
lpGOl 
Synechocystis sp. PCC6803の時計遺伝子
に依存した従属栄養条件下での繍殖
車韮E二、 KisMihaly、正元和盛 1、岡本和久 2、
石浦正寛 z、近藤孝男 z、和国元(九大院・理・
生物、熊大・教育・生物1、名大院・理・生命理Z)

ラン蕩 Synechocystissp. PCC6803は、
毎日 10分程度のパルス光照射により、青色光に
依存して従属栄養的に増殖する。本研究では、従
属栄養増殖における青色光の役割を解明すること
を目的として細胞周期に対する膏色光の効果
や circadianclockと従属栄養増殖との関連
について解析した.
光パルス条件下で、細胞周期に対する青色光

の効果を調べたところ、青色光によって細胞の
分割が同調することが明らかとなった。しかし、
暗所に移しても細胞の分裂の同調がしばらく続
くことから、膏色光が細胞周期に直接関わって
いるのではないことが示唆された。
一方、時計遺伝子 kaiABCの破線株を作製し、

circadian clockと従属栄養増殖の関連につい
て解析したところ、破犠株は光パルス条件下にお
いて増殖できないことが明らかとなった。このこ
とは、膏色光に依存した従属栄養殖には時計遺伝
子が必要であることを示している。

lpG02 
シアノバクテリアの概日リズム周期への光入力系
に関わる突然変異体の解析

片山光徳、 SusanS. Golden1 (東大， 総合文化，

生命環境， lDept. Biol.， Texas A&M University 

連続光のもとで概日リズムの周期は照射光の強

度に依存して変化することが知られており、シア

ノバクテリア Synechococcussp. strain PCC 
7942 においては光強度の減少にともなって周期

の伸長が起こる。私たちはシアノバクテリアから

光依存的な概日リズムの周期変化に影響を与える

突然変異体を 2株単離した。これらの突然変異体

では弱光下で観察される周期の伸長が著しく抑え

られていた。 トランスポゾンの挿入部位を調べた

ところ、 tnpK と名付けた遺伝子の異なる部位に

挿入が起こっていた。 tnpK 遺伝子は 352ア

ミノ酸残基からなる水溶性のタンパク質をコード

しており、これは Fe-Sクラスター結合領域と高

い相同性を示す配列を含んでいた。 TnpKタンパ

ク質は酸化還元反応あるいは電子伝達反応を通じ

て概日リズムの周期の光感受性を調節しているこ

とが推測される。
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lpG03 
種々の藍色細菌におけるkai遺伝子クラスター

の相同遺伝子

宝崖蓋童虫、中平洋一¥井上千晶1、C.P. Wolk2、

井上頼直
3、近藤孝男

1
、石浦正寛(名大・遺伝子、

i

名大院・理・生命理学、
2ミシガン州立大、

3
理研)

藍色細菌Synechococcussp. strain PCC7942 

(以下Synechococcus)の時計遺伝子クラスタ-

kaiABCの相同遺伝子は、種々の藍色細菌

(Synechocystis sp. strain PCC6803， Synechoc-

occus vulcan us [好熱性J.Anabaena sp. strain 

PCC7120 [糸状性])にも存在する。

AnabaenaのKaiB及び、KaiCはSynechococcusの

KaiB、KaiCと高い同一性を示したが、 KaiAはN末

側の2/3が欠失しており、 C末側1/3の領域のみを

有し、同一性も低かった。

Anabaenaの各kai遺伝子をSynechococcusの

kaiとそれぞ、れ交換しでも、時計遺伝子として機能

した。また、AnabaenaのkaiAはSynechococcus

のkaiAと同様に機能した。このことより Synecho-

coccusのKaiAの時計としての機能がC末側1/3に

あることを推定した。

lpG04 
藍色細菌の時計遺伝子群に対するランダム突然変異の

誘発とその解析

3:A差二、竹内しのぶ、石浦正寛¥近藤孝男 (名大

院・理・生命理学、 1名大・遺伝子・植物ゲノム)

藍色細菌(Synec!1ococcussp. PCC 7942)のkai時計

遺伝子群 (kaiA，B，C)はクラスターを形成しており、

その発現リズムの自己フィードパック制御が、概日振動

発生に重要であると考えられている。しかしながら、こ

れらの時計遺伝子の具体的な分子機能は殆ど明らかにさ

れていない。

本研究では、 invitroでのPCR反応における基質認

識性の誤りを原理として、 kai遺伝子群の特定領域に対

してランダムに変異を導入し、 kaiBC遺伝子の発現リズ

ムに異常を与える変異株を発光レポータ系を用いてスク

リーニングした。その結果、 EMSによるinvivoでの変

異誘発では少数しか見られなかった、 kaiA， B遺伝子及

び、kaiBCプロモータ上に変異をもっリズム変異椋をあわ

せて 100以上得た。現在、変異部位の特定と、個々の

変異株でのKai蛋白質の動態等を解析しており、その結

果から推測される個々の時計蛋白質の機能部位について

論ずる予定である。



lpG05 
管状要素分化に伴うプログラム細胞死の観察

止鹿主企、福田裕糖、(東京大院・理・生物科学)

道管を形成する管状要素は中空の死細胞であり、分

化の過程で厳密に制御されたプログラム細胞死を伴う。

これまで、ヒャクニチソウ管状要素分化系を用いて、

細胞死の過程が盛んに研究されてきたが、電子顕微鏡

での観察を基にした断片的な知見しか得られていない。

そこで私たちは FDA，SIT016， SYBR-Goldなどの蛍

光試薬で、細胞質と核を染色し、細胞死過程の連続観

察を試みた。そして共焦点レーザー顕微鏡を用いて l

つの生細胞を連続的に観察することにより、細胞死の

引き金である液胞崩壊の瞬間とその後の核分解の過程

を捉えることに成功した。その結果、液胞崩壊の前に

液胞が膨張すること、崩嬢そのものは短時間で起こる

こと、核は液胞崩壊後に速やかに分解されること、そ

の際核の中央部の DNAから分解が始まり、核膜構造

はしばらく保たれることなどが判明した。

lpG06 
プログラム細胞死特異的遺伝子ZinniaCysteine Protease 4 
の発現解析
圭量産、出村拓、福田裕穂(東大院・理・生物科
学)

プログラム細胞死は多細胞生物の発生の過程で重要な
役割を果している。ヒャクニチソウの単離葉肉細胞から
管状要素への分化系は高等植物のプログラム細胞死の研
究の優れた実験系である。私たちはヒャクニチソウの管
状要素分化の細胞死に先立って一過的かつ特異的に
cyste ine prote蹴活性が上昇すること、そしてそのcysteme
Drote蹴をコードすると考えられるcDNA(ZCP4) を単
醸したことをすでに報告している。
本研究で私たちはZCP4遺伝子の詳細な発現様式を調

べた。 ヒャクニチソウの茎頂に対する insitu 
hvbridizationにより ZCP4遺伝子は管状要素に分化しつつ
あるごく限られた細胞にのみ発現することが示された。
この結果から、 ZCP4遺伝子が植物体においても管状要
素分化過程における細胞死に深〈関わっていることが強
〈示唆された。ZCP4の発現様式をさらに詳しく調べる
ために、 ZCP4のプロモーター領主主を単離し、 ZCP4プ
ロモーターと pーグルクロニダーゼ (GUS) との融合遺
伝子をアグロバクテリアを介してシロイヌナズナに導入
した。形質転換植物のロゼット業をGUS染色したとこ
ろ、ごく一部の未成熟な道管にのみGUS活性が検出され
た。現在、形質転換樋物の他の器官に対してGUS染色を
行っており、この結果についても報告する。
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lpG07 
ヒャクニチソウ管状要素分化における液胞崩犠の機情

栗山英夫，福田裕穂(東大・院・生物科学)

道菅・仮道菅を構成する管状要素は特徴的な耐水性の

二次細胞壁を持つ死細胞であり、その分化過程で;夜胞崩

壊によるプログラムされた細胞死を起こすことが知ら

れている。そこで管状要素分化を高頻度かつ同調的に誘

導できるヒャクニチソウ培養細胞系を用いて液胞崩填

の際の特徴的な性質変化を探索した。その結果，二次壁

肥厚を開始した多くの細胞は生体染色用蛍光色素の

FDA (f I uoresce i n d i acetate)で染色したとき、細胞質

内で代謝された fluoresceinの液胞への輸送が起こら

ないことがわかった。また fluoresceinのような有機物

陰イオンの輸送阻害剤である probenecidで処理すると

管状要素が急速に細胞死を起こした。 probenecidは相

当の時間の遅れを縫て管状要素以外の細胞の液胞も崩

壊させた。この有機物陰イオン輸送阻害を伴う管状要素

液胞の性質変化は二次壁肥厚形成、 j夜胞崩壊とともに

cycloheximideで阻害されたこと、二次壁肥厚開始直前

の関連遺伝子の発現と開始時期が符合することから、有

機物陰イオン輸送能の変化が管状要素形成の際のプロ

グラム細胞死に重要な役割を果たしていると考えられ

た。

lpG08 
細胞死抑制タンパク質を過剰発現させたタバコで観察

される耐塩性等のストレス耐性

畳一主主主l，後藤洋子1，光原一朗1ム三浦正幸3

大橋祐子1，2(1農水省・農業生物資源研、 2CREST

/JST， 3大阪大学・医学部)

動物の細胞死抑制タンパク質Bcl一札やCed-9を過剰

生産しているタバコが、 uv、パラコート処理に耐性

を示すことはすでに報告したし今回、これらの植物

がさらに耐塩性や耐冷性を示す結果を得た。これらの

タンパク質が多く含まれる植物の葉をカルス化させ、

懸濁培養細胞株の樹立を試みたところ、非形質転換体

に比べてより増殖しやすい株を容易に得ることができ

た。これらの細胞株では生長がより活発であるととも

に、 NaClに対する耐性も示した。種子発芽時に塩や

低温処理した場合にも、これらのタンパク質の発現量

の多い系統ほど明瞭な耐塩性や、耐冷性をを示すこと

が分かつた。これらの結果は、これらのタンパク質を

高発現させることにより、植物細胞に、環境ストレス

に対する耐性を与え得ることを示唆する。 1Mitsuhara， 

1. et al. CUIT. Biol. 9:775・778(1999)



lpG09 
葉の老化が遅くなるシロイヌナズナ変異体の単離
と解析

五旦監王伊藤正樹，渡遁昭 (東京大・院・

理・生物科学)

緑葉の老化の過程は遺伝的にプログラムされて'
いると考えられているが、その進行をコントロール

する機構についてはほとんど明らかになっていな

い。我々はシロイヌナズナを材料に老化プログラム
に異常をきたした変異体を単離し、その遺伝学的お

よび分子生物学的な解析を行っている。今回、暗所
に置かれた際の子葉の老化を指標に、葉の老化が遅

くなる変異体T47株を T-DNAタグラインから単離

した。遺伝学的な解析から、 T47株は劣性一遺伝子
座における変異であり、挿入 T-DNAと表現型が連
鎖していることが明らかになった。その表現型の解

析を行ったところ、 T47株は、暗所下で人為的に老
化を誘導した老化の進行も、通常光条件下で生育さ

せた時の自然老化の進行も遅くなっていることが
分かつた。また、 T47株のエチレン感受性は野生株
と大きな違いは認められなかったので、 T47株の変

異の原因遺伝子は、老化の進行に重要であり、かっ
エチレンを介さない経路に関与するものであると

考えられる。

lpGlO 
シロイヌナズナ子葉の老化過程における細胞死と

AtDAD-1/・2の発現変動

玉童基宜、内蔵継吾、シャミーマ・モンジュール、

鈴木寛(福井県立大・生物資源)

細胞死抑制遺伝子ホモログ AtDAD-1/・2の高等植

物での機能を解明するため、両遺伝子の抗アポト

ーシス能及び野生型 (wt) とエチレン非感受性変

異体 (etr1イ)の子葉の老化過程での細胞死と両

遺伝子の発現変動を解析した.

AtDAD働 1は AtDAD-2と比較して、アポトーシス

を起こしている tsBN7(ハムスター DAD-1変異

細胞株)の DNA断片化を、強く抑制した。子葉の

老化過程での死細胞数は、老化後期に増大した。

その数は、 etr1・1より wtで多かった。 wtでの

AtDAD-1/・2の mRNAレベルは老化とともに増大

し、その後期に減少した.これに対し、 etr1・1で

は減少しなかった.また、 antisenseAtDAD-1を

過剰発現する Tlの子葉が黄色であった。以上の

ことは AtDAD-1は、老化過程での細胞死に抑制

的に関わることを示唆する。
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lpGll 
酵母のBax誘導性細胞死を抑制する植物
Bax inhibitor-l (BI -1)遺伝子の解析
山丘皇起l，2，潜玲2 内宮博文2，1(1原研・先端研，

2東大・分生研)

Bax Inhibitor-l(BI-l)遺伝子はYeastにおけるBax
誘導性の細胞死を抑制する新規因子として動物か
ら単離された (Xuand Reed 1998)。植物の細胞死メ
カニズムを解析する足がかりとして、我々は植物
のBI-l遺伝子をアラピドプシス (AtBI-l) 及びイネ
(OsBI・1)より単離した。植物BI-l遺伝子は動物と同
様、 6又は 7つの膜貫通領域を有する膜タンパク
質であり、アミノ酸レベルで動物遺伝子とは約4
2%、イネ、アラピドプシス間では約 70%の相
向性を示した。植物BI・1遺伝子の機能を調べるた
め、ガラクトース誘導性のBax遺伝子を有する酵母
(QX95001)にアラピドプシスBI-l遺伝子を導入し、
Bax誘導性細胞死の抑制効果を調べた。その結果、
ガラクトース培地上で、発現ベクターのみ(コン
トロール)を持つ株は増殖できなかったが、 BI-l
遺伝子を有する株は増殖が可能であった。聞ち、
植物BI-l遺伝子は動物と同様、酵母におけるBax誘
導性細胞死を抑制する活性を有することが確認さ
れた。

lpG12 
酵母の機能的スクリーニングによるシロイヌナズナ
由来Bax遺伝子サプレ ッサーの同定

j番玲余嘉華川合真紀2.l，内宮博文1，2(1東大・分

生研 2原研・先端研)

動物Bax遺伝子が植物細胞の死を誘導することが最
近報告され、生物種を越えた細胞死メカニズムが存
在することが予想されている。さらに、 Bax遺伝子
を酵母内で発現させると、細胞死を誘導することも
知られている。我々は、酵母におけるBax誘導性細
胞死の阻害因子を、シロイヌナズナの cDNAライプ
ラリーより同定した。それらは酵母のコロニ}形成
能の観察から、阻害作用の加減が異なるものであるε

ウエスタン解析の結果、一部の阻害因子は酵母内の
Baxタンパク質の発現量に影響を与えていないこと
が分った。同定された遺伝子の中には、動物の細胞
死阻害因子であるB凱 Inhibitor-lホモログ (AtBI-l，
前演者参照)が存在することから、同実験系はBax
誘導性細胞死の阻害効果を正確にモニターしている
ものと思われる。最も高頻度で現われたサプレッサ
ーはAtEBP遺伝子であった。この遺伝子は転写因子
であるEREBP(Ethylene-Reponsiv巴日ement-Binding
Protein)のホモログであり、生体内の機能は不明で
ある。今後、これらの遺伝子の機能と植物の細胞死
の関係について明らかにしたい。



lpG13 
タバコ tbzFJ!伝子は老化のプロセスと花芽で強〈発現するbZIP型転

写活性化因子をコードする

盗盤盤， Thomas Berberichl，佐野浩，草野友延(察良先端大・遺伝

子教育研究センター， IBotanisches Institut. J.W. Goethe-Universitat) 

;賞者らは、稲の低温餓導性遺伝子lip19のタバコ相向性遺伝子とし

てtbz17を報告してきた.今回、タバコよりlわ19の2番目のホモロ

グtbzFを単厳し、特徴づけを行ったので報告する.

【方法】タバコ花芽cDNAライブラりーを作製し、 tbz17cDNAをプ

ロープとしてスクリーニングを行った.
【結果】得られたクローンはいずれもtbz17とは異なるクローンで

あり、 tbzFと称した.tbz月直伝子産物(丁目ZF)は144アミノ酸よりな
るbZIPタンパク貨であり、 TBZ17と73%の相向性を示した.丁目ZF

は丁目Z17と問機に核因子であり転写活性化能をもつことが明らかと

なった.
成熟したタバコ植物体で、 tbz17mRNAの蓄積はクロロフィル含

量の低い老化薫でみられたが、 tbzFmRNAの書積は老化葉に加え、

花芽周辺組織で観録された.tbzFmRNAI;I;開花まで増加するが、開

花直後には直ちに減少することが分かった.

tbzFのストレスに対する発現応答を調べたところ、低温により

mRNAの蓄積がみられた.植物ホルモンの彫響を調べたところ、エ
チレンおよびオーキシンにより tbzFとtbz17mRNAの奮積がみられ

た.オーキシンの効果はエチレンを介したものと考えている.

今後、 2つのtbz遺伝子 (tbzl7とtbzF)が値物の老化プロセス

と低温応答にどのように関っているか、 tbzFの花における役審lにつ

いても解析を進める予定である.

lpG14 
タバコ培養細胞における過敏感反応死の過程

茎竪量旦，平沢賢一，極井祐三(静岡大・理・生物地球)

植物におけるプログラム細胞死のモデル系として過敏感

反応がある。本研究では BY・2培養細胞に確定的な細胞死

を引き起こすペプチド系エリシターの Cryptogeinを用い

た。これは pi・'cha酵母での大量発現系が構築されており、

X線機造解析もなされている。このため、細胞死誘導因子

としてタンパク質工学的加工が容易という利点をもっ。

細胞死の過程を定量的に追跡するため、フルオレセイン

ジアセテート (FDA)の取込み速度を定量する実験系を構

築した。細胞死が完了するまでの蛍光強度変化を測定し、

死の過程を観察した。その結果以下の事が明らかとなった。

1. Cryptogein添加と同時に細胞死が始まり、指数関

数的に生存率が減少した。

2.細胞膜の損傷を伴わないエパンスブルー非感受性の

細胞死であった。

3.細胞含有タンパク質が減少した。

4.酸素消費量が一過的に上昇した。
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lpG15 
ダイズの個体老化を誘導する内生因子

訟援組王・喜久田嘉朗・幸田泰員IJ (北大院・農・植物)

一回結実生植物は開花結実後老化し枯死する。この老化は一

連のプログラムされた現象と考えられるがそれを制御している

原因物質は現在のところ明らかではない。エチレン、 ABA及び

ジャスモン酸メチルエステルσA-Me)などは老化を促進する活

性をもっととが知られておりこれらのホルモン(様物質)がこの

個体老化に関与している可能性がある。

開花結実後の老化が明瞭である作物であるダイズを用いて個

体の老化を誘導する内生因子の特定を試みた。老化の指標とし

ては葉のクロロフィル含量を用いた。結実後の早い時期に爽を

除去すると老化が大幅に遅れることから爽が何らかの老化開始

のシグナルを出すものと考えられた。未熟な焚には強い老化促

進活性が認められこの活性は葉の老化開始と同時に最大なっ

た。爽に含まれるABAとJA-Meの生長に伴う変動を調べた結

果、 ABAの挙動と老化促進活性の挙動はほぼ一致した。従って

ダイズの老化の開始シグナルの本体はABAである可能性が考え

られた。しかしABA量は水ストレス等で容易に変化することが

知られており、このように量的に不安定な物質が数週間に渡っ

て生ずる老化の原因であるとは考えにくい。現在GC-MS-SIM

法によってより正確にABAの定量を行っている。

lpG16 
コムギの穎及び穂軸に含まれる老化促進物質

主国主刷、喜久田嘉郎 (北海道大・院・農・植物)

一年生植物は開花結実後、個体全体が老化しやがて枯

死する。この老化のメカニズムは未だ不明である。生長

中の子実が栄養を独占し、それにより老化が始まるとす

る説もある。しかしこの老化は、個体に残存する栄養物

質を効率的に子実に取り込ませるために役立つており、

積極的なプログラムされた老化である可能性が高い。コ

ムギの老化は特に顕著であり、他の植物が旺盛に生長し

ている盛夏に一斉に老化枯死が起こる。秋まきコムギと

春まきコムギをそれぞれ2品種ずつ用い、個体老化の原

因の解明を試みた。いずれの品種においても、生育中の

穂の中に強い老化促進活性が存在し、その活性は菜の老

化開始 1週間前に最大となった。また老化の始まった葉

にも老化促進活性が検出された。穏を穎、穂軸及び穂子

に分けそれぞれの活性を比較したところ、穂軸と穎に強

い活性が検出された。この結果は、老化開始のシグナル

は子である種子から出されるのではなく、親個体が自ら

出しており、老化枯死が一種の自殺であることを示唆し

ている。現在活性物質の純化を試みているが、各種のク

ロマトグラム上での挙動は、既知の老化促進物質とは全

く異なっていた。また老化促進の比活性もジャスモン酸

メチルより大幅に高いこと判明した。



lpG17 
オートムギ第一葉の老化に伴う細胞壁多糖類の変化
宮本健助、宇都宮 真木、勇回友和、上回純一
(大阪府立大・総合科学・自然環境)

明所で成育させたオートムギ (Avena sativa L. ) 
の第一葉切片の老化過程における細胞壁構成多糖類
の質的量的変化について調べた。 8日齢のオートム
ギ芽生えの第一葉先端部から 3 cmの切片を調製
し、暗所、 2S0Cで3日間培養を行った。第一葉切
片中のクロロフィノレ含量は、培養開始後、急激に減
少し、培養開始 3日目には、切片はほぼ完全に黄変
した。常法に従い、第一葉切片の細胞壁多糖類をベ
クチン性、へミセノレロース性、そしてセルロース性
多糖類に分画し、各画分中の糖を定量した結果、 ベ
クチン性多糖類はほとんど含まれておらず、へミセ
ルロース性多糖類およびセノレロース性多糖類が、ほ
ぼ 7 3の割合で含まれていた。 この割合は、老化
の進行にかかわらずほとんど変化しなかったもの
の、へミセノレロース性多糖類およびセルロース性多
糖類の量は緩やかに減少し、培養 3日目には開始時
の 80%程度になった。加水分解後、ガスクロマト
グラフを用いて、へミセルロース性多糖類の中性糖
組成を調べた結果、主としてアラピノース、キシロ
ース、そしてグノレコースから構成されていた。また、
老化過程において、これらの中性糖組成比にほとん
ど変化は認められなかった。 以上の結果から、オー
トムギ第一葉の細胞壁多糖類は、老化の進行に伴っ
てその分子種には無関係に分解されること が示唆さ
れた。

2aGOl 
アサガオのフロリゲン様物質の分峰、..とその

繍組物の花芽鶴羽活性

盗堕量盟、平岡和久(京大院 .8・応用生物)

一昨年度の本年会で多電偲電気化学検出器を用いて

アサガオのフロリゲン足りうる五つの必要条件・(1)

限界暗期後に滑加する、 (2 )光中断でその合成が阻

害される、 (3 )暗期中の低温により合成が阻害され

る、 (4 )日長反応を臨書する随害膏jにより合成が限

害される、 (5 )晴処理12時間後には子葉から消失す

る・を満たす物質を多数検出出来ることを報告した。

しかし、これらの物質は慢性が非常に高く、爽雑物の

ためにW検出器では検出出来なかった。これらの物質

を精製、 W検出著書で検出するには新たな分離システム

を開発する必要があった.種々のカラム、溶離液等を

検討した結果，TSK-Carbon 500 (4.6 x 1 Ocm+25問、

特注品)を用い、アセ卜ニトリルの緩やかなステップ

グラジエント法で上記条件を満たす物質を約40W検

出器 (280nm)で検出することに成功した。本年会で

は分離、精製法及び分隊、精製した物質の単独及び混

合物の花芽誘導促進能について報告する.
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2aG02 
アラピドプシス TFL1に相同な配列を有するリンゴMilTFLの単離
と発現解析

五麓旦宣J!、和田雅人、加藤秀憲、湘回哲男、昏l島淳一 (農水省
・果樹試・リンゴ支揚)

TERMINAL FLOWERl (TFL1)およびCENTRORADlALIS(CEN'> 

は栄養成長相から生殖成長相への切答に関与しており、それらの

loss-of-function mutant は無限花序から有限花'*に変化し、。71変具
体については早期開花することが観察されている.また TFLlは
LEAFYを抑制的に制御していることが示されている.

1999年度年会において私たちは、リンゴから LEAFY(LFY) 

IFLORJCAULA (FLO)に相同な遺伝子AFLI，AFL2及びAPETALAI

(APl) /SQUAMOSA (SQUA)に相同と考えられる遺伝子 M“pl

(MdMADS5)の単隙・解析について発表した。今回はアラピドプシ

スTFLlのリンゴ相同遺伝子(全長 cDNA) と考えられる MtlTFL

を単厳しその発現解析を行った.TFLI、CENに対する相同性は核

畿レベノレでそれぞれ75%、71%、アミノ酸レベルでそれぞれ74%、
72%であった.時刻耳目IJmRNAの発現量は、花芽分化期が最も高く
その後やや減少した。この発現パターンは、 AFLが花芽分化後次
第に上昇したのと対照的であった.Southern blotにおいてメジャ
ーなバンドの他にマイナーなパンドが 1本検出されたことから
MilTFLに相向性の高い別の遺伝子が存在することが示唆された。
LFY相同遺伝子である AFLにおいては塩基配列上極めて相同性の
高い複数の遺伝子が単隙されており f.A.FLl，AFL2)、TFL1ホモロ
グに関しても同様である可能性がある。
我々 はリンゴ MdTFLの繍能を明らかにするため、35S::MdTFL

をアラピドプシスに導入し形質転換体の作出を試みた。

2aG03 
リンゴLFYホモログAFL1， AFL2の発現及び機能解析
folH韮ム、古藤田信博、副島淳一、場回哲男
(農水省・果樹試・リンゴ支場)

我々はリンゴの花芽形成メカニズムを明らかにする目的
で、リンゴ(紅玉:Jonathan)から Arabidopsisのf10ral
identity geneの一つである、 LFYのホモログを単離し、 AFLl，
AFL2とした。これら 2つの遺伝子はお互いに 90%の相向性
を待っているが、発現部位は AFL1が花芽茎頭部に限定され
るのに対し、 AFL2は、花芽茎頂部以外にも、花器官や栄養生
長の茎頂部、根などにも見られた。葉、茎にはどちらも発現
していなかった。 このような発現部位の違いは、それぞれ
の遺伝子の機能の違いを反映していると考え、 358プロモー
ター下につなぎ、アグロパクテリウムによって Arabidopsisに
導入し、形質転換体を得た。それぞれ複数個の転換体を得た
が、特に AFL2を導入したものでは、ロゼット軸からの単生
花の発生が多く、開花に要する日数の短絡が見られた。 一
方 AFLlの転換体でも同様の形態変化は観察されたが、 AFL2
より変化の程度が小さく、開花日数もより長く必要とした。
しかしながら、どちらの遺伝子によっても無限花序の伸長を
妨げることはなく、これまでの報告のように中心の花茎も
tenninal f10werによって伸長が止まることはなかった。以上
の結果をもとに、 2つの遺伝子がリンゴの花芽形成にどのよ
うに関与しているのかを考察した。



2aG04 
シロイヌナ'}..ナの t1mbryonic flo開 r2変異を相補するイネ遺伝子

盟主L主~，吉田 存方(三井化学うイフザイエン1研究所)

シロイヌナ'}..ナの t1mbryonic flowt1r 変具体 (t1mfl と tlmf~うは、

子業展開直後に開花に至る。 t1mf2変異を引き起こした原因遺伝

子は、本来、 zinc-干ingerモチーフを持つ蛋白貨をコードしており、

遺伝子先現の制御因子としての役割が推測された(吉田ら、本

学会 1999年度年会)。

組物の花芽形成における fEMF2Jの役割を検経する一助とし

て、イネ担問遺伝子 cDNAを単離した.この遺伝子 Os-EMF21立、
シロイヌナXナEMF2蛋白質と 61%の相同性を示す蛋白貨をコードし、

zinc-fingerモチーフも保存されていた。また Os-EMF2は、シロイヌナ')..
ナ酬f2変異を相補する機能を有することも判明した。 fEMF2J

は、会〈異なる開花習性を示す分類上分岐したイネ・シロイヌナ'}..ナ

値物種聞であっても、高度に情造が保存され、犠能保持されて

いた。このことは、 EMF2が纏物一般の花芽形成を制御する因子

のー禄である可能性を示唆し興味深い。

2aG05 
シロイヌナズナ EMBRYONICFLOWER 2遺伝子の発現及びトラ

ンスジェニック催物を用いた機能解析

宣里亙互，柳弁幸弘， Lingj ;ng Cherい， Z. Renee Sung 1 ， 

高橋滋(三井化学・ライフサイエンス研究所、 1UC 

Berkeley) 

シロイヌナズナの EMF遺伝子 (EMF1.EMF2)は、機能欠鍋

変異体における超早期花成形質から、栄養成長の維持または

花成プログラムの仰帝11に関っていると考えられている。我々

は、ポジショナルクローニングにより EMF2遺伝子を単離し、

新規なジンクフィンガータンパク質をコードしていることを

明らかにした(昨年度本学会年会)0 in 5 ituハイブリダイ

ゼーションによる発現解析を行なったところ、 EMF2転写産

物は、発達中の目玉に認められ、発芽後の植物体では主に茎頂

分裂組織に局在し、花成後においても花序分裂組織及び花苦手

分裂組織でその蓄積が認められた。すなわち、変異体の形質

から予想される花成仰帝11遺伝子としての機能を支持する結果

(花成に伴う発現，転写の減少)とはならなかった。

現在、 ENF2のアンチセンス/過剰発現コンストラクトを

用いてトランスジェニック値物を作成し、その機能について

解析を行なっており、これらの結果も合わせて報告する。
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2aG06 
シロイヌナズナの花芽特異的ジンクフインガータ

ンパク質をコードする遺伝子 ZIMの機能解析

皿 五 雄i二、西井晶子、藤田秀知、竹村美保、横田

明穂、河内孝之(奈良先端大・バイオ)

花成は環境刺激を受けた植物体が遺伝的な制御

を行うことによりおこる。我々は花芽特異的かつ低

発現性の遺伝子を系統的に得ており、そのうち転写

因子と相同性を示すタ ンパク質ZIMは、若い花芽・

花序茎頂・雄ずい・雌ずいで発現し、生殖生長期の

茎頂分裂組織で働いていることが予測された。

ZIMはそのアミノ酸配列から、ジンクフィンガー

モチーフを含む、転写因子と考え られる構造が予測

された。塩基性領域には核移行シグナル様配列が見

られ、 ZIMが核に局在することが確認された。また、

酸性領域やグルタミンに富む領域は転写活性化領

域と考えられ、 GAL4の DNA結合領域と加4の融

合タンパク質とルシフエラーゼレポーター遺伝子

を用いた解析より、転写活性化に関わる因子である

ことが示唆された。以上のことから、 ZIMは花成時

期に特異的に働く転写因子であると期待された。

さらに、ZIMと現象との関わりを推測するため、

形質転換体を用いた解析を行っている。

2aG07 
CONSTANS遺伝子の過剰発現による早咲きを抑

圧するシロイヌナズナ変異体の単離と解析

星与血卑， Alon Samach， Isabel Igeno， Clair 
Perilleux， Scott E. Gold*， Martin F. Yanofsky* 
and George Coupland， John Innes Centre 
*Dept. Biol.and Center of Mol. Gen.， 

University of California at San Diego 

シロイ ヌナズナの CONSTANS(CO)遺伝子は、

転写因子様タンパク質をコードする遺伝子で、そ

の機能欠損変異体では長日条件下における花芽形

成が遅れ、その過剰発現体 (35S::CO)は日長非感

受性の早咲きの表現型を示す。 CO遺伝子の下流で

機能する遺伝子を同定するために、 35S::COの早咲
きの表現型を抑圧する変異をスクリーニングした。そ

の結果、三つの遺伝子座が同定され、 それぞれ socl，

soc2， soc3 (aUppressors of Qver-expression of 
ζ0)と名付けた。このうち soc3は新しい花芽形成

遅延遺伝子座であることが分かつた。 socl変異と

soc2変異は、それぞれ既知の花芽形成遅延遺伝子

である FJ遺伝子、 FWA遺伝子の変異であること

が分かつた。 soc3ft， soc3氏四二重変異は

35S::CO植物の花芽形成時期を単一変異よりも著し

く遅らせた。したがって、 SOC3は FJ，FWAとは

異なる経路で機能すると考えられる。



2aG08 
シロイヌナズナの糖シグナリング変異採uns2の解析

林真吾 1，2、古川靖子 1、本盤整童1、中村研三 1，2 C基生研・

発生生物、 2名大、生命農)

in vitroで生育させたシロイヌナズナ野性株では、借地の糖

濃度増加に伴い業のクロロフィル含量が堵加し花成が遅延す

る.我々は葉の光合成機能発達過程や花成における糖シグナ

リングの役割を明らかにするために、 1虫自に確立した T-DNA

タグラインの中から、加 ν'itro培地上で業の光合成機能低下や

early floweringの表現型を示し、業での糖応答性遺伝子発現制

御も異常になった多数の突然変異体 uns(unusual sugar 
response)を単降してきた.その一つ、劣性の変異株 uns2は、

土栽矯条件下及び糖波度の異なる invitro t吾養条件下いずれの

場合にも、業のクロロフィル含量低下と earlyflowering表現

型を示す.またかアミラーゼやアントシアニンの葉での糖続

導性蓄積が野性妹に比べ高くなっている。この変異綜ではエ

チレン応答性変異綜 h∞kless1(h/s1)の原因遺伝子内に T-DNA

が挿入されていた，uns2は hookless表現型を示し、 h/s1の

複数のアレルすべてにおいて uns2と類似の表現型が見られた

ことから、uns2の原因遺伝子はHLS1であると断定した，HLS1

は N アセチル基転位酵素に相向性が高いが、細胞内局在や基

質など繊能に関しては不明である.本発表では、情報伝達を

異にする複数の糖応答性遺伝子の発現制御や HLS1自身の糖

応答性、 HLS1 タンパク質の細胞内局在等について報告し、

HLS1IUNS2の役割について考察する.

2aG09 
オオムギを用いた生殖生長過程における遺伝子発現

の全体像の解析の試み

玄盆箪率、阪田 忠、高橋秀幸(東北大・遺生研)

値物の生殖生長過程は、栄養生長と異なり、雄蕊・雌蕊・

減数分裂を行う生殖細胞・それを取り巻く栄養細胞などさま

ざまに分化した器官組織形成を必要とし、そこには数多くの

生殖生長特異的な遺伝子群ならびに栄養生長においても不可

欠な遺伝子群が発現し機能することで進行すると考えられる。

本研究では、オオムギを材料に用い、その生殖生長過程で発

現する遺伝子の全体像を解明することを最終的な回線とする。

オオムギを用いた利点は、幼穂における各穎花の向調性が比

較的良いこと、減数分裂期の染色体観察が容易なことがあげ

られる。まずはじめに、人工環境下(昼 2SC/夜 15'C、 16時

間日長)におけるオオムギの生殖生長過程の調査を行い、矯

種後 35日目に開花し、約 80%以上の稔性を確認した。また花

粉母細胞の前減数分裂期に、 5日間昼夜 10'C高温処理するこ

とで、花粉が形成されず稔性が完全になくなることが認めら

れた。この高温処理では穎花の数や雌蕊の形態異常はほとん

ど観察されなかったので、高温処理区とコントロール区を比

較することで、雄性配偶子形成に関わる遺伝子群を同定する
ことができると期待している。これらの系を材料に用いて、

現在、 SerialAna1ysis of Gene Expression (SAGE)法によるオオム

ギの生殖生長各発生分化過程における遺伝子発現の網羅的な
解析を開始した。
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2aGI0 
酵母Saccharomycescerevisiaeの第E番染色体DNA長多

型による接合能の低下

童韮基去、山下泰然、有津俊史、小西一功、太才由紀子、

久富泰資(福山大・工・生物工学)

S， cerevisiaeの第E番染色体DNA長は350kbpであるが、

我々の研究室保存株の中に同DNA長が450kbpである株があ

る。この妹の第E番染色体では、 THlNj宣伝子座からM開宣

伝子座までを含む約100kbpの領域が重復している。また、

減数分裂時にこの重複領減で不等交叉を起こすことにより、

同DNA長が10)kbp単位で多型を起こす。

多型の誘発により第E番染色体DNA長が長くなった細胞

では、接合能が顕著に低下する現象を見いだした。また、

この接合能の低下は、 a型細胞の αフェロモンに対する感

受性の低下に起因していることを明らかにした。そこで、

DNA長多型を起こす100kbpのDNA領域について塩基配列の

データペースを検索したところ、フェロモン感受性に関与

する遺伝子FlG，劫 t含まれていることが判った.

本研究では、このFlGZJ.宣伝子の量と接合能の関係を明ら

かにする目的で、 FlGZJ.宣伝子を多コピーベクターに組込み、

通常の細胞に導入した。その結果、 FlGZJ.宣伝子量が糟加し

た細胞は接合能が低下することが明らかとなった。

以上の結果から、第E番染色体DNA長多型で見られる接

合能の低下は、 FlG2の遺伝子量に基づくことが示された。

2aGll 
テッポウユリの蔚の減数分裂に同調した温度低下と気孔形成

盆息隼記ム、高瀬尚文¥平塚和之¥堀田康雄¥宮湾健一、

検回明穂(同TE， 1奈良先端大・バイオサイエンス)

テッポウユリ (Li/iumlongiflorum)は、生殖器官が大型で・花

粉母細胞の減数分裂の向調性が高いことから、生殖生長の研

究材料に適している。我々は、熱電対をもちいて減数分裂の

進行と向調して蔚の内部の温度が 2・3'C低下し、減数分裂終

了後に再び上昇する事を見いだした。前の成長初期には、最

先端部をのぞいて表皮に気孔が存在しなかったが、減数分裂

に同調して急激にその数が滑加し、特に外側においては約

0，12個/表皮細胞、 60・120個/mm2に逮した。その後、細

胞当たりの気孔数は一定であったが細胞の伸張に伴い面積当

たりの気孔数は減少した。これらの結果は減数分裂の正常な

進行と温度低下に何らかの関連があるとともに、気干しを介し

た蒸散が温度低下を担う因子の一つである ζとを示唆するも

のである。さらに、我々はこの系が気孔分化研究の良い材料

になるものと考え、気孔形成期に菊表皮で発現誘導をうける

遺伝子を cDNAサブトラクションi去により探索しているので、

その結果も併せて報告する。



2aG12 
高 湿度条 件下で稔性を回復 す る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の

雄性不稔 突然変異体 VW294の分子遺伝学的解析

山田美穂、五塁盗直、影山奈津子、近藤真紀l、
西村いくこ、 岡田清孝 (京大・院・理・植物、

l基生研・細胞生物)

花粉は成熟とともに乾燥に対する耐性を獲得する

ため、主に自家受粉で種子を形成するシロイヌナズ

ナでも、花粉は乾燥条件下で数日間以上に渡って生

存し稔性 を保持することができる。このような花粉

の乾燥耐 性に関わる遺伝 子 の 同 定 を 試 み た 。

T-DNAタギン グ系統から単離した突然変異体

VW294は通常の栽培条件下では種子を形成できない

が、開花時の花にポリ袋を被せて湿度を高く保った

場合 に は 種子が形成される。透過型電子顕微鏡で花

粉の表層を観察したところ、 VW294突然変異体では

花粉表面を 覆 う ト リ フ インがほぼ完全に失われてい

た。また 、走査型電子顕微鏡による観察では花粉表

面が 大 き く陥没した像が観察され、花粉表層の強度

が著しく低 下 し て い る ものと推定された。この突然

変異体の原因遺伝子と推定される遺伝子を単離した

とこ ろ、 脂質合成に関与 す る と 考 え ら れ る 酵 素 を コ

ードして いることが分かつた。現在、この遺伝子と

花粉表層の 指 質 の 合 成 との関連について解析を進め

ている。

2aG13 
カワヤナギにおけるペクテートリアーゼ遺伝子の発現特性

二盆卑去、篠原健司(農水省・森林総研)

我々は、雌雄異株植物カワヤナギ (SaJixgilgi，卸 a)の生殖器

官における助aJhomoJog、Hsp70、ポリガラクツロナーゼ遺

伝子、ペクチンメチルエステラーゼ遺伝子、 s-l，3-グルカナ

ーゼ遺伝子の発現特性について報告してきた.今回は、ペク

テートリアーゼ (Pυ遺伝子の発現特性について報告する。

PLに対応するcDNAクローンは、カワヤナギの雄花由来の

cDNAライブラリーから単商量された.このcDNAクローンは

409アミノ酸をコードし、ヒャクニチソウ細胞のPLと73%の

高い相向性を示した。 PL遺伝子のmRNAレベルは雄花、雌花

や若い茎で高かった.一方、根、茎頂、成熟菜、木化した茎

での発現のレベルは低かった.この結果は、根での発現レベ

ルが高いヒャクニチソウ PL遺伝子のものと異なる.雄花や

雌花で insitu hybridizationを行った結果、 PL遺伝子は雄ずい

の花糸と雌ずいの柱頭で発現していた。また、花序の横断面

の切片では、形成層の木部側で発現していた.さらに、 PL遺

伝子の葉での発現は、熱処理、塩ストレスや傷害により一過

性の誘導を受けた.従って、 PL遺伝子は特定の発達段階にお

いて重要な役割を果たすだけでなく、ストレス応答でも何ら

かの機能を担っていると考えられる。なお、様々な植物ホル

モン処理によるPL遺伝子の応答についても報告する.
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2pGOl 
ニンジンの LEClホモローグの単厳と不定匪・種子庇における発現

解析
公量五差、高畑公紀、鎌田博(筑波大・生物)

高等植物の匪形成については、シロイヌナズナ mutantを用いた研究が
進められており、 ABSC1S1CACID.1NSENS1TlVE3 (ABI3)、FUSCA3(FUS3)、
LEAFY C07YLEDONl (LECI)の3つの遺伝子が匪における転写制御因子と
して同定・単商量されている.特に、 lecJmutantでは、底の形態形成、成熟
の両者に異常が見られ、また、 LECl遺伝子を異所的に発現させると、栄養
組織から庇織の構造物を誘導できる.これらのことから、 LECl遺伝子は底
形成時に特異的な転写制御因子であり、高等織物の怪発生において重要な
役割を担っていると考えられる.

我々の研究室では、ニンジンから AB13のホモローグである C.ABI3を
単継し、発現解析.機能解析を行ってきた.また、医形成の後期において
特異的に発現する Embryogeniccell protein (ECP)の解析を行っている.

今回、ニンジンから LECl遺伝子のホモローグを単降するため、不定AE
cDNAライブラリーをシロイヌナズナ LECl遺伝子を用いてスクリーニン
グした.10個のポジティプクローンを解析した結果、それらは全て同一の
遺伝子 (C.LECil を含んでいた.Genomic Southern解析の結果、 LECl遺
伝子はニンジンゲノム中に 2コピー存在すると考えられる.C.LECl遺伝子
はLECl遺伝子と温基レベルで 55.5%、アミノ俊レベルで 52.9%の相向性
を示し、中央部の Bdomainでの相向性が特に高かった.B domainは、ロ甫
乳類や醇母の CCAATbox結合型転写制御因子 (CBF)のHAP3サプユニッ
トと相向性が高〈、 DNAbinding siteやsubunitinteraction siteなどが高度に
保存されていた.不定底発達に伴う C.LECl遺伝子の発現を解析したとこ
ろ、不定AE誘導直後の細胞では発現は見られないが、その後徐々に発現レ
ベルが上昇し.魚雷型座以降は減少することが確認された.また、発達中
のニンジン種子においても同僚の結果が得られた.

2pG02 
a;発生関連遺伝子の insitu hybridization法による発現解析

直組公記、鷲藤力、矢津克美、極回量産¥鎌田博(筑波大・生物、
l横浜市大・理)

不定任形成は、一度特定の機能を持つように分化した体細胞が
種子医と同織の形態変化を経て植物体にまで成長する現象であり、
種子任発生解析のためのモデル系として利用されている。

我々はこれまでニンジン不定圧誘導系を用い、不定応を形成
する能力を持った細胞 (EC:embyogeniccells) に特異的に発現し
ている embryogeniccell protein (ECP)を複数同定した.そのうち、
ECP31，40，45，63遺伝子の単離、解析を行ったところ、不定目玉のよ
うなSf的器官においてアプシジン酸 (ABA) による発現誘導が
見られるのに対し、実生などではその誘導が見られないことを明
らかにしてきた.

また、医形成における ABAの情報伝達系に関与し、種子の脱
水、乾燥において重要な働きをしている C.ABI3の単殿、解析を
行い、 C.ABI3は ECP遺伝子の発現制御に関与していることを明
らかにしてきた.一方、 C.ABI3と共に応形成を制御している転
写制御遺伝子 C.LECJの単灘、解析を進めている.
今回我々は、ニンジンの ECP3 J ，40，45， 63，C.ABJ 3， C-LEC Jの m-

RNA局在を、 ECおよび不定圧の各発達段階において m sltu 
hybrid印刷on法を用いて解析した。さらに、不定圧においては ABA

の処理によってこれらの遺伝子の発現パターンがどのように変化
するかを鯛べた.

その結果、これらの遺伝子は ECではカルス全体で発現して
おり、不定sfでは球状sfから魚雷型妊に至る過程でsf全体で発現
していた。また、 ECP3Jは不定圧の各発達段階で ABAによって
顕著に発現が促進される事が明らかとなった.



2pG03 
最外細胞特異的イネホメオボックス遺伝子群の解析

i笠藤.ait、千徳直樹、西村明日香、松阿倍
(名大・生物分子応答)

表皮組織に特異的な発現を示すG12タイプに分類されるホメオ
ボックス遺伝子をイネより 5積類 (Roc1-5;Ricei1ut町'I1lostJ;e/l

伊 ciJicgenel単商量した.これらの遺伝子は、 insituハイブリダ
イゼーシヨンを用いた発現解析によりすべてが表皮組織に特異
的発現を示すことが確認されたが、その中でさらにshoot器官の
表皮組織にのみ発現の見られるグループと、 shoot務官および
r∞tの両方の表皮組織に発現の見られるグループの2種類に分
類できることが明らかとなり、表皮組織の決定及び機能発現に
おいて、これらの遺伝子が機能的に分化していることが示峻さ
れた.
さらに、 Rocl遺伝子の発現パターンを詳しく解析した.この

遺伝子は、ランダムな分裂を繰り返す(層構造を梅成していな
い)イネの初期阪発生において、妊の最外細胞に特異的に発現
しており、その最外細胞における発現の局在化は、物理的に内
側と外側の細胞が区別できる時点で確立されることが明らかに
なった.また，Roclは組織形成を行っていないカルスにおいて
もカルス全体において最外細胞に特異的な発現を示した.これ
らの観察から、この遺伝子の発現は、細胞の表皮としての運命
決定以前に、細胞が細胞集団の最外に位置するという物理的情
報に基づき行われていると考えられた.さらに.このような物
理的情報に基づく Roclの発現が、Bf発生における表皮細胞(L1
細胞)の分化の引き金に関与している可能性も考えられる.さ
らに詳しい発現解析を行い.この遺伝子のIE発生における役割
について考察する.

2pG04 
脹形成異常を示すシロイヌナズナ globulararrest 1 

変異体の解析

五』童童l、吉岡泰l、町田千代子I、町田泰則l

( I名大院・理・生命理学)

我々は、高等植物の怪形成の分子メカニズムを
解明するため、シロイヌナズナの T-DNA挿入系
統から、距形成異常を示すいくつかの変異体を分
離した。そのうちの一つであるぷobular1l.rrest 1 ( 

glal )変異体は、球状匹までは正常に脹形成が進
行するが、それ以後子葉原基が形成し始めるハー
ト型匹には進まないという表現型を示した。この
glal変異は T-DNAと強く連鎖していたため、 T-
DNA挿入部位周辺のゲノム DNAを解析した。そ
の結果、 T-DNAは、 foly1ll.oly&lutamate~nthetase ( 
FPGS)をコードしていると推定される遺伝子のコ
ード領域に挿入していた。 FPGSはテトラヒドロ
葉酸ポリグルタミン酸誘導体の合成に関与する酵
素である。また、テトラヒドロ葉酸ポリグルタミ
ン酸誘導体は、プリン、チミジン、グリシンおよ
びメチオニンの合成経路において重要な役割を果
たすテトラヒドロ葉酸ー炭素誘導体の前駆体であ
ることから、 glal変異体ではこれらの代謝産物の
欠乏が表現型の原因であると考えられた。
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2pG05 
ゴマ種子チアミン結合タンパク質のcDNA
渡辺五蓋，高橋英之，光永俊郎(近畿大院・農・

応生化)

ゴマ種子に存在する三つのチアミン結合タンパ
ク質 (TB P)は、他の植物種子の TBPと比べ
分子量が小さいなど、植物種子TBPの中でも特
徴がある。今回、ゴマ種子TBPのアミノ酸配列を
解析し、そのcDNAクローニングを行ったので報
告する。
既報に従い、ゴマ種子TBPを構成する 2本のポ

リペプチド鎖 (S鎖、 L鎖)を分離、 L鎖の内部ア
ミノ酸配列の分析を行い、既知のS鎖の配列ととも
にプライマーを作成し、 RT-PCR法と 5'一、
3'-RACE?:去により、全長を含むcDNAを単離した。
S鎖、 L鎖ともに三つのチアミン結合タンパク質

に共通のアミノ酸配列をもっていた。これらをも
とにホモロジー検索を行ったところ、ヒマ種子2S
アルブミンとの相同性が認められた。そこで、ヒ
マ種子2Sアルブミンと同様に、 S鎖、 L鎖は一つの
mRNAに前駆体としてコードされているのではな
いかと考え、 S鎖の配列でForward、L鎖の配列で
Reverseのプライマーを構築し、 クローニングを
行った。その結果、 143残基のアミノ酸をコード
するゴマ種子TBPのcDNAが得られた。

2pG06 
高温で発芽する突然変異体の選抜と解析

批よ重ム、しぴicLepiniec' (明大・庫、 'INRA，
Versailles) 

冬型一年草であるシロイヌナズナ種子の発芽

は高温で阻害される。また、休眠の年次変化に

ともない、発芽できる温度の上限が変化するこ

とが知られている。種子発芽の温度による調節

機構を明らかにすることを目的として、シロイ

ヌナズナの T-DNAタグライン、 10，000系統の

T3種子を選按し、 34"Cでも発芽する突然変異

体を 2系統 (TRW13・1，TRW71・1)単灘した。

T4種子の 34"Cにおける発芽率は、野生型 (Ws)

が 3%であるのに対し、 TRW13・1が 74%、

TRW71・1が 48%であった。野生型および

TRW13・1 の種皮が茶色であるのに対し、

TRW71・1の種皮は黄土色を呈し、いわゆる

transparent testa形質を示した。 220
Cにおけ

る発芽速度は、 TRW13-1 が野生型より速く、

TRW71・1は野生型より遅い傾向を示した。発

芽におけるアブシジン酸感受性は、両者とも野

生型よりやや高い傾向を示した。



2pG07 
オオムギのプロテインキナーゼ遺伝子 HvPf仏 BA7

の徳造とその発現について

山内大輔1.2、RodlfoZENTELLA2， Tuan-Hua D. 

H02 (1東京都立大院・理・生物科学、2ワシントン

大・生物)

コムギ種子にアブシジン酸 (ABA)を与えるとプ

ロテインキナーゼ PKABAlの遺伝子発現が誘導さ

れることが知られている。 PKABAlをオオムギの

アリユーロン層で強制的に発現させると、ジベレリ

ン (GA)により輯導される αーアミラーゼ遺伝子の

発現が強く抑制された。このことから、 PKABAl

が ABAによる GA誘導遺伝子の発現抑制に介在し

ていることが示唆された。そこでこの遺伝子の役割

を翻 べ るためにオオムギよりその相同遺伝子

HvPKABA7を単離した。その塩基配列より 、この

遺伝子は、 8イントロンに分断された 9ヱキソンよ

りなり、コードされるタンパク質はコムギ

PKABAlと 97%の相向性がみられた。また、オオ

ムギ種子での HvPKABA7の発現における ABAや

GAによる影響を RNAプロット法により調べた。

2pG08 
イネ・発芽種子で発現するD0 fタンパク質の類別とジベレ

リン酸応答性遺伝子発現への関与

草島隼互1 (北海道大 ・地球環境科学・環境分子生物学)

イネ発芽種子においてジベレリン酸 (GA) による発現誘導

を受けるカルボキシペプチダーゼ (CPD 3)遺伝子のプロ

モーター領減に相互作用するタンパク質として、 D0 fタン

パク質が選別された。 D0 fタンパク質は新規の Zn日nger

motifを有する DNA結合タンパク質であり、植物の成長や

分化、環境変化に呼応した遺伝情報の発現において転写制御

因子として機能することが知られている。 CPD3遺伝子の

プロモーター配列には穀物植物の GA応答性遺伝子の共通プ

ロモ ター配列の lつである pyrimidinebo)( (YCTITTY)が見

出されており、この配列はD0 fタンパク質が認識する DN

Aのコア配列 (CITT)と一致することから、 GAによるi宣伝

子発現の活性化にDofタンパク質が関与することが推察さ

れた。イネ発芽種子内には 5つの異なる D0 f遺伝子に由来

する転写産物が確認され、ノーザン法による解析により各々

のmRNAは、発芽過程において時期・組織特異的な発現を

することが確認された。その中には GAの標的組織である匹

盤・糊粉!膏組織に強く発現しているものも見出されている。

現在、同定されたD0 fタンパク質の糊粉層細胞内における

転写活性化能を想定して解析を進めている。
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2pG09 
イネのFUS3ホモログ遺伝子の綱造と機能について

担車登宝章、小JII勇一郎、藤井律江、服部東穂

(三重大・遺伝子)

アラビドプシスABI3，FUS3およびLEC7遺伝子は怪発

生中期から後期において、多面的な現象に相互に関係し

て機能していることが報告されている。FUS3はVP11

ABI3のB3DNA結合ドメインと高い相同性を示す領域を

持つ。 VP1/ABI3の分子機能の解析はかなり進んできて

いるのに対して、 FUS3の分子情造と機能に関する解析

はほとんど行われていない。演者らはイネより FUS3ホ

モログを単離し、その構造ならびにイネにおける機能解

析を進めている。

アラビドプシスFUS31こ、高い相同性を示すcDNAを

PCR法によりイネから単離し、さらにその全長cDNA

(OsFUS3)をf専た。OsFUS3は、アラビドプシスFUS3と

同様にB2ドメイン様の術造とB3ドメイン情造を有して

いた。遺伝子発現の組織特異性を調べたところ、発達中

の種子においてのみ発現が検出された。現在、 invitroで

のOsFUS3のDNA結合特性の詳細な解析とセンスおよび

アンチセンスRNAを発現させたトランスジェニックイネ

の作製も進めており、その進展についても報告したし、。

2pGlO 
ヒャクニチソウ種子発芽における活性酸素の役割

企山盤一、田中良和、岩波l雌樹(岡山県生物科学総合研究所)

H202はオオムギやコムギ、イネ等の種子発芽を促進

するが、その効果はH202の不均化で生じる O2による呼

吸促進であると説明されている。我々はヒャクニチソウ

種子を用いて発芽における H202の作用および役劃を競

べた。 H202はヒャクニチソウ種子の発芽を促進させた

が、呼吸阻害剤も同様であったことから、O2よりもむし

ろ H202自身が発芽を促進する可能性が考えられた。種

子からの果皮の除去や果皮付き種子のエタノール可溶成

分抽出による発芽促進、およびそのエタノール可溶抽出

成分による果皮なし種子の発芽抑制とその H202による

回復が見られたことから、 H202による果皮含有の発芽

阻害物質の酸化分解がヒャクニチソウ種子の発芽を促進

すると考えられた。一方、実際の種子発芽時にO2
ーやH202

が生じたことに加え、それらの消去剤は果皮をとり除い

た種子でも発芽を抑制したことから、種子の発芽時に生

成する活性酸素は、発芽阻害物質分解以外にも発芽自体

に不可欠な関わりがあることが示された。



3aGOl 
シロイヌナズナ雄性不稔突然変異体 solodancers 

における染色体の挙動と紡錘体について

室温皇隆1，2、YiHu2、鈴木秀穂 ¥ HongMa2 

c神奈川大・理・応用生物、 2Dept，of Biol.. Life 

Sci. Consortium. Penn State Univ，) 

トランスポゾンタギング法によって作製された

シロイヌナズナの突然変異体 solodancers (sds) 

は健全な花粉を生産することができない雄性不稔

の変異体である。先の研究で減数分裂中の花粉母

細胞の染色体の拳動を調べたところ、第一減数分

裂後期において、正常な個体では染色体が5本ず

つ分配されるところ、この変異体では 6: 4、

7 : 3といった具合に不均等に分配されることが

明らかにされた。さらに通常、減数分裂によって

大きさの等しい 4つの花粉細胞が形成されるが、

この変異体では大小の 5っから 8つの花粉細胞が

つくられた。我々はこの変異体における紡錘体の

機能に関心を持ち、マウスのβ-tubulinに対する

抗体を用いて microtubuleを染色し、蛍光顕微鏡

下で観察した。その結果を紹介し、この変異体の

表現型への紡錘体の関与に関して検討する。

3aG02 
ゲノムサイズとアクチン遺伝子の多重化・分子系統

からみた原始緑藻ナノクロリス属の分裂様式の起源

山本真紀野崎久義河野重行 2(1東京大・院・

理系・生物科学東京大・院・新領域・先端生命)

生物は分裂して増殖するが，その分裂様式は単ー

ではない.原始緑藻ナノクロリス属に注目し.6種

7系統の分裂様式を観察し，二分裂，出芽，二細胞

性・四細胞性内生胞子の 3つがあることを明らかに

した.分裂様式の系統関係を推定するために，ゲノ

ムサイズ，アクチン遺伝子の多重化と分子系統を解

析した.ゲノムサイズは，核 DNA含量の顕微測光

とパルスフィールドゲル電気泳動法によって定量し

た.そのゲノムサイズは極めて小さく，約12Mbp(N. 

maculata) "" 20Mbp (N. atomus)であった.アク

チン遺伝子の多重化を調べた結果，二分裂型の N.

badllaris.出芽型の N.coccoides.内生胞子型のう

ち二細胞性の N.SP，.四細胞性の N.eu伺 ryotum

はー遺伝子であり，内生胞子型の他の種は二遺伝子

であった.また，アクチン遺伝子の分子系統解析は，

ナノクロリス属がクロレラと単系統で，その分裂様

式は内生胞子型が基本形であり，二分裂型や出芽型

は派生的であることを示唆していた.
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3aG03 
育糸分裂期におけるペプチド鎖伸長因子 (EF1a)の

タバコ活費量細胞 (BY・2)細胞内局在住
強旦路弘、小岩弘之¥江尻慎一邸

〈岩手大・痩・寒冷バイオ、‘岩手生工研)

タンパク質合成に必須であるイネ由来ペプチド鎖伸長因子
(EF1α〉と緑色蛍光タンパク質 (GFP)との融合タンパク質
をタバコ指護細胞 (BY・2)内で発現さぜることにより、有糸分
裂期lこおけるEF1αの局在性とアクチンフィラメントとの関連
性を純胞組織化学的に解析した.

EF1α-GFP融合タンパク質発現用のバイナリーベクターを
縄築レ、アグロパクテリウム法でBY-2を形質転換した'・形
質量言換体はアフィディコリン処理で同調レ、さらに有糸分裂期
におけるアクチンフィラメントを観察するためにサイト力ラシ
ン処理した後'、固定した.固定細胞はローダミンファロイジ
ンおよびDAPIで染色しだ後、共焦点レーザースキャン顕微鏡で
各線識の観察を行った.

EF1 alま分裂装置あ、よぴフラグモプラスト上への局在性が
認められた.細胞分裂間期のEF1αI~アクチンフィラメントと
挙動をともにすることと'・2、有糸分裂期のアクチンフィラメ
ントlま分裂装置およびフラグモプラスト上に分布することが報
告されている九このことから有糸分裂期においてもEF1αはア
クチンフィラメントと挙動をともにすることが示唆された。興
味深いことに、 EF1a は染色体凝集にともなって大部分が綴内
とその周辺に局在レ、核膜上の両分裂極力、ら配向を形成する分
裂装置よのアクチンフィラメントとは異なる現象が観察された.
以上のことは、 EF1αの核内移行および有糸分裂への関与を示
唆するものと考えられた.

1 : 1999年度日本農芸化学会東北・北海道合同支部会(伸因ら)
2 : 1999年度日本生化学会大会(神田ら)
3 : 1999年度日本箔物学会大会(神田ら)

3aG04 
タバコ馴化細胞 2b13の増殖の特性

江口健太郎、西国生郎、 H，Van Onckelen 1、長田敏行

(東京大、院理系生物科学、 1アントワープ大)

タバコ培養細胞 BY2細胞株は、増殖にオーキシン

の添加が必須であるが、 BY2に由来する馴化細胞株

2b13は、オーキシン無しの基本培地で盛んに増殖す

ることを特徴とする。そこで、 2b13の増殖の特性を

探ることにより、未だ分子機構の明らかでない馴化

の本質に迫ることを目的として研究を行なった。

BY2細胞をオーキシンを除去した培地で培養す

ると細胞増殖は停止するが、この時 2b13の培養鴻

液を加えると増殖を開始することが観察された。こ

の液液中の増殖を誘導する因子は、高分子であるこ

とが推定されたので、ゲル漉過を行なったところ、

活性因子は特定の分画に狭められることが分かっ

た。そこでこの物質の同定を試みるとともに、 2b13

の増殖特性を明らかにする試みを行なっているの

でその結果を報告する。



3aG05 
植物に CDKのリン酸化による活性化カスケードは存

在するか?

盟国正盟、松林聡子、内宮博文(東大・分生研)

植物は分裂組織における細胞分裂を柔軟に制御するこ

とにより、外的・内的環境要因に適応した器官形成を行

なっている。しかし、いかなるシグナルが細胞分裂の制

御因子をどのようにコントロールしているのか、その分

子機構については殆ど明らかにされていない。そこで、

我々は細胞周期の活性化因子である CDK活性化キナーゼ

(CAK)に注目し、リ ン酸化による CDKの活性化機構と細

胞分裂の関連について解析を進めている。

CAKは CDKをリン酸化することにより活性化するキ

ナーゼである。我々は昨年度までに、アラピドプシスに

は少なくとも 2種類の CAK相同遺伝子(caklAt， cak2At)が

存在することを明らかにした。 cak2Atは酵母の two-hybrid

システムで caklAtと相互作用する因子として単離された。

そこで、両者の結合性を検討したところ、CaklAtとCak2At

は m vttroで特異的に結合することが明らかになった。ま

た、分裂酵母の Cskl変異株を用いて相補性試験を行なっ

たところ、 caklAtは Cskl変異株の温度感受性を強く抑圧

することが明らかになった。キナーゼ活性の解析結果も

合わせて報告し、 CaklAtが Cak2Atの活性化キナーゼで

ある可能性を議論する。

3aG06 
イネのサイクリン HはCDK-活性化キナーゼの活

性化因子である

山旦韮型i、梅田正明、内宮博文 (東大・分生研)

細胞周期において中心的な役割を果たしている

のが、サイクリン依存性キナーゼ (CDK)である。

CDKの活性化にはサイクリンとの結合だけでなく 、

CDK自身のリン酸化・脱リン酸化も重要であるこ

とが知られている 。CDK活性化キナーゼ (CAK)
は、 T-Ioop領域にあるスレオニン残基をリン酸化

することにより、 CDKを活性化するキナーゼであ

る。イネのCDKの一つであるR2は動物や分裂酵

母のCAKの機能的なホモログであること、そして

3種類(190、105、70kDa)の複合体を形成することを

昨年度の本学会で発表した。 CAKの活性化因子と

して知られるサイクリン日がR2と相互作用する

のか、酵母のtwo-hybrid法及び精製した組換えタ

ンノTク質を用いたpull-downアッセイを千子ったとこ

ろ、サイクリンHは他のCDKとは結合せず、 R2
と特異的に結合することが明らかになった。また、

ヒトのCDK2、イネのCdc20s1そしてアラピドプシ

スのCTDに対するリン酸化活性を検討したところ、

サイクリンHを加えることによって、各基質に対

するR2のリン酸化活性が上昇することが明らか

になった 。以 上の 結果から、サイクリンHは

¥05kDaのR2活性型複合体の構成因子として存在す

るとが示唆された。
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3aG07 
タバコ培養細胞における糸状菌エリシターによって誘導され

るサイクリン遺伝子の発現抑制

盤杢一豊l、西内巧 1.2、進士秀明 1 ('工技院・生命研・

植物分子生物、 2科学技術振興事業団)

防御応答の初期過程を理解するために，エリシターとして

Trichodenna virideが生産するキシラナーゼ (TvX) 及び

Phytophthora int田t朗 Sの細胞壁抽出物 (PiE) を用いてタバコ

培養細胞 (XD6S株)における多械な遺伝子群の発現様式を

解析している。その中で，エリシターがサイクリン遺伝子

(NI白羽c25，NtαM， CycD3.2)のmRNAレベルの急激な

低下を引き起こすことを見いだした。日E によるこれら

mRNAの減少は，1VXの場合よりも早い。転写阻害剤(アク

チノマイシン D，ActD)によって Ntcyc25とNt-CYMの

mRNAレベルは急激に低下する。一方， ActDは1VXによる

CycD3.2rnRNA量の減少を抑制する。これらは，エリシター

によるこれらサイクリン遺伝子の発現が転写の抑制あるいは

mRNAの不安定化によってそれぞれ特異的に制御されてい

ることを示唆している。さらに，1VXによる Ntcyc25，Nt-CYM， 

CycD3.2の発現レベルの低下は，プロテインキナーゼ阻害剤

(スタウロスポリン)によって抑制される。したがって，エ

リシターシグナル伝達系が防御遺伝子の活性化及びサイクリ

ン遺伝子の抑制という相反する応答を調節していると考えら

れる。

3aG08 
B-typeサイクリン遺伝子のM期特異的発現を制御

するmyb様転写因子

隼韮孟血1.3、荒木智史2、町田泰買)2、JohnDoonan3、
渡溢 昭1(1東京大・院・理系・生物科学 2名大院・

理・生命， 3Dept.Cell Biol.， John Innes Centre) 

植物のB-typeサイクリン遺伝子はG2/M期に特異的な

発現を示す。この発現はプロモーター領域によって制御

されており、 9bpからなるシスエレメント (MSA
element)がM期特異的なプロモーターの活性化に必要

かつ十分であると明らかにしてきた。このMSA
element に結合する転写因子のcDNAクローニングを、

酵母を用いたonehybrid法により試みた。その結果、 3

種類のmyb様転写因子 (NtmybAl， NtmybA2，及び

NtmybB)をタバコcDNAライブラリーよりクローニング

した。これらのmyb様転写因子はいずれも、これまでに

植物からは同定されていない新規なmybであり、そのア

ミノ酸配列は植物のmybよりも動物のmybに類似してい

る。タバコ培養細胞BY2の向調培養系を用い、細胞周期

中での発現を解析したところ、 NtmybAl，NtmybA2は
B-typeサイクリンと同様にM期特異的な発現を示した

が、 NtmybBは細胞周期を通じて発現していた。これら

のmybはいずれも、 MSAelementを含むDNAに、 in
vitroで塩基配列特異的に結合する。現在、これらの

mybがinvivoにおいて、 MSAelementを含むフ。ロモー

ターを活性化するかどうかについて解析中である。



3aG09 
NPKl MAPKKKはタバコ細胞の細胞質分裂に必須である

直返章二、石川l雅樹、荒木智史¥町田泰貝IJ (名大院・理・

生命理、 l石原産業・中央研)

我々は、分裂細胞で発現し、 mitogen-activatedprotein kinase 

kinase kinase. (MAPKKK) をコードする NPKl遺伝子のタバ

コ細胞における機能解析を行っている.NPKlタンパク質は

タバコ培養細胞 BY・2の細胞周期において s期から M 期に

かけて蓄積した.NPKlの活性を測定したところ、 M 期後半

に活性のピークが見られた.また、 NPKlは細胞板形成を行

う装置であるフラグモプラストに局在した.そこで、このよ

うな特徴を有する NPKlが M 期後半のどのような生理過程

において機能するのかを逆遺伝学的に解析した。キナーゼ不

活性型変異を持つ NPKlの過剰l発現は、ドミナント・ネガテ

ィプ様式に NPKlの機能を臨書することが期待される.デキ

サメタゾン (DEX)依存的に変異タンパク質を過剰発現でき

る形質転換 BY-2細胞を、 DEX存在下で矯養したところ、多

核化が観察され、その核数は時間とともに増加した。カルコ

フローやアニリンブルーで染色すると、間期の多核細胞にお

いて、途中で発達が止まった細胞板と恩われる構造が観察さ

れた.さらにキナーゼ不活性型 NPKlを発現している細胞の

フラグモプラストは、被方向への拡大成長の速度が低下して

いた.以上のことから、 NPKlMAPKKKは細胞板形成に必

須な因子であることが明らかになった。

3aGlO 
タバコ細胞周期の NPKlプロテインキナーゼ (MAPKKK)の

細胞内局在とその機能

亙出盛盤西浜竜一1，荒木智史2，町田泰買IjI (1名大院・理・

生命理石原産業・中央研)

タバコの NPKlプロテインキナーゼは、細胞増殖にかかわ

っていると考えられる。 NPKlのN末端側のキナーゼ領域は、

アミノ酸配列に関して MAPKKKと類似しており、実際にタ

バコの MAPKK をリン酸化することができる。さらに細胞

周期における NPKlの活性化パターンから、 NPKlは M 期
において何らかの機能をしていると考えられる。本研究の目

的は、 NPKlの細胞局期における細胞内局在と機能を解明す

ることである。そこで、 NPKl cDNA をQ.reenf.luorescent 
E.rotein (GFP)遺伝子と結合して(GFP:到PKl)、タバコ培養細

胞 BY-2に導入しその細胞内局在を調べた。細胞周期の各ス

テージについてみてみると、 NPKl は間期では核内に存在し、

M 期に入ると細胞質全体に広がり、分裂中期までこの局在

が続いた。分裂後期になると、両極に移動しつつある染色体

のほぼ中央に帯状に局在するようになった。さらにフラグモ

プラスト微少管が形成されるようになると、その中央領域に

細くドーナツリングのように局在するようになった。 またこ

の時期には細胞核の中にも見られるようになった。さらに

我々は、キナーゼ不活性型の NPKl と GFP を融合した

GFP::NPKIKN を用いて細胞周期に与える影響について解析

したところ、フラグモプラストの広がりや細胞版形成が抑制

され、多核になった細胞が現れた。以上のことから、 NPKI

は細胞質分裂において何らかの機能をしていることが考えら
れる。
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3aGll 
ドミナントネガティプ型 NPKl プロテインキナーゼ

(MAPKKK)を発現する形質転換タバコでの NPKl の機能解

析

茸丞宜主よ、西浜竜一、石川雅樹、町田泰則、 e石原産業・

中央研、名大院・理・生命理)

タバコの NPKlプロテインキナーゼは N 末端側にキナ

ーゼ領域を有し、 MAPKKKとして機能する。また C 末端

側にはキナーゼ活性の調節領域や核移行シグナルが存在す

る。細胞周期の依存的な遺伝子産物の蓄積や、 NPKl の蓄

積パターンや、タバコ植物個体内での発現部位から、 NPKl

は分裂細胞において機能していることが推測される.

NPKl の欠損が細胞分裂及びそれに伴う器官形成にどの

ような影響を及ぼすかを調べるために様々な変異を導入し

た NPKI遺伝子を過剰発現する形質転換タバコを作製した。

形質転換には DEX誘導的発現が可能な pTA7001ベクター

を用いた。キナーゼ不活性裂 NPKlをコードする遺伝子を

導入た形質転換体において DEXを添加した培地で発芽し

た幼苗の子葉表面が凹凸になる表現形が認められた。細胞

レベルで観察したところ、表皮細胞、薬肉細胞において細

胞の多核化及び巨大化が認められた。また気孔に着目する

と形成過程の様々な段階で細胞質分裂異常を示した孔辺細

胞が観察された.これらの結果より NPKlはタバコ縞物体

において細胞質分裂を制御している可能性が示唆された。

現在、更にこれらの形質転換体の解析を行なっている。

3aG12 
NPKI (MAPKKK)-NQKI (MAPKK)-NRKI a.仏PK)から成る

MAPキナーゼカスケードは細胞周期 M期に活性化される

証丞畳盈J、西i兵竜、荒木智史 3、町田泰則， ('京大院・

理・植物、 2名大院・理・生命理、 3石原産業 ・中央研)

MAPK (mitogen-activated protein kinase)カスケードは、

MAPKKK (MAPK kinase kinase)→ MAPKK (MAPK kinase)→ 

MAPK から成り、一連のリン酸化による活性化機構によっ

て情報を伝達する。タバコの MAPKKKホモログ NPKlとそ

の活性化因子 NACKlは、細胞周期 M 期にのみ同時に存在

し、且つ隔膜形成体に共局在することから、植物細胞の細

胞周期 M 期に活性化されるMAPKカスケードが存在するこ

とが期待された。我々は、既にNPKlの下流因子の候補とし

て、 MAPKKホモログ NQKl及び MAPKホモログ NRKIを

同定している。 NQKlは、 NPKl及び NRKl と蛋白質ー蛋白

質相互作用を示し、 T、IACKl依存的に NPKlによってリン酸

化された。更に、 m vJtroにおいて、 NQKIは、 NRKl をリ

ン酸化して活性化したことから、 NRKl は NQKlの下流に

位置する MAPK であることが証明された。これらの結果

は、 NPKl、NQKl、NRKlが MAPKカスケードを構成でき

ることを示している。更に、タバコ懸濁培養細胞 BY-2の向

調培養系において、 NPKl は細胞周期 M 期に活性化され

(本大会、西y兵)、 NQKl、NRKl も同様な時期に活性化さ

れていた。これらの活性化の時期は、 NACKI蛋白質の蓄積

する時期と一致しており、 NACKlによって活性化される

NPKI-NQKI-NRKl MAPK カスケードの存在を支持してい
る。



3aG13 
発芽過程におけるダイズフェリチンの蓄積と分解

望旦主阜、後藤文之、吉原利一、斉木博(電中研・生物

科学)

フェリチンは高等植物、動物、微生物にわたって広範

に見いだされる鉄貯蔵タンパク質である。植物フェリチ

ンは主に種子のプラスチド内で 24量体構造をとっており、

ダイズ乾燥種子では分子量約 28kDaという単一サプユニ

ットから構成されている。この 28kDaサプユニットは、

種子の吸水、発芽過程に特定の位置で切断を受け、その

結果、徐々に分子量約 26.5kDaのサプユニットが出現す

る。ここで生じる 26.5kDaサプユニットは、フェリチン

が完全に分解される過程の第一段階と考えられているも

のの、その機能については不明である。本発表では、ダ

イズ種子の発芽過程における両サプユニットの構成比の

解析を行い、大腸菌発現系より調製した両サプユニット

からなるホモ 24量体の鉄貯蔵能についても検討した。鉄

貯蔵能については 28kDaサプユニットの方が優れており、

このことから、 28から 26.5kDaサプユニットへの分解

に伴ってフェリチン内部の鉄が放出されている可能性が

示唆された。

3pGOl 
左巻きのねじれを示すアラピドプシス突然変異

体の解析。

THITAMADE~ siri旦旦旦，土原和子、橋本隆;

(奈良先端大，バイオ)。

シロイヌナズナの劣性突然変異体 spiral7(spr 7 )は

根や黄化旺軸や暗照生育の茎の表皮細胞が右巻きの

ねじれを示す。 spiral7を EMSで突然変異処理した

M2集団から元の右巻きのねじれが左巻きに逆転し

た突然変異体 lefty(lfりを選抜した。 spr7

backgroundでは 1ft7と Ift2は半優性的に左巻き

のねじれ形質示すが Spr7 backgroundでは、 1ft7 

は劣性である。 1ft7と Ift2の幼植物は taxolと

propyzamideに対し感受性が高く、それぞれの遺

伝子座は染色体のN番と I番に mapされた。我々

は LFT7の遺伝子候補に mis-senseを発見した。

との 1ft7変異は我々が提唱している微少管に依存

したねじれモデルを支持するものである。
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3pG02 
GFP標識微小管を過剰発現させたシロイヌナズナ

に見られるねじれ形質の解析

直韮国王、松山崇、植田勝巳、橋本隆(奈良先端大・

バイオ)

α-tubulin 6のN末に GFPをつなげた遺伝

子を過剰発現させたシロイヌナズナ形質転換体

(35S::GFP-TUA6)では、葉や旺軸等の表皮細胞

の表層微小管が明陳に蛍光標識される。

35S::GFP・TUA6は正常に生育するが、子葉(一部

の系統では花弁も)が反時計回りにねじれるという

表現型を示す。これに対し、微小管に作用する薬剤

(propyzamideや taxol)を野生株に投与すると、

子葉は時計回りにねじれる。一方、 spiral変異株の

子葉は 35S::GFP-TUA6と同じ反時計回りのねじ

れを示す。 35S::GFP-TUA6のねじれを薬剤やエチ

レン、温度に対する感受性の観点から調べた。

spiral変異株と掛け合わせた場合のねじれ形質に

ついても報告する。

3pG03 
GFPを利用して生細胞内で分裂期の微小管の動態を観る
盤盆--..!E，植田勝巳1，馳湾盛一郎(東京大続・新領域・

先端生命奈良女子大・生物科学)

高等植物細胞において、微小管は細胞周期を通じて重
要な役割を果たしており、各期でそれぞれの機能に見
合った特徴的な配向を示す。しかし、それらの構造聞の

移行過程についてはまだ不明な点が多い。我々は、一つ
の生細胞内での微小管の挙動をGFP(green fluorescent 

protein)の蛍光を利用して追跡したいと考えた。しか
し、 GFPとチューブリン(シロイヌナズナ百JA6)の融

合タンパク質を強制発現させたシロイヌナズナ植物体で
は表層微小管は蛍光によって観察されるものの、分裂期
の微小管に関する知見は得られなかった 1)。そこでこの
形質転換シロイヌナズナの幼植物体より培養細胞を作成
し、増殖の盛んな培養株を確立したところ、表層微小管
だけでなく、前期前微小管束、紡錘体および隔膜形成体
がGFPの蛍光像として観察できた。この培養細胞を冷却
CCDカメラとタイムラプスソフトウェアを組み合わせた
システムによって連続観察することにより、細胞周期の
境界期における微小管の動態を追跡することが可能と
なった。今回は、我々がかねてより興味を持っているM
期とG1期の境界における表層微小管の再構築過程を中心

として観察結果を報告する2)。

l)Ueda et al. (1999) Protoplasma 206・201・却6.
2)Hasezawa et al. submitted. 



3pG04 
コケ滅数分裂の分裂面持入予定位孟に出現する新奇
微小管帯
鳴村正樹，出ロ博則，生主主主(広大・王室・生物)

高等植物の体畑月色分裂て'は、分裂前の分裂00挿入予
定位軍に、微小管が帯状に配向した分裂準備帯
(preprophase band)が出札し、分裂面の挿入位歪決
定に関与している。しかし、滅数分裂では、分裂準
備帯の様な構造は存注しないと考えられてきた。正
四00体型の胞子四分子を形成するコケ滅数分裂に
は、分裂前に、色素体が四つの領域4に分かれ、その
問に途中まで畑月色質の〈ぴれが生じるグループがあ
る。この時期、四つの領威に分かれた色素体どうし
を結ぶ四極微小管系と呼ばれる微小管構造がみられ
ることから、この構造が分裂00の位孟決定に関与し
ていると考えられてきた。 しかし、この構造が見ら
れる絢月色て'は、すでに畑月色質の〈ぴれがはっきりし
ていた。そこで、〈びれが開始する前後に別の構造
が存在するのではないかと考え、より早い時期のア
クチンと微小管の観察を行った。春先に減数分裂を
行うコケでは、冬の問にすでに細胞質の〈びれが遂
行していることに注目して、晩秋から冬の時期に観
察を行ったところ、マキノゴケ (Makinoacrispata) 
で〈ぴれの位孟に微小管が帯状に配向するニとを見
つけた。これは、陸上横物の減数分裂細胞で細胞骨
格が細胞表局に3E.i:初めての例である n

3pG05 
ヒメツリガネゴケにおける葉緑体光定位運動の解

析・強光反応の運動機構

隼藍阜墜1、門田明雄1、和田正三1，2 (I都立大・
院理・生物科学， 基生研・ 2情報制御研究部門)

ヒメツリガネゴケ原糸体では葉緑体光定位運動が、

弱光下で誘引される弱光反応、強光下で逃避する

強光反応、ともに青色光だけでなく 赤色光でも誘
導される。このうち、前者は青色光吸収色素、後

者はフ ィトクロムを介した反応であることが分か

っている。弱光反応の運動機構については細胞骨
格阻害剤を用いて解析を行った結果、赤色光によ

る運動は微小菅系に依存するのに対し、青色光に

よる運動は、微小管系、アクチン繊維系のどちら

も利用できる運動機構を備えていることが推察さ

れている。今回、強光反応について解析を行った
ところ、弱光反応と同様の結果が得られた。つま

り、ヒメツリガネゴケの赤色光・青色光による葉
緑体光定位運動は、光の照射部位に対して集合し

たり逃避したりするという点で一見同じにみえる

が、異なる光受容体を介レ情報伝達過程の最終段

階の運動系まで独立な経路が存在する可能性を示

唆している。
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3pG06 
2，3・butanedionemonoximeによる原形質流動の
阻害機構

軍丞基盤、横田悦雄、園部誠司、新免輝男(姫工

大・理・生命)

2，3・butanedionemonoxime (BDM)はミオシ

ンの活性を阻害する薬剤として知られており、樋

物細胞にも用いられているが、植物ミオシンに対

する作用は調べられていない。

ユリ花粉管より単離したミオシンに対する

BDMの作用を invitro motility assayを用いて調

べたところ、 60mMで25%の阻害がみられた。

次に、ミオシンの関与が知られているユリ花粉

管とトチカガミ根毛の原形質疏動に対する BDM
の影響を調べた。ユリ花粉管では 30mM、短いト

チカガミ根毛では 70mM、長い根毛では 100mM
で、それぞれ原形質流動は完全に限害された。し

かし、高濃度の BDM処理によって、アクチン繊

維の配向が乱れた。また、 トチカガミ根毛では、

表層微小管の断片化もみられた。

3pG07 
トウモロコシにおける二種類のキシランの分布の違

盤主盤、北村進一¥加藤陽治ヘ伊東隆夫(京大・

木質研、 1京都府大・農、 Z弘前大・教育)

イネ科植物におけるキシランの分布を調べるため

に分岐度の異なったキシラン鎖を認識する二種類の

ボリクローナル抗体を作製し、これらの抗体が交差反

応しないことを間接 ELISA法で確認した。トウモロ

コシの節聞におけるキシランの分布を調べた結果、分

岐度の高いキシランは組織の種類に関係なく一次壁

全体に局在した。このキシランは未木イじの二次壁から

なる師部で、特に多くの局在が認められた。しかし、

木イじした細胞壁における分布は、原生木部、柔細胞お

よび一部の繊維細胞に限定され、わずかな局在しか認

められなかった。対照的に、分岐度の低いキシランは

組織の種類に関係なく木イじした細胞壁中に局在した。

従って、分岐度の低いキシランの分布は木イじ部位に一

致していた。以上の結果、分岐度の高いキシランは主

として未木佑の細胞壁に認められ、分岐度の低いキシ

ランはすべて木化した細胞壁に認められることから、

分岐度の異なったこつのキシランは組織レベルで相

補的な分布を示すことが明らかになった。



laHOl 
低温・光ストレスによって阻害された光化学系 I反応中

，C;複合体の修復と分解

玉塵墓園、圏池公毅(東大・新領域・先端生命)

機能を失った光化学系のタンパク質は、正常な電子伝達が

できないため、過剰なエネルギーによって活性酸素を生じる

危険性がある。では、植物はどのようにしてこの危険を回避

しているだろうか?可能性として以下の3つが考えられる。

機能障害タンパク質の選択的な分解、傷害タンパク質の修復

もしくは機能障害を持った葉全体の枯死である。低温・光処

理により系 Iの機能が失われるキュウリを用いて機能障害を

うけた系 I反応中心複合体の運命を調べるために、系 Iの活

性、光化学系のタンパク質の量およびクロロフィル量を低温・

光処理後に経時測定した。その結果、1)処理により系 I反

応中心の酸化による吸光変化が減少した。この減少(阻害)

は6日後でも持続したが、淵llJ.:害の程度が小さい場合には徐々

に回復した。 2)処理直後には変化しなかったクロロフィル

量が、処理後3-4日の聞に減少した。 3)残ったクロロフィ

ル量と系 Iの活性の間に強い相闘があった。 4)民aA!Bタ

ンパク質の量が処理後に減少した。以上の結果から、系 I反

応中心複合体は、強い阻害をうけた時には主に分解され、阻

害が弱い時には主に修復されていると考えられる。

laH02 
コムギにおける温度順化:光化学系 I、E間の電

子伝違反応

山盟主宣山根由裕， ， IJ、池弘幸，佐藤和彦(姫工

大・理・生命科学東邦大・理・生物)

コムギを 15， 2 5及び 350Cで栽培すると栽

培温度にあわせて光合成の至適温度が変化するこ

と、その変化は光化学系Eの水側で起きることを

以前に本学会で報告した。今回は光化学系 I、E

聞の電子伝達反応が栽培温度でどのように変化す

るかを調べたので報告する。光化学系Eの最初の

安定なキノン受容体である QAの再酸化速度を

PAMを用いた蛍光強度変化で測定したところ，

3成分から成ることがわかった。速度の高い順に

それぞれ QAから QBへの電子伝違反応、 QBの回

転速度，プラストキノンのチラコイド膜内の移動

速度に対応すると考えられる。これらの成分の内，

第 2，第 3の成分の速度の温度依存性が一定では

なく，栽培温度によって変化したのが特徴的であ

った。
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laH03 
低温・高照度環境下で成育したイネ薬の光合成特性
本盗盤圭、牧野周、前忠彦 (東北大院・農・応生科)

私達はイネを材料に、成育日寺の生理的な低温・低照度の復
合環境に対する光合成の応答、思11化能力を調査してきた。低
温・低照度植物 [20/18・c(昼温/夜温)、 350μmolm-2 S-IJ は、
対照値物 [25/20・c(昼温/夜温)、 1000~mol m-2s-1J に比べ、大
気CO2分圧、低温・低照度環境下で、葉身Nあたりの光合成
速度がやや高く、光飽和にするとその光合成速度の差はさら
に大きくなった。また、低温・低照度値物は光飽和、高 CO2
分圧の葉身Nあたりの光合成速度が高いことから、 RuBP再
生産能力が向上していることが示唆された。低温領域の光合
成は、 RuBP再生産能力に律速されるので、この能力が向上
したことで低温領域の光合成速度の維持につながったものと
理解された%しかし、 RuBP再生産能力の向上は、低温また
は低照度のどちらの影響を受けた結果なのか、あるいはそれ
らの復合的な結果なのかが明確でなかった。そこで今回は、
低温・高照度環境で成育したイネの光合成特性を調べること
を目的とした。照度 1000μmolm-2s-1のもと、 20/18.C(昼温/
夜温;低温区)、 25/20・C (昼温/夜温;対照区)を設け、光
合成特性を解析した。光飽和、大気CO2分圧、低温領域の薬
身Nあたりの光合成速度は低温纏物で高い傾向にあった。こ
れは、気孔の応答によるものではなかった。光飽和、高 CO2
分圧の光合成も低温植物で増加し、 RuBP再生産能力が向上
していることが示唆された。よって、低温・高照度で成育し
たイネにおいても、 RuBP再生産能力の向上により、低温領
域の光合成が比較的維持されるものと考えられた。
1) PCP 39; 1384-1387， 1998 

laH04 
葉の老化速度の決定要因

西 由香里，寺島一郎(大阪大・理・生物)

植物個体の中の新しい業を人為的に被陰すると，古

い業の窒素含量が高く維持される.したがって，業

の老化による窒素量，光合成活性の減少が起こるの

は，業齢そのもののためでなく，個体内の他の業に

比べてその業の相対的受光量が減少するためでもあ

る.古い業は，自身の生産する光合成産物の需要を

感知することで，相対的受光量を認識している可能

性がある.そこで，本研究ではインゲンマメ個体の

処せ異様の光合成系の老化過程に対する初生業以降

に展開する葉の被陰効果を調べた.光合成速度の減

少は被陰処理により著しく抑制された.蛍光分析な

どによる光合成系の諸パラメーターの測定，炭水化

物の定量も併せて行い，光合成産物の需要感知機構

を検討している.



laH05 
常緑広葉樹の葉の光合成機能の成熟遅延

宣童基二，寺島一郎(大阪大・理・生物)

常緑広葉樹の葉の発生過程においては、面積あた

りの純光合成速度と葉の乾燥重量は、業面積の展開

が終了しでも依然として低く、葉面積展開が終了し

てから 10 日 ~40 日をかけて最大値に達する(光合
成機能の成熟遅延)。光合成機能の成熟遅延について

は、生態学的な解釈に留まり、メカニズムについて

は明らかにされていない。本研究はインゲンと常緑

広葉樹スダジイの葉の発生過程を追って、A-Ci曲線

を作成し、最大総光合成速度が気孔コンダクタンス

(gs) や呼吸速度 (rday) によって、どの程度減少し

ているのか計算した。また、スダジイにおいては、

業の発生過程を追って Rubisco量を測定し葉緑体内

CO2 (CC) を計算した。スダジイの展開途中の葉に

おいて、最大総光合成速度は gsよりも rdayによって

減少していた。一方、インゲンの展開途中の業にお

いては、最大光合成速度は gsによって大部分が減少

していた。また、スダジイにおいて Ccは葉齢と伴に

減少し、これは葉肉細胞の細胞壁の肥厚が原因であ

る事が示唆された。光合成機能の成熟遅延は、①若

い葉の呼吸速度が高い事、②葉緑体の発達が遅い事、

③Ccが低い事によって生じることが解った。

laH06 
組み換え体イネ細胞質型デヒドロアスコルビン酸還元酵素の

性質とそのタバコ葉緑体への導入
屋王亙己1 石川綾美 1 丑丸敬史 2 森田重人 3 増村威宏 3

田中国介 3 大岸泰香 1 岸本律子 1 合田清， ('神戸学院大・

栄養、 2静岡大・理、 3京都府大・農)

アスコルビン酸(AsA)は植物では特に葉縁体で高).1度に見い

だされ、光合成電子伝違反応に伴って不可避的に生じる活性酸

素の消去に機能している。我々は個体内のAsA量が般化ストレ

スに対する許容量を反映するという予想の下、高AsA含量植物

創成の具体的方法を模索している。本研究では以前本大会で報

告した、.緑体DHARの糞縁体への AsA集積への寄与を、形

質転換植物を用いて示すことを目的とし、イネ細胞質型 DHAR

をその材料として用いられるか織討した。

イネ細胞質型 DHARcDNAをpQEベクターに導入し、 N末

端側に 6xHisを持つ融合タンパク質を発現させた。宿主として

BL21 (DE3)RIL を周いることで目自i]とするタンI~ク (rDHAR) を

高度に発現させることが出来、これを Ni2'-NTAカラムによって

1ステップでSDS-PAGE上で均一になるまで精製した。rDHAR

の至適pH、DHAおよび還元型グルタチオンに対する親和性は

何れも光照射時の葉緑体ストロマの環境で酵素機能を発揮で

きるものであった。そこで DHARとイネ葉線体型 CuZn・SOD

のトランジットペプチドの融合タンパクが発現するように

pBI121ベクター上に cDNAを挿入し、 7グロパクテリウムi去

によってタバコに形質転換した。形質転換体が示す形質を併せ

て報告する。
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laH07 
ホウレンソウ葉緑体dehydroascorbatereductaseの

精製とその構造活性相関

嶋岡泰世三宅親弘，横田明穏

マ烹互莞璃大学院、バイオ)

植物葉緑体において、アスコルビン酸はascorbate

peroxidase反応の電子供与体として機能しており、活

性酸素消去には必須の物質である。アスコルビン酸再

生酵素の一つであるdehydroascorbatereductase(D.HAR) 
はその活性が葉緑体に存在することが明らかにされて

いるが、葉緑体でのアスコルビン酸の再生に十分機能

できるDHARIま精製されていない。そこで、我々はホ

ウレンソウから葉緑体DHARを精製し、その酵素学的

性質を調べたところ、 DHA、GSHに対するKm値はそ

れぞれ0.07mM、1.1mM、比活性は370μ mol/min/mg
proteinであり、葉緑体で十分機能できるものであると

結論した。また、葉緑体DHARの比活性はこれまで葉

緑体DHARであると考えられていたtrypsininhibitorの

比活性と比べると約300倍高く、葉緑体DHARと

trypsin inhibitorとは分子的にも全く異なるものであっ

た。また、葉緑体DHARのcDNAを単離し、葉緑体

DHARの大腸菌での発現にも成功しており、現在、点

変異を施したDHARを用いた葉緑体DHARの構造活性

相関について解析中である。

laH08 
光化学系II集光装置制御因子CP26の遺伝子発現

量以盤、中森審、小野高明 (理研・光生物)

光化学系に過剰な光エネルギーがもたらされる

と、活性酸素種等、細胞に有害な分子種が生成さ

れ、光合成系は破壊される。こうしたストレスの

かかる状態を避けるため、植物は光環境の変化に

応じて集光装置の質を変える。その質の変化によっ

て持たらされるものの一つに、集光装置から反応

中心へのエネルギー伝達の遮断がある。この時、

過剰な励起エネルギーは集光装置内で無輯射過程

により緩和され、光化学系は“non-photochemical

quenching (NPQ)"と呼ばれる低蛍光状態になる。

このNPQが実際に起きている場とされるのが補助

集光装置タンパク質CP26である。

本研究では、まず緑藻クラミドモナスより

CP26のcDNAを単離し、遺伝子構造を調べた。

現在、このcDNAより染色体Dl'仏を単離している。

その遺伝子発現制御領域の構造と、さまざまな光

条件下における遺伝子発現の変化についても報告

し、 CP26遺伝子の発現調節を植物の対光ストレ

ス戦略のーっとして考察する。



laH09 
アスコルビン酸生合成醇素Lーガラクトノ寸ーラクトン脱水素

醇棄は呼吸の電子伝達系と共役している
宜主主盈i包薮田 行哲 重岡 成1.2

(近大院・応生命イピ、近大・農・食栄ろ

アスコルビン酸仏sl¥)は植物に普通的かつ多量に含まれて
おり、種々の外部環境ストレスによる光・酸素毒に対する防御
など種々の生理機能を有している.L-ガラクトノ寸ーラクト
ン脱水素酵素(GAl.DH)はAsA生合成経路の最終段階を触媒す
る酵素であり、数種の植物から精製およびcDNAの解析が行
われている。しかし、本酵素の発現調節や細胞内AsA量に対
する役智jについては不明な点が多く残っている。そこで本研
究では、タバコ菜におけるGAl.DHの性質および生理的役割
について検討した。
GAl.DH活性はタバコ葉のミトコンドリアの膜函分におい

てのみ認められた。 cDNA解析の結果、 G且.DHは587アミノ
酸残基からなり、推定分子量は66755Daであった。また、 N
末端領域にはミトコンドリアへのトランジットペプチドが存
在した。リコンビナントGALDHはnatlve酵素と同様にチトク
ローム Cを電子受容体として、 L-ガラクトノ寸ーラクトン
(L-GaDに高い特異性を示した。以上の結果およびチトクロー
ムCの局在性を考えると、 G此.DHはミトコンドリアの内膜に
結合し、膜問スペース側にその活性中心を向け、反応に伴っ
て電子伝達系と共役し、 ATPの生成を伴うことが示唆された。
そこで、同じ分子特性を持つGAl.DHが局在するホウレン草
ミトコンドリアを用いて酸素電極により本酵素活性が呼吸の
電子伝達系に及ぼす影響を検射した。その結果、単離ミトコ
ンドリアにL-Galを添加することにより明らかに酸素消費速
度が上昇した。現在、呼吸系阻害剤を用いてG瓜.DHと電子
伝達系との相互作用を詳細に検討中である。

laH10 
ザゼンソウのuncouplingproteinの出芽酵母における発現

系の構築と機能解析

畳屋益_.上村松生(岩手大・農・寒冷バイオ)

脱共役タンパク質 (uncouplingprotein : UCP)はミト

コンドリアの呼吸により生じたプロトン勾配をATP合成

と共役せずに解消し、生じた自由エネルギーを熱として放

出することが知られている.我々は、発熱植物であるザゼ

ンソウの肉穂花序で特異的に発現している 2種類の新規

UCP関連遺伝子 (SfUCPa& SfUCPb)の単継に成功し、こ

れらの発現が低温で誘導されることを明らかにしてきた.

本研究ではSfUCPaおよび SfUCPbの出芽酵母での発現

系を術祭し、誘導される形貨の変化について解析した.そ

の結果、遺伝子導入酵母における僧殖は野性検に比べて抑

制されることが判明し、その効果はSfUCPB発現株でより顕

著であることが明らかになった(野性型の 55%阻害). 

また、 SfUCPAおよびSfUCPB発現株におけるミトコンドリ

ア内臓の旗電位は野性総と比絞して有意に低下しているこ

とが判明し、ザゼンソウ由来のUCP関連遺伝子がミトコン

ドリアにおける脱共役反応に関与していることが示唆され

た.
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laHll 
Thiobaci1lus novelIusチトクロムcオキシダーゼ:

情造，機能，進化

挫旦飽査，高山勝行，谷川 実，庄子和夫，石塚盛雄山中健生

(日大・理工・物質応化中央大・理工・応化)

T.l1ovellusチトクロムcオキシダーゼは.2種類のサプユ

ニット各l分子からなる愚小構造単位中に1分子のへムAと1原

子のCuしかもたない点で他の生物種のオキシダーゼと非常に異

なっているが，還元型チトクロムcを酸化してO2をH20に還元す

る.このオキシダーゼは抗.veen20存在下では最小構造単位のダ

イマーとして存在するがATPを加えると可逆的にモノマーにな

る.今回，このオキシダーゼをコードするDNAの塩基配列を決

定することができた.その配列から推定されたアミノ酸配列から

すると，サプユニット!と考えられる部分にはチトクロムむのヘ

ムAおよびCUBの結合場所の他に，チトクロムzのヘムA結合場所

も存在するが，サプユニットIlにはCUAの結合場所がないことが

分かつたただ，サプユニットIらしい部分のチトクロムaのヘム

A結合場所が実際に使われているかどうかは，目下のところ分か

らない.サプユニットIらしい部分をコードするDNAの塩基配列

は.Paracoccus denitrifi<伺I1SチトクロムaehのサプユニットIを

コードするDNAのものに似ているし，サプユニットIIをコードす

るDNAの塩基配列はBradJ.ThizobflUlljaponfcUInチトクロムaa3
のサプユニットIIをコードするDNAのものに似ている T. 

110¥TelJusにはチトクロムCオキシダーゼをコードすると思われる

もう1セットのDNAがあり，この方の極基配列はB.japonicuIn 
のチトクロムb仇をコードするDNAの塩基配列と似ている.

laH12 
NQ (一酸化窒素)によるミトコンドリア

酸化的リン酸化の阻害

ヱ虫垂、大城優子、崎浜靖子、山崎秀雄

(琉球大・理・海洋自然)

リョクトウ (Vigna radia ta)腔軸ミトコンドリア

を用いて、ミトコンドリア酸化的リン酸化に対する

NO (ー酸化窒素)の影響を調べた。 invitro NO発

生系としてE硝酸/NADH/硝酸還元酵素系を用い、ミ

トコンドリア電子伝達活性は酸素吸収速度をモニタ

ーした。植物の呼吸系には、 2つの電子伝達系路

(cytochrome pathway • alternative pathway) が

存在することが知られている。NOは cytochrome

pathwayに対して阻害効果を示したが、 alternative

pathwayに対する阻害は示さなかった。また、 NOは

ミトコンドリアの ATP合成活性を阻害した。以上の

結果は、 NOが cytochromepathwayを限害すること

によって酸化的リン酸化を抑制することを示してい

る。このことは、窒素同化系がミトコンドリアのエ

ネルギ一生産に影響を与える可能性を示唆している。



lpHOl 
水ストレスによるレタス葉緑体CuZnスーパーオキ

シドジスムターゼ失活機構の解析

主誼亘室、縄田栄治、金松澄雄 l、真野純一 2

(京都大院・農、 l南九州大・園芸、 2京都大・食糧

科学研)

レタス個体の根に強い水ストレス処理を与える

と、葉の水ポテンシャル低下に先立ち、葉緑体 CuZn

スーパーオキシドジスムターゼ(CuZnSOD)、I カタ

ラーゼ (CAT)が失活する。本研究では、この水スト

レス初期の CuZnSOD失活機構の解明を目的とし

ている。

矯種後 3----4週間水耕栽培したレタスを用い、根

をソルビトール溶液(Sorb)に漫し、水ストレスを与

えた。 250mMSorb処理では、葉の膨圧は 24時間

でも低下しないが、葉の全 SOD活性は処理 1時間

で約 40%低下した。 CAT活性は、 500mM  Sorb以

下では失活しなかった。また、アブシジン酸を葉柄

から O.lmM吸収させると、水ストレス処理同様に

SOD活性が 1時間で約 50%低下した。

このような微弱な水ストレスによる葉緑体

CuZnSODの特異的な失活は、水ストレス初期応答

の生理的反応と考える。

lpH02 
クラミドモナスのグルタチオンペルオキシダーゼ様タンパク
質の誘導へのセレンの関与
孟旦--1盤、室岡 成 (近畿大・農・食栄)

過酸化物消去系の鍵酵素の一つであるグルタチオンペルオ

キシターゼ(Gぽ)は、触媒反応に必須であるセレノシステイ
ンを含む。我々は Ch1amydomonasreInhardtii C9 (C. 
reinhardttl)において、光合成生物で初めてセレン依存のGPX

活性を見い出したが、本酵素のcDNAを単離解析したところ、

活性中心と予想される部位はセレノシステインではなくシス
テインをコードしていた.そこで今回、 C.reinhardtii GPXの
活性発現にセレンがどのように関与しているかを明らかにす

るために、ネイティプおよびリコンビナント酵素を用いて、
セレンの必要性、存在形態などを検討した.

大腸菌首でのGPXタンパク質の発現量は全タンパク賀の約
20%であった.しかし、リコンビナント酵素のGPX活性は認
められなかった.大腸菌百粗抽出液をセレン化合物でプレイン

キュペーションしたが酵素活性は検出されなかった。そこで
大腸菌渚養時に種々の金属イオンを添加したところ、セレン
化合物でのみGPX活性022.5nmol!rrun/mg protein)が検出
された。リコンビナントおよびネイティブ酵素を精製しKCN
により処理したところ、セレン依存のウシ赤血球GPXと同様
に、酵素活性の失活とそれに伴いタンパク質からのセレンの
遊離が認められた。また、 GPXの特異的阻害剤であるヨード

酢酸によりネイティブおよびリコンビナント酵素はそれぞれ
失活した。以上の結果は、本酵素の活性発現にセレンが関与

していることを示唆している。現在、セレンの結合部位の同
定および存在形態について検討している。
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lpH03 
クラミドモナスのviolaxanthin変換に関与する遺伝子の解明

担藍~，刈ia' ， 1bny H. H. CHEN"，西山f圭孝高市真ーベ

石崎公庸福淳秀哉〈村由紀夫， (筑波大・生物科学基生

研 ・計時機構， 2Dept.Hor世c叫， 0陀 gonState Univ. ， 3日本医

科大・生物京都大・生命科学)

植物ホルモンの一種、アプサイシン酸(ABA)の生合成系に

関与する遺伝子を明らかにするために、高等植物と同じABA

生合成系を持つと考えられる緑藻クラミドモナス

(Chlamydomonas reinhard吋lこ挿入変異を導入し、細胞内の

ABAレベルが低い変異株を単離した。それらの株のカロチノ

イド類組成を逆相 HPLCを用いて分析し、 tran::rと9'-ci::r
violaxanthin に対する tran::r と 9'・α~n田xan出m の量比か腎

生株lこ比べて低い変異株 (M526)を一株得た。この株では、

ABA生合成系に含まれるviolaxan白血がneoxanthinに異性
化されるステップが異常を起こしていると考えている。M526
において破壊された遺伝子を明らかにするために、タギングさ

れている DNA部分をクローニングし、この領域のDNA構造

を解析した。また、 M526の光合成特生を解析したので報告す
る。

lpH04 
クロレラ C02不感受性変異体の細胞膜流動性の

スピンラベノレEPRによる研究

山旦笠siiJ，藤原美{圭，松田祐介，何盛阿佐子

(関西学院大・理)

C02濃度を感知するセンサーは Chlorella

ellipsoideaの細胞膜の表面に存在すると考えられ

ている。我々は、化学的変異誘発物質である N-

nitro8o・N・ethylurea(ENU)を用いて、 C02への感受

性の欠落した C02不感受性変異体を作成し、低およ

び高 C02環境下で育てた。 5・doxylstearic acid label 

(5SAL)は細胞膜に結合し、 σ (A1rAul[.九一

(Ax+Ay)/2Jで定義される膜の剛性を決定するために、

室温でその EPR信号を観測したのここで、 Ai(i = 
x，y，z)は 14Nの超微細相互作用のそれぞれの成分で

ある。その結果、野生型のJJ莫の岡IJ性は低 C02と高

C02生育どちらの場合でも同じであった。また高

C02で育てられた変異体の膜の剛性は、低 C02で育

てられた変異体や野生型よりも小さかった。

これらの結果は細胞膜の流動性が C02感受性に

寄与していることを示している。



lpH05 
PEPカルボキシラーゼの特異的リン酸化酵素の均一
精製とチオレドキシンによる活性調節

佐逝基盤1、上野宜久2、林浩昭3、久堀徹4、泉井桂

1，5 (1京都大・院・農、 2名大・院・理、 3東京大・

院・農、 4東工大・資源研、 5京都大・院・生命)

C4光合成において本酵素 (PEPC)は葉肉細胞の細胞
質に局在し、初期炭酸固定を行う。 PEPCは光シグナ
ル依存的に可逆的リン酸化による活性調節を受け、
昼間にN末端近傍のセリン残基がリン酸化されて高
活性型となる。これに関与するリン酸化酵素(PEPC-
PK)を今回初めてトウモロコシ緑葉より約140万倍精
製し、均一標品を得た。 PEPC-PKは空気酸化や酸化
型グルタチオンにより容易に不活化されたがDIT等
のSH試薬で活性が回復し、大腸菌のチオレドキシン
(Trx)はこの回復を加速した。還元型Trxは単独で、も
濃度依存的に活性回復効果を示した。さらに葉緑体
に局在するTrxmおよびf、細胞質に局在するTrxhも
同様な活性回復効果を示した。その他の知見ともあ
わせて、 PEPC-PKがレドックス制御による活性調節
を受けていることが強く示唆された。植物において
も細胞質にTrxhの存在することは知られていたが、
その生理的役割はあまり知られていない。 Trxhのシ
グナル伝達への関与の可能性について考察する。

lpH06 
トリエン脂肪酸は植物の高温適応におけるキーファクタ

ーである

村上雄樹、津山孝人¥小林善親¥児玉浩明、荒田博行、射

場厚

九大院・理・生物、 i九大院・農・林学

人間活動によってもたらされた温室効果ガスは地球温暖化を

引き起こし、人類の社会経済活動にも悪影響を及ぼすことが危

倶されている。よってこのような事態を回避するための対策が

各研究分野においても急務とされている。

葉緑体膜脂質の主要脂肪酸分子種であるトリエン脂肪酸の含

量は低温で生育させると糟加し、逆に高温下では減少する。こ

のことから、 トリエン脂肪酸含量の減少は高温適応に関係して

いると考えられる。私たちはジエン脂肪酸からトリエン脂肪酸

を生成する葉緑体局在型ω3デサチュラーゼ遺伝子(FAD7) 

を強発現させたトランスジェニックタバコのうち、 トリエン脂

肪酸含量が顕著に減少した 2つのジーンサイレシング系統株(

Tl5， T23)における高温耐性能を評価した。生薬を熱処理した

後の光合成による酸素発生の速度、 36tでの長期生育、 47tで

の枯死率について評価した。Tl5，T23は野生株に比べ、顕著に

熱耐性が増加していた。このことは高温下でのトリエン脂肪酸

の減少が植物の高温適応能力と密接に関係していることを示し

ている。
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laIOl 
シ口イヌナズナの rd29A遺伝子プロモーターを導入

したトランスジェニックイネの解析

吉羽洋周 1、田中博美 1.2、津村まゆみ l、関口文彦 2、篠崎

和子 3、篠崎一雄 4 (1目立・中研・ライフサイエンス、 2

日本女子大・理・生物、 3国際農研、 4理研・植物分子)

シロイヌナズナの rd29A遺伝子は乾燥応答性遺伝

子として単離され、その後低温や高温ストレスによっ

てもその発現が誘導される事がわかっている。 また、

この遺伝子のプロモーター領嫌には乾燥応答性遺伝

子プロモーターに特徴的なシスエレメント DRE

(dehydration-responsive element )が存在し、しか

もこの領域に結合する転写因子 DREBの存在が明ら

かになっている。さらに、窓プロモーターに GUS遺

伝子を連結して導入したシロイヌナズナとタバコで

は、乾燥ストレスによって強い GUS活性が植物体全

体に見られることがわかっている。

そこで本研究では、この強力なプロモーターが双子

葉だけではなく単子葉においても働くか否か調べる

ため、イネに導入した。その結果、本プロモーターは

イネにおいては根特異的に作用することがわかった。

laI02 
シロイヌナズナにおけるヱクステンシン遺伝子匂正xωの単離とそ

のファミリーの解析

吉羽洋周青木知佐子ペ井内聖繍城時彦関原明

関口文彦篠崎和子篠崎一雄'(，目立・中研・ライフサイ

エンス日本女子大・理・生物理研・纏物分子国際農

研)

我々は植物が水ストレスに応答する遺伝子のーっとしてエクス

テンシンの遺伝子をシロイヌナズナからクロ一二ノグし、証必と

名付l甘みエクステンシンは植物細胞の伸長に関与する糖タンパ

ク貨であり、その配列中に、g将司Pの特徴的な反復配列を豊富

に含むことが知られている.これまでに単離されているヱクステン

シン遺伝子の多くはストレス誘導型として知られている。すでにシ

ロイヌナズナからは 1つatExtlが単離されている。本研究により

単離したatEXt2は水ストレスに対して遺伝子発現が仰制されるタ

イプであり、シロイヌナズナから単離されたのははじめてである。

また、本遺伝子には幾つかのファミリーが存在し、それらのアミノ

酸反復配列モチーフには、3種類のバリエーションのあることが

明らかとなった。さらに、ノーザン解析の結果から、根や茎そして

つぼみに強く発現するといっT甜織特異性のあることもわかっ丸

本研究では、この他、単離した遺伝子群のストレスや植物ホルモ

ン処理下での発現の特徴についても報告する。
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laI03 
プロリン処理したイネの耐塩性と Na+吸収量の関係

五十嵐由美子¥吉羽j羊周 真 田 幸 香 和 田 敬 四 郎 篠

崎和子‘，篠崎一雄 5('目立・ライ7サイエンス推進事業部J目
立・中央研J金沢大・理・生物， ...水・国際農研理研・値
物分子)

イネは高塩ストレスをうけると体肉にプロリン(Pro)を蓄積

し、浸透圧翻節を行う。我々はこれまでに Pro合成系のA '-

ピロリンー5ーカルボン酸合成酵素(P5CS)が律速となり高塩ス

トレスに応答して Proを蓄積すること、 Proは特に葉に蓄積

され、茎や根には殆ど蓄積されないことを明らかにして

きた。また、高塩ストレス下において耐塩性イネ(DGWG)は

感受性イネ(IR28)より多くの P5CS遺伝子を発現し、多くの

Proを蓄積をすることが分かった。そこで耐塩性における Pro

の効果を検証するために、 IR28に予め Proを吸収させること

で塩に対する耐性が向上するのか否かを検討した。その結

果、 3日間塩(250mMNaCI)処理した IR28が全て枯死してし

まうのに対して、予め Proを吸収させたものは 70%もの高

い生存率を維持することが分かつた。また Pro前処理し

たIR28は無処理の IR28と比較して Na+の吸収が抑制さ

れていた。以上より、 Proが高場ストレス下において浸

透圧翻節とともに Nイの取込みを仰える効果があり、こ

れによって塩に対する耐性が向上したものと考えること

ができる。

laI04 
シロイヌナズナにおける割重ポリアミンqp1<ストレス郷里

による変動と繊崩壊自扮布

浦 野 薫 ぺ 吉2群周五十嵐由美子内E暗号，関口文

彦，繍l原口ヂ，繍l傍一雄5C目立・判買・ライフサイエン

ス目立・ライフサイエンス推進事業凱3日本女子大・理・

生物官際農研，5理研・植物分子)

我々は、植物が水ストレスに応答して誘導される薗云子

の 1つとしてポリアミン合成系の argir也E

也溜加Ixyl制 :AOC)遺伝子をシロイヌナズナからクローニ

ングし、鰍庁を進めている。この遺伝子はシロイヌナズナ

では2つのタイプ (1型と 2型)が存在し、 l型はハウス

キーピング遺伝子、 2型は高塩ストレスや乾燥ストレスと

いった水ストレスによって誘導されるストレス誘導性遺伝

子であることがわかった。また、 2型l幻Lつぼみ若い

さゃなどの生殖組織に特期制こ予夢見することも分つがった。

そこで実努に内生ポ1)アミンレベルがどのように変化して

いるか田氏で種々のストレスを与えたシロイヌナズナを

用いて分析したところ、水ストレスによってアグマチン、

プトレスシン、スペルミンの量かヲ勧Uすることがわかった。

しかも~つぼみ、若いさや、熟したさやなどの生殖祖織

で各種ポリアミンカ事量に相主していることがわかった。



laI05 
ストレス応答におけるシロイヌナズナgalactinolsynthase 

遺伝子の機能解析

太治輝sB1. 2 大住千栄子関 原明井内聖篠崎和

子篠崎一雄I C理研・植物分子筑波大・生物科学，九味

の素(株) ・中研農水省・国際農研・生物資源)

galactinol synthaseは、 raffinosefamily oligosaccharides 

(RFO)合成のkeyenzymeで、 RFOは植物においてproline，

glyclnebetaine等と同様に適合溶質として機能していると

いう報告があるが、その証明はされていない。そこでシロイ

ヌナズナよりgalactinolsynthase遺伝子をクローニングし、

その遺伝子 (AtGalSl-6)のストレス応答性(Dヴ， Cold， 

NaCI， sorbitoDについてノーザン解析を行った。 AtGalSl，

2については、これらのストレス処理により短時間で誘導さ

れることが明らかとなった.またAtGalS3については恒常的

な発現が見られることも明らかとなった。さらにAtGalSl，

2について、組織別にノーザン解析を行った結果、成熟過程

の種子で非常に強く発現していた。また野生型の

Arabidopsisにおいて無処理・乾燥ストレス・塩ストレス条

件下における糖分析を行った結果，無処理では検出できない

程度のraffinoseがストレス下において非常に蓄積すること

が示唆された。さらに乾燥種子における絡分析の結果では，

他の植物種での報告と問機にraffinoseも蓄積されるがより

多量なstachyoseの蓄積が見られた。

laI06 
The DREB lamily olgenes in Rice， Oryza sativa 
Joseoh G. DUBOUZET¥Yoh SAKUMA'， Setsuko MIURA¥Emilyn G. 
DUBOUZET'， Kazuko YAMAGUCHI-SHINOZAKI' and Kazuo 
SHINOZAKI' 
'Japan Inti Res Cent Agric Sci (JIRCAS)， Tsukuba 305・8686，'Inst 
Physic Chem Res (RIKEN)， Tsukuba 305・0074

The DREB lamily 01 transcription lactors bind specificaliy to a cis-acting 
element (DRE/CRT) in A. fflaliana. They have been shown to play key 
roles in orchestrating the planfs response to stress lactors such as 
cold， drought and salinity. Cloning 01 similar genes in rice may be a 
prerequlslぬlorthe development 01 superior甘ansgeniccultivars that 
can withstand or thrive in adverse environments. Here we report the 
characteristics 01 the corresponding DREB homologues in rice， Os 
(Oryza sativa) DREB1A， 18 and OsDREB2 cDNA Irom rice. 
OsDREB1A was isolated Irom cDNA libraries constructed Irom cold-

and salt-stressed 3・week-oldrice plants whereas OsDREB 1 B was 
obtained as an EST clone Irom the Rice Genome Project. Both genes 
show extensive similarity to Arabidopsis DREB 1 A (AtDREB 1 A)， 
especially in a portion 01 their N-terminal regions and in their ERF/AP2 
domains. OsDREB1A， like AtDREB1A， is upregulated in plants 
exposed to coldφOsDRE82 was obtained Irom a cDNA library 
constructed from drought-stressed， 3-week-old r悶eseedlings. The 
putative amino acid sequences 01 Arabidopsis DREB2A (AtDREB2A) 
and OsDREB2 also show extensive similarity especialiy in a portion 01 
their N-terminal regions and in their ERF/AP2 domains. Similar to 
AtDREB2A，OsDREB2 is induced by drought and salinity but not by 
cold exposure. The extensive conservation 01 protein sequence and 
S甘ess-responsecharacteristics 01 these DREB proteins indicate their 
lundamental function in plantstress physiology. The OsDREB genes in 
this report may play an important role in the production 01 superior 
transgenic rice plants that are resistant to multiple stress environments. 
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laI07 
シロイヌナズナの完全長cDNAマイクロアレイを用いた乾燥、

低温ストレス応答性遺伝子および転写因子DREB1AのTarget遺

伝子の解析

lIIl rnt虻三、日航真理¥安部羊3、篠崎和子3、PieroCarninc戸、

林崎良英〈篠崎一雄1，2 C理研・樋物分子生物、 2理研・ゲノ

ム科学総研セ・植物ゲノム、 3農水省・国際..研・生物資源、

4理研・ゲノム科学総研セ・遺伝子情造)

我4はこれまでに、乾燥や低温ストレス処理した纏物体など

より銅製したmRNA等を用いて計9積績のシロイヌナズナの完

全長cDNAライブラリーを作製した.今回，単灘した約1300

種類のcDNAおよびRD，ERD遺伝子を用いてシロイヌナズナの

完全長cDNAマイクロアレイを作製したので報告する.乾煉ス

トレス 2時間および、低温ストレス 2時間処理した植物体ヤ

CaMV35Sプロモーターを用いてDREB1AcDNAを過動j発現さ

せたトランスジェニツクシロイヌナズナ樋物体より銅製したプ

ロープを用いて解析を行った。その結果、これまでに報告され

ている、乾燥、低温ストレス誘導性遺伝子でかつ.DREB1A 

のTarget遺伝子である，RD29A，RD17，ERD10，kin1，kin2，cor15a

遺伝子などが乾燥、低温ストレス誘導性およびDREB1Aの

Target遺伝子として同定され，我身のcDNAマイクロアレイシ

ステムが正しく動いていることが示された.また、コムギの

putative cold acclimation proteinのホモログ遺伝子などが新規

な乾燥、低温ストレス誘導性およUDREB1AのTarget遺伝子と

して同定された.

laI08 
アイスプラント PIP-アクアポリン遺伝子 McMipAプロモー

ターの組織特異性解析

山E重量、 HansJ. Bohnert' (オリノパ、 1Dept. of Biochem.， 

Univ. Arizona) 

多くの高等植物において、細胞膜局在型水チャンネル (PIP-
アクアポリン)遺伝子は複数存在し、それぞれ組織特性や環

境応答性が異なっていることが報告されている。以前我々は、

アイスプラント (Mesembryanthemumcヴ 'stallinum)由来

PIP-アクアポリン遺伝子McMipBのプロモーターの組織特異

性について、 GUS融合遺伝子をタバコに導入して解析した。

今回我々は、同じ植物由来の異なる PIP-アクアポリン遺伝子

McMipAのプロモーターについて同じ手法を用いで解析した

ので、その結果を報告する。

McMipA遺伝子の翻訳開始点上流域約 2.2kbをGUS遺伝

子上流に配置してタバコに形質転換し、 McMipAプロモータ

ーの組織特異性を調査した。 McMipAプロモーターは根の内

鞘と柔細胞、茎では師部周辺と内鞘を取り巻く細胞で発現し

ていた。緑業では、葉肉細胞と小脈 (minorvein)で発現が

見られたが、大脈 (majorvein)近傍では発現が見られなか

った。未熟な花芽器官では組織全体に発現が見られたが、成

熟するにつれて弱くなっていった。成熟した花芽器官では、

柱頭先端と花粉で強い発現が見られた。根端およびI長端分裂

組織近傍では、発現は見られなかった。 McMipAプロモータ

ーの組織特異性はMcMipBプロモーターとは異なる部分が多

く、それぞれの遺伝子にコードされる PIP-アクアポリンの生

体内における役割は、異なるものであることが示唆された。



laI09 
通性 CAM植物・7イ7..7'うントの葉で塩1トレスにより誘導され
る転写産物の EST解析
呈並宣1，Mary Ann CUSHMAN，東江栄2 Davina 
BUFFORD， Monica FREDRICKSON， Anamika RAY， 
Inna AKSELROD， Darcey LANDRITH， Lana STOUT， 
Joao MAROCO， and John C. CUSHMAN. (オクラホマ
州立大・分子生物J埼玉大・理・分子生物f佐賀大'.'生
物生産)

高濃度の塩による水ストレスで C3型光合成から CAM
(Crassulacean acld meta凶 IIsm)型光合成へと転換す
る 7イス7 ・ラン ~(Mesembryanthemum crystallinum)は.分
子生物学的な解析を行う上でいくつかの優れた特性を
備えている。しかし. 'J.ハコや7うピト・ 7・況など他のモデ I~
植物に比べ.何ーン化され分子生物学的に解析された遺
伝子の数は限られている。そこで我々は，アイス7'ラン卜の
葉の cDNAライ7'ラリーからう川、に選択した知ーンの部分塩
基配予IJ(expressedsequence tag; ESηのデ同州'-;q着築
を開始した。
水を十分与えたアイス7・うントと， 0.4 M NaCIを30時間

または 48時関与えた7イス7'ラン卜から cDNAうイアラリーを作
成後.約 7，000個の何ーンの部分泡基配列を 5'fJlIJから決
定した。これらの知ーンは約 3，500積類の mRNAに由来
しており.そのうち約 2/3は機能の解っている合ンJI・7質
と相向性を持っていた。水ストレス下では.CAM関連のめ
1¥・7質やストレス応答，信号伝達に関与すると恩われる9ン1¥・
7質だけでなく，機能不明のタンハ・ヲ貿や新規9ンハ・ク質をコー
ドする転写産物の割合も増加しており.ストレス応答に関
与する新規遺伝子の発見につながることが期待される。

laIlO 
野生種と栽培種スイカでの光化学系口量子収率と

活性酸素消去酵素活性の乾燥ストレス応答
0三宅親弘、横田明穂(奈良先端大・バイオ)

光化学系 IIの量子収率と活性酸素消去酵素活性

の乾燥ストレス応答を野生種と栽培種スイカを用いて調

べた。乾燥ストレスによる気孔閉鎖後、栽培種スイカ生

葉の萎凋によるカーリングを野生種生薬は示さず、水ポ

テンシャルを維持し、その生葉を完全展開させていた。

これは、栽培種スイカ以上に、野生種では光障害を被ら

ないために、気孔閉鎖後の過剰な光エネルギー処理が必

要であることを示唆する。乾燥ストレス後、両種スイカ

生薬の葉緑体型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)

活性は気孔が閉鎖すると共に増大し、野生種生薬では

1.3倍、栽培種では1.6倍になった.また、乾燥ストレ

ス後、両種スイカ生薬の定常状態光化学系工工量子収率が

低下した。乾燥ストレス後、葉緑体光化学系工でのスー

パーオキシド・ラジカル (02-)生成速度を測定 (Plant

Cell Physiol. (1999) 5431)すると、両種スイカ生

薬で、その速度は低下し、野生種スイカでは 113へ、栽

培穫では 4/5になった。この O2-生成速度低下は光化学

系 II量子収率の低下によるものであった。したがって、

両種スイカ生葉では、乾燥ストレス後、 O2-の生成速度を

低下させると共に、 APXの活性を増大させる二重の酸化

ストレス防御系が機能している。そして、 O2-生成抑制能

は、生葉がカーリングしない野生種で大きかった.
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lpIOl 
ホウレンソウと大腸菌のベタインアルデヒドデヒド

ロゲナーゼの基質特異性と安定性からみた構造比較

訟血呈丘、孟玉玲1、日比野隆2、原彰、船隈透、高

倍昭洋1(名城大・農・農化、 l名城大 ・総合研、

2名城大・理工・化学)

植物や微生物には、塩ストレスや乾燥ストレスを

受けると、適合溶質としてベタイン(グリシンベタ

イン)を蓄積するものがある。植物のベタイン合成

は、コリンから、ベタインアルデヒドを経る2種類

の反応により行われる。最近になって、ベタインア

ルデ、ヒドデヒドロゲナーゼ (BADH) がベタイJ ン

アルデヒド以外にポリアミンの代謝などいくつかの

反応を触媒することが報告された。そこで我々は、

ホウレンソウおよび大腸菌の本酵素を大腸菌で大量

発現し、その基質特異性、安定性について検討し

た。また、ホウレ ンソ ウのBADHの一部を大腸菌

のBADHと交換したハイブリッドBADHも作成し

た。ベタインアルデヒド、 3-アミノプロピオンア

ルデ‘ヒド、 4 -アミノフーチノレアノレデ、ヒドを用いて基

質特異性および酵素の安定性について検討した。こ

れらの結果を、両酵素の構造に基づいて検討した結

果について報告する。

lpI02 
マングロープのベタインアルデヒドデヒドロゲナー

ゼ遺伝子

孟玉輩、松田信行l、日比野隆2、田中義人2、上原

直子3、馬場繁幸3、川満芳信3、高倍鉄子4、和田敬

四郎5、石井忠6、原彰1、高倍昭洋(名城大・総合

研、 1名城大・農・農化、 2名城大・理工・化学、

3琉球大・農・熱帯、 4名古屋大院・生命農・生物資

源、 5金沢大・理・生物、 6森林総研・生物機能)

マングロープは熱帯・亜熱帯の海岸や河口の一

部、または、海水あるいは海水と淡水の混さ‘り合う

汽水域に生える常緑の低木または高木の群落やそれ

を構成する植物の総称である。我々はマングロープ

の環境ストレス応答機構の分子レベルの解明を目的

とし、マングロープの適合溶質の検索とその合成遺

伝子の単離を行った。沖縄地方に生息する4種類の

マングロープの適合溶質を調べた結果、 1種類につ

いてベタインの蓄積が認められた。そこで、このマ

ングロープの葉からcDNAライブラリーを作成し

た。そして、ライブラリーからベタインアルデヒド

デヒドロゲナーゼ遺伝子を単離した。この遺伝子の

構造と発現について報告する。



lpI03 
ベタイン合成の遺伝子工学 (1)コリンオキシダーゼ遺伝

子を発現する形質転換植物

比重到、 Alia1、坂本教1、村田紀夫1(愛媛大・理・物質

理、 1基生研)

塩ストレスを受けたとき、多くの植物は細胞内に適合溶質

を蓄積し、海による傷害を回避する。連合溶質の一つである

グリシンベタインは、泡ストレスに対する保護作用が特に強

く、泡耐性植物の作出に適している。土擁細菌 Arthrobacter

globiformisのコリンオキシダーゼは一段階の反応でコリンか

らグリシンベタインを合成する。そこでこの醇棄をシロイヌ

ナズナで発現させてil耐性植物の作出を鼠みた。

導入遺伝子に葉緑体へのシグナル配列を嬢続した結果、形

質転換シロイヌナズナにおいて発現したコリンオキシダーゼ

は主に葉緑体に局在していた。生薬には約1μmol/g新鮮重量

のグリシンベタインが蓄積し、野生株より高い泡ストレス耐

性を示した。基質であるコリンの含量l草野生株と変わらな

かった。コリンオキシダーゼによる反応ではグリシンベタイ

ン1moleに対して2mole の過酸化水素が発生する。しかし形

質転換体における過酸化水素の含量は野生株とほぼ同じレベ

ルであった。活性酸素消去系の酵素については、カタラー

ゼ、グルタチオン還元酵素、 SODなどの活性は野生株とほぼ

同じであったが、アスコルビン酸ベルオキシダーゼ活性は形

質転換体において2-4倍高く 、コリンオキシダーゼによって

発生した過酸化水素によってこの酵素の発現が誘導されたも

のと思われる勺

lpI04 
ベタイン合成の遺伝子工学(ll):形質転換アラピド

プシス種子の吸水友ぴ発芽期におけるストレス耐性

援室-*i， ALlA， Cai-Xia HOU，村由紀夫.林秀
則1 (基生研愛媛大・理・物質理学)

コリンオキシダーゼ遺伝子を導入したアラビドプ
シスはその種子中にベタインを高度に蓄積する.形
質転換アラピドプシスの種子発芽期における塩.低

温，高温および浸透圧に対する耐性を評価した.形
質転換植物由来の種子では，これらのストレス条件

下で，野生型植物の種子と比較して発芽速度が上昇

していた.種子吸水期における温度ストレスは，植

物の初期発生を著しく阻害するので，この時期にお

ける低温および高温耐性を調べた.形質転換植物の

種子は O.Cや55.Cといった極端な温度ストレス条

件下で・吸水させても.野生型植物の種子に対しては

るかに優れた発芽率を有していた.このような梯々
なストレスに対する耐性の増強の程度は，種子に蓄

積したベタイン量に正の相聞を示した.以上の結果

は，種子に蓄積したベタインがその吸水時ならびに

発芽期において，複数の異なるストレスに対して耐

性を増強したことを示している.

1拘

lpI05 
GENETICENG町 EERINGOF BETA町E

SYNTHESIS町 PLANTS(1町:STRESS 

TOLERANCE OF YOUNG AND MATURE PLANTS 

Cai-Xia HOl.1， ALIA， Atsushi SAKAMOTO， Norio 

MURA T A， Hidenori HA Y ASHI 1 

Nat. Inst. Basic BioI.， Okazaki 444-8585， lDept. Chem.， 

Fac. Sci. Ehime Univ.， Matsuyama 790・8577

Transformation with the codA gene for choline oxidase 
significantly enhanced salt tolerance of young seedlings 

and mature plants. Under cold stress， young seedlings of 

transformed plants grew better with respect to length， 
fresh weight and dry weight. No significant chlorosis 

occured in the transformed plants after cold treatment 

whereas wild-type plants displayed the visible injury. 

Transformed plants， but not wild-type plants， also 
survived合間zmgtreatme泊t.Seedlings oftransformed 

plants showed better growth than wild-type seedlings 

during heat stress as well as during the recov唱ryfrom heat 

shock. Finally， the transformation enhanced tolerance to 

drought stress at the reproductive stage. 

Those results cJearly showed that transformation with 

the codA gene for choline oxidase enabled Arabidj中 sisto 

tolerate various stresses during growth ofyoung seedlings， 

and development of mature plants. 

lpI06 
ベタイン合成の遺伝子工学 (N):ストレス耐性の分
子機栂

担旦記去， ALlA， Cai-Xia HOU，坂本敦，
林 秀 則1 (基生研愛媛大・理・物質理学)

私たちはコリンオキシダーゼ遺伝子によるアラピ
ドプシスの形質転換が，ベタインを葉緑体で蓄積さ

せるとともに，様々な生育段階において広範な環境

ストレスへの耐性を増強することを示した.細胞レ

ベルでは形質転換アラビドプシスの光合成機能が，

塩や低温‘凍結‘強光条件下での光図書に対して耐
性を獲得していることを明らかにした.さらに強光

ストレスに対する光合成機能の耐性増強におけるべ

タインの作用として‘強光による光合成機能の揚傷
を緩和するのではなく，光損傷を受けた光化学系E
複合体の回復を促進することを示した.これらの結

果は‘ストレスによる細胞機能の婦傷の回復過程で
必須な生化学的プロセスであるタンパク質の新規合

成を.ベタインが促進することを示唆している.形
質転換植物においてベタインの蓄積によってもたら

されたストレス耐性増強の機構を分子レベルで議論

する.



lpI07 
FLUORESCENT DlFFERENTIAL DlSPLA Y 

-A TECHNICAL DEVELOPMENT-
kenko UCHIDe:" Takamichi MURAMATSU， Norihito KUNO， 
Masaki FURUY A 
Hitachi Advanced Research Laboratory， Hatoyama， Saitama 350-0395 

Oifferential display' (00) is a potentially powerful tool for 
large scale screening of differentially expressed genes and 
has the advantages of comparing multiple samples and 
d巴t巴ctinglow abundant mRNAs. Ho哨 ver，00 has suffered 
from the low reproducibility of fingerprints or th巴 high
frequency of false positive clones. Th巴se_problems明 re
solved by fluorescent diff巴rentialdisplay' (FDO) ， using 
fluor巴sc巴ntlabeled anchor primers and automated ONA 
sequencer， and high throughput and operationalsafety明 re
accomplished. 
W巴 modified the original FDO protocol' to identify 

candidate genes more effectively. Forty-five samples can be 
analyzed at once and more than hundred bands up to 800 bp 
in length can be displayed within 3.5 hr. In case of 
Arabidopsis， about 60 combinations of primers should be 
sufficient for detection of the majority of expressed mRNA 
sp巴cieswith 95 % probability. Therefore， genome-wide 
screening in Arabidopsis was achieved within a month using 
our FDO system. We also have improved the procedure to 
distinguish a tru巴positivefragm巴ntamong cONAs extract巴d
from single displayed-band using SSCP or RFLP 
Consequently， we have established a larg巴-scalescreeni~g 
and efficient procedure for isolation of target genes'・
Ho明 ver，the running cost of FDO is very high， and明 need
a long time for the characterization and function analysis of 
taflzet I!enes 
l.Li叩 gP， P.rdee AB (1992)Science 257: 967 2.lto et.1. (1994)FEBS Lett 351:231 
3. Uchid. et .1. (1 998)PI.nt J.15:813 4. Kuno et .1. (2000)PI.nt Physiol. in press 

lpI08 
ROLES OF EARLY-PHYTOCHRO恥1E-RESPONSIVE
GENE ENCODlNG A NOVEL MYB-RELATED 
PROTEIN IN ARABIDOPSIS 
Norihito KUNQI， Tomoko SHINOMURAI， Simon Geir 
MのLLER2，Nam-Hai CHUA2 and Masaki FURUYAI; IHitachi 
Advanced Research Laboratory， Saitama 350-0395， JAPAN， 
2The Rockefeller Univ.， New York， NY 10021， USA 

We hav巴 isolated and characterized early-phytochrome-
responsive genes fromArabidopsis thaliana using a fluorescent 
diff，巴rentialdisplay techniquel. Wild勾pesix-day-old etiolated 
seedlings were irradiated with red ¥ight (1 mmol m'2). mRNA 
fingerprints were compared from samples prepared 0， 30 and 
60 min after light treatment. Five differ巴ntiallyexpr巴ssed
cDNA bands wer巴 identifiedfrom approxirnately 20，000 
displayed bands. Sequenc巴 analysisrevealed that two of the 
isolat巴dcDNAs， which represent one mRNA species， show巴d
high sim且むity(70%) to a Myb DNA-binding domain of 
Arabidopsis Circadian-Clock Associated 1 (CCAl) gene2 

Subsequ巴ntRT-PCR analysis demonstrated that both Phy A and 
PhyB induced the expression of this myb-related gene. To 
prob巴 thefunctionality of the isolated gene product， we 
transformed Arabidopsis with釦 antisensecons truct harboring 
the isolated cDNA fragment. Physiological and molecular 
phenotypes of the antisense transgenic plants indicate a function 
for this myb-related gen巴 in the phytochrome-signal 
transduction pathway 
I Kuno et al. (2000) Plant Physiol. 12 2( 1)， in press 
2Wang et al. (1997) Plant Ce1l9: 491-507 
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lpI09 
FLUORESCENT DIFFERENTIAL DISPLA Y AS 
A TOOL FOR THE ISOLATION OF EARLY UV-
B LIGHT INDUCED GENES 
Linda LOYALL， Alexander BAUMANN， Kenko 
UCHIDA1， Masaki FURUYA1 and 旦担B
FROl到MEYER
Biologisches Institut U， Albert-Ludwigs-Univ巴rsit晶巴t，D・

79104 Fr巴iburg，Germany; 'Hitachi Advanced Research 
Laboratory， Hatoyama， Saitama 350-0395 

In p唱rsleyc巴11cultu陀 sUV-B irradiation leads to the 
generation of protective f¥avonoids. Chalcone synthase 
(CHS) is the key 巴nzyme of this pathway and is 
transcriptionally stimulat巴d4t06hafぬr UV-light 
irradiation. As this stimulation is inhibited by 
cycloh巴ximidethe involv巴mentof UY-light induced early 
gene products in the signal transduction to the CHS-
promoter is evident. To isolate such candidates f¥uorescent 
differential display te氾:hniquewas used for a large scale 
screening. We de飽ctedsev巴ral candida回， which are 
expressed within the first two hours after light stimulation 
of these， a novel glutathione S-transferase (PcGSTI) 
shows all features of an early g巴ne釦 dprecedes the 
expression of CHS， Our data indicate that PcGSTl加dits
substrate glutathione are involved in the UY signal 
transduction pathway in plants 

lpI10 
AUXIN-DEPENDENT REGULATION OF AN 
AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) FROM 
RICE 
FrankWALLEs， Masaki FURUY A1， Peter NICK， Institut 
fur BiologieII， Freiburg University， 0-79104 F悶凶rg，
Germany， 'Hitachi Advanced Research Laboratory， 
Hatoyama， Saitama 350-0395 

D川ringplant development， auxin is playing a central role 

in regulating growth and differentiぽion.In Arabidopsis 

thaliana.， auxin response factors (ARFs) bind specifically 

to promotor elem巴nts of prirnary au氾n response 

(AuxlIAA) genes'. Mutations in ARFs， e.g. 
MONOPTEROS， show severe developmental pheno・

types. Little is known about a possible regulation of these 

transcriptional regulators of auxin action. In a fluorescence 

differential display experirnentb with rice coleoptiles 

several auxin・induωdcDNAs were isolated. Having high 

homology to an ARF that represses transcription， one 
candidate， OsARFl， was charωterized. OsARFl rnRNA 

is upregulated fast by au泊1.Intemal shifts of au泊1・

triggered elongβtion correlate with differential expression 

of OsARFI rnRNA. Thus， OsARFl mRNA expression 

might reflect a possible吋aptationmechanism of au泊I

controlled responses. 
'T. Ulmasov et al (1997) Science 276: 1865・1868.

bK. Uchida et al (1998) The Plant J. 15:813-819. 



lpI11 
ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF TWO 
PUTATIVE HELIX-LOOP-HELIX PRαfEINS THAT 
ARE町DUCEDBY BRASS凶 OSTEROIDS
Danielle FRIEDRICHSEN， Takamichi MURAMATSU1， 
Masaki FURUYA¥Joanne CHORY， The Salk Institute， 
San Diego， CA 92186・5800，U.S.A・，'Hitachi Advanced 
Research Laboratory， Hatoyama， Saitama 350-0395 

Brassinosteroids (BRs)紅巴 importantgrowth regulators 
throughout Arabidopsis development， and exhibit multiple 
effects when applied exogenously. Promotion of growth 
by BRs requires de noνo RNA and protein synthesis. 
Although BRI 1， a leucine-rich-r巴peatre心:eptorkinase， is th氾
putative brassinolide r巴ceptor，no other components of the 
BR signaling are known. Using fluorescenc右 differ巴ntial
d凶play(FDD) by ∞mparing mRNA fingerprints between 
det2 and bril mutants. we have identified a few 
differentially expressed transcripts in response to 
brassinolide treatment. One transcript， B 1， was found in 
the FDD screen and another， B2， was identified by its DNA 
sequence siIlUlarityωB 1. Both encode putative helix-
loop-helix prot巴insand are up-regulated by brassinolide. 
This induction r巴quiresfunctional BRIl and does not 
require new protein synthesis. Luciferase reporter 
fusions with the promoters of these genes confirm 
transcriptional regulation of these promoters by 
brassinolide and deletion analysis is underway to id巴ntify
the BR response elem氾nt. Recently， knockout mutants 
for both genes have been isolated which may have an 
altered response to brassinolide. 

lpI12 
FLUORESCENT DIFFERENTIAL DISPLAY AS 
A TOOL TO DISSECT FLOWER DEVELOPMENT 
Charles P. SCUTT， Masaki FURUYA1 and Philip M. 
G江MART町
Centre for Plant Sciences. Leeds Institute for Plant Biotech. & 
Agriculture， University of Leeds， Leeds LS2 9JT， UK， 
'Hitachi Advanced Research Laboratory， Hatoyama， Saitama 
350-0395 

We are studying sex chromosomes mediate flower 
development in dio巴ciouswhite campion (Silene latifolia) 
Male plants posses X and Y sex chromosomes; females 
contain two X-chromosom巴s. The Y-chromosome 
moulds floral developmental fate. Female flower fails to 
develop stamens indicating that the Y-chromosome is 
essential for stamen organogenesis. The Y-chromosom巴
also directs the arrest of carpel development in male 
flowers. FDD represents an ideal tool for id巴ntificationof 
gen巴sinvolved in the control of reproductive organ arrest 
and development. We have used this technique to identify a 
number of male specific cDNA clones， the majority of 
which represent autosomal gen巴sthat are unr巴gulat巴din 
response to the Y-chromosome. However， two of these 
male specific cDNAs hybridize to Y-chromosome DNA 
The characterization of these sequences will be discussed 
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lpI13 
Fluorescent Differential Display (FDD) Identifies 
Circadian Clock Regulated Genes in Arabidopsis. 

Steve A. Ka~ ， Joel A. Kreps， TakaIlUchi Muramatsu and 
Masaki Furuya， The Scripps Research Institute， La Jolla， 
USA and Hitachi Adv. Res. Lab， Saitama 350-0395. 
Most organisms exp閃 ssrhythms in biological activities 

with a 24-hour periodicity， and they are called circadian 
rhythms if they persist in constant environmental conditions. 
Circadian rhythms in gene expression were first observed in 
plants over 13 years ago but the underlying mechanism 
controlling rhythmic gene-expression is still not understood. 
The isolation of novel circadian clock-conti"olled genes 
(ccgs) is likely to provide new tools for studying circadian 
rhythms. Fluorescent differential display (FDD) was used 
ωscreen Arabidopsis t，加liana mRNAs for cycling 
transcripts. 70 PCR primer pairs were screened and 17 
different cycling bands were observed out of an estimated IO 
500 bands screened. The identities of 10 bands were 
determined and the rhythmic gene expression was confirmed 
using northern blot analysis. The IO cycling bands 
repr官sent7 different genes， 6 of which are present in the 
databases， and 1 that does not match anything in current 
databases. The rhythmic expression of the 7 genes 
comprises 4 distinct phases of clock-regulation. The results 
demonstrate that FDD can be used to isolate ccgs. The genes 
identified in this screen range from known A. thaliana ccgs， 
as well as genes shown to be clock-controlled in other plant 
species， to a novel gene that may encode a pioneer protein. 
Further study of these ccgs is lik巴Iyto increase our 
understanding of circadian r芭gulatedgene expression. 

2aIOl 
トウモロコシ葉緑体局在性リンゴ酸輸送体の分化
谷口光隆，杉山達夫(名古屋大院・生命農学)

トウモロコシに代表されるNADP-マリックヱン
ザイム型C4植物では，葉肉細胞で一次国定された
COzはリンゴ醸のかたちで葉肉細胞葉緑体から維管
束鞘細胞葉緑体へと運ばれ，脱炭酸反応を受ける.
今までの生化学的研究から，両葉緑体でのリンゴ
酸輸送は特性の異なる峨送体を介して行われてい
ると考えられている.我々はこれらのリンゴ酸輸
送体のcDNAクローニングを鼠みた結果，候補とな
る2種のcDNAクローンを単離することができた.
両遺伝子のmRNAは，葉肉細胞あるいは維管束鞘細
胞で特異的に蓄積しており，光誘導的な発現制御
を受けていた.また，両cDNAがコードするポリペ
プチド聞での相向性は76%であり，葉緑体局在性
2・オキソグルタル酸/リンゴ酸輸送体とは45%程の
相向性しかみられないことから.2・オキソグルタ
ル酸/リンゴ酸輸送体とは異なる膜タンパク質であ
ることが予想された.現在，これらの膜タンパク
質を大腸菌及び醇母で大量発現させ，再構成系を
用いた輸送機能特性の解析を行っており，両膜タ
ンパク質の機能に分化があるかどうかを検討して
いる.



2aI02 
光に制御される新規原核型低分子量 GTP結合蛋白質 OsERA

遺伝子の構造と機能

金量五三，増田ゆかり，米山 昌(農水省-北農試・越冬

ストレス)

大腸菌 ERA(E. coli Uls-like)蛋白質は原核生物における低分

子量 GTP結合蛋白質であり，機能不明であるが，生育に必

須である.今回我々はイネより ERA-family蛋白質と高い相

同性を有する OsERA遺伝子を単離し，その特異な構造と発

現特性を解析した.OsERA遺伝子はイネゲノム中の 3kbの

領域に9個のエク ソンとして存在し， 1.8kb全長cDNAは507
アミノ酸からなる分子量 57kDの蛋白質をコードしていた.

OsERAタンパク質の N末端側約 200残基はデータベース

中の既知の蛋白質配列と全く相向性を示さなかったが， c末

端側約 300残基は原核生物の ERA蛋白質群(約 300残基)

と全体にわたって相向性を示した また，アラピドプシス

より OsERA相当遺伝子(AtERA)を単離し構造決定した C 
末端側 300残基における OsERAとAtERAの同一性は 73%

であったが， N末端側の配列の同一性は低かった (25%). 
以上の梅造比較から， OsERAにおいて機能上重要な領域は

C末端側約 300残基と推定された OsERAの発現は幼苗

の根組織で極めて低く，茎業部で高く，脱糞化の過程でも

強く誘導された.また，出芽酵母ゲノム中には相同な配列

がないことなどから， OsERAはオルガネラ特に葉緑体で機

能する GTP結合タンパク質の可能性も考えられる.

2aI03 
植物特有のDofドメイン型DNA結合タンパク貨の

結合様式

山杢塁車、石塚朋子、江坂宗春(広島大・生物生産)

カボチャのアスコルビン酸酸化醇来遺伝子の 5・上流域に
結合するタンパク質 (AOBP)のcDNAがクローニングさ

れ、その一次構造が明らかにされた.AOBPのN末端側 52
アミノ酸領減は植物の種々のDNA結合タンパク貨でも見つ

かっており、 Dofドメインと呼ばれている.Dofドメイン

は、動物の転写因子である GATA-lやステロイドホルモン
レセプターのzlncflnger型DNA結合ドメインと類似して

おり、 4つのCys残基が Znと配位している.しかし‘ Dof
ドメインはこれらの zlncflngerと異なり p より長いループ

構造を持ち、その内部に第5のCys残基を保持している.

また、一般にこれまでのzlncflngerは、ータンパク質あた
り複数個認められているが、 Dofドメインはータンパク質

あたり lつしか存在しない.このように Dofドメインは植

物にのみ認められるユニークなztncflngerである.そこで、

これらの Dofドメインの特徴が DNAとの結合性にどのよ

うに関係しているかを検討するため、長いループ構造を欠
失させた変異AOBPや、 CYS残基の数を増減させた変異

AOBPを大腿薗により発現させ、サウスウエスタンやゲル

シフトアッセイでDNA結合活性を調べた.またAOBP-GFP
キメラタンパク貨をタバコ BY-2に導入し、 GFPの蛍光を

観察することでAOBPの細胞内局在性、特に核に局在する

かどうかについて検討した.
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2aI04 
マメプロテアーゼインヒピター遺伝子のプロモーターに結合

する新規ホメオドメインタンパク質 cDNAの単離と機能解析

枝礼子，森永裕香子，嶋村幸一郎，墨田盆ニ，田中重雄，

武長宏(東京農大・応用生物)

熱帯産マメ科植物であるシカクマメは，多量の Kunitz型

キモトリプシンインヒピター(WCI)を種子および塊根に，ま

た少量の WCIを茎に蓄積する。演者らは， WCI遺伝子の器

官特異的な転写制御機構の解明を目的として， WCI遺伝子の

転写開始点上流約1.0kbpのプロモーター領域に結合するタン

パク質の探索を行った。その結果，酵母 One-Hybridシステ

ムにより， 4種類のタンパク質 cDNAを得た。これらの

cDNAがコードするタ ンパク質はその N末端側にシステイン

およびヒスチジンに富む領域， C末端側にホメオドメインを

有しており，新規タンパク質と考えられたため，これらを

WBHD2 (winged bean bomeodomain protein 2) aムc，dと命名し

た。 WBHD2は既知の組物ホメオドメインタンパク質との相

向性は低かったが，アラピドプシスおよびイネのゲノム中に

相向性の高い配列が存在することから，種を越えて保存され

ている重要な因子であると考えられる。ノザンプロット解析

により， WBHD2遺伝子群はいずれもシカクマメの種子およ

び花芽で強く発現しているが，その発現パターンは種子の成

熟段階で異なっていることが分かった。大腸菌を用いて発現

させた WBHD2aタンパク質を用いてゲルシフト解析を行った

ところ， WCI遺伝子プロモーターの複数位置に結合すること

が示された。

2aI05 
赤タマネギからのAlliinase遺伝子プロモー
ター領域の単離と機能解析
よE霊壬山口由貴子野村研大矢武志
北宜裕(神奈川農総研神奈川大学 .理)

アリイナーゼはタマネギ鱗茎に含まれる
アリインを加水分解して特有の揮発性辛味
成分であるアリシンを生成させる。演者ら
は、これまでに本県育成の赤タマネギ品種
‘早生湘南レッド'からRT-PCRによりそ

のcDNAを単離するとともに、ゲノムDNA
から対応する構造遺伝子断片を検出する系
を確立した。アリイナーゼはタマネギ鱗茎
に含まれる可溶性タンパク質の 6%以上を
占めることから、その発現調節領域を解析
するため、 InversePCRによりゲノムDNA
からアリイナーゼ構造遺伝子の 5'上流領
域の単離を試みた。その結果、開始コドン
上流にTATABox様配列を有するl.4kbpの
DNA断片が得られた。さらに、パーティク
ルガンによる赤タマネギ鱗茎裏面組織を用
いたGUSassay(こより、 GUSの一過性発現
が認められた。講演では、本領域の機能解
析結果についても併せて報告する。



2aI06 
ABAを介した乾燥応答性遺伝子発現に関与するシ

ロイヌナズナのbZIP型転写因子AREBの解析

座且盤字野雄一ぺ安部 j羊モハマド M パルベーズ¥
吉国理一郎篠崎和子¥ 篠崎一雄3

('農水省・国際農研・生物資源神戸大・農・織物資源理

研・組物分子)

シロイヌナズナのrd29B遺伝子lま，乾燥およびアブシジン
酸(ABA)により発現が誘導される。また.ABA変異体である
aba1やabi1では，乾燥による発現誘導が抑えられるため、
rd29B遺伝子の乾燥応答による発現は、主としてABAを介し
て制御されていると考えられる。我々はrd29B遺伝子のプロ
モーター解析から2個のABRE住!;!ABesponsive .!;Iement)が
乾燥誘導に関与するシス因子であることを明らかにし、欝母
のone-hybrid系を用いてこのABREIこ特異的に結合する新規
のbZIP型転写因子'AREB(会BABesponsive .!;Iement 
!;!inding Protein) 1-3をコードするcDNAを単離した。ノー
ザン解析の結果、AREB1およびAREB2のmRNAは，乾燥、
NaCIまたはABAIこ応答して地加した。.肉細胞プロトプラ
ストを用いてAREB1と21まABREを介した転写活性化因子で
あることが明らかになった。さらにこの転写の活性化!ま
ABAの添加によって付加的に増加した。また、ABA欠損変異
体であるaba2のプロトプラストにおいてはABA非存在下で
は転写の活性化が認められなかったことから、AREBの活性
化にはABAIこ応答したリン酸化など倒釈後の修飾が関与し
ていると考えられた。そこで、AREBタンパク貨の保存領域
を基貨として活性ゲル内リン酸化実験を行ったところ、
T87t音養細胞から抽出したタンパク貨中lこABA処理に依存し
てAREBタンパク質をリン酸化するkinase活性が存在した。

2aI07 
タバコcysteineprotease遺伝子 (NTCP-23)の発現

解析

よ且ー皐1Li頼尾茂美、大橋祐子、橋本純治

(農水省 ・生物研/JST・CREST)

植物のcysteineprotease (CP)はプログラム細胞死

の過程において、 また様々な環境ス トレスに応答し

て発現が誘導されることが知られている。我々は

CPの細胞内での機能を明らかにする目的でタバコか

ら単離したNTCP-23遺伝子の発現解析を行った。

NTCP-23遺伝子は調べた全ての組織で発現してお

り、特に老化葉で高い発現量を示した。しかし老化

誘導植物ホルモン処理や長時間の暗黒では発現の増

加は見られなかった。これらのことからNTCP-23は

細胞内のタンパク質 ・アミノ酸の代謝回転また転流

などにおいて主な機能があると考えられ、その発現

の上昇は老化に関与する発生 ・分化の制御を受けて

いると考えられる。 また遺伝子・発現の日変化をみた

ところ概日性リズムを示した。さらにNTCP-23

mRNA量は傷などにより一時的に減少した。おそら

く値物の細胞内でのアミノ磁の再利用に関わるタン

パク分解は概日性リズムに従い、このリズムは傷な

どの厳しいスト レス下では一過的に抑えられるので

はないかと考えられる，。
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2aI08 
ケツルアズキ芽ばえ子葉でのプロテイナーゼ活性発現

とジベレリ ン

盛山正韮韮.南川隆雄，山根久和1 (東京都立大院・理・

生物科学東京大 ・生物工学センター)

ケツルアズキを暗所で発芽させると，子葉の種子貯蔵

タンパク質の分解にかかわるプロテイナーゼが活性を

現し， 3-4日目にピーク に達して， その後低下する。応

軸を切除した子葉のみをインキュベートすると， その活

性発現は著しく抑えられる。しかし，切除した子葉に

10-100μM GA3 を与えるとプロテイナーゼ活性発現

に明らかに効果がみられ.またウニコナゾールーPを与え

ると発芽子葉・切除子葉ともに発現は強く阻害され

る。 これらの結果およびその他の観察から，旺軸で合成

されるジペレ リンが子葉でのプロテイナーゼ活性発現

に関与している可能性が示唆された。そこで，発芽3日

自の医軸から酢酸エチル可溶酸性画分を調製し， これを

さらにODS-HPLCおよびN(CH3)2-HPLCによって分

画した。半媛性イネ(短銀坊主)を用いた点滴法によ

り，得られた画分のジベレリン検定を行った結果，5-6 
の活性画分を得た。 現在，GC/MS法により， これらの

画分に含まれるジベレリンの同定を試みている。

2aI09 
イネプロテイナーゼ遺伝子 Rep7の発現には新規のジ

ベレリン応答配列が関与する
三重量塵玄、加藤英樹、南川隆雄(東京都立大院・理 ・
生物)

イネ REP-l は、発芽種子において貯蔵タンパク質

分解に主要な働きを担うシステインエンドベプチダー
ゼであり、その発現はジペレリンによって転写レベル
で制御されている。また、 REP-l遺伝子 (Reρ7)上流
織にはイネ科横物のαーアミラーゼ遺伝子によく保存さ
れているジペレリン応答配列 (TAACAAA) に比較的よ
く似た GAACAAA配列が一200bp付近に存在する。

そこでこの配列が Rep7のジベレリン応答にかかわっ
ているかどうかを、Deletionassay ;去により明らかにし
ようと試みた。

さまざまな長さに欠失させた Rep7プロモーター領
織と GUS遺伝子を結合した融合遺伝子を作製し、こ
れらをパーティクルガンj去を用いてイネ種子匪盤上皮
由来のカルスに導入した。その結果、 GAACAAA配列
を含まない -500から -432bpの領織に少なくとも 1

つのジベレリン応答配列が含まれることが示唆された。

さらに GAACAAA配列に突然変異を導入しでも、

Rep7発現のジペレリン応答性には影響を及ぼさなかっ

た。以上の結果は、Rep7の -500からー432bpの領
織には新規のジペレリン応答配列が存在することを示
している。現在、 linker-scanmutation 去によって、こ

の領岐に存在するシスエレメントの同定を行っている。



2aI10 
イネアスパラギニルエンドペプチダーゼ REP-2遺伝子

のク口一ニング

加膝英樹，須藤慶太，南川隆雄 (東京都立大院.!里・生物

科学)

発芽期のイネ穂子中には主要な2穏のシステインエ

ンドペプチダーゼ REP-l 及び REP-2が存在する。

REP-l は種子貯蔵タンパク質(グルテリン)分解に主

要な役割を果たし、また REP-2は基質となるペプチド

中の Asn残基のカルボキシル基側を特異的に切断する

アスパラギニルエンドペプチダーゼである。 REP-2

mRNA 量は種子登熟後期及び発芽初期に埼加すること

から、貯蔵タンパク質及び REP-lのプロセシングに関

与することが示唆されている。今回 REP-2の発現機構

を明らかにするために、 REP-2遺伝子のク口一二ング

を行った。サザンハイブリダイゼーションにより、

REP-2遺伝子はイネゲノム中に数コピー存在すると推

定された。これまでにイネゲノムライブラリーから 7

個の陽性クローンを得ており、現在これらの4構造を解

析中である。

2aIll 
アラピドプシス、フルクトース・6・リン酸， 2・キナーゼ/フルク

トース-2，6-ピスホスファターゼcDNAの単離と解析

五杢i皇、河津維、寺本真紀、伊藤正樹、渡遁昭 (東大院・

理・生物科学)

フルクトース・2，6-ピスリン駿(F2，6BP)は、真核生物中に広く

一般的に存在する糖リン酸であり、生体内では糖代謝の中間

産物としてではなく糖代謝酵素の活性を調節することで代謝

の流れを制御する働きを担っている。 F2，6BPの合成と分解

はフルクトース-6-リン酸， 2-キナーゼとフルクトース・2，6-ピ

スリン酸ホスファターゼにより触媒され、この反応はこれら

の醇素がひとつのポリペプチド内に含まれるこ反応触媒性の

酵素が司っている。植物では、薬肉細胞内において絡の合成

と分解がB周的に変動していることから、 F2，6BPによる糖

代謝の制御もより複雑化していることが考えられる.

我々は、暗所下におかれたシロイヌナズナの薬において特異

的に発現している遺伝子の解析を行う過程で、ヒトより単服

された同遺伝子と高い相向性を示すcDNA断片を単離した。

今回、これをプローブに完全長cDNAを単厳し、さらにこの

組換え体酵素が両酵素活性を示すことを確認した。現在、遺

伝子発現の挙動とウエスタンプロットによるタンパク量の挙

動を調査中であり、これらの結果もあわせて報告する.
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2aI12 
シロイヌナズナのマンノースー6-リン酸イソメラーゼ

cDNAの単離と解析

史)1/且童、藤木友紀、伊藤正樹、古本強、 j度漫昭(東

大・院理・生物科学)

マンノースー6-リン酸イソメラーゼ (PMIlはマンノ

ース 6-リン酸とフルクトース 6-リン酸の異性化反応を

可逆的に触媒する酵素である。しかし、植物からはほ

とんど PMI活性の報告が無く、シロイヌナズナではマ

ンノースを呼吸基質として利用できないので、マンノ

ースを投与すると発芽が阻害される。

われわれは、暗処理によって発現が誘導されるシロ

イヌナズナのめn遺伝子群の中にヒトや酵母の PMIと

相向性を示す din9遺伝子断片を見出した。今回、 din9

の完全長 cDNAを単離し、これを組換え体タンパク質

として大腸菌で発現させ、大腸菌可溶性画分に PMI活

性を検出することに'成功した。この結果は din9が PMI

をコードすることを示している。また、 din9が暗処理

によって発現誘導されることから、シロイヌナズナで

は通常は不活化しているマンノース代謝が、光合成を

行えない暗黒などの環境下では活性化するこ£を示唆

している。

2aI13 
カラシナからのカドミウム耐性遺伝子のクローニング

宣孟主輔、水野幸一、藤村達人(筑波大・農工系)

近年、重金属汚染土療の修復に植物を利用した

phytorem巴diationが注目されている。今回、様々な重金属を

高濃度に蓄積することが知られているカラシナを材料として、

カドミウム(Cd)無毒仕掛構に関与する遺伝子の単離を試みた.

Cd処理した植物体の地上部よりm陪~Aを銅製し、酵母発現

ベクターを用いてcDNAライブラリーを作製した。これらの

cDNAを含む酵母の中からCd制限濃度でも生育できる形質転

換体をスクリーニングし、最終的に19個のCd耐性をもっ形質

転換体を得た。これらのクローンに含まれる cDNAは、それ

ぞれアラビドプシスのPhytochelatinsyntase (PCSl) とア

ミノ酸配列で約95%の、 Metallothioneintype3 (MT3) と

約90%の、動!京体タンパク質であるSKP1と86-91%の相向

性を示した。つぎに、出芽酵母のCd耐性能を高めるのに単離

した遺伝子がどの程度影響を与えているか検討した。カラシ

ナMT3をもっ酵母はCd耐性能が2倍程度高かった。しかし

ノーザン解析からカラシナMT3はCdストレスの有無にかか

わらず地上部でよく発現していることから、重金属の無毒化

だけでなく重金属のホメオスタシスにも関与していることが

考えられた。一方、カラシナPCS1を発現させた場合はCd耐

性が6倍以上増すことがわかったa カラシナSKP1を発現させ

た場合、1.5から2倍とアイソフォーム問で酵母のCd耐性能を

高める能力にわずかながら違いがあることが明らかとなった。



2pIOl 
メチオニン添加に応答したCystathioniney ・synthase

mRNAの安定性の自己制御

王蓋血盆王、木嶋文子、石川真理、内藤哲(北大・

院農・応用生命科学)

植物におけるメチオニン生合成制御機構の分子メカ

ニズムを解明するために，遊離メチオニンを過剰に蓄

積するmtol突然変異株の解析を行った.mtol変異株で

はcystathioniney吋 nthase(CGS)のrnRNA量が野生型株

より多くなっている.また，野生型株ではメチオニン

添加によってCGSrnRNAの量が低下する.このCGS

mRNAの蓄積の低下はCGSmRNAの分解が促進される

ことによるものであることがわかった.これらの結果

は， CGS遺伝子がメチオニン添加に応答した転写後調

節機構を持つことを示している.一過的発現系を用い

た解析から，この転写後調節にはCGS第1エキソンのポ

リペプチドが重要であること、および第1エキソンは自

身のmRNAに対してのみ働くことが示された.そこで、

CGS遺伝子のメチオニン添加に応答した発現制御機構

のモデルを提唱する.CGS第1エキソンのポリペプチド

がメチオニンあるいはその代謝産物からのシグナルを

直接あるいは間接的に受けて、自身のrnRNAを分解す

ると考えている。

2pI02 
アラピドプシスtRNAMet(CUA)アンバー・サプレッサー活
性のイントロンに依存した滑大

丞且一二ι，Volker Junker'， Hildburg Be[er' (島根大・生
物科学， 'Inst. fuer B!ochemie， Wu巴rzburgU凶V.，
Wuerzburg， Germany) 

真核生物の核tRNA1Vr遺伝子は普遍的にイントロンを含ん

でいる.イントロンを欠如したtRNA1Vr遺伝子の発現解析か

ら，イントロンはそのアンチコドンGU3sAの修飾(U→'/f)に

必須であることが明らかにされている.
組物では.核tRNAMet遺伝子もまたイントロンにより分断

されている.植物tRNAMetイントロンの機能を探るため

に，野生型遺伝子とイントロンを除いた，欠失遺伝子をサ

プレッサー型にそれぞれ改変し，植物細胞内でのアンパ
一・コドンの抑制効率から，これらの機能発現を比較し
た.その結果，野生型遺伝子由来のものでは，イントロン

を除いたものに比べて，有意に高いアンバー・サプレッサ

ー活性が観察された.両者のinvitrc癒写産物を小麦怪芽の

核摘出液中で反応させて，修飾ヌクレオシドを調べたとこ
ろ，アンチコドン (C34U3sAJ.Jの修飾(U→"，)がイントロン

を含むもので検出された.この結果から，縞物の'/f35合成酵

素はtR.t可A1Vr前駆体だけでなく，イントロンを含むtRNAMet

分子も同様に認識できることが判明した.
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2pI03 
葉緑体リボヌクレオプロテインのリン酸化とRNA結
合能

里担室主益1、杉回復1，2、杉浦昌弘 1 (1名大・遺伝子実験施

段、 Z名大・人間情報)

タバコの核コード葉緑体リボヌクレオプロテイン

(cpRNP)は2個の RNA結合ドメインとN末嬬に

酸性ドメインを持つタンパク質で 5種類の分子種

(cp28-cp33)が存在する。これまでcpRNPがス

トロマ中の非リボソーム画分lこRNAと複合体を形成

し、その複合体中に非翻訳状態のpsbAmRNAの大

部分が含まれることを報告してきた。本研究で、い

くつかのcpRNP、特!こcp31が非常によくリン酸化

されること、リン酸化によってcp31のRNA結合能

を調節されることがinorganelloおよびinvitroの実

験で明らかになった。さらに、 cp31のリン酸化は

光照射によって誘導された。また、翻訳過程におい

てcp31が阻害的に働くことが明らかになった。以

上の結果からcpRNPのリン酸化によるRNA結合能の

制御とともに、葉緑体での光依存的な翻訳の活性化

におけるcp31の寄与が示唆された。

2pI04 
ラン藻SynechococcusSp.におけるrbcSmRNAの
翻訳メカニズムの解析
堕E箆且l、杉田護1.2、杉浦昌弘1 ('名大・遺伝子、

2名大・人間情報)

rbcS遺伝子はRuBisCOの小サプニットをコード
し、真核の光合成生物では核ゲノムに局在する。ま

た大サブユニットをコードするrbcL遺伝子は葉緑
体ゲノムにあるが、それぞれの遺伝子発現はこれら
の相互制御によりRuBisCO生成の調和を保ってい
ると考えられている。一方ラン藻のrbcS、rbcLの
発現はモノシストロニックな転写産物に由来し、転
写後の複雑な制御機構は存在しないと考えられてい
た。

本研究では我々が独自に開発したラン藻のin
vitro翻訳系を用いrbcSmRNAの翻訳メカニズムの
解析を行った。その結果、 rbcSmRNAの5'非翻訳

領域には翻訳エンハンサーエレメントが存在し、こ

こにリボソームタンパク質Slが関与することを強
く示唆する結果を得た。



2pI05 
In vitro分子進化を用いた植物翻訳制御因子の解析

畳屋二主人小保方潤-2(北大・地球環境1、名古屋

大・遺伝子2)

mRNAの非翻訳領場(UTR)の配列は様々な分子機

備で翻訳開始頻度に影響をあたえていると考えられ

ている。しかし、これまでUTRと翻訊開始頻度との

関係が実際に解析された例はほんの少数であり、多

くの遺伝子については未解明である。従って、これ

らの領域にはまだ明らかになっていない多くの翻訳

制御配列とそれらを介した制御機構が存在している

筈である。本研究では、個々の遺伝子のUTRを一つ

ずつ解析してゆくかわりに、モデル遺伝子のIn

vitro分子進化系を使って、所与の翻訳系の中で機

能するUTR制御配列群を組織的に単離し、解析する

手法を考案した。まず、 5'UTRや3'UTR中にランダ

ム配列を挿入したmRNAを調製し、小麦匪芽無細胞

系で翻訳反応を行い、間訳開始頻度の違いをもとに

分離、濃縮した。その結果、ランダム配列を含んだ

mRNAの初期集団から高頻度翻訳群と低頻度翻訳群

を分離することに成功した。

2pI06 
タバコ光化学系l遺伝子psaDbの罰訳効率に影響を及

ぼすシス領蟻の解析

亘杢鑑車， 長尾一生" 小保方潤ー(名大・遺伝

子北大・地球環境)

真核生物のmRNAの翻駅効率は、 5・非翻訳領織と翻

訳開始コドン周辺の配列に大きく影響される。タバ

コの核コード遺伝子psaDbの5'非翻訳領場は23塩基

と非常に短いが、翻訳効率を上昇させる配列を含む

ことがわかっている。また翻訳開始に使われている

と思われるAUGコドンが2つ存在している。本研究

では様々なpsaDJrGUS融合遺伝子をparticle

bombardment法によりタバコに導入し、そのGUS

活性を測定することによりこれらの配列が翻訳に与

える影響を調べた。その結果、 psaDbでは主に2番

目のAUGコドンが翻訳開始に使われていること、 5'

非翻訳領織の効果はその周辺の配列により著しく異

なることが示された。
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2pI07 
トランジェントアッセイシステムを用いたタバコ

accD遺伝子の 5'隣接領域の解析

主E箆宏、射場厚 (九大・院理・生物科学)

プラスチド accO遺伝子は、脂肪酸合成の律即段階を触媒する

アセチル CaA.カルボキシラーゼのサブユニットをコードして

いる。高等植物において、プラスチド遺伝子は少なくとも 2つ

のタイプの RNAポリメラーゼによって転写されることが示唆

されている.そのうちの一つは、プラスチドゲノムにコードさ

れている大腸菌型の RNAポリメラーゼ (PEP)で、もう一つ

は、核ゲノムにコードされるパクテリオファージ T7RNAポ

リメラーゼ裂である (NEP)0 的 vitroにおける研究からプラ

スチド accD遺伝子は、 NEPによって転写されることが見いだ

された.我4は、 accD遺伝子の発現制御機備を解明するため

に、トランジェントアッセイシステムを開発した.このシステ

ムは、プラスチドの invivoにおける転写の迅速でかつ定量的

な解析を可能にした.このシステムを用いてタバコ BY-2培養

細胞にける accD遺伝子の 5'隣接領滋の解析を行った.

(この研究における初期段階を手伝っていただいた稲田仁憎士に感鮒します)

2pI08 
藻類ミトコンドリアCOXI遺伝子中に見出された転移

性 groupllintron 

江原恵合 1，2・渡辺一生合 1・圭宣量呈:・大漬武合 1

c阪大院・理・生物科学神戸大・内海織セ，

リ T生命箆研究館)

オルガネラゲノムに特異的に見出されるgroupll

intronは，特定のDNA部位に自己の遺伝子を挿入す

る転移活性を持つ利己的な遺伝子であると考えられ

る。蕩類ミトコンドリアCOXI遺伝子中の高い保存領

場に挿入されているgrouplli ntronについて翻べた。

珪藻Thalassi osi ra nordenski 01 di iから検出さ

れたintronl1，褐蕩Phylaie/lalittoralisの第2

i ntronと閉じ位置に挿入されていた。両intronlま，

リボザイム中に転移に必須な活性をコードするORF

を持つが， ORF領域を利用した系統解析の結果，両

者が近縁であることを示した。一方，ハプト藻

Pavlova 1 uteriとその近縁種の中では，Pavlova 

luteriのみgrouplli ntronを持つことが判り，この

i ntron中にも ORFが見出された。藻類groupll

intronの転移機織について考察する。



2pI09 
変異導入した組み換えシロザ・クロロフィラーゼの解析
主星箪J 太田啓之.島田裕士.!園田建，高宮建一郎(東工大・
生命理工)

クロロフィラーゼ匹白1.1.14]はクロロフィルのフィチル基
を加水分解しクロロフィリドとフィ卜ールを生成する反応を触
媒し、クロロフィル分解の第一段階にはたらく醇棄であると考
えられている。本静棄は 1910年代には発見されていたが、長
らく遺伝子の単離がなされなかった。しかし愚近、我々はシロ
ザ(Chenopodiumalbum)を用いて、クロロフィル分解に関与す
る静棄としてはじめてク口口フィラーゼ遺伝子 (CaCLH.C. 
album chlorophyll-cluorophyUido hydrolase)の単離に成功し、さ
らにシロイヌナズナのニつのイソ醇棄の遺伝子 (AtCLHl.
AtCLH2) も単離・同定したことを報告した 1)0

アライメントを行った結果、それら三つのクロロフィラーゼ
は全体では 40%以下の相間性しかなかったが、リバーゼ・モ
チーフ(セリン残基が活性郡位)を含んだいくつかの領媛およ
びアミノ慣ではよく保存されていた。さらに量近、これらクロ
ロフィラーゼ聞でよく保存されているアミノ厳でのみ保存性の
高い、いくつかの植物のEST配列が見つかってきた。そこで、
クロロフィラーゼ聞で完全に保存しているアミノ酸のうち、ど
のアミノ敵が活性に~、須・軍要なのかを解明するため 、 変異を
導入した組み換えクロロフィラーゼを大腸菌で発現させ解析を
行った。
本発表でl阜、活性音51立であると考えられるリパーゼ・モチー

フのセリン残基をはじめ、完全に保存されているアスパラギン
陵、ヒスチジン、システイン残基などへ絹源的に変異導入を
行った結果およびその他量近得られた知見について報告する。
1) Tsuchiya et aJ. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: in press 

2pI10 
劣性ストレプトマイシン耐性変異を利用したラン
藻の遺伝子置換
高量三tt，古閑 恵，松岡正佳，小川隆平(熊工
大・応微工)

ラン漢砂nechococcussp. PCC 7942の多くの遺伝
子を正確に置換できる応用性の広い形質転換法
を確立することを目的とした。この方法ではリポ
ソームのS12タンパク質のLys43がA唱に変化した
ストレプトマイシン耐性 (Smr

)変 異CrpsI2-R43)を
利用する[1]。

rpsl2-・.R43対立遺伝子は劣性であるため，この
変異をもっSy.sp. PCC 7942株のpsbAI遺伝子(光化
学 系 EのD1タンパク質をコードする)に野生型
rps12遺伝子+カナマイシン耐性遺伝子を組込ん
だ部分Z倍体はストレプトマイシン感受性 (Sm')
表現型を示した。これらの部分2倍体では，組込
んだrps12遺伝子が変異型rpsl2-・R43遺伝子に変換
されたSm'細胞が自然的に生じた。一方，psbAI 
遺伝子のORFを的遺伝子 (GFPをコードする)で
置き換えた組換支遺伝子 (psbAI::砂)をもっ鋳型
プラスミドをエレクトロポレーションで導入する
と，psbAl遺伝子が。遺伝子に置換されたカナマ
イシン感受性組換え体が全Sm'コロニーの中より
約3%の頻度で得られた。さらにpUC3031(クロラ
ムフェニコル耐性)を同時に用いて形質転換体を
選択する方法について述べる。
[1] Takahama， K. et al. (1999) Plant Cell Physiol.， 
坐，叩ppl.， s24 
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3aIOl 
インゲン根粒菌によって形成されたミヤコグサ根粒の
性状解析
亙埠墓皐1、A ・B.M. Sidiqque2、河内宏2、泉井桂1、
畑信吾1 (1京大院・生命科学、 2農業生物資源研究所)

インゲン根粒菌RhizobiumeUi CE3は、 Lotus属植物に
感染するミヤコグサ根粒菌Mesorhizobiumlotiとほぼ同
一のNodfactorを作り、ミヤコグサL.japonicus B・129
'Gifu'に根粒を形成することができる.我々はこの根
粒の性状を詳しく解析し、窒素固定活性が非常に低く、
共生が正常に成立していないことを見出したので報告
する.

感染実験の結果、 R.euiCE3はミヤコグサに、接種後
少なくとも4週目まではM.loti 'Tono'による根粒と外見
上差がない根粒を形成した。 R.eUICE3による根粒の内
部構造を光学顕微鏡及び電子顕微鏡によって観察した
ところ、菌の植物細胞内への侵入や根粒組織の発達は
正常になされていたが、根粒内部にアミロプラストや
poly-s -hydroxybutyrateが蓄積していること、ペリパク
テロイド膜の崩壊が見られること、 Y字型のパクテロイ
ドが見られることなどが観察された.レグヘモグロビ
ンの発現状況はR.etliα3による根粒とM.loti'Tono'に
よる根粒とで差は見られなかった。 R.etliCE3による根
粒のアセチレン還元活性は非常に低く、その値は週を
追うごとに低下していった。

以上の結果からミヤコグサとR.e的・CE3の共生は、
Nod factorが関与する共生成立初期の過程をクリアした
後の、窒素固定活性を発現させる後期の過程において
停止していると考えられた。

3aI02 
マメ科モデル植物ミヤコグサの形質転換

盈抵車皇主、川口正代司1、綾部真一、青木俊夫

(日本大・生物資源・応用生物、 1東京大院・総

合文化)

ミヤコグサ CLotusjaponicus) は分子遺伝学的

研究に最適な性質を持ち、マメ科のモデル植物

として注目されている。我々は，様々なi農度と

期間によるハイグロマイシン (Hyg)選抜で形質転

換体を作成し、エスケイプを極力おさえ、効率

よく形質転換体が得られる方法を確立した。

Agrobacterium tumefaciens EHAI0l を用いて

バイナリーベクター pIG121Hm を標準系統 B-

129 "Gifu"に導入した。 Hyg100 mg/Lで 3週間

選抜し、その後 40mg/Lでシュート伸長まで選

抜をした条件では、感染切片に対して 27%の頻

度で耐性シュートが得られ、その全てに GUS活

性が確認された。今後、逆遺伝学的手法を用い

た遺伝子機能の解析、および、タギングによる

変異遺伝子の単離に応用していく予定である。



3aI03 
エンドウレグヘモグロビンアイソフォームの異質性

川島和也、菅沼教生、玉置雅紀、河内宏 1 (愛知教

育大・生命科学、 l農水省・生物研)

レグヘモグロビンは、根粒内の酸素分圧を低く保

つと同時にパクテロイドに酸素を供給する役割を果

たす共生窒素固定に欠くことのできない重要なタン

パク質である。多くの場合、マメ科植物の根粒には、

複数のレグヘモグロビンアイソフォームが存在する

が、複数存在することの生理的な意味は十分に理解

されていない。エンドウ根粒から、 5種類のレグヘ

モグロビンのcDNAクローンを単離し、それらの一

刻蕎造、組み換えタンパク質の酸素に対する親和性、

根粒における空間的な発現様式を調べたところ、酸

素に対する親和性が低く、ニトロゲナーゼの構造遺

伝子(ni汗.:0と同様に根粒のearlysymbiotic zoneで

発現がみられるもの(PsLb120)とそれよりも酸素に

対する親和性が高く、根粒のlatesymbiotic zoneに
も発現がみられるもの (PsLbS)の2つのタイプに大

別された。このうち、 PsLb120の発現は、窒素固定

活性を示さないエンドウFix一突然変異体E135の根

粒においても正常な根粒と同様であったが、 PsLb5
の発現はE135の根粒では抑制され、 latesymbiotic 
zoneにおける発現がみられなかった。

3aI04 
ミヤコグサのグロビン遺伝子の概量と発現機構

盤E宜壬，内海側樹阿部美紀子鈴木章弘東四郎 1

(!E!尼島対j完・理工・生命化学鹿児島大・理・生命化学)

キ畏粒菌とマメ科植物の共生系で、重要な働きをしているタン

パク質のひとつとして，レグヘモグロビンを挙げることができ

る。レグヘモグロビンは中尉泣に多量に存在するへムタンパク質

であり，根粒内の酸素分圧を調節している。そのグロビ〉倍日分

の遺伝子(Lb遺伝子)は，宿封篭物の染色体上に存在するが，

その発現調書併僻は未だ不明の部分が多川

本研究では，マメ科のモデル植物として注目されているミヤ

コグサ (Lo加 :japoni，哨，2n=12)を榊十として，Lb遺伝子の解

析を行つむまず，長さの異なる3種のLb遺伝子をPCRにて

クローニングし，その趨基嘉己列と+あ釜を決定した。さらにLb

遺伝子の発現繍蒋を調べることを目的として，レポーター遺伝

子併構獲を試みた。 Lb遺伝子の塩基亙rglJを基に作製したプラ

イマーを用いてIPCRを行い，Lb遺伝子の上済誠を含む“53

bpの塩基百日到を決定した。そのうちプロモーター領域を含む

と予想される約 3.3kbの断片と greenfluo悶 centprotein (GFP) 

遺イ云子を連絡したレポーター遺伝子を構築し，Agrobater，仰

を介したミヤコグサへの形質転識を試みている。
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3aI05 
レンゲソウ根粒で発現する asparaginesynthetas巴遺
伝子の取得と解析

笠井光治、産ヰ孟、宇佐見昭二、山田隆(広島大・

工・発酵)

我々はレンゲソウ (AstragaJussinicus) と
根粒菌 (Mesorhizobiumhuakuii) との共生系
に着目し、根粒形成過程で発現するレンゲソウ

遺伝子群の取得と解析を行っている。

Differential Hybridization法により根粒特異

的に発現する遺伝子をスクリーニングしたとこ

ろ、 c9とc9.4の 2つの asparaginesynthetase 
が取得された。 asparagineは根粒内で固定され

た窒素を転流する際に輸送分子として使用され

る。 c9は584aa、c9.4は586aaからなるORFを
コードし、両者ともにグルタミン結合部位を保

存し て お り 、 グ ル タ ミ ン 依 存 型 の asparagine
synthetaseであった。ノーザンハイプリダイゼー
ションの結果、 0・4は根粒と根において発現し

ていたが、 c9は根粒と根に加えて、葉において

も若干の発現が認められ、両者の機能的な使い

分けが示唆された。レンゲソウを N源制限培地

で培養後、培地に N源 (O.5mM、NH4SOJ を

加えると、両者ともに根粒内における発現量は

著しく減少し、根粒内において、 N?，原に対応し

た転写調節機構があることが示唆された。

3aI06 
ダイズ板粒特異的ホスホヱノールピルビン酸カルポキ

シラーゼ遺伝子のプロモーター解析
中川知己1 杉本琢真l、 畑信吾l・2 泉井桂'.2 河内宏3

('京大院・農・応用生物 2京大院・生命・分子代謝 3農水

省・生物研)

ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ σEPC)は、

マメ科植物の根粒において炭素代謝の中心的な役割を担って

いる.我々はダイズ恨粒からZ種類のPEPC遺伝子、 GmPEPC7

とGmPEPC15をクローニングした.このうちGmPEPC7，;I:根粒

で高く発現していた.一方、 GmPEPCI5t;l:植物全体で低く発

現し基本的な炭素代自信に関わっていることが示唆された

(PlantJ.13・267，1998) • 

今回我々は、それぞれのプロモーター(1.7kbと1.4kb)の

下流にGUS遺伝子をつないでダイズを形質転換し、根粒にお

けるGUS?毒性を測定した.その結果、 GmPEPcmプロモータ

ーは根粒で非常に高い活性を示したがGmPEPClSl)活性は低

かった.さらにα盟PEPcmプロモーターの、 GmPEPCI5，との

極めて相向性の高い約400bpの領減のみでも有意、なGUS?昔性

そ示したことから、ほんのわずかなプロモーター配列の差が

GmPEPcm根粒特異的な高発現を付与していることが考えら

れた.これらの結果を基に、白!PEPC祖伝子が恨粒特異的発

現に至った分子進化過程についても考察する.



3aI07 
ウリカーゼ II(nodulin-35)遺伝子の根粒非感染細胞特異的発現に

関与する cis-elementの解析

直盤盤二、岡島茂行¥f可内宏(農業生物資源研究所・窒素固定、

1香川大学・農学・生命機能科学)

ウレイドを主な固定窒棄の転流形態とするダイズにおいて、ウ

リカーゼ II(nodulin-35)はウレイド生成の鍵酵素で、後粒非感染

細胞内のパーオキシゾームに局在していることが判明している。し

かしながら、その発現調節機構については解明されていない。

我々は既にウリカーゼ 11をコードしている 2つの遺伝子

(GmUR2， GmUR9)を単離してし、る。ダイズ毛状線を用いたプ

ロモーター解析の結果、 2つの遺伝子共に非感染細胞特異的発漢を

有することが分かり、塩基音i!;1J比較においても高度に保存された配

列を確認した。GmUR9についてプロモーター領犠の削り込み実験

を行ったところ、翻駅開始点から上流・254-・148bpの聞に非感染

細胞特異的発現に関与する ClS・領犠が存在することが示唆された。

この領域内の2つのモチーフ (box1. box II)に注目し、さらにこ

れらのモチーフを別々に欠失させた実験の結果、 box1 (GTAATG) 

は板粒内での非感染細胞特異的な発現に関与している cか領峨の 1

つであることが示唆された。

3aI08 
Rhodobacter c8.Psulatusの建業固定に必須な

Rnf蛋白質権合体の性質

熊谷浩高、水戸千恵、隼.ia盆.&

(阪大院・理・生物)

R. c8.Psulatusのフヱレドキシン I(FdxN) rまニトロゲナーゼ

への主要な電子供与体である.fdx.刈宣伝子の近傍には、建策固

定に必須で既知のni咽伝子とは類似性のない遺伝子クラスター

m仰存在する.m唱伝子クラスターの産物はFdxNや鉄欠乏時

!こFdxNの代鎗えを行うフラポドキシン(NifF)の還元を司る磁化

還元商事紫復合体を織成する.Rnf彼合体l立、 NADH結合古都位と

鉄硫貧クラスターを保持する膜ヨ健在サプ線合体と 3つ以上のサ

プユニットからなる膜貫通サブ復合体から織成される.

III貫通サプユニットのうちRnfAの膜配向性は決定済みであ

る.今回l立、残る 2稽のうちRnfDの綬水微量瞬13箇所に大腸菌ア

ルカリ性フォスファターゼ(PhoA)を融合させるキメラ遺伝子を

作成しR_capsulatus野生株に導入し、キメラ産物の存在量と

PhoA活性の解析などを行った.その結果、 RnfDはN末織とC

末機を細胞質側に、分子中央領織をペリプラズムにJI出する 6

間膜貫通蛋白質であることが示された.残るRnfEの膜配向性お

よびRnfA.D.とEの三者の相互作用についても解析中である.

また、膜ft在性サブ複合体を構成するRnfBがC末嶋に(His)6

を付加しでも生理活性を保持することを利用して、 RnfB-

(His)6を含む復合体の精製を進めている.現在までに、 RnfCサ

プユニットと共精製されることを確惚した.

2ω 

3aI09 
オオムギ硝酸還元酵素遺伝子の発現制御:

1.導管液の硝酸イオンの役割

末吉邦，川地太兵，大竹憲邦，大山卓爾

(新潟大・農・応生)

オオムギ葉における硝酸還元酵素 (NR)遺伝子の発現

制御に対する道管液中の硝酸イオンの役割を明らかに

するために実験を行った。

無窒素で生育させたオオムギ幼植物の根に O_lmM.

lmMおよび 5mMの硝滋イオンを与えると、いずれの

濃度の場合でも、根と葉の両方で NRmRNAの蓄積が

同程度に誘導された。葉における NRmRNAの蓄積は、

業への硝酸イオンの蓄積以前におこり、一方、道管液

中の硝酸イオン濃度は、硝酸イオンを供与して数時間

後に lOmM近くにも達しており、 NRmRNA蓄積のキ

ネティクスと強い相関があった。切断葉の切り口から

種々の濃度で硝酸イオンを与えた場合、 十分な

NRmRNAの誘導蓄積を引き起こすのに必要な濃度は

5mM以上であった。植物を lmMの硝酸イオンで 24

時間処理した後に無窒素培地に移した場合、葉におけ

る N町nRNA蓄積量と道管液中の硝酸イオンはともに

急減した。以上のことより、オオムギ葉における NR

遺伝子の発現は、道管液中の硝酸イオンによって制御

されている可能性が示唆された。

3aIlO 
オオムギ硝酸還元酵素遺伝子の発現制御:

2.アニオンチャネルの役割

山地本基，大竹憲邦，末吉邦，大山車爾

(新潟大・農・応生)

高等植物において、硝酸還元酵素(NR)遺

伝子の発現は培地中の硝酸イオンによって誘導

される。今回我々は、オオムギのNR遺伝子発

現制御におけるアニオンチャネルの役割につい

て阻害剤を用いて調べた。 S型のアニオンチャ

ネル匝害剤であるA-9-Cをあらかじめ与えてお

くと、硝酸イオンによるNRmRNAの誘導は阻

害された。また組織硝酸の蓄積も阻害された。

一方R型のチャネル阻害剤であるDIDSはA-9-C
と同様の効果を示さなかった。これらのことか

らオオムギNRmRNAの蓄積誘導や硝酸イオン

の吸収においてS型のアニオンチャネルがなん

らかの関与をしていることが示唆された。現

在、これらアニオンチャネルプロッカーの硝酸

トランスポーター遺伝子の発現誘導に対する影

響を調べている。



3aIll 
ホウレンソウ硝酸還元酵素タンパク質大量発現系の

構築

皇五査皇、大野貴博、 WilburH. Campbell
l
、杉本敏

男、王子善清(神戸大学・農・植栄、 IDept. 

Biology， Michigan Tech. Univ. MI， USA) 

ホウレンソウ硝酸還元酵素 (NR) cDNAを用い

てNRタンパク質発現系の構築を行った。大腸菌を

宿主とした系では、 pET3ベクターを用いて活性型

NRフラグメント (NRのC末端側 42kDa，30kDa)

を約 2mgIL発現することに成功した。次に酵母

(Pichia pastoris) を宿主とした系では、 pHIL-D2ベ

クターを用いて 41kDaNRフラグメントを約

l00mg化発現した。

ホロ NR(1lOkDaのホモダイマー)の発現は酵母

の系で pPICZベクターを用いて行ったが、タンパ

ク質発現量は 41ゆ aNRフラグメントと比較して少

なく、期待した発現量が得られなかった。現在ホロ

NR発現量を増加させるため、培養系の改良を行っ

ている。

3aI12 
ホウレンソウの硝酸還元酵素不活性化タンパク質
をコードする遺伝子の単離と発現解析
且且盤盤、井出博章、中山真也、佐藤隆英、中JII
弘毅(千葉大・園芸・生物生産)

硝酸還元酵素 (NR) は硝酸同化系の第一段階で
硝酸を亜硝酸に還元する反応を触媒する酵素であ
る。この酵素の活性は様々なシグナルに応じタン
パク質レベルで多元的な調節を受けている。イン
ピトロで可逆的あるいは不可逆的にNRを不活性化
する因子が幾っか報告されてるが遺伝子レベルで、
の解析はほとんどされていない。我々はNR活性を
不可逆的に不活性化するタンパク質 (Nitrate
Reductase Inactivator Protein NRI)をホウレン
ソウ緑葉より精製し解析を進めてきた。本研究で
はNRI遺伝子を単離し、ホウレンソウ培養細胞に
おけるこの遺伝子の発現解析を行った。

精製されたNRIのN末端領域のアミノ酸配列をも
とに作製したディジェネレートプライマーを用い
ゲノムDNAを鋳型としてPCRを行いNRI遺伝子の1
部分(102bp) をクローニングした。更にこの配列
をもとにして3'-RAα法を行い服I遺伝子の単離に
成功した。得られたクローンは390アミノ酸をコー
ドし、その推定アミノ酸配列はイネやシロイヌナ
ズナのヌクレオチドピロホスファターゼとそれぞ
れ73%と59・75%の相向性を示した。現在解析を進
めているNRI遺伝子の発現様式についても報告す
る。
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3aI13 
硝酸還元酵素による活性窒素種の生成

込噛差益、崎浜靖子(琉球大・理・海洋自然)

NO (Nitric Oxide、一酸化窒素)は、生体内で生成

されるフリーラジカルの一つである。本研究では、植

物の窒素問化酵素である硝酸還元酵素 (NR， Nitrate 

Reductase)が、植物細胞における NO発生系になる

ことを報告する。 NADHとトウモロコシ NRの存在

下で亜硝般を添加すると、急速な NOの発生が電極法

により検出された。このシグナルは、 NR及び NADH

不在下では見られず、ヘモグロビン添加によって速や

かに消失した。電極法以外に、 DAFの蛍光によって

もNO生成が観察され、:rII!硝般が NRによって NOに

変換されていることが確認された。これら III vltroの

実験結果は、 NRが縞物の NO発生源の一つであり、

光合成電子伝達系による活性酸素種生成と同様に、蜜

素同化系が植物細胞の酸化障害の原因となっている可

能性を指摘している。

3pIOl 
亙硝酸還元酵素活性が大幅に抑制された形質転換植物に
おける硝厳/亜硝酸還元 (4) 

高橋美佐、森川弘道(広島大・理・数理分子生命理学)

亜硝酸還元酵素 (NiR)は亙硝酸イオンをアンモニア
に還元し、二酸化窒素還元、硝酸還元に必須の酵素であ

るが、我々はこれまでにNiR活性がほぼゼロに抑制され
ているトランスジェニック植物が二酸化窒素還元能に関
しては野性株の約60%の能力を、硝酸還元については野
性株とほぼ同レベルの能力を持っていることを明らかに
している(高橋ら、植物生理学会1998、1999年度年会
発表)。本研究では、 NiR活性を抑制したトランスジェ
ニック植物において亙硝酸イオン還元に関与しているタ
ンパク質を明らかにすることを目的として研究を行った。
植物材料として、タバコのNiRcDNAのアンチセンス

鎖を導入したトランスジェニック・タバコ植物
Naucheret et al. 1992)と野性株を 10週間生育させた
ものを実験に用いた.植物体からに抽出した粗描出液を
native PAGEにより分離し、還元力としてメチルピオ
ローゲンを用いて亜硝酸還元酵素活性について活性染色、
およびホウレンソウNiR抗体を用いてイムノプロット解
析を行った。活性染色の結果、 2本のバンドが検出され
た。イムノプロット解析の結果、 NiR活性染色で検出さ
れたバンドの内 1本はNiR抗体を用いたイムノプロット
解析で検出されたバンドの位置と一致した。現在NiR活
性染色で検出されたもう 1本のバンドについて解析して
いる。



3pI02 
植物葉内に取り込まれた二酸化窒素から生成され

る新規化合物の解析

河村義史，張馨潔，平田敏文，高橋美佐，

森川弘道(広島大・理・数理分子生命理学)

植物は，大気中の二酸化窒素 (N02) ガスを葉か

ら吸収・代謝する。我々はこれまで，植物葉内に

取り込まれた二酸化窒素由来の窒素は，根から吸

収された硝酸由来の窒素とは異なる運命をたどり，

その20-30%はケールダール法で回収されにくい新

規窒素化合物に変わることを見いだした。本研究

は，その化合物の構造解析を目的としている。

播種後約5週齢のシロイヌナズナ (Arabidopsis 

thaliana ecotype C24)の実生を， 15N02 (51.6 atom% 

15N)濃度 4.O:t0.4ppm， CO2濃度 340:t80ppm，温
度 22.0:t0.3・C，相対湿度 70土4%，照度 70μEm包ーl

の条件下で4時間暴露し，葉を回収後，凍結乾燥，

粉砕したものを試料として用いた。試料のホモジ

ネート中の新規窒素化合物を含む画分を液体クロ

マト (Superdex75 HR， Dowex到W，Zorbax BP-CN 
カラム) を用いて分取した。さらにその分取液を

薄層クロマト(フナセル SF) を用いて分離した。

現在，薄層クロマトで得られた新規窒素化合物を

含む画分について解析中である。

3pI03 
高等錨物の二磁化窒素ガスの吸収に関与する遺伝子の探索

木須康智，河村穏史，近藤功明，白野由美子柴田大繍

林浩昭其木茂則高橋美佐，森川弘道(広島大院・理・

数理分子生命理学. 'Waksman Institute . Rutgers Univ.. 

2かずさDNA研究所東京大院・農生科・応生化，

4麻布大・環境保健・健康lli.l科学)

窒素酸化物ガスは生物に対して有毒であるが、一方で植物は
二酸化蜜素(N0

2
)ガスを体内へと吸収している.吸収された

N0
2
の一部は，代謝され窒素源として利用されるが，それ以外

のことについてはよく解っていないo i賞者らは，植物のN02ガ

ス吸収の機織を明らかにすることを目的として• N02ガス吸収

に関わる遺伝子，及ひ(N0
2ガス曝露に際して発現が誘導される

遺伝子の探索を二つのタギング法，アクティベーションタギン

グ;去とエンハンサートラップj去を用いて行っている。

N02ガス吸収に関わる遺伝子の同定のため，CaMV35Sプロ

モーターを導入したシロイヌナズナアクティベーションタギン

グラインについて. N02ガス吸収能の上昇した植物体の選後を

行った.O.lppmの'SN02で1時間墨露処理を行い，案内の
1制j'4N量を同位体質量分析計で測定することにより解析した.

また.N02
カ'ス噂露に際して発現が誘導される遺伝子の同定

のためにやグルクロニダーゼ (GUS)遺伝子を導入したシロイ

ヌナズナ(オハイオ州立大 ARABIDOPSIS BIOLOGICAL 

RESOURCE CENTERより)についても問機のN02ガス曝露処理

を行った後，GUS活性の上昇した植物体の選彼を行った.
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3pI04 
形質転換イネを用いたサイトゾル裂グルタミン合成酵素の

機能解析

必笠盛込五昼、早川俊彦、林浩昭l、山谷知行(東京大

院・.'生化1.東北大院..・応用生命科学)

イネにおいて、維管束飾部{半細胞や柔細胞に存在するサ

イトゾル型グルタミン合成酵素 (GSl)が、~棄の主な転

流形態であるグルタミンの合成に関わっている可能性をよ

り直接的に証明することを目的とし、 GSl含量を減少さ

せた形質転換イネを作出した.イネ維管東飾部特異的に発

現するチオレドキシンhプロモーターを用いて、 GSlア

ンチセンス遺伝子を発現させ、可溶性タンパク質当たりの

GS 1含量を野生型の 30%-80%に減少させた 14系

統の形質転換イネを獲得した.葉緑体型GS含量には大き

な変動は認められなかった.これらの形質転換イネ (TO

世代)では、生育や老化の遅延などが認められた。老化葉

身におけるGS1 相対含量が低い系統ほど、全~素量、可

溶性タンパク質量、 Rub!sco量が高〈保持されていた.

これは、 GSl量が減少したことによって、窒素の転流が

滞った結果であると考えられた。

3pI05 
ラン藻 Plectonemaboryanumの 2種類のグルタミン酸

合成酵素の酵素学的特性と生理機能の解析

皇盟主盟l、木田隆夫人長谷俊治 1

(1阪大蛋白研、 2味の索中央研)

ラン藻の一種別'ectonemaboryanum は2種類のグル

タミン酸合成酵素 (G∞AT) を持ち、細胞粗抽出液

中には、反応に必要な還元力をフェレドキシン (Fd)

由来と、 NADH由来とするものの活性が認められる。

ゲノム DNAより glsFとgltBDをクローン化し、前者は

Fd依存型の、後者はNADH依存型の活性に対応する

酵素をコードすることを遺伝学的に示し、それぞれ

が窒素同化経路で機能することを報告した。今回は、

これら 2種の酵素を大腸菌発現系で組換え体として

精製し、 Fd-Gα}ATは単一ポリペプチド鎖から、

NADH-GOGATは 2種のサブユニットからなる酵素で、

共にフラピンと鉄硫黄クラスターの存在を示す吸収

スペクトルを持つことを明らかにした。速度論的解

析から、両者には電子供与体の差異に加えて、 GInに

対するKm値も相違することが判明した。目下、各々

のG∞ATを欠損したラン藻株を用いて、光合成の代

謝状況の変化に対応して、細胞内のGln、Glu等の遊

離アミノ酸プールがどのように変動するのか検討し

ている。そして、窒素同化の動的代謝過程に対する

2種のG∞ATの寄与の仕組みを、酵素学的特性も考

慮しながら明確にすることを目指している。



3pI06 
日本型、インド型、ジャワ型イネの穎果における NADH依存性グルタミン

酸合成酵素含量及び活性の挙動とそのタンパク質含量に関する QT工解析

小原実広、梶浦真、佐藤稚志¥山谷幸併T東北大院・農・応生科、 1東北大・

遺生研)

日本型イネの NADH依存性グルタミン酸合成酵素(NADH-G∞Aη は、登

妻名字刀期の穏や抽出中の葉身などにおいて、転流されてくるグルタミンの再利

用において機能していることが示唆されている。他のインド型やジャワ型イ

ネにおける NADH.GOGATの機能を詳細に検討する目的で、 Nipponba毘(日

本動、 Kasal泊(インド型)、及ひ'印刷J油 Be剛(ジャワ型}イネを供試して、

穎果における NADH-GOGAT含量と活性の挙動を比較した。

ガラス室内にて愛熟期まで土耕栽培を行い、開花田を O日として強勢穎

果を 0日から 35日まで経時的に収穫した。 K踊剖納では、穎果当たりの

NADH-GOGAT含量の増加は、 Nippon凶宅やG町凶ljahBetonよりも早〈、開

花後 8日目に最大値となり、その後減少した。 NADH.GOGAT含量の最大

値は、 Nipponb師、 K田alathでの品種間に大きな違いは無かった。また、す

べての品種において、穎果当たりの NADH.GOGAT活性は含量の変化と類

似していた。 Kasalathにおいては、穎果当たりの全窒素量、乾燥重及ひ常蔵

タンパク質プロラミンの集積量の速度が早かった。以上の結果より、 K晶alath

で宮、められた穎果への窒素集積時期が早いことの一因に、 NADH.G∞AT集

積速度が早いことが示唆された。一方、未抽出業身では、K凪d仙はNippon協同

に比較して約半分の NADH.GOGAT含量しかないことカ叩j明している。現

在、 Nippon凶m及びK畠al泊由来する BILsを用いて、第 10業完全展開時

の第 11未拍出業身における NADH.GOGATタンパク質含量の差に関する

QTL解析を行っている。

3pI07 
イネ根の中心柱における NADH.、Fd・依存性グルタミン

酸合成酵素タンパク質の分布する細胞群の特定

五山~室、早J1 1 俊彦、山谷 知行(東北大院・農・応生科)

イネ根において、 NHJの供給に伴い、 NADH・GOGATが

特異的に根端の表層の細胞である表皮と外皮に蓄積される

ことが判明している。この結果は、 NADH.GOGATが、吸

収された NH;の同化過程に機能することを示唆している。

しかしながら、 NH;の供給の有無に関わらず恒常的に根の

中心柱に存在する NADH・GOGAT及び Fd・GOGATの機能

は不明のままである。

本報告では、中心柱に存在する NADH・GOGAT及び Fd.

GOGATの機能解析の一手段として、免疫電子顕微鏡法を用

い、中心柱の GOGATタンパク質の分布する細胞の特定を

行った。

根端より lcmの部位の横断切片を作製し、抗 NADH.

GOGAT抗体または抗 Fd.GOGAT抗体を使用してイムノゴ

ールド法による解析を行った。その結果、中心柱では

NADH・GOGATタンパク質の分布を示す金粒子は、主に維

管束柔細胞のプラスチドに検出された。一方、 Fd・GOGAT

タンパク質の分布を示す金粒子は、主に飾部の伴細胞と考

えられる細胞内のプラスチドに検出された。

現在、上記の結果をより明確にするために、二重染色法

を用いて、同一切片上で NADH・GOGAT及び Fd.GOGAT

タンパク質の検出を試みている。
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3pI08 
イネにおけるアスパラギン合成酵素の組織内分布

阜竪盤本盤、早川俊彦、山谷知行(東北大院・農・応用生

命科学)

高等植物におけるアスパラギン合成酵素 (AS)の研究

は、 mRNAの発現に関する解析は行われてきたものの、

ASタンパク質の解析はほとんど行われていなかった。こ

れまで我々はイネAS cDNAを大腸菌内で発現させ、

AS特異抗体を獲得した。この抗体を用いて、 ASタンパ

ク質が完全展開前後の葉鞘と登熟過程の穎果に多く存在す

ることを示した。今回我々は、これらの器官における AS

タンパク質の紙織内分布を解析した。

約 12. 5齢のイネの第 11葉鞘と、開花後二週間後の

穎呆を用い、パラフイン包埋法により組織切片を作成した。

アフィニティー精製したイネ AS特異抗体を用いて、アピ

ジンピオチン法により解析した。この結果、業鞘では維管

束師部の伴細胞に、また、穎果では背部大維管束の柔細胞

に検出された。また、ゲノミックサザン解析の結果、イネ

ASはゲノム中に単一コピーで存在していることが強く示

唆された。

現在、業鞘の伴細胞における ASタンパク質の細胞内局

在について、免疫電顕を用いて、検証を行っている

3pI09 
葉脈維管束において強く発現するシロイヌナズナの
リジン感受性アスパラギン酸キナーゼ遺伝子
主国塞、樽井俊介、町田泰則(名大院・理，・生命理)

我々はシロイヌナズナの遺伝子トラップライブラ
リーを作製、スクリーニングし、本葉の維管束にお
いてレポーター遺伝子として用いたBーグルクロニ
ダーゼ遺伝子(GUS)が強く発現している系統 (EIO)
を分離した。塩基配列を解析した結果、 EIO系統に
おいてトラップされている遺伝子は、シロイヌナズ
ナのリジン感受性のアスパラギン酸キナーゼの一つ
(cArb-AK-Lys)と87%のアミノ酸の類似性を示すタ
ンパク質をコードしていた。これからトラップされ
た遺伝子は新奇なリジン感受性アスパラギン酸キナ
ーゼをコードすると考えられた。 EIO系統における
GUS活性は、最初の本葉が展開し始める頃から腔
軸、子葉葉柄、根の維管束で検出され始め、その
後、子葉、本葉葉脈の維管束で特に強いGUS活性が
検出された。抽苔後では茎生業の葉脈、花弁とがく
全体、柱頭、 トリコームにおいてGUS活性が検出さ
れた。アスパラギン酸キナーゼはアスパラギン酸か
らアスパラギン酸族アミノ酸が生合成される経路の
最初の段階を触媒する鍵酵素である。 EIO系統の葉
脈維管束において強いGUS活性が検出されたことは
アスパラギン酸族アミノ酸が葉の維管束において盛
んに生合成されている事を示唆すると考えられる。



laJOl 
スポラミン前駆体のPro36への糖鎖付加に必要な領域
伊ケ崎知弘，長谷川順子，中村研三，盆園-.l建
(名大院・生命農・生化)

スボラミン(SPO)前駆体をタバコ培養細胞BY-2株で
発現させると、 N-末端より 36番目のPro残基が水酸化
され生じたヒドロキシプロリン(Hyp)残基にアラビノ
ガラクタン(AG)に分類される糖鎖が付加される。 AG

を糖鎖として持つ多くの蛋白質では多くのHyp残基が
糖鎖付加を受けており、これらの蛋白質をモデルとし
て糖鎖付加モチーフを検索することは困難である。そ
こで我々は、 AGの付加部位が1箇所であるSPO前駆体
の特性を生かして、 AGの蛋白質への付加に関わるモ
チーフの検索を行っている。
糖鎖付加部位より N-末端を段階的に欠失させた変異

SPOや、さらに糖鎖付加部位よりc-末端側のアミノ酸
残基をAla等のアミノ酸残基に置換したSPOをBY-2で
発現させ、細胞外へ分泌されたSPOへの糖鎖付加を糖
染色、抗AG抗体による染色およびエドマン分解によ
り検討した。糖鎖付加部位より N-末端側の長さが短く
なるにつれHyp残基への糖鎖付加が減少した。糖鎖付
加部位よりc-末端側のアラニン残基への置換は糖鎖付
加へ顕著な影響を及ぼさなかったが、Ala残基への置
換と共に39番目のSer残基をPhe残基に置換した変異で
は糖鎖付加が阻害された。以上の結果は、 Hyp残基近
傍の大きな側鎖を持つ残基がAGの付加を阻害する可
能性を示唆している。

laJ02 
イネ種子由来のαーマンノシダーゼの精製と特性について

座主玉、中野恵康、渡部真由美、堀秀隆三ツ井敏明

(新潟大大学院・自然科学)

a-マンノシダーゼlまハイマンノース型織鎖から aーマンノー

スを遊離する酵素である。マメ科植物をはじめとする双子業績

物では多くの知見があるものの、単子葉植物では会〈知見が

無いのが現状である。そこで、イネ種子からαーマンノシダー

ゼを精製し、特性を翻ベた。本醇棄の精製ステップは 40-55首

硫安塩析、ブチルートヨパール、フェニJL--セフアロース、 CM-& 

DEAE-トヨパール、最後にトヨパールHW55Sの手順で行った。

精製した醇棄はトヨパール HW55Sのゲルろ過カラムにより、

190 kDaであることが推定された。 SDS-PAGEでは 54と42

kDaの 2つのバンドを示したことから、それぞれのサフユニッ

トが 2・つづっ会合した四量体として存在していることが分かっ

た。至適 pH4.5を示し、亙鉛要求性であった。トデオキシマン

ノジリマイシンにおいて十分な活性を示すものの、スワインソ

ニンでは完全に阻害された。 α-2，3，6，位結合のマンピオース

をそれぞれ消化し、MangGlcNAc2と Man5GlcNAc2の糖鎖から

a-マンノースを遊厳した。また、本醇素はイネカルス由来のハ

イマンノース型糖鎖を含む糖ペプチドにも活性を示したことよ

り、発芽時に糖蛋白質糖鎖の分解または修飾に関与するもの

と示唆された.

205 

laJ03 
サツマイモ培養細胞のポリフェノールオキシダーゼ

プロセッシング酵素の諸性質と機能

主旦丘主、金沢孝治、橋本英之、田中一平、塩入秀

成、小島峯雄、野末雅之(信州大・繊維・応生)

高等植物のポリフェノールオキシダーゼ (PPO)

は、色素体輸送シグナルをN末端に持つ前駆体タン

パク質として細胞質で合成され、葉緑体に輸送され

約60kDaの不活性型成熟タンパク質としてチラコイ

ド内腔に存在する。先に、サツマイモ培養細胞をショ

糖飢餓状態で培養すると、色素体に存在する不活性

型の60一kDa型PPOが速やかに4O-}心a型PPOにプロ

テオリシスされ、活性化されることを示した。 PPO

の細胞内での活性化機構を明らかにするために、今

回、 60-1むa型PPOプロセッシング酵素を精製し、

その諸性質を調べた。その結果PPOプロセッシング

酵素は液胞に局在し、至適がpHは4.0~5.0のシステ

インプロテアーゼであることがわかった。ショ糖飢

餓細胞にE-64を処理すると60-kDa型PPOのJnvivo 

プロテオリシスが阻害されることから、色素体

60-kDa型PPOのプロテオリシスによる活性化に今

回精製したPPOプロセッシング酵素の関与が強く示

唆された。

laJ04 
アントシアニン生産性サツマイモ熔養細胞の24-kDa液

胞タンパク貿(VP24)の一次精造と機能解析

色よ車止、守屋慶、塩入秀成、小島峯雄、野末雅之

(信州大・繊維・応生)

VP24はアントシアニンを高濃度に蓄積しているサツ

マイモ培養細胞の液胞で特異的に発現するタンパク質

として見い出されたが、その機能は明らかでない。

VP24は、 N末端にシグナルペプチドを持つ前駆体タン

パク質ω6妊治)として合成され、液胞へ輸送され

24-kDa成熟タンパク質となると考えられる。 VP24前

駆体タンパク質のC末端側には膜貫通ドメインと予測さ

れる疎水性領域が存在する。この疎水性領域が液胞膜

タンパク質として機能しているのかどうかを明らかに

するために、 C末端プロペプチドの一部分を含む融合

タンパク質を調製し、特異抗体を作製した。液胞分画

に本抗体と反応する36kぬのタンパク質(VP36)が存在

することがウエスタンプロット解析により明らかになっ

た。 VP36はVP24と同様に光照射により誘導され、

2，4-Dにより発現が抑制された。これらの結果から、

VP36はVP24前駆体タンパク質から生じ、液胞タンパ

ク質として存在していることが示唆された。



laJ05 
ヒマ種子液胞プロセシング酵素の成熟化機備の解析
平岩昌子1.2 水谷健牧野由美子九村上明男3.4 西村幹

夫¥西村いくこ 1. 5 C基生研・細胞生物， 2JT生命誌研基

生研・分析室神戸大・内海織セ京大院・理・植物)

液胞プロセシング酵素(V陀，V;回.olcr-processirgeI'1Z}-1"Tle)は，
高薄値物蹴倒包タンパク質¢成熟化!こ関与する酵素である(1). 

我々 は， V陀自身も液胞内で前駆体からのプロセシングにより

成熟型へ変換することを明らかにしている (2).今回は，酵母

(Se副首om戸sα捌 si.制で発現させたヒマ種子V陀の部位特

異的変異体を用いたW司Eの成JMヒ機構の解析結果を報告する.

現在までに概宣が明らかにされたlC溜のV匝ホモログ聞で保

存性の高いアミノ酸残基のうちCy.;-83，Cy.;-222， His-l80を

それそ'れ.Qylこ変えた改変VA前駆体はプロセシング活性を全く

示さず，成熟型V陀への変倹も示さなかった. また， 0同構側

のプロセシング宮地と予想されるAspをQyへ変えた改変V匝前

駆体の場合，成熟型への変換が見られなかった.V陀lまAsn残

基のO択繍側を切断する醇素であるが，合成ペプチドを使った

解街等からAsp残基も認織することが分かった以上¢結果は，

V匝が自己触媒的|こC末端側のプロペプチドを切断することに

よって成熟化することを示している(3). 
(1) Kinoshita et al. (1999) Plant J.， 19， 43-53 
(2) Hiraiwa et al. (1997) Plant J. 12， 819・829
(3) Hiraiwa et al. (1999) FEBS Lett.， 447， 213-216 

laJ06 
インゲンマメのセネッセンス葉における液胞プロ
テイナーゼによるルピスコ分解

直山隆盛，豊岡公徳岡本龍史，西村いくこ近藤真

紀 2西村幹夫 2 (東京都立大院・理・生物科学，

l京都大院・理・植物 2基生研・細胞生物)

インゲンマメ第 1葉を単離して暗所250Cで4-8日

置き，この間のルピスコ分解を主にSDS-PAGE/免疫
プロット法と免疫電顕法によって観察した。ルビ
スコLSU及び SSU量はともにセネッセンス中に速
やかに減少し，その聞にLSUの分解物とみられるポ

リペプチドが検出された。セネッセンスの進行に
伴いインゲンマメ葉の主要システインプロテイナ
ーゼEP-Cl (ケツルアズキSH-EPと免疫学的に相
同)の量は増加し.VmPE-l (EP-Clのプロセシング
酵素と推定される)量は減少した。また，セネッセ
ンスとともに葉細胞中の葉緑体数は減少し (4日

目).その形は丸くなり，内部構造は無秩序になっ
た(8日目)。抗SH-EP抗体の金粒子は新鮮葉では
液胞のみに局在していたが.セネッセンス葉では液
胞に接触または取り固まれた葉緑体にも分布して

いた。以上の結果は，セネッセンス葉でのルビスコ
分解には液胞プロテイナーゼが関与していること

を示している。
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laJ07 
キュウリ緑葉プロテアーゼの活性翻節機構

一内在性特異的インヒピターによる活性調節ー

山直豊盤、江尻千徳、田中浮(鳥取大・農・植物機

能学)

キュウリ緑葉にはA旬、 Lys残基のC末端側を切断す

るp15.0のプロテアーゼ (CEP5.0) と、 Glu残基の

C末端側を切断するp14.5のもの (CEP4.5)が主要

なプロテアーゼとして存在する.我々はCEP5.0が

葉緑体内に局在し、その活性がA旬、 ATP、Mg2+1こ

より制御されていることを明らかにしたが、

CEP4.5も内在性の特異的インヒビターにより活性

が制御されていることが明らかとなったので報告す

る。 CEP4.5阻害活性を指標としてインヒビターを

検索した結果、キュウリ緑葉内には少なくとも生化

学的性質の異なる 3種頚が存在することが分かっ

た。それらのうち、熱安定性の阻害剤が単一に精製

され、それは分子量25kDの単量体で、非措抗的に

CEP4.5を阻害するものであった。この租審物質は

CEP4.5と閉じく GluのC末端側を認識して切断する

V8プロテアーゼや、他の動物、微生物由来のプロテ

アーゼを阻害しなかったことから、 CEP4.5に特異

的な内在性インヒビターであることが分かった。

laJ08 
葉緑体に局在する Clpプロテアーゼ調節サプユニットの

解析

中林一美、伊藤正樹、渡漫昭

(東京大・院・理系・生物科学)

葉緑体に局在する Clpプロテアーゼは、 ATPase活性

をもっ調節サプユニットの ClpC、およびプロテアーゼ活

性を担う触媒サプユニット ClpPにより構成されている。

シロイヌナズナ Clp調節サプユニットには、乾燥ストレ

スで発現する遺伝子として単離された ERDlのほかに、

他の植物種からもホモログの報告のある ClpCが存在す

る。シロイヌナズナ cJpC(AtcJpCJのcDNAを単厳し発

現解析を行った結果、転写産物の蓄積量は、乾燥ストレ

ス応答、あるいは暗処理や自然老化において転写産物の

蓄積量が増加する Ez・dlとは全く異なるパターンを示す

ことが明らかとなった。この結果は、二つの調節サプユ

ニットが機能的に異なっていて使い分けられていること

を示唆する。これら両方の調節サプユニットの性質を調

べるために、大腸菌で成熟タンパク質部分を大量発現し、

in vitroにおける ATPase活性を測定しているのでその

結果について報告する。



laJ09 
ゼンマイ胞子葉緑体に存在する22-kDa蛋白の'性質

井上 弘，田村英生，蒲池浩之，中山耕造1

(富山大・理・生物圏環境信州大・医・解剖)

ゼンマイの胞子には，乾燥した休眠胞子の葉緑体

には存在するが，吸水後の胞子発芽に伴って消失す

る，独特の蛋白がいくつか存在している。特に，サ

プユニットの分子量が42kDa近辺の可溶'性蛋白群，

膜に強く結合している24-kDa蛋白，ゆるく結合して

いる22-kDa蛋白などが，多量に存在している。この

うち， 22-kDa蛋白は完全に精製されている。また，

この蛋白を特異的に分解するプロテアーゼも部分精

製されている。このプロテアーゼによる分解産物の

N末端アミノ酸配列を参考にして PCRを行うこと

により， 22-kDa蛋白の全アミノ酸配列を知ることを

計画した。現在までに明らかになった 130残基の

アミノ酸配列をコンビュータ検索にかけた結果，ク

ロレラのストレス応答蛋白で，グループ3L e a蛋

白のホモログと似ている部分が認められた。このこ

とから，ゼンマイ胞子の葉緑体に存在する22-kDa蛋

白は，胞子が形成され成熟する過程において，乾燥

に応答して合成されるもので，吸水後の発芽の過程

においては，役目が終わった蛋白として，特異的に

分解・消失するものと思われる。

laJlO 
ホウレンソウ Protoporphyrinigenoxidas巴ーIの葉緑体への
移行と局在部位の解析
盤i互単基，奈晃植，岩里子恵，高山誠司，吉田茂男磯良彰
T蚕良先端大・バイオ、 i理化学研究所・植物機能)

高等植物にはクロロフィル・ヘム生合成共通経路の
最終段階を触媒する 2種類の protoporphyrinogenoxidase 
(Protox)が存在し、それぞれ葉緑体之ミトコンドリア

に局在する。本研究では、葉緑体型と考えられている
Protox-Iのオルガネラへの移行と局在部位に関する解析
を行った。既知の植物 Protox-Iの保存配列を基にプライ
マーを設計し、 PCRにより全長のホウレンソウ Protox-I
cDNAを単離した。配列解析から、ホウレンソウの
Protox-I遺伝子は、 N 末端に葉緑体への推定トランジッ
トペプチドを含む 563アミノ酸(分子量約 60kDa)のタ
ンパク質をコードしており、他の Protox-Iと 70%程度
の相向性を示した。ウエスタンプロット解析により、
Protox-Iは葉緑体の膜画分に存在することが示唆された。
Protox-Iのプロセッシング部位およびトランジットペプ
チド領域を決定するため、ホウレンソウの葉緑体膜画
分を TritonX-¥OOで可溶化した粗酵素抽出液を調製し、
免疫沈降法により Protox-Iを精製した。そのタンパク質
の N 末端アミノ酸配列を決定した結果、ホウレンソウ
Protox・Iは Cys-48の C末端側でプロセッシングされて
いることが明らかとなった。そこで Met-Iから Cys-48
の領域と GFPとの融合タンパク質をホウレンソウ葉で
一過的に発現させたところ、 GFPの特異的蛍光が葉緑
体で検出された。このことから、 Met・1から Cys・48の
領域が葉緑体へのトランジットペプチドとして機能し
ていることが示された。さらに免疫電子顕微鏡観察か
ら、葉緑体型 Protoxの大部分はチラコイド膜に存在し
ており、一部は包膜に存在していることが明らかとな
った。
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laJll 
シロイヌナズナに存在する 2種類の NADPH-シトクロム
P450還元酵素タンパクの細胞内局在性の解明

益基準L山下直輝 1 Rafael Prieto 2 .水谷正治橋本隆久
太田大策 (1大阪府立大学・農学部奈良先端大・バイ
オサイエンスメ京都大学・化学研究所)

ミクロソーム電子伝達系は.NADPH-シトクロム (Cyt)P450 
還元酵素(Fp2).Cyt b5. Cyt b5還元酵素および，最終電子受
容体である CytP450から成る. しかし，これらの電子伝達
成分の植物細胞内における相互作用が.P450モノオキシゲナ
ーゼ活性にどのような影響を与えるかという情報は無い.植
物のミクロソーム電子伝達系の特徴は.Fp2遺伝子が複数個
存在することである.例えば，シロイヌナズナには，恒常的
に発現するARlと，ストレス条件下で発現が誘導されるAR2
の 2種類の Fp2遺伝子が存在する. ARlとAR2の両タン
パクを比較すると，第 lエクソンにコードされる N-末端シグ
ナル配列の長さが大きく異なり，この部分のアミノ酸配列に
も全く相同性が無いことがわかる. 一方，第 2エクソン以降
にコードされる部分には 90%程度の相向性がある.両酵素
cDNAを昆虫細胞で発現させて得られた組換えタンパクには，
酵素的な性質の差は無かった. 以上より.N-末端のシグナル
ペプチドが.Fp2タンパクの生理機能を規定する可能性があ
ると判断した。今回は.ARlとAR2の細胞内局在性を明ら
かにするため，それぞれのシグナル配列をコードする第一エ
クソン部分を GFP(Green Fluorescenc巴 Protein)cDNA 
に連絡し.35Sプロモータを用いて，シロイヌナズナ細胞に
おける一過性の発現を観た。いずれの場合も GFP蛍光シグ
ナルは核膜周辺の頼粒状構造に局在した。また、 ARlとAR2
両遺伝子のプロモータ領域を用いて GUS遺伝子をレポータ
ーとして発現させたので，両酵素の発現誘導条件についても
報告する.

lpJOl 
モノデヒドロアスコルビン酸レダクターゼによる

フエノキシルラジカルの還元

監温童王、真野純一 l、佐野智2、浅田浩二人山崎秀雄

(琉球大・海洋自然、 l京都大・食糧科学研、 Z京都府大・

農、 3福山大・生物工学)

モノデヒドロアスコルビン酸レダクターゼ

(MDAR) は、 NAD(P)Hを電子供与体として、モ

ノデヒドロアスコルビン酸 (MDA) ラジカルをア

スコルビン酸に還元する。本研究では、フラボノイ

ドやリグニン前駆体から生じるフエノキシルラジカ

ルと MDARとの反応性について報告する。フラボ

ノイドのクェルセチンは西洋ワサビペルオキシダー

ゼ/HP2系で酸化されA380が減少する。これに

MDARと NADHを添加すると、クェルセチンの酸

化は抑制され、 NADHの酸化が観察された。この抑

制時間は NADH濃度に依存していた。 ESRを用い

て測定したクェルセチンラジカルの定常濃度は、

MDARと NADHの添加によって著しく減少した。

クェルセチン以外の植物性フェノールも、同様の結

果を示した。これらの結果は、 MDARは MDA以外

にフエノキシルラジカルも基質として還元すること

を示している。



lpJ02 
トウモロコシ亜硫酸還元酵素の亜硫酸と重硝酸に対する基質特

異性の改変

里山雄童、長谷俊治 (飯大・蛋白研)

樋物型亙硫磁還元酵素(SiR)は、亜硫磁(SOl-)を硫化物(S2-)

に還元し、システイン合成に必要な硫化水素(H2S)を供給する、

梅物の硫黄同化系の鍵となる画事業の一つである.これは葉緑体

ストロマに局在し、光化学系lからの、またフェレドキシン

NADP+還元酵素(FNR)によるNADPト切酸化反応から生じる電

子を、電子伝達体フェレドキシン(Fd)を経てその反応に利用し

ているo SiRは窒素同化に関与する亜硝磁還元酵素(NiR)と相向

性があり、亙硝厳に対する親和性は低いながらもNiR活性も保

持している。このようなSiRとNiRとの基質特異性の違いがどの

ような構造的差異によるものかは明白には分かつていない.

大腸菌SiRでの立体構造解析によって、 SiRの補欠分子族シロ

へム周辺の泡基性アミノ酸が、その特異的な基質認識に不可欠

であると示唆され、一次構造の比較からトウモロコシSiRでも

これらの残基が保存されていることが判明した。我々は大腸薗

でのトウモロコシSiR大量発現系と部位特異的変異導入j去を利

用し、上記塩基性残基を他のアミノ酸に置換したSiRmutantの

作製に成功した.これらのmutantのうちRl93EおよびRl93A
は、野生型と比較して亜硫酸還元活性を著しく低下したが、逆

に亙硝酸に対する親和性が野生型よりも治大した.またRl93E
は野生型よりも高い亙硝酸還元の分子活性を示した.以上のこ

とから、 Argl93はSiRにおいて亜硫酸と亙硝磁を特異的に区別
するのに不可欠な残基と考えられ、今回の研究は、 SiRとれJiRと

の機能分化において重要な情報を提供するものと思われる。

lpJ03 
ラン藻 Synechocystissp. PCC6803の運動と形質転換に関係す

るPilTタンパク質の生化学的解析

盟率一丞、大森正之(東京大院・総合文化・生命)

我々は1999年の値物生理学会でSynechocystissp. PCC6803の運

動と形質転換に、 slr0161(http://www.kazusa.or.jp/cyano/cyano.html)

が必要なことを報告した。この遺伝子のコードするタンパク貿

は広くバクテリアの線毛(pili)の生合成や、膜を介したタンパク

質の輸送に関係しているpil遺伝子群のpiJTに相同性を持ち、そ

のアミノ酸配列にATP/GTP結合モチーフであるWalkerBoxとバ

クテリアの11型タンパク分泌システムに保存されているGSPドメ

イン (Generalsecretion pathway)が存在した。 pilT遺伝子は病原性

のバクテリアの宿主への感染にも必要であり、他のバクテリア

でもATPを加水分解し運動のエネルギーを発生するモーターや

蛋白質の輸送体の可能性が示唆されているがその全容は解明さ

れていない。

今回、我々はラン藻のPilTをHis-Tagを付けた大腸菌の組み替

え型タンパク質として発現させ、精製してその生化学的特性を

調べた。その結果、PilTはATPase活性を持つことが明らかに

なった。 PilT-ATPaseはMg2+要求性であり、 GTPも基質として

ATPの60%程度分解することが明らかになった。また抗Pi汀抗体

を用いたウエスタンプロッティングによる免疫染色からPilTは膜

画分に存在することも明らかになった。さらに、 Pi1T-A'胃 aseの

表現形への関係の可能性についても併せて報告する。
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lpJ04 
ヒメウキクサの GPIアンカーホスファターゼの細胞墜にお

ける存在様式について

鐙盆蓋JQ、長谷H?:i¥奥山英登志(北海道大院・地球環境科

学・環境分子牛物、 l北海道教育大・函館・在住物)

ヒメウキクサ (Spirodelaoligcrrhiza)のリン酸飢餓で誘

導される purpleacid phosphatase (P AP)はGPIアンカータン

パク質として合成されるが、細胞膜にアンカリングしてい

るものは極めて僅かで、そのほとんどはGPI分子中の脂質

部分を失った形で可溶性画分と細胞墜に存在する。本研究

ではPAPの細胞墜における存在様式につい検討した。

リン酸飢餓で 10日間 25"Cで培養した植物体を凍結乾燥

して微細に粉末化したものを用い、 p-nitrophenylphosphate 

を基質として測定したpH8.0におけるホスファターゼの全

活性は301.6nmol/lO minlmg dry mass (plant)であった。こ

の植物体粉末を 1.0M NaCIを含む50mM Tris-maleic bu恥r

で抽出、洗浄したあとの画分(細胞壁)は35.1nmolll0 

minlmg dry mass (cell wall)のホスファターセ.活性を持って

いたことから、 S.oliga・rhizaの全ホスファターゼ活性の約

10%は高塩濃度処理に耐性であった。一方、この細胞壁を

セルラーゼとマセロザイムで処理したところ、可溶性PAP

と同じ 57kDaのサイズを持つ PAPの可溶化がウエスタン

法により確認された。細胞壁中の PAPは可溶性タンパク質

として細胞墜に機械的に封じ込められているか、細胞壁成

分と共有結合しているものと考えられる。

lpJ05 
タバコ細胞壁酸性ホスファターゼのGPIアンカ一分子

の検出の試み

主王童王，松田奈緒，松田明子九岩森正男日本女
子大・理・物生日本女子大院・理近畿大・理工
.化)

本実験では、細胞壁APaseとして細胞壁のNaCl-
extractを使用した。細胞壁APaseの細胞内前駆タ ンパク
質(Pro-cwAPase)として、細胞内可溶性APaseを使用した。
GPIアンカ一分子を認識できる抗体を使用してAPaseのGP
I分子を検出するために、抗細胞壁APaseウサギ抗体およ
び抗サツマイモAPaseウサギ抗体が、 GPI分子を認識でき
るかを調べた。 7種類の精脂質を用いてTLC-immnostain
ingを行なった結果、バンドは現れなかった。これらの抗
体は、 GPI部分を抗原決定基として作製された抗体分子を
含ない。 GPIタンパク質のPI部分を切断するPL-Cを細胞壁
APaseおよびPro-cwAPaseに作用させた。 GPIタンパク質で
あれば、分子量の変化およびゲル上の移動度をHPLCおよ
ifnative PAGEで検出することが可能である。 PL-C処理

Pro-cwAPaseをHPLCにかけた結果、分子量の変化が認めら
れた。同処理Pro-cwAPaseおよび細胞笠APaseをPAGEにかけ
てゲル上の移動度の変化を検出したところ、 Pro-cwAPase
では変化が認められた。膜由来のリン脂質を除去したPro-
cwAPaseを得るため，ミクロソーム分画を1.0% TritonX-
100処理後、 DEAE-cellul oseカラムにかけNaClで酵素を溶
出し活性分画を得た。この分画をnativePAGEで泳動し
Pro-cwAPaseを含むかを調べたところ、活性分画1，11が相

当した。これらを試料としてGPI分子の検出を試みる。



lpJ06 
ゼニゴケ (March仰 itiapolymoザ ha)培養細胞のグリコシルホ
スフアチジルイノシトール (GPI)アンカータンパク質
思A..JI阜、加藤研治l、奥山英登志 (北海道大院・地球環
境科学、 l塩野義製薬・油日ラボラトリーズ)

1995年にクロレラの硝酸還元酵素がGPIアンカータンパク質
であることが報告されて以来、ウキクサ、タバコ、パラ、シロ
イヌナズナなどからもその報告が相次ぎ、植物にもGPIアン
カータンパク質が広く存在することが予想されている。本研究
では、コケ植物にもGPIアンカータンパク質が存在するかどう
かを知ること、 GPIの詳細な構造を明らかにするためにより適
した材料を得ることを目的に、 ゼニゴケの惰養細胞及びt音養液
上清中のGPIアンカータンパク質の検索を行った。
まず、ゼニゴケ培養細胞をGPIの前駆体である [3HJエタノー
ルアミンと [3HJミリスチン酸でそれぞれ 18時間標識し、細
胞と培養液中のタンパク質(分泌タンパク質)を回収して電気
泳動を行った。 CBBで染色後、ゲルを lmmずつスライスし、
H202に溶解して、放射活性を測定した。その結果、細胞に由

来するサンプルでは非常に多数のラジオピークが存在するのに
対し、分泌タンパク質の場合は、 [3HJエタノールアミンに
よってのみ標識される顕著な1本のピークが50kDa付近に認め
られた。そこで、この50kDaの分泌タンパク質を精製して、ア
ミノ酸組成分析を行ったところ、タンパク質 1分子当たりエタ
ノールアミンが l分子、 GPIの成分でもあるガラクトサミンが
4分子含まれることが分かった。これらの結果は、この50kDa 
分泌タンパク質がGPIアンカータンパク質であることを示唆し
ている。また、この50kDaのタンパク質が、脂肪酸で標識され
ないのは、細胞膜から遊離する際に脂質成分を失ったためと考
えられる。

lpJ07 
ソラマメ孔辺細胞におけるプロテインホスファター

ゼ 2A触媒サプユニット cDNAの単離

よ竪益之、木下俊則、浅招三和子、島崎研一郎
(九州大・院理・生物科学)

プロテインホスファターゼ 2A(PP2A)は真核生物

において様々な細胞内プロセスを調節することが知

られている。孔辺細胞においては阻害剤を用いた研

究により、内向き整流性 K+チャネルの活性化やア

ニオンチャネルの抑制に関与していることが示唆さ

れている。しかし、これまで孔辺細胞から PP2Aの

cDNAは単離されていない。そこで、本研究ではソ

ラマメ孔辺細胞プロトプラストから PP2A触媒サブ

ユニット cDNA(viPP2A -[， vfPP2A -II， vfPP2A-
Imを単離し、その性質を調べた。 vfPP2A-[と

vfPP2A-[[は306アミノ酸残基、vfPP2A-IIIは313

アミノ酸残基からなる蛋白質をコードしており、既

知の PP2A触媒サブユニットと 80""'98%の同一性

を示した。 RT-PCR解析の結果、これら PP2A触媒

サブユニットは菜、孔辺細胞、葉緑細胞、根におい

て同程度発現していることがわかった。さらに、

vfPP2A-Iを大腸菌内で発現させ精製後、プロテイ

ンホスファターゼ活性を測定すると、活性は PP2A

の特異的な阻害剤であるオカダ酸やカリキュリンA
によって阻害された。以上の結果より今回単離した

cDNAはPP2A触媒サブユニットをコードする事が
示された。
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lpJ08 
好熱性藍藻Synechococcuselongatus FNRのクローニング

とその特性

皇盤正ム、立入愛子、斉藤康雄、和田敬四郎(金沢大・

理・生物)

現在までに多くの高等植物やラン蕩からferredoxin-

NADPH oxidoreductase(FN町のタンパク賞、遺伝子が単

離され、欝索反応機構など様々な解析が行われている。特

に活性中心やフェレドキシンとNADPの結合郎位周辺の様

造については、結轟割層進解析や郁位特典的突然変異などの

手j去を用いることにより、多くの情報が得られている。し

かし、酵索活性と構造の相関関係について不明な点が多

い。そこで我々は、高温環焼に適応した生物のFNRは、精

進と機能の相関関係について多くの情報を与えるものであ

ると考え、最適生育温度が57.Cである好熱性ラン藻

Synechococcus elongatusのFNRの解析を行った。

S. elongatusよりFNRを精製し、その酵素活性の特性を

明らかにし、他のFNRのそれと比鮫した。また遺伝子クロ

ーニングを行い、遺伝子園E列を明らかにした。その結果、

mesophilicなFNRタンパク賀と高いhomologyを持つこと

などがわかった。今回、すでに明らかになっているFNRの

立体術造を視野に入れた検討結果を報告する。

lpJ09 
キュウリの基質特異性の異なる 2植の脂肪磁ヒドロペルオ
キシドリアーゼは異なった制御下にある

盤差盤二、字j台国知可、藤本昌平、縄原忠彦、
Jack Wilkinson¥BiII Hiatt'、VicKnauf' 

(山口大・康・応生化、 'CaJgeneLLC) 

脂肪酸ヒドロペルオキシドリアーゼ (HPL)はりノレン酸
の13ヘまたは9ーヒドロベルオキシド(HPO)を聞製し、そ
れぞれから炭窯数6または9のアルデヒドを生成する新規の
シトクロームP450静素である.これら短鎖アルデヒドは抗
菌性、抗虫性を有し、また種々のPRタンパク貨の縁海を促
す。キュウリには13-HPO、9-HPOそれぞれに特異的な
2種のHPしが存在する。我々はキュウリ底納よりHPL
cDNAを得た.その配列lま報告されているHPLのそれよ
り、むしろ問じHPo-t-a貨とするがジャスモン磁生成に関
与するアレンオキシドシンターゼ(AOS)により近かった。
しかし、大鵬首により発現させた組換えタンパク貨には
HPL活性のみが忽められ、 AOS活性は認められなかった.
キュウリ匪軸HPしは9-HPOを愚もよい基質とし、 13-HPO
はその半分程度であった.この基質特異性はキュウリ座敏
粗抽出液に見い出されるHPU活性のそれと類似していた
が、根、子家には13-HPL活性が高く、今回得たHPL以外
の13-HPO特異的なHPLの存在が示唆された.また、キュ
ウリ獲をジャスモン酸処理するとHPL活性の上昇が見られ
たが、この処理では13-HPL活性のみが誘導され、 9-HPL
活性には変化しなかった.このことからキュウリにおいて
は9-HPしと13-HPLは異なった遺伝子にコードされてお
り、その発現は異なった制御下にあることが示された。



lpJ10 
クラミドモナスのCDP-diacylglycerolsyn出asecDNAの

単離

佐藤典裕、都筑幹夫 (東京薬大・生命科学)

植物では、 CDP-diacylglycerolsyn伽 se(CDS)がER

と葉緑体に存在し、 phosphatidylglycerol(PO)、pho・

sphatidylinositolの合成を担っている。本研究では、

植物CDSの構造を明らかにするため、緑藻クラミ

ドモナスからCDSのcDNAを単離した。先ず、酵母

等のCDS聞で保存されたアミノ酸配列を基にp血ner

を作製し、クラミドモナスでRT-PCRを行った。次

いで、増幅されたDNA断片をプロープとして、ク

ラミドモナスのcDNAlibraryをスクリーニングした。

得られたcDNAクローンには、既知のCDSとアミノ

酸レベルで26-46%の相向性を示すタンパク質

(456アミノ酸残基)がコードされ、そのN末端領域

には葉緑体への移行シグナル様の配列は無かった。

また、3'側の非翻訳領域にはポリ (A)付加シグナル

(百TAA)とポリ (A)配列が存在した。本cDNAをラ

ン藻のCDS欠損株で発現させると、そのPO要求性

を相補した。以上の結果は、本cDNAが非葉緑体型、

恐らくはER型CDSをコードすることを示している。

lpJll 
シロイヌナズナにおける 3つの MGDG合成酵素遺伝子の発現

および GFPを用いた局在部位の解析

亙正ヰニ血， Eric Marechal*， Maryse A. Block*，培田建，島

田裕士， Roland Douce矢JacquesJoyard本，高宮建一郎，太田

啓之(東工大，生命理工，生命科学;*CNRS/CEA， Grenoble， 

France) 

Monogalactosylcliacylglycerol (MGDG)は、光合成生物に

特徴的な糖脂質である。我々はこれまで、シロイヌナズナより

2種類の MGDG合成酵素遺伝子 (MGDA，MGDB)の単離を

報告したが、最近シロイヌナズナのゲノムプロジェク卜より、

新たな MGDG合成酵素遺伝子の存在が明らかとなった。そこ

で.この遺伝子 (MGDC)のcDNAを単離し、比較解析を行

ったので報告する。これまで、生化学的解析から MGDG合成

静素は葉緑体包膜に局在していることがホウレンソウやエン

ドウを材料として報告されている。そこで我々は今回明らかと

なったシロイヌナズナの 3つの MGDG合成酵素それぞれの

GFP融合タンパク質を作製し、細胞内での局在を調べた。そ

の結果、ホウレンソウなどと同係、シロイヌナズナの MGDG
合成酵素も葉緑体包膜に局在していることが確認できた。これ

は、葉緑体包膜のタンパク質の局在を GFPを用いて解析した

初めての例である。現在、それぞれの遺伝子について mRNA

の発現解析を行っており、それについても報告する予定である。
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lpJ12 
キュウリ MGDG合成酵素遺伝子の 5'上流織を結合したルシフエ

ラーゼ遺伝子の光およびサイトカイニンに対する応答

金井大舗、山鍾畳記、葉井光一郎、増阻E章、島田俗士、高宮建一

郎、太田啓之(東工大・生命理工・生命科学)

Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG)は、高等植物のチラコイ

ド膜脂質の約 50%を占めており、膜の主要情成賄貨としての機

能のみならず、光合成機能の発現にも重要な役割を担っていると

考えられている.MG凶は MG凶合成醇素と呼ばれる糖転手事酵

素により合成される.この酵素は、光照射やサイトカイニンを処

理したキュウリ貧化子葉においてその活性が増加することが分

かっているが、発現制御機備に関してはほとんど分かっていない

のが現状である.そこで、 MG凶合成酵素の発現制御の詳細を翻

べるために、ゲノム遺伝子の単離と 5'上流織の解析を行った。ま

ずキュウリ MGDG合成酵素の cDNAの一部をプロープとしてキ

ュウリゲノムライブラリーのスクリーニングを行い、単離したク

ローンのlil1配列を決定した.プライマーエクステンション法に

より決定された転写開始点よりよ流域には TATAboxの他に、光

に対して応答すると考えられている GT・1様の boxなどが見出さ

れた.次に、この上流織をルシフエラーゼ遺伝子の上流につなげ

たconstructを作製し、パーティクルガンを用いてキュウリ賞化

子葉に導入したところ、光とサイトカイニン処理に対してルシフ

エラーゼ活性の上昇が見られた.よってこの MG凶合成酵素の

上流減には光やサイトカイニンに応答するシス領織が存在する

と考えられた。

lpJ13 
エンドウアセチル CoAカルボキシラーゼの研究

レドックスに応答する組換え型酵素の発現

空監監王、蒲田浩一龍永野幸生、井口ひき入佐々木幸

子(名大・生命農者招E科・生物情紛

葉緑体に存在するアセチル COAカルボキシラーゼ

(ACCase)は植物の脂肪酸合成の調節酵素である。 植

物の指肪酸合成は明暗により僧胸されるが、これは葉緑

体の ACCa民淵生が明暗により借胸されているためであ

る。 我々はエンドウ葉緑体の ACCase活性が、レドック

スカスケードにより制御されていることを示してきた

(1)。 また、 ACCase活性は、ビオチンカルボキシラ

ーゼ (BC)湖宝とカルボキシルトランスフエラーゼ (CT)
湖生からなるが、このうち σr活性がレドックス湘胸を

受けることを報告した (2)。
カルボキシルトランスフエラーゼのレドックス制御を

分子レベルで明らかにするために、組換え型酵素を大腸

菌で発現させた。 精製した組み換え型 CTは、葉縁体か

ら精製した CTと同様に、還元剤である DTTの添加によ

ってはじめて活性がみられるという、レドックス応答性

を示した。今回は、この事国換え型 CTの諸性質について

紺庁したので報告する。

(1)Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 94， 11096・11101(1997) 
(2)Bi，αnem.よ339，541・546(1999) 



lpJ14 
エンドウアセチルCOAカルボキシラーゼ¢籾院

レドックス僧胸に関わるシステイン産指E検討

墓亘藍去、ボ崎斑子、佐々木津子(名大・生命震調開婦ヰ

生物時日)

これまでの実験で、アセチル COAカルボキシラーゼ

(ACCase)のカルオ持シJレトランスフエラーゼ(白、)が

レドックス伽胸を受けることカ朔らかになっている。 cr
は、 αおよびβサプユニットからなり、 αサプユニットに

は2偲 βサブユニットには 11僻Dシステイン残基カ椿

在する。

本初防では、レドックス倍l胸を分子レベルで明らかにす

るために禁鰯紛ら精製したcrと同哨買をもて細換

え型甥棟を用いて撫すした。

ますえ種々の甥ゆcrで保存されている領域助峨E
換え型crを発現したところ、湖生は羽ldtype簿操と

恒牒にレドックス信仰を受けた。これより、保存領域こあ

るシステイン残基がレドックス信仰に関与していることが

明らかになった。そこで、保存移務部こあるシステイン残基

をセリン芳遍訪こ変えt:::T.務長をっくり、どのシステイン芳湛

が湖蛍離Hに関わっているか検討した。

lpJ15 
カボチャの器官発達過程におけるプラスチド型グリ

セロールー 3-リン酸アシルトランスフエラーゼアイ

ソザイムの役割について

杉浦雅子，盤車重王，西国生郎(東大・院理・生科)

プラスチド型グリセロールー3・リン酸アシルトラン

スフエラーゼ (GPAT;EC 2.3.1.15)は，プラスチド

膜脂質合成系への脂肪酸供給量を調節する酵素であ

る。我々は，最近，カボチャ (Cucurbitamoschata) 

には少なくとも 2つの GPATイソ遺伝子 (SQAT1，

SQAT2Jが存在することを明らかにした。

今回，プラスチド膜脂質合成が盛んであると考え

られるカボチャの器官発達過程に注目し，SQATイ

ソ遺伝子に対する特異プローブを用いて RNAゲル

プロット解析を行った。その結果，SQATl転写産物

は，調べたカボチャ器官ではほぼ一定であったのに

対し，SQAT2転写産物は本葉の発達，花弁の発達，

子葉の緑化に伴って増加した。これらの結果は，

SQATアイソザイムがカボチャ器官の発達において

生理学的に異なる役割を持つことを示唆している。

イムノプロットによるタンパク質レベルのアイソザ

イムの挙動と合わせて報告する予定である。
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lpJ16 
シロイヌナズナのスフィンゴ脂質長鎖境基合成酵素cDNA

のクローニング
国益益率邸、今井博之1 (甲南大・院・自然科学、 l甲南大・

理・生物)

スフィンゴ脂質は細胞膜や液胞膜に存在し、低温ストレ

ス条件下でのこれら膜系における物理的変化を引き起こす

主要な脂質成分である。しかしこの脂質が値物においてど

のような分子機構で生合成されるのかについては不明であ

る.そこで本研究では、植物のスフィンゴ脂質生合成系の

最初のステップを触媒する鍵酵素セリンパルミトイルトラ

ンスフエラーゼ (SPT)について、そのcDNAをシロイヌナ

ズナからクローニングした。
酵母 (S.cerevislaeJのSPTサプユニット (LCB2)と相

向性のあるタンパク質をコードしたcDNAをシロイヌナズ

ナESTDataBaseより検索し、 PCR法によりクローニング

した。クローニングしたcDNAは、既知のLCB2と相向性の

有る490アミノ酸残基からなるタンパク質をコードしてお

り、 SPTの補醇素であるピリドキサール5'ーリン酸の結合

モチーフを有していた.このcDNAを大腸菌において発現

させるとinvivo及び1nvitroにおいて新たにSPTの反応産

物であるスフィンガニンの生成が認められた。以上の結果

からこのcDNAがシロイヌナズナSPTをコードしているこ

とが確認された.

lpJ17 
シロイヌナズナのスフインゴ脂質長鎖塩基

キナーゼcDNAのクローニング

直直蓋盟、今井博之J (甲南大・院・自然科学、

l甲南大・理・生物)

スフィンゴ脂質長鎖温基キナーゼは、スフィンゴ脂質の生

合成、分解経路でできるスフインゴ脂質長鎖極基(LCB)をリ

ン酸化し、 LCB1-1)ン殴 (LCBP)の合成を触媒する酵素であ

る。植物において、マイコトキシンなどのセラミド合成阻害

剤の作用によりLCBが細胞内に蓄積し、これがシグナルと

なってプログラム細胞死の誘導が促進されることから、 LCB

キナーゼの発現制御が細胞の生死を決定する重要なステップ

であると考えられる.本研究では、シロイヌナズナを用いて

マウスのLCBキナーゼと相同性のあるcDNAのクローニング

を行い、大腸菌での発現を試みた.

得られたcDNAクローンは764アミノ酸残基からなるタンパ

ク質をコードしており、一般的なキナーゼとは異なるLCBキ

ナーゼ特有のボックスと高い相同性が見られた.このcDNA

をHis-tagとの磁合タンパク質として大腸菌において発現さ

せ、 SDS-PAGEで分析したところ、予想される分子量85，∞o
付近に融合タンパク質の存在を確認した。



2aJOl 
シロイヌナズナゲノムプロジェクト

ゲノム盗事SIl列決定と金塩&配911再注釈の進行状況

生並盤三』金子貴一、加.友彦、佐箆修正、動k恵理香、
小谷1・一、田畑哲之(かずさDNA研究所)

設々は高等植物における遺伝情"の全体像を理解する

ことを目的とし、モデル植物であるシロイヌナズナゲノムの全

l&&配列を決定するゲノムプロジェクトを進めている.日米欧

の6グループによる国際飽鯛プロジェクト AGI (Arabidopsis 

Genome Initiative)により 2000年7月に金纏益配列の解析完

了を予定しており、我4のグループでは3書染色体並びに 5番

緑色体の特定の分極領織について塩事配列の決定を行ない、計

算織による自動解析と注釈作鎌システムによる高速な解析をす

すめてきている.決定したl&&1e9l1情報は栂間性倹索ならびに

遺伝子コード領織予測を行ない、 www サイトおよび国際

DNAデータベースを通じて順次公開している.現在、本研究グ

ループ以外から公開された纏基配列についても同じシステムで

再解析し‘ AGI由来のすべての泡進配列解析情緩を閲覧可能な

サイトを公開している [http://www.kazusa.or.jp/kaos/]. 

1999年 12月現在、 1，117クローン、約 91メガペース分

のl&&配列の再解析を鍵了し、閲覧、相同性ならびにキーワー

ド検察などの情絡を公開している.温車庫配列解析を自動化した

システムと遺伝子情成予測のための尊用インタフェースを組み

合せ、高速な塩釜配列再注釈作業を進めており、 シロイヌナ

ズナ会l&&配列の高精度な解析情報を wwwを通じて握供す

るための犠備をすすめている.

2aJ02 
シロイヌナズナ、ミヤコグサ、クラミドモナス、ス

サピノリの EST解析

浅水恵理香 l、中村保、佐藤修正 1、福浮秀哉 2、

中嶋舞子 3、田畑哲之 1('かずさ DNA研、 2京大・

院生科、 3東海大・海洋研)

植物のゲノム解析はシロイヌナズナやイネを中心と

して進められている。これらの系では、ゲノム塩基

配列の決定と構造情報を利用したゲノムレベルでの

包括的な機能解析によって、植物が共通に持つ基本

的性質に関する理解が深まることが期待される。し

かしながら、これら 2種類のモデル植物でさまざま

な植物が顕す多様性を説明することは困難である。

そこで、我々は、いくつかの代表的な植物種のもつ

遺伝情報をシロイヌナズナと比較することによって、

各植物独自の遺伝子レパートリーや発現制御システ

ムを明らかにすることを目的として、大規模な回T

情報の蓄積を進めている。材料としては、ゲノム解

析や分子遺伝解析が可能なミヤコグサ(マメ科)、

クラミドモナス(単細胞緑藻)、スサピノリ(多細

胞紅藻)を選び、各材料より作製した均一化ライブ

ラリーおよびサイズ分画ライブラリーを用いて EST

解析を行った。
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2aJ03 
シロイヌナスナ DNAアレイの作製と遺伝子発現解析

蓋旦主盟、浅水恵理香、天谷正行、津金 j自L昭、桑田主

税、深見正信、中村保一、金子貴一、田畑哲之(かずさ

DNA研)

シロイヌナズナの全ゲノム塩基配列解読は2(XX)年夏ごろに

ほぼ終了すると見込まれている。ゲノム解析プロジェクトか

ら得られる膨大な遺伝引育報を活用する方法のーっとして、

DNAアレイ技術が開発されてきた。 DNAアレイとは、ゲノ

ムに含まれる多くの遺伝子を網緩的に集め、それらを適当な

支持体に固定し、それをテンプレートとして、 π浪NAを鋳型

として調製したcDNAプローフ.でハイプリダイゼーシヨンを

行う技術である。各ステップに関して、様々的i蹴が開発さ

れている。シロイヌナズナのDNAアレイに関しては、既に、

かずさ凶A研究所においてゲノム塩基配列解読に際して使

用したゲノムクローンを用いたアレイ(ゲノム DNAアレイ

出をすでに発表している(本年会第38回シンポジウム}.。

本研究では、かずさ DNA研究所で単離したシロイヌナズナ

のESTクローンを用いてDNAアレイを作製し、各種の条件

で生育させたシロイヌナズナの遺伝子発現を解析した。 DNA

アレイ捌すの詳細を報告する。

2aJ04 
DNAアレイを用いたジャスモン酸応答性遺イ云子群の
ゲノム規模での解析
主主主益王、浅水恵理香l、柴田大輔l、中村保ーl、
金子貴粟井光一郎、増田建、島田裕士、高宮建
一郎、太田啓之、田畑哲之l

(東工大・生命理工・生命科学、 lかずさ DNA研究
所)

ジャスモン酸はエリシタ一応答・ファイトアレキシ
ン合成などの病傷害応答の他、光合成・発芽・根の成
長に対して抑制的に、栄養貯蔵・花芽形成に対して促
進的に作用することが知られており、第7番目の植物
ホルモンとして注目されつつある。しかし受容体の単
離も含め、ジャスモン酸応答に関与する制御因子の解
析は他の植物ホルモンに比べ遅れている。

本研究ではシロイヌナズ、ナにおいてジャスモン酸に
応答する遺伝子をゲノム規模で解析するととにより、
ジャスモン酸による'情報の伝達経路を明らかにするこ
とを目的とし、ナイロンメンプレン上に約 3，000の
ESTクローンをフロットした cDNAマクロアレイフ
ィルターを用いてジ、ャスモン酸誘導性遺イ云子の単離を
行った。 30μMのジャスモン酸メチルで 12時間処理
したシロイヌナズナおよび未処理のシロイヌナズナか
らmRNAを抽出し、 α.:J;lpdCτ?の存在下で逆転写
反応を行って標識一本鎖 DNAを合成した。得られた
DNAをcDNAマクロアレイフィルターとハイブリダ
イズさせた結果をジ、ヤスモン酸メチル処理と未処理も
ので比較したところ、ジャスモン酸メチルに応答する
スポットが複数得られた。本発表では、これらの遺伝
子について解析した結果を報告する。



2aJ05 
シロイヌナズナのFunctionalGenomics -ジーン・エン

ハンサートラップ法による遺伝子発現の網羅的解析

加藤友彦、佐藤修正、田畑哲之(かずさDNA研)

シロイヌナズナ全ゲノムの塩基配列決定作業は

2000年7月に終了する見通しであり、これによって

さまざまな手法を用いた遺伝子の機能解析が加速さ

れることが予想される。植物においては、多数のタ

グラインを作製することが、遺伝子の機能解析を進

めるうえで重要な手法となる。我々は、包括的な遺

伝子の機能解析にむけてT・DNAタグラインの大規模

な作製を進めている。この際、個々の遺伝子の発現

パターンを解析する目的で、 GUS遺伝子をレポーター

遺f云子としたジーン・エンハンサートラップのシス

テムを導入している。またT・DNAの中には Ac/Ds系

トランスポゾンが含まれており、 T-DNA挿入位置か

らさらにトランスポゾンを転移させ近傍の遺伝子を

破壊することが可能である。現在までに 15000ライ

ンのタグラインを作製し、そのうち6，000ラインにつ

いてGUS染色による発現パターンの解析を行った。

2aJ06 
EFFICIENT AGROBACTERIUM-MEDIATED GENETIC 

τRANSFORMATION BY SUCROSE OR SALT PRE-

1REATMENT OF COTYLEDONS IN PANAX GINSENG AND 

DAUCUS CAROTA 

Y.E...ぷ且ill，T. KUSANO， H. SANO， Research and Education 

Center for Genetic Information， Nara Institute of Sci巴nceand 

Technology， Nara 630-0101， Japan 

P1asmolysis pretreatment by 1.0 M sucrose or 0.3 M MgSO. 

strong1y enhanced direct somatic embryo formation from 

cotyledons of Panax ginseng and Daucus carota. The number of 

somatic embryos per cotyledon highly increased and somatic 

embryos were formed directly from single epidermal cells of 

cotyledon surface. When cotyl巴donexplants of Panax ginseng 

and Daucus carota were pretreated wilh 1.0 M sucrose or 0.3 M 

MgSO. before co-cultivalion with Agrobacterium harboring 

GUS gene， lransient expression of GUS gene was greally 

enhanc巴d.In cotyledon explants without sucrose or MgSO. pre-

lrealmenl， few GUS positive spots constiluted with a group of 

cells were observed to scatter巴 on cOlyledon surfac巴. In 

cotyledons a仇:er sucrose or salt pretrealment， transienl 

expression of GUS gene were detecled in large areas of tissues 

of cotyledon explants. Similar results were obse刊巴din pre-

treated embryogenic calli. Using this method， we rapidly 

obtained transgenic plants at high frequency. 
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2aJ07 
リポソームに再機成された光化学系 I複合体のサーモライシ

ンによる消化

隼主主塾、小谷俊之、唐津智司、和田敬四郎、星名哲(金沢

大・理・生物)

光化学系 1(系1)複合体は少なくとも 13個のサプユニッ

トで構成されており、そのうち大型のお品， PsaBは、ヘテ

ロダイマーとして初期電子供与体 P7∞とそれに続く 3つの

電子受容体(Ao， Al， Fx)を配位し、電子伝達の主な場を形成

している。それらの構造と機能について X線結晶構造解析

や形質転換株の解析から、 P700やFxの結合部位などを含

めたC末端側の情報が得られている。しかしながら、 N末端

側の構造は不明な点が多い。本研究では系 I反応中心複合体

の構造や機能を明らかにするため以下の実験を行った。

ホウレンソウの葉緑体チラコイド膜より PsaA， PsaB， PsaK 

を含む系 I反応中心複合体を銅製し、凍結融解法によりホス

ファチジルコリンのリポソームへ再構成した。この再構成膜

をサーモライシンで処理後、得られた断片をアミノ酸シーク

エンサーとMADI-TOF質量分析計で解析した。さらに、ショ

糖密度勾配遠心法によりクロロフィルを含む断片を得た。こ

の断片は、約30即 aであった。得られた系 I反応中心複合

体の消化産物の性質について報告する。

2aJ08 
P700溝縮粒子のアルカリ処理:P700およびAu(A)の

みを特異的に変性させる方法

池上勇(帝京大・薬)

今回、 P700当たり 10個のChlaしか含まない光化

学系 I標品を用いて、 P700とAu(A?)のみが特異的に

変性する条件を確立したので報告する。

1. pHl1.5、 10
0
C処理したとき、 P700の還元条件下

(1 mM Ascorbate)では、 695nm吸収成分 (P700の

還元型)と共に686nmlこ吸収を持つ成分(Auor Aη 

がbleachする。時間と共にP700の変性速度は鈍化

するが、 686nm吸収成分の変性速度は変わらない。

2. P700の酸化条件下(酸化剤無し)では、 686nmlこ

吸収を持つ成分σ700の酸化型とん(A?))のみが

bleachし、還元条件下のものに比べその形は著し

くsharpになる。

3. 変性の速度はpHと温度がいずれも高くなるほ

ど皐くなる。また、変性は不可逆的で、アルカリ

処理後、 pH8に戻しても回復しない。

4. この変性に伴って、生残っているP700の定常光

による光酸化は著しく阻害される。即ち、 P700¥

Au-の電荷再結合の確率が上昇すると共に、 P700

光酸化の量子収率も著しく低下する。



2aJ09 
植物と細菌のもつ光化学系 l型反応中心の電子受容

体クロロフィルa(A，)と鉄硫黄センターの比較

佳麗~室、岩城雅代、大岡宏造 l 、深見佳枝 1 (基生

研、阪大理生物 1) 

ホウレンソウの光化学系 I反応中心の電子受容体

Chla-686 (A
o
)、緑色硫黄細菌ChlobiumtepidumのA。と

なるクロロフィルα異性体、 Heliobacterium

modesticaldumのA.8・OH司 Chlaの77Kでの反応とス

ペクトルを比較した。系 Iのへはエーテル抽出でキ

ノンを除くとP700.eの電荷再結合速度が100nsにな

り686nmにピークを示す。 Chl.tepidum反応中心をウ

レア処理してキノンと鉄硫黄センターを除くと45ns

のP840.A，，'間の電荷再結合がみられ、 A

ピ一ク、 P84刊O.に応じた668nmを中心にアクセサリ一

Cαhl叫lらしいシフトがみられた(1り)0H. modesticaldum 

RCにウレア処理は効かず、スクロースモノラウレー

ト処理でコア蛋白だけにするとP798.Ao・状態が100ns

で減衰し、 668nm(こA。ピークがみられた。 P798.とと

もに赤色シフトする色素も同じ中心波長を示した。

FeSセンタ.の反応とあわせて、構造との関連を検討

する。 (1)Iwaki et al ρ999) Plant Cell Physiol. 40. 
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2aJlO 
パルス EPRによる光化学系Eの電子伝達体配置:

QAとCytb559 

河盛阿佐子 1，東中資喜 1，黒岩繁樹 2，赤堀構造3

(1関学大理 2東大総合文化広大総合科学〉

パルス EPRのELDOR(電子2重共鳴〉法で 2個

の常磁性対の双極子相互作用を観測し，得られた

Do=gs/r
3から距離 rを決定し，また膜配向光化学系E

(Psn)のスペクトルの磁場依存性より，膜法線か

らの距離ベクトjレrの方向を決めることができる.

トリス処理した PSIICore膜の非へム鉄を亜鉛に

置換し，摂氏O度で8分光照射し， 3分暗所において

から 77Kで凍結する.約 8Kで酸化した Cytb559 

のスピンエコーを 9.5GHzで間隔1.5μsの第 lと3

パルスで観測し， 9.6GHzの第 2パルスで QA-スピン

を倒す時間をOから1.5μsの範囲で変えると振動ス

ペクトルが得られる.これより距離が 40Aと決定で

きる.さらに膜配向したスペクトルの角度変化につ

いてこの r=40Aと膜法線からの角度土700を使用して

最適の fittingが得られた.
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2aJll 
ギ酸処理による PSII電子伝達阻害の EPR研究
監旦延室河盛阿佐子 1Yashar M. Feyziev 2 

('関学大 ・理・物理、
2 Academy of 8ciences，Azerbaijan) 

ギ酸処理により、受容体側の鉄に配位している
重炭酸 (HC03-) とギ酸 (HCOO-) との置換が
起こり、それに伴い電子伝達も阻害されることは
よく知られているが、最近、ギ酸は供与体側の水
分解系 Mnにも配位するという報告があり I、今回
の実験ではそれを EPR信号の観測により確認す
ることを目的とした。
ギ酸処理された P8IIのEPR信号は、ギ酸濃度

と共に QA-Fe2+信号が出現し、変わりに、水分解
系Mnclusterの82multilineの減少が見られ、そ
の増減は線形関係になる。また酸素活性も減少し、
その状態での水分解系からの電子伝達の様子を、
主にチロシン Zラジカルの時間分解 EPRの測定
により推測した。詳細は当日議論する。

(1) Klimov V.V. et al.， Biochemistry 1997.36，16277 

2aJ12 
光合成の光阻害における活性酸素の作用機構

車山隼主人山本宏2、横田明穂Z.3、村田紀夫l

( 1基生研、 ZRITE、3奈良先端大・バイオ)

強光ストレスにより光化学系II複合体は不可

逆的な損傷を受けるが、同時にDlタンパク質を

はじめ構成成員の新規合成により修復される。

光阻害は活性酸素による複合体の損傷に起因す

ると考えられているが、これはinvitroの実験

系から導き出された仮説であり、生体内の現象

を直接反映しているかどうかは不明である。本

研究では、ラン藻Synechocystfssp. PCC 

6803株を用いて、光阻害における活性酸素の作

用をinvivoで解析した。生細胞をmethyl

viologenやHzOz，Rose bengalの存在下で強

光にさらすと、いずれの場合も光化学系IIの光

阻害が促進した。しかし、その際にタンパク質

合成阻害剤chloramphenicolを共存させると、

これらの化合物による光阻害の促進は見られな

かった。これら結果は、活性酸素が光化学系H

の光損傷過程ではなく修復過程を阻害すること

を示唆している。



2aJ13 
シアノバクテリア Synechocystissp. PCC6803の光化

学系IIサブユニット psbK破壊株の強光阻害
岡田克彦、池内昌彦 l、都筑幹夫(東京薬科大・生

命科学、 1東京大・教養・生物)

チラコイド膜上の電子伝達反応成分の一つ光化学
系II反応中心複合体は 20以上のサプユニットからな
る複雑な巨大タンパク質複合体である。そのサプユ

ニットの一つ PSII-Kは psbK遺伝子由来の分子量
3.9 KDa の膜貫通型のタンパク質である。シアノバ
クテリア Synechocystissp. PCC6803では psbKとそ
の上流のs111752を含む領域の遺伝子破壊株での研究
から、 PSII-K を欠く光化学系11反応中心複合体では
電子伝達速度が低下することが報告されている。本
研究では、 psbK 遺伝子のみを破壊した株を作製し、
強光照射下で光合成が阻害を受ける強光阻害過程へ
の PSII-Kタンパク質の有無の影響を調べた。 psbK
遺伝子破壊株の光化学系IIは強光による損傷を受け
やすいことが分かつた。強光下で psbK遺伝子破嬢
株の光化学系Eが野生株よりも速く失活し、その後
通常光下に戻したときの回復過程も遅くなっている
ことが分かつた。これらの結果は PSII-Kの欠如が光
化学系11の不安定化をもたらすことを示唆している。

2aJ14 
系11活性の強光阻害とその後の回復におけるPsbTの

役割

本盟組盟、高橋裕一郎(岡山大・理・生物)

系II複合体のPsbTは、葉緑体にコードされた小型

で疎水性のサブユニットである。 psbT欠損株の生育

は、強光照射下で著しく阻害される。すでに我々は、

野生株と欠損株の系11タンパクの光分解速度が同じ

であることを示し、 PsbTが光損傷した系11タンパク

の修復過程に関与していることを示唆した。本報告

では、系11活性の光阻害およびその後の回復過程に

おけるPsbTの役割を調べた。

野生株とpsbT欠損株に4時間強光照射を行うと、

酸素発生活性は野生株では約50%、欠損株では約

10%に減少した。ところが、葉緑体タンパク合成阻

害剤を添加した時の光失活の速度は、両株で同じで

あった。さらに、 15分の強光照射後に弱光下で系11

活性の回復を調べると、欠損株の活性の回復は野生

株よりもおよそ4倍も遅かった。従って、 PsbTサプ

ユニットは光損傷を受けた系11活性の効率的な回復

において重要な役割を果たしていると結論した。
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2pJOl 
光化学系2酸素発生系23kDaタンパク質のN末端部位
の役割
伊福健太郎佐藤文彦1.2

(1京大院・農・応生科、 2問・生命・統合生命)

光化学系2酸素発生系23kDaタンパク質(OEC23)

は、水分解反応に必須なCa2+とCl・の反応中心への

結合に関わると考えられている.しかしながらその
イオン局在化機構は未だ明かではない.

我々は、異なる植物由来のOEC23を大腸菌を用い
た発現系で調製し、その機能を塩処理によって
OEC23を外したホウレンソウ光化学系2との再構成
実験により比較した.その結果、各OEα3分子種間
で酸素発生を回復する機能に差がある事を認めた.
そこでOEC23分子種間で数種のキメラタンパク質を
作製し、各々の機能を解析した結果、 N末端側にイ
オン局在化能に影響をもっ重要な部位が存在する事
が明らかとなった。さらに部位特異的アミノ酸置換
による変異導入OEC23を用いて解析した結果、 15番
目のアスパラギンの位置の電荷が重要である事を認
めた.現在、 N末端部位を欠失させたタンパク質を
用いた解析、並びにOEα3と直接結合していると考
えられるOEC18存在下における解析を進めている.

2pJ02 
系E複合体の生合成におけるPshKタンパクの役割

整杢宣品、高橋裕一郎(岡山大・理学部・生物)

PshKは小型で疎水的な系ll-lfプユニットで、緑藻

クラミドモナスのpsbK:欠損株の解析から系E複合体

の分子集合や安定性に必須であると報告されている。

本研究では、 PshKに対する抗体を作製し、このサ

プユニットの存在部位や機能をより詳細に解析した。

ウエスタン分析によりPshKは細胞内でチラコイ

ド膜に局在し、 ドデシルマルトシドを用いて単離し

た系Eコア標品にすべて結合していることが示され

た。現在、系E捜合体の部分解体により複合体内で

のPshKの存在部位を解析している。

次に、暗所では黄化するy-l変異株を用いて、緑

化過程でのクロロフィルや系Hタンパクの合成・蓄

積を調べた。 PshKと系Eタンパクは黄化細胞には検

出されなかったが、緑イじ初期にPshKはクロロフィ

ルや系Eの主要なタンパクよりも少し早く蓄積され

ることがわかった。したがって、 PshKは比較的早

い段階で系E複合体に分子集合すると考えられる。



2pJ03 
光化学系 II酸化側光阻害における酸素の関与について

逸昆隆盛，水津直樹宮尾光恵山本泰(岡山大・理・

生物、 1農水省・生物研)

光化学系 IIの光阻害は酸化側と還元仮tlの異なるこつの機

梅で起こることが知られている.還元側光阻害には、過剰な

光照射によって引き起こされる光化学系 H反応中心での電

荷の再結合と、それによって酸素から誘導される一重項厳禁

が関与している.一方、酸化側光阻害は、光照射によって生

じる P680+やも庁どのような光化学系1Iの内在性カチオン

ラジカルが原因で引き起こされ、還元側光阻害とは対照的に

酸素は関与しないと考えられている。この研究では、 Tris

(0.8 M， pH 9.0)または NH20H( 5 mM， pH 6.5 )で処理

した光化学系 E膜療品を用い、酸化側光阻害における酸素

要求伎について再検討した.その結果、①電子伝達活性の失

活は酸素の存在に依存しない、②色素の光縫色は嫌気条件下

では抑制される、 ③01タンパク質の架機反応には酸素を必

要とするものとしないものがある、④01タンパク貨の分解

には酸素が必要であることがわかった。これらの結果から、

還元側光阻害だけでなく酸化側光阻害においても活性酸素分

子種が関与している可能性が考えられる。

2pJ04 
光化学系 H反応中心蛋白質 01とシトクロム b問 αサ

プユニットとの架橋産物のストロマプロテアーゼによる

分解

フェルジャニ アリ，安部紗失里，山本泰(岡山大・理・

生物)

光化学系 II反応中心蛋白質 01は光ストレスの主な

徳的であり、過剰な光によって損傷を受け分解される.

また、この時 01蛋白質はシトクロム b闘のαサプユ

ニット、 02、CP43との架嬬産物およびアグリゲート

が生じることが知られている。本研究では、光組審の過

程におけるこれら 01タンパク質の架橋産物のうち、特

に01!Cytb別 αサプユニットの架橋産物の代謝回転

を調べるため、ホウレンソウから単離した PSII膜標品

および葉緑体ストロマ画分を用いて実験を行った.その

結果、光照射によって生じる 01!Cytb剖 α架橋産物

は、ストロマ画分を加えてインキュペー卜することによっ

て特異的に分解されることが分かつた.また、ストロマ

のプロテアーゼ活性は pH8.0に至適 pHをもち、 ATP

を分解するアピラーゼの添加によってその活性が阻害さ

れた。また、架機産物の分解過程は架橋産物のリン酸化

/脱リン酸化による調節を受けることがわかった。関与

するプロテアーゼ同定は出来ていないが、現在その部分

精製を進めている。
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2pJ05 
チラコイドルーメン中のプロテアーゼによる光損傷

D1タンパク質の分解

主』革担， 山本泰 (岡山大・理・生物)

葉緑体のチラコイドルーメン中には、酸素発生系

OECタンパク質プールの他、多くのタンパク質が存

在するが、それらの機能はよく分かっていない。強

光照射による光阻害により、光化学系 II(PSID反応

中心タンパク質D1は他のサプユニットと比べ速い

turnoverを示し、速やかに分解される。今回、ルー

メン成分を保持する無傷のチラコイドを強光照射し

たところ、 PSII膜標品の強光照射では見られない分

子量 14kDa以下の多数のD1分解産物が観察された。

このD1分解産物は、無傷チラコイドをTritonX-100

処理して得られたbrokenチラコイドの光照射では見

られないが、 Triton処理で得られたルーメン成分を

含む画分をbrokenチラコイドに加えて光照射すると

再び検出された。このルーメン画分には、カゼイン

分解活性があった。現在この画分の性質を更に解析

中である。

2pJ06 
In Y1YOでの光化学系n01蛋白質分解経路の解析
主i豊車並!p.2，徳富(宮尾)光恵2(1生研機構農水省・生

物研)

in YiYOでのD1蛋白質の分解機構を明らかにするため、

強光照射下でのD1:蛋白質分解の様相を、生業葉片、無傷

葉緑体およびチラコイド膜とで比較検討した。

チラコイド膜に強光を照射すると、 D1蛋白質の切断
とD1蛋白質と他の反応中心蛋白質との架橋反応が並行し

て進行する。無傷葉緑体と葉片に強光を照射すると、チラ

コイド膜と同様に D1蛋白質は切断されたが、 D1蛋白質
を含む架橋産物はほとんど蓄積しなかった。一方、強光!照

射で架橋産物を生成させたチラコイド膜に ATPまたはス
トロマ薗分を添加すると、暗所で架橋産物が速やかに分解

されることがわかった。これらの結果は、架橋産物の分解
には、ストロマ局在性プロテアーゼとチラコイド膜に結合

しているATP要求性プロテアーゼの 2種類が関与してい
ること、および、葉片と無傷葉緑体で生成した架橋産物が
速やかに消化されることを示している。また、強光を照射

して D1蛋白質断片を生成させたチラコイド膜に Zn2+を
添加し暗所に静置すると、 D1蛋白質断片がさらに分解さ

れることがわかった。このことは、 01蛋白質切断断片は
チラコイド膜結合性メタロプロテアーゼで分解されること

を示している。以上の結果から、 inYiYOでは、 D1蛋白質
は架橋産物と一次切断断片を中間体とする複数の分解経路

で完全分解されることが示唆された。

本研究は生研慢構基礎研究推進事業の支援で行われた。



2pJ07 
系E反応中心タンパクDlのC末領域の酸素発生反応にお

ける機能

畳屋本留、岩崎(葉田野)郁 1、皆JlIfJli2、小野高明2、高

橋裕一郎， ('岡山大・理・生物、 2理研・フォトダイナミッ

クス研究センター)

酸素発生系のMnクラスターの結合および機能に系E反応

中心タンパクD1のC末領域は重要であると報告されてい

る。そこで我々は、 C末延長配列をもたないDlのN末か

ら343と344番目のアミノ酸をそれぞれ大きな構造変化を

導くと期待されるProに置換した形質転換体。し343P-Oc

とA344P-Oc)を作出し、酸素発生系への影響を調べた。

A344P-Ocは光合成的に生育せず、酸素発生活性が失わ

れていた。一方L343P-Ocは光合成的に生育し、酸素発

生活性は野生型の20%程度に低下した。しかし、

L343P-OcとA344P-Ocの系Eタンパク量の低下はわず

かであった。熱発光の測定を行うと、 L343P-Ocと

A344P-OcにはQ・bandが検出されず、高温側に異常な

バンドが発光されていた。以上の結果から、 343と344番

目のアミノ酸置換によりDlのc末領域のタンパク構造が

変化し、 Mnクラスターの機能が大きく影響を受けたこ

とがわかった。

2pJ08 
D1タンパク質のランダムなアミノ酸置換により光独立栄養性

を失ったSynechocystissp. PCC 6803変異株の解析(1)ーラン
ダムな変異の導入とニトロフラントイン処理による選別ー

斗且盟弘¥鎌田知江佐藤公行日

('岡山大院・自然科学岡山大・理・生物)

シアノバクテリア・藻類・高等植物などの酸素発生型光合成

生物を特徴づける光化学系E反応中心は、 psbA遺伝子にコー

ドされる 01タンパク質を中心に構築されており、このタンパ

ク質上には反応中心の構造・機能に直接関与するアミノ酸残基

が数多く存在しているものと推測される。

本研究では、ラン議Synechocystissp. PCC 6803株の持つ

3つのpsbA遺伝子のうち、 psbAIとEを失活させた Cm4a-
1株を用い、 psbAII遺伝子にPCR法を用いたランダムな突然

変異誘発を行うことで、 D1タンパク質上の Ser148-A1a357
聞の広い領域にアミノ酸置換を導入した。ついで、ぞれらの変

異株から光合成能の低下した株を、“明条件下のニトロフラン

トイン処:11"等の方法で選抜した。こうして、新たに約 150
の光合成能損傷株が単離され、そのうちの約 85%が独立栄養

性を喪失していることが確認された。これらの株について、置

換を導入したpsbAII遺伝子領域の塩基配列を決定したところ、

1 -9ケ所(平均約3ケ所)のアミノ酸置換が検出され、その

中には、 Tyr161やHis198などの予想された変異部位に加え

て、多数の未報告の変異部位が含まれていた。今後、変異株の

解析を通じて光化学系 Eの構造と機能へのアミノ酸残基の関

与を解明する予定である。
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2pJ09 
D1タンパク質のランダムなアミノ酸置換により光独立栄養性

を失ったSynechocystissp. PCC 6803変異株の解析。1)ー光独
立栄養性領失株の光化学系Eの特性.

盤国主E主3:.'，山里明弘佐藤公行'.2
('岡山大院・自然科学岡山大・理・生物)

我々はラン藻Synechocystissp. PCC6803株を用い、酸素

発生型光合成を特徴づける光化学系 H反応中心の構造及び機

能を解明することを目的として、その中核を担う 01タンパク

質上にランダムなアミノ酸置換を導入した。今回、これにより

光合成能の低下した約 150の変異株を得たが(前報告)、塩基配

列決定の結果から、これらの株のうちいくつかについては、

D1タンパク質上の変異部位は1または2箇所に限られており、

ぞれらは未報告のアミノ酸置換であることが示された。そこで

本研究では、これらの株のうちから約20株を選ぴ、その光化

学系Eの特性を解析した。まず、これらの株は全て光独立栄養

性を喪失しており、これにはpsbAII遺伝子上の変異のみが原

因となっていることが、野生型との相補テストにより、確認さ

れた。これらの変異株のうちには、 D1タンパク質の蓄積が極

度に低下し(<5%)、光化学系E活性が見られない株(例;Q187P) 
や、蛍光の誘導期現象(Fv/Fm)は見られず水分解の機能は失っ

ているが、 OPCを電子供与体とする活性の高い光化学系 Eを

蓄積している株(例:N298I， N301 y)など、多様な場合が認め

られた。本研究では、これらの変異株について、問題となるア

ミノ酸置換と機能発現との相関関係を解析することにより、光

化学系E反応中心の構造と機能の解明を進めている。

2pJ10 
光化学系 H複合体結晶の性質

法一基L ・神谷信夫(理研・播磨研)

好熱性らん藻、 Synechococcusvulcanusより得ら

れた酸素発生光化学系11複合体の結晶の性質につ

いて報告する。結晶は主に菱形で、最大 1x 0.5 x 
0.15 mmまで成長する。結晶は、系IIの主要サブ

ユニットであるCP47，CP43， D1， D2，チトクロムb

559αとpサブユニット、表在性蛋白である33kDa， 

12 kDa蛋白，チトクロムc-550及び、数種の低分子量

サブユニ ットを含み、高い酸素発生活性を保持し

ていた。ゲル浦、過により決定した結晶中の系11の
分子量は580kDaで、あり、系IIが二量体として結晶

化したことが示された。放射光を用いて100Kで
測定した結果、最高分解能3.4入の回折斑点が確

認され、分解能4.0Aのネーテイブデータセット

を収集することができた。結晶の空間群は

P212121で、格子定数はa=130λb=227 A， c=308 A 
であった。単位格子中に含まれる系11単量体の数

は 8個であった。結晶構造解析の進展状況を合わ

せて報告する予定である。



3aJOl 
紅蕩チアニジウムの酸素発生裸品に存在する表在性20kDa蛋白

のクローニングと発現

率E単室、上野匡司、沈建仁1、加茂政晴2、榎並勲 (東理大・理・生

物、 L理研・矯磨、 Z岩手医科大・歯・口腔生化)

我々は、紅蕩チアエジウムから単厳した精製酸素発生系11療品に、 4

1量の表在性蛋白 (33kDa，チトクロームc550，12 kDaおよび20kDa) 

が結合している事をすでに報告した[Enamietal.(1995)B.B.A.1232， 

208・2161.本研究では、これら表在住蛋自の中の20kDa蛋白をク

ローニングし、その金寝基配列を決定するとともに、その遺伝子の大

腸菌による大量発現に成功したので報告する.20 kDa蛋白は純化した

酸素発生系II練品をCaC~処理し、 4種の表在住蛋白を遊降したのち、
イオン交換カラムにより精製した.精製した20kDa蛋自のN末端アミ

ノ酸配列を決定し、その配列からミックスプライマーを合成し、 λベ

クターに組み込んだcDNAをテンプレートにPCRを行い、コードする

DNA断片を得た.得られた配列から再度プライマーを合成し、 λベク

タープライマーとPCRを行うことにより、 T・側および3'ー側までのフ

ラグメントを得、全配列を決定した。得られたクローンは72個のアミ

ノ酸残基よりなるリーダー配列と146個のアミノ酸残基からなるマチユ

アな蛋白(分子量=16386)をコードしていることが明らかになった.

このアミノ酸配列をスイスプロットデータベースに対しホモロジー

サーチしたところ、 Volvoxの17kOa蛋白と36.3%、Chlamydomonas 

の17kDa蛋白と30.3%の相同性を示した.またpCAL-n-EKを用い

て、この蛋白を大腸菌に大量発現させることに成功した.発現した蛋

白をカルモデュリンアフィニティーカラムを用いて精製したところ、

この発現蛋白もCaq処理した系II練品に再結合し、酸素発生を活性化

することが明らかとなった.

3aJ02 
地衣酸によるタバコ清養細胞の光合成電子伝達阻害

直丞盤.IH、遠藤剛、伊福健太郎、山本好和 i、木下矯浩2

竹下俊治3、佐藤文彦

(京大院・生命科学、 1秋田県立大・生物資源、 2日本ペイント

3広大・学校教育)

地衣類の生産する地衣成分の内、有機酸類には地衣特有のもの

が多く、これらは特に地衣酸とよばれている.我々は地衣酸の生

理を解析し、地衣酸が光化学系 IIの還元側及び酸化側を阻害する

ことを明らかにした{遠藤BBB，62， 2023， 1998)。さらに、行ミト・モナ

兄、 地衣類共生誕(Trebouxia)、タバコ培養細胞を用いた数種の

地衣酸の解析から、クラミドモナス、共生藻では阻害額l位が酸化

傾IJにあること、タバコ培養細胞では還元側にあることを明らかに

し、細胞種により阻害部位に違いがあることを報告した。今回、

タバコt吉養細胞、特にアトヲジン耐性妹を用いて地衣酸による PSII

阻害作用を詳細に検討した結果を報告する。

アトラジン耐性株 (8、0)は野生抹 (NI)より強く阻害され、

特にD株は酸化側も強く限害されることを認めた。一方B棟では、

酸化側の強し、阻害は認められなかった。そこで、来だアトラジン

耐性機構の明らかでないB練の01タンパク質遺伝子の温基配列

を決定した。またチラコイド膜レベルでの地衣酸の作用について

解析を進めている結果を報告する。
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3aJ03 
プロテアーゼ処理した33kDa蛋自のラン色細菌、紅藻、高等植

物の系IIへの再清成

護霊L髭産1.' 太田尚孝¥元木章裕九平野昌彦佐藤公行九榎並勲3

(1東理大・理岡大・自然科学東レリサーチセンター)

酸素発生に必須なMnクラスターの機能保持に重要な役割を

もっ33kDa蛋白は全ての酸素発生型生物に存在し、そのアミノ

酸配列はラン色細菌から高等植物まで比較的よく保存されてお

り、催物種をこえて50-60%のホモロジーを示す。また、ラン

色細菌から高等植物にいたるまで、どの植物からの33kDa蛋白

でも多種の緬物の系IIに再結合でき、酸素発生を活性化するこ

とができる。しかし、ラン色細菌や紅藻の33kDa蛋白のプロテ

アーゼによる限定分解部位と高等櫛物の33kDa蛋白の分解部位

は明らかに異なる(第63回植物学会発表)。この事は、 33kDa蛋

自の布陣造は植物種により異なることを示唆している。そこで、

本大会では、 33kDa蛋白の系IIへの結合ドメインが異なる可能

性をはっきりさせるため、限定分解部位の異なる33kDa蛋白を

ラン色細菌、紅事臣、高等植物の系IIに再構成させ、再結合の有

無について調べた。その結果、キモトリプシン処理によりN末

端の16残基が切断された高等植物の33kDa蛋白は、高等植物

の系IIには再結合できないが、紅務やラン色細菌の系IIには結

合できることが明らかになった.同様に、ラン色細菌や紅藻の

33kDa蛋自についてもプロテアーゼ処理後、 3種の植物の系II

への再結合能についても報告する予定である。

3aJ04 
紅藻の酸素発生系 II標品に存在する表在性 12kOa蛋白の系 II

への結合能と再活性化能に及ぼすプロテアーゼ処理の影響

皇起藍盤、太田尚孝、井上康則 1、視並 勲(東理大・理・生物、 l東

理大・理工・応用生物)

すでに我々は紅蕩 (Cyanidiumcaldarium)から活性の高い酸素発

生系II棟品を純化し、その車工蕩系II療品には33kDa， 20 kDa， 12 kDa 

蛋白とチトクロームc550(Cyt c550)の4種の表在性蛋白が存在する

ことを報告した(1)・また、この系II標品から 12kDa蛋白とCytc550 

を遊献すると、酸素発生活性に高いCa'+やCI要求位を示すようにな

るが、これらの表在住蛋白を再構成するとイオン要求性は消失するこ

とから、これらの表在性蛋自は高等植物の表在性23，17kDa蛋自に類

似した機能をもつことを明らかにした (2)。本研究では、紅藻の表在

性 12kDa蛋白の構造と機能を明らかにする試みの 1っとして、 12

kDa蛋自の系IIへの結合能と酸紫発生の再活性化能に及ぼすプロテ

アーゼ処理の影響について調べた.その結果、キモトリプシン処理し

た12kDa蛋白は、他の表在性蛋白とともに系11に再構成すると、その

限定分解産物は完全に再結合したが、酸素発生の再活性化は認められ

なかった。一方、 V8プロテアーゼで処理した 12kDa蛋白は、再梅成

実験により、その分解産物が完全に再結合するとともに、かなりの酸

素発生の再活性化がみられた.現在、上記プロテアーゼによる限定分

解部位の決定を行いつつある.上記結果と限定分解部位を相互比較す

ることにより、 12 kDa蛋自の系IIへの結合部位や酸素発生活性を保

持するのに必要な締造などについて検討したいと考えている。

(1) Enami et al. (1995) Biochim. Biophys. Acta 1232， 208・216

(2) Enamiet al. (1998) Biochem istry 37，2787-2793 



3aJ05 
PSII酸化側電子移動へのPsbL関与の分子機構
主国益主、岩田達也、豊島喜則
(京大院、人間・環境)

PsbLは、 PSII複合体を構成するタンパク質の一
つで、 37アミノ酸残基からなり、 C末端側に1本の
膜貫通ヘリックスを持っている。我々は、これまで
にPsbLのY34を含むC末端領域の幾つかのアミノ酸
残基かマzからP680+への電子移動に関与しているこ

とを明らかにしている。ここでは、この分子機構に
関する二つの実験結果を報告する。

1) YZ/YDの光酸化のpH依存性に対するPsbLの
寄与を、再構成法とEPR法を用いて調べた。 PSIIで
は、 pH上昇に伴いYz/Yoのラジカル生成による
signal II強度が2段階(pK4.5とpK6.5)で増加した。
PsbLを除去したものではpK4.5の成分が消失し、
pK6.5の成分のみが残った。

2)上記のPsbLの効果はC末端6残基をl残基ごと
にLで置換した場合、 Y34置換体でのみ消失した。
また、 Y34をそれぞれL、S、Hに置換するとPsbLの
効果が消失したが、 Fに置換した場合には、野生型
の約70%の活性を示し、 Y34の芳香族環がYz/Yoの
光酸化に重要であることが示唆された。

これらの結果を、 in vivoでPsbLに変異を導入し
た結果と比較して考察する。

3aJ06 
好熱性シアノバクテリアSynechococcuselongatus 
の光化学系 2サプユニットタンパク質PsbXの機能
解析

加藤造、池内昌彦(東大・教養・生物)

PsbXは光化学系 2複合体に結合している4.1kDa
の膜貫通タンパク質である。 PsbXは高等植物、シ

アノバクテリアに存在するが、その役割について
は明らかになっていない。そこで我々は、好熱性シア

ノバクテリア Synechococcuselongatusの形質転
換系を用い、 psbX遺伝子破壊株 (，1psbX株)を作

出してPsbXの機能解析を試みた。 ，1psbX株は光

独立栄養条件では野生株とほぼ同じ増殖を示した

が、細胞の酸素発生活性のキノン濃度依存性に違

いが認められた。つまり、 2.6DCBQでは，1psbX
株は野生株よりも低濃度で最大活性を示した。チ

ラコイド膜でも同様の結果が得られたことから、
，1psbX株の光化学系 2複合体の電子受容部位に何

らかの変化が起きていると考えられる。これをよ

り詳細に解析するため、現在，1psbX株から光化学

系2複合体を精製しており、その結果を含めて報

告する予定である。
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3aJ07 
酸素発生マンガンクラスターにおけるヒスチジン配

位子の構造

塁旦~、井上頼直、 Xiao・Song Tang
1 
(理研・光

合成科学、 10uPontde Nemours & Co.) 

酸素発生Mnクラスターを形成するアミノ酸配位

子としてヒスチジンが存在していることはESEEM
の実験から示されていたが、その配位樋造などの詳

細は不明であった。そこで本研究では、フーリエ変

換赤外(FTIR)分光を用い、ヒスチジン配位子のプロ
トン化構造や水素結合状態などを調べた。
ホウレンソウの全15Nラベル及びラン藻のイミダ

ゾール基の選択的15Nラベルを用い、酸素発生系の

S2/S1FfIR差スペクトルにおけるヒスチジンのバン
ドを同定した。その結果、 1113cm'1のC-N伸縮振動
バンド及び2500・2850cm・1のN-H伸縮振動上のフェ

ルミ共鳴ピーク群がヒスチジン由来であることが示
された。 1113cm・1バンドの振動数及びN重水素化シ

フトから、 Mnクラスターのヒスチジン配位子は、

Nπイ立がプロトン化されている構造をとっているこ
とが明らかとなった。また、>2500 cm・1のピーク

群は水素結合したイミダゾールN-Hに特有なもので

あり、ヒスチジン配位子のN-Hが水素結合を形成し

ていることが示された。

3aJ08 
光合成光化学系 II (PSII) コア複合体の単量体

および二量体の単離とそれらの性質

山成敏広、野村勝司、丞墨里遺(広島大、総合科)

HPLCゲル鴻過法および煎糖密度勾配超遠心

法により、 nードデシル-sーDーマルトシドを

用いて、ホウレンソウ PSII粒子から 2種類の

PSIIコア複合体を単離した。これら 2種類の複

合体は閉じタンパク質組成を示し、かつそれらの

分子量はそれぞれ約 320および 440kDaであり、

単量体および二量体と同定された。また、これら

複合体中のシトクロム b・559の酸化還元滴定の

結果は、それぞれ高電位型 (Em~430mV) を示した。



3aJ09 
C a 2 +結合部位への l価カチオン結合による光合成酸素発生

系Mnクラスターの性質の変化

公霊童盟，千葉憲之.Annette Rompel. 理研PDC・光生物)

光合成酸素発生機能には4核Mn錯体の極近傍に結合して

いると考えられている l個のCa 2+イオンが必須である.し

かし. C a 2+イオンの結合部位，その機能に関しては不明の

部分が多い.本研究では酸素発生能を失ったCa除去系n膜

を材料とし価カチオン(Li¥Na"K+. Rザ. Cど)をプ

ロープとしてCa 2+イオンの役割について検討し以下の結果

を得た.1)Ca2+イオンの替わりとして酸素発生機能を回

復させる l価カチオンは存在しなかった.2)Ca2
+イオン

よりイオン半径が小さい Lt，Na+はCa 2+結合部位に低い

親和性しか示さなかったが Ca 2+イオンよりイオン半径が

大きい K+.Rザ， CS+は高い親和性を示した. 3) K+. Rザ，

Cs+の結合によりMnクラスターの酸化電位は著しく変化し，

光照射により異常な熱発光バンドを示す，また，この状態は

マルチラインEPR信号を示さない. 4) 1価カチオン置換

試料を光照射した後Ca 2+イオンを暗所で添加することによ

り正常な S2状態が回復した. 1価カチオン結合状態でも光

照射によりMnクラスターの酸化反応が進行し S2に相当す

る酸化状態となることが示された.

3aJlO 
クラミドモナスDl変異株を用いた光化学系E反応中心の解

析

革調達也，小野高明，皆川純

(理研PDC'光生物)

光化学系E反応中心“P680"は水をも分解しうる高電

位を持つが、その理由は未だ明らかになっていない。構造

解析された紅色光合成細菌との相向性の比較より、 D1 • 

D2タンパク質の 198番目のヒスチジンが反応中心“P

680"の配位子として働いていると予測されているが、

その他のクロモフォアの配位子は判明していない.そこで

我々は“ P680"近傍のDlタンパク質の 18 9番目の

グルタミン酸と 190番目のヒスチジンを変異させた株を

作成した.クラミドモナスのD2タンパク質のC末にヒス

チジンタグ導入した株より、光化学系E反応中心複合体を単

離・精製し、その性質を調べることにより、高電位形成の

メカニズムの解析を行った.変異株の一つである 190番

目のヒスチジンをアルギニンに換えた変えた株では室温で

のクロロフィルQy吸収の極大が672-3nmにブルーシフ

トしており、吸収スペクトルから算出した活性な“P68

0"の劉合はコントロールの約6筈IJに減少していた.また、

フェオフィチンに対するクロロフィルの比の若干の低下が

見られた. 1 89番目のアミノ酸を変異させた株の解析も

報告する。
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3aJll 
光合成の初期過程におけるホスファチジルグリセ

ロールの機能に関する分子生物学的解析

韮屋蓋盤、佐藤典裕1、都筑幹夫1、正元和盛2、

Zo1tan GOMBOS、和田元(九大院・理・生物、

1東京薬科大・生命科学、 2熊本大・教育・生物)

光合成の初期過程の場であるチラコイド膜は、

主にタンパク質と脂質によって構築されている。

脂質としてはガラクト脂質、スルホ脂質、リン脂

質が存在するが、それらの各脂質の光合成におけ

る機能については殆どわかっていない。

本研究では、光合成におけるホスファチジルグ

リセロール(PG)の機能を調べるために、ラン藻

Synechocystis sp. PCC6803のホスファチジル

グリセロールリン酸(PGP)合成酵素欠損株(pgsA

破壊株)を作製し、その性質を野生株と比較した。

得られた破壊株は増殖に PGを要求し、他のリン

脂質ではこの PGの機能を補うことはできなかっ

た.このことは、 PGが Synechocystisの摺殖に

必要不可欠であることを示している。また、 PG
を含む培地で繕殖させた pgsA破鐘株を PGを含

まない培地に移すと、野生株に比べ光合成活性が

著しく低下した。このことは、 PGが光合成の初

期過程において重要な機能を担っていることを示

唆している。

3aJ12 
クロロフィルdをもっ酸素発生型原核生物

Acaryochloris marina :光化学系11の反応中心

量撞盛土包、伊藤繁、岩崎郁子1、沈建仁2、井上頼直2、

宮下英明3、宮地重遠3 (基生研、 l秋田県立大生工研、

2理研.播磨研、 3海洋バイオテクノロジー研.釜石研)

酸素発生光合成をする原核生物Acaryochloris

marinaは主要色素としてクロロフィルd(Chld)をも

ち、 Chlaは3・5%しかない。Chla型と比較するとア

ンテナChldは赤色域で約40nm長波長にあり (715

nm)、0.1eV低い光エネルギー(1.73eV)を吸収する。

細胞破砕後dodecylmaltosideでチラコイドを可溶化

し、ショ糖密度勾配遠心により、 705nmに吸収極大

を示す光化学系II濃縮画分を採取した。標品にジブ

ロモチモキノンを添加してnsレーザ閃光照射する

と、 720nmの吸収帯が減少し、 tl/e=0.3ms. 3 msの二

相で回復した。これと同時に酸化型Ch1に特徴的な

830nmの吸収増大を観測した。既にA.marinaの光化

学系Iは740nm光を吸収するChld(P740)が反応中心

クロロフィルと推定されており、光化学系IIでも720

nmlこ吸収極大をもっChldが反応中心クロロフィル

である可能性が高い。



3aJ13 
Chldを主要な光合成色素として持つ原核藻類
Acaryochloris marinaの蛍光特性

三室---.5主，宮下英明1 平山香，宮地重遠1

(山口大・理・自然情報科学 1海洋バイオ研・釜石)

Acaryochloris marinaにおいては Chldが 95%以上
を占め残りが Chlaである。 PS1 RCの電子供与体は
Chldである事が報告されている。昨年、我々は PS
IIにおいては Chlaが電子供与体であることを明らか
にした。今回。この藻類における励起エネルギー移
動経路や RC復合体での色素構成の特徴を知るため
に蛍光特性を精査した。
測定には定常期の細胞を使い、定常系での測定を

行った。

( 1 ) PS IIでは室温で Chldから Chlaへの up-hill
のエネルギー移動が観測され、エネルギー準位の低
いアンテナを持っても酸素発生には問題が無いこと
が確認された。 (2) 77Kでは PSIIの蛍光は Chld
に由来する 1成分 (735nm)であり、他の酸素発生型
光合成生物とは際だった違いが認められた。これは
Chlaとのエネルギー差が大きいことと関連すると考
えられる。(3) 77Kでは PS1蛍光が明瞭なバンド
として観測されず、際だった違いであった。これら
の結果を基に、 A.marinaの光合成系の特徴について
議論をする。

3pJOl 
Cytochrome b，f複合体による PhotosystemIIでの光エネルギー散逸機織制

御の解明

塞墨~、竹田恵美\遠藤岡ド、橋本隆、鹿内利治(奈良先端大・バイ

オ、 1大坂女大・基理、 2京大・院生命科学)

値物の光合成器官は光エネルギーを化学エネルギーに変換する最も優

れた装置であるが、光エネルギーが過剰な環境下では酸素ラジカルの生

成により光障害を受けてしまう.植物は強光下ではクロロフィルが吸収

した過剰な光エネルギーを光化学系日の反応中心に伝達する前にアンテ

ナから熱として安全に散逸させている (NRD.nonradiative dissipation). 

NRD は電子伝達に伴って形成される ~pH により誘導されるため、光環

境に瞬時に対応して光化学系 Eの量子収率を調節することができる.

我々はこの散逸機構や制御機構の詳細な分子メカニズムを解明するため

に、クロロフィル蛍光イメージ化システムを用いて Arabidopsis変異株の

スクリーニングを行い複数の変異線を得た.その中の IlrdJは Light

h.rvesting complex IIの構造変化に依存するはやい phaseの NRDが誘導さ

れていないことがクロロフィル蛍光の測定によりわかった.またカロテ

ノイド分析の結果、 XanthophyllCycleの活性が低いことがわかった.ポ

ジショナルクローニングにより、 nrdlは cytochromeb，f複合体の Rieske

iron.sulfur subunitをコードする petCに変異があることが明らかになった.

nrdlはt.pHの形成が十分でないために光エネルギー散逸機嫌の誘導を

行えないと考えられる.nrdlは光強立条件下で野生株と変わらない成長

速度を示すが、強光、低 CO，濃度ストレスに弱い.これらの結果は IIrdl

で形成される ~pH が光合成活性を維持するには充分であるが、 NRD を

誘導できない量であることを示す.このことから b，f復合体で形成され

る ~pH の少なくとも一部は光化学系 E の量子収率の調節のために機能し

ており、光陣害を防ぐ生埋的重要性を持つことが明らかになった.
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3pJ02 
トウモロコシのC‘光合成細胞特異的に発現しているFdイソ蛋白質

を導入した形質転換ラン藻の光化学系 I循環的電子伝達活性の差異

の検証

査主主王，藤本寛樹.長谷俊治遠藤剛メ真野純一佐旗文彦

(阪大・蛋白研京大院 ・生命科学京大・食研)

昨年度の年会で我々は、 C‘楠物であるトウモロコシの業の葉肉

細胞と維管東鞘細胞のそれぞれに局在する異なる 2種の7ェレドキ

シン (Fd)イソたんぱく質問 IとFdJIの遺伝子をラ ンiJPlectonema 

加'ry卸 umへ別々に導入し、得られた形質転換ラン藻の解析から、

FdIとFdJIは光合成電子伝達系における光化学系 I循環的経路へ電

子を送る活性が異なるという仮説を提唱した。この仮設を証明する

ことを目的とし、形質転換ラン藻の更なる解析を行った。光化学系

I反応中心P700の紫外光(>710nm)照射による骸化還元測定において、

明所で生育させたFd1またはFd11形質転換ラン藻はいずれも殆ど

P700の酸化が偲められなかったが、暗所に移して 3日後にはFdI導

入形質転換体でその酸化レベルが顕著に上昇する一方向日導入形質

転換体ではそのレベルは低いままだった。いずれの形質転換体でも

暗所に移すことにより呼吸活性は同程度に低下しており、暗所処理

後もFdJI導入体でみられたP700酸化レベルが低いのは、呼吸基質か

ら光化学系 Iへの電子流入はFd1導入体と問機に減少するが、光化

学系 I周辺の循環的電子伝達活性が高いためと考えられた。更にFd

JI導入体では野生型らん藻やFd1導入体に比べて細胞内ATPレベル

が高い一方 NADPHレベルは低く上記の仮説を支持する結果が得ら

れるとともに、トウモロコシにおいてFd1とFdJIがその存在場所で

ある葉肉細胞と維管東鞘細胞で要求されるエネルギーレベルに見合

うような電子伝達特性を持つ可能性を示す。

3pJ03 
スギナ (E.arvense) フェレドキシンの大腸菌発現ベクターの

作製

車旦土旦正、松永茂晃、広瀬修一、有賀洋子 l、長谷俊治 l、

手島圭三(広島大・総合科学、 1阪大・蛋白研)

これまでスギナフ ェレドキシンの溶液構造を NMR法を用

いて調べ酸化還元による lHの化学シフ ト変化等を明らかに

してきたが、さらなる静的、動的権造変化を調べるためには

同位体標識した標品が必要となるので、今回、スギナフェレ

ドキシン Iと II (Fd 1とFdII) の大腸菌による発現系の構築

を試みた。

既知のア ミノ酸配列から、両端にNco1とXba1の制限酵素

部位を持つ約300bpからなるFd1および E遺伝子を設計した。

今後のアミノ酸改変を考えて幾つかの制限酵素部位を導入し

た。各遺伝子をまず 2つのプロックに分け、プロックの合成

は 8組のオリゴヌクレオチドをリン酸化、アニーリングおよ

びライゲーションすることによって行った。i?zに、ベクタ-

pTrc99A1こ 2つのプロックを挿入して、 Fd1とEの発現ベクタ

ーを得た。挿入遺伝子の塩基配列はDNAシークエンサーにより

確認した。さらに、 PCR法により両端にNde1とBcl1の制

限酵素部位を持つFd1 遺伝子を調製し、ベクタ -pET9aに挿入

して新たなFd1の発現ベクターを得た。いずれの場合も大腸

菌を形質転換したところ発現を確認した。今後は高発現の条

件の確立を目指す予定である。



3pJ04 
トウモロコシの葉と根に器官特異的に分布する 2種

のFd:NADP+還元酵素の立体構造と機能特性の解析

重畳i屋血l、楠木正己l、恩田弥生2、有賀洋子2、

長谷俊治2 (阪大・蛋白研・ l生体分子解析研究セン

タ一、 2酵素反応学部門)

Fd:NADP+還元酵素(FNR)は様々なプラスチドに広

く存在する約35kDaのフラピン酵素であり、葉緑体で
はFdを介してピリジンヌクレオチドの光還元反応を

司り、根プラスチドではNADPHの還元力をFd依存性
の代謝反応に供給する役割をもっ。トウモロコシの
業と根に器官特異的に分布するFNRアイソザイムを
材料にX線結晶構造解析を行ない、今回、従来の葉
型FNRに加え、根型FNRの立体構造を初めて明らか
にしたので報告する。 FNRと電子授受を行なう Fdに
も、光合成型と非光合成型のイソ蛋白質が存在する
ので、器官特異的なFNRとFdの組合せを考慮した複
合体形成や電子伝達能を解析したところ、根FNRと
非光合成型Fdとの聞に、 NADPH-FNR→Fdの還元力
伝達に有利と思われる強い蛋白質問相互作用を見い
出した。この構造要因を立体構造上で特定すべく、
FNRとFdの部位特異的変異体を用いて解析を進めて
おり、目下、根プラスチドに存在するFNRとFdの相
互作用様式は、葉緑体の分子種間のものとは異なる
可能性を示唆する結果を得ている。

3pJ05 
締色磁讃細菌CbJ01Vb脚 teρidum反応中ILとNA D (P)Jl6:璽

元系に関する研院

i盟屋盤丘、楠元範明、富岡厚1.2、力[成脚育、榎並府、桜

井英博

(早大・教育、キリンビール製jt 岩手医科大・歯特伊、

東京理科大・理)

緑色硫黄細菌わ光化学反応中ぶま、 PSIやへリオバクテ

リア光化学反応中IL'tと同様に鉄硫黄型反応中心に属し、

PSIと同槻こ Fd、FNRを介した系により NAD(P)を還沼Jて
t )ると考えられているが、その詳細ま沫花、明うかになって

しない。我々は夕日こ、縦硫黄細菌CbJ01V.伽~ tepjdumで

は疎7kフロマiグラフィーにより4つのFd画分A---Dが 能

れること、 N末端15-25アミノ膨主基の分棚、らAはFdIII、
Bは FdII 、C，Dは耕こ Fd1に対応することを報告した。

その徳乃アミノ麟断紛柿こより、 C，Dは同一アミノ酸組成

であることが分かった。また、これらの Fd及びホウレンノフ

Fdは、精製反応中心ホウレンノフFNRを舟3た荊こおい

て高け也塁沼舌性を示Jた(540---760μrnole.rn g Bchl 3-1
• 

11-1)0同細菌乃可溶性画分よりジアホラーゼ活陛持つタン

パク質の精製を行なっており、ゲルパーミエーションクロマ

トにより得うれる2つのジアホラーゼ活性画分について精

事告を進めている。
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3pJ06 
ポリアクリルアミドゲルに固定化した光合成反応中心の電子伝達

屋正之し 2、J.Goc3、 A. Planner3、D.Frackowiak3、三宅淳2 (1 

エ妓院・生命研、 2工銭院・融合研、 3ポーランド・ポズナニ工科大)

我々は、ポリアクリルアミドゲルに Rhodopseudomonas円iridisな
どの光合成細菌の反応中心 (RC)を封入し、フェリシアン化カリ

ウムやアスコルビン酸などを用いて酸化還元状態を調節した状態で

乾燥させるとRCの酸化還元状態を維持した状態で固定化された乾

燥フィルムが作製できることを 19 9 7年度年会にて報告した。

今回は同様の方法で RhodobactershaeroidesのRCの乾燥フィル

ムを作製し、吸収スベクトルの測定を行った。パクテリオクロロフ

ィル 2.体 (Bch2)に由来する 860nm付近の吸収幣は酸化された

状態では低く、還元状態では高〈酸化還元状態 (Eh= 142-508mV) 
に応じて増減していた。ハロゲンランプによる定常光ならびにキセ

ノンフラッシュによる光照射時における吸収スベクトル変化より、

乾燥フィルム中で電子伝達反応が行われていることを確かめた。さ

らに、このフィルムを用いて光音誓波スベクトル測定(photoacoustic
spectroscopy、以下 PASと略)を行った。 PASは、変調した光を

試料に照射して発生する音波を検出する方法であり、色素に吸収さ

れたエネルギーの内で熱として放出される部分を測定することにな
る。

PASスベクトルは吸収スベクトルと似た形を有していたが、 Soret
帯など短波長侭~のピークに較べてパクテリオクロロフィル単量体
(Bch)やBch2のQy バンドなど長波長側のピークが高くなる傾

向がみられた。また、吸収の場合と異なり、 PASスベクトルにおい

ては Bch2のピークが顕著な Eh依存性を示さなかった。
参考文献:

(1) M. Hara et al.， Mat. Sci. & Eng. C4 (1997) 321-325 
(2) J. Goc et al.， J. Photochem. Photobiol. A:Chemistry 122 (1999) 
33-37 

3pJ07 
ジテルペンアルコールによる光合成電子伝達阻害

丸山明男，毘且撞丘，浅田浩二(福山大・工)

褐藻 Sargassumtortileより単離されたジテル

ペンアルコールである crinitol(1)の生理活性を検

討し， 1が葉緑体電子伝達を阻害することを見い出

したので報告する。

1は単離葉緑体のクロロフィル蛍光の誘導から

みてDCMUと同様の様式を示し，系II還元側を阻

害していると推察された。チラコイド膜での HP
→MV，日20→DCIPの電子伝達活性を 1が阻害し

た(Iω=-15μM)o DCMU存在下でのアスコルビ

ン酸(DCIP)→MVの系 I活性には 1は影響しなか

った。 1のC-8epirner及び C-8に水酸基のない

geranylgeraniolも1と同様の阻害を示した。従っ

て，ジテルペンアルコールは系 II還元側を阻害す

ることが明らかになった。

OH 

1 



3pJ08 
葉緑体 ATP合成酵素の活性鯛節領峨を婦人した好熱菌

ATP合成酵素
Dirk Bald¥野地1噂 行 ¥ 吉田賢右 1，2、全星生2CCrest

Team13，2東工夫・資源研)

葉緑体 ATP合成酵素は、好熱薗やミトコンドリアの

ATP合成酵素と異なり、 yサブユニット上のニ個の Cys

が形成するジスルフィド結合によって活性が鯛節される

チオール醇素である。昨年、私たちは業縁体 ATP合成酵

素の yサブユニットも回転するサブユニットであること

を明らかにした (FEBSLe托 inpress)。この酵素の活性

間節は、回転する yサブユニット自身の構造変化に起因

するものであろう。

この活性腕節の分子機構を詳細に閥ベる目的で、今回

私たちは、業縁体 ATP合成僻素・ yサブユニットの制御

領減を含む 150残基を、遺伝子操作が可能な好勲薗 ATP

合成醇素の部分権合体の遺伝子相当部分に移値した。そ

して、葉緑体 ATP合成醇繁と同様の制御繊能を持つ新た

な複合体を得た。得られた復合体は、酸化遺元による活

性翻節、チオレドキシンや内在性の阻害サブユニット E

との相互作用などの点で葉緑体 ATP合成酵素の性質を、

高度な熱安定性や有機溶媒に対する感受性の点では好熱

嘗 ATP合成酵素の性質を併せ持っていた。このように、

この新しい変異纏合体は、活性関節領織を研究するため

の有用なモデル実験系となった。現在、翻節領域の変異

導入による制御機構の解析や回転の制御の一分子解析を

進めている。
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laKOl 
ウキクサ(Lellli羽 spp.)のホウ素結合多糖の性質と精製

桑木信輔、神U虞信、問繭散、村権、関谷次郎

備 [1対涜・農・応用生餅梓)

高等ヰ直物のホウ素含有率は寸主に1O~1∞mWkg乾燥重で

あるが、水田に見られるウキクサ (Lemnaspp.)は鋭治~

8仙 ng;lkgのホウ素を含有していた。そこで水田より採取した

Lemnaをホウ斎農度を変えて培養したが高濃度ホウ素には耐全

がなかった。

このホウ素のほとんどは車問包壁に存在したので、ホウ素結合多

;f!oコ精製をあもみた。 α)TA処週によって棚包壁ウロン酸の約半

分カ守由出されるがホウ素はほとんとV容出しなかった。*IsII包壁、
CDTA加里しt.:ff.閉包壁ともにセルラーゼ、ペクチナーゼではほ

とんと分解されなかった。しかしホウ素、カルシウムを除去した

細僅差はペクチナーゼによって分解さ札残りのウロン酸カ可溶

化された。これらの結果よりホウ酸カ努田胞壁多糖を聖母常すること

で細笹封誇造を物噛切こ備菱していると考えた。

可制ヒされた多伊コうち、ホウ酸とカルシウムを再澗目したと

き没搬する多橋をホウ素結合多糖とし、これらをイオン封臭クロ

マトグラフイーによって分画したところ、アピオース、ウロン酸

にとむ多キ唐、アピオース、キシロースにとむ多事皆、アピオース、

キシロース、ウロン酸にとむ多機に分かれた。現在、それぞれの

構劇配給制拭について慌押である。

laK02 
ラムノガラクツロナン Eーホウ素複合体に結合している
金属イオンの結合サイト
五五阜、松永俊朗人小野裕嗣 2 (森林総研九.4U式、
2食総研)

ラムノガラクツロナン II(RG・11)は高等姐物細胞壁を
エンドポリガラクツロナーゼ処理すると溶出する分子量
約 5千の複雑な化学構造をもっペクチン多糖である.
RG-IIはホウ酸ジエステル結合により架橋された 2量
体(dRG-II-B)として細胞壁中で存在することが、最近
証明された.

RG ・IIとホウ駁を Pb'¥Sr'・、 Eu'・、 Pr'・などの金
属イオンの存在下に inv i troで反応させると、 dRG・
11・B の生成が促進される.また、値物体から銅製した
dRG-II-Bは、 Pb'¥Sr'¥Ca'・などの金属イオンを
含んでいる.そこで、 dRG-II・Bに結合した金属イオン
の機能を検討するため、モデル化合物としてマンニトー
ルを用いて Eu)+、あるいは Pr" の存在下にホウ政エス
テルを生成させた.また、 RG・11をマンニトールの場
合と同様に反応させた.反応物を多核 NMRおよび

HPLC/lCP-MSにより分析した.
マンニトールは安定なマンニトールーホウ陸一 Eu、

あるいはマンニトールーホウ酸 -Pr複合体を形成して
いた.
IIBおよび IH、"CNMRスペクトルの解析より、

Eu'¥ あるいは Pr'・はマンニトールにエステル結合し
たホウ般に配位していた. Eu'・、あるいは Pr'・の存在
下によって生成した dRG-II-Bでは、Eu'φや Pr'・は
dRG-II-Bに結合していた.
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laK03 
半数体プランパギニフォーリアの細胞接着ミュータント
(nolac) ではペクチン側鎖のアラビナンが欠損していた

量韮塞堕， 石井忠 佐藤忍(筑波大・生物森林総
研)

多くの種の培養細胞では、継代を続けることにより、
形態形成能力の消失と同時に細胞聞の接着性が弱くなる
ことが観察される。なかでもニンジン培養細胞の自然変
異体Non-embryogeniccallusでは、ペクチンの中性糖側鎖
のアラピノガラクタン構造に変異が生じていることが判
明している。最近我々は、 Nicotiana属中で最小のゲノム
を持つ Nicotianaplumbaginifoliaの半数体植物にT-DNAを
挿入することで、不定芽形成能力を失うと同時に、細胞
間接着性の弱くなったlooseな細胞塊を形成するミュータ
ントであるnolac-H14を得、ペクチンに注目した形態学的
解析を行った。その結果、細胞聞が分離し、また、細胞
壁のコーナ一部分のルテニウムレッドによる染色性が顕
著に減少しており、カルス表面では逆に染色性が増加し
ている様子が観察された。本研究では、 nolac-H14の細胞
壁糖組成およびメチル化分析による構造様式の解析を
行った。その結果、 nolac・H14では、 4MKOHで抽出され
てくるヘミセルロースと挙動を同じくするペクチンの含
量が、顕著に減少しており、逆に培地に放出されるペク
チンが増加していた。また、そのペクチンのAra/Gal比
は、 Normalが4.16であったのに対し、 nolac-H14では0.16
であった。メチル化分析の結果、 nolac-H14のペクチンの
中性糖側鎖において、アラビナンが存在していないこと
が判明した。

laK04 
キュウリ応軸の切断面における組織癒合過程の形態学的
解析
盟主じ窒韮韮、岩井宏焼、佐藤忍(筑波大・生物)

植物では、細胞内に新たな細胞壁である細胞板が形成
されることによって2つの娘細胞が仕切られ、その結果
生じた娘細胞は初めから接着している(初生的細胞接
着)。一方、動物では、くびれ分裂の結果生じた娘細胞
は一豆分離し、後に細胞聞の媛着が起こるーしかし植物
細胞でも例外的に、雌蕊形成時にみられる心皮の結合や
傷害 ・接ぎ木等による組織癒合の際には、動物細胞にお
ける細胞接着のように一旦分離した細胞が再び結合する
「後生的細胞接着Jが起こることが知られている。本研

究ではキュウリ腔軸の一部を切断し、組織癒合時の後生
的細胞接着過程について形態学的な解析を行った。光学
顕微鏡を用いた観察から、切断3日自に切断面付近の細
胞が細胞分裂を開始し、その後盛んに細胞分裂・伸長を
していることが示された。そして切断7日目には、切断
された妊軸はほぼ完全に癒合していた。またペクチンに
注目し、透過型電子顕微鏡を用いたルテニウムレッド染
色(脱メチル化ペクチン染色)による組織化学的解析を
行ったところ、組織癒合面がルテニウムレッドにより染
色されていた。またルテニウムレッド染色前にアルカリ
処理を行うことで、さらに組織癒合部の細胞壁自体も強
く染色されたことから、メチル化ペクチンも存在してい
ることが示された。しかし組織癒合部以外の細胞壁で
は、アルカリ処理を行っても中葉しか染色されなかっ
た。また組織癒合過程に対する器官除去の影響を調べた
結果、子葉を除去したときに強く阻害されることが示さ
れた。



laK05 
ポプラ培養細胞におけるセルロースの生分解機構

埜一監込、大宮泰徳(京大・木研)

ポプラ培養細胞は、成長とともにエンド-1，4・s-グ

ルカナーゼを分泌し、培養液中にフリーで存在する

タイプ (PopCell)と細胞壁に結合しているタイプ

(PopCe12)の2つの酵素タンパクを生産する。クロ

ーニングされた cDNAによるノーザン解析によって

2つのトグルカナーゼは、ともに、ンュクロースによ

って誘導され、オーキシンによってそのレベルが高

められることが明らかとなった。ここでは、細胞壁

糖鎖の生分解機構について報告する。

細胞壁標品をポプラ培養細胞由来の粗酵素標品と

ともにインキュベイトすると、セロオリゴサッカラ

イドとキシログルカンの可溶化が認められた。これ

ら分解物の生成は、抗体との反応によって抑えられ

た。ポプラ培養細胞における m貯~A と酵素活性の発
現は、セロオリゴサッカライドの生成と一致し、そ

れに引き続いてキシログルカンの可溶化が生じた。

以上の結果より、エンド・1，4-s・グルカナーゼはオー

キシンにより間接的に誘導され、主としてセルロー

スを分解し、間接的にキシログルカンを可溶化する

ことが示唆された。

laK06 
エン!と-1，4-s ・グルカナーゼを過剰発現させた

アラピドプシスの解析

軍丞主主，酒井富久美，林隆久(京都大・木研)

ポプラのエンド-1，4・β-グルカナーゼは、細

胞壁セルロース性糖鎖の切断を触媒し、植物の成

長・分化・形態形成に重要な役割を担っている。

ポプラのエンド・1，4-β.グルカナーゼを過剰発現

させたアラピドプシス形質転換体を作出し、この

酵素の機能を解析した.

ポプラのエンド・1，4・ β・グルカナーゼの大半

は、アポプラスト中で発現していることが認めら

れた.形質転換体は、葉部で高いセルラーゼ活性

を示すとともに、可溶性のセロオリゴサッカライ

ド量が増加していた。形質転換体のフェノタイプ

は、葉身の長さ、幅ともにワイルドタイプに比べ

て大きくなった.さらに、細胞壁の伸展性の堵加

もみられた。以上の結果から、過剰発現されたエ

ンド・1，4・β・グルカナーゼが細胞壁のゆるみを誘

導し、葉の拡大成長を促進していることが示唆さ

れた。
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laK07 
ポプラエンド・1，4・p-グルカナーゼの分子細胞生物学的解析
本草牽盤、酒井富久美、林 隆久(京大・木研)

ポプラ(Popu1us aJba L.)のエンド・1，4-P・グルカナーゼ
cDNA、PopCellおよび PopCeJ2に対応するグノムDNAをク
ローニングした。 PopCell および PopCe12の転写調節領績
は、ポプラ形質転換植物体ではそれぞれ異なった器官特異的
発現を示した。若い葉では、 PopCellは葉脈、 PopCe12は業
肉細胞で発現し、互いに相補的な発現パターンを示した。こ
の葉脈・業肉相補的な発現パターンは、野生型ポプラ幼業の

mRNAレベルからも確認した。根端においては、 PopCellは
根冠，PopCeJ2は伸長領域で発現し、互いに相補約な役割分
担をもって発現していた。
!f車自の伸長および孔辺細胞の成長との関係については、ア

ラピドプシスの形質転換体を用いて解析した。下!f輸が著し
く伸長する発芽後3-4日目に、伸長部位で発現した。孔辺
細胞では、その形成初期に発現し、孔辺細胞の成熟とともに
発現は消失した。以上の結果より、エンド・1，4・p・グルカナ
ーゼは伸長肥大する細胞中で発現することが示唆された。
ポプラの業を個体培地に挿し木することによって発現を検

討した。 PopCeJJおよび PopCe12は、シユクロースだけでな
く、グルコースやフラクトースによっても発現された。ま
た、セルロース合成阻害剤である町Bによってセルロース
の生合成が抑制されるとともに、 PopCellおよび PopCeJ2の
発現も抑制された。以上の結果より、セルロースの分解がセ
ルロースの生合成にも関与していることが示唆された。

laK08 
キシログルカン合成酵素の可溶化と精製

止且J璽王、三石安 l、酒井富久美、

林 隆久(京大・木研、 1工技院・生命研)

伸長しているエンドウ上座軸で、キシログル

カンはゴルジ体で合成された後、細胞外へ分泌

されてセルロースとネットワークを形成する.

このゴルジ体中での生合成について、従来では

膜画分を用いて仇 vitroで実験が行われてきた。

この場合、糖ヌクレオチドの膜輸送や他の合成

酵素の混在等の問題点があった。そこで私たち

は、キシログルカン 4・9・グルコシルトランスフ

エラーゼ及び 6-cx-キシロシルトランスフエラー

ゼを膜画分から可溶化し、この静素の化学的性

質を明らかにすることを試みた.

エンドウ上匪軸より精製された合成酵素は

SDS-PAGEにより単一バンドを示した。この酵

素はキシログルカンオリゴサッカライドをアク

セプターとして、 UDP-グルコース及び UDP-キ

シロースからそれぞれ、グルコース及びキシロ

ースを転移する反応を触媒した。



laK09 
セルロース生合成におけるキシログルカンエンドト

ランスグルコシラーゼ
丘且J!I、酒井富久美、林隆久 (京大、木研)

植物培養細胞をセルロース生合成阻害剤tlDCB存在

下で繕養すると、大量のキシログルカンが培地中に

フリーの状態で分泌されることが知られている.こ

の現象は、キシログルカンと水素結合するセルロー

スミクロフィプリルが合成されず、細胞壁に固定で

きなくなるためと推察されている.

我々は、伸長しながら活発にセルロースを合成し

ている、エンドウ上座軸切片をセルロース生合成阻

害剤 DCBとともにインキュペイトすることにより、

キシログルカンエンドトランスグルコシラーゼ
(XET)活性が減少する現象を見出した.特に細胞

墜に結合している XET活性の減少レベルが、セルロ

ース合成の阻害のレベルと一致した.また、このエ
ンドウ上JJf軸切片中で誘導される XETのmRNAも、

DCB、イソキサベン、クマリンによって、その蓄積

が抑えられた.この XETの抑制は、セルロース合成

阻害と同じく、速やかに生じることが認められた.

一方、セルロース生合成の阻害のみならず、 XETの

抑制はエンドウ上座軸切片の伸長を阻害しなかった.

laKlO 
アボカド果実ポリガラクツロナーゼの精製とその
性質
蓋盤畠主>Donald J. Huber1 (大阪市大院・理・
生物、 1フロリダ大・園芸)

成熟したアボカド果実の細胞壁から1.8MNaClによ
り細胞壁蛋白質を抽出し、その中に含まれるポリガラ
クツロナーゼ(陀)の精製を行った。イオン交換、ゲル
ろ過の各クロマトグラフイーにより、PG活性は2つの
画分に分かれ、 SDS-PAGE上でそれぞれ 48と46kDa 
のバンドとして検出された。ポリガラクツロン酸
(PGA)を基質とし、両アイソザイムのpH依存性を調べ
た結果、両者とも至適pHは6.0であった。活性を比較
すると、46kDaのアイソザイムは、 48kDaのものよ
りも活性が若干低くなっていた。しかし、平均分子量
約180kDaのPGAに、両アイソザイムをくり返し与
え、反応生成物の分子量を調べたところ、両者とも
PGAを、最終的に約 2-3kDaの大きさのポリマーに加
水分解することが示された。次に、成熟前のアボカド
果実から調製した細胞壁標品を、それぞれのPGアイソ
ザイムで処理すると、ポリウロナイドの遊離が促進さ
れ、その分子量も低下していた。遊離したポリウロナ
イドの分子量は、成熟の中間段階の果実から水で抽出
される水可溶性ポリウロナイドの分子量と同程度で
あった。以上の結果から、今回精製された両PGアイソ
ザイムは、成熟に伴うアボカド果実細胞壁のポリウロ
ナイドの分解に関与しているものと考えられる。
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laKll 
イネ蔚アラビノガラクタンプロテイン (AGP) と

その分解活性の解析

心上早鐘本盤、渋谷直人 1 (農水省・北海道農試、 1

農水省・生物研)

小胞子形成期のイネ蔚においては、高濃度の

AGPとそれに続く AGP糖鎖コア構造に類似のア

ラビノガラクトオリゴ糖の一過的蓄積がみられる。

花粉形成に重要な役割を果たすと考えられるこれ

ら糖質の代謝過程を解明するため、イネ荷より

AGPを分離・精製すると共に、 AGP分解活性測定

系を確立し、荷の生長(花粉生育ステージ進行)

に伴う活性の変動などを解析した。

ゲルろ過カラム (Superdex200)により蔚特異的

に分離される 30kdの AGPを基質に、約の粗タン

パク画分を酵素標品に用い反応後、生成されるオ

リゴ糖量を DionexHPLCにて測定し、 AGP分解活

性を評価した。その結果、小胞子中期をピークと

するステージ特異的な活性変動を示すことがわか

った。これにより、荷の生長段階において、AGP

の酵素的分解によるオリゴ糖生成機構が発生的に

制御され発現していることが確認された。

laK12 
凍結割断レプリカ上のロゼット TCの免疫標識

左越聡伊東隆夫， Walairat Laosinchai 1 ，Xiaojiang 

Cui 1 ， C. Randal Linder 1 ， R. Malcolm Brown Jr. 1 京

都大・木質科学研究所テキサス大・生命科学)

ロゼット TCは高等植物のセルロース合成酵

素であると推測されているが、未だ直接的な証拠

はない。今回、高等植物のセルロース合成酵素を

コードすると考えられている CelA遺伝子のリコ

ンビナントタンパク質に対する抗体を作製した。

そしてアズキ上陸軸のフリーズフラクチャーレ

プリカをセルラーゼと SDS液を用いて細胞壁を

分解・洗浄した後に CelA抗体を作用させたとこ

ろ、 CelA抗体はロゼット TCを特異的に認識し

た。 SDSによる洗浄後、原形質膜のレプリカで

は膜貫通型タンパク質のみが保持される。この結

果、ロゼット TCを構成する膜頼粒がセルロース

合成酵素であることが直接証明された。一方、フ

リーズフラクチャーレプリカの免疫標識法が植

物細胞の膜タンパク質の解析においても有効な

手段になりうることも示された。



lpKOl 
乾燥ストレスやABAに応答するイネ1，3-sーグルカナーゼ
cDNAのクローニング

盆1lL.i車、今井亮三、長谷川 信l ‘山口亮太l、榊

剛1、渋谷直人2(農水省北海道幾試、 l北海道東海大学、

2生物研)

オオムギの1.3-s-グルカナーゼ遺伝子(GJI)をプロー

プに用いて、イネ幼植物由来のcDNAライブラリーをス

クリーニングし、数種類の全長を含むエンドー1.3-βーグ
ルカナーゼ遺伝子を単離した。その中の一つのエンドー

1，3-βーグルカナーゼ遺伝子(OsGln4)の発現が、乾燥処

理やABA処理によって増大することがわかった。この乾

燥ストレスに応答するOsGln4のORFは、 318個のアミ

ノ酸をコードする954bpを含んでいた。 OsGln4がコー
ドするペプチドの分子量は約34，000であり、その等電

点は約8.4の塩基性を示した。 OsGln4の推定アミノ酸配

列と最も近い配列を示したのは、オオムギのエンドー
1，3-βーグルカナーゼ(GV)であり、約63%の相向性が認
められた。黄化イネ幼植物(発芽後10日目)の根の部分

では、乾燥処理及びABA処理いずれの場合でも、 l日以

内にOsGln4の顕著な発現が誘導された。一方若い葉の

部分では、乾燥処理による発現量の差はほとんど認めら
れなかったが、 ABA処理では1日目以降明らかな発現量

の増加が観察された。

lpK02 
高能率 AFLPを利用したイネのカマイラズ遺伝子(bc・3) 

のポジショナルクローニングの鼠み

神原久美子 1.2 中村信吾 1児玉治 2，l!l且皇i二
(1農水省・生物研茨城大・農・資源生物)

ポジショナルクローニングj去は調節機能を司る遺伝子等

従来の手法では単離図鑑であった遺伝子の単般に強力な力

を発慢する。我々はイネの耐病性遺伝子の単離の過程から、

本法による遺伝子単離を効率的に行うためのノウハウを蓄

積してきたが、今回は我々が開発した高能率 AFLPにより

延べ 1ヶ月足らずで、細胞霊の 2次壁のセルロースの合成

を制御していると考えられるイネのカマイラズ(鎌要らず

:brittle culm)遺伝子(bc・3)を1cM以下の flanking

m a rke r肉の領減に精密マッピングする事ができたので報

告する。この手法では .indica x japonicaの様に 1割程

度の多型を持った、イネ(ゲノムサイズ :450 MB)の

p a r e n t間での F2分析の場合、延べ 2ヶ月程度で従来の遺

伝子マップを 1桁上回る 2万の多型マーカーを系統的に走

査することができるので、生理学的に重要な遺伝子の単離

を極めて短期間でしかも jgいコストで行うことを可能にす

る。現在、得られたマーカーを用いて遺伝子近傍の BAC

クローンによる con t i 9の作製を試みている。
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lpK03 
ペクチンの生合成に関わるガラクツロン酸転移酵素

童車整盛，円谷陽一(鳩玉大・理・分子生物)

ペクチンは高等植物細胞壁の主要な構成多糖の一つ

である。その構造は、ガラクツロン酸(GaIA)がα-1，4-結

合で連なったポリガラクツロン酸(polyGaIA)を主とする。

polyGalAの糖鎖の伸長を触媒するガラクツロン酸転移

酵素(GTase)の諸性質を検討した。

アズキ(均naangula府)を室温、暗所で生育し、上庇軸

から組膜画分を翻製して酵素源とした。 GTaseの活性は

0.3 mM UDP-['4C]ーGalAを供与体とし、受容体である

2 mg/ml polyGalAへの放射活性の取り込み量を測定し

て求めた。酵素の最適作用 pHは 6.8-7.5、最適作用温

度は25-35
0
Cである。酵素活性にはMn2

+が必須であり、

界面活性剤として 0.5%Triton X-100を加えると活性が 2

-3倍に増加した。重合度の高い polyGalAよりも低い

polyGalA(酸可溶性圏分、分子量約 10，000)が良好な受

容体であった。 GTaseの活性は約 1800pmol/min/ 

mg proteinである。糖転移産物のポリガラクツロナーゼ

分解物を HPLCで分析することで['4C]GaIAのαー1，4-結

合での polyGalAへの取り込みを確認した。

lpK04 
アラピノキシランの合成に関わるキシロース転移

酵素

黒山浩之、 E盆堕二(埼玉大・理・分子生物)

アラビノキシランは単子葉植物細胞壁の主構成

多糖の一つであり、 βー(1→4)ー結合したキシロー

ス(Xyl)が主鎖をなし、アラピノースやグルクロン

酸を側鎖に持つ.キシランの合成に関わるキシロ

ース転移酵素(XTase)の諸性質を解析した.

小麦(農林61号)を25"Cで生育させ、実生から粗

膜画分を調製して酵素源とした。 XTaseの活性測

定は、 2mM UDP-Xylを供与体、ピリジルアミノ

基(PA)で蛍光標識したキシロオリゴ糖を受容体と

して、 50mM HEPES緩衝液(pH7.0)中で反応を

行なった。糖転移生成物をHPLCで分離、定量して

酵素活性を求めた。活性は0.5%Triton X-100の
添加で4-5倍に増加した。酵素の最適作用pHは
6.8、最適温度は200Cである.酵素反応によって

Xyl司-PAからXylが βー(1→4)ー結合で転移した

XyI4-PAが生じた。長時間反応ではXylc、Xylc
PAも生じたo Xyl;>_cPAの場合、重合度の高い方
が高い活性を示す:UDP_[14C]-Xylを基質として

放射活性の取り込みを調べた結果では、高級キシ

ロオリゴ糖、*可溶性キシランが受容体となる.



lpK05 
オオムギの幼葉鞘におけるエキソグルカナーゼ、エ

ンドー1，3:1，4ーグルカナーゼ、エンドー1，4-グルカナー

ゼの発現

小竹敬久、中川直樹、桜井直樹(広島大・総合科学)

オオムギ幼葉鞘細胞壁の主要成分である1，3:1，4-

s-グルカンの分解には、複数の酵素が関与している

と考えられている。演者らは、幼葉鞘で発現してい

る 2種のエキソグルカナーゼ、 ExoIV，ExoVと4種

のエンドー1，4ーグルカナーゼ、 Cel1， 2， 3， 4をRf-

PCRとcDNAライブラリースクリーニングによりク

ローニングした。すでにクローニングされているエ

キソグルカナーゼ、 ExoIIとエンドー1，3:1，4ーグルカ

ナーゼ、 EIと併せて合計8種の酵素の発現を調べた。

8種のうち、 ExoII、Cel1、 2は幼葉鞘において強い

発現が認められた。幼葉鞘切片における各遺伝子の

発現を調べたところ、 EIの発現がオーキシン処理後

4時間後に促進されることが明らかになった。従っ

てオオムギ幼業鞘では、少なくとも 8種の遺伝子が

し3:1，4-sーグルカン分解に関わっていると思われ、

そのうちEIは幼葉鞘でオーキシンにより転写レベル

の活性調節を受けていることが示唆された。

lpK06 
寄生根形成過程におけるエクスパンシン (EXP)およびキシログ

ルカン・エンドトランスグリコシラーゼ(XET)の遺伝子発現

差損盟壬、若杉達也、古橋勝久¥山田恭司

(富山大・理・生物、 1新潟大・理・生物)

寄生植物は宿主から養分や水分を収奪するために特殊な吸

収器官(寄生根)を形成する。我々は、寄生根の分化が高頻

度かつ向調的に誘導できるネナシカズラ芽生えの系を用いて、

寄生根形成のメカニズムを解明するための研究をすすめてい

る.これまでの組織学的観察によれば、ネナシカズラの寄生

穏は、はじめに皮層の一部の細胞群が分裂を開始し、その後、

より内側の一群の細胞が急激に顕著な伸長を起こすことによ

って形成される。本研究では、寄生根形成過程において細胞

壁の分解・再構築に関わるタンパク質の遺伝子の発現パター

ンを mRNAレベルで調べた。まず、 EXPと XETの cDNA

クローンをネナシカズラから単脱したところ、 4種類ずつの

クローンが得られた.これらを用いて、寄生根誘導処理後、

経時的にノーザン分析を行った。その結果、 XETの遺伝子で

は、いずれも誘導処理後 12-24時間自に転写産物の蓄積量が

糟加していることがわかった。また EXP遺伝子の中で EXP-

3だけは 24時間自に転写産物が一過的に蓄積するというパタ

ーンを示した。さらに、他の細胞壁分解・再構築に関わる酵

素(エキソ-s-グルコシダーゼ、 s-1.4グルカナーゼ、ペ

クチン・メチルエステラーゼおよびポリガラクツロナーゼ)

についての結果も合わせて報告し、とれらのタンパク質の寄

生根形成への関わりを考察する。
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lpK07 
ギンドロ培養細胞におけるべクチンの分解に関与する酵素活性

の変動

盛山弘二¥下川知子1.'('農水省・ 森林総研科学技術振興事

業団)

高等権物の細胞壁は細胞の成長にともなって活発に代謝され

ている。細胞壁を構成する主要な多糖類のうち伸長生長に伴う

キシログルカンの分解や再構築についてはこれまでに多くの知

見が得られてきた。しかし、その他の細胞壁多糖類、特にペク

チンと伸長生長との関連については不明な点が多い。演者らは

これまでにギンドロ培養細胞を用いて成長過程における細胞壁

多糖類の変化について研究し、キシログルカンに加えてガラク

タン、およびアラピナンといったベクチンの側鎖を構成する中

性多糖類の代謝が活発に起きていることを明らかにしてきた。

本研究ではこれらの多糖類の分解活性を経時的に追い、伸長生

長との関係を明らかにすることを目的として実験を行った。

培養細胞から培地分泌性、細胞内可溶性、および細胞壁結合

性の各粗酵素液を調製し、ガラクタン、およびアラピナンを基

質として酵素活性を測定した。その結果、細胞壁結合性の酵素

はどちらの基質に対しでもendo・1，4-s-glucanaseの活性と

同様に伸長生長初期に高い活性を示すことが明らかになり、伸

長生長との関係が示唆された。また、アラピナンを基質とした

場合には分裂成長期に、ガラクタンを基質とした場合には定常

期初期にもう一つのピークが観察された。これらの結果からそ

れぞれの多糖、およびその分解酵素の細胞生長の調節における

働きの違いが推測された。

lpK08 
エンドウ(Pisumsativum し)UDP-グルクロン酸デ
カルボキシラーゼの精製とcDNAクローニング

中川広宣、宮川功、小林健、間麗徹、開谷次郎

(京都大院・."応用生命・植物栄養学)

UDP-グルクロン酸デカルポキシラーゼ(NAD+~ド
依存型、 UDPーキシロース合成酵素)を、エンドウ

幼植物から約800倍に精製した。本酵素の反応、生

成物がUDPーキシロースであることをHPLC，GCIこ

より確認した。 SDS-PAGEによって41.5kDaと
42.3kDaのペプチドが検出されたが双方のN末アミ

ノ酸組成 (20残基)は同一であった。この配列と

V8プロテアーゼ消化断片のアミノ酸配列 (15残

基)はSaccharopolysporaerythraeaのdTDP-グル

コース・4，6・デヒドラターゼと高い相同性を示し，
そのホモログはシロイヌナズナ.ダイス根粒菌
などのESTに見いだされた。これらのアミノ酸配

列を基に設計したプライマーとエンドウcDNAラ

イブラリーでPCRを行い400bpのDNA断片を得
た。この断片の推定アミノ酸配列はシロイヌナズ

ナESTと95%の相同性があった。現在全長のシー
クヱンスを行っている。さらに本醇素のポリク
ローナル抗体を作成し本酵素の局在部位を同定す

る予定である。



lpK09 
OI}'ul sati¥:a l音養細胞酸素によるアラピノキシロオリコ.糖への

フェルラ酸転移

王山却王1，2，掛川弘一1，吉田滋樹3，石井忠 (1農水省・森林

総研化学技術振興事業団筑波大・応用生物)

イネ科植物の細胞盛中には、ヘミセルロース成分であるアラ

ピノキシランに結合したフェルラ酸が多〈存在している.フェ

ルラ酸含量は成長とともに樽加し、植物体の強度と密接な関係

のあることが知られている.このフェルラ殴はアラビノース残

基の 5位に特異的に結合していることから、フェルラ厳転移酵

素の存在が示唆されているが、同酵素に関する知見は少ない.

本研究では、イネ (Oryzasatlva)懸濁培養細胞より酵素液を調

製し、画事素によるフェルラ駿転移反応を明らかにすることを目

的として実験を行った.

イナワラから単由民したアラビノキシロオリゴ糖 A，'{X <.-屯ra-
Xy!-Xy[) を受容体、フェルロイルーCoAをフェルラ酸供与体と

して醇素反応を行い、反応産物をHPLCにより分析した.反応

産物中に、タケノコ細胞援より単離されたフェルロイルアラビ

ノキシロオリゴ糖 FAXX(feru!oy!ated A，'(X)に相当するピー
クが認められたため、この反応産物を逆相カラムクロマトグラ

フィーにより単離・精製して構造決定を行った.その結果、

.心~XにフェJL ラ酸が転移したフェルロイルオリゴ糠であること

が確認され、善事素による転移反応の起きていることが明らかに

なった.現在、このフェルラ酸転移静索の諸佐賀について検討

を行っている.

lpKlO 
エンドウ細胞壁におけるキシログルカン架橋構造の
解析

雄亙孟阜、曽根義昭 l、三石安2、伊東隆夫(1京都
大・木質研、 l大阪市立大・生活科学・食物栄養、 2

工技院・生命研)

我々は急速凍結・ディープエッチング法によりエ
ンドウ表皮細胞壁におけるセルロースミクロフイブ
リル聞の架橋構造を可視化した。さらにこの架橋構
造はEDTA処理に引き続いて2%SDS及び4%KOH
処理後も観察されるのに対して、 glucanase処理を
行うことにより消失することから、架橋構造がキシ
ログルカンである可能性を既に報告した。本報告で
は、 glucanaseがエンドウ細胞壁においてキシログ
ルカンを分解していることを明らかにするためにキ
シログルカンの分布を免疫電子顕微鏡により調べ、
glucanase分解産物の定性を行った。免疫電顕観察
の結果、 glucanase処理により細胞壁から標識が大
きく減少した。さらにglucanaseによる細胞壁分解
物を薄層クロマトグラフィーで分析した結果、
glucanaseはキシログルカシを分解していることが
示された。従ってglucanas巴処理によりキシログル
カンが細胞壁から除去されていることが確かめられ
た。以上の結果からセルロースミクロフィブリル聞
の架橋構造はキシログルカンであることがさらに強
く示唆された。

230 

lpKll 
細胞壁グルカナーゼ活性に対するキチナーゼの影響

2且且塑，井上雅俗， B. R. Thomas'， D. J. Nevins' (愛媛

大・理・生地，， Univ. California Davis) 

暗所で育てたトウモロコシ (Zeamaize L.)芽生えの

細胞壁からか(1，3)(1，4)-グルカン分解にたずさわる 2種

類のグルカナーゼを分離精製しそれらの酵素活性に対する

キチナーゼの影響を銅べた.

トウモロコシ細胞量産から欄製した酸性キチナーゼ画分は

他生物由来のキチナーゼと同機に塩基性グルカナーゼのグ

ルカン分解酵索活性を促進することがわかった.また、ト

ウモロコシ細胞壁およびそれから分離した多糖類(ヘミセ

ルロース画分)を基質に反応を行った場合にもキチナーゼ

によるグルカナーゼ活性の促進効果が確隠された.キチナ

ーゼ自体によるグルカン分解活性は殆と‘検出されなかった

ので、キチナーゼはグルカンもしくはグルカナーゼの微細

情遣を修飾するものと考えられる.

以上の結果から、細胞壁キチナーゼが細胞壁グルカンの

代鮒にも関与するという可能性が示された.植物ホルモン

オーキシンはグルカン分解を跨導して細胞伸長を促進する

ことが知られているのでキテナーゼの活性ならびに合成・

愉送に対するオーキシン作用について綱ぺる必要がある.

lpK12 
アスパラガスの旺形成時に分泌されるぺルオキシダ

ーゼのクローニング

nm益率、甲村浩之人小竹敏久、中川直樹、桜井直樹
(広島大・総合科学、 1広島県立虚業技術センター・生工研)

アスパラガスのカルスは2.4-D存在下では分化しないが、

2.4 Dを含まない猪地で液体振漫培養すると不定匪を形成す

る.分化'IB'S発生に{半い細胞の形態変化に関係して細胞援に

分泌されるタンパクの機能を明らかにするために、+/ー2.4-

Dの細胞壁からタンパク質を抽出し比較した。タンパク質を

陽イオン交換カラムで分画し、 SDS-PAGEにかけた.

いくつかのタンパクが不定怪形成時に特異的に分泌されてい

た。そのうち つのタンパクについてN末端15アミノ酸をシ

ーケンスした.得られたアミノ酸情報からプライマーを設計

し、 RT-PCR法でほぼ全長のクローンを得た.このクロー

ンの温基配列をシーケンスしホモログ検索にかけたところ、ペ

ルオキシダーゼと高い相向性があった。制限酵素処理して得ら

れたDNA断片をプロープとしてノーサ.ンを行ったところ、

2.4 Dで経形成誘導時に強い発現がみられた。また、細胞

盛結合型のぺルオキシダーゼ活性を比較すると、 -2.4-Dの方

で強い活性がみられた。現在、このタンパクの精製・単離、

及び基質となる物質の検討を行っている。



lpK13 
セルロース合成阻害に伴うBY-2細胞の細胞壁多糠類、リグニン及び

分泌多機類の変化

高橋麻衣、佐合秀康、中川直樹、複井直樹(広島大・総合科学)

セルロース合成阻害剤であるDCBに馴化させたタバコ婿養細胞

(BY-2)では、細胞壁中のセルロース量が減少し、ペクチン量が地加

する(Nakagawa& Sakural 1998).一方セルロース合成能が低下し

たシロイヌナズナ突然変異体の細胞壁成分でも同織のことが報告され、

ペクチン量の増加は非品性セルロースの蓄積によると考えられている

(ArloU. et al. 1998). そこでDCBI~化細胞の細胞墜と分泌多様につい

て布陣成単積類分析、メチル化分析、ウロン酸定量、リグニン定量を行

い、正常なBY-2細胞と比較した.メチル化分析の結果、ペクチン画

分では，T-Ara、2-Ara、5-Ara、4-Gal、へミセルロース・分泌多糠

では，T-Xyl、4-Xyl、4-Glc、4.6-GJcが主成分であった.馴化細胞の

多量なペクチンの蓄積は主にウロン酸の蓄積によることが分かつた.

また馴化細胞のへミセルロース量は約1/3-1/5と少なく、リグニン

量は2-10倍、分泌多機量は2-3倍と多かった.以上の結果、馴化細

胞ではセルロースの合成阻害に伴い、セルロースと結合すべきキシロ

グルカンが熔獲液中に分泌されたと考えられる.非品性セルロースが

蓄積された画分はなかった.また馴化細胞ではアラピノガラクタンや

ホモガラクツロナンなどのペクチン多糖やリグニンの合成活性が高ま

り、セルロース・キシログルカンネットワークをつくれない細胞壁の

強度を補っていることが示唆された.

lpK14 
アズキ上陸軸の伸長成長およびキシログルカン分解活性

の光による調節

;1]0塞主主、若林和幸、神阪盛一郎、森仁志 l、保尊降享

(大阪市大院・理・生物、 l名古屋大院・生命農・生物情報

制御)

双子葉植物の細胞壁マトリックスの主成分であるキシ

ログルカンは、細胞壁伸展性と細胞の伸長成長の調節にお

いて重要な役割を担っている。本研究では、光がアズキ上

陸輸の成長を制御するときのキシログルカン代謝の変化

を調べた。暗所で生育させたアズキ芽生えに白色光を照射

すると、上陸軸の伸長成長が抑制された。光照射下では細

胞壁中のキシログルカン量の増加とその高分子化が起こ

っていた。また、細胞皇室中のキシログルカン分解酵素活性

を測定したところ、光を照射して2時間以内に急速に減少

することがわかった。一方、光照射下で生育させたアズキ

芽生えを暗所に移すと、上陸輸の伸長成長が促進された。

この時、細胞壁中のキシログルカン量の減少とその低分子

化が起こっており、また、キシログルカン分解活性は、暗

所に移して 2時間以内に急速に僧加した。以上の結果から、

光はキシログルカン分解活性を調節することにより、細胞

壁中のキシログルカンの量および分子量を変化させ、アズ

キ上区、軸の成長を調節していることが示唆された。
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lpK15 
3-Dクリノスタットにおけるイネ幼葉鞘の自発的形態

形成と細胞壁並び、に微小管配列の変化

佳血盟盛、若林和幸、保尊隆享、神阪盛一郎

(大阪市大院、理、生物)

3-Dクリノスタットによる疑似微小重力環境下でイ

ネ穎果を発芽、育成させると、幼葉鞘は穎果に向かつて

自発的に屈曲した。このようなイネ幼葉鞘にみられる自

発的形態形成は、 sτで3-95における宇宙実験でも確認さ

れた(Hosonet al. 1999)。自発的屈曲の原因となる偏

差成長の誘導機構を解明するため、 3-Dクリノスタッ

ト上での屈曲部域の凸側及び凹側で、細胞壁の特性並び

に細胞質表層微小管の配列を解析した。成長速度の大き

い凸側の切片は凹側より高い細胞壁伸展性を示した。 ま

た、凸側では凹側よりもヘミセルロース構成多糖が低分

子化しており、このヘミセルロース構成多糖の主成分で

ある(1→3).(1→4)一βーグルカンの分解活性が増加して

いた。さらに、微小管配列を見ると、凸側では長軸と直

交するものの割合が高く、逆に凹側では平行に配列する

ものが多い傾向が観察された。以上のことから、 3-D
クリノスタット上で生育したイネ幼葉鞘にみられる自発

的形態形成は、細胞壁の多糖代謝や微小管の配列の不均

等な変化を介しでもたらされることが示唆された。

lpK16 
重力刺激によるシロイヌナズナ怪軸の伸長成長および

キシログルカン代謝の調節

畳盆塵二、若林和幸、保尊隆享、神阪盛一郎

(大阪市大院・理・生物)

過重力環境下(300g)でシロイヌナズナを生育させた

ところ、任軸の伸長成長は抑制されたが、微小重力環

境下(スーペースシャトル STS・95)では成長が促進された。

この時、過重力は細胞墜伸展性を低下させたが、微小

重力は細胞壁伸展性を増加させた。また、過重力は細

胞壁多糖の単位長さ当たりの量を増加させたが、微小

重力は減少させた。さらに、過震力はキシログルカン

の量および分子量を増加させたが、微小重力環境では

減少した。過重力および微小重力環境で生育させた任

軸細胞壁画分から抽出した粗酵素標品を用いてキシロ

グルカン分解活性を測定したところ、過重力によりキ

シログルカン分解活性が低下していた。しかし、微小

重力によってその活性は増加していた。以上の結果よ

り、シロイヌナズナ任軸では重力刺激の大きさに応じ

てキシログルカン分解活性を調節することにより、キ

シログルカンの量および分子量が変化すると考えられ

る。このような変化と細胞墜の厚さの変化によって細

胞壁伸展性が変わり、異なる重力環境におけるシロイ

ヌナズナ応軸の成長が調節される可能性が示された。



lpK17 
細胞壁の臨界降伏張力 (y) を調節するタンパク

質 yieldinの性質と組織内局在

中里{岡本)朱根 1、高橋宏二九仙波りつ子 3、加

藤潔 2(昭和薬科大・生物 l、名古屋大学・情報文

化学部・人間情報学研究科ヘ愛知県心身障害者

コロニ_3) 

グリセリン処理ミトリササゲ中空旺軸における細.

胞壁の臨界降伏張力 (y) を調節するタンパク質

をミトリササゲ細胞壁から単離・精製して

yieldinと名付け 1、遺伝子のクローニングを行

い、 recombinant yieldin を調製した 2。

Recombinant yieldinを用い、 yieldinに

よる y 調節活性の pH及び温度依存性なども検討

した。また、 recombinantyieldinに対して

作製された抗血清を用いて yieldinの組織内局

在性を検討したので合わせて報告する。

1.0kamoto-Nakazato， A.， Nakamura， T. & Okamoto， 

H. (1999) Plant Cell & Environ.， in press. 

2'Okamoto-Nakazato， A.， Takahashi， K.， Kido， N.， 

Owaribe， K.， Katou， K. (1999) do.， in press. 

lpK18 
湿度と pHによる細胞壁粘弾性の変化

釜杢圭二，山本良一1，藤井修平稲永忍2;名古屋市

大・自然科学センター帝塚山短大・食品 2鳥取大・乾

燥地研究センター， E-mむ1;taIUmoto@nsc.nagoya・cU.aじ.jp

根の細胞壁は外界に解放されているため，湿度や pHな
どの影響を直接受ける。そこで，根の細胞壁の粘弾性
が，湿度と pHによってどのように変化するかを，ク
リープメータ (山電 ・東京)とKelvin-Voigt・Bergersの6
要素モデルを用いて解析し，弾性率(EO，El， E2)と粘性

係数(η0，η1，η2)を得た。多数の均一な材料を得るため，

アラスカエンドウの側根の伸長帯をメタノール固定し，

それぞれの条件でinvitro処理して粘弾性を計測した。

湿度の効果:臨界点乾燥した細胞壁試料を異なる湿度条

件で粘弾性変化を求めると， 3つの弾性係数(EO，El. E2) 

は，相対湿度(%)の増加とほぼ比例して減少した。粘

性係数(ηO.η1and η2)も，湿度の増加とともに減少した

が，減少は湿度に比例しなかった。

pHの効果:p Hの低下によって粘性係数η0が顕著に減

少した。細胞壁の伸び易さの指標となる 11η0の値は，

pH3の値がpH6の3倍以上になった。ηOの変化を担

う細胞壁成分は現在研究中である。

これらの結果から，土壌中の湿度や pHが根の細胞壁

の粘弾性に直接作用して，細胞壁の伸展性を変化させ，
成長を制御する可能性が示唆された。
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2aKOl 
春化処理したトルコギキョウにおけるジベレリン
に対する反応性

且墓塁手、田坂恭嗣、岩淵雅樹、三野真布(岡山
県生物科学総合研究所)

演者らは春化処理したトルコギキョウの抽だい
におけるジベレリン(GA) の役割を研究し、こ

れまでに春化処理が抽だいを促すと共に、 GAに

対する反応性を高めることを明らかにした。本研
究では、 GAに対する反応性の高まりに低温処理

期間がどの程度必要かを調査した。ロゼット化し

た幼植物体をGA生合成阻害剤であるアンシミ

ドール10・5Mを含む培地に移植し、異なる春化処

理期間を経た後に、アンシミドール共存化で10-7

"'10-4MのGA3を処理して抽だいを調べた。その

結果、いずれの濃度においても春化処理期間が長
い程より良く反応して早く抽だいする傾向が認め
られた。

トルコギキョウの抽だいには、 1S'C以下で3"'4
週間の春化処理が必要である。しかし、この低温
処理を途中で中断すると、処理期間が合計で4週

間でも、連続して処理した場合よりも抽だい率が
低かった。との時のGAに対する反応性も合わせ

て報告する。

2aK02 
春化処理レ疋トルコギキョウのジペレリン合成酵素遺伝子

の発現消長

三塁霊童、岡 真理子、田坂恭嗣、岩j刈雅樹

(岡山県生物科学総合研究所〉

トルコギキョウ1cJ:芽生え期に25"C以上の温度に遭遇して

ロゼット栂に入り、開括に至る華伸長には春化処理

(15'C、3週間以上)が必要である。また、茎伸長にはジ

ベレリン (GA)の関与が明らかにされている。本研究は、

香化処理がGA合成系酵素であるCopalydiphosphate 

synthase (CDP)、GA20-o河dase(GA 2ひox)およびGA3β 

hydroxylase (GA3β-hy)の遺伝子の発現にどのような影響

を及ぼすかを調査し、ロゼット相打破との関連を明らかに

する目的で行った。各遺伝子の発現量IcJ:TaqMan・PCRl去を
用いてRT-PCRで縫定した。書化処理開始から2週間自に

かけて茎では3遺伝子全ての発現量が、薬でIcJ:CDPとGA3 

β-hyの発現量が、書化処理しなかった個体よりも多かっ

たが、その後は減少した。書化処理後の1週間目までは茎、

薬のGA20-oxとGA3β-hyの発現量は未処理個体よりも少

なく、 CDPは葉で多く、茎では差がなかった。 GAで発現

誘導されるexpansJn遺伝子とGAシグナル伝達の制御因子

SPYIの発現消長とも合わせ報告する。



2aK03 
コムギの深播き耐性における第一節聞の伸長成長のため

のジベレリン応答

監査，東谷篤志，小松節子高橋秀幸(東北大・遺生研，

i農水省・生物研)

中国の黄土高原で発見された在来コムギ品種 (Triticum

aestivum L.)の紅せ麦の芽ばえは，第一節聞を伸ばすこ

とによって，深播き耐性を示す。本研究では，第一節聞

の伸長に対するジベレリンの作用とその深播き耐性との

関係について解析した。培地に外生のジベレリンを与え

ると，紅苦麦の第一節聞の伸長は，著しく促進された。

しかし，供試した他の日本の通常の品種では， GA3を与

えても，第一節間の伸長はほとんど促進されなかった。

他の品種に比較して，紅苦麦の内生ジベレリン量に，そ

れほど大きな違いはなかった。紅せ麦では，ジベレリン

を与えると，第一節聞の細胞壁中の(1→3)，(1→4)-s-D-グ

ルカン加水分解酵素の活↑生が促進された。また， GA結

合タンパクの発現レベルは， GA3を与えると，紅で麦の

第一葉では増大したが，他の品種では， GA3を与えると

逆に減少した。これらの結果から，紅で麦はジベレリン

に対して超感受性であり，それが深播き条件における第

一節間伸長の主要因と考えられる。

2aK04 
コウキクサの根における伸長成長のジベレリン制

御

盤旦主主主i、新免輝男(姫路工大・理・生命)

我々は、コウキクサの根の成長が、内生ジベレ

リンによって制御されていることを報告している。

本研究では、伸長成長を分裂成長と区別するた

めに、根の切片を用いて解析を行った。その結果、

切片の伸長は、ジベレリン生合成祖害剤であるウ

ニコナゾール P(Un-P)によって阻害され、その阻

害は GA3を同時に添加することで抑制された。

Un-Pによって、表皮細胞の長さは短くなったが、

幅は変化しなかった。また、表層微小管 (CMT)は

Un-Pによって断片化していた。そこで、微小管安

定化剤であるタキソールを同時に添加することで、

Un-Pによる CMT配列の阻害を抑制した。しかし

ながら、切片の伸長は Un-P単独処理時と同様に

阻害された。

以上の結果より 、内生ジベレリンによる伸長成

長の制御には、 CMTの配向以外の要因も関与して

いる可能性が考えられる。
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2aK05 
アズキ上匪軸切片の成長と糖代謝に対するジベレリ

ンの作用

盆旦童盛，井上雅裕(愛媛大・理・生地)

摘物の茎の伸長成長はオーキシン(IAA)とジベレリ

ン(GA)によって制御されている。 IAAは表皮の細胞

壁をゆるませて細胞の伸長成長を促進するが、 GAの

作用についてはまだ不明な点が多い。本研究では明

所で育てたアズキの上脹軸切片の伸長成長に対する

GAの促進機構を鯛ぺた。 GAは単独では切片の伸長

成長を鶴導しないが IAAによる伸長成長を相乗的に

促進した。また、スプリット屈曲鼠験により IAAと

は異なり GAが内部組織の成長能力を高めることが

示唆された。次に、切片の長さをかえたスプリット

屈曲試験と HPLCによる糖分析の結果、伸長域への

スクロースの移動を GAが促進することがわかった。

さらに、71<の透過性および細胞壁分解活性に対する

GAの影響が少ないこと、成長実験でスクロースが

GAに似た作用を持ちかっそれらの伸長促進効果が

細胞壁合成阻害剤により抑制されることもわかった。

以上の結果から、ジベレリンは内部組織の糖輸送、

代謝促進を介してオーキシンによる伸長成長を促進

すると考えられる。

2aK06 
アズキ上自主軸成長に対する凝似微小量カと縫物ホルモンの

影響

差よ盤盗，都築敬一郎，保尊降享1 (変媛大・理・生地，

1大阪市大・理・生物)

明所で生育したアズキ芽生えのよ匪紬の成長に対する凝

似微小量力と植物ホルモンの影響を鯛ぺた.発芽後3日目

間静置泊費量した芽生えを10クリノスタッ卜上で24-72時

間生育させ、芽生えの形態と上陸軸の成長(長さと生重量)

パタンの変化を解析した.その結果、クリノスタッ卜上で

生育した芽生えでは、静置状態のものに比べ上陸軸の成長

方向が不規則で、一部に肥大成長が観療され伸長量も低下

していたが、葉の形態には大きな差がなかった.伸長抑制

の原因を探るために、上陸紬成長織の切片(10mm)を綱製

して伸長猷験を行ったが、そのオーキシンによる伸長能力

に差はなかった.ただ、各種繍による伸長促進率には一部

違いがみられた.次に、根に纏物ホルモンとミネラル (MS

培地)を与え、上自主輸のインタクトな成長に対する影響を

調べた.ジベレリンとMS沼地は上陸紬の伸長を促進し、オ

ーキシン、サイトカイニン、 ABAはそれを阻害した.ここ

で、クリノスタット上での伸長抑制が低漢度のジペレリン

によって特に回復することもわかった.以上の結果から、

クリノスタット上で生じる芽生えの形態並びに成長の蛮化

とジベレリンおよび絡代謝との関連が示唆された.



2aK07 
イネ GA3s水酸化酵素遺伝子の単離と解析

生産盟起上口(田中)美弥子北野英巳小林正智

松岡 信l，l名大・生物応答セ 2名大・農学部理研・

ライフサイエンス

今回、我々は、イネより活性型ジペレリン(GA)合成
の最終段階を触媒するGA3s水酸化酵素遺伝子を 2種
類(QI盟主at/Va 弘却ーhydr~la目 1，-1; OsGA3ox1， 
OsGA3ox2}単離し、その解析を行った。日本型イネ、ア
ソミノリとインド型イネ、 IR24からのRIラインを用い
て両遺伝子をマッピングした結果、 OsGA3ox1は第5染
色体に、もう一方は第 l染色体長腕のテロメア側にマ
ップされた。この結果は、 OsGA3ox2がGA欠損型倭性
突然変異体として既に第 l染色体長腕にマ ップされて
いたd18の原因遺伝子である可能性を示唆していた。そ
こで、 d18変異株3系統についてOsGA3ox2コーデイン
グ領域のシーケンスを行ったところ、すべてのアリル
に関して様々な塩基欠失が確認された。以上の結果は、
OsGA3ox2がd18の原因遺伝子であることを示唆し、こ
のことは、野生型OsGA3ox2領域を用いた相補性検定に
より優性表現型が回復することで確認された。

また、 D18(OsGA3ox2)の発現は内性活性型GA量によ
りフィードパック制御を受けるが、 OsGA3ox1は活性型
GA量によって発現制御きれない。さらに、 D18の発現
は調査したすべての器官において観察されたが、
OsGA3ox1の発現は、約特異的に観察された。これらに
結果は、イネにおいて少なくとも 2タイプのGA3s水
酸化酵素遺伝子が存在し、 D18はGAlが合成されるほと
んどすべての器官において常に発現し、 OsGA3ox1の発
現はGA4が活発に合成され蓄積することが知られる約
特異的であるということを示している。

2aK08 
イネ(0ヴ'ZBsarivB L.)のジベレリン 3s水酸化酵素遺伝子、

OsG.4.3oxlの機能

必益正笠，伊藤博紀上口(田中)美弥子千徳直樹

l、北野英己 2、松岡信 1(理研・植物分子、 l名大・生物

応答センター、2名大・生命農学)

成熟したイネの蔚の内生ジベレリンレベルは栄養成長器官

の約 1000 倍に達する.約より調製したセルフリー系によ

る代謝実験においては極めて高いジベレリン 3s水酸化活性

が見いだされている.また茎業の 3水酸化活性が著しく低い

緩性イネ、媛稲Cにおいても約の 3s水酸化活性は正常であ

ることから、約においては茎業と異なる3s水酸化酵素遺伝子

が発現していることが予想された.今回演者らはイネより 2

種類のジベレリン 3s水酸化酵素遺伝子、OsGA3oxl、

OsGA3ox2をクローニングしたが、このうちOsGA3oxJは病

特異的に発現していたので、その機能について解析した.大

腸菌で発現させた融合蛋白を用いたtnV1町。アッセイの給果、

OsGA3oxlはジベレリンの 3s位の水酸化を触媒するととも

に、二重結合の導入，および2β位の水酸化活性も持つこと

が明らかになった.発現パターンやミュータントの形態につ

いての解析より、出穂、時に約において生合成されたジベレリ

ンは上位節問.特に第一節聞の伸長の促進に働いていること

が示唆された.
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2aK09 
イネジベレリン却水酸化酵素遺伝子の単離と機能解析

坂本知昭1，2 回切明美伊藤博紀松岡信ペ岩楓修_1

萱野焼明田中宥司小林正智'C筑波大院・農生物研

名古屋大・生物分子応答f理研・ライフサイエンス)

ジベレリンは2位の炭素が水酸化されることにより不可逆

的に不活性化することが知られている 我々はイネからこ

の過程を触媒するジベレリン却水酸化酵素をコードする遺

伝子OsGA2oxlを単離した

大腸菌内で発現させたOsGA2oxlタンパク質はラクトン環

を持つC19-ジペレリンを2s水酸化する活性を有したことから，

OsGA2oxlはジベレリン2s水酸化酵素をコードしていること

が確認された.

イネの発芽種子と栄養生長期の茎頂におけるジベレリン

2s水酸化酵素遺伝子OsGA2oxlの発現領域を，活性型GAの生

成を触媒するジベレリン3s水酸化酵素をコードする遺伝子

OsGA3ox2の発現領域と比較したところ，茎頂分裂組織では

葉原基や葉全体にOsGA3ox2:が強く発現していたのに対し，

OsGA2oxlの発現は葉原基や葉鞘の下端に局在していた.一

方発芽種子では圧盤上皮細胞でOsGA3ox2が強く発現し，同

時に座盤上皮細胞と糊粉層でOsGA2oxlが発現していた.以

上の結果から ，OsGA3ox2とOsGA2oxlの発現領滅の厳密な

制御によって，イネ植物体内における活性型ジペレリンの

分布が調節されている可能性が示唆された.

2aKlO 
bZIP型転写因子 RSGの標的遺伝子の探索

遼霊童謹~，山口五十麿神谷勇ff，高橋陽介 l
(1東大院・理・生物科学東大・賎 3理化学研弼庁)

RSG ( repression of shoot gro羽生h)は bZIP領域を持つ、

タバコの転写活性化因子である。正常型 RSGの活性を

蹴 R的に阻害するドミナントネガティプ型 RSGを発現

する形質転換タバコを作製し解析を行った結果、節問成

長の阻害、主に細胞伸長が抑制されている事が明らかに

なった。形質転換纏物に対するオ}キシンとブラシノラ

イド、の投与は効果が認められなかったが、ジベレリンを

投与すると個体の形態はコントロール植物とほぼ同程度

まで回復した。そこで、ジベレリンの内生量を定量した

ところ、 GA1が対照植物の 15%に低下している事が明

らかとなった。以上の事から、 RSGはジベレリンの生

合成欝素の遺伝子の発現を直接、または間接的に市IH卸す

る事によって GAの内生量を制御していると予想され

た。近年、ジベレリン欠損変具体などを用いて、ジベレ

リンの生合成醇素の遺伝子が次々にクローニングされて

いる。これらの遺伝子のプロモータ→頁域に RSGの結

合配列が存在するか、またその遺伝子のプロモーターは

RSGによって活性化されるかを検討する事により RSG

の標的遺伝子を探索している。



2aKll 
14・3・3タンパク貨による bZIP型転写因子 RSGの活性制御

機構の解析

五十嵐大売、深j事喬太郎、石田さらみ、直虚血企(東大院-

E里・生物科学)

RSGIまシュートの成長を鋼節するbZIP型転写因子である。

RSGの後能を阻害した形質転換タバコでは、ジベレリンの内

生量が低下しシュートの成長が著しく阻害される。遺伝子の発

現調節には転写因子間の相互作用が重要である。そこでシュ

ートの成長に関する転写制御系のネットワークを明らかにする

ため RSGと相互作用するタンパク賞群を two-hybrid法で単

灘・解析した。

それらのタンパク貨のうち一つは 14・3-3と呼ばれる真核生

物の制御因手に広〈存在する事前途を持っていた。 14・3・3タン

パク貨は多くの場合、棟約タンパク貨のリン酸化されたセリン

と結合して、その機能を鯛節する。キナーゼ Rafや M期移行

を削節する Cdc25pの制御への関与がよく知られている。点

突然変異を導入した実験から RSGの 114番目のセリン残基

が 14・3・3との結合に軍要であることが明らかになった。この

セリンのリン酸化により RSGと14・3-3との結合が制御されて

いると予想される。そこでトランジェントアッセイにより、 14・3岨3
と結合できない RSG(S114A)の転写因子としての活性を翻

ベることで、 14・3・3による RSGの制御織檎を解析した。また

14・3・3による RSGの細胞内局在制御を解析した。

2aK12 
三量体Gタンパク質asubunitの欠渇したイネ d1綾性変異体
はジベレリン情報伝11が異常になっている
上口(田中)美弥子、藤沢由紀子¥小林正智北野英巴、
岩崎行玄 松 岡f言(名大・生物分子応答センタ一、生命農学、 1

福井県大・生物資源、 2~野再)

イネ d7綾1主変異体は、 3量体Gタンパク賀asubunitの欠
損であることが、積沢らにより明らかとなった。以前より、マ
ストパランを用いた生イ医学師斉究から GA情剰気重の上流にお
けるGタンパク貨の関与が澗愛されていた。そこで、我々は、
d 7変異体において、 GA情報伝達系が異常を示しているか否
かを様オした。

まず、 d7変異体におけるa-amylaseの GAによる誘導発
現を調べたところ、野生型では、その活性誘導は低浪度 (10 
-S-7M)の GAで飽刑に遣するのに対し、 d7変異体では活
性誘導の程度が低く、高濃度 (1O-sM以上)でも飽刷しな
かった。このことは、 d7変異体では、 a-amylase誘導に対
する GAの効果が低くなっていることを示している。 a-
amylase遺伝子亙ぴ GAシグナルイ五重経路1こ関与していると
予想されるGAmybおよびGA依存性型 Caz+-ATPase遺伝子
の知見はd7変体において、非常に低下していた。さらに、
地上部においては、節問伸長に対する GAの反応牲も著しくお
ちていた。軍丘、我々洲明らかにした GA シグナJ~イ道系の抑
制因子であるSLR遺伝子の欠繍変異体である徒長型変異体イ
ネ、 sI rとのこ重劣性変異体を作製したところ、地上部の形
態ならびにa-amylaseの鎖見についても sI r型を示したこ
とから、 D1はSLRの上流で機能しているものと推察された。
以上の結果より GA1鴨居偏重系における 3量体Gタンパク質

αsubunitの機能について考察する。

幻5

2pKOl 
イネの恒常的ジベレリン反応性突然変異体，

slender riceの原因遺伝子SLRはGAI，RGA， 

Rht・1およびD8と相向性遺伝子である.

油田一~，上口(田中)美弥子，園田 裕，北野英己，
蓬原雄三¥松岡信，山口淳ニ

(名大・生物応答センタ一生命農学名城大・農)

日本晴突然変異体 slenderrice(sか・1)は、正常

品種が過剰にジベレリン(GA)に応答した形態と極

めて類似していた.しかしこれらの表現型は内GA

に依存に依存していなかったことから.この変異

体がGAによるシグナル伝達系を常に‘ON' にし

ている恒常的GA反応性突然変異体と結論づけられ竜

その原因遺伝子SLRの本来の機能1;1:， GAシグナル

を負に調節しているものと考えられた.

さらにSLR:遺伝子を単離したところ.アラピド

プシスのGAIおよびRGA， トウモロコシの08，r緑
の革命」で知られるコムギのRht-1と相向性遺伝子

であった.これらの憲性変異体力S・in-frame型欠失

変異であったのに対して，slr-1では 1塩基の欠失

によって引き起こされた1055of function型変異で

あった.またslenderriceにSLRを形質転換したと

ころ.正常な表現型に相補された.

2pK02 
ジベレリン非感受性極嬢性変異体の解析

山車壬鶴王、上口(田中)美弥子、小林正智¥

千徳直紀、北野英巳、松岡信(名大生物分子応答

センター、生命農学、:理研)

我々は、ジベレリンシグナル伝達経路の解明を目

的として、 N・メチルウレアによって作製した変異

体集団の中から、ジベレリン(GA)非感受性変異体

を単離した。この変異体は、不稔を伴う極媛性変異

体であり、その形質は(GA)合成に欠損を持つd18 

の強いアレルと酷似していた。しかし d18と異な

り(GA)の添加によりその形質の回復が引き起され

ることはない。また本変異体においては、アリユー

ロン層における(GA)によるαアミラーゼの誘導が観

察されない。さらに、本変異体では内性ジベレリン

量が増加しており、特に活性型GAであるGA1は野

性型の120倍にも及ぶ高い内性量が確認された。こ

れらの結果は、この変異体が、ジベレリン非感受性

変異体であり、この変異体の原因遺伝子が、ジベレ

リンのシグナル伝達のポジティプレギユレーターと

しての役割を担うタンパク質をコードしている可能

性を示している。



2pK03 
発根促進物質 N-(フェネチル)コハク酸アミドの生物

学的活性と構造活性相関

.M皇主，林善晴板垣美保子，江島孝光
石井耕，藤田稔夫 2

(雪印種苗(株)技術研究所旭化成工業(株)延岡

医薬工場， 2EMILプロジェクト)

バチルス属菌の工業的培養液中から単離された発

根促進物質N-(フェネチル)コハク酸アミド(PESA)の

生物学的な活性をオーキシンと比較した.アズキ不

定根発生試験ではアズキ切片作成後， IAA が 0~24

時間で最も効果が高かったのに対し， PESA は 48~
72時間の処理が最も効果的で，この効果は TIBAを

茎上部に塗布することで限害された.また， PESAは

オーキシンと異なりアズキの茎伸長促進作用，ダイコ

ンの葉の上偏生長促進作用を示さなかった.PESA 

をピーマンのセノレ成型苗に処理したところ，総根長，

根部乾物重が増加した一方で，上儒生長・茎害IJれは

認められなかった.一連の類縁化合物を合成し，構

造活性相関解析を試みたところ，発根促進活性は疎

水性に依存することが示された.合成した化合物中

では N・(4・フェニルブチル)コハク酸アミドメチルエス

テルが実用的には最も有望と考えられる.

2pK04 
IBAによる発椴紙導過程の初期に出現するインドールブチロラクトン

盛山堕童、山口祥子、吉田彼一、阪本均'(資生堂・基盤セ、 1サカタ

のタネ・長後紋験場)

オーキシンが発根誘導に必須の作用を有することはよく知られてい

る。われわれはインドール酪酸(IBA)によるミシマサイコ不定根での

発根誘導過程において、細胞外における初期のオーキシン代謝を知

る目的で、 lBAを与えた直後のアポプラストまたは根組織近傍の生成

物質を鯛ぺた。その結果、 3種類の物質(Fa、Fb、Fb')が細胞外に出

現することがわかった。 FaとFb'lまIBAの生理的な変後とは無関係なも

のであったが、 FbはlBAのl'位が水酸化され、末端のカルボン酸と反

応してラクトン環を形成した物質であった。 Fbはt音:地中のIBAの減少

に伴って一時的に増加し、その出現はlBAによる発根鼠導条件と相

関していた。

そこで Fbを化学合成して、その発根餓導活性を鯛ベた。サイコ不

定額培養系において、 Fbは発根続導作用を示し、その強さは lBAと

同等か、または劣った(発根読導条件による)。さらに、既存の発綬浄l

(オキシペロン:IBAが主剤)と比較して、多種類の纏物で発彼1主導作

用を調べたところ、①切り口に与えるよりも葉に噴霧するほうが効果

的であること、②単独ではオキシベロンより効果が劣るが、業にD責織

したとき、オキシベロンと相乗的に働き、根や苔の成長を促進した。
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2pK05 
アラビドプシス重力屈性変異株 a以 1・7におけるク

ロモサボニンによる重力屈性の回復

Abidur Rahman，鶴見誠二" Arifa Ahamed，後藤伸

治 1尼川大作(神戸大・自然科学神戸大. RI 
センタ_2宮教大・生物)

エンドウ芽生えから得られるクロモサボニン I

(CSI)がアラビドプシスの根の成長を著しく促進

することを既に報告した。今回は、重力屈性を示

さない変異株である a山 1・7が、 60μMの CSIを

与えると重力屈性を示すようになることを発見し

たので報告する。 AUX1は根における IAAの intlux

uπierであると考えられている (Bennettet al. 1996， 

Yamamoto and Yamamoto 1998)。この CSIの作用
は他の重力屈性変異株 axr2，eir1-1では観察されず、

野生型・オーキシン耐性変異株 axr1-3 ・エチレン
非感受性変異株 ein2・1では、 CSIは反対に根の重
力屈性反応を遅らせた。 CSIは野生型の根におけ

る泊-IAAの取込みを回害し、 aux1・7の根におけ
る取込みを促進したが、 3H-NAAの取込みには影

響しなかった。また、 CSIは野生型の根の外生 IAA

に対する感受性を低下させ、 auxl-7の根の IAA感
受性を高めた。これらの結果は CSIが AUX1タン

パク質を制御する能力があることを示唆している。

2pK06 
偏差成長欠損優性突然変異体 msg2の屈地性とオー

キシン感受性の欠損には AXRlが必要である

立並主、山本興太朗(北大・地球環境・生態環境)

偏差成長欠損劣性突然変異体 nph4/msgl及び

axrlと優性突然変異体 msg2の二重突然変異体を

作成し、旺軸の偏差成長反応とオーキシン耐性を調べ

た。オーキシン片側塗布による屈曲反応については、

msg2 = nph4 = msg2 nph4 = msg2 axrl > axrl > 

野生型の順序で欠損が見られた。屈地性の欠損の強弱

は、 msg2= msg2 nph4 > nph4 = msg2 axrl > axrl 

>野生型の順序になった。これに対し、屈光性とフッ

ク形成の欠損の程度は、 axr1 = msg2 axr 1 = msg2 

nph4> msg2 > nph4 >野生型の順序となった。また、

これら突然変異体は、 msg2= msg2 nph4 > axrl = 
msg2 axrl > nph4 >野生型の順にオーキシン耐性

を示した。以上の結果から、優性変異した MSG2は

AXRlと同ーの反応経路上で作用していること、

msg2妊軸で観察される屈地性の欠損とオーキシン

耐性には AXRlが必要であることが示唆された。



2pK07 
シロイヌナズナアブシジンアルデヒド酸化酵素の突

然変異体 (aao3)の解析

瀬尾光範、A.J.M. PEETERS¥ 小岩井花恵、折谷隆之ヘ

J.A.D.互町'AART'、M.KIα澗雌E¥神谷勇治¥ 小柴共

ー (都立大・理・生物科学、 'WageningenAgric Univ、a東北

大・鹿・応用生命、'MichiganState Univ、‘理研)

アルデヒド磁化酵素 (t(J)I立、アブシジン酸(A8刈

生合成の最縫段婦の反応に関与していると考えられてい

る。我4は、これまでに4穣のシロイヌナズナAα宣伝子

[AAO(atAO・)1，2，3，4]のうちのM031こよってコードさ

れている地ofJfアブシジンアルデヒド厳化酸素(A8t(J)

である可能性が非常に高い事を示してきた.

ごく最近A相 3と非常に近い位置にマップされる、新規

のA8A欠損突然変異体が単隠された.この変異体ではAC1J

の活性が検出されず、さらにM03遺伝子内に1塩基置換

の変異が見つかった.これよりこの変異体はAAC沼遺伝子

に関する変異体であり、そのコードするタンパク(刈コ6)

がABAOである事が明かになった.この変異体は、他の

A8A欠鍋突然変異体と同織に棄が聾れやすいという形貨を

示すが、穂子の休眠性は野生型植物と変わらない.さら

に内生A8A量は棄で大きく減少しているのに対し、種子で

はその減少の度合いが少ない.このことはTOoは主に棄で

のA8A:合成を調節しており、サヤや種子では別のAOIJfA8A
合成に関与している可能性を示唆している.

2pK08 
シロイヌナズナアルデヒド酸化隊黛遺伝子の T-DNA持入ラ

インの操業

青木裕晋，瀬尾光範.小柴共吋都立大・理 ・生物科学)

アルデヒド厳牝準型lCAO)は植物ホルモンであるインドー)1--3・

酢酸(凶A)、アプシジン磁 (ABA)の生合成に関与しているとい

う知男b稲摘してきている.我々はシロイヌナズナにおいて少なく

とも4種のAOアイソザイム仏.00，s， Y， o)を検出し、 4種のcDNA

[AAO(atAOうに乙3，何を単躍してきでいる.これまでに AOa

仏A01産物)に関しては除A、また AC治仏A03産物)および

AA04産物質に関しては ABAの生合成lこ関与している可制笠を生

化浮民解析によって示唆してきた.

ごく最近 AA03遺伝子内に変異を持つ尖併渡実体が単拘置さ才L

その ABA生合成欠損という罫晃型から M03遺伝子の ABA生合

成への関与が分子遺伝学的にも明らかにされた.M01、2、4遺

伝子の御jに関してl故泊枕結果は得られておらず、これらの遺

伝子産物の働き特に IAA、ABA生合成への関与を明らかにするた

め遺伝子機能を欠損した植物の単織を進めた.12，000の T-DNA

簿入ラインから m スクリーニングを行い愚糊句に AAOlに関し

ては1ライン、AA041こ関しては2ラインの掃入ラインを単離した.

現在これらの変異体について表現型の観療を中心に解析を進めぬA、

ABA生合成との関連欄守している.
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2pKIω 

アプシジン酸応答性遺伝子発現制御 に関わる突然変

異体の解析

山本(喜田)章子、井内和美、橋川美菜、服部束穂

(三重大 ・遺伝 子)

我々はこ れ までにシ ロイヌ ナズナのアプシジン酸

(ABA)応答性遺伝子 COR15aの発現 に異常 のみ

られる 98系 統の突然変異体を分離 している。 これ

らのうち 21系統について、 ABAによ る誘導を受け

る他の遺伝子の発現を ノーザン解析により調べた。

その結果、 CORJ5a と 九4.B18はほ とんどの系統に

おいて類似した発現パタ ー ンを 示 したが、RD29A

は、いくつかの系統において明らかに異なる発現パ

ターンを示した。 このことは、 RD29A遺伝子の ABA

応答性 発現が、他の 2遺伝子と は異なる機構に よっ

て制御されている可能性 を示唆している。現在、こ

れらの変異系統の表現型について、さらに詳しい解

析を行っ ており、 これについても報告する。

3aKOl 
サイトカイニン応答性を示すGDP!GTP交換因子相向性遺伝子

の構造と機能

担f璽塵l・矢瀧紀幸l・矢金子委利子1・3、中野雄司l、吉田茂男l

(1理研・積物機能、2r奇玉大 ・理工判耳知ヰ、 3明治大 ・劃

サイ トカイニンは細胞分裂促進、葉緑体分化促進等の植物体

の成育に必須な生理作用を制御することが知られているが、 こ

れらの情報伝達系のよ流に位置するサイ トカイニン応答性遺伝

子についての知見は非常に少ない.そこで我々は、タバコ緑色

培養細胞においてサイトカイニン生理作用の前段階もしくは初

期段階と想定さ れる刺激後12時間で発現が誘導される遺伝子

群を、 DifferantialDisplay法を用いて単離し、cigCcytokinin 

inducible亘ene)1-3と命名した。続いて完全長cig2j宣伝子の

塩基配列の決定を行った結果、cig2遺伝子は全長約1300bpの

遺伝子であることが明かとなった.homology searchの結果、

翻訳開始時にribosome!tRNAと複合体を形成するeIF2に対す

るG0 P ! GTP exchange factor C G EF)であるeIF-2Bファミリー

と高い相向性を示した。また同時にras，rhoなどのG-ptoteinに

対する GEFとも相向性が認められた。続いてより詳細な解析

を行い、 cig2はサイトカイニン刺激後2時間以内に発現誘導を

受けるこ と、 植物体内において、つぼみにおいて最も高い発現

が見られることが明かとなった.現在、より詳細にcig2の機能

解析を行うため、形質転換体の作出および、タンパク質大量発

現系の確立などを試みている。



3aK02 
サイトカイニン生合成阻害剤の探索

準記童1・2、木村琢磨i・3、金子委利子1.2、宮外麻周¥

中野雄司¥浅見忠男i、内藤忠雄2、吉田茂男i

e理研・植物機能、 2明治大・農、 3埼玉大・理工学研究科)

サイトカイニン生合成経路は未解明の部分が非常に多い.

植物体由来の生合成関連遺伝子は、配糖化酵素以外は未だ単

離例が無く、生合成欠損突然変異体も現存しない。そこで、

我々はサイトカイニン作用の生理学的解析や関連遺伝子の分

子遺伝学的解析等に有用と考えられるサイトカイニン生合成

阻害剤の探索を試みている。

植物体のサイトカイニン欠損に由来する表現型は未知であ

るが、我々はクロロフィル含量の低下をそのーっとして予測

している.そこで、纏物体白化剤l群の中で、構造上サイトカ

イニン生合成の分岐酵素であるイソペンテニル基転移酵素

(jpt)の阻害剤としての作用が考察可能なシクロヘキサン

ジエン系化合物に着目した。当阻害剤はクレス、タバコの明

所発芽子葉を自化させるが、サイトカイニン共存処理におい

て、若干の緑化回復が認められた。タバコ緑色培養細胞系に

おける当阻害剤処理は、細胞培殖の低下、クロロフィル含量

の低下、サイトカイニン応答性遺伝子群 (cig) の発現レベ

ルの低下を誘発することが認められたが、これらはいずれも

サイトカイニン共存処理によって部分的回復が認められた。

現在、より回復が顕著な、即ちより特異的な阻害剤の探索を

目指し、当該類縁体の合成を試み、検定を進めている。

3aK03 
内分悩艶肋質BisphenolAのサイトカイニン様作用にっし、て

正出宣金壬、榎材湖、西成典子 1、手呂内伸之 1(ブ苦敦子

大学・蝕I静民・環境 l教養・生物)

内分泌撹乱物質の一種である BisphenolA ( 4，4'-

Iωpropylidene diphenol )は、プラスチックのポリカーボネート

とエポキ、ン棚膨合劇勝手や断収台勲コプ砂崩林ヰなど、として広

く用し、られてしも。

B時henolAは現在、慰彬初性ホルモンの一つであるエスト

ロゲ‘ンと似た作用を持つことが失応れてしもが、植物に対する影

響こっし、ての砂開封育つれてしな川

本研究では、 BisphenolAに植物ホルモン類以の働きがある

かどうかを調べιダイズ (Glycinen沼x)のAcmeJ'of重量こ由
来するカルスを用いた生物検定実験により、 BisphenolAにサイ

トカイニンに似た作用があることをつきとめた。この実験系にサイ

トカイニンの代わりにBisphenolAを濃度10-6~lμgimlで添

加したところ、濃度 10-1
J1 giml付近で著しし味朗自立野直思隻作用

が確認ーされた。現在、更に詳細旨条附こよる追誌と、 Bisphenol

Aにサイトカイニンで央[られてしも、他Pコ生理舌樹乍用があるか

どうかについての実感詮行ってし、る。
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3aK04 
イネ幼植物における Brassinolideの細胞伸長促進機

構

量塞塵畳、田中重雄、武長宏(東農大・応用生物)

Brassinolide但R)は、ステロイド骨格を有する植

物成長調節物質である。我々はその作用の 1つであ

る細胞伸長促進効果のメカニズム解明を目的として

以下の実験を行っている。イネ第二葉身屈曲および

子葉鞘伸長は、 BRの処理により著しく促進され、

これは細胞伸長に起因している。これらの応答はセ

ルロース合成、微小管重合およびマイクロフィラメ

ント重合阻害剤で抑制されることから、これらの諸

国子が関与していることが示された。 さ ら に

Differential Display法を行い、 BR処理により蓄積

量の増加する遺伝子但RU2，~rassinolide 即・

regulated gene 2)のクローニングに成功した。 BRU2

はアクチンの重合・脱重合を制御する因子である

villin， gelsolinと相向性が見いだされている。

3aK05 
管状要素形態形成に先立ち内生ブラシノステロイド量は劇的

に増加する

iよ』率一亙、藤岡昭三l、出村拓、高津戸秀人吉田茂男1、福

田裕穂(東大院・理・生物科学、 l理研・植物機能、 2上越教

育大・化学)

私たちはヒャクニチソウ invitro分化系を用いて、ブラシ

ノステロイドが管状要素分化の中期から後期の移行に関与す

ることを明らかにした。これまでに二次壁形成直前の細胞に

含まれる内生のブラシノステロイドをGC/MSを用いて調

べ、実際にティファステロールと6ーデオキソカスタステロン

を同定したことを報告した。

今回はいくつかのブラシノステロイドについて、管状要素

分化の各時期の細胞及び培地に含まれる量を詳細に調べた。

ティーステロンとブラシノライドは今回の解析では全く検出

されなかった。6 デオキソティーステロンは細胞と埼地の

両方に常に少量存在し、ほとんど変化しなかった。これに対

し、 ティファステロール、 6ーデオキソティファステロール、

6ーデオキソカスタステロンは形態形成に先立って細胞内と

倍地で急激に繕加することが明らかになった.またカスタス

テロンは形態形成に先立って指地のみで急激に増加した。興

味深いことに、培地にはこれら 4つのブラシノステロイドが

同程度合まれるのに対して、細胞には6ーデオキソティフア

ステロールと 6ーデオキソカスタステロンが圧倒的に多く蓄

積していた。以上の結果をもとに、管状要素分化に伴うブラ

シノステロイド合成と放出のメカニズムについて考察する。



3aK06 
LEVELS OF BRASSINOSTEROIDS ARE QUlTE 

DIFFERENT BET可~EEN SHOOTS AND ROOTS 
Takao YOKOTAl， Iakahito NOMUR8.2， Tatsuro 
SAT03， lDept. Biosci.， Teikyo Univ.， Utsunomiya 320・
8551， 2Dept. sci. of Plant and Animal Prod.， Tokyo Univ. 
of Agric. and Tech.， Tokyo 183・8509，3Center for Res. 
on Wild Plants， Utsunomiya Univ.， Utsunomiya 321暦

8505， 

Endogenous brassinosteroids (BRs) in the shoots and 
roots of hydroponically grown pea seedlings were 
quantified by gas chromatography-selected ion 
monitoring. It was found that both shoots and roots 
contained 6・deoxoBRsas predominant BRs. In the 
shoots， 6・deoxocastasterone was accumulated. 
However， in the roots， there were accumulations of 6-
deoxocathasterone and 6・deoxotyphasterol.
Furthermore， the level of castasterone in the roots was 
much lower than that in the shoots. Th巴sefindings 
indicate that the BR biosynthesis is differently regulated 
beれ町巴巴nshoots and roots of pea and also that roots 
require BRs for the growth 

3aK07 
CATABOLISM OF BRASSINOSTEROIDS IS 

ENHANCED IN ARABIDOPSIS MUTANT chibi2 

T'atsuro SATQ， Masanobu NAKAMURA 1， Akira 

NAGTANI 1 ，Takao YOKOTA 2， Dept. Bioprod.， Grad 

Sch. Agr. Sci.， Utsunomiya Univ.， Utsunomiya 

321・8505，lDept.bot.， Kyoto Univ.， Kyoto 606・8502，

2Dept. Biosci， Teikyo Univ.， Utsunorniya 320・8551

The dwarf mutant chibi2 of Arαbidopsis thaliana 

was obtained by enhancer tagging. Its stunted 

phenotype was recovered by brassinolide. The levels 

of the endogenous BRs especially 6-deoxocastasterone， 

castasterone and brassinolide were reduced as 

compared with wild type plants， suggesting that that 

catabolism of these BRs was enhanced in the chibi2 

mutant thereby retarding the growth. We examined the 

fate of the tritium-labeled castasterone in chibi2 grown 

in Murashige-Skoog liquid culture medium， revealing 

that chibi2 seedlings metabolise castasterone more 

rapidly than wild type plants do 
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3aK08 
ブラシノステロイド生合成に関与する P450酵素の解析

z包盆正治、浅見忠夫1、藤岡日百三1、吉田茂男¥坂田完三 (京大・

化研、'J里研・植物機能)

多数のチトクロム P450がブラシノステロイド生合成経路

において複数の水般化反応を触媒し、また不活性化過程と考

えられる 25位水酸化にも関与することが示唆されている。

現在までにブラシノステロイド欠婦変異株の解析から 3種の

P450遺伝子 (CPD、DWF4、D附 RF)が単敵されているが、

DWARF 遺伝子以外の 2種については活性は確定されていないc

また、これら P450とアミノ酸配列相向性が高く進化系統的に

も近い P450遺伝子がシロイヌナズナには多数存在し、それら

のブラシノステロイド生合成・代謝への関与の可能性も考え

られる。これら来同定 P450遺伝子を含めた P450の活性同定

及び生化学的解析を進めるためには、異種細胞系による組み

替え P450の発現が必須である。そこで大腸菌による発現系の

構築を目的として、ステロイドの 22位水酸化を触媒すると

予想される DWF4の発現を行った。 DWF4はC末端倶uにHis-

tagを付けて発現させ Ni-NTAカラムにより精製した。DWF4

は典型的な P450スベクトルを示し、ブラシノステロイド生合

成阻害剤 (Brz)はDWF4に強く結合した (K，=lμM)。 他の

P450分子種についても大腸菌による発現を検討した。現在、

P450活性を測定するため P450還元酵素との再情成系の情築を

行っている。また、これら P450遺伝子についてブラシノステ

ロイド及びBrz処理による発現応答性について解析を行った。

3aK09 
BASl1立ブラシノステロイドのレベルを制御してい
る
藍血盟三，Michael M. Nefe，野口貴弘，瀬戸秀春，高津
戸秀三吉田茂男， Joanne Chory' (理研・植物機能，
'The Salk Institute for Bio.1ogical Studies and the Howard 
Hughes Medical Institute， l上越教育大・化学)

シロイヌナズナのbaslは、アクテイベーションタ
ギングにより見出された震性変異体である。P450の
過剰発現により、ブラシノステロイド(BR)生合成欠
損変異体やBR非感受性変異体とよく似た表現型を示
す。 BASl遺伝子産物 がBRの生合成あるいは代謝に

関与しているか否か明らかにするために、内生BRs
の定量 分析を行った 。 その結果、 baslでは、
brassinolide (BL)、castasterone、6-deoxocastasteroneの
レベルが著しく減少しており、 BASlはBRレベルの
制御に関与している可能性が示唆された。また、無
菌培養したシロイヌナズナの実生を用いてBLの代謝

実験を行 ったところ、 BLは26・hydroxybrassinolide
(26・OHBL)に代謝されることが明らかになるととも
に、 baslではcontrolに比べ、この変換が促進されて
いることを見出した。 さらに、イネのラミナジョイ
ントテストやシロイヌナズナのBR生合成欠損変異体

を用いた回復実験から、 26-0HBLの生理活性はBLに
比べ著しく弱いことが判明した。以上の結果から、
BASJIまBLの水酸化に関与していること、ならびに、
baslでは、活性型のBLが水酸化されて不活性化され
ることにより媛性形質を示すことが示唆された。




