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クロロフィルa合成系の起原と進化

韮よ!!li二、中原昌明、 JinXiong1、C.E. Bauer1 (神
奈川大・理・応用生物、 lDept.Biol.， lndiana Univ.) 

クロロフィル (Chl)aは植物の光合成に必須の

光合成色素である。しかし、植物におけるその合

成過程には未だ不明の点が多い。一方、パクテリ

オクロロフィル (BChl)a を合成する紅色細菌

助 odobactercapsulatusの分子遺伝学的研究やシア

ノバクテリア SynechocystisPCC 6803のゲノム解析

などから、 Chla合成系と BChla合成系はかなり

共通した酵素系を持つことが明かとなってきた。

我々 は、 Chlaと化学構造の良く似た BChlgを主

要な光合成色素とする光合成細菌ヘリオバクテリ

アから BChlgの合成に関与する数多くの遺伝子を

単離した。さらに、 16srRNAに基づく真正細菌の

分子系統樹で、かなり初期に分岐したとされる緑

色非硫黄細菌や鉄硫黄型の反応中心を持つ緑色硫

黄細菌からも BChlaの合成に関与する多数の遺伝

子を単離した。

植物・シアノバクテリア・光合成細菌の主要な

系統間での Chla・BChla合成に関与する多くの酵

素の系統解析を通じて垣間見えてくる光合成の初

期進化に関する話題を提供する。

Wl-2 

cytochrome b6f複合体による光エネルギー受容量調節

鹿内利治(奈良先端大・バイオサイエンス)

光合成の明反応の最終産物は、 NADPHなどの還元力と ATP

である。これらは、 C02の固定のみならず、種々の生体反

応に利用されるため、細胞の要求に応じて NADPH/ATP合

成比は調節を受けなければならない。この調節は、電子伝達

におけるプロトン勾配の形成効率 (Hγe.lt)の調節に他な

らない。またdpHは、光化学系 Hで光受容を調節し、過剰

な光エネルギー受容による光輝害を回避する反応においても

中心的な機能を果たす。したがって植物にとって、プロトン

勾配の形成効率調節は、変動する環境の中で光障害を回避し、

最大の光合成活性を引き出すため極めて重要なプロセスであ

る。

我々はクロロフィル蛍光画像化システムを用いて、強光

下で光化学系 Hでの光受容制御が誘導できないシロイヌナ

ズナ変異株を多数単縦した。その中で、 cytochromeb6f複合

体に直接、間接的に関連する変異株が少なくとも4つ(pgr1・3.

nrd6)得られた。これらの変異株から推測される、この良く

知られた光合成電子伝達複合体のプロトン勾配制御における

調節的機能について考察したい。
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Wl-3 

より良い光条件を探す動<葉緑体

加川|貴俊 (科授箇・さきがけ研究21、基礎生物学研究所)

外界の光環焼に依存して葉緑体はその位置をかえる。弱光下で

1eJ:葉緑体1eJ:光に向かつて集まり (弱光反応)、強光下では光か

ら逃げる方向に移動する(強光反応)。シ口イヌナズナの葉で

もこの現象は観察される(1くagawaand Wada. 2000. Plant Cell 
Physiol. 41:84-93)。私だちは、シロイヌナズナから強光反応の
み起こら主主い突然変異体の単離し、その原因遺伝子としてNP
L 1を同定しだ。このNPL11eJ:シロイヌナズナの光屈性の光
受容体NPHlのホモログである。通常、野生裂で1eJ:強光・弱光
反応1ëJ:それぞれ 0.1-4Wm.2• 8-30Wm・2の青色光で誘導される。
しかし、円pl7変異体は調べた 0.1-30Wm-2の光環境で葉緑体光
定位運動はほとんど観察されなかっ11、弱光反応、ICl正常であっ
足。一方、 n凶 1変異体はほぼ正常の葉緑体光定位運動が観察

され足。さらにNP L 1・NPHlの2重変異体では葉緑体光
定位運動自体が観察され主主かった (京大・岡田研との共同研

究)ことから、葉緑体光定位運動の光受容体はNPLlおよび
NPHlであることが解った。

Wl-4 

オルガネラ、頼粒等の細胞内輸送におけるミオシ

ンの役割

横田悦雄(姫路工大・理・生命)

植物細胞内では、原形質流動と呼ばれるオルガネ

ラ、頼粒等の細胞内輸送が起こっており、細胞の

生長や分化に重要な役割を担っている.多くの場合、

その流動力はミオシンによって発生していると考

えられている.テッポウユリ花粉管 C170-kDaミオ
シン)とタバコ培養細胞 BY-2(l75-kDaミオシ
ン)からカルモジュリンを軽鎖とする 2種のミオ
シンを単離した。 170-kDaミオシン重鎖の一次構
造を解析した結果、シロイヌナズナで同定されて

いた MYAlと高い相向性を示すことから、このミ
オシンは XIクラスのミオシンであると思われる.
滑り速度あるいは細胞内における存在様式の解析

から、両ミオシンともに原形質流動に関与してい

るモータ一分子でことが示唆された。しかし、ー両

ミオシンが発現しいる BY-2細胞内では、それぞ
れのミオシンが結合しているオルガネラが異なっ

ており、原形質流動において役割分担をしている
可能性が考えられる。



Wl-5 

葉緑体の酸化還元カスケード:チオール静棄と調節機構

込盟ー笠近藤愛子 1，M. T. Stumppl，本橋健lへD.Baldl.3 
e東京工業大・資源研、 2北大・院・薬、 JCRESTTeam13) 

高等植物の葉緑体には、f型とm型という2種類のチオレ
ドキシン(Trx)が存在し、光化学系から電子を受け取り、標的

となる酵素のジスルフィド結合を還元し、その活性を調節し

ている。炭酸同化系の酵素群、 ATP合成酵素(CFoCF1)、リ
ンゴ酸脱水素酵素(恥IDH)がTrxの標的であることが以前か

ら知られていた。この数年間に、 AcetylCoA carboxylase， 3'・

Phosphoadenylylsulfate Reductase， Rubisco Activaseが新た
な標的酵素として報告された。私たちは、 Trxに支配される

酵素群を網羅的に捕捉するため、 Trxの活性中心の変異体

を用いたアフィニティークロマトグラフィーを考案した。この方

法により、葉緑体ストロマ画分から、標的としては来同定の

酵素を捕捉することに成功した。現在、これらの酵素が実際

にTrxによる酸化還元で活性調節を受けるか否かを調べて

いる。今回の講演では、私たちが捕捉した群素群を含めて、
Trxに支配される葉緑体酵素の調節を概観したい。

活性調節の分子機構は、MDHでよく研究が行われてい
る。私たちは、細菌由来のFIにCF1の制御領域を導入して、

1分子のレベルで活性の調節を直接観察することに成功し

た(D.Bald et al.，ポスタ}発表参照)。この成果も合わせて

報告し、 Trxによる酵素調節の分子機構を考察する。

Wl-6 

植物オキシリピン生合成系に関与する脂質加水分解酵素
盆基盤孟(山口大・農・応生化)

植物オキシリピンは脂肪酸から駿化的に誘導される一
連の化合物群の総称であり、ジャスモン酸や短鎖アルデ
ヒド類などの生理活性物質が含まれる。植物オキシリピ
ン生合成系の初発段階は脂質加水分解酵素(Upolytic
acyl hydrolase， LAH)による脂質からの脂肪酸の遊様で
あり、この段階がオキシリピン生合成系を制御している
律速段階と考えられている.しかし、これまでlAHに
関する知見は極めて乏しく、その詳細は明らかでない。
演者はオキシリピンの中でも特に短鎖アルデヒド類生成
系に関与する LAHに着目し解析を進めている。シロイ
ヌナズナ無傷葉には短鎖アルデヒド含量はわずかである
が、磨砕に伴い数分以内に急激に生成される。このとき
脂質、中でもガラクト糖脂質のリノレン酸含量が顕著に
低下した。このことからシロイヌナズナ葉にはガラクト
脂質特異的lAHが存在し、磨砕に伴い活性化され、短
鎖アルデヒド類の基質となるリノレン酸を遊離している
ことが明らかとなった。一方、シロイヌナズナゲノム中
には 10種類程度の真核生物型リバーゼホモログが見い
出され、その中のひとつ、 EDSlはR遺伝子を介した病
原菌抵抗性に必須な因子のひとつとして同定されている。
その中からR'[-PCRで発現の確認された4つの遺伝子
(DLLlーのについて cDNAをクローニングした。 RNAプ
ロット分析の結果、 D斗 4は傷害で誘導されたが、ジャ
スモン酸では誘導されなかった。現在、これら 4種の遺
伝子について異種発現系の確立と、 T-DNAノックアウ
ト株のスクリーニングを行っており、これらの解析結果
についても伴わせて報告する。
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Wl-7 

分子シャペロンによる核膜融合の制御

亘出毘二寺津ゆみこ中山剛平田愛子遠

藤斗志也IC名大・院・理東大・分生研)

出芽酵母Saccharomycescerevisiaeにおいて，異な

る接合型の l倍体細胞同士が接合して2倍体が形成

する接合の過程では， 1倍体核同士の融合によって

2倍体核が形成する.これまでの遺伝学的な解析に

よって，酵母接合時の核融合には，小胞体内腔の

hsp70である BiPが必要であることが明らかにされ

ている.われわれは小胞体の DnaJホモログである

Jemlpを同定し，これがBiPの制御因子として，酵

母接合時の核膜融合の過程，特に核内膜の融合の過

程を制御していることを明らかにしてきた.また，

BiP-Jemlpによる核膜融合の制御のメカニズムを明

らかにするため， Jemlpと相互作用するタンパク質

の検索を行ない， 98kDaの新規核膜タンパク質を同

定した.現在この新規核膜タンパク質の機能の解析

を行なっている.

Wl-8 

光化学系11反応中心の構造・機能・動態についての

研究

佐藤公行(岡山大・理・生物)

過去四半世紀の聞に光合成の光化学系 11に関する

研究は大きな進展を見せた。本講演では，その過程

と今後の展望について個人的な見解を述べる。



Wl-9 

色素体分裂からみた色素体の起原と進化

箸本春樹(東京大・総合文化・生命環境)

元々独立した生物であったシアノバクテリアが真核細胞に

共生し，それがオルガネラ化して色素体になったと考えられ

ている.その過程で分裂遺伝子をはじめ大部分の遺伝子が宿

主真核細胞に移行した実際，色素体の分裂装置と考えられ

ている色素体分裂リングや色素体 DNAの複製機構はいずれ

も核支配であることが明らかにされている.共生体の分裂機

構を核が支配することは細胞内共生体をオルガネラ化する

ために必須であったと恩われる.色素体の起原につながる細

胞内共生は一次共生については一度だけだったという説が

支配的であるが，二次， 三次共生については複数回起こった

と考えられている.その度に真核生物は色素体分裂機構を獲

得したに違いない。また、一度獲得した色素体分裂機構を進

化させてきたと考えられるが、これらの過程についてはほと

んど明らかではない。本講演では、一次共生起原で最も原始

的と考えられている Cyanophoraparadoxaの業縁体の分裂

と二次共生起原の葉緑体の分裂機構についての最近の筆者

らの知見を紹介する。

Wl-l0 

1細胞が拓〈細胞質遺伝の分子機構
亘控差盤・黒岩常祥(東大・院・理・生物科学)

単細胞緑藻Ch/amydomonasrein加rdtiiにおいて、葉緑

体 DNAは母性遺伝する。生きた援合子での葉緑体核様
体の挙動を、DNA特異的蛍光色素SYBR Green 1を用
いて観察したところ、接合後40分後に雄葉緑体核様体
のみが選択的に小さくなり始め、 10分以内に観察できな

くなった。

雄葉緑体核様体消失における、業縁体DNAの変化を
明らかにするため、まず雌雄の葉緑体 DNAをそれぞれ
大腸菌由来の仰dA配列により織別し、葉緑体核様体の
有無に基づいて接合子を l個ずつ光ピンセットで試験管

に回収し、その葉緑体 DNAの変化を追跡した。その結
果、核様体の消失とともに、葉緑体 DNA分子は完全に
分解されることが明らかになった。

さらに、雄葉緑体 DNAの分解に関わるヌクレアーゼ
を探索するため、接合子に含まれるヌクレアーゼの活性

の変化をNative-PAGE/ゲノレ内アッセイ法によって継時
的に解析した。その結果、配偶子誘導と共に雌のみで活

性化される Ca2+依存性ヌクレアーゼが検出された。接

合子から単離した葉緑体におけるその活性の変化を解析

すると、その活性は核様体消失時に高まることが明らか

となり、業縁体母性遺伝との関わりが強く示唆された。
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Wl-11 

組物オルガネラの転写/複製酵素の多様性
ーその役割分担と進化的背景に関する研究の現状と展望一
酒井教(奈良女子大・理・生物)

植物細胞は、好気性細菌、シアノバクテリア、ホスト細胞
の三者の共生によって誕生した.この三者がより統合された
生命体へと進化していく過程では、代謝緩路の再編成に並行
して共生体ゲノムから宿主ゲノムへの遺伝子の大量移行、不
要遺伝子の喪失、遺伝子産物の細胞内局在部位の変更などが
行われたと考えられる.オルガネラの半自律伎の根幹をなす
オルガネラの転写/複製装置についても、こうした大規模な
再編成が行われたであろうことは想像に難くない.実際、高
等縞物の色素体RNAポリメラーゼ(RNAP)にはバクテリア型と
ファージ型の少なくとも2種類があるが、前者(核ゲノムと
色素体ゲノムに分割してコード)はシアノバクテリア由来、
後者(核コード)はミトコンドリア用RNAPの転用と考えられ
ている.こうした進化過程におけるゲノム間相互作用の結果
として成立した現存の縞物細胞において、それぞれの色素体
RNAPがどのような役割を分担しているのかについて、演者ら
の研究結果を中心に概説する.また、色素体とミトコンドリ
アには生化学的な性質が互いに霞似したDNAポリメラーゼ
(DNAP)が存在しているが、色素体にはさらに別のDNAPが存
在する可能性が強い.これらの知見に基づいて、オルガネラ
のDNAPについても進化過程における酵素の転用が行われ、
複数の醇棄による役割分担がなされるようになった可能性を
検討する.最後に、こうしたオルガネラの転写/複製酵素の
多重性を利用した応用研究の可能性についても紹介したい.

Wl-12 

葉の発生段階に依存した葉緑体分化制御メカニズム

楠見健介(九大・理・生物)

葉緑体の分化は、プロプラスチドが持つ多くの分化方

向性の一つにすぎず、最初から運命づけられているわけ

ではない.葉緑体分化は葉原基形成と同時に決定され、

葉細胞の分化と密接に連動しながら、細胞核・葉緑体聞

のシグナル伝達を通じて制御されると考えられる.その

メカニズムを分子レベルで調べるためには棄と葉細胞の

分化を段階的に追えるシステムが必要だが、現在植物オ

ルガネラの研究に広く使われている双子葉植物では限界

がある。単子葉植物であるイネは棄の発生と抽出、伸張

において時間的、術造的な秩序を持ち、葉緑体分化を段

階的に鯛べるのに適した研究材料である virescent

(V1. V2.均)および zebra(TCM248. CM189)はイネの

温度感受性突然変異株で、制限温度下で葉緑体分化が不

可逆的に阻害される.Pl-P61こ分けられる葉の発生段
階のうち、 virescentfまP4の段階で葉緑体分化初期に

NEP活性化を通じて引き起こされるプラスチド遺伝子発

現の活性化に関与していると考えられる。また zebra

はP5の段階で葉緑体分化の後期に確立される光ストレ
スに対する防御能の情築に関与していることが示唆され

た.これらの両変異株を中心に葉緑体分化制御に関する

最近の研究成果を報告する.



Wl-13 

葉緑体遺伝子の転写制御

盤盆ー」皐， (京都府大・人間環境)

葉緑体ゲノムにコードされる光合成遺伝子の大

部分は，葉緑体コードの原核生物型 RNAポリメラ

ーゼ(PEP)によって転写される。 PEPの活性は，葉
緑体分化や光などの様々な内的・外的シグナルに

よって遺伝子特異的に制御されている。例えば，

葉緑体が分化する過程で， PEPによる psbAプロ
モータの認識性が変化し，ー35因子を必要とする
タイプから必要としないタイプへ変化する。また

同時に，光応答性も，光非依存型から，光応答型

の PEPへと転換する。葉緑体には，複数の核コー
ドのシグマ因子が存在する。原核生物の RNAポリ

メラーゼと同様，コア酵素と会合するシグマ因子

の多様性によってホロ酵素のプロモータ認識性が

コントロールされていると考えられている。さら

に，我々は特定の葉緑体シグマ因子と相互作用す

る新しい核コードの因子を，最近見いだした。シ

グマ因子結合タンパク質による葉緑体遺伝子の新

しい転写制御機構についても議論する。

Wl-14 

'f縁体発達通経でのσ因子依存的な遺伝子発現調節と翻訳

出品発

金主週垂，田中寛，高橋秀夫 (求京大学・分生研)

為等植物紫縁体の発途過程では、真正細笛型RNAポリメラ

ーゼ (PEP)が重要な働きをしている。 PEP複合体のうら

コア静索遺伝子(rpo)は色素体DNA1こコードされているが、

制御サプユニットの U因子遺伝子群(sIg)は核に移行して

いる。これまで我々はシロイヌナズナで6種類のsIg遺伝

子(sigk'-'.めを同定したが、最近、それらのうち発芽初期

から発現する sigBのT一閃A挿入変異株を取得した。 pale-

greenを示すこの株では繁縁体のみならずエチオプラスト

も数分のーの大きさで、主要光合成タンパク質は顕著に減

少、していた。このことから SigBが紫縁体発達の鍵を握っ

ていることが強〈示唆されたが、意外にもえ令成系遺伝子

の転写はどれもほぼ正常であった。そこで発想、を転換して

翻訳系の転写制御に肴目したところ、 SigB依存的な t削

の発況よ昇と阻P依存性遺伝子の抑制機構の存在を示すデ

ータを待た。これらの結釆を踏まえ我々は fPEPはえ合成

系遺伝子、 T7ファージ型RNAポリメラーゼ小lEP)はハウ

スキーピングな遺伝子の転写をするJという認識に疑問を

投げかけ、新たに「翻訳添発」という概念を提唱する。
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Wl-15 

寄生植物における色素体一核ゲノム聞の相互作用

若杉達也(富山大・理・生物)

色素体は独自のゲノムを持ち、色素体ゲノム上の

約 110種類の遺伝子は色素体の機能に重要な役割

を果たしている。色素体機能の多くは核遺伝子の

働きに依存しており、色素体遺伝子の発現も核ゲ

ノムにコードされているタンパク質によって調節

されている。一方、一部の核遺伝子では色素体か

らのシグナルによって発現調節を受けていること

が知られている。このように、色素体と核のゲノ

ムが協調的に働くことによって色素体の機能が維

持されていると考えられる。我々は、色素体と核

のゲノム聞の相互作用を調べるために、寄生植物

を材料に用いて研究を行っている。寄生植物では、

色素体の機能に変化が生じたり色素体ゲノム上か

ら多くの遺伝子が欠失しており、色素体ー核ゲノム

聞の相互作用や核遺伝子の発現調節において一般

の植物には見られない現象が見いだされている。

それらのユニークな特徴について紹介する。

W2-1 

字宙での植物生理実験の紹介

堕塗ー」盈(財団法人 日本字宙フォーラム)

宇宙の微小重力環境を利用した植物生理実験は

1970年代初頭から、旧ソ連のソユーズおよびアメリ
カのスペースラブを用いて始められた。その後、旧ソ

連のミールおよびアメリカのスペースシャトルでの

実験へと引き継がれている。重力屈性に関する実験や、

シロイズナズナを用いて宇宙で種子を得る実験など

が行われた。

日本が参加した最初の宇宙での植物実験は 1992年
に毛利字宙飛行士が搭乗した SpaceLab Japanミッシ
ヨンが最初であった。スペースシャトルに、日本など

の実験装置を搭載して、タバコ細胞を実験試料として、

宇宙の微小重力が植物に与える影響が研究された。

1994年のInternationalMicrogravity Laboratory 2ミッシ
ョンでは、粘菌を実験試料として微小重力と字宙放射

線の影響が研究された。 1998年に行われた STS-95生
物実験では、日本から植物を用いた 4テーマが実施さ
れ、イネ・アラピドプシス・キュウリ・トウモロコシ・

エンドウを実験試料として、重力屈性・細胞壁・重力

形態形成・電気屈性などが研究された。



W2-2 

宇宙実験の経験(1) r宇宙環境下における植物の形
態形成とオーキシンの極性移動に関する研究j

上田 純一(大阪府大・総合科学部)

1998年にスペースシャトルを用いて実施された，

宇宙実験「字宙環境下における植物の形態形成とオ

ーキシンの極性移動に関する研究Jの実現に至るま
での経験と、そこから得られた教訓などを紹介する。

さらに、宇宙実験の準備として、地上の三次元ク

リノスタットを用いた模擬微小重力環境での予備実

験などや、宇宙実験の実験条件を設定するために多

くの予備的な実験が必要となったことを紹介する。

W2-3 

宇宙実験の経験(2) rウリ科植物の重力形態形成:
キュウリ芽生えのベグ細胞の発達と重力感受機構J
高橋秀幸(東北大・遺伝生態研究センター)

1998年にスペースシャトルを用いて実施された，
宇宙実験「ウリ科植物の重力形態形成:キュウリ芽

生えのペグ細胞の発達と重力感受機構Jの実現に至
るまでの経験と、そこから得られた教訓などを紹介

する。

さらに、宇宙実験の準備として、地上の三次元ク

リノスタットを用いた模擬微小重力環境での予備実

験、航空機のパラボリック飛行を利用した短時間微

小重力などや、字宙実験の実験条件を設定するため

に多くの予備的な実験が必要となったことを紹介す

る。
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W2-4 

宇宙実験の経験(3) r微小重力環境における高等植
物の成長調節機構J
保尊 隆享(大阪市立大学・理・生物)

1998年にスペースシャトルを用いて実施された，
字宙実験「微小重力環境における高等植物の成長調

節機構Jの実現に至るまでの経験と、そこから得ら
れた教訓などを紹介する。

さらに、宇宙実験の準備として、地上の三次元ク

リノスタットを用いた模擬微小重力環境での予備実

験などや、宇宙実験の実験条件を設定するために多

くの予備的な実験が必要となったことを紹介する。

W2-5 

国際宇宙ステーション計画・植物実験装置

矢野(相湾)幸子、上垣内茂樹(宇宙開発事業団・宇

宙環境利用研究センター)

国際宇宙ステーション日本実験モジュール(、Japanese
Experiment Module. JEM.愛称"きぼう")に搭載される
ライフサイエンス系実験装置として、細胞培養装置(Cell
Biology Experiment Facility. CBEF)およびクリーンベン
チ(CleanBench. CB)の開発が進められている。これら
装置内で植物実験を可能にするための植物実験ユニッ
ト(PlantExperiment Unit. PEU)について紹介する。
PEUは、宇宙においてアラピドプシス等の小型植物
の生活環を完結させる実験を想定し、 CBEFから与えら
れる電力・通信、温度環境を利用して、給水、換気、観
察などの実験操作をセットされたプログラムまたは地上
からのテレコマンドにより実行する機器として開発され
た。PEUは、CBEF微小重力実験区・人工重力発生区
に固定される。PEUを用いることにより、播種しておいた
種子に給水して発芽させ、成長の各段階を小型CCDカ
メラによって観察する実験が可能になる。また、生育用
照明には赤と膏の LEDを用い、水分センサーと給水ポ
ンプにより、播種支持体水分含量を自動制御する。また、
湿度センサーと換気ポンプにより自動換気を行うことに
より容器内湿度を一定の範囲に保つ。
植物体の顕微鏡観察のためには、 CB肉に装備され
ている位相差/蛍光顕微鏡を使用する。



W2-6 

宇宙ライフサイエンス実験国際公募の経験と課題

松宮弘幸、上垣内茂樹、石岡憲昭、泉龍太郎、

福井啓二1、嶋津徹1 (宇宙開発事業団、宇宙環境

利用研究センター、 1 (財)日本宇宙フォーラム)

字宙実験の効率的実施をめざし、国際宇宙ライフサ

イエンス戦略会合は軌道実験の公募を、過去3回国

際公募、選定を進めてきた。日本は第2聞から参加

し46テーマが応募し、 5件が詳細化フェーズに入

った。第3回は 25テーマの提案があったが、詳細

化に入ったものは l件のみであった。日本からの提

案は合格率が世界的な平均と比較すると低かった。

そこで、この経験から得たいくつかの教訓を生かし、

これから日本からの提案の水準を向上させるための

ポイントを指摘する。とくにプロポーザルの構成、

作成上の留意事項などについて述べるとともに、科

学的評価について国際評価パネルからの指摘事項に

ついても解説し、今後の提案の参考に供したい。

W2-7 

宇宙実験の立案から実施に至るまでの作業

福井啓二 (財) 日本宇宙フォーラム

国際公募への提案テーマは国際科学評価パネルで

審査され、一定基準に達したテーマが国際技術評価

パネルでの審査にかけられる。技術面からも評価され

るのは、宇宙実験には搭載試料量や使用可能装置な

どに関して特有の制約がともなうためである。したがっ

て字宙実験計画立案時には、科学面、技術面双方に

ついて十分に考慮すべきである。

両審査を通過した提案テーマは各機関の方針のもと

に再評価され、最終的に国際ライフサイエンス会合

(ISLSWG)においてフライト実験候補テーマに選定され

る。候補選定後およそ1年間に、審査過程で指摘され

た課題への回答の作成、およびフライト実験実施のた

めの実験装置、器具類、実験操作手順などの詳細を

まとめた実験計画書の作成が要求されている

(definition phase作業)。この作業の終了がISLSWGで

確認されたテーマはフライト実験に向けた具体的準備

段階(deve!opmentphase作業)に進む。

これらの準備作業にあたっては字宙開発事業固なら

びに(財)日本宇宙フォーラムが支援させていただい

ている。
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Wシ8

宇宙環境利用に関する地上公募研究

盆皇塵塁(日本字宙フォーラム)

本制度は、国際宇宙ステーション/rきぼう」を中心とし

た宇宙環境を利用する準備段階として、幅広い分野の

研究者に機会を提供し、宇宙環境利用に関する地上研

究を推進することを目的としています。具体的研究分野、

研究領域としては、微小重力科学、微小重力物理学、

生物科学、バイオメデ、イカノレ、宇宙医学、宇宙科学、地

球科学、宇宙利用技術開発などが対象となります。ただ

し、募集の対象はこれに限定されるものではありません。

既成概念にない斬新な発想、思い切ったアイデ、ィアを

歓迎しております。

W3-1 

乾燥と低温ストレスによる遺伝子発現を制御する転写因子
DREBの機能解析

1 j重盛車工、2篠崎一雄 (1農水省・国際農研・生物資源、 2理
化学研究所・植物分子)

乾燥・塩・低温ストレスに応答する遺伝子発現を制御する
シス因子 DRE(TACCGACAT)は乾燥・塩・低温ストレス耐性
の獲得に機能する多くの植物遺伝子の発現を制御している。
この DREに結合して転写を活性化する転写因子をコードす
るcDNAである DREBlとDREB2とをシロイヌナズナより
単離した。 DREBlは低温による遺伝子発現で転写因子とし
て働き、 DREB2は乾燥・塩ストレスによる遺伝子発現で機
能している。
これらの転写因子の機能を解析するために DREBIAを植
物中で過剰発現するように、カリフラワーモザイクウイルス
の35Sプロモーターと結合して植物に導入した。得られた遺
伝子導入植物を解析すると、導入遺伝子の発現レベルに応じ
て、ストレス耐性の獲得に働くターゲット遺伝子が発現して
いることが明らかになった。また、 cDNAマイクロアレイに
よる解析により、少なくとも 12種以上のターゲット遺伝子
が存在することも示された。さらに、得られた遺伝子導入植
物は、乾燥や凍結や塩ストレスに対して強い耐性を示すこと
も明らかになった。一方、その成長を観察すると導入遺伝子
の発現レベルに対応した成長阻害が見られた。そこで、スト
レス時に特異的に遺伝子発現を誘導する rd29Aプロモーター
にDREBIA遺伝子を結合して植物に導入した。得られた遺
伝子導入植物はこれまでにない高いレベルの乾燥・塩・凍結
耐性を示した。また、ほとんど成長阻害は見られず、種子の
収量も正常だった。



W3-2 

ストレス応答に凋わる MYB遺伝子の解析
杉本和彦、武困真、廃近洋彦(厳重量生物資源研究所分子遺伝部)

タバコのレトロトランスポゾン斤'01の転移は転写のレベルで調節

されている.無処理のタバコでは斤'01RNAの転写は見られないが、
ストレスを与えると発現が続導される.ストレスへの応答は Tto1の末

期掘にある長反復配列(LTR)に存在するシス配列、。もpπlOtiflL凶xによ

って引き起こされている.胤伸2(ま傷、エリシターにより誘導され、

1拍 pmotifを持つ遺伝子刀'01とLboxをもっ防御遺伝子のPALのポジ

ティブな制御因子である.N附b2の活性が主に転写のレベルで調節さ
れており、特に AGATI∞からなる A白 Y醐 fと名付けた配列が傷スト

レスに対する必要十分なシス配列として働もこのAG-motifに結合す

る因子である LBP1は傷処理に伴いリン酸化される等、リン磁化によ
り調節されている可能性が高い.エピトープタグを付加したMAPKを

用いた実験から、傷により活性化された胤PKがしBP1をリン酸化す
ることが示された.現在、 LBP1fJf in lM1でも機能するか、リン磁化

によってLBP1が活性化されるのか調べている.
11近、シロイヌナズナのみならず、イネでもミュータントパネルと
呼ばれる遺伝子被繊系や、マイクロアレイといったポストゲノム的な

解析手法が発達してきでいる.このような解析手法を適用するために

N制拘2のイネ同祖体を醇母のon争hybridsys細引を使って単厳した.イ
ネMyb様因子O宮M内81と83は、その結合配列、発現パターンやマル
チプルアライメン卜の結果からNtMyb2のイネ同組体であることが示

唆されている.PCRによりこれら因子の挿入変異体をミュータントパ

ネルからスクリーニングした結果、O州内81の3'UTRへの湾入変異体
が得られた.現在、傷応答性のMybと傷応答性に関連する遺伝子の変

異体の解析を行っている.

W3-3 

ARABIDOPSIS MAPK PATIIWAYS AND 
TRANSCRIPTION FACTORS RELATED TO 
PATIIOGEN RESISTANCE 
Tsuneaki ASA1， Guillaumeτ"ENA， Frederick M. 
AUSUBEL， Jen SHEEN; Dept. Genet.， Harvard Med. 
Sch.， and Dept. Mol. Biol.， MGH， Boston， MA  02114， 
USA. 

Plants can detect invasion by microbial pathogens and 
protect themselves by mounting a variety of defense 
responses. One of the early responses is the induction of 
various transcription f出 tors，which， in tum， regulate the 
expression of many defense-related genes. It has been 
suggested that WRKY transcription factors， a family of 
plant-specific zinc-finger-type proteins， play an 
important role in pathogen resistance. Ho明ever，
signaling p岨thwaysleading from pathogen attack to the 
induction of WRKY proteins remain unclear. Mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathways are 
involved in the transduction of extracellular signals to 
intracellular targets in all eukaryotes. Recent evid巴nce
suggests that defense signaling in plants also employs 
MAPKs. To study a potential role of MAPK pathways 
in WRKY induction， we have developed an 
Arabidopsis protoplast model system. We have found 
that a peptide elicitor， called flg22， derived from the 
most conserved region of bacterial flagellin activates 
MAPKs and WRKY factors in Arabidopsis protoplasts. 
We will present the signaling components that mediate 
flg22・inducedWRKY expression and discuss possible 
roles of WRKY proteins in pathogen resistance. 
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W3-4 

ZINC FINGER TRANSCRIPTION FACTORS PLAY 
ESSENTIAL ROLES IN POLLEN DEVELOPMENT IN 
PETUNIA 
Saniav KAPOORI Hiroshi TAKATSUJI; Dept. Plant Physiol. 
Natl Inst. Agrobiol. Resources (NIAR) Tsukuba 305・8602

Here we describe functional characterization of four zinc 
finger-containing genes， ZPT2・5，3・1，4・1and 3-2， which are 
essential for male fertility in petunia. Expression of ZPT 2・5，
3・1and 4・1is localized in microspores. Cosuppression of 
these genes in transgenic plants causes severe defects in 
meiosis which in tum results in -90% reduction in the nurnber 
of rnature pollen grains. Pollen that reach rnaturity show 
aberrant morphology and considerably reduced gerrnination 
rate. ZPT3・2，on the other hand， expresses rnainly in the tapetal 
layer. Cosuppression of this gene results in poor development 
oftapetallayer， which starts to degenerate much earlier than in 
wild type anthers， i.e. before the dissolution of callose wall. In 
these plants， pollen development託agesup to te回dformation 
are similar to that of the wild type plants. However， a食ertheir 
release 合omtetrads， microspores start to degenerate 
presurnably due to lack of flavanols and other 即位ientrnaterial 
which are otherwise provided by the tapeωm for the 
development of microspores. Efforts are under way to search 
for the orthologues of these genes in arabidopsis and exploit 
the vast resources generated by the genome sequencing 
prograrn to search for the target genes of these transcription 
factors. 

W3-5 

シロイヌナズナの HD-Zip型転写因子による転写制
御ネットワーク

宣山皇皐，村本拓也，大岸麻紀 GiorgioMorelli1， 
Ida Ruberti2，岡 穆宏(京都大学・化学研究所，

lIstituto Nazionale della Nutrizione， ltaly， 

2Dipartimento di Genetica e Biologia Molecolare， 
Universita di Roma La Sapienza， ltaly} 

HD-Zip蛋白質は植物特有の転写因子群であり、

シロイヌナズナゲノム上には 50以上の HD-Zip蛋

白質遺伝子がコードされている。我々は、それらの

中で、環境刺激に応答する植物形態形成過程に関与

する ATHB・1およびATHB・2に注目し、これら転

写因子が支配する転写制御ネットワークを明らか

にしようとしている。グルココルチコイド受容体と

のキメラ転写因子遺伝子を導入した形質転換シロ

イヌナズナを用いて標的遺伝子解析が行われた。そ

の結果、 ATHB-Iに対してはアミノ酸トランスポ

ーター遺伝子群が、 ATHB・2に対しては自分自身

を含む HD-ZipIIサブファミリー遺伝子群が直接の

標的遺伝子の候補として同定された。これらの結果
を踏まえて、転写制御ネットワーク解析の方法論お
よび問題点について議論する。



W3-6 

ラン藻のcAMP応答型転写因子の発見とDNAmicroarrayを

用いたターゲット遺伝子の同定

宣担基飽l、柳津修ーに久堀徹z、大森正之1

('東京大学・総合文化、 2東京工業大学・資源化学研)

ラン藻は様々な環境変化に応答して細胞内のcA恥1p濃度を

変動させることが知られている。最近、我々はSynechocystis

sp. PCC6803のcAMP受容タンパク質であるSYCRPlを同定

し、生化学的な解析を行った。その結果、 SYCRPlは転写因

子であることが強〈示唆された。

そこでDNAmicroarrayを用いてSYCRPlのターゲット遺伝

子のスクリーニングを試みた。野生株とsycψl破捜株からそ

れぞれtotalRNAを抽出し、 DNAmicroarrayを用いて網羅的な

遺伝子発現の比較を行った結果、 sycrpl破壊株において明ら

かに発現量が減少している2つのオペロンと考えられる遺伝
子群が見出された。

次にこれらSYCRPlのターゲット遺伝子と考えられた 2つ

の遺伝子群の先頭の遺伝子(slr1667、slr2015)について転写開

始点の決定を行い、予測されたプロモーター領域とSYCRPl

を用いてゲルシフトアツセイ及びDNase1フットプリントを

行った。その結果、 SYCRPlはs1r1667の上流領域に特異的に

結合することが明らかとなり、さらに、その結合部位は転写

開始点からみてー170からー155の領域であることを明らかに

した。以上のことから、 SYCRPlはslr1667の転写を制御し

ていると結論した。
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FOOl 

クラミドモナスヨE縁体 DNAのメチル化4圏構の解析
E山.!L急J、小康盟、草野友延、佐野浩(奈良先継大・遺
伝子センター・植物、 lCREST)

クラミドモナス叢.体 DNAの母性遺伝の梅構には DNA
のメチル化が関わっていると考えられているが、その縫構
は朱だ解明されていない。私遣は..体 DNAのメチル化

の分子4・4憶を解明し、メチル化と母性遺伝との関係を明ら
かにするため、 DNAメチル化博繁遺伝子(CrMET)を単隠
し、その解析を行った。
CrMET遺伝子は全長 1357'7ミノ磁をコードし、 c末
繍側に保存されたメチル化惇索活性郁位を持っている。し

かし、 N末鋪側は現在見つかっているメチル化隊司僚と相同
性がないことから¥CrMETは新しいタイプのメチル化厳
禁と考えられる。 N末蛸にアルギニンに富んだ領域を持つ
ことから、ヨ庫銀体移行型と推測された。 CrMETは厳織の
配偶子形成の初期段階でのみ発現していることから、
CrMETは雌縁の配偶子形成時に発現し、議縁体へ移行し
て司庫銀体 DNAのシトシンをメチル化することが示唆され
た。そこで、メチレーションマッピングを行い、.縁体 DNA
上のメチルシトシンの位置を特定した。.織の逃走子で肱
ほとんどのシトシンがメチル化されていなかったのに対し、
配偶子ではメチルシトシン盆が織加していた。しかしメチ
ル化された位置はランダムであったので、.の配偶子で全
体のメチルシトシン量~刻加することが重要と考えられた。
これらの結果は、..体 DNA のメチル化~薫縁体 DNA の

母性遺伝の襲因ではないかという錐測を支持した。

F002 

トランスポゾン Tsgl類似配列の解析

1主益基且、 1 P. Chandramati Shanker、1 宙
ロ悟拐、 2小平律子、 1林田信明、 11岡崎免総
( 1信州大 ・遺伝子実験施設、 2信州大 .... 
応用生物)

ハクサイ (Brsssics JunC8S)から、アラピドプ
シスで見つかったトランスポゾン Tsglの類似 2
1'J ccsTsg 1をクローニングした。 Tsg1は、会
長約 3.3kb、両端にはトランスポゾンの特徴であ
る逆位反復配列 (IR; Inverted Repeat)が存aす
る。又、内却には 4 つのエキソンで携成される
トランスポゼースのコード領域が存-a1.. 、自律
的転移能を持つ。シークエンスの結泉、この
ccsTsg 1は、 Tsglの IR を舎む両端緒分とトラ
ンスポゼースの第 121..ぴ第 3 エキソンのー却を
あ〈保存していた。ニれはかつてハクサイでも
Tsglが転移を録。返していたことの痕跡と考え
られる。
Tsglを令む Acファミリーのトランスポゾンは
転移の際に IRの両外側に 8 b pの同方向反復配
1'J TSD (Target Site Duplication)を残す特徴を
持つ。 ccsTsgl もこの TSD を持っているか、つ
ま 0本当に ccsTsglが自律的に転移を録。返し
ていたトランスポゾンの痕跡なのかを調ぺる為、
ハクサイゲノムでの ccsTsgl隣接配列の解析を
行っている 。
史に他の植物纏からも Tsgl類似配列のクロー
ニングを進めておう、 Tsglの分子進ィιゃ進イもの
え跡といった観点から、穫の悉銃関係について
議論したい。
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F003 

BrassI;伺伺mpωω旨におけるS多重遺伝子族の塩基配列
比較

盤本圃3甲斐直子1，渡辺正夫2，磯貝彰3，日向康吉4
(大阪教育大， 1三井化学， 2岩手大・農， 3奈良先端
大・バイオ， 4採種実用技術研)

自家不和合性とは自家受精を妨げる機構の一つであ
り、アブラナ科植物ではSLGとS肢が柱頭側の自己・
非自己認識を担っている。 SRKはレセプター型カイ
ネースであり、レセプタ一部分 (Sドメイン)は
SLGと相向性が高い。また、ゲノム中にはSLGや
SRKと似た遺伝子が多数存在しており、 S多重遺伝
子族を形成している。本研究では、 Brassica白mpest-
risS9系統の1個体から単離したS多重遺伝子族につい
て塩基配列の決定を行い、比較解析を行った。 SLG
とSRK，の他に、 12のSW;様，SRf(，様遺伝子が10のゲノ
ム領域に存在し、そのなかには新規のSRK様レセプ
ター型カイネースをコードしているものや、既知の
SFR2， SLR2、偽遺伝子などが存在していた。系統樹
を作製すると、 SLGとSRKは他のS多重遺伝子族と
は違うクラスターに位置した。また、レセプタ一部
分のみの分泌型タンパク質をコードするSLG，SLRl， 
SLR2は、それぞれ違うクラスターに存在していた。

F004 

優性ストレプトマイシン感受性遺伝子を用いたラン蔀
の遺伝子置換
直重二竺貴，松岡正佳，小川隆平(崇城大・工・
応徹工)

ラン義母l1IechococcusSp. PCC 7942のヲボソー
ムタンパク質S12をコードするrpsl1遺伝子は優性
のストレプトマイシン感受性(SmS)を付与する。
この性質を利用して，染色体上の目的の遺伝子を
置換後に薬剤耐性遺伝子が残存しない応用範囲の
広い方法を確立した[1]0
ストレプトマイシン耐性(SmR)のぞpsI2.・R43変異
株のpsbAIl!!にrps12遺伝子+カナマイシン耐性
(Km勺遺伝子のカセットを組込み， SmSKmR部分
2倍体を作成した.これらの部分2倍体をpsbAI遺
伝子の隣接領域中に砂遺伝子を組込んだプラス
ミドにより形質転換すると， Sm鳴の中よりカナ
マイシン感受性(Km

S
)となった組換え体は最大

3%の頻度で得られた.自脅複製プラスミドを利
用することで最大16%まで頻度を上げることがで
きた。しかし，大部分のSm喉はまだKmRであり，
遺伝子変換によるものであった。そこで，ラン藻
のrps12と相同性の低い大揚菌rpsLを利用して自
然的遺伝子変換率を低下させた系について検討を
加えている.
[1]高漬一貴，他 (2側)日本植物生理学会2側
年度年会講演要旨集， p.198 



F005 

ダイズ形質転換系確立に向けた高不定匪誘導品種の

探索と誘導条件の検討

皆川博¥原田久也 l、本控軍弘(農水省・農研セン

タ一、 1千葉大・園芸)

ダイズ(Glycinemax L. Merr.)は未だ形質転換の

非常に困難な植物種の一つである。近年の不定匪誘

導/再分化技術の改良によって、研究室レベルでの

形質転換体作出は可能になりつつあるが、材料とな

る品種が 1種 (cv.Jack)に限られているため、将
来の育種的な利用を考えた場合、より実用的な栽培

品種で系を構築することが必要である。本研究では、

日本の栽培品種を中心とした 16品種を用いて未熟

子葉からの高濃度 2，4・D処理 (40mglI)による不

定庇誘導効率を比較し、いくつかの有用品種を同定

した。不定匪形成効率には最大 10倍以上の品種間

差異が見られ、材料となる子葉片の至適サイズや

2，4・D に対する応答性の違い、子葉片の低温処理に

よる不定匪誘導効率の上昇などが観察された。 GUS

及び GFPをマーカーとした超音波処理によるアグ

ロパクテリウム感染法 (SAAT法)の有用品種への

適用と感染の条件検討についても併せて報告する。

F006 

シロイヌナズナにおける
不定旺の大量誘導系の確立

墨韮蓋盤、梅原三貴久、鎌田博(筑波大・生物)

分化全能性の代表的事例として知られている、不定

旺形成においては、種子肢と類似の形態変化を経て植

物体が再生することから、不定任形成は種子医発生の
モデル系として解析されてきた。特に、ニンジンは同

調的に発達する大量の不定限を容易に誘導出来ること

から、初期旺発生に関する研究に盛んに用いられてき

た。しかし、分子遺伝学的解析のモデル植物として利
用されているシロイヌナズナにおいては、解析に耐え

うる不定阪の大量誘導系は確立されていない。

本研究では、既に報告されているシロイヌナズナ種

子旺からの不定旺誘導系を大幅に改変し、大量の不定
旺を容易に得られる培養系を開発した。さらに継代培

養につれて不定旺不定庇形成能力が低下する問題を解

決するため、不定旺形成能力が低下した細胞塊から、

2次不定匪を得、これを利用することで不定旺形成能
力を再度高める培養系も確立した。
また、本研究で開発された実験系を用いて、怪特異

的遺伝子の発現をノーザン法で確認した結果、不定旺

形成能力を持つ細胞 (EC)やそのECから誘導した不

定旺において、 ABI3、LECl、FUS3等の腔特異的遺
伝子が発現していることが確認された。
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F007 

カラマツの初期匪発生では匪柄組職が匹の発遣を
制御している
梅原=皆久、荻田信二郎¥笹本浜子2、鎌田博

(筑波大・生物、 1奈良先端大、2森林総研)

匹柄は任発生初期に~の幼根端に観察される組
織であり、その役割は匪本体の物理的支持および
臨本体への栄養分の供給と考えられている.一
方、匪発生を制御する因子も匹柄を通じて旺ハ供
給されると考えられている.しかしながら、臨発
生制御因子と呼べるものは未だ同定されていな
い.未熟種子からの旺柄の単離は困難である.そ
こで匪柄が匪本体の発達におよぼす影響を調べる
ため、目玉柄を形成する不定匪の誘導が可能なカラ
マツの培養系を用いた。
この系で得られた不定症を実体顕微鏡下で笹本
体と佐柄に切り分け、それぞれを別々に培養し
た.その結果、匪柄のみを培養した場合には、 E基
本体に類似したものが形成する個体が観察され
た.一方、匪本体のみを培養した場合には、培養
初期には分裂が認められたが、途中で分裂増殖が
停止した.さらに、不定旺の培養期間を長くした
場合、切り出した匹柄から匪本体に類似した細胞
塊は観察されなかった.これらの結果から、臨発
生を制御する何らかの因子が佐発生初期に匪柄か
ら臨本体ヘ供給されていることが示峻された。

F008 

毛状根の塊根誘導に及ぼす培養条件の影響

且一豊企，鈴木伸秀，千脇真澄，長谷川孝，

坂田洋一，田中重雄，武長宏(東農大・応用生物)

熱帯産マメ科植物であるシカクマメ伊'sophocarpus

tetragonolobus (L.) DC.)はダイズに匹敵する栄養価をもっ

種子を形成するのに加えて，地下部にも食用となる塊根

を形成するという，他のマメ科植物には無い優れた特性

を有する。我々はシカクマメの塊根形成機構の解明を目

的に，毛状根による inν'itro塊根誘導系の確立を目指し

ている。

シカクマメ UPS89の種子を無菌的に揺種し，発芽後 1

週間の子葉片に Agrobacteriumrhizogenes 15834株を接種

して，明条件下， 30・Cで毛状根の誘導を行った。その結
果， 2週間後に子葉片すべてからという高頻度で毛状根
が誘導されることが示された。この系では Agrobacterium

rhizogenesにバイナリーベクターを保持させることによ

り，外来遺伝子の導入も可能である。そこで根では発現

せず、塊根において高発現するシカクマメキモトリプシ

ンインヒピタ一向TCI)遺伝子の 5'上流域に GFPを融合

したレポーター遺伝子を導入した毛状根を現在作出して

いる。得られた形質転換毛状根を用いて，塊根形成を誘

導する培養条件を根の形態変化や細胞内の生化学的変化

あるいはGFPの発現を指標に検索していく予定である。



F009 

変異体を用いたサツマイモ塊根形成過程の解析

旦虫盤，吉永優，中津芳則，中谷誠 1(農水省・九州

農試，農水省・農研センター)

サツマイモ(やomoeabatatas (L.) Lam cv. Kokei 14) 
の培養変異体 KM95・A68では正常な植物体に比べ塊

根形成の抑制が認められる。この変異体と正常な植物

体との間で塊根形成に伴う根の内生ホルモン含量の

変イじを調べた結果、変異体では正常な植物体に比べて

サイトカイニンおよびABA含量の増加時期に遅れが

認められ、また含量も低かった。さらに正常な植物体

と変異体の聞で相互に接木植物を作成して実験を行

ったところ、塊根形成数は台木部分に依存していた。

根における内生サイトカイニン含量も同様の傾向を

示したことから、変異体における塊根形成抑制が地下

部特性に起因し、サイトカイニンの合成や集積と関連

することが示唆された。また、この変異体は光合成速

度およびクロロフィル含量に関して正常な植物体と

有意な差は認められなかった。

現在、正常な植物体と変異体について塊根形成過

程の各段階の根より抽出した RNAを用いて簡易法に

よるディファレンシャルディスプレイを行い、塊根形

成に関与する遺伝子のクローニングを進めている。

FOlO 

イネ発芽種子・ Dofタンパク質はGAMYBの鎗能と共役

してジベレリン酸応答性遺伝子の発現に関与する

駕尾健司 {北海道大・地球環境科学・環境分子生物学}

量産物種子・糊粉膚特異的なジベレリン酸 (GA)による加

水分解酵素遺伝子群の発現は、その初期反応遺伝子の産物で

あるGAMYBを中心とした転写装置の形成により活性化さ

れることが知られている.先の研究によりGA誘導性プロモ

ーター配列に総合するタンパク質としてZnフィンガー型の

DNA総合タンパク質であるDofタンパク質 (0s D 0 f 

3)を同定しているが、ノーザン法を用いた発現解析はこの

Dof遺伝子がGA初期反応遺伝子の lつであることを示し

ている.このタンパク質の繊能を推定するため糊粉膚組総を

用いた一過性遺伝子発現解析を行ったところ、 GAMYBと

共役して標的プロモーターの転写活性を上昇させる傾向が見

られた.現在、このOsDof3とGAMYBとの機能的・

物理的相関作用を調べており、これらの結果を踏まえて糊粉

膚細胞でのGAの作用系における、このタンパク質の意義を

考察する.

FOll 

高温耐性発芽変異体の解析

田村典子、Lepiniec，Loic1、以よ車ム(明大・農・
生命、 lINRA，Versailles) 

私達は、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挿入系統から高温でも発芽する変異体、

TRW13-1と TRW71-1を単離している。これら

の種子は、野生型種子がほとんど発芽できない

32'Cでの高い発芽率とともに、休眠性の低下を

示した。 F2各個体から得られた F3種子の発芽か

ら、高温耐性発芽はいずれの系統においても 1

遺伝子の劣性変異によることを明らかにした。

TRW71-1の種子は黄土色であり、野生型との正

逆交雑により得られた Fl種子において、種皮色

および高温耐性発芽に母性効果が認められた。

TRW71・1の種度色は的問parenttesta 7変異種子

によく似ており、相補性検定の結果、この変異

はtt7の対立遺伝子であることが判明した。また、

tt7-1の種子は高温耐性発芽を示した。これらの

結果は、匪と種皮の両者が種子発芽の温度反応

に関わることを示唆している。

F012 

ニンジン種子発芽時におけるシステインプロテア

ーゼの遺伝子発現とシスタチン

作田千代子、小田篤 1、小西実 1、佐藤忍 1(筑波

大・応生、 1筑波大・生物)

Extracellular Insoluble Cystatin of Carrot 
(EICC)は、ニンジン種子の登熟後期にABAに応答

して伍で合成・分泌され、臨自身と旺乳の内側の縁

に局在する不溶性のシステインプロテアーゼ阻害

タンパク質(シスタチン)である。シスタチンは、

虫害に対する防御機能だけでなく、自らが合成する

システインプロテアーゼを制御する機能も持つと

考えられている。 EICCが発芽時のプロテアーゼの

活性を阻害すること [Ojimaet al.(1997) Plant 
Mol. Biol. 34: 99]から、 EICCが腔の周りを覆うこ
とで、発芽時に合成・分泌される、旺乳の分解を行

うシステインプロテアーゼから旺を保護している

と考えられた。そこで、発芽時に発現するシステイ

ンプロテアーゼ遺伝子(CarrotSeed Systein 

Proteinase 2; CSCP2)を単離し、その mRNAの局

在を調べた結果、 EICCの蓄積が認められる領域よ

り外側の旺乳で発現していることが明らかになっ

た。

ーハUl
 



F013 

ゼンマイ胞子の発芽におけるCDPKの関与について

蒲池浩之、大友かおり、井上 弘(富山大・理・環

境)

シダ胞子の発芽にはCa2+を必要とする。しかしな

がらその役割についてはよく分かっていない。本研

究では、ゼンマイの胞子を用いて、その発芽過程に

おけるCa2+依存'性プロテインキナーゼ (CDPK)の

関与について検討した。

イネのCDPKから得られた抗体 (Anti.OsCDPK7;

京大の西保博士より贈与)を用いてウエスタンプロッ

テイングを行った。分子量47、49，53、および
56kDaの4つのCDPKが休眠胞子中に存在することが

示された。これらの発現量は、吸水直後から発芽に

至るまで一定していた。一方、多数のタンパク質が

吸水直後から3時間以内に急速にリン酸化されるこ

とが分かつた。これらのリン酸化は、 Ca2+のキレー

ト剤であるEGTAの存在下で抑制された。 Sr2+、

Mn2+、Ba勺立、 Ca2+同様、リン酸化反応を促進させ

た。これらのこ価カチオンは、また、ゼンマイ胞子

のCDPKを活性化できることがゲル内リン酸化法に

より確認された。以上の結果は、ゼンマイ胞子の発

芽にはCDPKが関与していることを示唆している。

F014 

コムギの転写因子HBP-la(17)の塩基配列認識機構の構
造科学的解析
合田名都子、森田勇人、飯哲夫1、岩淵雅樹z、林秀則
(愛媛大学院・理工・物質理、 1京都大学院・理・植
物、 2岡山県生物科学総合研究所)

コムギの核タンパク質HBP-lは、 bZIPドメインを持
つ転写因子であり、ヒストンH3遺伝子のS期特異的発現
を誘導する。このタンパク質は、ホモダイマーまたは、
他のbZIPドメインを持つ転写因子とのヘテロダイマー
を形成し、コムギヒストンH3遺伝子のプロモータ領域
に存在するヘキサマーモチーフ(ACGTCAに特異的に結
合し、この遺伝子の転写を活性化させる。現在同定され
ている5種類のHBP・1タンパク質のうち、最初に同定さ
れ、その生化学的特徴の解析が最も進んでいるHBP-
la(17)は、そのアミノ酸配列上のカルボキシル末端側に
bZIP ドメインを持ち、 q-~ox(C~~GTG)、ヘキサマー
モチーフを含む配列へ特異的に結合するタンパク質であ
る。本研究では、 HB.P-la(17)の塩基配列認識機構を明
らかにすることを目的とした。
本研究では、 bZIPドメインのアミド末端側及ぴカル
ボキシル末端側を欠損した組換えHBP-la(17)を作製
し、そのヘキサマーモチーフを含む配列に対する結合能
のHBP-la(17)との比較を、ゲルシフト法により行つ
た。これにより、認識塩基配列との結合に必要十分な領
域を決定した。現在、この領域を大腸菌による大量発現
系を用いて発現させ、部位特異的変異の導入により、塩
基配列認識に関係するアミノ酸の同定を進めている。
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F015 

シロイヌナズナの花粉減数分裂突然変異体 5010

dancersの原因遺伝子とその産物に測する研究

室温阜民1へyiHu2、鈴木秀穂¥HongMa2 
c神奈川大・理・応用生物、 2Dept. Biology， 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)は正常な

花粉を形成することが出来ない。花粉の減数分裂時の

染色体の機子を細胞壁を消化後染色体をスライドガラ

ス上に展開し DAPIで染色する方法を用いて綱べてみ

た.この変異体でも第一減数分裂のザイゴテン期から

相同染色体の対合が見られ、パキテン湖までは正常で

あるように観察されるが、ディプロテン期からダイア

キネシス期にかけて相同染色体が第一減数分裂中期前

に解降してしまうことがわかった。このことが原因で

第一減数分裂後期に相同染色体が娘細胞に均等に分配

されず、 2つ以上の染色体グループが形成され、その

後それらの染色体グループを核にして4つ以上の異常

な数の四分子が形成されることが判明した.この異常

の原因となった遺伝子をクローニングし、解析した。

さらにこの遺伝子に対する抗体を調製したので、これ

を用いた実験結果を報告する。

F016 

イネ懸濁培養細胞(Oc)の培養液中に存在するタンパ

ク質成分によるタバコ培養細胞(BY2)の分裂

五山墜王，庄野邦彦 1
(都立短大・化学日本女子大・理・物質生物)

我々はすでにイネ懸濁培養細胞(Oc)の培養液に存在

するタンパク性因子が糸状菌 Rhizoctoniaso/aniの

IAA産生量を増大させることを報告している。 一

方江口らが 2000年度本学会で，タバコ国iI化細胞

(2b13)の培養滴液がホルモン非存在下で増殖を停止

しているタバコ細胞の増殖を開始させることを報

告した。そこで今回我々は， Ocのタンパク性因子が

植物細胞の増殖に与える影響について検討した。

Ocの培養滴液のタンパク質画分を硫安沈殿等によ

って粗精製し，ホノレモンフリーの培地に懸濁した

BY2細胞に与えたと ころ，オーキシンを与えた場合

と同様に活発に分裂，増殖を行った。 それに対し

与えなかった細胞は，増殖せず伸長するのみであっ

た。 今後，Oc培養液中のタンパク性因子がR.so/ani 

に対する lAA産生増進作用と同様の作用を BY2に

も行っているかどうかついて検討したい。



F017 

細胞質分裂に関与するシロイヌナズナ・エンド

ーβー1，4ーグルカナーゼ欠損変異体の解析

西湾直子， Jianru ZUOI， Niu QI-WEN'， Kost 

BENEDIKT'， Wu  Y AN'， Nam・HaiCHUA
1 
(東大院

農学生命科学， 'The Rockefeller University) 

細胞板形成は植物細胞の細胞質分裂における重

要な過程である.シロイヌナズナ・エンド・0
・1，4・グルカナーゼ欠損変異体は，発芽後本葉が展

開せずに全体がカルス化してしまい，正常な形態

形成が行われない.電子顕微鏡により観察すると，

細胞板形成に異常が見られ，不完全な細胞壁を持っ

た多核細胞の存在が見られる.このエンド・0
・1，4・グルカナーゼは膜貫通領域を持ち，細胞質側

端に2つの推定極性移行シグナルが存在する.タ

バコBY2細胞で発現させたGFPとの融合タン

パク質は細胞板に局在し，エンド・3・1，4・グルカ
ナーゼが細胞質分裂に重要な機能を果たすことが

示された.

F018 

CONSTRUCTION OF CHROMOSOME-SPECIF1C LIBRARY IN MAIZE 
K且.LEE.K-Y KIM. S-W PARK， C-H Chung; 
Dept. Biores & Biotech. Dong-A Univ.. Busan 604・714，Korea 

The goal of this rese紅chwas (1) to describe the conditions and 
par溜netersrequired for the cell cycle synchronization and the 
accumulation of large number of metaphase cells in maize root tips. 
(2) to isolate intact metaphase chromosomes合omroot tips suitable 
for characterization by flow cytome町，組d(3) to construct 
chromosome-specific libraries企ommaize. Plant metaphase 
chromosomes have been successfully synchronized and isolated 
合ommaize root-tips. Individual chromosome peaks have been 
so此ed企omthe maize 873. Libraries were generated合omthe 
DOP-PCR amplification product合omeach peak. To date. we have 
analyzed clones仕oma library constructed企omthe maize 
chromosome 1 peak. Hybridization of labeled genomic DNA to 
clone inserts indicated that 24%， 18%，釦d58% of the clones were 
highly repetitive. medium repetitive. and low copぁrespectively.
Fi食ypercent of putative low copy clones showed single bands on 
凶bredscreening blots. and the remaining 50% were low copy 
repeats. Single copy clones showing polymorphism will be 
mapped using recombinant inbred mapping populations. Repetitive 
clones釘ebeing characterized by Southem blot釦 alysis，and will 
be screened by in situ hybridization for their potential utility as 
chromosome specific markers. 
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F019 

エンドウ濃緑体核様体の転写活性に対するヘ
パリンの効果
園揖塵企，佐藤直樹(埼玉大・理・分子生物)

核機体はプラスチド腕隙体へと発達する
過程で著しい形態的・分子的変化を遂げる。
私違は、播種後7日目のエンドウ未展開葉か
ら単離した葉緑体核様体を用いた血げ的転
写系を使い、様々な条件下での転写潤主の変
化を鯛べた。転写臨書剤を添加する実験では、
アクチノマイシンDとタゲチトキシンによっ
て90%以上阻害され向この系で主にプラスチ
ドコードのバクテリア型 RNAポリメラーゼ
(PEめが働いていると推定される。α・アマニチ
ンとリファンピシンによる阻害はなかった。
一方ヘパリンによって活性が3-5倍促進され
た。タバコ薫緑体核様体での転写活性はヘパ
リンによる影響を受けないことが報告されて
いるが、エンドウでは全く異なる結果となっ
た。また、核機体をヘパリンで処理したとこ
ろ、主要な核機体タンパク質である 70kDa 
タンパク質などが遊離した。現在、ヘパリン
によって遊雌される転写抑制因子の同定を進
めている。

F020 

ヒメツリガネゴケの核コードT7ファージ
タイプRNAポリメラーゼ遺伝子の単離
壁谷如洋・構本和宣・佐藤直樹(埼玉大・
理・分子生物)

植物のオルガネラには、細胞核にコードさ
れたT7ファージタイプRNAポリメラーゼ
(RpoT)がある。プラスチドにはさらに、
プラスチドゲノムにコードされた原核タイ
プの RNAポリメラーゼが存在している。
RpoTの機能を解析するため、相同組換え
により遺伝子破壊を行うことができるヒメ
ツリガネゴケから、 cDNAの単献を行った。
その結果、 2種類のめoT遺伝子を取得し、
PpRpoT1、PpRpoT2と名付けた。 cDNA
より推定されるアミノ酸数は、 PpRpoT1
では 1087残基、 PpRpoT2では 1065残基
であり、それぞれトランジット配列と恩わ
れる配列があった。 GFPとの融合タンパク
貨を利用し、オルガネラへの局在を調べた。
また、ハイグロマイシン耐性カセットを
cDNA内に挿入したものを用いて遺伝子破
壊も行っており、それらの結果も報告する
予定である。



F021 

Arabidopsisにおける体色変異株の収集と解析

~弘主1、情家高史 1、田口悟朗 1、小平律子 2、林田{言明 1 、

岡崎光雄 1，2

(1信州大・遺伝子実験施設 2信州大・繊維・応生)

全ゲノム配列が決定したArabidopsisthalianaにおいて、

今後の課題は各遺伝子の機能の解析となる。そこで、大量

の遺伝子破漉変異株を用いて、系統的に表現型変異株を収

集し、ゲノム情報と組み合わせて遺伝子の機能を解析する

ことを試みつつある。変異源として化学物質 EMS(エチ

ルメタンスルホン酸)を用いて、飽和変異を目差して、現

在までに約 100，000個の種子を処理し、処理をした M2変

異群から、十分な変異株を得ることができた。成長の早い

棟、遅い株、業の形成に異常を持つ株、花の形成に異常を

持つ株、背丈の小さい株など多くの表現型が見つかった。

その中でも体色に異常を持つ変異株に注目し、多数の系統

を得ることができた。体色の薄い株、濃い株、黄色の株、

白色の株、斑入りの株などである。これら体色異常の変異

株を対象にクロロフィルの定量、葉緑体の構造の観察など

いくつかの解析を進めている。

F022 

Cyanophora paradoxaの葉緑体(シアネノレ)分裂

飯野雅人，筆杢圭盤(東京大院・総合文化・生命環境)

Cyanophora paradoxa (Glaucophyta)の葉緑体はペプチド

グリカン層に覆われていると考えられており、形態もシアノ

バクテリアと似ていることからシアネル (cyanelle)と呼ば

れている。シアネルの分裂は一般の色素体分裂とは異なり，

細菌の細胞分裂に見られるような隔壁形成を伴い，分裂リン

グは二重ではなく、狭窄部の内包膜のストロマ側にのみ認め

られる(箸本，日本被物学会第64回大会)。本研究では，シ

アネルの分裂狭窄部に形成される隔壁が多糖からなる細胞

皇室様構造であることを銀ーメテナミン法を用いた電顕組織化

学的方法によって示した.また，内外両包膜が隔壁の内側と

外側にそれぞれ存在し，内包膜のくびれ込みが外包膜のそれ

よりも先行することが電顕観察によって明らかになった。こ

れらの知見は，シアネルの分裂がシアノバクテリアのように

隔壁形成を伴うものであり，通常の葉緑体分裂において内外

の二重の分裂リングをともなって内包膜と外包膜が同時に

くぴれ込むのとは大いに異なることを意味している.
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F023 

アクティベーションタギング法によって得られたシロイヌナ
ズナ非光合成組織(カルス)において光合成遺伝子が発現し

ている突然変異体の解析

益塵韮量，丹羽康夫，小林裕和 (静岡県大院・生活健康科学)

光合成遺伝子組織特異的発現制御機構を解明するために.

シロイヌナズナを周い.非光合成組織(カルス)において光
合成遺伝子力f発現する突然変異体の選抜を試みた.アクティ

ベーションタギング法を適用し. RBCS・3Bプロモーターの
制御下において薬剤耐性遺伝子を発現するようにした形質転
換系統のカルスにおいて. RBCS 遺伝子が発現するように

なった 2系統の突然変異体 ces101および ces102(~allus 
~xpression of RBCS)を選抜した.これらのうち. ces101 
について検討を加えた ces101のカルスは.緑色を呈し.

ノーザン解析において. RBCS遺伝子の発現畳l;t.野生系
統カルスの約 3.5倫であった.サザン解析により T-DNAが
1コピー挿入されていることが示された. TAIL-PCR法によ
りゲノムに縛入された T-DNAの隣接領減を増幅し. DNA 
塩基配列を決定した. T-DNAは第3染色体上部 P1clone 
MSL1に挿入されていた.近傍の ORFを検索したところ.

挿入部位から約 2kb下腕側にモータータンパク質である
kinesinと相同性の高い配事IJが見つかった.この近傍には.
他の ORFが存在しないため ces101突然変異体におい

ては.ゲノム挿入 T-DNA内のヱンハンサーによってこの遺
伝子が活性化されていると推測する.現在.この ORFが表
現裂の原因遺伝子であることの確鼠を行っている.

F024 

virescent変異が葉緑体の転写・翻訳樹薄に及ぼす影

響
髭杢基盤、楠見健介、河野智樹、吉本、打享 1、射場厚(九
州大・院・理・生物科学、 l九州大・院・生資環)

ばrescent(巧，v:Jはイネ低温感受性葉緑体形成不
全突然変異株である。これまで行われた表現型角桁に

より、virescent遺伝子は、葉の発生分化の初期に特

異的に機能し、葉緑体の分化に重要な機能を持っと考

えられる。葉緑体形成に関与する遺伝子の発現パター

ンの解析から、これらの託児scent遺伝子が、葉緑体

ゲノムにコードされた遺伝子の発現におけるRNAの
安定性や翻訳の開始などの様々な段階、および核にコ

ードされたT7ファージ型葉緑体RNAポリメラーゼ
σ¥TEP)遺伝子の発現制御に関与することを示唆され
た。VIrescent遺伝子の構造と機能を明らかにするた

めに、 v2，vaについて、それぞれ1643，1148個体より
なるマッピング系統を用いて、マップベースクローニ

ングを目的とした糟密マッヒ。ング‘を行った。その結果、

巧遺伝子は第3染色体の短腕上の4.9cMの聞の領域
に、ν;遺伝子は第6染色体の短腕上の5.0cMの聞の
領域にマップされた。



F025 

葉緑体の保存的分裂機構に関する研究
畳盛童ニ，藤原誠，永田典子，吉田茂男(理研・植

物機能)

葉緑体の祖先たる真正細菌の細胞分裂は rFts蛋白
質群による分裂装置形成Jと rMin蛋白質群による
非分裂面での分裂回答Jとの協調により達成され
る.一方，高等植物においても分裂因子FtsZ.分裂
阻害因子MinDが葉緑体分裂を制御することが近年報
告され，細菌由来の分裂機構(conservative 
mechanism)の存在が明らかにされた.Min蛋白質の
一つMinEは，細菌の細胞分裂においてMinCDと括
抗して分裂面を決定する.minE相同遺伝子は一部藻
類の葉緑体ゲノムに存在するが，高等植物では葉緑
体ゲノムに見つからないことから核ゲノムに転移し
ていると推測された.今回私達はシロイヌナズナの
核コード minE相同遺伝子.AtMinElを同定した.
AtMinElは細菌及び藻類葉緑体コードのMinEに対
してN.C両末端に数十残基の延長部を持ち.N末端
は配列の特徴から葉緑体移行シグナルとして働くと
予測された. CaMV35Sプロモーター下でAtMinEl
を過剰発現する形質転換植物を作出し，その細胞内
構造を観察したところ，ミトコンドリア形態は野生
型と同様であるのに対し，薬縁体数・形態に顕著な
異常が観察された.この結果はMinEが葉緑体分裂制
御に関与する第三の保存的因子であることを示す.
現在.AtMinEl発現郎位の解析.GFP及び抗体を用
いたAtMinElの細胞内局在の確認を進めている.

F026 

植物 TATA欠損プロモーターの体系的解析

忠雄皐ヰ、吉次友昭、角田達彦 l、白ritWeinzierl2、

Irena Sherameti2、日比野浩之、井村あゆみ、杉浦昌弘
3、

Ralf Oelmuller2、小保方潤一(名大・遺伝子、
1理研・遺

伝子多型研究センター、 2Inst.AlIgemeine Botanik . 

Friedrich-Schiller-Univ.、3名市大・システム自然科学)

TATAボックスは転写開始点上流30塩基付近にあり、

RNAポリメラーゼHの転写開始機構に重要な役割を果

たしている。しかし、我々はタバコ光化学系 I核遺伝

子psaDbのプロモーターがTATA非依存的な転写を行

うTATA欠損プロモーターであることを明らかにした。

また、約 230の植物遺伝子について、コアプロモーター

構造をコンピュータ解析した結果、 TATA欠損プロモー

ターが光合成遺伝子群に非常に高頻度 (60%以上)で

出現することを見出した。本研究では、なぜ光合成遺

伝子群に TATA欠損プロモーターが多いのかを解明す

る端緒として、シロイヌナズナのチラコイド膜タンパ

ク質遺伝子について、コアプロモータの微細構造と発

現調節機構との比較解析を行った。
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F027 

シロイヌナズナからの液胞肢の単厳とそのタンパク貨

の解析

重量温JIl，自武鵬絡佐織隆志柴田大繍前島正.1.
山木昭平 1(1名古屋大・院・生命虫学かずさ DNA研究所)

プロテオーム研究の一環として、オルガネラごとにタン

パク貨のカタログ作りが行われている.植物でもシロイヌ

ナズナを材料に、細胞膿や薫縁体膜のタンパク貨のカタロ

グ化が進められている.一方、液胞は纏物細胞に特徴的な

興味深いオルガネラでありながら、その単調Eの図鑑さから
液胞膿タンパク質のカタログ化は進んでいない.我々は、

液胞膿タンパク質のカタログ化を行うことを目療に、ショ

積密度勾配置E心j去を組み合わせて、シロイヌナズナ植物体
から比較的高純度な液胞膿を単隠することに成功した.

一般にプロテオーム解析に用いられている2ひPAGEは、

高濠度の疎水位タンパク貨の分障に適していない.そのた

め、液胞膿タンパク質のカタログ化には2D-PAGEを用い
ず、界面活性郵j処理やカオトロピックイオン処理により膿

タンパク貨をクラス分けした後に SDS-PAGEを行うこと

で、二次元的な分磁を行った.このクラス分けにより、プ

ロトンポンプや水チャネルなどの肢に強固に結合した疎

水性タンパク貨と、それ以外のタンパク貨を効果的に分限

できた.現在、分自躍したタンパク質の機能を TOF-MSに

より特定する準備も進めており、できればその結果も併せ

て報告したい.

F028 

GFP標議されたシロイヌナズナ綬白色体の形態解析

直屋並，丹羽康夫吉田茂男(理研・植物機能静岡県大院・

生活健康科学)

近年，色素体移行配列を融合した緑色蛍光タンパク (GFP)

を発現する形質転換植物を用いて.GFP標議された色素体から

伸長する管状構造 (stromu1e，混血盟afilled tub叫~)の存在が確認

され，更に stromu1eを介して細胞内色素体問で物質輸送が行わ

れることが示された.演者らは，シロイヌナズナの色素体 RNA

ポリメラーゼシグマ因子 (SigA，SigB)のN末領域と GFPとの

融合タンパクを発現する形質転換シロイヌナズナを作製し生組

織色素体を観察した結果 stromu1eが根白色体から顕著に形成

されることを見出している(本学会昨年度年会)。今回，より

効率良く色素体が GFP標議される形質転換シロイヌナズナ ([1].

RBCS1A色素体移行配列と GFPとの融合タンパクを発現する)

を用いて stromule形成の植物組織依存性と色素体型依存性に関

して観察を行った。その結果.栂白色体の stromuleは根端部で

はelongationzoneから difi:.畑ltiationzoneで活性化し，古い恨の

成熟領域で最も発達していた.一方，葉緑体や葉の表皮，毛状

突起，花弁の色素体では stromule出現頻度は根と比較して稀で

あった。現在.stromuleを持つ穏色素体における色素体核綴体

の分布および細胞骨格に作用する薬剤の stromule構造への影響

について解析を行っている。
[1] Niwa et al. (¥ 999) P1ant J. 18， 455-463 



F029 

シロイヌナズナを用いたプラスチド包膜透過に関与

する因子の解析
立週皐孟1，森安裕二1，梶原英之2，加藤友彦3，田畑哲
之3，白野由美子4久林浩昭6，柴田大輔4ム関原
明7，小林正智7，篠崎一雄7 (1静県大院・生活健康 2か

ずさDNA研 3農水省・生物研 4三井業際植物バイオ・
5Cornell大 6東大使・農学生命 7理研・植物分子生物)

プラスチドで機能している大部分のタンパク質は核ゲ
ノム中にコードされているため，細胞質で翻訳後，プラ

スチド包膜を通過する必要がある.プラスチド包膜に存
在しタンパク質の透過に関与している因子は，その局在

部位からToc(外包膜)，τlc(内包膜)と命名され，そ
のうちのいくつかは生化学的手法によりアミノ酸配列が

明らかにされている.シロイヌナズナは遺伝学的解析が

容易でかつ，現時点でほぼ全ゲノム配列が明らかにされ

ている.アブラナToc36(エンドウではTic40)と相向性
が高い領域は，他の多くのToc/百c因子とは異なり，シロ
イヌナズナゲノムあたり lコピーで存在する.GFPを用
いた解析結果から，その配列がシロイヌナズナのプラス

チド包膜部分に局在することが確かめられた.一方その

遺伝子の破壊株を独立に3系統選抜した.破壊株では子
葉，本業ともにその緑化が抑制された.しかしながら形

態学的解析ならぴに生化学的解析結果から， シロイヌナ
ズナTIC40タンパク質は，子葉と本業とでは異なる機能
を担っている可能性が示唆された.

F030 

葉緑体シグマ因子結合蛋白質 (SibI)による転写制御

車以ニ晶、村上真也、角山雄一l、椎名 隆2、豊島喜則

(京大・院・人・環京大・ RIセンター 2京都府立大・

人環)

葉緑体での光合成関連遺伝子の転写は大腸菌型RNA

ポリメラーゼ (PEP)によって行われ、組織特異性・

光応答性を示す。ブロモータ配列の認識には核コード

のo因子群が必要である。我々は葉緑体遺伝子の転写

制御の一機構として、 o因子に結合するタンパク質に

よる活性制御が存在すると予想し、シロイヌナズナ

SigAの-35配列認織領減 (region4)に結合するタンパ

ク質 (SibI)を同定した。Siblの機能を、新たに確立

した「形質転換プロトプラストを用いたrun-onアツセ

イ系jにより調べた結果、従来成熟葉緑体において光

応答を示すことが知られていた幾つかの遺伝子の転写

活性がSiblの一過性発現によって特異的に上昇するこ

とが見出された。この遺伝子特異的な転写活性化の分

子機構を、細菌のアンチシグマ因子の機能をモデルと

して議論する。
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F031 

シロイヌナズナ PEPシグマ因子のプロモーター
選択性の解析

盆山盤二、森川一也九椎名隆 l、豊島喜則 2 (京

大・ RIセンター、 1京都府大・人間環境、 2京大
院・人間・環境)

葉緑体中に存在する原核生物型転写酵素 PEP
は、核ゲノムコードのコア酵素と色素体ゲノムコ

ードの転写開始因子σ因子からなる。既に高等植
物ではσ因子遺伝子が複数(シロイヌナズナでは
6種)同定されており、原核生物と同様に環境や
成育段階に応じて因子の使い分けがなされている

と考えられる。しかし、各因子のプロモーター認

識配列の特異性や機能分担については殆ど分かつ

ていない。そこで我々はσ因子を一過的に過剰発
現させたプロトプラストを用い、色素体ゲノム上

の 12種の遺伝子を対象に各因子が認識するプロ
モーター構造を調べた。その結果、幾つかの遺伝

子において転写活性の増大が見られ、またその活

性化パターンは因子により全く異なっていた。こ

の結果をもとに、葉緑体遺伝子のσ因子を介した
転写制御について論ずる。

F032 

維管束分化に関わるヒャクニチソウ HD.Zip型クラス1lI

ホメオボックス遺伝子の単離と解析

さ畳蓋王:、出村拓2、福田裕穂1(J東京大・院・理・生

物科学、 2理研・植物科学センター)

私たちは、維管東分化の分子機構に迫ることを目的に、

維管東形成に重要なはたらきを持つことが示唆されてい

る HD.ZIP型クラス1lIのホメオボックス遺伝子に着目し

解析を行った。まず、必 vitro管状要素分化系をもっヒ

ャクニチソウにおいて 3種の HD.ZIP型クラス1lIホメオ

ボックス遺伝子を単厳し、それぞれ ZeHB10，11，12 

(Zinnia eJegans homeo box)と命名した。 invitro管

状要素分化系における RNAゲルプロット解析により

ZeHB1α11，12は管状要素分化特異的に発現し、その発

現はブラシノステロイドの合成阻害剤であるウニコナゾ

ールにより抑制され、外から添加したブラシノライドに

より回復することを明らかにした。また、 insitu 

hybridizationにより ZeHB10，12は植物体において維管

束特異的に発現することがわかった。これらの結果は、

ZeHB1O， 11， 12がin四;vo，in vitroともに維管束分化に特

異的なはたらきを持つことを示唆している。現在、 yea自t

two.hybridの系を用い ZeHBlO，U，12タンパク質問の相

互作用を解析しており、合わせて発表する予定である。



F033 

セン類ヒメツリガネゴケPhyscom仇11apa朗 sの頂端細胞で発現する
キネシン様タンパク遺伝子APJ1の機能解析
且並益二-1，2、長谷部光泰 1.2，3 (1基生研・積分化2，2総研大・生制ヰ
学， 3p胞訂0)

セン類ヒメツリガネゴケ (Physcomitrellapa蜘 subsp.pat.即)の原
糸体・茎葉体の頂端細胞の分化は、オーキシン・サイトカイニンに

よって制御される。我キは、頂端細胞の分化を分子レベルで解析す

るために、ヒメツリガネゴケにおいてジーン・エンハンサートラッ

プ系を確立し、頂端細胞で発現する遺伝子を検索してきた。これま

でに、カウロネマと仮棋の頂端細胞、およひ茎業体頂端細胞にレポ

ーター遺伝子が発現するジーントラップ系統 Ap四rJから、これら
の頂端細胞で発現する遺伝子として、キネシン様タンパクをコード

する APl1遺伝子を同定した。今回は、 APII遺伝子の構造と機能を

類推するために、 APIIタンパクの細胞内局在を調べた。 APIIcDNA

全長と GFP遺伝子との融合遺伝子を作成し、構成的プロモーター
制御下で原糸体に一過的に発現させた。この結果、 APlI::GFP融合

タンパクは核に局在し、 APIlタンパクか被内で機能することが示さ

れた。さらにキネシンモータードメインの C末端側を削除した部分

的APlIをGFP融合タンパクとして発現させた結果から、キネシン

モータードメインのC末端側の隣接領域に核局在に関わるシグナル

配列が存在することがわかった。

また、遺伝子ターゲテイングによる遺伝子破壊系統を用いた APII

遺伝子の機能推定も行っている。はじめに APlI遺伝子のコピー数

をゲノムサザン解析で調べ、 APlI遺伝子はシングルコピーであるこ

とを確認した。現在、遺伝子破壊系統を作出中であり、この結果も

あわせて報告したい。

F034 

ファージディスプレイ差し引き法を用いた木部細胞壁成

分を認識するモノクローナル抗体の単厳

篠原直賞、出村拓ヘ福田裕穏(東大院・理・生物、
a理研・植物科学研究センター)

分化特異的な細胞壁成分を認識する抗体は、特定の細

胞の識別や分化段階の細分化に有効である。そこで、本

研究では次の三つの手順からなる方法で、そのような抗

体を単商量する事にした。まず、ヒャクニチソウ培養細胞

系を用いて同調的に分化を誘導した細胞から細胞壁を調

製した。次に、この細胞壁に対するファージディスプレ

イ組換え抗体ライブラリーを作った。そして、細胞壁を

用いた「パニング」による差し引き的なスクリーニング

を行った。その結果、私遣はこれまでに2つの抗体の単

眼に成功し、これら二つをCN8.XD3と名付けた。
植物体において、 CN8エピトープは、未成熟な管状
要素、木部柔細砲に局在していた。一方、 XD3エピト
ープは、管状要素の前駆細胞、未成熟な織維細胞に局在

していた。また培養細胞において、これら二つの抗体

は、異なった分化段階の細胞を認識した。以上の結果か

ら、これら二つの抗体は、木部細胞分化の有用な分子マ

ーカーであることが判った。さらに、我々はこれらの抗

体を分化特異的な細胞壁成分の精製や特定の木部細胞を

単般にも利用できると考えている。
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F035 

継代培養されているヒマワリ根端の鉄欠乏による形態変化

瓦準優王，野村港二(筑波大・パイシス)

鉄欠乏時に植物は根端にtransfercellを分化さ

せ、この細胞の働きによりFe(III)をFe(II)にすることで

鉄を吸収しようとする。その時根端では、膨潤と根毛

の発達という形態の変化が見られる。これまで、根端

におけるtransfercellの分化と形態の変化は、地上

部が鉄を要求することで引き起こされる植物体全体

の反応であると説明されてきたが、直接的な証明は

されていない。

我々は、水耕栽培したヒマワリを用い、鉄欠乏下の

根端におけるtransfercellの分化が、根だけでの自

律的な細胞分化である可能性を示してきた。そこで、

これを検証するためにヒマワリ根の器官培養を試み、

鉄欠乏下での形態の変化を追った。その結果、継代

培養されている根においても鉄欠乏下で根端の膨潤

と根毛の発達が見られた。従って、この変化には植

物体全体の反応系とは別の、根という器官レベルの

部分的な反応系の存在が示唆された。

F036 

イネの葉において観察された光周期相特異的な遺伝

子発現

椎名由起，神田伸一郎田中尚，久留主泰朗，丑車盤
(茨城大・農青森県農試藤坂支場)

イネの光周性に関与する遺伝子を探索するため，葉

において光周期相特異的に発現するmRNAを簡易00法
(Yoshida et a1.， 1994)により探索し，5本の光周期相
特異的に出現するバンドを検出した(育雑 48(別
2)，625，1998) . 
感光性遺伝子座 Se-1に関する 2つのイネ同質遺伝
子系統を 12L120で処理し，2サイクルにわたって 2時
間毎に葉身からトータル RNAを抽出し，上記 5本のバ
ンドに含まれる cONA断片をプロープとするノーザン
解析を行った.

5本のバンドのうち，暗期 12時間目に特異的に出現
した070をプローブに用いた時，暗期12時間目に強い
シグナルが得られた.クローニングとシークエンシン

グを行った結果， 070は長さ447bpの断片であり，サザ
ン解析によりイネゲノム中にシングルコピーで存在
することがわかった.

ODBJのデータペース検索により，070の塩基配列は
短目で花成誘導したソルガムの花芽分裂組織で発現

するcDNAの配列と部分的に95%一致していた.



F037 

LHY・CCA1 double loss-oιfunction in Arabidopsis results in altered 
clock-regulated gene expression and early flowering phenotype 

Tsuvoshi MI又OGlJCH1，Kay WHEA TLEY and George COUPLAND; 
Dept. Mol. Genetics， John Innes C冶n甘'e，Norwich NR4 7UH， UK 

Circadian rhythms are driven bヴ endoginousbiological clocks that 
regulate many biochemical， physiological， and behavioral pr，ωesses in 
a wide variety of orgβnisms. Two Myb-related genes， LHY and 
CCAI， have b伐 nshown to be closely associated with clock function 
in Arabidopsis. Expression of LHY and CCAl oscillates with a 
circadian rhythm， Overexpression ofLHY or CCAl causes arrhythmic 
expr官ssion of clock-con位。led genes， r官duction of their own 
expression， and delay of flowering time， Lack of CCA 1 in a T-DNA 
insertion mutant line (cca1-1) shortern直dthe periods of LHY and other 
clock-∞ntroled genes， suugesting that the functions of LHY and 
CCA 1 may be partially redundant. 
To examine出ee偽時 ofa LHY -CCA 1 do叫bleloss-of-

function mutation on circadi閣1rhythms， we recently identified出ree
loss-of-function alleles (l砂11，12 and 13) of LHY and made double 
null mutants (/hy12/cca1・1).Here we show that 1) loss of the LHY in 
Arabidopsis shorterns the peri崎dsof CCA 1， GI and CCR2 gene 
expression in a similar wayωthe ccal single null mutant ， 2) both 
l砂 12and cca1-1 single null mutants flower earlier出anwild type， 3) 
the Ihy121cca1-1 double null mutation shortems or alters the periods 
of the はcadianclock-controled genes dramatically and also causes a 
much earlier flowering phenotype than either parental mutant. η1暗記
data show that two clωely陀latedgenes， LHY and CCAl， play a 
central role in both circadian regulation of gene expression and 
flowering time regulati∞ To identify mutations which a鈴ct
circadian rhythms in Arabidopsis， we have scr官ened EMS-
mutagenised lhy 12 seeds for plants which flow明吋 earli釘 thanthe 
lhy 12 progenitor in SD and isolated mor官 than600 candidates. 
Characterization of these mutants is underway and 官sultson the 
analysis will be discussed. 

F038 

甘果オウトウにおける冬芽中の小業からの不定芽鶴導

1:10盛阜二1、漆山登喜1、市村暁子 1、高品蕃2、仲野英秋2、
鈴木隆 1 (1山形大・教育、 2山形県立園芸試験場)

甘果オウトウの主力栽培品種を組織培養して植物体を再

分化させることは難しかったが、我々のグ、ループは未熟受

精怪 (2000年春、園芸学会)及び茎頂培養由来の培養シュ

ートの上位展開業 (2000年秋、日本育種学会)を材料にし

て初めて成功した。今回は、果樹体の冬芽中の小業を培養

して不定芽が誘導されたので報告する。なお、本研究は山

形県地域結集型共同研究事業の一環として行われた。

1月末から4月初めにかけて果樹体から枝を採取し、そ

の冬芽をほころばせた後、その中から小葉を取り出した。

①「佐藤錦Jの小葉を 5又はlOmg/n2，4・Dを含む液体
WP培地中に 1日浸した後に、lOmg/日TDZ及びO.lmg
/'I~NAA を含む WP培地上で 16時間明下/8時間楕下で
40日以上培養すると、小葉の基部にできたカルスから 3%

又は 12%の誘導率で不定芽がそれぞれ誘導された。②

rNaporeonJ の小葉をlOmg/'l~ 2，4・D、NAA又は IAA
を含む液体WP培地中に 1日浸した後に上記と同様に培養

すると、 33%、9%又は0%の誘導率で同様に不定芽がそれ

ぞれ誘導された。③「セネカ」、「マザード」、「高砂J、「紅

秀峰J、「紅てまり」、「紅さやかJ及び rVANJ の小業を

lOmg/'l~ 2，4・Dを含む液体WP培地中に 1日浸した後に
上記と同様に培養した。「マザード」及び「紅てまりJでは、

②の結果と比較してその不定芽誘導率は高かった。
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F039 

シロイヌナズナAHK4遺伝子産物はサイトカイニン
レセプターとして機能する

よE豊造a佐藤修正加藤友彦 1and田畑哲之 1

(名古屋大・生物分子応答研究センタ一、 1かずさ

DNA研究所)

ニ成分制御系に属するシロイヌナズナの新規センサ

ーヒスチジンキナーゼファミリー遺伝子

(AHK2，3，4)の生物学的機能を探る目的で T-DNA
挿入変異株のスクリーニングを行った。その結果、

AHK4遺伝子の劣性機能欠損変異を同定した。AHK4
の発現が根組織特異的であるという事実に着目して

ahk4ホモ接合体の表現型を調べたところ、根の伸

長阻害とカルスの緑化においてサイトカイニンに対

する感受性が著しく低下していることが判明した。

出芽酵母のヒスチジンキナーゼ変異を AHK4が抑制
できるかどうかを調べたところ、サイトカイニンに

依存した抑制活性を示した。この結果は AHK4がサ

イトカイニンの直接の受容体であることと共に、リ

ガンドとの結合がリン酸転移を誘導することを示唆

する。

SOOl 

スギナ官己偶体と胞子体の中間的な構造体の作出

栗山昭，本山健太郎，山名昌男，前田桝夫1

保京電機大・理工・生成 1福井大・教育地域・生物)

ホルモン無諒訪日でショ糖を3%含むMS培地で継代培

養しているスギナ配偶体を、サイトカイニンを含んだ培

地に移すと、無配生脚句に胞子体が形成される。形成さ

れた胞子体はホルモン無蹴日の培地に移しでも配偶体に

戻ることはない。このことは、サイトカイニンにより配

偶体細胞で胞子体遺伝子か溌現したら、ホルモン無添加

の条件に戻されても再と摘己偶体遺伝子かヲ苦現することは

ないことを示唆している。胞子体誘導の際、ショ糖とサ

イトカイニンの濃度を低くすると、配偶体と胞子体の中

間的な構造体か守形成されることがわかった。中間的な構

造体をホルモン無添加で3%ショ糖を含む培地に移すと、

胞子体として生長するものと配偶体に再分イピするものが

あった。サイトカイニンが低濃度でもショ糖濃度が高い

(3 %)ときは中間体の形成がみられないので、中間体の
形成には糖の濃度カ窪田富な役割を果しているといえる。

コケ植物には維管束がないが、シダ植物では維管束

か亨百童している。中間体の内部糟造を観察することは、

コケ植物からシダ植物への移行を考える上で興味深い。



S002 

CHARACTERIZATION OF A NOVEL NUCLEAR PROTEIN 

EXPRESSED DURING MICROSPOROGENESIS 

Gun-Aaiav BAYARMAd" Kengo MOROHASHI， 

HisabullU TAKASE， Kazuyuki HIRATSUKA， 

Grad. Sch. Biol. Sci.， NAIST， Ikoma 630・0101

Microsporogenesis is a highly organized indispensable 

event for the sexuaJ reproduction of higher plants. The 

proαss includes a series of organ development. cell 

differentiation and meiosis. In order to investigate 

functionaJ genes involved in llUcrosporogenesis， we 

carried out random sequencing project using a cDN A 

Jibrary from lily zygotene stage microsporocytes叩d

isola包dseveraJ cDN As encoding noveJ gene product. 

Amongthem，出ededuced anuno acid sequence of a gene， 

designated M532， has shown to contain a nuclear 

loclization signaJ. RNA and protein gel blot anaJyses 

indicate白鉱山etemporaJ and spatiaJ expression of the 

M532 is associated with early stages of 

microsporogenesis. Nuclear locaJization of the M532 

protein was confmned by cell fractionation experiments 

組 dGFP tag. We have aJso identified the M532 homolog 

from Arabidopsis. 

S003 

雌雄異株植物・アサは自家・他家受粉ともに可能な場

合に他家受粉を優先する

医杢造二，長沼亜紀佐藤忍松山知樹，阿部知子，

吉田茂男(理研・植物機能J筑波大・生物)

雌雄異株植物のアサは、自然界では通常、短日条件

で開花し、他家受粉を行うが、雌株のみで短日処理を

行うと、雌株上に雄花が着き、単性花の雌花と雄花が

混在した間性株となり、自家受粉によって種子を形成

する。一方、雄株のみで短日処理を行っても間性株は

出現しない.雌株と雄株を混在させ、他家受粉可能な

状況で短目処理を行った場合には、間性雌株上に着い

た雄花は発達途中で落下し、他家受粉を行う。この原

因を調べるため、雌株と袋がけした雄株を混在させ、

短日処理した結果、間性雌株上に着いた雄花は、落下

せず、自家受粉を行った。さらに、間性雌株上の雌花

に雄株の花粉を人工受粉したところ、間性雌株に着い

た雄花は、発達途中で落下した。以上の結果から、受

粉刺激によるシグナルが雄花の落下に関わっており、

自家受粉よりも他家受粉を優先することが推定された。
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S004 

雌雄異株檀物ヒロハノマンテマのゲノムに局在するテロメア様反復

~è5リの解析

自afo監査、松永幸大、河野富子(東大・院・新領域・先端生命)

ナデ‘シコ科の雌雄異株植物ヒロハノマンテマ(5]必'l1eJatめ却は

x'{型の巨大な性染色体を持つ。性染色体の起源を探るために、

染色体に内在するテロメア様反復直己列を解析した。シロイヌナズナ

型のテロメア反復菌己列CCCTAMを5回繰り返したオリゴプローブ

を用いて、ヒロハノマンテマのゲノミックライブラリーをスクリーニン

グし、染色体に内在する 80""'200bpのテロメア様反復配列を含む

12クローンを単離した。このうち 8クローンにつし、てテロメア様反

復菌己列の周辺領域の塩基配列を解析した結果、各クローンが高度

に保存された共通のモチーフ(A""'J )を含むことを見出した。

共通のモチーフの分布をもとにクローンを4つのファミリーに分類

することができた。それぞれのモチーフをプローブにしたゲノミッ

クサザンノ、ィプリダイゼーション解析では雌雄での差は見出され

ず、雌雄のゲノム上にそれぞれ数十コピー存在していることが推

定された。現在、各モチーフをプローブとしたFISHにより、それら

の染色体上における局在を解析している。

S005 

雌雄の生殖器官の相互作用に関わるシロイヌナズナ

突然変異体の解析

金圏整準、清水健太郎、岡田清孝(京都大・院理・

植物)

高等植物の有性生殖過程において、雌雄の生殖器

官の相互作用に関する分子レベルでの知見はほとん

ど得られていない。我々は、 EMSまたは高速中性

子線で処理したシロイヌナズナの Ml，M2植物を用

いて、花粉管を観察することにより、雌雄聞の相互

作用に異常の見られる突然変異体の探索を行った。

その結果、以下の段階に異常の見られる突然変異体

を新たに単離することができた。 1)kompeitoは花

粉の形態の異常により、柱頭への接着に異常が見ら

れる。2)nobinaiの花粉管は雌しべの途中で伸長が

止まる。3)karakusaの花粉管は匪珠内で開裂せず

伸び続ける。 4)的d の露出した雌性配偶体では、花

粉管が進入に失敗することがある。5)ml2では「多

精拒否jに異常が見られ、一つの匪珠に複数の花粉

管が向かう。現在、これらの突然変異体の表現型を

詳細に解析し、また、原因遺伝子を同定中である。



S006 

ニンジン体細舵胆罰防肢滞房顎画意わVIRでZ穆擦

空藤皇居E保田浩 l、対佃琢二増田宏志(帯広畜大・生
物資時半、教 l岩手大・農・寒冷地システムセンター)

程溜まこれまでニンジンでそ¢恒軸切片をえ4-Dで短期習

処理して逝離してくる僻聞跡2，4-D非依存F扮裂し、怪

を経て説描物f材聯立する体細部召蹴系を開発し砂院を計

ってきた。この系の長所は体細目白からカルスや癒蝉詐在輯棚包

を経ることなく一様常司訪朔滅されることである。今回は

体細齢扮裂して1JEn将成される過程をVIR百郭鵡擦す

ることが出来たのて浮挺きする。

ニンジンの再生殖物体を 2，4-Dで短時情賀躍し、次いで

2，4-Dのない培地方審養した。こ¢培養中に避難する体細包

を材料とし、顕微鏡Fでこの体制勧粧V¥と発遣する形態学

自信酎w様子をVIRに録画し、さらに高速度直橡化した。
体制勧fどのように分裂は醐包掛彬成する恥また細限定

がどのように発達して嚇制朔滅される仇およと蝋輝

からどのようf;:'L'母語甥召ご発達するかが瞥語要されfニ

S007 

ニンジンにおける不定旺形成能力獲得と細胞分裂の関係
盈迫皇、高畑公紀、朝比奈雅志、鎌田博
(筑波大・生物)

ニンジンの不定旺は、通常、外生オーキシン処理に
よって増殖するカルスを得た後、このカルスをオーキシ
ン無添加培地に移植することで誘導される。この系は活
発な細胞分裂と不定眼形成能力の獲得が連続した事象と
して起こる系であることから、細胞分裂と不定旺形成能
力獲得の関係を明らかにすることは困難である。しか
し、実生茎頂を用いるストレス不定旺誘導系では、外部
からの植物ホルモン処理をおこなうことなしに不定旺形
成を引き起こすことができる。ストレス(高浸透圧・重
金属・熱など)処理によってニンジン実生茎頂はその生
長が抑制された状態に置かれるが、その状態で不定限形
成能力を獲得すると考えられる。
そこで、不定匪形成能力の獲得と細胞分裂の関係を明
らかにするためストレス不定旺誘導系を用い、ストレス
処理時間を変化させた際の不定佐形成率の変化と舷発生
関連遺伝子の発現を解析するとともに、ストレス処理中
の細胞分裂レベルについて検討した。
その結果、ストレス処理時間を長くすることによって
不定脹形成頻度が上昇し、それとともに匪発生関連遺伝
子の発現も上昇することが確認された。一方、細胞分裂
レベルはストレス処理に伴って著しく低下していること
が判明した。以上の結果から、不定旺形成能力獲得には
細胞分裂は必須では無いことが示唆された。
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S008 

ニンジン種皮から不定旺!?

飯塚京、薄進一郎、企華豊二(都立大院・理・生物)

ニンジンの不定旺鶴導系は、古くから旺発生のモデル

系として利用されてきた。しかし、根や旺軸切片から旺

形成能力をもっカルス (embIYoge国C伺且田)を鶴導し、

このカルス経由で不定庇を誘導するという従来の方法

では、十分量の不定腔を得るまでに数ヶ月という畏い期

聞を必要とする。最近、カルスを鶴導することなく、庇

軸切片表度細胞から直接的に不定匠を鶴導する方法も

報告されているが、この場合でも、少なくとも数週間を

要する。

我々は、発芽後のニンジン種子の般(種皮)の一部か

ら、ごく短期間のうちに、非常に高頻度で不定庇が誘導

されることを見出した。 250C、14日間育てた黄化芽生

えに付着している種皮を集め、 2日間の2，4-D処理後、

2，4-Dを除去し、植物ホルモンを含まないMS固形培地

上で培養すると、わずか数日間で、芽生えの出口側の付

近に、高頼度で多数の不定庇が観察された。また、この

培養を液体掻壷で行い、ステンレスメッシュで初期段階

の匪(球状底)を選抜し、培養を継続することによる不

定旺の同調的培養系について報告する。

S009 

シロイヌナズナCUC1，CUC2遺伝子の機能解析
且圃盤ニ盤、相田光宏、田坂昌生 (奈良先端大、バイオ)

シロイヌナズナCUC1.CUC2両遺伝子は、任発生過程

で茎頂分裂組織の形成や子葉の分離に関わる遺伝子であ

る。両遺伝子は、ともにNACboxと呼ばれる高度に保存

された領域を持つ。 NACboxを持つ遺伝子は、高等植物

において大きな遺伝子ファミリーを形成しているが、それ

らの遺伝子がコードしている蛋白質の分子機能は不明で

ある。我々は、双子業績物の茎頂分裂組織形成、器官分離

の分子機構を明らかにするために、CUC2蛋白質の機能解

析をおこなった。

CUC2とGFPとの融合蛋白質をシロイヌナズナにおい

て発現させたところ、子葉原基聞の細胞核に蛍光が観察さ

れた.この結果から、CUCl，CUC2は転写因子である可

能性が示唆されたので、 GAL4DNA結合領域との融合蛋

白質を酵母で発現させ、その転写活性化能を調べた。その

結果、 NACdomainを含まないC末側の領域に転写活性

化能があることが明らかになった。また、酵母 2・hybrid

assayから、 CUCl.CUC2は、homodimerやheterodimer

を形成しうることが示された。以上から、 CUCl，CUC2 

が転写因子として機能している可能性が高い。現在、植物

細胞を用いて転写活性化能について解析中である.



S010 

花粉特異的に発現するATP合成酵素のBサプコニッ
ト遺伝子(atpb)の解析

坂本正弘1、島田浩章2、杉田護3

(1京大院・農・地域環境、 2東京理科大・基礎工、

3名大・遺伝子)

われわれは、トマト<Lycopersiconesculentum L.)の
ゲノミックライブラリーから、花粉特異的に発現す

るミトコンドリアATP合成酵素の日サプユニット遺
伝子(atpb)ときわめて相同性の高いクローンを得た。
得られたトマトのatpb遺伝子は9個の exonで構成
されており、 exonlを除いては組織非特異的な発現

をする他のatpbとも相向性が高かった。このexonl
は花粉特異的に発現するタバコのatpbときわめて高

い相向性があり、この遺伝子が花粉特異的に発現す

ることが示唆された。 exon3'" 8をプローブとして

ゲノミックサザンをおこなった場合、複数のシグナ

ルが検出されるのに対し、 exonlをプローブとした

場合には単一のシグナルが得られたため、本クロー

ンはゲノム内では単一で存在している可能性が高い

と考えられた。この遺伝子の構造および各組織にお

ける発現の解析結果について報告する。

SOl1 

シロイヌナズナの暗黒条件下での花成誘導機構の解
析
虫且LJ誼、根本圭介¥米田好文(北海道大院・理・
生物科学、 1東京大・アジア生物資源環境研究セ)

花成は発芽と並び、植物の生存に関わる最重要事
項である。そのため、外的環境は花成誘導の重要因
子であり、その誘導経路の研究は光情報に応答する
経路を中心に解析が進んでいる。一方、これまでの
研究から、植物には環境情報とは関係なく進行する

内在的な遺伝的花成誘導プログラムが存在すること
がわかっている。
シロイヌナズナのCOPlは光形態形成に関与する
遺伝子で、その突然変異体は光非依存性の表現型を
示す。弱いアリルであるcopl-6突然変異体は暗黒
条件下で花成が誘導される。そこで、内在性の花芽
誘導機構の解明を目指し、環境条件の中でも特に花
成に強い影響を与える光条件を排除した、暗黒下で
の花成誘導経路の解析をcopl-6を用いて行った。
野生型(Col)、 copl-6をそれぞれ光照射下と暗黒
条件下で育成し、ノーザン解析、 RT-PCR、lnsitu 
ハイプリダイゼーション法を用いて、既知の花成関
与遺伝子の発現解析を行った。その結果、複数の異
なる花芽誘導経路に存在すると考えられている遺伝
子の発現が、暗黒条件下のcopl-6のみならずColで
も確認された。

S012 

シロイヌナズナ短日花成遅延表現型抑圧変異株5151，
5152の単離と解析

去盤血堂、蓮沼仰嗣(横浜市大院・木原生研)

アクティベーションタギングによりシロイヌナズナ
の短日花成遅延表現型を抑圧する変異株の単離を試
みた.約11，∞0の独立な形質転換ラインを構築、T1
世代では恒明条件、 η世代で短日条件で検索を行い、
花成が早化する変異株を検索、最終的に2株の半優性
変異株5151，51s2を得た.これらは共に短目で野生型
の半数以下の普通葉数で花成に至り、長日でも花成
早化表現型を示したo 5151は花成早化以外に幼若葉
が内向きに巻き上がるcurly-leaf様表現型を示すほか、
第二メタマー特異的な花茎の伸長抑制に起因する半
嬢性表現型を示す。この花茎の特異的な伸長抑制表
現型は28tで育成することで抑圧されるが花成早化
表現型は温度シフトの影響を受けなかった。ともに
戻し交雑により得た単一挿入個体よりT-DNA隣接ゲ
ノム領域を回収、解析したところ5151は3番染色体、
5152は5番染色体のスベーサー領域と推定される領域
にエンハンサー配列が挿入されていた.挿入位置周
辺について検索を行ったところS151ではRNA結合モ
チーフを持つ新規遺伝子および機能未知のORFが、
sJ5Zでは花成促進国子FPF1およびphotolyase相同遺伝
子が近傍に位置していた.これら近傍遺伝子の挙動
と花成を含めた表現型の関係について報告する。

S013 

液胞輸送レセプタ-PV72の細胞内局在性と役割

盛田盟主，三橋尚~，石丸八寿子1 ，西村静夫人西村いくこ

(京大院・理・継物基生研・細胞生物)

カボチャPV72(ま液胞タンパク質の選別給送に関わる

輸送レセプターである(1).本研究では， PV72の細胞内
局在性とその役劃について検討した.
免疫電顕観察からPV72(ま登熱子葉のPACJj¥胞(2)に存

在することが判明した.ショ糖密度勾配遠心法では
PV72はPAC小胞とともに，マイクロソーム画分にも検
出された.PV72のJレーメンドメインを緑色蛍光タンパ
ク質 (GFP)に置換したSP-GFP-PV72Cをタバコ培養細
胞BY・2で発現させると，ゴルジ体と考えられる小さな
穎粒状の蛍光パターンが観察された.この蛍光は継代と

ともに速やかに消失する傾向があった.同じコンストラ
クトをシロイヌナズナで発現させると，細胞内の様々な
大きさの頼粒lこGFP蛍光が観察された.GFP蛍光が観察
された個体では著しい生育阻害が見られた.GFPを発現
するラインの乾燥種子では貯蔵タンパク貨の前駆体が検

出された.SP-GFP-PV72Cがドミナントネガテイブに
作用し，内在性の輸送レセプターの機能を阻害すること
により，生育不良を引き起こしている可能性が考えられ

た.

(1)Shimadaetal. (199ηPlant Cell Physiol. 38， 1414・1420
(2) Hara-N除himuraet al. (1998) Plant Cell1 0，位5-836
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S014 

シロイヌナズナの後期旺発生と実生分化に関与す

るWD40蛋白質の解析
山崖血盤永田典子吉田茂男I Robert L. FISCHER2， 

Robert B. GOLDBERG3， John J. HARADA4; (哩研・植物

機能， 2Dept. of Plant and Microbial Biol.， Univ. of 
California， Berkeley， CA 94720， USA， 3Dept. of Mol.， Cell， 
and Dev. Biol.， Univ. of California， Los Angeles， CA 
90024・1606，USA，4Sec. of Plant Biol.， Div. of Biol. Sci.， 
Univ. of California， Davis， CA 95616， USA 

line24変具体は妊におけるアントシアニンの蓄積、乾

燥耐性の欠損、子葉上のトライコーム形成、実生特異的

遺伝子の異時的発現など後期旺発生変異体leafy

cotyledonと同様の特徴を有した。未熟種子は矯地上で発

芽したが、実生致死性や徒長異常などfusca変異体とも類

似性を示した。二重変異体の解析から、 UNE24遺伝子

はLEAFYCOTYLEDON及びFUSCA遺伝子と協調して働
き、後期旺発生と実生分化の誘導或いは維持に関与する

と推測された.野性株から単離したUNE24遺伝子転写

産物のcDNAは35S及び自身のプロモーター制御下で変

異を相補し、予想される蛋白質は8反復のWD40モチーフ

から成っていた。前者の相補は不完全な場合があり、花

がカルス状の形態を呈する個体が出現した。異常花にお

けるUNE24mRNAの蓄積は正常なものと比較し減少し

ていた。結果の意義について検討中である.

S015 

種子貯蔵タンパク貨のプロセシングに異常を示すシロイ

ヌナズナ変異体の単般とその解析

止血去益量，嶋田知生，山田健志，西村幹夫西村いくこ

(京大・理・樋物、 1基生研・細胞生物)

液胞タンパク質の多くは小胞体上で前駆体として合成

され，液胞へと輸送された後lこVPE(液胞プロセシング

酵素)によるプロセシングを受けて成熟型に変換される

(1) .本研究では液胞タンパク質のプロセシング機構

の解明を目的として，種子貯蔵タンパク質のプロセシン

グに異常を示すシロイヌナズナ変異体のスクリーニング

を行った.
シロイヌナズナの種子貯蔵タンパク質である12Sグロ

プリンと2Sアルブミンをイムノプロット解析し，プロ

セシングの不完全な前駆体の蓄積を指標として，約

28，000ラインから 6ラインの変異体候補を得た.前駆体

が蓄積していたラインでも，相当量のタンパクは成熟型

として蓄積していた.変異体候補株のいくつかを，種子

型のVPEであるβVPEの抗体でイムノプロット解析した

ところ，バンドが検出されなかった. sVPE遺伝子を

シークエンスした結果，ナンセンス変異やアミノ酸置換

を伴う変異が見られた変異体候補株でのVPE活性など

の解析結果についても併せて報告する予定である.

(1) Yamada et al.， (1999) J. Biol. Chern.， 274，2563-2570 
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S016 

インゲンマメの VPl類似転写因子 pvAlfによるシ

ステインプロテアーゼEP-Cl遺伝子発現制御機構

山由玄輔、小林重典、南川隆雄(都立大院・理・

生物)

トウモロコシの種子登熟と発芽を制御する転写

因子VPlがαーアミラーゼ遺伝子の発現を抑制す

ることが知られている。これに類似した転写因子

pvAlfをコードする cDNAがインゲンマメより単

離されているが、発芽への関与は分かっていな

い。そこで、この遺伝子の発現パターンを解析し

た。 pvAlfmRNAは乾燥種子中に存在し、吸水後

3日目になると消失した。これはシステインプロ

テアーゼEP-Cl遺伝子の発現パターンと相反し

た。次にCaMV35SRNA遺伝子プロモーターに

pvAlf cDNAを結合した融合遺伝子を、 EP-Cl遺

伝子プロモーターを結合したs-グルクロニダー
ゼ (GUS)遺伝子とともに粒子銃で発芽子葉に導

入した。その結果、強制発現させたpvAlfによっ

てGUS活性の発現が阻害された。これらの結果か

ら、 pvAlfはEP-Cl遺伝子の発現を抑制している

ことが示唆された。

S017 

イネPCFfamilyのDNA結合及び2量体形成の特異性

必髭盆ニロ、大橋祐子 1.'(1農水省・生物研、 'JST/CREST) 

イネ陀NAプロモーターの、分裂組織特異的発現に関わるシスエ

レメントに結合する因子として単隠された PCFlおよび虻回は、織

物に特有の DNA結合ドメイン (Tσ ドメイン)を共有するタンパク

質ファミリーのメンバーである.TCPタンパク寅群は、その構造上PCF

を含むグループIとCYCおよびTBlが属するグループIIに大きく分

けられる.CYCタンパク貨はキンギョソウの花弁(不登斉花)の非

対称性成長を制御し、 TBlはトウモロコシの肢芽の分裂、成長の制

御に関わっている.これらのことから、 TCPタンパク質群の主な機

能は、細胞、組織の分裂、成長の制御であると推察される.

我々は、イネから両グループに属する計7つの TCPドメインタン

パク質 (PCFl-陀F7)を単厳し、 DNA結合特異性の解析を行った.

PCFの DNA結合には、比較的厳密な配列特異性が要求され、グルー

プIとIIの聞で認識配列に遣いが見い出された.また、グループIの

コンセンサス結合配列は、イネ PCNA遺伝子のシスエレメントと完

全に一致し、陀Fがイネ PCNA遺伝子を制御していることを強く示

唆した.PCFは2量体としてDNAに結合するが、yeasttwo-hybrid担問

の結果から、グループ問よりもグループ内でホモおよびヘテロ 2量体

を形成する傾向にあった。さらに、これらコンセンサス結合配列をも

とにして検索された陀Fタンパク質の標的遺伝子の候補の内、いく

つかの遺伝子のプロモター領域について、町F結合部位に変異を導

入したところ、プロモーター活性の減少が見られた.



S018 

タバコサイクリンDのinvivo機能解析
皇週弘忠J、関根政実Z、河村和恵Z、杉坂恵子Z、HeribertHirt1、
新名惇彦 2 (lVienna Biocenter， Austria、z奈良先端大・バイオ

サイエンス)

近年、植物の Gl期制御は酵母に比べ動物により近いこと

が明らかになりつつある。動物ではサイクリン D はサイク

リン依存性キナーゼ(∞K4または∞K6)と複合体を形成

し、 Rbをリン酸化することにより細胞を s期に導く。我々
はパキュロウイルス発現系を用いた初vitro再構成系により、

タバコサイクリン D (Nicta;CycD3;4)がタバコ∞K-a

(Nicta;CDKA;3 )と活性のある複合体を形成し、タバコ

Rb例tRbl)および HistoneHlをリン酸化すること、更に

Nicta;CycD3;4のリン酸化が複合体の活性制御に関与してい

るととを本学会において報告してきた。

そこで次に、1)Nicta;CycD3;4を特異的に認識するペプチ

ド抗体、 2)GFP (Green fluores∞nt protein)融合Nicta;CycD3;4
をCaMV(cauIiflower mωaic virus) 35Sプロモーター下で構

成的に発現させた形質転換タバコ培養細胞 BY・2、の二つの

実験材料を作製し、 Nicta;CycD3;4の invivoにおける機能解

析を試みた。その結果、 Nicta;CycD3;4および NtRblが Gl

期制御に関与していることを示唆する興味深い結果が得られ

た。また、 Nicta;CycD3;4のリン酸化が防ν'ivoにおいても CDK

複合体の活性に関与していることが分かり、更に

Nicta;CycD3;4の細胞内局在性にも関与していることを見出

した。

S019 

CDK活性化キナーゼ(CAK)の活性化とサイトカイニン

山旦誰到、山村三郎 1、梅田正明、内宮博文 (東大・分

生研、 1財団法人岩手生物工学研究センター)

細胞周期の制御において中心的な役割を果たしている

サイクリン依存性キナーゼ(CDK)は、様々な相互作用因

子によって活性が制御されている。 CDK活性化キナーゼ

(CAK)は T-loop領域にあるスレオニン残基をリン酸化す

ることにより、 CDKを活性化させる。我々は本学会にお

いて、イネの R2が CAKとして機能すること、またR2

の相互作用因子としてサイクリン H(Os;CycH;l)を単離し、

R2を活性化することを報告した。そこで次に CAKはど

のような上流のシグナルにより制御されているか解析す

るために、 R2及び Os;cycH;l遺伝子をグルココルチコイ

ド誘導性プロモーターに連結してタバコに導入した。そ

の結果、グルココルチコイド誘導体であるデキサメタゾ

ン(DEX)により R2及び Os;cycH;lを発現させたと乙ろ、

その葉切片は、オーキシンのみを含む格地上でカルスを

形成することが明らかになった。との結果は CAK活性が

サイトカイニンのシグナルにより制御されている可能性

を示唆している。
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S020 

∞Kのリユ倒防スケードによる純脚般の綿織棉嚇斬

ヨヨ僅f!I1JS.梅田正明、内宮博文明扶・分金調

細胞周期の進行に中，c.，1'I恰役割を果たしている∞K助命暗抑制

凶-)持栓に活性化されるには∞Kの下同領域のスレオニン残

基のリ沼創凶吃タ付あり、このリン後化反応を触媒しているのがCAK

(iDK世話W岨畠油田)である.現在までに、様々 な植物種において複数

の∞K古舘厳され機飽解析カ嘘められているれそれらが上流からの

どのようなシグナルによって動胸されているか、という点はほとんど明

らかにされていな比そこで、我々 はリ〉俊化による∞Kの申棚機構

に注目して、細胞分裂を帝(脚するシグ判時議瑚備について解析を行な

っている.

我有は現在までにアラピドプシスの 3種類の CAK遺伝子炉必At、

田副t，、wk3At)の存在を明らかにした.CliklAtは、ヒトや分葱掛母の

CAKとアミノ酸レベルでも静索活性の上でも、動物のC¥Kと近縁な

0UaAI，、。凶AIとは異なる機能を有することが予想された.そこで、

酵母を用いた遺伝特切附、およびIII W1'oにおけるキナ}ゼアッセイ

を行なったところ、これら 3種類の CAKはリ鴻化カスケードを構成

し、CliklAtが0UaAI，ru加をリ〉倒じし間蛇するC¥K活性化キ
ナ』ゼ(CAKAK)として欄Eしている可制掛窃覗された.この結期本

CAKを介した∞Kのリン齢化緩路抑制あるいは内的シグナルに応

答して施膨蝿を棚レ得ることを示している.

S021 

タバコ細胞周期 M 期に活性化される NQKlMAPKKは

NRKl MAPKを特異的に活性化する

征主畳盈、西浜竜一、町田泰則(名大院・理・生命理)

MAPK(皿itogen-!lCtivatedI!rotein kinase)カスケードは、
MAPKKK、MAPKK、MAP財当ら成る一連のタンパク質

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 NPKlMAPKKKは、高等植物の細胞質分裂に必

須なタンパク質であり、細胞周期の細胞質分裂が起こっ

ている時期に活性化される。すでに我々は、 NPKlの下

流因子と考えられる NQKlMAPKK及び NRKlMAPK 

を同定している。 NQKl及び NRKlの細胞周期を通し

た活性化様式はNPKlの場合と酷似していたこと。ま

た、 NQKlが NPKlとその活性化因子であるキネシン様

タンパク質 NACKlとの両者に依存して酵母細胞内で活

性化されること及びinvitroにおいて NQKlが NRKlを
リン酸化して活性化することから、 NPKl・NQKl・NRKl

MAPK カスケードがタバコ細胞に存在すると考えられ

る。今回、我々は、新たに NQKl及び NRKlに保存さ

れているプロテインキナーゼによるリン酸化部位が各の

活性化に重要であることを明らかにし、 NQKl、NRKl

が MAPKK、MAPKとしての性質を有していることを生

化学的に示した。また、これまでにタバコで同定された

複数のMAPKを用いて NQKlの基質特異性を invitroリ
ン酸化反応によって解析したところ、 NQKlは NRKlの

みを効率よくリン酸化することが明らかとなった。この

結果より、 NQKlは NRKlに特異的な MAPKKである

と考えられる。



S022 

シロイヌナズナの Ds挿入変異体を用いた、葉緑体形態
形成に関与する 37kDa chloroplast inner envelope 

membrane polypeptideの機能解析

杢量全王 1、伊藤卓也 2、小林正智 2、永田典子 3、吉田
茂男 3、篠崎一雄 1，2{1;理研・ゲノム科学総合研究セ

ンター・植物ゲノム機能、 2;浬研・植物分子生物、 3;理

研・植物機能)

我々は葉緑体の形成や色素合成に関与する遺伝子の機能

解析を行うことを目的として、 トランスボゾン Ac/Dsを
用いて作製したシロイヌナズナ遺伝子破壊系統の回世

代について幼苗期の表現形質を調べ、アルビノ文は葉の

色素が薄くなる palegreen変異体を多数得ることができ

た。遺伝学的解析から表現型が Dsの挿入が原因と考え
られる、植物体の色素が薄く palegreenになる変異系統

匂pgl(albino組 dp.ale green mutant 1)は、ホウレンソウ
とタバコの 37kDa chloroplast inner envelope membrane 

polypeptide precursorと高い相向性を持つ遺伝子内部に

Dsが挿入していた。また、37kDa chloroplast inner envelope 
membrane polypeptide precursorは S-adenosylmethionine

dependent methyltransferaseと配列が部分的に類似してい

た。この変異体は土植えすると枯死し、葉緑体はグラナ

ラメラの減少など異常な形態を示していた。このことか

ら、メチル化が葉緑体の形成に必要なプロセスであるこ

とが示唆された。現在、 apgl変異体を用いてメチル化

について解析をすすめている。

S023 

Gyrase阻害剤による3庫銀体 DNAコピー激減少に伴う議縁
体形成阻害の解析

畠E益主、太田啓之、高宮建一郎 (東京工業大学、大学院

生命理工)

植物の葉緑体は細胞核とは異なる独自の DNAを通

常数十コピー持っており、その復製にはDNAgyraseが関与

していることが知られている。そこで、 DNAgyrase阻害淘l

であるニューキノロン剣(オフロキサシン)を処理する事に

よって、植物の議録体 DNAコピー数を減少させた.オフロ

キサシンを 0.3同Iml含む培地でシロイヌナズナを生育させ

たところ、貧緑色の植物体であったが、生省速度等は未処理

の織物体との違いはなかった.サザンプロッティングの結果

から、オフロキサシン処理Zした植物体のプラスチド DNAコ

ピー数は、未処理の約 1/10に減少していた.オフロキサシ

ン処理した繍物の薫縁体lまチラコイド膜の発達が恵く、代わ

りに電子密度の高い腕薗分が観察された。調べた全ての光合

成遺伝子の発現量{ま未処理値物とオフロキサシン処理した植

物体で変化が観録されなかった.ウエスタンプロッティング

による解析から、ルピスコの小サブユニットと大サブユニッ

トは処理した植物体では減少していたが、その他のタンパク

貨の量の変化は観寂されなかった。以上の結果と、オフロキ

サシン処理による業縁体 DNAコピー数減少と議縁体の形成

阻害についての関連性についての考擦もあわせて報告する.
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S024 

ヒメツリガネゴケの葉緑体形質転換系の開発

孟温エ.i1.
1、青木摂之l、杉田千恵子2、杉田 穫1・2

e名大・院人間情報、 z名大・遺伝子)
ヒメツリガネゴケ (Physcomilrellapdens)は相同組み換えを

介した遺伝子ターゲッティングが可能な唯一の陸上値物である。

我々は、ヒメツリガネゴケの高い相問組み娘え能に着目して、

ヒメツリガネゴケの葉緑体形質転換系の開発を訟みた.これに

先立つ解析として、まずヒメツリガネゴケの重量縁体ゲノムの精

進決定を行った.ヒメツリガネゴケのゲノムライブラリーから、

めd遺伝子を含むファージクローンを取得しその挿入DNA断

片の復基配列を決定した.ヒメツリガネゴケではめCL

-tmR-CCG -accIXD煩に遺伝子が並んでいることが湘期した.

高等植物ではめCliDすぐ下流にaαDが位置し、 tmR-ACG

とtmR-UCUは存在するが、 tmR-CCGは存在しないことが知

られている.次に、スペクチノマイシン耐性を付与する遺伝子

担品を位百五トCCG僚域内に、および'rbcLとtmR-CCGの聞に持

入したコンストラクトを作製し、それぞれをポリエチレングリ

コール (PEG)存在下でヒメツリガネゴケのプロトプラスト

に導入した.その結果、多数のスペクチノマイシシ耐性の葉緑

体形質転換株を得ることに成功したので合わせて報告する.

S025 

シロイヌナズナの葉緑体転写制御におけるsigBの役割

韮圃盆正、金丸研吾、田中 寛、高橋秀夫

(東京大学・分生研)

葉緑体の真正細菌型RNAボリメラーゼσEP)は、色素

体ゲノムコードのコア酵素と転写開始に必要な核コード

シグマ因子から構成される。シグマ因子は複数存在し、

各シグマ因子が葉緑体の発達や環境変化に応じて異なる

プロモーター構造を認識しているものと考えられる。

我々はこれまでにシロイヌナズナから6種類のシグマ

因子遺伝子(sigA・，sigF)を同定し、それらの発現と機能に

ついての解析を進めている。最近、それらのうちsigB遺

伝子へのT-DNAの挿入による変異株を取得した。 pale-

greenの表現型を示すこの株では何らかの光合成関連遺

伝子の転写が影響を受けていると考えられたが、ノザン

解析では意外にも野生株と顕著な差はみられなかった。

そこで、プライマー伸長法とS1マッピング法を用いて

各プロモーターレベルでの転写量を比較したところ、

psbD遺伝子のプロモーターの中にsigB依存性を示すもの

があることが分かった。このプロモーター構造及びsigB

を相補した実験結果を報告し、葉緑体転写制御における

sigBの役割について考察する。



S026 

斑入り突然変異体を用いたオルガネラ機能制御遺伝子の

解析

壁杢ー豆，武智克影，儀都莫日根¥田村隆行，村田稔

(岡山大・資生研北京大学・生物学系)

植物の茎漢に斑入りを生じる遺伝的変異は劣性突然~異
が多く，これらの個体では薫縁体の発達・分化が異常と
なりセクター状の斑入りを示す.斑入りを起こす原因遺
伝子を調べることにより，斑入りが生じる機織，さらに
葉緑体の分化に関わる新たな遺伝子の解析を可能にする
と考えられる.我々はシロイヌナズナにおける斑入り突
然変異体を用いて分子遺伝学的研究を進めており， T-
DNAタギングにより得られた斑入り突然変異体F204か
らその原因遺伝子を単蔵して解析した。遺伝解析の結果
からは，タグされた遺伝子はこれまでに報告されている
YEUOW VARIEGATED2 (VAR2)であり，VAR2は大腸菌の
ftsHと相向性の高いタンパク貨をコードしていることが
明らかとなった.FtsHは ATPaseモチーフを持った AAA
protein familyに属するメタロプロテアーゼであり，細胞
の微々な機能に関与している.VAR2は葉緑体に輸送さ
れてチラコイド膿に局在することから，光合成に関与す
るタンパク質複合体の形成あるいはまた分解に関わって
いると推，廃された.また，シロイヌナズナゲノムには葉
縁体型の FtsHをコードすると考えられる遺伝子が凶R2
以外に少なくとも6つ存在しており，このような遺伝子
の量権性と redundantな発現が斑入りと関係しているこ
とが示唆された.

S027 

シロイヌナズナの斑入り突然変異体 varlは FtsHホモログ

遺伝子の欠損によって生じる

mtt瞳宣，武智克彰，村田 稔，坂本草(岡山大・資生研)

シロイヌナズナの斑入り突然変異体 yellowvariegated 

2(var2)は FtsHホモログ遺伝子の変異によって生じる.デ

ータベース検索から、シロイヌナズナのゲノム内には VAR2

以外に5つの FtsH梅遺伝子が存在していることが明らかに

なった.その中の 1つ(AtFtsH5)は VARlの近傍にあるこ

とから、 var2変異体と似た表現裂を示す varl・l(N271)の

AtFtsH5の塩草配列を解析したところ、第2エキソンで纏

aの得入によりフレームシフトが生じることが確犯された.
varl・1では AtFtsH5の発現が抑制されること及び、 GFP

を用いたトランジェントアッセイによって AtFtsH5タンパ

ク貨も VAR2同織に葉緑体へ鎗送されることから、 var1変

異も FtsHホモログ遺伝子の欠損によることが示峻された.

これらの結果は、 FtsHタンパク貨の量的変化が斑入りに関

わっていることを強く示唆しており、高等植物において一

般に知られている多くの遺伝的斑入り変異が葉緑体型 FtsH

遺伝子の欠損による可能性を示すと考えられた.
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S028 

シロイヌナズナVAR2タンパク貨の局在性と織能解析

思盟主藍，蘇都糞日根村田稔，坂本夏(岡山大・資生研

北京大学生物学系)

シロイヌナズナを用いたT-Il¥IAタギングにより YELLαN
VIWIE臼TED2(VIW2)遺伝子をクローニングした.大腸萄

ftsf咽伝子のホモログと考えられる VAR2遺伝子は、 AAA

protein familyに属するメタロプロテアーゼをコードした遺伝

子である.GFPを用いたtransientassayの結果、 VAR2タンパ

ク貨は.縁体へ移行することが示された.さらに免疫電子顕

微鏡による観察，並びに分面化した業縁体におけるWestern

商事析の結果から、 VAA2がチラコイド腺へ局在していることが

明らかとなった.var2変異体の成業の斑入り組織では、光化

学系を織成するタンパク貨の蓄積はほとんど検出されず、さ

らに電子顕微鏡による観療では、機能的な薫縁体は見られな

かった.また変異体では強光照射後の光隊蓄の回復が遅れる

ことから、 VAA2は光化学系タンパク賀の光障害を克服するメ

カニズムに関与していることが推測された.一方、 var2変異

体を用いた詳細な電子顕微鏡観緩から、斑入り組織に分化す

る細胞の運命は、非常に早い段階で決定することが予測され

た.従ってVAA2が光陣書とは別にiI織的にテラコイド膿の発

遣を促進させる因子として働能していることが示唆された.

S029 

子葉の老化で消失するシロイヌナズナの表皮細胞に見られ

るER由来の新規構造体の解析

五M査呈，山田健志¥松島良¥綱田知生¥筒津直子三
西村いくこ¥西村総夫
(基生研・細胞生物京大院・理・錨物， 2J巨大院.A) 

我々は，シロイヌナズナの子葉や底納などの表皮細胞に

特異的に存在する新規の術造体を見出した.この構造体は，

大きな環状 (0.5μmx5μm)をしており，内部に織維状パ
タン術進が見られる.ER局在化シグナルを持つGFP-
HDEしを発現する形質転換シロイヌナズナでは， GFPがこ
の事前進体に蓄積することが分かった.高圧凍結および凍結

弛緩j去による電子顕微鏡像から，この情造体の膜にリボゾ

ームが付濁しており， ER由来であることが示峻された.
この補遺体は，子葉の老化に伴い，子寮の表皮細胞から消

失する.また，塩ストレスにより，液胞内に遷ばれる可能

性が示された.さらに，光照射下から暗所に移すと，細胞

内で集合体を形成することも明らかとなった.現在，細胞

分孤;去や免疫電子顕微鏡法を駆使して，この構造体の織能

を明らかにしようとしている.その結果，この構造体には

液胞内で機能する務棄の前駆体が蓄積していること，それ

らの画事業はゴルジ体を経由せずに波胞に運搬されることが

明らかとなった.そこで，この構造体の機能について考察

する.



S030 

新規膜タンパク質 PMP38は植物のグリオキシソーム膜に局在して
いる
深厚陽一朗 1・2、 真野昌二¥ 林誠 1、 西村幹夫 1

(1基礎生物学研究所、 2総合研究大学院大学)

脂肪性種子縞物のペルオキシソームはその成長過程においてダ
イナミックにその機能を転換させるオルガネラである.その過程

において、ペルオキシソームはマトリックス商事業を順次入れ替え

ていくことで、グリオキシソームから緑葉ペルオキシソームへ、
また可逆的にグリオキシソームへと機能転換している.しかしな
がら、ペルオキシソームの膜タンパク質に関する研究は進んでお
らず、機能変換時の挙動はもとより、自慢能の明らかな膜タンパク
貿もあまり知られていない.本研究はペルオキシソームの主裏腹

タンパク貨の同定およびその機能解析を行うことを目的として以
下の解析を行った. 5日間暗所で生育させたカボチヤ子葉より鯛
慈したペルオキシソーム膜画分のうち、分子量が約 38Kのタンパ
ク質 (PMP38)に着目し、内部アミノ酸配列を決定した.ホモロ
ジー検察の結果、画事母およびヒト、マウスで同定されているペル

オキシソーム膜タンパク質 PMP47、PMP34と最も高い相同性を
示し、このタンパク貨がベルオキシソームに普通的に存在してい

ることが予想された.これら PMP47、PMP34はミトコンドリア

に局在する ATP/ADPωrrlerprotelnのホモログとして同定され
ている.PMP38に対する特異抗体を作成し、その局在性や発現パ

ターンを解析したところ、 PMP38はペルオキシソーム膜に強く結
合する膜タンパク質であることが明らかとなった.また、その発

現はグリオキシソーム特異的で、緑葉ペルオキシソームにはほと
んど検出されず、 β酸化系醇素の挙動と路似していた.この結果

から、 PMP38は全てのペルオキシソームにおいて機能するのでは

なく、グリオキシソームに特異的な機能、特にβ酸化系の機能と
関与していることが予想された.

S031 

シロイヌナズナにおけるGFPによるペルオキシソームの

可視化とペルオキシソーム形成変異体の解析

皇壁畠-1、中森ちひろl、林誠l、加藤朗2、近藤真紀l、西村
幹夫l、3(1基生研・細胞生物、 2新潟大・理・生物、 3総合研

究大学院大・生命科学)

[目的】ペルオキシソーム酵素の多くは、 C末端にPTSIある

いはN末端にPTS2輸送シグナルを持つ。今回、我々は、緑色

蛍光タンパク質(GFP)とPTSIあるいはPTS2をつなげた融合タ

ンパク質を発現している形質転換シロイヌナズナ (GFP-PTSI、

GFP-PTS2)を作製し、種々の組織及び成長段階のペルオキシ

ソームの挙動を観察した。また、高等植物のペルオキシソー

ム形成機惰については、現在ほとんど明らかにされてはいな

い。そこで、 GFP-PTSIをEMSで変異処理し、 GFPの蛍光を指

標にペルオキシソーム形成変異体の単離を試みた。

[結果1GFP-PTSI及びGFP-PTS2における蛍光パターンの違
いはないものの、共に暗所下における下妊軸やフックでは、

通常より大きいベルオキシソームが密集した形態をとってい

ること、発芽初期では、原形質流動によるペルオキシソーム

の移動が顕著ではないことが明らかとなった。EMS処理した

約37∞o個体のM2植物体をスクリーニングしたところ、 GFPが
ペルオキシソームへ輸送されずサイトソルに留まる、ペルオ

キシソームの形や大きさ、数、細胞内分布が変わるといった

表現型を、器官・組織特異的に示す変異体が単離された。以

上の結果をもとに、植物細胞内おけるペルオキシソームの存

在様式について考察する。
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S032 

AtPex14pはすべてのペルオキシソームに共通したペルオ
キシソームタンパク質輸送因子として機能する
林誠l、二藤和昌1.2、西村幹夫1.2

マT室壬研 ・細胞生物、 2総研大・生命科学)

[目的] 高等植物のベルオキシソームは、生理機能の違いによりグ
リオキシソームや緑葉ベルオキシソームなどに細分することができる。

これらのオルガネラに含まれるタンパク質の大部分は、細胞礎質で生

合成された後、 PTS1またはPTS2輸送シグナルによる識別機構により

オルガネラ内へ輸送される。我々は、ベルオキシソームタンパク質の

輸送機構に異常が生じたアラピドプシスped2突然変異体について分子
遺伝学的解析を行うことにより、ベルオキシソームへのタンパク質輸

送機構の分子機作を明らかにしたいと考えている。今回は、 PED2遺伝
子の同定と遺伝子産物の作用機作について報告する。

[結果] ファインマッピングおよび相補実験を行い、 PED2遺伝子が

5番染色体に位置する P1クローンの7.7kbXho I DNA断片に含ま
れていることが明らかになった。この配列をもとにcDNAを単離した

結果、本遺伝子は507アミノ酸からなるタンパク質をコードしてい
ると推定された。本タンパク質は、 (1)ベルオキシソーム膜のサイ

トゾル側に存在する、 (2) PTS1タンパク質、 PTS2タンパク質の両

方の輸送を制御する、 (3 )アミノ酸配列の一部分にヒトPex14pと類
似性が認められる、などの性質を持つ 1)。そこで、本タンパク質を

AtPexl4pと呼ぶことにした。 AtPex14pは高等循物ベルオキシソームに
共通したベルオキシソームタンパク質輸送因子として機能しており、

グリオキシソームの脂肪酸分解活性や緑業ベルオキシソームのグリコー

ル厳代謝などすべてのベルオキシソーム機能の維持に必須であると考
えられる。

1) Hayashi， M.， Nito， K.， Toriyama-Kato， K.， Kondo， M.， Yamaya， T. and 

Nishimu悶，M.(2∞0) EMBO J. 19，5701-5710. 

S033 

ペルオキシソーム厳タンパク質 AtPex14pIま PTS1-PTS2
レセプターコンプレックスとタンパク質輸送複合体を形成
する
ニ藤和昌 1.2、林誠 E、西村幹夫 1.2

(1基生研・細胞生物、 2総研大・生命科学)

[目的]我々 は、 ped2変異体の解析から、ペノレオキシソーム膜
タンパク質 AIPex14pがペルオキシソームのタンパク質輸送に

関与することを明らかにした。ベノレオキシソームタンパク質の

大部分は PTSlまたは PTS2のどちらかの輸送シグナルを有し
ている。これらの輸送シグナルはサイトゾル裂の PTSlレセプ

ターまたはPTS2レセプターに認識されることが知られている。
そこで今回、ベルオキシソームタンパク質の細胞内輸送過程に

おける AIPex14pとPTSlレセプター及び PTS2レセプターの機
能分担について検討した。
[結果]AIPex14pと PTSlレセプター、 PTS2レセプター聞に

おける相互作用を酵母 two-hybridsystemにより解析し、以下の
結論を得た。(I)AIPex14pは N末端倶!Jに位置する 58-65及び

78・97アミノ酸の二つの領域を介して PTSlレセプターと結合

する。(2)AIPex14pと PTSl型タンパク質の聞に結合活性は認

められない。(3)PTSlレセプターの N末端 1-230アミノ酸と

PTS2レセプター C末端 266-317アミノ酸の聞で結合活性が認

められる。 (4)AIPex14pと PTS2レセプター聞に結合は認めら

れない。以上の結果から、ベルオキシソームへのタンパク質輸

送機構は次のように推測される。新規に合成されたベルオキシ

ソームタンパク質はサイトゾルに存在する PTSl・PTS2レセプ
ターコンプレックスに捕捉される。その後、 PTSlレセプター

がベルオキシソーム膜上の AIPex14pと結合することにより、
ベルオキシソームタンパク質の膜透過における初期複合体を形

成する。



S034 

植物における可動性因子の形質転換に与える効果

逼凪急、小柳美喜子、香田隆俊l、米谷民雄2、小関
良宏(農工大・工・生命工、 1三栄源FFI、2国立衛

研・食添)

形質転換植物の作出において導入した遺伝子が核
ゲノム中の「位置効果Jの影響を受け、発現しない
ジーンサイレンシングという問題がある。

ニンジン培養細胞の phenyla1anineammonia-Iyase ( 
PAL)遺伝子のプロモーター部位から、 2種類の
MITEs ( miniature inverted-repeat tr溜lsposableelements ) 

ISl及びIS2が単離され、これら M汀EsがPAL

遺伝子発現の活性化に関与していることが見い出さ
れた。そこで本実験においては、 pAB35Sのカナマ

イシン耐性遺伝子と GUS遺伝子との聞に ISl、IS2

及びこれら二つの因子のタンデム構造である IS12

を組み、タバコ植物体及び培養細胞、ニンジン植物
体に導入してその効果を調べた。その結果、 MπEs
の挿入により選抜培地での再生率の向上がみられ、
染色体上での位置効果を打ち消す事が示唆された。

さらにIS12を挿入したタバコ培養細胞について1コ

ピーあたりの GUS活性量がコントロールに比べ活

性が高いことがわかり、 IS12は外来遺伝子の発現量

を上昇させる転写因子としての機能を持ちうること
も示唆された。

S035 

ニンジン培養細胞におけるスプライシング因子の

クローニング

主主主盤二， 伊藤佳央， 小関良宏(農工大・工・生
命工)

MITEs (miniature inverted-repeat transposable 
elements)はゲノム中に多コピ}存在する可動性の

遺伝因子である。ニンジン培養細胞において

phenylalanine-ammonia-lyase(PAL)遺伝子のプロモ

ーター領域には 2種類の MITEs様因子 IS1、IS2

が挿入しており、これらがPAL遺伝子の発現に重

要な役割をはたしていることを見い出した。我々

は不定匹形成の途中まで分化が誘導される細胞

株、およびアントシアニン合成を行なうニンジン

培養細胞を用いて、多コピー存在する IS1，IS2が
他にどのような領域に挿入されているかを調べ

た。 ISLIS2の配列をプライマーと Lた PCRか
ら、 IS1、IS2が挿入された近傍の遺伝子を単離

し、これをプロープとしたニンジン cDNAライブ

ラリーからのスクリーニングにより S_cerevisiaeの
CUS1と相向性をもっ遺伝子が得られた。その構造

と機能について解析したので報告する。
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S036 

アラピノガラクタンタンパク貨は管状要素分化に必要な局所
的な細胞間相互作用を仲介する.
率直定車杉山宗隆三福田裕穂1(1東大院・理・生物科学
東大院・理・植物園)

ヒャクニチソウ単厳禁肉細胞はオーキシンとサイトカイニン
存在下で管状要素へと分化転換する.この系において細胞関
相互作用とそれを担う因子について解析したところ、 25kDa
以上のタンパク質性因子が、管状要素分化に必要な局所的な
細胞閑相互作用を担っていることがわかった.この因子を、
そのxyl唱enlcな活性に因んで、 xylogenと名付けた.
Xylogenの単離のために、その活性をモニターできる
バイオアッセイ系を開発した.この系では、業肉細胞を高い
細胞密度密度と低い細胞密度で 10μlのアガロースビーズに
包壊し、この高密度ビーズと低密度ビーズを液体培地中で共
培養する.高密度ビーズでは高頻度の管状要素分化が起き、
低密度ビーズでは分化率が低く抑えられるが、この低密度ビ
ーズにおける分化率の低下は xylogenの不足によると推定
された.そこで、 xylogenを含むと考えられる、分化を誘導
した細胞懸濁培養の培地上清を、バイオアッセイ系に添加し
たところ、低密度ビーズでの分化率が増大し、培地上清の
xylogen活性を検出できた.この xylogen活性はガラクト
ースに特異的なレクチンである RCAとPNAに結合し、Il-
glu∞唱ylYariv試薬により沈殿した。これらの結果はxylogen
がアラピノガラクタンタンパク貨の一種であることを示して

いる.

S037 

ヒメツリガネゴケ HD・Zip遺伝子 Pphb7の

仮根形成における役割

榊原恵子 12、長谷部光泰 12

(総研大・生命科学1、基生研・種分化第二2)

HD-Zip遺伝子はホメオドメインとロイシンジッパー

モチーフをあわせ持つ植物特有の転写調節因子であり、

維管東植物から多くの遺伝子が単離されているが、機能

の不明な遺伝子も多い。ヒメツリガネゴケは相同組換え

を利用した遺伝子改変が容易であり、逆遺伝学に適した

モデル纏物である。私たちはヒメツリガネゴケから 10

個の HD・Zip遺伝子(Pphb1・10)を単離した(Sakakibara

et al. 2001)。現在、遺伝子破捜株・遺伝子過剰発現株の

作出、友ぴ発現解析による各 Pp抽選伝子の機能解析が

進行中である。なかでも Pphb7の結果について詳しく

報告する。ヒメツリガネゴケの仮根は、茎の表皮細胞の

うち、葉の中肋の直線上にある細胞の一部から形成され

る。 Pphb7，;1:仮根形成に先立って、仮根が形成される細

胞で発現を開始する。また、 Pphb7の発現友ぴ、仮根形

成はオーキシンによって、誘導される。



S038 

光周性花成誘導に関連する時計制御遺伝子Atlα仰の
構造と機能

企竪公t主、小野道之1、小口太一、福井晴隆、藤原す
みれ、鎌田博(筑波大・生物j秋田県立大・生工研)

アサガオ(Pharbii的 nilcv. Violet)より単離した
PnC401とシロイヌナズナ(ArabidopsisthaJiana)のホモ
ログであるAtC401は暗期後半に発現が増加するサー
カディアン発現変動を示す時計制御遺伝子であり、

光周性花成誘導への関与が予想されている。推定さ
れるPnC401タンパク質は665アミノ酸から成る新規
タンパク質であり、その機能を類推することは困難
であった。一方、 AtC401は296残基のkinasedomainに
続いてPnC401と高い相同性を示すC401domainと名

付けた領域からなる832残基のタンパク質をコードし
ていた。 AtC401のkinasedomainは、 regulatorydomain 
を持ち、種々の外環境の変化への応答に関与するこ
とが知られているSNFl/AMPK familyのタンパク質キ
ナーゼと相同性があった。そのため、 C401domainは
何らかのregulatorydomainとして機能している可能性
がある。大腸菌で発現したAtC401タンパク質の活性

を測定した結果、 MBPを人工基質として用いた場合
に高いリン酸化活性を示し、 kinaseとして機能するこ
とが示された。これらの結果より、光周性花成誘導
において、 AtC401がリン酸化により情報伝達に関与
する可能性が示唆された。

S039 

光周性花成誘導に関連する時計制御遺伝子(C柑I、GLP)の

mRNA及びタンパク質の局在解析

逼韮瞳盤、小野公代、小口太一、ぽ斑之』、鎌田博(筑波

大・生物、 l秋田県立大・生工研)

短日植物であるアサガオから単離された PnGU'と

PnC401刷音期に特期句に増加するサーカディアン発現変動

を示すことから、光周性花成誘導に関連することが予想さ

れているが、その機能については明らかにされていない。

今回、これらの遺伝子とそのシロイヌナズナにおけるホモ

ログ <ArGU'、必C40J)について、シロイヌナズナの形質
転換体を用いた発現解析を行った。C401遺伝子のプロモー

ター領域と GUS遺伝子を連結したコンストラクトを導入し

た形質転換体を用いた実験から、 AtC401が緑色器官で発現

し、特に薬の葉肉細胞において強く発現していることが確

認された。また、PnGLPおよびAtC湘 lとGFPの融合タン

パクを産生する形質転換体において、PnG印タンパクが細

胞外局在、 A~仁丸01 タンパクが核局在を示すことが示唆され

た。
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F101 

樹木のリグニン生合成遺伝子プロモーターの機能解

析

小柳美妻子、小関良宏(農工大・工・生命)

フェニルプロパノイド合成系は、環境ストレスに

対抗するための物質を合成する代謝系であるととも

に、木部分化にともなうリグニン合成などに関与す

る代謝系である。ポプラに存在する木部分化時特異

的に発現する PAL遺伝子の一つ、 g2bPALプロモ

ーターには M-box、G-box、P-box、および L-boxが

存在することが見い出された。そこでこれらを 1つ

ずつ欠失させた変異プロモーターを作成しニンジン

プロトプラストにおける transientな発現を調べた

ところ、 G-box を欠失させた場合にプロモーターの

転写活性が低下することがわかった。次に、各変異

プロモーターをタバコ植物体に導入し、形質転換植

物体の stableな発現を調べた結果、 L-boxを欠失さ

せた場合に活性が上昇することがわかった。更に、

この boxを欠失させた変異プロモーターを導入した

タバコ植物体においては発現の部位特異性が失われ

ることが見い出された。

F102 

スギのB遺伝子の組織特異的発現
通韮五昼、横山敏孝、日wardC. Yeung¥笹本浜子
(農水省・森林総研、 1Dept.BioI.Sci.， Univ.Calgary) 

我々は、裸子植物の生殖器官の形態形成機構を
解明するために、スギから2種類のMADS遺伝子
(CjMADSl、CjMADS2)を単離し.解析を進めて
いる。これまでに、両遺伝子は、他の裸子植物由

来のB遺伝子群とともにAP3/PIグループを構成する
こと、被子植物のB遺伝子に特徴的なモチーフ構
造を持つこと、雄花で特異的に発現すること、特
に、花粉母細胞の分裂期の雄花ではタベータムで
発現することなどを明らかにしてきた。今回は、
さらに詳細なinsitu Hybridization解析を試み、雄花
の各発達段階において、これらB遺伝子がどの組
織で発現するかを調べた。その結果、 CjMADS2は、
雄花の分化初期に、胞子形成細胞で発現すること
がわかった。さらに、発達中の小胞子葉では、タ
ベータムおよび花粉母細胞で発現した。雄花の軸
では、休眠に至るまで、恒常的に発現が認められ
た。休眠後、花粉飛散以前の時期には、軸部分で
発現が検出されたが、成熟花粉では発現は見られ
なかった。 CjMADSlについては、現在、解析を行
っているところである。

119 

F103 

向軸伽lの花弁発生に異常を示すrabbitears突然変異体の解析
遺E革主、絵本任孝、岡田清孝 (京都大院・理・植物)

シロイヌナズナの花では、決まった数の花器官が花芽の

中で決まった位置に発生する。しかし位置依存的な器官発生の

制御様構については、これまであまり明らかにされていなし、。

rabbit ears (1のe)突然変異体l草花弁発生に異常を示す突
然変異体である。表現型の解析の結果、向輔側の花弁の多くが

形態異常を示し、背糊仮Ijの花弁は正常なものが多いことがわか

った。このことから、花弁発生の制御は向輸側と背納傾Ijで異な

ることが示唆される。また、他の花器官の数友ぴ発生位置は正

常であったことから、 RBE遺伝子l草花茎舶に依存した花弁発

生に関与することが示峻される。

花芽形成・花器官形成に異常のある ape飽la1(ap1)突然、

変異体とのこ重突然変異体を作製したところ、向輸側・背輸倒j

両方の花弁に形態的な異常が見られた。AP1遺伝子はステージ

1で一時的に向軸倶IJに発現することから、 RBE遺伝子は AP1

遺伝子の制御を受けていることが示唆される。

今回は的situハイブリダイゼーションによる AP1i宣伝
子と RBE遺伝子の発現解析、またその他の花器官形成に異常

のある突然変異体とのこ重突然変異体の解析及ひ‘ RBE遺伝子

のクローニングの結果を合わせて報告する。

F104 

シロイヌナズナ花序形態形成に関与するCRM2.遺伝
子の単離と解析

鈴木先安、高橋車、米田好文(北海道大・

理・生物科学)

シロイヌナズナは栄養成長期から生殖成長期に移

行すると、花芽の分化と並行して花茎を伸長させ

る。 corymbosa2(crm2)変異体は花芽の発達の遅れ

と花茎伸長開始の遅れが原因で、一時的に花序先端

の花芽が増加、密集し散房花序梯の形態を示す。

この原因遺伝子の単離をポジショナルクローニン

グによって試みた。その結果、 CRM2遺伝子は942
残基のアミノ酸をコードし、既知遺伝子とは相向性

をもたない新規の遺伝子であった。 RT-PCRの解析

により、 CRM2.遺伝子は花序先端と根で発現してい
ることがわかった。また、 CRM2遺伝子を含む約
6kbpのゲノム断片を植物に導入し相補性検定を

行ったところ、 crm2の変異形質が相補された。さ

らに、 CRM2.遺伝子のアンチセンス植物を作成した
ところ、 crm2変異の表現型を示した。本発表では

これらの解析結果を中心に報告する。

園



FI05 

シロイヌナズナの花弁とガクの発遣に異常を示す

frl1変異体の解析

量盆盤皐，田中 淳(原研高碕・植物資源)

frill1 (削1)は，花弁とガクに特異的に，それらの

周縁がフリル状になる表現型を示す突然変異体であ

る.これまでの調査から，frl1変異体の花弁先端部

では，野生型に比べて細胞の数が少ないこと，細胞

の大きさがランダムであること，また，細胞が平均

的に大きく肥大することがわかっている.さらに，

肥大した細胞では巨大な核が観察され，野生型では

起こらない核内倍加が起きていることが示唆された.

発達初期の花弁を観察したところ，花の発達ステー

ジ10以降において，これらの異常が現れることが

わかった.以上のことから，A旦 1遺伝子は花弁の

発達後期において，正常な細胞の分裂と肥大に必要

であり，また，核内倍加サイクルへの移行を抑えて

いるのではと考えられる.

ファインマッピングの結果から，Ff弘1遺伝子は，
第 1染色体上の BACF1401 0と F5M15にまたが

る約 10 0 kbの領域に存在することがわかった.

この領域には 29の推定遺伝子が存在し，現在
Ff弘I遺伝子の特定を進めている.

F106 

シロイヌナズナ雌ずい形成に関与する SHORT
VALVE遺伝子はリボソーム蛋白貸し24ホモ
ログをコードする

西村泰介、岡田清孝 (京大院・理・植物)

雌ずいの形成機構を解明することを目的に、シロイ

ヌナズナの突然変異体を用いた研究を行っている。シ

ロイヌナズナの雌ずいは、頂端部より基部にかけて柱

頭、花柱、子房、子房柄の4つの情造から車種成される。

我々が単厳した shortvalve突然変異体 (stv)は、

このうち子房を櫛成する部分が短くなり、その欠禍部

分が子房柄に置き換わっている。類似の表現型を示す

pid、ett、行l突然変異体との二重突然変異体を作製し

たところ、花茎は伸びるものの花芽の形成がおこなえ

ず、 pin7突然変異体織の茎頂が形成された。この結

果より、 STV遺伝子は雌ずい形成だけでなく、花芽
の形成にも重要な役割を果たすことが考えられた。

T-DNAタギングと遺伝子の導入による相補性の検定

により STV遺伝子を同定したところ、リボゾーム蛋

白質 L24のホモログをコードすることがわかった。

現在、 STV遺伝子の発現解析や強制発現体の作製

等を進めている。
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F107 

シロイヌナズナの花原基および花器官の横側領域で発現し

ているPRS遺伝子の機能解析

松本任孝， 岡田清孝(京都大院・理・植物)

FIL遺伝子は花原基の背軸側で発現している。一方、 APl

遺伝子は一時的ではあるが花原基の向軸側で発現している。

花器官の配置は花原基における向背軸側、機側といった方

向に依存して決定されていると考えられる。しかし、どの

ように向背軸側、機側という方向が決定されるのか、その

機構はこれまで明らかになっていない。

pressed flower(prs )突然変異体では横側のがく片の発生、

および向背軸侭lのがく片の周縁部の発生が正常におこらな

い。原因遺伝子であるPRS遺伝子はホメオドメインを持つ

タンパク質をコードしており転写因子と考えられる。また、

PRS遺伝子は花原基および花器官の横側領域で発現してい

ることがわかった。これらのことからPRS遺伝子は花原基

および花器官の横側領域の細胞の分化、もしくは分裂に関

わっていると考えられる。

今回はprs突然変異体とapl、βl各突然変異体の二重突然

変異体の解析、およびそれぞれの遺伝子の発現解析の結果

を報告する。また、 PRS遺伝子の過剰発現体を作製しその

解析結果もあわせて報告する。

F108 

ねじれ変異遺伝子SPl丸4L2のクローニング

韮到皇、成田典之、 RafaelPRIETO、増川正敏、
土原和子、鹿内利治、橋本隆(奈良先端大・バ

イオ)

ねじれ変異株spiral2(spr2)は、アラピドプシス

の根、はい軸、葉柄、花弁が時計回りにねじれ

ることに着目して単離された劣性の変異株であ

る。低漣度の微小管安定剤タキソールや微小管

重合阻害剤プロピザマイドを加えた培地で生育

させた場合、これらの表度細胞層のねじれの向

きは反転した。植物細胞の表層微小管と細胞の

伸長方向には密接な関係があることが知られて

いることから、 SPR2遺伝子は表層微小管の配向

の決定に関与し、細胞伸長の方向制御に機能し

ていると推測される。我々はマッピングによっ

てSPR2遺伝子をクローニングし、これが新規の

タンパク質をコードすることを明らかにした。



F109 

The ASYMMETRIC LEA VES2 gene of A. thaliana 

regulates the establishment of midvein as the 

longitudinal axis of leaf symmetry 
OEndang Semiarti1， 2， Hidekazu Iwakawa1， Yoshihisa 
Uen01， Hirokazu Tsukaya3， Chiyoko Machida1， and 
Yasunori Machida1 (1 Div. Biol. Sci.， Grad. Sch. Sci.， 
Nagoya Univ.， 2 Gadjah Mada Univ.， Indonesia， 
3 NIBB，PRESTO， JST.) 

The asymmetric leaves2 (as2) mutant exhibited bilateral 
asymmetricallobed・leaf，and leaflet-like structures at the 
petioles of leaves. A distinct midvein as the thickest vein 
and is located in the longitudinal center of the leaf blade 
in the wild-type plants was often rudimentary even in 
mature as2leaves. The complexities of venation 
patterns in leaf-like organs of as2 plants were reduced. 
The malformed veins were maintained in the mature as2 
leaves. The mutation in ASYMMETRIC LEA VES1 also 
results in the such malformed veins. We isolated the 
AS2 gene and showed that AS2 encodes a novel protein 
that contains a cystein rich region and a leucine zipper 
structure. The AS1 gene has been reported to be 
isolated by Byrne et al. (2000)， it encodes a MYB-like 
PHANTASTICA homolog. The double mutant of as1as2 
showed as2 phenotype， indicating that as2 was epistatic 
to as1. These results suggest that in the same pathway 
AS2and AS1 might be involved in the establishment of 
midvein as a longitudinal axis of leaf that crucial for the 
formation of symmet同cleaves. 

Fll0 

ペチュニアにおける CURLYLBAP相同遺伝子の単穫と解析
血iよL..I'.王、土本車、大坪栄一 (東京大・分生研)

花の形態形成機構として、 A.B.C三種類の遺伝子の組み合わせに
よるモデルが提唱されている。これら三種類の遺伝子のうちAタイ

プの機能を持つ遺伝子として、シロイヌナズナでは APEf，必AJ
(APJ). APETALA2(AP2). CURLYL臥F(αめなどが報告されている。
しかし、他の植物ではそのような機能を持つ遺伝子は単調監されてい

ない。ペチュニアでは事片から雌薬へ、花弁から雄姦ヘホメオティッ

クな花の表現型を示すAタイプの突然変異依 ω加d(bりが存在する。
しかし、ベチュニアのAPJ.AP2相同遺伝子は双方とも Aタイプ遺伝
子の機能は示さないことが報告されているため、 BLIND(BL)遺伝子
はそれら以外であると考えられる。そこでペチュニアの Aタイプ遺

伝子であるBLの単維を目的として、 bJ と似た花の表現~を示すシ
ロイヌナズナの CLFのベチュニアにおける松岡遺伝子をdegenerate
p山nerを用いたRT-PCRにより単能し、三つの遺伝子のクローンを得

た。そのうち二つ (PhCLFJと2)はCLFと相向性が高〈、もう一つ
(PhCLF:J)はシロイヌナズナの CLF相同遺伝子αK(CLF・Jike)と相
向性が高かった。 CLFとPhCLFJと2の聞で特に保存されている領
成の配列を用いて相向性検索を行ったところ、双子葉植物ではダイ

ズ、トマト、ジャガイモ、及ぴワ夕、単子葉植物ではイネ、オオム

ギ、コムギと植物界に広〈相同遺伝子が存在することが明らかとなっ

た。また PhCLFJ.2の花の各器宮における発現を RT-PCRを用いて
調べたところ、両遺伝子とも全ての器官で発現していたが、雌義で

の発現は非常に弱かった。従って、 PhCLFJ.2は雌築以外の花の各
器官で作用していることが示唆される 。更に、 PhCLFJには
altemative splicingが起こるが、 PhCLF2では起こらないことが明ら
かとなった。このことから、 PhCLFJはPhCLF2とは異なり、転写
後鯛節を受けている可能性が考えられる。
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シロイヌナズナの葉の形成における WUS(JAM)遺

伝子の機能

。浜田進1、工藤光子L尾之内均1、劉耀光、

柴田大輔2、町田千代子1、町田泰則l

e名大院・理・生命理学、 2かずさ DNA研究所)

シロイヌナズナの葉の性質は成長段階によってさ

まざまに変化する。ロゼット葉の形態を調べてみる

と、最初に形成される 3-4枚の幼若葉は葉身が丸

く、葉の裏側にトリコームを形成しない。その後に

形成される成熟葉は葉身が細長く、葉の表裏両側に

トリコームを形成する。我々が単離したjam変異

体は野生型に比べて本葉形成の開始が遅れ、幼若葉

の性質を持つ葉が形成されないという表現型を示

す。解析の結果、この変異体の原因遺伝子 WUS

(JAM)は、幼若葉の性質の制御か、または、将来幼

若葉となる葉原器の形成に関わっていることが示唆

された。今回、 jam変異体と、幼若葉、成熟葉の分

化に関わる他の変異体との遺伝学的な相互作用につ

いて考察する。

F112 

リンゴAFL1，AFL2キメラ遺伝子の機能解析

亜里盤ム、曹秋芽1、増田哲男(農水省・果樹試・リ

ンゴ支場、 1岩手大・農)

前回の生理学会{名古屋)で発表したリンゴの LEAF¥'

ホモログである AFL1と AFL2は互いに90%の相向性

を示すが、これらをそれぞれアラピドプシスに導入し35S
プロモータ}下で強制的に発現させると、早期開花性と

単生花のロゼット輸からの発生が引き起こされた。しか

し、高い相同性に関わらず、 AFLlより AFL2の方がよ
り早期開花性を示しかっ発生する単生花の数も増加して

いた。これらの特徴はそれぞれの独立した形質転換体の

複数の系統で確認され、 2つの遺伝子の働きの違いを反

映しているものと考えられた。これまでに報告されてい

る植物の LEAF¥'ホモログの比較により、 N端側のプロ
リンが多い領域、中央部のアスパラギン酸、グルタミン

殺など負のアミノ酸の多い領域、 C端後半部の植物聞で
高い相向性を示す領域が分かっている。そこで、 AFL1

とAFL2による形質転換体の違いを解明するためにこの
C端後半部を入れ替えた AFL1と A乱 2のキメラ遺伝子
を作成した。分子の前半が AFL1、後半が AFL2のキメ

ラをAFL12，その逆のキメラをAFL21と名付け、それぞ

れをアラピドプシスに形質転換し、得られた転換体の早

期開花性および単生花の発生を解析したので報告する。



Fl13 

NgrolC遺伝子の生理学的および系統学的手法による
解析

膏木誼煮郎、 l庄野邦彦、伊藤元己(東大院・総合文

化、 1日本女子・理)

Ngrol 遺伝子群 (NgrolB， NgrolC， NgORF13， 
NgORF14)は土壌細菌A伊 bacterium泊izogenesの悶
プラスミドのRirol遺伝子群に相同な遺伝子群として
人工的に未感染のタバコ属植物Mωtianaglauca-ηゲノ
ムに発見された。今まで、 l回だけの菌からの感染
がタバコ属がナス科から分かれ初期の段階でおこり

NgJ刀I遺伝子群の水平移行を引き起こしたと考えられ
てきた。我々はこれまでにNgrolB、NgORF13そして
NgORF14の機能について報告してきた。更なる機能
的・進化的な解析をこれら遺伝子群について行って

いる。今回の報告ではNgrolCについて報告する。
NgrolC はカリフラワーモザイクウイルス35Sプロ
モーター支配下でN.tabacumにて強制発現された。
1倒国体以上のTO再生植物でわい化したがこれは節聞
が短縮したためと考えられる。葉は形が細くなり色

が薄くなった。導入遺伝子の転写は形態変化を顕し

た植物にのみ検出された。我々はNgrolCの機能しう
るDNA配列が祖先での菌からの移行時から保存され
続けたであろうことを提案する。

またこの遺伝子への系統学的解析からは菌からの

水平移行がタバコ属のいくつかの種に複数回、独立

に起こったことであろうことが示された。

F114 

シロイヌナズナの根の表皮細胞分化を制御するCPC遺伝子
のプロモーター解析
草壁塞輩、橘達彦、和田拓治i、槻木竜二、岡田清孝
(京都大院・理;植物理研・植科セ)

シロイヌナズナの根の表皮細胞は、根毛を形成する綱胞
(根毛細胞)と形成しない細胞(非根毛細胞)に分化する。
これまでの分子遺伝学的な解析から、 CAPRlCE(CPC )遺伝
子は表皮細胞を根毛細胞に分化させる正の制御因子である
ことがわかっている。しかしながらCPC遺伝子は非根毛細
胞で特異的に強〈転写されている。またCPCタンパク質は
表皮細胞の全ての細胞列に存在することが、 CPCとGFPの融
合タンパク質を用いた解析から示唆されている。現在まで
のところ、 CPC遺伝子が非根毛細胞で強く転写されタンパ
ク質として全ての細胞列に局在する機構とその理由は明ら
かになっていない。
今回、 CPC遺伝子が非根毛細胞特異的に転写される機構
を解析するため、 CPCプロモーターのシス解析を行った。
欠損型CPCプロモーターにGUS遺伝子を繋いで植物に導入
し、プロモーター活性を調べた。その結果、非根毛細胞特
異的な転写には転写開始点から約300bp上流の約50bpの領
域が必要であることが明らかとなった。その領域には転写
因子であるMybタンパク質が認識、結合すると予想される
配列が含まれていた。 CPCタンパク質はlつのMybドメイン
を持つが、根毛形成を負に制御するWEREWOLFタンパク質も
2つのMybドメインを持つことが知られている。これらのタ
ンパク質のCPC遺伝子の発現への関わりについて論じたい。
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細胞種特異的マーカーラインを利用した糖温度依存的傾i版

形成不全突然変異稼rfc3の閥擁膿

彊E董塑、射場厚 <MI大・院・理・生物劇学)

シロイヌナズナ rfc3突然蛮異稼は跳ショ糖を含も培地で

はドーム状の異常な{則祖原義を形成するが、 O.5~もショ糖

存在下では正常な仮1)根を形成する.この側根形成異常につ

いて細胞分化および形線形成の観点から詳細な観察を行う

ため、細胞祖特異的に GFPあるいは GUS遺伝子を発現

するマーカー系統との掛け合わせを行った.現在までに側

根形臨画室で野生織と rfc3変異様で異なるマーカー遺伝子

の部員同ターンを示す系統 ω1制1)が1つ得られた.この

系統ではiK!版原基の形成過程を通じその基部側に GFPの

蓄積が認められる.一方、 rfc3m血川の異常な倶蝦原基で

は時間の伍過と共に GFPの蓄積が側顕基の基部から畳

表層全体に広がるパターンを示した。今後、多数の系統に

ついて観擦を行う予定でありその結果について考察する.

また、 rfc3-1および r脅か2突然変異株において共通して突

然変異カ性じた遺伝子を同定し野生株よりそのcDNAを単

測量した.この遺伝子が RA臼遺伝子であるのか相補性検定

を行っており、その結果についても併せて報告する。

F116 

根端分裂細卸鴻腕に異常を示すhaltedfI∞t突然変異体の紺庁
撞国塑EE1，松井酎右和国高台石黒登衡岡田清孝1，2
c京都大院・理・植物 2理研・植糊ヰ学研究センター)

根の締造は根端分裂組織(RAM)における細胞分裂および細胞

伸長の繰り返しによって幸俊寺されている。しかしその重劃1主に

も関わらず、この番街新樹.について詳細は知られていない。

私達はシロイヌナズナを用いて、発芽後の根端に異常を示す

halted root (附突然変異体を単離した。表現型を解析したと

ころ、 hか突然変異体では発新愛2日目から RAMで異常な分裂

がおこり、根立請が肥大化することが分かった。このため hか突

然変異体はRAMの維持樹湾に欠陥を持つと考えられた。

HLR遺伝子を同定したところ、 HLR蛋白質は酵母で同定さ

れたプロテアソームのサブユニット 4のホモログであった。プ

ロテアソームとはポリユビキチン化を受けた蛋白質を分解する

巨大な複合体であることが知られている。

以上の結果から HLR霊白質を含むプロテアソームが量白質

分解魁各を介しRAM明傍観こ働くという可制全力明暗された。



F117 

フィトクロム Bを部位特異的に発現するシロイヌ

ナズナの作出と解析

虫11室主、望月伸悦、長谷あきら(京大・理・植
物)

我々は赤/近赤外光の主要な光受容体であるフィ

トクロム B (phyB) を部位特異的に発現するシロ

イヌナズナの形質転換植物の作出を試みた。 phyB

を部位特異的に発現させるためにはエンハンサー

トラップの原理を用いた。すなわち、最小プロモ

ーターに PHYB-GFP融合遺伝子をつなげたベクタ

ーを phyB欠損変異体に導入することで、挿入部

位近傍の部位特異的なエンハンサーの効果で

phyB-GFPが部位特異的に発現することを期待し

た方法である。

このようにして作出したラインを解析したとこ

ろ、互いに異なる部位で phyB-GFPを発現するラ

インが複数見いだされた。特に匪軸伸長の制御に

ついて注目して解析した結果、維管束周辺および

子葉表皮に局在する phyBが旺軸伸長の制御に重

要であり、それぞれが異なる機構により怪軸伸長

を制御していることが示唆された。現在、他の phyB

応答反応についても同様の解析を進めている。

F118 

フイトクロム発色団の生合成:シロイヌナズナ HY2遺伝

子はフェレドキシン依存ピリベルジン還元酵素(フイト

クロモピリンシンターゼ)をコードする

盟国主ヰ 8 向川佳子.8Nicole FRANKENBERG.b鶴居義
之f場図宗久f横田明穂8J. Clark lAGARlASb (8奈
良先端大・バイオ、 bUniversity of California. Davis) 

植物光受容体フイトクロムは多重位遺伝子族にコードさ

れるアポタンパク質と共有結合しているテトラピロール

発色団、フィトクロモピリン(PφB)から構成される。シ

ロイヌナズナ変異体 hylandhy2は PφB生合成に欠損
をもち、正常なフイトクロムが合成できず、様々な光形

態形成異常を示す。 我々は染色体上の遺伝子座の位置と

相補佐テストに基づいて HY2遺伝子を単離した。 HY2
遺伝子は38kDのN末端にプラスチドへの推定移行配列

をもっ可溶性タンパク質をコードしていた。 HY2とGFP

レポーターとの融合夕、ンパク質はプラスチドに局在しプ

ラスチドへ移行配列が機能的であることがわかった。精

製した組換え HY2タンパク質はフェレドキシン依存性

PφB合成酵素活性を示し、ピリベルジンから機能的な発

色団を生成する還元反応を触媒した。配列のデータベー

ス検索により藻類などに関連遺伝子を見いだし、これら

がピリン化合物の生合成に関与することを明らかにした。

123 

F119 

キュウリ根導管液タンパク質XS聞の地上醐棺依存的産生とレク
チン活性
必且J箆l、作田千代子l、堵田進2、佐藤忍1(1筑波大・生
物、 2野国産業科学研究芳)

高等植物の植物体全体の発生と機能は、導管と師管からなる維管

東組織によってつながった地下部と地上部の諸器官が相互作用する

ことによって維持されている.これまで導管中を流れる導管液中に

は水と無機栄養素、ホルモン類などが存在していると考えられてき

たが、近年の我々 の研究により、導管液中には多糖類やタンパク質

などの高分子物質カ帯をすることカ明らかになった.そこで我々 は
キュウリ根導管液中に存在するレクチン様タンパク質Q{SF剖)に着
目し、キュウリ根における遺伝子発現の解析とレクチン活性の検討

を行った.
XSR犯の発現は播種後4日目の根では見られないものの、 6日目

以降次第に上昇した。また、地上部を切除すると発現が一過的に上

昇した後急激に低下し、切除後1日後には発現が見られなくなっ

た.さらに、組物体の地上部に光周期 (16時間明期/8時間暗期)を
処理すると、 XSFWO発現は暗期に増加し、明期に減少するリズム
振動を示した.この発現のリズム振動は連続日月期、連続暗期に移し

た後も少なくとも2周期にわたって維持された.また、導管液中の

XSP.:ねタンパク貨の量も暗期に働日した.一方、 XSP30タンパク質
はキュウリ植物体地上部に存在する糖タンパク質とオプアルプミン

の糖鎖に結合すること例月らかになった.現在、繍餓醐の特定を

行っている.これらのことから、キュウリの根は地上部器官依存的

にレクチン機タンパク質XSP.:犯を産生し、導管を介して地上部器官
に何らかの影響を与えている可能性が考えられた。

F120 

アオミドロの仮根分化における微小管の役割
主旦盛d午、井上尚子、新免輝男(姫路工大・理・
生命)

アオミドロは糸状の灘体を持ち、その末端におい
て、仮根と呼ばれる放射状や棒状の付着器を形成す
る。末端に位置する細胞ではまず分散生長から先端
生長への転換が起こり、やがて複雑な仮根が形成さ
れる。また、仮根では蛍光レクチンで標識される粘
着物質が分泌される。植物細胞の形態は細胞壁のセ
ルロースミクロフィプリルの配向によって決まり、
また、セルロースミクロフィプリルの配向は表層微
小管によって決まることが明らかとなってきた。本
研究においては、アオミドロの仮根分化における微
小管の役割について検討した。
仮根部位の微小管の配列は藻体の部位の配列と
大きく異なり、非常に複雑であることが解った。
まず、オリザリン処理によってアオミドロの微小
管が破壊されることを確認した。オリザリン存在
下で形成された仮根は正常のものと異なり、丸い
形をしていた。タキソール処理では仮根の形状、
微小管の配列に異常は見られなかった。この様に
仮根の形成そのものには微小管は不要であるが、
正常な形態形成には必要であることが分かつた。
また、オリザリン存在下、タキソール存在下にお
いても粘着物質は分泌されることが分かつた。



F121 

車軸藻ミオシンのカルシウム感受性

霊旦主血、樫山拓、山本啓一(千葉大理生物)

車軸藻の原形質流動は、カルシウムイオンによって阻

害される。山本らによって精製された車軸藻ミオシンの

actin activated M gA T P ase活性、invitroでのモーター
活性はカルシウムイオンによって直接阻害されなかった。

樫山らによって明らかにされた車軸藻ミオシンの一次

構造にはIQm otifが含まれていた。また、当研究室で部
分精製された車軸藻ミオシン画分には、カルモジュリン

が含まれていた。車軸藻ミオシンは軽鎖にカルモジュリ

ンを含み、本来カルシウムイオン濃度上昇時にミオシン

のモーター活性を阻害するものが、精製過程でカルモ

ジュリンが外れてしまい、カルシウム感受性が失われた

可能性がある。軽鎖のカルモジュリンがミオシンから外

れるのを防ぐために、車軸藻組抽出液で invjfro 
m otility assayを行った。流動速度に近い速度の actin
滑り運動を観察することができたが、カルシウムイオン

によって大きく臨書されなかった。さらに、 assay操作中

にカルモジュリンが解離する可能性を極力抑えるため

に、大腸菌内で発現させた車軸藻カルモジュリンをカ

ルシウムイオンと共に過剰に加えたが、流動停止に結

びっくような運動の阻害は観察できなかった。現在、in
vitro m otility assay系を改良し、解析を進めている。

F122 

サイトカラシンがフシナシミドロの膏色光依存

細胞形態形成に必須である被の集合を随書する.

庄園撞曲，高橋文雄事自祐 2(東北大・遺生研理研・

フォトダイナミクス研山形大・理・生物)

多核細胞フシナシミドロ (Vaucheria)の細胞の一部に
青色光 (BL)を照射すると照射域に枝が誘導される.こ

の反応には，照射直後に始まり約 60分で完了する照射域

への葉緑体の集合では十分ではなく.30・40分後から始

まる核の集合が必要である.集合した核はそこで必要な

蛋白を作り，照射域中央に枝原基を誘導する.核分裂で

なく，核を寄せ集めることで核の空間密度を増やしてい

るのである.核集合が必須であることは角川prophos

methyl (APM)やCytochalasinA (CA)で接集合を阻害する

と枝発生が完全に阻害されることから明らかとなった.

核の移動は centrosomeから前方に伸びた長い (50・60l-lm

の)微小菅 (MT)東lこ引っ張られて起こる.両薬剤の効

果はMT束を破壊することによる.CAがMT束を壊すこ

とは.MT束の紺寺にアクチンが関与することを示唆する.

しかし.CAがなぜアクチン細網化によるとされる葉緑体

集合を阻害しないのかは不明である.
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植物ピリン様アクチン繊維束化タンパク質の細胞内

アクチン構築における役割

盤国血盤、富永基樹、森賀陽介、新免輝男(姫路工

大・理・生命)

テッポウユリ花粉管から、生化学的に単離したピ

リン様アクチン繊維束化タンパク質の抗体を用いて、

細胞内での機能を解析した。このタンパク質は様々

な植物種に存在しており、ユリ花粉管、 トチカガミ

根毛、シヤジクモ節問細胞内では、アクチン繊維束

と共存していた。そして根毛に抗体をマイクロイン

ジェクションした結果、アクチン繊維束がこまかな

束にほどけるとともにトランスパキュオーラースト

ランドが消失した。 invitroでピリン様タンパク質に

よって形成されたアクチン繊維束と同様に、根毛ア

クチン束内の繊維の方向性はそろっていた。以上の

結果から、ピリン様タンパク質は植物一般に存在す

る、アクチン束化因子の一つであるととが示された.

F124 

ワタ繊維の成長に伴う細胞壁マトリックス多糖類の
構造と分解活性の変化
徳本勇人、若林和幸、保尊隆享、神阪盛一郎 1(大阪
市大院・理・生物、 l富山大・理・生物)

ワタ繊維の成長は、伸長成長期と肥厚期の 2つの
時期から成る。繊維細胞壁のマトリックス(ベクチ
ン、へミセルロース)多糖類は、伸長成長期では全
細胞壁量の 30"-'50%を占めるが、肥厚期では
3%以下となっていた。マトリックス多糖類はs-
( 1. 3)ーグ.ルカン、キシログ‘ルカン、アラビノ
ガラクタン、ガラクツロナンから構成されており、
これらの多糖類量は伸長成長期に増加し、その後の
肥厚期には減少した。3ーグルカン、アラビノガラ
クタン、キシログ、ルカンの分子量は伸長成長期に減
少したが、ガラクツロナンの分子量は逆に増加した。
繊維の細胞壁から抽出した細胞壁分解酵素の活性を、
ラミナリン、アラビノガラクタン、キシログ‘ルカン、
カルボキシメチルセルロース、ポリガラクツロン酸
を基質に用いて測定したところ、ラミナリン、キシ
ログノレカン、アラビノガラクタンの高い分解活性が
繊維の伸長成長期において見られたが、これらの活
性は伸長停止後、急速に低下した。以上の結果から、
繊維の伸長成長期には、マトリックス多糖類の活発
な代謝回転が起こっており、高い細胞壁分解酵素活
性が、この代謝回転に関与していると考えられる。



F125 

アラピドプシス膜結合 endo-1，4-s-glucanaseはセルロース合
成に関与する

隼車産、加藤友彦¥掛川弘ーヘ石井忠ヘ劉耀光 3、

粟野達也ヘ高部圭司ヘ西山義春 5、空間重員IJ5、佐藤

修正¥中村保ー¥田畑哲之¥柴田大輔 1(王子製紙・

森林資源研、 1かずさDNA研、 2森林総研、3華南農業

大学、4京大大学院・森林科学、5東大大学院・農学生

命科学)

非許容温度(310C)下で細胞伸長が阻害される温度

感受性変異体 acwlは、膜結合 endo-1，4-s-glucanase
の変異であり、セルロース量が減っていることを既に報告

した(1999年度年会)。今回、acwl変異の細胞伸長とセ

ルロース合成への影響を詳細に解析したので報告する。

変異の細胞壁構造へ及ぼす影響を調べるため、変異

体のセルロース繊維をFE-SEMで解析した。野生株と許容

温度(210C)下で生育させた変異体では、繊維は通直で
あったが、 310Cで生育させた変異体では、繊維が歪む

異常が観察された。変異の細胞壁合成初期段階への

影響を調べるため、フ.ロトプラストからのセルロース合成実験

を行った。その結果、変異体では合成が遅れることが

観察された。これらの結果から、アラピドプシス膜結合

endo-1，4-s-glucanaseが、セルロース合成に関与すること
が強〈示唆された。

F126 

ユーカリ ESTデータベースを用いた木部形成機構の

解明

佐藤茂、編切敬子、石毛奈緒子、富田啓治、館山淳子、

土肥敬情、山口普紀、近藤容子、浅岡隆之、河津哲、

旦昆霊瞳

(王子製紙・森林資源研)

ユーカリ属は500以上の種から構成され、属内の遺伝

的多様性に富む。このことを反映して産業的にも、木材

加工、薪炭材、パノレプ原料材等と多岐に渡る利用が認め

られる。我々は、遺伝子工学的手法によるユーカリの改

良を行っており、既にユーカリ形質転換体作出技術を確

立している。加えて、有効な遺伝子を獲得すべく、ユー

カリ組織毎のESTデータベース構築を開始した。今後は、

実用化はもとより、有用バイオマスとしての実績の高い

ユーカリを木本性植物のモデル系として活用し、樹木に

特異的である肥大成長や2次代謝産物生合成機構の解

明を行う予定である。本報告では得られたユーカリ木部

由来ESTsデータの相向性検索結果を中心に紹介する。
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細胞壁の臨界降伏張力 (y)を調節するタンパク
質yieldinの器官・組織内局在性

中恩{岡本}朱根 1、高橋宏二 2、仙波りつ子 3、中

村卓造ヘ加藤潔 2(昭和薬科大・生物 l、名古屋大

学・情報文化学部・人間情報学研究科九愛知県

心身障害者コロニ-))

Yieldinはミトリササゲ細胞壁から新規に単離精

製された細胞壁の臨界降伏張力 (y)を調節する
タンパク質である 1，2。その遺伝子を大腸菌に組

み込んで作製した recombinantyieldinに対

して作製したウサギ抗血清より精製した抗

yieldin抗体を用い、免疫組織化学的にyieldin

の器官・組織内局在性を検討した。その結果、

yieldinはササゲ幼茎の子葉節から 1-15nunの

伸長成長域を含む部域に分布し、皮層細胞の細胞

壁に局在することが明らかになったので報告する。

10kamoto-Nakazato. A" Nakamura， T， & Okamoto， H. (20∞) 

Plant Cell & Enviro味 .23: 145-154. 

20kam心to・Nはazato，A" Tはahashi，K" Kido， N" Owaribe， K， & 

Katou， K. (2α)()) ibid" 23 : 155・164.

F128 

イネの穏や根で発現する1，3-s-グルカナーゼ遺伝子 :cDNA
クローニングおよび大脇蘭発現酵素の佐賀

匙止五人渋谷直人2 (1腹水省・北海道長紙、 2腹水省・
生物研)
1，3-βーグルカナーゼ遺伝子ファミリーに属する新規

遺伝子を探索する目的で、オオムギの1，3-βーグルカナ

ーゼGII遺伝子をプロープに用いて、イネ幼植物cDNAラ
イブラリーをスクリーニングした。部分シーケンス解析

の結果から、単離された32クローンのうち2クローン、
OsGLN1およびOsGLN3が、遺伝子の全長を含むとと
がわかった。 OsGLN1およびOsGLN3は、GenBar泳
のデータベースとの比較において、すでに登録されてい

るgsn4(GenBank accession no.Uη250)および
glu3 (GenBank accession nO.AF030167)と90%
以上の相向性を示した.ノーザンプロット法によりOsGLN1
は出穏前の穏で、 OsGLN3は成熟した根で強〈発現す
ることがわかった。 OsGLN1およびOsGLN3がコード
するタンパク質の静索活性の有無を調べるため、 G訂

(グルタチオンS-トランスフェラd ぜ)融合タンパクと
して大腸菌で発現させた。 GST-osGLN1およびGST-
OsGLN3融合タンパク質は、1，3-βーグルカンを速や
かに分解し、オリゴ糖を生成したが、 1，3;1，4-βーグル
カンは全く分解しなかった。この他のGST-OsGLN1
およびGST-OsGLN3融合タンパク貨の緒佐賀につい
ても合わせて報告する.



F129 

間期における発現を特徴とする植物特有のキネシン様
タンパク賀TBK5の解析
益重盤歪1・松井啓絡2.浅田首弘1
( 1 .阪大・院理 2.京大・院理)

タバコ培養細胞BY・2から単蔵されたcDNAクローン
TBK51;t、間期に高いレベルのmRNA蓄積が認められ

る、植物特有のキネシン織蛋白質をコードする.私達
は今回、大腸菌に発現させたTBK5N末繍領織に対する
抗体 (Ab5N)、N末繍領織内の16アミノ酸残基から成
る親水性領織に対する抗体(Ab5p)、及び大腸菌に発
現させたG末繍鎖揖に対する抗体 (Ab5C)を用いた
TBK5蛋白質の同定ならびに細胞内局在解析の結果につ
いて報告する.全細胞抽出液に対してウエスタンブ
ロット解析を行ったところ、 Ab5NI;t74kDaと62KDa
のポリペプチドを、 Ab5pは74kDaのポリペプチドを、
Ab5CI;t74kDaと65kDaのポリペプチドを認践した.こ
の結果は、 74kDaポリペプチドがcDNAクローンTBK5
にコードされた蛋白質に相当することを示している.
間期の細胞から鯛聾した細胞質抽出液を用いて微小管
共沈実験を行ったところ、 74kDaポリペプチドは微小
管と共沈したが、 Ab5Nが交差反応する62kDaポリペプ

チド、及びAb5Cが交差反応する65kDaポリペプチドは
微小管と共沈しなかった.また、 Ab5NあるいはAb5C
を用いて間接蛍光抗体法観察をおこなったところ、細
胞質表層微小管に沿った染色が認められた.これら結
果は、 TBK5は細胞質表層微小管に附随する蛋白質の一

つであることを強〈示唆している.

F130 

イネのアラピノガラクタンプロテイン (AGP)とその

分解酵素の特性解明

ιi且盤本血、山内宏昭、渋谷直人 1 (農水省・北海道
農試、 1農水省・生物研)

小胞子形成の初期段階のイネ荷はストレス感受性を

持ち、 12・C4日間の低温処理は小胞子発生に障害を誘

導する。一方、約の糖分析により、高濃度の AGPが小

胞子及び夕べート細胞表層に一過的に蓄積し、その分

解過程でアラビノガラクト (AG)オリゴ糖の一過的

蓄積がみられることが明らかになった。現在、 AGP

の生理的機能の詳細は未だ不明で、いくつかの研究室
で解明が進められているが、発生過程の約における特

徴的な蓄積は、これら糖質が花粉形成に重要な役割を

果たしていることを示唆する。

我々はこれまで、通常のクロマトグラフィ一手法を

用いてイネ幼穂及び約を材料として AGPの精製を試み

てきたが、完全な精製には至っていない。本年度は Yariv

pbenylglycosideの特異的結合能を利用した分離法を新

しく導入したところ、顕著な効果が得られたので報告

する。また、低温感受のキ一反応を制御すると思われ

る AGP分解酵素活性の温度特性、及び、酵素単離の試

みについても報告する予定である。
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イネ花粉形成に関わるカロース膜合成・分解

酵素遺伝子の同定と解析
山口知哉，中山克大，林高見，小池説夫(農水省・

東宮雇苛)

イネの冷温感受性が最も高いのは、蔚内の四分
子が4つの小胞子に分離する四分子解離期であり、
この時期の冷温処理によって高度の雄性不稔が誘
発される。花粉母細胞はs-lふグルカンからなるカ
ロース膜に覆われており、減数分裂後にカラーゼ
(s-l，3・グルカナーゼ)がカロースを速やかに加水分
解し小胞子が荊腔へと放出されるが、このカロー
ス膜合成および分解の活性制御が花粉形成に重要
であると考えられる。
我々はこれまでに、イネ荊P・1，3・グルカナーゼ遺
伝子Osaglの構造を明らかにし、その発現様式を
明らかにしてきた。そこで、カロース膜を合成す
るカロース合成酵素(CalS)触媒サプユニットにつ
いても、酵母やシロイヌナズナでの保存配列を元
にして花粉母細胞期のイネ蔚からRT-PCRで部分
配列を増幅したところ、予想されるアミノ酸配列
は他のCalS遺伝子と高い相向性を示した。シロイ
ヌナズナのゲノム中には12種のCalS・like配列があ
ることがすでに分かっているが、今回イネ荊から
単離したCalS遺伝子は、花粉形成に関わるサブタ
イプであると考えられ、現在その発現様式の解析
を行っている。

F132 

シロイヌナズナのキシログルカン関連蛋白質の遺伝子構造

と発現解析

撞山堕亙、西谷和彦(東北大・院・理・生物)

キシログルカンは、双子葉積物の細胞壁に貴重も豊富に存在

するマトリックス多糖であり、セルロース微繊維を架織し

ている。このようなキシログルカン分子の繋ぎ換え反応を

触媒するエンド型キシログルカン転移酵素は、植物におい

て大きな遺伝子ファミリーを形成していることが明らかに

なり、これら遺伝子がコードする蛋白質はキシログルカン

関連蛋白質(XRP)と名付けられた。現在、ゲノムプロジェ

クトによって、シロイヌナズナのゲノム中には 31種類の

XRP遺伝子が確認されている。そこで我々は個々の XRP

遺伝子を特異的に認識するプライマーを作成し、リアルタ

イム RT-PCRによってシロイヌナズナに存在する全ての

XRP遺伝子の発現解析を行った。 31種類の XRP遺伝子の

うち、 28種類の発現が確認され、いずれの遺伝子も独自の

発現パターンと発現レベルを示すことが明らかになった。

また発現のレベルは異なるが、共通の発現パターンを示す

遺伝子のグループがあり、この中には類似のプロモーター

構造を共有するグループも存在した。遺伝子発現、ゲノム

構造そして染色体上の位置に関する以上の解析を基にして、

XRP遺伝子の派生様式と冗長性について考察する。



F133 

エンド型キシログルカン転移酵素を欠損したシロイヌナ

ズナ変異体を用いた機能解析

松井章浩l 繊山隆亮 l 関原明 Z篠崎一雄 2石黒澄衡 3.岡

田清孝 3 加藤友彦‘田畑哲之‘西谷和彦 1 (1東北大・

院・理 2理研・植物分子 3京大・続・理 4かずさ DNA

研)

エンド型キシログルカン転移酵素 EXGTはキシログル

カンの転移活性を持つ酵素で、細胞壁の構築に関わると

考えられている。

この酵素は比較的大きな遺伝子ファミリーにコードさ

れており、シロイヌナズナでは現在までに 31の遺伝子が

知られている。私たちは、これらの遺伝子の欠損株を用

いて EXGT遺伝子群の役割を明らかにしたいと考えてい

る。今回の実験では、 EXGT-A2とA3の遺伝子につい

て、欠栂株の表現形と mRNAの発現様式を insituハイ

プリダイゼーション等を用いて調べた。

exgt-a2 a3両遺伝子欠煩株は共にロゼツト葉がwrと
比べて背軸方向に強く巻き込む。更に、 exgt-a3ではIIE
軸伸長やロゼット葉の伸長に異常が見られ、花茎の抽台

時期が遅れる形質を持つが花茎の伸長速度に異常がなか

った。 EXGT-A3 mRNAはロゼット薬の中肋と維管束

で確認されたが、抽台直後の花茎では確認されなかった。

以上の結果をもとにして、 EXGT・A2，A3の役割を考察す
る。

F134 

シロイヌナズナのエンド型キシログルカン転移酵素遺伝子 EXGT-Al

の発現機式と棚Eの解析
全国虫記、横山隆亮西谷和彦(剰と大院理生物)

エンド型キシログルカン転移酵素 (EXGT)は、細錘中のセルロー

ス微繊維聞を架橋しているキシログルカン分子の接ぎ換え反応を艇蝶

することが invi加の実験系で確認されている酵素である。 EXGT

瀦云子iま大きな遺伝子;;;アミリーを形成し、シロイヌナズナでは現在

までに 31個晴伝子持鶴されている。それぞれのメンバーは植物

の生長¢潜過程における細胞壁の機築と再編においてそれぞれ独自の

役創を担っていると考えられるが、 invivoでの機能についての知見

はどのメン)~.ーに関しても得られていない。このファミリーの一つで

あるEXGT-A1の機能を特定するために、我々 はRT・PCR法とinsiiω
ハイプリダイゼーシヨン法により EXGT-AlmRNA 0)iJ繍郎裁を調

べた。また、EXGT.Alpromoter::GFP及びEXGT-Alpromo肱 :GUS

を導入した形質転換値物を用いて、レポーター遺伝子の発現誕臓の解

析を進めた。その結果、 EXGT-Alは地下部では償験問京基地上部で

財務校病措束で特異的な発現することが明らかとなった。これらの

結果は、 EXGT.Al洲措束及び仮l服の形成過程で¢湖磁虚構錦こ関

与していることを府唆している。この点を更に確認するために、現在、

CaMV35Sプロモーターに EXGT.Alのセンスおよびアンチセンス

cDNAを結合させた融合遺伝子を導入した形質転換シロイヌナズナの

紺斤を行っているので、ぞれも合わせて報告する。
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アズキのエンド型キシログルカン転移酵素遺伝子 EXGT-Vl，
EXGT-V2の発現様式の解析

虫組担磨、償山隆亮、西谷和彦(東北大・院・理・生物)

エンド型キシログルカン転移酵素(臥G乃は細胞壁中のセル

ロース微鰍続発端するキシログルカン分子の切断や繁ぎ換

え反応を触媒する酵素である。 EXGT.・Vlはアズキ上座制よ

り単離されたEX訂タンパク質をコードする遺伝子である。

またEXG1工V2はそのホモログである。 RNAゲルプロット法

により、両遺伝子がよ庇軸で特異的に発現していることはす

でに明らかにされているが、植物体内での具体的な役割を示

唆する知見は少ない。そこで、私たちはEXGT-Vl，EXGT-V2 
にそれぞれ持異的なプローブを用いたinsilu hybridization法に

より両遺伝子の上庇軸内での発意調織を解析した。その結果、

両遺伝子が形成層および厚轡E織において特異的な発現を示
すことが明らかになった。カルコフロアーおよびフロログル

シノールを用いた組織染色により、それらの発聯E織ではリ
グニン減漕を伴わないβ.グルカン(セルロース)の著しい沈

着が観察された。以上の結果は、両遺伝子が木化を伴わない

細胞壁構築においてE重要な役割を担っていることを示してい
る。厚郵E織ま上底軸を機械切こ支持する組織であることか
ら、本酵素は上庇輸の機械守支持に関わる機能を担っている

と考えられる。現在、この組織特異的な発現調節機構を解明

するため、両遺伝子のプロモーター領域の塩基百E列の比較を
試みている。

F136 

分化能をもたないニンジン懸濁培養細胞由来のαーL-

アラピノフラノシダーゼの精製と基質特異性

主主単記、金子哲¥岩谷麻有子、小林秀行z、日下部

功(筑波大・応用生物化学系、 1農水省・食総研)

植物の糖加水分解酵素は細胞壁の構築に重要な役割を

になっている。しかしながら、それらの酵素について

はまだ不明のものも多く、性質が明らかになっている

ものは少ない。

我々は分化能のないニンジン懸濁培養細胞の対数分裂

期に多く生産されている α-L-アラピノフラノシダー

ゼを精製し、その性質と基質特異性を調べた。

本酵素は分子量94，000、pI6.6、至適 pH4.5。ア
ラビナンとアラピノガラクタンに比較的作用しやすく

アラピノキシロオリゴ糖ではAIX2よりもAIX3に作用

しやすいことがわかった。 αー(1→3)、αー(1→5)アラ
ピノピオースについても作用し、主鎖、側鎖ともに作

用することがわかった。



F137 

レクチンによる視の可逆的伸長阻寄

桂一草壁、谷本英一
(名古屋市立大学大学院システム自然科学研究科)

Em副1:m.hayash@gs.nsc.nagoya-cu.ac.jp 

レクチンは績を特異的に認識して結合するタンパク貨である.

レクチンが摘物にとってどのような役審jを果たすのか、まだ詳し

くは明らかにされていないが、~素固定や病原菌に対する防御を

助けるものと考えられている.ー方、 α-0・mannnoseまたはしfu∞田

を認識するレクチンがアズキ上陸戦切片の伸長を抑制することが

保尊ら (1987年)によって報告された.しかしそのメカニズムに

ついては分かつていない.

そこで我々は根の伸長成長系を用いてレクチンの作用を調査し

た.根の表皮にはクチクラがなくレクチンの浸透性は高いと考え

られる.調査した 10種のレクチンのうち RCAとめrinAがイネと

エンドウの根の伸長を阻害することが分かった.興味深いことに，

この伸長阻害は可逆的で、 RCAを取り除いた溶液に移すと処理前

の成長速度に回復した.このレクチンはリボソームを不活性化す

ることが知られているが、緩の可逆的伸長阻害のメカニズムは不

明である.細胞壁の伸展性と糠組成についても分析したところ、

レクチン処理により伸展性は減少した.また，務総成はジペレリ

ン誘導伸長制御における変化と一致した.

F138 

チューリップの STMADS11-1ike遺伝子の単離と発

現解析

宜旦且，恥inzSAEDLER1， Guenter THEISSEN1 

(東北大・遺生研、 1マックスプランク植物育種研

究所)

Using the RACE method we have isolated cDNA 
c10nes for TGMADSll， a MADS-box gene from旬lip，
which belongs to the subfamily of STMADS ll-like 
genes. TGMADS 11 is c10sely related to SVP (SHORT 
VEGETA'百VEPHASE) from Arabidopsis (1) and 
JOINTLESS from tomato (2). Genomic Southem 
hybridization showed that TGMADS 11 exists in single 
copy in出etulip genome. Sequencing of more than ten 
independent cDNA c10nes and comparison with 
genomic sequences revealed a 4・bpdeletion in some 
cDNA clones due to altemative splicing. This deletion 
results in a frameshift 佃 d thereby a putatively 
truncated protein product. Northem hybridization 
demonstrated that TGMADS 11 is weakly expressed in 
leaves， but not in flower buds， roots， stems， and bulbs. 

(1) Hartmann et al. (2000) Plant 1. 21:351・360
(2) Mao et al. (2000) Nature 406:910・913
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黄緑色でいびつな葉の形態を示すシロイヌナズナの
crumpled leaf変異体の解析
塗竪宜輩、樽井俊介、吉岡泰、町田泰則
(名大院・理・生命理学)

我々は維管束の機能や形成に関与する遺伝子を明
らかにするためにシロイヌナズナの遺伝子トラップ
ライブラリーを作製し、維管束で特異的に発現する
遺伝子のスクリーニングを行っている。その過程で
異常な葉の形態を示す crumpledleaf (crD変異体を
分離した。この変異体は多面発現的な表現型を示し
、媛性で、葉、花茎が黄緑色となり、花茎が直立で
きず、葉の表面に雛がより葉身の形がいびつになる
。葉と花茎との横断切片を作製観察した結果、表皮
細胞の大きさが不均一で葉の表面が凸凹している事
、柵状組織、海綿状組織、花茎の皮膚細胞の形態が
異常である事、および、 interfascicularjiber細胞に
おいて2次細胞壁の肥厚が起とっていない事が明ら
かとなった。この結果から、 crl変異体においては少
なくとも葉と花茎における表皮細胞、柵状組織、海
綿状組織、皮層細胞、 interfascicularjiber細胞の分
化に異常が起こっていると考えられる。また、サザ
ンプロット解析の結果、 crl変異原遺伝子と連鎖する
T-DNAが3コピー存在している事がわかった。現
在、 crl遺伝子のクローニングを進めている。

F140 

タバコ遺伝的腫壌の形成における NgORF13の発
現解析
字国川真樹子、青木武志郎 1、庄野邦彦
(日本女子大・理、 l東京大・院・総合文化)

Nicotiana glaucaとNla噌St帆ffiiを交配させたFl
植物体は、傷処理をはじめとする様々なストレス
により遺伝的腫擦を形成する。 Nglauω には
Agrobacterium rhizogenesのRiプラスミド上にある
rol遺伝子群と高いホモロジーを示すNgrol遺伝子
群が存在する。我々は今までにその中の一つであ
るNgORFl3がFl植物体および腫壌において転写
され、また過剰発現させた NgORF13がNtaba，ωm
の葉の形態に影響を与えることを示した。
本研究では NgORF13の発現を詳細に解析し、腫
虜形成との関係を調べることを目的とした。材料
として NgORF13-GUSキメラ遺伝子を導入した
Fl植物体を用いて解析した結果、培養した腫場組
織および老化に伴い自然発生した腫療全体で強い
GUS活性がみられた。さらに GUS活性は傷処理
により増加し、傷を受けた部位で腫蕩形成ととも
に強く誘導された。以上の結果は、 NgORF13が
腫虜形成と何らかの関係がある可能性を示唆する。
一方、 Fl植物体でも腫療組織に比べると弱いが、
活性が認められた。維管束組織の他、葉の原基や
若い葉において強い GUS活性が観察された。こ
の結果は、植物体において NgORF13が葉の形態
に影響を与えるという上記の結果と矛盾しない。



F141 

遺伝子導入によるりんご斑点落葉病抵抗性りんごの作出

血麗蔓盟人西原昌宏人峰正樹 1、松木吏弓 2、中野優

3、大宮知 4、星伸枝 5、仲谷房治 5、高木正道、山村三

郎 1(1 (財) 岩手生物工学研究センタ一、 2 (財)電

力中央研究所、3新潟大学農学部、 4北海道立花・野菜

技術センター、5岩手農業研究センター)

我々 は、耐病性付与のためにりんごの主要品種である
.ふじ・にクモノスカピ (RhJzopusolJgosporus)由来
のキチナーゼ遺伝子 (chil)を導入し、サザン解析、ノザ

ン解析、病原性糸状菌胞子接種試験により、りんご斑点

落葉病に抵抗性を示す形質転換体 NO.35を選抜した。

今回、その耐病性機構を解析したので報告する.

Natlve-PAGE によるキチナーゼアイソザイムを検出

した結果、NO.35では導入遺伝子由来のキチナーゼのバ
ンドが検出された。しかし、業における毒素抵抗性試験

によりNo.35の毒素感受性は、野生型と問機であった。

そこで、りんご斑点落葉病菌仏ltemarla altemata 
apple pathotype)接種後の感染過程を観察した結果、接

種目時間後には野生型およびNo.35で付着器が形成され
ていたが、接種48時間後には NO.35における侵入菌糸

の形成が抑制されていた。そのため、 No.35は導入遺伝
子の発現により、侵入菌糸形成過程が阻害され、病害抵

抗性を示すものと考えられる。

F142 

AtEBP (Arabldopsis Ethylene-responsive element-
Binding Protein) suppr白 sesBax-induced cell death in 
yeast 
Llog.".f企111'，Maki KAWAI'， Lihua Yu'， Kyung・MinKIM'， 
Hiro仇JmiUCHIMIYA'.2 

eUniv. Tokyo， Inst. Mol. Cellu. Biosci.， 2JAERI， Adv. Sci. 
Res. Center) 

Mammalian Bax expression in plant caused tissue 
coll却seresembling the hypersensitivity response， that 
suggested some conserved pathway of PCD between 

plant and animal system. Moreover， Bax triggered cell 
death when expressed in y回 st，and commonalties in 
the mechanisms by which Bax induces death in yeast 
and mammalian cells were proposed. By taking 
advantage of this lethal phenotype we identlfled dozens 
of Arabldopsls inhlbitors which could suppress Bax-
Induced cell death by functlonal screening in yeast 
system. Among these Inhibitors， two were the plant 
homologue of mammalian Bax Inhibitor-1 (AtBI-1); some 
were genes involved in the detoxiflcation of reactive 
oxygen specles. Interestingly， AtEBP (Ethylene-
responsive element-Binding Protein) turned out to be 
most abundant. ByれJsedwith GFP， we found that it was 
iocalized In the' nucieus of y伺 st.The EM observation 
revealed that abnormal nucleus Induced by Bax was 
restored to be normal by AtEBP in y回 .st.
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タパコ属種間雑種での細胞死発現

三塁皇豆、前川賢司、小川健一¥井上雅好 (京都府立大

学農学部、 1:岡山県生物科学総合研究所)

値物の雑種致死は生殖的隔離現象の一つで、雑種成立

の阻害をとおして種の狙立性を維持するように作用する。

虫死現象は受精後の匹発生から発芽後の鈎植物までの

篠々な段階で発現する。最近、タパコ種間雑種の初値物

に発現する雑種主主死にはアポトーシス禄反応を伴う事実

が明らかにされた (Marubashi et 81.1999， Planta、

210:168)。このことは雑種においτは未同定のシグナル
因子の作用が広範な細胞死を誘起して致死現象を引き起

こすことを示唆している。

我々は雑種虫死の生理・生化学的および分子生物学的

解析から致死に関連する因子の探索とその作用を明らか

にする目的で研究を開始しだ。しかし、これまでは雑種

至宝死がどの僚に進行するかの時間的、組織学的な研究は

なく、その解析の基盤となる情報は不足していた。本報

告ではタバコ属種間雑種の鈎殖物致死現象がどの織に進

行するかを植物体の成長、細胞分裂指数などから解析し

た結果を示す。更に、器官・組織毎にみた純活性殴素の

発生と細胞死の進行パターンについての観察結果とを合

わせて示し、細胞・組織学的的観点から雑種致死につい

て考察する

F144 

植物老化過程における過酸化水素消去系の変動

且詔墓蓋、崎浜靖子、山崎秀雄(琉大・理・

海洋自然)

花の老化過程は、プログラム細胞死 (PCD)のー
っと考えられている。 PCDには活性酸素の急激な生
産を伴うオキシデイティプパーストが関与している
ことが明らかとなっているが、その負制御に関わる
抗酸化系の応答は不明な点が多い。本研究では、熱
帯植物モミジパヒルガオ {Ipomα辺倒d伺)を用
いて、花弁老化過程における過酸化水素除去酵素系
の変動を調ベた。モミジパヒルガオの花弁細胞中の
蛋白質、 DNA等の高分子成分は老化過程とともに減
少したが、呼吸活性の顕著な低下は見られず、典型
的な植物細胞老化を示していた。活性酸素の除去に
不可欠なアスコルビン酸合量の急激な低下が老化初
期段階から見られ、それに引き続きグルタチオンの
合量の低下も観察された。アスコルビン酸を電子供
与体として過酸化水素除去を行うアスコルビン酸ベ
ルオキシダーゼ (APX)活性も低下が見られた。一
方、グアヤコール型ベルオキシダーゼ (GuPX)活
性は老化最終段階まで保持され、同酵素の蛋白質レ
ベルでの分解も見られなかった。これらの結果より
、老化過程の代謝にはミトコンドリアによるエネル
ギー供給と同様にGuPXの反応が関与していること
が示唆された。 GuPXの老化過程における生理的意
義について考察する。



F145 

細胞死抑制遺伝子Baxinhibitor-1 (AtBI-1)の機能解析
組金基起，潜玲，内宮博文(東大・分生研)

B砿Inhibitor-1(BI-1)遺伝子は酵母におけるBax
誘導性の細胞死を抑制する因子として動物及び植
物より単離された。 BI・1は6又は 7ケ所の膜貫通

領域を有する膜タンパク質であると予想されてい
る。植物BI・1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)にシロ
イヌナズナのBI-l遺伝子(AtBI・1)を導入したところ、
細胞死の抑制が確認された。 B叫に対する抗体を用
いたウエスタン解析により、AtBI-1はB砿の発現量
に影響を与えないことが確認された。また、 A出I・
1の細胞死抑制活性にはC末端部位が不可欠なこと
が明らかとなった。
さらにAtBI・1の細胞内局在を調べるためGFPと

の融合タンパク質をシロイヌナズナ、及びタバコ
培養細胞(BY2)で発現させた。共焦点レーザー顕微
鏡による観察の結果、AtBI-GFPは核膜及び小胞体
に局在すると考えられた。また、AtBI-GFPが酵母

内で細胞死抑制活性を保持していることも確認さ
れた。本大会ではさらに、AtBI・1を導入した形質

転換シロイヌナズナの解析結果についても併せて
報告する。

F146 

キクイモカルス由来レクチン(HfA)の細胞施晶程におけ

る発現と変動

虫以阜二，奥村幸広，川上競長島浩二(北海道立食品

加工研院センター)

キクイモ塊茎をNAAとBAを含むMS培地で3週間

培養すると、カルスか官導されるが、このカルスに於い

ては、塊茎レクチン1)に変わってカルスレクチン(HI刊日

カ溌現すると共に一部の細胞は管状要素に分化していた。

また、継代したカルスを 20rng/lの MeJAを含む MS

培地で培養すると、これらの反応が非常に速やかに現れ

培養 2，3日後には、カルス陪褐変し細目笛置は』巴厚になっ

た。さらに、細胞 DNAの断片化、町ぜAおよびタンパ
ク質の分解消失が観察され、細胞は暗育波長(必0-

440m叫の照射により強い自家蛍光を発した。一方、HfA

活性には変化カ流く、その比活性は非常に高くなってい

た。これらのことから、HfAは管状要素分化過程およ

と細胞損傷におけるアポトーシス様細胞死姐敏感反応

殉と関連したタンパク質ではないかと推察した。

1)V;組助rnmeet a1.， Eur.l Bioc.伽 1.，259， 135 (1朔 1).

2)N血 gawaet a1.， B郎ci.B制ec，九B以加n，ω，お9(199の.
3)N山 gawaet a1.， B郎d.B副'ec九B附加n，“，1247 (2()(X)). 
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クリプトゲインの細胞死誘導部位の解析

主翠畳二，天野重量己，塩井祐三(静岡大・理・生物地球)

タバコ細胞に過敏感反応を誘導するエリシターとして
ヱリシチンが知られている.エリシチンファミリーは，細
胞死活性の弱いαーエリシチンと細胞死活性の強いs-エ
リシチンに分けられる.
本研究は， α一，sーエリシチンにおける細胞死活性の強
弱が特定部位のアミノ酸に由来するものであるか否かの
検証を目的としている.そこで大量発現系が構築されてい
るs-エリシチンの l種であるクリプトゲインを材料にし
て，部位特異的突然変異により細胞死活性の変化した変具
体を作製し，クリプトゲインの機能部位の同定を行った.
今回，クリプトゲインの構造や，他のエリシチンのアミ
ノ酸配列と比較して，細胞死活性に影響を与えると考えら
れる 13番目， 25番目， 93番目のアミノ酸1残基を置換し
た変異体K13V，N25S， N93Aと13番目と 25番目の2残基
を置換した変異体K13VIN25Sを作製した.クリプトゲイン
によるタバコ細胞の生存率の経時変化は，フルオレセイン
ジアセテート (FDA)がフルオレセインに変換される速度
を生存率の指標として定量的に解析した.クリプトゲイン
濃度が 500nMのとき，変具体K13V，N25S， N93Aは野生型
と比較して 15%程度のほぼ同じ細胞死活性の低下と，変異
体K13VIN25Sでは30%程度の細胞死活性の低下を示した
また，クリプトゲイン濃度が 100nMのときは，全ての変
異体で野生型と比較して 75%程度の細胞死活性の低下が
見られ，変異体による細胞死が抑制されていた.

F148 

クリプトゲインによるタバコ培養細胞の過敏感反応死の過程
去監査斗平沢賢一，極井祐三(静岡大・理・生物地球)

過敏感反応をモデル系として、縫物細胞におけるプログラ
ム細胞死の経時的測定を行った.
植物細胞でのプログラム死は、細胞の分化の過程でみられ
る形態変化を伴うものと、過敏感反応で見られるように形態
変化を伴わないものに大別できる。過敏感反応死はその生理
的意義が高いにもかかわらず、大規模な形態変化を伴わない
ために死までのプロセスを報告した例は少ない。
本研究では過敏感反応時における死の全過程を、細胞の生
存率の定量的解析、酸素消費速度の計測、顕微鏡による細胞
の形態学的観測、の3点に関して検討した。生存率は死の進
行を定量的に示す指標として、酸素消費速度は細胞の代謝レ
ベルの指標として用いた。
タバコ細胞の生存率は、クリプトゲイン添加直後より指数
関数的に減少した。その半減期は10μg/rnlクリプトゲインを
タバコ細胞に添加した場合、 3.5時間であった。酸素消費速
度は、クリプトゲイン添加後3.5時閉までは上昇したが、そ
の後は低下し、添加後10時間後までにはクリプトゲイン非添
加の細胞の5割程度にまで低下した。光学顕微鏡による細胞
の観察を行ったところ、生細胞にはトランスバキュオーラー
ストランドが発達し、原形質流動も盛んに行われていたが、
過敏感反応を起こした細胞では、これら2っとも観察されな
かった。



F149 

ヒト由来の細施死抑制遺伝子 bcl-xLを過剰発現
させたイネ植物の塩および病害抵抗性
聖屋一二室光原一朗2・ 岩井孝尚2.3 後藤洋子2.3
加来瓦敏三浦正幸ヘ大橋祐子2.3 (1福岡県農業
総合試験場農林水産省・生物資源研究所，
3CREST/JST， ・大阪大学・医学部)

我々は、ヒト由来の細胞死抑制遺伝子 bcl・-xLを
過剰j発現させたタバコが、紫外線照射や塩処理に
対して抵抗性を示す一方で、 TMV感染に伴う特
異的抵抗性反応である壊死病斑形成の遅延を示す
ことをすでに報告した 1・2。今回、 bcl-xL遺伝子を
イネ‘日本晴'で過剰発現させ、形質転換体を得た。
この自殖種子を0.3MNaCIを含む土壊中に播種し
たところ、非形質転換体より生育が良く、耐塩性
を示した。また、イネ苗立枯細菌 (Pseudomonas 
p/antarii)およびイネもみ枯細菌 (P.gluT1Ule)のけん
濁液中に種子を漫潰し、発芽させたところ、形質
転換体は前者に対してはより抵抗性を示し、イネ
組織内での菌の増殖を抑制していた。一方、後者
に対しては、非形質転換体より感受性を示した。
これらの細菌病感染に対するイネの抵抗性機構は
不明であるが、上記の結果は、 P.plantarii は穫病
性感染を、 P.gluT1Uleに過敏感的反応を引き起こ
すような感染をする可能性を示している。
I Mitsuhara. I. et aI. Curr. Biol. 9:775・778(1999)， 
2 2000年度本年会

F150 

アクティベーション・タギングで得られた、著し
い藁の上偏成長を示す優性突然変異体の解析
塁壁歪盤、矢部尚登1、蓮沼仰飼1、山本興太朗
(北海道大・地球環境、 1横浜市大・木原生研)

アクティベーション・タギング・ラインの中から
半優性の突然変異体、 4094を単離したo 4094ヘ
テロ変異体はわい性で稔性が低く、葉は著しいよ
偏成長の結果、下側に丸まった形態を示す。ホモ
個体ではこの形態異常はさらに強く、また、種子
をほとんどっけなかった。 4094変異体の暗黒下
での芽生えは、匪軸の長さは野生型と差はないも
のの、螺旋状、またはねじれた伸長を示した。白
色光下では、子葉と本葉の上偏成長がみられる
他、匪軸が野生型より長くなった。この変異体に
導入されたT-DNAは3番染色体に位置し、工ンハ
ンサー近傍にはSer/Thr タンパク・キナーゼの
NAKサプファミリーに属すると考えられる遺伝子
が存在した。 NAK遺伝子族は受容体様タンパク・
キナーゼに近いグループであるが、受容体ドメイ
ンは持たず、キナーゼ・ドメイン以外のドメイン
はごく短い、全長400アミノ酸残基程度のタンパ
クをコードしている.ノーザン解析の結果、この
遺伝子のmRNAは野生型では検出されず、 4094
変異体のみで蓄積していることが分かった.
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S101 

ドミナントネガテイプ変異型のイネ Ran遺伝子を

導入したイネとシロイヌナズナの解析

川岸万紀子，矢部尚登若狭暁(農業研究センタ

ペ 1横浜市大・木原生研)

Ran はsmallGTPaseファミリーに属し，酵母や培

養細胞等を用いた解析から，タンパク質や悶A の

核内外への選択的輸送に重要な役割を担うことが示

されている。高等植物においても Ranの存在は報

告されているが，その生理的機能は明らかではない。

そこで，イネ Ran遺伝子(OsRanl，OsRanZ)を単離し，

機能解析を試みた。ドミナントネガテイプ分子とな

ることが期待される変異型 OsRanl遺伝子を 3種類

構築し，イネカルスへ導入した。野生型 OsRanl遺

伝子を高発現する形質転換体が正常に生育したのに

対し，変異型遺伝子の場合には，いずれも野生型と

同様の頻度で形質転換カルスは得られたが，カルス

から得られる再分化個体数が著しく低下していた。

一方，カルスからの再分化を要しない inplanta法に

より上記遺伝子をシロイヌナズナに導入し，その形

質転換体を用いて，植物個体における Ranの機能

解析を行なっているので，あわせて報告する。

S102 

ペチュニアのジンクフィンガー遺伝子PetSPL7のプ
ロモーターは若い表皮組織特異的な活性を示す
竪圭二盛 DennisYeo、高辻博志(農水省・生物研)
ペチュニアにおいては、アラピドプシス
SUPERMAN(SUP)と構造上の類似性を示すジンクフ
ィンガー(ZF)型転写因子(ZFモチーフを l個含む)が
遺伝子族を形成しており、それぞれ枝分かれや花の
器官形成などに関与していることを示してきた。今
回、さらに新規なZF遺伝子を見出して新たな転写因
子機能を探索するため、再度PCRによるスクリーニ
ングを行った。その結果、2種の新規ジンクフィン
ガー遺伝子 (PetSPL7および9)を見出し、それらに
対応するゲノムDNAを単離した。 PetSPL7及び9は本
遺伝子族の中では互いに比較的高い相向性(アミノ
酸レベルで60%)を示す。 PetSPL7;・:GUS遺伝子を導
入したベチュニアを用いてPetSPL7のプロモーター
活性を解析したところ、これまでのSUP様遺伝子と
異なる特徴的な発現パターンを示し、若い本葉と茎
及び若い花器官と花柄の表皮で特異的にGUS活性が
認められた。しかしながら、茎頂分裂組織のL1層に
は活性は検出されなかった。また地上部の成熟した
器官・組織および根でも発現が認められない。他の
SUP様転写因子からの類推により、本転写因子が形
態形成の制御に関与している可能性が考えられるた
め、形質転換植物を用いた機能解析を進めている。



S103 

GA 1'..合成系を調節する転写活，怯イじ因子 RSGとその活

性を制御する因子 14・3・3の解析

五旦主ム丘、~淳存太郎、あ橋陽介(求京大学院・王室学系)

RSGはシュートの生長を調節する bZIP型転写因子であ
る。 RSGの機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。

遺伝子の発礼調節には転写因子問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貿
群を two-hybrid法で単鯵・解析した。
それらのタシパク貸のうち一つは 14-3・3と呼ばれる，t核
生物の制御因子に広〈存在する構造を持っていた。 14・3・3
タンパク貿は多くの場合、標的タンパク貸のリン緩イじされ

たセリンと結合して、その機絶を調節する。点突然変異を

導入した実験から RSGの 114番目のセリシ戎基が 14・3・3
との結令に重委であることが明らかになった。このセリシ

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. トランジェントアッセイにより、 14・3・3
と結合できない RSG(S114A)は野生型 RSGよりも強いア
クティベーター活-1生を示した。従って、 14・3・3は RSGの
負の制御因子と考えられる.また RSG・GFP融合タンパク
貿を発乳する形質転換植物を用いて RSGの釦胞内局在制
御における 14-3-3の役割について解析した。

S104 

FASI， FAS2とAtMSII蛋白貨は績合体を形成し，クロマチンアセンブ
リー活性を持つ

O賀屋秀隆lし，柴原塵一2ふ小株事務器士lし，飯 哲夫1し，岩3湖崎務樹1，4
Bruce S叡鉛ti削11m加 3，j荒在木 覇祭itl
l京書官大・理・樋物， 2科技団TOREST，3CSHL， 4岡山県生物科学総
合研究所

シロイヌナズナFASl，FAS2遺伝子はSAMとRAMのオーガニゼ
ーションの維持に関わることを，報告してきた (99，∞年度本大
会).しかし，これら遺伝子のどの織な織能によって分裂組織を維持

しているのかは明らかでない.そこで， FASI. FAS2蛋白貨のinvitroで
の織能について生化学的解析を行った.

FASI， FAS2蛋白質はヒ卜のChromatinAssembly Factor-
l(hCAF-I)サブユニットのp150，p60と相向性がある hCAF・1はp150，
p60とp48の3つのサブユニットから成る複合体で，彼製中のDNA選択
的にヒストンをアセンプルさせる活性を持つ.まず， FASI， FAS2と
AtMSIlj[白貨のinvilroでの結合能を調べた AtMSII資自貨はhCAF-1
の3番目のサプユニットであるp48と撮もホモロジーが高い.これに基

づいて， FASI， FAS2， AtMSI蛋白貨のinvitroにおける纏合体形成能を検
討し，確かにこれら 3つの蛋白質が績合体を形成しうることを明らか

にした.さらに， two.step supercoiling assay system (Shibahara K. and 
Stillman B， CeU 1999， 96， 575)を用いて.この復合体がDNA彼般に伴
うクロマチンアセンブリー活性を持つことを示した.

以上より， FASI， FAS2蛋白質はhCAF-1のシロイヌナズナカ
ウンターパートとして，細胞分叡に伴うヌクレオソーム形成に関わる

織能を持つと鎗自由した.
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S105 

シロイヌナズナA古田・1の標的遺伝子の検索

担率超晶、佃真由美、岡穆宏、田畑哲之 1、IdaRuberti2、

Giorgio MorelIe、青山卓史(京大・化研、 1かずさ
DNA研、2Centrodi studio per gli Acidi Nucleici， Italy、

3Unita di Nutrizione Sperimentale， Istituto Nazionale 

delIa Nutrizione， ltaIy) 

シロイヌナズナの ATHB・1は、ホメオボックス

をもっ HD-Zip型の転写因子である。その役割は

形質転換植物の解析から葉の形態形成に関与する

と考えられているが、詳細は明らかになっていな

い。植物の形態形成は発生のプログラムにそって

行われるだけでなく、環境からの刺激によって大

きな影響を受けるが、これら様々な要因が統御さ

れ植物を形づくる。我々は、植物の形態形成にお

ける A百四・1の役割を明らかにし、植物の全体的

な形態形成プログラムを理解するため、 ATHB-l

が転写制御を行う遺伝子の同定と解析を試みた。

今回は、標的遺伝子の候補として同定された遺伝

子の機能から A百四・1の役割について議論したい。

S106 

シロイヌナズナのホメオボックス遺伝子

ATHB・1O/GL2の機能解析

本撞謹呈，岡穆宏， 1也 Ruberti¥Giorgio Morelli2，青山

卓史(京都大学・化学研究所， lCentro di studio per 

gli Acidi Nucleici， c/o 悶partimentodi Genetica e 

Biologia Molecolare， Universita di Roma La Sapienza， 
ltaIy. ~nita di Nutrizione SperimentaIe， Istituto 
NazionaIe della Nutrizione， ltaIy.) 

ATHB・10/GL2遺伝子はシロイヌナズナのホメオ

ボックス遺伝子で、 HD-Zipファミリーに属する転

写因子である。この遺伝子を欠失したgl2突然変異

体ではトライコームの欠失、根毛の増加がみられ

ることから、 ATHB・10/GL2遺伝子はトライコーム

形態形成を正に、根毛形態形成を負に制御してい

るものと思われる。これらの制御機構を理解する

上でATHB・10/GL2遺伝子の標的遺伝子を単離する

ことが不可欠であると考えられる。そこで我々は

GR誘導系をもちいて標的遺伝子の単離を試みてい
る。

本年会ではこれまでの解析結果を中心に報告す

る予定である。



S107 

リンドウの形態形成関連遺伝子(GtMADS4うの解析

西原昌宏、 1横井崇秀、阿部普子、山村三郎(岩手生物工学研究

センタ}J(株)日立製作所ライフサイエンス)

我々は岩手県の花き生産の主力であるリンドウの遺伝子工学

的育種を目標として研究を進めている。これまでリンドウ(品

種マシリィ)から4種類のMADSbox遺伝子 (GtA臼DSl-4)を単

離し、解析を進めている。今回は機能が十分解明されていない

シロイヌナズナの'AGL2と59%の相向性を示すGゆ仏DS4の機能

解析を試みた。GtMADS4をタバコに導入し、その形態変化、

特に開花目、着花状態、草丈等に及ぼす影響について解析した

結果、イネOsA仏DSlを導入したタバコと類似の特徴が見られ

たので報告する。

GtMADS信伝子をCaMV35Sプロモーターの下流に繋いだベ
クター (p勘 isGtMADS4)を構築し、アグロパクテリウム法によ

りタバコ(品種SRl)に導入し、 24系統の形質転換体を得た

σ'0>。後代の種子がカナマイシン抵抗性に対して3:1の分荷量比
を示す8系統をその後の解析に用いた。カナマイシン耐性各4
個体(りずつを馴化後、温室で栽培、育成し、形態観察を行っ

た。その結果、形質藤義体8系統中7系統制慌柄地租くなり、
野生株に比較して花が密生して咲くという特徴が見られた。開

花日および草丈、節関数に関しては野生型と比較して有意な差

は認められなかったが、いくつかの系統について、花数が増加

する傾向が認められた。現在、さらに次世代 (T
2
)の種子を採

取しており、ホモ系統を選抜後、遺伝子の発現解析を含めた特

性の詳細な解析を行う予定である。

S108 

単細胞シヤジクモ蕩:ミカヅキモ(Closteriump-s・Icomplex) 
における、。MADSl(Floral bomeotic遺伝子ホモログ)の

発現について
血温隆二、長谷観光現陸上岡本弘之2.伊際元己2 千.大険・自然科
学‘ 1&生研'.分化第二、 2J医大院・総合文化)

重量々は.Floral hom船出遺伝子鮮(ABC-f.削 ctiongenos)の起源と進化を
錬る目的で、陸上値物と飾鯨鮮的な関係にあると考えられる多細胞緑濠の
シヤジクモを材料lこMADS遺伝子の解析を行った.その結果、シヤジクモ
のMADS遺伝子(Cが/ADS/)は‘障上錨物のMADS遺伝子に特徴的なMADS-
boxとK-boxの2つの保存的な領織をもった遺伝子であり、遺稿糸、卵細飽
の両方の生殖細胞に分化した細胞で特異的に強い発現が見られた.
本学会でl草、シヤジクモに近織でさらに原始的な体制をもっ、シャジ
クモ!Ii綱のミカヅキモ(CIOSlerlllmp-s-I complox)を材料lこMADS遺伝子の解
析を行った結果を発寝する.ミカヅキモは単細胞性の織!Iiで‘有性生殖lま
栄餐細胞から分化した岡~の配偶子級胞 (Mt+.Mt・の 2 つの回国ing typeが
存在する)の後合により行われる.ミカヅキモから単厳できたMADS遺伝
子Cμ/ADSlf草、シヤジクモや燈よ植物のMADS遺伝子と岡織にMADS-
boxとK・boxの2つの保存的な領歯曜をもった遺伝子であった.また、
Northern hybridiza加nによる発現解衡の結果、 C川/ADSIの発現は配偶子細
胞の鳩加と一致が見られた.
これらの結果と分子系統学的解析の鎗巣から、 TypeJlと呼ばれるK-
boxをもったタイプ(M.Y削 ofskyot al.2oo0)の遺伝子悠は、植物の陸上への
上障の付近に共通の単一遺伝子から進化したこと、この遺伝子鮮の姐先的
な・き(CpMADSIの遺伝子縁能自体はまだ不明であるが)1草、栄養細胞から
の細胞分化に関わっていたのではないかということが示峻された.
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S109 

ゴマ (Sesamumindicum L.)のMADS遺伝子群の
単離と発現解析
市川優，若杉達也，増田恭次郎，山E蓋亘(富山大・
理・生物)

ゴマでは葉臓に 1個の花しかっけない系統が一般
的である。ところが、花柄に 2個存在する花外蜜腺
が花へと変化し、護服当たり 3個の花をつける変異
体 (3サク果性系統)がすでに単敵されている。ゴ

マの花外蜜腺が花器官へと転換する機構の解明をめ

ざして、本研究では、花の器官形成に関わる

MADS遺伝子に着目し、その発現機構を解析した。
まず、 3サク果性系統 (0311)の花芽の全RNA
を鋳型とし、 3'RACE法により 7個のcDNAクロー
ンを単離した。それぞれの予想アミノ酸配列は、キ

ンギョソウの対応する MADS遺伝子とどの場合も
80%以上の相向性が認められた。得られたcDNA
は、 AG、AP3グループに2個ずつ、そしてAP1、
円、 AGL2グループに 1個ずつ、それぞれ属してい
た。さらに、 5'RACE法によって、 AGL2グループ
のクローン以外のすべてのクローンの全長を単離す

ることができたので、これらのcDNA断片の特異的
領域をプローブにして、組織特異的発1見の解析を行っ
た。

S110 

Agrobacterium tum宅向ciensT-DNAの 6bタンパク質の機能領域

の特定および 6bと相互作用するタンパク質 NtSIPI、NtSIP2

の機能解析

主盆盆主主、北倉左恵子、畦地洋子、上野宜久、藤田知道、我

彦広悦 1、町田泰則(名大院・理・生命理学、 i秋田県大・生

工研)

Agrobacterium tum宅faciensの T-DNA上に存在する 6b遺伝子は

単強でタバコ個体に腫痩形成を誘導することが報告されている.

この 6b遺伝子を導入したタバコ業片はホルモン非存在下でカ

ルス形成をする。この形量産転換タバコ個体はその成熟個体は異

所的に葉織器官を形成する.また 6b遺伝子は植物細胞内にお

いて転写活性化能を有し、かつ核に局在することをすでに報告

している.今回我々は6bタンパク貨の機能領域の特定を目指

し、 plぉtgene familyとの相同領域を中心に変異を導入した 6b

を 7種作成し、形質転換タバコ細胞の繕殖のホルモン依存性を

検定した.その結果、上記の相同領域および転写活性化に必要

な6b固有の酸性領械が必須であることが示唆された.また6

bと相互作用するタバコのタンパク質としてすでにクローン化

している NtSIP2が核に局在することも確認した。さらに予備

的ではあるが、NtSIP2及び、既に報告している NtSIPIと上記

の変異型6bとの酵母 2・hybridsystemを用いた相互作用解析も

行った。以上の結果から、タバコ細胞内での6bの機能及び、

NtSIPl、2の関与について考察する.



Sl11 

シロイヌナズナの ASl、AS2遺伝子の機能解析

よ宜主牛、岩川秀和、町田千代子、 Endang
Semiarti、荒木智史、小笠原史明、町田泰則 (名
大院・理・生命理学)

茎頂分裂組織細胞から器官が発生分化する過程
には、複数の遺伝子が関わっていると考えられ
る。シロイヌナズナの葉の形態の変異体、 asl及
び、 as2では、維管束と葉の切れ込みのパターン
に顕著な異常がみられる。原因遺伝子のASlは
MYBドメインを持つキンギョソウのPHAN.および
トウモロコシのRS2のホモログであり、 AS2は機
能既知遺伝子とは相向性のない植物固有の遺伝子
である。これらの変異体の葉では、 classlknoxが
異所的に発現していることがRT-PCRで確認され
たことを前大会において報告した。今回は、これ
ら変異体の葉切片の培養実験、二重変異体の葉に
おけるclasslknoxの発現解析、さらにASlおよび
AS2タンパク質のinvitro結合実験の結果を報告す
る。以上の結果と二重変異体の表現型の予備的解
析結果とから、 ASlおよびAS2の機能について考
察する。

S112 

タバコ茎頂分裂組織におけるジベレリン20酸化酵

素遺伝子の発現はKNOXホメオドメインタンパク
質により抑制されている

援杢組盟1，神谷紀子2，上口(田中)美弥子2，岩堀修一1，

松岡信2(1筑波大・農林 2名古屋大・生物分子応答)

人為的機能誘導系を用いた実験により，タバコ

KNOXホメオドメインタンパク質NTH15は，ジペレ
リン20酸化酵素遺伝子Ntc12の発現を直接抑制してい

る可能性が示された.ゲルシフトおよびフットプリン

トアッセイにより，Ntc12には2カ所のNτ1-1:15結合領

域が存在し， NTH15はGTNACの5塩基を認識してい

ることが示された.レポーター遺伝子を用いた実験に

より ，Ntc12のイントロンにあるNTH15結合配列

は， NTH15依存的なNtc12の発現抑制には必須であ

り，この配列に対する変異の挿入は，タバコ茎頂分裂

組織におけるNtc12の発現領域を，本来は発現してい

ないNTH15の発現領域にまで拡大させることが明ら
かとなった.以上の結果から， NTH15はNtc12のイ

ントロンにある配列GTGACを認識し，茎頂分裂組織

内のcorpus細胞群におけるNtc12の発現およびジベレ
リンの生合成を抑制することにより， corpus細胞群の
未分化状態の維持に関わっているものと考えられた.
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Sl13 

FT過剰発現体の成長相に影響を与える突然変異体

の解析

生蛙墨土、大川智史、賀屋秀隆、荒木崇

(京都大・理・植物)

植物は、茎頂分裂組織の発生プログラムを順次変

更することで成長を進行させる。この成長相の転換

は、茎頂分裂組織から派生する側生器官の変化に

よって捉えることが可能である。シロイヌナズナで

は、後匪発生過程を 4つの成長相(幼若栄養成長

期、成熟栄養成長期、生殖成長期前期、生殖成長期

後期)に分けることができる。

我々はこれまで、花成時期遺伝子FTについて解

析を進めてきているが、 FT遺伝子の過剰発現によ

り4つの成長相のすべてが短縮されることを見いだ
した。さらにFT過剰発現体の花成時期に影響を友

ぽす突然変異体をスクリーニングしたところ、 6系
統の変異体が得られた。そのうち51901，54701変異

ではFT過剰発現背景で幼若栄養成長期の延長効果

が見られ、 50101変異においては、両栄養成長期の

欠落が見られた。

S114 

蓬頂分裂組織形成や椋官分般を制御するシロイヌナズナのCUC1遺

伝子lまNACドメインをコードしている

直.E!l11¥循原健一郎2、国板・生，(，京大院・理・樋物寮良先嶋

大・バイオ)

茎頂分割組織の形成やその機能の解明は高等植物の発生を理解

するよで軍要である.我qの同定したシロイヌナズナのCUC1と

CUC2，のニ遺伝子座は蔓頂分製組織の形成と録音の分般に..と考

えらる.今回、 CUC1遺伝子をマップを基に単蔵したところ、

1998年度の本年会で報告したAtNAC1遺伝子と同ーのものであっ

た.CUC11まCUC2と相向性の高いNACドメインをコードし、匪発

生において将来茎頂分裂組織が形成される渇所で発現する.ま

た、花序においては花穂奮の焼界郡、陸軍車、雌しべの隔壁形成部

で発現する.さらに、 CUC1を過剥発現した形質転換体では子.の

よから異所的なシュートが形成された.この形質転自負体の子.で

は不定芽形成前lこ5HOOTMERI5TEMLE55 (STi同遺伝子力f臭所

的に発現していた.以上の結果から、 CUC11まSTMの転写を続減す

ることによって匪発生における茎頂分製組織の形成を制御してい

ることが示暖される.



S115 

アンチセンス形質転換体を用いたOsPNHl遺伝子の機能解析

とイネの葉の発生過程の分子機構

車並盟且量、松岡信(名大・生物分子応答)

業は植物の一生を通じて茎頂分裂組織 (SAM)から一定
のパターンをもって連続的に形成される.一般に、 SAMか
らの葉原基発生の最初のステップは、業になるように運命

づけられたSAMのある領域の細胞群が未分化状態を維持し
続ける細胞か ら区別されることではないかと考えられてい

る.我々は、この過程への関与が予想されるOsPNHl遺伝子

の解析を通じてイネのSAMにおける業の形成過程の分子機
構の解明を目的に研究を進めている.

OsPNHl遺伝子は茎頂分裂組織の形成および葉の向

車曲面の細胞決定に関与していると考えられているシロイヌ

ナズナPIN.在日D遺伝子のイネにおける相同遺伝子である.

このOsPNHl遺伝子のアンチセンス形質転換イネを作成した

ところ、薬の形態や葉序が異常になったイネが得られた。

組織切片によりそれらのSAM構造を観察すると、形質転換
体の多くは野生型に比べて著しくSAMの高さが減少してお
り、ひどいものではSAMのドーム構造が観察されず、 SAM
を消失したような植物体の存在した.またアンチセンスに

より異常を来したSAMでは、未分化状態の細胞をマークす
るOSHl遺伝子の発現領域の減少が確認された.さらに葉の

発生機式の異常は、発達中の葉原基における維管束分化の

異常と、向車自側の細胞発達の抑制によるものと考えられた.

これらの結果をもとにOsPNHlが関与するイネSAMにおけ
る業の発生過程の分子機構について考察する.

S116 

ペチュニアの SUPERMAN織遺伝子 PetSPL1のノックアウト
夜具体の解析
中川仁 1 Ferrario. SilviaZ， Angenent， G. C人高辻1・志 1
(1.水省・生物研， ZPlant Res. Internatl.， Wageningen) 

シロイヌナズナの SUPERMANと構造的に類似しているペチュ
ニア PetSPL1は、遺伝子発現がコサプレッションによって抑
制されると、..しぺが退化し雄しべが場加するという
superman変異体と同織の表現型が表れる.しかしながらペ
チュニアには SUPERMANに対して同程度の類似性を示すもう
一つの遺伝子 PetSPL2が存在し、両者と SUPERMANとの対
応関係が不明であり、それぞれの遺伝子の徹能について興味
がもたれる.
今回、 PetSPL1遺伝子のジンクフィンガーのすぐ上流(spl1・
tm1)および C・*朗自近傍(spl1・tm2)にそれぞれトランスポゾ
ン dTph1の婦入を持つニ系統のノックアウト変具体が得られ
た.両系統はともに第4whorlに 1-3個の余分な雄しべが形
成され、座E患の外線皮の成長における非対称性が失われると
いう点で superman変異体と類似していた.これらの表現型
は PetSPL1と PetSPL2の両者がコサプレッションによって
岡崎に発現抑制された時の表現型と基本的に同一であること
から、ペチュニアでは主に PetSPL1が SUPERMANに対応す
る機能を果たしていると考えられる.両変異体系統はともに、
病の形状にも顕著な異常を示した.これは superman変異体
には箆められない表現型であり、 PetSPL1とSUPERMANが
機能的に同一ではないことを示している.また、 spl1・tm2系
統では、 carpelの数が柵加して躍しぺが大きくなっていた.
このような表現型は制限rman変具体や spl1・tm1系統とは
異なっており、変異部位の遣いによる表現型の相違として興
味深い.
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S117 

半灘体光.を用いた光貨によるシロイヌナズナ花芽形成..

条件の倹肘および解析

勝又政和、岡野陽平(浜松ホトニクス中央研究所)

近年開発が進んでいる高い光出力と単色性に優れた半導体光源

を用いて.シロイヌナズナ光受容変異体の光波長による花芽形成

銃導について解析を行った。

シロイヌナズナにおける日長依存的な花芽形成の誘導では長田

条件でCONSTANSの発現が上昇し、それが青色光受容体Cry21こ
依存する。また、青色単色光条件下で花芽形成が促進され、赤色

単色光条件で才!:J手形成が遅延することが報告されている。
今回、半導体光源による単色光E車場を用いてシロイヌナズナの
光質依存的な花芽形成について検討した。その結果、赤色光に青

色光.遠赤色光をそれぞれ添加した場合、それぞれの光の添加量

に依存して花芽形成が促進された。また、赤色光源のピーク波長

を変化させることにより花芽形成までの期聞が変化した。さらに、

膏色/遠赤色のみを含む光条件では、日長に関わらず青色単色

光よりも優性な花芽形成鶴導が観察され、その効果は子葉展開時

期以降の数日で効果を及Iぎしていることがわかった。

これら現象は、フィトクロムとクリプトクロムの光受容による花芽

形成録導遺伝子の活性化によるものと推察される。現在、シロイヌ

ナズナ光受容体変異体を用いて、これら光波長による花芽形成禄

導の諸条件下における各光受容体の役割と遺伝子発現について

検討を進めている。

S118 

突撃欝積子の発現調節における3量体Gタン

翌勢崎需要時JF!id訴明三鰐麟
研究セ 2農水省・生物研 3お茶の水大・理・生
物 4福井県大・生物資源)

光誘導性遺伝子の発現は、光受容体とその下流
に展開するシグナル伝達系によって制御されてお
り、その分子機構についての解析が進みつつ
る。 トマトの
ジェクション
のシグナル伝達には少なくとも 1種類の3量体G
タンパク質が関与していることが推定されてい
る。しかし、このことを直接的に証明する実験事
実は得られていない。そこで我々は、イネの3量
体Gタンパク質αサプユニット遺伝子に変異を持
つDaikokudl突然変異株を用いて、光シグナル
伝達へのこのタンパク賀の関与を検証した。 10 
日間暗所で栽培した野生株と Daikokudlイネ黄
袋葉に赤色光
導性を示す
ノーザンプロットで解析し介 その結果
Daikoku dlでは赤色光での遁伝子語習誘導が有意
に低下していることが明らかになった。このこと
ば、フィトクロム下諮のシグナル伝達2一部に3
量体Gタンパク質が関与することを示唆して
る。



S119 

匹軸と根の細胞伸長に異常のある vw331突然変異体

の解析

盆主旦主主、槻木竜二、岡田清孝(京都大院・理・植物)

明所で育てたシロイヌナズナ芽生えの匹軸は長さ約

1-3mmに過ぎないが、暗所のものは約 25mmまで伸
長する。シロイヌナズナでは発芽後の目玉軸伸長は細胞

分裂を伴わないため、明暗条件による匹軸の長さの違

いは細胞の伸長の度合いに由来する。匪軸の細胞伸長
は光や植物ホルモンによって制御されることが知られ

ているが、その制御機構、更には細胞の伸長機構それ

自体が明らかではない。
vw33 1突然変異体では、暗所での佐軸伸長が抑制さ
れている。明所での旺軸の長さに野生型との差異はな
いので、暗所特異的な匹軸伸長に異常のある突然変異

体である。また、明暗条件に依存せず、根の細胞伸長

も抑制されている。細胞伸長が抑制されているこれら
両器官では、その表面が異常に隆起しているのが観察

され、根では内皮、皮層、表皮細胞の肥大が見られる。

以上の結果は、 VW331遺伝子が光条件に依存的な目玉軸
の細胞伸長と、光条件に非依存的な根の細胞伸長の双

方に関与していることを示唆している。円V331遺伝子
は 1番染色体上端に位置し、現在更に詳細なマッピン

グを進めている。

S120 

タバコ・ s-チュープリン・アイソタイプ
園並盟並，北染知子，朝野明香，酒井孝恵，原昌司円
山口晶生，成田琴美，守田雅志，今中常雄 (富山医
薬大・薬)

植物細胞において微小管は細胞周期や細胞分化
に伴い 細胞のおかれた時間的・空間的情報に
従ってコントロールされながらダイナミックに重
合脱重合を行っている.一般に高等生物において
は微小管の主サプユニット蛋白である α-!s.-チュ
ープリンは複数のアイソタイプより構成されてお
り，その特徴は主にC末端部の酸性アミノ酸クラ
スター付近の構造の違いにある.この部分は微小
管の外壁に露出しており MAPsやモーター蛋白
質などと相互作用を行うと考えられていることか
ら，特定のチュープリン分子種が特定分子と相互
作用することにより，特殊な役割を行っている可
能性が考えられる.我々は、タバコ β・チュープリ
ン遺伝子の多様性に注目し，その細胞周期，細胞
分化における意義について調べている.これまで
にタバコ細胞及び原植物のRT-PCRにより， 5種の
異なったかチュープリン遺伝子のC末端部を増幅
し 細胞周期および蔚の発達過程においてその
RNAレベルの違いを見ている.またそのうちの一
つのアイソタイプ， NTB3のC末端ペプチドに特異
的に反応、する抗体Ant.3を作成し NTB3翻訳産物
の等電点電気泳動における挙動及びその細胞内分
布の特徴を調べた.今回は，これらの結果を合わ
せて報告する.
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S121 

シ口イヌナズナftr仔'atroot)突然変異体の解析
松井啓祐、和田拓治1、石黒澄術、岡田清孝(京都大

院・理・植物、 1理化学研究所)

細胞の伸長方向の決定と分裂面の決定は植物体の

形態を制御する重要な要素であるが、これらの決定

機構に関する知見は限られている。私たちは、植物

の形態形成の制御機構を調べるため、細胞伸長が異

常になったftr(fat root)突然変異体を単離し、解析

を行った。

ftr突然変異体では、細胞が横方向(伸長方向に対

して垂直方向)に肥大することにより、根だけでな

く茎、葉、花器官などほとんどの器官が太く、短く

なる。植物細胞において、細胞質表膚微小管の配向

変化が細胞の伸長方向を制御すると考えられている

が、 ftr突然変異体の表層微小管は、野生型よりも乱

れた配向を示し、 FTR遺伝子が表層微小管の構築に
機能していることが示唆された。マップベースの遺

伝子クローニングによりFTR遺伝子は5237ミノ酸、
推定分子量約57KDaのATPaseをコードしているこ

とがわかった。 FTR遺伝子の表層微小管構築におけ
る役割を、抗体等を用いて解析したので報告する。

S122 

ORGANIZA TION OF ACTIN CYTOSKELETON 
DURING THE CYCLIC RE-ORIENTATION OF 
CORTICAL MICROTUBULES町DUCEDBY AUXIN 
IN EPIDERMAL CELLS OF AZUKI BEAN 
EPICOTYLES 
k.eitaFUKU1， Shingo T AKAGI; Dept. Biol.， Grad. Sch. 
Sci.， Osaka Univ.， Toyonaka 560・0043，JAPAN 

ln epidermal cells of azuki bean epicotyls， auxin induces 
cell elongation concomitantly with cyclic reorientation of 
cortical microtubules(cMTs) adjacent to the outer 
tangential wall from longitudinal to transverse and back to 
longitudinal array.1l We have shown that while auxin can 
induce the reorientation of cMTs independent of stem 
elongation， the rate of stem elongation can affect the mode 
of reorientation of cMTs induced by auxin. Acceleration 
of the rate of stem elongation increases the number of cells 
with transverse紅rayand deceleration of the rate of stem 
elongation increases that with longitudinal紅ray.2)It was 
reported that， in the presence of cytochalasin D， the 
reorientation of cMTs to longitudinal a町ayis promoted 
and that to transverse array is inhibited. Moreover， the 
number of cells with multiple紅rayof cMTs increased.3) 
To clarify a possible role ofthe actin cytoskeleton in the 
reorientation of cMTs induced by auxin， we are 
visualizing actin filaments by phalloidin staining after 
preparation of monolayer epidermal cells. 
1) Mayumi加dShibaoka (1996) Protoplasma 195: 112・122
2) Fukui and Takagi (1999) Proceedings of the 63rd Annua1 Meeting of 
the BotanicaJ Society of Japan:内68
3) Takesue叩dShibaoka (1998) P1anta 205・239・546



S123 

タバコ溶養細胞BY-2の微小管束化タンパク質τ"MBP200
のcDNAクローニングと細胞内局在
ま鹿益記、村岡正明、正垣宏樹、森仁志 1 (関西大・工・

生物工、 1名古屋大院・生命農・生物情報制御)

フラグモプラスト微小管の聞に観察される架橋構造の

細胞質分裂における役割を明らかにする目的で、演者ら

は、分裂終期のタバコ培養細胞より、およそ200kDaの
微小管束化タンパク質(羽田P200.Tobacco Microtubule 
Bundling Polypeptide of 200 kDa)を単離した。精製
したτ"MBP200を部分分解して得られたペプチドの N末
端配列の情報を基に、RT-PCRにより、τ"MBP200のcDNA
断片約 1kbを得、その塩基配列を解説した。その結果、
TMBP200は、ヒトの微小管付随タンパク質の一つであ
るTOGpタンパク質に相向性を持つことが判明した。ま
た、TMBP200はIgarashlら(Plant Cell Physlol. 41(8); 

920-931. 2000)によって報告されている 190kDaポリ
ペプチドとは異なるタンパク質であった。 RACE-PCR法
を用いて、 τ"MBP200全長 cDNA(約 6kb)を約 3kb 

の二つの断片として増幅し、現在、全塩基配列の解読を

進めている。

τ"MBP200の C末部分に対して作成したペプチド抗体
は間接蛍光抗体法で、 BY-2細胞の紡錘体とフラグモプラ
ストを染色した。

S124 

孔辺細胞表層微小管の構築の光による制御l

鍾E並立11.、桃山ゅう、浅井尚子1、中嶋信美1、

馳湾盛一郎、近藤矩朗 (東京大院・理・生物科学、

1国立環境研・地域)

孔辺細胞表層微小管は日周サイクルのなかで重合・脱

重合を繰り返しながら配向変化を示し、気孔開閉運動を

制御している (Fukudaet al.. PCP.39.1998)。

孔辺細胞微小管の構築制御におけるタンパク質リン

酸化、脱リン酸化の関与を検討したところ、 kinase阻

害剤である staurosporine、DMAPは明け方に構築さ

れる放射状の微小管束を減少させ気孔関口を阻害した。

phosphatase阻害剤である okadaicacid、calyculinAは

構築過程における配向のランダムイむを促し、気孔開口を

阻害した。また光合成限害剤である DCMUが明け方の

気孔関口を阻害し、放射状の微小管構築を阻害したこと

から、微小管再構築過程において光の影響が存在するこ

とが考えられ、その光による影響を調べるために、微小

管が断片化している夜中の孔辺細胞に青・赤色光などを

照射したときの効果やタンパク質リン酸化、脱リン酸化

の関与について検討した。

137 

S125 

アズキ懸濁培養細胞の成長とスクロース代謝に対するガ
ラクトースの阻害作用
壁瞳盤皐，井上雅裕(愛媛大・理・生地)

植物の細胞は成長過程で色々な糠を炭素源として利用
する。一方、利用される績の種類が植物の種類や生育状
態で大きく異なる場合もある.グルコース (Glc)のエピ
マーであるガラクトース (Gal)は単子葉植物で各組織の
成長を阻害するが、アズキなど双子葉植物には巧みに利
用されそれらの成長を促進することが知られている.し
かし、最近の研究からアズキ懸濁培養細胞の成長とスク
ロース (Suc)代謝をG泌が匝害することが示されたので
その機構について研究を進めた。
MS培地中でのアズキ細胞はSucとGlc(30-90 mM) 
のいずれを与えてもよく成長した.Galはその時の成長を
共に阻害し、かつ細胞内のSuc濃度を特異的に減少させ
た。添加するGalの濃度をかえて3-9日間培養し、細胞
の成長速度、 Vlablllty(τTC還元カ)、 Suc渡度の関係を
調べた結果、三者はほぼ平行して変化していた.さらに
短時間の影轡を調べた結果、 Gal添加後少なくとも12時
間までは、 Vlabl1ityと成長速度が低下しないことが判明
した.その細胞のSucやGal渡度を測定し、 Suc代謝と成
長阻害の関係並びに、 Sucが減少する機構の両方を今後
解明する.

S126 

複数の多様額分解醇集活性に対するトウモロコシ幼

濠精細胞量グルカナーゼとキテナーゼの影響

主圃弘型，北西弘容，井上雅裕，B. R. Thomas'， D. J. 
Nevins' (量媛大・理・生地， ' Univ. California Davis) 

トウモロコシ (Zeamaize L.)幼濃縮細胞量には

か(1，3)(1，4)・グルカン分解を触織する2種類のグルカ

ナーゼが含まれオーキシンによる細胞成長に軍要な役割

を担っている.それらの務索活性は、幼濃縮細胞壁から

精魁した酸性蛋白質及び他生物由来のキチナーゼによっ

て促進される.その促進機織を詳しく調べた結果、キチ

ナーゼ蛋白賓がグルカナーゼの可逆的なアクチベーター

であることが判明した.さらに、キチナーゼ自体が熱と

pH変化に安定なため、グルカナーゼの保瞳蛋白質である

ことも岡崎に示唆された.

以前の研究で異種グルカナーゼが協同的にグルカン分

解を高めることを報告している.そこで、他の複数の細

胞壁多猶類分解様策活性に対するグルカナーゼとキチナ

ーゼの作用を闘ぺた.その結果、少なくともセルラーゼ

活性は上記グルカナーゼとキチナーゼによって顕著に促

進されないことがわかった.現在、 a貨と逼度・ pH条件
を変えてさらに詳しく鋼べている.



S127 

タバコ BY-2細胞のセルロース合成阻害に伴う分泌タンパク

貿の変化

佐合秀康中川直樹桜井直樹

(広島大総合)

植物細胞壁のセルロ}ス合成を研究するために、我々はタバコ BY-

2細胞にセルロース合成因軍事剤(DCB)を恩11化させた DCB細胞を用い

てきた.これまでに DCB細胞と BY・2細胞の細胞墜の糖組成、 CesA

蛋白質の量、細胞壁に関る遺伝子の発現を比較してきた.今回は細胞

壁に分泌される蛋白質の違いに着目した.磨砕した細胞星まからLiCI

で抽出した蛋白質を SP-トヨパールを用いて、 6段階の NaCIi儀度で

分画して SDS・PAGEにかけた.そのうち 100mMNaC1i頭分において

DCB細胞で強く発現している 17kDのバンドのN末21アミノ酸を解

析した.ホモロジー検索によりこのバンドは Nucleosido Diphosphate 

Kin蹴 (NDPK)と高い相同性を示すことが分かつた.N末配列とホ

モログ遺伝子に共遜する配列からプライマーを設計し RT-PCRによ

り部分的なクローニングを行った.~尋られたシークヱンスを用いて

BY -2細胞と DCB細胞のNDPKの発現をノーザンで調べた.また細

胞壁タンパク画分および、生細胞の NDPK活性、さらに基質特異性

を調べた.その結果 NDPK活性は DCB細胞で高〈、 GDPに対する

特異性はほかのNDPよりも高かった.

S128 

UV-B照射により引き起こされる植物の防御機構

締田美智子中川直樹桜井直樹

(広島大学・総合科学)

植物がUV-Bを防御する機構としてフラポノイド

色濃の生成・奮積に関する研究が多く報告されて

いる.しかし、液胞中に蓄積されるフラポノイド

類よりも、細胞壁成分であり、 UV-B織に吸収を持

つリグニンのほうがUV-Bの遮蔽には有効ではない

かと考えた.アラスカエンドウを用い、 UV-Bを照

射後、底納を表皮と内皮組織に分け膚砕し、沈殿

画分を除タンパクのためアルカリ処理したのち、

乾燥させ、リグニン量をアセチルブロマイド法で

定量した.また、リグニンの分布を匪舶の繍断切

片を用い、 280nmの蛍光で調べた.この結果、

UV-B照射によりエンドウ表皮・内皮においてリグ

ニン量が滑加する傾向がみられた.

138 

S129 

シロイヌナズナ茎頂郎で高発現するエンド型キシログルカン転移酵

素EXGT-A6遺伝子の発現解析

0山川清栄、兵頭秀賞、横田明穂、西谷和彦へ河内孝之
(奈良先端大・バイオ、・東北大院 ・理)

花序茎頂分裂組織は、植物の地上部全繕官の漢となる組織であり、

発生段階に応じた細胞の分裂・拡大により、植物の分化・形態形成

を司る.我々はこれまで、シロイヌナズナの均一化ライブラリーを

用いたディファレンシャルスクリーニングにより、花序茎頂におい

て高レベルの発現が見られる新規エンド型キシログルカン転移酵素

(EXGIヲをコードする遺伝子 EXGT-A6を単厳し、その cDNAおよび

ゲノム遺伝子の一次構造を明らかにした.EXGTは、細胞のキシロ

グルカン架橋の切断・繋ぎ換えを触媒する酵素であり、細胞壁の再

編成を通して細胞生長や形態形成の中心的役割を担うと考えられて

いる。本研究では、 EXGT-A6遺伝子の発現時期および組織特異性に

ついて解析を行った.

播種後2日・40日目のシロイヌナズナの各組織より RNAを抽出し、

EXGT-A6 cDNAをプローブとしてノーザンハイプリダイゼーション

を行った。栄養生長期では、茎頂部分に発現が見られた.生殖生長

期については、拍苔開始直後では、茎頂部分を含む花~の中心音ß(inncr

bud)と花柄伸長の始まった周辺の普(outcrbud)の両者で強いシグナル

が観察されたのに加えて、伸長の盛んな第一花茎上部にもシグナル

が観察された。開花が盛んな時期では、 inncrbud、。utcrbudに加えて、

花柄においても強いシグナルが観察された.茎の細胞伸長欠績ミュ

ータントである acll-acl4に関して同様の解析を行ったところ、花芽

における発現量は野生型と変わらないのに対し、茎における発現は

著しく減少していた。

S130 

黄化カボチャ下匪軸のアポプラストに存在するアル

デヒド酸化活性

鶴崎健一(福山大・人間文化・環境情報)

以前、本大会で黄化カボチャ下座軸の成長帯のア

ポプラストに、インドールアセトアルデヒド

(IAAld)をIAAに変換することができるアルデヒ

ド酸化酵素が存在し、 native-PAGE後の活性染色よ

り、アポプラストの IAAld酸化活性は、既知のア

ルデヒド酸化酵素のアイソザイムであることを報告

した。今回は、本酵素の性質の一部を報告する。基

質特異性を調べるため、 6種類のアルデヒド基質を

用い、 natIve-PAGE後の活性染色を行うと、アセト

アルデヒドで最も活性が強く、二番目が IAAldの

代わりに用いたインドールアルデヒドであった。

IAAldに対するKm値を求めると、 120J4M で、比

較的親和性が低いことが分かつた。さらに、下座軸

の成長帯と成長の停止した部分で活性を比較すると、

ほぽ同じ程度の強さであった。以上の結果から、こ

の酵素は IAAの合成に関与するというよりも、ア

ポプラスト中での解毒などほかの作用に関与してい

る可能性が高いと思われる。現在、本酵素の精製を

進めている。



5131 

ネナシカズラの寄生根形成には、細胞援関連酵素群が総動員され

ている。

重量盟王、若杉達也、古機勝久 l、山田恭司
(富山大・理・生物、 l名産大・環境情報)

寄生根(吸器)とは、寄生植物が宿主から養分や水分を奪
取するために形成する特殊な吸収器官である。我々は、寄生

根形成の分子機構を解明するために、ネナシカズラ芽生えの
寄生根分化向調誘導系を用いて研究をすすめている。これま
での研究から、寄生根形成過程では、細胞壁の分解・再構築
に関わる種々のタンパク質がダイナミックに動員されている
ことが明らかになってきた。本会の昨年度大会では、細胞伸
長に関わる expansinと endox:yloglucantransferaseにつ
いて、それぞれ 4つのアイソフォームが、寄生根形成の様々
な段階に、おそらく役割分担をしながら関与している可能性
を示した。今回は、 s-1.4-g1u伺 nase(GL)、exo-s -
glucosidase(EXG)、pectinmethylesterase(PME)および
polygalacturonase(PG)について、転写レベルでの詳細な発
現解析をおこなった。ネナシカズラから上記の酵素の cDNA
を単厳し、その発現パターンを寄生根誘導処理後、経時的に
調べた。GLとPGは、誘導処理後 36時間目で最も強く発現
していたが、この時期は、寄生根が自分自身の表皮から突出
し始める時にあたっていた。EXGと PMEは誘導処理後 48
時間目に最も強く発現していたが、この時期には、寄生根が
宿主組織に完全に侵入してしまっている。これらのmRNA
蓄積量の増加は、寄生根を誘導できる条件を適切に与えた場
合だけでしか観察されず、寄生根形成に伴って起きる現象で

あることが確かめられた。現在、 insitu hybridizationによ
る解析をすすめているが、その結果についても報告する。

5132 

脱メチルヱステルによるアポカド果実細胞壁ポリ
ウロナイドの分解の促進
差益畠主、 保尊隆享、 DonaldJ. Hu民r1(大阪
市大・院理・生物、 1フロリダ大・園芸)

アボカド果実の追熟過程では、細胞壁成分のう
ち、水可溶性ポリウロナイドが急激に増加し、そ
の分子量は大きく低下した。この水可溶性ポリウ
ロナイドのメチルエステル量も、追熟に伴い大き
く減少し、分子量の低下と平行する傾向にあっ
た。成熟の中間段階にある果実から抽出した水可
溶性ポリウロナイドは、比較的高分子で高いメチ
ルエステル化率(70-80%)を示した。このポリウロ
ナイドをアポカド及びトマト果実から精製したポ
リガラクツロナーゼ(PG)で処理しても、分子量の
大幅な低下は見られなかった。一方、上記の水可
溶性ポリウロナイドをペクチンメチルエステラー
ゼ(PME)あるいは弱アルカリで処理すると、メチ
ルエステル量が10%以下まで大きく低下した。こ
の前処理したポリウロナイドをアボカドあるいは
トマトのPGで処理すると、果実の追熟の際に見ら
れた大幅な分子量の低下が誘導された。以上の結
果から、ポリウロナイドに結合するメチルエステ
ルは、 PGに対するポリウロナイドの親和性を規定
する要因となっており、分解の制御において重要
な役割を持つと考えられる。
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5133 

細笹撃再出掛霊におけるタバコ醐生ホスファターゼ遺伝子

の発現解析

準国ゑ金a小野公代鎌田博1金子発子 2(日本女子大院・理・
物生機能筑波大・生物日本女子大・理・物生)

私たちは、タバコ細胞XD・6の細腿霊に局在する醐全ホスフア

ターゼ仰P.II)が、プロトプラストの細包壁再生に重要な役割を

担っていると考え、研究を進めている。これまで、本酵素カ細胞

壁の再生を促進することを組織化学自噺究法により示してきた九

また、タバコ細胞のとDNAライブラリーより、 4種類の WP・II

のcDNAクローンを単厳し、推定されたアミノ酸配列より、こ

れらはpurpleacid pbωphatase (PAP)遺伝子ファミリーのメン

バーであると報告した九

今回は、プロトプラストの細胞壁再出趣穫におけるタバコ P.Iザ

遺伝子(T.PAP4， TPAPl2， T.PAPl9， T.PAP21)の発現を解析する目

的でノーザンプロットを行った。プロトプラストを細胞壁再生矯

地で培養すると、 3時間以内でセルロース微縞継がプロトプラス

ト表面全体に蓄積される。 細胞壁再生に伴い、 4種類のタバコ

PAP遺伝子のうち、 T.PAP12および T.PAP21において速やかな

mRNAの増加が認められた。一方、 T.PAP4は恒常的に発現し

ており、 T.PAP19mRNAは検出限界以下であった。この結果か

ら、タバコ細胞プロトプラストの細胞壁再生には T.PAP12およ

びT.PAP21が関与していると推測される。

1)日本植物学会第64回大会研究発器部p却 3.

2)日本織物生理学会1999年度年会講演予稿集p.l却
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ラムノガラクツロナンIIの構成糖，アピオースとみデオキ

シ-0・manno-オクツロソン酸の合成酵素に関する研究 2 

訟通車二L 須田泉，中川広宣，小林優，間藤徹(京都大
院・農・応用生命・植物栄養学)

細胞壁ペクチン質多糖は，アポプラストにおける無機

イオンの濃度調節，細胞壁ポアサイズの決定，保水など

に機能している。そのネ ットワークはラムノガラクツロ

ナン(RG)・11部位でのホウ酸とカルシウムによる架橋に
よって細胞壁に保持されている。ホウ酸はRG-IIのアピ
オース，カルシウムは3・デオキシ・D-manno・オク ツロソ ン
酸同士をエステル結合，配位結合で架橋している可能性

がある。本研究はこれら無機元素によるペクチン鎖架橋

の生理的意義を明らかにするため，これら架橋部位を量

的に変化させた形質転換植物の作成を目的としている。

そのためアピオース合成酵素(AS)とみデオキシ・D-manno

・オク ツロソン酸8リン酸合成酵素(KOOS)のcONAクロー
ニングを試みた。精製酵素の部分アミノ酸配列あるいは

微生物酵素遺伝子の塩基配列を基にプライマーを設計

し.RT-PCRで増幅された断片をプローフ・としてcDNAラ
イプラリーをスクリーニングした。 ASは活性が不安定で

精製できなかったので反応中間体を共有するUOP-キシ

ロース合成酵素cONAを単難しそのホモログを探索する計
画である。現在両酵素の候補cONAについて大腸菌で組換

蛋白質を発現させ活性の確認を行っている。
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アスパラガス経形成時に分泌されるペルオ
キシダーゼの機能解析
笠E塗~.小竹敏久、中川直樹、桜井直樹
(広島大・総合科学)

我.ntアスパラガスの不定!Eを植物材料として用い、 a形成時
にアポプラストに分泌されるタンパク質に注目して研究を行って

いる.これまで不定経形成時に細胞霊に分泌される41kDaの温基

性タンパク貨に注目し、そのクローニングと発現解析を行ってき

た.cDNAから予処されるアミノ酸配列が植物のペルオキシダーゼ

と高い相向性が見られたことから、このタンパク質をAspPOXlと

名付けた.f!現解析の結果、 AspPOXlの転写産物は脹形成過程

の比較的初期の段階で多く検出され、 AspPOXlと脹形成との関係

を示唆していた.AspPOXlタンパクのさらなる機能を明らかにす

るため.フェニルプロパノイドやチロシン、 lAAなどを基貨にして

反応をみたところ、リグニン前康体であるコニフェニルアルコー

ルに強い基責特異性が認.められた.しかし実際に脹形成過程の細

胞壁のリグニン量を測定してみたところリグニンの増加は会〈見

られなかった.AspPOXlタンパクによるコニフェニルアルコール

の代S財産物をHPLCで分緩・分取し、 GC-MSによる構造解析を試

みたところこの産物はdehydrodiconiferylalcoholであることが確

かめられた.この結果をふまえ、 AspPOXlタンパクの脹形成過程

の細胞壁における役割について検討している.
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過重力刺激の除去にともなうアズキおよびトウモロコ

シ芽生えの成長回復

蓋盈虚ここ、若林和幸 2、保尊径享 2、神阪盛一郎 3

e岡山県生物科学総合研究所、 2大阪市大院・理・生物、
3富山大・理・生物)

過重力環境下でアズキおよびトウモロコシ芽生えを

生育させると、細胞壁マトリックス多糖が高分子化す

ることによって細胞壁伸展性が低下し、伸長成長が阻

害される。また、マトリックス多糖の高分子化には、

アポプラストの pH上昇に起因するマトリックス多糖

の分解抑制が関与している。これらの過重力環境で生

育させた芽生えを 1gの下に移すと、器官の成長速度

は数時間以内に回復した。また、この成長速度の回復

は、マトリ ック ス多糖の分子量が対照レベルに戻り細

胞壁伸展性が上昇するために起こることが示された。

さらに、マトリックス多糖の分子量の戻りには、アポ

プラストの pH低下に起因するマトリ ックス多糖の分

解促進が関与していると考えられた。以上のように、

成長や細胞壁代謝に対する過重力刺激の影響は刺激が

存在する聞のみに現れるものであり、刺激の除去に伴

って速やかに消失することが明らかになった。植物は、

重力の大きさに応じて柔軟に成長速度を調節し、適応

する能力を有するものと思われる。
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湿度による根の細胞壁粘弾性の変化

盆主主ニJ 山本良一1，藤井修平1，稲永忍2，杉本裕幸2
(名古屋市大院システム自然科学帝塚山短大・食品， 2鳥取大・

乾燥地研究センター)E-rnail; tanimoto@nsc.nagoya-cu.ac.jp 

根にはクチクラがないためアポプラスト空間は外界とつな
がっている。このため，細胞蜜は湿度やpHなどの外界の影

響を直接受ける.そこで我々は，根細胞壁の物性がpHや湿

度等の外部環境への反応を解析し，根の外界への応答に細胞

壁が関与する可能性を調べた。
細胞壁粘蝉性は，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.
E1. E2)と粘性係数(η0，η1.η2)を指標とした.
脱水の効果:メタノール固定した根の切片を，各種の浪度
のエタノール(EtOH)溶液(蒸留水希釈)に浸した後，同じ溶

液中で粘弾性を計測した EtOH濃度の上昇に伴ってすべて

の粘弾性パラメータが大きくなり (EOは約8倍， η0は約 11 

倍).伸展性が低下した.エタノール濃度と 6つのパラメー
タの関係を詳しく見ると，粘性成分の方が弾性成分より脱水

に対して敏感であることが示された。

加湿の効果:根の形態をできるだけ保持したまま乾燥し，

一定湿度に平衡化した根の粘弾性を計測した. 湿度の上昇
に伴って粘弾性係数は大きく低下し，伸展性が大きくなった.

粘性係数は吸湿性の高い成分の物性と関係しており，弾性率

(EO)は比較的吸湿性が遅い部分によって狙われている可能性

が示された.ペクチンなどの部分抽出によって，さらに，こ
のような水分子と物性の関係を調査中である。

S138 

ジペレリンによる細胞壁多糖の変化ーーアラスカエ

ンドウ根軸に沿ったヘミセルロース分子量分布に

対する効果ーー

撞且車品.Capek P， Huber D，谷本英一
(名古屋市立大学大学院システム自然科学研究科)
E-rnail: t. urneda@gns.nsc.nagoya-cu.ac.jp 

細胞壁マトリクス多絡は，ジベレリン (GA)による根の

成長制御においても役割を果たしていると考えられる.我々

は既にペクチンの分子量がジベレリンによって滑加すること

を報告したが、ヘミセルロース多績については知られていな

かった。本研究ではアラスカエンドウ根のヘミセルロース多

糠の分子量分布を分析し. GAの効果を調査した.

GA処理した根には，アンシミドール処理によって成長が

抑制された根よりも，大きなキシログルカンとヘミセルロー

ス分子が存在した.このようなジペレリンの効果は根の伸長

域と成熟域では観察されたが、根端分裂組織待では観察され

なかった.根端部のキシログルカンとへミセルロースは.基

部の細胞壁より分子量分布が大きかった.アンシミドール処

理で伸長が抑制され肥大した根では，細胞壁の齢が進行し，

マトリックス多槍の低分子化が進行するものと考えられる。

ジペレリンはこの齢の進行を抑制し高分子多績の供給を促し

ていることが示唆された.このことは，細胞壁の伸展性との

関係において，幼葉鞘切片でみられるオーキシン誘導伸長の

メカニズムとは異なる機構が存在することも示唆している。
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脱分化と分裂組織形成に関する

シロイヌナズナ温度感受性変異体srd2の解析

玄盆差詑都杉山宗隆舗り覗・理・植物園)

植物の組織培養で昆られる脱分化、再分似立、値牧師胞のもつ

分化会側室を織的に反映する現象である.分化全能性発現の分子

機構の解明を目指して、私たちはこれまでに脱分化、再分化に関

するシロイヌナズナ温度感受性変異体を多数単圏直し、解析を行っ

てきた.その一つ、 srd2変異体l玄、応軸の脱分化に関しては強

い混度感受性を示すが、根の脱分化に関しては温度感受性を示さ

ず、また脱分化後の細胞地殖は正常であるが、シュート演、根端

分割組織形成過程は温度感謝笠を示す、など大変興味深い特徴を

もっ.これらの蔀見型から、 SRD2遺伝子は細包繍殖能の励起全

般に関与し‘脱分化過程では治殖能を持たない組縫が増漣能を獲

得する渇合に、分叡組織形成の過程ではこれに先立って必要な増

殖能レベルの上昇に働く、と推理している.精密マッピングを行

った結果、 srd2変町立第 l染色体の43cMの位置、約4kbの範

囲に存在すると推定された.これはF3M18.4という CDSの前

半部とそのム涜織に相当する.現在この節図の温基配列の決定と

あわせて、変異形貨の相補能検定を進めている.
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熱帯樹木クロトン Codiaeumvariegatumにおけ
る表現型の多様性

下地 寿，貝沼真美， 山崎秀雄 (琉球大・理・

海洋自然)

クロトンは、 「枝変わりJと呼ばれる体細胞突然変

異を高頻度に引き起こす熱帯性樹木である。挿木に

よって人為的に選抜、固定された園芸品種の数は現

在百以上に及んでいる。これまでクロトンが生物学

研究の対象となったことは殆ど無く、高頻度の体細

胞変異を引き起こす原因は全く分かつていない。本

研究では、特徴的な6系統の葉外部形態と遺伝子多
型について比較解析を行った。クロトンの葉長と葉

幅の測定を行ったところ、系統間で葉長に対する葉

幅の比率の顕著な違いが見られた。クロトンゲノム

多型を調べるためにRAPD(Random Amplified 
Polymorph!c DNA)法を適用した結果、系統に特

有な数本のマーカーが検出された。また、クロトン

ゲノム中に転移因子様配列が存在することカ~CR法

によって示された.クロトンに見られる高頻度体細

胞突然変異と転移因子の関係について考察する。
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発表取消
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シロイヌナズナの内皮細胞層では液胞膿関連遺伝子が重力
屈性に必要である.
窪田(審.)聖書代¥加蔵壮英2、上回貧志'、禽厳知恵子ヘ
中野明彦九回坂畠生1 ('奈良先嶋、 2京大院、'理研)

高等植物のシュートは一般に負の.カ屈性反応を示す.
我々は軍力感受から刺激伝遣の分子メカニズムを理解する
ため、花茎の量カ属性変異体sgrをシロイヌナズナから単
峰、解析している.
sgr.変異体では重力屈性異常に加えて、受精卵の頂繍側
に形成される大きな液胞の為に、その後のH発生にも異常
が見られるo SGR2は、膿貫通領織を持つウシホスホリバー
ゼAlと相同性を示したo SGR2-GFP魁合蛋白質は培養細胞
中で、液胞膜及びエンドソームに局在した.一方sQr4/zIQ
変異体let，花茎が節で折れ曲がりジグザグな形般を示す
ZIGIま、醇母において液胞への小胞愉送に関わるv-SNARE、
Vtilのホモログとして単敵されたAtVTIlaと岡ーであっ
たo SGR2， ZIGともに植物体全体で発現していた.花茎の
.力感受には、.カ方向に移動するアミロプラストを含む
内皮細胞膚が必須であるが、 sgr2、ZIg変異体は共にアミ
ロプラスト分布の異常を示した.内皮細胞特異的なSCRプ
ロモーターで各遺伝子をそれぞれの変異体中で鶴導する
と、量力屈性反応を相補し、アミロプラスト分布も正常で
あった.一方でpSCR::ZIGIまZIg変異体の花茎の形態を相補
しなかった.以上の結果から、内皮細胞にあるSG限・ ZIG
が花茎の重力屈性反応に軍要であり、他の組織ではそれ以
外の役割を担うことを示している.またそれぞれの変異体
の表現型および局在や織能から、 ZIGがSGR2のエンドソー
ム/液胞への愉送を担い、内皮細胞内の液胞等の膿系が重
力屈性に関与することが推測される.
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管状要素自己分解過程における加水分解酵素の空間的解

析

ま盤盤、中島仁、福田裕穂(東京大・院・理・生物科学)

道管・仮道管を構成する管状要素の分化過程では、厳密

に制御されたプログラム細胞死が起こり、最終的に管状要素

は中空の死細胞へと分化する。私たちは、ヒャクニチソウ管状

要素分化系を用いて、自己分解に伴って活性が上昇する加

水分解酵素、 S1型ヌクレアーゼ ZENl、リボヌクレアーゼ
ZRNase!、システインプロテアーゼ ZCP4に着目し、これらの

自己分解、とくに核分解との関連を明らかにすべく研究を行

っている。今回、各加水分解酵素のタンパク質レベルでの挙

動を調べるため、各酵素に対する特異抗体を作製した。得ら

れた抗体を用いて分化に伴う発現ノ4ターンを調べたところ、

ZEN1、ZRNaseI及び zσ4はいずれも mRNAの発現と

ほぼ一致して自己分解直前の時期に一過的に発現すること

がわかった。このことから、これらの加水分解酵素の発現は転

写レベルで制御されていると考えられた。また、抗 ZEN1抗

体を用いた免疫局在解析から、少なくとも ZEN1は管状要

素へと分化しつつある細胞で ER、ゴルジ体を経て液胞へと
輸送されることが明らかとなった。現在、 ZRNaseI、ZCP4の免

疫局在解析と、核分解関連因子として新たなヌクレア}ゼの

探索を行っているので、これらの結果をあわせて報告する。
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未成熟な木部細胞から分泌されたTED4タンパク
質は管状要素に隣接する細胞を守る
遺車監盤、出村拓 1、福田裕穂(東大院・理・生物科学、
2理研・纏物科学研究センター)

管状要素(道管・仮道管構成細胞)は分化の最終局面で
中空の構造物となるため、その細胞内容物は周囲へ流出す
る.T回 4はそのような管状要素の形館形成に先立って細胞
外に分泌されるタンパク質である.私逮はこれまでに、ヒ
ャクニチソウ管状要素分化系を用いた解析から、管状要素
の自己分解に伴って流出するプロテアソームに対し、T印 4
タンパク貨がインヒピターとして機能しうることを明らに
してきた.そこで、 TFD4タンパク貨のインヒピターとし
ての機能と管状要素分化過程での役割に着目して解析を進
めた.まず、管状要素の自己分解の直前に TED4タンパク
質を除去して培養を続けたところ、管状要素以外の細胞の

死亡.が泊加した.この場合、プロテアソームの活性も細
胞外において検出された。つぎに TED4タンパク貨を除去
するとともに、プロテアソームインヒピターであるラクタ
シスチンを添加して培養を行ったところ、死亡皐は通常の
格差時と同等のレベルにまで抑えられた.これらの結果か
ら、 TFD4タンパク貨が、管状要素から流出したプロテア
ソームの活性を阻害することで周囲の細胞を守っているこ

とが示唆された.
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Rubiscoのグリケーションとそれにともなう Rubiscoのプロ

テアーゼに対する感受性の噌加
iI1S.壬2皇、山内嶋雄、田中浮(鳥取大"."編物織能学)

生体内タンパク賀は時間とともに共存する還元箱による修飾
(グリケーション)を受け、その織能が低下することが知ら

れている.今回我身は、 Ribulose-1.5・bisphosphate

carboxylase/oxygenase (Rubisco)に注目し、そのinvivo、in

vitroでのグリケーション機構、およびグリケーションを受け

たRubiscoのプロテアーゼ感受性について嗣ぺた.

Rubiscoのグリケーションはタンパク貨のグリケーション

により化学的に生成される AGE(advanced glycation end 

product母、 carboxymethyllysine、pentosidineに対する3種

類のモノクローナル抗体を用いてウエスタンプロッティング

により検出した.

精製 Rubiscoを還元繍{グルコース〉と invitroで共存さ

せたところ、インキュベート開始から 3日目に3ft類の抗体

と反応するグリケーション生成物が見られた.また、 Rubisco

lまグリケーションとともに高分子化し、グリケーションにと

もないサブユニット聞に架織が生じていることが分かった.In 

VIVOでは、 Anti-AGE抗体のみがシグナルを示し、 invivoで

のグリケーションは invitroとは異なるメカニズムで起こって

いることが示唆された.纏物由来のものを含むプロテアーゼ

を用いた実験により、グリケーションを受けた Rubiscoは

nativeなものよりプロテアーゼによる分解を受けやすくなっ

ていることがわかった.これらの結果から、植物体内での

Rubisco分解についてのモデルを考嬢した.

S146 

栄養著書官製液胞プロセシング酵素の活性化機構とその生理
織能

星盤整狙，山田健志西村いくこ西村総夫

(基生研・細胞生物京大検・理・纏物)

液胞プロセシング醇来 (Vacuolarprocessing enzyme; 
VPE)は，高等植物の調子タンパク貨の成熟化に関する新規
のシステインプ口テイナーゼであるがれに業や根などの器
官では栄養鶴宮型務官 VPEがストレスや老化によって際
渇されることをこれまでに明らかにしてきたω.この栄養
器官型 VPEの特性を明らかにする目的で.yVPEの活性発
現の機僧およびその生理的役割について解析を行った.
yVPEの遺伝子をパキュロウィルスシステムを介して昆
虫細胞(Sf21)に導入したところ.55kDaと57kDaのyVPE
が細胞内に発現した.55-kDa yVPEはシグナルペプチド
から始まるプレプロ型前駆体であること，一方. 57-
kDayVPEは繍鎖が付加されたプロ型前駆体であることが
分かった.55-kDaの前駆体は，酸性条件下で放置すると，
一定のラグタイムの後中間体を経て成熟型に変換され，生
成する成熟型の量に比例した活性が検出されることが明ら
かになった.これらのプロセシング織式の解析により，栄
養器官型 VPEの活性発現は自己触線的に起こり，不活性

型のプロ型的駆体が，中間体を経て活性を持つ成熟型に震
後されることが示された.さらに，蛍光基貨を用いたyVPE
の反応速度解析や VPEの活性に及ぼすプロテアーゼイン
ヒピターの影響，その限書織式についても報告する.
(1) Hara-Nishimura et al. (1993) Plant Cell， 5: 1651-1659 
(2)K泊oshita，Yarnada et al. (1999) Plant人 19，43・53



S147 

高等植物におけるオートファジーに関する解析
盈圃重量1，2、野田健司 1，2、白野由美子M、佐藤修正5、加藤
友彦5、林浩昭e、柴田大輪泊、田畑哲之5、大隅良典1，2

。基生研総研大，S三井業際植物，4NewJ ersey大，Sかずさ
DNA研東大院・農・応生イI::l

オートファジー(自食作用)とは、栄養飢餓に伴

い、細胞が細胞質成分を液胞争輸送、分解するとい

う真核生物に普遍的に存在する現象である。我々はこ

れまでにオートファジーに関わると予想されるシロ

イヌナズナの CI別A (AtAPG genes) を7つ単離
した。そして、高等植物におけるオートファジーの生

理院臓能を探るために各遺伝子の TーDNA挿入破壊
株をスクリーニングし、 atapg9-1 という遺伝子破

壊株を得た。 a匂沼9-1は窒素源欠乏、炭素源欠乏の
両条件下において、葉のクロロシスか腎生型株よりも

早く誘導されることが示された。また、切り葉に老化

を誘導すると、野生型株よりも早く老化が誘導され、

さらに最終的に枯死した葉の様相に野生型株との違

いが観察された。これらのことから、老化や栄養欠乏

時においてオートファジーが果たす役割について議

論したい。

S148 

シロイヌナズナ緑葉における暗所誘導遺伝子の発現
制御
中川由香、吉田聡子、藤木友紀、伊藤正樹、
西国生|目、渡遁昭(東大・院理・生物科学)

われわれはシロイヌナズナの緑葉から暗処理によっ
て発現が誘導される din遺伝子群(dark-盟ducible
genes)を単離し、その解析を行ってきた。 din遺伝子
群は数時間の暗処理で発現が誘導されるもの(din:1>
と、一日以上の暗処理が必要なもの(din2、dinfみとに
大別される。これら全ての din遺伝子群の発現には糖
レベルの低下が必要であり、培養細胞を糖飢餓状態に
置いて3時間で一様に発現が誘導される。従って、植
物体における発現時期の違いは糖以外の別の因子に
より調節されていることが推察される。暗所に置いた
切り葉にカルモジュリン阻害剤である W-7を投与す
ると、 din2.cカ;n9遺伝子の転写産物量の増加はコン
トロールに比べ、早い時期に認められたが、 din3遺
伝子には影響がなかった。そして老化が早く起きる変
異体hypersenescence1に暗処理を行うと、 din3遺伝
子は野生型と比べて変化がないのに対して、din2、
din9遺伝子の転写産物蓄積は変異体において早まっ
ていることが明らかになった。以上の結果から、長時
間の暗処理で発現が誘導される din2.din9遺伝子の
発現制御には糖以外の要因として葉の老化が必要で
あり、そこにカルモジュリンを介した系路が関与する
可能性が考えられる。
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2穂のタバコIip19サブファミリー遺伝子の特徴付け

重盛盤，Thomas Berberich1，佐野浩，草野友延(奈良先端大・遺伝

子教育研究センター， lBotanisches Institut， J.W. G田 the-U ni versi凶t)

稲のl伊19は、低温2貫通事性遺伝子として単離された。我q，;tタバコ

より 2種のIip19相同性遺伝子、 tbz17とtbzF、を単離し、その特徴
づけを行ってきた。今回、タバコ植物体の生育に伴うmRNAの局在

部位と、遺伝子産物であるTBZ17とTBZFの至適DNA結合配列を決

定したので報告する。

tbz17とtbzFの遺伝子産物は、それぞれ145アミノ酸と144アミ

ノ酸からなるbZIPタンパク貨であり、両者';1:73%の相同性を示し

た。 TBZFはTBZ17と同織に核因子であり転写活性化能をもつことも

示してきた。

Random Binding Site Selection法を用いて、 TBZ17やTBZFの歪

i直結合配列を同定した所、両者はA-box/G-boxとC-box/G-boxのハ
イブリッドモチーフを含む配列に優先的に結合することが判明し

た。

tbz17とtbzFは、低温(4'C)処理によりmRNAの蓄積がみられた

が、生育に伴う発現制御が起こることも明らかとなった。すなわ

ち、成熟した9パコ植物体で、 tbz17mRNAの蓄積はクロロフィル
含量の低い老化業でより多くみられたが、 tbzFmRNAの奮械は老化

葉に加え、花芽周辺組織でも観察された。加 situhybridizationによ
り、 tbz17は老化葉の孔辺細胞で、一方tbzFは花および老化葉の孔

辺細胞で発現量が多いことがわかった。

以上の結果を踏まえ、 tbz17とtbzFlの役割について考察する。

S150 

接触および光刺激による葉緑体運動の運動機構の
解析

隼麗阜盤:、和田正三1，2 門田明雄1(1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、

弱光下での誘引反応、強光下での逃避反応は、青

色光吸収色素、フィトクロムの両方にに調節され

る。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、フィトクロムに調節される運

動は微小管系に依存するのに対し、青色光吸収色
素による運動は、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。一方で、葉緑体運動は、光だけで

なく、接触刺激によっても誘導される。ホウライ

シダでは、アクチン繊維に依存する接触部位逃避

運動が誘導されることはすでに報告したが、コケ

植物では、接触部位に集まる接触部位誘引反応が
誘導された。そこで、ヒメツリガネゴケにおける

接触部位誘引反応の運動機構を調べた結果を報告
する。



F203 

光はイネのブラシノステロイド生合成を促進する

横田孝雄、壁担墨ム、佐藤達郎l、小林誠(帝京大・

理工・バイオ、 1宇都宮大・農・野生植物)

F201 

雄性両性同株型キュウリにおけるM ローカスとエチレンによ
る性表現の制御
山魁盈司，藤井伸治，松浦誠司高橋秀幸(東北大院・遺生
研， 1 (株) トーホク)

明・暗条件で育てたイネの茎葉及び根から

castasteron巴、 typhasterol、teasterone、6・d巴oxocastaste-

rone、6・deoxotyphasterol、3・dehydro-6・deoxoteasterone、

6・deoxoteasterone、6-deoxocathasteroneをGC・SIMに

より同定した。 3・dehydroteasteroneは茎葉のみから

検出された。一方、 brassinolideおよびcathasteroneは

いずれの試料からも検出されなかった。茎葉におい

ては、明条件でのBR含量を暗条件と比べると、
typhasterolの量が33倍に、 castasteroneの量が6倍に増

加した。他のBR含量は2・3倍に培えた。光はイネ茎
葉において、 C-6酸化酵素を活性化して、 6・

deoxocastast巴roneからcastasteroneへの変換、および

特に6・deoxotyphasterolからtyphasterolへの変換を増

大しているように考えられる。なお、興味深いこと

に、根においては内生BRに対する明瞭な光の影響
は見られなかった。このことから、根においては、

光はBR生合成に関与していないと考えられる。

雌雄同株縞物のキュウりでは，遺伝的にFおよびM ローカ
スによって性表現が制御されている.すなわち，これらの
ローカスの優劣の組み合わせによって，雌性型 (M-F・)，混
性型 (M-ff)および雄性両性同線型 (mmff)の異なる性表現
型品種が生み出される.一般に，雌性型キュウりは，混性型
キュウリに比べて多くのエチレンを発生することが知られて
いる.本研究において，雄性両性同株型キュウリの茎頂にお
けるエチレン発生量とCS-ACS2遺伝子の発現量は，ともに混
性型キュウリと同程度であり，且つ，雌性型キュウリに比べ
て低いことが明らかになった.また，エチレンは，雌性型キ
ュウりでは雄蕊の発育を抑制するものの，雄性両性同株型キ
ュウりでは抑制しないことが明らかになった.さらに，CS-
ETR2， CS-ERSおよび、CS-ACS2遺伝子発現は，雌性型キュウ
リと混性型キュウリの茎頂ではエチレン誘導性を示すが，雄
性両性同株型キュウリの茎頂ではエチレン誘導性を示さない
ことが明らかになった.また，低濃度のエチレン存在下での
.DI軸の伸長阻害は，混性型キュウりや雌性型キュウリに比べ
て雄性両性向株型キュウリで小さいことが明らかになった.
これらの結果は，雄性両性同株型キュウリでのエチレン応答
性は，混性型キュウリや雌性型キュウリに比べて低下してい
ることを示唆している.このことは，キュウリにおいてエチ
レンシグナルがM ローカスの産物を介して雄蕊の発育を抑制
することを示した初めての結果である.以上のことから，雄
性両性同線型キュウリは，花の性決定時のM ローカスの機能
を解析する上で，興味深い品種であることが示された.

F204 

コウキクサにおける根の可塑的伸長のジベレリン

制御

稲田さやか、新免輝男(姫路工大・理・生命)

F202 

光によるブラシノステロイド生合成遺伝子

の発現制御
盤盟主牛、郷田秀樹、宮内成真、永田典子、
浅見忠男、藤岡昭三、吉田茂男
(理研・植物センタ一生長制御、理研・植物機能)

我々は、コウキクサの根の切片における伸長生

長の解析を行った。ジベレリン生合成匝害剤であ

るウニコナゾール P(Un-P)は、切片の伸長生長を

阻害した。この阻害は、主に可塑的成分の限害に

よって引き起こされることが分かつた。また、 Un-P

存在下では、根の長軸に対して垂直方向に並ぶ表

層微小管配列が断片化した。 UrトPによる阻害は可

逆的であり、 GA3は Un-Pによる切片の伸長阻害

を回復させた。この回復は弾性的成分ではなく、

可塑的成分の増加によることが分かつた。さらに、

表層微小管の配列も GA3によって回復した。以上

の結果より、内生ジベレリンは、表層微小管配列

の制御を介して、可塑的伸長を促進することで、

伸長生長を促進していることが考えられた。この

結論は、微小管匝害剤であるプロピザマイドを用

いた解析によっても支持された。
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F205 

シロイヌナズ、ナ花成へのグルタチオンの関与

止山盤二田;坂糊司、三野真布、田中良和、岩淵樹

(岡山県生物科学総合研究所 (RIBS)) 

最近我々は、管状要素分化のような植物の発達におけ

る調節にグルタチオン(GS町が関与することを示してきた。

我々はさらに植物の発達におけるGSHの新たな役割を明

らかにすべく、 GSHがシロイヌナズナの花成に関与する

かどうかを野生型および晩成化変異俺伽ーl、グルタチオ

ン欠乏変異体cad2-}を用いて調べた。長日条件で種子吸水

から 17と18、20、22日後にGSH合成の特異的阻害剤

Buthionine sulfoximine (BSO)を投与すると、 fca-l変異体の
花成は促進された。一方、種子吸水から12と13、15、17

日後に投与すると、 fca-l変異体の花成は逆に阻害された。
このBSOの阻害効果は104MのGSHの同時投与で弱められ、
1O--~MGSHの同附支与で強められた。吸水から 12と 13 、 15 、

17日後、野生型植物体にBSO処理を行うと花成は促進さ

れ、その促進効果はGSHの同時処理で濃度依存的に打ち

消された。 fca-J変異体はGSH含量が野生型よりも高かっ
たが、 BSO処理と同様に低温処理でその内生含量が減少

し花成が促された。 GSH合成に欠陥を有する変異イ恥-ad2-J

は晩成化の表現型を示し、その表現型はBSO投与で強め

られ、 GSH投与で弱められる傾向を示した。以上のこと

から栄養成長時のGSH合成速度および内生GSH含量がシ

ロイヌナズナの花成と関係していることが示唆された。

F206 

春化処理したトルコギキョウの抽だいにおける

グルタチオンレドックス制御の関与

盟国孟盤、ヨ子真布、岩淵雅樹、小J!I健一

(岡山県生物科学総合研究所(RlBS))

我々は最近、植物の発達にレドックス制御が関与することを

明らかにしてきた。今回は春化処理したトルコギキョウの抽だ

い過程におけるレドックス制御の関わりについて調べた。種子

吸水後 4週間生育させた植物体を、 15'Cで 4週間の春化処理を

行い、続いて 25'Cで4週間生育させた。この一連の処理によっ

て抽だいが促されたが、還元型グルタチオン(GS町の存在下で

はさらに促進された。一方、 GSH合成阻害剤の Buthionine

sulfoximineの存在下では抑制された。一連の処理に伴う GSH

含量とその代謝系酵素活性の変動を調べたところ、 GSHは春化

処理開始後 l日で急速に減少し、 3日固までに春化無処理区と

同じ値まで回復し、その後、再び減少傾向を示した。一方、春

化処理区の酸化型グルタチオン(GSSG)は、無処理区に比べ、高

い値を示し、特に低温処理開始直後、 25'Cに移してから 2週目

で顕著に増加した。また、 GSHlGSSG比は春化処理区でより低

い値を示した。グルタチオンレダクターゼ活性は低温処理開始

後、 GSSGの蓄積を促す方向に顕著に減少していた。以上のこ

とから春化処理によるトルコギキョウの抽だい過程にはグルタ

チオンを介する調節が関与することが示された。
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タバコ細胞核の MAR結合タンパク質の分子構造と機能解析

亜里萱盤、松田奈緒、深見裕之、前島正義(名大院:生命農)

マトリクス結合領域 (MAR)は、 ATに富む塩基配列を持つ

DNA上の領域で、核マトリクスタンパク質と結合することが

知られている。核マトリクスタンパク質は、生化学的に単離

核を塩や界面活性剤で処理した後に残る不溶性のタンパク質

と定義されており、当研究室では核マトリクスの務製法が確

立している。調製した核マトリクスを特異的に認識する抗体

によって、分子量43kDaのタンパク質が検出された。このタ

ンパク質の N末端側のアミノ酸配列とエンドウやイネ、動物
などの MARbinding protein (MARBP)で高く保存されてい

る配列をもとにプライマーを設計し、タバコ BY-2細胞の

cDNA libraryを鋳型として degeneratePCRを行った。得ら

れた cDNA断片をプローブとしてスクリーニングを行い、全

鎖長 1688bpのcDNA(MAR43)を単離した。cDNA配列から

推定されるアミノ酸配列はエンドウのMARBPと75%の相向

性があり、特に N末端側でホモロジーが高かった.しかしエ

ンドウのMARBPのC末端側に存在する特徴的な繰り返し配

列 (KKEID)はMAR43pでは見られず、これまでに得られて

いる MARBPとは異なる新しいタイプのタンパク質だと推定

される.またBY-2のMARDNAとして 13種類を得ている。

大腸菌等で発現させて得た MAR43pのMARDNA結合活性

やMARDNAの配列特異性等について報告したい。

F208 

サイトカイニンはキュウリ切除子葉において暗所でも MG凶合成酵素
遺伝子の発現、活性化、プラスチド糖脂質の蓄積を引き起こす。

山題担起、金井大輔、粟井光一郎、土曽田建、島田裕士、
高宮建一郎、太図書之(東工大・大学院生命理工)

Monogalactosyldiacylglycerol仰GDG)合成酵素は、葉緑体における
主要脂質である MGDGの合成を触媒している。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、またMGD遺伝子の5'上流域に光および縞物
ホルモンに応答するシス領域が存在することが分かっている。

そこで今回は、特に、サイトカイニンのアッセイ系として古くから
用いられているキュウリ切除子葉における、切除による影響に着目し、

光照射時における MGDG合成醇棄の発現と酵素活性、そしてガラク

ト脂質である MGDGとDGDGの蓄積量の変化に対して、光とサイト

カイニンがどのように関与しているかを詳細に解析した結果を報告
する。

暗所で育てたキュウリ子葉に光を照射すると MGDG合成酵素遺伝

子が一過的に発現し、それに伴いMGDG合成酵素活性の増大と糖脂
質の蓄積が見られる。しかし、キュウリ子葉を切除した後、光を照射

すると、未切除子葉に比べ、充分なmRNAの蓄積や酵素活性、正常な
糖脂質の蓄積が見られなかった。これは、根や座戦からの糖脂質の正

常な合成に必要な因子の供給が途絶えたためと考えられる。この切除

子葉に暗所でサイトカイニンを処理すると MGDG合成酵素遺伝子の
発現や酵素の活性化、糖脂質の蓄積がほぼ完全に相補され、未切除子

葉に光照射を行った場合と同様の効果が得られた。これらのことより、
光による葉緑体糖脂質の蓄積、すなわちチラコイド膜の発達にサイト

カイニンが重要な働きを持つことが示唆される。



F209 

cDNAマクロアレイを用いたジャスモン酸応答性遺伝子群の大規模
解析:ジャスモン酸生合成に対するポジティブフィードバックと他

の纏物ホルモンとのクロストーク

佐全室盆王、浅水恵理香¥柴田大輔¥中村保ー¥金子貴一¥
菓井光一郎、増田建、島問裕士、高宮建一郎、国畑哲之¥太田

啓之
(東工大・大学院生命理工・生体システム、 1かずさDNA研究所)

ジャスモン酸およびその誘導体であるメチルジャスモン酸
OAeJA)は、病傷害応答や衡の形成、老化などの生理現象に関与
する生理活性物質として知られている。しかし、ジャスモン酸によ
る情報の伝達経路についての知見はほとんど得られていない。本

研究ではジャスモン酸類の情報伝達機構と、それらの下流で生じ

る生理現象を明らかにするために、ジャスモン酸応答性遺伝子群
の網羅的解析を行っている。 MeJA処理を行った播種後 10日目の
アラピドプシスから抽出したmRNAを用いてcDNAマクロアレイを行
ったところ、 MeJA処理後1時間から24時間までの聞に、未処理に
対して 3倍以上の発現量sr化を示す遺伝子が機能未知のものを
含め 42個同定された。これらの中には、ジャスモン酸生合成の酵
素をコードする遺伝子であるLOXZ.AOS. AOιOPRI. OPR3が含まれ
ていた.この結果Iま現在同定されているジャスモン酸生合成遺伝
子が全てMeJAによって続導されることを示している.また、ジャス
モン酸がエチレン・オーキシン・サリチル酸などの植物ホルモンと
協調的あるいは箔抗的に作用することが知られているが、今回の

結果からジャスモン酸とこれらの植物ホルモンとのより複維な相

互作用が明らかになったので報告する.

F210 

微生物由来エチレン生成酵素遺伝子を導入した形質転換タ

バコの特性

荒木誠士，田中正美，吉田和哉 1，新名惇彦 I，松岡正佳人

小川隆平 2

(熊本県農研センター奈良先端大・バイオ崇城大・

応微エ)

植物ホルモンであるエチレンを時期及び組織特異的に発

現させる事により，耐病性，ストレス耐性，雌花形成等の

制御が可能になると期待される。そこで， Pseudomonas 

syringae pv. phaseo1ico1a PK2由来の 2・オキソグルタ

ール酸依存性エチレン生成酵素 (EFE)の遺伝子をタバコ

に導入し，遺伝子の発現とその影響を調査した。

EFE・GUS融合遺伝子を 35Sプロモーターの下流で発現

させた結果，節聞が短くなり草丈が低くなり，葉が波打ち

小さくなり，また根が太く脆くなる形態異常を示す系統が

得られた。形態異常を示す系統は非形質転換体の20倍以上

のエチレンガスを生成した[1]。また，タバコアルコール脱

水素酵素遺伝子のプロモーター (NtADHp)を用いて，組

織特異的発現とその影響についての実験も併せて行った。

NtADHpでは根のみで GUS遺伝子の発現およびエチレン

生成量の増加が認められた。

[1] Araki S. et a1. (2000) Plant Cell Physiol. 41: 327・334.
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トマト生長崎のIAA分布とラペJl-IAAの輸送能カ

児島清秀・大竹絵梨子1・馬霊祭

{新潟大・自然研、 1新潟大・農)

生長中の植物体でのlAAと生理現象の関係を解明

するために、モデル系として革本性のトマトの栄

養器官(茎・葉・根)と果実を使用し、 lAAの輸送

能力(極性輸送)・拡散量・内生量を同時に測定

した。内生量はアポプラスト (AP)とシンプラス

ト (SP)に分けて分析した。輸送能力は14C-lAA

を使用して、各部の内生lAA量は13C6-IAAを内部

標準としてHPLC-質量分析計-SIMで分析した。

茎は長軸 (3等分) ・単軸方向(皮・肉・芯部)

のそれぞれの部位に、果実は果皮・隔壁・果芯に

分けた。茎ではlAAの輸送能力は下部で低下し、内

生lAA濃度はAPのSPよりも 2倍以上高く、下部で

は上部の 2倍高かった。果実でもlAAの顕著な結果

が得られた。以上の結果から、生長中の植物体で

のlAAの生理作用に関して多面的に考察した.

F212 

コムギの樹番き耐性における第一節聞の伸長成長のためのジ

ペレリンとカリウムの作用

堕亙，東谷篤志，菅洋，武田和義高橋秀幸(東北大・遺

生研岡山大 ・生物資源研)

培地に外生のジペレリン (GA)を与えると，紅1::麦とよ

ばれる中国の黄土高原で発見されたコムギ品種 (Tritic抑

制 tivum L.)の第一節聞の伸長は，著しく促進された。紅苦

麦の芽ばえは，第一節聞が伸長することによって，深播き耐

性を示す。本研究では，第一節間の伸長に対する GAとカリ

ウムの作用とその樹番き耐性との関係について解析した。GA

による紅苦麦第一節聞の伸長の促進には，培地中のカリウム

の存在が不可欠である。 GAを与えると，紅1::麦では，第一

節聞の細胞のカリウムの取り込みが促進され、他の品種に比

較して，紅苦麦の根と第一節問中のカリウムチンネル遺伝子

発現のレベルか清いことがわかった。培地中に GAの生合成

阻害剤ウニコナゾールを添加すると、根におけるカリウムチ

ャンネル遺伝子の発見が低下し， GA3を与えると，これらの

遺伝子発現が回復された.また，第一節問中のカリウムチャ

ンネル遺伝子の発現が Gんによって誘導されたことから，紅

苦麦の深播き条件における第一節問伸長の主要因の lつであ

るカリウムの取り込みには GAが重要な役割を果たしている

ことが万司愛された。



F213 

ヒマワリ種子発芽過程における新規アレロパシ一物質の消長
大野修二1、富田一横谷香織2、鈴木利貞2、小瀬村誠治4、
安井一巨人後藤敏男5、山村庄亮4、長谷川宏司Z
( 1筑波大学大学院バイオシステム研究科、 2筑波大学応用生
物化学系、 3筑波大学大学院農学研究季" 4慶慮義塾大学理工
学部化学群" 5日本バイエルアグロケム)

ヒマワリの植物体が強い限筈的アレロパシーを有すること
はよく知られており、これまでにその葉から数種のアレロパ
シ一物質が単目撃・同定されている。しかし、その種子の発芽
段階におけるアレロパシーについての詳細な研究はない。そ
こで、まずヒマワリ種子の発芽段階でのアレロパシーを観察
した。ヒマワリ(胎lian幼usannuus L; cv. Taiyo， Sapporo 
Saishuen， Jap釦)種子と数種の植物種子を同一シャーレ内
で混植したところ、オオイヌノフグリの成長が対照に比べ大
きく抑制された。 この結果より、ヒマワリ種子が種選択性
阻害的アレロバシ一機能を有する可能性が示唆された。そこ
で大量のヒマワリ種子を水で培養し、その培養液からこのア
レロパシー現象を引き起こす原因物質の単離・同定を試みた。
各種クロマトグラフィーを用いて阻害活性物質を精製・単離
し、機器分析を行い、この物質を新規物質 4，15-dinor-3-
hydroxy-1(5)-xanthene-12，8-o1ide と同定し、これを
Sundiversifolideと命名した。この単離した物質について
6種の植物を用いて生物検定を行ったところ、この物質が種
選択性を有することが明らかになった。 また、ヒマワリ種
子 500粒を培養した培養液を精製し、HPLCを用いて分析した
ところ、Sundiversifolideと同様の保持時間にシングルピー
クが認められたが、このピークは時間と共に減少し、代わりに
他のピークが治加していくという事実が明らかになった。
これらの結果から、Sundiversifolideはヒマワリ生育環境中
に放出されたあと他の物質に変化していくことが推察された。
この物質について、現在詳細な検討を行っている。

F214 

クレス緑化芽生えにおける成長抑制物質の探索

呈盆却盟、山田ノj、須弥 I、鈴木利貞 2、小瀬村誠治 3、山村

庄亮3、宮本健助4、上回純一久長谷川宏司，(大阪府大・院・

理、 1筑波大・応生化、 2筑波大・騰、 3慶応大・理工・化、‘大

阪府大・総合科学部)

我々はこれまで高等植物・茎の光屈性のメカニズムについて

分子レベルから研究を行い、光側・影側におけるオーキシン

の分布は均等であり、光側で生成される光誘導性のオーキシ

ン活性抑制物質が光屈性を制御していることを報告してきた

(Bruinsma-Hasegawa説)。光屈性制御物質としてダイコンか

ら4-methylthio-3-butenylisothiocyanateや raphanusanins

を、トウモロコシから benzoxazolinone類を、ヒマワリからか

epixanthatinを単離・同定してきた。今回は光屈性の研究に

汎用されてきたクレスを用いて、光屈性制御物質の本体を明

らかにすることを最終目的として、まず、クレス緑化芽生えか

ら成長抑制物質の抽出を行い、いくつかの物質の単献に成

功した。そのうちの 1つは glycerol 1-(9，12，15-

octadecatrienoate)であることが、 'HNMR等から明らかにな

った。他の成長抑制物質の構造解析は現在進行中である。
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トマト搾汁残澄由来の縞物成長促進物質

鐙準型i息1、富田一機谷香織2、津布楽洋和3、吉田滋樹2、日下
部功2、山田小須弥2、三木洋一4、長谷川宏司 2(1筑波大

院.&量、 2筑波大・応生化、 3カゴメ・総研、 4三木商庖)

食品製造業において、廃棄物の処理は重要な課題の一つで

ある。食品製造業から排出される廃棄物中には細胞壁多糖等

多くの有機物が含まれている。これらを再資源とした何らか

の活性物質の創製等、有効利用できる可能性が高い。そこで

本発表ではトマトジュースの製造過程で大最に排出される搾

汁残溢を材料として用い、植物成長促進剤としての有効利用

性について検討を行った。

トマト搾汁残澄を水で煮沸し、その抽出物をケイトウ、 ト

マトに与えて倍養したところ顕著な成長促進効果は認められ

なかった。そこで、 トマト搾汁残溢に塩自主を加え、煮沸した

抽出物を中和の後、ケイトウに与えて培養したところ、熱水

抽出にくらべ著しい成長促進活性の増加が認められた。特

に、 4時間酸処理した抽出物では shootの伸長を 500ppmで

70 %、 1000ppmで 100%促進した。しかし、 4時間以上煮

沸した抽出物では、 4時間酸処理した抽出物に比べ、成長促進

活性の減少が認められた。一方、 トマト搾汁残漬に水酸化ナ

トリウムを加え煮沸した後中和したアルカリ抽出物では逆

に、 sh∞t、r∞tともに成長が阻害された。
4時間酸処理した抽出物の、成長促進活性の原因物質につ

いて、精製を行ったところ、 HPLC-PAD分析により、重合度

6-10の酸性糖の存在が認められた。現在これらの詳細な

構造と作用機構について検討を行っている。

F216 

EFFECTS OF BRASSINOLIDE ON CELL 
DIVISION AND ELONGATION IN EPICOTYL 
GROWTH OF PEA SEEDLINGS. 
Naova MAED11， Norihito KUNO'， Takao YOKOTA2， 
Motohiro FUKAM1 and Masaki FURUYA'; Grad. Sch. 
Agr.， Utsunomiya Univ.， Utsunomiya， Tochigi 320・8505，
'Hitachi Advanced Research Laboratory， Hatoyama， 
Saitama 350・0395， 2Dept. Biosci.， Teil王yo Univ.， 
Utsunomiya， Tochigi 320・8551

We studied effects of brassinolide(BL)， a biologically 
active brassinosteroid(BR)， on epicotyl growth in 
etiolated seedlings of wild句pe(WT) and a BR 
biosynthesis mutant (lkb) of garden pea(Pisum sativum， 
cv Torsdag). The dwarf phenotype of the mutant first 
became detectable 53 hours after sowing in darkness at 
25"C. We treated the mutant with BL in an attempt to 
rescue the dwarf phenotype. Time course study indicated 
that the dwarf phenotype of lkb was most effectively 
recovered when BL of 1 x lu-7M was given exogenously at 
29th hour after sowing. 1n response to this treatment the 
first internode of the lkb mutant grew 2・foldlonger than 
untreated lkb control. However， BL treatment was 
unable to fully rescue the lkb mutant， as internode 
elongation and cell number of BL-treated lkb se巴dlings
was only one half that of the WT. The maximal 
difference in cell number between WT and lkb was 
established by 29 hours after sowing， suggesting that cell 
division was significantly influenced by endogenous BR 
before 29 hours after sowing. 



F217 

シロイヌナズナの芽生えの成長に対するブラシノライドと
ブラシノステロイド生合成阻害剤ブラシナゾールの影響
居並去、中村考志 1、浅見忠男 2、吉田茂男 2、松尾友明、
岡本繁久(鹿大農・生物、 l京府大・人環、 2理研)

ブラシノステロイド(BR)は多面的な生理作用を示す第6番
目の植物ホルモンである。近年、シロイヌナズナの分子遺
伝学の発展により BRの生合成やシグナル伝達の詳細が明
らかになりつつあるが、シロイヌナズナを用いた生理学の
研究は、その重要性にも関わらず、前者に比べ進んでいな
い。そこで我々は、シロイヌナズナの芽生えの成長に対す
るブラシノライド(BL)及び BR生合成阻害剤ブラシナゾー
ル(Brz)の影響を調べた。その結果、外から与えたBL(lO-lO
-10-6M)は子葉の肥大や連続光下で栽培した場合の下脹軸の
伸長を獲度依存的に促進した。逆に、新鮮重の場加、根の
伸長、暗黒下における下降輸の伸長は、 BLの濃度に依存し
た限害を受けた。他方、 Brz(10-9-1Q-5M)を処理すると、明
暗に関わらず濃度に依存した成長の阻害が見られた。以上
の結果から、シロイヌナズナの芽生えが正常に成長するた
めには、内生のBRが不可欠であること、また成長を促進す
る内生BRの浪度が器官によって異なることが示唆された。
続いて、一般的に茎の伸長に関わると考えられているオー
キシン、ジペレリンと BRの下阪軸の伸長における関連性
を調べた03種の植物ホルモン(BL、IAA、GA3)と阻害剤(Brz、
PCIB、τ1BA、Uniconazole)を同時に投与して成長に対す
る影響を調べた結果、連続光下における下降軸の伸長促進
は、オーキシンやジベレリンの作用を介さない BRの直接
の効果であることが示唆された。また、下底軸の伸長には
BRが主に働き、ジペレリンが補足的に働いている可能性が
示された。

F218 

Gene Chipを用いたブラシノステロイド応答性遺伝子の
解析

護髄聖、豊富語、{明鷲d望調室長ヂ県主、
額・~~弱検最可一刀 、世
近年の欠損ミュータントの解析からブラシノステロイド
但R)は細胞の伸長、分裂、光形態形成など植物の生長調
節に必須の役割を担っていることが明らかになってきた。
しかし、ブラシノステロイドがどのようなメカニズムで
生長を制御するのか、その機構はほとんど明らかにされ
ていない。我々はブラシノステロイドの生理的な機能や
シグナル伝達機構を解明するため、 DNAアレイを用いて
ブラシノステロイドの制御下にある遺伝子を網羅的に解
析することを試みた。 DNAアレイの方式としては
Affvmetrix方式を用いた。プラシノライド投与により発
現が変動する遺伝子をスクリーニングし、それらの遺伝
子群を 4つのカテゴリーに分類して、解析を行った。ま
ずlつ目は細胞伸長に直接関与すると推定される遺伝子
群である。この中には XyloglucanendtransgIy∞sylase 
(XET)とそのホモログがある。このカテゴリーに分類さ
れる遺伝子の多くは BRによりその発現が促進された。
二つ目はBRの合成に関与する遺伝子群である。BR生合
成遺伝子としてはCPD.DWF4. BR60xなどが報告されて
いるが、それ以外にも既知生合成遺伝子と高い相向性を
示し、かつ BRによって負に発現制御を受ける遺伝子が
存在することがわかった。三つ自のカテゴリーは BRの
シグナル伝達に関与する遺伝子群である。この中には他
のホルモンとの相互作用を司る遺伝子が含まれており非
常に興味深い。例えば、オーキシンによって誘導される
IAA3遺伝子などがBRに応答することが明らかになった。
4つ目は機能未知の遺伝子群である。
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F219 

ヒャクニチソウ管状要素分化過程でのブラシノステロイド

合成関連遺伝子の発現調節

山塞~、 1 出村拓、福田裕檎(東大院・理・生物科学、

1理研・植物科学センター)

私たちはヒャクニチソウ管状要素分化系を用いてブラシ

ノステロイドが、分化の中期から後期への移行に関与するこ

とを明らかにした。次いで、いくつかのブラシノステロイド

について管状要策分化の各時期に存在する量を調べ、ブラシ

ノステロイドが分化中期に急鳩ずることを明らかにした。

今回はブラシノステロイド合成に関連する遺伝子の単離

を鼠み、その発現解析を行った。 RT-PCR法により、 S
TEl、DIM、DWF4、CPD、DWARFのホモログ
と予想されるクローンの部分配列を得た。これをもとにして

cDNAライブラリーから会長の単離を試み、 DWARF以
外のクローンの会長を単離できた。これらの遺伝子の管状要

素分化過程におけるmRNAの蓄積を鯛べたところ、 DWF
4とCPDのホモログと予想されるクローンのmRNAは
内生ブラシノステロイドの増加に先立って蓄積することが

わかった。またこれらの遺伝子は、オーキシンとサイトカイ

ニンの両方を含む分化跨導培地において強い発現が見られ

ることから、これらの遺伝子の転写レベルでの制御が管状要

素分化過程でのブラシノステロイド合成のキーステップに

なっていると考えられた。

F220 

ヤマザクラ種子発芽過程における内生アブシシン駿の動態

丹羽美乃理l，諌山奈央子九信太優子人中村輝子1， 2 

(1日本女子大院・理日本女子大・理)

すでに、サクラの種子発芽には、約4ヶ月閣の低温湿層
処理が必須の過程であるが、同処理開始 2ヶ月後に内果皮

除去を行うことによりただちに発根過程に移行できること

を明らかにした。種子発芽過程において生理学的過程を明

らかにするための第 1歩として、低温湿層処理直前、およ

び同処理 2ヶ月後の内果皮、種皮、種子における、アプシ

シン酸含量変化を GC/SIMにより測定した。また、内果皮
除去の種子を用いて発芽率に及ぼす外生アブシシン酸の効

果をも調ペた。その結果、内果皮、種皮および種子におい

て内生アブシシン酸含量は，いずれの場合も生理的濃度範

囲であり、処理後の内果皮における含量の低下が顕著に認

められた。また、種子発芽に及ぼす外生アプシシン酸の阻

害効果も、顕著に認められた。今回の結果により、低温湿

層処理聞に生ずる、内果皮等に含まれる発芽抑制物質の減

少が、種子発芽に関与している可能性、及びアブシシン酸

が発芽阻害物質のひとつとして含まれ、発芽過程の制御に

関わることが示唆された。今後、さらに低温湿層処理によ

る発芽過程に関わる、アブシシン酸その他の発芽抑制物質

およびこれらと措抗的に作用するであろうジペレリン等の

発芽促進物質の動態、および妊の発達等について詳しく検

討する必要がある。



F221 

イネ発芽種子におけるジベレリン合成酵素遺伝子の発現解析

金王蓋童，伊藤博紀上口(田中)美弥子，北野英巳松岡

信(名大・生物分子応答センター名大・生命農学)

穀物種子の発芽時における匪と糊粉層でのふアミラーゼ

の発現は、ジペレリン(GA)により主に転写レベルで制御され
ることが知られているが、発現の引き金となる GA合成に関
する研究はほとんど行われていない。今回、我々は GA合成
とα・アミラーゼの発現の関係を解明するために、 GA合成の
最終段階を触媒する 2つの GA3β水酸化酵素遺伝子
OsGA3oxl. OsGA3ox2 (D18)と、その前段階を触媒する GA
C-20酸化醇素遺伝子 OsGA200x、およびα.アミラーゼ遺伝
子 RAmylAの吸水種子における詳細な発現解析を行った。吸

水後の経時的なノザン解析の結果、底におけるRAmylAはGA
合成酵素遺伝子の発現以前から発現し始め、ウニコナゾール

による GA合成阻害もこの目玉における RAmylAの発現に影響
を与えなかった.この結果から乾燥種子医に微量に存在する

GAにより匪の M吻IIAの発現が誘導されると考えられた。
一方、糊粉層の RAmylAはGA合成酵素遺伝子の発現後に誘
導され、 GA合成匝害により転写誘導が抑制された。このこ
とは、糊粉層に作用し RAmylAの発現を誘導する GAは吸水

後に denovo合成されたことを示唆している。また、糊粉層

のα-アミラーゼの発現に関与する GA合成部位を同定するた
めに行った、 OsGA3oxl.D18をプローブとした初 siluハイプ

リダイゼーションの結果および怪器官欠損突然変異体の糊粉

層でのRAmylAのノザン解析の結果も合わせて報告する。

F222 

キュウリ・トマト切隊恒軸における皮層の組織癒合に対する子葉

およびジペレリンの関与

盟地怠雄志1、岩井宏瞬、川出洋ヘ山口信次as2、神谷勇封、佐藤
忍， ('筑波大・生物、哩化学研究所・植物科学研究センター)

キュウリ怪輸を水平方向に半分程度切断すると切断後3日目に切断

面付近の細胞カ細胞分裂を開始し、切断後7日自には切断された皮層

はほぼ完全に癒合するが、子葉を切除するとこの細胞分裂が強く阻害

されることを我々は見いだした.本研究では、この組織癒合過程の細

胞分裂に対する植物ホルモンの関与について解析を行った.キュウリ

子葉を切除した個体で見られる細胞分裂の強い阻害は、子葉を切除し

た部分にジペレリン(10""MωJを塗布することで回復したが、オーキ
シン(1O""M弘Nを塗布した場合には、回復しなかった.また、ジペレ
リンの生合成阻害剤であるウニコナゾー)(，(1O""MUnl<α~p)を子
葉に散布したところ、皮膚の細胞分裂は強く阻害されたが、ジペレリ

ンを同時投与することでこの阻害は消失した.一方、茎頂あるいは根

を除去した場合には、皮層の組織癒合過程における細胞分裂に阻害は

見られなかった.また、オーキシン極性移動阻害剤jである百s.¥

(10吋M凶凶d苅凶.cac必)を腔紬切断部の上部に塗布した場合で
も、皮膚の細胞分裂に影響は見られなかった.同様の現象がトマトの

芽生えでも観察されたので、トマトのジペレリン生合成欠損変異体

(giか1)の匪帖を用いて同様の実験を行ったところ、この変具体で

は皮層の組織癒合にともなう細胞分裂カ唱きないことが示されえ.こ

れらの結果から、切断された皮層の組織癒合過程における細胞分裂

に、ジベレリンカ糠く関与していること、また、活性型ジベレリンの

生産に子葉が関与していることが示唆された.
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F223 

ジペレリンA3のセイヨウハコヤナギの成長に及ぼす影響

宣之監却弘，長尾精文，篠原健司(農水省・森林総研)

セイヨウハコヤナギ(Populusnigra L. var. italica Koehne) 

をジベレリン(GA~で処理し、形態、乾燥重量、業の光合成

速度や色素量などに及ぼすGAaの影響について調べた。セ

イヨウハコヤナギは人工光(約 500μmol.m-2s-I.12時間日

長)、 25'Cの条件下で生育させ、未処理または15.45.150μM

のGA3濃度で4-5週間処理した。 GA3処理により、植物が

異常な形態を示すことはなかった。シュートの伸長速度は

150μMのGAa処理で未処理の約2倍に増加し、 5週間後に

はその樹高は約170cmに達した。また、節の数も GA3処理
により増加した。地上部の乾燥重量は、 GA3の濃度に依存し

て滑加し、逆に根の乾燥重量は減少した。成業での光合成速

度及びクロロフィル、カロチノイドの含有量は、 150μMGAa

で顕著に減少していた。一方、成業でのアントシアニンの含

有量には有意差が見られなかった。これらの結果は、 Gんが

セイヨウハコヤナギの成長に正の効果を及ぼすことを示して

いる。現在、 GA3処理後の内生の纏物ホルモン(活性型ジベ

レリン、アプシジン酸、インドール酢酸)の変化や解剖学的

な解析を進めている。

F224 

エチレンによる根の成長制御におけるオーキシン

要求性

Ahidur Rahmm 尼川大作，後藤伸治鶴見誠二 2

(神戸大・自然科学宮教大・生物神戸大・ RI
センター)

シロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana)の2種の
エチレン抵抗性変異株、 a山 1・7と eir1-1、を用い
て、エチレン作用に対する、オーキシンの要求性

を調べた。o附 1・7とeir1・1はそれぞれ、 auxininflux 

.carrierと efflux.caπierの変異株である。 aux1・7と

eir1・1の根の成長はエチレンに対して、強い抵抗

性を示したが、 10nM NAAの存在下では、これら

の変異株は、野生型の根に近いエチレン感受性を

示した。そして、 10nM lAAも eir1・1には有効で
あったが、 aux1・7に対しては無効であった。これ

らの結果から、 auxl-7と eirl・1のエチレン抵抗性
の原因は、低い細胞内オーキシン濃度にあること、

また、エチレンによる根の成長制御において、オ

ーキシンは positiveregulatorとして作用すること

が分かった。



F225 

メロン ACC合成酵無遺伝子 (CMe-ACS2)のオーキ

シン蹴灘シス因子について

坂本木錦子1、飽野由美恵1、掴田雅俊¥中川弘殺1、

平林哲夫3、量麓量豊1.2(1千葉大・園芸、 2千葉大・院

自然科学、 2日本園芸研〉

メロンのオーキシン際海 ACC合成酵素遺伝子

(CMe-ACS2)のプロモータ領域にダイズの GH3遺伝

子 (TGTCTCエレメント〉やエンドウ PS-IAA4/5遺

伝子 (AuxRD) のオーキシン飯場シス因子に似たE~J

が含まれている。本研究はそれらの配列がオーキシン

際線シス因子として働いているか検討した。

断片化した CMe-ACS2プロモータを結合した p

81101を噂入したアラビドプシス及びー過的発現系に

よるオーキシン鶴灘性を測定した結果、 TATAboxの約

100bp 上流に存在する TGTCTC様エレメント

(CGGACAttucgaTGTCTC)が、それらの系におい

てオーキシン鴎狐シス因子として働いていることが明

らかになった。

F226 

BI・pbenolA におけるサイトカイニン織活性の解析
呈品血血卒、高野邦子 1、中村百合子¥樋本かおり ¥

細谷夏美¥西成典子 (大妻女子大・教養・生物、

'社会情報・環境)

内分泌繍乱物質として知られている BlspbenolAはポリカーポネ

ートの原材料として用いられている.Blsph問。IAはエストログン

類似の作用を持ち、動物に対する影.が危tAされている.一方、

植物に及ぼす影響は全く知られていなかったが我々は BlspbenolA

が樟物ホルモンの一つであるサイトカイニ ンと類似の活性のある

ことを、ダイ ズカルスを用いた生物検定系の実験で明らかにして

きた.サイトカイニンと問織に細胞湘殖促進作用が毘められた.

本研究では細胞において Blspb問。IAとサイトカイニンの作用部位

が同ーなのか、それぞれ特異的なのか調べた.そのために Blspbenol

A とサイトカイニン (ゼアチン)を半量ずつ加える半量実験を行

った.その結果、ゼアチンとよく似た変化を示した。次いで、こ

の2つを同時ではなくゼアチン→BlspbenolA、Blsph開。IA→ゼア

チンの移動実験をそれぞれ、この生物検定系を用いて行った.そ

の結果、最初に加えたものの影響を受けることが示された.以上

のことから悶ーの作用部位であることが推定された.また同時に

加えた犠合はゼアチン優先に進むことが考えられた.

さらに BispbenolAにサイトカイニンの細胞精娘促進作用以外の

生理活性があるか実験した.ニンジンカルスに Bllph問。IAを与え

たところ、芽の分化を傍導できた.現在、他の植物でも検肘中で

ある。
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F227 

ニンジン指養細胞の細胞分裂に対するphytaulfd<i ne (P SK) 
とオーキシンの相互作用

n阜、松林嘉克 1、坂神洋次 1、鎌田得(筑波大・生物科
学、 1名古屋大続・生命厳学)

ペプチド性植物細胞書留殖因子であるPSKは、循物の細胞分割

を、オーキシン、サイトカイニンと協関して促進していると考

えられている.ニンジンの non-embryogeniccells (NC) 

は、オーキシとして2，4・Dを含むMS縫地中で噌殖するが、

2，4・Dを含まないMS縄地で前泊費Eした渇合、 PSK-αの投与
によって細胞分裂が促進された.また、 PSK-αと2，4・Dを組

み合わせて投与すると、細胞分署躍が2，4・D濠度依存的に促進さ

れた.そこで、このPSKと2，4・Dの関係が、 PSKとオーキシン
の一般的な関係と考えられるか否かを明らかにするため、オー

キシンとしてNAAを含むMS培地でNCを培獲し、 PSKとNAAの

相互作用を鋼ベた.その結果、 4.5x 10・6MのNAAを1x 

10・7MのPSK-αとともに役与することにより、 2.3x 

10・7Mの2，4・Dと1x 1 0.7 MのPSK-αを岡崎に投与したと

きと同等の結果が得られた.このことから、ニンジンNCにおい

て、 PSKはオーキシンと協闘して細胞分裂を促進すること、ま

た、 NAAの作用lま2，4・01こ比べて弱いことが明らかとなった.

F228 

トマト成熟変異体Nr・2のエチレン受容体様遺伝子

全直盤企，森仁志1，永田雅靖 (野菜茶試・生理生態，

1名古屋大学大学院・生命農学)

トマトにおいては成熟が抑えられた表現型を示す変

異体がいくつか報告されており、これらの変異の原因

遺伝子は、成熟を制御する遺伝子をコードしてる可能

性が高い。また、トマト果実の成熟には内的因子とし

てエチレンが大きな役割を果たしていることが知られ

ている。現在トマトでは、 5種類のエチレン受容体遺

伝子 f.!-eETRl，2， 4， 5， NR)が報告されており、生長

を通して複雑な発現変動を示すことが分かつている。

我々は、成熟が抑制されるトマト変異体である Nr-

2からエチレン受容体ホモログ遺伝子を単離し、それ

らの構造などについての解析を試みた。 Nr・2 変異体

から R1・-PCRによって増幅された断片の構造を決定
したところ、既知のエチレン受容体遺伝子に加えて、

予想されるアミノ酸配列が、 LeETR5と83.1%の相

向性を示す新規なエチレン受容体様遺伝子が得られた。



F229 

エンドウ節間表皮組織のプロトプラストに誘導される

ABP1を受容体としたIAA依存の勝間反応

山よ堕，芳賀健1.Richard M. Napier2• 飯野盛利 1 (環
境科学樹首研究所大阪市立大・院理・生物地球.2Ho託.

Rβs. Inst.. U.K) 

エンドウ芽ばえの成長中の節間(第3節間)の表皮組
織からプロトプラストを分離し，その体積に及ぼすIAA

の影響を調べた。プロトプラストは 0.5M回>rbiωL

10mM KCl. 1mM CaCh. 20mM glu∞se. 10mM 
Mes'Tris句H6.ω の培養液に懸濁し，赤色光下で観測し
た。 IAAを含まない外液中でプロトプラストは一定の体

積を維持したが.IAAを加えることによって膨潤した。

I捌反応は IAA投与後，少なくとも 10分で開始し，
1O-8Mから 10・5Mの濃度範囲で増加した。また，濃度依
存の増加は2段階で起こることが示唆された。外液中の
K+，あるいはαーを膜不透過性のイオンで置き換えると
反応は消失した。膨潤反応はK+とαーの取り込みに基づ
く浸透調節によって生じると考えられる。オーキシン結

合タンパク質1(AJ3P1)の抗体を外液に加えると，瞬間
反応は6μgml-1の低濃度でほぼ完全に消失した。 Ca2+
を除き 1mMEGTAを加えた外液中で膨潤反応は正常
に起こった。これらの結果は.ABP1か湿潤反応のオー

キシン受容体であること，外液のCa2+はシグナル伝達成

分として関与していないことを示している。
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シロイヌナズナのエチレン過剰合成変異体eto1の分

子遺伝学的解析

亘且ー担， Kevin L.-c. Wang1， Claire Lurin2， Joseph R. 
Ecker1 (北海道農業試験場， 1 Sa1k Instiωte，2INRA) 

シロイヌナズナの etol(ahylene-Qverproducer 1)は黄

化苗で野生型の約¥0倍のエチレンを合成する劣性

突然変異体で、 ETOl遺伝子はエチレン合成の負の

制御因子をコードすると考えられていた。 ET01遺

伝子は二つのタンパク質問相互作用ドメインを持つ

新規のタンパク質をコードしていた。 Two-hybrid

systemおよび二重変異体の解析により、 ETOl・ACS5

の相互作用を明らかにした。また、大腸菌内で ACS5

とETQl・LlKE(EOL)タンパクを共発現させると ACS

活性は著しく阻害された。これらの結果から ETOl

ファミリータンパクは ACSと相互作用し、その活

性を阻害することが明らかになった。
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イネにおけるアクチベーションタギングシステムの

開発:トランスポゾンの利用による変異系統の拡大

及び新規変異体の取得

丞昌輩、佐藤浩二、杉本和彦、大阿久子、阿部健、

大林憲吾、贋近洋彦、菊池尚志(農水省・生物研)

4コピーのCaMV35Sエンハンサー及び35Sプロモ

ーターをDsの末端配列にはさんだ形 (Ds-EN)で日

本晴及びトウモロコシのAcトランスポゼースを発

現している日本晴 (9・17系統)に導入した。 Acトラ

ンスポゼースの作用で、Ds-ENがsomatic及びgerminal

に転移することが明らかになり、 トランスポゾンを

利用した変異系統の拡大が可能になった。

一方Ds-ENを日本晴に導入したTl世代で、エン

ハンサー近傍領域の転写を調べたところ、 10系統中7

系統で活性化が認められた。そのうち 1系統は葉鞘

が著しく短く、葉身が縮れていた。この変異体を水

耕栽矯し10ug/lのブラシノライドを添加すると数日

で正常化したので、ブラシノライドの合成或いは分

解系の変異体であることが示された。現在、タグし

た遺伝子がこの表現型の原因かどうかを調べている。

S202 

アオウキクサ:n:成を強〈縁導するFIFとノルエピネフリン反応物の構
造解明

山口祥子、豊山些童、飯田年以、岡弁美佳¥緬原忠雄、吉国隙一、
図中修¥瀧本教2(資生堂・基盤研究センター、'甲南大学・理・生物、
2京都生物研)

アオウキクサが乾燥や高温などのストレスを受けた時に放出する

成分(factorC)とノルエビネフリン(NE)の反応生成物はアオウキク

サの花成を強〈銃導する刊。更に、factorCの本体はリノレン酸の 9.

10ー位がα・ケトールになった不飽和脂肪酸の践導体(FI円であり、

その構造特異性は極めて高いことを既に報告したへ本研究ではFIF
とNEの反応物の構造解明をIitみた。

FIFとNEとの反応により多種類の成分が生成しており、それらの

多くのものは花成紙導効果を持っていた。また、3∞nmに吸収纏太
がある、類似のuv吸収スペクトラムを持つ成分が多数存在していた。
それらの成分のうち、主要な 2成分を分隊精製し、構造を決定した。

それらは光学活性をもっFIFと、 NEii量化物の付加体であり、 3f軍事健造

を持つa.ケトール脂肪敵であった(FN1及びFN2と仮称).FN1は

(9昨 FIFに、また、 FN2は(95トFIFに由来していた。FN1は単独でア

オウキクサの花成を飯導し、また、アサガオの花成紙導もFIFの
1/10.000の;漫度(lO-aM)で間程度の促進効果を示した.一方、 FN2

は、どちらの測定系でもほとんど活性を示さなかった.FIFもR休がア

サガオ花成系で促進活性を示し、 S体は活性を検出できなかった。

'>rakimoto et al.. Physiol. Plant.. 92: 624鳴628(1994) 
2>Yokoyama et al.. Plant Cell Physiol.. 41・110ー113(2000) 




