弱光反応の機構を解明するために、突
然変異体を単離し解析した。現在までに、 T-DNAタ
グラインとEMSラインから各々 1ラインの変異体が
単離された。これらの変異体に顕微鏡下で光を照射
し、連続録画することにより葉緑体の動きを観察し
た。その結通常野生型で弱光反応を誘導する光強度
の青色光 (1、3W/m2)で弱光反応は誘導されなか

ったが、強光下 (10、30W/m2)では逃避反応を示
した。この結果は単離した変異体が弱光反応のみ欠
損していることを示している。

本研究の一部は生研機構基礎研究推進事業の一環
として行われた。
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3aC13 
シロイヌナズナ芽生えにおけるオーキシンを介し

た遺伝子発現の光制御の解析

m1:豊二郎、中村賢志、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、暗所で匪軸下部にお

いてレポーター遺伝子の発現が上昇する。その発

現様式を解析した結果、この光応答における主な

光受容部位は子葉であり、子葉から何らかのシグ

ナルが匪軸下部に伝えられるていることが示唆さ

れた。

この系統においては何らかの遺伝子が T-DNA

によってタグされていると考えられたため、 T-

DNAの待入位置を Tail-PCRによって同定した。

その結果 N35系統においてはダイズですでに同

定されているオーキシン応答性遺伝子 GH3のホ

モログの近傍に挿入が起きていることが分かつた。

近傍にあった GH3遺伝子は RNA-gelblot解析の

結果、フィトクロムによって発現が制御されてい

ることが示唆された。





laDOl 
タバコ回目はユピキチン結合酵素と相互作用する

0小山知嗣¥岡田崇l、北島佐紀人2、高木優3、

進士秀明3、佐藤文彦1.4 (1京大院・農、 2RITE、

3工技院・生命工学、 4京大院・生命科学)

植物は病原体の感染に対して、 PR(Pathoegnesis-

related)タンパク質の発現を誘導する。エチレン応

答性転写因子ERF(EREBP)は塩基性PR遺伝子のプ

ロモーター領域に保存されたGCCboxに特異的に

結合することから、 ERFの活性制御の解析はPR遺

伝子の発現制御を理解する上で重要である。

タンパク質問相互作用を介したERF3の翻訳後修

飾を解明するために、 ERF3をベイトとした酵母

two-hybrid systemによるERF3結合タンパク質の単

離を試みた。スクリーニングの結果、 Ubiquitin

conjugating e回 yme(UBC， E2 enzyme)をコードする

遺伝子を単離し、 NtUBClおよび2と名付けた。

NtUBCl/2はarabidopsisのAtUBCl-3に高い相向性を

示した。 UBCは基質タンパク質にポリユピキチン

鎖を付加するので、 ERF3とUBCの相互作用からユ

ピキチン/プロテアソーム系により ERF3が分解さ

れると推測される。

laD02 
シロイヌナズナ DNA傷害応答遺伝子の制御領域

の解析

藍旦宣室、渡壁百合子、高瀬尚文、堀田康雄¥

平塚和之(奈良先端大・バイオ岐阜国際バイオ

研究所)

シロイヌナズナ AtRAD51遺伝子は RecA様タ

ンパク質をコードし、 DNA損傷や細胞周期の S

期に誘導されることが知られている。高等植物の

DNA 傷害に応答する遺伝子発現制御機構を明ら

かにする目的でAtRAD51遺伝子のプロモーター

領域の解析を試みた。 5'上流側から段階的に欠失

させたAtRAD51プロモーターの下流にレポータ

ー遺伝子としてホタルルシフエラーゼ遺伝子を

連結したプラスミドを作製した。それらを遺伝子

銃を用いてタバコ培養細胞 BY-2ヘ導入し、 DNA

傷害剤として知られているブレオマイシン処理

による発現誘導を指標として、 DNA傷害応答領

域を調べた。その結果、コアプロモーター近傍に

位置する 44塩基対の領域が DNA傷害による転

写活性化に必須であることが見い出された。
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laD03 
シロイヌナズナのヒスチジンキナーゼ ATHK1の変異遺伝子

の解析

直g 、汗IJ部祐里子、篠崎和子、篠崎一雄 i

(農水省・国際農研・生物資源、 l理研・値物分子生物)

我々は植物の情報伝達における Two-ComponentSystem 

の役割を解析することを目的として、シロイヌナズナから N

末側に 2個所の膜貫通ドメインを持つハイブリッド型ヒスチ

ジンキナーゼATHK1をコードする cDNAをクローニングし

た.さらに、酵母の浸透庄応答変異株を用いて AT日<1が酵

母の中で浸透圧センサーとして働くことを示してきた.

次に ATHK1の箱物における機能を解析するために、

ATHK1の活性を改変した変異遺伝子を導入した形質転換値

物の作出を試みた。まず初めに、two-hybrid法により ATHK1

が細胞内領域聞を介してホモダイマーを形成することがわか

ったので、 PCR法で作成した ATHK1のランダム変異ライブ

ラリーを slnl欠領株に導入し、 slnl欠損株を相補する里子生型

ATHK1の活性を阻害するようなドミナントネガテイプ型

ATHK1変異体のスクリーニングを試みた。その結果、現在ま

でに6種の変異株 (ATHK1-l~6) を単離した。さらに、変

異部位を同定するために塩基配列を調べた結果、ATHK1-2は

N末側の 641アミノ酸が欠失した変異体、 ATHK1-6はATP

結合部位と推定される 726番目の Glyのアミノ酸置換の変異

体であることがわかった。現在、これらの変異遺伝子を導入し

た形質転換植物の解析を行っている.

laD04 
老化および乾燥ストレスにより続導されるシロイヌナズナ

erd7遺伝子の発現解析

盛返益弘、中島一雄、 Sean0 Simpson、篠崎和子、篠崎一雄1

(国際農研・生物資源、 1理研・植物分子)

シロイヌナズナのerd7遺伝子はClpprotease regulatory 

subunit (ATPase) homologをコードしており、 ERD1タンパク

貨は色素体にターゲッティングされる.またこの遺伝子は乾

燥、塩ストレスに対し 2時間以内に発現し、自然老化あるいは

人工的な老化を起こす稽処理にも高い発現を示すことを明らか

にした(Nakashimaet al.， Plant J. 12:851・861)。そこで

erd7遺伝子プロモーター中の老化認機・乾燥応答シスエレメ

ントを解析するため、 erd7遺伝子の上流領主義(・723-

+ 165)/ LLC(luciferase)キメラ遺伝子を潮入した形質転換タ

バコおよびシロイヌナズナを作製した.形質転換タバコを12

日間暗処理し、 erd7遺伝子のプロモーター解析を行った結

果、 -202-・134までの69塩基が老化認織に関与しているこ

とが明らかになった.またこの領織にはABRE(ABAResponsive 

Element)織配列が含まれていた.現在この領主義に欠失変異を

加えて、老化認織シスエレメン卜の特定を鼠みている.さらに

乾燥ストレスに対する解析を行った結果を報告する.



laD05 
シロイヌナズナのHPt因子AHPと相E作用する因

子の検索

鐙主瓦蓋、棲井健介、上口智治、水野猛
(名大院・生命農)

ニ成分制御系は植物ホルモンの応答に関与するな

ど重要な機能を果たすシグナル伝達系であると考え

られる。我々はこれまでこの系を構成する因子をシ

ロイヌナズナから多数取得・解析してきたが、因子

聞の相互関連に関してはよくわかっていない。そこ

でシグナル伝達の仲介因子として機能するHPt因子

(AHPl~3) と相E作用する因子の検索を試みた。
酵母τ、ro-Hybrid法によるスクリーニングの結

果、 2種類の転写関連因子をコードしうる遺伝子を

得ることができた。 AHPl~3全てと相互作用可能な
因子として、二成分制御系のレスポンスレギュレー

ターのうち、 Myb様ドメインを保持する遺伝子

仇RRl ， lO)が分離できた。この結果はAHPl~3とこ
れらARRがシグナル伝達経路を構成することを強

く示唆する。一方AHP2，3のみと強く相互作用する

因子としてTCPドメインを持つ新規遺伝子(TCPIO)
が分離できた。 TCPドメインは他の植物種では側

部分裂組織の成長に関与する遺伝子に共通して見出

される椅造ドメインとして注目されている。この結

果はAHP2，3によるシグナル伝達経路と植物の成長

制御機構の聞の関連を示唆するものと考えられる。

laD06 
シロイヌナズナにおけるHis-Aspリン酸転移情報伝

達機構図子群ARRsの比較総合解析

今村綾、鈴木友美、上口智治、水野猛(名古屋

大院・生命農)

His-Aspリン酸リレー系は原核生物、真核生物に普遍

的なシグナル伝達機構である。一般にこの情報伝達機構

はセンサ-Hisキナーゼ、 HPt因子、レスポンスレギュレ

ーター3因子から構成さ才以各因子聞のリン酸転移によ

りシグナルカ5伝達される。高等植物シロイヌナズナにお

いてもこの十静日伝達機構が植物ホルモンシグナルや環境

ストレスシグナルの受容と伝達に関与していることが示

唆されている。今回は、シロイヌナズナに見出された

1 6種類のレスポンスレギユレーター (ARR)群に関し

て、その構造的特徴、リン酪転移活性、発現様式局在

性などの解析を行い、その特徴付けを行った。その結

果、シロイヌナズナのARRは大きく 2種類 (Type-Aと

Type-B)に大別できることが示された。各諸性質に関す

る結果を提示しながら、シロイヌナズナにおけるARR因

子群の全体像をまとめる。
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laD07 
シロイヌナズナにおけるHis-Aspリン酸リレー情報伝達

:擬似レギュレータ一因子群の機能解析
弦壁型車、今村綾、木羽隆敏、谷口光隆、上口智治、

杉山達夫、水野猛(名古屋大院・生命農学・生物機織)

His-Aspリン酸リレー系はバクテリアにおける最も普遍的

な情報伝達機構である。しかも、この機構は高等植物のホル

モン応答機構にも組み込まれていることが明らかになりつつ

ある。我々 は、 シロイヌナズナを対象にしてHis-Aspリン酸

リレー情報伝達系に関わる諸国子(センサ一、 HPtドメイン、

レギュレーターなど)の総合的解析を進めている。これらの

解析過程で、シロイヌナズナにARRのリン重量基受容ドメイン

(レシーパー)と極めて類似したドメインをもっ因子をコード

する複数の遺伝子が存在することに気付いた。しかし、 ARR

と異なりリン酸基受容に必須と恩われるAsp残基を欠いてい

るので擬似レギュレーター(APRR)と名付けた。これらがHis

-.'¥spリン椴リレー情報伝達に関わる新規な因子かもしれない

と智定し、その遺伝子の取得・解析を行った.代表としてA

PRRlとAPRR2の遺伝子を取得して、その織造と発現嫌式を

解析した。 APRRlの発現については特徴的な日周性を示した

ため、 APRRlを用いてTwo-hybrid法により相互作用因子の

倹索をおこなった。その結果、 Myc係bHLHをもっ因子が同

定された。これらの結果を含め、 APRRlやAPRR2のもつ興

味深い構造的特徴などをまとめながら、 His-Aspリン酸リレ

ー情報伝達機織との関連で考察する.

laD08 
霊祭栄穫に応答したサイトカイニンの苔積・験送機備の解析

墨差益志盤、榊原 均、谷口光隆、杉山途失(名古屋大院・生命.

学)

トウモロコシ寮から単調Eしたこ成分情報伝達系のレスポンスレギ

ユレーター ZmRRl、ZmRR2I孟墾剰l鮒鵬への無機宣業補鳴によ

り発現が甥糊される.一方、切り取り震ではこれらの遺伝子発現は

無機宣集ではなく、サイトカイニンにより.，..される.事l.l守は、す

でに望集飢餓からの回復過程において線のサイトカイニンが増加す

ることを明らかにしている.これらのことから、板で増加したサイ

トカイニンが灘管を経由し震へ鎗送され、これらの遺伝子発現.，.~・

をもたらすと考えた.本研究でI立、根から葉へのサイトカイニン検

送の鶴栄養による細腕賦について附した.

根から.へ鎗送されるサイトカイニン量を把纏するため、切断書E

からの刷emsapの浸出鑑とsap中のサイトカイニン量を解析・定

量したo ODSカラムを使用した HPLCによる xylemsap中のサイ

トカイニン分子種例耀と EUSA法による定畳の結果、硝酸塩の捕

獲に伴い主にZeatinriboside-5'-monophosphate、Zeatinri加side、

Zeatinの3分子種が増加することがわかったo J震のサイトカイニン

量の変動や ZmRI町、 ZmRR2の発現様式等の結果とあわせて、根か

ら業へのサイトカイニン検送機備について考察する.



laD09 
トウモロコシの二成分情報伝達系因子ZmRRl遺伝子のシス

領域と発現部位の解析

出盛盤、榊原均、奥村真也、石田佑二人山田茂裕1、小鞠

敏彦1、久保友明1、杉山達夫(名古屋大院・生命農学、

10RYNOVA K.K.) 

サイトカイニンを介した窒素栄養の情報伝達に二成分情報

伝達系が関与していることが明らかになりつつある。我々は

既にトウモロコシから、サイトカイニン誘導性のレスポンス

レギュレーター遺伝子 (ZmRR1)を単商量している。今回、

この遺伝子の発現部位、およびサイトカイニンに応答した発

現制御機構を明らかにするために、 ZmRRlの上流領域 (3.4

kb)の下流にGUS遺伝子をつないだ融合遺伝子を導入した

形質転換トウモロコシを作製した。 5系統のTl世代の形質

転換体の業片をサイトカイニン処理したところ、いずれの系

統においてもGUS活性が有意に糟加した。との結果から、

ZmRRlのサイトカイニンに応答した発現の少なくとも一部

は、転写活性の増加によるものであり、今回導入した上流領

域内にその発現制御に関わるシス領域が含まれていることが

示唆された。現在、 GUS組織染色やZmRRl抗体を用いた解

析により、細胞レベルでのZmRRlの発現部位の特定を試み

るとともに、植物個体の生長に伴う発現部位と発現様式の変

化についても解析を行っている。これらの結果についても報

告する予定である。

laDlO 
トウモロコシにおけるHis-Aspリン酸リレー系情報伝達因

子の単離と機能解析

盟墨阜、太田行則、杉山達夫(名古屋大院・生命農学)

二成分 (His-Aspリン酸リレー)情報伝達系が、植物の環

境応答やホルモン応答におけるシグナル伝達に関与して

いることが近年明らかにされつつある。我々はサイトカ

イニンを介した窒素栄養情報の伝達機構にこの系が関与

することを見い出すとともに、伝達因子の同定と機能解

析を進めている。現在までにトウモロコシから、無機窒

素j原補填あるいはサイトカイニン処理により発現誘導さ

れるレスポンスレギユレーター (RR)遺伝子ZmRR1，ZmRR2 

と、構成的に発現するHPt遺伝子ZmHPl，ZmHP2を単離して

いる。今回、 two-hybridassay， in vitro binding 

assayを用いて因子聞の相互作用について検討したとこ

ろ、 ZmHPlはZmRR1，Z皿RR2と相互作用するものの、 ZmHP2

はいずれとも相互作用せず、少なくとも因子問で認識特

異性を持つことが示された。現在、緑葉のcDNAライブラ

リーよりさらに 4穫のRR(ZmRR4-Z皿RR7)cDNAを単離してお

り、それらの構造と発現様式、さらにZmHPsとの相互作用

の特異性についても解析中である。
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laDll 
アラピドプシスにおける RNAポリメラーゼ I遺伝子の

窒素及びサイトカイニンに応答した発現の解析

主翌監盤，高橋徹，武井兼太郎，谷口光降，榊原均，

杉山達夫(名古屋大院・生命農学)

我々はアラビドプシスにおいて、 2成分情報伝達系の

Response Regulator 遺伝子 (ARR3~9) の発現が窒素補

填及びサイトカイニン添加に応答して増大することを明ら

かにしている。このことは、 2成分情報伝達系が関与する

サイトカイニンを介した窒素情報伝達系がアラピドプシス

にも存在することを示唆するものであるが、この情報伝達

系により制御される標的遺伝子については不明である。

そこで本研究では、この情報伝達系の標的遺伝子の候補

として、サイトカイニンに応答して転写が促進されること

が知られる rRNA遺伝子 (rDNA)に着目した。その結果、

rDNAの転写を司る RNApolymerase 1大サブ、ユニット遺

伝子 (AtRPA190)のmRNA蓄積量が窒素補填及びサイト

カイエン添加に応答して増大することを明らかにしたのま

た、この AtRPA190mRNA蓄積量の増大はrDNAの転写

活性化に先駆けて起きることから、 rDNAの転写活性化の

少なくとも一部は RNAポリメラーゼ I遺伝子の発現増大

に起因している可能性があると考えられた。さらに、 ARR
は、これら rDNAや AtRPA 190の発現誘導に先駆けて誘

導されることから、ARRを介するサイトカイニン情報伝達

系の標的遺伝子に AtRPA190が含まれる可能性が示唆さ

れた。

laD12 
サイトカイニン情報伝達系の負の制御因子と考えられる

単離
(阪大・院

理・生物科学、 1三井植物バイオ研)

サイトカイニンは植物の形態形成や分化に重要な役割を
果たしているが、その分子レベルでの作用機絡において、
未だ分からないことが多い。私たちは、サイトカイニン
の情報伝達系を解析するために、遺伝学的手法や分子生
物学的手法が有用なシロイヌナズナから、サイトカイニ
ン高感受性変異体である ckhl、ckh2変異体を単離した。
サイトカイニンには、植物の組織からカルスを誘導し緑
化させる作用があり、 ckh変異体の外植片は、低濃度のサ
イトカイニンを含む培地で、緑色で婚殖の速いカルスを
誘導するが、野生型の外櫨片ではこのような反応は見ら
れなかった。また、内在性のサイトカイニン量を調べた
ところ、野生型と ckh変異体の聞で顕著な違いは見られ
なかった。これらのことより、 ckh変具体はサイトカイニ
ンの情報伝達系のおける負の制御因子に欠陥があること
が示唆された。 CKHl、CKH2遺伝子はそれぞれ第 1染色
体、第 2染色体にマッピングされ、 CKHl遺伝子は CAPS
マーカーである m59に近接していたので、これを用いて、
ポジショナルクローニングを試みた。 TAC、BACのゲノ
ムライブラリーを用いて約 200kbに及ぶ連鎖地図を作成
し、ここに含まれる TACクローンを ckhl変異体に導入
したところ、ある TACクローンが、 ckhl変異体の表現型
を相補した。この TACクローンに含まれる遺伝子を 2つ
の ckhl変異体の遺伝子と比較したところ、ある遺伝子に
ナンセンス変異が生じていることが分かった。現在、こ
の遺伝子の cDNAを単離し、機能解析を行っている.



lpDOl 
電気的刺激によるイネ単一細胞内カルシウムイオン

流入量の制御

小斎裕里、斉藤美佳子、詮盟蓋盟

(東京農工大・工・生命工学)

イネ単一細胞内へのカルシウムイオン流入量を

電気的刺激により制御した。細胞膜にかかる電圧

(VC旧)は電極問の電位分布を測定し、その傾きか

ら見積もった。その結果、 VCMPが l.OmV以下では

細胞内へのカル、ンウムイオンの流入は起こらなかっ

たが、 VCMPが 1.9mV以上では顕著な細胞内へのの

流入が認められた。この流入はカルシウムチャネノレ

ブロッカーであるベラパミルにより阻害されたこと

から、細胞内へのカル、ンウムイオンの流入は電気的

刺激により電位依存性カルシウムチャネルを通して

制御すること が可能であると考えられた。

lpD02 
タバコ光化学系 l核遺伝子 psaDbの光応答性転写

制御機矯に与えるカルシウムの影響

皇室E皇阜、小保方潤一 (名大・遺伝子)

光化学系 l核遺伝子の光応答には少なくとも cGMP

とカルシウムの両方が必要であることが示峻されてい

る。しかし、cGMPやカルシウムがどのような機構で

光化学系 l核遺伝子の発現を調節しているのかは明ら

かではない。そこで本研究では、 cGMPやカルシウム

が光化学系 1核遺伝子の転写活性に与える影響につい

て、タバコ光化学系 l核遺伝子psaObをモデルにパー

ティクルガンを用いたトランジェン卜発現系で調べた。

カルシウムキレーターの BAPTA・AMで処理したタバ

コ黄化芽生えに ρ'saDb::LUCキメラ遺伝子を導入し 、

24時間後のレポーター活性を測定した。その結果、

10μMのBAPTA-AMを処理した芽生えでは、明所下で

のレポーター活性が著しく減少した。この結果は、カ

ルシウムがρsaObの光応答に転写レベルで関わってい

ることを示している。また、 cGMPアンタコニス卜を

用いた実験結果についても報告する予定である。
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lpD03 
Transmembrane mecbanism of apoplast calmodulin effects 

。ntbe pollen germination and tube growth 

Sun DY and Ma LG (Institute of Molecular Cell Biology， Hebei 

Nonnal University， Hebei Shiji位 hu聞g， 050016， gmdavelal.163ne1) 

We find出atcalmodulin w出回tonly presence at apopl酪 i

universally but also have important biological 釦nctlOn猷 outsideof the 

cell， including initiating and promoting pollen gennination聞 dωbe

growth (Planta， 1996ら198・510・516).Hetrotrimeric G protein w出 det田 ted

in the lily pollen同beand involvement in血etransmembrane mechanism 

ofap叩l副 calmodulinto promote pollen germination and growth (Pl叩 t

Cell， 1999，11:1351・1363).Our p問 limin訂y experiments indicated 

presen閣 ofCaMBPsin出eo叫tsurface of pollen cell. (unpublished data) 

Recently，Using pharmacological probes、microinjectin唱IP3and antibodies 

against the PLC目、 IP3receptor， we got evidences for invo1vement of 

phosphoinositide signaling p叫hwayin the intracellular signal transduction 

m配 hanismof calmodulin effects. By fluoresces probe combine wi出

confocal technique， our 問 sultsalso show enhances of合'eecytoplasm Ca叫

concentration of lily pollen tubes aft町 addingpure exogeno川scalmodu¥in 

into culture medium of pollen. Above evidences suggested that the 

extracellular calmodulin may play an important role in出eregul凶 onof 

pollen gennination and tube growth. Taken together with other research 

results in our Lab.， we think出atapoplast CaM maybe a new primary 

peptide messenger in the plant kingdom 

lpD04 
イネ細胞におけるイノシトール 1;4，5・三リン酸受容体様

繍タンパクについて

墨乱j曲、渡辺仁子 l、伊藤紀美子 l、縄秀隆、

三ツ弁敏明

(新潟大学大学院・自然科学、 l新潟大学.a) 

イノシトール 1，4.5-三リン酸受容体(lP3-R)はIP3-

Ca吋官報伝達系における重要な因子として研究が行なわれ

ており、動物細胞では既に三種類のサブタイプが精製、ク

ローニングが行なわれている。しかし、植物細胞ではほと

んど知見がない。そこで、動物の IP3-Rに対するポリクロ

ーナル抗体を用いてイネ IP3-Rの検出を試みた。抗 IP3-R

Type 1. n抗体では特異的に包議されるイネ藤タンパク

の存在は認めることはできなかった。しかし抗 IP3-RType 

m抗体では 5D-55kDa付近に特異的なタンパクバンドが検

出された。そこで、既に確立されている IP3-RTypemの

精製法をもとにコンカナパリンAセフアロース樹脂を用い

てこのイネ膜タンパクを精製したところ、結合フラクショ

ン中に、この抗 IP:rRType m抗体が認識するタンパクを

得ることができた。この結果イネ細胞中にも動物細胞にお

ける IP3-Rと構造的に相同性の高い糖タンパクの存在が示

唆された。



lpD05 
シュートの重力屈性と匪発生に関与するシロイヌナズナ

SGR2は phosphollpaseA 1との相同性を示す

担盤拡蓋:、田坂昌生2

( ，京大院・理・植物、 2奈良先端大・バイオ)

高等植物のシュートは負の、根は正の重力屈性を示す。

この反応は重力感受・伝達・囲曲応答の11慣に進行する。

我々がシロイヌナズナより単離した 5gr2変異株の地上

部(花茎、旺軸)は異常な重力屈性を示すが、根は正常

だった。さらに 5gr2は庇発生も異常を示した。今回 5gr2

全アレルの変異がマップされる遺伝子をポジショナルク

ローニングにより単離した。この遺伝子を 358プロモー

ターで強制発現すると、変異体のシュートの重力屈性反

応が回復した。これらの事からこの遺伝子を SGR2と断

定した。 SGR2は牛より単厳されたホスファチジル酸特

異的なホスホリパーゼ A1と全長にわたり相間性を示し

た。その中にはリパーゼコンセンサス配列、予想膜貫通

領域などが存在した。サザン解析、データベース検索か

らシロイヌナズナに他の相同遺伝子は存在しなかった。

また RT-PCR解析により SGR2mRNAは全ての器宮で

発現しているのが明らかとなった。我々は 8GR2を新規

なシグナル伝達系に関連する因子と考えている。

lpD06 
シ口イヌナズナ縫養細胞における浸透圧ストレスに応答し

たホスホリバーゼC活性の一過的上昇
高橋征司1.2、片桐健¥平山隆志¥篠崎一雄1.2 

下亙百で植物分子、 2筑波大・生物化学)

これまでに高等植物において種々の細胞外刺激によりイノシ

トールリン脂質代謝 (PI代謝)が活性化されることが報告され

ている。特lこ、.PI代謝においてキーエンザイムであるホスホリ

パーゼC(PLC)を介した反応は細胞内情報伝達に重要な役割を
担っていると考えられる.本研究では、浸透圧ストレス応答の
情報伝達機備とPI代謝との関係を明らかにする目的で、シロイ

ヌナズナ培養細胞における各種浸透圧ストレスに対するPLCの
活性調節について解析を行った。

T87t告養細胞にNaCI、マンニトール、 ABA、乾燥の各処理を加
えイノシトール3リン酸(1P3) を抽出、定量する事によりPLC活性

を測定した。その結果、 NaCI、マンニトール、乾燥の処理によっ

て1分以内に1P3の一過的産生が確認された。 ABAでは応答は見ら

れなかった。また、それらはネオマイシン等のPLC阻害剤を前

処理することで阻害された。 PLC活性の抑制が浸透圧ストレス

応答機備に与える影響を確認するため、 PLC陪審剤を処理した

細胞における乾燥応答性遺伝子の発現誘導について解析を行っ

た。その結果、ネオマイシンによりRD29A等の遺伝子発現誘導

が有意に抑制されていることが明らかとなった。この様な現象

と PLCとの関係をさらに直接的に解析するため、 T87~音養細胞の

形質転換系を確立し、センス、アンチセンスのPLC形質転換体
を作成した。現在これらのラインを用いて解析を行っている。
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lpD07 
イネ簡管液中のRNAについての解析

ーイネ簡管液からのcDNAlibraryの備築・

基亙弘範l、林浩昭l、藤原徹1，2 (1東大院・農、

2pRESTO， JST) 

錆管は、その分化の過程で核を含む一部のオ

ルガネラを失った通道組織であるが、飾管液の

中にはRNAが存在することが知られている。

近年、飾管の中のRNAはgenesilencingのシ

グナル物質の有力な候補としてあげられてお

り、どのようなRNAが筒管の中にあるかを知

ることは重要な課題となっている。

このため、備管液中のRNAを単離、同定す

ることを目的として、インセクトレーザー法で

集めたイネ簡管液を鋳型としてcDNAlibrary 

を構築し、ランダムに単離したクローンの塩基

配列を決定したところ、 rRNAやイネmRNA

の断片がクローニングできた。 100-200のク

ローンについて報告する予定である。

また、簡管液中の 80塩基以下の低分子

RNAについてはキャピラリー電気泳動でその

存在量を測定し報告する予定である。

lpD08 
未熟種子特異的プロテインキナーゼ 8PKが抑制さ

れた形質転換イネの師管液の成分分析

企亙車並盟、林浩昭*、島田浩章(東京理科大・生

物工、*東大・農)

未熟種子特異的プロテインキナーゼ SPKはシンク

におけるデンプン生合成の鍵酵素であるショ糖合成

酵素の活性化因子であることが示唆されている。ア

ンチセンス 8PK遺伝子を導入した形質転換イネで

は、おそらく SPKによるショ糖合成酵素の活性化

が抑制されることで、ショ糖の利用が滞り、未熟種

子におけるデンプン生合成が阻害されると考えられ

ている。一方、 SPKはイネの茎においても遺伝子発

現が確認されているため、アンチセンス SPKを導

入した形質転換植物における師管内のショ糖などの

物質移送にどのような変化が生じているか興味が持

たれた。そこで、アンチセンス植物よりトビイロウ

ンカを利用した方法により師管液を採取し、内容成

分の分析をおこなった。



lpD09 
SPKによる sucrosesynthaseのリン酸化の解析

小村雄飛、国枝典子、島E造章(東京理科大・生物工)

イネ未熟種子特異的プロテインキナーゼ SPKは、 invitro

反応系においてsucrosesynthaseのリン磁化を触媒する.

sucrose synthaseは貯蔵デンプン生合成経路での初期反

応を触媒する重要な酵素である。アンチセンス SPKを導

入した組換え体イネでは未熟種子のデンプン生合成が阻

害され、ショ糖が蓄積するため、 SPKは未熟種子におけ

るsucrosesynthaseの活性化制御を行っているものと予

想された.未熟種子の租抽出液を基質として SPKによる

リン酸化反応をおこない、電気泳動により分析したとこ

ろ、 sucrosesynthaseに対応する分子量を有するタンパ

ク貨がりン酸化された.また、抗sucrosesynthase抗体

を用いて、未熟種子タンパク質から回収された画分につ

いてリン磁化反応をおこなったところ、 sucrose

synthaseのりン酸化が認められた.そこで SPKによる

sucrose synthaseのリン酸化部位の検定を試みた.

lpD10 
イネにおけるOsCDPK7を介した低温および塩・乾燥ストレス
のシグナル伝達
直隼雄1t、木下奈都子¥畑{言苔¥経塚淳子2、島本功2、

泉井桂京大院・農・応用生物科学、 l京大院・生命科学、

2奈良先端大・バイオ)

植物のストレス応答におけるシグナル系は、低温と塩・乾燥

とでは基本的に異なる経路を介すると考えられている。イネの

カルシウム依存性プロテインキナーゼ (CDPK)、OsCDPK7

は、形質転換植物(イネ)を用いた解析により、低温ストレス

に応答して耐性を増強させるように機能することが示されてい

るロ OsCDPK7過剰発現系統では耐塩性や乾燥ストレス耐性も
著しく上昇していた。逆に発現抑制系統では耐性が低下してい

た。次に、 OsCDPK7の過剰発現によるストレス誘導性遺伝子

の発現量への影響を解析した。過剰発現植物では、 rab16A、

saI7などの塩・乾燥ストレスやABAによる誘導が増強されてお

り、その結果、塩・乾燥ストレス耐性の強化に至ったことが示
唆された。一方、低温条件下では、これらの遺伝子の発現は過

剰発現植物においても誘導されておらず、耐冷性の獲得は異な

る分子機構に由来すると推定された。以上の結果から、低温、
鹿/乾燥という異なるシグナル系が共通の構成因子として

OsCDPK7を共有することが示された。またOsCDPK7の過剰

発現によるシグナルの猶幅にもかかわらず、未知の分子機構に

よって経路の独立性が保たれていることが示唆された。現在、
OsCDPK7シグナル系の構成因子の探索をさらに進めている。
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lpDll 
イネにおけるAclDs系を利用したOsCDPK7ノックア
ウト楠物の解析
率王室主E王、西{康雄介1、経塚淳子z、島本功2、泉井
桂(京大院・生命科学、 1京大院・農・応用生物科
学、 2奈良先端大学・バイオ)

低温・塩ストレス誘導性カルシウム依存性ブロテイン
キナーセ・(CDPK)であるOsCDPK7を過剰発現させた形質

転換イネは低温・塩・乾燥ストレスに対する耐性が著し
く上昇していた。本研究ではさらにイネのストレス応答
におけるOsCDPK7の機能解析を進めるために、 トウモ
ロコシ由来のトランスポゾンAclDsを用いたイネ20，000
個体からなる遺伝子破壊系統プールを利用して
OsCDPK7ノックアウト植物の探索を行った。この挿入
変異個体のスクリーニングは、 3次元プールにおさめら
れた20，000個体からさらに上位のスーパープールを作成
し、このバルクゲノムより OsCDPK7とAclDsに特異的な
プライマーペアを用いたPCR法によって行った.シグナ
ルの得られたスーパープールでのみ、さらに3次元プー
ルから個体を特定した。その結果、 2系統のOsCDPK7

ノックアウト植物が得られた。 OsCDPK7過剰発現植物
では、 rab16AやsaJげよどの塩・乾燥ストレスやABAによ
る誘導が増強されたことによって塩・乾燥ストレスの耐
性の獲得に至ったと示唆されている。そこで、得られた
挿入破壊系統の後代について通常生育条件下における表
現型に加えて、切り取り葉を用いてこれらストレス誘導
性遺伝子の発現に対するOsCDPK7ノックアウトの影響
について解析を進めている。

lpD12 
ゼンマイ胞子の発芽初期過程におけるカルシウム依

存的なタンパク質のリン酸化

蒲池浩之、渡辺一成、井上弘(富山大・理・環境)

赤色光照射によりフイトクロム系を介して引き起

こされるシダ胞子の発芽は、 Ca2+の制御下にあるこ

とが知られている。本研究では、ゼンマイ胞子を用

いて、その発芽初期におけるCa2+の役割を調べた。

ゼンマイ胞子の発芽過程において、培地中のCa2+

存在時期を様々に制限したときの発芽率を調べた。

結果は、ゼンマイ胞子の発芽初期過程には、少なく

とも2回のCa2
+要求時期が存在することを示してい

た。最初のCa2
+要求時期は、胞子の培養開始直後か

ら始まり、少なくとも1時間以上続いた。一方、 2回

目のCa2
+要求時期は、培養開始後1時間目から始ま

り、約3時間継続した。モノクローナル抗ホスホセ

リンf克体;を用いたウエスタンプロッティングj去によ

り、多数のタンパク質が培養開始直後からリン酸化

されることが分かった。これらのリン酸化は、

10mM EGTAにより大きく阻害された。以上の結果

は、ゼンマイ胞子の発芽初期に要求される Ca2+は、

タンパク質のリン酸化を引き起こすために必要で、あ

ることを示唆している。



lpD13 
ポプラ細胞質型プロテインキナーゼのクローニン

グ

西口満、角園敏郎 (農水省・森林総研)

我々は、樹木におけるプロテインキナーゼの機

能解明を目指している。昨年度年会においては、

ポプラのレクチン様ドメインを持つ受容体型プロ

テインキナーゼに関して報告した。今回、新たに

ポプラ頂芽由来のライブラリーから、 405アミノ

酸残基の ORF(PnPKl: ，Eopulus nigra var. italica 
Erotein Kinase 1) を含む 1658bpの cDNA、406
アミノ酸残基からなる ORF(PnPK2)を 含 む

1685bpの cDNAをクローニングした。 PnPKlと

PnPK2は相向性が非常に高く、約 87%のアミ ノ酸

残基が一致する。 PnPKlとPnPK2の触媒ドメイ

ンには、プロテインキナーゼに特有な Iから XIま

でのサブドメインが存在した。しかし、細胞内局

在シグ‘ナノレ等の特徴的な配列が見いだされなかっ

たことから、 2つのプロテインキナーゼはポプラ

の細胞質で機能していると考えられる。相向性検

索の結果、 PnPKlと PnPK2はシロイヌナズナの

APKlaや NAKと約 40%のアミノ酸残基が一致し

た。

lpD14 
高等植物シロイヌナズナにおける新規なSNFl関連プロテイ

ンキナーゼ遺伝子の同定と解析
証亙瓦王、松岡大介、東哲司、南森隆司、安田武司(神大

院・自然科学研究科)

高等植物のSNFl関連フ・ロテインキナーゼ (SnRK)遺伝子は、
他の生物種と比較して多様化していることが特徴である。も
ともと、このキナーゼは、出芽酵母のスクロース資化能欠損
株の復帰遺伝子として同定され、それが晴乳類のAMPK
(AMP-activated protein kinase)のホモローグであることが判

明したものである。
植物のSnRKはそのN末端側の触媒領域古f酵母や晴乳類のも

のと有意な相向性を示すものの、 c末端側の調節領域と考えら
れる部位においてはほとんど相向性が認められず、多様化し
たSnRKの個々の機能は、正確に同定されているわけではない。
最近、 SnRKファミリーの酵素が、硝酸還元酵素や炭水化物

代謝系のいくつかの酵素をリン酸化し、調節していることが
示唆されている。

今回、演者らはシロイヌナズナの全長約1.5kbの新規なタイ
プのSNFl関連プロテインキナーゼ遺伝子 (ATSRPKl)を同定
した。キナーゼドメインの配列の比較から、これはSnRK3の
グループに属するものであることが判明した。
その後さらに、本酵素の全長領域とキナーゼドメインのみ

をコードする領域とをそれぞれGST融合タンパク質として大
腸菌内で発現させた。現在、活性の発現と制御領域の機能の
解析並びに、生体内での遺伝子発現部位の解析を行っている。
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lpD15 
クラミドモナス MAPキナーゼ相同遺伝子の分離と解析

桐沢恒一，河本{申，山田隆，字佐美昭二(広大院・先端研・分子

生命)

MAP (mitogen-activated protein)キナーゼは，酵母から動植物

に至る種々の生物で高度に保存されている細胞内情報伝達関連物質

である.高等植物においても既に多数の相同遺伝子が分隊され，そ

の機能が明らかにされたものも存在するが，藻類などの下等植物に

おける分離報告の例はほとんどない.

クラミドモナス (Chlamydomonas陀 inhardtii)は分子生物学的手

法が利用可能な唯一の単細胞性微細藻類であり，モデル生物として

注目を集め，ゲノムプロジェクトも進行中であるが，細胞滑殖制御

等の細胞内情報伝達系の研究はあまり進んでいない.我々はクラミ

ドモナスにおける細胞内情報伝達系の機能を明らかにする目的から

MAPキナーゼ相同遺伝子を分離し，その機能解析を進めている.

クラミドモナスの対数増殖期 cDNAライブラリーを鋳型に RT-

PCR法により， TEY型 MAPキナーゼ相同遺伝子をコードして

いると恩われる 2種類の DNA断片を取得した これらの断片をプ

ロープとして cDNAライブラリーより全長クローンの分離を行っ

たところ，全長をコードしていると恩われるクローン (CrMPK2と

命名)を分隊できた.CrMPK2遺伝子は全長 2，069bp，推定 389

aaから成る TEY型 MAPキナーゼ遺伝子であり，高等植物で知

られる TEY型の 2つのサプタイプのいずれにも属さない.新規

のタイプの MAPキナーゼ遺伝子である可能性が示された.

現在， リン酸化活性の測定を行うと共に機能解析を進めている.

lpD16 
シロイヌナズナABA依存性ブロテインキナーゼの精製と

生化学的解析

吉田理一郎¥市村和也¥溝口 問。¥篠崎和子z、篠崎一維1

c理研・舗物分子、 z腹水省・国際厳研・生物資源)

アプシジン酸 (ABA)は、高等植物の水分ストレス応答や

種子休眠に関わる重要な植物ホルモンであるo ABAのシグ

ナル伝達に関する研究はシロイヌナズナのABA応答性突然

変異体 (abi、era) を中心に精力的に行われてきた。特に

abi1、2においてはその原因遺伝子がプロテインホスファター

ゼ 2Cであることが解明され、このことはABAシグナル伝達

にタンパク貨のリン酸化が関与することを強く示唆した.し

かしながら、その可能性を実柾するためのシグナル因子の同

定および生化学的解析はほとんど行われていない。

我々は、シロイヌナズナT87繍餐細胞からABAfこより特異的

に、そして、非常に短時間に活性化される分子量44kDaの

プロテインキナーゼ (p44)をゲル内リン磁化法により確認

した。このプロテインキナーゼ遺伝子の同定は今後のタンパ

ク貨リン歯車化を介したABAシグナル伝達系を理解する上で

非常に大きな役審lを持つことが期待されることから、我々は

実際にそのp44タンパク貨の精製を行っている。



lpD17 
プロテインキナーゼWPK4と14・3句 3タンパク質との

結合様式の解析

並E隼冬、草野友延、佐野浩(奈良先端大・遺伝子

センター植物細胞工学)

植物SNF1関連遺伝子は3つのグループに分類され、 WPK4

はグループ3に属する。グループ1キナーゼ1;1:酵母snf1変異体

を相補し、 SNF1複合体と同じ梅成因子と複合体を形成する。

糖応答遺伝子の発現に関与していることから、 SNF1の

orthologと考えられる。

WPK4は異なる2つの14-3・3タンパク質と相互作用すること

を私たちはYeasttwo-hybrid法により明らかにした。本研究

では、 WPK4と得られた2つの14・3-3タンパク質との詳しい結

合械式をtwo-hybrid7'ッセイ法で解析した。その結果、 1) 

14-3・3タンパク質は自己リン酸化されたWPK4に結合する、

2 )キナーゼドメインのアクティベーションループ中のスレオ

ニン残基のリン酸化がWPK4キナーゼ活性に彫響を与えている

ことが示唆された、3)14-3-3タンパク貿はWPK4のC末端側

に存在するこケ所の部位を介して結合する、こ とが明らかに

なった。さらにinvitroの系において、 14-3-3タンパク貨は

WPK4に結合するがキナーゼ不活性型(K7SD)には結合しない

こと、 2つの14-3・3タンパク質はヘテロダイマーを形成する

ことが明らかとなった。

lpD18 
シロイヌナズナの分裂組織で発現する受容体型キナー

ゼ遺伝子 IMK3の機能解析

竹村美保、谷英美、武田有史、長谷川雅一、根本恭

芋ナ積百明穂、河内孝之(奈良先端大・バイオ)

植物の生長は、茎頂ならびに根端に存在する分裂

組織の増殖・分化によって行われている。我々は、

特に花成における分裂組織内での遺伝的制御を明ら

かにすることを目的とし、花序茎頂で特異的に発現

する遺伝子をシロイヌナズナの花序茎頂由来均一化

cDNAライブラリーより単離してきた。本研究では、

その中の受容体型キナーゼ遺伝子と相同性を示した

IMK3 (lnflorescence Meristem receptor-like Kinase 3)の
解析を行っている。これまでに、この遺伝子の配列

を決定し、構造を明らかにしている。現在は、様々

な手法を用いて、 IMK3遺伝子の機能を解析してい

る。具体的には、 IMK3Pro::GUS導入植物体を用い

た発現解析などの結果、 IMK3遺伝子は花序茎頂の

みならず栄養生長期の茎頂、さらには根端でも発現

していることがわかった。また、加lK3キナーゼド

メインと相互作用する遺伝子を Two-hybrid法によ

り探索し、得られた候補因子の結合活性などを調べ

て、いずれが IMK3の下流因子であるかを検討して

いる。さらに、 GFPを用いた実験により、 IMK3タ

ンパク質が細胞膜に局在することが示唆された。本

大会では、これら機能解析の結果について報告する。
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2aDOl 
塩生植物アイスプラント及びシロイヌナズナにおけるタン

パク翻見リン劇団棟タイプ2C(PP2C)遺伝子の多様性

童基盤企、宮崎さおり、大星広顕、福原樹子明京農工大・

農・細脳汗生物)

タンパク質脱リン酸化酵素タイプ2C(PP2C)は酵母や

シロイヌナズナの研究から生物のストレス応答に関与する

ことが示唆されている。特にシロイヌナズナではアプシジ

ン酸シグナル伝達経路に関与する PP2Cをコードする

ABI1、 ABI2遺伝子が詳しく研究されている。我々は塩性

植物であるアイスプラント(.Mi館mbJysn必emum

句傭Dinum)から 11個のPP2C遺伝子 CMPCl-11)を単

離し、その解析から ABIファミリー以外の PP2Cの存在

を予測した。そこでシロイヌナズナ、イネの遺伝子データ

ベースから MPCに癖以した遺伝子を検索し、これら ABI

ファミリ-f)3'トのPP2C遺伝子についてDNAシ」クエン

ス、ノーザンハイプリダイゼーション、脱リン楼仰副主演IJ

定等により解析を行った。

2aD02 
シロイヌナズナの v線照射応答における NudeosideDlphosphate Kinase 

シグナノレ伝遣繊構の解析

O永回俊文¥等々力節子 z 林微人小松節子ヘ岡部健人位置事

吉ヘ矢崎潤史・、中村桂子¥岸本直己ヘ蘇昌樹ヘ菊池尚志 S

( ， J S T畏崎 、・金総研、・生物研、・訂AFF研)

重量々はシロイヌナズナに対する v線照射実験から、アント

シアェン及び活性厳事柄圭飽の嘗積、毛状突起(トライコー

ム)の増加、エチレンの発生、恨の形態変化等の現象を見い

だ L、これらの反応が活性酸素を介して続噂されることを明

らかにしてきた.細胞内シグナル伝逮系の解明のため、 MBPを

革質にした in-Jel-assayの結果、 17.5kDaのタンパタ賓が Protei.n klnR5e 

活性を有し、その活性が γ 線照射に伴って細胞質から膜画分

に移行するこ kを見いだし、これらが青色光受容体{夕日プ

トクローム)の置具体 hy4(CRYl) fhaJ (CRY1)では、野生抹と異な

る 単動 を示 すこ とを 見い だし た. 17.SkD.タンパク質は分子量、

pI、イネ銃 NDK抗体を用いた実験から、シロイヌナズナ Nucleoside

DiphOlphate 闘 n...である結果が示唆された.更に、 NDKlaを baitに

Yeut Two Hybrid Systemを用いて相互作用する遺伝子産物をスクリ

ーエングした結果、膜タンパク賀、光合成関連タンパク慣が

相互作用していると kが 明 ら か に な っ た . マ イ ク ロ アレイシ

ステムを用い、 v線の照射によるこれらの遺伝子の発現の変

化を解折したところ、照射依存的に発現量の変化が包められ、

Nucl四・ideDipbo.phate Kinan:シグナル伝達系の遺伝子が、ヲ線照射応

答に関与している可能性が示喰された.



2aD03 

イネ、プロトプラストによる N-アセチルキトオリ
ゴ糖エリシターの認識
南 栄一、西村宜之、渋谷直人(農水省・農業生
物責源研究所)

イネイモチ病菌細胞壁の主要骨格であるキチン
のオリゴマー (N・アセチルキトオリゴ糖)はイネ
懸濁培養細胞に対して強いエリシター活性を示し、
活性酸素生成、遺伝子発現等の防御反応を誘導す
る。イネ細胞によるエリシターの認識、シグナル
伝達を明らかにすることを目的として、プロトプ
ラストによるエリシタ一応答反応を、エリシタ一
応答性遺伝子の一つ、 EL3の発現、並びに活性
酸素の生成を指標として調べた。 EL3は6""8
量{本の N・アセチルキトオリゴ糖に応答して、一過
的な発現を示した。また活性酸素生成もエリシタ
ーのサイズに対して同様の依存性を示した。この
両者はタンパク質リン酸化阻害剤、 k・252aで阻害
され、またタンパク質脱リン酸化阻害剤、 calyculin
A はそれ単独でこの両者を誘導した。 N-アセチノレ
キトオリゴ糖を認識するタンパク質が細胞膜状に
ある (FEBSLe牝， 1993， 329， 75・PlantJ.， 1997， 12， 
347)という結果を考えあわせると、イネ培養細胞
におけるエリシターシグナル伝達の初期段階には
細胞壁の関与は少ないことが推察された。

2aD04 
エリシタ一応答性遺伝子のイネ植物体における発現機式

E畳J ，南栄一.岡田光失.渋谷直人

(農水省・農業生物資源研究所)

イネ培養細胞系では.特定サイズのキチンのオリゴマ

ー (Nーアセチルキトオリゴ糟)がエリシターとして種々

のさ主体防御反応を起こすことが知られている.これまでに

この系を用いて.エリシター処理後数分で発現が誘導されー

1-2時間で発現レベルが低下するという一過性の発現パ

ターンを示す初期応答性遺伝子， EL2. EL3が単線されてい

る.また，その他にも.PAL，日-glucanaseといった生体

防御反応に関与していると考えられる遺伝子もエリシター

によって誘導されることが示されている.本研究では.と

れらのヱリシタ一応答性遺伝子が.イネ植物体でどのよう

に発現しているのかを.ノザン分析.的 situハイブリダイ

ゼーション実験によって解析した.その結果， EL2. EL3 
はエリシター処理15分後にはすでに発現が訟導されている

こと.一過性の発現パターンを示すことなどがわかり.イ

ネ植物体におけるこれらの初期応答遺伝子が矯養細胞系と

同じように準動していることが示唆された.さらに， PAL， 

~-glu canaseなどの遺伝子についても解析を行う予定であ

る.
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2aD05 
イネ指聾細胞のキチンエリシターによる活性酸素生

成の制御機構の解析

山口武志前原有美子渋谷直人

(麗水省 農業生物資源研究所)

本研究室ではキチン系オリゴ糖とグルカン系オリ

ゴ糖がイネ溶聾細胞に対して強いエリシター活性を

示すこと、初期細胞応答としての活性酸素生成に関し

て、キチン系がニ相性(即時性と遅発性)の応答を示
すこと、さらにこの即時性の制御には蛋白質チロシン

キナーゼが関与していると考えられることを報告し
た 1)。

その後の検討の結果、この活性酸素の生成は蛋白質

合成臨書剤 Cyclohexi mi de や PI3 Ki nase、
Phosphol i paseの阻害1別である Wortmanninによ
り、遅発性の生成は完全に阻害されたが即時性の生成
は全く影響を受けなかった。一方、この臨書はリノー

ル酸、リノレン酸等の添加により大幅に回復した。さ

らに、各種ホスホリバーゼの阻害剤を用いた解析より、
エリシターによる活性酸素生成の制御にはリン指質

の代謝系が複雑に関与していることが示唆された。

1) 1999年度植物生理学会講演要旨集 P1 53 

2aD06 

アラビドプシス新規転写因子署私tERF(ま、 GCCボックス

に特異的な転写活性可能あるいは転写抑制能を持つ

直主量，太田..Susan Y. Fuiimoto.進士秀明(工技院・
生命研・植物分子生物)

ERFタンパク貨は、植物固有な転写因子であり、 ERF

ドメインと呼ばれるDNA結合ドメインを共有している。

これらの因子の遺伝子は、マルチジーンファミリーを形
成しており、縞物の遺伝子発現制御に重要な役苦闘を果た

していると考えられている.アラピドプシスcDNAライ

ブラリーからからERFタンパク質をコードするAtERF1-

5を単厳し、それらの発現様式および転写因子としての機
能解析をおこなった。 AtERF1. AtERF2.およびAtERF5

は、 GCCボックスに特異的な転写活性因子として機能す
る。一方、 AtERF3. AtERF4は、リプレッサーとして機

能し、リポーター遺伝子の活性のみならず他の転写因子

の転写活性能を抑制する因子であることが明らかになっ

た。 mRNAレベルでのAtERFの発現は、エチレン、メチ

ルジャスモン酸、低温、纏、傷害、乾燥により、異なる

機式で誘導される.これらの発現様式とエチレンおよび

ジャスモン酸シグナル伝逮経路との関連についても述べ

る.



2aD07 
植物問で保存された ERF3転写抑制lドメインの機能解析

主E畳、高木優、進士秀明

(工技院・生命研・植物分子生物学研究室)

植物の防御遺伝子のプロモーター領域に存在する GCC

box配列はエチレン応答やエリシタ一応答に関与してい

ることが知られている。 GCCbox配列からの転写制御

に関わる ERF(E出yleneresponsive transcription factor)は活

性化因子と抑制因子に分けられ、タバコでは ERF3が転

写抑制因子としてはたらく。本研究ではアラピドプシス

とイネの ERF3ホモログの機能解析を行った。アラピド

プシス AtERF3とAtERF4と、イネの ERF3ホモログを

酵母の GAL4のDNA結合ドメインに融合させて GAL4

応答性のレポーター遺伝子と共にタバコ ・プロトプラス

トに一過的に発現させると、 GAL4応答性のレポーター

遺伝子の活性を減少させた。したがって、アラピドプシ

スとイネの ERF3ホモログはアクテイプリプレサーとし

て働き、転写抑制ドメインを持っていると考えられる。

さらに、これら ERF3ホモログの転写抑制ドメインにつ

いての解析したので、その結果について報告する。

2aD08 
分岐鎖 a-ケト酸脱水素酵素の糖による発現調節

藤木友紀、伊藤正樹、渡塗昭
(東京大・院・理系・生物科学)

我々は、暗所に置かれたシロイヌナズナ緑葉から、
分岐鎖Gケト酸脱水素酵素複合体 (BCKDH)を構成す
る2つのサプユニットの遺伝子din3， din4のcDNAク
ローンを植物では初めて単離した。これまでに、糖の
枯渇に応答してdin3， din4の転写産物やタンパクが蓄
積すること、およびそれぞれの5'上流域がタバコ培養
細胞BY・2中でレポーター遺伝子に糖飢餓特異的な発
現を付与することを明らかにしてきた。近年槌物で
も、ヘキソキナーゼやSNFlプロテインキナーゼが糖
センサーとして注目を集めているが、糖シグナリング
については不明な点が多い。我々はdin3， din4のプロ
モーター解析を通して、糖による遺伝子発現の制御機
構にアプローチしたいと考えた。

まずdin3遺伝子の上流域を5'側から欠失させ、ノレシ
フエラーゼとのキメラ遺伝子をBY・2に導入した。そ
の結果、糖飢餓特異的な発現に関わる可能性のある配
列が複数存在することが予惣された。さらに糖飢餓特
異的な発現に必要な最小限のプロモーター領域に結合
するタンパク質の存在をゲノレシフトにより示した。
din4の糖飢餓応答性の発現を導く最小限のプロモー
ター領域にも、類似した配列が存在していた。この配
列は、 BCKDHの各遺伝子の発現を、糖飢餓に応答し
て協調的に誘導する過程に関わってることが予想され
る。
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2aD09 
糖センサーとしてのヘキソースキナーゼの解析

盤王宜蓋、森田章義、山口i享二(名大・生物分子応

答研究センター)

高等植物の細胞内糖濃度認識に関与する糖センサ

ーとしてへキソースキナーゼが注目されている。私

たちはヘキソースキナーゼの糖センサーとしての機

能解明のために、現在までイネよりへキソキナーゼ 2

種類 (OsHXKl、2)、フルクトキナーゼ2種類 (OsFRKl、

2) をクロ}ニングし、その解析を行ってきた。今回

は、糖で抑制されるαーアミラーゼ遺伝子、 RAmy3D

のプロモーターを指標としてへキソースキナーゼの

機能を検討した。ヘキソースキナーゼ cDNAのアン

チセンスコンストラクトと RAmy3Dプロモーター-

GUS融合遺伝子をイネ症に導入した結果、 OsHXKl

では RAmy3Dの糖抑制が解除されたが、他のへキソ

ースキナ}ゼではこの解除は起こらなかった。この

結果から、 OsHXKlのみが糖シグナルに関与してい

ると結論した。

2aDI0 
桓物体における糖シグナJJ"応答位[Ca

2'J削よ昇

とその機締ーエクオヅン拶λシロイヌナズナによる解析

宣車皇也1、加藤紅、森泉3、高橋宏二2、武藤尚志1，3

(名古屋大・'大学院生命農学研究科・生化学制御、 z情報文化

学部、'生物分子応答研究センター)

Ca依存性発光蛋白質エクオリンを導入したシロイヌナ

ズナ纏物体における精応答性[Ca"]叩上昇を、 CCDカメ
ラを用いて解析した.ifi地に炭素源としてショ糖を与え

ずに生育したシロイヌナズナの根郡に糖を与えると、下

位の葉からよ位の葉へと経時的に移動する[Ca"]叩上昇

を反映したエクオリン発光が観繋された.この発光は非

代謝糖によっては誘導されなかった。また、ショ織を与

えて生育した値物では発光が観察されなかった。この結

果は、シンク状態の細胞の糖応答性[Ca"]"，上昇が個体

レベルで起こり、糖分子を認織して起こることを示唆し

ている。そこで纏物体内を移動するシグナル物質とその

作用機構を解析した。，'C-Sucroseの植物体内での移動

と発光の移動はほぼ一致した。また、値物体内での糖分

子の移動を経時的に翻べる為に行った細胞内への糖の取

り込みと共役したプロトンの移動を反映する表函電位変

化の;sIJ定結果も、発光部位とほぼ一致した。



2aDll 
高等植物細胞に対するマストパランの作用

岩崎行玄、藤津由紀子、旭 正(福井県大・生物資源)

我々は、イネ媛性変異体、 Daikokudwari (d・1)が、 3量

体Gタンパク貿αサブユニットの遺伝子の変異体である

と同定したので、この変異体と正常型イネからの懸濁培

養細胞を用いて、一定濃度のマストパラン(10から

20μM)を投与し、 3量体Gタンパク質が制御すると推定

されるイオンチャンネルの活性化などを検討した。その

結果、 Daikokudwarf (d・1)と野生型イネ由来の懸濁培養

細胞は、マストパランに対して同機なイオン変動を示し

た。よって、この濃度で変動するイオンの流れには、 G

タンパク質は関与していないものと考えられる。

一方、半切種子を一定濃度(2μM)のマストパランで処

理し、 α・アミラーゼの誘導を見たところ、野生型イネに

比べDaikokudwarf (d・1)は、そのα-アミラーゼ活性が低

く、両者の聞に顕著な差が見られた。この結果は、ジペ

レリンの情報伝達を、マストパランが代用していると推

定された。高等植物における 3景体Gタンパク質の機能

解析において、マストパランを用いる問題点を考察する。

2aD12 
イネ3量体Gタンパク貨の機能解析

重重皇皇圭、旭 正、岩崎行玄(福井県大・生物資源)

我々は、イネ媛性変異体、 Daikokudwarf (d・1)が、

イネ3量体Gタンパク賀αサブユニットの遺伝子の変異

体であることを明らかにした。この変異体を用いれば、

高等植物3量体Gタンパク貨が関与する外来シグナルや

エフェクターの同定が可能になろう。 Daikokudwarf (d・

1)は、媛性を示すことから、細胞分裂速度や細胞伸長な

どに異常が生じていることが考えられる。現在、細胞伸

長や細胞分裂に関与すると考えられている植物ホルモン

に着目し、 Daikokudwarf (d-1)のホルモン応答性を解析

している。具体的には、ジペレリンによる伸長促進(お

よびアリユーロン層におけるアミラーゼ生合成の促進)、

オーキシンとブラシノステロイドに関してはラミナジョ

イントテストなどを検討している。現在までの所、少な

くとも、 Daikokudwarf (d・1)は、野生型イネに比べ、ジ

ベレリンに対する応答性に顕著な相違を示すことが解っ

た。このことは、高等植物3量体Gタンパク貨は、ジペ

レリン情報伝達に関与していることを示唆している。
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2aD13 
二重体G究ンパク質 αサブユニ yトクミ埠イキ暗養
細胞におげるN一アセチルキトオリコ糖エリン

一密筆!住

震ft受講鰐輔腕祈務CVE井

2pDOl 
ラン藻Synechocyst~ PCC6803のカロテノイド成

分欠失株の性質

正Z担盛，幡野景子，和国元， (熊本大・教育・生

物九大院・理・生物)

高等植物では， zeaxanthinはxanthophyllcycle成

分として強光ストレス耐性において重要な機能を

担っていることが示唆されている.本研究では，そ

のcycleのないラン藻におけるzeaxanthinの機能を調

べるため，Synechocyst~ PCC6803のやcarotene

hydroxylase遺伝子(crtR)にカナマイシン耐性遺伝子

を挿入したcrtR欠失株(crtFr)を作製し，その光合成

活性などを野生株と比般した。 crtFr株はzeaxanthin

とともにmyxoxanthophyllも欠失していたが，増殖

倍加時間，酸素発生活性は野生株と大差なかった。

しかし，強光下で生育したcrtFr株では培養液中への

HZOZ蓄積が野生株よりも多くなった.強光シフト

に伴う酸素発生活性の減少は野生株よりも速かっ

た。これらのことは，ラン藻細胞はzeaxanthinが欠

失しても強光下でも致死的にはならないが，光阻害

を受けやすくなることを示唆する。



2pD02 
シアノバクテリアSynechoのrstlssp. PCC 6803における運動

と形策転換に関与する遺伝子の機能解析

宣屋艶慮、歌暁星、岡本忍、由良敬l、郷通子1、大森正之、池

内昌彦(東大・教養・生物、 1名大・院理)

多くのシアノバクテリアは滑走運動能をもち、変動する光環

境に適応している。形質転換型シアノバクテリア

Synechocystis sp. PCC 6803も寒天プレート上で光に応答す

る運動性を示すことが知られている.一方、病原性細菌などで

は、れf型線毛が tw!tching運動と形質転換の両方にかかわって

いることが知られており、これらに関連してSynechocystls
sp. PCC 6803の運動にも線毛が関与しているという報告があ

る.本研究では、すでに決定されているSynechocystls sp. 
PCC 6803の全ゲノム情報にもとづいて、運動性や形質転換に

かかわる遺伝子を探索し、その磁波株の表現型を解析した.

全ての候補遺伝子を磁湿したところ、 pllAl、pllBl、pllD、
pllMなどの磁鰻練で運動性や形質転換能が欠失したが、 pl1A2
破緩徐では大きな影響は認められなかった.さらに、これらの

遺伝子の近傍のORFが運動性に必要なp18宣伝子群であることが

判明した.一方、タンパクの術進予測から見出された形質転換

関連遺伝子(comEl)の破綾株では形質転換能が著しく低下した

が、運動能には影響がないことが実証された.

以上の結果にもとづいて、 Synechocystlssp. PCC 6803の
運動性と形質転換のしくみ、さらにシアノバクテリアの環境応

答へのこれらの機能の関連性について議論する.

2pD03 
運動性シアノバクテリアSynechocystlssp. PCC 6803におけ
る新規Ser/Thr型プロテインキナーゼ様遺伝子(spkA)の解析
亀井綾子、秋暁星、折川紅美、池内昌彦(東大・教費量・生物)

我々はこれまでにSynech∞:ystlssp. PCC 6803の運動性を
示すPCC株を用いてSer/Thr型プロテインフォスファターゼ
モチーフをコードするsJr2031遺伝子の破事堅株の表現型を解析
し、リン酸化を介したストレス応答性シグナル伝達経路の存
在を示唆してきた。今回は、とのsJr2031に対応するプロテイ
ンキナーゼ遺伝子を検索する目的でゲノムに存在する候補
ORFの全てをそれぞれPCC練で破獲した。その結果、 A

sJ11575は運動性が失われ、 !:J.sJr2031と同じ表現型を示した。

ゲノムの極基配列が決定した非運動性のGT(glucose-
tolerant)綜の配列解析によれば、 sJ11575とすぐ上流のORF
(sJ11574)の、 2つを繋げると一群のプロテインキナーゼ遺伝子
に対応していた。そこでsJ11574とsJ11575の境界の極基配列を
PCC株、 GT株、ATCC27184株で決定した.その結果、運動
性を示すPCC株では単一のORFのものが、非運動性のATCC
27184株とσr株ではl極基の掃入によって2つのORFに分かれ
ていた。 PCC株の機能性遺伝子はよく保存されたSer/Thr型
プロテインキナーゼドメインを持つ522残基の産物をコード
しており、 spkAと命名した。このSpkAの基質の深索と

Slr2031プロテインフォスファターゼとの関連についても現在
検討しているので報告する予定である。
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2pD04 
DNAチップを用いたSynechocystlssp. PCC 6803の強光

誘導遺伝子群の解析

且亙血畳圭，亀井綾子，池内昌彦(東大・教養・生物)

Syηechocyst1s sp. PCC 6803の強光順化に関与する新

規遺伝子を同定する目的で、 DNAチップを用いた解析を行

なった。 20μEm-2s-1の弱光下で培差した野生株を、 200

μErn-2g-1 の強光下に移すと、フィコシアニン関連(cょが

遺伝子群や光化学系 1反応中心サプユニット遺伝子psaAB

等の発現抑制、リポ、ノーム関連(rpJ、rps)、ATP合成酵素

(atp)、C02泌総関連広cα司、 RuBisCO(めc)等の遺伝子群

の発現誘導が観察された.また強光シフト後の様々な時期

で強く発現する新規遺伝子が多数同定されたので、それら

について報告する.

強光下での光化学系2/系1比の上昇は、シアノバクテ

リアの順化応答として良く知られているが、その関節メカ

ニズムは未だ解明されていない。強光シフト後にpsaA房苦
現の抑制が顕著に見られた上記の結果は、この発現抑制に

より系 2/系1比が調節されていることを示唆している。

そこでDNAチップを用いて、強光下での系 2/系1比の上

昇を行わないpmgA破事堅株の遺伝子発現を野生練と比較し

たところ、 pmgA破壊練では強光下での)PSaAの発現量が多

いが、他の光化学系サプユニット遺伝子の発現には野生株

との問で有意な差がないことが見出された.この結果は、

異なる光強度下での光化学系量比がpsaAの転写レベルによ

って調節されていることを強く裏付けるものである。

2pD05 
ラン色細菌のヒドロゲナーゼの遺伝子分布とその遺

伝子破壊の水素生産に及ぼす影響

撞Aヒ、中村賢介、持丸真里、桜井英博(早稲田大・

教育・生物)

ラン色細菌の水素代謝には、ニトロゲナーゼと 2

種類のヒドロゲナーゼ(双方向性 Hoxと取込み型

Hup) が直接関与する。ラン色細菌は一般に両方の

ヒドロゲナーゼを持つと考えれれていたが、近年い

くつかの種が Hoxを欠くことが報告されている。

ヘテロシストを持つラン色細菌8抹について、ヒド

ロゲナーゼの分布を hoxHと hupL遺伝子のサザン

解析により調べた。 hupLについてはすべての株が

陽性であったが、 3株は用いた hoxHプローブに対

し陰性であった。現在、酵素活性測定の面からの確

認をおこなっている。次に、ニトロゲナーゼによる

水素発生に対するヒドロゲナーゼの影響を調べるた

め、 AnabaenaPCC7120の hupL遺伝子破壊株を

作製し、野生株と比較したところ、 hupL遺伝子破

壊株は野生株よりも高い水素発生活性を示した。



2pD06 
ラン藻SynechocystisPCC 6803における NADPHデ

ヒドロゲナーゼに依存する電子伝達の光誘導

主童E宣，回中義人日比野隆小川晃男高倍

昭洋3 (中国科学院上海値物生理研、 l名城大・理

工、 2名大・分子応答、 3名城大総合研、)

ラン藻SynechocystisPCC 6803光照射終了後クロ

ロフィル蛍光上昇の kineticsを調べた。野生株の

slow phaseは光によって誘導された。人工電子受

容体及び阻害剤の結果から、このような poly-phasic

kineticsはNDHを経由し、異なる光還元当量から

の電子によるプラストキノンの還元を反映してい

る。光に誘導された slowphaseと同様に NADPH

デヒドロゲナーゼの活性及び NDH-Hサブユニッ

トの発現量は 3時間まで光照射につれて増加した。

一方、 NDH-B遺伝子欠損した変異株は野生株のよ

うな現象は示されなかった。これらの結果はND

Hを経由し、プラストキノンへの電子伝達は光に

誘導されたことを示した。

2pD07 
ラン藻Syneclwcystissp. strain陀 C6803における機能の異なる
複数のNAD(P)Hデヒドロゲナーゼ
大河治、小川晃男(名大・生物分子応答研究センター)

Syneclwcystis sp.陀 C68ωのゲノム上にはM回、 ndh同 tそ
れぞれ6および3コピー存在する.このことからNAD(P)H デ
ヒドロゲナーゼ例DH-l)には異なったタイプのものがあり、
機能的役割の分担がなされていると推測される.また、 1コ
ピーしか存在しないndhB遺伝子の変異株は、 C0

1
取り込み活

性を示さず、また光従属栄養条件下では生育しない(昨年度
本大会で報告). 
我々は、相同性の高いndhD遺伝子同士の二重変異株を作製

し、それぞれの変異株についてC0
1取り込み活性及び機々な

条件下での生育を調べた.その結果、 ndhD3indhD4二重変異
株は全く CO，取り込み活性を示さず、空気C01•度条件下で大
きく生育阻害をうけたが、光従属栄養条件下では生育した.
一方、 ndhDl"lndhD2"二重変異株は、光従属栄養条件下での生
育が阻害されたが、 CO，取り込みは野生株と同程度の活性を
示した.これらのことから、 ndhD3indhD4'をサプユニットと
するNDH-lは、 C0

1
取り込みに必須であり、 nd叩 lindhD2ーを

サプユニットとするNDH・1は、光従属栄養での生育に必須で
あるということが明らかになった。このように少なくとも2

種類の機能が異なるNDH・1複合体が存在することが判った.
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2pD08 
Synechocystis sp. PCC6803の未知遺伝子群の

欠失突然変異体の作成と機能解析

大塚雅子・菓子野康浩・小池裕幸・佐藤和彦

(姫工大・理・生命)

葉緑体の全塩基配列が、紅藻から高等植物まで全

部で14種類の生物について決定されている。これを、

全塩基配列が決定されたラン羨Synechocystis6803の

ものと比較すると、約100種類の遺伝子が全てに共

通して存在し、どれも光合成または葉緑体の維持に

重要な役割を果たしている。これらの中で、複数種

の葉緑体に保存されているにもかかわらず、機能力2

全く分からない遺伝子群がみつかっており、これら

はycfと命名され、現在までに80ケ同定されている。

Synechocystis sp.PCC6803にはそのうち50ケがコード

されている。

本研究では、これらの機能を推定するために、

Synechocystis sp. PCC6803にあるycfのうち20ケにつ

いてクローニングを行い、 19ヶについて突然変異体

を作成した。現在10ケのsegregationが完了した。

作製した突然変異体は、成長の速度や細胞の色に違

いがあるものが見られた。現在、 phenotypeのスク

リーニング法を検討するとともに表現型に変化が現

れたものについて解析を進めている。

2pD09 
ラン藻 (Anabaenasp. PCC7120 )ゲノムの構造解祈
念圭童二、中村保一、笹本茂美、 C.Peter Wolkl、
田畑哲之(かずさDNA研、 lミシガン州立大)

ラン藻は植物と類似の酸素発生型光合成をおこなう
原核生物であり、形態的には単細胞性や糸状体を形成
するものなど多様である。糸状性ラン藻の一種である
Anabaena sp.PCC7120は、窒素固定の場となるヘテロ
シストを分化させることから、その遺伝学的、生化学
的研究が進められてきた。この株ではゲノム物理地図
がすでに構築されており、ゲノムサイズが604Mb、3
種の巨大プラスミドを含むことがわかっている。我々
はAnabaenasp.PCC7120のもつ全遺伝情報を明らかに
するため、全ゲノムの塩基配列解析を開始した。配列
決定は全ゲノムショットガン法でおこなっている。
1999年12月現在、ゲノムサイズの5.25倍重複分のクロー
ン末端配列の蓄積を完了し、 Phrapを用いたアセンプ
ルにより 42のコンテイグを構築することができた。本
発表では配列解析の進行状況とコンテイグのコンセン
サス配列を用いた情報解析の結果を報告する。
Anabaena sp.PCC7120の配列に対して、 Synechocystis

sp.PCC6803の3，167のタンパク質遺伝子のアミノ酸配
列を宵ASTAでサーチし、類似性の高いものを検出し
た。その結果、翻訳アミノ酸配列の相向性が90%以上
の遺伝子数は15、80-90%は120、70-80%は312であっ
た。このことから、 2種のラン藻間で遺伝子配列の保
存性はそれほど高くないことが示唆された。



2pDlO 
シアノバクテリア SynechocystisPCC6803の細胞

外 hemolysin

霊屋血産，永井孝志，汝少国加藤彰(筑波大・

生物科学青島海洋大学・海洋生命)

ある種のシアノバクテリアが銅ストレスに応答

して細胞外に分泌する物質は，生態系に大きな影

響を与えていることが示唆されている。そこで本

研究ではゲノム構造が既に明らかにされているシ

アノバクテリア SynechocystisPCC6803をモデル

生物として用い，銅ストレスのもとで培養液中に

分泌される物質について調べた。

培養液をカラムクロマトグラフィーにかけて銅

を指標に(原子吸光分析)精製を行い，銅結合画

分を部分精製した。この画分を SDS-PAGEにか

けたところ. >120 kDaおよび26kDaの2本のポ

リペプチドが検出された。高分子量のポリペプチ

ドをN末端アミノ酸配列分析にかけ，ゲノムデー

タベースと照合したところ hemolysinであること

が示唆された。これは植物細胞における hemolysin

の発現を示した最初の報告である。少なくともシ

アノバクテリアの場合には. hemolysinの生理的

機能は赤血球の破壊ではないと推察される。

3aD02 
多次元NMIミ分光法によるラン藻
Svnedwroωdsp 民主汚42の重金属結合タンパク質SmtAの
白合靴 f樗定訪界ザT
準昆邑輩、森田勇人、小佐田高史1、山崎俊夫1、
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Syned抑 制 司2・roご汚4之のSmtAは細胞内の重金属
イオン濃度の上昇に伴い、その発現が誘導されるメタロチオ
ネイン様タンパク質である。しかし、 SmtAは真核生物のメタ
ロチオネインとのアミノ酸の相同性が低く、 1分子あたりの
重金属結合数は3個であるのに対し、真核生物のメタロチオ
ネインは5-7個である、などの差異が見られることから、
SmtAにおける重金属結合様式は真核生物のメタロチオネイン
とは異なると推測される。本研究では、 SmtAと真核生物にお
けるメタロチオネインの重金属結合様式の差異を解明するた
め、安定同位体標識法を併用した多次元N恥R分光法による
SmtAの溶液構造解析を行った。
大腸菌による大量発現系を用いて、 "Nのみ，あるいは℃と

"Nで安定同{立体標識されたh凶標品を作製した。亜鉛イオ
ンと結合したSmtAのIH-I'NHSQCスペクトルを測定した結
果、 63個のよく分離したアミド基由来のシグナルが観測され
た。さらに、多次元NMRスペクトルから得られた各プロト
ン間の距離情報をもとに、 SmtAの溶液概賃決定を行い、強員
の折たたみ械室を明らかにした。さらに、 Sm凶中には重金
属と結合する領域が2ケ所存在し、一方には重金属イオンが2
個給合し、他方には1個結合することを明らかにした。な
お、重金属イオンが2個結合する領域においては、 11番目の
システイン残基が2つの金属をブリッジするように結合する
ことを明らかにした。
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3aD03 
点突然変異の導入によるラン藻Svrurl段 取us叩 .PC丈刃42
の転写因子SmtBの塩基配列認識 の構造イ学的解析
三誼豆、森田勇人、小佐田高史1、山崎俊夫1、
京樹子正1、林秀則 (愛媛大院 ・理工・物質理、
1阪大・蛋白研)

ラン藻S少urlu.即ωsp.PC丈刃42の転写因子SmtBは、
二量体として機能し、金属結合タンパク質をコードする
SmtA遺伝子の転写を抑制するリプレッサーである。
SmtBカ唖鉛イオンと結合し、オペレーター/プロモータ
ー領域との親和性を失うことで、 smtA遺伝子の転写が
誘導される。我々はこれまで、安定同位体標識法を併用
した多次元NMRスペクトルを解析し、 E鉛イオンを同
定するとともに、 2つのロイシン残基か官掛イオンの結
合により誘起される構造変化の51守内伝達に大きく関与
すると推定した。
本研究では、これらE鉛イオンの配位子として機能す

る残基を含む、全てのヒスチジン残基とシステイン残
基、および2つのロイシン残基を、セリン残基、または
アラニン残基に置換したSmtBを作製し、亜鉛イオンの
検知能や認識塩基配列への親和性の変化をゲルシフト
アッセイで解析し、各アミノ酸残基の機能を明らかにす
ることを目的とした。その結果、認識ヘリックス中の78
番目のヒスチジン残基が認識塩基配列を含むDNAと相
互作用することと、 117番目のヒスチジン残基がSm:也二
量体の構造の安定化に寄与することなどを明らかにし
た。

3aD04 
蕊類ネジグチゴケの銅による二つの葉緑体SOD、Fe-

SODとCuZn-SODの発現制御

塩野忠彦、中田克、鈴木崇紀、山原俊昭、滝尾進l、

若葉蛮互(広島大・理・生物科学、 1熊本大・理・

生物科学)

初期の陸上植物であるコケ植物は、陸上化に伴う

酸素ストレスへの適応を考える上で重要な位置にあ

る。コケ植物における活性酸素除去機構に関わる酵

素superoxidedisrnutase (SOD)に注目し、その種類と

性質について調べてきた。

より体制的に高等植物に近い欝類ネジグチゴケの

SODイソ酵素の分布パターンを調べたところ、高等

植物と類似していた。しかしながら、葉緑体にはFe-

SODとCuZn-SODの二つのSODが局在していた。この

二つの葉緑体SODイソ酵素は培地中の銅濃度に依存

して発現が制御され、培地中の銅濃度がO.lMまでは

Fe-SODが発現し、それ以上の銅濃度では、 CuZn・

SODが発現するという切り替えが起こることを認め

た。ノザンハイブリダイゼーションによりこれらの

イソ酵素は転写レベルで制御されることを認めた。

これらの現象は、体制がより古い苔類フタパネゼニ

ゴケには見られなかった。



3aD05 
アルミニウム耐性タバコ培養細胞を用いた脂質過酸

化防御機構ー蛋白質の2次元電気泳動法による解析ー

朝倉由香里、山本洋子、山田秀徳¥岡本庄司、

松本英明(岡山大・資生研、 1岡山大・工・生物機

能)

タバコ培養細胞からアルミニウム耐性株として分

離されたALT213は、目旨質過酸化誘発剤に耐性を示

す。本研究では、その耐性機備を解明するため、2

次元電気泳動法を用い、親株より多く発現する蛋由

貿を2個見いだし、アミノ酸の部分配列をN末端から

各々 15個と10個決定した。ホモロジー検索の結果、

1つはミトコンドリア型の Malatedehydrogenase 

(MDH)、他方は Nucleotidediphosphate kinase 

(NDPK) laもしくは11と相両性が高かった。 ALT213

株から調製した粗抽出液におけるMDHの比活性は

親株に比べて4割高く、特に親株のAI感受性期であ

る対数増殖期において顕著であった。以上の結果よ

り、MDHやNDPKの過剰発現がALT213株の脂質

過酸イ防御樹湾に関与している可能性が示唆された。

3aD06 
AIストレス誘導性遺伝子による耐性値物の矯築
正堕玄三， R .C.Gardneド，江崎由香¥ 松本英明
(岡山大資生研、 1オークランド大ニュージー
ランド)

我々は植物でのAI耐性機備や毒性機備を解明
することを目的として、これまでに植物や酵母
から単灘されたAIストレス誘導性遺伝子群から
耐性遺伝子のスクリーニングを試みた。

今回、8個の誘導性遺伝子をそれぞれ植物体
(A. thaliana Ler-O)に導入した形質転倹体を構築
し、 AIストレスに対する感受性試験を根の伸長
率を指標にして行った。その結果、 AtBCB遺伝
子、 parB遺伝子、 NtPox遺伝子、 NtGDI1遺伝
子を姉入した形質転換体の根では、非形質転換
体 (Leト 0) Iこ比べて200μMのAI処理による伸
長阻害が抑制されていた。根端部でのAI含有量を
morin染色で比較してみると非形質転換体では顕
著に根端でAIの集積が観察されたのに対し、伸
長阻害が抑制されている形質転換体では集積が
抑えられていた。耐性株の根端ではAIの集積を
抑えることで、細胞分裂部位や細胞伸長部位の
機能を維持し、 AIによる根の伸長阻害作用を抑
えている可能性が示唆された。
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3aD07 
タバコ培養細胞を用いたカルシウム溶液におけるア

ルミニウム毒性機構の解析ならびにアルミニウム耐

性細胞株の分離

山杢差王、 S.Rama DEVI
1
、山口宮子

E
、松本英明

(岡山大・資生研、
1
生研機織、

2
岡山女子短大)

植物根のAI処理液としてca溶液が多用されている。

そこで、根でのAI障害の詳細を培養細胞を用いて検

討するために、タバコ細胞のAI処理をCa溶液中で

行った。 AI処理に伴う原形質膜損傷をEvansbl ue 

の取り込みで定量したところ、 AI処理期間中 (24時

間)での損傷は少ないが、 AI処理後の細胞を地殖培

地で培養すると損傷が直ちに誘発された。一方、 AI

処理後の細胞を高張液に懸濁した場合も、膜損傷が

誘発され、顕微鏡観察により、原形質分離が阻害さ

れた細胞の他に原形質膜と細胞壁との接着を示唆す

る細胞が観察された。従って、 AIは原形質膜と細胞

壁を接着することにより、細胞の伸長や原形質分離

に伴って原形質膜損傷を引き起こす可能性が考えら

れた。上記のAI処理条件下で耐性を示す細胞株を分

離したので、その表現型についても報告する。

3aD08 
ソバにおけるアルミニウム吸収と輸送形態の同定

馬 建鋒、平舘俊太郎1 (香川大農、 i農環研)

本研究はアルミニウム集積植物であるソパを用いて、根に

よるAlの吸収形態と根から地上部への輸送形態について検討

を行った。 まず、根によるAIの吸収形態を明らかにするため

に、 50μMのAICl
3と異なる比率 (1:1.1:2，1:3)のAトシュウ酸

錯体を根に4時間吸収させ、導管液中のAl機度を測定した。

その結果、AlCl
3
の形態で与えた場合の導管液中のAl濃度はい

ずれのAI-シュウ酸鈴体で与えた場合の 5倍以上であった. こ

のことは根によるAlの吸収形態はAl-シュウ酸鎗体ではなく、

イオン形態のAIであることを示 している。また、根による

Alqの吸収速度を検討した ところ、Al処理開始1時間後の導

管液中のAI滋度が外液の4倍、2時間以降は外液の1.0倍近

くであった.導管液中のAl濃度は処理液中のAI濃度が繕加す

るにつれ、矯加した。さらに根によるAlqの吸収は代謝阻害

剤の ヒドロキシアミ ンによって限害されず、ランタンによっ

て著しく阻害された。根細胞中のAIの形態は1: 3のAlーシュ

ウ酸錯体と同定されている(Maet al.， 1998)。このことはアル

ミニウムイオ ンが外液と根の聞の濃度勾配によって、受動的

に膜通過される と推察される。 また27Al-NMRを用いて、導管

液中のAIの形態を同定したところ、 AトクエンE主であることを

明らかにした。導管液中の主な有機酸はクエン酸であった。

これらのこ とはAlが導管へレリ ースされる際、AIーシュウ酸

(1:3)からAトクエン酸への変換が起こったこ とを示唆してい

る.



3aD09 
高等植物耐塩性機構において、液胞が果たす役割の
再検討。

堀田万利子，根本節子，二抵盈邸(一橋大・生物)

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

のイオン代謝過程を検討している。昨年の本学会で、無塩培

地で育てた細胞を 150mMNaCl港地に移すと、 1日以内に、

一過的に細胞内 Na+濃度が急上昇し、その大半が液胞に蓄積

すること、またこの変化に伴って、細胞体積中の液胞/細胞

質体積比が 2倍以上に培加することを報告した。我々は、高

塩処理下での、短時間での液胞体積の治加は、細胞質におけ

る適合溶質合成量を減少させるとともに、液胞内イオン濃度

を低下させることで液胞へのイオン輸送を容易にする、縞物

細胞の新しい耐塩性機構として理解すべきであると考えてい

る.

本研究では、この塩処理に伴う短時間での液胞体積の変化

を一個の生細胞レベルで連続観察できたので報告する.また、

この変化は液胞内タンパク質である酸性ホスファターゼ活性

や液胞膜タンパク質である H七ATPase活性の増大を伴うこ

とから、液胞が能動的に僧大して、耐塩機構に積極的に関与

していることを示唆している。同織の現象が、その他の高等

植物でも生じるかを検証したので、それについても合わせて

報告する.

3aDlO 
アラピドプシスK+トランスポーターの塩ストレ

ス下でのイオン吸収制御

量圏盤高野哲夫(東大・アジアセンター)

カリウムは植物の生育に不可欠な栄養素であり

根においてトランスポーターを介して吸収されて

いる。一方、植物が塩ストレスを受けた際にはこ
のK+トランスポーターを通して細胞内へのNa+

流入が起こっている.

そこで本来のK+トランスポーターを欠失した

酵母 (trk76. trk2d.) と、 トランスポーターに

加えカルシニューリン(CaN)を欠失した酵母

(trk7 d.trk2d.cand.) を作製した。これらの

酵母にアラビドプシス由来のK+トランスポータ

ーを導入し塩ストレスを与え細胞内のイオン含量

を原子吸光光度計で測定した。その結果trk76.

trk 2 d. can 6.ではtrk7 6. trk 2 6.に比べ約二倍の

Na+吸収量を示した。またK+吸収量についても

trk 7 d. trk2 d. Iこ比べtrk7 6. trk2 d. can d.ではス
トレス直後からの急激な吸収量の低下が見られた。
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3aDll 
マングロープの新規耐塩性強化因子「マングリン」の機能領域

中且孟止、斎藤丈夫、三村徹郎1、小関良宏(農工大・工・生

命、 l一橋大・商 ・生物)

マングロープとは、熱帯、亜熱帯の沿岸域に生息する樹木類

の総称である。マングロープは進化の過程で他の高等植物とは

異なる特殊な耐塩性機構を獲得したものと考えられる。本研究

では、三村博士らが確立したマングロープ権物の一種である

Bruguiera sexanguJaの培養細胞系から、マングロープ cDNA

ライプラリーを構築し、この中からマングロープの耐湿性に関

与する遺伝子を獲得することを目指した。大腸菌にマングロー

プ cDNAライブラリーを導入し、その形質転換体の耐塩性を指

標とした機能スクリーニングを行った結果、大腸菌の耐温性を

強化する機能を有する cDNAの単離に成功した。この cDNAの

全J::ii基配ヂIJを解析した結果、長さが 1018bpであり、この中仁

141アミノ酸からなるタンパク質をコードしていることが明ら

かになった。相向性検索を行ったところ、現在相向性を有する

タンパク質がデータペース (PIR，SwissProt)上に登録されて

いないことが明らかになった。そこで、我々はこの cDNAが

コードする新規タンパク質を「マングリン (Mangrin)Jと命名

した。さらに、本研究ではマングリン cDNAの欠失変異体を作

製し、変異 cDNAの大腸菌における耐塩性の有無を綱べること

により、マングリンの耐塩性に関与するアミノ酸配列領域を決

定した。

3aD12 
マングリン組み換え酵母、及び権物における耐塩性の発現

盈産主主、山田晃世、三村徹郎1、小関良宏

(農工大・工・生命、 l一橋大・商・生物)

マングロープ (B.sexanguJa) cDNAライブラリーから得られ

たマングリン cDNA は、大腸菌の耐塩性を強化する機能を有す

る事が既に前演者により示されている。しかしながら、マング

ロープ培養細胞の耐塩性とマングリンの発現の関連は明らかに

なっていない。また、真核生物におけるマングリンの耐題性強

化機能は確認されていない。そこで、本研究ではマングロープ

培養細胞におけるマングリンの発現に対する NaCl の影響を明

らかにし、さらにマングリ ン cDNA を酵母、タバコ培養細胞、

及びタバコ植物体で発現きせ、それぞれの形質転換体の耐極性

を評価した。ノーザン解析により、マングリンの発現に対する

NaCl の影響を評価した結果、マングリンは NaCl の添加の

有無にかかわらず恒常的に発現し、特に NaCl 添加により増大

事る事が明らかになった。次に、マングリン cDNA をタバコ培

養細胞に導入しその耐塩性を評価した結果、マングリン cDNA 

を導入した形質転換培養細胞を 150酬の NaCl を含む培地で

培養した場合、コントロールと比べ、顕著な生育促進効果が見

出された。同様な結果は、 7 ングリン cDNA を導入した酵母、

及びタバコ植物体においても観察された。これらの結果から、

マングリンは、原核生物から醇母、高等植物に至る、幅広い生

物群の耐塩性を強化する機能を有するものと考えられた。



3aD13 
マングロープの伸長因子 eEF-1Aの NaClに対する特異的性質

佐野えみ子、山田晃世、斎藤丈夫、三村徹郎1、止盟且孟

(農工大 ・工・生命、 1一橋大・商・生物)

当研究室では大腸菌を利用した耐塩性因子の機能スクリー

ニング法を確立し、それを用いてマングロープ (B_

sexangula) cDNAライブラリーから耐塩性因子をコードする

cDNAの探索を進めている。その結果、新たに前演者らが示し

たマングリン cDNA(1. 0 kb)と異なる、長さ L7 Kbの

cDNAに大腸菌の耐塩性を強化する機能を有することが確認さ

れた。この cDNAの全滋基配列を決定し、相同性検索を行っ

たところ、高等植物の eEF-1AcDNAと高い相向性 (90‘以上

)を有した。マングロープ eEF-1AcDNAの GTP結合領減に

変異を導入し、その耐塩性強化機能を評価した結果、 GTP結

合領域に変異を導入した cDNAの耐塩性強化機能は明らかに

低下し、その機能が働くためには GTPとの結合が必要である

と考えられた。次に、 PCR法によりマングロープ eEF-1A
cDNAとアミノ酸レベルで 94%の相向性を有するアラピドプ

シス eEF-1AcDNAを単離し、その耐塩性強化機能を解析した

結果、アラピドプシスのeEF-1A cDNAには大腸菌の耐塩性を

強化する機能は全くみられなかった。この事から、 eEF-1Aの

耐塩性強化機能はマングロープ eEF-1Aに特異的に存在し、

マングロープの耐塩性に深く関与するものであると考えられ

た。
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laEOl 
ジャガイモ植物における SesquiterpeneCyclase 

遺伝子の単離

且ま:1!I:!J1，山田直史，道家紀志，吉岡博文(名大・

院・生農)

Sesquiterpene cyclase (SC)はセスキテルペン

合成経路の上流に位置し、ジャガイモのファイト

アレキシンであるリシチン生合成の鍵酵素である

と考えられている。 SCの発現動向を解析する目的

で、タバコ SCcDNAをプローブに用い、ジャガイ

モcDNAライブラリーより cDNAの単離を試みた。

得られた SCcDNAの推定アミノ酸配列は、ソラペ

チボンの前駆体を合成するHyoscyamusmuticus 
のvetispiradienesynthase (VS)と高い相向性を

示した。菌体壁成分エリシター (HWC)、アラキド

ン酸およびサリチル酸処理を施したジャガイモ塊

茎より 12時間後まで全悶'l"Aを抽出してノーザン

解析した結果、 HWC処理区で著しい発現誘導が観

察された。 VS遺伝子は多重遺伝子族(VSl---VS4) 

を形成している。本遺伝子の詳細な制御機構を探

る目的で VSlおよび VS4のゲノムクローンを単

離し、解析を進めている。

laE02 
NASBAを用いた RNAサブトラクション:特異的
に存在する RNAの解析法

虫亙盤」二，吉田幸二北川良親(秋田県立大・生
工研果樹試リンゴ)

組織特異的に存在する RNAを調べる新しい方法

を考案した。本法は RNA増幅法 NASBAとサブト
ラクティブ、ハイプリダイゼーションを組み合わせ

ることを特徴とする。 NASBAは本鎖 RNAを

鋳型にして主に l本鎖の短鎖RNA(く300塩基)を

増幅する。この特徴を利用して 2つの組織 (tester

とdriver)の RNA群を鋳型に， testerの相補 RNA

群と driverの相同 RNA群を増幅する。それらの 1
本鎖の短鎖 RNA間でハイブリダイゼーションを行

い，ハイブリッドを形成しなかった tester由来の

RNA群のみを NASBAにより増幅してクローニン
ク守する。本法は従来の cDNAサブトラクション法

に比べ(I)鋳型 RNA試料がより少なくてすむ，
(2) より高率に特異 RNAの単離ができる， (3) 

低発現量の遺伝子の単離が期待できる等の利点が
ある。

本法のモデル実験としてキュウリモザイクウイ
ノレス (CMV)感染トマトから，特異に存在する CMV

ゲノムの部分配列をクローニングした。
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laE03 
植物における二本鎖RNA結合タンパク質の同定

担運主瞳，福原敏行(東京農工大・農・細胞分子)

二本鎖の RNAに特異的に結合するタンパク質はヒ

トからショウジョウパエ、さらには大腸菌に至る様々

な生物内で見つかっているが、植物においてそのよう

な報告はまだない。これらのタンパク質には約 70ア

ミノ酸からなる二本鎖 RNA結合モチーフが保存され

ているので、シロイヌナズナとイネのデータペースか

らこのモチーフを持つタンパク質を検索したところ、

シロイヌナズナで 3つ、イネで 2つの遺伝子が類似性

を持っており、我々はそれぞれに Adbl、Adb2，Adb3、

Odbl、Obd2と名前をつけた。我々は分子生物学的手

法を用いて、少なくとも ADBlとODBlは二本鎖RNA

に特異的に結合し、さらに RNAレベルで発現してい

ることを確認した。これらのタンパク質の働きはまだ

わからないが、二本鎖 RNAと結合するという性質か

ら、 RNAウイルスに対する生体防御反応、あるいは

転写後抑制型のジーンサイレンシングに関係している

ことが期待される。

laE04 
汎用型X・bandESR装置を用いた植物のinvivo ESR計測
且互皇孟l、青山正明 1，2、大矢博昭 12、鎌田仁 2 (1科技

団、 2生物ラジカル研究所)

植物が外部からの刺激に応じて生成する活性酸素・ラ
ジカルを生理的条件下で観察することは、植物の環境ス
トレス応答のメカニズムを解明する上で必須の樹荷であ
る。ラジカルの検出には電子スピン共鳴(ESR)計測が有
効な手段であるが、標準的な X-bandESR装置では、測
定対象は葉の切片・切り離した葉に限られ給水が出来な
いため、生理的条件下での ESR信号の観察は不可能で
あった。今回、我々は測定用セルを工夫し、羽月型X-band
ESR装置で生葉の ESR信号を計測した。
測定試料として、コトネ7ArJv(枝先端から 1---2枚目の葉

を枝に繋がった状態)・イネ(3-4週目の全個偽を用いた。
新しく考案した測定セルを用いて、給水・通気をしなが
ら ESR信号を観察した。光障害条件として 10mM 
Paraquatを吸わせた後に光照射(5∞Wm'2，>判onm)をし
ながら ESR測定を行った。
給水部から植物に取り込まれやすい水溶性スピンプロ

ーブ(Glucose-TEMPO)を吸わせることにより、葉でのプ
ロープの増加に伴う ESR信号の増大が観察された。ま
た、ストレスのモデルとしての Paraquat存在下での強光
照射実験によって、 AscorbateradicalのESR信号を検出
した。植物へのスピンプローブの導入・ストレス処理に
よる葉でのESR信号の変化を、汎用型X-b釦 dESR装置
でリアルタイム観察する事が可能となった。



laE05 
タバコ葉に存在する復数のCa2+依存性プロテインキナーゼ

盆血血血呈¥小内清小島久恵¥大簸雅章人中村研三1.2

(1名古屋大・生命農・生化、 2基生研・発生生物)

我々は先に、タバコ渠でのショ糖による遺伝子発現の誘導には

細胞内 Ca2+濃度の上昇と Ca2+依存性プロテインキナーゼ(CDPK)

が関与している可能性を示した.また、 CDPKで保存性の高い領

i韮のRT-PCRによって、タバコ葉では少なくとも 81.重頬の CDPIく

が転写されていることを明らかにしている.

糖による遺伝子発現制御への CDPKの関与を検証するために、

ショ糖処理したタバコ譲の c日仏ライブラリーから多数の CDPK

c日仏のクローニングを行い、 7種類の CDPIくをコードするほl王
全長の c町'lAを単様・同定した.これらは N末端に類似性の低い

織々な長さのアミノ滋配列を持つが、触媒領織の相向性から 4つ

のグループに分類できる.そのうちの 1つのグループに属する 3

1量煩のアイソザイムは、触煤領1義だけでなく N末端の多後性に富

む領織のアミノ酸配列も額似しており、 3種類ともN末端ミリス

チル化モチーフ (M-G-X-X-X-$)を待っていた.これらの

CDPKのうち糖シグナル伝達に欄わるものを検索するため、多様

性に富む S'領l~をプロープに用いてアイソザイム特異的なノーザ

ン解析及び定量的 RT-PCRを行い、纏誘導性や器官5l1J発現パター

ンの解析を行った.また、クローニングした CDPKc日仏をアン

チセンス方向に発現する形質転換植物の作出と解析を進めている.

これらの結果から、植物のシンク器官の成長・発達における

CDPKを介した糠シグナリングについて考察する.

laE06 
ニチニチソウ培裳細胞の AOXとPALのサ1)チル陵での発現

傍導の比較
童旦藍二盟、矢崎芳明、坂野勝啓(農水省・生物研)

Alternative oxidase (AO X)は、シアン耐性呼吸の末端酸化酵素で

ある。その役割について、近年、耐病性、ストレス耐性との関わりが注

目されている。我々 は、 AOXが、細胞内 pH調節機構や 2次代謝産

物の合成調節を通して、ストレス耐性に関わっているのではないかと

考え研究をすすめている。サリチル酸(SA)による AOXの発現誘導

については多くの報告があるが、詳細についてはよくわかっていない e

我々 は、 NMRを用いて SAによって、ニチニチソウ培養細胞の細胞

質 pHが、低下することを見出している。今回は、 phenylalanine
ammonia lyase(P AL)と比較検討をしたので報告する。 PALも、細胞質

pHの酸性化によって発現誘導される。(南栄一ら、 1998)。

値え継ぎ後 3日目のニチニチソウ培養細胞に SAを与えて mRNA
の継時変化を調べた。 AOXの mRNA量は、終濃度 O.lmMのSA添

加によって顕著に誘導され、 12時間くらいでピークに達した。それに

対して、 O.OlmMでは、測定をした 24時間目くらいまでゆっくり増加し

たが、量は少なかった。一方、 PALは、 O.lmM、O.OlmM両方の場合

とも、 6-12時間自にピークを迎える同様な傾向を示した。ただし、発

現量は、添加前に比べて2倍程度であった。現在、細胞内 pHとの関

連を調べるために、プロピオン酸添加の影響についても検討中であ

る。また、 SA添加によって細胞内のデンプン頼粒の消失が観察され

た。これとの関連についても検討中である。

南栄一、 Da-YaoHe、矢崎芳明、高井亮太、長谷川宏司、西沢洋子、坂野
勝弘、渋谷直人第 20固糠賀シンポジウム続演要旨集 1998
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laE07 
シロイヌナズナの低シアノアラニン合成酵素変異体

血目芝、中村達夫、佐野i告 (奈良先端大 ・遺伝子教育研究

センター)

青酸イオンは生物に対して毒性を示すが、ある種の植物は

草食動物などから身を守るためにそれを積極的に利用する。

植物体内では青酸イオンは、青酸配糖体の分解産物、あるい

はエチレン合成の副産物として生産される。青酸イオンを代

謝し、解毒する酵素としてシアノアラニン合成酵素が知られ

ている。シアノアラニン合成酵素は、青酸イオンとシステイ

ンをシアノアラニンと硫化水素に変換する。

私達は、シロイヌナズナよりシアノアラニン合成酵素遺伝

子 (AtcysC1)を単離し、特徴付けを行った。また、ミトコン

ドリアに局在することを確認した。さらに、大腸菌での発現

タンパク質を用いて酵素化学的解析を行った。 AtcysC1の塩

基配列を利用してT-DNA挿入変異株の選抜を行ったところ、

開始メチオニンより 151塩基上流にt-DNAが挿入された変異

株 (cyscI)が得られた。発芽後2週間の変異株では、野生

株に比べて内在性のシアノアラニン合成酵素活性が約20%に

まで低下していたが、通常の環境では正常に生育した。現

在、 KCNに対する応答やエチレン合成に及ぼす影響を検討中

である。

laE08 
{酪彊放射線開すによるイネ初期生育の促進

宮原研三 (島焔・生棚)

低線量の放射線照射に植物の生育促進効果があると

いう報告は、これまでにいくつかあるものの統計的解析

が不十分であったり、生育後期の形質を指標としたため

再現性が低かったりするものが多い。そこで、本報告で

は、様々な管電圧の軟X線、および 60Coγ紘昭射をイ

ネ種子にR鳴すし、生育度を示す指標のうち最も直接的な

初期の草丈について測定し低線量放射線照射の生育促進

効果を解析した。その結果、 O.1 Gから 100Gyま

での加里区のうちいくつかで、統計的に有意な草丈の伸

びカ宅自察された。また、この草丈の増加について放射線

の線質による差異も見いだされた。一方、初期生育の促

進が見られた線量区でも成動期のおける愚終的なかん長

穂長、穂数、種子稔性は無甲射区と比較して有意な差は

みられなかった。現在、温度、光等の生育条件がこの様

な初期生育促進効果におよぼす影響、ならびに放身持品L昭

射によって誘発される活性酸素の関与について検討を行

っている。



laE09 
7スコルビン酸合成に関与する遺伝子

AtGLD1の構造と発現解析
玉置獲量己、キ卜素弘l、中嶋信美、久保明弘、育里子光子、佐治光

(国立環境研究所、1 ソウル市立大学)

植物のアスコルビン酸はこれを合成することができないヒ

トや一部の動物の主要な供給源となっており、また、光化学

オキシダントの取り込みにより生成する各種活性酸素分子種

の消去に重要な役割を果たしている。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

伝子の単離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L-Galactono-y -Lactone 

Dehydrogenaseをコードする遺伝子AtGWlを単離し、その

発現解析を行った。 AtGLDlのcDNA及び染色体遺伝子の一

次構造を調べたところこの遺伝子は、 5つのエキソンより構

成され、 610残基のアミノ酸をコードしていることが明らか

になった。この遺伝子の発現の日周変化を調べたところこの

遺伝子の発現は明期に上昇し、階期に減少した.この時の植

物におけるアスコルビン酸含量の増減f;tAtGLDlの発現に対

して遅れることから、 AtGLDlの転写がアスコルビン酸合成

の律速になっている可能性が示唆された。前大会 (1999度年

会)で、報告した異なるエコタイプ問 (ColとWs)におけるこ

の遺伝子の発現と活性酸素ストレス耐性との関係についての

詳細な解析結果、及びこの遺伝子の発現量を改変した遺伝子

組換え体についての解析結果も合わせて報告する。

laElO 
アラピドプシスRad51ファミリータンパク貨をコードする遺伝子群

の解析
刑郁敏史上 2、清水武史上久市川総章2、 土岐精一2

(1 生物系特定産業技術研究推進織摘、 2.農林水産省、値重量生

物資源研究所)
.級生物における遺伝子相同組み換えはRad52経路に属するタン

パク質群 (Rad50，Rad51 Rad52， Rad54， Rad55， Rad57， 
Rad59， Mre11， Xrs2)を介して行われ、減数分裂期の相同染色体
分配や放射線害事によるDNA損傷の修復に重要な役劃を果たし、ひい

ては染色体の安定性に深〈関与している.Rad52経路の中で大腸菌
RecAホモログであるRad511まDNA鎖相同検察ー交換反応という中

心的な役割を担っている.しかしRad51自身のDNA鎖交換反応は
RecAのそれに比べて弱いものであり、画事母や哨事L動物ではRad51
と弱い相同性を示すRad5177ミリータンパク質量平 (Rad55，
Rad57， Xrcc2， Xrcc3等)がRad51と悔翻して働くことによって

その後能を補完していると考えられている.
今回、我4はデータベース検察によりアラピドプシスのゲノム中

lこRad51ファミリーに属すると考えられる 3つの候織遺伝子(それ

ぞれAtRad51Hl， AtRad51 H2， AtRad51 H3と命名)を見い出し

た.これらをPCR;去によりクローン化し猛毒E配列を決定した.それ

ぞれのcDNAから予想されるアミノ磁配列はアラピドプシスRad51
と25・30%の相向性を示し、特にヌクレオチド結合コンセンサス配
列近傍は非常に高い保存性がE悪められた.また半定量的なRT-PCR
分析により、 AtRad51H1及びAtRadS1H2の発現はガンマ線照射に

よって誘導されることをiil悪した.このことはAtRad51Hl及び

AtRad51H2がDNA損傷の修復に関与していることを示唆するもの
である.現在、詳細な発現嫌式の解析や生化学的な解析を進めてい

る.
本研究は生研機構基礎研究推進事鍵の支援で行われた.
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laEll 
HPLC DETECTION OF ANTIBIOTICS IN NECTAR AND 
HONEY -IN AND AROUND THE SOUTHERN PART 0 
F TAMIL NADU， INDIA 

Jebakumar Solomon. R. ~and Sathiesh Kumar， T. 
Department Of Molecular Microbiology， School Of 
Biotechnology， Madurai Kamaraj University， MADURAI・

625021， lndia 

We have developed a sensitive method of detection of 
antibiotics in natural honey available in the southern part 
of Tamilnadu， lndia. Majority of the farm land is crowded 
with plantations such as coconut， banana and rubber. A 
variety of antibiotics have been凶 edup in these plantation 
crops to control bacterial diseases to generate high 
production. High level contamination chain: pollen， nectar， 
honey bee and finally‘carry-over' of antibiotics into the 
honey is possible here. We have collected nectar samples 
from banana and rubber flo明 rsand also honey from bee 
hives set up in plantations for collecting natural honey in 
the same area where banana and rubber are cultivated. The 
extracted nectar and honey samples are subjected to HPLC 
analysis using reversed・phasecolumn (C1S) with authentic 
antibiotics standards. Samples collected from rubber nectar 
and honey showed 10・15， 35・50nglgm of streptomycin 
and 12-20， 40・65ngl伊 ofampicilin. Nectar and honey 
from banana showed 18-20， 45-70 ngl伊 ofstreptomycin 
and 22-25， 55・80nglgm of ampicilin. Further related聞は
is going on in our laboratory 

laE12 
瀬戸休晦で採取された有毒赤潮ブランクトンの分子系統学詰切税庁

主王室ヨ、門谷茂、野村勤氏一見和彦l、田島商子(香川大・

農、 l 東:~I:7kìiJf)

有害ブランクトンによる赤潮断、瀬戸休晦沿岸域で毎年頻発して

深刻な漁業被害を及ぼしており、赤潮の予告氏防附忠明鶏発が求めら

れている。しかし、その葛藤となる分銅ネこれらブランクトンの形

惣吻轍に基ヨいており、あいまいな尉t多く残されている。

そこで柑閉式リボゾームRNAfjボNA)遺伝子修械を用し¥瀬

戸内海沿岸域で採取された主要な蔚靭を引き起す藻類例示子系繍草

析を行い、そ崎開こ基て丸、た種特鶏約なm プライ'7--(1澗発を

目指した。

瀬戸体晦沿岸で採取された赤潮ブランクトンを用し¥18SrDNA及

び28srDNA DIID2領域をターゲットにしたPCR塵偽の塩盟酬を

決定した。これらの塩基語(WIJを畠こした分子系鮒討を僧或したところ、

庁舟艇拘切噺蜘こより分類されたi邸漏童話ネほ国司じ位置に分配される

ことが示された与

そこで、これらの塩週酬を書留こ種特異的な配Rプライマ」とし

て有効な慣或を検索した。その領蜘も陀Rプライマ}を憎或し、

これを用し、て高説支¢槽鵬l助2できる柑樹を行った



lpEOl 
植物病原細菌Pseudomonassyringae各病原型の

harpinの構造及び機能解析

旦虫一塁，田口富美子，木下さゆり，中田秀毅，一瀬

勇規，豊田和弘，白石友紀，山田哲治(岡山大・農)

Pseudomonas SY1ゴngaeの非宿主植物に過敏感反

応(HR)を誘導する因子としてharpinが知られてい

る。 h訂 pinは、 glycineに富み、 cysteineを持たな

い熱に安定な分子量35kDa程度の細胞外分泌性のタ

ンパク質である。 harpinの(非)病原性における機能

解析に向け、 P.s四ingaeの 4病原型(pv.pisi，

tomato， glycinea， tabad>のhrpZj宣伝子を単離した。

DNA及び推定アミノ酸配列は互いに高い相向性を

示したが、 pv.臼baciのhrpZ遺伝子は他の菌と異な

り、中央部に320bpの欠失が認められた。大腸菌で

発現させた各々のharpinでタバコに処理すると、非

病原菌(Pv.pisi， glycinea， tomato)由来のharpinは

24""'48時間以内にHRを誘導したが、病原菌(Pv.

tabicD由来のharpinPstaはHRを誘導しなかった。こ

れらの結果は、 harpinPstaの構造上の欠失がHR誘導

能力の欠失に関与していることを示唆する。

lpE02 
イネ培養細胞はPseudomonasavenaeのフラジェリン分子を特異

的に認識することによって抵抗性反応を誘導する

差一」昆盤、中島芳浩、吉田朋美、田中則子、高山誠司、磯貝 彰

(奈良先端大-バイオ)

単子葉縫物を宿主とする植物病原細菌Pseudomonasavenaeの

菌株聞には厳密な宿主特異性が存在する。我今はこれまで、非

親和性菌をイネ培養細胞に接種すると過敏感細胞死を始めとす

る抵抗性反応が引き起こされるが、親和↑生菌ではこの様な抵抗

性反応が誘導されないことを明らかにした。今回この様な抵抗

性反応誘導に関与する認識物質を明らかにしたので報告する。

非親和性菌に対する抗血清を親和性菌で吸収して作成した特異

的抗体を用いて検出した50kDaのバンドのN末端配列解析を行っ

たところ、このタンパク質は鞭毛構成タンパク質フラジェリン

であることが明らかになった。そこで、精製した親和性、非親

和性菌のフラジェリンをイネ培養細胞に加えたところ、非親和

↑生菌のフラジェリンのみで過敏感細胞死が誘導された。次に、

フラジェリンが認識と抵抗性誘導に関わる因子であることを直

接証明するために、非親和性菌であるNl141株および親和性菌

である Kl株のフラジェリン欠領株を作成し、イネ主音養細胞に

接種した。その結果、イネ培養細胞にNl141フラジェリン欠損

株を接種しでも野生株で見られるような過敏感細胞死の誘導、

核DNAの断片化および抵抗性関連遺伝子EL2の発現は認められ

ず、 KIフラジェリン欠損株も野性株と同様に抵抗性反応を誘

導しなかった。以上の結果より、植物はフラジェリンを特異的

に認識し、一連の抵抗性反応を誘導することが明らかとなった。
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lpE03 
植閥解細菌兵剖d団四四avenaによっ廿縛される

イネ返観鶴岡修配湖瀞萌朝斤

a.2副王、金田庖志、海老瀬速雄、高山誠司、禁晃植、

磯貝彰(奈良先端大・バイオ)

我々はこれまでに、植物病原細菌Pseudomonasavenae 
のイネ非親和性菌がイネ培養細胞に核DNAの断片化や動物

のアポトーシスに特徴的な形態変化を伴う過敏感細胞死を誘

導することを明らかにし、昨年までの本学会で報告した。今

回、この過敏感細胞死のシグナ;¥，1云達機織について解析した

ので報告する。 P.avenaeイネ非親和性菌により誘導される

細胞死に対する各種阻害剤の影響を調べた。その結果、 NO

Synthase阻害剤、 NADPHOxidase阻害剤、 DNase阻害剤

によって、細胞死が抑制されることが明らかになった。そこ

で、 NOとH202の経時的発生をDAF-2とジアミノペンジジ

ンを用いてそれぞれ測定したところ、非親和性菌を接種した

細胞で6時間前後から NO及びHP2の発生が埼加すること

が明らかになった。これはP.avenaeの非親和佳菌によって

誘導される過敏感細胞死にNOとH202が関与することを示

唆する。またDNaseの1舌性染色を行ったところ、非親和性

菌接種後6時間から活性化される約35kDaのタンパク質が

存在することがわかった。この結果は過敏感細胞死誘導に

DNaseの活性化も関与することを示唆する。

lpE04 
Psudomonas avenaeの非親和性菌株によ って活性化される

casp拙 e-Iikeprote描 eの解析

金血墜事、田中則子、高山誠司、著書晃植、磁貝彰

(奈良先端大・バイオ)

Psudomonas avenaeは単子葉植物を宿主とする植物病原菌で

ある。我々はこれまで、イネに対して非親和性の Nl141菌株

がイネ培養細胞に過敏感細胞死を誘導し、この誘導に様々な

プロテアーゼの関与を明らかにしている。今回、動物の

アポトーシス誘導に必要なcぉp鎚Eがこの細胞死誘導に関与

しているかどうかを調べた。

イネ培養細胞に P.avenaeNll41 菌株(非親和性)を接種し、

細胞内の C描 P坦e活性を合成基質を用いて測定した。その結果、

非親和性の Nll41j筆株を接種した細胞では 2時間後に合成基質

の分解活性の上昇が認められ、細胞死誘導時に

caspase-like pro包括eが特異的に活性化されることが示唆された。

そこで、非親和性菌株の接種によって特異的に活性化される

C剖 pase-Iikeprote出 cをzEK(bio)D-aomkでラベルし、 SDS-PAGE

でそれぞれのバンドを分離した後、ラベルされたタンパク質

を解析した。その結果、 32kDaのバンドが特異的に活性化され

ることが明らかになった。以上の結果は、 Nl141菌株によって

誘導される過敏感細胞死に 32kDaのcasp拙 e-Iikeprote出 eが関与

する可能性を示している。

現在、この Caspase-Iikeprote晶eの精製を試みている。



lpE05 
ハクサイにおけるネコプ病(Plasmodiophora
brassicae)に対する抵抗性反応

今西俊介、平井正志、釘貫靖久1 (野菜・茶試・野菜

育種 ・育種法、 1野菜育種 ・アブラナ科)

ネコブ病(~/a.s"!"diophorq þr出si~ae)はアブラナ科野
菜の重要土壌病害で、一度発病すると休眠胞子の状
態で長く土嬢中で存在し続けるため耕種的防御が非
常に困難である。また、薬剤防除にも限界があり、
抵抗性品種の育成が強く望まれる。これまでヨーロ
ツパの飼料用カプを抵抗性素材としたハクサイのネ
コプ病抵抗性品種 (CR)が育成されてきたが、これ
らの栽培が普及するとともに、 CR 品種が擢病イじす
る事例が知られるようになり、擢病化領域は次第に
広がる傾向にある。

我々は病原菌の病原性とハクサイの抵抗性の分化
機構を解明することを目的として、各地で採取され
た菌に対する市販の CRFlハクサイ品種の抵抗性反
応の品種間差異を検討した。その結果ハクサイ 3品
種により明確に反応性を区別できる 4菌の組み合わ
せを見いだした。さらにそれらの菌から単休日民胞子
由来の菌株 (SS)の単離を試み、反応性の異なる 3
菌株を得、各ハクサイにおける反応を解析している。

lpE06 
トマトモザイクウイルス (ToMV)の移行蛋白質に結合する

植物側蛋白質遺伝子 Bc2の解析

訟ヱ盆E室、出口雅一、宮川織恵、西日正通¥丹生谷博

(東京農工大・遺伝子、 l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

ルスの宿主細胞間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、値物ウイルスの

宿主細胞問移行の分子機構を明らかにするととを目指し、移

行蛋白質と相互作用する植物側因子の検索を行っている。こ

の目的で、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、アブラナ科植物の発現

cDNAライブラリーを検索し、これまでに、 3種類の候補

クローンを得ている。このうち、移行蛋白質と最も強い結合

を示したクローン Bc2の産物は、シロイヌナズナで報告さ

れている転写コアクティベータ-KE日とアミノ酸レベルで

75%一致していた。 Bc2産物は、 ToMVだけでなくキュウ

リモザイクウイルスのような他の植物ウイルスの移行蛋白質

とも結合し、さらに、 Bc2産物自身とも結合した。現在、

宿主のタバコ由来の発現 cDNAライブラリーの検索も行っ

ているので、その結果もあわせて報告する.
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lpE07 
葉緑体 FtsHタンパク質の減少はタバコモザイクウイルス感染

で誘導される過敏感反応を加速させる

遁星盈蓋，大橋祐子(農水省・農業生資研.JST・CREST)

病原体感染細胞の積極的な自滅死は過敏感反応 (HR)と呼

ばれ，病原体を病斑内に封じ込めるための植物版プログラム

細胞死と考えられる 。我々は，タバコモザイクウイルス

(TMV)に感染した抵抗性遺伝子 Nを持つタバコを用いて，

HR機構の分子レベルでの解明を目指し，病斑が出現する前

にその転写産物量が減少する，タバコ遺伝子 • DS9を単離し

た。DS9遺伝子産物は.AAAスーパーファミリーに属する FtsH

メタロプロテアーゼのホモログであり，葉緑体のチラコイド

膜に局在することがわかっている。組み換え DS9タンパク質

は，大腸菌 FtsHと同様.Mg'+依存性の ATPase活性と Zn'+依

存性のカゼイン分解活性を示した。ウエスタン分析により，

DS9タンパク質は健全業で多量に蓄積しているが，病斑出現

前に減少することがわかった。DS9タンパク質量が野生裂タ

バコに比較して減少している形質転換タバコでは.TMV感染

で誘導された病斑の直径が小さく，増加しているタバコでは，

τMVが拡がり易く，結果大サイズの病斑が形成された。また，

単離したチラコイド膜を用い，病斑出現前に電子伝達が阻害

されることが判明した。これらの結果は.DS9タンパク質が

ある関値以下に減少することにより葉緑体の機能が損失し，

このことがHRを加速させることを示唆する。

lpE08 
タパコ培養細胞においてエリシチンにより誘導され
る防御応答経路の解析
箆部蓋組王，竹内香純.Sophien Kamoun¥一瀬勇規，豊

田和弘，白石友紀，山田哲治(岡山大・農.'Ohio State 
Univ.) 

多くのPhytophthゅra属菌により分?必されるエリシチ
ンは、非宿主に対して著しいHRを誘導するタンパク
質エリシターとして知られている。大腸菌で発現さ
せたP.infestansのエリシチンをタバコ懸濁培養細胞に
処理すると、 oxidative burst、防御遺伝子の発現と共
に、アボトーシス様のゲノムDNAのラダー化を伴う
細胞死が誘導された。シグナル伝達系の各種阻害剤
を用いてエリシチンによる細胞死と他の防御応の発
現に対する影響を調べた結果、細胞死、 oxidative
burstはいずれもCa'+を必要とすること、またprotein

kinaseの活性化が防御遺伝子の発現を含む全ての応答
に必須であることが示された。しかし、白、 H2U2等

いずれの活性酸素種の生成を抑制しでも、細胞死及
ひe防御遺伝子発現には影響を与えなかったこと、細
胞死が抑制される系においても防榔遺伝子発現は誘
導されたことなどから、それぞれのシグナル伝達経
路は一部同様のシグナル分子の活性化を必要とする
ものの、かなり上流で分岐した独立した経路である
ことが示唆された。



lpE09 
タバコ植物¢病害ストレス誘導世温伝子群の発現紺好

宜杢玄置、林誠l、道溺誌聞、1幹夫z、川北一人

(名対完・生命農学・資醇生糊鮪色、 1期以主完・農・応用生命

階、 2基生研・細包生物

植物問南京薗の攻撃I~すしτ様々な毅民庇航反応、を発動し、
底抗性を衝尋している。これら抵抗反応の多く峠万規α量伝

子発現を伴った現象であると考えられている。

タバコ葉を Phy化lphthora血festans菌体壁成分エリシタ一

例WC)で克回すると、各種 PR-タンパク質¢事積特間宮町よ

どの防御応答が穆擦される。そこで、このモデル系を用いて

タバコ植物倒丙害ストレス誘導性遺伝子の単離を試みた。水

処理およびHWC克盟タバコ業より、 Su凶誕蜘1法を用いてエ

リシター誘導性 cDNAライブラリーを作製したa タバコ葉に

指標性細菌 (P.蜘 doma班明ingaepv.g1;用問)を撞種し、遺

伝子の発現を調べたところ、転写湘脚因子、細胞壁タンパ

ク質、 PR-タンパク質遺伝子など病原菌接種誘導性

の既知遺伝子と相向性を示す遺伝子、あるいは機能

不明の遺伝子など多数の遺伝子の発現誘導が認めら

れた。さらに傷害、ジャスモン酸、サリチ凡磁舵盟といった

種々のストレスに対するこれら遺伝子の応答性をノーザシ解

析により調べ発現パターンのtt識を行った。先に単離した

エリシター誘報量イ日群1)繍析併課も併せて報告する。

υ日本植物生理学会1朔年度奪三浦寅予稿集p.203

lpElO 
TMVに応答するWRKY転写制御因子の機能解析

士山監5t.、依田寛、草野友延、佐野浩(奈良先端科学技術大

学院大学、遺伝子教育研究センター)

生物は様々な環境ストレスにさらされている。動物のように移

動できず、免疫系も持たない植物は、病原体に対して動物と異

なる防御システムを発達させてきた。 タバコ (Nicotiana 

tobacum cv. Xanthi nc)はタバコモザイクウイルス (TMV)

の感染に対し、過敏感反応 (HR) を起こすことでTMVに対し

て抵抗性を示す。本研究ではこの防御システムを調べるために、

蛍光デイファレンシャル・ディスプレイ法により TMVに応答

する遺伝子の単離を行った。いくつか得られたcDNAの一つで

あるA3遺伝子は、 TMV認識後3時間以内にmRNA蓄積量が増

大した。A3は258アミノ酸をコードし、病原体や様々なストレ

スのシグナル伝達に関わると考えられているWRKY転写制御因

子タンパク質と高い相向性を示した。サリチル酸処理によって

も一週的にA3mRNA蓄積量が増大した。GFPを用いた解析から、

A3タンパク質は核に局在することが分かつた。

134 

lpEll 
GENES CONTROLLING CYTOTOXICITY OF PN-AMPs. 

PLANT ANTIFUNGAL PROTEn可S FROM SEEDS OF 

MORNING GLORY 

E亘e.J担 YUN.Ja Choon KOO. Bo Young LEE. Ji Young LEE. 
Dong Jin SHfN. and Moo Je CHO Plant Molecular Biology and 

Biotechnology Res同町h Center. and Depanment 01 Molecular 
Biology. Gyeongsang National University， Chinju 660・701，Korea 

Nonenzymatic chi也1・binding1配凶sare c町七ohydtate-binding

proteins that contain chitin-binding dOII国ffi，so-c叫led "hevein 

domainヘ∞nsistingof 40 to 43 amino acid residues. Recently， we 

purifiωtwo novel hevein-like p氾ptides，Pn・AMPland Pn-AMP2， 

from seeds of moming glory (Pha地i的 nil L)ηle protellls 

exhibited a potent血 tifungall阻 timicrobialactivity in Yitro against a 

broad range of白ngi，including several plant pathogens 百le

transgenic tobacco plants expressing a Pn-AMP 出 tibitedr出回国ce

to Phytophthora parasitica， demonstr回出邑血atPn-AMPs can be 

used曲 aso町 ceof resistant to fungal infection 

To study the mechanism of toxicity of Pn-AMPs， we began a 

search for a biological system that would allow the genetic 

identification of deterrnin阻 tsgoveming sensitivity to Pn-AMPs. We 

found the existence of genetic variants of Saccharomyces cereYisiae 

with increased s回 sitivityωPn-AMPs.To isolate genes that control 

sensitivity to Pn-AMPs， we created the y回 st:mTn3fusion Jibrary 

to perforrn transpo回 n-tagging mutag田 esis in the ye田tstr田n

Cloning and characterizing of the genes controlling the cytotoxicity 

of Pn-AMPs wilJ be discussed in the meeting 

lpE12 
クラミドモナスのレトロトランスポゾシ令総坦転写酵素遺伝子の

単厳と解析

車杢塞鐙，上甲孝志桐沢恒一，山回臨字佐麹沼二

〈広大院・先端研・生命機船

逆転写静棄はレトロトランスポゾンおよびレトロウイルスの

転位に必須¢酵素である。レトロトランスポゾンは真核生物の

ゲノム上に多数存在し、環境変化に伴う変異率の糊日などゲノ

ムの進化に寄与すると共に遺伝子タギングなどの分子生物学的

手法によく用いられている.単細胞緑穣類クラミドモナス

(品同助糊閣情均噸7は分子生物判句手法が利用できる

藻類のモデル生物として注目さ払ゲノムプロジェクトも進行

中である治ミゲノムの安定性に関わるレトロトランスポゾンの

研究は進んでいなu、また、遺伝子タギングのツールが十分に

整備されていない倒考献である。現在までにこの生物のレト

ロトランスポゾンb→轄をコードしているDNA断片がいくつ

か単厳さ札転位、縛入カ潮告されているものの、自衛句に転

移できる全長をコードするレトロトランスボゾン¢輔自まない。

我々は配R法によりレトロトランスポゾン様逆転写酵素を

コードしていると恩われるDNA断片をクラミドモナスより分

隊した。この DNA断片は逆転写酵素活性領減の即%以上の

部位で相向性を示すこと、サザン解析によりゲノムあたり数コ

ピーとかなり数カ抄》ないことなどから治宝日月らかとなった.現在

このレトロトランスポゾン様逆転写酵素遺伝子の全長を分般す

ると共に織々なストレス守護異株を用いて、可動性ι嚇濯を行

い、遺伝子タギングのツールとしての可能性を検討している.



lpE13 
イネの主要ファイトアレキシン、サクラネチンの合成酵素

(naringenin 7・0・methyltra n 5 fe ra 5 e)遺伝子の単離とその性質

山旦旦ど，RandeepRakwal2，¥児玉 ;ti2， )11崎信二 1

('展水省・生物研茨媛大・ I・資源生物)

サクラネチンはイネの主要なファイトアレキシンの一つであり、

強い抗菌活性を示すが主要植物ではイネとサクラに見出されるに

過ぎない.しかし、普通的なフラポノイドであるナリンゲニンへ

の1メチル基の転移だけで生成されるので、この合成酵素遺伝子

の導入は植物の抗菌活性の向上に広〈寄与する可能性が期待され

る.我4は、精製した隊棄のアミノ厳1次情遥から cDNAの4構造

を決めると共に BACクローンから遺伝子のゲノミック構造を決

定した.遺伝子113687ミノ磁をコードする 2つのエクソンを持

つ約 3，2kBからなり 1748bpの1つの長いイント口ンが存在す

る.細胞壁合成の他‘抗菌性にも関連すると考えられるトウモロ

コシのリグニン合成に関与するメチルトランスフエラーゼ群と極

めて高いホモロジー(ー致 83%，相同 90%)を示し、防御反応とし

てのファイトアレキシン合成と細胞壁の強化とが同線の遺伝子で

行われることが示された.アルファルフ 7のイソフラボンメチル

トランスフエラーゼは徳能の組向性にもかかわらずホモロジーは

低い(34%，55%).現在、本遺伝子のストレスによる発現続導のパ

ターンの解析と、 Mlの基質特異性の検討とを行っている.

lpE14 
わさび由来の抗菌性タンパク質の精製と遺伝子のク
ローニング

主盈童盤、西原昌宏、大宮香織、山村三郎(財団法
人・岩手生物工学研究センター)

遺伝子工学的手法による耐病性植物の作出を目的
に研究を進めている。今回、灰色かぴ病の発芽・生
育阻害を指標に、わさび葉より抗菌性タンパク質を
単離し、解析した結果を報告する。わさび葉より硫
安塩析、 Q叩 pharos巴カラム、 SP剖 pharseカラム、逆
相カラムを用いて 2種の抗菌性タンパク質 (Wj
AFP-l、2) を精製した。 WjAFP-l， 2はリンゴ斑点
落葉病菌、灰色かぴ病菌、トルコギキョウ立ち枯れ
病菌、イネいもち病菌の生育を阻害した。ペプチド
シークエンスによって得られたアミノ酸配列をもと
に作成した縮合プライマーによる RT-PCRによって
Wj AFP・1、2の cDNAを単離した。相向性検索の結
果、 WjAFP・lはアミノ酸レベルでゴムのヘヴェイン
と60%、アラピドプシスのへヴェイン様タンパク質
と70%の相向性を示した。一方、 WjAFP-2は複数
の植物の PR・1と相向性を示した(アラピドプシス;
79%、アブラナ;71 %)。サザンプロット解析の結
果、 WjAFP-l は 1~2 コピー、 Wj AFP-2は少なく
とも 8コピーゲノム中に存在することが示された。
現在、 WjAFP-l， 2 に関して詳細な生理活性を調べ
るとともに形質転換タバコの作出を行っている。
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2aEOl 
フェリチンの発現を誘導する因子について

盈産主之・吉原利一・増田太郎・斉木博

(電中研・生物科学)

鉄貯蔵タンパク質フェリチンは、 1分子あたり最

大 4000原子もの鉄を貯蔵することができる。そ

の膿にリン酸を取り込むことや他の重金属を蓄積す

るという報告があるが、鉄以外の金属による発現誘

導は知られていない。また、フヱリチンの発現は、

一般に鉄欠乏状態から急搬な鉄供給をおこなうと誘

導されるが、酸性土援においても誘導されることが

報告されている。レかし、この誘導の直接の原因(憧

pH、または、倍pHで司溶化する Al、Feの刻果

など〉については明らかにされていない。

そこで、我々は、フェリチンの発現を誘導する因

子を解明する目的で研究をおこなってきた。本報告

では、ます、水耕栽培レた大豆を用い、幾つかの元

素供給やpH条件を刺滋とレて、フェリチンの発現

をウエスタンプロット法により倹討レた。その結果、

値pH及び、わずかではあるが Al，や Cdによるフ

工リチンの蓄積が認められた。現在、詳細な解析を

mRNAレベルでおこなっている。

2aE02 
外来フェリチン遺伝子導入タバコにおけるアスコルビン酸

ペルオキシダーゼ遺伝子の転写活性について

宣車型二、後藤文之、増田太郎(電中研・生物科学)

鉄は生命活動に不可欠の元素であると同時に、有害な活性

酸素種の発生を触媒する。そのため植物は主に根からの鉄

還元酵素などを介した鉄の吸収と、フェリチンを介した薬

などにおける余剰な鉄の貯蔵・隔離によって適応している.

一方、活性酸素種を消去するために、 SOD、カタラーゼ

等のいくつかの酵素が知られている。その一つに過酸化水

素の分解を触媒するアスコルピン酸ペルオキシダーゼ(APX)

がある。この酵素は、植物にのみ見いだされ、過酸化水素

の濃度に依存せずに鉄過剰に対して転写活性が上昇するこ

とや、細胞質型 (APX-Cyt)、葉緑体型(APX・Chl)等働く場

所によっていくつかの分化型が存在することが知られてい

る。本報告では、通常型(葉緑体移行型)のダイズフェリ

チン遺伝子導入タバコ、および葉緑体移行シグナルのない

変異型(細胞質型)のダイズフェリチン遺伝子導入タバコ

を作出し、それぞれにおける各 APXの転写活性を調べると

もに、外来フェリチン遺伝子導入が APX等の関連酵素の活

性に及ぼす影響について考察する。



2aE03 
クラミドモナスにおいて低C01条件への順化に
必要な調節遺伝子CCMlの単離

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・生命科学)

クラミドモナスは、低CO2ストレス条件に順化する

ため無機炭素濃縮機構(CCM)を誘導する。しかし、

そのシグナル伝達については分かっていない。高

CO2要求性変異株C16は単一の変異でありながら低

∞z誘導性遺伝子(CAH1， LIP-36，β-CA)の発現がみ

られなかったことから、このシグナル伝達経路に変

異が存在することが示唆された。この変異株に野生

株(C9)由来の少なくとも5.1kbのDNA断片(p阻4XA)

を導入すれば3つの低CO2誘導性遺伝子の発現が回

復することから、この領域が変異を相補するのに必

要な領域であることが明らかになった。そこで、こ

の領域に存在する遺伝子(CCMl)を単離した。この

遺伝子は 6つのエキソンからなり、推定70kDaの親

水性タンパク質をコードしていた。

2aE04 
緑藻クラミドモナス炭酸脱水酵素遺伝子CAHl

のf 上滅域に存在する C01応答性シス配列と

DNA結合因子

九町健一、谷口郁也、大山莞爾、福津秀哉

(京大院・生命科学)

クラミドモナスは、低CO2ストレス環境下で数種の

遺伝子の発現を誘導する。中でも細胞表層に局在す

る炭酸脱水酵素の遺伝子CAHlの転写は、低CO2

(0.04%)明所で活性化されるが、高CO2σ%)では抑制

されることが知られている。我々はCAHlの5'上琉

域をレポーター遺伝子arsに連結した一連の融合遺

伝子の解析から、転写開始点上流・293から・261の

領域が低CO2でエンハンサーとして、・351から・294

の領域が高CO2でサイレンサーとして機能すること

をを明らかにした (99年度本大会〉その後、両領域

のリンカースキャンニング解析により 5つの低CO2
依存性エンハンサー配列を同定した。また、ゲルシ

フト解析により、低CO2と高CO2両条件で培養した

細胞の単離核中に、エンハンサー及びサイレンサー

領域に特異的に結合するタンパク質が複数存在した

ので報告する。
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2aE05 
ラン藻の炭富農水素イオン結合タンパク質
前田真一1、G.Dean Price1、MurrayR. Badger1、復本

千賀、企量逮星(名古屋大院・生命農学、 1オーストラ
リア国立大・生物科学研)

ラン藻Synechococcussp. PCC7942のcmpABCD:オベ

ロンは、 ABC型のHC03-能勤職送体をコードしている。
cmpBCDの3遺伝子が繍送体の膜複合体サプユニットを

コードしているのに対し、 crrpAは細胞膜結合性の42kD
タンパク質をコードしており、その推定アミノ酸配列は
硝酸イオン/~硝酸イオン繍送体の基質結合タンパク貨

であるNrtAと47%同一である.本研究ではHis6タグを付

加したCmpAを大腸菌に発現させ、これを用いてCmpA
の生化学的性質を調べた。 Hl4C03-を用いた平衡透析実

験からC叩 Aが無機炭素 (Ci;CO:zまたはHC03-)を特異
的に結合することがわかった.低漉度のCiを含む緩衝液

lこCmpAを加えると、 CiのCmpAへの結合によって港波

中のCO:z滋度が低下したが、その低下速度はカーボニッ
クアンヒドラーゼによって速められた.このことから

CO2ではなくHC03ーがCmpA(こ結合すると結治した。マ

ススペクトルを用いて溶液中のfreeのHC03-とタンパク
貨に結合したHC03-の量を定量した結果、 CmpAが

HC03-(こ対して高い貌和性をもつことがわかった (Kd= 
5μM)。以上のことから、 CmpAがHC03-鎗送体の基質
結合タンパク貨であることが明らかとなった。

2aE06 
炭素欠乏条件下におけるカルポキシゾーム関連遺伝子の
転写制御機構
座豆主主主、小俣達男(名古屋大院・生命鰻学研究科)

ラン藻 Synechococcussp.陀C7942の炭酸固定の場
であるカルボキシゾームの形成と機能発現に関連する遺

伝子群の転写は炭素欠乏状態において活性化される。炭
素欠乏に応答した遺伝子の発現機構を解明するために、
これらの遺伝子群の一つである ccmKLMNOオベロンの
プロモーター領織と Vibrioharveyiの luxA8を連結して
ルシフエラーゼ活性をモニターすることにより、シス制
御配列の機能を解析した。その結果、転写活性化に必要

なシス制御領織は ccmKの翻駅開始点より・239--'55
bp に存在することが分かった.この領織には、化学合
成細菌の炭磁同化系遺伝子の転写調節因子である RbcR
(CbbR) の認織配列と棺問な配列が2ケ所存在した。そ
こでこの2ケ所に部位特異的変異を導入したところ、い
ずれも炭素欠乏に対する応答が見られなくなった。この

ことから、 ccmKの転写は RbcR様の転写調節因子に
よって支配されている可能性が示唆された.我々はすで
に、 Synechococcussp. PCC7942よりRbcRのホモロ
グをコードする遺伝子を1つ取得しているが、この遺伝
子を破犠しでも ccmKLMNOの炭素欠乏による活性化は
みられた。このことからSynechococcussp. PCC7942 
には少なくとも2つ以上の RbcR様の転写翻節因子が存
在すると推定した。



2aE07 
ラン藻 SynechococcusPCC7942における Fe(111)ー

EDTA還元活性の明暗での変化について
辰己朋子，岩城俊雄，和田野晃(大阪府大・農・応
互花了一

我々はラン藻 SynechococcusPCC7942が細胞外
の Fe(III)-EDTAを還元することについて検酎して
きた.この Fe(lIl)ーEDTA還元活性は光強度が強く

なるに従って増加し. 110μE/m2/sの光で飽和した.
飽和光条件下での活性は 19.5nmol/min/mg Chlで
あり，これを 100%とすると暗中での活性は約 66

%であった.この条件下で光合成電子伝達臨書剤
DCMUを用いると.5μMで光照射による Fe(III)-

EDTA還元活性の増加が約 62%抑制された.呼吸
鎖電子伝達阻害重別である KCNを暗中で用いると，
30μMで呼吸による O2吸収をほぼ完全に阻害した
が.Fe(lll )-EDTA還元活性に対しては 1mMで約

37%. 3 mMでも約 83%阻害するにとどまり，そ
れ以上の漉度になっても阻害効果は変わらなかった.

次に Fe(III)-EDTA還元活性の基質灘度依存性を
醐ぺた.光照射下での活性は. Fe(III)-EDTAが 0....... 

10mMの範囲では直線的に淘加した.一方暗中では
基質温度の増加に従って飽和し，その Km舗は約 7.4
mMであった.

2aE08 
Synechocystis sp. PCC 6803における硫貧源欠乏に伴う

転写産物量の変化

直飯島量呈J、t，&本文型車 2、鈴木英治 3 ('茨緩大・2量・自然、 2日本原子

力研究所、 3茨媛大・理・司軍機}

種々の硫貧化合物について、 Synechocystissp.PCC 6803の生育

における単一の硫貧源となりうるかどうかを検討した.

Synechocystisは硫破、チオ硫輩、夏硫蔵、硫化物イオン、分子状硫

貨の存在下、良好に生育したが、 L-システイン存在下における生育は

僅かであり、チオシアン画置、および L・メチオニンでは、生育しなかっ

た.

硫貧濠欠乏時に顕著な転写活性化がII!められる、破磁トランスポータ

ーサブユニットの遺伝子、sbpAをプロープとしてノーザン解析を行っ

た結果、 ill量、チオ硫蔵、亙a..硫化物イオンの存在下では伝写物l立

II!められず、ー方、チオシアン砲、分子状硫貨、 L・システイン、 L-メ

チオニンを加えた渇合、および硫黄欠乏条件では、 30分以内に転写物

の蓄積が毘められた.

硫質問化の主要経路である、システイン生合成に関与する遺伝子につ

いて、硫貧源欠乏時における転写産物量の変動を解析した.その結果、

ほとんどの遺伝子が硫貧源除去後、 30分以内に転写活性化をうけるこ

とがわかった.亙硫画量還元酸素については、例外的に転写産物量の変化

がII!められなかった.現在、 Synechocysti s染色体よの他の遺伝子

について、硫.;!j欠乏に伴う転写パターンの解析を行っている.

137 

2aE09 
7ちe/おS-ダブルラベル法による円石藻のセレン蛋白質

の解析

4油生iム，岩本浩二，白岩善博(筑波大・生物)

セレン(Se)は毒性の強い金属であると同時にある

酵素では必須な補助元素として知られている。我々は円

石藻の生育にseが必須であることを既に見い出したが，

se取り込み機構や se要求性の原因等は依然として不

明である。本研究では，円石藻を 75SeおよびおSを含

む培地で培養し.Seの取り込み能力を調べると共に se
含有タンパク質を検索した。まず，花Se/35S-ダブルラ

ベル法に関する技術的問題を解決しそれを実験に用いた。

その結果. 1) 75Seの取り込みは生育速度に依存する，

2) seは生育に不可欠な量以上に吸収され蓄積される，

3)分子量25kDの蛋白質が特異的に 75Seラベルされる，

4)それは膜画分に局在すること等を見いだした。

2aElO 
C3型PEPC遺伝子のリン酸欠乏による発現誘導
豊田鍾本邸1、佐藤文彦1.2 

e京大院、農、応用生命、 2京大院、生命、統合)

リン酸欠乏時における有機酸の合成において
Phosphoenolpyruvate伺 rboxy凶 e(PEPC)が果

たす役割を明らかとするため、本遺伝子のリン酸
欠乏による発現誘導を解析した。まず、 Nicotiana

sylvestrisより単離した C 3型 PEPC遺伝ヲ子
(ppcl.......3)のうち、根、茎、葉のいずれの組織

においても最も強く発現している ppclのプロモー
ター領域(約 2kb)をGUS遺伝子に連結した発
現プラスミドを構築し、タバコに導入した。この
形質転換タバコを用いてリン酸欠乏の効果をみた
ところ、酵素活性、タンパク質レベルの変動と対
応してリン酸欠乏による GUS活性の上昇を認め
た。従って、リン酸欠乏による PEPCの活性上昇

は転写レベルで調節されていることが明らかになっ
た。一方、リン酸欠乏による PEPCの発現誘導は
ショ糖の添加により顕著に促進された。現在、リ
ン酸欠乏シグナルに対するシス配列の解析を行っ

ている。



2aEll 
葉緑体の蓋硝酸取り込みに関与するトランスポータの性質と
cDNAの単雌
経温釜翠、橘高隆一、畑山裕売、高矯正昭
(大阪府大・.・応用生物化学)

硝磁のアミノ酸への還元同化は織物のみが持つ軍複な織機で
ある.土績から取り込んだ硝磁をまず細胞質で硝厳還元首事素に
よって亙硝般に、続いて.縁体内で豆硝酸還元毒事索によってア
ンモニアに還元し、アミノ磁の合成に用いる.このー速の窒素
同化過程において中間体として生じる彊硝磁は、細胞質から.
緑体内に.阜く取り込まれる.この繍送の機構は殆ど不明のま
まに残されているが、値物のさ主育に量5・する重要な過程であり、
トランスポーターの関与が考えられる.
我身は光照射によって緑素でのみ転写が跨導され、アンモニ

ア添加によって発現が抑制される遺伝子の cDNA(CsNitr1) 

を好硝酸性植物であるキュウリから単擁した.CsNitr7がコー
ドするタンパク貨は葉緑体包膿に局在しており、豆硝酸イオン
の単隙.縁体による invitroの取り込みは抗 Nitr1抗体の Fab

フラグメントによって阻害されたので、 Nitr7が亙硝厳トラン
スポーターをコードしていると維機した.CsNitr7タンパク質
l立、 12の膜貫通ドメインと 1つの視水性ループを持つ典型的
なトランスポーター術進を持っていた.シロイヌナズナの EST

ライブラリーより CsNitγ1アミノ磁配列に 56%の相向性を持つ
全長 cDNA(AtNitr7)を得た.この遺伝子の発現も光照射下の
業に特異的で、 CsNitr7の発現様式と一致した.また、 CsNitr7

とAtNitr7の保存領峨から合成したプライマーを用いてタバコ
ゲノムより CsNitr1に57%、AtNitr1に90%の相向性を持つク
ローン NtNitr7をf辱た.

2aE12 
葉脈問クロロシスを示すNAAT過剰発現タバコ

高橋美智子i ヘ中河卓 也 根 岸 孝 至 寺 田 靖 子

中井泉西海直子 吉 村 悦 郎 森 敏 J .

(1.CREST， 2.東大院・農 3.東京理科大・理)

ニコチアナミンアミノ基転移酵素 (NAAT)はムギ

ネ酸生合成経路上の酵素であり，鉄欠乏ストレスに

よって発現が誘導される。 NAATは双子葉には存在せ

ずイネ科のみに存在する。NAA.TIの機能を解明するた

め，この遺伝子の一つ(庇凶孔)が35Sのプロモー

ターで過剰発現する形質転換タバコを作成した.

形質転換タバコのうちの約半数の株の新薬はニコチ

アナミン合成能を欠くトマトの突然変異クロロネパ

( Chloronenra) と良く似た葉脈問クロロシスを呈し

た。シンクロトロン蛍光X線解析法による解析や金属

含量の測定は、 naatタバコが特に鉄輸送に異常を来し

ていることを示唆した。また、電子顕微鏡観察によ

り、 naatタバコが電子密度の高い物質を液胞に貯めて

いることがわかった。
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2aE13 
Alによるタバコ培養細胞の細胞内 Ca"と微小管の

変動

Mayandi SIV AGURU，山本洋子，盤主主盟(岡山大

.資生研)

タバコ培養細胞を用いAlの細胞内遊離 Ca"と微

小管の構造変化に与える影響について検討した。Al

の影響は細胞の生育時期により大きく変動した。対

数期の細胞ではAl(50凶.1)によりフラグモプラスト

と紡錘体の構造が消滅した。またAlにより分裂細

胞の紡錘体の脱重合が観察された。一方、表層微小

管は短時間のAl処理では変化しなかったが、処理

時聞を長くすると脱重合が認められた。

他方、定常期の細胞ではAlによって表層微小管

の安定イじが認められ、脱重合には 100μMのAl処理

を必要とした。対数期の細胞では M による細胞内

Ca'+の増加が認められたが、定常期の細胞では認め

られなかった。また Ca'+の増加は処理に用いた Al

の濃度に依存した。さらにこれら Ca'+の変動は、

A23187や CPA(CyclopiazonicAcid)処理による Ca'+の

変動と類似していた。

2pEOl 
CaMV35Sーニコチアナミン合成酵素 遺伝子

(hvnas7)を導入した形質転換イネおよびタバコ

撞E蓋圭1・1高橋美智子川、 JII崎信ニヘ
中西啓仁1、西漂直子1、森敏1，2

c東大院・農学生命科学、 2CREST、3生資研)

ニコチアナミンはムギネ酸生合成の中間体として

イネ科植物の鉄吸収において重要な役割をはたす一

方、ニコチアナミン自体が鉄やそのほかの重金属の

キレーターであり、双子葉植物では植物体内の重金

属代謝に関与している。しかし双子葉植物のニコチ

アナミン合成酵素 (NAS)活性は鉄欠乏や鉄過剰に

よって変動せずニコチアナミンの生理機能の詳細は

明らかでない。演者らはこれまでオオムギ、イネ、

アラピドプシスからのNAS遺伝子群のクローニング

について報告してきた。今回、オオムギ由来の

hvnas7のORFをCaMV35Sプロモーターにつなぎ

イネとタバコに導入した。得られた形質転換植物に

ついて、ノーザン解析により導入したhvnas7が地

上部でも地下部でも発現していることを確認した。

これらの植物が鉄欠乏や鉄過剰に対して耐性を示す

かどうか、また金属含量の変化について検討中であ

る。



2pE02 
シロイヌナズナのニコチアナミン合成酵繁 (AtNAS)遺伝子の

上流域解析

銑率二~L.'. 繍口恭子1へ 中西啓仁 西海底子 森敏I.~

(' CREST.'東京大学大学院農学生命科学)

演者らは縮物生理学会 1999年年会において双子葉植物である

ArabJdopsJs thaJianaからのニコチアナミン合成酵素 (NAS)
の3つの遺伝子心'¥tNAS1-3)のクローニングについて発表をおこ

なった。今回これらの3つの遺伝子の発現機式についての上流

解析をおこなったのでこれについて報告する。先にクローニン

グしたAtNAS1-3のそれぞれのORFよりよ流 1000ペース程

度をPCRによりクローニングし、それぞれについてトグルク

ロニダーゼ (GUS)をレポーター遺伝子としてつないだデリー

ションシリーズを作成した.これらをパーティクルガンを用い

てタバコ培養細胞、 BY-2に導入し、 GUS活性を測定した。

その結果、 3つの遺伝子がそれぞれ異なるプロモーター活性を

持っていることがわかった.また、 NASの反応産物であるこ

コチアナミンは、植物体内のニ価金属のホメオスタシスに関係

していると考えられるので、 Fe.Cu. Mn. 2nについて、過剰

症、欠乏症におけるプロモーター領域のレスポンスを調べたと

ころ.AtNAS2.3の上流域については過剰症、欠乏症ともに

変化がみられなかった。 AtNAS1の上流域においては、 Fe.
Cu.2nの欠乏症で GUS活性の上昇がみられたものの、 Mnの

欠乏症では GUS活性の上昇はみられなかった.また、各金属

の過剰症では GUS活性に変化はなかった.これらの結果の意

義について論議する.

2pE03 
クエン酸合成酵素過剰発現によるシロイヌナズナ

有機酸放出能力の強化

小山博之，河村彩子，滝田英司，木原智仁柴田

大輔，原徹夫(岐阜大・農 1かずさ DNA研)

ニンジン由来のミトコンドリア局在クエン酸合

成酵素をアグロパクテリウム方によりシロイヌナ

ズナ (WS)に組み換えた 10系統の組み換え

体の内. 2系統では本酵素活性が 2倍程度に糟加

していた. この活性増加は，定量 PCR解析から

主に遺伝子導入効果によると推定された. 本酵

素はシロイヌナズナ中でも，ミトコンドリアに移

行し活性を保持していることがウエスタンプロッ

ト解析等の結果から推定された. リン酸アルミ

ニウム給源の無菌的水耕栽培条件下で，根端から

放出されるクエン酸量が野生型及び組み換えの対

照植物に比較して最大で2倍増加し，その程度は

遺伝子発現・タンパクの蓄積量と相関を示した.

尚，放出量の高い系統はアルミニウムストレスに

対して耐性を示した.

139 

2pE04 
トランスジェニツクシロイヌナズナの種子における硫酸イ

オントランスポーターAST68の機能解析
要注原 手子平 1.2、高橋秀樹1、高橋(渡部)品子1、林

浩昭2、藤原徹2、斉藤和季 (1千葉大・薬・薬用資

源センタ一、 2東京大..・応生化)

シロイヌナズナには、組織特異的に発現する硫酸イオント

ランスポーターをコードすると考えられる遺伝子が、少なく
とも 7種存在する.本研究では、それらのうちのA訂四[1]
について種子における機能を解析した.AST68プロモーター
とβーグルクロニダーゼ(gus)との融合遺伝子を導入した形質
転換シロイヌナズナにおいては、 GUS遺伝子は種子とさや
の連絡部分 (f山吐c叫us)、さやの付け根で強〈発現してい

た.ダイズs-コングリシニンの 8サプユニット遺伝子の硫
黄欠乏に応答するシス領域をCaMV35Sプロモーターに挿入
した融合プロモーターとgusとの融合遺伝子を導入した形質
転換シロイヌナズナ (p35S-s -GUS植物)では、地上部全
体でGUS活性が硫黄欠乏により糟加する(2).本研究では、
アンチセンスmRNAによりAST68の発現を抑制した形質転

換シロイヌナズナ (AST68アンチセンス植物)と、 p35S
-β-GUS植物との交配体を作製し解析した.交配体 (F1植
物)では、硫黄欠之条件下においてp35S-β-GUS植物と比

較して完熟種子中のGUS活性の著しい増加(約2倍)、硫酸
イオン濃度の低下(約50%)がみられた。

以上の結果から、 A訂 68は種子への硫黄の愉送に重要な

役割を果たしていると考えられる.

(1) Takahashi et aJ. (1997)丹OC.Natl. Acad. Sc!. USA 
94.11102-11107 

(2) Awazuhara et aJ. (1998) Plant C巴11Physlol. 39 
Suppl. s133 

2pE05 
シロイヌナズナ高ホウ素要求性変異株の単離と解析

童生盗盟、林浩昭、藤原徹(東大院・腹・応生化)

高等植物の必須栄養素の機能を知る上で、分子遺

伝学的手法を用いることは有効である。ホウ繁栄養に

関わる変異株として、シロイヌナズナでは現在までに

borl・1、borl-2が知られている。より多くの変異株

を得ることを目的として、ホウ繁栄養に関与する変異

株のスクリーニングを行なった。

50000個の EMS処理した M2種子から 4回のス

クリーニングを経てホウ素欠乏条件下(0.3μMB)で地

上部の成長が押さえられる候補株を単厳した。この候

補株は、低ホウ素条件下(3μMB)で地上部の生育が野

生型株と比較して著しい陣害が起きた。しかし、通常

条件下(30μMB)では野生型株とほぼ同様の生育を示

した。根の伸長は低ホウ索条件でやや阻害され、これ

も通常条件で回復した。

候補株についての他の実験結果も合わせて報告す

る。



2pE06 
シロイヌナズナ bor1-1変異株におけるホウ素の根から

地上部への移行について
里旦圭本盤、高野11買平、林浩昭、藤原徹(東大院、腹、

応生化)

bor1-1変異株は、ホウ素欠乏に感受性の変異株である。
現在までの演者らの解析により、 borl-l変異株では根
から地上部へのホウ素の移行が抑制されていることが示
唆された。そこで本研究では、このホウ素移行機構につ
いてさらに詳しく知るためにトレーサー実験を行った。

30μMのホウ素(lOB:11B= 20:80)を含む水耕液で
3週間生育させた野生型株と borl-1変異株を 1.3. 10. 
30. 100 μMのトレーサーホウ素(lOB:llB= 96:4)を含
む水耕液に移し、これを l日吸収させた。これらの植物
体から導管液を採取し、そのホウ素濃度を測定した結果、
1. 3. 10μM区において、野生型株ではトレーサーホウ
素濃度が水耕液中のホウ素濃度と比較して高かった。一
方、 bor1-1変異株の導管液のトレーサーホウ素濃度は、
水耕液のホウ素濃度と同様であった。 30.100 μM区で
は、野生型株、 borl-1変呉株の両者で、導管液へのト
レーサーホウ素の濃縮は見られなかった。これらの結果
から、シロイヌナズナは、低ホウ索条件下で地上部へホ
ウ素を移行させる際に、71<耕液中のホウ素を濃縮する機
織を持ち、 bor1-1変異株ではこの機構が欠損している
と推察される。この濃縮機構の性質について報告する。

2pE07 
硫黄欠乏下で蛍光強度が増す形質転換体とその

利用

本鑑車王， 林浩昭， 藤原徹 (東大院・農・応

用生命化学)

ダイズ種子貯蔵査白質 βコングリシニン βサ

プユニットをコードする遺伝子は転写レベルで

硫黄栄養により制御されることが知られている。

硫黄応答に必要なこの遺伝子のプロモーターの

最小領域をカリフラワーモザイクウィルス 35S

プロモーターに挿入した後、 GreenFluorescent 

Proteinの遺伝子をつないでシロイヌナズナに導

入した。この形質転換体を培地の硫酸硫黄濃度

を変化させて育てたところ、 15μM以下の濃度で

強い蛍光が地上部全体で観察された。葉は周辺

部が良く光った。蛍光は矯種後 15日自に顕著に

観察された。 Ethylmethanesulfonate処理したこの

形質転換体の種子から、硫黄濃度に応じた蛍光

強度の変化に異常がある株を数株得ているので

現状を報告する。
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2pE08 
オオムギ根からの鉄欠之誘導性lipoxygenase遺伝子
の単離

斗且盟堕1.2、中西啓仁I、西漂直子1、森敏1・2

c東大大学院・農学生命科学、 2CREST)

鉄欠乏オオムギ根由来のcDNAlibraryから、鉄欠
之で発現が誘導されるcDNAIDl6を単離した。 IDl6
cDNAは全長1793bpで、 448個のアミノ酸からなる
タンパク質をコードしていた。 IDI6タンパク質は、
アミノ酸配列の相同性からlipoxygenaseであると考
えられた。これまで、オオムギからは4つの
isoformが単離されているが、 IDI6は新規の
lipoxygenase isoformであった。 lipoxygenaseは不飽
和指肪酸の過酸化を触媒する。生成した過酸化脂
肪酸は、 jasmonicacidやtraumaticacidなどの、高等
植物の病原菌感染に対する防御に関わる、二次代
謝産物の前駆体である。イネ科植物は鉄欠乏条件
に応答して三価鉄キレーターであるムギネ酸を分
泌し、鉄を可溶イじして吸収している。実際の土壌
中では、分泌されたムギネ酸の大部分は微生物に
分解されるため、一部分しか鉄吸収のためには有
効ではない。鉄欠乏条件でlipoxygenase遺伝子の発
現が誘導されることの意義を、鉄欠乏条件での根
圏における植物と微生物の相互作用の見地から論
じる。

2pE09 
トマト根に局在するgenrin機タンパク貨(L.eGlp1)の性質

直盛正圏、竹上貴史、藤本直

(大阪府大・農・応用生化)

酔 rrnnは種々のストレスにより都財f誘導されるタン

パク質の一つである。我々はトマトの根から金属結合部

位を持つタンパク質:cDNAをクローニングし、コードし

ているタンパク質がgenrinのファミリーに属することか

らL.eG制と名付けた。LeGlplの機能を知るために、

L.eGわ1形質転換植物を作出し、また、大腸菌で発現させ

た不活性型のLeGlplを抗原として作出した抗体を用いて

定量することにより、組織分布や金属結合性などを調べ

た。

非形質転換タバコと異なり、LeGlpl形質転換タバコに

は抗LeGlpl抗体と反応するタンパク質が根、地上部とも

に見出され、その分子量はgenrinが持つシュウ酸酸化酵

素の活性染色部位と一致した。ホモポリマー情造を持つ

LeGlpl はNi~に対する親和性を示さないが、 SDSと尿素
存在下で熱処理してモノマーに解離させると結合性を示

した。モノマーはシュウ酸酸化酵素活性を持たないので

金属の結合と酸化酵素活性の獲得との聞の関連性が示唆

される。



3aEOl 
'-'"チレン合成系両手業の大気i'J染物質による発射，誘導
'.T盤室主・ 1玉置雅紀・ 2袈公 英 ・ 2朴繁弘佐治光
1背出T光子・ l久保l川弘・ 3近藤知!l)JJ

('国立環境研・ 2ソウル市立大学 ・3東京大・院・理)

オゾン (0，)と二酸化イオウ (SO，)は主姿な大気汚染物質

であり積物に可視障害をもたらす。植物がこれらのガスに

曝露 されると、可視障害が発生する前にエチレンの生成が

起こり、エチレンの生成や作用を薬剤によって抑制すると

障害も抑制 される。 2種のガスがエチレン生合成経路の酵
素遺伝子の発現に及ぼす影響を制ベる目的で、 0，あるいは

SO，で誘導される ACCsynthase(ACS) 及び ACCoxidase 

(ACO)をコードする cDNAを RT-PCR法によってクローニン
グした。 0，を同暴露したトマト緑葉由来の RNA、および SO，

を曝露したトマト緑業由来の RNAからは共に同じ 3種類の

ACS (LE-ACSJA， LE-ACS2， LE-ACS6'と1種類の ACO

(LE-ACOJ)をコードする cDNAが単離された。それらの発現
を RNase Protection assay法および Northernblo1:分

析で調べた結果、 0.2pp.の 0，を暴露した場合 3つの ACSの'

発現は一過的に上昇し、曝露開始から 2時間以内にピーク

になり、その後急速に減少した。LE-ACOlの発現は 4時間
まで上昇しつづけ、その後やや低下した。一方 lpp.の

SO，を曝露した場合、 2時間までに LE-ACS1Aと LE-ACS6の
発現がわずかに上昇したが、 その レベルは 0，曝i震の場合の'
5分の l程度であった。LE-ACS20.コ発現l立4時間以降急速

に上昇し、 LE-ACOJの発現は 0，1曝飯に比べ5分の 1程度上
昇した。以上の結果から 0，と SO，はエチレン生成経路の同

じアイゾザイム遺伝子の発現を誘導するが、その効果が具
なるものと考えられる。

3aE02 
傷、エリシターにより誘導される Myb機転写調節因子 LBM1

の発現調節機僧および LBM1を過剰発現する植物体の解析

。杉本和彦、武田真、魔近洋彦(農林水産省・農業生物資源研)

Kazuhiko SUGIMOTO. Shin TAKEDA and Hirohiko HIROCHIKA (Dept. 01 

Molecular Genetics. Nationallnstitute 01 Agrobiological Resources) 

タバコのMyb線転写因子である LBM1はレトロトランスポゾン(加乃

末端反復配列(LTR)に存在するシスエレメン卜{13-bpmotiりに結合し、

傷、エリシター処理への応答に関与していると考えられる.傷処理後

の LBM1の発現は、そのターゲットとなっていると考えられる 12トbp

motilを持つレポーター遺伝子(GUS)の発現に先立って引き起こされる.

LBM1による 13トbpmotilへの DNA結合活性も同様に傷処理によって一

過的に引き起こされ、この一過的な発現及びDNA結合活性はタンパク

合成阻害剤であるシクロヘキシミドで阻害されたが、 LBM1の傷誘導

は阻害されなかった.これらの結果から LBM1の活性化は転写のレベ

ルで制御されると考えられる.そこで今回 LBM1がmVIVOで機能しう

るか、そして LBM1の活性が転写のレベルで調節されているか調べる

ために、 LBM1を過剰発現する形質転換タバコを作製した.LBM1の僚

的である 13-bpmotil/L -boxを持つレポーター遺伝子及び内在性の遺伝

子PAL，Tto1の発現レベルを解析した結果、導入した LBM1の発現に相

関してその発現レベルが高くなっており、LBM1がmVIVOでも機能す

ることが示された.

LBM1の傷誘導性に必要なシス配列{AG-motiりとそこに結合する

zinc finger pr口teinである LBP1が同定されている. ゲル内リン酸化実

験から LBP1は46kDaのkinaseにより傷処理後一過的にリン磁化され

る.この LBP1kinaseの候補として仰 vitroの実験の結果からタバコ

MAPKの一つである NTF3である可能性が示唆されている.今回これ

らについても報告する.

141 

3aE03 
Riプラスミド由来アグロビン合成酵素遺伝子プロモーターの

傷害誘導性:プロモーター解析 E
丞よ腫王、猪口雅彦、近藤弘清(岡山理大・理・生物化学)

これまでに我々は、 AgrobacteriumrhizogenesのRiプラスミ

ド由来のアグロピン合成酵素遺伝子 (Ri'ags) のプロモーター

(Ri'Pags) が、植物中で根及びカルス組織特異性を示し、一

方薬及び茎では傷害誘導性を示すことを明らかにしてきた。

さらにRi.Pagsの5'端から段階的に欠失させ、前述の発現特異

性が翻訳開始コドンの上流ー243bp-.208bpの領域で制御され

ることを示した。今回はゲルシフトアッセイを用いてRi.Pags

に結合する因子の検出とその結合部位の特定を行なった。

グルシフトアッセイは、ー243bp-ー208bpの領域を含みかっ

TATA boxを含まないRi.Pagsの上流倶.IJ断片 (KE1、216bp) を

プロープとし、タバコ懸濁培養細胞から調製した核抽出液を

用いて行なった。その結果、 KE1に結合する主要な因子が1種
だけ存在することが示された。この系にKE1を6分割した断片

(KE1'1-6) を競合させた結果、ー243bp-ー208bpの領域

(KE1'3) のみで競合がみられた。一方この領減を内部欠失

させたプロープ (KE1C:>3)に対しては結合活性が観察されな

かった。これらの結果は、先述の段階的欠失実験の結果と一

致した。また、 KE1.3を細分割した断片を鏡合させた結果、

因子の結合部伎は243bp-'232bpの12塩基対の領域に含まれ

ることが明らかとなった。さらにこの領域を2塩基ずつトラン

スパージョン変異させた断片を競合させた結果、結合因子は

G、cに富む10塩基対を認識することが示された。

3aE04 
タバコERF3遺伝子の傷応答発現の転写制御機構の解析

直血--.l5:I.2，進士秀明鈴木馨l

(】工技院・生命研・植物分子生物、 2科学技術振興事業

団)

エチレン応答性転写因子であるタバコERFは、植物の

防御遺伝子のプロモーターに存在するエチレン応答性シ

スエレメント(GCCbox)と相互作用して転写を制御す

る。これらのERFをコードするERF2，3， 4遺伝子は葉に

傷をつけると，ジャスモン酸やエチレン非依存的に，傷

周辺の組織での局所的な早い発現応答と共に迅速な全身

的応答を示す。 ERF2，3および4遺伝子のプロモーター領

域とGUSの融合遺伝子をタバコに導入して解析を行った

結果，傷によって，局所的及び全身的なERF遺伝子の迅

速な転写の活性化が起こることを明らかにした。そこ

で，最も顕著な傷応答性を示すERF3遺伝子の傷応答発

現制御機構について解析を行った。ERF3遺伝子のプロ

モーター領域を5'上流から段階的に欠失させてGUSにつ

ないだ融合遺伝子を導入したタバコを解析した結果，翻

訳開始点から-224-ー164bpの領域に傷害応答性エレメ

ントが含まれていることを明らかにし，さらに，この領

域中の22bpのDNA断片と特異的に結合し，傷処理後10

分以内にその結合活性が顕著に増加する核蛋白質の存在

を明らかにした。



3aE05 
傷害により誘導されるタバコペルオキシ
ダーゼ遺伝子の発現特性
往生率玄友1.4、 平賀勧1.4、伊藤浩之人 山川博幹2.4、

光原一朗3、4、 松井博和人本間守l、大橋祐子3.4 (1北大院・

農・応生科、 2筑波大・生物、 3農業生物資源研、 4JST'

CREST) 

我々は、タバコ植物から、傷害により迅速に誘導

されるペルオキシダーゼアイソザイムをコードする

cDNA (tpoxNl)を単離した。 tpoxNlは根で恒常

的に発現し、傷害により全身的に発現誘導を受け

る。また、 tpoxNlは、タバコモザイクウィルス感
染による病斑形成に伴って誘導される。しかし、傷

害により誘導される塩基性PRタンパク質遺伝子群の

シグナル物質であるメチルジャスモン酸およびエチ

レン処理では、 tpoxNlのmRNAの増加は見られな

かった。これらの結果は、 tpoxNlの傷害による誘

導が、現在までに明らかにされているタバコ塩基性

PRタンパク質遺伝子の発現とは異なったシグナル伝
達経路を介することを示唆する。今回は、この遺伝

子の傷害応答の器官特異性や、この応答に対するプ

ロテインキナーゼ阻害剤の影響等を調べたので報告
する。

3aE06 
傷害後のカボチャ中果皮組織におけるジャスモン酸の蓄積と、

活性酸素群とは独立したエチレン産生への影響

車違盈輩、藤田広樹、酒井慎吾 (筑波大 ・生物 )

傷害後のカボチャ中果皮組織におけるジャスモン酸量の変

動を gaschromatography-massspectrometryを用いて測定

した結果、ジャスモン酸量は傷害後 1時間以内に増加を始め、

その後 3時間、劇的に治加を続けた。この増加様式は、傷害

後のエチレン産生に見られたものに相関を示した。また、リポ

キシゲナーゼの阻害剤であるアスピリンを処理することで、こ

の増加は抑制された.さらにアスピリン処理はエチレン産生も

阻害した.この結果は、ジャスモン酸が傷害後のエチレン産生

に促進的効果を示すという結果と対を成すものであった。

我々は現在までに、カボチャ中果皮組織より単離した 3種

の傷害誘導性 ACC合成酵素遺伝子のうち CM-ACSl(以前は

WSACS2と呼称)の発現調節機織の一部として、活性酸素群と、

ジャスモン酸がともにその発現を誘導するように機能すると

とを報告している。そこで O2ーの産生系である NAD(P)Hオキ

シダーゼの阻害剤DPI(diphenyleneiodonium)を処理した際

のジャスモン酸産生への影響を調べたところ、影響がないこと

が分かつた.また更に、 DPIとアスピリンを同時投与した際の

CM-ACSlの発現を調査することにより、その発現が上記 2つ
の阻害剤により相加的に抑制されることが明らかとなった.こ

れらの結果は、活性酸素群とジャスモン酸が独立した機構によ

って CM-ACSlの発現を制御していることを示唆しているも

のと考えられる。
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3aE07 
タバコの傷害ストレス初期応答遺伝子 C7は浸透圧
ストレスにも応答する
国並単，原光二郎，屋木美津恵，草野友延，佐野浩(奈

良先端科学技術大学院大学・遺伝子教育研究センタ
ー・植物細胞工学)

植物は環境ストレスから逃れることが出来ないた
めに、ストレスの認識、情報伝達、対応といった複
雑な防御機構を発達させてきた。これらの素過程の
中で、認識にかかわる遺伝子の単離を目指した。モ
デル系として、タバコ葉で傷害ストレス初期に応答
する遺伝子を単離するために、蛍光デイファレン
シャルディスプレイ法(FDD)を用いた。いくつか得
られたcDNA断片のうち、 C7遺伝子のmRNAは傷害
後10分以内に蓄積を始め、 3時間後には減少した。
更に詳しく検討した結果、傷害ばかりでなく塩スト
レスや浸透圧ストレスに対しでも早期一過的に
mRNAが蓄積された。予想されるアミノ酸配列によ
り、膜貫通型の新規のタンパク質であった。 GFPと
の融合タンパク質により、細胞膜上に局在すること
が分かった。現在詳しい特徴づけをおこなってい
る。

3aE08 
Isolation of a g畑ne，Nt>>処F1， encoding a protein that 
interacts with wound induced protein kinase (WIPK) 
from tobacco plants by yeast two hybrid system. 
YIInkiam YA~， Tomonobu KUSANO， Hiroshi SANO， 
Res. And Edu. Ctr. For Geneuc Inforrnation， Nara 
Institute of Science and Technology， Nara 630-0101目

A tobacco gene，WIPK， encoding a protein kinase 
that belongs to the mitogen activated protein kinase family 
(MAPK)， is transcriptionally acuvated in response to 
wounding. The protein kinase acu vity was detected in 
wounded leaves as early as 1 minute after wounding. In 
order to isolate proteins that interact with WIPK， we 
screened a cDNA library by yeast two hybrid system. Using 
the full length wipk cDNA as bait， we isolated a p訂ticular
clone containing a 0.8kb cDNA fragment， products of which 
interact specifically with WIPK. Using the isolated 0.8kb 
cDNA fragment as a prob巴， we then isolated a 2.2kb cDNA 
clone by screening a Uni-ZAP XR cDNA library百lisclone 
was temporarily designated as Nt附 Fl(笠IPKllssociated 
factor). The predicted ORF of Nt-WAFI encodes a 
polypeptide of 648 amino acids.τne first 300 amino acid 
sequence from the N-terrninal of Nt-WAFI shows a high 
homology to the DNA binding domain of auxin response 
factors (ARFs) from Arabidposis. However the C-terminal 
region which interacts specifi叫 Iywith WIPK， does not 
show any similarity to any known proteins. Further analyses 
are under progress to examine the in vivo interaction 
between WIPK and NtWAFI， and expression of NtWAFJ in 
response to wounding. 
(This work was p訂tlysuppol1ed by a grant from JST/ 
CREST). 



3aE09 
傷害誘導遺性レセプター型キナーゼをコードする

舵K1遺伝子の特性

伊藤直子、瀬尾茂美、大橋祐子(農水省・農業生資

研/JST.CRE訂)

われわれはタバコを材料に、傷害の情報伝達経路

に関する研究を行ってきた。そして、傷害誘導性脳P

キナーゼ (WIPK)がリン酸化による活性化を受ける

ことにより、その情報が下流の塩基性PR遺伝子の発

現へと伝達されることを示した。今回、 TMV感染によ

る病斑形成の初期にその発現が誘導される新規の遺

伝子を単離した。この遺伝子は N末端にロイシンリ

ッチリピート (LRR)を持つと共に膜貫通ドメインと

セリンスレオニンキナーゼを持つレセプター型キナ

ーゼをコードし、傷により 15-30分でその発現が誘

導された。そこで我々はこの遺伝子を found-induced 
Eeceptor !5Inase l(眠K1)と名付けた。蹴K1の転写産

物は同調的病斑形成誘導系を用いると、病斑出現の

かなり前から蓄積した。さらに老化葉で転写産物が

蓄積していることが確認された。この遺伝子が傷害

情報伝達系において果たす役割について討論する。

3aElO 
サクラの茎成長における重力とジペレリンの作用

盤崖査王ι佐藤麻美人船田良2、山田晃弘3、中村

輝子
(日女大院・理、日女大・理i、北大・農2、放送大3) 

樹木の枝及び幹の成長方向は、一次伸長成長と二

次肥大成長により制御されている。サクラを実験材

料として用いて、樹木の成長方向制御に関わる、重

力と植物ホルモンの働きについて、重力形態形成や
重力屈性における重力応答系の研究を通して解明

している。既に、シダレ性の実験により、ジペレリ

ンが重力刺激伝達物質として機能すること、又、サ

クラ幼植物の二次木部の形態形成に重力が深く関

わっていること、及ぴ伸長停止帯であるこ次肥大成

長部位の茎基部節間レベルにおいて、その重力形態
形成及び重力屈性の重力感受に沈降性アミロプラ

ストが関与している可能性が示唆された。

本研究においては、 3Dークリノスタットを用い
て、擬似微小重力環境下におけるサクラの茎の成長
方向、二次木部発達、及び沈降性アミロプラストの

挙動に及ぼすジべレリンの影響について検討した
ので、この結果を報告する。
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3aEll 
擬似微小重力環境下における貧化アラスカエンドウの

成長方向と植物ホルモン

畳霊差亙里長尾明子2 中村輝子1

( 1日本女子大院・理 2 筑波大環境科学)

直交する2触をランダムに回転させることにより、擬似微

小重力環境を作出する3D-クリノスタットよで、 3日齢の質

化アラスカエンドウを24時間生育させると、その上院軸は

地上対照栂物と異なり、成長方向がランダムになり、屈曲

が認められる。しかし、ジベレリン処理を行なうことによりこ

の屈曲が抑制された。また、地上においてブラシノライド処

理することにより、屈曲が包められ、 3Dークリノスタツト処理

舗物と類似した形態を示した。このことより、地上対照植物、

3D・クリノスタット処理植物、ブラシノライド処理一地上纏

物、およびジペレリン処理-3D・クリノスタツト処理錨物に

おいてエチレン放出量の検討を行なった。その結果、地上

対照植物に比べ、 3D・クリノスタツト処理、ブラシノライド処

理一地上植物は、エチレン放出が促進され、また、ジペレ

リン処理一3D・クリノスタツト処理値物!ま、エチレン放出が

抑制された。よって、微小重力によりエチレン放出が促進さ

れ、ジペレリンがその促進を抑え、地上対照樋物のエチレ

ン放出量まで回復きせる可能性が示唆された。





laFOl 
クロロフィル b合成はクロロフィル aオキシゲ

ナーゼの発現によって調節されているか?

旦且五二、田中歩(北大・低温研)

さまざまな光環境(強光、弱光など)へ高等植物

が適応する際には、光化学系のアンテナの大きさの

変化が重要な役割を果たしている。光化学系のアン

テナの大きさは、主に、クロロフィル bの合成量に

よって決まると考えられているが、現在までのとこ

ろ、そのメカニズムはわかっていない。

我々は、近年、クロロフィル bを合成する酵素(ク

ロロフィル aオキシゲナーゼ;CAO)をクラミドモ

ナスで同定し、その遺伝子をシロイヌナズナなどい

くつかの植物から単離した。

我々は、クロロフィル b合成および光化学系のア

ンテナの大きさは、 CAOの発現によって調節されて

いるのではないかと考え、解析を進めている。

今回、様々な光環境下における、 CAOの発現とク

ロロフィル bの合成について報告する。

laF02 
シアノバクテリアにおけるクロロフィル aオキシ

ゲナーゼ(CAO)の発現とクロロフィル bの蓄積
佐藤壮一郎、田中亮一、三室守 l、池内昌彦2、田

中歩(北大・低温研、 l山口大・理、 2東大・教養・

生物)

クロロフィル bはクロロフィル aの 7位のメチ

ル基がホルミル基に酸化されることによって合成さ

れる。最近、我々のグループはこの反応を行う酵素

の遺伝子を単離し、この遺伝子をクロロフィル aオ

キシゲナーゼ (CAO) と命名した。

今回、我々はクロロフィル aからクロロフィル b

への反応が CAOタンパク質単独で行われているか

どうかを明らかにするために、シロイヌナズナの

CAOの cDNAをシアノバクテリア Synechosystis

PCC 6803のゲノムに導入した。この形質転換株

(cbl・3) のクロロフィルを分析したところ、クロ

ロフィル bの蓄積が見られた。この結果は CAOタ

ンパク質単独でクロロフィル bが合成されたこと

を示している。

また、これらの結果を光合成色素系の進化に関連

させて考察する。
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laF03 
光合成細菌を利用した光非依存性プロトクロロフィリド還元

酵素の精製とその性質

藤田祐一、 CarlE. Bauer' (大阪大・蛋白研、 'Dept.BioJ.， 

Indiana Univ.) 

クロロフィル (ChJ)合成系の中間体であるプロトクロロフ

イリド (Pchlide)は、 Pchlide還元酵素によってクロロフィ

リドに変換される。光非依存型のプロトクロロフィリド選元

醇索 (DPOR)は、光合成生物の暗所における Chl合成能を

決定づけている。 DPORの 3つの推定サプユニット

(ChlL/BchL、ChlN/BchN、ChlB/BchB)のホモロジー解

析から、 DPORはニトロゲナーゼに類似した酵素であること

が推定されているが、その生化学的性質についてはまったく

不明であった。

本研究では、光合成細菌 Rhodobactercapsulatusを材料

として、この細菌自身の BchLと BchN蛋白質をs-タグとの

融合蛋白質として、 pucプロモータの制御下で発現させ、両

蛋白質を別々にs-タグを利用して精製した。その結果、 BchL

は、単独蛋白質 (L-蛋白質)として精製された。一方、 BchN

は、もう一つの推定サプユニット BchBと共精製され、これ

ら二つの蛋白質が一つのコンポーネント (NB-蛋白質)を構

成していることが示された。これら二つの精製蛋白質画分を

用いて、 DPORの再構成を試みた結果、 PchJide還元活性は、

二つの蛋白質画分を加えたアッセイ系において、 ATPとジチ

オナイトに依存して検出された。これらの DPORの生化学的

性質は、ニトロゲナーゼと酷似しており、多くの光合成生物

はこのようなユニークな酵素系を用いて Pchlide還元を行っ

ていると考えられる.

laF04 
シロイヌナズナにおける新規な NADPH-プロトクロロフィリド
還元醇素アイソザイム (PDRC)のクローニングおよび発現解析
玄近車盛、増田建、薬井光一郎、房田直記、島田裕士、太田啓
之、高宮建一郎(東工大・生命理工・生命科学)

被子植物のクロロフィル合成系において、 NADPH-プロトク
ロロフィリド還元酵素 (POR)は、光に依存したプロトク口口
フィリドの還元反応を触媒する.シロイヌナズナやオオムギ
では、光照射によって異なる発現制御を受ける 2種類の POR
のアイソザイム (PORA，PORB)が存在することが報告されて
いる.最近、 PORBがクロロフィル合成に、また PORAが光酸
化防御及び PORBの光還元反応のエネルギーを得るための光補
集アンテナとして機能していることが報告され、 2つのアイ
ソザイムが異なる機能を果たしていることが示された。しか
し、これを否定する報告もなされており、それぞれのアイソ
ザイムの機能については未だ明らかではない。
我々は、最近公開されたシロイヌナズナのゲノムデータベー

スにおいて，PORA，Bいずれとも異なる POR相同遺伝子が存在す
ることを見いだした。シロイヌナズナ cDNAをテンプレートと
して PCRを行ったところ、この POR相同遺伝子断片が特異的に
増幅されたことから、この遺伝子は偽遺伝子ではなく、機能的
な POR蛋白質をコードしていると考えられ、 PORCと命名した。
ゲノムサザン解析の結果、 PORCはシロイヌナズナゲノム中に
1コピー存在していた.シロイヌナズナ cDNAライブラリーの
スクリーニングにより、 PORCの全長を含む cDNAを単灘し、そ
の塩基配列を決定した。その結果、 PORA，Bの推定されるアミ
ノ酸配列が高い相向性(約 90%)を示すのに対し、 PORCは PORA
及び Bと比較的低い相向性(約 75%) しか有しないことが明
らかとなった.また遺伝子のイントロンの挿入部位から、進化
上、 PORCはシロイヌナズナにおいて愚初に分岐したことが考
えられた。現在、 PORCの機能を解明するため、 PORCの発現に
対する光照射の野響や組織特異性について RNaseProtecti.on 
Assay i去による解析を行っている。



laF05 
ダイコン子葉の 2種類のクロロフィル分解酵素，フェ
オホルピダーゼの精製と性質
鐙主塵圭，鈴木千穂，塩井祐三(静岡大・理・生物地
球)

クロロフィルの分解過程では，ピロフェオホルビド
が生成されることが知られている.そのピロフェオホ
ルピドの生成はフェオフホルピドを基質とし，そのカ
ルポメトキシ基をメタノールと二酸化炭素へと加水分
解する酵素，フェオホルピダーゼが関与していること
がわかってきた.しかしながら，その詳細については
明らかとなっていない.
本研究では，ダイコンの子葉より 2種類のフェオホ

ルピダーゼを精製し，性質を決定したので報告する.
フェオホルビダーゼ、活性は老化に伴って急激に上昇し
た.DEAE-クロマトグラフィーで分離される 2種類
の成分が存在し，その lつは老化時に出現した.この
ことから，フェオホルビダーゼには構成型と老化型が
存在することが明らかとなった.それぞれについて精
製し餅斤を行ったところ，両者とも5f子量 113，000，
Kmは 15μMであったが，至適pHに違いがみられた
さらに， 14種のクロロフィル類について基質特異性
を調べたところ，フェオホルピダーゼの基質認識には
マグネシウムやフィトールの脱離， C17一C18位の l重
結合構造が重要であることが明らかとなった.

laF06 
高等植物におけるクロロフィル代謝の主要なステッ

プ

孟立--.J量1ぺ山口登 喜夫東理恵倉田俗文ヘ

高橋芳弘下川敬之lC宮崎大・農 2宮崎医科大・生

化学東京医科歯科大・遺伝生化 4九州塵業鉱験場)

老化葉・成熟果実の脱緑は劇的な現象であるもの

の、クロロフィル分解の研究はその代謝産物の抽出・

同定が困難なために、明確ではない。

我々 は、 Arabidopsist，加如m の老化葉より

pheophorbide aオキシゲナーゼ酵素を部分精製した。

この酵素によるpheophorbideaのinvitroでの酸化開

裂機備を検射したので、その結果を報告する。酸化

開裂機反応での 180• 添加アッセイ系では、
pheophorbide a代謝産物中!こ2分子の酸素原子が挿入

された.分子状酸素の一つの酸素原子がホルミル基

に添加された。

以上の結果より、 pheophorbideaのinvitroにおけ

る酸化開裂反応の主要なステップは、モノオキシゲ

ナーセ酵素により触媒されていることが示唆された。
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laF07 
ウンシュウミカン果実におけるクロロフィル代謝

食且益)t，東理恵1高相官芳弘山元洋書房ヘ下川敬之足立

勝I(九州虚業鼠験場，宮崎医科大・生化学宮崎大・a)

これまでの研究より，我々はエチレンが必しも三つの

醇素(クロロフィラーゼ， Mg-デキレターゼ，フェオフ

ォルピド aオキシダーゼ)の順序だった作用 (Matileら，

1996)を通して植物の脱線を促進するのではなく，主に

クロロフィラーゼによって欄始されるものと，クロロフ

ィル酸化稼紫によって開始されるもの (Adachiら，

1996)の二つのタイプが存在することを報告した.さら

に，in vivoでのクロロフィル a分解経路に，フェオフ

ォルピド aからピロフェオフォルピド aへ変換する経

路が関与すること (Kurataら， 1998)を推察した.この

ことより，クロロフィル分解は非常に復維な代謝経路で

ある.本研究では，的 vivoにおけるエチレン処理したウ

ンシュウミカン果実でのクロロフィル代謝と，それに関

与する醇素についてさらに研究を行なった.

laF08 
ブロッコリー花普(Brassicao/eracea L.)におけ
るクロロフィル代謝

直撞差3ム，吉田宗宜，山元洋幸，倉田裕文¥東 理

恵2 下川敬之，足立 勝2 (宮崎大・農九州農業

試験場宮崎医科大・生化学)

クロロフィル分解の促進は，エチレン生理作用の

一つである.本研究では，暗所下においてエチレン

処理したブロツコリー花奮(Brassicaoleracea L.) 

の脱緑機構を明らかにするために，高速液体クロマ

トグラフィーを使用し，ブロッコリー花奮のクロロ

フィル代謝産物の分離を行った.エチレン処理，無

処理48時間自の花奮から，クロロフィルa代謝産物

であるクロロフィリドa，フェオフオルピドa，ピロ

フェオフオルピドa，C132ーヒドロキシクロロフィル

a，フェオフィチンaがそれぞれ検出された.そこで，

ブロッコリー花曹から調製した粗酵素を使用して，

クロロフィル aからピロフェオフオルピド aへの変

換過程を調査した.



laF09 
植物におけるMg-デキレターゼの部分精製と酵素化

学前性質

墓一豊車，倉田裕文1，高橋芳弘2，下川敬之2

足立 勝(宮崎医科大・生化学九州農業試験場 2宮

崎大・農)

前回、ウンシュウミカン(Citrusunshiu Marc.)の

脱緑機構を明らかにするため、エチレン処理をした

ウンシュウミカン果実果皮より可溶性クロロフィラ

ーゼ(EC 3.1.1.14.)を精製した。また酵素化学的

性質と可溶性酵素のinvitroでのクロロフィル分解

系路を調査し、さらにエチレン処理したウンシュウ

ミカン果実における可溶性Mgーデキレターゼの存在

を確認した。

今回、エチレン処理をしたウンシュウミカン果実

果皮よりMgーデキレターゼの部分精製と酵素化学的

性質の検討を行い、アラビドプシスCArabidopsis
thaliana Columbia)にも同様の活性をもっ酵素がin

vivo中に存在するかどうかを確認した。

laFlO 
組織局在性の異なる 2種類のキュウリ・フエロキラターゼの発現
解析
盆率翠雄、精田建、井口八郎¥島田裕士、太田啓之、高宮建一
郎(東工大・生命理工・生命科学、 1京大 ・院理・生物物理)

フェロキラターゼはプロトポルフィリン IXに Fe'+を配位し、
プロトへムを合成する反応を触媒する。我々は大腸菌変異株との
機能的相補により単灘されたキュウリのフエロキラターゼ
(FeCllが、目壬軸や線などの非光合成組織において発現している

ことを明らかにした。しかしキュウリ子葉では、葉緑体チラコイ
ド膜に高いフエロキラターゼ活性が認められたため、光合成組織
においてヘム合成を担うアイソザイムの存在が推定された.そこ
で、キュウリ子葉の cDNAライブラリのスクリーニングを行い、
新たに子葉で発現しているフエロキラターゼ(FeC2)cDNAの単
離に成功した。 FeC2の推定されるアミノ酸配列の C末端には、
シアノバクテリアのフエロキラターゼなどで認められている集
光性クロロフィル蛋白質 (LHC)モチーフが保存されていた。こ
れら 2種類のアイソザイムの mRNAの発現について解析を行っ
たところ、 F巴Clが非光合成組織のみで発現が認められるのに対
し、 FeC2は子葉はもとより、目壬輸、根においてもその発現が認
められた。また、 FeClのmRNA量の光照射による変化は認めら
れなかったが、子葉における FeC2の発現は光照射により顕著に
上昇した。次に、各アイソザイムに対する抗体を用いて、蛋白質
の発現を解析したととろ、 mRNAの蓄積とほぼ同様の結果が得ら
れた。また FeC2の子葉における細胞内局在性を調べたところ、
FeC2は葉緑体のチラコイド膜に局在することが明らかとなった。
以上の結果から、キュウリでは組織局在性および発現制御機構の
異なる少なくとも 2種類のフエロキラターゼのアイソザイムに
よりヘム合成が行われていることが明らかとなった.特に光合成
組織における FeC2の発現は、他の組織とは異なり、光により特
異的に市1)御を受けることが考えられる。現在、さらに詳細な発現
解析を行っており、これらの結果についても報告する予定である。
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laFll 
新規植物由化誘導化合物RWH-21はタバコ培養細

胞中に132-Hydroxychlorophyllaの蓄積を誘導する
王一一致銘，浅見忠男事.吉田茂男* 室伏 旭

(干大田県立大・生物資源，理研勺

13
2
-Hydroxychlorophyll aはクロロフィルの酸化

生成物であることが知られている。しかし，その
生成機織については明らかにされていない。演者
らは，植物白化現象を解析する過程で，新規植物
自化誘導化合物RWH・21を見出した。 RWH・21は光
照射条件下において，タバコ培養細胞の由化を誘
導するが，暗条件では白化誘導活性が示さない。
そこで， RWH・21の作用機構解明を行うために，
RWH・21処理によるタバコ培養細胞中のポルフイ
リン系化合物の拳動を解析することにした。その
結果，明暗両条件下において， RWH・21で処理した
タバコ培養細胞中に幾つかの蛍光物質が蓄積され
ることが明らかになった。これらの蛍光物質の化
学構造解析を行った結果，蛍光物質の一つは
13

2 
-hydroxychlorophyll aであることを判明した。

13" -hydroxychlorophyll aの蓄積と植物の白化作用の
関連を検討するために，タバコ培養細胞中に含ま
れる不飽和脂肪酸の過酸化に注目し，その副生成
物であるmalondialdehyde(MDA)の生成を検討した。
その結果， 13

2
-hydroxychlorophyll aが光増感作用を

有することが示唆された。

lpFOl 
トレニア invitro重複受精系によって明らかにされた助細胞の機能

重山童1主矢部志津，黒岩靖子，黒岩常祥(東大・院・理・生物科学)

我々は、旺嚢が経珠組織から裸出するトレニア (Torenia 
fournierDを材料に用いて、 invitroで花粉管が粧蛋に誘導される

ことを発見しCHigashiyamaet a1.， 1998)、invitro重複受精系の

開発に成功した。

in vitroにおいて花粉管誘導と旺嚢の状態には高い相関があり、

経嚢が花粉管を誘導することが示唆された。しかし、旺嚢を織成す

る卵細胞、 2つの助細胞、中心細胞のうち、どの細胞が花粉管誘導

を司るのかという点については不明であった。そこでuvレーザーに

よる細胞破犠実験を行った。その結果、卵細胞や中心細胞を特異
的に破犠した場合には誘導率に変化l立見られないが、助細胞を破

渡した場合にのみ誘導率の低下が見られた。助細胞を 1つ破犠し

た場合には誘導率はおよそ半減し、 2つ破壊した場合には全〈誘導

が見られなくなった。これにより、助細胞が花粉管を誘導する細胞で

あることが示された。

さらに、誘導された花粉管が旺嚢に内容物を放出する瞬間の映像

を織影することに成功した(Higashiyamaet a1.， 2000)。庇霊に到

達した花粉管は2つの助細胞の聞を通って旺嚢内部に進入した。そ

して、先端部で破裂し、初速 12，000μm3/s(花粉管直径は 10μm)

で内容物を噴出し始めた(0= 6)。すると、わずか平均 0.6秒後に2

つの助細胞のうち lつが選択的に崩爆する織子が捉えられた。 2つ

の助細胞は花粉管が到達するまでは花粉管を誘導し続け、一旦花

粉管が肉容物の放出を開始すると、一方の助細胞が選択的に崩嬢

することで花粉管内容物を旺嚢肉に受け取ると考えられた。
1. Higashiyama T.， Kuroiwa H.， Kawano S.， Kuroiwa T. 

(1998). Plant Cell10， 2019・2031.
2. Higashiyama T.， Kuroiwa H.， Kawano S.， Kuroiwa T. 

(2000)目 PlantPhysiol， in press. 



lpF02 
CHARACfERIZA TION OF THREE POLLEN-
SPECIFIC ZINC-FINGER TRANSCRIPTION 
FACfORS INVOL VED IN THE PROCESS OF MALE 
MEIOSIS IN PETUNIA 
Saniav KAPOOB" Hiroshi TAKATSUJI Lab.ofDev. 
Biol.， National Institute of Agrobiological Resources， 
Tsukuba 305-8602 

We have previously isolated cDNAs for seven zinc-finger 
transcription factors that are sequentially expressed during 
anther development in petunia (Kobayashi et al.， 1998). 
By following the reverse genetical approach we have been 
able to link three of thes巴genes，viz.， ZPT 2-5， ZPT 3-1 
and ZPT4・1to the process of male meiosis. The promoter 
regions of all three genes， made available after cloning of 
their respecti ve g巴nomiccounterparts， directed GUS 
expression predominantly in microspores. Ectopic 
expression of their respective coding sequences under the 
control of CaMV 35S promoter resulted in radical changes 
in th巴morphologyof pollens as well as severe reduction 
in the number of mature pollens rendering these plants 
male sterile. While analyzing the cause of these phenotypic 
changes we found that in these plants， the process of 
meiosis culounated into pentads to octads instead of 
normal tetrads. Although， expression of these genes peaks 
at different periods of pollen development they all seem to 
b巴partof a common biocheoucal pathway that could be 
essential for the proper progression of male meiosis in 
petuma. 

lpF03 
アサガオのEn/Spm系トランスポゾンの転移酵素

遺伝子tnpDの解析

全霊童、飯田滋 (総研大 ・生命科学、基生研)

アサガオの花弁に絞り模様を賦与する易変性

(mutable)変異a-:J、speckled、r-l、purpleはい

ずれもEn/Spmに属するTpnl類縁の非自律性トラ

ンスポゾンであり、ゲノム中に存在する自律性因

子の供給する 2種類の転移酵素によって転移する

と考えられている。Tpnl類縁因子の転移機構を解

明するためにアサガオの自律性トランスポゾンの

転移酵素遺伝子の同定を試みた。En/Spmは2種

の転移酵素TNPDとTNPAを持ち、特にtnpD遺伝

子は特徴的なORFを持つことから、これを指標に

アサガオゲノム中のtnpDt羨配列の検索を行った。

その結果、得られたゲノム断片の配列はtnpDと高

い相向性を示した。今回はこのtnpD様配列のゲノ

ム中の存在様式と活性なトランスポゾンを有する

と思われるアサガオから得られた tnpD~*配列を持

つcDNAの構造解析の結果を報告する。
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lpF04 
Imprinting of the MEDEA Polycomb Gene in the 
Arabidopsis Endosperm 
Tetsu Kinoshit~，R.Yadegari ， JJ.Haradal RB.Goldberg2， 

and RL.Fischer (U.c. Berkeley， IU.C. Davis， 2U.C.L.A) 

"ledea(mea)突然変異体は、受精に依存せず旺乳
形成を開始し、鞘の伸長、種子様の構造体の形成が
起きる.一方、受精がおこるとmea変異型遺伝子が
、母親由来か父親由来かによって異なった表現型を
示す。すなわち、母親から変異型遺伝子を受け継ぐ
と、父親の遺伝子型に関わらず、種子形成過程で旺
乳が肥大し旺発生を停止する致死性を示す.

我々は、このいわゆるparent-:of-origin
効果を分子レベルで解明するため、 MEA遺伝子内の
多型を利用して、シロイヌナズナの二種のエコタイ
プのF1 J¥イブリッドにおける母親および父親由来
のMEA遺伝子の発現量を比較した.その結果、torp
edo以降の旺および、幼植物、根、茎、葉では両性
に由来するmRNAが検出されたのに対し、旺乳にお
いては母親由来のmRNAのみ検出され、父親由来の
mRNAは検出されなかった.また、 ddm1変異体と
の交配の結果、ddm1変異体を父親とした場合、母
親由来のmea変異体の致死性を回復した.以上の結
果は、 MEA遺伝子は旺乳においてゲノミックインプ
リンテイングを受けていることを示唆している。ま
た、晴乳動物と被子植物において観察されるインプ
リンテイングの進化的意義もあわせて考察したい.
T. Kinoshita et. al. Plant Cell (1999) 11: 1945-1952 

lpF05 
花粉母細胞で発現するSCARECRO附業遺伝子の

性状解析

誼盤宣量、高瀬尚文、堀田康雄¥平塚和之
(奈良先端大・バイオ、3岐阜国際バイオ研究所)

我々はテッポウユリ減数分裂前期花粉母細胞由来

のcDNAライブラリーからシ口イヌナズナの

SCARECROW (SCR) 遺伝子と相同性を示すcDNA

クローン、#1125をf尋た。#1125 cDNAクローン

の全長を単離し、相向性を調査したところ、 C末端

令買t或においてSCRをはじめとするGRAS遺伝子ファ

ミリーがコードするアミノ酸配列と高い相向性を示

した。しかしながら、 N末端領域では既知の遺伝子

と相向性が見いだせなかったことから#1125 cDNA 

クローンをLlSCL(Liliumlongiflorum SCARECROW-
like gene)と名付け詳細な解析を行った。 LlSCL遺
伝子の転写産物はユリの各組織において恒常的に蓄

積しており、花粉形成過程においても成熟花粉をの

ぞく各時期で蓄積が見られた。 GFP融合LlSCL蛋白

質をタマネギ表皮細胞中で一過的に発現させたとこ

ろ、LlSCLは核移行活性をもつことが示された。ま

た、欠失変異導入により、LlSCLの核移行活性には

塩基性アミノ酸に富む中間領域と C末端領域の両者
カI'¥IJL.、須なことがわかった。



lpF06 
テッポウユリの雄性配偶体形成過程において発

現する L1M18遺伝子の解析

昼旦且程、高瀬尚文、堀田康雄¥平塚和之

(奈良先端大・バイオ、 1岐阜国際バイオ研究所)

L1M18は、花粉母細胞特異的に発現する遺伝

子であり HSP70をコードする。減数分裂進行過

程における HSP70の機能を調べるために、抗

LlM18抗体を用いて免疫学的解析を行った。そ

の結果、テッポウユリの減数分裂細胞には、LlM18

の他に抗LlM18抗体に反応性を示す複数の

HSP70が存在すること、これらの HSP70は細

胞質のみならず核にも分布することが明らかに

なった。更に、 L1M18::GFP遺伝子を導入したタ

バコ BY・2細胞では、 GFPのみを発現させた場

合と比較し、しIM18::GFPタンパク質は核により

多く局在した。以上のことから、しIM18は核移

行能を持つ HSP70であり、減数分裂細胞におい

て観察される細胞骨格・染色体禍造の変化の過

程等で分子シャぺ口ンして働く可能性が考えら

れる。

lpF07 
ユリ RecA様組換えタンパクLlM15の特徴付け

童遁単豆、平塚和之、堀田康雄 I (奈良先端大・

バイオ、 l 岐阜国際バイオ研究所)

LlM15/DMC1遺伝子は、大腸菌の相同的 DNA

組換え酵素である RecAタンパクと高い相向性を

示すタンパクをコードし、減数分裂特異的に働く

ことが知られている。組み換えタンパクを用いて

ユリLlM15タンパクの性状解析を行った結果、

LlM15タンパクは自己集合体形成活性、 DNA依

存的な ATPase活性、単鎖 DNA結合活性、二重

鎖 DNA結合活性を有していることが明らかとな

った。LlM15/DMC1、RecAおよび Rad51タンパ

ク聞の一次構造比較の結果、LlM15分子はLlM15

/DMC1特異的な約 70アミノ酸残基からなる配列

を含む N末 1/3の領域(LlM15N断片)とLlM15/

DMC1， Rad51および RecAタンパクに共通に見

いだされる約 220アミノ酸残基からなる配列を含

む C末側 2/3の領域(LlM15C断片)に分けられ

る。LlM15N断片とLlM15C断片の両断片を用い

た分子解剖の実験結果は、LlM15分子が機能的に

もしIM15N断片とLlM15C断片に分割できる分子

であることを示唆するものであった。
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lpF08 
光ピンセットにより 1つの篠合子から解明された片親譲

縁体 DNAの能動的分解

亘宜主盟:・三角修己 1・東山管也1・織田明穏2 ・黒岩

常祥(1回東大・院・理・生物科学、 2.奈良先立術研・

バイオサイヱンス)

単細胞緑濠 Chlamydomonasreinhardtiiにおいて、業
縁体 DNAは母性遺伝する。 DNA特異的蛍光色素 SYBR

Green Iにより、生きた複合子で葉緑体核様態の挙動を

観察したところ、縫合後わずか 40分後に雄由来の葉緑

体核機体のみが選択的に小さくなり始め、 10分以内に観

察できなくなった。

こうした葉緑体級機体の蛍光の消失が、葉緑体 DNA

分子のどのような変化を反映したものであるかを解明す

るため、まず雌雄の業縁体 DNAをそれぞれ大腸菌由来

の aadA配列により織男IJし、光ピンセットによって綾織
体消失前の綾合子と、消失した後合子を 1個ずつ鼠験管

に回収し、 nested-PCRによって葉緑体 DNAの変化を追

跡した。その結果、級機体の消失とともに、業縁体 DNA

分子lま完全に分解されていることが明らかになった。

縫合子に含まれるヌクレアーゼについて、プラスミド

分解法による解析を行ったところ、強い Ca2+要求性ヌ

クレアーゼの活性が検出された。さらに媛合子から単離

した葉緑体のヌクレアーゼについての解析結果も含め、

クラミドモナスにおける葉緑体 DNAの母性遺伝の分子

機構について織諭したい。

lpF09 
rDNA非転写領域(NTS)の導入によるシロイヌナズナ
相同組み換え能の活性化
連型盟王¥日高真純石黒澄衛岡田清孝堀内嵩1

(基生研京大・理・樽物)

DNA複製フォーク阻害点 (RFB) は、細菌からヒ
トまでの染色体上に存在する特異的な部位である。
特に真核生物においては、報告されているRFBは、
全てリボゾーム町>l"A遺伝子(rDNA)リピート構造内の
非転写領域(NTS)にある。我々は、これまで大腸菌や
出芽酵母を用いて、 RFBでのフォークの進行阻害
が、近傍の相同的組み換えを著しく活性化すること
を見い出してきた。そこで、この現象が高等生物に
おいても起こるかどうかを調べるため、シロイヌナ
ズナを用いて以下の実験を行った。
NTSの下流にs-gluc.遺伝子(相同組み換え時にの

み発現)を配置したユニットを染色体の任意の場所
に導入した形質転換体(F)を作製した。組み換え頻度
を任意の 20ラインについて、複数個のロゼット葉
をGUS染色して調べた結果、 Fでは、対照となる形
質転換体 (G; NTSを持たない)に比べ、 GUSス
ポット数が 7倍高いことが解った。更に、 Fで最も
高い組み換え頻度を示した形質転換ラインでは、グ
ノムサザン法により、 DNAレベノレで高頻度な組み換
え後分子を確認できた。また、形質転換体には、興
味あるGUS染色パターンを示すものもあり、細胞系
譜を知るための伎法として役立つ可能性もある。



lpFlO 
ゼニゴケ性染色体聞における反復配列の存在状態の差異

阜以筆組l，藤下まり子 1.2，大山莞爾 3 (1 農業生物研，

Z生研機嫌京都大院・生命科学)

生活環の大半が半数体である雌縫異株種ゼニゴケ(Marchantia

polymorpha)は雌株 (n=9=8+X)と雄株 (n=9=8+Y)がそれ

ぞれX染色体とY染色体を一本ずつ持ち、この性殺色体がゼニ

ゴケにおける性決定に関与していると考えられている。この

ゼニゴケ性染色体の構造解析を、マイクロ・ダイセクシヨン

法と蛍光m SltUハイブリツド(F1S町法等を用い行っている。

レーザーを用いたマイクロ・ダイセクシヨン法により単醸し

たゼニゴケ性染色体から得たDNAを増幅し、現在、雌雄簡で

存在量が異なるDNAクローンを選抜しつつある。これらの

DNAクローンの存在状態を解明するため、 FISH法を改良し、

高感度なDNAの可視化をゼニゴケ性染色体において可能にし

た。このFISH法を用い、ゼニゴケ染色体上における反復配列

の存在状態を可視化した結果、性染色体において、反復配列

の存在状態が異なることが明らかになった。

lpFll 
縁部クラミドモナスにおけるガミートライシン遺伝子の精進解析 :c末端共通

配列を持つ 2つのメタロプロテアーゼ遺伝子の並列的存在

念盆益堕，聾藤逮昭¥福樺秀哉松田吉弘(神戸大院・自然科学，岡山理大・

理・基礎理京都大院・生命科学')

ガミートライシンは.緑穣?ラミドモナスの配偶子接合の際に細胞外に分泌

され.細胞I!を鵬脱させる活性をもっ亜鉛結合性のマトリッタス・メタロプロ

テアーゼ (MMP)である.この静棄は植物細胞においてその生理的機能が詳細に

解析されている数少ない MMPの一つであり、またクラミドモナスに外来遺伝

子を導入する形質転捜実験においては、ホスト細胞をプロトプラストにするた

めの有用な醇棄でもある.

本研究では.ガミートライシン遺伝子の構造及び、その発現関節機織を明

らかにする目的で.以前に単商量されていたcDNAをプロープとして、クラミド

モナス C-9練 (mt"lのインデックス・ゲノムライブラリーからガミートライシ

ン遺伝子の単園障を低みた.その結果.ガミートライシン遺伝子を含むクローン

の単厳に成功した.塩基配列の解析結果から、ガミートライシン遺伝子は 7つ

のエキソン (6387ミノ陵残基をコード)と 6つのイントロンを内在するおよ

そ3.5-kbのゲノム構造を持つことが明らかになった.さらに興味深いことに、

この遺伝子のすぐ上械にさらにもう一つ新規のガミートライシン類似遺伝子が

タンデムに存在していた.この新規遺伝子のコ ード傾峻から推定される蜜白質

はおよそ 4877ミノ蛍聖書基をもち、そのC末嫡側からおよそ 300残基にわたる

領域は、ガミートライシンの成熟蛋白質のC末端側領域に非常に高い相向性を

示した.またその内部にはガミートライシンと同様にプレプロポリベプチドの

配列とマチュア領域に亜鉛結合ドメインのモチーフが存在していた.乙れらの

解析結果から、この新規遺伝子はガミートライシン織の亙鉛結合性メタロプロ

テアーゼである可能性が考えられ‘クラミドモナスにおけるメタロプロテアー

ゼ・ファミリーの存在を示唆するものである.
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lpF12 
緑藻、 Chlamydomonasreinhardtiiの新規な AGC系
( PKA様)プロテインキナーゼの同定
出盤塁、南森隆司、松田吉弘、東哲司、安田武司(神

大院・自然科学研究科)
クラミドモナスは、最近、緑の酵母たるモデル生物と

してその研究価値がよ昇しつつある。また、雄雌の配偶
子が凝集し接合する過程で cAMP濃度の上昇が示されて
おり、そのセカンドメッセンジャーとしての機能が予想
されているが下流のシグナル伝達機備に関しては未知の
領域であるといえる。
今回、我々は、通常の培養細胞から得たクラミドモナ

スのmRNAを鋳型に、既知のAGC系のプロテインキナー
ゼのキナーゼドメインの保存アミノ酸配列に基づく合成
塩基をミックスプライマーとしてRT-PCRで新規なプロ
テインキナーゼの検索を行った。その結果、 PKAやPIくG
などの AGC系のプロテインキナーゼをコードする
cDNA断片を得た。さらにこの断片をプロープにクラミ
ドモナスの cDNAライブラリーからスクリーニングを行
い、 AGC系のプロテインキナーゼの cDNAを得た.そ
のアミノ酸配列は、 N*i構側はcAMP絡会タンパク質と
高い栂向性を示し、その下流には PIくAと相同の配列が
存在していた。さらに C末縞側には、 PKAに特徴的と
指摘されている FXXF配列の存在が確E君、された。よって
本キナーゼは、調節領域と触媒領織を 1つのポリペプチ
ド上に持つ新規なタイプの PKAであることが示唆され
た。ただし、 PKG様のキナーゼである可能性もまだ残さ
れており正確な同定は今後の生化学的解析が必要である。

lpF13 
植物由来の廃棄物からの有用生理活性物質の探索一収穫

後のトマト地上部に含まれる生長阻害物質

本監盤二，富田一横谷香織1鈴木利貞2津布楽洋和3小瀬

村誠治¥山村庄亮4，長谷川宏司 2 筑波大・生物資源，

筑波大・応生化1筑波大・院・農2カゴメ・総研3慶
ff..理工・化4)

これまでに当研究室では、 トマトやニンジンジュース

の絞り粕等の値物由来の廃棄物から、植物の生長制御に

関与する有用物質の探索を行い、幾つかの生物活性を有

する物質の単離を行ってきている。その研究の一環とし

て、収穫後のトマトの地上部に含まれる、生理活性を有

する有用物質の探索とその機能を、数種の作物及~草

の幼植物の生長を指標として試みた。冷凍保存された収

穫後のトマト地上部を、冷蒸留水と共に破砕機で破砕し

5'C 1晩蒸留水に浸した。ろ過後、抽出溶液を溶媒分画

し、 TI乙及びシリカゲル等各種精製手法を用い、各精製

段階において各種幼植物の生長を指標として精製を行っ

た。その結果値物選択性を有する生長阻害物質の街宣が

明らかになった。現在、この原因物質の単離・同定を

行っている。



lpF14 
シロイヌナズナの根における細胞増殖と伸長成長との制約関係

を表す数理モデル

五釜畳産，杉山宗隆頃京大院・理・植物園)

植物器官の軸性成長における細胞靖殖と伸長の空間パターン

については，近年速度論的な解析による詳しいデータが報告さ

れている.これらのデータからは細胞増殖と伸長成長との問に

何らかの制約関係が窺えるが，このような関係は未だ定式化さ

れていない.本講演では，細胞増殖と伸長成長との連関を表す

数理モデルを提示し，そのシロイヌナズナ主根の成長に対する

適用を報告する.このモデルは，植物器官が細胞数に比例する

生物学的幅動能力(資本)を有しており，細胞増殖，成長(体

積増大).器官の維持のいずれかに投資していると仮定するが，

これは簡単な微分方程式で表現できる.シロイヌナズナ主根の

皮膚細胞長の空間プロフィールから，この微分方程式を用いて

伸長速度の空間プロフィールを導くと，広い範囲にわたって実

測データとよく適合した.これは細胞精殖と成長との関係が本

モデルで仮定した諸条件の制約のもとに成り立っていることを

示している.

lpF15 
微弱磁場環境下における傾物の成長

富田一櫛谷呑織，山下職差1柳湾政生2箸本春樹3中村

輝子.4長谷川宏司1(筑波大・応生化，宇宙研1早稲田・

理工2東大・院・総合文化3日女大;理・物生4)

植物は動物と異なりその生育場所を自由に移動するこ

とができないことから、周りの環境に対して敏感に応答

する機能を有していると考えられる。地球環境中には、

磁場があり、地上の生物は常に磁力線の影響下で生活し

ている。しかし、値物における磁場の影響についの詳細

な情報は少ない。これまでの、強磁場環境及び微弱磁場

環境下における植物の成長についての結果は、強磁場環

境下では促進あるいは抑制と一定の結果に至っていない

が、何らかの影響を示すことが報告されている。一方微

弱磁場環境下における縞物の成長に及ぽす結果は、促進

傾向を示すことで一致していることから、今回、特に磁

場を取り除いた場合にける縞物の成長運動に注目し、磁

気シールドボックスを用いた微弱磁場環境下にける植物

の成長運動を、数種の幼値物の成長を指標として般淵zレ
ベルと細胞レベルおよ(fl移民レベルから探ることを試み

た。その結果、これまでの結果と同様に、促進の傾向が

認められたが、償物種によってその反応は異なってい

た。
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lpF16 
ルシフエラーゼ遺伝子を高発現させた植物にお

けるジーンサイレンシングの解析

主亙二盟:・2、白湾直美3、中村茂雄3、岩井孝尚1.2、本磁良三3、

大橋祐子1.2 (1農水省・農業生物資源研究所、 2JST• 

CREST、3宮城県農業センター)

一旦は発現していた外来遺伝子及び、相向性のある内在性

の遺伝子の発現が抑制されるジーンサイレンシングと呼ばれ

る現象が、しばしば報告されている a これは形質転換植物を

作成する際に問題となると同時に、逆に内在性の遺伝子を抑

制する方法として積極的に利用される湯合も少なくない.

我々は、この機構を鯛ぺる目的で、ホタルのルシフエラー

ゼ遺伝子を高発現させたタバコを作製し、これをモデルとし

て解析を行っている.この系では、植物体でのサイレンシン

グの様子を、高感度CCDカメラを用いてルシフエラーゼ活性

を検出することにより、非破壊的かつ継続的に調べることが

出来る.この系を用いて、形質転換植物の中から、比較的高

頻度にサイレンシングを引き起こす系統を複数見いだした。

これらの形質転換植物では、実生の芽生えでは高いレベルの

ルシフエラーゼの発現が認められるが、生長にともなってそ

の発現が著しく抑制されるなど、いくつかの特徴から転写後

型のサイレンシング(PTGS)が起きていると考えらる。このサ

イレンシングの起こる経過を、組織・器官レベルで解析した

結果について報告する。

2aFOl 
クロロゾームを欠く新規好熱性繊維状光合成細菌

花田智，高市真一l，松浦克美2， 中村和憲(工技院・

生命研日医大 2，都立大・理)

長野県中房温泉の温泉流水中には特徴的な赤色マ

ットが存在する。この赤色マットは太さ1μm程度の

繊維状細菌により構成されており、また分光学的測

定からこの赤色マットが光合成色素としてパクテリ

オクロロフィル(Bchl)aのみを含んでいることが推測

されていた。この細菌の分離を有機酸を基本とした

寒天培地を用い50"Cで試みたところ、太さOふ1.0μm
の多細胞糸状細菌が単離された。この単離株はクロ

ロフィルとしてBchla のみを含んでおり、 invivoス
ベクトルの近赤外部の吸収ピークは878およぴ、801nm
であった。 16SrRNA配列に基づく系統解析からこの

菌株はChlorojlexωfDeinococcusgroup (緑色糸状細菌)

には属するが、 Chlorojlexus属に対する配列の相向性

は82・84%と低かった。また、 Bchlcは全く含まれて

おらず、 Chlorojlexus属に特徴的な光捕集系であるク

ロロソームを欠いていた。また、この菌株のキノン

組成・脂肪酸組成・ GC含量・含有カロチノイド等

にもchわro舟xus属との共通性と共に差異も認められた。

こ れ ら の こ と は こ の 新 単 離 菌 株 が 属 レ ベ ルで

Chlorojlexus属と開たっており、新属新種として提案

されるべきものであることを示している。



2aF02 

クロロソームを持たない新規緑色糸状細菌 HL08株

におけるチトクロム光酸化

1山盟品ID1、 2花凹智、 1永島賢治、 1嶋田敬三、 l松浦克美

('都立大・生物、 2工技院・生命研)

Chloroflexusに代表される緑色糸状細菌は紅色細菌と

ともに最も古い光合成細菌の性質を残していると考えら

れている。しかしクロロソームが大きな吸収を持つため、

紅色細菌に比べ、光合成電子伝達系の解析が不十分であ

った。
中房温泉の赤色バイオマットから花田らによって単離

された HL08株は緑色糸状細菌に属すると考えられてい

るが、 Chloroflexus属に特異的なクロロソームは存在し

ない。本菌の膜圏分を調製し、酸化還元差スペクトルを

測定したところ、 Chloroflexus と同様な反応中心パクテ

リオクロロフィル、および c型チトクロムの存在が示さ

れた。また、膜画分を用いて閃光照射実験を行ったとこ

ろ、膜結合型チトクロム cの光酸化が認められた。これ

らのことは光駆動の電子伝達系の存在と反応中心への電

子供与体として膜結合型チトクロム cが関与することを

示唆した。

クロロソームを持たない本菌は、光合成電子伝達系反

応の測定が容易であり、今後、緑色糸状細菌の電子伝達

系の詳細な解析に有用であると考えられる。

2aF03 
Thermochromatium tepidum由来光合成反応中

心と HiPIPの結晶構造
1 * fbfD、2InsanFathir、2小林正幸、宮野i峯庸則、
1，3三木邦夫(I京大・院理・化、 2東北大・院工 ・生

物工、 3理研・播磨研)

紅色細菌の光合成電子伝違反応において、キノン

の還元により酸化された光合成反応中心は、可溶性

の電子伝達体から電子を受け取ることで、初期状態

に戻る。可溶性電子伝達体には大きく分けて 2つの

グループがあり、 c型の Cytochromeと鉄.イオウタ

ンパク質の HiPIPである。今回我々は紅色イオウ細

菌 Thermochromatium(Tch.) tepidumから単離し

た光合成反応中心 (2.2A分解能)と HiPIP(1.4A 

分解能)の結晶構造を報告する。また、それらの構

造をもとにした電子伝達の際の分子認識について

の考察を行う 。

Tch. tepidumは紅色細菌の中で最も高い温度で

生育出来る菌体であり、そのタンパク質は何らかの

耐熱化を受けていることが予想される。従って、こ

の Tch.tepidum由来の反応中心の構造を他の中温

菌由来の反応中心と比較することにより、膜タンパ

ク質の耐熱化機構についての考察も行う。
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2aF04 
ヘリオバクテリアの光化学反応中心の電子供与体

大岡宏造、岩織雅代¥伊藤繁 1 (阪大院・理・

生物科学、 1基生研)

ヘリオバクテリアはグラム陽性の光合成細菌であ

り、その光化学反応中心は系 l型に分類される。

コアタンパクはホモダイマー僧造をとるが、還元側

の FA/Fsタンパクや、反応中心 P798の直接の電子

供与体と考えられているチトクロム c(cyt c)の実

体については不明である。今回、 H.gestiiの細胞と

膿標晶を用い、反応中心の電子供与体側の反応解析

を行った。膜標晶では、フラッシュ照射により酸化

された P798+の再還元は、 2相性 (t1/2=3msと

7ms)を示した。早い成分は cytcの酸化速度と一

致し、 cytcから P798への電子伝達と判断した。

遅い成分は、還元側からの電子の戻りと恩われる。

しかし cytc ・>P798の反応は、細胞中(的 vivo)で

の反応速度 (t1/2=約 100μs)と比較すると極端に

遅かった。この違いの原因について、二価カチオン

Mg2+や温度の影響を調べた。また、 bc複合体の阻

害剤である stigmatellinの添加により、 cytcの再

還元速度は遍くなることも分かった。

2aF05 
好酸性好気性光合成細菌 Acidiphilium rubrumに

おける光合成電子伝達系の解析

0成田幸洋永島賢治松浦克美嶋田敬三

(都立大.理.生物)

Acidiphili・um rubrum はMgではなく Znをパクテ
リオクロロフィルの中心金属として含む細菌であり、そ
の生育環境は pH3程度という生体にとって強い酸性条件
である。本菌の光合成電子伝達系の機能を調べるため、
光酸化されるチトクロムの性質を調べた。
生細胞での閃光照射により電子伝達に関わる C型チト

クロムの光酸化が観察され、少なくとも、555nmと553nm
に吸収極大を持つ 2つの C型高電位へムが反応中心パク
テリオクロロフィルへの電子伝達に関わっていると考え
られた。これらに加えて 551nmに吸収極大を持つ可溶性
チトクロム Cの光合成電子伝違反応への関与も示唆され、
反応中心への電子伝達のモデルとして次のものが考えら
れた。
可溶性チトクロム→膜結合型チトクロム→反応中心
パクテリオクロロフィル二量体
様々なpH条件下でチトクロムの光酸化を測定したとこ
ろ本菌の光合成電子伝達系は pH2.5から pH6.5の闘で
正常に機能することが示された。また、より高い pH条
件でも光酸化は観察されたが、その速度は大きく低下し、
再選元は殆ど見られなかった。これは本菌のペリプラズ
ムにおける電子伝達系が酸性環境に適応していることを
示すと考えられた。しかしこれらの変化は可逆的であり、
酸性適応にとって興味深い。



2aF06 
紅色細菌 Rubrivivaxgelatinosusの光合成電子伝達におけ

る2つの可溶性チトクロム CaとHiPIPの役割
丞畠畳泊、加dreVermeglio1 都立大・理・生物、 lCEA
Cadarach巴)

紅色細菌の光合成電子伝達系において光酸化された反
応中心複合体に対する電子供与体は一般的に可溶性チト
クロム C2とされている。しかし Rubrivivaxgelatinosω を
含むいわゆるβグループの紅色細菌においては可溶性の

鉄ーイオウタンパクである HiPIPがその機能を担っている
ことが分光学的に示されてきた。さらにR.gelatinosusで
は HiPIP以外にも酸化還元電位の異なる 2つの可溶性チ
トクロム Coが存在し、反応中心への電子供与体として働
きうることが示されている。そこで、 R.gelatinosω にお
けるこれら 3つの可溶性電子伝達タンパクの生理的な役
割を明らかにするために、これらをコードする遺伝子を
薬剤耐性遺伝子に置き換えた 3種類の欠煩株を作成した。
これら欠損株は全て好気条件下で野生型と同じ生育速度
を示したが、光合成培養では HiPIP欠損株の生育速度が
野生型の約半分となった。一方、光合成培養下で 2つの
チトクロム欠損株はともに野生型とほぼ同じ生育速度を
示した。生細胞に対する閃光照射実験では、光酸化され
た反応中心の約 50%を 1ミリ秒以内で再還元する最も速
い成分が HiPIP欠損株では見られなかった。以上のこと
から、 R.gelat的osωの光合成電子伝達において HiPIPが
生理的に主要な電子伝達タンパクであることが明らかと
なった。また、 2種のチトクロム Caは不完全ではあるが
HiPIPの欠落を補い得ることが示唆された。

2aF07 
好気性光合成細菌島脱却bac佐 dm曲活'cansのシトクロム c

酸四棟の精製と性質

盆旦盟Eム、渡漫あずさ、荒田博行(九対完・理・生物科学)

好気性光合成細菌島芯ωbacterdenitriticansのシトクロム

c酸仕蝉素を精製した。明条件で好気的に倍養した細菌の膜画

分をsu位。semonodecanoa旬で可溶化し、 DEAESepharose 

CL-6Bによる陰イオン交換クロマトグラフィ一、Sephacryl

8-300によるゲノレろ過、そして MonoQによる陰イオン交換

クロマトグラフィ-1こより精製した。

精製標品の吸収スペクトノレは、酸化型で 410nmと530nm

に吸収極大が見られ、還元型では 419nm、522nm、550nm

に吸収極大、そして 560nm付近に肩が見られた。吸収スベク

トノレはこの酵素がへムbとへムcを持つ事を示唆している。

8D8-PAGEでは、 18kDaと37kDaの位置に明確な 2本のバ

ンドカ滞在講習、でき、 18kDaのバンドはへム染色により染まる。

この酵素は、 Paracc町 usdeniむ活ほnsATCC 35512の、シト

クロム c酸化酵素の活性を持つNO還元群素(Fujiwara and 

Fukumori， 1996， J. Bacteriol. 178， 1866-1871 )と類似して
し、る。
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2aF08 
Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificansの硝酸還

元酵素遺伝子napKEFDABCオベロンの転写制御

田畑敦也、山本勇、佐藤敏生(広島大・理・生物科

学)

脱窒光合成細菌R.sphaeroides f. sp. denitrificans 

の硝酸還元酵素遺伝子napKEFDABCは脱窒を担っ

ている。硝酸還元酵素活性は硝酸存在下、嫌気的条

件下で誘導されることが知られているが、本研究で

はnapオペロンの転写制御について検討した。

napKEFDとその上流290bpを含むDNAとlacZとの

融合遺伝子を持つプラスミドを、 napD変異株に接

合導入し、転写活性を測定した。硝酸還元酵素は、

嫌気呼吸の酵素であるにも係わらず、 napオベロン

は酸素の有無に関係なく構成的に発現した。更に、

硝酸を加えると嫌気条件で活性は約 4倍、好気条件

では約2倍に増加し、 napオベロン転写は硝酸イオ

ンによって活性化されることが示された。次に、ゲ

ルシフトアッセイにより、 napオベロンのプロモー

ター領域に結合するDNA結合蛋白質の有無を検討

した。その結果、 napKの上、流の239bpのDNAに結

合する蛋白質が検出された。

2aF09 
光合成細菌のベリブラズムに存在する新奇分子シャベ

ロン様タンパク質

松崎雅広、山本勇、佐藤敏生(広島大・理・生物科学)

脱室光合成細菌防odobactersphaeroides f. sp. 

denitr伊cansのdimethylsulfoxide (DMSO)呼吸の末端還

元酵素であるDMSOレダクターゼ (DMSOR)の、

in vih-oでのリフォーjレディング系を用い、ペリプラズ

ムに局在する分子シャペロン様タンパク質と して、

DppAを分離した。このタ ンパク質は変性ウシ肝臓ロダ

ネーゼの凝集をも抑制し、ベリプラズムにおける分子

シャペロンとして機能していると推定した。しかし、

dppA遺伝子破壊株でも野生株と同様に、正しくフォー

ルドしたDMSORがペリブラズムに生成されていた。そ

こで、分子シヤベロンとしてのDppAの機能を相補す

るタンパク質が遺伝子破壊株のベリフ.ラズムに存在す

ると考えそのペリプラズムを調べたところ、さらにア

ンフォールドDMSORの凝集を抑制する分子シヤベロン

様タンパク質か存在することを認めた。



2aFlO 
紅倍恰成細菌Al1仙 I四 tiumvinω16Dにおける細菌集色素

タンパク質(LH1)の遺伝子重複と発現

丞島監壬、嶋田敬三、松浦克美永島賢治(都立大・理・生物)

紅色細菌の光梅融合体LHlは、反応、中心、複合体と一定

量比でこれを囲むように存在するタンパク質であり、 α、pの
2種類のペプチドから成る。これらの遺伝子(pufB，p.JfA)は
反応中心タンパクの遺伝子(四'fll1C)と共に pぱと呼ばれるオ

ペロンを織成している。今回紅色イオウ光合成細菌

Al1∞佐'Omatiumvinosumについて、 pufオペロンの下流領

域をクローニングして復基配列を決定したところ、上流の

pufBAの他に新たに2組(四朗2，pufBA3)の相同遺伝子が確

認された。ノーザンハイプリダイゼーションによる凶駄の解

析では、 PUfBAIJfCに加え、下流の2組のpufBAを含む約5.3kb
の副臥、上流の pufBAlのみの約O.9kbの凶NA、及ひ下流の

2組のpufBAのみを含む約lkbの副NAが移出された。さらに

塩基配列から推定されるアミノ酸配列のうち、

pufBl，pufA2，pufB3については、精製したLHlタンパク質

のアミノ酸~iWリと一致した。pufBAの遺伝子重複については A.

vinosum以外に報告がなく、環境の変化に応じてこれらの遺

伝子の発現量を変えている可能性があるため、現在転写レベ

ルでの解析を進めている。

2aFll 
紅色細菌 Rω回 telesdepolymeransとRubrivivaxgelatinosusの

光合成器官発現鯛節に対する酸素濃度・栄養条件の影響
阻山萱~I 重松亨1.2 鈴木幸Ij彦1 常盤豊1 金川貴博t

永島賢治3 花田 智1 ('工技院・生命研、 2熊本大・工・

物質生命化、 3者目立大・理・生物)

Ros回 telωdepolymeransは光合成器官を有するにも拘わらず

光栄養では生育しない絶対好気性細菌である。一方16S-rRNA

の分子系統で最も近縁な Rubrivivaxgelatinosusは嫌気光栄養で

生育できる光合成細菌であり、両者の生理的特徴は全く異なる。

Rat. depolymerョnsとRvi. gelatinosusのRC'LHl複合体サプユ

ニットをコードするpufオペロンの梅迭と各遺伝子の塩基配列

が両者の聞で非常に類似していることを昨年の年会で報告した。

両者に生理的な違いをもたらすー要因として、光合成器官の発

現調節の違いが考えられることから、今回は、炭素栄養基質濃

度と酸素濃度を変えた培養条件で両者の暗所での光合成色素の

蓄積量を比較すると共に、 Northemhybridizationを用いて puf
遺伝子の発現量の違いを検討した。今回検討した培養条件の範

囲では Rvi.gelatinosusは好気から嫌気、富栄養から貧栄養ま

で全ての培養条件で光合成色素の蓄積を示したが、嫌気・貧栄

養条件でより高い蓄積を示した。一方、 Rat.d明 .lymeransは好

気・貧栄養条件で Rvi.gelatinosusに比べて少ないながら光合

成色素の蓄積を示したが、嫌気に近い条件もしくは富栄養条件

では光合成色素を持たずpufオペロンのmRNAも見られなかっ

た。 Rat.depo初neransでは嫌気好気による光合成発現調節系の

働きが Rvi.gelatinosusとは異なっていること、また、栄養条

件によってより厳密な調節が働いていることが示唆され、両者

の生理的な違いを説明する要因と考えられた。
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2aF12 
紅色細菌 Rhodovulumにおける好気条件下 での光

合成遺伝子の発現
盟国皇孟1、永島賢治 l、嶋田敬三 1、井上和仁2、CarI
E. Bauer3、松浦克美 (1都立大・生物、 2神奈川
大・応用生物、 3インデイアナ大・生物)

多くの紅色細菌は酸イじ的条件に適応し、好気条件

では酸素呼吸を行い、嫌気条件下では光合成で生育

することが知られている。紅色細菌の光合成遺伝子

の発現様式がどの様に酸素環境へ適応してきたかを

明らかにすることを目的に、光合成器官の合成パタ

ーンの異なる二種の紅色細菌 (Rhodovulum， 

Rhodobacter )を用いて、光合成 pufオペロンの発現

様式を解析した。 mRNAの存在量比は概ね光合成器

官の合成量を反映しており、その分解速度も二種に

おいて違いが見られた。プロモーターの詳細な解析
結果を踏まえ以下のことが結論された。1)光合成

器官の合成を制御する酸素感受性二成分 制 御 系

(Re酢氾)は、紅色細菌の嫌気条件下での光合成

遺伝子の発現において主要な役割を担い、その機能

は好気条件下でも光合成器官の合成 を行う

Rhodovulumにおいても同じであった。 2)Rhodovulum 

の好気条件下での pufオペロンの発現には RegNB
は関与せず、恒常的なプロモーターと上流からの転

写が関与している。

紅色細菌 Rhodovulumは好気条件下でも光合成器

官を合成し光合成を行えるように、嫌気条件とは異

なる発現制御機構を発達させてきたと考えられる。

2pFOl 
NMR分光による R[P，ElBChl cのB745会合体の構造の決定

旦ニ会、溝口正、小山泰(関西学院大学・理)

緑色硫黄細菌は、アンテナ復合体・クロロゾームとその主要構成色

素であるパクテリオクロロフィルc(BChlc)の同族体で特徴づけられ

る。蛋白質の関与が非常に少ないクロロゾーム内部での BChlcは

Q，吸収帯が745nm付近まで長波長シフトした会合体(B745会合体)

を形成している。我々は同族体 R[P，Elについて 'H・、 13C-NMR分光

法を用いた会合体解体滴定実験を行い、 R[P，ElのB745高次会合体

構造に関する知見を得ょうと試みた。

Chlorobium limicolaより単隊精製したR[P，ElBChl cを用いて、ジク

ロロメタン/シクロヘキサン混合溶媒中で B745会合体を形成させ、

エタノールを滴下し、会合体を解体した。一連の解体過程を紫外可

視吸収分光法及び IH_、13C-NMR分光法によって追跡した。吸収ス

ペクトルには755nm (B745会合体)、 720nm (B720会合体)、 705nm 

(B705会合体)、675nm (二量体)、 662nm (単量体)の 5成分を仮定

して、ガウス関数を用いた波形分解を行った。また NMRスペクトル

には、 chemicalshiftを読み出し、単量体との差をとり、環電流効果の

シミュレーションを行い、会合体情造を決定した。

その結果、既に報告された monomerベースの階段状構造を作る

B745d S[I，ElのB745会合体とは異なり 1川、 R[P，ElのB745会合

ー で 虫 色 寸 ， . ， 体は piggy-backdimerベースの階段
¥E干干竺空二一三一 状構造 (dimer-dimer 問 8.75A) 

.\.\. ~偏Z示示E忌主云瓦高:壬E占ι.の'、川川sl油出州帥h悩M仙11叫枇1巾尚白恥e仙川ned column (B745d 会

hZ7l 合体)・を形成する事がわかった。

l)T. Mizoguchi et al.， Chem. Phys. Lett.， 260 (1996) 153-¥58 

2)T. Mizoguchi et al.， Photochem. Photobiolo.. 67 (¥998) 239・248



2pF02 
パクテリオクロロフィル cJ~C~I~)会合体の構造転換:
Qy吸収帯シフトの計算・エネルキ一計算からのアプ
ローチ
量旦一」五、原一公、長江裕芳l、小山泰
T関西李院大・理、 l神戸市外大)

ジクロロメタン・ n-ヘキサン混合溶媒中に存在する
BChlc会合体の種類は、そのも吸収帯の波長により特
徴づけられる:Qy=675 nmの13675(二量体)、 705nmの
B705、720nmのB720、745nmのB745。これらの BChl
c会合体間での構造転換を、 BChlc同族体、及び異性体
(Rm，~]、 R[P，E] 、 R[I ，E、 S[P，E] 、 S[I ，E]) を用いて紫外
可視吸収分光により追跡した。
(り溶液 NMR分光により決定した会合体構造を基に、

Qv吸収帯の長波長シフトを計算した結果、表 lに示す
ような会合体の構造を提案することができた。
(2)表 lに示した各会合体の分子聞の vander Waalsエ

ネルギーの計算の結果、 CD(31R)・異性体では、二量体→
B7054 @705d')→ B720d→ B745d、② (31S・異性体で
は、単量体→ B720m→ B745mへの異なる構造転換経路
を確認することができた。また、 S[I，E]BChlcのθ1R)
異性本への添加は、 B745d→ B745mへの構造転換のト
リガーとして作用しているものと考えられる。

主控L
A99聞 gates Base 

B705d dimer 
B705d・ dimer
B720d dimer 
B745d dimer 
B720m monomer 
B745m monomer 

2pF03 

Stヨckingstructure Assembly 

straight column linear array 
inclined column linear array 
shifted inclined column one column 
shifted inclined column two columns 
monomer step附 ise one column 
monomer stepw治e two columns 

Rhodobacter sphaeroides R26.1 LH2へのカロテノイドの再構成

主主盈企、張建平、稲葉徹、小山泰 (関西学院大 ・理・化学)

光合成細菌のアンテナ複合体中でのカロテノイドの重要な役割の

一つは集光作用を行い、パクテリオクロロフィルヘエネルギーを伝

達することである。本研究は、カロテノイド欠損株である紅色光合

成細菌 Rhodobactersphaeroides R26.1のアンテナ複合体へ種々の

共役二重結合を有するカロテノイドを再構成することで、 Car-BCh1
エネルギー伝達について分光学的な面より考察した。

Rhodobacter sphaeroides R26.1から界面活性弗IJ8MCを用いて

単稚した LH2の懸濁液に、精製したスフエロイデンの石油エーテル

溶液を加え、超音波処理し、 8ucroBegradientにより過剰のスフエ

ロイデンを除いて、再構成 LH2を調製した。この再構成 LH2の電

子吸収スベクトル、サプピコ秒時間分解吸収スベクトルを測定した。

電子吸収スベクトルを測定した結果、カロテ ノイド欠損株の LH2
の吸収スベクトルに、野生株のそれに近いカロテノイドの吸収ピーク

が現れた。更にサプピコ秒時間分解吸収スベクトルを測定した結集、

Car-BCh1エネルギー伝達が観測できた。これにより、カロテノイド

の 8，励起状態の寿命を計算したところ、 2.8psとなった。野生株は

2.0psと報告されているので、同様の研究が HarryFranckらにより

なされているが、彼らが求めた 8.0psという結果に比べて、スフエロ

イデンがアンテナ複合体により自然に近い状態で再構成されたという

ことがいえる。発表当日はヌロスポレンの結果についても報告する予

定である。
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2pF04 
紅色光合成細菌R.sp初eroidesG1Cの

日也アンテナ複合体における同位元素効果

盤基盤、張建平、小山泰(関西学院大学・理・化学)

序論)紅色光合成細菌の日包アンテナ複合体内で光エネ
ルギーを吸収し、励起したカロテノイドは 1B:状態から2A，'
状態、 1A;状態へと内部転換するのと同時に近接するパク
テリオクロロフィル(BChl)へ一重項エネルギーを伝達す
る.有機溶媒中でのカロテノイドの内部転換速度に同位元
素効果があることは既に報告されている。本研究ではこの
ことが日立内でのカロテノイドから BChlへのエネルギー
伝達にどのように影響を及ぼすかを明らかにすることを目
的とする。
実験)炭素源に伺C∞Naと '3岡田α氾Naを用いた培地
でそれぞれ培養した R.sp加eroicたsG1Cから日ロアンテナ
複合体を調製し、それらのカロテノイドを励起した場合の
伺0・7∞m、8∞m ・1μmの領域の時間分解吸収スペク
トルを測定した.
結果)天然に存在する日包内と同位元素置換されたlli2
内でのカロテノイド(ヌロスポレン)の 1B:状態の寿命は
0.152 psと0.145ps、2Ai状態の寿命はl.lpsと1.3P唱であ
った。これらの結果と有機溶媒中でのカロテノイドの各状
態の寿命からそれぞれの口包内でのカロテノイドから
BChlへのエネルギー伝達速度と伝達効率を決定すること
ができる。

2pF05 
MECHN1SM OF CAROTENOID-TO-BACTER10CHLOROPHYLL 

ENERGY TRANSFER V1A THE 2A，' STATE 1N THE LH2 

COMPLEXES FROM PURPLE BACTER1A 

Iian Pinl> ZHANQ， Yasutaka. WATANABE and Yasushi KOゼJ¥MA，

Fac. Sci.， Kwansei Gakuin Univ.， Nishinomiya 662・8501

We have been interested in the involvement of the optically 

forbidden singlet-state， 2A，'， of carotenoid in the caro1enoid-to-

bacteriochlorophyll energy transfer in antenna complexes of pu中le

bacteria. 1n this study， we attempted to seek the mechanism of the 

energy transfer proceeding via the 2A，' state. 

We carried out the following experiments. (l) Time-resolved 

absorption spectroscopy was employed to measure the 2A，-state 

Iifetimes of lycopene， spheroidene and neurosporene both free in n-

hexane and bound to the LH2 complexes from Rs. molischianum， R. 

sphaeroides 2.4.1 and R. sphaeroides G 1 C， respectively. The energy 

transfer efficiencies via the 2A，' state were then estimated for the 

above carotenoids. (2) High sensitivity steady-state fluorescence 

spectroscopy was used to measure the emission from both 1 B: and 

2A，' states for the above carotenoids in n-hexane. 1t was found that 

the 2A，' emissions of the above carotenoids cぽrynoticeably large 

oscillator s町田Igths.1n the case of the LH2 complex from Rs. 

molischianum whose structural information is available， the time 

constant of energy transfer (18.6 ps) predicted 0目白ebasis of dipole-

dipole coupling was in good agreement with the one experimentally 

determined (12.3 ps). 



2pF06 
THE CAROTENOID CONFIGULATIONS 別 PIGMENT-

PROTE別 ECOMPLEXES OF Rhodobium marinum AS 

REVEALED BY RAMAN SPECTORSCOPY 

h♀込~， and Yasushi KOYAMA; Fac. Sci.， Kwansei Gakuin 

Univ.， Uegahara， Nishinomiya 662， Japan 

Three different kinds of pigment protein complexes， i.e.， the core 
complex， LH 1 complex and reaction center were isolated from a 
purple photosynthetic bacteria Rhodobium marinum that was first 
isolated by J. F. Imhoff in 1983. Here， we present the experimental 
results of Raman spec甘oscopyof these protein complexes together 
with the major carotenoids. Five carotenoids， Iycopene， rhodopin， 
rhodovibrin， anhydrorhodovibrin and spirilloxanthin were extracted 
from the cells and purified by means of open column 
chromatography， recrysta1ization and HPLC. 4-day culturing cells 
whose m司jorcarotenoid is spirilloxanthin， were used for preparation 
of protein comp1exes. Samples were irradiated with the 514.5 nm 
beam of Ar+ laser. Back scatting geometry was used. The 
experimental resu1ts show that 
1. Five carotenoids extracted from cell are all in all-tralJs 
configuration.百1isconc1usion is consistent with the resu1ts of 
NMR; 

2. Raman spectrum of core and LH1 comp1巴xare simi1ar with that of 
all-trans spirilloxanthin. Thus， spirilloxanthin in core and LH 1 are in 
all-trans configuration; 
3. Raman spectra of reaction center are different from the all-trans 
spiri110xanthin and， core and LH 1 complex. C=C stretch peak shift 
to higher position and a new peak appear at 1246 cm・tindicating that 
spirilloxanthin in reaction center is in 15・cisconfiguration. 

2pF07 
カロテノイドの共鳴ラマン励起プロファイル;カロテノイドの
光学禁制な lB..-状態の役割について
隼畠箆輩、小山 泰(関西学院大学・理)

光合成細菌のアンテナ蛋白複合体中のカロテノイド(Car)は
2つのエネルギー伝達経路をもつことが知られている Carの
光学活性な lB"'状態→パクテリオクロロフィル(BChl)のQ，状態
と，Carの光学禁制な 2A.-状態→BChlQ.状態である。Carのエ
ネルギー準位を決定すf.，ことは Car→f知11のエネルギー伝達の
メカニズムを考える上で、 E重要である。最近スフエロイデン(二
重結合数 n=10)でlB"'状態と 2A.-状態の問に光学禁制な 1Bu-状
態が存在する事を共鳴ラマン励直プロファイルによって確認し
た1)。そこで 3つの Carの励起プロファイル測定を行い、それ
ぞれの Carについて lB"'、1Bu-、2A.一状態のエネルギーを決定し、
1Bu-状態の役割について調べた。
共鳴ラマン励起プロファイルを用いて決定したカロテノイド

の一重項エネルギーを表 lにまとめた。 s-イオノン環を持つ
もの、持たないもの共に、二重結合数nの増加に伴い全ての一
重項エネルギーの減少が見られた。特に、 1Bu-状態は 3つの一
重項状態の中で最もエネルギー減少率が大きくなった。これは
TavanとSchultenのppp-服D-CI計算によるポリエンの一重項
エネルギーの予測 21と一致する結果であった。 lB"-状態は lB:
→2Ag-の内部転換の中間体としての役割があるものと思われる。

表1.カロテノイドの一重項状態エネルギー(cm-t)
カロテノイド n lB: 1Bu・ 2A. 

スフエロイデン 10 19690 17680 14250 
リコベン 11 18600 15770 13200 
pカロテン 11 19150 16550 14670 
ミニ 9-s-カロテン 9 20900 19700 15750 

1)T. Sashima et a l.，仏側• Phys. Lett.， 299 (1999) 187 
2)P. Tavan and K. Schulten， ]. Chem. Phys.， 85 (1986) 6602. 
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2pF08 
紫外可視吸収分光、 NMR分光による光合成カロテノイドの
基底状態の研究
主髭盆盤L溝口正，稲葉徹.藤井律子.小山泰(関西学院大・理)

自然界には，共役二重結合数nの異なるカロテノイドが存在
し，その殆どは分子の中央部では共通の構造だが，末端部の構
造は大きく異なる。我々は、カロテノイドの基底状態の電子
構造をlH-，13C-NMR，紫外可視吸収分光を用いて考察した。
R. sphaεroldesG1C， 2.4.1からそれぞれヌロスポレン

(n=9)，スフエロイデン(n=10)を，トマトジュースからリコペン
(n=l1)， C. v的osumからアンヒドロロドピプリン (n= 12)， 
スピリロキサンチン(n=13)を抽出し， all trans体を採取した。
n-ヘキサン溶液中でのλ(0-0)の波長，及びモル吸光係数(心

の値は共役鎖長に対する依存性が観測された.一方， lH-
NMRでは，共遜のオレフィン領域(10H-10・H)の化学シフト
値がよく保存されていることが分かつた。

ヌロスポレンスフエロイデン リコペン
λ(0 -0 )/nm 469 484 502 
e:/M-1cm-1 159400 173600 181500 

『

rg島
内
凶

/一~山~~、、
s 
E 
..c 
05 
z 

111H 12H 14H15H 11百吉正」古官十町砧
Fig.l. Positiona1 dependence of IH-chemica1 shift 

一+ー Neurosporene
-ー+一-Spheroidene 。・・ Lycopene 

2pF09 
新規紅色光合成細菌 Rhodobacaのカロテノイドと

その生合成経路

査車皇二1，A.D. Milford2， M.T. Madigan2 

(1日本医大・生物， 2Southern Illinois Univ.) 

最近発見された紅色細菌 Rhodobacabongori-

ensisは Rhodobacterに近縁で，その色素を分析

しカロテノイド生合成酵素の性質を検討した.

クロロフィ jレは BChlapであった.カロテノイド

はスフエロイデン合成経路によることから，フィト

エン不飽和化酵素 Crtlが Rhodobacter型である

が，Rhodobacterとは組成が大きく異なっていた目

demethylspheroidene， demethylspheroide-
noneが主成分であることから，メトキシ化酵素

CrtFの活性が低いと考えられる.またケト化した

spheroidenone， demethylspheroidenoneが多い

のでケト化酵素 CrtAの活性が高いと考えられる.

培養のときの酸素濃度に応じてケト化カロテノイド

の量が変化するので， CrtAは光合成地養条件でも

常に存在し，酸素の供給が律速になっていると考え

られ，またこの細菌の CrtA活性が Rhodobacter

より非常に高いことが判明した.



2pFlO 
紅色光 合成細菌 Rubrivivaxgelatinosusの
phytoene不飽和也酵素 CrtIの機能解析
原田二朗、永島賢治、高市真一 l、三沢典彦九松浦克
7罵百敬三(都立大・生物、 l日本医大・生物」 2キリ

ンビール・基盤研)

紅色光合成細菌の多くは主要なカロテノイド
として spir i lloxanthinおよびその前駆体、ま
たは spheroideneのどちらか一方を合成する。
どちらを合成するかはカロテノイド合成の初期
段階である phytoeneの不飽和佑過程において
spiri lloxanthinの前駆体の lycopeneが合成
されるか spheroideneの前駆体の neurosporene
が合成されるかによって決まると考えられるが
詳細は不明である。
Rubrivivax gelatinosusは主要カロテノイ

ドspheroideneに加え spirilloxanthinも相当
量合成する。我々はこの菌より phytoene不飽
和化酵素 (CrtI)遺伝子に相同する遺伝子を 1
コピー見出してこれをクローニングし、大腸菌
で発現させたところ、 neurosporene に加え
lycopeneの合成が見られた。また、この crtI
欠損株の作成の結果、 2つのカロテノイドが
crtIのコードする 1つの酵素により合成され
る可 能性が示された。現在この欠損株に、
lycopene合成能を持つ Erwiniauredovora白
来の crtIを相補させ、 CrtIの機能の差のみに
よって 2系統のカロテノイド合成系の差が生じ
るのかどうかの確認を試みている。

3aFOl 
樹木葉の光合成律速因子について

津山孝人、小林善親(九大・院・植物資源科学)

樹木葉の光合成活性(空気中・飽和光照射下での

最大CO2吸収速度)は草本葉よりも低い。一方、 CO2
の拡散に対する気孔抵抗は樹木葉の方が大きい。し

かし、気孔抵抗の違いだけでは樹木と草本における

大きな活性の差を説明することはできない。この研

究では、樹木葉の光合成律速因子について、クロロ

フィル蛍光とガス交換速度との同時測定により解析

した。これまでクロロフィル蛍光と活性との同時測

定は、厚い葉を持つ樹木業では困難であった。この

ような測定上の問題点を解決することで次のことが

明らかとなった。 (1 )樹木葉は草本葉よりも光呼

吸経路での電子消費の割合が高い。(2 )樹木葉の

ルビスコ近傍は光照射下で極端なCO2不足の状態にあ

る。 (3 )樹木葉の葉肉細胞はCO2の透過性が低L、。

以上の結果から、樹木葉の光合成活性が低いのは、

葉肉細胞においてCO2の拡散に対する抵抗が大きいた

めであることが分かった。樹木葉の葉肉細胞におけ

るCO2拡散の律速要因についても報告する。
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3aF02 
ダイズの sourω-sinkモデル植物を用いた高 CO2濃度の光

合成能及び炭素代謝への影響

圏直皇室，渡辺晃樹，川村ひとみ，葛西身延，津田信一(弘

前大・農学生命・生牧職能)

我々はダイズのモデル植物を用いて高 CO2濃度による光

合成 sourω-sink市胸取樹蕎を解析してきた。 1)70OppmC02 

(highC02条件)で生育した植物の 700及び35OppmC02での

光合脳塞度は生育に伴って低下したが、 35OppmC02(1∞n加 l

条件)で生育した植物の光合成速度は実験期間を通じて高く

ほぼ一定であった。 2)highC02条件積物は∞n位。l条件植物

よりも葉内の sucroseとstarch含量は大きく増加した。 3)

highC02条件植物は光合成速度が低下しても RuBPCaseの

initial activityとtotalactivityに大きな低下は見られず、

∞ntrol条件植物とほぼ同じ値だった。 4)highC02条件下で

光合成速度制民下した植物のA・Ci曲線の初期勾!2.は con回 i

条件植物に比べて小さかったが、高 CO2濃度(120Oppm)下

では光合成速度は∞山01条件植物の値に近づいた。

HighC02条件下で、光合成速度が低下した植物を 48hr

暗処理すると、光合成速度は完全に回復し、葉に蓄積してい

たst制 1は脚少した。更に、 A-Ci曲線の初期勾配は∞n位。l

条件植物とほぼ同じ値になった。

3aF03 
ダイコンのシンク能の発達
比の小さな栽培種の場合

2.ダイコン/シュート

且旦査盟、 H.Rouhier、出村拓 l、福田裕穂 1 (帝京
大学・医学部・化学、 1東京大・院理・生物科学)

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。ダイコンが肥大する品種(ホワイト・チ
ェリッシュ、 WCと略)では、 invertaseではなく、
sucrose synthase (SuSy)がシンク能の発達に重要であ
ることを示した (PlantCell Physiol. 40:369・377，'99)。
播種後21日でWCでは、乾物重の約50%がダイコン
に分配された。野生のダイコンに近い、ダイコンの
肥大しない品種(小瀬莱では、播種後21日で乾物重
の約3%がダイコンに分配されたに過ぎない)で、
ダイコンのシンク能について解析した。
小瀬菜ダイコンのシンク活性(ある時の単位重、単

位時間当たりの重量の増加)は3.5日で、 O.053g/g/day、
15日で0.33g/g/dayと著しく増加した (WCの15日のそ
れは、 0.65g/g/day)。両品種のシンク活性とSuSyの
活性(存在量)聞には、高い相聞が認められた。興
味深いことに、それらは共通の相関直線に回帰出来
た。このことは、ダイコンの肥大の程度に拘わら
ず、ダイコンのシンク活性にはSuSyが重要で、あるこ

とが示された。両品種に於ける光合成産物の分配、
ダイコンの構造の相違についても触れる。



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 JS vulc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。




